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1 Einleitung 
 

1.1 Die Haut 

 

Als größtes Grenzorgan des Menschen übernimmt die Haut viele wichtige Aufgaben. Sie 

macht beim erwachsenen Menschen eine Fläche von ca. 1,2 bis 2,3 m² aus und setzt sich aus 

verschiedenen Schichten zusammen (Cordes et al., 2014).  

Diese Schichten sind die Epidermis (Oberhaut), die die eigentliche Deckschicht des Körpers 

darstellt und aus verhorntem mehrschichtigem Plattenepithel besteht, und die 

darunterliegende Dermis (Lederhaut), welche für die mechanische Widerstandsfähigkeit der 

Haut verantwortlich ist. Darunter liegt die Hypodermis, die auch Subcutis genannt wird. Die 

Epidermis ist frei von Gefäßen, während die Dermis die terminalen Gefäße führt. Des Weiteren 

sind diese beiden Schichten in der dermo-epidermalen Verbindungszone durch Verzahnungen 

eng miteinander verbunden, die je nach Lage Leisten, Rillen oder Papillen bilden können.  

Die Gesamtdicke der Haut schwankt zwischen 1,5 mm und 4 mm, die der Epidermis schwankt, 

abhängig von verschiedenen Körperregionen zwischen 75-150 μm und 400-600 μm. Sie 

besteht zum größten Teil aus Keratinozyten, die in vier Schichten angeordnet sind. Die 

Epidermis beginnt im Stratum basale, wo sich basophile Keratinozyten befinden, die der 

Basalmembran aufsitzen. Sie sind über Hemidesmosomen miteinander verbunden. Diese 

Stammzellen im Stratum basale teilen sich und differenzieren weiter. Während dieses 

Prozesses steigen sie nach apikal, in die darüber liegende Schicht, das Stratum spinosum, 

auf, welches sich aus 2-5 Lagen dieser polygonalen Zellen zusammensetzt. Hier erscheinen 

die Zellen eher kubisch mit zentralem Zellkern und sind nach außen zunehmend leicht 

abgeflacht. Da gelegentlich Zellteilungen in beiden dieser Schichten stattfinden, können sie 

auch als Stratum germinativum zusammengefasst werden (Kühnel, 2008) (Lüllmann-Rauch, 

2006). 

Das Stratum granulosum liegt über dem Stratum spinosum und bildet die Schicht, in der sich 

Differenzierungsvorgänge und Apoptosen abspielen. Die Zellen flachen ab, verlieren ihren 

Zellkern und die Organellen. Dieses Stratum setzt sich aus ca. 1-3 Schichten von polygonalen, 

abgeflachten Zellen zusammen, die mit membranlosen Keratohyalingranula gefüllt sind. In 

diesen Keratohyalingranula befinden sich hauptsächlich Keratinfilamente und Filaggrin. Man 

kann in diesen Zellen auch membranumschlossene Lamellengranula finden. Sie sind mit 

Lipiden gefüllt und verschmelzen mit der Zellmembran. Dabei werden die Lipide in die 

Interzelluarschicht ausgeschüttet und bilden so eine Barriere zum Schutz der Haut vor 

eindringenden Fremdkörpern und Wasser. Das dünne Stratum lucidum trennt das Stratum 

granulosum von der apikalsten Schicht, dem Stratum corneum, welches nur noch aus avitalen 
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Zellhüllen und dem Material der Keratohyalingranula, die über Lipide miteinander verbunden 

sind, besteht. Die Erneuerung der Epidermis dauert durchschnittlich ca. 28 Tage, abhängig 

von Alter und Körperregion.  

Unter der Epidermis liegt die Dermis, sie besteht aus Bindegewebe, unterstützt die Epidermis 

und bildete die Verbindung zur darunterliegenden Hypodermis. Sie ist essentiell für die 

mechanische Stabilität der Haut. Sie setzt sich zusammen aus dem Stratum papillare und dem 

darunterliegenden Stratum retikulare. Unterhalb des Stratum retikulare liegt, wie bereits 

erwähnt, die Hypodermis oder auch Subcutis genannt, die aus lockerem Bindegewebe und 

läppchenförmig angeordnetem Fettgewebe besteht. Sie reicht bis zu den oberflächlichen 

Körperfaszien (Kühnel, 2008) (Junqueira & Carneiro, 2005) (Lüllmann-Rauch, 2006). 

Zur Wahrnehmung von Vibration befinden sich die Pacini-Körperchen in der Subkutis. Zentral 

im Inneren der Pacini-Körperchen befindet sich ein Dentritenende, welches 

zwiebelschalenartig von Schwann-Zellen und einer Schicht perineuralen Neurothelzellen 

umgeben wird. Im Stratum reticulare der Dermis und in der Subkutis liegen als 

Dehnungsrezeptoren die Ruffini-Körperchen, an deren basalem Ende Nerven- und 

Kollagenfasern eintreten, die von einer Bindegewebskapsel umgeben sind. Direkt unter der 

Epidermis, im Stratum papillare der Dermis, befinden sich die zapfenförmigen Meissner-

Körperchen, welche Druckempfindungen detektieren und durch kurze Kollagenfasern mit der 

Basallamina verbunden sind. Sie sind stapelförmig übereinandergeschichtet. Im Stratum 

basale der Epidermis befinden sich die Merkel-Zellen als weitere Mechanorezeptoren, die 

kleine elektronendichte Granula besitzen und an deren Basis Nervenendigungen liegen. Sie 

reagieren auf statische Druckänderung und sind durch Desmosomen mit den benachbarten 

Keratinozyten verbunden. Zur Wahrnehmung von Schmerz liegen freie Nervenenden in der 

Haut, die durch starke mechanische Reize wie Hitze und Abkühlung gereizt werden (Kühnel, 

2008) (Junqueira & Carneiro, 2005).  

Als äußere Hülle des Körpers schützt die Haut durch die Hornschicht vor dem Austrocknen 

und dem Eindringen von hydrophilen Substanzen und stellt somit eine Diffusionsbarriere dar. 

Die entscheidenden Faktoren für diese Funktion sind der Lipidverschluss durch extrazelluläre 

polare Lipide (Ceramide) und die Tight junctions im oberen Stratum ganulosum. Außerdem 

schützt die Hornschicht durch das Vorhandensein von chemisch widerstandsfähigem Keratin 

bis zu einem gewissen Grad gegen Säuren, allerdings weniger gegen Laugen. Melanozyten 

im Stratum basale schützen die DNA vor UV-Strahlung. Durch ihre Fortsätze steht ein 

Melanozyt mit durchschnittlich 36 Keratinozyten in Kontakt und gibt die schützenden 

Melanosome ständig an die Keratinozyten weiter (Lüllmann-Rauch, 2006).  

Da die Haut über eine kommensale Flora verfügt, kommt der Abwehr von Mikroorganismen 

eine besondere Bedeutung zu. Der immunologische Schutz erfolgt über 
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antigenpräsentierende Langerhans-Zellen und Lymphozyten. Die Langerhans-Zellen befinden 

sich vorwiegend im Stratum spinosum. Sie stammen aus dem Knochenmark, prozessieren 

und präsentieren Antigene den T-Lymphozyten. Sie exprimieren den Oberflächenrezeptor 

CD1a und wandern nach Antigenkontakt in den regionalen Lymphknoten. 

Die oben beschriebene ständige Erneuerung der Epidermis gewährleistet, dass adhärente 

Mikroorganismen abgestoßen werden können. Auch die dichten Zellverbände und Lipide im 

Stratum corneum bilden eine physikalische Barriere für eindringende Mikroorganismen. Ein 

niedriger pH-Wert, antimikrobielle Lipide und antimikrobielle Peptide und Proteine bilden die 

chemische Barriere der Haut (Cordes et al., 2014) (Harder et al., 2013). 

 

Abbildung 1.1: Schematischer Aufbau der Haut.  

Nachbearbeitet nach (Hartmann, 2021, 29. Juli, Aufbau und Behandlung der Haut, https://osteopathie-
in-lueneburg.de/haut/) 

 

1.2 Die antimikrobiellen Proteine 
 

Als wichtige chemische Barriere haben sich in den letzten 30 Jahren die antimikrobiellen 

Peptide und Proteine (AMPs) erwiesen, von denen über 1200 verschiedene in diesem 

Zeitraum identifiziert wurden. Sie stellen einen Teil des angeborenen Immunsystems dar und 

sind eine sehr heterogene Gruppe von Proteinen. Sie sind 12-150 Aminosäuren lang, 

kationisch geladen, unterscheiden sich in ihrer 3-dimensionalen Faltung und haben eine 

amphipathische Struktur (Nakatsuji & Gallo, 2012) (Lai & Gallo, 2009) (Fearon & Locksley, 
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1996) (Pasupuleti et al., 2012).   

Man kann die AMPs in verschiedene Kategorien einteilen. Es gibt zum Beispiel Cathelicidine, 

Histatine, Dermcidine und Defensine. Defensine können anhand ihrer Struktur in Peptide mit 

α-Helix und Peptide mit β-Faltblatt Struktur, die durch Disulfidbrücken stabilisiert werden, 

unterteilt werden (Bals, 2000; White et al., 1995; Braff & Gallo, 2006). AMPs wurden sowohl 

bei Pflanzen (Broekaert et al., 1995), Insekten (Bulet et al., 1993), Amphibien (Barra & 

Simmaco, 1995), als auch bei  Pilzen nachgewiesen und werden hier von verschiedenen 

Zellen synthetisiert. Oft werden sie gemeinsam exprimiert und wirken synergistisch (Braff & 

Gallo, 2006) (Reddy et al., 2004). Sie wirken gegen eine Großzahl verschiedener 

grampositiver, gramnegativer Bakterien, Pilze und Viren und sind trotz ihrer Jahrmillionen 

langen Existenz und Interaktion mit Mikroorganismen immer noch wirksam (Schröder, 2002). 

Resistenzen gegen AMPs sind selten, aber möglich, zum Beispiel durch Modifikation von 

Zellmembranbestandteilen wie Lipopolysacchariden (Ernst et al., 1999) oder 

Phosphorylcholinen (Lysenko et al., 2000). Dadurch können die kationisch geladenen AMPs 

nicht mehr mit der Oberfläche interagieren. (Peschel & Sahl, 2006) Auch eine Veränderung 

von Efflux Pumpen in der Bakterienmembran wurde beobachtet (Shafer et al., 1998).  

Beim Menschen werden AMPs in diversen Organen, wie beispielsweise der Haut, der Lunge, 

dem Magendarmtrakt und dem Urogenitaltrakt, synthetisiert. Zu den verschiedenen Zelltypen 

der Haut, die AMPs synthetisieren, gehören zum Beispiel die Epithelzellen der ekkrinen 

Schweißdrüsen, Mastzellen und Sebozyten. (Cordes et al., 2014) 

Als wichtige Vertreter der AMPs gelten zum Beispiel humanes β -Defensin 2 (hBD-2) (Schröder 

& Harder, 1999), humanes β -Defensin 3 (hBD-3) (Harder et al., 2001), Ribunuklease 7 (RNase 

7) (Jürgen Harder & Schröder, 2002), das S100-Protein Psoriasin (Gläser et al., 2005), das 

Cathelicidin LL-37 (Frohm et al., 1997) und Dermcidin (Schittek et al., 2001). 

Sie verfügen über verschiedene Mechanismen zur Bekämpfung von Mikroorganismen. Einige 

können sich auf Grund ihrer positiven Ladung und dreidimensionalen Struktur an negativ 

geladene Bakterienoberflächen anlagern und dadurch die Integrität der Zellmembran 

zerstören. Auch eine Bildung von Poren und eine daraus resultierende Lyse der Bakterienzelle 

sind möglich. Es konnten auch Interaktionen mit der Zellwandsynthese und Inhibition der DNA- 

und Proteinbiosynthese nachgewiesen werden. Ebenfalls konnte eine Bindung an bakterielle 

Lipopolysaccharide nachgewiesen werden (Schröder, 1999).  

Es ist anzumerken, dass bei einigen Hauterkrankungen AMPs runter, beziehungsweise hoch, 

reguliert sind und es hierdurch vermutlich zu weniger Infektionen kommt, obwohl die 

Hautbarriere geschädigt ist. So zum Beispiel bei Patienten mit Psoriasis vulgaris, bei denen 

RNase 7, hBD-2 und hBD-3 vermehrt exprimiert werden (Gambichler et al., 2008). Im Vergleich 

zur Psoriasis vulgaris werden AMPs beim atopischen Ekzem, bei dem es häufiger zu 
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Superinfektionen kommt, weniger hoch exprimiert, obwohl viele AMPs wie zum Beispiel hBD-

2 und RNase 7, dort im Vergleich zu gesunder Haut immer noch hoch reguliert sind (Gläser et 

al., 2009). Einige AMPs verfügen außerdem über eine antivirale Wirkung wie beispielsweise 

hBD-2 und hBD-3, die bei Verrucae vulgares und Condylomata acuminata, beides durch 

humane Papillomaviren verursachte  Epithelhyperplasien, in erhöhter Konzentration 

nachgewiesen werden konnten (Meyer-Hoffert et al., 2008). Auch bei verschiedenen 

neoplastischen Erkrankungen sind die Level verschiedener AMPs verändert. Die 

Konzentrationen von hBD-1, -2 und -3 sind beim oralen Plattenepithelkarzinom erniedrigt (S. 

Joly et al., 2009). Beim Basalzellkarzinom wurde dagegen eine erhöhte hBD-2 und eine 

signifikant erniedrigte hBD-1 Konzentration nachgewiesen. Allerdings ist die genaue Rolle der 

AMPs in Neoplasien noch nicht ausreichend geklärt (Gambichler et al., 2008).  

Durch verschiedene äußere Einflüsse, wie beispielsweise UV-Strahlung, können einige AMPs 

wie hBD-2, -3, RNase 7 und Psoriasin induziert werden. Dadurch lässt sich erklären, dass trotz 

der immunsuppressiven Wirkung auf das adaptive Immunsystem durch UV-Strahlung, kein 

erhöhtes Infektionsrisiko besteht (Gläser et al., 2009). Des Weiteren kann Vitamin D die 

Produktion von AMPs anregen (T.-T. Wang et al., 2004). 

Die Expression verschiedener AMPs ist unterschiedlich in den verschiedenen Schichten der 

Haut. Psoriasin wird hauptsächlich im Stratum granulosum und im Stratum spionosum 

exprimiert. RNase 7, hBD-2 und hBD-3 sind eher im Stratum corneum zu finden. Eine 

altersabhängige Expression konnte für hBD-2 gezeigt werden, wobei bei älteren Patienten 

eine höhere Aktivität zu erkennen war. Bei RNase 7, Psoriasin und hBD-3 konnte keine 

Korrelation mit dem Alter gefunden werden. Eine geschlechtsabhängige Expression konnte für 

keines dieser AMPs nachgewiesen werden (Wittersheim et al., 2013).  

AMPs bilden eine Verknüpfung zum adaptiven Immunsystem. Dies geschieht durch immun 

modulatorische Wirkungen und chemotaktische Effekte (Nakatsuji & Gallo, 2012). 

Untersuchungen konnten zeigen, dass β-Defensine dendritische Zellen und T-

Gedächtniszellen über den CCR6-Rezeptor anlocken und damit eine Verbindung zwischen 

dem angeborenen und dem adaptiven Teil des Immunsystem herstellen (Yang et al., 1999) 

(Dhople et al., 2006). 

 

1.2.1 Humanes Beta-Defensin 2 

 

Als erstes AMP wurde 1997 das humane Beta Defensin 2 (hBD-2) aus menschlicher Haut 

isoliert (Harder et al., 1997). Es ist reich an Cystein, kationisch, hat ein niedriges 

Molekulargewicht und besteht aus insgesamt 41 Aminosäuren. hBD-2 ist aus β-Faltblättern, 

welche durch drei Disulfidbrücken stabilisiert werden, aufgebaut. Zusätzlich findet sich eine α-
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helikale Struktur, die wiederum durch Disulfidbrücken mit dem β-Faltblatt verbunden ist. 

Insgesamt scheint die native Form von hBD-2, die eines Dimers zu sein. Diese dimere Form 

ermöglicht dem hBD-2 die Ausbildung einer Oligomerisierung höherer Ordnung in Form eines 

Oktamers. Es konnte gezeigt werden, dass die richtige Ausprägung der Disulfidbrücken von 

hBD-2 essentiell für seine Wirkung ist. Seine bakterizide Wirkung scheint nicht nur auf der 

Ausbildung von membrandurchgreifenden Poren, sondern eher auf der elektrostatischen 

Veränderung der Permeabilität der Bakterienmembran zu beruhen (Hoover et al., 2000). Es 

wird fakultativ nach Kontakt mit Mikroorganismen oder Zytokinen, wie zum Beispiel TNF-α  und 

IL-1β, produziert (Singh et al., 1998) (Hiratsuka et al., 1998). Für diese Art der 

immunologischen Stimulation besitzt die hBD-2-Promotorregion Bindungsstellen für den 

Transkriptionsfaktor NF-κB (L. Liu et al., 1998). hBD-2 selbst zeigt allerdings auch eine 

moderate Fähigkeit die Produktion von TNF-α, welche durch Aktivierung von Makrophagen 

durch LPS (Lipopolysaccaride) induziert wird, zu blockieren, indem es mit eben diesem LPS 

interagiert (Scott et al., 2000). 

Experimente konnten zeigen, dass hBD-2-mRNA in verschiedenen Geweben, wie zum 

Beispiel in Haut, Lunge, im urogenitalen Trakt, im hämatopoetischem System (Leukozyten, 

Thymus) und in Epithelzellen des Kolons, nachgewiesen werden kann. In der Epidermis ist 

hDB-2 im Stratum spinosum, hier in den Lamellarkörpern der Keratinozyten und im interzelluar 

Raum nachgewiesen worden. Auch synergistische Effekte zwischen hBD-2 und anderen 

antimikrobiellen Proteinen wie Lysozym und Lactoferrin sind bekannt (Bals et al., 1998) (Oren 

et al., 2003). 

Bei erhöhten NaCl Konzentrationen zeigt hBD-2 eine geringere Wirkung, was speziell für 

Patienten mit zystischer Fibrose von Bedeutung sein könnte, da bei diesen Patienten eine 

erhöhte NaCl Konzentration in den Atemwegen herrscht (Zabner et al., 1998) (Singh et al., 

1998).  

Das hBD-2 Peptid ist sowohl wirksam gegen gramnegative Bakterien wie Escherichia coli (E. 

coli) und Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) als auch gegen Pilze wie Candida albicans 

(C. albicans), allerdings zeigt es nur geringe Aktivität gegen grampositive Bakterien, wie 

Staphylokokkus aureus (S. aureus). Wie oben bereits erwähnt, wird hBD-2 bei entzündliche 

Hauterkrankungen wie Psoriasis vulgaris vermehrt exprimiert (Schröder et al 1999). 

Die Aktivität von hBD-2 kann jedoch auch von unterschiedlichen Faktoren gehemmt, 

beziehungsweise reduziert werden. Dies konnte beispielsweise für Cystein Proteasen wie 

Cathepsin B.L und S, und auch für „streptococcal inhibitor of complement“ (SIC), das von 

einem bestimmten Stamm A Streptokokken sezerniert wird, gezeigt werden (Taggart et al., 

2003) (Fernie-King et al., 2006).  
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1.2.2 Humanes Beta-Defensin 3 

 

Humanes Beta-Defensin 3 (hBD-3) ist ein 3-5 kDa großes, nicht hämolytisches Peptid, 

welches sich aus drei Disulfid-Brücken zwischen 6 Cysteinen zusammensetzt und insgesamt 

45 Aminosäuren lang ist. Es wurde erstmals aus Hautläsionen von Patienten mit Psoriasis 

vulgaris isoliert (Ishimoto et al., 2006). Es ist ähnlich wie andere Beta-Defensine kationisch, 

verfügt aber im Gegensatz zu diesen, über eine höhere Dichte an kationischen Residuen, vor 

allem an seinem C-Terminus (Schutte & McCray, 2002). Die korrekte Faltung der 

Disulfidbrücken erwies sich in Experimenten als wichtig für die chemotaktischen Eigenschaften 

von hBD-3, allerdings schien sie für seine antimikrobielle Wirkung nicht von großer Bedeutung 

zu sein (Wu et al., 2003). Es ist dem hBD-3 Peptid anscheinend möglich, eine amphipathische 

symmetrische dimere Struktur zu bilden, welche eine stark positiv geladene Oberfläche 

präsentiert (Dhople et al., 2006). 

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass seine antimikrobielle Aktivität unabhängig ist von 

der umgebenden Salzkonzentration. Nur in supraphysiologischen Salzkonzentrationen konnte 

eine reduzierte antimikrobielle Aktivität nachgewiesen werden. hBD-3 besitzt eine 

weitgefächerte Aktivität gegen verschiedene grampositive Bakterien, wie zum Beispiel gegen 

das multiresistente S. aureus und das Vancomycin-resistente Enterococcus faecium (E. 

faecium). Außerdem zeigt hBD-3 Wirkung gegen gramnegative Bakterien wie P. aeruginosa 

und E. coli und auch gegen Hefepilze wie C. albicans. (Sawamura et al., 2005) 

Es konnte nachgewiesen werden, dass Tonsillen und Haut eine hohe Expressionsrate von 

hBD-3-mRNA aufweisen, Gastrointestinal- und Urogenitaltrakt dagegen kaum oder gar keine 

nachweisbare hBD-3-mRNA Expression zeigen. Als zelluläre Ursprungsorte von hBD-3 

Peptiden zeigten Keratinozyten und Epithelien der Atemwege in Versuchen eine geringe 

Expression an hBD-3 Protein. In der Epidermis konnte es vor allem im Stratum spinosum und 

granulosum nachgewiesen werden. In Experimenten zeigte sich, dass hBD-3 durch 

morphologische Veränderungen der Bakterienmembran zu deren Lyse führt. Eine Lyse der 

Zellwand verbunden mit einer Freisetzung von Zytoplasma nach 30 Minuten konnte bei S. 

aureus beobachtet werden (Harder et al., 2001) (Sawamura et al., 2005). 

hBD-3 wird genauso wie hBD-2 fakultativ produziert. Dies konnte für den Kontakt mit TNF-α 

und Interleukin-1 gezeigt werden. Allerdings kann hBD-3 ähnlich wie hBD-2 die Endotoxin-

Aktivität von LPS neutralisieren, welche für die Produktion von TNF-α wichtig ist. Des Weiteren 

konnte eine Induktion von hBD-3 sowohl durch grampositive, als auch durch gramnegative 

Bakterien nachgewiesen werden (Sophie Joly et al., 2005) (Harder et al., 2001) (Böhling et al., 

2006). Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass das grampositive Bakterium 

Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) hBD-3 in menschlichen Lungenepithelien 
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induziert (Scharf et al., 2012). Diese Induktion scheint über den EGF-Rezeptor abzulaufen. 

Ähnliches wird auch für hBD-2 vermutet (Sørensen et al., 2005). Die Aktivität von hBD-3 kann 

aber auch durch verschiedene Einflüsse gehemmt werden. Wie auch hBD-2 kann hBD-3 durch 

Cystein Proteasen, wie die Cathepsine B, L und S, reduziert werden (Taggart et al., 2003). Wie 

schon bereits im Abschnitt über hBD-2 erwähnt, kann auch hBD-3 durch SIC gehemmt werden 

(Fernie-King et al., 2006). 

Untersuchungen konnten zeigen, dass die Gensequenz für hBD-3 (Gensequenz: DEFB103A) , 

ebenso wie die für das oben beschrieben hBD-2 (Gensequenz: DEFB2), auf dem Chromosom 

8p22-p23 liegt (Harder et al., 1997) (L. Liu et al., 1998) (Peng Jia et al., 2001). 

 

1.2.3 RNase 7 

 

RNase 7 ist eine 14,5 kDa große antimikrobielle Ribonuklease, die über ein weites Spektrum 

an antimikrobieller Aktivität verfügt (LD90 (lethal dose of 90%) < 30 nm) und konstitutiv 

exprimiert wird. Es konnte gezeigt werden, dass die Freisetzung von RNase 7-mRNA in 

Keratinozyten und epithelialen Zellen nicht nur konstitutiv, sondern auch induzierbar durch 

Interleukin-1β, Interferon-γ, Interleukin 17a und Interaktion mit Bakterien (z.B. P. aeruginosa, 

S. aureus, E. coli, und E. faecium) getriggert wird (Simanski et al., 2010) (Simanski et al., 2013) 

(Harder & Schröder, 2002) (Köten et al., 2009). 

RNase 7 wird von vielen verschiedenen epithelialen Geweben hergestellt. Man konnte RNase 

7-mRNA in Haut, Urogenitaltrakt, Respirationstrakt, Tonsillen, Leber, Niere und Herzmuskel 

nachweisen. In anderen Geweben wiederum wie Gehirn, Thymus, Milz und Plazenta konnte 

sie nicht nachgewiesen werden (Jianzhi Zhang et al., 2003). Hautbereiche, die sich als 

besonders reich an RNase 7 erwiesen, sind Stirn, Wangen, Gesäß und die lumbale Region 

(Wittersheim et al., 2013). In der Haut an sich konnte RNase 7 in allen Schichten der Epidermis, 

vor allem aber im Stratum corneum, nachgewiesen werden (Köten et al., 2009). 

Sie gehört zur Superfamilie der RNase A Proteine, deren Gene auf dem Chromosom 14 liegen 

und ist dosisabhängig zytotoxisch wirksam gegen ein großes Spektrum an grampositive 

Bakterien, wie zum Beispiel Vancomycin-resistentes E. faecium und S. aureus. Des Weiteren 

ist sie wirksam gegen gramnegative Bakterien wie Proteus mirabilis (P. mirabilis) oder 

Klebsiella, auch eine Aktivität gegen Hefepilze wie C. albicans und gegen Dermatophyten ist 

nachweisbar. Sie besitzt aber scheinbar keine direkte antivirale Aktivität (J. Zhang, 2002) (Cho 

et al., 2005) (Harder & Schröder, 2002) (Fritz et al., 2012) (Spencer et al., 2011). 

Das RNase 7 Protein ist kationisch und verfügt über den für die Superfamilie der RNase A 

Proteine typischen Aufbau. Dieser zeichnet sich durch das Vorhandensein eines klassischen 

hydrophoben Signalpeptides aus, gefolgt von einem reifen Peptid. Des Weiteren sind mehrere 
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Cysteine, die Disulfidbrücken bilden, vorhanden (Jianzhi Zhang et al., 2003). RNase 7 ist reich 

an Lysinen (18 von 128 Aminosäuren) und besitzt drei kationische Cluster mit katalytischen 

Triaden aus Hisidin-Lysin-Histidin. Von diesen scheint das am ersten N-Terminal gelegene 

Cluster jenes zu sein, welches für die bakterizide Wirkung entscheidend ist. 

In Experimenten scheint sich zu zeigen, dass RNase 7 sich an negativ geladene Oberflächen 

von Bakterien anlagert und über elektrostatische Wechselwirkungen ihre Integrität beeinflusst 

(Huang et al., 2007).  

In diesem Zusammenhang wurde berichtet, dass RNase 7 sich an LPS und Peptidoglykane 

bindet und zytoplasmatische Membranen von zum Beispiel E. coli und S. aureus 

depolarisieren kann (Torrent et al., 2010). 

Eine entscheidende Rolle im Signalweg der RNase 7 Induktion scheint der EGF-Rezeptor zu 

spielen. Eine reduzierte Expression von RNase 7 konnte für mit EGF-Rezeptor Inhibitoren 

behandelte Keratinozyten gezeigt werden (Lichtenberger et al 2013) (Rademacher et al., 

2017). 

 

1.3 Corynebacterium amycolatum 
 

Corynebacterium amycolatum (C. amycolatum) gehört zur Gattung der Corynebakterien, 

welche auch „diphteroids“ genannt werden (Belmares et al., 2007). Sie verdanken ihren 

Namen ihrer Form, die an einem oder an beiden Enden aufgetrieben sein kann. Dadurch wird 

ihnen ein keulenartiges Aussehen verliehen (>>Koryne<<: Keule). Alle Corynebakterien sind 

unbeweglich, sie besitzen keine Katalase, sind aber Oxidase positiv. In der Neisser-Färbung 

zeigen sich metachromatische Granula (Polkörperchen). Sie sind relativ resistent gegen 

Austrocknung, im Gegensatz dazu aber hitzeempfindlich und können eine Erhitzung über 10 

Minuten bei 58°C nicht überleben (Suerbaum et al., 2012). Ihre Gattung hat mehr als 90 

Vertreter und es kommen immer wieder Neue hinzu. Der wohl bekannteste Verwandte des C. 

amycolatum ist Corynebacterium diphtheriae, der Auslöser der Diphtherie. (Olender, 2013)  

C. amycolatum selbst wurde erstmals 1988 als grampositives, aerobes, fakultativ anaerobes, 

nicht sporenbildendes, nonlipophiles Stäbchenbakterium, welches außerdem keine 

Mykolsäure in der Zellwand besitzt und zur Fermentation in der Lage ist, beschrieben (Collins 

et al., 1988) (Suerbaum et al., 2012). Es wurde seitdem selten als Pathogen z.B. im 

Zusammenhang mit Endokarditis beschrieben (Rudresh et al., 2015).  

Eigentlich gehört C. amycolatum zur Mikrobiota der Haut und Schleimhaut und wird oft in 

klinischen Proben nachgewiesen. Dabei wurde es häufig als Verunreinigung der Probe 

verstanden. Die mikrobiologische Klassifikation und das Verständnis für dieses Bakterium als 

Pathogen haben sich in den letzten Jahren allerdings geändert (Knox & Holmes, 2002). Es hat 
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sich herausgestellt, dass C. amycolatum oft als Corynebacterium xerosis (C. xerosis) 

fehldiagnostiziert wurde, welches als etabliertes Pathogen gilt (Funke et al., 1996). Hier bieten 

sich zur Unterscheidung chemotaxonomische Untersuchungen, wie die genaue Begutachtung 

der Zellwand auf Mykolsäure oder die Detektion von Propionsäure, als Produkt der 

Fermentation von Glucose, an (Wauters et al., 1998). 

Auch die Form der Kolonien unterscheidet sich. C. amycolatum bildet flache, weißlich-graue, 

wachsige oder matte Kolonien auf Blutagar (Dalal et al., 2008), C. xerosis dagegen bildet auf 

Blutagar braun-gelbliche, eher trocken erscheinende Kolonien (Hernández-León et al., 2016). 

C. amycolatum kann außerdem von Corynebacterium minutissimum (C. minutissimum) und 

Corynebacterium striatum (C. striatum) durch dessen fehlenden Abbau von beispielsweise L-

Tyrosin oder auch L-Serin unterschieden werden (Wauters et al., 1998) (Renaud et al., 1998). 

Darüber hinaus zeigt es im Gegensatz zu anderen Arten, wie C. striatum und C. minutissimum, 

eine allgemein niedrigere metabolische Aktivität. Auch modifizierte Carbon-Substrat-

Assimilation Tests können für die Unterscheidung dieser verschiedenen Corynebakterien 

genutzt werden (Renaud et al., 1998). 

Inzwischen ist C. amycolatum nachweislich verantwortlich für Infektionen, die Katheter-

assoziiert sind, oder auch durch intravenös liegende Zugänge verursacht werden (Knox & 

Holmes, 2002). Beispielsweise konnte C. amycolatum inzwischen bei Endokarditis als Erreger 

eindeutig nachgewiesen werden. Herbei zeigte sich, dass es vor allem eine 

Linksherzendokarditis bei Erwachsenen verursacht und Frauen eine Prädilektion für eine 

solche Endokarditis haben. Oft besteht bei diesen Patienten bereits eine Vorerkrankung der 

Herzklappen (Belmares et al., 2007). Auch in Urin, Eiter, zerebrospinaler Flüssigkeit und 

Sputum wurde C. amycolatum bereits nachgewiesen (Sengupta et al., 2015). 

Es zeigte sich, dass C. amycolatum resistent ist gegen einige Antibiotika, wie zum Bespiel 

Penicillin, auch Clindamycin und Ciprofloxacin zeigten in vitro nur wenig Wirkung gegen C. 

amycolatum. Weiterhin wurden Resistenzen gegen Makrolide wie Erythromycin, 

Chloramphenicol und Trimethoprim/Sulfamethoxazole nachgewiesen. Vancomycin, Linezolid 

und Imipenem zeigten dagegen eine gute Aktivität gegen das Bakterium. Auch 

Multiresistenzen gegen bis zu sechs Antibiotika sind beschrieben worden (Rudresh et al., 2015) 

(Knox & Holmes, 2002) (Olender, 2013). Diese Multiresistenzen gegen Clindamycin und 

Erythromycin beruhen wahrscheinlich auf dem Vorhandensein des Kreuz-Resistenz 

Mechanismus Macrolid-Lincosamid-Streptogramin B (MLSB). Auch ein horizontaler Transfer 

von Resistenz Genen ist für Corynebakterien beschrieben worden (Olender, 2013). 
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1.4 Zielsetzung der Arbeit 
 

Diese Arbeit setzt sich mit der Hypothese auseinander, ob und inwieweit C. amycolatum, 

sowohl die Genexpression, als auch die daraus resultierenden antimikrobiellen Proteine in 

Keratinozyten induzieren könnte und ob sich diese Induktion über den Epidermal-growth-factor 

Rezeptor (EGFR) -weg vollziehen könnte. Eine Induktion durch dieses Bakterium wurde bisher 

noch nicht untersucht.  

Für die hier durchgeführten Versuche wurden die AMPs RNase 7, hBD-2, und hBD-3 

herangezogen. 

Um die Vermutung zu bestätigen, dass die Signaltransduktion dieser Induktion über EGFR 

stattfindet, wurde der Signalweg im Verlauf der Versuche mit zwei verschiedenen EGFR 

spezifischen Inhibitoren (Cetuximab und AG 1478) gehemmt. 
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2 Material und Methoden 
 

2.1 Geräte 

 

CO2 Inkubatoren - Heraeus™ BB 16, Heraeus Holding 

(Haunau, Deutschland) 

- Formascientific™ 3164,Thermo Scientific 

(Schwerte, Deutschland)  

- CB 150l™, Binder (Tuttlingen, 

Deutschland) 

Flüssigstickstofftank Arpege 70, Air Liquide (Düsseldorf, 

Deutschland) 

Gefrierschränke/-truhe (-80°C) - Thermo Forma™ 905-86C, Thermo 

Scientific (Schwerte, Deutschland)  

- Sanyo Ultra low™ MDF-19, Panasonic 

(Osaka, Japan) 

Mikroskope - Leitz DiaVert™, Leica (Wetzlar, 

Deutschland)  

- Wilovert™ 30, Hund (Wetzlar, 

Deutschland)  

- Zeiss 47 17 01-990, Zeiss (Jena, 

Deutschland)  

- Olympus IX50, Olympus (Hamburg, 

Deutschland) 

Photometer NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer, 

Peqlab (Karlsruhe, Deutschland) 

Pipettierhilfen - Pipetus™ akku, Hirschmann (Eberstadt, 

Deutschland) 

- Accu jet pipette boy™ Brand (Wertheim, 

Deutschland) 

Pipetman™ 20; 200;1000 µl, Gilson 

(Middleton, USA) 

- Reference™ 2,5; 10; 100; 1000 µl, 

Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 

- Research™ 2,5; 10;100; 1000 µl, 
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Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 

Präzisionswaage KERN 822-33, Kern & Sohn (Balingen, 

Deutschland) 

Real-Time PCR System StepOne Plus™, Applied Biosystems 

(Carlsbad, USA) 

Sterilwerkbank - Cytosafe™ 2004, Gelaire,(Seven Hills, 

Australia)  

- clanLAF™ VFR 1206 GS, Labogene 

(Lynge, Dänemark) 

Thermocycler T3™, Biometra (Göttingen, Deutschland) 

Vortexer - Reax top, Heidolph (Schwabach, 

Deutschland)  

- Vortex Genie2 ™, Scientific Industries 

(Bohemia, USA) 

Zentrifugen - Eppendorf 5810R, 5804R, 5424, 5417R, 

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)  

- Heraeus Multifuge™ X3R, Heraeus 

Holding (Hanau, Deutschland)  

- Heraeus Megafuge™ 1.0R, Heraeus 

Holding (Hanau, Deutschland) 

 

2.2 Zellkultur 

 

2.2.1 Materialen 

 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

(DMEM) (Low Glucose w/o L-Glutamine w/ 

Sodium Pyruvate) 

- DMEM++- (500ml DMEM + 50ml FCS + 

5ml L-Glutamin) 

Th. Geyer (Renningen, Deutschland) 

Fetal Calf Serum (FCS) Life Technologies (Darmstadt, Deutschland) 

Keratinocyte Growth Medium (KGM2)  

- KGM2 +++ (500ml KGM2 Basalmedium +  

Supplement Mix + 5ml 

Penicillin/Streptomycin + 0.06M CaCl2 

Promo Cell (Heidelberg, Deutschland) 
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(P/S))  

- KGM2 ++- (KGM2 (+++) ohne Zugabe von  

P/S) 

Kollagen 1, Rattenschwanz Life Technologies (GIBCO) (Darmstadt, 

Deutschland) 

L-Glutamin (200mM) Gibco (Eggenstein, Deutschland) 

Penicillin-Streptomycin (10,000U/mL) Gibco (Eggenstein, Deutschland) 

Phosphat-gepufferte Salzlösung (PBS) Biowest SAS (Nuaillé, Frankreich) 

Salzsäure (HCl) 1N Merck (Darmstadt, Deutschland) 

Trypsin/ EDTA Biochrom (Berlin, Deutschland) 

 

Verschiedene Plastikmaterialen wie Pipettienspitzen/Filtertips, Zentrifugen-/Probenröhrchen, 

Petrischalen, Zellkulturflaschen/Schaber wurden von der Firma Sarstedt, Nümbrecht bezogen 

 

2.2.2 Anzüchtung und Kultivierung von NHEK 

 

Für die Versuche wurden NHEK Zellen (Normale humane epidermale Keratinozyten) der Firma 

PromoCell, Heidelberg verwendet. Diese primären Keratinozyten wurden aus juvenilen 

Präputien gewonnen und setzten sich aus einem Zellpool von 3-5 Spendern zusammen. Sie 

wurden in Röhrchen in Stickstofftanks eingefroren gelagert und vor Verwendung daraus 

entnommen. Ein Röhrchen wurde auf mehrere Zellkulturflaschen aufgeteilt. Diese 

Zellkulturflaschen wurde davor mit einer Suspension aus 1%igem Rattenschwanz Kollagen 

Typ I und 0,02 M Salzsäure beschichtet und nach 30-minütiger Inkubation bei 37°C zweimal 

mit PBS gewaschen. Darin wurden die Keratinozyten bei 37°C in einer wassergesättigten 

Atmosphäre mit 5% CO2 inkubiert, bis ihre Konfluenz bei ca. 80-90% lag. Das verwendete 

KGM2 (+++) Medium wurde dabei alle 2 Tage erneuert.  

Eine höhere Konfluenz der Zellen führte zur Ausdifferenzierung der Zellen, was letztlich zum 

Absterben der Zellen führte, deshalb sollten sie frühzeitig weitergeteilt werden. Um sie weiter 

zu subkultivieren, mussten die Keratinozyten zunächst aus den Flaschen gelöst werden. Dies 

wurde erreicht, indem sie erst mit PBS gewaschen wurden, anschließend wurden 5 ml 0,05 % 

Trypsin/EDTA (T/E) in die Zellkulturflaschen pipettiert, dann wurden sie bei 37°C für 5 -10 

Minuten inkubiert. Unter dem Mikroskop wurde beurteilt, ob die Ablösung vollständig 

stattgefunden hatte. Dann wurde die Trypsinierung mit 10 ml FCS-haltigem DMEM (++-) 

Medium abgestoppt. Sie wurden in ein 50 ml Röhrchen überführt und bei 1000 rpm für 5 

Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde abpipettiert und das entstandene Zellpellett in 

KGM2 (+++) oder (++-) wiederaufgenommen. Zur weiteren Verwendung wurde das Zellpellet, 
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je nach Verwendungszweck, in Zellkulturflaschen oder in 12-Loch-Platten überführt. Die 

Flaschen wurden dafür mit 10 ml Medium befüllt, dann wurde 1 ml Zellensuspension 

hinzugefügt und unter mikroskopischer Kontrolle die Verteilung der Zellen kontrolliert. In den 

Platten wurden mit 500 µl KGM vorgelegt und 500 µl Zellsuspension hinzu pipettiert. Sowohl 

die Flaschen als auch die Platten wurden dann bei 37°C und 5% CO2 weiter inkubiert, bis der 

jeweilige erforderliche Grad der Konfluenz erreicht war. Das Medium wurde routinemäßig alle 

2 Tage gewechselt. 

 

 

 

Abbildung 2.1: NHEK, postkonfluent, kurz vor Weiterverwendung für eine Stimulation. 

Die Abbildung zeigt NHKS in einer 12-Loch Platte, sie sind postkonfluent und wurden nach der 

Aufnahme des Fotos sofort zu einer Stimulation weiterverwendet. (Bild farblich nachbearbeitet) 

 

2.2.3 Anzüchtung des C. amycolatum 

 

2.2.3.1 Materialien 

 

BHI (Brain-heart) -Boullion Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Blut-Agarplatte BioMérieux (Nürtingen, Deutschland) 

KGM2 -+- (KGM2 (+++) ohne Zugabe von  

Supplement Mix und P/S) nur CaCl2 

Promo Cell (Heidelberg, Deutschland) 

Phosphat-gepufferte Salzlösung (PBS) Biowest SAS (Nuaillé, Frankreich) 
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2.2.3.2 Kultivierung des C. amycolatum 

 

Das in den Versuchen verwendete C. amycolatum (klinisches Isolat aus dem Institut für 

Infektiologie, Medizin, Kiel; Identität verifiziert durch MALDI-TOF Massenspektrometrie 

(MALDI Biotyper, Bruker, Billerica, MA) war bei -80°C eingefroren.  

Es wurde unter sterilen Bedingungen an einer Steril Werkbank entnommen, auf einer Blut-

Agarplatte ausgestrichen und für 36h bei 37°C inkubiert. Dann wurde die äquivalente Menge 

einer Impföse mit ausgewählten Bakterienkolonien entnommen und in 20 ml BHI Boullion in 

einem 100 ml Kolben überführt, in einen Schüttler bei 37°C gestellt und über Nacht inkubiert. 

Die Optische Dichte (OD600) wurde gemessen, dann wurden die Bakterien bei 2500 rpm RT 

5 Minuten lang abzentrifugiert, danach wurden die Bakterien 1x mit PBS gewaschen und 

wieder bei 2500 rpm Raumtemperatur für 5 Minuten abzentrifugiert. Im Folgenden wurden sie 

mit KGM2 (-+-) auf eine optische Dichte von 0.2 eingestellt. Aus diesem Gemisch wurde dann 

die jeweilige erforderliche Verdünnung der Bakterien hergestellt.  

 

 

 

Abbildung 2.2 C.amycolatum Kolonien auf Blutagarplatte.  

Die Abbildung zeigt mit einer Impföse ausgestrichene C. amycolatum auf einer Blutaragarplatte nach 

einer Inkubationszeit von 36 h bei 37°C 
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2.2.4 Herstellung der Kulturüberstände 

 

Aus der, wie oben beschrieben, hergestellten Bakteriensuspension mit einer optischen Dichte 

von 0.2 wurden auch Kulturüberstände hergestellt. Dafür wurden 5 ml dieser Suspension mit 

5 ml KGM2 (-+-) in einer Petrischale vermischt und anschließend 24h bei 37°C in einem 

Brutschrank mit 5% CO2 inkubiert. Folglich ergab sich eine Verdünnung von 1:2. Es wurde 

auch ein Kontrollüberstand bestehend aus 20 ml KGM2 (-+-) in einer Petrischale angesetzt 

und ebenfalls 24h bei 37°C in einem Brutschrank mit 5% CO2 inkubiert. 

Dann wurde wieder die optische Dichte gemessen. Die Kontrolle und der Überstand wurden 

jeweils in ein Röhrchen überführt, für 10 Minuten bei 4500 rpm abzentrifugiert und steril filtriert 

(0,22 µm). Die Überstände wurden dann in Schraubröhrchen zu je 1 ml aliquotiert. Diese 

Schraubröhrchen konnten dann zur weiteren Aufbewahrung bei -20°C eingefroren werden. Um 

zu überprüfen, dass sich keine Bakterien mehr in den Überständen befanden, wurden Proben 

der Überstände auf Blutplatten auspipettiert, über 36h inkubiert und kontrolliert. 

 

2.3 Stimulation der NHEK 

 

2.3.1 Materialien 

 
Tyrphostin AG1478, EGFR-Inhibitor Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) 

Calciumchlorid (CaCl2) Promocell (Heidelberg, Deutschland) 

Cetuximab (Erbitux), EGFR-Antikörper,  

monoklonal, IgG 

Merck (Darmstadt, Deutschland) 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) 

irrelevanten Antikörper, Ziege, IgG,  

Normalserum 

ZIKA-Kaninchenbetrieb (Gottin, 

Deutschland) 

 

2.3.2 Allgemeiner Ablauf der Stimulation 

 

Die in diesen Versuchen verwendeten NHEK wurden vor jeder Stimulation unter dem 

Mikroskop kontrolliert und 1x mit PBS gewaschen. Sie waren 1-2 Tage postkonfluent und 

wurden ohne Gebrauch von Antibiotika (++-) angezüchtet. Es wurde bei der Durchführung der 

Versuche auf Zusätze wie FCS oder Supplemente verzichtet (-+-, Minimalmedium) um einer 

möglichen Verfälschung der Ergebnisse durch Interaktionen mit anderen Stoffen vorzubeugen. 

Es wurden sowohl lebende Bakterien in verschiedenen Konzentrationen getestet, als auch 

Kulturüberstände, die wie oben bereits beschrieben, hergestellt wurden. In einer 
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Versuchsreihe wurden die Zellen zum Zweck der Ausdifferenzierung mit 1,7 mM CaCl2 für 24 

Stunden vorinkubiert. Bevor die zu testende Bakteriensuspension auf die Keratinozyten 

pipettiert wurden, wurden sie allerdings mit PBS gewaschen um das CaCl2 wieder zu entfernen.  

Bei Versuchen mit Inhibition wurden die Zellen mit Cetuximab (20 μg/ml EK) bzw. AG1478 1 

μl/ml KGM2 (-+-) und einem irrelevanten Antikörper 1,1 μl/500 μl (20 μg/ml EK) bzw. DMSO 1 

μl/ml KGM2 (-+-) für 1 Stunde bzw. 3 Stunden vorinkubiert und anschließend wieder, wie 

bereits beschrieben, mit PBS gewaschen.  

Nachdem die zu testenden Suspensionen auf die Zellen gegeben wurden, und bevor sie zur 

Inkubation in den Brutschrank gestellt wurden, wurde die Bakteriensuspension mit 350 g für 5 

Minuten auf die Zellen zentrifugiert. Sie wurden dann bei 37°C in einer wassergesättigten 

Atmosphäre mit 5 % CO2 für den entsprechenden Zeitraum inkubiert. Es wurden verschiedene 

Zeiträume getestet, doch die reguläre Inkubationszeit betrug zwischen 18-24 Stunden.  

Nach abgelaufener Inkubationszeit wurden die Überstände abpipettiert, zentrifugiert und bei  

-20°C eingefroren. Die NHEK wurden einmal mit PBS gewaschen, und entweder gleich 

weiterverwendet, oder bei -80°C eingefroren. 

 

2.4 Genexpressionsanalyse 

 

2.4.1 Materialen 

 

Crystal RNA magic Biolabproducts (Bebensee, Deutschland) 

Chloroform Merck (Darmstadt, Deutschland) 

dNTP BioLine, LotNo. DM-313612 (Luckenwalde, 

Deutschland) 

Ethnanol Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Folie für qPCR Platten Applied Biosystems (Carlsbad, USA) 

Isopropanol Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Maxima reverse Transkriptase Thermo Fisher Scientific  Lot 00189576 

(Schwerte, Deutschland) 

RT-Puffer Thermo Fisher Scientific (Schwerte, 

Deutschland) 

SYBR Premix Ex Taq Takara Bio Europe/ Clonteck (Saint-Germain 

en-Laye, Frankreich) 
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2.4.2 Isolierung der RNA 

 

Um die Transkriptionsaktivität der Keratinozyten zu messen wurde zunächst die RNA isoliert. 

Dies wurde nach den Protokollen des Herstellers für Crystal RNA magic durchgeführt.  

Hierfür wurden die Wells mit den Keratinozyten mit 500 µl Crystal RNA magic befüllt, die 

Keratinozyten mechanisch durch wiederholtes Auf- und Abpipettieren aus den Wells gelöst 

und mit Zugabe von 100 µl Chloroform in Schraubdeckelröhrchen überführt. Diese wurden bei 

12000 g bei 4°C zentrifugiert. Dabei entstanden 3 Phasen. Die oberste, wässrig klare Phase, 

enthält RNA, die darunterliegende weiße Intermediärphase enthält DNA und die untere rote 

organische Phase enthält Proteine. Von diesen 3 Phasen wurde die oberste abpipettiert, in 

neue Röhrchen überführt und mit 250 µl Isopropanol vermischt (Chomczynski & Sacchi, 1987). 

Die Proben wurden daraufhin für 10 Minuten bei Zimmertemperatur stehen gelassen, um die 

Präzipitation der RNA ablaufen zu lassen. Dann wurden die Proben bei 12000 g für 10 Minuten 

zentrifugiert. Das Isopropanol wurde vorsichtig abpipettiert und das entstandene Pellet 

zweimal mit 500 µl Ethanol gewaschen. Anschließend wurde das Pellet in 16,5 µl RNase freies 

Wasser aufgenommen. Mit einem Spektrophotometer wurde bei 260 nm die Konzentration der 

mRNA gemessen. 

 

2.4.3 Reverse Transkription 

 

Die instabile RNA wurde zur langfristigen Analysemöglichkeit in die stabilere Form der cDNA 

(komplementäre DNA) umgeschrieben.  

Dies erfolgte mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase nach Angaben des Herstellers 

mittels PrimeScript™ RT Reagent Kit.  

Dafür wurden 2 µl Reaktionspuffer, bestehend aus 10 mM dNTP und 40 U/µl RNase Inhibitor, 

mit 0,5 µl Oligo (dT) Primer (20 mM), 0,125 µl PrimeScript RT und 0.5 µg RNA vermischt, und 

anschließend mit RNase freiem H2O auf insgesamt 10 µl aufgefüllt.  

Im Thermocycler wurde dieser Ansatz dann für 5 Minuten auf 65°C (Inkubationsschritt) erhitzt. 

Im nächsten Schritt (Synthese) folgte eine erneute Erhitzung auf 42°C für 30 Minuten, dann 

eine weitere Erhöhung der Temperatur (Inkubation) auf 85°C für 5 Minuten und als letztes eine 

Abkühlung auf 4°C. Im letzten Schritt dieses Vorgangs wurde den Proben jeweils 40 µl RNase-

freies H2O hinzugefügt, womit sich einer Konzentration von 10 ng/µl cDNA ergab. 

Anschließend wurden die cDNA Proben bei -20°C aufbewahrt. 
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2.4.4 „Realtime“ PCR-Analyse 

 

Nach Fertigstellung der cDNA, wie oben beschrieben, wurde die „Realtime“ PCR Analyse mit 

einem StepOnePlus „Realtime“ PCR System durchgeführt. Um cDNA sicher von genomischer 

DNA unterscheiden zu können, wurden intronspannende Primer verwendet.  

Allgemein durchläuft die RT-PCR drei Phasen, die bei unterschiedlichen Temperaturen 

ablaufen. Im ersten Schritt erfolgt die Denaturierung der DNA bei 95°C, darauf folgt die 

Elongationsphase, bei der die beiden spezifischen Primer (bei für die jeweiligen Primer 

spezifischen Temperaturen) an je einen Einzelstrang binden. Die Elongationstemperatur 

wurde pro Zyklus von 66°C um 1°C bis auf 60°C heruntergesetzt. Im letzten Schritt folgt die 

enzymatische Amplifizierung der Primer durch die hitzestabile Taq DNA Polymerase 

(Elongation), die zum Leitstrang komplementäre Nukleotide miteinander verbindet und auf 

diesem Weg neue DNA-Doppelstränge synthetisiert. Diese Phasen wiederholen sich 

mehrmals in Zyklen.  

Nach jedem Zyklus wird die Quantifizierung der amplifizierten DNA-Fragmente mittels einer 

Fluoreszenzmessungen bestimmt. Dafür wurde SYBR green Reagenz benutzt. Dieser hitze-

stabile Cyanin-Farbstoff ist sehr sensitiv und selektiv für doppelsträngige DNA (Zipper et al., 

2004). 

Für diese beschriebene Reaktion wurde in einer 96-Loch-PCR Platte je Vertiefung 1 µl cDNA 

mit 5,2 µl SYBR Premix Ex Taq, 3 µl H2O und je 0,4 µl des vorwärts und rückwärts Primers 

einpipettiert, dann mit einer selbstklebenden Folie (Micro AMP Optical Adhesive Film)  

verschlossen und für 1 Minuten bei 1000 rpm zentrifugiert und anschließend in den 

StepOnePlus eingelegt.  

Durch eine Schmelzkurvenanalyse wurde die Spezifizität der entstandenen Produkte 

sichergestellt und durch Verwendung von Standardkurven, die für jedes Primerpaar spezifisch 

sind, konnte die Menge der cDNA bestimmt werden. Mit Bestimmung der Konzentration des 

„house keeping“ Gens RP38 konnte in Relation nachvollzogen werden, wie hoch die Induktion 

der untersuchten Gene im Verhältnis zur Grundexpression der Zelle war. 
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2.4.5 Verwendete Primer 

 

Die verwendeten Primer wurden von der Firma Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen) 

bezogen. 

 

RP38 f1 5´ -TCAAGGACTTCCTGCTCACA- 3´ 

 r1 5´ -AAAGGTATCTGCTGCATCGAA -3´ 

hBD-3 f3 5´ -TGTTTGCTTTGCTCTTCCTGT- 3´ 

 r3 5´ -CGCCTCTGACTCTGCAATAA - 3´ 

hBD-2 for1 5´ -GCCTCTTCCAGGTGTTTTTG - 3´ 

 ra  5´- GAGACCACAGGTGCCAATTT - 3´ 

RNase 7 S2-31 5´ -GGAGTCACAGCACGAAGACC- 3´ 

 S2-33 rev 5´ -CATGGCTGAGTTGCATGCTTGA -3´ 

 

2.5 ELISA 
 

2.5.1 Materialen 

 

96-Loch-Mikrotiterplatten Nunc Immuno Plate Maxisorp, Nunc GmbH 

(Wiesbaden, Deutschland) 

ABTS Roche (Mannheim, Deutschland) 

Bovines Serum Albumin (BSA) Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Multikanal-Photometer Sunrise, Tecan (Crailsheim, Deutschland) 

Natriumcarbonat (Na2CO3) Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) 

Phosphat-gepufferte Salzlösung (PBS) Biowest SAS (Nuaillé, Frankreich) 

Streptavidin (Peroxidase-konjugierter  

Streptavidin Komplex) 

Roche Diagnostics, (Mannheim, 

Deutschland) 

TWEEN® 20 Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) 

 

2.5.2 Ablauf 

 

Der ELISA („Enzyme-linked Immunosorbent Assay“) ist ein Testverfahren, das auf dem Prinzip 

der Antikörperreaktion beruht. Hierbei soll die Konzentration von RNase 7 Protein in 

Überständen nachgewiesen werden.  

Als erstes wurde in einer 96-Loch-Mikrotiterplatte der erste Antikörper an eine feste Phase 

gebunden. Dies geschah, indem man den ersten Antikörper in 50 µl 0.05 M 



  2 Material und Methoden 

 
22 

 

Natriumcarbonatpuffer (pH 9,6) auf 1 ng/µl verdünnte, in die Vertiefungen der Platten 

pipettierte und über Nacht bei 4°C inkubierte. Als nächstes wurde der überschüssige 

Antikörper entfernt. Zur Absättigung freier Bindungsstellen wurde im nächsten Schritt 200 µl 

PBS-Tween- und BSA (1%) -Lösung in die Vertiefungen gegeben, danach wurden sie 3x mit 

200 µl Waschpuffer (0,05% Tween 20 in PBS) gewaschen. Dann wurden 200 µl der 

Überstände, die getestet werden sollten, in die Vertiefungen gegeben. Eine Standardreihe mit 

bekannten Konzentrationen des zu untersuchenden Proteins wurde verwendet, um die 

Konzentrationen der Proben zu bestimmen (RNase 7: 0,3 ng/ml – 40 ng/ml). Diese, für die 

Standardreihe verwendeten Proteine, wurden im Haus rekombinant in E. coli exprimiert. Als 

nächste Schritte folgten eine Inkubation bei 37°C für 30 Minuten und dreimaliges Waschen mit 

Waschpufferlösung. Im nächsten Schritt wurden die Vertiefungen mit 50 µl des 

entsprechenden biotinylierten Antikörper befüllt. Dieser Antikörper wurde vorher in 

Waschpuffer verdünnt. Dann folgte eine weitere Inkubation für 30 Minuten bei 37°C. Danach 

wurden die Platten wieder dreimal gewaschen. Nach Protokoll des Herstellers wurden 

anschließend 50 µl Streptavidin (Peroxidase-konjugierter Streptavidin Komplex) in die 

Vertiefungen pipettiert und bei 37°C für 30 Minuten inkubiert. Es folgte erneutes sechsmaliges 

Waschen der Vertiefungen und eine Befüllung mit jeweils 50 µl ABTS. Nach einer kurzen 

Inkubationszeit konnte im Dunkeln die Intensität der Farbreaktion mittels der Messung der 

Extinktion bei 405nm in einem Multikanal-Photometer als Maß für die Proteinkonzentration 

bestimmt werden (Referenzwellenlänge: 492 nm). 
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3 Ergebnisse 

 

Ziel dieser Doktorarbeit war es zu erfahren, ob C. amycolatum dazu in der Lage ist, die 

Genexpression für die AMPs RNase 7, hBD-2, und hBD-3, bzw. das RNase 7 Protein in 

primären Keratinozyten zu induzieren. Weiterhin wurde getestet, ob sich diese Induktion über 

den EGF-Rezeptor Signalweg erfolgt.  

Alle hier dargestellten Ergebnisse beruhen auf mehrfach durchgeführten reproduzierbaren 

Versuchen mit Zellkulturen und werden in den abgebildeten Diagrammen graphisch dargestellt. 

Für die statistische Auswertung dieser Ergebnisse wurde das Programm „GraphPad Prism 

5“ verwendet. Dabei wurde ein Wert von p < 0.05 als statistisch signifikant angesehen, der 

sogenannte Signifikanzwert. Über den Balken in den Diagrammen wird der signifikante p-Wert 

dargestellt. Die p-Werte beziehen sich hierbei auf den Vergleich zur zugehörigen 

unstimulierten Probe, auch als Kontrolle bezeichnet.  

 

3.1 Versuche zur Konzentrationskinetik 

 

Zuerst wurde mit verschiedenen Konzentrationen von lebenden C. amycolatum (C.a.) 

stimuliert, um zu testen, bei welchen Konzentrationen die Induktion am höchsten bzw. am 

niedrigsten ist. Hierbei sollte ermittelt, werden welche Konzentrationen sich am besten für die 

weiteren Versuche eignen. Die Zellen wurden mit einer Konzentration von 1:10, 1:20 und 1:50 

aus einer Bakteriensuspension mit OD 0.2 für 24h stimuliert. 
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3.1.1 hBD-2 

 

Es konnte festgestellt werden, dass hBD-2 bei einer Bakterienverdünnung von 1:10 am 

höchsten signifikant induziert wurde. Bei einer Konzentration von 1:20 konnte eine geringere 

signifikante Induktion gezeigt werden, und bei einer Konzentration von 1:50 wurde nur noch 

eine leichte Induktion festgestellt, welche im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle nicht 

signifikant war (Abb.3.1).  
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Abbildung 3.1: Hohe C. amycolatum Konzentrationen bewirken eine hohe Induktion der hBD-2 

Genexpression. 

Postkonfluente NHEK wurden über 24h mit C. amycolatum in Konzentrationen von 1:10, 1:20 und 1:50 

stimuliert, im Vergleich zu einer unstimulierten Kontrolle. Anschließend wurde mittels quantitativer „Real-

Time“ PCR die relative hBD-2 Genexpression bestimmt. 

Dargestellt sind die Mittelwerte aus je 3 Einzelwerten mit Standardabweichung ±SEM. Die angegebenen 

p-Werte beziehen sich auf den statistischen Vergleich der Proben mit der Kontrolle. (n.s. = nicht 

signifikant; **p < 0.01; ***p < 0.001 Student‘s t-Test) 
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3.1.2 hBD-3 

 

Bei hBD-3 konnten ähnliche Ergebnisse erzielt werden. Bei einer Konzentration von 1:10 

konnte die höchste Induktion der hBD-3 Genexpression gezeigt werden. C. amycolatum-

Konzentrationen von 1:20 und 1:50 führten zu einer sukzessiven Abnahme der induzierten 

Genexpression von hBD-3. Bei einer Konzentration von 1:50 waren die Werte nicht mehr 

signifikant (Abb.3.2).  
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Abbildung 3.2: Hohe C. amycolatum Konzentrationen bewirken eine hohe Induktion der hBD-3 

Genexpression. 

Postkonfluente NHEK wurden über 24h mit C. amycolatum in Konzentrationen von 1:10, 1:20 und 1:50 

stimuliert, im Vergleich zu einer unstimulierten Kontrolle. Anschließend wurde mittels quantitativer „Real-

Time“ PCR die relative hBD-3 Genexpression bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus je 3 

Einzelwerten mit Standardabweichung ±SEM. Die angegebenen p-Werte beziehen sich auf den 

statistischen Vergleich der Proben mit der Kontrolle. (n.s. = nicht signifikant; **p < 0.01; ***p < 0.001 

Student‘s t-Test) 

 

 

 

 

 

 

 



  3 Ergebnisse 

 
26 

 

3.1.3 RNase 7 

 

RNase 7 zeigte bei einer Konzentration von 1:10 die höchste signifikante Induktion der 

Genexpression, bei 1:20 ergab sich eine niedrigere Induktion, die nicht mehr signifikant war. 

Am niedrigsten war die Induktion der RNase 7 Genexpression bei einer Konzentration von 

1:50. Auch hier war die Induktion nicht signifikant. 

Für RNase 7 konnte auch auf Proteinebene im ELISA eine signifikante Induktion 

nachgewiesen werden. Die höchste signifikante Induktion zeigte sich hier bei Konzentrationen 

von 1:10 und 1:20, bei einer Konzentration von 1:50 war die Induktion nicht signifikant im 

Vergleich zur unstimulierten Kontrolle (Abb.3.2). 
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Abbildung 3.3: Hohe C. amycolatum Konzentrationen bewirken eine hohe Induktion der RNase 

7 Gen- und Proteinexpression.  

Postkonfluente NHEK wurden über 24h mit C. amycolatum in Konzentrationen von 1:10, 1:20 und 1:50 

stimuliert, im Vergleich zu einer unstimulierten Kontrolle. a: Anschließend wurde mittels quantitativer 

„Real-Time“ PCR die relative RNase 7 Genexpression bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus je 

3 Einzelwerten mit Standardabweichung ±SEM. Die angegebenen p-Werte beziehen sich auf den 

statistischen Vergleich der Proben mit der Kontrolle. (n.s. = nicht signifikant; **p < 0.01; Student‘s t-Test). 

b: Mittels ELISA wurde die RNase 7-Protein Konzentration bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte 

aus je 3 Einzelwerten mit Standardabweichung ±SEM. Die angegebenen p-Werte beziehen sich auf 

den statistischen Vergleich der Proben mit der Kontrolle. (n.s. = nicht signifikant; *p < 0.05; Student‘s t-

Test) 
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3.2 Versuch zur Zeitkinetik 

 

Um die optimale Dauer für die folgenden Versuche zu ermitteln, wurden NHEK für 6h und 24h 

mit einer Konzentration lebender C. amycolatum von 1:10 inkubiert. 

 

3.2.1 hBD-2 

 

Nach 6h konnte keine signifikante Induktion für hBD-2 Genexpression nachgewiesen werden. 

Nach 24h zeigte sich eine statistisch signifikante Induktion. (Abb.3.4). 
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Abbildung 3.4: C. amycolatum induziert hBD-2 Genexpression nach 24h. 

Postkonfluente NHEK wurden mit C. amycolatum in einer Konzentration von 1:10 über einen Zeitraum 

von 6 bzw. 24h stimuliert, im Vergleich zu unstimulierten Kontrollen. Anschließend wurde mittels 

quantitativer „Real-Time“ PCR die relative hBD-2 Genexpression bestimmt. Dargestellt sind die 

Mittelwerte aus je 6 Einzelwerten mit Standardabweichung ±SEM. Die angegebenen p-Werte beziehen 

sich auf den statistischen Vergleich der Proben mit der Kontrolle. (n.s. = nicht signifikant, **p < 0.005, 

Student‘s t-Test) 
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3.2.2 hBD-3 

 

Für die hBD-3 Genexpression war nach 6h keine signifikante Induktion nachweisbar, nach 24h 

war eine deutlich signifikante Induktion in den stimulierten Proben messbar (Abb. 3.5). 
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Abbildung 3.5: C. amycolatum induziert hBD-3 Genexpression nach 24h. 

Postkonfluente NHEK wurden mit C. amycolatum in einer Konzentration von 1:10 über einen Zeitraum 

von 6 bzw. 24h stimuliert, im Vergleich zu unstimulierten Kontrollen. Anschließend wurde mittels 

quantitativer „Real-Time“ PCR die relative hBD-3 Genexpression bestimmt. Dargestellt sind die 

Mittelwerte aus je 3 Einzelwerten mit Standardabweichung ±SEM. Die angegebenen p-Werte beziehen 

sich auf den statistischen Vergleich der Proben mit der Kontrolle. (n.s. = nicht signifikant; **p < 0.01; 

Student‘s t-Test) 
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3.2.3 RNase 7 

 

Hier zeigte sich nach 6h Inkubationszeit keine signifikante Induktion. Eine statistisch 

signifikante Induktion zeigte sich nach 24h. 

Auf Proteinebene zeigte sich nach 24h eine statistisch signifikante Induktion. Nach 6h war 

keine signifikante Induktion festzustellen (Abb.3.6). 
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Abbildung 3.6: C. amycolatum induziert RNase 7 Gen- und Proteinexpression nach 24h. 

Postkonfluente NHEK wurden mit C. amycolatum in einer Konzentration von 1:10 über einen Zeitraum 

von 6 bzw. 24h stimuliert, im Vergleich zu unstimulierten Kontrollen. a: Anschließend wurde mittels 

quantitativer „Real-Time“ PCR die relative RNase 7 Genexpression bestimmt. Dargestellt sind die 

Mittelwerte aus je 3 Einzelwerten mit Standardabweichung ±SEM. Die angegebenen p-Werte beziehen 

sich auf den statistischen Vergleich der Proben mit der Kontrolle (n.s. = nicht signifikant; **p < 0.01 

Student‘s t-Test). b: Mittels ELISA wurde die RNase 7-Proteinkonzentration bestimmt. Dargestellt sind 

die Mittelwerte aus je 3 Einzelwerten mit Standardabweichung. Die angegebenen p-Werte beziehen 

sich auf den statistischen Vergleich der Proben mit der Kontrolle. (n.s. = nicht signifikant; ***p < 0.001 

Student‘s t-Test) 
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3.3 Stimulation mit lebenden C. amycolatum und Kulturüberstanden 

 

Als nächstes wurde geprüft, ob auch die Kulturüberstande des Bakteriums alleine, also Stoffe, 

die C. amycolatum sezerniert, eine Induktion bewirken könnten. Die Induktion durch 

Kulturüberstände wurde im Vergleich zur Induktion durch lebende C. amycolatum getestet.  

 

3.3.1 hBD-2 

 

Bei den mit Kulturüberständen inkubierten Proben konnte keine signifikante Induktion 

festgestellt werden. Bei den mit lebenden C. amycolatum inkubierten Keratinozyten zeigte sich 

eine signifikante Induktion von hBD-2 Genexpression im Vergleich zu einer unstimulierten 

Kontrolle (Abb. 3.7). 
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Abbildung 3.7: Kulturüberstände des C. amycolatum bewirken keine Induktion der hBD-2 

Genexpression. 

Postkonfluente NHEK wurden mit Kulturüberstand des C. amycolatum (1:2 in Minimalmedium verdünnt), 

im Vergleich zu einem Kontrollüberstand, stimuliert. Zum Vergleich wurde parallel eine Stimulation mit 

lebenden C. amycolatum (1:10) durchgeführt. Der Inkubationszeitraum betrug 24h. Anschließend wurde 

mittels quantitativer „Real-Time“ PCR die relative hBD-2 Genexpression bestimmt. Dargestellt sind die 

Mittelwerte aus zwei Versuchen und je 3 Einzelwerten mit Standardabweichung ±SEM. Die 

angegebenen p-Werte beziehen sich auf den statistischen Vergleich der Proben mit der Kontrolle. (n.s. 

= nicht signifikant; ***p < 0.001 Student‘s t-Test) 
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3.3.2 hBD-3 

 

Für die hBD-3 Genexpression konnte, im Vergleich zur Stimulation mit einer Bakterien 

Verdünnung von 1:10, keine signifikante Induktion durch die Kulturüberstände gezeigt werden. 

Es zeigte sich eine signifikante Induktion durch die Bakteriensuspension (Abb. 3.8).  
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Abbildung 3.8: Kulturüberstände des C. amycolatum bewirken keine Induktion der hBD-3 

Genexpression. 

Postkonfluente NHEK wurden mit Kulturüberstand des C. amycolatum (1:2 in Minimalmedium verdünnt), 

im Vergleich zu einem Kontrollüberstand, stimuliert. Zum Vergleich wurde parallel eine Stimulation mit 

lebenden C. amycolatum (1:10) durchgeführt. Der Inkubationszeitraum betrug 24h. Anschließend wurde 

mittels quantitativer „Real-Time“ PCR die relative hBD-3 Genexpression bestimmt. Dargestellt sind die 

Mittelwerte aus zwei Versuchen und je 3 Einzelwerten mit Standardabweichung ±SEM. Die 

angegebenen p-Werte beziehen sich auf den statistischen Vergleich der Proben mit der Kontrolle. (n.s. 

= nicht signifikant; ***p < 0.001 Student‘s t-Test) 
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3.3.3 RNase 7 

 

Für RNase 7 Genexpression zeigte sich mit den Überständen keine signifikante Induktion. So 

verhielt es sich ebenfalls auf Proteinebene. Eine signifikante Induktion zeigte sich sowohl auf 

Genexpressionsebene, als auch auf Proteinebene für die mit lebenden Bakterien stimulierten 

NHEK (Abb. 3.9). 
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Abbildung 3.9: Kulturüberstände des C. amycolatum bewirken keine Induktion der RNase 7 Gen- 

und Proteinexpression. 

Postkonfluente NHEK wurden mit Kulturüberstand des C. amycolatum (1:2 in Minimalmedium verdünnt), 

im Vergleich zu einem Kontrollüberstand, stimuliert. Zum Vergleich wurde parallel eine Stimulation mit 

lebenden C. amycolatum (1:10) durchgeführt. Der Inkubationszeitraum betrug 24h. a: Anschließend 

wurde mittels quantitativer „Real-Time“ PCR die relative RNase 7 Genexpression bestimmt. Dargestellt 

sind die Mittelwerte aus drei Versuchen und je 3 Einzelwerten mit Standardabweichung ±SEM. Die 

angegebenen p-Werte beziehen sich auf den statistischen Vergleich der Proben mit der Kontrolle. (n.s. 

= nicht signifikant; ***p < 0.001 Student‘s t-Test) b: Mittels ELISA wurde die RNase 7 

Proteinkonzentration bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei Versuchen und je 3 

Einzelwerten mit Standardabweichung. Die angegebenen p-Werte beziehen sich auf den statistischen 

Vergleich der Proben mit der Kontrolle. (n.s. = nicht signifikant; **p < 0.01; Student‘s t-Test) 
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3.4 Stimulation mit lebenden C. amycolatum in Transwells 

 

Um die Arbeitshypothese zu bekräftigen, dass Überstände alleine keine ausreichende 

Induktion ergeben, sondern ein Kontakt zwischen Bakterium und Keratinozyt notwendig ist, 

wurde eine Stimulationsreihe in Transwells durchgeführt. 

Dafür wurden die Keratinozyten wie gewohnt mit einer Konzentration von 1:10 stimuliert, im 

Transwells wurde eine Konzentration von 1:4 eingesetzt. 

 

3.4.1 hBD-2 

 

Bei direkter Stimulation zeigte sich, wie schon zuvor, eine signifikante Induktion für die hBD-2-

mRNA. Im Vergleich dazu konnte in den Transwells keine signifikante Induktion erreicht 

werden (Abb 3.10). 
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Abbildung 3.10: C. amycolatum bewirkt keine Induktion der hBD-2 Genexpression in Transwells. 

Postkonfluente NHEK wurden über Transwells mit C. amycolatum in einer Konzentration von 1:4 über 

einen Zeitraum von 24h stimuliert, im Vergleich zu einer unstimulierten Kontrolle und einer Stimulation 

mit lebenden C. amycolatum in einer Konzentration von 1:10 ohne Transwells.  Anschließend wurde 

mittels quantitativer „Real-Time“ PCR die relative hBD-2 Genexpression bestimmt. Dargestellt sind die 

Mittelwerte aus je 6 Einzelwerten mit Standardabweichung ±SEM. Die angegebenen p-Werte beziehen 

sich auf den statistischen Vergleich der Proben mit der Kontrolle. (n.s. = nicht signifikant; **p < 0.01; 

Student‘s t-Test) 
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3.4.2 hBD-3 

 

Für die Induktion der hBD-3 Genexpression zeigten sich ähnliche Ergebnisse wie für hBD-2. 

Für die Bakterien Verdünnung von 1:10, das heißt für die Proben mit direktem Bakterium-Zell-

Kontakt, konnte eine signifikante Induktion nachgewiesen werden. In den Transwells konnte 

keine signifikante Induktion nachgewiesen werden (Abb 3.11). 
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Abbildung 3.11: C. amycolatum bewirkt keine Induktion der hBD-3 Genexpression in Transwells. 

Postkonfluente NHEK wurden über Transwells mit C. amycolatum in einer Konzentration von 1:4 über 

einen Zeitraum von 24h stimuliert, im Vergleich zu einer unstimulierten Kontrolle und einer Stimulation 

mit lebenden C. amycolatum in einer Konzentration von 1:10 ohne Transwells.  Anschließend wurde 

mittels quantitativer „Real-Time“ PCR die relative hBD-3 Genexpression bestimmt. Dargestellt sind die 

Mittelwerte aus je 6 Einzelwerten mit Standardabweichung ±SEM. Die angegebenen p-Werte beziehen 

sich auf den statistischen Vergleich der Proben mit der Kontrolle. (n.s. = nicht signifikant; ***p < 0.001 

Student‘s t-Test) 
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3.4.3 RNase 7 

 

Auch für die Induktion der RNase 7 Genexpression verhielt es sich ähnlich wie bei hBD-2 und 

hBD-3. Es konnte in den Proben mit einer Bakteriensuspension von 1:10 eine signifikante 

Induktion gemessen werden, im Gegensatz dazu, zeigte sich in den Transwells keine 

signifikante Induktion. Auf Proteinebene konnte im ELISA ein vergleichbares Ergebnis 

gemessen werde. In den Proben mit einer Bakterien Suspension von 1:10 zeigte sich eine 

signifikante Induktion, in den Transwells nicht (Abb 3.12). 
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Abbildung 3.12: C. amycolatum bewirkt keine Induktion der RNase 7 Gen- und Proteinexpression 

in Transwells. 

Postkonfluente NHEK wurden über Transwells mit C. amycolatum in einer Konzentration von 1:4 über 

einen Zeitraum von 24h stimuliert, im Vergleich zu einer unstimulierten Kontrolle und einer Stimulation 

mit lebenden C. amycolatum in einer Konzentration von 1:10 ohne Transwells. a: Anschließend wurde 

mittels quantitativer „Real-Time“ PCR die relative RNase 7 Genexpression bestimmt. Dargestellt sind 

die Mittelwerte aus je 6 Einzelwerten mit Standardabweichung ±SEM. Die angegebenen p-Werte 

beziehen sich auf den statistischen Vergleich der Proben mit der Kontrolle (n.s. = nicht signifikant; ***p 

< 0.001 Student‘s t-Test). b: Mittels ELISA wurde die RNase 7-Protein-Konzentration bestimmt. 

Dargestellt sind die Mittelwerte aus je 6 Einzelwerten mit Standardabweichung. Die angegebenen p-

Werte beziehen sich auf den statistischen Vergleich der Proben mit der Kontrolle (n.s. = nicht signifikant; 

***p < 0.001 Student‘s t-Test). 
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3.5 Stimulation von differenzierten Keratinozyten mit lebenden C. 

amycolatum 

 

Um zu zeigen, ob auch differenzierte Keratinozyten bei einem Kontakt mit C. amycolatum zu 

einer Produktion von AMP mRNA bzw. Proteinen angeregt werden können, wurden die Zellen 

über 24 h mit CaCl2 (1,7 mM) vorinkubiert (VI). Dann wurden sie wie bereits zuvor beschrieben 

stimuliert (Mahanty et al., 2019). 

  

3.5.1 hBD-2 

 

Hierbei konnte für hBD-2 eine signifikante Induktion der Genexpression gezeigt werden, 

sowohl in den nicht differenzierten Zellen, als auch in den differenzierten Zellen. Ein 

signifikanter Unterschied in der Stärke der Induktion zeigte sich nicht (Abb 3.13).  
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Abbildung 3.13:  Die Stimulation differenzierter NHEK mit lebenden C. amycolatum führt zu einer 

signifikanten Induktion der hBD-2 Genexpression. 

Postkonfluente NHEK wurden mit CaCl2 für 24h vorinkubiert (1,7 mM) und anschließend mit C. 

amycolatum in einer Konzentration von 1:10 für 24h stimuliert, im Vergleich zu einer vorinkubierten, aber 

unstimulierten Probe. Parallel dazu verlief die gleiche Stimulation in undifferenzierten NHEK.  

Anschließend wurde mittels quantitativer „Real-Time“ PCR die relative hBD-2 Genexpression bestimmt. 

Dargestellt sind die Mittelwerte aus je 3 Einzelwerten mit Standardabweichung ±SEM. Die angegebenen 

p-Werte beziehen sich auf den statistischen Vergleich der Proben mit der Kontrolle. (n.s. = nicht 

signifikant; **p < 0.005; Student‘s t-Test) 
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3.5.2 hBD-3 

 

Bei hBD-3 zeigten die Zellen, die mit CaCl2 vorinkubiert worden waren, eine höhere Induktion 

der Genexpression als die Zellen, als die nicht differenzierten NHEK. Es konnte ein 

signifikanter Unterschied in der Induktion zwischen den differenzierten und den nicht 

differenzierten Keratinozyten detektiert werden (Abb. 3.14).  
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Abbildung 3.14: Die Stimulation differenzierter NHEK mit lebenden C. amycolatum führt zu einer 

signifikanten Induktion der hBD-3 Genexpression. 

Postkonfluente NHEK wurden mit CaCl2 für 24h vorinkubiert (1,7 mM) und anschließend mit 

C.amycolatum in einer Konzentration von 1:10 für 24h stimuliert, im Vergleich zu einer vorinkubierten, 

aber unstimulierten Probe. Parallel dazu verlief die gleiche Stimulation in undifferenzierten NHEK.  

Anschließend wurde mittels quantitativer „Real-Time“ PCR die relative hBD-3 Genexpression bestimmt. 

Dargestellt sind die Mittelwerte aus je 3 Einzelwerten mit Standardabweichung ±SEM. Die angegebenen 

p-Werte beziehen sich auf den statistischen Vergleich der Proben mit der Kontrolle. (**p < 0.01; ***p < 

0.001 Student‘s t-Test) 
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3.5.3 RNase 7 

 

Für RNase 7 konnte sowohl für die differenzierten, als auch für die nicht differenzierten Zellen 

eine signifikante Induktion der Genexpression gezeigt werden. Der Unterschied zwischen den 

Induktionen war signifikant.   

Auf Proteinebene konnte im ELISA bei den differenzierten Zellen eine signifikante Sekretion 

von RNase 7 festgestellt werden, bei den nicht differenzierten Zellen war ebenfalls eine 

signifikante Induktion nachweisbar. Hier war der Unterschied zwischen den Induktionen auch 

signifikant (Abb. 3.15).  
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Abbildung 3.15: Die Stimulation differenzierter NHEK mit lebenden C. amycolatum führt zu einer 

signifikanten Induktion der RNase 7 Gen- und Proteinexpression. 

Postkonfluente NHEK wurden mit CaCl2 für 24h vorinkubiert (1,7 mM) und anschließend mit 

C.amycolatum in einer Konzentration von 1:10 für 24h stimuliert, im Vergleich zu einer vorinkubierten, 

aber unstimulierten Probe. Parallel dazu verlief die gleiche Stimulation in undifferenzierten NHEK. a: 

Anschließend wurde mittels quantitativer „Real-Time“ PCR die relative RNase 7 Genexpression 

bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus je 3 Einzelwerten mit Standardabweichung ±SEM. Die 

angegebenen p-Werte beziehen sich auf den statistischen Vergleich der Proben mit der Kontrolle (*p < 

0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 Student‘s t-Test). b: Mittels ELISA wurde die RNase 7-Protein-

Konzentration bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus je 6 Einzelwerten mit Standardabweichung. 

Die angegebenen p-Werte beziehen sich auf den statistischen Vergleich der Proben mit der Kontrolle 

(**p < 0.005; ***p < 0.001 Student‘s t-Test). 
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3.6 Versuche zur Signaltransduktion 

 

Als Arbeitshypothese wurde angenommen, dass sich ein Großteil der Induktion von AMPs über 

den „Epidermal-Growth-Factor“-Rezeptor (EGF-Rezeptor bzw. EGFR) abspielt. Um dies zu 

bestätigen, wurden die Keratinozyten mit Cetuximab für 1h, und in einem weiteren Versuch mit 

AG1478 für 3h, vorinkubiert und anschließend mit einer Bakteriensuspension in einer 

Konzentration von 1:10 stimuliert. 

 

3.6.1 Inhibition des EGFR mit Cetuximab 

 

Der EGFR-Antikörper Cetuximab wurde gegen einen irrelevanten Antikörper verglichen. 

 

3.6.1.1 hBD-2 

 

Für hBD-2-mRNA konnte gezeigt werden, dass eine Vorinkubation mit Cetuximab keinen 

signifikanten Einfluss auf die Induktion von hBD-2 Genexpression hat. Sowohl in der mit dem 

irrelevanten Antikörper vorinkubierten Probe, als auch in den mit Cetuximab vorinkubierten 

Proben wurde eine signifikante Induktion nachgewiesen (Abb. 3.16). 
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Abbildung 3.16: Cetuximab inhibiert nicht die C. amycolatum-vermittelte Induktion der hBD-2 

Genexpression.  



  3 Ergebnisse 

 
40 

 

Postkonfluente NHEK wurden mit einem irrelevanten Antikörper (Irr AK) (20 µg/ml) bzw. Cetuximab 

(20µg/ml) für 1h vorinkubiert und dann mit C. amycolatum in einer Konzentration von 1:10 für 24h 

stimuliert, im Vergleich zu unstimulierten, ebenfalls vorinkubierten Proben. Anschließend wurde mittels 

quantitativer „Real-Time“ PCR die relative hBD-2 Genexpression bestimmt. Dargestellt sind die 

Mittelwerte aus je 3 Einzelwerten mit Standardabweichung ±SEM. Die angegebenen p-Werte beziehen 

sich auf den statistischen Vergleich der Proben mit der Kontrolle (n.s. = nicht signifikant; **p < 0.01; ***p 

< 0.001 Student‘s t-Test). 

 

3.6.1.2 hBD-3 

 

Für die Genexpression dieses AMPs zeigte sich keine signifikante Induktion mehr nach einer 

Vorinkubation der NHEKs mit Cetuximab im Vergleich zu den NHEK, die mit einem irrelevanten 

Antikörper vorinkubiert wurden. Der Unterschied in der Induktion zwischen den beiden 

vorinkubierten Proben war signifikant (Abb. 3.17). 
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Abbildung 3.17: Cetuximab inhibiert die C. amycolatum-vermittelte Induktion der hBD-3 

Genexpression. 

Postkonfluente NHEK wurden mit einem irrelevanten Antikörper (Irr AK) (20 µg/ml) bzw. Cetuximab 

(20µg/ml) für 1h vorinkubiert und dann mit C. amycolatum in einer Konzentration von 1:10 für 24h 

stimuliert, im Vergleich zu unstimulierten, ebenfalls vorinkubierten Proben. Anschließend wurde mittels 

quantitativer „Real-Time“ PCR die relative hBD-3 Genexpression bestimmt. Dargestellt sind die 

Mittelwerte aus je 3 Einzelwerten mit Standardabweichung ±SEM. Die angegebenen p-Werte beziehen 

sich auf den statistischen Vergleich der Proben mit der Kontrolle (n.s. = nicht signifikant; ***p < 0.001 

Student‘s t-Test). 
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3.6.1.3 RNase 7 

 

Für RNase 7 konnte keine signifikante Induktion der Genexpression mehr gezeigt werden, 

nachdem die Zellen mit Cetuximab vorinkubiert worden waren. Auch der Unterschied zwischen 

den Proben, die mit Cetuximab bzw. dem irrelevanten Antikörper vorinkubiert worden waren, 

war signifikant.  

Hier zeigte sich auch im ELISA auf Proteinebene eine reduzierte Induktion und ein signifikanter 

Unterschied zwischen den verwendeten Antikörpern (Abb. 3.18). 
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Abbildung 3.18: Cetuximab inhibiert die C. amycolatum-vermittelte Induktion der RNase7 Gen- 

und Proteinexpression. 

Postkonfluente NHEK wurden mit einem irrelevanten Antikörper (20 µg/ml) bzw. Cetuximab (20 µg/ml) 

für 1h vorinkubiert und dann mit C. amycolatum in einer Konzentration von 1:10 für 24h stimuliert, im 

Vergleich zu unstimulierten, ebenfalls vorinkubierten Proben. a: Anschließend wurde mittels 

quantitativer „Real-Time“ PCR die relative RNase 7 Genexpression bestimmt. Dargestellt sind die 

Mittelwerte aus je 3 Einzelwerten mit Standardabweichung ±SEM. Die angegebenen p-Werte beziehen 

sich auf den statistischen Vergleich der Proben mit der Kontrolle (n.s. = nicht signifikant; **p < 0.01; 

Student‘s t-Test). b: Mittels ELISA wurde die RNase 7-Protein-Konzentration bestimmt.  Dargestellt sind 

die Mittelwerte aus je 6 Einzelwerten mit Standardabweichung ±SEM. Die angegebenen p-Werte 

beziehen sich auf den statistischen Vergleich der Proben mit der Kontrolle (n.s. = nicht signifikant; *p < 

0.05; **p < 0.01; Student‘s t-Test). 
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3.6.2 Inhibition des EGFR mit AG1478 

 

Zum Bekräftigen der Hypothese, dass der EGF-Rezeptor Signalweg für einige AMPs 

entscheidend ist, wurde hier der EGFR-Inhibitor AG1478 gegen eine DMSO Kontrolle 

verglichen. Die NHEK wurden mit AG1478 bzw. der DMSO-Kontrolle für 3h vorinkubiert und 

anschließend mit C. amycolatum für 24h stimuliert. 

 

3.6.2.1 hBD-2 

 

Hier konnte in den Proben, die mit AG1478 vorinkubiert wurden, eine signifikante Reduktion 

der Induktion der hBD-2 Genexpression gezeigt werden (Abb. 3.19).  
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Abbildung 3.19: AG1478 inhibiert die C. amycolatum-vermittelte Induktion der hBD-2 

Genexpression. 

Postkonfluente NHEK wurden mit DMSO (Vehikel, 1:1000) bzw. AG1478 (10 µM) für 3h vorinkubiert, 

dann mit C. amycolatum in einer Konzentration von 1:10 für 24h stimuliert. Anschließend wurde mittels 

quantitativer „Real-Time“ PCR die relative hBD-2 Genexpression bestimmt. Dargestellt sind die 

Mittelwerte aus je 6 Einzelwerten mit Standardabweichung ±SEM. Die angegebenen p-Werte beziehen 

sich auf den statistischen Vergleich der Proben mit der Kontrolle (n.s. = nicht signifikant; **p < 0.01; 

Student‘s t-Test). 
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3.6.2.2 hBD-3 

 

Für hBD-3 konnte in den Proben, die mit AG1478 vorinkubiert wurden, keine signifikante 

Induktion der hBD-3 Genexpression mehr nachgewiesen werden. Der Unterschied in der 

Induktion zwischen den miteinander verglichenen stimulierten Proben war signifikant (Abb. 

3.20).  
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Abbildung 3.20: AG1478 inhibiert die C. amycolatum-vermittelte Induktion der hBD-3 

Genexpression. 

Postkonfluente NHEK wurden mit DMSO (Vehikel, 1:1000) bzw. AG1478 (10 µM) für 3h vorinkubiert, 

dann mit C. amycolatum in einer Konzentration von 1:10 für 24h stimuliert.  Anschließend wurde mittels 

quantitativer „Real-Time“ PCR die relative hBD-3 Genexpression bestimmt. Dargestellt sind die 

Mittelwerte aus je 6 Einzelwerten mit Standardabweichung ±SEM. Die angegebenen p-Werte beziehen 

sich auf den statistischen Vergleich der Proben mit der Kontrolle (n.s. = nicht signifikant; *p < 0.05; 

Student‘s t-Test). 
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3.6.2.3 RNase 7 

 

Ebenso konnte für RNase 7 gezeigt werden, dass in den mit AG1478 vorinkubierten Proben 

die Induktion der RNase 7 Genexpression signifikant unterdrückt wurde. Auch hier zeigte sich 

ein signifikanter Unterscheid zwischen den mit AG1478 und den mit DMSO Kontrolle 

vorinkubierten Zellen.   

Dies konnte auch im ELISA nachgewiesen werden (Abb. 3.21). 
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Abbildung 3.21: AG1478 inhibiert die C. amycolatum-vermittelte Induktion der RNase 7 Gen- und 

Proteinexpression.  

Postkonfluente NHEK wurden mit DMSO (Vehikel, 1:1000) bzw. AG 1478 (10 µM) für 3h vorinkubiert, 

dann mit C. amycolatum in einer Konzentration von 1:10 für 24 h stimuliert, im Vergleich zu 

unstimulierten, ebenfalls vorinkubierten Proben. a: Anschließend wurde mittels quantitativer „Real-

Time“ PCR die relative RNase 7-Genexpression bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus je 6 

Einzelwerten mit Standardabweichung ±SEM. Die angegebenen p-Werte beziehen sich auf den 

statistischen Vergleich der Proben mit der Kontrolle (n.s. = nicht signifikant; *p < 0.05; Student‘s t-Test). 

b: Mittels ELISA wurde die RNase 7-Protein Konzentration bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte 

aus je 3 Einzelwerten mit Standardabweichung ±SEM. Die angegebenen p-Werte beziehen sich auf 

den statistischen Vergleich der Proben mit der Kontrolle (**p < 0.01; Student‘s t-Test). 
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4 Diskussion 

Diese Doktorarbeit hatte das Ziel zu ermitteln, ob C. amycolatum eine Induktion der mRNA 

Expression von ausgewählten AMPs bzw. deren Proteine bewirkt. Diese ausgewählten AMPs 

waren hier humanes β-defensin-2 (hBD-2), humanes β -defensin-3 (hBD-3) und RNase 7. Wie 

schon in früheren Arbeiten gezeigt wurde, werden diese AMPs durch pathogene 

Mikroorganismen wie beispielsweise S. aureus oder P. aeruginosa induziert (Singh et al., 1998) 

(Hiratsuka et al., 1998) (Sophie Joly et al., 2005) (Harder et al., 2001) (Böhling et al., 2006) 

(Simanski et al., 2010) (Simanski et al., 2013) (Harder & Schröder, 2002) (Köten et al., 2009) 

(Rademacher et al., 2016). Hier konnte nun erstmals gezeigt werden, dass auch C. 

amycolatum zu einer Induktion dieser AMPs in der Lage ist. Um dies genauer zu untersuchen, 

wurden die Keratinozyten sowohl mit lebenden Bakterien, als auch mit ihren 

Kulturüberständen stimuliert, um ermitteln zu können, ob ein direkter Kontakt zwischen 

Bakterium und Zelle notwendig ist. Außerdem wurde untersucht, ob diese Induktionen zum Teil 

über den EGFR-Signalweg vermittelt werden. 

 

4.1 hBD-2 
 

Wie schon in anderen Arbeiten gezeigt werden konnte, wird das antimikrobielle Peptid hBD-2, 

welches zur Gruppe der β-Defensine gehört, durch Kontakt mit verschiedenen Stimuli wie 

Mikroorgansimen und Zytokine induziert. Es zeigt eine antimikrobielle Aktivität insbesondere 

gegen gramnegative Bakterien und Pilze (Hiratsuka et al., 1998) (Singh et al., 1998) (Harder 

et al 2007, Ortega et al 2000). 

 

Diese Arbeit befasste sich nun mit der Hypothese, ob der Kontakt mit C. amycolatum, einem 

Bakterium, welches zur Mikrobiota der Haut gehört, hDB-2 Genexpression in Keratinozyten 

induzieren kann. In dieser Arbeit konnte diese Hypothese nun zum ersten Mal bewiesen 

werden. 

 

Es konnte nachgewiesen werden, dass bei einer Stimulation von Keratinozyten mit steigender 

Bakterienkonzentration eine höhere hBD-2 Genexpression vorhanden war. Bei geringeren 

Konzentrationen der Bakteriensuspension war die Induktion an Genexpression nur noch 

gering und bei Konzentrationen von 20 ml/L (OD 0.2) war zwar in absoluten Zahlen noch eine 

Induktion nachweisbar, diese war aber im Vergleich zur Kontrolle statistisch nicht mehr 

signifikant. Dies deutet daraufhin, dass die Bakterien in einer bestimmten Konzentration 

vorhanden sein müssen, um eine Induktion der hBD-2 Genexpression bewirken zu können. 
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Ein Abfallen der hBD-2 Genexpression durch höhere Konzentrationen an Bakteriensuspension, 

wegen einer beispielsweise toxischen Wirkung des C. amycolatum auf die Keratinozyten, 

zeigte sich hier nicht. 

 

Dies kann die Beobachtungen von Knox & Holmes bestätigen, dass C. amycolatum zwar in 

gewissen Mengen als Mikrobiota angesehen werden kann, allerdings in höheren 

Konzentrationen für Infektionen verantwortlich sein kann, wenn es eine passende Umgebung 

für ein ausreichendes Wachstum findet. Hier reagiert der Körper dann, wie auf pathogene 

Keime, mit einer erhöhten Ausschüttung verschiedener antimikrobieller Proteine, wie hier dem 

hBD-2 (Knox & Holmes, 2002) (Scharf et al., 2012) (Jürgen Harder et al., 2000). 

In diesem Zusammenhang zeigen die Untersuchungen von Swaney & Kalan und Lee et al., 

dass C. amycolatum (zusammen mit anderen Bakterien der Mikrobiota der Haut) durchaus ein 

unterschiedliches Verteilungsmuster an den verschiedenen Körperoberflächen des Menschen 

hat. Weiterhin unterscheidet sich das Mikrobiom verschiedener Menschen von einander und 

ist auch abhängig von Körperhygiene, UV-Exposition, Temperatur, Antibiotikagebrauch, Alter 

und Geschlecht (Leyden et al., 1975) (Fierer et al., 2008) (Lee et al., 2019) (Swaney & Kalan, 

2020).  

Corynebakterien im Allgemeinen, darunter auch das hier untersuchte C. amycolatum, sind am 

höchsten präsent in Regionen der feuchten Haut (z.B. axilliar und inguinal Bereich, Sohle) 

gefolgt von trockenen Hautpartien (z.B. Unterarm). In geringen Mengen findet man sie 

außerdem in talgdrüsenreichen Hautregionen (z.B. Rücken, Stirn, Nasenflügel). Man könnte 

davon ausgehen, dass, wenn C. amycolatum die für die Induktion erforderliche Konzentration 

erreicht, in den Hautregionen mit einer höheren Konzentration an C. amycolatum auch eine 

höhere Induktion der hBD-2 Genexpression zu finden ist (Lee et al., 2019) (Grice & Segre, 

2011). 

Hieraus könnte man schlussfolgern, dass C. amycolatum durch seine ständige Anwesenheit, 

wie auch die Gesamtmikrobiotika, die Keratinozyten in einen allgemeinen “Alarmzustand” 

versetzen könnte, so dass eine ständige Basisausschüttung von AMPs vorhanden sein könnte. 

Dieser Vorgang könnte als Schutzmechanismus gegen pathogene Keime dienen. Des 

Weiteren kann man auf Grund der variablen Konzentrationen an C. amycolatum davon 

ausgehen, dass es sehr unterschiedliche hBD-2 Konzentrationen bei Menschen 

verschiedenen Alters und Geschlechts gibt, und ihre Haut demensprechend unterschiedlich 

auf pathogene Keime reagiert.  

 

Auch eine Untersuchung der hBD-2 Proteinkonzentration wäre noch ergänzend durchzuführen, 

um zu ermitteln, ob es sich mit der Ausschüttung des hBD-2 Proteins ähnlich verhält, wie mit 
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der Induktion der Genexpression, dass nämlich bei einer höheren Bakterienkonzentration eine 

höhere Konzentration an hBD-2 Protein nachzuweisen ist. Es ist allerdings zu erwarten, dass 

es sich mit der Induktion von hBD-2 Protein entsprechend der Induktion der Genexpression 

verhält, da die mRNA als Vorlage für das Protein gilt. (Alberts et al., 2002)  

 

Auch umgekehrt sollte geklärt werden, ob und in welchen Konzentrationen hBD-2 C. 

amycolatum abtötet oder in seinem Wachstum hemmt. Bereits in Arbeiten von Harder et al., 

zeigte sich, dass hBD-2 sehr effektiv gramnegative Erreger wie P. aeruginosa und E. Coli mit 

einer LD90 von 10 μg ml −1 abtötet und einen bakteriostatischen Effekt auf grampositive 

Bakterien wie S. aureus bei einer Dosis von 100 μg ml-1 zeigt (J. Harder et al., 1997). 

Da C. amycolatum ebenfalls ein grampositives Bakterium ist, könnte man annehmen, dass es 

ebenso wie S. aureus erst ab höheren Konzentrationen von hBD-2 gehemmt wird.  

 

Auch die Dauer des Pathogen-Keratinozyten Kontakts ist von Bedeutung. Bei einer 

Inkubationszeit von 6 Stunden konnte keine signifikante Induktion nachgewiesen werden, bei 

einer Stimulationsdauer von 24 Stunden konnte eine deutliche signifikante Induktion der hBD-

2 Genexpression festgestellt werden. 

Insgesamt passt zu den vorangegangenen Beobachtungen, dass C. amycolatum eine gewisse 

Konzentration und Wirkdauer braucht, um zu einer gesteigerten Genexpression von hBD-2 zu 

führen. Auch erscheint es logisch, dass eine Inkubationsdauer von mindestens 24 Stunden 

angenommen werden kann, da C. amycolatum als Teil der Mikrobiota auf der Haut 

kontinuierlich mit den Keratinozyten in Kontakt steht. 

 

In verschiedenen Versuchen zeigte sich, dass C. amycolatum außerdem in direktem Kontakt 

mit den Keratinozyten stehen muss, um eine Induktion der hBD-2 Genexpression zu bewirken. 

Eine Induktion durch Kulturüberstände, also durch Stoffe, die C. amycolatum sezerniert, 

scheint nicht stattzufinden. Dies konnte auf unterschiedliche Weisen nachgewiesen werden. 

Dabei scheint es unerheblich zu sein, ob die Botenstoffe und Stoffwechselprodukte des 

Bakteriums in Echtzeit hergestellt wurden oder vorbereitet waren. Die Keratinozyten zeigten 

keine Erhöhung der hBD-2 Genexpression. Ähnliches konnte bereits für S. aureus und S. 

epidermidis gezeigt werden, ihre Kulturüberstände führten in Untersuchungen ebenfalls zu 

keiner hBD-2 Induktion in differenzierten Keratinozyten. (Wanke et al., 2011) Im Gegensatz 

dazu wird hBD-2 durch beispielsweise Flagellin, ein Protein, welches von  E. coli Nissle 1917 

produziert wird, induziert (Schlee et al., 2007). Auch das gramnegative P. aeruginosa 

exprimiert, wie E. coli, das Flagellin, welches von den Epithelzellen des Respirationstraktes 

via Toll-like Rezeptoren erkannt wird und so zu einer Induktion von hBD-2 führt. Da C. 
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amycolatum kein Flagellin besitzt, kann dies als Induktor der AMP Expression ausgeschlossen 

werden (Zalas et al., 2004). Andere Faktoren wie LPS (ein Bestandteil von Zellmembranen 

anderer gramnegativer Bakterien) führen nicht direkt zu einer Erhöhung von hBD-2, sondern 

führen in Monozyten zu einer erhöhten Ausschüttung von IL-1, welches wiederum die 

Synthese von hBD-2 induziert (Avila-Calderón et al., 2021) (L. Liu et al., 2003).  

Zusammenfassend kann man sagen, dass C. amycolatum einen direkten Zell-zu-Zell Kontakt 

über einen längeren Zeitraum in gewissen Mengen braucht, um eine Induktion von hBD-2 zu 

bewirken. Man sollte allerdings noch ergänzend untersuchen, ob es sich auf Proteinebene 

ähnlich verhält oder nicht. Es wäre denkbar, dass bereits synthetisierte hBD-2 Proteine aus 

Vesikeln bei Kontakt der Zelle mit Bakterienüberständen ausgeschüttet werden, dann aber 

keine weitere Produktion stattfindet, da die Produktion der mRNA nicht induziert wird. Auch für 

die Induktion über direkten Zell-zu-Zell Kontakt sollte im ELISA untersucht werden, ob hBD-2 

Protein bereits früher als seine mRNA detektiert werden kann, da es, wie bereits erwähnt, 

möglich wäre, dass es bei Kontakt sofort aus Vesikeln freigesetzt wird, bevor seine Synthese 

beginnt.  

 

In den hier durchgeführten Versuchen wurden primäre Keratinozyten (NHEK) verwendet. Um 

zu ermitteln, ob auch differenzierte Keratinozyten ähnlich auf die Anwesenheit von C. 

amycolatum reagieren, wurden Versuche durchgeführt, bei denen die primären Keratinozyten 

mit Calciumchlorid vorinkubiert wurden. Calciumchlorid führt dazu, dass Zellen differenzieren 

(Mahanty et al., 2019). Hierbei zeigte sich für hBD-2 eine signifikante Induktion der 

Genexpression, bei den differenzierten und nicht differenzierten Zellen  

Es war zwar in absoluten Zahlen ein Unterschied in der Genexpression zwischen 

differenzierten und nicht differenzierten Zellen festzustellen, dieser war aber statistisch nicht 

signifikant. Dies könnte bedeuten, dass es für die Induktion durch C. amycolatum keine Rolle 

zu spielen scheint, ob die Keratinozyten differenziert sind oder nicht. Sie zeigten nicht etwa 

eine deutlich reduziertere Induktion, im Vergleich zu den nicht differenzierten Zellen, was auch 

denkbar gewesen wäre. Im Gegensatz dazu zeigten Untersuchungen, dass die Induktion von 

hBD-2 durch IL-1α in differenzierten Keratinozyten stärker zu detektieren war, als in nicht 

differenzierten Keratinozyten (A. Y. Liu et al., 2002). Die Differenzierung der Keratinozyten 

scheint als in gewisser Art und Weise eine Rolle zu spielen.  

Deshalb ist, um realitätsnaher testen zu können, wie die differenzierten Keratinozyten auch im 

Zellverband mit anderen Zellen reagieren, für weitere Forschungsarbeiten geplant, an einem 

3D Hautmodell zu testen, ob auch hier eine Induktion der hBD-2 Genexpression durch 

Stimulation mit C. amycolatum nachgewiesen werden kann. 
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Wenn man sich hier nun die absoluten Induktionszahlen im Verlauf der Versuche ansieht, stellt 

man fest, dass es starke Schwankungen der Induktionen der hier getesteten AMPs gab. Es 

gab zum einen ab einem gewissen Zeitpunkt im Verlauf der Versuche ein Problem bei der 

Anzüchtung des C. amycolatum. Es wurde anfangs von eingefrorenen Kügelchen auf 

Blutagarplatten ausgestrichen, für 36 Stunden bei 37°C inkubiert und anschließend in einer 

BHI Boullion über Nacht bei 37°C in einem Schüttler weiter inkubiert. Dann wurde die optische 

Dichte gemessen, hier zeigte sich ab Mitte der Versuche eine herabgesetzte optische Dichte 

im Vergleich zu vorherigen Messungen. Auch waren bei Beendigung der Versuche teils optisch 

weniger Bakterien in den Wells als bisher beobachtet. Daraufhin wurde versucht, ob man das 

Wachstum wieder verbessern konnte, wenn die Bakterien anders eingefroren würden. Sie 

wurden ab diesem Zeitpunkt in einem Glycerinstock eingefroren. Die Anzüchtung war 

daraufhin wieder problemlos möglich und die gemessene optische Dichte nach Inkubation im 

Kolben war stabil. Allerdings lässt sich zwischen diesem Wachstumsproblem des C. 

amycolatum und den unterschiedlichen Induktionszahlen kein klarer Zusammenhang 

erkennen. Andererseits waren auch bei den Zellen nach Beendigung der Inkubationszeit oft 

Unterschiede zu erkennen. Teils waren die Zellen stärker abgerundet und aus dem Verband 

gelöst, teils weniger.  

Zum anderen könnte ein weiterer Grund für die starken Schwankungen der Induktionszahlen 

sein, dass Experimente mit zwei lebenden Systemen wie Bakterien und Keratinozyten generell 

das Problem haben, dass Induktionen stark variieren können. Man könnte dies darauf 

zurückführen, dass zum Beispiel die Keratinozyten von verschiedenen Individuen mit 

unterschiedlichen Oberflächenrezeptoren bzw. verschiedenen Dichten an 

Oberflächenrezeptoren und Signalwegen ausgestattet sind. Dies könnte Schwankungen in der 

Induktion der Genexpressionen der hier getestete AMPs erklären. 

 

Wie schon andere Arbeiten zum Thema antimikrobielle Proteine zeigten, wird angenommen, 

dass die Induktion von hBD-2 über verschiedene Signalwege vermittelt wird. So konnte 

beispielsweise gezeigt werden, dass die Induktion von hBD-2 in intestinalen Epithelzellen über 

Toll-Like Rezeptor 4 und Toll-like Rezeptor 2 vermittelt wird (Vora et al., 2004). Auch in 

trachobronchialen Epithelzellen verläuft die hBD-2 Induktion über den Toll-like Rezeptor 2 

Signalweg (Hertz et al., 2003). 

Um zu überprüfen, ob der EGF-Rezeptor auch eine Rolle spielen könnte, wurden in dieser 

Arbeit zwei verschiedene EGF-Rezeptor Inhibitoren verwendet. Zum einen wurde Cetuximab, 

ein chimärer monoklonaler Antikörper vom Typ IgG1, verwendet, welcher ein bekannter 

Inhibitor für den EGF-Rezeptor ist. (Humblet, 2004). Des Weiteren wurde AG1478 (Tyrphostin 

AG-1478 bzw. 4-(3-chloroanilino)-6,7-dimethoxyquinazoline)) als zweiter Inhibitor verwendet, 
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um diese Hypothese weiter zu bekräftigen. AG1478 ist ein kleines synthetisches Molekül, 

welches spezifisch die Tyrosinkinase des EGFR-Rezeptors hemmt (W. Wang et al., 2018) (Shi 

et al., 2009). 

Bei den Versuchen mit Cetuximab konnte gezeigt werden, dass eine Vorinkubation mit 

Cetuximab keinen signifikanten Einfluss auf die Expression von hBD-2 hatte. Es zeigte sich 

eine signifikante Induktion von hBD-2, sowohl in den mit Cetuximab vorinkubierten, als auch 

in den nicht vorinkubierten Proben. Im Gegensatz dazu zeigte die hBD-2 Genexpression bei 

den Inhibitionsversuchen mit AG1478 wiederum eine signifikant reduzierte Induktion. Diese 

Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass sich ein Teil der Regulation von hBD-2 eventuell 

doch über den EGFR-Signalweg abspielt. Man sollte hier in Betracht ziehen, dass Cetuximab 

und AG1478 unterschiedliche Angriffspunkte am EGF-Rezeptor haben. Cetuximab bindet als 

Antikörper von außen an den EGF-Rezeptor, im Gegensatz dazu inhibiert AG1478 dessen 

Tyrosinkinase innerhalb der Zelle.  

Insgesamt lässt sich schlussfolgern, dass die Regulation der Expression von hBD-2, wie schon 

oben beschrieben über verschiedene Signalwege abläuft. Es wurden aufgrund dessen auch 

Versuche mit einem Toll-like 2 Rezeptor Inhibitor unternommen, allerdings enthielt das 

verfügbare Reaktionsgemisch ein Antibiotikum, auf welches C. amycolatum sensibel war. 

 

4.2 hBD-3 
 

hBD-3 ist ein weiteres antimikrobielles Protein, mit dem sich diese Doktorarbeit befasst hat. In 

früheren Arbeiten konnte bereits gezeigt werden, dass hBD-3, welches wie hBD-2 zur Gruppe 

der β-Defensine gehört, durch eine ganze Reihe von grampositiven und gramnegativen 

Bakterien induziert wird (Harder et al., 2001) (Scharf et al., 2012). hBD-3 ist in vielen Epithelien 

nachweisbar und hat das breiteste Wirkspektrum der hier getesteten AMPs (Harder et al., 2001, 

Hoover et al., 2003). Für C. amycolatum gab es bisher noch keinen Nachweis einer Induktion. 

Hier konnte nun erstmals nachgewiesen werden, dass C. amycolatum eine Induktion von hBD-

3 Genexpression in Keratinozyten bewirkt. 

 

Es zeigte sich, dass je höher die Konzentration an Bakterien ist, umso höher ist die Induktion 

an hBD-3 Genexpression. Konzentrationen, bei denen die Induktion wieder abnehmen würde, 

wegen beispielsweise einer toxischen Wirkung des C. amycolatum auf die Keratinozyten, 

wurden hier nicht erreicht. Getestet wurden Verdünnungen von 20 ml/L bis 100 ml/L bei einer 

optischen Dichte von 0.2, wobei bei einer Bakterienkonzentration von 1:50 (20 mL/L) keine 

statistisch signifikante Induktion mehr festgestellt werden konnte. Hieraus lässt sich ableiten, 

dass C. amycolatum in einer gewissen Konzentration vorhanden sein muss, um eine 
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messbare Induktion zu bewirken. Dies steht im Einklang mit der bisherigen Annahme, dass C. 

amycolatum als Mikrobiota der Haut bzw. als fakultatives Pathogen gesehen werden kann 

(Knox & Holmes, 2002). Es induziert den Verteidigungsmechanismus der Keratinozyten erst 

ab einer gewissen Konzentration und hat in niedrigen Konzentrationen kaum Einfluss auf 

diesen Teil des angeborenen Immunsystems.  

Untersuchungen von Lee et al. konnten bereits zeigen, dass C. amycolatum in verschiedenen 

Region der menschlichen Haut unterschiedlich häufig vorkommt. Man kann hieraus 

schlussfolgern, dass in Regionen mit einer höheren Konzentration an C. amycolatum, 

beispielsweise in Regionen der feuchten Haut, wie Bauchnabel und inguinal Region, auch eine 

höhere Induktion von hBD-3 Genexpression durch C. amycolatum wahrscheinlicher ist, als 

zum Beispiel in talgdrüsenreichen Hautregionen, wie Rücken, Stirn, Nasenflügel, wo C. 

amycolatum eher wenig vorkommt. Es wäre denkbar, dass sich beispielsweise ein 

Gleichgewicht zwischen Induktion von hBD-3 und Hemmung des Bakterienwachstums einstellt, 

wenn C. amycolatum in ausreichenden Mengen vorhanden ist. Hier könnte überlegt werden, 

ob das Vorhandensein des C. amycolatum eine positive, also schützende Wirkung auf unsere 

Haut hat, durch eben diesen Mechanismus. Die Keratinozyten wären durch die bereits 

vorhandene induzierte Sekretion an hBD-3 durch C. amycolatum sozusagen geschützt vor 

einem Kontakt mit pathogenen Keimen. Auch Alter und Geschlecht des Menschen, sowie 

weitere exogene Faktoren spielen eine Rolle im Aufbau der Mikrobiota. So könnte man 

annehmen, dass auch die Induktion von hBD-3 durch C amycolatum sich je nach Alter, 

Geschlecht und zum Beispiel Habitat unterscheidet (Fierer et al., 2008) (Leyden et al., 1975) 

(Lee et al., 2019). 

 

Umgekehrt sollte in weiteren Versuchen geklärt werden, ob hBD-3 eine abtötende 

beziehungsweise hemmende Wirkung auf das Wachstum des C. amycolatum haben könnte 

und wie hoch hier die Konzentration von hBD-3 sein müsste, um diesen Effekt zu erzeugen.  

Maisetta et al. konnten zeigen, dass hBD-3 beispielsweise S. aureus und P. aeruginosa in 

einer Konzentration von 4 bis 8 μg/ml nach einer Einwirkzeit von 1,5h abtötet. Für E. faecium 

wurden Konzentrationen von 8 μg/ml benötigt. Sie konnten weiterhin zeigen, dass hBD-3 in 

der Anwesenheit von humanem Serum in hohen Konzentrationen vor allem gegen 

grampositive Erreger wirkt, weniger gegen gramnegative (Maisetta et al., 2006). Da C. 

amycolatum ein grampositives Bakterium ist, könnte man schlussfolgern, dass hBD-3 eine 

ähnliche Wirkung zeigt, wie bei anderen grampositiven Bakterien. 

 

Die weiteren Versuche zur Zeitkinetik ähnelten denen von hBD-2, denn bei einer 

Inkubationsdauer von 6h ließ sich keine signifikante Induktion der hBD-3 Genexpression 
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messen. Erst nach einer Dauer von 24h war eine signifikante Erhöhung der Genexpression 

von hBD-3 nachweisbar. Es lässt sich annehmen, dass von einer Inkubationszeit von 

mindestens 24 Stunden ausgegangen werden kann, da C. amycolatum als Bakterium der 

Mikrobiota der Haut ständig auf der Haut persistiert. Dies passt zu der Annahme, dass C. 

amycolatrum als fakultatives Pathogen eine gewisse Inkubationszeit und eine gewisse 

Konzentration braucht, um diesen Teil des Immunsystems zu aktivieren (Knox & Holmes, 

2002). 

Auch wäre es hier interessant zu ermitteln, ob das hBD-3 Protein schon früher als die hBD-3 

Genexpression nachweisbar sein könnte. Es wäre denkbar, dass zum Beispiel aus Vesikeln 

bereits synthetisiertes hBD-3 freigesetzt werden könnte, noch bevor es zu einer Induktion der 

hBD-3 Genexpression kommt. 

 

Im nächsten Schritt wurde geprüft, ob die Kulturüberstände, also Stoffe wie Botenstoffe und 

Stoffwechselprodukte, die C. amycolatum produziert und sezerniert, auch alleine eine 

Induktion der hBD-3 Genexpression bewirken könnten. Es zeigte sich, dass bei einer 

Inkubation mit diesen Kulturüberständen keine signifikante Induktion von hBD-3 erreicht 

werden konnte. Dies legt die Vermutung nahe, dass ein gewisser Zell-zu-Zell Kontakt zwischen 

Keratinozyt und Bakterium für die Induktion der hBD-3 Genexpression notwendig ist. Dabei 

spielt es keine Rolle, ob die Kulturüberstände bzw. Stoffwechselprodukte in Echtzeit vom 

Bakterium sezerniert wurden oder vorher vorbereitet waren. Die Annahme war, dass 

gegebenenfalls flüchtige Botenstoffe beziehungsweise Stoffwechselprodukte in einem bereits 

verarbeiteten und nicht in Echtzeit sezerniertem Überstand verloren gegangen sein könnten. 

In keinem dieser Fälle kam es allerdings zu einer signifikant erhöhten hBD-3-Genexpression.  

Ähnliches zeigte sich in Versuchen von Menzies & Kenoyer. Hier wurde nachgewiesen, dass 

Stoffwechselprodukte von S. aureus ebenfalls nur zu einer geringen Induktion von hBD-3 in 

primären Keratinozyten führen (Menzies & Kenoyer, 2006). Im Gegensatz dazu zeigten 

Untersuchungen, dass triacylierte Lipopeptide, die von beispielsweise Mykobakterien wie dem 

Mycobacterium leprae (M. leprae) synthetisiert und freigesetzt werden, eine Induktion von 

hBD-3 in Keratinozyten bewirken (Cogen et al., 2012) (Sumikawa et al., 2006). Das hier 

getestete C. amycolatum scheint solche Stoffe nicht zu sezernieren (Zalas et al., 2004). 

Auch auf Proteinebene sollte weiterhin geklärt werden, ob hier die Möglichkeit besteht, dass 

es zu keiner Induktion der hBD-3 Genexpression kommt, aber möglicherweise bereits 

bestehende Bestände an synthetisiertem hBD-3 Protein ausgeschüttet werden bei Kontakt der 

Keratinozyten mit Kulturüberständen des C. amycolatum. Außerdem könnte in weiteren 

Versuchen untersucht werden, welche Oberflächenstrukturen auf dem C. amycolatum wichtig 

für die Interaktion mit den Keratinozyten sind. 
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Insgesamt sollte auch bedacht werden, dass in den hier durchgeführten Versuchen nur 

Keratinozyten getestet wurden, es waren keine anderen Zellen, wie beispielsweise 

Immunzellen, an der Induktion von hBD-3 beteiligt. Im natürlichen Zellverband innerhalb der 

menschlichen Haut wäre es durchaus denkbar, dass eine Induktion von hBD-3 oder auch hBD-

2 und RNase 7 durch C. amycolatum eben über andere Zelltypen, wie beispielsweise 

Immunzellen, vermittelt werden könnte. Diese Immunzellen könnten C. amycolatum 

detektieren und mit einer Ausschüttung von Botenstoffen reagieren, welche wiederum die 

Keratinozyten zur Ausschüttung von AMPs stimulieren könnten. 

 

Als nächstes wurde getestet, ob eine Induktion der hBD-3 Genexpression auch bei 

Keratinozyten erreicht werden kann, die mit Calciumchlorid vorinkubiert wurden. Wie bereits 

erwähnt soll CaCl2 dazu führen, dass die Keratinozyten differenzieren, dadurch soll eine 

realitätsnähere Situation geschaffen werden (Mahanty et al., 2019). Hier zeigte sich, dass 

differenzierte Zellen sogar eine signifikant höhere Induktion an hBD-3 Genexpression 

vorwiesen, als die nicht differenzierten primären Keratinozyten. Man kann also annehmen, 

dass sich die Ergebnisse dieser Arbeit durchaus auf eine in vivo Situation übertragen lassen 

und dass in einer in vivo Situation die Induktion an hBD-3 sogar noch größer sein könnte, da 

im Verband der Haut die Keratinozyten bei Aufstieg vom Stratum basale in apikalere Schichten 

differenzieren (Kühnel, 2008).  

Bei Wanke et al. zeigte sich in Untersuchungen, dass es bei Stimulationen mit 

Kulturüberständen von S. epidermidis einen Unterschied gab zwischen differenzierten und 

primären Keratinozyten. Differenzierte Keratinozyten reagierten auf Kulturüberstände von S. 

epidermidis mit einer Ausschüttung von hBD-3, primäre nicht (Wanke et al., 2011). Da in den 

hier durchgeführten Versuchen mit Kulturüberständen primäre Keratinozyten verwendet 

wurden, könnte im Zusammenhang mit diesen Ergebnissen wiederum noch einmal mit 

Kulturüberständen von C. amycolatum getestet werden, um festzustellen, ob differenzierte 

Keratinozyten anders auf diese Kulturüberstände reagieren als primäre Keratinozyten, ähnlich 

wie bei S. epidermidis,  

In einem weiteren Schritt ist hierbei eine Untersuchung an einem 3D Hautmodell geplant, bei 

dem sich die Keratinozyten in einem ausdifferenzierten Zellverband befinden.  

 

Um die Arbeitshypothese zu überprüfen, dass sich die Induktion der hBD-3 Genexpression 

über den EFGR-Signalweg vollziehen könnte, wurden Versuche mit verschiedenen EGF-

Rezeptor Inhibitoren durchgeführt. Es wurden, wie im Abschnitt 4.1 geschildert, Versuche mit 

Cetuximab durchgeführt, um den EGF-Rezeptor zu hemmen. Bei einer Vorinkubation der 

NHEK mit Cetuximab konnte keine Induktion der hBD-3 Genexpression mehr nachgewiesen 
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werden. Das bedeutet, dass es wohl sehr wahrscheinlich ist, dass sich die Induktion von hBD-

3 durch C. amycolatum in Keratinozyten über den EGFR-Signalweg vollzieht. Dieses Ergebnis 

steht im Einklang mit bisherigen Daten, dass der EGF-Rezeptor für die hBD-3 Expression in 

Keratinozyten eine wichtige Rolle spielt (Sørensen et al., 2005).  

Um diese Beobachtung noch weiter zu bestätigen, wurden Versuche durchgeführt, bei denen 

AG1478 als Inhibitor verwendet wurde. Wie bereits in Abschnitt 4.1 erwähnt, ist auch AG1478 

ein intrinsisch wirkender Inhibitor des EGF-Rezeptors (W. Wang et al., 2018) (Shi et al., 2009).  

Auch hier konnte nachgewiesen werden, dass bei Keratinozyten, die mit diesem Inhibitor 

vorbehandelt worden waren, die Induktion der hBD-3 Genexpression signifikant reduziert war. 

Dies ist ein weiterer Beweis für die These, dass die Signaltransduktion, die zur Synthese von 

hBD-3 führt, über den EGF-Rezeptor vermittelt wird. 

Im Gegensatz dazu zeigten Versuche, dass die Induktion von hBD-3 bei Kontakt der 

Keratinozyten mit grampositiven Bakterien wie S. aureus und S. pneumoniae über den Toll-

like Rezeptor 2 vermittelt wird (Menzies & Kenoyer, 2006) (Scharf et al., 2012). Ähnlich verhält 

es sich auch bei der oben erwähnten Induktion von hBD-3 durch Stoffe, die das M. leprae 

sezerniert. Diese wird ebenfalls über den Toll-like Rezeptor 2 vermittelt (Cogen et al., 2012). 

Wie bereits erwähnt, wurden auch hier Versuche durchgeführt, um den Toll-like 2 Rezeptor zu 

hemmen, allerdings war im verfügbaren Reaktionsgemisch ein Antibiotikum, auf welches C. 

amycolatum sensibel war.  

Zusammenfassend kann man vermuten, dass die Induktion von hBD-3 über mehr als einen 

Signalweg vermittelt wird, abhängig von beispielsweise der Art des Reizes und der Gattung 

des Pathogens.   

 

4.3 RNase 7 
 

RNase 7 ist ein antimikrobielles Protein mit einem großen Spektrum an antimikrobieller 

Wirkung (Harder et 2002, Köten et al 2009). Es gehört zur humanen RNase A Superfamilie, 

deren Namensgebung sich von der bovinen pankreatischen RNase A ableitet, welche als 

Referenz-RNase und Prototyp für die humane RNase A-Superfamilie verwendet wird (Boix & 

Nogués, 2007). 

 

Man kann folglich vermuten, dass RNase 7 eine wichtige Rolle in der Immunabwehr der Haut 

spielt. Verschiedene Arbeiten von beispielsweise Köten et al. und Simanski et al. konnten 

zeigen, dass RNase 7 dazu beiträgt, das Wachstum von S. aureus, E. faecium und P. 

aeruginosa zu beschränken. RNase 7 wird von Keratinozyten und Epithelien in verschiedenen 

Regionen des Körpers wie im Urogenital-, Gastrointestinal- und Respirationstrakt synthetisiert 
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(Boix et al 2007). 

 

Diese Arbeit beschäftigt sich nun mit der Frage, ob Keratinozyten auf die Anwesenheit von C. 

amycolatum mit einer RNase 7 Gen- und Proteinexpression reagieren. Dies ist insofern 

interessant, da diese Ausschüttung bisher hauptsächlich für pathogene Keime nachgewiesen 

werden konnte, C. amycolatum aber als Bakterium der Mikrobiota der Haut gilt, und es für eine 

Induktion bisher noch keinen Nachweis gab. Dieser Nachweis konnte hier nun erbracht werden. 

 

In einem ersten Schritt konnte ermittelt werden, dass die Induktion an RNase 7 Genexpression 

stieg, je höher die Konzentration der Bakteriensuspension war. Bei niedrigen Konzentrationen 

von 20 ml/L (OD 0.2) war keine signifikante Induktion mehr nachweisbar. Bei einer 

Konzentration von 50 ml/L (OD 0.2) war zwar in absoluten Zahlen eine Induktion nachweisbar, 

diese war allerdings statistisch gesehen nicht signifikant. Dies lässt sich, wie schon im oberen 

Abschnitt besprochen, auf die große Varianz in der Höhe der Induktion zurückführen.  

 

Auf Proteinebene im ELISA zeigte sich eine ähnlich hohe signifikante Induktion an RNase 7 

sowohl bei einer Bakterienkonzentration von 100 ml/L (OD 0.2) als auch bei einer 

Konzentration von 50 ml/L (OD 0.2). Bei einer niedrigeren Konzentration von 20 ml/L (OD 0.2) 

war keine signifikante Protein-Ausschüttung mehr nachweisbar. Hieraus könnte man schließen, 

dass bereits bei niedrigeren Bakterienkonzentrationen eine Erhöhung der Protein-

Ausschüttung stattfinden könnte.  

Hierzu sollte man bedenken, dass für RNase 7 eine konstitutive Sezernierung durch 

Keratinozyten bekannt ist, diese aber bei einigen der hier durchgeführten Versuche im 

Vergleich zu den hohen Induktionswerten, eher zu niedrig gewesen sein könnte, um 

nachgewiesen werden zu können (Harder & Schröder, 2002). 

 

Aus diesen Ergebnissen kann man schließen, dass ähnlich wie bei hBD-2 und hBD-3 zuvor, 

RNase 7 erst ab einer gewissen Konzentration von C. amycolatum induziert wird. 

Interessanterweise wurden alle drei Proteine ab ähnlich hohen Konzentrationen von C. 

amycolatum induziert. Dies passt zu den Ergebnissen, dass C. amycolatum zwar als Teil der 

Mikrobiota der Haut angesehen werden kann, welches AMPs induziert, es aber außerdem in 

höheren Konzentrationen als fakultatives Pathogen verstanden werden kann. Ähnliches wurde 

schon in anderen Arbeiten berichtet (Sengupta et al., 2015) (Berner et al., 1997). Man könnte 

folglich annehmen, dass C. amycolatum in normalen, nicht pathogenen Konzentrationen die 

Keratinozyten in ständiger Alarmbereitschaft halten könnte, um bei einer Besiedlung mit 

pathogenen Keimen eine schnelle Abwehrreaktion bewirken zu können. Es konnte bereits in 
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anderen Arbeiten gezeigt werden, dass die Konzentrationen von Corynebakterien auf der Haut, 

darunter auch das hier getestete C. amycolatum, von verschiedenen Faktoren abhängig sind. 

Beispielsweise unterscheidet sich die Zusammensetzung der Mikrobiota der Haut zwischen 

Männer und Frauen. Auch Unterschiede je nach UV-Exposition, Körperhygiene, Antibiotika-

Gebrauch und Alter wurden beschrieben (Leyden et al., 1975) (Fierer et al., 2008). Außerdem 

gibt es Unterschiede im Verteilungsmuster der Mikrobiota je nach Körperregion. Es wird 

unterschieden zwischen trockenen Hautregionen wie dem Unterarm, feuchten Hautregionen 

zu denen inguinal und axillar Bereiche zählen, und talgdrüsenreichen Zonen, wie man sie am 

Rücken und im Gesicht findet. C. amycolatum, zusammen mit anderen Corynebakterien, 

wurde in feuchten Hautpartien deutlich häufiger nachgewiesen als in talgdrüsenreichen 

Hautpartien. Aber auch auf trockenen Hautregionen konnte es im Vergleich zu anderen 

Bakterien häufig detektiert werden (Lee et al., 2019) (Grice & Segre, 2011). 

Man könnte folglich davon ausgehen, dass in Hautregionen mit einem höheren Anteil an C. 

amycolatum, die Induktion von RNase 7 verschieden sein sollte und Regionen mit einem 

höheren Anteil an C. amycolatum eine höhere Induktion an RNase 7 aufweisen sollten. 

Allerdings zeigten Untersuchungen, dass die Verteilung von RNase 7 auf menschlicher Haut 

eben nicht unbedingt mit dem Verteilungsmuster von Corynebakterien korreliert, sondern eben 

auch von vielen anderen Faktoren abhängig ist (Rademacher et al., 2016). 

 

Auch die Wirkung von RNase 7 auf C. amycolatum ist hier zu betrachten. Es konnte bereits 

nachgewiesen werden, dass RNase 7 sehr potent S. aureus abtöten kann ( lethal dose of 90% 

(LD90) = 3–6 µg ml-1) (Simanski et al., 2010). Auch eine antimikrobielle Aktivität gegen E. 

faecium mit LD90 = 0.4–0.8 µg ml-1 konnte gezeigt werden. Gegen das hier getestete C. 

amycolatum zeigten Konzentrationen von sogar unter 1 µg/ml bereits eine antimikrobielle 

Wirkung (Walter et al., 2017). 

 

Auch der Zeitfaktor spielt bei der Induktion sowohl der RNase 7 Genexpression, als auch der 

Proteinexpression eine entscheidende Rolle. Es zeigte sich, dass es, bei einem 

Inkubationszeitraum von 6h, zu keiner signifikanten Induktion kam. Erst ab einer 

Inkubationszeit von 24h konnte eine signifikante Induktion von RNase 7 Genexpression 

nachgewiesen werden. Ähnliche Ergebnisse zeigten sich auch auf Proteinebene im ELISA, 

erst nach einer Inkubationszeit von 24h konnte eine signifikante Induktion der RNase 7 

Proteinexpression festgestellt werden. Es scheint hier keine vorzeitige Ausschüttung von 

RNase 7 Protein statt zu finden, obwohl eine konstitutive Sekretion von RNase 7 bereits 

bekannt ist (Harder & Schröder, 2002). Allerdings ist es möglich, dass diese hier im Vergleich 

zu den Induktionszahlen zu niedrig war um statistische Signifikanz zu zeigen. 
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Im Gegensatz dazu wurde bei Inkubationen mit S. aureus nachgewiesen, dass bereits nach 

2h eine deutlich erhöhte Sekretion, von wahrscheinlich bereits synthetisierter RNase 7 

nachweisbar war (Simanski et al., 2010). Für die Schnelligkeit der RNase 7 Freisetzung scheint 

es also eine Rolle zu spielen, mit welcher Art von Pathogen die Keratinozyten stimuliert werden. 

Man kann schlussfolgern, dass C. amycolatum als Teil der Mikrobiota der Haut und als 

fakultatives Pathogen, erst über einen gewissen Zeitraum und in einer gewissen Konzentration 

mit den Keratinozyten in Kontakt stehen muss um eine Induktion von RNase 7 zu bewirken. 

Wie bereits erwähnt, kann davon ausgegangen werden, dass C. amycolatum über einen 

Zeitraum von mindestens 24h inkubiert, da es als Bestandteil der Mikrobiota konstant auf der 

Haut persistiert. 

 

Um nun die Frage zu beantworten, ob auch Stoffwechselprodukte und Botenstoffe von C. 

amycolatum eine Induktion von RNase 7 anregen könnten, oder ob ein direkter Kontakt 

zwischen den Zellen notwendig ist, wurden in einem weiteren Schritt die Keratinozyten mit 

Kulturüberständen stimuliert. Es zeigten sich ähnliche Ergebnisse wie schon zuvor bei hBD-2 

und hBD-3. Die Proben, die mit Kulturüberständen stimuliert wurden, zeigten keine signifikante 

Induktion der RNase 7 Genexpression. Das gleiche Ergebnis war auch im ELISA nachweisbar. 

Es konnte bei den Proben, die mit Kulturüberständen inkubiert wurden, keine erhöhte RNase 

7 Proteinexpression nachgewiesen werden. Hieraus kann man schlussfolgern, dass ein Zell-

zu-Zell Kontakt notwendig ist um eine Induktion zu bewirken. Die Stoffwechselprodukte von C. 

amycolatum scheinen keinen Einfluss auf die Stimulation der Keratinozyten zu haben. Dabei 

wurde in weiteren Versuchen nachgewiesen, dass es keinen Unterschied macht, ob die 

Kulturüberstände in Echtzeit (durch das Einsetzen von Transwells) produziert worden waren, 

oder vorbereitet waren. Es wäre denkbar gewesen, dass in einem vorbereiteten 

Kulturüberstand flüchtige Botenstoffe beziehungsweise Stoffwechselprodukte bereits 

abgebaut wurden, beziehungsweise zerfallen waren. 

Es konnte im Gegensatz dazu gezeigt werden, dass sowohl die RNase 7 Gen-, als auch die 

Proteinexpression in Keratinozyten durch Kulturüberstände von P. aeruginosa induziert 

werden können (Rademacher et al., 2017). Auch für S. aureus konnte nachgewiesen werden, 

dass dessen Stoffwechselprodukte, beziehungsweise Botenstoffe, RNase 7 in Keratinozyten 

induzieren. Allerdings zeigten die Kulturüberstände von S. epidermidis, ähnlich wie die von C. 

amycolatum, keine Induktion von RNase 7 (Wanke et al., 2011). Hier kann man überlegen, 

dass S. epidermidis und C. amycolatum zur Mikrobiota der Haut zählen und nur als fakultative 

Pathogene gelten, wo hingegen P. aeruginosa und S. aureus eher etablierte Pathogene sind 

(Knox & Holmes, 2002) (Otto, 2009) (Sawa et al., 2014) (Karst, 2005). 
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Als nächstes wurde getestet, ob C. amycolatum auch eine Induktion von RNase 7 bei 

Keratinozyten bewirken kann, die mit CaCl2 vorinkubiert wurden. CaCl2 führt dazu, dass Zellen 

differenzieren, so kann eine realitätsnähere Situation geschaffen werden kann (Mahanty et al., 

2019). Auf Genexpressionsebene konnte sowohl in den differenzierten, als auch in den nicht 

differenzierten Proben eine signifikante Induktion gemessen werden. Der Unterschied 

zwischen diesen Proben war signifikant. Dies könnte bedeuten, dass es für die Induktion der 

Genexpression eine Rolle spielen könnte, ob die Keratinozyten differenziert sind oder nicht. 

Dies könnte weiterhin darauf hindeuten, dass sich eine Induktion der RNase 7 Genexpression 

in gewissem Maß auf eine in vivo-Situation übertragen lässt, weil die Keratinozyten in der 

Epidermis differenzieren, während sie aus dem Stratum basale in apikaler gelegene Schichten 

aufsteigen (Kühnel, 2008).   

 

Auf Proteinebene im ELISA konnte ebenso eine Induktion von RNase 7, sowohl in den 

differenzierten, als auch in den nicht differenzierten Keratinozyten, gemessen werden. Der 

Unterschied zwischen den differenzierten und der nicht differenzierten war hier ebenfalls 

signifikant. Diese Ergebnisse scheinen insgesamt darauf hinzudeuten, dass sogar eine 

verstärkte Induktion in differenzierten Zellen im Vergleich zu nicht differenzierten Zellen 

stattfindet.  

Wie bereits in Abschnitt 4.2 erwähnt, scheint es Unterschiede zu geben bei der Reaktion von 

differenzierten und primären Keratinozyten auf Kulturüberstände von S. aureus und S. 

epidermidis (Wanke et al., 2011). Man könnte in weiteren Versuchen testen, ob differenzierte 

Keratinozyten gegebenenfalls, anders als primäre Keratinozyten, mit einer erhöhten Gen- und 

Proteinexpression von RNase 7 auf Kulturüberstände des C. amycolatum reagieren könnten.  

An diese Versuche schlossen sich in unserem Labor Experimente mit einem 3D-Hautmodell 

an, dabei konnten die Ergebnisse der 2D-Kulturen in einer stratifizierten Epidermis bestätigt 

werden (Walter et al., 2017). 

 

Um die Arbeitshypothese zu bestätigen, dass die Induktion von RNase 7 durch C. amycolatum 

in Keratinozyten über den EGF-Rezeptor Signalweg vermittelt wird, wurden Versuche mit 

verschiedenen EGF-Rezeptor Inhibitoren unternommen. Als erstes wurde Cetuximab 

verwendet. In den Versuchen mit Cetuximab zeigten die Keratinozyten, die mit Cetuximab 

vorinkubiert waren, keine signifikante Induktion der RNase 7 Genexpression. Der Unterschied, 

zwischen der Induktion bei den mit Cetuximab vorinkubierten und den mit einem irrelevanten 

Antikörper vorinkubierten Zellen, war signifikant. Bei den mit einem irrelevanten Antikörper 

vorinkubierten Keratinozyten zeigte sich eine signifikante Induktion der RNase 7 

Genexpression. Auch im ELISA konnte keine signifikante RNase 7 Proteinexpression bei den 
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mit Cetuximab vorinkubierten Zellen mehr nachgewiesen werden. Hieraus kann man 

schließen, dass sich die Induktion von RNase 7 größtenteils über den EGF-Rezeptor abspielt. 

Dies zeigte sich bereits in anderen Arbeiten zum Beispiel mit P. aeruginosa (Rademacher et 

al., 2016). 

 

Um diese Beobachtungen noch einmal zu bekräftigen, wurde als nächstes der EGF-Rezeptor 

Inhibitor AG1478 verwendet. Auch hier handelt es sich um einen potenten Inhibitor des EGF-

Rezeptors. Hier zeigten die Proben, bei denen AG1478 verwendet wurde, eine vollständige 

Unterdrückung der RNase 7 Genexpression. Im ELISA konnte ebenfalls eine signifikant 

reduzierte Induktion von RNase 7 Proteinexpression gezeigt werden. 

Dies bekräftigt insgesamt die bei Cetuximab gemacht Beobachtung, dass sich die Induktion 

von RNase 7 wohl größtenteils über den EGF-Rezeptor vollzieht. 

 

Durch diese beiden Versuche konnte gezeigt werden, dass der EGF-Rezeptor eine wichtige 

Rolle spielt bei der C. amycolatum-vermittelten Induktion von RNase 7. Dies steht im Einklang 

mit anderen Arbeiten wie zum Beispiel von Firat et al. und Lichtenberger et al., die bereits 

zeigten, dass der EGF-Rezeptor eine entscheidende Rolle bei der durch Mikroorganismen 

vermittelten Expression von RNase 7 in Keratinozyten spielt (Firat et al., 2014) (Lichtenberger 

et al., 2013).  

Allerdings zeigten auch Versuche von Rademacher et al., dass die Regulation der Gen- 

beziehungsweise Proteinexpression, bei einer Stimulation von Keratinozyten  mit P. aeguinosa,  

nicht nur über den EGFR Signalweg vermittelt wird, sondern dass auch der Toll like Rezeptor 

5 in die Induktion involviert ist  (Rademacher et al., 2017). Insgesamt kann davon ausgegangen 

werden, dass mehr als ein Signalweg bei der C. amycolatum-vermittelten Induktion der Gen- 

und Proteinexpression von RNase 7 eine Rolle spielt und es davon abhängt, durch welche Art 

von Reiz die Keratinozyten stimuliert werden. 
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5 Zusammenfassung 
 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu ermitteln, ob Corynebacterium (C.) amycolatum im 

Stande ist eine Induktion von ausgewählten antimikrobiellen Proteinen in Keratinozyten zu 

bewirken. Diese ausgewählten Proteine waren hBD-2, hBD-3 und RNase 7. 

 

In den hier durchgeführten Versuchen wurden primäre Keratinozyten (NHEK) direkt mit 

lebenden C. amycolatum und deren Kulturüberständen, sowie lebend C. amycolatum über 

Transwells, stimuliert. Die Auswertung der gemessenen Stimulationen erfolgte mittels 

quantitativer „Realtime“-PCR (zur Detektion der Erhöhung der mRNA) und ELISA (zur 

Messung der Proteinexpression). Es konnte nachgewiesen werden, dass lebende Bakterien 

nach einer gewissen Inkubationszeit und in einer ausreichend hohen Konzentration in 

Keratinozyten zu einer Erhöhung der Genexpression aller hier getesteten antimikrobiellen 

Proteine führten. Für RNase 7 konnte außerdem eine Erhöhung der RNase 7 

Proteinexpression detektiert werden. Kulturüberstände beziehungsweise, durch den Einsatz 

von Transwells, sezernierte Stoffwechselprodukte des C. amycolatum, führten zu keiner 

Induktion der Genexpression.  

Es konnte nachgewiesen werden, dass der EGF-Rezeptor bei der Induktion von hBD-3 und 

RNase 7 durch C. amycolatum in Keratinozyten eine Rolle spielt. Bei der Induktion von hBD-

2 scheint der EGF-Rezeptor eher eine untergeordnete bis gar keine Rolle zu spielen, hier 

waren die Ergebnisse nicht ganz eindeutig. 

 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass für alle hier geprüften antimikrobiellen Proteine 

eine Erhöhung der Genexpression durch C. amycolatum gezeigt werden konnte. Für RNase 7 

konnte dies auch auf Proteinebene nachgewiesen werden. 

 

Einige dieser Daten wurden veröffentlicht in Scientific Reports „RNase 7 participates in 

cutaneous innate control of Corynebacterium amycolatum“ (Walter et al., 2017) 
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