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EINLEITUNG 1

1. Einleitung

Operative Eingriffe im Kopfbereich bieten aufgrund der starken Vaskularisation
gute anatomische Voraussetzungen fur eine erfolgreiche Wundheilung. Dies trifft
insbesondere fur Eingriffe in der Mundhohle zu. So wird beispielsweise die
Wabhrscheinlichkeit einer Wundheilungsstorung nach operativer Weisheitszahn-
extraktion in der Literatur als gering eingeschatzt. In einer Studie wurde fur die
Wahrscheinlichkeit einer Infektion der Alveole nach operativer Entfernung der Dritten
Molaren im Unterkiefer ein Wert von 0,6% ermittelt [Malkawi, Z., 2011, S. 322-324].
Zwar kommt es bei Zahnextraktionen ohne Antibiotikummedikation in bis zu 80% der
Falle zu Bakteriamien [Lockhart, P. B., 2008, S. 3121], jedoch liegt die
Wahrscheinlichkeit postoperativer Wundinfektionen lediglich bei 1,6% [Adeyemo, W.
L., 2006, S. 4]. Aus diesem Grund wird in einer Stellungnahme der Deutschen
Gesellschaft fur Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde (DGZMK) keine routineméafRlige
Antibiotikaprophylaxe fir Zahnextraktionen empfohlen [Nkenke, E., 2008, S. 2].
Berlcksichtigt man, dass die intraorale Wundheilung in der Mundhohle durch
verschiedene Faktoren erheblich erschwert wird, ist die Leistung des menschlichen
Immunsystems beachtlich. In der Mundhohle sind eine Vielzahl von
Mikroorganismen, zum Teil in sehr hoher Quantitat, vorhanden. Untersuchungen
ergaben Werte von mindestens 6 Milliarden Bakterien aus 700 Spezien [Aas, J. A.,
2005, S. 5721; Parahitiyawa, N. B., 2010, S. 136]. Desweiteren ist das
Mundschleimhautepithel im physiologischen Zustand gréf3tenteils nicht verhornt (mit
Ausnahme der keratinisierten Gingiva) und besitzt eine geringere mechanische
Abwehrbarriere als verhorntes Epithel. Somit ist die Mundhdhle ein gutes Beispiel fur
die Effektivitat des menschlichen Immunsystems. Aufgrund des enormen Potentials
und dem gesteigerten Auftreten von gegen Antibiotika resistenten Bakterien ist das
angeborene Immunsystem vor einiger Zeit in den Fokus der wissenschaftlichen
Forschung gerickt [Gould, I. M., 2008, S. 53-59; Livermore, D. M., 2004, S. 7;
Wilson, M. A., 2003, S. 38-40].

Ein wichtiger Bestandteil des angeborenen Immunsystems in Haut und
Schleimhaut sind kleine Peptide, sogenannte ,host defense peptides® (HDP)
[Steinstraesser, L., 2008, S. 528], welche auch unter dem Namen ,antimikrobielle

Peptide” (AMP) bekannt sind. Der Begriff ,antimikrobielle Peptide* entstammt ihrer
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Entdeckung, wahrend die Bezeichnung ,host defense peptides” eher die Funktion
dieser Peptide verdeutlicht [Nakatsuji, T. and Gallo, R. L., 2011, S. 1]. Zum ersten
Mal wurden AMP in den 1960er Jahren in Granulozyten von Meerschweinchen und
Hasen entdeckt [Zeya, H. I. and Spitznagel, J. K., 1966, S. 750]. Die antibakterielle
Fahigkeit dieser Peptide wurde 1987 bekannt, als Zasloff ein bis dato unbekanntes
Peptid aus dem afrikanischen Krallenfrosch isolierte, welches er Magainin nannte
[Zasloff, M., 1987, S. 5449-5453]. Aufgefallen war Zasloff zuvor die gute
Wundheilung des Krallenfrosches, die er als Versuchstiere benutzte. In den letzten
Jahrzehnten wurden Uber 1500 dieser Peptide beschrieben und in Datenbanken
(aps.unmc.edu/AP/main.php; Stand: November 2012) gelistet [Wang, G., 2009, S.
936; Wang, Z. and Wang, G., 2004, S. 590]. AMP sind Effektormolekile des
angeborenen Immunsystems und Uben vielfaltige physiologische Funktionen aus.
Antimikrobielle Aktivitat, Inaktivierung von Viren, Vermittlung des angeborenen und
erworbenen Immunsystems, sowie Modulation der Angiogenese sind hier als
Beispiele zu nennen [Yang, D., 2004, S. 191-201]. Desweiteren kbnnen sie vor
mikrobakterieller Besiedelung schiitzen und spielen daher eine wichtige Rolle bei der
Immunreaktion der intraoralen und extraoralen Mukosa, sowie der Epidermis [Braff,
M. H., 2005, S. 12; Kaus, A., 2008, S. 32-40; Schittek, B., 2008, S. 135-143]. AMP
unterstitzen das Immunsystem im Kampf gegen Bakterien, Viren und Pilze, indem
sie unter anderem durch den Einbau ionendurchldssiger Kandle in die
Lipiddoppelschicht der Zellmembranen zum Tod der Zielzelle fihren [Kagan, B. L.,
1990, S. 212; Lehrer, R. I., 1989, S. 555]. Dieser Mechanismus ist auch als ,Shai-
Matsuzaki-Huang Modell* bekannt [Wehkamp, J., 2005, S. 406]. Vor kurzem wurde
publiziert, dass AMP eine wichtige Rolle bei der Regulation der Wundheilung
innehaben [Steinstraesser, L., 2008, S. 531-532]. Auch beim Erhalt der oralen
Gesundheit spielen sie eine Rolle [Dale, B. A. and Fredericks, L. P., 2005, S. 1] und
kénnen eventuell inhibitorisch bei Gingivitis [Dommisch, H., 2005, S. 189] und
Parodontitis [Dale, B. A. and Fredericks, L. P., 2005, S.10] wirken.

Obwohl AMP Gegenstand vieler Forschungsprojekte sind, hat sich jedoch bis jetzt
noch kein einheitlicher Standard in ihrer Klassifikation durchgesetzt. Eine mogliche
Einteilung der AMP und ihrer Funktionen im menschlichen Organismus ist in
Abbildung 1.1. dargestellt. Als zwei wichtige Hauptgruppen der AMP sind die
.Cathelicidine” und ,Defensine” zu nennen. Die Nomenklatur orientiert sich an den

molekularen, sowie immunologischen Eigenschaften der einzelnen Peptide. So
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wurden zum Beispiel die ,Cathelicidine” nach ihrer gemeinsamen ,cathelin domain*
am N-Terminus benannt [Mendez-Samperio, P., 2010, S. 1791; Zanetti, M., 1995, S.
2]. Der Begriff ,Defensine” bezieht sich auf ihre Abwehrfunktion gegen mikrobielle
Besiedlung. Eine weitere Méglichkeit zur Nomenklatur ist der Bezug zur Synthese
oder Entdeckung, wie bei dem AMP Psoriasin. Dieses wurde zuerst bei Patienten,
die an Schuppenflechte (Psoriasis) erkrankt waren entdeckt [Madsen, P., 1991, S.
701; Watson, P. H., 1998, S. 567].

Defensine bestehen aus 28 bis 44 Aminosauren und sind in einer Beta-
Faltblattstruktur, die durch drei Disulfidbriicken stabilisiert wird, aufgebaut. Unterteilt
werden diese in die Subgruppen Alpha- und Beta-Defensine. Sie unterscheiden sich
in der Position des Cystein (Cys) an den Disulfidbricken. Vom N-Terminus
ausgehend haben Alpha-Defensine ihre Disulfidbriicken an Cysl1-Cys6, Cys2-Cys4
und Cys3-Cys-5 und Beta-Defensine an Cysl-Cys5, Cys2-Cys4 und Cys3-Cys6
[Steinstraesser, L., 2009, S. 3955]. Die Expression der Defensine wird unter anderem
durch Toll-Like-Rezeptoren vermittelt [Gilmore, K., 2009, S. 779; Schroder, J. M. and
Harder, J., 2006, S. 479]. Defensine sind moglicherweise im Stande sich an
Zellmembranen zu binden und durch Opsonierung das erworbene Immunsystem zu
aktivieren [Yang, D., 2002, S. 294].

In dieser Dissertationsschrift wurden vier AMP untersucht. Diese sollen im
Folgenden kurz vorgestellt werden. Im Detail handelt es sich um das humane Beta-
Defensin 1 (hBD-1), das humane Beta-Defensin 2 (hBD-2), das humane Beta-
Defensin 3 (hBD-3) und das bereits erwahnte Psoriasin. Die humanen Beta-
Defensine (hBD) sind eine grof3e Untergruppe der Defensine.

hBD-1 wird in CD4"/CD8" T-Zellen, Keratinozyten und verschiedenen Hautdriisen,
wie den Talgdrisen, Fettdrisen, den Glandulae ceruminosae und Ziliardrisen
gebildet [Harder, J., 1997, S. 861; Steinstraesser, L., 2008, S. 529; Stoeckelhuber,
M., 2006, S. 881; Stoeckelhuber, M., 2008, S. 234]. hBD-1 besitzt ein Wirkspektrum
gegen grampositive und gramnegative Bakterien. Zum ersten Mal wurde dieses
Protein im Jahre 1995 aus dem dialysierten Plasma von Patienten mit entztindlichen
Nierenerkrankungen isoliert [Bensch, K. W., 1995, S. 331].

Das hBD-2 Protein wurde erstmalig in der Epidermis von Psoriasis Patienten
entdeckt [Harder, J., 1997, S. 861]. hBD-2 wird ebenfalls in CD4*/CD8" T-Zellen,
Keratinozyten, in Drusenzellen (Talg, Fett und Ziliardriisen), sowie zusatzlich in

Mastzellen synthetisiert und zeigt Wirksamkeit gegen grampositive und gramnegative
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Bakterien. Ebenso ist eine Aktivitdat gegen verschiedene Pilzstamme festzustellen
[Harder, J., 1997, S. 861; Schittek, B., 2008, S. 135-143; Steinstraesser, L., 2008, S.
529; Stoeckelhuber, M., 2006, S. 881; Stoeckelhuber, M., 2008, S. 234].

Keratinozyten, Monozyten und CD4" T-Zellen sind in der Lage hBD-3 zu bilden
[Harder, J., 1997, S. 861; Schittek, B., 2008, S. 135-143; Steinstraesser, L., 2008, S.
529]. hBD-3 wurde im Jahre 2000 entdeckt [Jia, H. P., 2001, S. 213]. Dieses Peptid
ist ebenfalls aktiv gegen Pilze und grampositive sowie gramnegative Bakterien
[Harder, J., 1997, S. 861; Schittek, B., 2008, S. 135-143; Steinstraesser, L., 2008, S.
529].

Psoriasin wird in Keratinozyten gebildet, ist gegen grampositive und gramnegative
Bakterien aktiv [Schittek, B., 2008, S. 135-143; Steinstraesser, L., 2008, S. 529] und
weist eine starke Aktivitat gegen Escherichia coli (E.coli) auf [Glaser, R., 2005, S. 61].
Benannt wurde Psoriasin nach seiner erstmaligen Isolierung aus Hautldsionen bei
Patienten, die an Psoriasis erkrankt waren [Glaser, R., 2005, S. 59; Madsen, P,
1991, S. 709]. Obwohl das Krankheitsbild der Psoriasis die Integritdt der Haut
reduziert, leiden diese Patienten nicht im Extremen an Hautinfektionen. So treten
Hautkrankheiten wie Urtikaria oder atopische Dermatitis bei Psoriasis Patienten
auffallend seltener auf [Henseler, T. and Christophers, E., 1995, S. 983]. Gleichzeitig
wird bei diesen Patienten Psoriasin stark verstarkt exprimiert [Madsen, P., 1991, S.
709]. Dies koénnte in direktem Zusammenhang stehen. Jedoch ist eine
Hochregulation des Psoriasin nicht nur auf das Krankheitsbild der Schuppenflechte
beschrankt [Kesting, M. R., 2010, S. 124]. In seiner Wirkungsweise den bereits
vorgestellten Defensinen ahnelnd, kann Psoriasin die bakteriellen Zellmembranen
durch Permeabilisation zerstéren [Michalek, M., 2009, S. 743-745], sowie als
chemischer Lockstoff fir Leukozyten wirken [Wolf, R., 2008, S. 6]. Tabelle 1.1. zeigt
einen Uberblick tiber die vier genannten AMP.

Eines der grol3en aktuellen medizinischen Probleme ist das zunehmende
Auftreten von Bakterienstammen, die gegen konventionelle Antibiotika Resistenzen
entwickelt haben [Gyssens, I. C., 2011, S. 12; Stefani, S. and Varaldo, P. E., 2003, S.
1180; Witte, W., 2008, S. 365]. Dies macht sich unter anderem an einer Zunahme an
Wundinfektionen durch grampositive Bakterien bemerkbar [Wilson, M. A., 2003, S.
37]. Vor allem multiresistente Keime, die gegen mehrere Antibiotika resistent sind,
machen die Entwicklung von Alternativtherapeutika erforderlich [Livermore, D. M.,
2004, S. 3; Wise, R., 2011, S. 1939]. Ebenfalls kénnen multiresistente Keime
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schwere Komplikationen bei der Behandlung infizierter Wunden oder nach operativen
Eingriffen hervorrufen. Eines der bekanntesten Beispiele hierzu ist das zunehmende
Auftreten des Methicillin resistenten Staphylococcus aureus (MRSA). MRSA ist als
einer der Hauptverursacher nosocomialer Infektionen weltweit ursachlich far
gestiegene Krankenhausmorbiditat und hohere Behandlungskosten von Erkrankten
[Rivera, A. M. and Boucher, H. W., 2011, S. 1230]. Ernsthafte MRSA-Infektionen sind
mit signifikanter Mortalitdt verbunden und haben einen grof3en Anteil an der
Gesamtmortalitat bei infektisen Erkrankungen.

Die AMP werden aufgrund ihrer Wirkweise auch als “nattrliche Antibiotika®
bezeichnet [Sang, Y. and Blecha, F., 2008, S. 227]. In sie werden Hoffnungen
hinsichtlich der Entwicklung von alternativen Wirkstoffen fir konventionelle Antibiotika
gesetzt [Gilmore, K., 2009, S. 782; Steinstraesser, L., 2009, S. 3961]. Aus diesem
Grund wurde bereits versucht, natirliche und synthetische AMP zur Behandlung von
Infektionen einzusetzen [Rennie, J., 2005, S. 298; Tew, G. N., 2010, S. 8].
Synthetische AMP-Derivate wurden in Kombination mit Antibiotika in vitro getestet.
Hierbei wurde im Vergleich zu herkdmmlichen Antibiotika sowohl eine erhohte
bakterizide Aktivitat [Giacometti, A., 2004, S. 657], als auch eine geringe Anfalligkeit
fur die Entstehung resistenter Bakterien [Choi, S., 2009, S. 6972] beobachtet. Jedoch
wurde auch von Resistenzbildungen [Perron, G. G., 2006, S. 253] und Zytotoxizitat
[Vaara, M., 2009, S. 573] berichtet. Die Reduzierung der Zytotoxizitat synthetischer
AMP-Derivate ist momentan Ziel weiterer Forschungen [Tew, G. N., 2010, S. 1]. Erste
klinische Versuchsreihen mit AMP-Derivaten wurden bereits durchgeftuhrt [Lipsky, B.
A., 2008, S. 1538; Scott, R. W., 2008, S. 623] und eine Applikation dieser Derivate
konnte bereits in ndherer Zukunft eine Therapieoption bei Behandlung intraoraler
Infektionen darstellen.

Voraussetzung hierftr ist jedoch eine profunde Kenntnis der Quantitat und
Regulation der einzelnen AMP im physiologischen Zustand, um eine Dosierung im
therapeutischen Bereich zu ermdglichen. Bis zum gegenwartigen Zeitpunkt wurde
kein quantitativer Vergleich der Expression von AMP zwischen der Mundhdhle und
dem extraoralen Epithel publiziert. Nachdem die Mundschleimhaut ein hohes
immunologisches Potential besitzt, ist ein Vergleich der Expression von AMP in der
Mundschleimhaut im Vergleich zur Kérperhaut von groRem Interesse. Zum Beispiel
konnte ein Grund fur die hervorragende Wundheilungstendenz der Mundschleimhaut

ein verstarktes beziehungsweise starkeres Vorkommen von AMP sein. In der



EINLEITUNG 6

vorliegenden Dissertation wurde die Nullhypothese aufgestellt, dass sich die
Expression der AMP zwischen intra- und extraoralem Gewebe nicht unterscheidet.
Das Gegenteil, also ein Unterschied in der Expression, wurde als

Alternativhypothese festgesetzt.
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Antimikrobielle Peptide

A) Aktivierung des

inninsischen

(= host defense peptides)
+ +
Cathelicidine Defensine
stabiler N-Terminus,
stimikrobicier CTaminoe Cysteinreiche B-Faltblatt Strukdur
- 1' -
pB-Defensine a-Defensine
vorwiegend in epithelalen z.B. synthetisiert in neutrophilen
Zedlen wie Keratinozylen Granulozyten und Makrophagen
synthetisien; schitzen Epithel
und Mukosa (2 B. im
gastrointestinalen und l
respiratonschen Trakd ) saverstoffunabhangige
l Zerstorung phagozytiener

Mikroorganismen

Immunsystems Anlocken von dendntischen
Zellen, neutrophilen Granulozyten und T-
Zelen nach Kontakt mit Zytokinen wie IL-1
oder baktenellen Lipopolyssachanden

B) direkt wirksam gegen Baktenen,
Viren und Pilze, z.B. bei Ausbildung von
Poren in Zellmembrane

Abbildung 1.1. Mdogliche Klassifikation antimikrobieller Peptide

Tabelle 1.1.

Wichtigste Eigenschaften der untersuchten AMP-Deriv

ate

AMP Derivat Grolie [kDA] Syntheseort Y\/irksam gegen:

hBD-1 ~4 Keratinozyten Gram+
CD4"/CD8" T-Zellen Gram-
hBD-2 ~5 Keratinozyten Gram+
CD4"/CD8" T-Zellen Gram-

Mastzellen Pilze
hBD-3 ~5 Keratinozyten, Gram+
Monozyten Gram-

CD4" T-Zellen Pilze
Psoriasin ~12 Keratinozyten Gram+
Gram-
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2. Problemstellung

Obwohl  AMP Gegenstand zahlreicher  aktueller  wissenschaftlicher
Untersuchungen sind, liegen bis dato noch keine Daten eines quantitativen
Vergleiches der AMP-Expression zwischen intra- und extraoralem Epithel vor. Die
Tatsache, dass Wundheilungsstérungen in der Mundhdhle trotz starker mikrobieller
Besiedelung selten beobachtet werden, fuhrt zu der Annahme, dass die
Immunkompetenz der Mundschleimhaut sich von anderen Gewebearten
unterscheidet. Ursachlich kénnte beispielsweise eine vermehrte Expression der AMP
eine gesteigerte Abwehrfahigkeit des intraoralen Gewebes ermdglichen. FiUr einen
zuklinftig angestrebten potentiellen Einsatz synthetischer AMP-Derivate als
antiinfektiose Therapeutika ist es von entscheidender Bedeutung, mdgliche
Unterschiede in der Expression einzelner AMP zwischen den oben genannten
Gewebearten zu kennen.

Ziel der Untersuchungen dieser Dissertationsschrift war es durch drei
verschiedene molekularbiologische Untersuchungen festzustellen, ob quantitative
Unterschiede in der Expression vier verschiedener AMP (hBD-1, hBD-2, hBD-3 und
Psoriasin) zwischen intra- und extraoralem Gewebe vorliegen. Hierfur wurden
Gewebeproben beiden Ursprungs mit Hilfe von quantitativer Echtzeit-Polymerase
Kettenreaktion (qRT-PCR), dem Western blot Verfahren und Immunhistologie

untersucht.
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3. Material und Methoden

Falls nicht anders angegeben, ist bei der Benutzung von Wasser (H,O) immer
destilliertes Wasser verwendet worden. Dieses wurde mit einem Milli-Q Integral

Water Purification System (Millipore GmbH, Schwalbach, Deutschland) hergestellt.

3.1. Probenentnahme

Fur die Untersuchungen wurde gesundes Gewebe aus extraoraler Haut und
Mundschleimhaut benétigt. Es wurden nur Patienten bertcksichtigt, bei denen weder
infektiose Erkrankungen, noch Erbkrankheiten bekannt waren und gleichzeitig
keinerlei Anzeichen von Immundefiziten vorlagen. Die Probenentnahme fand
wéahrend operativen Eingriffen in der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie der
Technischen Universitat Minchen statt. Dies geschah mit Genehmigung der ortlichen
Ethikkomission (Nr.: 218308/212108) und im Einklang mit der Deklaration von
Helsinki von 1997. Alle Patienten wurden préaoperativ aufgeklart und stimmten der
Probeentnahme schriftlich zu. Die Proben wurden im Rahmen rekonstruktiver
MalBhahmen aus Uberschussigem reseziertem Gewebe, das normalerweise
verworfen worden ware, gewonnen.

Insgesamt wurden Proben von 28 Patienten beiden Geschlechts enthommen und
pseudonymisiert in zwei Gruppen, bestehend aus je 14 Proben, eingeteilt. Proben
aus der Mundschleimhaut (oraler Mukosa; OM) bildeten die Gruppe 1, Proben aus
der extraoraler Haut (extraorales Epithel; EE) die Gruppe 2. Die statistische
Aussagekraft dieser Studie wurde durch ,power calculations” bestatigt (nQuery 7.0;
Statistical Solutions, Saugus, USA). Die Proben fur Gruppe 1 (OM) wurden bei
operativer Entfernung von Weisheitszahnen aus Schleimhaut, die normalerweise
beim plastischen VerschluR der Extraktionsalveole verworfen worden waére,
gewonnen. Die angrenzende Schleimhaut wies keine klinischen Anzeichen eines
Entziindungsgeschehens auf. Die Proben fir Gruppe 2 (EE) wurden im Rahmen
plastisch-reduktiver Eingriffe &sthetischer Indikation aus Uberschissigem Gewebe

der Gesichtshaut oder des Halses entnommen.
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Direkt nach ihrer operativer Gewinnung wurde in den Proben enthaltenes
subkutanes Gewebe entfernt und die Proben - abhangig von der
Untersuchungsmethode - konserviert.

Fur die gqRT-PCR wurden die Proben mit RNAlater® RNA Stabilization Reagent
(aus einem RNeasy® Protect Mini Kit; Qiagen, Hilden, Deutschland) einzeln in
Eppendorf Reaktionsgefalie des Typs 3810X (Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland) gelagert und bei -80° Celsius aufbewahrt. Die Proben fiir den Western
blot wurden in einem Eppendorf-ReaktionsgefaR 3810X, mit Allprotect® Tissue
Reagent (Qiagen, Hilden, Deutschland) bedeckt, bei -25°C aufbewahrt. Das
Gewebe, das immunhistologisch untersucht werden sollte, wurde in Formaldehyd-
Ldsung 3,5-3,7% (Fischar GmbH & Co. KG, Saarbrticken, Deutschland) fixiert.

Fur die gRT-PCR wurden aus Gruppe 1 (OM) Proben von vier weiblichen und drei
mannlichen Patienten verwendet. Das Durchschnittsalter lag bei 53,1 Jahren mit
einer Altersvarianz von 12 bis 76 Jahren. Fur die Gruppe 2 (EE) wurden Proben von
drei weiblichen und vier mannlichen Patienten verwendet. Das Durchschnittsalter der
Gruppe 2 lag bei 44,7 Jahren, der jungste Patient war zum Operationszeitpunkt 18
Jahre alt und der éalteste 65 Jahre. Die Gewebeproben fur den Western blot
enthielten vier Proben fur jede Gruppe. Aus Gruppe 1 (OM) wurden drei mannliche
und eine weibliche Gewebeprobe benutzt. Das Durchschnittsalter lag bei 26,5
Jahren, mit einer Altersspanne von 22 bis 34 Jahren. Vier mannliche Proben mit
einem Altersdurchschnitt von 46,5 Jahren und einer Varianz von 35 bis 55 Jahren

wurden aus Gruppe 2 (EE) verwendet.

3.2. Quantitative Echtzeit-Polymerase Kettenreaktio n

Im Rahmen der Experimente wurden verschiedene Gerate und
Verbrauchsmaterialien verwendet. Im Anhang A sind sowohl die verwendeten Gerate
und Software (Tabelle A.l1l.), als auch die verwendeten Verbrauchsmaterialien
(Tabelle A.2.) aufgelistet.



MATERIAL UND METHODEN 11

3.2.1. Herstellung von Standards fur die quantitati  ve Echtzeit-Polymerase

Kettenreaktion

Zur Normierung der Messungen wurde das ,housekeeping gene” 18S ribosomale
Ribonukleinsaure (18S rRNA) mitbestimmt. Fir die 18S rRNA sowie flr alle vier zu
untersuchenden AMP wurden Standard ,Deoxyribonucleic acid® (DNA)
Verdinnungsreihen hergestellt. Fur die Verdinnungsreihen von hBD-1 und 18S
rRNA wurde die benétigte DNA gemdal3 den Herstellerangaben aus den
Gewebeproben extrahiert. Dies geschah mit Hilfe eines Extraktionskit RNeasy®
Protect Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland), einem RNase-free DNase Set
(Qiagen, Hilden, Deutschland), Proteinase K (Dako Deutschland GmbH, Hamburg,
Deutschland) und einem SuperScript™ First Strand Synthesis System fir RT-PCR
(Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland). Fur die Verdinnungsreihen von hBD-2, hBD-3
und Psoriasin wurden klonierte DNA-Segmente aus Plasmiden verwendet. Prof. Dr.
Lars SteinstraRer, Klinikum der Ruhr Universitat Bochum, stellte die Plasmide
freundlicherweise zur Verfigung. Die ringformigen Plasmide wurden in Fragmente
zerteilt und linearisiert. Hierftr wurden fir hBD-2 und hBD-3 jeweils 1ug der Plasmid
DNA, fur Psoriasin 5ug Plasmid DNA in einem Ansatz mit 2ul Gesamtvolumen
verwendet (Tabelle 3.1.). Die photometrische Intensitat der Plasmide wurde mit
einem BioPhotometer Plus (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) gemessen. Mit
diesem Wert wurde die bendtigte Menge fur 1ug DNA berechnet, und mit H,O auf ein
Gesamtvolumen von 2ul gebracht. Der Ansatz wurde mit 18ul Reaktionsansatz
(Tabelle 3.2.) vermischt und bei 37°C fir 90min in einem Warmeblock (ThermoStat
plus; Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) inkubiert. In dieser Zeit fand Verdau
und die Linearisierung der DNA statt.

Anschlieend wurde die Plasmid-DNA nach Herstellerangaben isoliert und
gereinigt. Hierzu wurden 10ul PB Puffer (aus einem QIAquick Nucleotide Removal
Kit; Qiagen, Hilden, Deutschland) und 1ul des hergestellten Reaktionsansatzes
vermischt. Eine QIAquick Spin Column (aus dem QIAquick Nucleotide Removal Kit)
wurde in eine 2ml collection tube (aus dem QIAquick Nucleotide Removal Kit)
platziert. In diese wurde der Reaktionsansatz pipettiert, bei 6000rpm an einer
Tischzentrifuge Eppendorf MiniSpin® plus (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
fur 60s zentrifugiert und das Eluat anschlielBend verworfen. Als néchster Schritt
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wurde die Saule gereinigt. Hierfir wurden 750ul PE Puffer (aus dem QIAquick
Nucleotide Removal Kit) auf die S&ule gegeben und fir 60s bei 6000rpm
zentrifugiert. Das Eluat wurde verworfen und bei 13000rpm ein weiteres Mal 60s lang
zentrifugiert. AnschlieRend wurde die DNA mit 50ul EB Puffer versehen (aus dem
QIAquick Nucleotide Removal Kit) und fur 60s bei 13000rpm eluiert. Die
Konzentration der gewonnenen DNA wurde photometrisch bestimmt. Hiermit wurden
die Standardkurven fur die reverse Transkription und der gRT-PCR bestimmt. Fur
jedes der 5 Gene wurde eine Standardkurve aus den Verdinnungsreihen von 1:10
bis 1:100.000 erstellt.

Tabelle 3.1.

Plasmid DNA-Konzentration fur Verdau und Linearisie  rung

Photometerwert | Plasmid-DNA H-O DNA + H>0
[g/pl]
Psoriasin 1,20 5ug 2 1,7ul 0,30ul 2ul

Tabelle 3.2.

Reaktionsansatz fur Verdau und Linearisierung der P lasmide

Enzym BamHlI EcoRV Hindlll
(hBD-2) (hBD-3) (Psoriasin)
10x Puffer 2ul 2ul 2ul
BSA 0,2ul 0,2ul /
Enzym 1ul 1l 1l
H,O 14,8yl 14,8yl 15ul

Volumen 18ul 18ul 18ul
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3.2.2. Primer

Die Primersequenzen wurden anhand der ,Universal Probe Library“ der Firma
Roche (Basel, Schweiz) ermittelt (Tabelle 3.3.), und bei der Firma TIB MOLBIOL
Syntheselabor GmbH (Berlin, Deutschland) bestellt.

Tabelle 3.3.
Primersequenzen aus der ,Universal Probe Library*, Roche
Gen: GenBank ® Primersequenz (5° zu 3°)
Accession Adenin (A), Cytosin (C), Guanin (G), Thymin (T)
Number

hBD-1 NM_005218.3 | Vorwarts: TTGTCTGAGATGGCCTCAGGTGGTAAC
Ruckwarts: ATACTTCAAAAGCAATTTTCCTTTAT
hBD-2 NM_004942.2 | Vorwarts: CCAGCCATCAGCCATGAGGGT
Ruckwarts: GGAGCCCTTTCTGAATCCGCA
hBD-3 NM_018661.3 | Vorwarts: CTGTTTTTGGTGCCTGTTCC
Ruckwarts: CTTTCTTCGGCAGCATTTTC
Psoriasin | NM_002963.3 | Vorwarts: TGCTGACGATGATGAAGGAG
Ruckwarts: ATGTCTCCCAGCAAGGACAG
18S rRNA | NM_003286.2 | Vorwarts: GAAACTGCGAATGGCTCATTAAA
Ruckwarts: CACAGTTATCCAAGTAGGAGAGG

3.2.3. Gelelektrophorese

Die Spezifitait der gelieferten Primer wurde anhand einer Gelelektrophorese
Uberpruft. Die Banden wurden mit GelStar (Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf, Deutschland) angefarbt und hinsichtlich ihrer Gré3e mit den zu erwarteten
Werten verglichen (Abbildung 3.1.).

Die Herstellung des Agarosegels erfolgte mit einem selbst hergestellten 50x Tris-

Acetat-Ethylendiamintetraessigsaure—Puffer (TAE-Puffer). Hierfir wurden 14,69
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Ethylendiamintetraacetat (EDTA; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Mainchen,
Deutschland) mit einer Prézisionswaage vom Typ Fischer FI3100 Elektronische
Halbmikro-, Analysen wund Préazisionswaage (Willi Fischer oHG, Frankfurt,
Deutschland) abgewogen, in 60ml H,O gelést und mit Natriumhydroxid (NaOH;
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) und einem inoLab® pH 720 Labor-pH-Meter
(Wissenschaftlich-Technische Werkstatten GmbH, Weilheim, Deutschland) auf einen
pH Wert von 8,0 eingestellt. AnschlieRend wurden 1000ml H,O hinzugeftigt, um 0,5M
EDTA pH 8,0 zu erhalten. 242g 2M Tris-hydroxymethyl-aminomethan (TRIS; Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Minchen, Deutschland) wurden mit 57,1ml Essigsaure
(Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland), 100ml 0,5M EDTA pH8,0 und 100ml H,O zu
einem 50x TAE-Puffer gemischt. Je 1ml 50x TAE-Puffer wurde mit 49ml H,O
vermischt. 0,59 Agarose (Eurobio, Les Ulis, Frankreich) und 50ml 1x TAE-Puffer
wurden in einer Mikrowelle (LG Electronics Deutschland GmbH, Ratingen,
Deutschland) erhitzt. Die durch die Mikrowellenbehandlung verflissigte Agarose
wurde in die Losung eingebracht und 5ul Gelstar hinzugefligt. Das Gel wurde
blasenfrei mit einer Schichtstarke von 5mm in die daflr vorgesehene Ablage eines
Sub-Cell® GT Agarose Gel Electrophoresis System (Bio-Rad Laboratories GmbH,
Munchen, Deutschland) gegeben und fir 30min auspolymerisiert und anschlieRend
mit 1x TAE-Puffer vollstandig bedeckt. Um die Proben zu laden, wurde ein
Gelladepuffer mit folgenden Chemikalien gemischt: 0,25% Bromphenolblau
(AppliChem, Darmstadt, Deutschland), 0,25% Xylenblau (Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland) und 30% Glycerin ROTIPURAN® (Roth, Karlsruhe, Deutschland). 10pl
Probe wurden mit 2ul Gelladepuffer gemischt. Als DNA-Marker wurden 5pl 1kb Plus
DNA Ladder (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) verwendet. Proben und Marker
wurden auf das Gel geladen und die Gelelektrophorese bei 110V fir 60min

durchgefuhrt.
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M St =

Abbildung 3.1. Agarose Gelelektrophorese zur Uberpriifung der
Primerspezifitat bei der gRT-PCR  mit GelStar gefarbten PCR Produkten: (1)
hBD-1; (2) hBD-2; (3) hBD-3; (4) Psoriasin; (5)18S rRNA,;

(M) Marker; (St) Standard, (P) Proben; (N) negative Kontrolle

3.2.4. Isolation der Ribonukleinsaure

Die Gewebeproben von Gruppe 1 (OM) und Gruppe 2 (EE) wurden aufgetaut und
auf Eis gelagert. Die gesamte Ribonukleinsaure (RNA) wurde mit Hilfe des RNeasy®
Protect Mini Kit nach Herstellerangaben isoliert. Wie vom Hersteller empfohlen,
wurden von jeder Probe 10mg verwendet. Nach manueller Zerkleinerung mit einem
Skalpell (Feather Safety Razer Co., Osaka, Japan) wurden die Proben mit 300ul RLT
Puffer (aus dem RNeasy® Protect Mini Kit) vermengt. Vor dem erstem Gebrauch
wurden zu je 1ml des RLT-Puffers 10ul 2-Mercaptoethanol (Roth, Karlsruhe,

Deutschland) pipettiert. Die Homogenisierung der Proben wurde in einem Rotor-
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Stator System Miccra D-9 (ART Prozess- und Labortechnik GmbH & Co. KG,
Mullheim, Deutschland) durchgefihrt. Dem Homogenisat wurden 590ul H,O
beigemengt. 10ul Proteinase K wurden hinzugeftgt und durchmischt. AnschlieRend
wurden die Proben bei 55°C fur 10min in dem Warmeblock ThermoStat plus inkubiert
und danach fur 3min bei 12,5rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieRend in
ein neues Eppendorf-Reaktionsgefal3 3810X tberfihrt und mit dem 0,5-fachen an
Volumen mit Ethanol (EtOH; Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) vermengt. 700ul
der homogenisierten Probe wurden in einem 2ml collection Tube (aus dem RNeasy®
Protect Mini Kit) auf die RNeasy® mini spin column (aus dem RNeasy® Protect mini
Kit) Uberfuhrt und fur 15s bei 10rpm zentrifugiert. Das Eluat wurde verworfen und der
Vorgang mit dem restlichen Volumen wiederholt und anschlieend das Eluat
nochmals verworfen. Nun wurden 350p1 RW1 Puffer (aus dem RNeasy® Protect Mini
Kit) auf die RNeasy® mini spin column pipettiert, fiir 15s bei 10rpm zentrifugiert und
das Eluat wiederum verworfen. In einem Ribonuklease (RNase) freien Eppendorf-
Reaktionsgefald wurden 10ul DNasel Lo6sung (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Minchen, Deutschland) mit 70ul RDD Puffer (aus einem RNase free dnase set)
vermengt und durch sanftes Wenden des Gefal3es vermischt. Die Losung wurde
direkt auf die RNeasy® Silica-Gel Membran pipettiert und bei 25°C fir 15min
inkubiert. Nach Ablauf dieser 15 Minuten wurden erneut 350ul RW 1 Puffer auf die
Saule pipettiert, bei 10rpm 15s lang zentrifugiert, und das Eluat verworfen. Die Saule
wurde in ein Eppendorf-Reaktionsgefal? Uberfihrt. 500ul RPE Puffer (aus dem
RNeasy® Protect Mini Kit) wurden auf die Saule pipettiert, fir 15s bei 10rpm
zentrifugiert und das Eluat verworfen. Vor erstem Gebrauch des RPE Puffers wurde
der Puffer mit 100% EtOH entsprechend den Herstellerangaben aufgefillt. Nun
wurden abermals 500ul RPE Puffer auf die Saule gegeben, 15s bei 10rpm
zentrifugiert und das Eluat verworfen. Anschlieend wurde die S&ule 120s bei
14,5rpm zentrifugiert, um sie zu trocknen. Zum Eluieren der RNA wurde die S&ule in
ein Eppendorf-Reaktionsgefald Uberfihrt, 30ul RNase freies Wasser (aus dem
RNeasy® Protect Mini Kit) auf die Silica-Gel Membran pipettiert, fir 120s bei
Raumtemperatur inkubiert und anschlie3end 60s bei 14,5rpm zentrifugiert. Das Eluat
wurde noch einmal auf die Membran pipettiert und der Vorgang wiederholt. Hierbei
wurde die gesamte RNA von der Membran gel6st. Fiur die nachfolgende Photometrie

wurden 49ul RNAse freies Wasser (aus dem RNase free dnase set) mit 1ul geloster
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RNA vermischt. Die Menge an RNA wurde photometrisch bei 260nm ermittelt. Die

RNA wurde anschlief3end bei -20 °C fir die weiteren Untersuchungen aufbewabhrt.

3.2.5. Reverse Transkription

Die gewonnene RNA wurde durch reverse Transkription in ,complementary
deoxyribonucleic acid“ (cDNA) umgeschrieben. Hierfir wurde das SuperScript™ First
Strand Synthesis System fiir RT-PCR nach Angaben des Herstellers benutzt. Anhand
der photometrischen Auswertung wurde die Menge an bendétigter RNA Lésung fur
1pg RNA berechnet. In sterilen Reaktionsgefallen wurde fir jede Probe die
RNA/Primer Mischungen gemal} den Herstellerangaben erstellt (Tabelle 3.4.). Vor
Gebrauch wurde jede Komponente anzentrifugiert. 1ug RNA jeder Probe wurde mit
1ul 10mM Deoxyribonucleotide triphosphat (ANTP-Mix; aus dem SuperScript™ First
Strand Synthesis System fiur RT-PCR) und den Primern ,1ul random Hexamers*
[50ng/ul] (aus dem SuperScript™ First Strand Synthesis System fir RT-PCR)
gemischt und mit Diethylpyrocarbonat behandeltem Wasser (DEPC-treated water;
aus dem SuperScript™ First Strand Synthesis System fir RT-PCR) auf 10ul
aufgefillt. Die Proben wurden bei 65°C fiur 5min inkubiert und anschlie3end 60min
auf Eis gekuhlt.

Es wurden fir jeden Ansatz 2ul 10xRT Puffer, 4ul 25 mM Magnesiumchlorid
(MgCly), 2ul 0,1M 1,4-Dithiothreit (DTT) und 1pul RNaseOUT™ (alle aus dem
SuperScript™  First Strand Synthesis System fir RT-PCR) zu einer
Reaktionsmischung pipettiert. Diese wurde dem Gemisch aus RNA und Primer
zugeflgt und fur 120s bei 25°C inkubiert. Dann wurde jedem Reaktionsgefal3 1pl
SuperScript Il RT (aus dem SuperScript™ First Strand Synthesis System fur RT-
PCR) beigemengt und zuerst 10min bei 25°C inkubiert, danach 50min bei 42°C und
weitere 15min bei 70°C inkubiert. Die Proben wurden auf Eis gekihlt und bei -20°C
aufbewahrt. Die gewonnene cDNA wurde im nachsten Schritt in der gRT-PCR

untersucht.
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Tabelle 3.4.
RNA/Primer Mischungsverhaltnisse nach Herstellerang aben (SuperScript™

First Strand Synthesis System; Invitrogen, Karlsruh e, Deutschland)

Komponente Probe No RT Kontrolle RNA Kontrolle
RNA (1ug) X ul X ul -
Control RNA - - 1pl
10mM dNTP Mix 1l 1l 1pl
Random hexamers 1l 1-5 pl 1-5 pl
(Primer)

DEPC-treated ad 10ul
water

3.2.6. Quantitative Echtzeit-Polymerase Kettenreakt ion

Fur die Durchfiihrung der gRT-PCR wurde ein LightCycler® 1.0 Real-time
Detection System (Roche, Mannheim, Deutschland) verwendet. Fir ein jedes Gen
und die 18S rRNA wurden 2pl LightCycler® FastStart DNA Master SYBR Green |
reaction mix (Roche, Mannheim, Deutschland), jeweils 1ul Forward und Reverse
Primer (0,5mM) (TIB MOLBIOL Syntheselabor GmbH, Berlin, Deutschland), sowie
1,6pl MgCl; und 12,4ul RNase freies Wasser zu einem Gesamtvolumen von 18ul
vermischt. Die benétigte Anzahl Kapillaren fur den LightCycler Vorgang wurden
bereitgelegt und in jede Kapillare 18ul des Ansatzes pipettiert. Die jeweilige cDNA
der Proben wurde aufgetaut. Fir die negativen Kontrollen wurden 2ul H,O, fir die
Proben 2ul cDNA in die dazugehérigen Kapillaren pipettiert und diese verschlossen.
Die Kapillaren wurden 15s bei 2000rpm anzentrifugiert, anschlieend wurde die qRT-
PCR gestartet. Der Algorithmus der gRT-PCR ist in Tabelle 3.5. dargestellt.

Nach der Amplifikation wurden Schmelzkurven (95°C flr Os bei einer ramp speed
von 20°C/s, 65°C fur 15s bei einer ramp speed von 20°C/s, 95°C fur Os bei einer
ramp speed von 0,1°C/s, gefolgt von einer Abklihlungsphase bei 40°C fir 30s bei
einer ramp speed von 20°C/s) aufgezeichnet, um die Homogenitat der cDNA
Fragmente zu kontrollieren. Die Fluoreszenz wurde am Ende jeder Anealing Phase

gemessen und die gemessenen Zykluswerte mit einer Referenzkurve verglichen. Die
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in den Proben enthaltene Menge RNA wurde durch Vergleich der gemessenen
Zyklenwerte mit einer externen Referenzkurve berechnet. Die Referenzkurve wurde
im Vorfeld mit einer Verdinnungsreihe aus bekannten Konzentrationen kalibriert. Mit
Hilfe des ,housekeeping gene” 18S rRNA wurden die Daten normiert. Die relative
Quantifizierung erfolge anhand der AACt-Methode. Eine cDNA aus der
Standardkurve (1:1000) wurde als weitere Probe mitgefihrt. Um mdgliche
Verunreinigungen in  dem (RT-PCR-Ansatz zu detektieren, wurde als
Negativkontrolle ein Reaktionsansatzes ohne cDNA (= ,no template control“, NTC)

durchgefihrt. Jede Probe wurde als Triplicat gemessen.

Tabelle 3.5.
Algorithmus der gRT-PCR

Schritt Vorgang Zeit Temperatur +Temperatur Zyklen
[S] [°C] Wiederholung [n]
[°CIS]
1 Enzymaktivierung 600 95 20 1
2 Denaturierung 15 94 20 40
Primerhybridisierung 10 60 20
(Annealing) (Psoriasin
58)
Elongation 10 72 20
(Amplifikation)
3 Schmelzkurvenanalyse | 15 65 20 1
4 Abkuhlungsphase 30 40 20 1

3.2.7. Statistische Auswertung

Fur die statistische Auswertung wurde die Software SPSS 16.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) benutzt. Die Daten wurden fir die wissenschaftliche Notation in

Exponentialschreibweise normalisiert, wobei fur die Mantisse nur eine Dezimalstelle
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vor dem Komma zulassig war. Alle Daten wurden als nicht parametrisch angesehen.
Die Unterschiede in der Expression der ,Messenger ribonucleic acid“ (mRNA)
Mengen von hBD-1, hBD-2, hBD-3 und Psoriasin zwischen beiden Gruppen wurden
mit dem Mann-Whitney U-Test fir unabhéngige Gruppen bestimmt. Fir jede Gruppe
wurden der Median, das 25. und das 75. Quartil (Viertelwert), das Minimum und das
Maximum berechnet. Alle p-Werte sind zweiseitig. Den Tests wurde ein lokales
Signifikanzniveau von 5% zugrunde gelegt.

3.3. Western blot

Unterschiedliche Gerate und Materialien wurden fur die Western blot Experimente
verwendet. Im Anhang B sind die verwendeten Gerate und die verwendete Software
(Tabelle B.1.), das verwendete Verbrauchsmaterial (Tabelle B.2.), die verwendeten
Antikorper (Tabelle B.3.) und die verwendeten Puffer und Losungen (Tabelle B.4.)
aufgelistet. Zur Herstellung der Puffer und Lésungen wurden die in Tabelle B.1. und

B.2. genannten Gerate und Chemikalien benutzt.

3.3.1. Probenaufarbeitung

Die Proben wurden aufgetaut und auf Eis gelagert. Nach manuellem Zerkleinern
mit einem Skalpell (Disposable scalpel standard; Feather Safety Razer Co., Osaka,
Japan) wurden die Proben auf einer Mikrowaage (Fischer FI3100 Elektronische
Halbmikro-, Analysen und Prazisionswaage; Willi Fischer oHG, Frankfurt,
Deutschland) gewogen. Zu einem Volumen des Gewebes wurde die dreifache
Menge Homogenisierungspuffer (Complete Lysis-M; Roche, Mannheim,
Deutschland) in einem Eppendorf-Reaktionsgefald 3810X gegeben. Mit Hilfe eines
Rotorhomogenisators (Miccra D-9; ART Prozess und Labortechnik GmbH & Co. KG,
Millheim, Deutschland) und eines Ultraschallhomogenisators (SONOPULS
Ultraschall-Homogenistator HD 2070; Bandelin, Berlin, Deutschland) wurden die
Proben homogenisiert. Hierbei wurde eine starke Erwarmung durch regelmaRiges
Abkihlen des Gewebes, mit Hilfe von Lagerung des ProbengefaRes auf Eis,

vermieden. Anschlielend wurden die Proben fur 35min auf Eis gelagert und fir
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weitere 30min bei 3800rpm und +4°C in einer Kiihlzentrifuge (HERAEUS®BIOFUGE®
PRIMO R; Heraeus, Buckinghamshire, England) zentrifugiert. Die Uberstande
wurden sofort in sterile Eppendorf-Reaktionsgefalle wberfuhrt und fur die Western

blot Untersuchungen eingefroren.

3.3.2. Proteinbestimmung

Fur die Proteinbestimmung wurden 3 Proteinstandards hergestellt. Die Herstellung
dieser Proteinstandards erfolgte mit bovinem Serum Albumin (BSA; Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Minchen, Deutschland). Das BSA wurde in definierten
Konzentrationen in H,O gel6st (Tabelle 3.6.).

Die Standards wurden in Doppelbestimmung gemessen. Hierfur wurden je 100ul
des entsprechenden Standards in insgesamt sechs 1,5ml halbomikro Einmal Kivetten
PMMA (Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, Deutschland) pipettiert. 1ml
Bradfordésung (Tabelle B.4.) wurde hinzugegeben und mit einer Pipettenspitze (P 10
UVpette; Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, Deutschland) durchmischt.
Ein BioPhotometer plus (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) wurde bei 595nm
mit einem Leerwert (100ul H,O + 1ml Bradfordldsung) geeicht und die optische
Dichte jeden Standards zweifach bestimmt. Aus dem Mittelwert beider
Bestimmungen wurde eine Standardkurve erstellt, anhand derer die aufzutragende
Menge der Proben berechnet wurde (Abbildung 3.2.).

Anschlieend wurden die Patientenproben photometrisch ausgewertet. Die
Proben wurden aufgetaut und auf Eis gelagert. Jede Probe wurde mit einem
Vortexmischer (Vortex Genie 2T Timed Mixer SI-T256; Scientific Industrie Inc.,
Bohemia, USA) fur 10s gemischt und anschlieRend 15s in einer Tischzentrifuge
(Eppendorf MiniSpin® plus; Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) bei 1000rpm
anzentrifugiert. Von jeder Probe wurden 3ul in ein steriles Reaktionsgefald gegeben
und mit 6pl H,O verdinnt. Die Proben wurden fir die spateren Western blot Analysen
auf Eis gelagert. Die verdinnten Proben wurden wiederum gevortext und fur circa
15s mit Hilfe der Tischzentrifuge anzentrifugiert. Fur jede der verdinnten Proben
wurden zwei Kivetten vorbereitet und in diese jeweils 100ul H,O pipettiert. Zu den
100pl H,O wurden 2ul der jeweiligen verdinnten Proben zugefigt. In jede Kivette

wurde dann 1ml Bradfordibésung pipettiert und mit einer Pipettenspitze vermischt.
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Die Proben wurden bei 595nm am Photometer gemessen, die Werte mit der
Standardkurve verglichen und die benétigte Probenmenge fur den Western blot
berechnet. Fir hBD-1, hBD-2 und Psorisain wurde eine Gesamtproteinmenge von
90ug und far hBD-3 von 120ug berechnet.

Die Werte der Proteinbestimmung wurden mit einem Aktin Western blot verifiziert
(Abbildung 3.3.). Aktin eignet sich aufgrund seines gleichmafigen Vorkommens als
Strukturprotein in allen eukaryotischen Zellen zur Bestimmung aufgetragener
Proteinmengen. Der Aktin Western blot zeigte gleich intensive Banden auf der
erwarteten Hohe (~42kDa). Somit konnte sichergestellt werden, dass fir die Western

blot Versuche von jeder Probe die gleiche Menge Gesamtprotein aufgetragen wurde.

Tabelle 3.6.

Konzentration der Proteinstandards

Standard BSA [mg] H 20 [ml]
1x 0,02 1
5x 0,10 1

10x 0,20 1
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Standardkurve y= 32,3_6X - 0,0007
0.800 R2 = 0,9968
0,700
0,600
0,500
0,400
0,300
0,200
0,100
0,000
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
Standard Konzentration Extinktion 1 Extinktion 2 Mittelwert
(mg/ml)
1x 0.02 0.062 0,049 0,056
5x 0.1 0,372 0,338 0,355
10x 0.2 0,653 0,672 0,663

Abbildung 3.2 . Auswertung der Proteinbestimmung mittels Standardku rve
(Beispiel) ; x-Achse: BSA [mg]; y-Achse: Extinktionswert

Abbildung 3.3 . Aktin Western blot zur Uberpriifung einheitlicher
Gesamtproteinmenge (Beispiel) ; Die Primer-Bandenhéhe von 45kDA wurde
eingezeichnet, erwartete Aktin-Bandenhdhe bei 42kDA
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3.3.3. Gelelektrophorese

3.3.3.1. Herstellung des Polyacrylamidgels

Das Polyacrylamidgel wurde zweizeitig hergestellt Das Sammelgel enthielt einen
Polyacrylamidanteil von 6%, das Trenngel einen Anteil von 15%. Im Vorfeld wurden
25mg Ammoniumperoxiddisulfat (APS; Roth, Karlsruhe, Deutschland) auf einer
Mikrowaage abgemessen (Sartorius Extend Elekronische Analysen-, Prazisions-,
und Edelmetallwaage; Sartorius, Gottingen, Deutschland) und mit 250ul H,O
vermischt. Die Lésung wurde gevortext und fur den spateren Gebrauch (10% APS)
bereitgestellt. Das Trenngel wurde, wie in Tabelle B.4. beschrieben, hergestellt und in
eine Gelgie3stand vom Typ Cast-It™ S (Peglab, Erlangen, Deutschland) gegossen,
bis das Gelsystem zu circa 4/5 gefullt war. Das Trenngel wurde mit 1ml H,O
Uberschichtet, um die Oberflache zu glatten und fir 35min auspolymerisiert. In dieser
Zeit wurde das Sammelgel, wie in Tabelle B.4. beschrieben, hergestellt. Nach Ende
der Polymerisationszeit wurde das H,O verworfen und das 6% Sammelgel auf das
Trenngel gegossen, bis die Kammern des Gelgiel3stands gefullt waren. Um Taschen
fur das spéatere Auftragen der Proteine zu erstellen, wurde ein Kamm (aus einem
PerfectBlue™ Vertikales Doppelgelsystem Twin S; Peglab, Erlangen, Deutschland)

eingesteckt, und das Gel wiederum fir 35min auspolymerisiert.

3.3.3.2. Probenvorbereitung

Wahrend der Polymerisation des Gels wurden die Proben fir die
Gelelektrophorese vorbereitet. 15ul Dissoziationspuffer (Tabelle B.4.) wurden mit der
in der Proteinbestimmung ermittelten Probenmenge in ein Reaktionsgefal} pipettiert.
Das Reaktionsgefald wurde flr 5s gevortext und fur 10s anzentrifugiert. AnschlieRend
wurden die Proben 10min bei 95°C in einem Warmeblock (ThermoStat plus;
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) inkubiert. Nach der Polymerisation des
Acrylamidgels wurde es aus dem Gelgiel3stand genommen und der Kamm entfernt.
Das Gel wurde in das PerfectBlue™ Vertikales Doppelgelsystem eingespannt. Die

Proben wurden erneut flr 10s gevortext und mit einer Hamiltonspritze (701 NR 10ml,
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Hamilton, Reno, USA) vollstdndig in die Kammern des Acrylamidgels geladen. Die
Gelkammer besitzt 10 Taschen. Diese wurden fir alle Untersuchungen nach dem
gleichen Schema mit der Hamiltonspritze beladen. Die beiden &auf3ersten Taschen
wurden mit 4ul eines vorgefarbten Markers (pegGold Protein Marker IV; PeqlLab,
Erlangen, Deutschland) geladen. Dieser wurde zuvor aufgetaut und ebenfalls 10s
gevortext und fur 10s anzentrifugiert. Die fur die Gelelektrophorese vorbereiteten
Proben wurden vollstandig in die inneren 8 Taschen der Gelkammer geladen. Dies
geschah fur alle Versuchsreihen in folgender Reihenfolge von links nach rechts
mittels folgender Codierung: Gruppe 1 (OM): S1, S2, S3, S4 Gruppe 2 (EE): H1, H2,
H3, H4. Hierbei stand das Kurzel ,S* jeweils fur ,Schleimhaut® und das Kirzel ,H*
jeweils fur ,Haut“, entsprechend der Probenherkunft. Die Hamiltonspritze wurde nach

dem Laden jeder Probe griindlich mit H,O durchgespult und gereinigt.

3.3.3.3. Gelelektrophorese

Um ein Austrocknen des Polyacrylamidgels zu verhindern, wurde die
Elektrophorese innerhalb einer halben Stunde nach Ende der Polymerisation des
Sammelgels gestartet. 260ml Gelelektrophoresepuffer wurden aus einem
vorbereiteten Elektrophoresepuffer 10x Konzentrat (Tabelle B.4.) hergestellt. Daflr
wurden 26ml Elektrophoresepuffer 10x Konzentrat ad 260ml mit H,O aufgefullt. Der
Puffer wurde in beide Kammern des Doppelgelsystems gefillt. Nach SchlieRen der
Gelkammern wurde das Elektrophoresegerat an ein Netzgerat (PEQLAB Power
Supply EV23l; Peqglab, Erlangen, Deutschland) und die Wasserkihlung
angeschlossen. Die Gelelektrophorese wurde bei 250V und 20mA im Bereich das

Sammelgels und 30mA im Bereich des Trenngels fur insgesamt 70min durchgefihrt.
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3.3.4. Blotten der Proteine

Vier Rotilabo®-Blottingpapiere (Roth, Karlsruhe, Deutschland) mit einer Dicke von
1,5mm und 1 Transfermembran Roti Rimkreis-NC (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
wurden auf eine GrolRe von 9x5cm mittels einer vorbereiteten Papierschablone
zugeschnitten. Die Blottingpapiere und die Transfermembran wurden fur 10min in
Blotpuffer getrankt (Tabelle B.4.). Nach Ende der Gelelektrophorese wurde das Gel
aus der Gelelektrophoresekammer entnommen und in den Blotpuffer getaucht. Dort
wurde der relevante Bereich des Acrylamidgels ebenfalls auf die Grof3e von 9x5cm
zugeschnitten. Eine Blotkammer (Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer cell; Bio-Rad
Laboratories GmbH, Munchen, Deutschland) wurde mit Blotpuffer befeuchtet und 2
Blottingpapiere wurden darauf geschichtet. Hierauf wurde die Membran, gefolgt vom
Gel und weiteren 2 Filterpapieren geschichtet. Die gestapelten Papiere wurden glatt
gerollt, um eingeschlossene Luftblasen zu beseitigen. Das Blotten der Proteine
erfolgte fur 40min mit 25V und 135mA.

Ponceau S Farbung

Der Transfer der Proteine vom Gel auf die Membran wurde mit Ponceau S (Roth,
Karlsruhe, Deutschland) kontrolliert. Nach dem Blotvorgang wurde die Membran kurz
mit H,O abgewaschen und anschliel3end fir 1min in Ponceau S getaucht. Mit H,O
wurde die Membran solange entfarbt bis die Proteinbanden deutlich sichtbar waren.
Nach visueller Kontrolle der Banden (Verlauf und Auftrennung), wurde die Membran
mit Tris bufferd saline (TBS; Tabelle B.4.) auf einem Taumelschuttler (Bio Shaker 3D;
G.Kisker GbR Products for Biotechnology, Steinfurt, Deutschland) zur Ganze
entfarbt.
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3.3.5. Antikorperreaktion

In Tabelle B.3. sind die verwendeten Primar- und Sekundarantikorper verzeichnet.

3.3.5.1. Blocken

Um unspezifische Bindungen der Primérantikorper zu verhindern, wurde die Mem-
bran 90min unter Raumtemperatur mit Blockpuffer (Tabelle B.4.) unter leichtem
Schwenken auf dem Schittler geblockt. Im Anschluss wurde die Membran 2x5min
mit TBS-T (Tabelle B.4.) und 2x5min mit TBS gewaschen, um Ruckstande zu

beseitigen.

3.3.5.2. Primarantikorper

Die verdunnten Primarantikorperldsungen (Tabelle 3.7.) wurden fir 90 min bei
Raumtemperatur auf dem Schittler unter leichtem Schwenken inkubiert.
Anschlieend wurde die Membran 2x5min mit TBS-T und 2x5min mit TBS

gewaschen.

Tabelle 3.7 .

Primarantikdrperlésungen fur den Western blot

Antikorper (Wirt) Menge AK [ul] Denaturierungspuffe r[ml]
Aktin (rabbit) 200 20
hBD-1 (mouse) 200 40
hBD-2 (mouse) 200 40
hBD-3 (rabbit) 100 50

Psoriasin (mouse) 100 50
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3.3.5.3. Sekundarantikorper

Die Sekundarantikdrper wurden in einem fir den Wirt (rabbit oder mouse) des
Primarantikorpers abgestimmten Verhaltnis in 1% Phosphad based saline-Puffer-
Milchpulverlésung (40ml PBS, 0,4g Milchpulver; Tabelle B.4.) fir 90 min inkubiert
(Tabelle 3.8.). Nach erfolgter Inkubation der Sekundarantikérper wurde die Membran
erneut auf dem Schuttler 2x5min mit TBS-T und anschlieBend 2x5min mit TBS

gewaschen.

Tabelle 3.8.

Sekundarantikdrperlésungen fir den Western blot

Antigen Verhéltnis
mouse 1,5ul auf 40ml 1% Milchpulverlésung
rabbit 2,5ul auf 40ml 1% Milchpulverlésung

3.3.6. Enhanced Chemiluminescence Reaktion

Die verwendete Enhanced Chemiluminescence Lésung (ECL-LOsung) wurde wie
in Tabelle B.4. beschrieben hergestellt und lichtgeschitzt gelagert. Fir die
Lumineszenzreaktion wurden 20ml der ECL-L6sung mit 6,5ul Wasserstoffperoxid
(H202; Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) durchmischt. Die Membran wurde in
dieser Loésung fir 1min inkubiert, wobei beachtet wurde, dass alle Anteile der
Membran mit der durch das H,O, aktivierten ECL-L6sung bedeckt waren. Beim
Entnehmen der Membran wurde Uberschissige ECL-L6sung durch leichtes
Schwenken der Membran entfernt. Die Membran wurde in einer Rontgenfilmkassette
(PL-BW; Konica Minolta Medical & Graphic Imaging Europe GmbH, Minchen,
Deutschland) positioniert und mit einer Klarsichtfolie abgedeckt. Rontgenfilme (Curix
HT1.000G Plus; AGFA HealthCare GmbH, Bonn, Deutschland) wurden in der
Rontgenkassette der Membran ausgesetzt. Bis zu ihrer Verwendung wurden die
Rontgenfilme in einer lichtundurchlassigen Aufbewahrungskammer (Dukasafe;
Kindermann, Ochsenfurt, Deutschland) aufbewahrt. In jedem der 4 Western blot
Versuche (entsprechend der 4 untersuchten Gene) wurden 15 Rdntgenbilder
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unterschiedlicher Belichtungszeit analog entwickelt. Hierfir wurden die Rontgenbilder
in Amaloco Entwicklerlosung (Universal Feinkorn Entwickler AM74; Phototec GmbH,
Norderstedt, Deutschland) getaucht. Dem folgte nach einem kurzen Bad in
Unterbrecherlésung (Amaloco S 10 geruchloses Stoppbad; Phototec GmbH,
Norderstedt, Deutschland), die Fixierlosung (Amaloco X 89 ExtraFix geruchloser
Schnellfixierer; Phototec GmbH, Norderstedt, Deutschland). Abschlieiend wurden
die Rontgenbilder in klarem Leitungswasser von der restlichen Fixierlosung befreit
und auf einer Wascheleine mit Wascheklammern zum Trocknen Uber Nacht
aufgehangt. Die getrockneten Filme wurden anschlieRend mit einem
Flachbettscannner (ScanJet-G4050; Hewlett-Packard, Palo Alto, USA) digitalisiert.

3.3.7. Statistische Auswertung

Die optische Dichte der einzelnen Proteinbanden wurde mit der Software Image-
pro-Plus 7.0 (MediaCybernetics, Bethesda, USA) bestimmt. Die optische Dichte von
100% wurde mit der Farbe Schwarz kalibriert. Fir die statistischen Berechnungen
wurde die Software SPSS 16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) verwendet.
Unterschiede in Patientenalter, RNA-Genexpressionslevel und Western blot
Proteinlevel wurden unter Verwendung des Mann-Whitney U-Test analysiert (lokales

Signifikanzniveau: 5%).

3.4. Immunhistologie

Im Rahmen der immunhistologischen Untersuchungen wurden verschiedene
Materialien benutzt. Im Anhang C sind Gerate (Tabelle C.1.), Verbrauchsmaterial
(Tabelle C.2.), Antikérper (Tabelle C.3.), sowie die verwendeten Puffer und Losungen
(Tabelle C.4.) gelistet. Zur Herstellung der Puffer und Lésungen wurden die in Tabelle

C.1. und C.2. genannten Gerate und Chemikalien benutzt.
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3.4.1. Fixierung und Einbettung

Mit Hilfe eines Einbettautomaten (TES-1; Wendt GmbH & Co. KG,
Georgsmarienhutte, Deutschland) wurden die Proben in Paraffin (Tissue Emebdding
Medium (Paraplast® Regular); Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland)
eingebettet. Das verwendete Programm des Einbettautomaten ist in Tabelle 3.9.
ersichtlich. Durch Behandlung in einer aufsteigenden Ethanolreihe (EtOH; Merck
KGaA, Darmstadt, Deutschland) und Xylol (Aug. Hedinger GmbH & Co. KG,
Stuttgart, Deutschland) wurden die Proben entwassert. Bevor die Proben mit
flissigem Paraffin Uberschichtet wurden, wurden sie entlang der geplanten
Schnittrichtung in Einbettkassetten (Sanowa Laborprodukte GmbH, Leimen,
Deutschland) positioniert.

Tabelle 3.9.
Einbettprotokoll des TES-1 bei der Paraffinblockher  stellung

Station Losung Zeit [h]
1 50% Ethanol 4
2 70% Ethanol 4
3 70% Ethanol 4
4 80% Ethanol 4
5 96% Ethanol 4
6 100% Ethanol 4
7 100% Ethanol 4
8 Xylol 4
9 Xylol 4
10 Paraffin 4
11 Paraffin 4
12 Paraffin 4
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3.4.2. Paraffinschnitte

Aus den Paraffinblocken wurden mit Hilfe eines Rotationsmikrotoms (pfm Rotary
3002; pfm Produkte fur die Medizin AG, Koéln, Deutschland) Schnitte mit einer Dicke
von 4um erstellt. Die einzelnen Schnitte wurden auf Superfrost® Plus Objekttrager
(Menzel GmbH, Braunschweig, Deutschland) aufgebracht und Gber Nacht in einem
Heraeus Function Line Warmeschrank (Fisher Scientific GmbH, Schwerte,
Deutschland) bei 48°C getrocknet.

3.4.3. Immunhistologische Farbung

Die immunhistologische Farbung wurde mit einem polyklonalen Primarantikérper
gemaln der Avidin-Biotin Komplex Methode (ABC-Methode) mit Hilfe eines
Vectastain® ABC Kit (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) vollzogen.

3.4.3.1. Farbeprotokoll Avidin-Biotin Komplex Metho de

Die Gewebeschnitte wurden deparaffinisiert. Hierfir wurden die Schnitte 2x5min in
100% Xylol und 5min in ein 50% Xylol-50% EtOH-Gemisch getaucht, bevor sie in
einer absteigenden EtOH-Konzentrationsreihe (2x2min 100%, 2min. 96%, 2min 80%,
2min 70%, 2min 50% EtOH) hydriert wurden. Nach einem Spulvorgang mit H,O fur
60s erfolgte eine Mikrowellenbehandlung (LG Electronics Deutschland GmbH,
Ratingen, Deutschland) fir 3x5min bei 600 Watt in Citratpuffer (pH 6,0) (Tabelle
C.4.). Durch Bestrahlung mit Mikrowellen werden Bindungsstellen der Antigene
freigelegt, die wahrend der Fixierung mit Formalin durch Aldehydvernetzungen
besetzt wurden. AnschlieRend wurden die Schnitte 20min in Citratpuffer abgekuhlt
und 1min mit Phosphad based saline-Puffer (PBS-Puffer; Tabelle C.4.) gespult. Um
die endogenen Peroxidasen zu Dblockieren, wurden die Schnitte mit
Wasserstoffperoxid (H»O,. Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) behandelt. Die
endogene Peroxidase im Gewebe konnte beim Farbevorgang zu unspezifischer
Hintergrundfarbung fuhren. Fir hBD-1, hBD-2 und hBD-3 wurden die Schnitte 30min
in 1% H,O, eingelegt (6,7ml 30%H,0,, 193,3ml H,0), fur Psoriasin 10min in 3%
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H.O, (20ml H,O,, 180ml H,0). Die Schnitte wurden mit H,O gespult, in PBS-Puffer
gelegt, abgetupft und in einer Inkubationskammer (Weckert Labortechnik, Kitzingen,
Deutschland) fir 60min mit Normal Goat Serum (Vector Laboratories, Burlingame,
Ca, USA) geblockt. Hierfur wurden 30l Goat Serum mit 1ml PBS-Puffer gemischt.
Das Blocken vermindert die Bildung unspezifischer Bindungen der Priméarantikorper,
indem stark geladene Kollagen und Bindegewebsbestandteile besetzt werden. Das
Goat Serum wurde verworfen und die Primarantikbrper aufgetragen. Die
Primarantikdrper gegen hBD-1 und hBD-2 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA, USA) sowie gegen hBD-3 (Novus Biologicals, Littleton, CO, USA) wurden im
Verhaltnis 1:100, die Antikorperlosung gegen Psoriasin (Imgenex, San Diego, CA,
USA) im Verhaltnis 1:50 mit PBS-Puffer verdinnt (Tabelle C.3.). Die
Negativkontrollen wurden nur mit PBS-Puffer behandelt. Die Inkubation aller 4
Primarantikorper erfolgte 60min bei Zimmertemperatur und anschliel3end Uber Nacht
bei +4°C. Nach Inkubation wurden die Schnitte innerhalb einer Stunde auf
Raumtemperatur gebracht, aus der Primarantikorperlosung entfernt und 3x5min mit
PBS-Puffer gespult. Nun wurde der biotinylisierte Sekundarantikdrper aufgetragen
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). Fur hBD-1, hBD-2 und hBD-3 wurde
Anti-Rabbit, flir Psoriasin Anti-Mouse verwendet (Tabelle C.3.). Beide
Antikdrperlésungen wurden gemald den Herstellerangaben im Verhéaltnis 1:200 mit
PBS-Puffer verdinnt. Die Inkubationszeit betrug fur beide Sekundarantikdrper 60min.

Wahrend der Inkubation wurde die Avidin-Peroxidase Ldsung erstellt. Hierfur
wurde das Vectastain® ABC Kit benutzt, wobei jeweils 10ul Avidin (aus dem
Vectastain® ABC Kit) und biotinylierte Meerettichperoxidase (aus dem Vectastain®
ABC Kit) mit 1ml PBS-Puffer gemischt wurde. Die Sekundarantikérperlosung wurde
verworfen und die Schnitte 3x5min mit PBS-Puffer gespult. Die Avidin-
Peroxidaseldsung wurde fur 45min aufgetragen. Danach wurden die Schnitte wieder
fur 3x5min mit PBS-Puffer gesplilt. Die Schnitte wurden mit Peroxidase konjugiertem
Streptavidin (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) 45min inkubiert. Als
Chromogen wurde Diaminobenzidin (DAB) benutzt. 500ul DAB-L6sung (Tabelle C.4.)
wurde mit 1pl H,O, gemischt und anschliel3end auf die Schnitte bis zum Eintritt der
Farbung appliziert. Dies dauerte bei Psoriasin circa 15min, bei hBD-1, hBD-2 und
hBD-3 circa 5min. Das DAB wurde mit H,O abgespdlt. Die Schnitte wurden fir 3s mit
Hamalaun (Mayer hematoxylin; Bio Optica, Mailand, Italien) gegengefarbt, fir 10min

unter Leitungswasser gestellt und anschlie@end kurz mit H,O gespilt. Nach
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Behandlung in einer aufsteigenden Alkoholreihe zur Dehydrierung, einem Xylol-
Ethanol Gemisch und 2x in Xylol, wurden sie mit DPX Mountant for histology (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Minchen, Deutschland) gedeckelt.

3.4.3.2. Positiv- und Negativkontrolle

Von jeder Probe wurden zwei Schnitte untersucht. AuRerdem wurden sowohl
Positiv- wie auch Negativkontrollen durchgefiihrt. Als Positivkontrollen wurde
Gewebe immunhistologisch untersucht, von dem aus vorherigen Experimenten
bekannt war, dass das entsprechende Gen in grol3er Menge exprimiert wird. Fur
hBD-1, hBD-2 und hBD-3 wurde eine Gewebeprobe einer menschlichen
Speicheldriise, fir Psoriasin eine Gewebeprobe einer menschlichen Lippe
untersucht. Als Negativkontrolle wurde bei jeder immunhistologischen Untersuchung
ein Schnitt derselben Probe mitgefuhrt. Dieser wurde jedoch nicht mit dem
Primarantikdrper inkubiert, sondern stattdessen mit PBS-Puffer. Dies war die einzige
Abweichung vom bereits beschriebenen Protokoll. Negativkontrollen zeigen trotz
Blocken vorhandenes Hintergrundrauschen. Dieses entsteht vor allem durch
endogene Enzymaktivitat im Gewebe, wie zum Beispiel durch die endogene
Peroxidase. Die endogene Peroxidase kommt unter anderem im Hamoglobin der
Erythrozyten, im Myoglobin der Muskelzellen oder in den Granula der Granulozyten

und Makrophagen vor.

3.4.4. Auswertung

Die Auswertung der immunhistologischen Schnitte erfolgte bei 300-facher
VergroRerung mit einem Nikon Eclipse 80i Mikroskop (Nikon, Dusseldorf,
Deutschland). Die Intensitat der Farbungen wurde unabhangig voneinander von zwei
Untersuchern fur die einzelnen Hautschichten bewertet. Die Einteilung war: negative,
schwache, moderate oder starke Expression des Zielproteins. Die Ergebnisse

wurden durch Positiv- und Negativkontrolle bestétigt.
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4. Ergebnisse

4.1. Ergebnisse der quantitativen Echtzeit-Polymera  se Kettenreaktion

In oraler Mucosa (n=7) und extraoraler Haut (n=7) wurde durch gRT-PCR die
transkribierte Menge der Gene hBD-1, hBD-2, hBD-3 und Psoriasin bestimmt. Alle
vier AMP wurden in jeder Probe beider Gruppen nachgewiesen. Zwischen den
Gruppen konnte kein Altersunterschied festgestellt werden (p= 0,23). Jedoch war der
Expressionslevel der Proteine unterschiedlich. Dieser war bei allen vier untersuchten
AMP in den intraoralen Proben signifikant hoher (p<0,05), als im extraoralen Epithel.
Das Peptid hBD-1 wurde in der oralen Schleimhaut um das 239,3-fache vermehrt
vorgefunden (p=0,002), hBD-2 wurde in der Schleimhaut um das 145,0-fache erhoht
gemessen (p=0,006), hBD-3 wurde um das 24,8-fache (p=0,035) und Psoriasin um
das 31,1-fache (p=0,018) in der Mundschleimhaut vermehrt nachgewiesen. Der
quantitative Vergleich der gemittelten Transkriptionslevel in den Gruppen zeigte eine
ausgepragte Transkription von hBD-1. Psoriasin mRNA war sowohl in den
intraoralen, als auch in den extraoralen Proben in niedrigerer Menge vertreten als die
hBD-1 mRNA, Uberstieg aber die Menge an mRNA von hBD-2 und hBD-3. Die
Expression von hBD-2 und hBD-3 war in beiden Gruppen vergleichbar. Die genauen
Werte sind in Tabelle 4.1. aufgefiihrt. Abbildung 4.1. zeigt Boxplot Diagramme zur
Visualisierung der Expression antimikrobieller Peptide in der oralen Mukosa (OM)
und dem extraoralen Epithel (EE). Die Berechnung der Daten erfolgte anhand der
Ergebnisse der gRT-PCR.
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Tabelle 4.1.

Ergebnisse der gRT-PCR Auswertung

Gen

hBD-1
hBD-2
hBD-3

Psoriasin

PCR Ergebnisse (Median)

Gruppe 1
(OM)

6,7x10*
2,9x10*
6,7x107°
8,7x10

Gruppe 2
(EE)

2,8x10°
2,0x10°
2,7x10°
2,8x10™

Verhaltnis

OM/EE

239,3
145,0
24,8
31,1

p-Wert
Signifikanz
0,05

0,002
0,006
0,035
0,018
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Abbildung 4.1. Box-Plot Diagramme der gRT-PCR Ergebnisse
Die Box-Plot-Diagramme zeigen die in der gRT-PCR ermittelten und

normalisierten Expressionswerte fur die antimikrobiellen Peptide in der oralen
Mukosa (OM) und dem extraoralen Epithel (EE) im Verhaltnis zu 18S rRNA. Die

horizontalen Linien innerhalb der Boxen zeigen die Median Werte. Die grauen

Rechtecke reichen vom 75sten Perzentil (Oberkante des Rechtecks) bis zum

25ten Perzentil (Unterkante des Rechtecks). Die Spannweite der Messungen

zeigt die vertikale Linie. Sterne stehen fur Ausreil3er. Extreme Ausrei3er werden

durch Kreise symbolisiert. Eine verstarkte Expression der Gene hBD-1, hBD-2,

hBD-3 und Psoriasin wurde in der oralen Mukosa (OM) festgestellt.
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4.2. Ergebnisse des Western blot

Die vier untersuchten Gene (hBD-1, hBD-2, hBD-3 und Psoriasin) wurden in allen
Proben von Gruppe 1 (OM; n=4) und Gruppe 2 (EE; n=4) nachgewiesen. Fir das
Gen hBD-1 wurde kein signifikanter Unterschied der Proteinmenge zwischen den
beiden Gruppen festgestellt (p=0,083). Die Gene hBD-2 (p=0,021) und hBD-3
(p=0,043) zeigten in Gruppe 1 (OM) eine hohere Intensitét als in Gruppe 2 (EE). Bei
Psoriasin (p=0,021) wurde ein hoéherer Wert bei Gruppe 2 (EE) vorgefunden. Die
detaillierten Ergebnisse der statistischen Analyse und die gemessenen Werte der

optischen Dichte sind in Tabelle 4.2. gelistet.

Tabelle 4.2.
Ergebnisse der Western blot Auswertung

Mittlere optische Dichte (schwarz = Signifikanz: 0,05
100%)

Gen Gruppe 1 (OM) Gruppe 2 (EE) p-Werte

hBD-1 5,9 10,9 0,083

hBD-2 13,38 6,65 0,021

hBD-3 20,46 9,98 0,043

Psoriasin 10,67 43,27 0,021
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Gruppe 1 (OM) Gruppe 2 (EE)

Abbildung 4.2. Ergebnisse des hBD-1 Western blot

Abbildung 4.2. zeigt reprasentativ die erhaltenen hBD-1 Banden im Western blot fur
Orale Mukosa (Gruppe 1; OM) und extraoralem Epithel (Gruppe 2; EE). Zur
Orientierung ist die erhaltene 10kDA und 17kDA Bande des verwendeten Markers
eingezeichnet. hBD-1 konnte in beiden Gruppen bei circa 13kDA als einzelne Bande
detektiert werden. Ein signifikanter Unterschied in der optischen Dichte zwischen
den Gruppen konnte nicht festgestellt werden (OM: 5,9; EE 10,9).
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hBD-2

Gruppe 1 (OM) Gruppe 2 (EE)

Abbildung 4.3. Ergebnisse des hBD-2 Western blot

Abbildung 4.3. zeigt reprasentativ die erhaltenen hBD-2 Banden im Western blot fur
Orale Mukosa (Gruppe 1; OM) und extraoralem Epithel (Gruppe 2; EE). Zur
Orientierung ist die erhaltene 10kDA und 17kDA Bande des verwendeten Markers
eingezeichnet. hBD-2 konnte in beiden Gruppen bei circa 14kDA als einzelne Bande
detektiert werden. Die erhaltenen Bande in Gruppe 1 (OM) zeigt eine hthere
optische Dichte (OM: 13,38; EE: 6,65).
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Gruppe 1 (OM) Gruppe 2 (EE)

Abbildung 4.4. Ergebnisse des hBD-3 Western blot

Abbildung 4.4. zeigt reprasentativ die erhaltenen hBD-3 Banden im Western blot fur
Orale Mukosa (Gruppe 1; OM) und extraoralem Epithel (Gruppe 2; EE). Zur
Orientierung ist die erhaltene 10kDA und 17kDA Bande des verwendeten Markers
eingezeichnet. hBD-3 konnte in beiden Gruppen bei circa 12kDA als einzelne Bande
detektiert werden. Die erhaltene Bande in Gruppe 1 (OM) zeigt eine hoéhere
optische Dichte (OM: 20,46; EE: 9,98)
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Psoriasin

10x

Gruppe 1 (OM) Gruppe 2 (EE)

Abbildung 4.5. Ergebnisse des Psoriasin Western blot

Abbildung 4.5. zeigt reprasentativ die erhaltenen Psoriasin Banden im Western blot
fur Orale Mukosa (Gruppe 1; OM) und extraoralem Epithel (Gruppe 2; EE). Zur
Orientierung ist die erhaltene 10kDA des verwendeten Markers eingezeichnet.
Psoriasin konnte in beiden Gruppen bei circa 9kDA als einzelne Bande detektiert
werden. Die erhaltene Bande in Gruppe 2 (EE) zeigt eine hdhere optische Dichte
(OM: 10,67; EE: 43,27).
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4.3. Ergebnisse der Immunhistologie

Abbildung 4.6. zeigt reprasentativ die angefertigten immunhistologischen Schnitte.
Die Auswertung der immunhistologischen Schnitte ergab folgende Ergebnisse:

Fur hBD-1 war kein Unterschied im Proteinlevel zwischen den Gruppen ersichtlich.
hBD-1 war homogen im stratum basale, stratum spinosum und stratum granulosum
des Kkeratinisierten Plattenpithels der Haut in einer schwach bis moderat
ausgepragten Farbung verteilt. Im stratum corneum der Haut war die Farbeintensitat
von hBD-1 schwacher ausgepragt. In der oralen Mukosa war hBD-1 schwach bis
moderat in allen Schichten (stratum basale, stratum spinosum und stratum
superficiale) verteilt. Die Farbeintensitat von hBD-2 und hBD-3 waren in Gruppe 1
(OM) starker ausgepragt. Die Farbeintensitdt von hBD-2 in der Epidermis war im
stratum basale schwach. Im stratum spinosum, stratum granulosum und stratum
corneum moderat. Die orale Mukosa war starker angefarbt. Fir hBD-3 konnte eine
moderate Immunreakitvitat in allen Schichten der Epidermis und Mukosa gefunden
werden. Auch hier zeigte das immunhistologische Praparat der oralen Mukosa
erhohte Intensitat. Die Farbung von Psoriasin zeigte einen erhdhten Proteinlevel in
der extraoralen Haut, vor allem im stratum corneum. Es zeigten alle Schichten beider
Gruppen eine Immunreaktivitat. Das Signal war aber bei den Proben der Mukosa in
der Basalschicht am meisten ausgepréagt, wohingegen das starkste Signal bei den
Proben von Gruppe 2 (EE) im stratum corneum beobachtet wurde.
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A) hBD-1 Gruppe 1 (OM)

B) hBD-1 Gruppe 2 (EE)

C) hBD-2 Gruppe 1 (OM)

D) hBD-2 Gruppe 2 (EE)

E) hBD-3 Gruppe 1 (OM)

F) hBD-3 Gruppe 2 (EE)

G) Psoriasin Gruppe 1 (OM)

H) Psoriasin Gruppe 2 (EE)

Abbildung 4.6. Immunhistologische Schnitte

Repréasentative immunhistologische Schnitte von hBD-1 (Schnitte: A, B), hBD-2
(Schnitte: C, D), hBD-3 (Schnitte: E, F) und Psoriasin (Schnitte G, H). Die
immunhistologischen Schnitte der oralen Mukosa (Gruppe 1; OM) sind in der linken
Spalte angeordnet (Schnitte: A, C, E, G). Die Schnitte des extraoralen Epithels
(Gruppe 2; EE) sind in der rechten Spalte abgebildet (Schnitte: B, D, F, H). In der
rechten unteren Ecke ist ein Mal3stabsbalken abgebildet. Die Lange des Balkens
entspricht 0,2mm. Fir hBD-1 wurde kein Unterschied in der Proteinkonzentration
festgestellt (p=0,083). Die Schnitte zeigten fir hBD-2 (p=0,021) und hBD-3
(p=0,043) in Gruppe 1 (OM) eine starkere Auspragung. Fir Psoriasin wurde eine
gesteigerte Proteinkonzentration in Gruppe 2 (EE), und dort vor allem im stratum

corneum festgestellt (p=0,021).
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5. Diskussion

Physiologisches Vorkommen, Verteilung und Funktion der AMP wurden bereits
sowohl in gesunder, als auch infizierter oraler Mukosa [Bissell, J., 2004, S. 279;
Dommisch, H., 2005, S. 187; Gorr, S. U., 2009, S. 157] und extraoraler Haut [Braff,
M. H., 2005, S. 9; Steinstraesser, L., 2008, S. 531] untersucht. In der
Mundschleimhaut wurden neben Beta-Defensinen — welche ebenfalls in der
Zahnpulpa nachgewiesen wurden [Dommisch, H., 2005, S. 165] — auch Alpha-
Defensine entdeckt [Devine, D. A., 2003, S. 432]. Insgesamt wurden bis dato in der
Mundhdhle 45 AMP detektiert [Gorr, S. U., 2009, S. 154]. Jedoch wurde bis zum
gegenwartigen Zeitpunkt die Genexpression der AMP in beiden Gewebearten nicht
zueinander in Relation gesetzt. Im Rahmen dieser Dissertation wurde die Expression
der AMP hBD-1, hBD-2, h-BD3 und Psoriasin in gesunder Mundschleimhaut und
Haut untersucht und quantitativ miteinander verglichen. Ein Altersunterschied in
beiden Patientengruppen wurde vermieden, da nach jetzigem Wissensstand eine
altersabhangige Expression von AMP nicht auszuschlie3en ist. So wurde zum
Beispiel in der frihen Entwicklungsphase von Hihnern eine altersabhéngige
Expression von AMP bemerkt [Achanta, M., 2012, S. 5]. Ein mdglicher Einfluss des
Geschlechts auf die Expression wurde bis dato nicht berichtet und in der
Patientenauswahl nicht berticksichtigt.

In den Western blot Untersuchungen wurden nicht alle AMP auf der erwarteten
Bandenhohe lokalisiert (Psoriasin wurde nahe seiner oft berichteten Grol3e von ~12
kDA detektiert, wohingegen die anderen AMP jeweils zwischen 10-17 kDA detektiert
wurden, obwohl sie bei <10 kDA erwartet wurden). Allerdings wurden einzelne
Banden detektiert, die sich jeweils deutlich darstellten. Auch weitere durchgefiihrte
Western blot Untersuchungen mit unterschiedlichen Markern sowie denaturierenden
und reduzierenden Pufferlésungen fihrten zu gleichem Ergebnis. Eine mogliche
Erklarung fur die abweichende Bandengré3e ware eine Kopplung der AMP an Carrier
Proteinen, von denen sie bei Bedarf freigesetzt werden kénnten. Ebenfalls kénnten
weitere Faktoren die Wandergeschwindigkeit des Proteins in der Gelelektrophorese
und damit die resultierende Bandenhohe beeinflussen. Hierzu gehoren
beispielsweise posttranslationale Modifikationen der Proteine wie Phosphorylisation

oder Glycolisation, die die GrolRe des Proteins nachtraglich verandern koénnten.
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Ebenso bestiinde die Méglichkeit, dass Proteine als Pro-Protein synthetisiert und
posttranslational in ihre aktive Form gespaltet wirden. Auch konnten Splice
Varianten, trotz gemeinsamer genetischer Herkunft, eine mdgliche Erklarung fur die
Existenz unterschiedlich grof3er Proteine sein. Ebenso kénnte der Ladungszustand
der Proteine oder das Vorhandensein von Dimeren oder Multimeren die Bandenhdhe
modifizieren. Dies wird normalerweise durch die Behandlung mit reduzierenden
Reagenzien verhindert, es kdnnten jedoch starke Interaktionen die Auflésung von
Dimeren verhindern und zu groReren Proteinbanden fuhren. Eine Ursache in dem
benutzten Western blot Protokoll konnte ausgeschlossen werden, da in
durchgefuihrten Vorversuchen die verwendeten Antikérper spezifisch rekombinante
Proteine der untersuchten AMP an der erwarteten Bandgrof3e detektierten.

Die im Rahmen dieser Dissertationsschrift durchgefiihrten Untersuchungen haben
den momentanen Wissensstand lber die Genexpression der untersuchten AMP in
der Mundhdhle erweitert. Zum ersten Mal wurde die Expression von hBD-1, hBD-2,
hBD-3 und Psoriasin in oraler Mukosa und extraoralem Epithel quantitativ verglichen.
Durch die Untersuchungen wurde gezeigt, dass alle vier Gene in beiden
Gewebearten exprimiert werden. Nachweis, Verteilung und Intensitat der AMP
innerhalb der einzelnen Gewebeschichten bestatigen frihere Ergebnisse extraoraler
[Kesting, M. R., 2010, S. 123-124] und intraoraler Untersuchungen [Bissell, J., 2004,
S. 280]. Innerhalb der Gruppen wurden die untersuchten AMP in gleichem Verhaltnis
zueinander nachgewiesen. In beiden Gruppen dominierte die Expression von hBD-1.
Psoriasin war in einer hoheren Anzahl an Transkripten als hBD-2 und hBD-3
vorhanden.

Die erhaltenen Ergebnisse stimmen mit friheren Berichten beztglich der hBD-1
Expression in menschlicher Haut tberein [Fulton, C., 1997, S. 1750]. Jedoch lasst
die Diskrepanz der ermittelten hBD-1 Werte vor Transkription (QRT-PCR) und
Proteinebene (Western blot und Immunhistologie) die Vermutung nahe liegen, dass
die gemessenen hohen Werte in der oralen Mukosa fur die hBD-1 Transkription nicht
zu einer erhdhten Proteinmenge fiihren. Dies kann moglicherweise Folge eines
vermehrten Verbrauchs der hBD-1 Proteine in der oralen Mukosa sein, die der
Organismus durch eine erhéhte RNA-Synthese zu kompensieren versucht. Im Falle
von hBD-2 und hBD-3 waren sowohl die Proteinlevel, als auch die
Transkriptionsmenge in der oralen Mukosa hoéher als im extraoralen Epithel.

Interessanterweise waren die Proteinlevel von Psoriasin in der extraoralen Haut
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hoher als in der oralen Mukosa, obwohl die Transkriptionslevel in der Mukosa héher
waren. Dies wirkt auf den ersten Blick verwunderlich. Man muss aber bedenken,
dass Psoriasin in den verschiedenen Hautschichten unterschiedlich verteilt vorlag
(Abbildung 4.6.). Eine grol3e Menge Psoriasin scheint im stratum corneum der Haut
gespeichert zu werden, jedoch nicht in den oberen Schichten der Mukosa.
Demzufolge ist es mdglich, dass Psoriasin in hoheren Mengen in der Mukosa
synthetisiert wird, anschlieend aber zu einem hohen Anteil in die Mundhdhle
freigesetzt wird.

Wie in der Alternativhypothese beschrieben, bestehen quantitative
Expressionsunterschiede in beiden Epithelien. Die Ergebnisse bekraftigen die
Vermutung, dass eine verstarkte Expression einiger AMP ein Grund fur die intraoral
generell gute Wundheilungstendenz sein kénnte.

Interessanterweise war die Expression von hBD-1 in der oralen Mukosa erhéht. In
der Literatur ist die Frage aufgekommen, ob ein entzindlicher Stimulus die
Expression von hBD-1 beeinflussen konnte, oder diese konstitutiv ist. In einem
Vergleich zwischen gesundem und postoperativ entziindetem Epithel stellten Kesting
et al. keinen Unterschied in der Expression von hBD-1 fest [Kesting, M. R., 2010, S.
124]. Eine andere Forschungsgruppe kam zu dem Ergebnis, dass die Transkription
von hBD-1 konstitutiv sein kdnnte [Zhao, C., 1996, S. 321]. Ebenso wurde eine
konstitutive Expression von hBD-1 mRNA in Gingivaepithelzellen berichtet, da in der
hBD-1 mRNA Expression zwischen entziindeten und nicht entziindeten Proben kein
signifikanter Unterschied festgestellt wurde [Krisanaprakornkit, S., 1998, S. 4225]. Es
ist daher anzunehmen, dass hBD-1 als fester Bestandteil der Immunabwehr
konstitutiv exprimiert wird. Daflr spricht auch, dass laut den erhaltenen Ergebnissen
hBD-1 in beiden Gewebearten am starksten exprimiert wird. Jedoch berichteten
andere Autoren von einer Hochregulation der hBD-1 Expression in Keratinozyten der
menschlichen Haut, nachdem diese mit Lipopolysachariden, Peptidoglycan von
Staphylococcus aureus und SpeB, welches ein spezieller Virulenz Faktor von
Streptococcus pyogenes ist, inkubiert wurde [Sorensen, O. E., 2005, S. 4872].

Unabhangig von einer potentiellen Beeinflussung der hBD-1 Expression durch
Entzindungsgeschehen wurde gezeigt, dass sich die Expression von hBD-1
zwischen gesunder Mundschleimhaut und gesundem extraoralem Epithel
unterscheidet. In der oralen Mukosa (Gruppe 1; OM) war diese starker als im

extraoralen Epithel (Gruppe 2; EE). Weiterhin lassen die Ergebnisse vermuten, dass
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hBD-1 nicht nur konstitutionell, sondern auch in groRen Mengen produziert wird, um
schnell in groBer Anzahl fur die Immunabwehr verfigbar zu sein. Jedoch scheint
hBD-1 im Vergleich mit anderen Defensinen eine geringere antibiotische Aktivitat
aufzuweisen [Yadava, P., 2006, S. 134; Zaalouk, T. K., 2004, S. 2778]. Es kénnte
sein, dass eine grol3e Menge hBD-1 transkribiert wird, um die geringere Wirksamkeit
zu kompensieren. In vitro wurde aber gezeigt, dass nach Reduktion von
Disulfidbricken hBD-1 stark antibakteriell gegen Pilze und grampositive Bakterien
wirksam ist [Schroeder, B. O., 2011, S. 419] und somit in seiner Aktivitat gesteigert
werden kann. Ob der menschliche Organsimus diese Modifikation nutzt und dieser
Sachverhalt auch in vivo Giltigkeit besitzt, sollte Gegenstand zukinftiger
Untersuchungen sein.

Im Gegensatz zu den hohen konstitutiven Expressionsraten von hBD-1 scheint
hBD-2 im physiologischen Zustand nur in geringem Mal3e synthetisiert zu werden,
aber vermutlich nach Stimuli wie Infektionen und Entziindungen hochreguliert zu
werden [Froy, O., 2005, S. 1390; Gallo, R. L., 2002, S. 825; Kanda, N. and
Watanabe, S., 2012, S. 436-445]. Dies wird durch weitere Studien gestitzt [Kesting,
M. R., 2010, S. 124; Krisanaprakornkit, S., 2000, S. 2913; Mathews, M., 1999, S.
2744]. Eine vermehrte Transkription von hBD-2 nach Inkubation mit bakteriellen
Pathogenen wurde ebenso in der Epidermis festgestellt [Liu, A. Y., 2002, S. 279]. Bei
Wundheilungsstérungen wurde eine 40-fache Hochregulation der hBD-2 Expression
gemessen [Kesting, M. R., 2010, S. 125]. Auch chronische Wunden zeigten eine
vermehrte hBD-2 Expression [Butmarc, J., 2004, S. 440]. Dies konnte auch auf
intraorales Gewebe zutreffen: Eine Forschungsgruppe stimulierte
Gingivaepithelzellen in vitro mit Bakterien und bakteriellen Antigenen. Dies flhrte zu
einem reaktiven Anstieg der mRNA Expression von hBD2 [Krisanaprakornkit, S.,
2000, S. 2909]. Nach Stimulation koénnte die Expression von hBD-2 sogar das
Niveau des konstitutiv sezernierten hBD-1 in der oralen Mukosa erreichen, unter
Umstanden sogar Ubertreffen. Dommisch et al. stellten fest, dass bei Gingivitis und
Periodontitis hBD-2 in grol3eren Mengen als hBD-1 exprimiert wird, in gesunden
Vergleichsproben jedoch vergleichbare Expressionslevel vorhanden waren
[Dommisch, H., 2005, S. 187]. Dies spricht fur eine wichtige Rolle des hBD-2 bei der
Bekampfung von Infekten.

Wie im Falle von hBD-2 scheinen auch die Expressionsraten des hBD-3 im

physiologischen Zustand sehr gering zu sein, aber durch Stimuli hochreguliert
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werden zu kdénnen [Froy, O., 2005, S. 1390; Gallo, R. L., 2002, S. 825; Kesting, M.
R., 2010, S. 124]. Fur hBD-3 wird zudem vermutet, dass es unter anderem eine
wichtige Rolle bei der Wundheilung spielt, da es bei infizierten Wunden von
diabeteserkrankten Tieren die Heilung férdern kann [Hirsch, T., 2009, S. 226]. Es
scheint, dass hBD-2 und hBD-3 im Organismus starker exprimiert werden konnten,
wenn konstitutiv exprimierte AMP eine zu geringe Abwehrkraft aufweisen [Nakatsuji,
T. and Gallo, R. L., 2011, S. 3].

Die Ergebnisse dieser Dissertationsschrift zeigen, dass die untersuchten AMP in
der Mundhohle starker exprimiert werden. Dies kodnnte durch die verminderte
mechanische Barriere der Mundschleimhaut erklart werden. Die Mundhdhle ist im
Gegensatz zur Korperhaut im physiologischen Zustand zum Grof3teil nicht
keratinisiert. Zudem ist sie aufgrund ihres feuchten und warmen Milieus Wirt fir eine
Vielfalt an Mikroorganismen. Als Folge kdnnte eine héhere Expressionsrate der AMP
einen Ausgleich fur die reduzierte mechanische Barriere der Mundschleimhaut
darstellen, um die orale Gesundheit trotz der ausgepragten mikrobiellen Besiedlung
erhalten zu kénnen.

Welche Riuckschlisse ergeben die vorliegenden Untersuchungsergebnisse im
Hinblick auf einen mdglichen zukinftigen Einsatz von AMP-Derivaten als mdgliches
Therapeutikum fir orale und extraorale Infektionen? Die Ergebnisse unterstitzen das
Konzept einer Schlisselrolle der AMP bei der oralen Immunabwehr und kénnten
einen Startpunkt flir neue Strategien in der Therapie von oralen Infektionen
darstellen. Vorstellbar ware zum Beispiel eine Substitutionstherapie mit AMP-
Derivaten. Einige Erkrankungen konnten auf eine zu geringe Synthese von AMP
zurickzufihren sein. So hat eine Studie das gehéaufte Auftreten von
Parodontalerkrankungen bei Morbus Kostmann in Zusammenhang mit einer
verringerten AMP-Synthese gebracht [Putsep, K., 2002, S. 1148; Zasloff, M., 2002, S.
1116].

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, werden grol3e Hoffnungen in eine
zukunftige Applikation synthetischer AMP als Alternative fur konventionelle Antibiotika
gesetzt [Gilmore, K., 2009, S. 782; Steinstraesser, L., 2009, S. 3961]. Grund hierftr
ist ihre Eigenschaft gleichzeitig antimikrobiell aktiv und Immunsystem stimulierend zu
sein [Hamill, P., 2008, S. 632; Hancock, R. E. and Sahl, H. G., 2006, S. 1551]. Im
Hinblick auf das zunehmende Auftreten multiresistenter Keime sind Alternativen fir

konventionelle Antibiotika dringend erforderlich. In der Tumortherapie ist ebenfalls ein
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maoglicher therapeutischer Einsatz von AMP im Gesprach [Meyer, J. E. and Harder,
J., 2007, S. 3125-3130]. Beispielshalber kbnnte die AMP Expression einen Marker fir
das Tumorstadium darstellen. So wird beispielsweise vermutet, dass Psoriasin bei
der Entstehung von Brustkrebs eine Rolle spielt, und in verschiedenen Tumorstadien
in unterschiedlicher Quantitat nachgewiesen werden kann [Watson, P. H., 1998, S.
570]. Auch fur die Behandlung von Infektionen konnten AMP-Derivate eingesetzt
werden. Erste klinische Versuche werden bereits durchgefuhrt [Lipsky, B. A., 2008, S.
1542]. Diese haben jedoch Problematiken aufgezeigt. Hohe Produktionskosten, ein
schneller Abbau synthetischer AMP durch Proteasen und Zytotoxizitat fihren
momentan zu einem engen potentiellen therapeutischen Anwendungsbereich [Vaara,
M., 2009, S. 574]. Dies macht es im Besonderen notwendig, die physiologische
Verteilung von AMP in den einzelnen Gewebearten zu untersuchen. Da diese Studie
eindeutige Unterschiede in der Expression der AMP zwischen Mundschleimhaut und
Haut zeigte, sollten diesbezigliche Untersuchungen fir alle als Therapeutikum
einzusetzenden AMP-Derivate und fir alle geplanten Anwendungsareale vor
Applikation der Derivate erfolgen. Dadurch kénnten vor einer Applikation von AMP-
Derivaten die Wirkdosen besser eingeschatzt werden, um nicht einen gegenlaufigen
Effekt zu erzielen. Jedoch warnen einige Autoren davor zu vermuten, dass
immunmodulierende  Medikamente die charakteristische Pharmakodynamik
konventioneller Medikamente aufweisen [Easton, D. M., 2009, S. 587]. Als Folge ist
es unausweichlich, dass vor einem Einsatz eines neu entwickelten AMP-Derivats als
Medikament die physiologische Konzentration des AMP sorgféltig untersucht werden
muss. Diese Studie zeigte, dass die Transkription der untersuchten AMP intraoral
erhoht ist. Jedoch wurden in dieser Studie nur vier AMP untersucht. Daher werden
weitere Studien notwendig sein, um zu klaren, ob AMP intraoral generell starker
exprimiert werden. Die Verfugbarkeit weiterer Daten kdonnte neue Einblicke in den
Regulationsmechanismus und die Funktionsweise der oralen Immunabwehr
ermdglichen. Man sollte in Erwagung ziehen neue Medikamente, die von AMP-
Derivaten abstammen, nach I|hrem Verwendungszweck und dem Ort ihrer
Verwendung zu dosieren. Die Ergebnisse dieser Dissertation liefern Hinweise, dass
bei intraoralem Anwendungsgebiet von AMP-Derivaten diese vermutlich in héheren
Dosen appliziert werden mussten, um die gleiche Wirkung wie extraoral zu erhalten.
Deshalb sollte ein unterschiedliches physiologisches Vorkommen der AMP in

klinischen Versuchen bei der Behandlung intraoraler Infektionen beachtet werden.
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Gleichzeitig sollte zudem eine Uberdosierung vermieden werden, um potentielle
negative Folgen zu vermeiden. Erstes bekanntes Beispiel fur eine potentiell
schadigende Wirkung von AMP ist ein posttranslational modifiziertes Cathelicidin,
welches sich in Hautlasionen von an Rosazea erkrankten Patienten finden lasst,
jedoch in gesunder Haut nicht auftritt. Dieses modifizierte AMP provozierte in
Experimenten bei Mausen Entzindungen und Teleangiektasien. Dies ist ein erstes
bekanntes Beispiel dafir, dass eine gestorte Expression von AMP eine Verstarkung
von Krankheiten hervorrufen kénnte [Yamasaki, K. and Gallo, R. L., 2008, S. 7-8].
Unter Umstanden kénnte eine zu hohe therapeutische Gabe ahnliche unerwiinschte
Arzneimittelreaktionen hervorrufen.

Vor jedweder intraoralen Applikation eines neu entwickelten AMP-Derivats, sollte
die physiologische Menge des AMP, von dem es abstammte, genauestens
untersucht werden. Alle AMP, die in dieser Dissertation getestet wurden, waren in
grof3er Menge exprimiert, jedoch wurden nicht alle AMP untersucht. Weiterfiihrende
Untersuchungen sind daher notwendig. Die Alternativhypothese, dass die intraorale
Expression von AMP sich von der Expression im extraoralen Epithel unterscheidet,
wurde fur die untersuchten Gene bestétigt. AMP-Derivate kdnnten eine Alternative zu
konventionellen Antibiotika werden, und bei der Behandlung intraoraler Infektionen
ndtzlich sein. Jedoch wurde gezeigt, dass Unterschiede in der physiologisch
vorliegenden Menge von AMP zwischen extraoraler Haut und intraoralem Epithel
bestehen. In mdglichen zukinftigen klinischen Studien von AMP-Derivaten fur die

Behandlung intraoraler Infektionen sollte dies bericksichtigt werden.
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6. Zusammenfassung

Antimikrobielle Peptide (AMP) sind Effektormolekile des angeborenen Immun-
systems. Eine grof3e Untergruppe der AMP stellen humane Beta-Defensine (hBD)
dar. Sie schitzen aufgrund lhrer Wirkungsweise als ,natirliche* Antibiotika mukosale
und epitheliale Oberflachen gegen pathogene Mikroorganismen und spielen eine
wichtige Rolle bei der Erhaltung der oralen Gesundheit. Obwohl das Vorkommen der
AMP intensiv in verschiedenen Gewebearten erforscht wurde, ist noch kein Vergleich
der Quantitat Ihrer Expression zwischen der Mundschleimhaut und extraoralem
Epithel durchgefuhrt worden. Seitdem AMP-Derivate eine potentielle Alternative zu
Antibiotika darstellen, ist das Wissen um mdgliche Unterschiede in lhrem
physiologischen Vorhandensein in Mundschleimhaut und extraoralem Epithel von
besonderem Interesse. Maoglicherweise stellt dies einen Startpunkt fir neue
Therapieoptionen bei intraoralen Infektionen dar. Aus diesem Grund wurden die
Expressionsprofile der AMP hBD-1, hBD-2, hBD-3 und Psoriasin in der
Mundschleimhaut und extraoralem Epithel der Kopf-Hals-Region mittels quantitativer
Echtzeit-Polymerase Kettenreaktion (QRT-PCR; n=14), Immunhistologie (h=6) und
Western blot (n=8) analysiert.

Die gRT-PCR =zeigte, dass alle untersuchten Gene signifikant hoher in der
Mundschleimhaut exprimiert werden als in der extraoralen Haut (hBD-1: p=0,002;
hBD-2: p=0,006; hBD-3: p=0,035; Psoriasin: p=0,018). Die Untersuchungen der
Immunhistologie und des Western blot zeigten verschiedene Auspragungen der
Proteinlevel: hBD-2 (p=0,021) und hBD-3 (p=0,043) sind in der Mundschleimhaut in
hoéheren Quantitdten vorhanden als im extraoralen Epithel, wohingegen Psoriasin in
hoherer Konzentration in der extraoralen Haut auftritt (p=0,021). Fir hBD-1 konnte
kein Unterschied im Proteinlevel festgestellt werden (p=0,083).

Die Ergebnisse bekraftigen die Schltsselrolle der AMP fiir die orale Immunabwehr.
Die beobachteten Unterschiede in der Expression der AMP sind moglicherweise von
Bedeutung fir neue Therapieoptionen in der Zahnheilkunde. Denkbar ware

beispielsweise eine topische Anwendung von AMP-Derivaten bei oralen Infektionen.
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Anhang A: Verwendetes Material fir die Quantitative Echtzeit-

Polymerase Kettenreaktion

A.1l. Verwendete Gerate und Software

Tabelle A.1.

Verwendete Gerate und Software fir die gRT-PCR

Produkt

BioPhotometer plus
Disposable scalpel standard
Eppendorf MiniSpin® plus
Fischer FI3100 Elektronische

Halbmikro-, Analysen und

Préazisionswaage

inoLab® pH 720 Labor-pH-Meter

LightCycler®1.0 Real-time Detection

System
Miccra D-9

Mikrowelle

Milli-Q Integral Water Purification
System

nQuery 7.0

Sartorius Extend Elektronische
Analysen-, Prazisions-, und

Edelmetallwaage

SenTix® 41 pH Elektrode

SPSS 16.0 Software

Hersteller

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Feather Safety Razer Co., Osaka, Japan
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Willi Fischer oHG, Frankfurt, Deutschland

Wissenschaftlich-Technische Werkstatten
GmbH, Weilheim, Deutschland

Roche, Mannheim, Deutschland

ART Prozess und Labortechnik GmbH &
Co. KG, Mullheim, Deutschland

LG Electronics Deutschland GmbH,
Ratingen, Deutschland

Millipore GmbH, Schwalbach,
Deutschland

Statistical Solutions, Saugus, USA

Sartorius, Géttingen, Deutschland

Wissenschaftlich-Technische Werkstatten
GmbH, Weilheim, Deutschland

SPSS Inc., Chicago, IL, USA
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Produkt
Sub-Cell® GT Agarose Gel

Electrophoresis System

ThermoStat plus

A.2. Verwendetes Verbrauchsmaterial

Tabelle A.2 .

Hersteller

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,

Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Verwendetes Verbrauchsmaterial fur die gRT-PCR

Produkt

1kb Plus DNA Ladder
2-200pl Pipettenspitzen
2-Mercaptoethanol
Agarose

BamHlI

bovine Serum Albumin; BSA

Bromphenolblau

DNasel Losung

EcoRV

Ethylendiamintetraacetat; EDTA

Eppendorf Reaktionsgefald 3810X

Essigsaure 100%

Hersteller

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Eurobio, Les Ulis, Frankreich

New England BioLabs GmbH, Frankfurt
am Main, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

New England BioLabs GmbH, Frankfurt
am Main, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
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Produkt

Ethanol; EtOH

Gelstar

Glycerin ROTIPURAN®
HindlIll

LightCycler® FastStart DNA Master SYBR

Green | reaction mix

Natriumhydroxid; NaOH

Plasmid-DNA

Forward / Reverse Primer

Proteinase K

QIAquick Nucleotide Removal Kit
RNase free dnase set
RNeasy® Protect Mini Kit

SuperScript™ First Strand Synthesis
System fur RT-PCR

Tris-hydroxymethyl-aminomethan; TRIS

Xylenblau

Hersteller

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

New England BioLabs GmbH, Frankfurt
am Main, Deutschland

Roche, Mannheim, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Prof. Dr. Lars SteinstraRRer, Klinikum der
Ruhr Universitat Bochum, Bochum,
Deutschland

TIB MOLBIOL Syntheselabor GmbH,
Berlin, Deutschland

Dako Deutschland GmbH, Hamburg,
Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Munchen, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
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Anhang B: Verwendetes Material fir den Western blot

B.1. Verwendete Gerate und Software

Tabelle B.1.

Verwendete Gerate und Software fur den Western blot

Produkt
BioPhotometer plus

Bio Shaker 3D

Disposable scalpel standard

Dukasafe

Eppendorf MiniSpin® plus
Eppendorf Reference® Pipetten 0,5-10 pl
Eppendorf Reference® Pipetten 10-100pl

Eppendorf Reference® Pipetten 100-
1000ul

Fischer FI3100 Elektronische Halbmikro-,

Analysen und Préazisionswaage
Gelgiel3stand Cast-It™ S
Hamiltonspritze 701 NR 10ml
Heidolph MR 3001 Magnetriihrer
HERAEUS®BIOFUGE® PRIMO R

HP Flachbettscanner ScanJet-G4050
Image-pro-Plus 7.0

inoLab® pH 720 Labor-pH-Meter

Hersteller
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
G.Kisker GbR Products for

Biotechnology, Steinfurt, Deutschland

Feather Safety Razer Co., Osaka,

Japan

Kindermann, Ochsenfurt, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Willi Fischer oHG, Frankfurt,

Deutschland

Peglab, Erlangen, Deutschland
Hamilton, Reno, USA

Heidolph, Schwabach, Deutschland
Heraeus, Buckinghamshire, England
Hewlett-Packard, Palo Alto, USA
Media Cybernetics, Bethesda, USA

Wissenschaftlich-Technische
Werkstatten GmbH, Weilheim,

Deutschland
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Produkt
Miccra D-9

Milli-Q Integral Water Purification System

nQuery 7.0
PEQLAB Power Supply EV231

PerfectBlue™ Vertikales Doppelgelsystem
Twin S

Rontgenfilimkassette PL-BW

Sartorius Extend Elektronische Analysen-,

Prazisions-, und Edelmetallwaage

SenTix® 41 pH Elektrode

SONOPULS Ultraschall-Homogenisator
HD 2070

SPSS 16.0 Software
ThermoStat plus

Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer cell

Vortex-Genie 2T Timed Mixer SI-T256

Hersteller

ART Prozess und Labortechnik GmbH
& Co. KG, Millheim, Deutschland

Millipore GmbH, Schwalbach,
Deutschland

Statistical Solutions, Saugus, USA
Peglab, Erlangen, Deutschland

Peglab, Erlangen, Deutschland

Konica Minolta Medical & Graphic
Imaging Europe GmbH, Minchen,

Deutschland

Sartorius, Géttingen, Deutschland

Wissenschaftlich-Technische
Werkstatten GmbH, Weilheim,

Deutschland

Bandelin, Berlin, Deutschland

SPSS Inc., Chicago, IL, USA
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Scientific Industrie Inc., Bohemia, USA
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B.2. Verwendetes Verbrauchsmaterial

Tabelle B.2.

Verwendetes Verbrauchsmaterial fiir den Western blot

Produkt
1,4-Dithiothreit; DTT

1,5ml halbmikro Einmal Kivetten
PMMA

2-200pl Pipettenspitzen
50-1000ul Pipettenspitzen

Acrylamide Solution 40%

Allprotect® Tissue Reagent

Amaloco S 10 geruchloses Stoppbad

Amaloco Universal Feinkorn Entwickler
AM 74

Amaloco X 89 ExtraFix geruchloser

Schnellfixierer
Ammoniumperoxiddisulfat; APS

bovine Serum Albumin; BSA

Brillant Blau G 250
Bromphenolblau

Complete Lysis-M

Dinatriumhydrogenphosphatdihydrat;
Na,HPO42H,0

Eppendorf Reaktionsgefald 3810X

Ethanol; EtOH

Hersteller
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim,

Deutschland
Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,

Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland

Phototec GmbH, Norderstedt,
Deutschland

Phototec GmbH, Norderstedt,

Deutschland

Phototec GmbH, Norderstedt,

Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Roche, Mannheim, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland



ANHANG B

68

Produkt

Glycerin ROTIPURAN®

Glycin PUFFERAN®

Kaliumchlorid; KCI
Kaliumdihyrogenphosphat; KH,PO,4
Luminol

Methanol

Milchpulver

Natriumchlorid; NaCl
0-Phosphorséaure 85%

P 10 UVpette Pipettenspitzen

p-Cumarsaure

peqGold Protein Marker IV

Ponceau S

Rontgenfilme Curix HT1.000G PLUS

Rotilabo®-Blottingpapiere; Dicke 1,5

mm

Salzsaure; Chlorwasserstoffsaure; HCL
37%

SDS ultra pure

TEMED

Transfermembran Roti Rimkreis —NC
TRIS PUFFERAN®

Triton X 100

Tween® 20 BioChemica

Wasserstoffperoxid 30%; H,O,

Hersteller

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Heirler, Radolfzell, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

PegLab, Erlangen, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

AGFA HealthCare GmbH, Bonn,

Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
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B.3. Verwendete Antikorper

Tabelle B.3.

Verwendete Antikdrper fur den Western blot
Bezeichnung Produktnummer
Primarantikorper

Anti Actin antibody A2066

produced in rabbit

Anti-B-Defensin 1 ab14425
antibody

Anti-B-Defensin 2 ab66072
antibody

Anti-B-Defensin 3 D2444-100UG
antibody produced in

rabbit

Monoclonal Antibody to IMG-409A

Psoriasin/HIDS/S100A7
Sekundarantikdrper

Goat polyclonal ab97051
secondary Antibody to
Rabbit IgG —H&L(HRP)

Rabbit polyclonal ab6728
secondary Antibody to
Mouse IgG — H&L(HRP)

Hersteller

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Minchen,
Deutschland

Abcam, Cambridge, USA

Abcam, Cambridge, USA

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Minchen,

Deutschland

Imgenex, San Diego, CA,

USA

Abcam, Cambridge, USA

Abcam, Cambridge, USA
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B.4. Verwendete Puffer und Losungen

Tabelle B.4.

Verwendete Puffer und Losungen fur den Western blot
Puffer / Losung Verwendungszweck Zusammensetzung

Blockpuffer Blocken 2,59 Milchpulver
Ad 50ml| PBS-Puffer

Blotpuffer Blotten 2,99 Glycin
200ml Methanol
0,37g SDS
5,8g TRIS
ad 11 H,O

Bradfordlosung Proteinbestimmung 100mg Brillant Blau G250
100ml 85% o-
Phosphorsaure
46,7ml 95% EtOH
Ad 1000ml H,O

Denaturierungspuffer Aufnahme der 50ml PBS-Puffer
Primarantikorper 250pl Tween® 20

500ul Triton X

1ml 10% SDS

Dissoziationspuffer Probenaufbereitung 2,5ml Sammelgelpuffer
4ml 10% SDS
2ml Glycerin
2mg Bromphenolblau
620mg DTT
Ad 10ml H,O
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Puffer / Losung
ECL-L6sung; Enhanced

Chemiluminescence

Losung

Elektrophoresepuffer 10x

Konzentrat

PBS-Puffer 10x
Konzentrat; Phosphad
based saline-Puffer

PBS-Puffer

Sammelgel 6%

Sammelgelpuffer

TBS 10x Konzentrat; Tris
buffered saline

Verwendungszweck

Chemilumineszenz-

reaktion

Gelelektrophorese

Blocken,

Antikdrperreaktion

Blocken,

Antikdrperreaktion

Gelherstellung fur

Elektrophorese

Sammelgelherstellung

Waschvorgang

Zusammensetzung

2ml Luminol

890ul p-Cumarsaure
20ml TRIS-HCL pH 8,5
Ad 200ml H,0O

30g TRIS
1449 Glycin
10g SDS
Ad 1l H,O

80g NaCl

2g KClI

14,49 Na;HPO42H,0
2g KH; PO,

pH 7,4

ad 11 H,O

50m| PBS-Puffer 10x
Konzentrat
Ad 500mIl H,O

30ul Bromphenolblau
2,6ml H,0

1,25ml Sammelgelpuffer
1ml 30% Acrylamid

50pl SDS 10%

5ul TEMED

75ul APS 10%

15,149 TRIS
250ml H,O
pH 6,8

60g TRIS
85g NaCl
pH 7,4

ad 11 H,O
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Puffer / Losung
TBS

TBS-T

Trenngel 15%

Trenngelpuffer

Verwendungszweck

Waschvorgang

Waschvorgang

Gelherstellung fur

Elektrophorese

Trenngelherstellung

Zusammensetzung

50ml TBS 10x Konzentrat
Ad 500mI H20

500mI TBS
250ul Tween® 20

3,25ml H20

3,75ml Trenngelpuffer
7,5ml 30% Acrylamid
150ul 10% SDS

7,51 TEMED

150ul APS 10%

90,86g TRIS
500mI H20
pH 7,8
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Anhang C: Verwendetes Material fir die Immunhistolo

C.1. Verwendete Geréate

Tabelle C.1.

gie

Verwendete Gerate fur die Immunhistologie

Produkt
Cooling Plate mod. PF100

Einbettautomat TES-1

Embedding Unit — Bio Optica Paraffin
dispenser — type DP 500

Embedding Unit — Bio Optica Thermal
unit — type UT200L

Eppendorf Reference® Pipetten
0,5-10 pl

Eppendorf Reference® Pipetten
10-100ul

Eppendorf Reference® Pipetten 100-
1000pl

Feuchte Kammer - Inkubationskammer

Fischer FI3100 Elektronische
Halbmikro-, Analysen und

Préazisionswaage
Heidolph MR 3001 Magnetrihrer

Heraeus Function Line

inoLab® pH 720 Labor-pH-Meter

Hersteller

Bio Optica, Mailand, Italien

Wendt GmbH & Co. KG,
Georgsmarienhitte, Deutschland

Bio Optica, Mailand, Italien

Bio Optica, Mailand, Italien

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Weckert Labortechnik, Kitzingen,

Deutschland

Willi Fischer oHG, Frankfurt, Deutschland

Heidolph, Schwabach, Deutschland

Fisher Scientific GmbH, Schwerte,

Deutschland

Wissenschaftlich-Technische Werkstatten
GmbH, Weilheim, Deutschland
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Produkt
Mikrotom pfm Rotary 3002

Mikrowelle Intellowave

Milli-Q Integral Water Purification
System

Nikon Eclipse 80i Mikroskop
Paraffin- Streckbad GFL-1052

Sartorius Extend Elekronische
Analysen-, Prazisions-, und

Edelmetallwaage

SenTix® 41 pH Elektrode

C.2. Verwendetes Verbrauchsmaterial

Tabelle C.2.

Hersteller

pfm Produkte fir die Medizin AG, Kéln,

Deutschland

LG Electronics Deutschland GmbH,

Ratingen, Deutschland

Millipore GmbH, Schwalbach,
Deutschland

Nikon, Dusseldorf, Deutschland

GFL — Gesellschaft fur Labortechnik mbH,

Burgwedel, Deutschland

Sartorius, Géttingen, Deutschland

Wissenschaftlich-Technische Werkstatten
GmbH, Weilheim, Deutschland

Verwendetes Verbrauchsmaterial fir die Immunhistolo gie

Produkt
2-200pl Pipettenspitzen

3,3-Diaminobenzidin tetrahydrochlorid
Tabletten; DAB Tablette

50-1000ul Pipettenspitzen

Citronensauremonohydrat; C¢HgO7 X
H,O

Dinatriumhydrogenphosphatdihydrat;
Na,HPO42H,0

Hersteller
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,

Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
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Produkt

DPX Mountant for histology

Einbettkassetten

Ethanol; EtOH
Formaldehyd-LAsung 3,5-3,7%

Mayer hematoxylin
Natriumchlorid; NaCL

Natriumdihydrogenphosphatmonohydrat;
NaH,PO4

Normal Goat Serum

P 10 UVpette Pipettenspitzen

Salzsaure; Chlorwasserstoffsdure; HCL
37%

Streptavidin

Superfrost® Plus Objekttrager

Tissue Embedding Medium (Paraplast®

Regular)

Trinatriumcitratdihydrat;
CGH5N8307 X 2Hzo

Vectastain® ABC Kit

Wasserstoffperoxid 30%; H,O,

Hersteller

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,

Deutschland

Sanowa Laborprodukte GmbH, Leimen,

Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Fischar GmbH & Co. KG, Saarbriicken,

Deutschland
Bio Optica, Mailand, Italien
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Vector Laboratories, Burlingame, CA,
USA

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Vector Laboratories, Burlingame, CA,
USA

Menzel GmbH, Braunschweig,

Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,

Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Vector Laboratories, Burlingame, CA,
USA

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
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Produkt

Xylol

Hersteller

Aug. Hedinger GmbH & Co. KG,
Stuttgart, Deutschland
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C.3. Verwendete Antikorper

Tabelle C.3.
Verwendete Antikdrper fur die Immunhistologie

Primarantikorper Klonalitat Verdiinnung

B-defensin 1 (FL-68) polyklonal 1:100

B-defensin 2 (FL-64) polyklonal 1:100

B-defensin 3 polyklonal 1:100

Psoriasin/HID5/S100A7 | Monoclonal 1:50
47C1068

Sekundarantikorper Verdinnung

Biotinylated Anti-Mouse 1:200

19G

Biotinylated Anti-Rabbit 1:200

19G

Host

Rabbit

Rabbit

Rabbit

Mouse

Hersteller

Santa Cruz
Biotechnology,
Santa Cruz,
CA, USA

Santa Cruz
Biotechnology,
Santa Cruz,
CA, USA

Novus
Biologicals,
Littleton, Co,
USA

Imgenex, San
Diego, CA,
USA

Hersteller

Vector
Laboratories,
Burlingame,
CA, USA

Vector
Laboratories,
Burlingame,
CA, USA



ANHANG C

78

C.4. Verwendete Puffer und Losungen

Tabelle C.4.

Verwendete Puffer und Lésungen fur die Immunhistolo gie

Puffer / LOsung

Citratpuffer; pH
6,0

Citratpuffer
Stammldsung A

Citratpuffer

Stammlésung B

DAB-LOsung

Phosphad based
saline-Puffer;
PBS-Puffer
(0,01M, pH 7,4)

PBS-Puffer
Stammlosung A

Verwendungszweck

Mikrowellenbehandlung

Herstellen des
Citratpuffers

Herstellen des

Citratpuffers

Farben der Schnitte

Waschvorgang

Herstellen des PBS-
Puffer

Zusammensetzung

18ml Stammlésung A
82ml Stammlésung B
ad 11 H,O

21,019 CGH807 X H20

ad 11 H,O

29,419 CGH5Na307 X2 H20

ad 1l H,O

1 DAB Tablette
15ml PBS-Puffer Losung

(Die Losung wurde 90min im Dunkeln
auf einem Magnetrihrer (Heidolph MR
3001 Magnetruhrer; Heidolph,
Schwabach, Deutschland) vermischt,
gefiltert und in 500ul Portionen bei
-20°C gelagert

8,779 NaCl

900ml H,O

10ml Stammlésung A
40ml Stammldsung B
pH 7,4

27,69 NaH,PO,4
Ad 11 H20
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Puffer / Losung Verwendungszweck

PBS-Puffer Stammlésung B | Herstellen des PBS-Puffer

Zusammensetzung

35,69 Na;HPO42H,0
Ad 11 H20
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