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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das antimikrobielle Peptid LL-37

Das Uberleben des menschlichen Organismus in einer nicht-sterilen Umwelt erfordert
ein einzigartiges Netzwerk an Abwehrmechanismen gegeniiber krankheitserregenden
Mikroorganismen. Da der initiale Kontakt hauptsidchlich an Korperoberflachen, wie
Haut, Lunge, Gastrointestinal- und Urogenitaltrakt, erfolgt, miissen besonders diese
Gewebe iiber spezielle Mechanismen zur Abwehr von pathogenen Mikroorganismen
verfiigen. Mit ca. 400m? stellt der Gastrointestinaltrakt die grofite Oberfliche beim
Menschen dar. Obwohl der Darm in stindigem Kontakt mit Bakterien steht, sowohl der
residenten Mikroflora als auch mit pathogenen Keimen, die durch die Nahrung
aufgenommen wurden, gelangen diese nicht in die Blutbahn des Menschen. Fiir die
Abwehr der Keime spielt die Barrierefunktion der Darmmukosa eine wichtige Rolle.
Neben der Mukosabarriere aus einzelliger Epithelschicht und Muzinschicht, ist das
Immunsystem von groer Bedeutung. Erste, unspezifische Abwehrmechanismen zum
Beispiel durch Fresszellen oder natiirliche Killerzellen, werden durch das angeborene
Immunsystem vermittelt, welches wiederum B- und T-Lymphozyten als Effektorzellen
des erworbenen Immunsystems aktiviert'. Eine weitere Abwehrstrategie des
angeborenen Immunsystems stellt die Produktion endogener Antibiotika, sogenannter
Antimikrobieller Peptide (AMP) dar” °. Diese Gruppe umfasst sehr heterogene
Effektormolekiile, die als mikrobizide Substanzen und in ihrer Funktionsweise als
Entziindungsmediatoren der Bekampfung pathogener Keime dienen und das adaptive
Immunsystem aktivieren*. AMPs werden anhand von strukturellen Merkmalen
kategorisiert. Beim Menschen spielen neben anderen AMPs Cathelicidine und
Defensine eine wichtige Rolle in der Imnmunabwehr. Defensine teilt man aufgrund ihrer
Sekundirstruktur in a- und B-Defensine ein’. Bisher sind 6 a- und 4 B-Defensine
bekannt® ’. Vergleichende Genomanalysen zeigen jedoch, dass im menschlichen Genom
auf dem achten Chromosom Gene fiir 11 a-Defensine zu finden sind. Von diesen 11
Genen werden lediglich 6 exprimiert, wihrend es sich bei den iibrigen 5 wahrscheinlich
um Pseudogene handelt®. a-Defensine wurden in Granula Neutrophiler Granulozyten, in

Paneth Zellen des Diinndarms und in Epithelzellen des weiblichen Urogenitaltrakts
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9,1

nachgewiesen O, wihrend f—Defensine aus Epithelzellen von Lunge, Darm, Niere und

Hoden isoliert werden konnten'’.

Im Gegensatz zu den Defensinen ist fiir die Cathelicidine nur ein kodierendes Gen auf
Chromosom 3 bekannt'', das camp-Gen (cathelicidin antimicrobial peptide). Dieses
Gen kodiert fiir das 18kDa grofle Pria-Pro-Peptid hCAP (human cationic antimicrobial
peptide), welches aus einer hoch konservierten N-terminalen Doméne, dem Cathelin
besteht, das von einem Signalpeptide und dem variablem C-terminalen Anteil, dem LL-

37, flankiert ist 2.

H,N{ 30 residues 101 residues FA 37 residues +COOH
signal . :
gn cathelin domain LL-37
peptide

Abb. 1: schematische Darstellung des hCAP 18. Nach Diirr et al.'

Die bisherigen Erkenntnisse iiber die hochkonservierte Cathelin Doméne sind gering.
Zaiou konnte zeigen, dass humanes Cathelin antimikrobiell gegeniiber E.coli und
Methicillin-resistenten Staphylokokken wirkt und die Proteaseaktivitit von Cathepsin L
hemmt”. Im Schwein jedoch zeigte sich das Gegenteil. Protegrin-3, die Cathelin
Domine im Schwein, bewirkte eine Aktivierung der lysosomalen Cysteinprotease
Cathepsin L', die unter anderem an der Antigenprésentation nach Infektionen beteiligt

15

ist . Diese Gegensitzlichkeit im Wirkmechanismus fithrt Zhu auf strukturelle

Unterschiede zwischen dem Cathelin von Mensch und Schwein zuriick'.

Durch die Abspaltung des Signalpeptides entsteht das Cathelicidin, das als Pro-protein
die Speicherform des antimikrobiellen Peptides darstellt. Um die biologisch aktive
Form des antimikrobiellen Peptides, das LLL-37 zu erreichen, bedarf es einer weiteren
Spaltung des Vorliduferproteins hCAP 18 durch die Serin Protease 3 zwischen Ala 103
und Leu 104'% 17, LL-37, die reife Form des Cathelicidin, ist ein a-helikales Peptid18 aus
37 Aminosdureresten und zeigt ein weites Spektrum an antimikrobieller Aktivitit
gegeniiber Gram-negativen und Gram-positiven Bakterien, Viren, Pilzen und

19-22

Protozoen ™ ™. In in-vitro Studien mit synthetisch hergestelltem LL-37 zeigten sich
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Stamme von E.coli, Klebsiella pneumoniae, Neisseria gonorrhoeae, Enterobacter,
Lactobacillus casei (Dr. D. Rogoll, personliche Mitteilung), A-Streptokokken,
Helicobacter pylorum, Shigellen, Salmonellen und Candida albicans empfindlich

gegeniiber Cathelicidinen® ™.

Die antimikrobielle Aktivitdt des LL-37 wird hauptsdchlich iiber die Ladung des
Peptides vermittelt. In einem Milieu mit neutralem pH-Wert besitzt LL-37 eine positive
Ladung von +6°° und amphipathischen Charakter. Das bedeutet, LL-37 weist in seiner
dreidimensionalen Struktur aufgrund nicht-polarer Seitenketten eine hydrophobe Seite,
andererseits aufgrund polarer, positiv geladener Molekiile auch einen hydrophilen
Anteil auf®. Diese Eigenschaften ermdglichen dem Peptid die Bindung an die negativ
geladenen Oberfldchen von Bakterien und die Einlagerung in Membranen. Die
Interaktion von LL-37 mit Biomembranen hingt aber nicht nur von der Ladung ab, sie
wird auch beeinflusst durch die Lipidzusammensetzung, die Dichte von Membranen
und die Fidhigkeit intermolekulare Wasserstoftbriickenbindungen einzugehen27'30.
Letztendlich ist die Ursache fiir die mikrobizide Wirkung die Membranzerstérung.
Diese wird entweder durch Porenbildung26 erreicht, oder dadurch dass sich das
Cathelicidin parallel zur Membranoberfldche anordnet, einen Teppich bildet und eine
positive Kurvenspannung induziert'> % Aufgrund der mikrobiziden Wirkung sind
Resistenzen gegeniiber Cathelicidinen selten. Einige Mechanismen sind allerdings

34, 35

beschrieben . Dazu zdhlen beispielsweise die Modifikation von Zellwand und

37, 38
und

Zellmembran durch Haemophilus influenzae®®, Staphylococcus aureus
Salmonella entericaBg, die Modifikation des LPS durch Pseudomonas aeruginosas40 und
die Entwicklung von Effluxpumpen durch Gonokokken®. Einen neuen
Resistenzmechanismus gegeniiber antimikrobiellen Peptiden entwickelten Shigellen.
Der genaue Mechanismus ist noch unklar, jedoch zeigt sich eine Beteilung von

Shigellen Plasmid DNA*.

43, 44 .
» 7. Beim

Entdeckt wurde LL-37 in den Neutrophilen Granulozyten des Rinds
Menschen konnte es erstmals aus Knochenmarkzellen isoliert werden®. Es wird von
verschiedenen Immunzellen, wie Natiirlichen Killerzellen, T- und, B-Lymphozyten,
Monozyten*®, Mastzellen'” und unreifen Neutrophilen Granulozyten®® produziert.

hCAP18 wird auBlerdem von den Epithelzellen der Haut49, der Atemwegeso, der
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' des Gastrointestinal- und Urogenitaltrakts®> exprimiert. Im

Konjunktiven
Gastrointestinaltrakt wird LL-37 konstitutiv von den Epithelzellen des Magens®*, den
oberfldchlichen, differenzierten Kolonepithelzellen und den Brunnerdriisen des
Duodenums synthetisiert, nicht aber von den Epithelzellen des Diinndarms oder den
tiefen KolonkryptenSS. AuBerdem findet sich LL-37 im SchweiB™, im Sekret von
MolldrﬁsenSS, Speicheldrﬁsen56, den Brustdriisen’” 58, Hoden und Nebenhoden® ¥ und
im Wundsekret™. Cathelicidin wird demnach sowohl von phagozytiren Zellen, als auch

von den Epithelzellen der Haut und der Schleimhéute synthetisiert und ist damit eine

Strategie des angeborenen Immunsystems in der initialen Abwehr pathogener Keime.

Welche Bedeutung Cathelicidine fiir die Immunabwehr spielen, zeigen Studien an
Miusen. Das Mausmodell eignet sich gut fiir Untersuchungen und Experimente, die
sich mit der Expression des Cathelicidin befassen, da Miuse, wie Menschen, ein
einziges Cathelicidin, das cathelin related antimicrobial peptide (CRAMP) genannt
wird, besitzen®’. Miuse, die kein CRAMP besitzen, sind anfélliger gegeniiber
Infektionen der Haut mit A-Streptokokken®®. Diese Anfilligkeit fiihrt Nizet darauf
zuriick, dass die Neutrophilen Granulozyten unféhig sind, Bakterien abzutoten. Auch im
Kampf gegen intrazelluldre Salmonella typhimurium spielt CRAMP eine Rolle, da von
Makrophagen gebildetes CRAMP die Zellteilung der Bakterien hemmt®. CRAMP-
defiziente Maiuse, die oral mit Citrobacter rodentium infiziert wurden, zeigen im
Vergleich zu Wildtyp Méusen eine stirkere Besiedelung des Kolon, eine vermehrte

Zellschidigung und gesteigerte systemische Dissemination®.

Auch beim Menschen spielen Cathelicidine bei vielen Krankheitsbildern eine Rolle. Die
meisten sind mit einer erhohten Expression des LL-37 verbunden, was als Stimulation

des Immunsystems interpretiert werden kann.

In der Pathogenese entziindlicher Dermatosen ist Cathelicidin ein Faktor®. In Lisionen
von Patienten, die an Rosazea oder Psoriasis leiden, zeigt sich ein erhohtes Niveau an
LL-37% %, das an der Aufrechterhaltung der Entziindungsreaktion beteiligt ist. Eine
gesteigerte Expression von LL-37 zeigen auch Keratinozyten, die mit kutanen

Papillomaviren befallen sind®’. Patienten mit atopischem Ekzem sind aufgrund der
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verminderten Expression von LL-37% anfillig fiir bakterielle Infektionen der Haut. Ein
Mangel an LL-37 im Speichel und im Plasma ist verantwortlich fiir schwere
Gingivitiden und Peridontitiden, die Patienten entwickeln, die an der schweren

angeborenen Neutropenie, Morbus Kostmann, leiden 69

Die rdumliche Konformation des Cathelicidins, die fur die antimikrobielle Aktivitiat des
Peptides wichtig ist, hingt vom Salzgehalt des umgebenden Milieus ab’’. Bei Patienten
mit Cystischer Fibrose kommt es aufgrund der hohen Ionenkonzentrationen zur
Inaktivierung von AMPs. Ein Xenograftmodell der Cystischen Fibrose zeigte, dass eine
vierfache Uberexpression des LL-37 die Infektionsrate senken und die Besiedlung mit
Pseudomonas aeruginosa und Staphylococcus aureus auf ein normales Niveau

reduzieren konnte’'.

Eine Infektion der Lunge mit Mycobacterium tuberculosis bewirkt eine erhohte
Expression und  Produktion von LL-37 in  Lungenepithelzellen und
Alveolarmakrophagen. Da aber in tuberkulosen Granulomen keine erhohte LL-37
Expression gefunden werden konnte, spielt das Cathelicidin wahrscheinlich nur

wihrend der frithen Phase einer Infektion eine Rolle’>.

Nicht nur an der Haut und in der Lunge bedarf es einer stindigen Auseinandersetzung
mit potentiell pathogenen Keimen, auch im Urogenital- und Gastrointestinaltrakt

tibernehmen Cathelicidine eine wichtige Schutzfunktion gegen Eindringlinge.

Chromek zeigte, dass Cathelicidin von den Epithelzellen der ableitenden Harnwege
exprimiert wird. Nach Kontakt mit E.coli wird innerhalb von Minuten LL-37 sezerniert,
so dass eine Invasion von Bakterien vermieden und die ableitenden Harnwege steril
gehalten werden konnen’™ "*. Auch an der gastrointestinalen Immunabwehr sind
Cathelicidine beteiligt. Infektionen mit Helicobacter pylori und Shigellen kommen
weltweit vor. Gegen Helicobacter pylori wirken Cathelicidine bakterizid und sind an
der Abwehr des Bakteriums involviert**. Fiir die Pathogenese der Shigellen Dysenterie
spielt die Reduktion des LL-37 eine Rolle. Shigellen kénnen, um ihr eigenes Uberleben
zu sichern, die Expression des LL-37 herabsetzen. Islam zeigte, dass Shigellen iiber die
Freisetzung von Plasmid DNA befihigt sind, die Expression des Cathelicidins zu

hemmen und dadurch in Epithelzellen einzudringen42.
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Nicht nur bei infektiosen Erkrankungen des Magendarmtrakts, auch bei chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen zeigt sich ein heterogenes Bild der LL-37 Expression.
In Biopsien von Patienten mit Colitis ulcerosa zeigte sich eine erhohte Expression des
LL-37. In Biopsien von Patienten mit Morbus Crohn dagegen konnte diese weder in

. . . . . . 75-7
entziindeten noch in nicht-entziindeten Darmabschnitten nachgewiesen werden 78,

Die Uberexpression von LL-37 bewahrte Miuse, die LPS oder E.coli injiziert bekamen,
vor dem septischen Schock. Die protektive Wirkung des Cathelicidins wurde nicht nur
auf seine mikrobiziden Eigenschaften zuriickgefiihrt, sondern es zeigte sich auch, dass

LL-37 LPS binden und neutralisieren kann’> 2.

Die Entdeckung, dass Cathelicidine neben ihrer antimikrobiellen Aktivitit weitere
Funktionen in der Immunabwehr erfiillen, fithrte zu einem weit komplexeren Bild iiber

AMPs als anfangs vermutet.

Cathelicidine wirken in-vitro chemotaktisch auf Monozyten, Neutrophile, Mastzellen
und CD4 positive T-Zellen®> *. Die chemotaktische Wirkung auf Neutrophile,
Monozyten und T-Zellen wird durch den FPRL1-Rezeptor (Formyl peptide receptor—
like 1) vermittelt. Die Wirkung auf Mastzellen wird bei Ratten iiber eine G-Protein
gekoppelte Signalkaskade vermittelt, die zu einer Aktivierung des MAP-Kinase
Signalweges fiihrt*>. Der membranstindige Rezeptor ist jedoch bisher nicht
identifiziert™. Interessanterweise stellen Mastzellen nicht nur das Ziel von LL-37 dar,
sondern auch eine Ressource. LL-37 induziert die Ausschiittung von Histamin® und
tragt als zellulire Komponente der Mastzellen zur Abtdtung der Mikroben in den
Phagosomen bei'’. Auch bei der Phagozytose-unabhingigen antimikrobiellen Aktivitiit

von Mastzellen ist LL-37 beteiligt86.

Neben seiner direkten antimikrobiellen und chemotaktischen Funktion stellt
Cathelicidin ein integrierendes Element in der Verbindung zwischen angeborener und
erworbener Immunitit dar4, indem es die Differenzierung dendritischer Zellen
moduliert®’. Nach Stimulation mit LL-37 zeigen dendritische Zellen eine erhohte
phagozytotische Kapazitit, ein verdndertes Expressionsmuster an
Oberflichenmolekiilen und eine verstirkte Sekretion von Zytokinen, die die Th-1

Antwort induzieren®’.
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Die Mechanismen, die der Regulation des LL-37 zugrunde liegen, sind noch unklar.
Uber welche Rezeptoren das Cathelicidin seine Wirkung ausiibt und iiber welche

Signalkaskaden es selbst aktiviert wird, ist bisher wenig bekannt.

Die chemotaktische Wirkung des Cathelicidins wird iiber den FPRLI1-Rezeptor
vermittelt. Dieser findet sich nicht nur auf Neutrophilen, Monozyten und T-Zellen,
sondern auch auf Endothelzellen. Uber den von Endothelzellen exprimierten FPRLI-
Rezeptor wirkt LL-37 vasodilatatorisch®, fordert die Angiogenese und die

Neovaskularisation®” *°

und ist an der Re-epithelialisierung von Wunden beteiligt’.
Uber den FPRL1-Rezeptor ist das Cathelicidin zudem fihig, die Proliferation von
Epithelzellen zu stimulieren’”. In Mammakarzinomen findet sich neben einer
vermehrten Expression dieses Rezeptors auch eine vermehrte Expression des LL-37%,

was sich ebenso in Lungen- und Ovarialkarzinomen beobachten Lisst” >,

Weitere Rezeptoren, die LL-37 aktiviert, sind neben dem FPRL1-Rezeptor, der EGFR”
und P2X7—Rezeptor96. Das Cathelicidin stimuliert die Sekretion von Interleukin (IL) 8 in
respiratorischen Epithelzellen unter Beteiligung des EGFR und des MEK/ERK
Signalweges”. Uber den purinergen Rezeptor P2X; induziert LL-37 die Sekretion und
Reifung von IL-1B in Monozyten®®. Ebenso beeinflusst LL-37 Toll-dhnliche Rezeptoren
(TLR) in immunkompetenten Zellen und fiihrt zu einem verdnderten Muster der

Zytokin Antwort’’.

Ein wichtiger molekularer Mechanismus, iiber den Cathelicidine einerseits die
Immunantwort in Monozyten”®, Neutrophilen® und Keratinozyten'® modulieren,
andererseits aber selbst aktiviert werden, ist die Signaltransduktion iiber Mitogen-
aktivierte Protein-Kinasen, ndamlich ERK1/2 (extracellular signal-regulated Kkinase 1/2)
und p38. (mitogen activated protein, MAP, bzw. mitogen/extracellular regulated protein
kinase, MEK/ERK). Mitogen aktivierte Proteinkinasen sind eine Gruppe von
Serin/Threonin-Kinasen, die als Antwort auf extrazellulire Stimuli durch
Phosphorylierung an zwei Stellen, einem Threonin- und einem Tyrosin-Rest, aktiviert
werden. Aktivierte MAP-Kinasen phosphorylieren im Zellkern Transkriptionsfaktoren
und regulieren dadurch die Transkription'”'. Die MAP-Kinasen ERK1 und ERK2

aktivieren hauptsidchlich Gene, die das Zellwachstum und die Zelldifferenzierung
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regeln. Die Kinase p38 reguliert Gene, die fiir Apoptose und Entziindung verantwortlich
sind'*.

Uber den MAP-Kinase Signalweg wird die Expression von LL-37 in Kolonepithelzellen
induziert'®. Ein auslosender Stimulus ist die kurzkettige Fettsiure Butyrat'®"'®.
Abgesehen von Butyrat konnten bisher erst wenige Stimuli gefunden werden, die die
Expression von LL-37 induzieren. Weder die typischen Entziindungsmediatoren TNF-a.,
IFN-a, IFN-y, IL-1a, 1L-4, IL-6, IL-12 und IL-13, noch Membranbestandteil von
Mikroben steigern die Expression von Cathelicidinen in den Epithelzellen von Haut und
Kolon?* '™, Erst seit neuestem ist bekannt, dass eine Behandlung mit dem
Arachidonsédurederivat Leukotrien B4 sowohl in Lungenepithelzellen von Méusen, als
auch in menschlichen Neutrophilen Granulozyten zu einer vermehrten Expression von

LL-37 fiihrt und zudem eine antivirale Aktivitit gegen Influenzaviren vermittelt'*.

Die Steigerung der camp-Expression durch Butyrat wird iiber den Signalweg
MEK/ERK vermittelt. Welche Rezeptoren bei der Signaliibertragung eine Rolle spielen,
ist derzeit Gegenstand der Forschung. Neue Ergebnisse weisen auf die Bedeutung des

Vitamin D-Rezeptors hin'"”.

1.2 Das Steroidhormon Vitamin D;

Vitamin D wurde zundchst in Zusammenhang mit der Regulierung des
Knochenstoffwechsels und der Beeinflussung von Calcium- und Phosphatspiegeln im
Korper gebracht. Die Annahme, Rachitis sei durch einen Mangel an Néhrstoffen
ausgelost, fithrte Sir Edward Mellanby 1919 zur Entdeckung einer fettloslichen

Substanz in der Fischleberlog, dem Vitamin D.

In den letzten beiden Jahrzehnten erkannte man jedoch, dass Vitamin D eine weitaus
grofere Rolle im Korper spielt und neben dem Knochenstoffwechsel und der
Calciumhomoostase auch die Zelldifferenzierung, das Zellwachstums, das

. 109-111
Immunsystem und andere hormonale Systeme beeinflusst'® "',

Vitamin D3 selbst ist biologisch inaktiv und muss durch mehrere Schritte in die

hormonell aktive Form, 1,25(OH),;Ds auch Calcitriol genannt, umgewandelt werden.
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Obwohl Vitamin D3 in verschiedenen Nahrungsmitteln, hauptsdchlich in fettreichen
Fischarten, im Fischlebertran und in Eiern, enthalten ist, stellt die Haut die Hauptquelle
bei der Synthese von Vitamin D3 dar. Bestrahlung der Haut mit UV-Licht (270-300 nM
Wellenldange) katalysiert den ersten Schritt in der Biosynthese von Vitamin Ds, die
Umwandlung von 7-Dehydrocholesterol in Pri-Vitamin D3, das temperaturabhédngig zu

Vitamin Dj isomerisiert!!?

. Da Vitamin D3 und seine Metaboliten lipophile Molekiile
sind, miissen sie in der Blutbahn an Transportproteine gebunden sein, um zu den
Zielgeweben zu gelangen. Die wichtigsten Transportproteine sind die Vitamin D-
bindenden Proteine (DBP). Albumin und Lipoproteine spielen fiir den Transport eine

untergeordnete Rolle'?

. Der erste Schritt, um die biologisch aktive Form, 1,25(0OH),D3,
zu erhalten, erfolgt in der Leber. Vitamin D3, auch Cholecalciferol genannt, wird dort
durch das Enzym 25-Hydroxylase hydroxyliert. Das dadurch gebildete 25-
Hydroxycholecalciferol, 25(OH)Ds, wird in einem zweiten Schritt in den proximalen
Tubuluszellen der Niere durch das Enzym lo-Hydroxylase in das hormonell aktive
Secosteroid 1,25(OH),Ds3, auch Calcitriol genannt, iiberfiihrt. Die beiden notwendigen
Enzyme 25-Hydroxylase und lo-Hydroxylase werden durch die Gene CYP27Al

beziehungsweise CYP27B1 kodiert.

Der Abbau des hormonell aktiven 1,25(OH),D3 geschieht in den Zielgeweben durch das
Cytochrom P450 Enzym 25-Hydroxyvitamin D 24-Hydroxylase, das durch das Gen
CYP24A1 kodiert wird".
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1 —_— [
H = skin
Ho”
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liver
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Abb. 2: Vitamin D; — Synthese, Metabolisierung und Abbau. Vitamin D; wird in der Haut durch
photolytische Aktivierung des 7-Dehydrocholesterols produziert. Von dort wird es gebunden an das
Vitamin D-bindende Protein (DBP) iiber die Blutbahn in die Leber transportiert, wo es in 25-
Hydroxyvitamin D; umgewandelt wird. Als letzter Schritt der Metabolisierung erfolgt - hauptsichlich in
der Niere — die Hydroxylierung zu 1,25(OH),D;, der hormonell aktiven Form des Vitamin Ds;. In den
Zielgeweben wird Calcitriol durch das Enzym 24-Hydroxylase abgebaut. Nach Dusso et al.'"

Das Enzym lo-Hydroyxlase, welches 25-Hydroxycholecalciferol in das hormonell
aktive 1,25(0OH),D5 iiberfiihrt, kommt nicht nur in der Niere vor, sondern ist auch
extrarenal in verschiedenen Geweben lokalisiert. Es findet sich in Dickdarm, Gehirn,
Plazenta, Pankreas, Lymphknoten und der Haut, wo Calcitriol autokrin und parakrin auf
die Gewebe wirkt'">. Auch Makrophagen und dendritische Zellen exprimieren das
Enzym la-Hydroxylase und sind in der Lage, 1,25(OH),D3; zu synthetisieren und zu
sezernieren''° ', In Makrophagen wurde Interferon-y als ein stimulierender Faktor

identifiziert'"”.

Die meisten biologischen Wirkungen, die 1,25(OH),Ds erfiillt, werden durch den

114

Vitamin Ds-Rezeptor vermittelt, einem nukledren Hormonrezeptor . Der Vitamin D-

Rezeptor (VDR) ist ein ligandenabhéngiger Transkriptionsfaktor und gehort zur Familie

10



Einleitung

. 11
der Steroidhormonrezeptoren''®.

Steroidhormonrezeptoren, wie der VDR, sind aus
funktionellen Doménen aufgebaut. Sie besitzen eine DNA-Bindungsdomine, die zwei
Zinkfinger-Motive enthilt, die die Bindung des Rezeptors an die DNA erméglichen. Die
spezifische Bindestelle fiir das Hormon ist die Ligandenbindungsdoméne. AuB3erdem
besitzen Steroidhormonrezeptoren eine N-terminale Domine, deren Funktion noch
unklar  ist, eine  hinge-Region  als  Verbindungsdomidne und  eine
Transaktivierungsdomiine am C-terminalen Ende''* '". Bindet die aktive Form des
Vitamin D3 das Calcitriol an den VDR, bewirkt dies eine Konformationidnderung des
Rezeptors, die zu einer Heterodimerisation mit dem Retinoid X-Rezeptor (RXR)
(Retinsdurerezeptor) fithrt. Der entstandene VDR-RXR Komplex kann nun an
spezifische Nukleotidsequenzen der DNA binden. Er interagiert mit Vitamin D
Response Elementen (VDRE) in den Promotorregionen der entsprechenden Gene, die
sowohl als positive als auch als negative Regulatoren der Transkription ausgebildet sein

N 120
konnen .

Neben diesem ,,genomischen Wirkprinzip, das die Aktivierung des nukledren VDR mit
nachfolgender Transkription und Translation erfordert, sind auch ,,nicht-genomische*
Effekte des 1,25(0OH),Ds bekannt, die innerhalb von Sekunden bis Minuten auftreten.
Zu den nicht-genomischen Wirkungen des Vitamin Ds; gehort unter anderem die
schnelle Ca>* Resorption aus dem Diinndarm, die durch einen membranstindigen VDR

vermittelt wird'*'"'%.

Die meisten Wirkungen, die Vitamin D vermittelt, werden iiber den nukledren Vitamin
D-Rezeptor vermittelt. Die Entdeckung, dass der VDR in Antigen prisentierenden
Zellen, wie Makrophagen und dendritischen Zellen, konstitutiv exprimiert wird und
seine Expression in Lymphozyten induzierbar ist, weist auf eine Beteiligung des

Vitamin D5 bei der Immunabwehr hin''!,

Die Auswirkungen des 1,25(0OH),D; auf das Immunsystem betreffen insbesondere T-
Lymphozyten. VDR Agonisten konnen iiber die Modulation der Zytokinproduktion T-
Zellen beeinflussen. T-Helfer-Zellen werden in zwei Gruppen eingeteilt, die Ty1-Zellen
und Ty2 Zellen. Tyl Zellen aktivieren durch die Ausschiittung von IL-2, TNF-o und

IFN-vy die zelluldire Immunantwort. Ty2 Zellen produzieren vor allem IL-4, IL-6 und IL-

11



Einleitung

10 und beeinflussen iiber die Aktivierung von B-Zellen mit konsekutiver
Antikorperproduktion die  humorale Immunanwort'>*,  Die Tyl vermittelte
Immunabwehr ist wichtig fiir die Bekdmpfung von Tumorzellen und intrazellulidren
Pathogenen, beispielsweise Viren, die Ty2 Antwort ist involviert an der Abwehr von
extrazelluldren Pathogenen, wie den meisten Bakterien und Parasiten. Die T-Zellantwort
kann durch Vitamin D; reguliert werden. Uber die Beeinflussung der Zytokine hemmen
VDR Agonisten die Entwicklung von Tyl Zellen und begiinstigen die Ty2 vermittelte

125-127 " Dieser immunmodulatorische Effekt des Calcitriols wurde in

Immunantwort
einem Versuch mit Maiusen bereits zur Therapie chronisch entziindlicher
Darmerkrankungen genutztng, Fir diese Autoimmunerkrankungen, die mit einem
Ungleichgewicht zwischen Tyl Zellen, die gegen korpereigene Strukturen gerichtet

sind, und Ty2 Zellen einhergehen, sind Vitamin D3 und der VDR von Bedeutunglzg.

Die Beeinflussung der T-Zell-vermittelten Immunantwort durch 1,25(OH),D3; und die
Moglichkeit von immunkompetenten Zellen, wie T-Zellen, Makrophagen und
dendritischen Zellen, Calcitriol zu synthetisieren und abzubauen, ldsst auf eine wichtige

Rolle des Vitamin Dj fiir das Immunsytem schlie3en.

1.3 Die kurzkettige Fettsaure Butyrat

Neben den vielfiltigen Aufgaben, die das Vitamin D3 System im Organismus erfiillt, ist
der Vitamin D-Rezeptor auch an der Steigerung des Cathelicidin Gens camp beteiligt'"’.
Dabei stellt Butyrat einen Stimulus fiir die Induktion der Genexpression dar'®. Butyrat
ist eine kurzkettige Fettsdure (SCFA), die durch bakterielle Fermentation unverdaulicher
Kohlenhydrate im Kolon entsteht'*’. Die Funktionen, die Butyrat im menschlichen
Kolon erfiillt, sind vielfiltig. Neben seiner Rolle als Energiequelle, wirkt Butyrat auf die
intestinale Barriere, ist am Abbau von oxidativem Stress beteiligt und hat auf

Kolonzellen antientziindliches und antikarzinogenes Potential'*".

In einer 2003 veroffentlichten Studie wurde der priaventive Effekt einer
ballaststoffreichen Erndhrung bestitigt. Je ballaststoffreicher sich die Probanden
ernihrten, desto geringer war die Inzidenz des kolorektalen Karzinoms'*>. Diese
Erkenntnisse intensivierten die Suche nach den zugrundeliegenden Mechanismen, um

zu entschliisseln, wie Ballaststoffe auf die Schleimhaut des Darms wirken. Ballaststoffe

12



Einleitung

sind unverdauliche pflanzliche Nahrungsbestandteile, meist Polysaccharide, die durch
die Enzyme des Diinndarms nicht gespalten werden konnen und im Kolon von
Anaerobiern fermentiert werden. Butyrat liegt als schwache Sédure zu mehr als 90% in
anionischer, dissozierter Form im Lumen vor'*. 95-99% der SCFA werden rasch aus

134

dem Lumen absorbiert . Die Aufnahme aus dem Lumen durch die apikale Membran

der Kolonepithelzellen erfolgt entweder durch aktiven Transport der dissozierten Form

135, 136 4137, 138
O;

mittels des SCFA-Transporters , im Austausch gegen HC , oder als
Diffusion der undissozierten, lipidloslichen Form des Butyrats'*’. Die Mehrheit des
absorbierten Butyrats wird in den Kolonepithelzellen metabolisiert, nur wenig gelangt

mit dem Blut zur Pfortader'*" '*°.

In gesunden Kolonepithelzellen erhoht Butyrat in den basalen Krypten die
Proliferationsrate. Da physiologisch die Zellteilung auf die basalen Kolonkrypten
begrenzt ist, wird angenommen, dass Butyrat die physiologischen Proliferationsmuster
stimuliert** '*°. Auf Kolonkarzinomzellen hingegen besitzt Butyrat eine kontrire
Wirkung. In in-vitro Versuchen induziert Butyrat die Apoptose, inhibiert die
Proliferation und induziert die Zelldifferenzierung'*'"'**. Die Zelldifferenzierung, die in
kolorektalen Karzinomzellen durch Butyrat hervorgerufen wird, ist vergesellschaftet mit
der Hochregulierung des Vitamin D-Rezeptors (VDR). Butyrat und Vitamin D3 besitzen
hinsichtlich der Zelldifferenzierung synergetische Effekte, da Butyrat den VDR
hochreguliert, Vitamin Ds; daran bindet und iiber Zellzyklusregulatoren die

Zelldifferenzierung beeinflusst'* .

Diese gegensitzlichen Effekte, die Butyrat auf normale und neoplastische
Kolonepithelzellen ausiibt, werden als ,,Butyrat-Paradox‘ bezeichnet'*” '*?. Csordas
erkldrt das Butyrat-Paradox durch die unterschiedlichen intrazelluldren Konzentrationen
von Butyrat innerhalb der Kolonkrypten, die aufgrund der unterschiedlichen Absorption

und dem intrazelluliren Metabolismus von Butyrat entstehen'’.

Der Einfluss von Butyrat auf die Zellfunktion beruht auf der Regulation der
Genexpression. Eine Vielzahl von Verdnderungen im Zellkern, wie die
Hyperacetylierung von Histonen und Nichthiston-Proteinen, die Inhibition der Histon-

Phosphorylierung und die Methylierung der DNA, werden auf Butyrat zuriickgefiihrt'**"
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132 Eine Acetylierung von Histonen neutralisiert den positiv geladenen Lysinrest am N-

terminalen Ende und verringert dadurch die Affinitéit der Histone zur negativ geladenen
DNA. Durch die Auflockerung der Chromatinstruktur wird den Transkriptionsfaktoren
der Zugang zur nukleosomalen DNA erleichtert und die Genexpression aktiviert'>.
Zweil Enzyme sind fiir die Hyperacetylierung von Histonen von Bedeutung. Sie
resultiert aus der Aktivierung der Histonacetyltransferase (HAT) und der Inhibition der
Histondeacetylase (HDAC)"™. Butyrat stellt einen Inhibitor der Histondeacetylase
(HDAC) dar'> °® und steigert die Genexpression einer Vielzahl von Genen. Stirker als
andere kurzkettige Fettsduren, zum Beispiel Propionat oder Acetat, induziert Butyrat die

Expression des Cathelicidins LL-37'" %,

Diese Erkenntnis nutzte Raqib fiir seine Studie. Er infizierte Kaninchen mit Shigellen,
die, wie Islam fiir den Menschen bereits zeigte42, in der Lage sind, die Expression von
Cathelicidinen in den Epithelzellen des Rektums herabzusetzen. Nach einer 24
stiindigen oralen Behandlung mit Butyrat verbesserte sich die klinische Symptomatik
der Kaninchen im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe. Aulerdem reduzierte
die Behandlung mit Butyrat die Zahl der infektiosen Bakterien im Stuhl und induzierte
die Expression von hCAP in den Epithelzellen'”’. Diese Studie zeigt, dass Butyrat bei
der Infektion mit Shigellen durch eine vermehrte Synthese von LL-37 einen

therapeutischen Effekt hat.

Kurzkettige Fettsduren, insbesondere Butyrat, sind fiir die Expression antimikrobieller
Peptide bedeutend. Sie sind somit an der Aufrechterhaltung der intestinalen Barriere
und der Abwehr von pathogenen Keimen beteiligt, und nehmen eine

immunmodulatorische Funktion im Gastrointestinaltrakt ein.
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1.4 Das Erniahrungssupplement Intestamin®

Fiir die Abwehr pathogener Keime im Darm bedarf es der Verflechtung mehrerer
Verteidigungsstrategien des Immunsystems. Neben der Produktion antimikrobieller
Peptide, die zum einen direkt mikrobizid auf Keime wirken, zum anderen in der Lage
sind, das adaptive Immunsystem zu aktivieren, bildet die Barrierefunktion der Mukosa

die Grundlage fiir die Abwehr von Mikroben im Darm.

Die Barrierefunktion wird unter anderem durch die einzellige Epithelschicht von
Enterozyten bzw. Kolonozyten gebildet. Da diese Zellen den Hauptanteil ihres Energie-

131, 158 . .
’ 8, ist die Zufuhr enteraler

und Nihrstoffbedarfs aus dem Darminhalt gewinnen
Nahrung fiir ihre Funktion unerldsslich. Nahrstoffmangel fiihrt zur Atrophie der

Darmmukosa und zum Zusammenbruch der intestinalen Barrierefunktion.

Der Zusammenbruch der Mukosabarriere und die Translokation von Bakterien'> sind
fir infektiose Komplikationen nach groen chirurgischen Eingriffen und bei
schwerkranken Patienten verantwortlich. Die herabgesetzte Darmmotilitét, die fehlende
Integritdit der Mukosabarriere mit erhohter Permeabilitit und die eingeschrinkte
Immunfunktion sind priadisponierende Faktoren, die zur Entstehung einer Sepsis, eines
systemischen Inflammations-Response-Syndroms (SIRS) oder eines mutiplen Organ-
Dysfunktions-Syndroms (MODS) beitragen'® '®'. Zusiitzlich wird dem Darm dieser
schwerkranken Patienten durch die medizinische Behandlung, die oftmals eine
antibiotische Therapie und womoglich auch eine maschinelle Beatmung beinhaltet,
Schaden zugefiigt. Der Nihrboden fiir Infektionen mit Clostridium difficile wird durch

eine antibiotische Therapie bereitet'®*

. Die mechanische Beatmung verringert die
Perfusion im Splanchnikusgebiet und fiihrt zu einer weiteren ischdmischen Schidigung

der Enterozyten163.

Um diesen Kreislauf zu unterbrechen, ist die frithzeitige enterale Erndhrung von
schwerkranken Patienten entscheidend. Neben enteralen Nihrstofflosungen, die
hauptsichlich der Energiezufuhr dienen, gibt es seit mehreren Jahren spezielle Priparate
zur enteralen Immuno- bzw. Pharmakonutrition. Unter den Begriffen Pharmakonutrition
und Immunonutrition wird die enterale Zufuhr von Schliisselsubstraten fiir bestimmte
Zell- und Organfunktionen zusammengefasst, die auf die Stabilisierung des

Stoffwechsels und die Beeinflussung einzelner Organ- und Zellfunktionen abzielen'®*.
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Ein Prédparat zur Pharmakonutrition stellt Intestamin® (Fresenius Kabi) dar. Intestamin®
wird als Erndhrungssupplement fiir kritisch kranke Intensivpatienten mit
eingeschriankter Verdauungsleistung und kritischer Stoffwechsellage angewandt. Diese
Patienten sind nach groBlen gastrointestinalen Operationen, schweren Traumata oder
einer akuter Pankreatitis besonders gefidhrdet, an einer Sepsis, einem systemischen
Inflammations-Response-Syndrom (SIRS) oder einem multiplen Organ-Dysfunktions-

Syndrom (MODS) zu erkranken.

Da Intestamin® ballaststofffrei ist, kann es postoperativ friih eingesetzt werden und die
Vulnerabilitit des Darms gegeniiber pathogenen Keimen, Ischamie und
Reperfusionsschiden kann verringert werden. Das Priparat setzt sich aus Glutamin,
Tributyrin, Zink, Selen, p-Carotin, Vitamin E und Vitamin C zusammen. Glutamin ist
eine nicht-essentielle Aminosiure, die intrazelluldr in freier Form vorliegt. Der grofte
Anteil des im Koérper vorkommenden Glutamins findet sich im Skelettmuskel'®. Als
Substrat fiir Lymphozyten und Makrophagen hat Glutamin Einfluss auf das

166-168
Immunsystem

und ist als Energiequelle fiir die Enterozyten des Diinndarms und
die Kolonozyten fiir den Darm von Bedeutung'® '"°. Es konnte gezeigt werden, dass
die postoperative Verabreichung von Glutamin die intestinale Barriere aufrechterhilt
und die Permeabilitit reduzieren kann'’'. Studien, die die bakterielle Translokation von

Bakterien untersuchten, kamen zu unterschiedlichen Ergebnissen. In einer zeigte

172 173

Glutamin diesbeziiglich einen praventiven Effekt '“, in einer anderen nicht .

Desweiteren enthilt Intestamin® Tributyrin und Antioxidantien. Tributyrin ist ein
Triglyzerid aus drei Molekiilen Butyrat verestert mit Glycol, das nach Hydrolyse durch
pankreatische und gastrische Lipasen zu Butyrat abgebaut wird'”*. Es kann, als Vorstufe
des Butyrat, oral verabreicht werden'”” und wird von den Patienten gut vertragen174.
Antioxidantien wie Zink, Selen, B-Carotin, Vitamin E und Vitamin C schiitzen vor
oxidativem Stress. Als Abwehrstrategie gegen Mikroben, generiert der Korper
Sauerstoffradikale aus Wasserstoffsuperoxid (H,0,). Freie Sauerstoffradikale konnen
aber auch bei der Reperfusion ischdmischer Organe oder im Rahmen einer
Entziindungsreaktion entstehen. Damit sie nicht korpereigene Strukturen schédigen,
indem sie beispielsweise DNA-Schédden verursachen und zum Zelltod fiihren, benétigt

der Organismus antioxidative Substrate, die die Sauerstoffradikale aufnehmen konnen.
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Intestamin® wird bei schwer kranken Patienten und in der frithen postoperativen Phase
eingesetzt. Verabreicht wird es iiber eine nasogastrale oder nasojejunale Sonde oder eine
Jejunostomie in einer Menge von 500 ml pro Tag. In klinischen Studien konnte die gute

Vertriglichkeit des Priiparats nachgewiesen werden' ®'"

. Ebenso konnte gezeigt
werden, dass das Priparat vom Korper aufgenommen und verstoffwechselt wird"®. Die
Serumlevel von Glutamin und Butyrat und die der Antioxidantien Vitamin C, E und p—
Carotin stiegen nach Gabe von Intestamin® an. Zink und Selen allerdings stiegen im
Serum im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrollgruppe nicht an'®'. In einer
kiirzlich veroffentlichten Studie konnte gezeigt werden, dass die Gabe von Intestamin®
an Patienten mit Sepsis die Organfunktion verbesserte, auf sekundire Infektionen oder

Komplikationen jedoch keinen Einfluss hatte'®.

Welche Effekte Intestamin® auf den Korper hat und iiber welche Mechanismen es auf
den Organismus wirkt, ist bisher noch unklar. Die Einzelsubstanzen, aus denen
Intestamin® besteht, wurden in-vitro und in-vivo oftmals untersucht, nicht jedoch ihre
Kombination in Form des Priiparats Intestamin®. Welche Auswirkungen Intestamin® auf
zelluldrer Ebene hat, und ob es moglicherweise Auswirkung auf das lokale Immunsytem
des Darms hat und die Expression antimikrobieller Peptide beeinflussen kann, war

bisher noch nicht Gegenstand der Forschung.

1.5 Zielsetzung der vorliegenden Dissertation

Die Epithelzellen des Kolons, die in stindigem Kontakt mit einer Vielzahl von
Bakterien stehen, verfiigen iiber spezielle Strategien zur Abwehr pathogener Keime im
Darm. Als Barriere dient die einzellige Epithelschicht, die, ausgestattet mit
Effektormolekiilen wie antimikrobiellen Peptiden, gegen Mikroben Widerstand leistet.
Das Wissen iiber die Faktoren, die die Synthese antimikrobieller Peptide, insbesondere

des humanen Cathelicidins LL-37, beeinflussen, ist bisher noch liickenhaft.

In der vorliegenden Arbeit sollten die Auswirkungen von 1,25(OH),D;, Butyrat und
Intestamin® auf die Expression des camp-Gens anhand von in-vitro Experimenten mit
Kolonepithelzellen analysiert werden. Nach Stimulation der Kolonepithelzellen HT 29,

T 84, SW 480, SW 620 und GEKI 02 mit den genannten Substanzen wurde die
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Expression des camp-Gens bestimmt. Nach der Dosisfindungsstudie wurde zudem
untersucht, ob eine Co-Stimulation der Zellen mit 1,25(OH),D3; plus Butyrat, bzw.
Intestamin® plus Butyrat eine weitere Beeinflussung der Genexpression im Vergleich

zur Einzelsubstanz bewirken kann.

Ein weiteres Ziel der Arbeit war die Ergriindung intrazelluldrer Signalwege, die an der
Regulation des LL-37 beteiligt sind. Bei der Induktion der camp-Expression durch
Butyrat spielt der Signalweg MEK/ERK eine Rolle'®. Ob die Signaltransduktion iiber
den MEK/ERK-Weg fiir den Einfluss von Vitamin D; und Intestamin® auf das

Cathelicidin LL-37 von Bedeutung ist, war Gegenstand der vorliegenden Untersuchung.

Zudem wurde gepriift, ob sich die Stimulation der Kolonepithelzellen HT 29 mit

Vitamin D3 und Butyrat auf ihre antimikrobielle Aktivitidt gegeniiber E.coli auswirkt.
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2  Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerite

Abzug Kottermann, Uetze-Hénigsen, Dtl.
Brutschrank HeraCell Hereus, Hanau, Dtl.

Gefrierschrank

-80° C Forma Scientific, Marjetta, Ohio, USA
-20°C Liebherr, Ochsenhausen, Dtl.

Gene Amp®PCR-System 9700 Applied Biosystems PE, Darmstadt, Dtl.
iCycler™iQ BioRad, Miinchen, Dtl.

Lyophile (Gefriertrockner)

Christ-Alpha2-4, Christ, Osterode, Dtl.

Neubauer-Zdhlkammer Bright Line 10 ul

Schott Glas, Mainz, Dtl.

Photometer Ultrospect 2100 Pro

Amersham, Bioscience, Freiburg, Dtl.

Pipetten (10,20,100,200,1000 ul)

Eppendorf, Hamburg, Dtl.

Pipettierhilfe Pipettboy acu

Integra Bioscience, Fernwald, Dtl.

Quarzkiivette 100 pl

Hellma, Miihlheim, Dtl.

Sterilwerkbank Gelaire BSB 4

Bioflow Technik, Meckenheim, Dtl.

Vortexer :

JK MS2 Minishaker IKA®, Wilmington, North Carolina, USA
Heidolph REAX 2000 Heidolph, Schwabach, Dtl.

Zentrifugen:

Biofuge Fresco

Micro Centrifuge

Heraeus, Hanau, Dtl.

Sigma®-Aldrich, Steinheim, Dtl.

19




Material und Methoden

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Optical-Caps (8Caps/Stripe)

Applied Biosystems PE, Darmstadt, Dtl.

96-Well Optical Reaction Plate mit Barcode (Code
128)

Applied Biosystems PE, Darmstadt, Dtl.

Pipettenspitzen Eppendorf, Hamburg, Dtl.
Reaktionsgefile:
1,7 ml Safe Seal Microcentrifuge Tubes | Sorenson Bio Science, West Salt Lake City UT,

1,5 ml Safe Seal Microtube
0,2 ml MicroAmp® Reaction Tube
15, 50 ml Tubes

USA
Sarstedt AG, Niirnberg, Dtl.
Applied Biosystems, Cheshire, UK

Cellstar®, Greiner Bio-One, Frickenhausen, Dtl.

Stipette 10 ml

Costar®, Corning, NY, USA

Zellkulturflaschen 25 cm’

Cellstar®, Greiner Bio-One, Frickenhausen, Dtl.

2.1.3 Chemikalien-Zusammensetzungen (Kits)

RNase-free DNase Set (QIAGEN, Hilden, Dtl.):

e RDD Buffer
RNase-free DNase |

RNase-free water

RNeasy Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Dtl.):

e Buffer RLT
Buffer RW1
Buffer RPE
RNase-free water
RNeasy mini spin columns
Collection tubes (1,5 ml)

Collection tubes (2 ml)

iScript™cDNA Synthesis Kit (BioRad, Miinchen, Dtl.):

e iScript Reaction Mix
Nuclease-free water

iScript Reverse Transcriptase
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2.1.4 Chemikalien

Bactotrypton Sigma®-Aldrich, Steinheim, Dtl
Butyrat Sigma®-Aldrich, Steinheim, Dtl.
Chloroform Sigma®-Aldrich, Steinheim, Dtl.

DEPC (Diethylpyrocarbonat)

Sigma®-Aldrich, Steinheim, Dtl.

DMSO (Dimethylsulfonyloxid)

Sigma®-Aldrich, Steinheim, Dtl.

Dulbecco’s Modified Eagel’s Medium (DMEM)

Invitrogen™GmbH, Karlsruhe, Dtl. /
Sigma®-Aldrich, Steinheim, Dtl

EGF (th)

(Epidermal Growth Factor, recombinant, human)

Promega, Madison, Wisconsin, USA

Ethanol

J. T.Baker, Deventer, Holland

Fetales Bovines Serum (FBS)

Invitrogen™GmbH, Karlsruhe, Dtl.

Fungizone Invitrogen™GmbH, Karlsruhe, Dtl.
Gentamicin Invitrogen™GmbH, Karlsruhe, Dtl.
Glucose Sigma®-Aldrich, Steinheim, Dtl.

Ham’s Nutrient Mixture F-12

Sigma®-Aldrich, Steinheim, Dtl.

Hefe-Extrakt

Sigma®-Aldrich, Steinheim, Dtl.

HEPES Buffer

Invitrogen™GmbH, Karlsruhe, Dtl.

Intestamim®

Fresenius Kabi, Bad Homburg, Dtl.

L-Glutamin

Invitrogen™GmbH, Karlsruhe, Dtl.

Luria-Bertani (LB) Medium

Sigma®-Aldrich, Steinheim, Dtl.

2-Mercaptoethanol

Sigma®-Aldrich, Steinheim, Dtl.

Minimal Essential Medium (MEM)

Invitrogen™GmbH, Karlsruhe, Dtl.

Mitomycin-C plus Serumextender

BD Bioscience, Bedford, MA, USA

NaCl

Roth, Karlsruhe, Dtl.

Non Essential Amino Acids (NEAA)

Invitrogen™GmbH, Karlsruhe, Dtl.

Phosphate buffered Saline (PBS)

Invitrogen™GmbH, Karlsruhe, Dtl.

Penicillin/Streptamycin

Invitrogen™GmbH, Karlsruhe, Dtl.

peqGOLD TriFast™

Peqlab, Erlangen, Dtl.

RPMI 1640 Medium

Invitrogen™GmbH, Karlsruhe, Dtl.

TGF-a ( Transforming Growth Factor a)

Sigma®-Aldrich, Steinheim, Dtl.

U0126

Cell Signaling, Massachusetts, US

1,25(0H),D;

Sigma®-Aldrich, Steinheim, Dtl.
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2.1.5 Primer und Sonden

e Universal Mastermix: Absolute™QPCR Mix, Abgene, Surrey, UK

e [LL-37 Forward Primer (5’-ACC CAG CAG GGC AAATCT C-3’): MWG Biotech
AG, Ebersberg, Dtl

e LL-37 Reverse Primer (5'-GAA GGA CGG GCT GGT GAA G-3"): MWG Biotech
AG, Ebersberg, Dtl.

e LL-37 Probe (5’-TGT TAT CCT TAT CAC AAC TGA T-3): Applied Biosystems,
Cheshire, UK

¢ Human GAPDH G3: Applied Biosystems, Cheshire, UK

2.1.6 Zelllinien

Fiir diese Arbeit wurden vier verschiedene Zelllinien von kolorektalen Karzinomen,
eine Adenomzelllinie und eine Monozytenzelllinie verwendet. Die Zelllinien HT 29
(ATCC HTB-38), T 84 (ATCC CCL-248), SW 480 (ATCC CCL-228) und SW 620
(ATCC CCL-227) entstammen kolorektalen Karzinomen, GEKI 02 einem
Kolonadenom und U 937 (ATCC CRL-1593) einem Lymphoblastom. Die
neoplastischen U 937 Zellen stammen aus dem Pleuraerguss eines 37-jahrigen weillen
Mannes, der an einem diffusen histiozytischen Lymphoblastom litt'®2. Die Zelllinie HT
29 isolierte J. Fogh 1964 aus einem miBig differenziertem (G 2) Kolonadenokarzinom
einer 44-jihrigen weillen Frau'®’. Die Zelllinie SW 480 wurde 1976 von A. Leibovitz
aus einem undifferenzierten Kolonadenokarzinom (G 4, Duke B) eines 50 jdhrigen
weillen Mannes kultiviert. SW 620 Zellen stammen aus einer Lymphknotenmetastase

184

desselben Tumors ™. Die Zelllinie T 84 stammt aus einer Lungenmetastase eines

Kolonkarzinoms eines 72 Jahre alten Mannes'®.

Die kolorektalen Karzinomzelllinien und die Monozytenzelllinie U 937 wurden alle von

der American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, Maryland, USA) bezogen.

Obwohl diese kolorektalen Karzinomzelllinien wissenschaftlich etabliert sind und fiir
die Erforschung des Kolonkarzinoms und der Physiologie intestinaler Zellen eine grof3e

Rolle spielen, reprisentieren sie jedoch nicht die gesunden, normalen
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Kolonepithelzellen. Da diese Zelllinien seit langem kultiviert werden, besitzen sie
dadurch bedingt womdglich noch weitere chromosomale Aberationen oder genetische

Alterationen als sie karzinombedingt bereits aufweisen.

Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit die kolorektale Adenomzelllinie GEKI 02
verwendet, die im gastroenterologischen Labor von Professor Scheppach etabliert
wurde. Die Zelllinie GEKI 02 wurde aus einem tubulovillésen Rektumadenom einer 57-
jdhrigen Frau isoliert. Da es sich um ein sehr frithes Stadium der Adenom-Karzinom-
Sequenz handelt, sind die Zellen genetisch stabil und weisen wenige chromosomale
Aberrationen auf. Sie sind daher von groBem Interesse fiir in-vitro Studien zur

Erforschung der Genese von Kolonkarzinomen und ihrer Privention 186,

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

HT 29 Zellen wurden in Minimum Essential Medium (MEM) kultiviert, dem 10% Fetal
Bovine Serum (FBS), 0,4% HEPES Buffer, 1% NEAA, 2 mM L-Glutamin und 2%
Penicillin/Streptamycin hinzugefiigt waren. T 84 Zellen wurden in Ham’s Nutrient
Mixture F-12 und in Dulbecco Modified Eagel’s Minimal Essential Medium (DMEM)
in einem Verhiltnis von 1:1 angeziichtet unter Zusatz von 10% FBS, 2 mM I-Glutamin
und 2% Penicillin/Streptamycin. SW 620 Zellen wuchsen in DMEM, das mit 10% FBS
und 5% Penicillin/Streptamycin versetzt war. Die Zellen der Zelllinien SW 480 und U
937 wuchsen in RPMI 1640 Medium, dem 10% FBS und 2% Penicillin/Streptamycin
zugegeben waren. Die Kultivierung der GEKI 02 Zellen erfolgte in DMEM unter
Zusatz von 1% MEM-Vitamine, 10% FBS, 20% rhEGF (Epidermal Growth Factor,
human, recombinant), 10% TGF-a (Transforming Growth Factor a), 0,2% Fungizone,
0,1% Mitomycin-C ~ plus  Serumextender, 1,25%  Gentamicin und 1%
Penicillin/Streptamycin.
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Bei allen Versuchen, bei denen die antimikrobielle Aktivitit der verschiedenen
Zelllinien gegeniiber E.coli in Uberlebensassays getestet wurde, wurden die

Zellkulturmedien ohne Zusatz von Antibiotika verwendet.

Alle Zelllinien wuchsen als Monolayer. Je Zelllinie wurden l,OxlO6 Zellen in 25 cm?

Zellkulturflaschen ausgesit und mit 4 ml Medium bei 37°C und 5% CO; inkubiert.

2.2.2 Stimulationsversuche

Um die Auswirkungen von 1,25(OH),Ds;, Butyrat und Intestamin® auf die camp-
Expression zu analysieren, wurden Stimulationsversuche durchgefiihrt. 1,25(OH),;D3
wurde in verschiedenen Konzentrationen (1, 7,5, 10, 15, 25 und 50 nM) dem
serumfreien Medium zugefiigt und die Zellen iiber 8, 24 oder 48 Stunden bei 37°C und
5% CO, inkubiert. Fiir die Koinkubationsversuche wurden 25 nM Vitamin D3, 4 mM
Butyrat oder 25 nM Vitamin D3 plus 4 mM Butyrat dem serumfreien Medium
zugegeben und die Zellen ebenfalls iiber 8, 24 oder 48 Stunden bei 37°C und 5% CO,
angeziichtet. Intestamin® wurde den Zellen in verschiedenen Konzentrationen (1,25%,
2,5%, 5% und 10%) und in Kombination mit 4 mM Butyrat zugefiigt. Die Zellen
wurden anschliefend iiber 8, 24 oder 48 Stunden bei 37°C und 5% CO, inkubiert.

Als Kontrolle dienten Zellen, die nur im Medium kultiviert wurden. Sie wurden bei

jedem Experiment mitgefiihrt und zeitgleich mit den behandelten Zellen geerntet.
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®

Intestamin™ wurde freundlicherweise von der Firma Fresenius Kabi zur Verfiigung

gestellt. In dem Nahrungsergénzungsmittel Intestamin® sind durchschnittlich pro 500 ml

enthalten:

Energiewert 210 kJ (=250 kcal)
Protein (als Glutamin Dipeptide) 425¢

davon Glutamin 30g

davon Glycin 10 g

Stickstoff 9¢g

Kohlenhydrate (als Maltodextrin) 19¢

Fett (als Tributyrin) lg

Osmolalitit 550 mosmol/kg H,O

Mineralien und Spurenelemente:

Natrium 460 mg
Kalium 260 mg
Zink 20 mg
Selen 300 ug
Vitamine:

B-Carotin 10 mg
Vitamin E 500 mg
Vitamin C 1500 mg

Tabelle 1: durchschnittlicher Inhalt pro 500 ml Intestamin® (Fresenius Kabi)

2.2.3 Analyse der Zellsignalwege

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Arbeit war, den Einfluss des intrazelluldren
Signalweges MEK/ERK auf die durch 1,25(OH),D; und Intestamin® induzierte camp-
Expression zu untersuchen. Hierfiir wurde der spezifische MEK 1-Inhibitor U0126 (10
uM) verwendet. Die Zellen der jeweiligen Zelllinien wurden mit oder ohne U0126 fiir
30 Minuten inkubiert. Nach Zugabe von 25 nM Vitamin D; bzw. 10% Intestamin®
wurden die Zellen fiir weitere 8, 24 oder 48 Stunden bei 37°C und 5% CO, inkubiert.
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2.2.4 Uberlebensassay

Um die antimikrobielle Aktivitdat der mit Vitamin D; und Butyrat behandelten Zellen

gegeniiber E.coli zu untersuchen, wurde ein Uberlebensassay etabliert.

Dafiir wurde der apathogene Laborstamm E.coli K12, verwendet. Uber Nacht wurde
eine Kultur von E.coli in Luria-Bertani (LB) Medium mit 5 mM Glucose bei 37°C
angeimpft. Das Luria-Bertani Medium besteht aus 10g Bactotrypton, Sg Hefe-Extrakt,
10g NaCl und dH,O ad 1,0 1. Die Kultur wurde am nichsten Tag im Verhiltnis 1:100 in
LB Medium verdiinnt und bei 37°C inkubiert bis die ODsgo= 0,5 betrug.

Zur Auswertung der antimikrobiellen Aktivitdt wurden Agarplatten (LB Medium plus

1,5% Agar) hergestellt, in die vor Versuchsbeginn Locher gestanzt wurden.

HT-29 Zellen wurden fiir 24 und 48 Stunden mit Ethanol, 25 nM Vitamin D3, und 4 mM
Butyrat in Antibiotika-freiem Medium bei 37°C und 5% CO,; inkubiert. Nun wurden die
Zellen in 2 ml Phospat gepufferter Salzlosung (PBS) gel6st und zweimal 30 min lang im
Ultraschallbad lysiert. Anschlieend wurden sie 5 Minuten lang bei 13000 U/min und 4

°C zentrifugiert und der Uberstand in ein neues Sammelrchrchen iiberfiihrt.

Da die Konzentration des von HT 29 Zellen produzierten LL-37 generell gering ist,
wurde die Gefriertrocknung zur Aufkonzentrierung genutzt. Mit Hilfe der Lyophilen

(Christ-Alpha 2-4) wurde die Zellsuspension bis 0,2 ml ankonzentriert.

Je 100 ul Zellsuspension wurden in die Ausstanzungen der vorbereiteten LB-Agar-
Platten gegeben. Die Platten wurden kurz zum Trocknen bei Raumtemperatur stehen
gelassen und anschlieend mit einem E.coli haltigen Weichagar (0,5% Agar)(in der log
Phase) iibergosssen. Dazu wurden 20 ml Weichagar mit 40 ul E.coli versetzt, jede LB-
Platte vorsichtig beschichtet und die Platten iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

Das von den Zellen synthetisierte LL-37 wird in die Gelmatrix der Agarplatten
abgegeben und lysiert die darin immobilisierten E.coli Bakterien. Um die
Ausstanzungen, in die die Zellsuspenisonen pipettiert waren, bildet sich dadurch ein
Hof von lysierten Bakterien, der transparent erscheint. Am Durchmesser der
transparenten Bereiche ldsst sich die antimikrobielle Aktivitidt der Zellen gegeniiber

E.coli ablesen.
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2.2.5 RNA-Extraktion

Nachdem die Zellen der verschiedenen Zelllinien durch die Substanzen Vitamin Ds,
Butyrat, Intestamin® oder U0126 stimuliert worden waren, wurde die RNA der Zellen

extrahiert.

Die RNA-Extraktion erfolgte zu jedem Messzeitpunkt (8 h, 24 h, 48 h) mittels
peqGOLD Trifast®. Trifast® enthilt Phenol und Guanidinisothiocyanat in einphasiger
Losung. Die Methode der RNA-Extraktion besteht aus fiinf Schritten: Homogenisieren

der Probe, Phasentrennung, RNA-Prizipitation, Waschen und Losen der RNA.

Zum Homogenisieren wurden die adhédrenten Zellen unter Zugabe von 1 ml Trifast pro
25 cm? Zellkulturflasche nach kurzer Einwirkzeit mit einem Zellschaber gelost und
durch mehrmaliges Aufziehen mit der Pipette lysiert. Die entstandene Zellsuspension

wurde in ein 1,2 ml GefiB tiberfihrt.

Nach 5 miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden je 200 pl Chloroform
hinzugegeben, die Proben ca. 15 sec gevortext und wiederum fiir 10 min bei

Raumtemperatur stehen gelassen.

Eine anschlieende Zentrifugation bei 13000 U/min fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur
fiihrte zur Trennung der Proben in 3 Phasen. Die RNA war in der wissrigen Phase
enthalten, die DNA in der organischen Phenol-Chloroform-Phase und in der Interphase,
die Proteine befanden sich ebenfalls in der organischen Phase. Die obere farblos-
wissrige Phase, in der sich die RNA anreicherte, wurde abpipettiert und in ein neues 1,2
ml Gefdl tberfiithrt. Die Prizipitation der RNA erfolgte mit je 500 ul Isopropanol,
wobei die Proben gevortext, fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und

anschliefend mit 13000 U/min bei 4°C 10 min lang zentrifugiert wurden.

Der Isopropanoliiberstand wurde abgegossen, das erhaltene RNA-Pellet je zweimal mit
1 ml 75%igem Ethanol durch Vortexen gewaschen und jeweils fiir 10 Minuten bei 4°C
mit 13000 U/min zentrifugiert. Danach wurde das Pellet kurz an der Luft getrocknet

und in 100 pl DEPC-H,0 gel6st.
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2.2.6 RNA Aufreinigung und RNase-free DNase Behandlung

Um Kontaminationen durch genomische DNA zu vermeiden, wurde die isolierte RNA
einem DNase-Verdau unterzogen. Die Aufreinigung der RNA und die DNase

Behandlung erfolgten mit einem kommerziellen Kit (RNeasy Mini Kit, QTAGEN).

Zu je 100 ul RNA-Losung wurden 350 ul RLT Puffer zugegeben, der zuvor mit 10 pl 2-
Mercaptoethanol pro Milliliter versetzt worden war, und durch Invertieren gemischt.
Nachdem die Losung um 250 ul 100% Ethanol erginzt und durch Invertieren gemischt
worden war, wurde der gesamte Ansatz von 700 ul auf eine RNeasy-Saule gegeben und
bei Raumtemperatur mit 10000 U/min eine Minute lang zentrifugiert. Das Eluat wurde

verworfen.

Um die Siule zu waschen, wurden auf diese 350 ul RW1 Puffer pipettiert. Die Sidulen
wurden anschlieBend eine Minute bei Raumtemperatur und 10000 U/min zentrifugiert,

das Eluat verworfen.

Inzwischen wurde die DNase Behandlung vorbereitet. Hierzu wurden zu je 10 ul DNase
Stammlosung pro Probe 70 ul RDD Puffer hinzugefiigt und vorsichtig gemischt. Das
erhaltene DNase Inkubationsgemisch von insgesamt je 80 ul pro Probe wurde auf die
Fritte der Séaule getropft und circa 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschlieend wurden die Sdulen nochmals mit 350 ul RW1 Puffer gewaschen, eine

Minute bei Raumtemperatur mit 10000 U/min zentrifugiert und das Eluat verworfen.

Nachdem die Sédulen in neue 2 ml SammelrShrchen gesetzt worden waren, erfolgten
zwei Waschvorginge. Dazu wurden zweimal jeweils 500 ul RPE Puffer, der zuvor mit
100% Ethanol versetzt worden war, hinzugegeben, die Proben eine Minute bei
Raumtemperatur mit 10000 U/min zentrifugiert und das Eluat verworfen. Um die
Sdulen zu trocknen und etwaige RPE Puffer Riickstinde zu eliminieren, erfolgte ein
zweiminiitiges Zentrifugieren bei 13000 U/min. Hierauf wurden die Sdulen in neue 1,5
ul GefiBe gesetzt, je 30 ul RNase-freies Wasser dazu gegeben und fiir 2 Minuten bei
13000 U/min zentrifugiert. In diesen 30 ul Eluat befand sich nun die gereinigte RNA.
Diese wurde bei —80°C aufbewahrt.
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2.2.7 RNA-Konzentrationsmessung und cDNA-Synthese

Die Konzentration (in pg/ul) der gereinigten RNA wurde mittels Photometer in einer
Quarzkiivette (1:100 Verdiinnung, 100ul Volumen) bei einer Wellenldnge von 260 nm
gemessen. Dabei entspricht eine Eyqsp von 1 ca. 40 pg/ml RNA. Zur Beurteilung der
Reinheit der RNA oder einer etwaigen Kontamination mit DNA erfolgte ebenso die
Messung bei einer Wellenlidnge von 280 nm. Der Eyg0280 Quotient gibt Aufschluss iiber

die Reinheit der isolierten RNA und sollte bei 1,6 bis 1,8 liegen.

Fiir die Synthese der cDNA wurde eine Menge von 1 ug RNA eingesetzt. Die cDNA
Synthese erfolgte nach dem Protokoll des iScript™cDNA Synthesis Kits (BioRad) und
mittels GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems PE).

Zu einem pg RNA wurden 4 ul iScript Reactions-Mix, bestehend aus Oligo (dT) und
Random hexamer Primers, und 1 ul iScript Reverse Transcriptase zugegeben. Letztere
ist eine modifizierte MMLV-Reverse Transcriptase in Kombination mit einem RNAse
Inhibitor. Der Reaktionsansatz wurde nun mit Nuclease-freiem Wasser auf ein

Gesamtvolumen von 20 ul aufpipettiert.

Bei jeder cDNA Synthese wurde eine interne Negativkontrolle mitgefiihrt, bestehend

aus 15 pul Wasser, 4 ul iScript Reactions-Mix und 1 ul iScript Reverse Transcriptase.

Im GeneAmp® PCR System 9700 wurden die Proben 5 Minuten bei 25° C inkubiert,
darauthin 30 Minuten bei 42° C gehalten und 5 Minuten auf 85° C erwirmt. SchlieBlich
folgte das Abkiihlen der Proben auf 4° C. Die entstandene cDNA wurde bis zum

weiteren Gebrauch bei -20° C aufbewahrt.

2.2.8 Real-time RT-PCR

Um die camp-Expression der verschiedenen Kolonepithelzellen nach Stimulation mit
1,25(OH),D3, Butyrat und Intestamin® zu analysieren, wurde ein Real-time RT-PCR
(real time semiquantitative reverse polymerase chain reaction) Protokoll etabliert. Die
Bestimmung der Expression von LL-37 und des Housekeeping Gens Glyceraldehyd-3-
Phosphat Dehydrogenase, GAPDH, erfolgte mittels iCycler (BioRad, Miinchen,
Deutschland).
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In 15 ml Tubes wurde Mastermix fiir GAPDH und LL-37 jeweils unterschiedlich
angesetzt. Fiir GAPDH wurden 12,5 ul Universal Mastermix (Absolute’"QPCR Mix,
Abgene, Surrey, UK) mit 1,25 ul Human GAPDH G3 (20x) (Applied Biosystems,
Darmstadt, Deutschland) und 11,25 ul RNase freiem Wasser gemischt. Dabei wurde das
GAPDH-PDAR-Housekeeping Kit (Applied Biosystems) verwendet, das keine GAPDH
Pseudogene amplifiziert. Fir LL-37 wurden 12,5 pl Universal Mastermix
(Absolute™QPCR Mix, Abgene) mit 2,5 ul Forward Primer (2 uM), 2,5 ul Reverse
Primer (2 uM), 2,5 ul Probe (1 uM), und 5 ul RNase freiem Wasser gemischt.

Forward und Reverse Primer, die fiir die Quantifizierung der mRNA von LL-37
konstruiert worden waren, wurden von der Firma MWG Biotech AG (Ebersberg,
Deutschland) zur Verfiigung gestellt. Der Forward Primer hatte die Sequenz 5’-ACC
CAG CAG GGC AAA TCT C-3’, der Revers Primer 5’- GAA GGA CGG GCT GGT
GAA G-3’. Die TagMan-Fluoreszenzsonde fiir camp war 5’- TGT TAT CCT TAT CAC
AAC TGA T-3’ FAM-markiert (Applied Biosystems).

Vom Mastermix, der fiir alle Proben zusammen in 15 ml Tubes angesetzt wurde, wurden
nun jeweils 96 pl in Sammelrohrchen pipettiert. Nach dem Protokoll von LL-37 wurden
dazu je 4 ul cDNA gegeben, so dass sich 100 ul Losung in jedem Sammelrohrchen
befanden. Fiir den Ansatz von GAPDH wurden je 2 ul cDNA hinzu pipettiert und je 2
pul RNase freies Wasser, so dass sich ebenfalls 100 ul Losung ergaben. Die Tubes
wurden gevortext und bei max. 3000 U/min zentrifugiert. Nun wurden von den Proben
je 25 ul nach einem festgelegten Schema in eine 96-Well Optical Reaction Plate mit
Barcode (Code 128) (Applied Biosystems) pipettiert. Um Ungenauigkeiten beim

Pipettieren zu minimieren, wurden alle Werte in Triplets bestimmt.

Darauthin wurden Optical-Caps (8Caps/Stripe) (Applied Biosystems) aufgesetzt und
festgedriickt. Damit die gesamte Fliissigkeit wihrend der Messung am Boden der Tubes

lag, wurden die Proben kurz vor Beginn des PCR Laufs zentrifugiert.

30



Material und Methoden

Die PCR-Reaktion erfolgte nach folgendem Schema:

Schritt Temperatur Zeitdauer
Initiale Denaturierung 95 °C 3 min
Denaturierung 95 °C 30 sec
Annealing und Elongation 60 °C 1 min
Aufbewahrung 4°C

Tabelle 2: PCR-Zyklenabfolge

Das Protokoll fiir LL-37 sah 50 Zyklen vor. Die Proben waren FAM (Fluorescein)
markiert und wurden bei einer Wellenldnge von 490 nm gemessen. Die Amplifikation
fir GAPDH umfasste 40 Zyklen. Die Reporterfluoreszenz wurde bei der Wellenlidnge
fiir VIC, 530 nm, gemessen.

Bei der RT-PCR erfolgt die Amplifikation des DNA-Fragmentes unter Verwendung
einer Oligonukleotid- Sonde, die mit zwei Fluoreszenzfarbstoffen markiert ist und an
eine Gensequenz zwischen den beiden Primern bindet. Wenn sich die beiden
Fluoreszenzfarbstoffe der Probe in rdumlicher Nihe zueinander befinden, wird nach
Anregung durch einen Argon-Laser die Energie des Reporterfarbstoffes auf den
Quencherfarbstoff iibertragen und nur letzterer emittiert Licht. Wihrend der
Amplifikation spaltet die Taq-Polymerase mit ihrer 5’ nukleolytischen Aktivitit die
Sonde, wodurch eine rdumlichen Trennung entsteht und kein Energietransfer mehr
stattfinden kann. Die Stirke der Reporterfluoreszenz nimmt zu, die des Quenchers ab.
Die Stirke der Fluoreszenz des Reporters ist proportional zur Menge der gebildeten

DNA.
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Fluorophore Quencher

RV !rrimer

Polymerase s a/ - e Qﬁmncher
- &
I

Fluorophore o Polymerase

Abb. 3: RT-PCR. A: Nach der Denaturierung bindet die Sonde zwischen den beiden Primern. Da sich
Reporter, hier Fluorophore genannt, und Quencher in raumlicher Nihe zueinander befinden, kann der
Energietransfer zwischen beiden stattfinden. B: Wihrend der Amplifikation wird die Sonde durch die 5’
— 3’ Exonuklease-Aktivitit der Taq-Polymerase gespalten. Die rdumliche Trennung zwischen Reporter

und Quencher bewirkt die Fluoreszenz Emission des Reporters. FW: Forward Primer, RV: Reverse

Primer. Nach Giulietti et al'®’.

Der Punkt, an dem die Reporterfluoreszenz in der exponentiellen Phase der PCR die
Hintergrundfluoreszenz iiberschreitet, wird Threshold (dt. Schwellenwert) genannt, der
dazugehorige PCR-Zyklus Threshold Cycle oder Cr-Wert'®®. Dieser Cr-Wert dient der
Quantifizierung, da das mRNA Ausgangsniveau mit ihm korreliert. Die Bestimmung
der Expression von camp und GAPDH in den unbekannten Proben erfolgte durch

Festlegung des Cr-Wertes.

32



Material und Methoden

2000000
1800000 | Plateau
1600000
1400000 -
1200000 -

= 1000000 ~ I_Dg phase

AR

800000 -
600000

Ct
400000

200000- Threshold \

0 W—mﬂmﬁm/n =
Baseline 9 18 27 36 45

-200000 ?

cycle number

Abb. 4: Cr-Wert. Aufgrund geringer Templatekonzentrationen ist zu Beginn eines PCR-Laufes die
Reporterfluoreszenz nicht detektierbar. Es wird nur die Hintergrundfluoreszenz gemessen, die Baseline.
Der PCR-Zyklus, bei dem die Reporterfluoreszenz die Hintergrundfluoreszenz signifikant iibersteigt,

heisst Cy-Wert. Nach Giulietti et al'®’.

Die Induktion der camp-Expression wurde relativ zur GAPDH-Kontrolle bestimmt,

wobei die 2°44“Y Methode verwendet wurde. Dabei gilt:

ACt — AC t(stimulant) — ACt(vehicle)

mit

AC: = ACr(cathelicidiny — AC1(GAPDH)
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2.2.9 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse der RT-PCR wurden mittels Microsoft Excel (Redmont, USA) und der
2(AACY Methode berechnet und in verschiedenen Diagrammen dargestellt. Dabei
bildeten die Mittelwerte und Standardabweichungen von mindestens 3 unabhingigen
Experimenten die Grundlage der Auswertungen. Der studentische t-Test (Student’s T-
Test) wurde fiir die Berechnung der Signifikanz zwischen Mess- und Kontrollwerten
000

(markiert mit *, bzw. ***) oder Messwerten untereinander (markiert mit °, bzw.

verwendet. Das Signifikanzniveau lag bei p<0,05 und p<0,001.
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3  Ergebnisse

3.1 Einfluss von Vitamin D; auf die camp-Expression in

Kolonepithelzellen

3.1.1 Induktion der camp-Expression in HT 29 Zellen nach

Inkubation mit Vitamin D;

Inkubiert man HT 29 Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von 1,25(OH),Ds,

kommt es zu einer zeit- und dosisabhiingigen Induktion der camp-Expression.

HT 29 Zellen wurden mit 1, 7,5, 15, 25 und 50 nM Vitamin D; fiir jeweils 8, 24 und 48
Stunden kultiviert. Eine Behandlung mit 1 nM Vitamin Dj iiber 48 Stunden zeigt eine
signifikante Erhohung der camp-Expression im Vergleich zu den unbehandelten
Kontrollzellen (p<0,05). Die Inkubation mit 15 nM Vitamin D3 resultiert in einer
signifikanten Induktion der camp-Expression bei einer Inkubationszeit von 8 bzw. 48
Stunden, nach 24 Stunden zeigt sich eine hochsignifikante Induktion der camp-
Expression (p<0,001). Eine Behandlung der HT 29 Zellen mit 25 nM Vitamin D3 zeigt
die Auswirkungen auf das camp-Gen am deutlichsten. Sie bewirkt fiir 8 und 48 Stunden

eine signifikante, fiir 24 Stunden eine hochsignifikante Induktion der camp-Expression.

Eine Inkubation der Zellen mit 50 nM Vitamin D5 fiihrt zu einem raschen Abfall der
Expression des camp-Gens im Vergleich zu einer Behandlung der Zellen mit 25 nM
Vitamin D;. Nach der Behandlung der Zellen mit 50 nM Vitamin D3 wurden tote Zellen

in der Zellkultur und photometrisch ein verringerter RNA-Gehalt der Zellen festgestellt.
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camp-Expression in HT 29 Zellen nach Inkubation mit Vitamin D3

14 - Kkk

-fache Genexpression

8h | 24h| 48h| 8h | 24h| 48h| 8h | 24h| 48h| 8h | 24h| 48h| 8h | 24h| 48h| 8h | 24h| 48h

Vitamin D3

Abb. 5: camp-Expression in HT 29 Zellen nach Inkubation mit 1,25(OH),D;
HT 29 Zellen wurden fiir 8, 24 und 48 Stunden mit den angegebenen Konzentrationen an Vitamin D,
inkubiert. Die Bestimmung der exprimierten mRNA erfolgte mittels Real-time RT-PCR fiir LL-37 und
GAPDH und wurde in Bezug zu den mit Medium behandelten Kontrollzellen gesetzt. Werte sind als
Mittelwerte + SD dargestellt (*:p<0,05; ***:p<0,001, Student’s T-Test).
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3.1.2 Induktion der camp-Expression in SW 480 Zellen nach

Inkubation mit Vitamin D;

Behandelt man SW 480 Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von 1,25(OH),Ds,
zeigt sich fiir 1, 7,5 und 10 nM Vitamin D3 eine geringe Induktion der camp-Expression
im Vergleich zu mit Medium behandelten Kontrollzellen. Fiir 15 nM Vitamin Dj zeigt
sich eine signifikante bzw. hochsignifikante Erhohung der camp-Expression. Eine
Inkubation mit 25 nM Vitamin D tiber 24 Stunden bewirkt eine 64-fache Genexpression
im Vergleich zu mit Medium behandelten Kontrollzellen. Bei einer Konzentration von

50 nM Vitamin D5 zeigen sich sehr niedrige Level der Expression des camp-Gens.

camp-Expression in SW 480 Zellen nach Inkubation mit Vitamin D3
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Abb. 6: camp-Expression in SW 480 Zellen nach Inkubation mit 1,25(OH),D;.
SW 480 Zellen wurden fiir 8, 24 und 48 Stunden mit den angegebenen Konzentrationen an Vitamin Dj
inkubiert. Die Bestimmung der exprimierten mRNA erfolgte mittels Real-time RT-PCR fiir LL-37 und
GAPDH und wurde in Bezug zu den mit Medium behandelten Kontrollzellen gesetzt. Werte sind als
Mittelwerte + SD dargestellt (*:p<0,05; ***:p<0,001, Student’s T-Test).
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3.1.3 Induktion der camp-Expression in T 84 Zellen nach

Inkubation mit Vitamin D;

Die Inkubation von T 84 Zellen mit 1,25(0OH),D3; bewirkt bei einer Konzentration von
7,5 nM Vitamin Ds eine signifikante bzw. hochsignifikante Erhohung der camp-
Expression gegeniiber Kontrollzellen, die im Medium kultiviert wurden. FEine
Behandlung mit 25 nM Vitamin Dj iiber 24 Stunden zeigt den grofiten Effekt. Bei 50
nM Vitamin D3 ldsst sich keine Induktion der camp-Expression nachweisen. Dieser
Abfall der camp-Expression in T 84 Zellen nach Behandlung mit 50 nM Vitamin D3
korreliert mit dem gesteigerten Anteil an toten Zellen, der bereits in der Zellkultur

beobachtet werden konnte. Die toten Zellen werden in der Kultur durch Absaugung

eliminiert.
camp-Expression in T 84 Zellen nach Inkubation mit Vitamin D3
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Abb. 7: camp-Expression in T 84 Zellen nach Inkubation mit 1,25(OH),D;.
T 84 Zellen wurden fiir 8, 24 und 48 Stunden mit den angegebenen Konzentrationen an Vitamin D;
inkubiert. Die Bestimmung der exprimierten mRNA erfolgte mittels Real-time RT-PCR fiir LL-37 und
GAPDH und wurde in Bezug zu den mit Medium behandelten Kontrollzellen gesetzt. Werte sind als
Mittelwerte + SD dargestellt (*:p<0,05; ***:p<0,001, Student’s T-Test).
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3.1.4 Induktion der camp-Expression in GEKI 02 Zellen nach

Inkubation mit Vitamin D;

In der Adenomzelllinie GEKI 02 bewirkt eine Behandlung mit Vitamin D; eine
Induktion der camp-Expression. 25 nM Vitamin D3 bewirken eine signifikante
Erhohung der Genexpression fiir camp. Fiir 25 nM Vitamin Dj iiber 24 Stunden betrigt
die Genexpression das 24-fache im Vergleich zu den mit Medium behandelten

Kontrollzellen.

camp-Expression in GEKI 02 Zellen nach Inkubation mit Vitamin D3
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Abb. 8: camp-Expression in GEKI 02 Zellen nach Inkubation mit 1,25(OH),D;.
GEKI 02 Zellen wurden fiir 8, 24 und 48 Stunden mit den angegebenen Konzentrationen an Vitamin D;
inkubiert. Die Bestimmung der exprimierten mRNA erfolgte mittels Real-time RT-PCR fiir LL-37 und
GAPDH und wurde in Bezug zu den mit Medium behandelten Kontrollzellen gesetzt. Werte sind als
Mittelwerte £ SD dargestellt (*:p<0,05; ***:p<0,001, Student’s T-Test).
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3.1.5 Induktion der camp-Expression in der Monozytenzelllinie U

937 nach Inkubation mit Vitamin D;

Die Zellen der Monozytenzelllinie U 937 reagieren empfindlich auf die Inkubation mit
verschiedenen Konzentrationen an 1,25(OH),Ds. Nach einer Behandlung mit 1 nM
Vitamin D3 erhélt man hochsignifikante Ergebnisse. Mit 10 nM Vitamin Dj ldsst sich
eine Steigerung erzielen. Bei einer Behandlung mit 15 und 25 nM Vitamin D3 wird die
Induktion der camp-Expression riicklaufig. Bei 50 nM Vitamin Ds ist im Vergleich zu
den Kontrollzellen keine erhohte Genexpression mehr feststellbar. Dies korreliert
wiederum mit dem photometrisch gemessenen erniedrigten RNA-Gehalt der Zellen
aufgrund eines vermehrten Anteils toter Zellen in der Zellkultur nach einer Behandlung

der Zellen mit 50 nM Vitamin Ds.

camp-Expression in U 937-Zellen nach Inkubation mit Vitamin D3
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Abb. 9:  camp-Expression in U 937 Zellen nach Inkubation mit 1,25(OH),D;
U 937 Zellen wurden fiir 8, 24 und 48 Stunden mit den angegebenen Konzentrationen an Vitamin D;
inkubiert. Die Bestimmung der exprimierten mRNA erfolgte mittels Real-time RT-PCR fiir LL-37 und
GAPDH und wurde in Bezug zu den mit Medium behandelten Kontrollzellen gesetzt. Werte sind als
Mittelwerte + SD dargestellt (*:p<0,05; ***:p<0,001, Student’s T-Test).
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3.1.6 Zusammenstellung: camp-Expression in Kolonzellen nach

Inkubation mit Vitamin D;

Die Genexpression des camp-Gens wird durch Behandlung mit 1,25(OH),D; induziert.
Die stirkste Induktion der camp-Expression wird in den meisten Zelllininen durch eine
Inkubation mit 25 nM Vitamin D; erreicht. Eine Behandlung der Zellen iiber 24 Stunden
zeigt eine signifikante bis hochsignifikante Steigerung der Genexpression gegeniiber
einer Behandlung iiber 8 Stunden. Dagegen zeigt die Inkubation der Zellen fiir 48
Stunden verglichen mit einer Inkubation iiber 8 Stunden unterschiedliche Effekte

hinsichtlich einer gesteigerten Genexpression.

camp-Expression in Kolonzellen nach Inkubation mit 25 nM Vitamin
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Abb. 10: camp-Expression in Kolonzellen nach Inkubation mit 25 nM Vitamin D;
Die Zellen der Zelllinien GEKI 02, HT 29, T 84 und SW 480 wurden fiir 8, 24 und 48 Stunden mit 25 nM
Vitamin Dj inkubiert. Die Auswertung erfolgte mittels Real-time RT-PCR fiir LL-37 und GAPDH. Die
Genexpression ist in Relation zu mit Medium behandelten Kontrollzellen dargestellt. Die Werte sind
Mittelwerte = SD. (*: p<0,05; ***: p<0,001; Student’s T-Test, in Bezug auf mit Medium behandelte
Kontrollzellen). (°:p<0,05; °°°:p<0,001; Student’s T-Test, in Bezug auf mit Vitamin D; behandelte
Zellen).
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3.2 Einfluss von Butyrat auf die camp-Expression in
Kolonepithelzellen

Die kurzkettige Fettsdure Butyrat induziert bekanntermallen die Expression des camp-

Gens in epithelialen Kolonzellen'® '

. Um diese Ergebnisse nachzuvollziehen, wurden
verschiedene Zelllininen iiber 8, 24 und 48 Stunden mit einer Dosis von 4 mM Butyrat
inkubiert. Die exprimierte mRNA wurde mittels Real-time PCR ausgewertet. Eine
Behandlung mit 4 mM Butyrat iiber 48 Stunden hat die stirkste Auswirkung auf die
Expression des camp-Gens. Verglichen mit einer Behandlung iiber 8 bzw. 24 Stunden

zeigt sich in fast allen Zelllinien eine hochsignifikante Steigerung der Genexpression.

camp-Expression nach Inkubation mitogomM Butyrat
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Abb. 11: camp-Expression in Kolonzellen nach Inkubation mit 4 mM Butyrat
Die Zellen der Zellllinien GEKI 02, HT 29, T 84, SW 620 und SW 480 wurden fiir 8, 24 und 48 Stunden
mit 4 mM Butyrat inkubiert. Die Auswertung erfolgte mittels Real-time RT-PCR fiir LL-37 und GAPDH.
Die Genexpression ist in Relation zu mit Medium behandelten Kontrollzellen dargestellt. Die Werte sind
Mittelwerte £ SD. (*: p<0,05; ***: p<0,001; Student’s T-Test; in Bezug auf mit Medium behandelte
Kontrollzellen). (°:p<0,05; °°°:p<0,001; Student’s T-Test; in Bezug auf mit Butyrat behandelte Zellen).
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3.3 Einfluss der Co-Stimulation mit Vitamin D3 plus
Butyrat auf die camp-Expression in

Kolonepithelzellen

3.3.1 Auswirkungen der Co-Stimulation auf die Adenomzelllinie
GEKI 02

Wie bisher gezeigt wurde, ldsst sich in Kolonepithelzellen eine Steigerung der
Expression des camp-Gens durch eine Behandlung mit den Substanzen Vitamin D3 und

Butyrat erzielen.

Dabei bewirken 25 nM 1,25(OH),D3; bzw. 4 mM Butyrat die stidrkste Induktion der
camp-Expression. Um zu analysieren, ob eine Co-Stimulation der Kolonepithelzellen
mit 25 nM Vitamin D3 plus 4 mM Butyrat eine weitere Steigerung der Genexpression
gegeniiber einer Behandlung mit den Einzelsubstanzen bewirkt, kultivierten wir GEKI

02 Zellen fiir 8, 24 und 48 Stunden mit beiden Substanzen.

Eine Inkubation von GEKI 02 Zellen mit 25 nM Vitamin D; iiber 24 Stunden fiithrt zu
einer 24-fachen, die Inkubation mit 4 mM Butyrat zu einer 41-fachen, die Koinkubation
1,25(0OH),D3 plus Butyrat zu einer 62-fachen Genexpression gegeniiber unbehandelten
Kontrollzellen. Die Koinkubation mit beiden Substanzen iiber 24 Stunden bewirkt
demnach eine hochsignifikante Steigerung der camp-Expression gegeniiber der
Behandlung mit der Einzelsubstanz Vitamin D3, jedoch nicht gegeniiber der Behandlung

mit Butyrat.

Inkubiert man GEKI 02 Zellen iiber 48 Stunden mit 25 nM Vitamin D3, erzielt man eine
13-fache Expression des camp-Gens, inkubiert man sie mit 4 mM Butyrat, erhédlt man
eine 111-fache Genexpression, behandelt man sie mit beiden Substanzen, erzielt man
eine 152-fache Genexpression gegeniiber unbehandelten Kontrollzellen. Eine
Koinkubation mit Vitamin Ds; plus Butyrat {iber 48 Stunden bewirkt eine
hochsignifikante Steigerung der Expression des camp-Gens gegeniiber beiden

Einzelsubstanzen.
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camp-Expression in GEKI 02-Zellen nach Inkubation mit Vitamin D3

und Butyrat
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Abb. 12: camp-Expression in GEKI 02 nach Koinkubation mit 25 nM 1,25(OH),D; und 4 mM
Butyrat.
GEKI 02 Zellen wurden fiir 8, 24 und 48 Stunden mit 25 nM Vitamin D3, 4 mM Butyrat und 25 nM
Vitamin Dj plus 4 mM Butyrat kultiviert. Die Auswertung erfolgte mittels Real-time RT-PCR fiir LL-37
und GAPDH. Die Genexpression ist in Relation zu mit Medium behandelten Kontrollzellen dargestellt.
Die Werte sind Mittelwerte £ SD. (*: p<0,05; ***: p<0,001; Student’s T-Test; in Bezug auf mit Medium
behandelte Kontrollzellen). (°:p<0,05; °°°:p<0,001; Student’s T-Test; in Bezug auf mit Vitamin D; bzw.
Butyrat behandelte Zellen).
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3.3.2 Auswirkungen der Co-Stimulation auf die Karzinomzelllinen

HT 29, SW 480 und T 84

Die Karzinomzellen der Linien HT 29, SW 480 und T 84 reagieren auf die
Koinkubation mit 25 nM Vitamin D3 plus Butyrat nicht mit einer gesteigerten camp-

Expression im Vergleich zur Behandlung mit beiden Einzelsubstanzen.
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C
camp-Expression in SW 480 Zellen nach Inkubation mit Vitamin D3
und Butyrat
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Abb. 13: A: camp-Expression in HT 29 Zellen nach Inkubation mit 25 nM Vitamin D; und 4 mM

Butyrat.

B: camp-Expression in T 84 Zellen nach Inkubation mit 25 nM Vitamin D; und 4 mM Butyrat
C: camp-Expression in SW 480 Zellen nach Inkubation mit 25 nM Vitamin D; und 4 mM Butyrat
Die Zellen der Zelllinien HT 29, T 84 und SW 480 wurden fiir 8, 24 und 48 Stunden mit 25 nM Vitamin
D3, 4 mM Butyrat und 25 nM Vitamin D; plus 4 mM Butyrat kultiviert. Die Auswertung erfolgte mittels
Real-time RT-PCR fiir LL-37 und GAPDH. Die Genexpression ist in Relation zu mit Medium
behandelten Kontrollzellen dargestellt. Die Werte sind Mittelwerte £ SD. (*: p<0,05; ***: p<0,001;
Student’s T-Test; in Bezug auf mit Medium behandelte Kontrollzellen). (°:p<0,05; °°°:p<0,001; Student’s

T-Test; in Bezug auf mit Vitamin D; bzw. Butyrat behandelte Zellen).

In HT 29 Zellen fiihrt die Behandlung mit 25 nM Vitamin Dj iiber 48 Stunden zu einer
7-fachen, die mit 4 mM Butyrat zu einer 63-fachen und die mit Vitamin Dj plus Butyrat
zu einer 83-fachen Genexpression in Bezug auf unbehandelte Kontrollzellen. Die
Koinkubation mit beiden Substanzen bewirkt eine signifikante Erhohung der camp-
Expression im Vergleich zur Inkubation mit Vitamin D3, nicht jedoch bezogen auf die

Behandlung mit Butyrat.

Gleiches gilt fiir T 84 Zellen. Durch die Behandlung mit 25 nM Vitamin D3 iiber 48
Stunden erreicht man eine 43-fache, durch die Inkubation mit 4 mM Butyrat eine 106-
fache, durch die Behandlung mit beiden Substanzen eine 114-fache Expression des

camp-Gens bezogen auf unbehandelte Kontrollzellen. Verglichen mit der Kultivierung
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der Zellen mit Vitamin D3 bewirkt die Koinkubation Vitamin D3 plus Butyrat eine
signifikante Steigerung der camp-Expression, in Bezug auf die Behandlung mit Butyrat
allerdings nicht. Eine Co-Stimulation mit Vitamin D3 plus Butyrat kann auch iiber 24
Stunden keine weitere Steigerung der Genexpression erzielen, verglichen mit einer

Inkubation mit den Einzelsubstanzen.

Auf die Zelllinie SW 480 hat eine Co-Stimulation keinen Einfluss. Nach 8 Stunden wird
durch die Behandlung der Zellen mit 25 nM 1,25(OH),D5 plus Butyrat gegeniiber einer
Behandlung mit 4 mM Butyrat eine hochsignifikante Steigerung der camp-Expression
erreicht, nicht jedoch gegeniiber einer Behandlung mit 25 nM 1,25(OH),D;. Analog
zeigt sich nach einer 24-stiindigen Co-Stimulation der Zellen mit Vitamin D3 plus
Butyrat eine signifikante Erhohung der Expression des Cathelicidin Gens verglichen mit
einer Kultivierung der Zellen mit Butyrat, verglichen mit einer Inkubation der Zellen

mit Vitamin D3 allerdings nicht.

Nach 48 Stunden fiihrt die Behandlung mit 25 nM Vitamin D3 zu einer 14-fachen, die
mit 4 mM Butyrat zu einer 89-fachen und die mit Vitamin D5 plus Butyrat zu einer 42-
fachen Genexpression in Bezug auf unbehandelte Kontrollzellen. Die Koinkubation mit
Vitamin D3 plus Butyrat erreicht eine signifikante Steigerung der camp-Expression in
Bezug auf die Inkubation mit 25 nM Vitamin D3, nicht jedoch in Bezug auf eine

Behandlung der Zellen mit 4 mM Butyrat.
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Die einzelnen Ergebnisse sind in Tabelle 3 zusammengestellt.

25 nM Vitamin D; | 4 mM Butyrat 25 nM Vitamin Dj;
plus 4 mM Butyrat
HT 29 Zellen 8h 4,5 2,4 32
24h 12,1 20,2 15,6
48h 7.4 63,2 82,7"
T 84 Zellen 8h 9,8 1.4 2,51
24h 69,6 23,3 37,7
48h 42,5 105,9 114,4%
SW 480 Zellen 8h 17,7 1,5 13,17
24h 64,5 22,3 72,47
48h 14,0 88,9 422"

Tabelle 3: -fache Genexpression in Kolonepithelzellen in Bezug auf unbehandelte Kontrollzellen nach

Inkubation mit 25 nM Vitamin D;, 4 mM Butyrat und 25 nM Vitamin D; plus 4 mM Butyrat. Die

dargestellten Werte sind Mittelwerte. Signifikanzniveau p< 0,05 und p< 0,001. Student’s T-Test; ®, ***: in

Bezug auf mit Vitamin D; behandelte Zellen; ; " in Bezug auf mit Butyrat behandelte Zellen.
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3.4 Einfluss von Intestamin® auf die camp-Expression in

Kolonepithelzellen

3.4.1 Induktion der camp-Expression in HT 29 Zellen nach

Inkubation mit Intestamin®

In HT 29 Zellen erweist sich Intestamin® als starker Induktor der camp-Expression.
Geringe Konzentrationen von Intestamin®, namlich 1,25%, fiihren iiber 24, bzw. 48
Stunden zu einer hochsignifikanten Steigerung der Genexpression verglichen mit
unbehandelten Kontrollzellen. Gleiches zeigt sich bei einer Konzentration von 2,5%
Intestamin®. Eine Behandlung mit 5% Intestamin® bewirkt iiber 24 Stunden eine 30-

fache Genexpression in Bezug auf unbehandelte Kontrollzellen.

Inkubiert man HT 29 Zellen mit 10% Intestamin®, zeigt sich die stédrkste Induktion der
camp-Expression. Nach 8, 24 bzw. 48 Stunden erhélt man eine 2-, 32- bzw. 79-fache
Genexpression gegeniiber unbehandelten Kontrollzellen. Dies entspricht einer
hochsignifikanten Steigerung nach 24 Stunden und einer signifikanten Steigerung nach

8 bzw. 48 Stunden.

camp-Expression in HT 29 Zellen nach Inkubation mit Intestamin
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Abb. 14: camp-Expression in HT 29 Zellen nach Inkubation mit Intestamin®.
HT 29 Zellen wurden fiir 8, 24 und 48 Stunden mit verschiedenen Konzentrationen an Intestamin®
(1,25%, 2,5%, 5% und 10%) inkubiert. Die exprimierte mRNA wurde mittels Real-time RT-PCR fiir LL-
37 und GAPDH ausgewertet, die Genexpression in Bezug auf mit Medium behandelte Kontrollzellen

graphisch dargestellt. Die Werte sind Mittelwerte + SD (*:p<0,05; ***:p<0,001, Student’s T-Test).
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3.4.2 Induktion der camp-Expression in SW 620 Zellen nach

Inkubation mit Intestamin®

Eine niedrige, jedoch teils signifikante Expression des camp-Gens, zeigt sich, wenn
man SW 620 Zellen mit 1,25% oder 2,5% Intestamin® {iber 8, 24 und 48 Stunden
inkubiert.

Eine Behandlung mit 5% Intestamin® fiihrt nach 8, 24 bzw. 48 Stunden zu einer 8-, 20-
bzw. 7-fachen Genexpression von camp, was eine signifikante Erhohung unbehandelten
Kontrollzellen gegeniiber bedeutet. Eine 166-fache Genexpression wird mit einer
Kultivierung von SW 620 Zellen iiber 48 Stunden mit 10% Intestamin® erreicht.
Ebenfalls signifikant ist die Erhohung der camp-Expression bei einer Inkubation mit

10% Intestamin® iiber 8 und 24 Stunden (11- und 79-fach).

camp-Expression in SW620 Zellen nach Inkubation mit Intestamin
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Abb. 15 camp-Expression in SW 620 Zellen nach Inkubation mit Intestamin®.
SW 620 Zellen wurden fiir 8, 24 und 48 Stunden mit verschiedenen Konzentrationen an Intestamin®
(1,25%, 2,5%, 5% und 10%) inkubiert. Die exprimierte mRNA wurde mittels Real-time RT-PCR fiir LL-
37 und GAPDH ausgewertet, die Genexpression in Bezug auf mit Medium behandelte Kontrollzellen

graphisch dargestellt. Die Werte sind Mittelwerte + SD (*:p<0,05; ***:p<0,001, Student’s T-Test).
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3.4.3 Induktion der camp-Expression in T 84 Zellen nach

Inkubation mit Intestamin®

Wie an den kolorektalen Karzinomzelllinien HT 29 und SW 620 bereits gezeigt wurde,
bewirkt eine Behandlung mit 10% Intestamin® eine starke Induktion der camp-
Expression. Dies lésst sich auch an der Zelllinie T 84 zeigen. Inkubiert man T 84 Zellen
mit 10% Intestamin®, erhilt man nach 24 Stunden eine 13-fache, nach 48 Stunden eine
47-fache Genexpression in Bezug auf unbehandelte Kontrollzellen. Beide Ergebnisse

entsprechen einer hochsignifikanten Steigerung des camp-Gens.

camp-Expression in T 84 Zellen nach Inkubation mit Intestamin
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Abb. 16: camp-Expression in T 84 Zellen nach Inkubation mit Intestamin®.
T 84 Zellen wurden fiir 8, 24 und 48 Stunden mit verschiedenen Konzentrationen an Intestamin® (1,25%,
2,5%, 5% und 10%) inkubiert. Die exprimierte mRNA wurde mittels Real-time RT-PCR fiir LL-37 und
GAPDH ausgewertet, die Genexpression in Bezug auf mit Medium behandelte Kontrollzellen graphisch

dargestellt. Die Werte sind Mittelwerte + SD (*:p<0,05; ***:p<0,001, Student’s T-Test).
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3.4.4 Induktion der camp-Expression in GEKI 02 Zellen nach

Inkubation mit Intestamin®

Die Adenomzelllinie GEKI 02 verhilt sich gegeniiber einer Behandlung mit Intestamin®
dhnlich wie die untersuchten kolorektalen Karzinomzelllinie HT 29, SW 620 und T 84.
Allerdings wird die stirkste Induktion der camp-Expression nicht durch die Behandlung
mit 10% Intestamin® iiber 48 Stunden, sondern iiber 24 Stunden hervorgerufen. Nach 24
Stunden Inkubationszeit mit 10% Intestamin® ergibt sich eine 33-fache Expression von
camp, was einer hochsignifikanten Steigerung der Genexpression entspricht. Nach 48
Stunden wird eine 8-fache Genexpression erreicht, was eine signifikante Erhéhung der

camp-Expression gegeniiber unbehandelten Kontrollzellen bedeutet.
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Abb. 17:  camp-Expression in GEKI 02 Zellen nach Inkubation mit Intestamin®.
GEKI 02 Zellen wurden fiir 8, 24 und 48 Stunden mit verschiedenen Konzentrationen an Intestamin®
(2,5%, 5% und 10%) inkubiert. Die exprimierte mRNA wurde mittels Real-time RT-PCR fiir LL-37 und
GAPDH ausgewertet, die Genexpression in Bezug auf mit Medium behandelte Kontrollzellen graphisch

dargestellt. Die Werte sind Mittelwerte + SD (*:p<0,05; ***:p<0,001, Student’s T-Test).

52



Ergebnisse

3.5 Einfluss einer Co-Stimulation mit Intestamin® plus
Butyrat auf die camp-Expression in
Kolonepithelzellen

10% Intestamin® und 4 mM Butyrat induzieren, wie die bisherigen Versuche zeigten,
die camp-Expression in epithelialen Kolonzellen. Kultiviert man T 84 Zellen mit beiden
Substanzen, ndmlich mit 10% Intestamin® plus 4 mM Butyrat, lisst sich jedoch keine
deutliche Steigerung der camp-Expression gegeniiber einer Behandlung mit den
einzelnen Substanzen nachweisen. Nach 48 Stunden erzielt die Inkubation mit 10%
Intestamin® eine 47-fache, mit 4 mM Butyrat eine 106-fache, und mit Intestamin plus
Butyrat eine 107-fache Expression des camp-Gens im Vergleich zu unbehandelten
Kontrollzellen. Dies bedeutet, dass eine Co-Stimulation mit Intestamin® plus Butyrat
zwar eine hochsignifikante Steigerung der Genexpression gegeniiber einer Behandlung

mit Intestamin® bewirkt, jedoch keinerlei Steigerung hinsichtlich einer Behandlung mit

Butyrat zeigt.
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Abb. 18: camp-Expression in T 84 Zellen nach Inkubation mit 10% Intestamin® und 4mM Butyrat.
T 84 Zellen wurden fiir 8, 24 und 48 Stunden mit 10% Intestamin®, 4 mM Butyrat und 10% Intestamin®
plus 4 mM Butyrat kultiviert. Die Auswertung der exprimierten mRNA erfolgte mittels Real-time RT-
PCR fiir LL-37 und GAPDH. Die Genexpression ist in Relation zu mit Medium behandelten
Kontrollzellen dargestellt. Die Werte sind Mittelwerte + SD. (ns: nicht signifikant; °:p<0,05; °°°:p<0,001;

Student’s T-Test; in Bezug auf mit Intestamin® bzw. Butyrat behandelte Zellen).
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3.6 Rolle des MEK/ERK Signalweges

UO0126 ist ein spezifischer MEK 1 Inhibitor und wurde in dieser Arbeit verwendet, um
die Rolle des intrazelluldren Signalweges MEK/ERK auf die durch 1,25(OH),Ds und

. ® - . .
Intestamin™ induzierte camp-Expression zu untersuchen.

3.6.1 Einfluss des MEK/ERK Signalweges bei der Induktion des

camp-Gens durch Vitamin D;

Inkubiert man Zellen der kolorektalen Karzinomzelllinien HT 29, SW 480, T 84 und der
Adenomlinie GEKI 02 mit 25 nM Vitamin Ds; plus 10 uM U0126 erhélt man keine
signifikant geringere Expression des camp-Gens als bei einer Inkubation mit 25 nM
Vitamin Ds. Die Behandlung mit dem spezifischen MEK 1 Inhibitor U0126 zeigt, dass
der MEK/ERK Signalweg keinen Einfluss auf die Induktion des camp-Gens durch
1,25(0OH),D; besitzt.

In HT 29 Zellen bewirkt die Behandlung mit 25 nM Vitamin D5 iiber 24 Stunden zwar
eine 12-fache Genexpression und die mit 25 nM Vitamin D3 plus 10 uM U0126 eine 9
fache, jedoch besteht zwischen beiden Ergebnissen kein signifikanter Unterschied. Nach
8 bzw. 48 Stunden erkennt man auch geringe Unterschiede in der Expression des camp-

Gents, sie sind aber ebenso nicht signifikant.

Auch in den Zelllinien SW 480, T 84 und GEKI 02 erzielt eine Inkubation mit Vitamin
D3 plus10 uM UO0126 keine signifikant geringere Expression des camp-Gens verglichen
mit einer Behandlung mit Vitamin Ds. (Ergebnisse der Zelllinien T 84 und GEKI 02
sind nicht abgebildet.)
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camp-Expression in HT 29 Zellen nach Inkubation mit Vitamin D3
und U0126
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Abb. 19: A: camp-Expression in HT 29 Zellen nach Inkubation mit 25 nM Vitamin D; und 10 uM
U0126.
B: camp-Expression in SW 480 Zellen nach Inkubation mit 25 nM Vitamin D; und 10 pM UO0126.
Die Zellen der Linien HT 29 und SW 480 wurden mit und ohne 10 uM U0126 fiir 30 Minuten inkubiert.
Nach Zugabe von 25 nM Vitamin D3 wurden die Zellen fiir weitere 8, 24 und 48 Stunden bei 37°C und
5% CO, kultiviert. Die Auswertung der exprimierten mRNA erfolgte mittels Real-time RT-PCR fiir LL-
37 und GAPDH. Die Genexpression ist in Relation zu mit Medium behandelten Kontrollzellen

dargestellt. Die Werte sind Mittelwerte + SD. (ns: nicht signifikant; Student’s T-Test;)

55



Ergebnisse

3.6.2 Einfluss des MEK/ERK Signalweges bei der Induktion des

camp-Gens durch Intestamin®

3.6.2.1 camp-Expression in HT 29 Zellen nach Inkubation mit Intestamin®

und U0126

Der Signalweg MEK/ERK ist an der Induktion des camp-Gens durch Intestamin®
beteiligt.

Werden HT 29 Zellen mit 10% Intestamin® plus U0126 behandelt, zeigt sich eine
deutliche Verminderung der Genexpression verglichen mit einer Inkubation mit 10%
Intestamin®. Nach 8 Stunden halbiert sich die Expression von camp, nach 24 Stunden
betridgt sie ein Achtel und nach 48 Stunden sinkt die camp-Expression von einer 79-

fachen auf eine 24-fache Genexpression.
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Abb. 20: camp-Expression in HT 29 Zellen nach Inkubation mit 10% Intestamin® und 10 pM U0126.
HT 29 Zellen wurden mit und ohne 10 pM UO0126 fiir 30 Minuten inkubiert. Nach Zugabe von 10%
Intestamin® wurden die Zellen fiir weitere 8, 24 und 48 Stunden bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Die
Auswertung der exprimierten mRNA erfolgte mittels Real-time RT-PCR fiir LL-37 und GAPDH. Die
Genexpression ist in Relation zu mit Medium behandelten Kontrollzellen dargestellt. Die Werte sind
Mittelwerte £ SD. (ns: nicht signifikant; °:p<0,05; °°°:p<0,001; Student’s T-Test; in Bezug auf mit 10%

Intestamin® behandelte Zellen).
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3.6.2.2 camp-Expression in T 84 Zellen nach Inkubation mit Intestamin® und
U0126

Inkubiert man T 84 Zellen mit Intestamin® und dem spezifischen MEK 1 Inhibitor
U0126, zeigt sich ebenso wie in HT 29 Zellen eine starke Hemmung der durch

Intestamin® induzierten camp-Expression.

Nach 8 Stunden ist die Genexpression signifikant vermindert, nach 24 und 48 Stunden
siecht man eine hochsignifikante Reduktion der camp-Expression verglichen mit

Intestamin® behandelten Zellen.
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Abb. 21: camp-Expression in T 84 Zellen nach Inkubation mit 10% Intestamin® und 10 uM U0126.
T 84 Zellen wurden mit und ohne 10 pM UO0126 fiir 30 Minuten inkubiert. Nach Zugabe von 10%
Intestamin® wurden die Zellen fiir weitere 8, 24 und 48 Stunden bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Die
Auswertung der exprimierten mRNA erfolgte mittels Real-time RT-PCR fiir LL-37 und GAPDH. Die
Genexpression ist in Relation zu mit Medium behandelten Kontrollzellen dargestellt. Die Werte sind
Mittelwerte £ SD. (ns: nicht signifikant; °:p<0,05; °°°:p<0,001; Student’s T-Test; in Bezug auf mit 10%

Intestamin® behandelte Zellen).
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3.6.2.3 camp-Expression in SW 620 Zellen nach Inkubation mit Intestamin®
und U0126

In SW 620 Zellen lassen sich mit dem Inhibitor U0126 keine einheitlichen Ergebnisse
erzielen. Nach 8 Stunden bewirkt eine Behandlung der Zellen mit 10% Intestamin® plus
10 uM U0126 zwar gegeniiber einer Behandlung mit Intestamin® eine signifikante
Verminderung der Genexpression von 11 auf 3. Nach 24 Stunden zeigt sich keine

signifikante Erniedrigung, nach 48 Stunden eine Erhohung der Expression des camp-

Gens.
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Abb. 22: camp-Expression in SW 620 Zellen nach Inkubation mit 10% Intestamin® und 10 uM
U0126.
SW 620 Zellen wurden mit und ohne 10 uM UO0126 fiir 30 Minuten inkubiert. Nach Zugabe von 10%
Intestamin® wurden die Zellen fiir weitere 8, 24 und 48 Stunden bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Die
Auswertung der exprimierten mRNA erfolgte mittels Real-time RT-PCR fiir LL-37 und GAPDH. Die
Genexpression ist in Relation zu mit Medium behandelten Kontrollzellen dargestellt. Die Werte sind
Mittelwerte £ SD. (ns: nicht signifikant; °:p<0,05; °°°:p<0,001; Student’s T-Test; in Bezug auf mit 10%

Intestamin® behandelte Zellen).
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3.6.2.4 camp-Expression in GEKI 02 Zellen nach Inkubation mit Intestamin®
und U0126

Eine Inkubation von GEKI 02 Zellen mit Intestamin® plus UO126 hat nach 8 Stunden
keinen hemmenden Effekt auf die Genexpression verglichen mit einer Behandlung der
Zellen mit Intestamin®. Nach 24 Stunden zeigt sich eine hochsignifikante Verminderung
der camp-Expression, wihrend nach 48 Stunden eine Halbierung der Genexpression

keine signifikante Reduktion darstellt.

camp-Expression in GEKI 02 nach Inkubation mit Intestamin und
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Abb. 23: camp-Expression in GEKI 02 Zellen nach Inkubation mit 10% Intestamin® und 10 uM
U0126.
GEKI 02 Zellen wurden mit und ohne 10 pM UO0126 fiir 30 Minuten inkubiert. Nach Zugabe von 10%
Intestamin® wurden die Zellen fiir weitere 8, 24 und 48 Stunden bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Die
Auswertung der exprimierten mRNA erfolgte mittels Real-time RT-PCR fiir LL-37 und GAPDH. Die
Genexpression ist in Relation zu mit Medium behandelten Kontrollzellen dargestellt. Die Werte sind
Mittelwerte £ SD. (ns: nicht signifikant; °:p<0,05; °°°:p<0,001; Student’s T-Test; in Bezug auf mit 10%

Intestamin® behandelte Zellen).
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3.6.2.5 Beeinflussung der camp-Expression in Kolonepithelzellen durch

U0126: ein Vergleich zwischen Intestamin® und Butyrat

J. Schauber konnte zeigen, dass der intrazellulire Signalweg MEK/ERK an der
Induktion des camp-Gens durch Butyrat beteiligt ist. In HT 29 Zellen wies er eine

Inhibition der durch Butyrat induzierten camp-Expression durch U0126 nach'®.
Diese Ergebnisse konnten bestitigt werden und sind in Tabelle 4 zusammengefasst.

In HT 29 Zellen fiihrt die Behandlung von 4 mM Butyrat plus 10 uM U0126 zu einer
hochsignifikanten Reduktion der Genexpression von camp im Vergleich zu einer
Behandlung mit Butyrat. Auch eine Behandlung mit 10% Intestamin® plus 10 uM
U0126 bewirkt eine hochsignifikante Verminderung der Genexpression im Vergleich zu

einer Behandlung mit Intestamin®.

Intestamin® Intestamin® Butyrat Butyrat
+ 00126 + U0126
HT 29 Zellen 8h 2,38 1,34" 2,36 0,88
24h | 31,95 4,14"" 20,19 7,557
48h | 78,79 24,33 63,17 5,697
SW 620 Zellen 8h 11,14 3,16" 6,98 6,34
24h | 79,18 63,97 200,06 180,15
48h | 16591 249,81 364,87 817,64
GEKI 02 Zellen 8h 1,56 3,81 2,13 0,47
24h | 33,20 0,13 40,89 0,127
48h | 7,55 4,16 110,87 53,97

Tabelle 4: -fache camp-Expression in HT 29, SW 620 und GEKI 02 Zellen nach Inkubation mit 10%
Intestamin®, 4 mM Butyrat und 10 uM U0126; Die Zellen der verschiedenen Zelllininen wurden mit und
ohne 10 uM U0126 fiir 30 Minuten inkubiert. Nach Zugabe von 10% Intestamin® bzw. 4 mM Butyrat
wurden die Zellen fiir weitere 8, 24 und 48 Stunden bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Die Auswertung der
exprimierten mRNA erfolgte mittels Real-time RT-PCR fiir LL-37 und GAPDH. Die Genexpression ist in
Relation zu mit Medium behandelten Kontrollzellen dargestellt. Die Werte sind Mittelwerte + SD. .

Signifikanzniveau p< 0,01 und p< 0,001. Student’s T-Test; ®, *™*: in Bezug auf mit Intestamin® behandelte

Zellen; °; °°°: in Bezug auf mit Butyrat behandelte Zellen;
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In SW 620 Zellen lassen sich sowohl bei einer Behandlung mit Butyrat plus U0126, als

auch bei einer Behandlung mit Intestamin® plus UO126 keine Auswirkungen erzielen.

Inkubiert man GEKI 02 Zellen mit Butyrat plus U0126, erzielt man sowohl nach 24, als
auch nach 48 Stunden eine hochsignifikante Verminderung der camp-Expression
verglichen mit der Inkubation mit Butyrat. Die Co-Stimulation Intestamin® plus U0126
bewirkt zwar nach 24 Stunden ebenso eine hochsignifikante Reduktion der

Genexpression, nach 48 Stunden kann diese jedoch nicht mehr nachgewiesen werden.
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C
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Abb. 24: A: camp-Expression in HT 29 Zellen nach Inkubation mit 10% Intestamin®, 4 mM Butyrat
und 10 uM UO0126; B: camp-Expression in SW 620 Zellen nach Inkubation mit 10% Intestamin®, 4 mM
Butyrat und 10 uM UO0126; C: camp-Expression in GEKI 02 Zellen nach Inkubation mit 10%
Intestamin®, 4 mM Butyrat und 10 uM U0126. Die Zellen der verschiedenen Zelllininen wurden mit und
ohne 10 uM U0126 fiir 30 Minuten inkubiert. Nach Zugabe von 10% Intestamin® bzw. 4 mM Butyrat
wurden die Zellen fiir weitere 8, 24 und 48 Stunden bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Die Auswertung der
exprimierten mRNA erfolgte mittels Real-time RT-PCR fiir LL-37 und GAPDH. Die Genexpression ist in
Relation zu mit Medium behandelten Kontrollzellen dargestellt. Die Werte sind Mittelwerte + SD. (ns:
nicht signifikant; °:p<0,05; °°°:p<0,001; Student’s T-Test; in Bezug auf mit 10% Intestamin® behandelte
Zellen).

3.7 Antimikrobielle Aktivitat von HT 29 Zellen
gegeniiber E.coli

Um zu analysieren, ob eine durch 1,25(OH),D; und Butyrat induzierte Cathelicidin
Genexpression eine verstirkte antimikrobielle Aktivitit besitzt, wurde ein
Uberlebensassay durchgefiihrt. Beispielhaft wurde hierfiir die Zelllinie HT 29

verwendet.

HT 29 Zellen zeigen unbehandelt eine antimikrobielle Aktivitit gegeniiber E.coli. Diese
kann durch eine Inkubation der Zellen mit 4 mM Butyrat iiber 24 oder 48 Stunden nicht

wesentlich verstiarkt werden. Die Behandlung mit 25 nM Vitamin Dj iiber 24 oder 48
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Stunden erzielt ebenso keine VergroBerung der Hemmhofe im Vergleich zu den
unbehandelten Zellen. Die lysierten Bereiche der mit 25 nM Vitamin D3 plus 4 mM

Butyrat behandelten Zellen sind 1,3 mal so grof} wie die der unbehandelten Zellen.

Obwohl Vitamin D3 und Butyrat in HT 29 Zellen die Expression des Cathelicidin Gens
camp induzieren, zeigen die behandelten Zellen im Vergleich zu den unbehandelten

Zellen keine verstédrkte antimikrobielle Aktivitéit gegeniiber E.coli.

But 24h

But + VitD3 48he

Abb.  25:  Uberlebensassay von  E.coli  gegeniiber stimulierten ~HT 29  Zellen
HT 29 Zellen wurden mit 25 nM Vitamin D; und 4 mM Butyrat iiber 24 und 48 Stunden bei 37°C und 5%
CO2 inkubiert. Anschliefend wurden Zelllysate hergestellt, indem HT 29 Zellen in PBS gelost, durch
Ultraschall lysiert und mittels einer Lyophilen ankonzentriert wurden. In LB-Agarplatten wurden Locher
gestanzt, in welche die Zelllysate pipettiert wurden. E.coli in der log-Phase wurden mittels Weichagar
dariiber gegeben und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Der Durchmesser der transparenten, lysierten

Bereiche spiegelt den Grad der antimikrobiellen Aktivitit der HT 29 Zellen gegeniiber E.coli wider.
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4 Diskussion

Obwohl unser Korper in stindigem Kontakt mit zahlreichen Mikroorganismen steht,
erkrankt der Mensch selten an Infektionskrankheiten. Die intakte Epithelzellschicht an
den Schleimhautoberflichen von Lunge, Haut, Gastrointestinal- und Urogenitaltrakt
bildet eine Barriere gegeniiber Mikroorganismen. Ausgestattet mit Effektormolekiilen,
wie antimikrobiellen Peptiden, ist sie in der Lage unseren Korper vor dem Eindringen
pathogener Keime zu bewahren" '*°. Besonders der Gastrointestinaltrakt, der mit ca.
400 m’ die groBte Oberfliche des Menschen darstellt, befindet sich in stetiger

0
o , muss der Darm

Auseinandersetzung mit Mikroben. Besiedelt mit ca. 10'* Bakterien'
tiber spezielle Abwehrmechanismen verfiigen, um sich insbesondere gegen
krankheitserregende Mikroorganismen zur Wehr setzen zu konnen. Die Produktion
antimikrobieller Peptide (AMP) stellt eine Abwehrstrategie des angeborenen
Immunsystems dar” >. Beim Menschen sind neben anderen AMPs die Defensine und
das einzig bekannte humane Cathelicidin LL-37 von Bedeutung fiir die Immunabwehr.
a-Defensine werden unter anderem von den Paneth Zellen des Diinndarms, f—Defensine
und das Cathelicidin von den Epithelzellen des Kolons exprimiert'’. Cathelicidine
zeigen nicht nur ein weites Spektrum an antimikrobieller Aktivitidt gegeniiber Gram-

1922 . .
o , sie sind auch

69,70

negativen und Gram-positiven Bakterien, Viren, Pilzen und Protozoen

62-66

beteiligt an einer Reihe von Erkrankungen der Haut™ ™, der Lunge und des

Gastointestinaltrakts>*">”7¢.

Das Wissen jedoch iiber die Faktoren, die die Synthese und Expression antimikrobieller
Peptide, insbesondere des humanen Cathelicidins LL-37, beeinflussen, ist bisher noch
liickenhaft. Ebenso ist wenig dariiber bekannt, iiber welche Signalwege das Cathelicidin

seine Wirkungen an die Zelle vermittelt.

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war die Analyse der Auswirkungen von Vitamin Dj
(1,25(0OH),;D3), Butyrat und Intestamin® auf die Expression des camp-Gens anhand von
in-vitro Experimenten an Kolonepithelzellen. Weiterhin sollte die Beteiligung des

intrazelluldren Signalwegs MEK/ERK an der Signaliibermittlung untersucht werden.
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Sicherlich sind in-vivo Experimente fiir die Auswirkung von Substanzen auf den Darm
aussagekriftiger als in-vitro Experimente, da sie die normale Physiologie und die
komplexen Bedingungen im menschlichen Organismus beriicksichtigen. Aber solche
Experimente sind in der Praxis nur schwer durchfiihrbar. Man miisste dazu die
Epithelzellen einzeln aus der Mukosa ausldsen oder sie als gesamte Mukosaschicht von

191

der Muskelschicht trennen, um die Zellen untersuchen zu konnen ~ . Untersuchungen

anhand von Zellkulturen dagegen sind in der Praxis weit verbreitetet, da Zellkulturen
wissenschaftlich etabliert, gut verfiigbar und einfach in der Handhabung sind'®.
Allerdings finden die Experimente in Kkontrollierter Umgebung auferhalb des
menschlichen Organismus statt und bediirfen, um auf die Vorginge in der Natur

iibertragen werden zu konnen, einer Uberpriifung in-vivo.

Fiir die vorliegende Arbeit wurden vier verschiedene Zelllinien von kolorektalen
Karzinomen (HT 29, T 84, SW 620, SW 480), eine Adenomzelllinie (GEKI 02) und
eine Monozytenzelllinie verwendet (U 937). Diese Zelllinien werden von vielen
Forschungsgruppen verwendet und sind fiir in-vitro Experimente zur Untersuchung und
Klirung vielerlei gastrointestinaler Fragestellungen geeignet'®* '** ' Die Etablierung
von Zelllinien aus urspriinglich neoplastischen, immortalisierten Zellen bietet die
Moglichkeit, diese Zellen ldngerfristig zu kultivieren, um in-vitro Experimente an ihnen

177,191

durchfithren zu konnen . Da diese Zellen neoplastischen Ursprungs sind und

chromosomale Aberrationen oder genetische Alterationen aufweisen, reprisentieren sie
jedoch nicht die gesunden Kolonepithelzellen, sondern spiegeln spite Neoplasiestadien

wider'*°

. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit zusétzlich die kolorektale
Adenomzelllinie GEKI 02 verwendet. GEKI 02 Zellen sind genetisch stabil und weisen
wenige chromosomale Aberrationen auf, da es sich um ein frithes Stadium der Adenom-

Karzinom-Sequenz handelt'™.
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4.1 Einfluss von Vitamin D; auf die camp-Expression in
Kolonepithelzellen

Die Bedeutung des Vitamin D fiir die Regulierung des Knochenstoffwechsels und der
Calcium- und Phosphatspiegel im Korper ist seit langem bekannt. In den letzten beiden
Jahrzehnten erkannte man jedoch, dass Vitamin D eine weitaus groflere Rolle im Korper
spielt und neben dem Knochenstoffwechsel und der Calciumhomoostase auch die
Zelldifferenzierung, das Zellwachstums, das Immunsystem und andere hormonell

gesteuerte Systeme beeinflusst'® .

Ob die aktive Form des Vitamin Ds, das Calcitriol, auch die Expression des

Cathelicidins LL-37 beeinflusst, sollte in der vorliegenden Arbeit untersucht werden.

Die Inkubation der Kolonepithelzellen HT 29, SW 480, T 84 und GEKI 02 mit Vitamin

D3 bewirkt eine zeit- und dosisabhéngige Steigerung der Expression des camp-Gens.

Eine Dosisfindungsstudie wurde zunidchst durchgefiihrt, um die Zellen mit jenen
Konzentrationen an 1,25(OH),;D3; zu stimulieren, welche einen Effekt auf die camp-
Expression in Kolonepithelzellen ausiiben. Zugleich konnten dadurch eventuell

auftretende toxische Effekte des Vitamin D5 auf die Zellen ermittelt werden.

Eine Stimulation von HT 29, SW 480 und GEKI 02 Zellen mit 1 nM, 7,5 nM und 10
nM Vitamin D3 konnte im Allgemeinen keine gesteigerte Expression des Cathelicidin
Gens bewirken. In T 84 Zellen jedoch fiihrte eine Behandlung der Zellen mit 7,5 nM
und 10 nM Vitamin D3 bereits zu einer erhohten Genexpression. Eine Behandlung mit
15 nM Vitamin D3 vermochte in allen getesteten Zelllinien eine Steigerung der
Expression des camp-Gens zu induzieren. Die deutlichste Zunahme der Genexpression
wurde durch eine Behandlung mit 25 nM Vitamin Dj; iiber 24 Stunden erreicht. Die
Inkubation der Zellen mit 25 nM Vitamin D3 iiber 24 Stunden zeigte gegeniiber einer
Inkubation iiber 8 Stunden eine signifikante, bzw. hochsignifikante Steigerung der
Cathelicidin Expression. Nach 48 Stunden kam es wieder zu einer Abnahme der
Expression des camp-Gens. Eine Behandlung der getesteten Zellen mit 50 nM Vitamin
D3 konnte lediglich in GEKI 02 Zellen eine Steigerung der Expression des Cathelicidin
Gens hervorrufen. In den anderen getesteten Zelllinien war dies nicht der Fall. Diese

Verringerung der camp-Expression nach Behandlung der Zellen mit 50 nM Vitamin D3
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lasst sich auf den gesteigerten Anteil an toten Zellen zuriickfithren, der bereits in der
Zellkultur beobachtet werden konnte. Die toten Zellen wurden in der Kultur durch
Absaugung eliminiert. Der photometrisch gemessene erniedrigte RNA-Gehalt der
Zellen korrelierte mit der geringen Expression des Cathelicidin Gens. Aufgrund dieser
Beobachtungen muss davon aufgegangen werden, dass eine Dosis von 50 nM Vitamin

Dj; eine toxische Wirkung auf die Zellen besitzt.

Vitamin Dj; ist nach Gombart ein extrazelluldarer Stimulus, der imstande ist, die camp-
Expression in Keratinozyten, Monozyten und Kolonepithelzellen zu induzieren. Die
biologisch aktive Form, das 1,25-(OH),Ds3, ist in der Lage, die Expression des
Cathelicidin Gens in U 937 und HT 29 Zellen zu steigern'®’. Ebenso konnte Wang die
Steigerung der Expression von camp in U 937 Zellen nachweisen. Die Inkubation von U
937 Zellen mit 10 nM Vitamin D; zeigte eine zeitabhidngige Steigerung der

Genexpression mit dem groBten Effekt nach 24 Stunden'®.

Die Ergebnisse von Wang und Gombart konnten in unserem Labor bestétigt werden.
Eine Behandlung von U 937 Zellen mit Vitamin D3 zeigte eine zeit- und dosisabhéngige
Induktion der camp-Expression. Konzentrationen zwischen 1 nM bis 25 nM Vitamin D3
bewirkten dabei eine Steigerung der Expression des Cathelicidin Gens, bei einer
Konzentration von 50 nM Vitamin D; war dies aufgrund der vermutlich toxischen

Wirkung dieser Dosis nicht mehr der Fall.

Die Induktion der Cathelicidin-mRNA nach Vitamin D3 Exposition wird auf die
Existenz eines Vitamin D Response Element (VDRE) in der Promoterrregion des camp-
Gens zuriickgefiihrt. In der Promoterregion des camp-Gens konnte ein funktionelles
VDRE identifiziert werden, an das der Vitamin D-Rezeptor als ligandenabhéngiger
Transkriptionsfaktor bindet und die Genexpression vermittelt'”” '**. Dieses VDRE ist
innerhalb eines short interspersed element (SINE) lokalisiert, das im Menschen und

Schimpansen konserviert ist, nicht aber in Nicht-Primaten wie der Maus'"’.

Auch in Zellen von Prostata-, Lungen- und Endometriumskarzinomen zieht eine

Stimulation der Zellen mit 1,25(OH),D3 eine Steigerung der Expression von camp nach

67



Diskussion

sich'””. Gleiches gilt fiir Keratinozytenm4. Schauber legte 2006 dar, dass Vitamin D3 die
Cathelicidin Expression in Keratinozyten und Monozyten induziert. Jedoch konnte eine
Behandlung der kolorektalen Zelllinie HT 29 mit Vitamin Ds; keine gesteigerte
Expression von camp bewirken, obwohl Vitamin D3 in allen Zelltypen das VDRE in der
Promoterregion des Cathelicidin-Gens aktivierte. HT 29 Zellen antworteten zwar auf
die Stimulation mit 1,25(OH),D; mit einer erhOhten Promoteraktivitit und einer
erhohten Expression des CYP24A1, der 24-Hydroxylase, die dem Abbau des Calcitriol
dient, jedoch wurde weder auf mRNA-Ebene noch auf Proteinebene das Cathelicidin

induziert'™

. Diese fehlende Induktion des camp-Gens in HT 29 Zellen nach Stimulation
mit Vitamin D3 steht auf den ersten Blick im Widerspruch zu unseren Ergebnissen. Wir
konnten zeigen, dass eine Inkubation von HT 29 Zellen die Expression des camp-Gens
induziert. Allerdings ist die Induktion zeit- und dosisabhidngig. Eine Steigerung der
Genexpression erfolgte nach Stimulation der Zellen mit 15 und 25 nM Vitamin Ds iiber
8, 24 und 48 Stunden, wobei eine Stimulation mit 25 nM Vitamin D5 iiber 24 Stunden
die groBten Effekte erzielte. Eine Behandlung der HT 29 Zellen mit 50 nM Vitamin D;
fiihrte zu einem plotzlichen Abfall der camp-Expression. Schauber verwendete fiir seine

Versuche Konzentrationen von bis zu 200 nM Vitamin D3104

. Beriicksichtigt man die
Dosisabhingigkeit der Steigerung des Cathelicidin Gens stimmen Schaubers Ergebnisse
mit unseren iiberein, da wir eine gesteigerte Genexpression nur fiir Konzentrationen von
15 und 25 nM 1,25(0OH),D3; nachweisen konnten. Die Verringerung der camp-
Expression nach einer Behandlung der Zellen mit 50 nM Vitamin D; weist auf einen
zytotoxischen Effekt des Vitamin Ds in dieser Dosis hin, der durch den gesteigerten
Anteil an toten Zellen in der Zellkultur und einen photometrisch gemessenen
erniedrigten RNA-Gehalt der Zellen bekriaftigt wird.

Eine Dosisabhingigkeit kann in HT 29 Zellen auch fiir das Zellwachstum gezeigt

werden'?> 16

. Die Behandlung der Zellen mit steigenden Konzentrationen an Vitamin
D3, von 102 bis 10 M, fiihrt zu einer zunehmenden Hemmung des Zellwachstums und
einer Reduktion des DNA-Gehalts der Zellen. Vitamin D3 hemmt dosisabhingig nicht
nur das Zellwachstum, es induziert auch Apoptose in HT 29 Zellen'”” '*®. Nach der
Behandlung mit 10® M Vitamin Ds iiber 24 Stunden zeigten die nach Papanicolaou
angefidrbten HT 29 Zellen unter dem Mikroskop die typischen Anzeichen von Apoptose,

wie Chromatinkondensation, Margination und Fragmentierung des Nukleus und die
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Bildung von apoptotischen Korperchen. Andere Autoren gehen bei hdheren Dosen
Vitamin Dj (zwischen 107 und 10°M) aufgrund morphologischer Zellverdnderungen

auch von einem zytotoxischen Effekt des Vitamin D3 aus'”.

Die Hemmung des Zellwachstums, die Reduktion des DNA Gehalts und die Induktion
der Apoptose in HT 29 Zellen konnten mogliche Erkldarungen fiir die fehlende
Steigerung der Expression des Cathelicidin Gens nach Behandlung mit Vitamin D3 in
GroBenordungen von 100 - 200 nM (= 107 M) darstellen'®. Uber die Griinde, warum
HT 29 Zellen auf die Stimulation mit 1,25(OH),D5 mit einer erhohten Promoteraktivitét
des VDRE reagierten, ohne dass das Cathelicidin auf mRNA-Ebene oder auf

Proteinebene induziert wurde'™, kann jedoch nur spekuliert werden.

Die Auswirkungen von Vitamin D3 auf das Cathelicidin LL-37 wurden bisher in in-vitro
Versuchen nachgewiesen. Weber konnte zeigen, dass die topische Applikation von 10-
100 nM Vitamin D3 die Expression des camp-Gens in Hautzellen in-vivo induziert. Dies
bestdtigte er zudem auf Proteinebene, indem er die Hochregulierung des hCAP18 durch
Western Blots nachwies. In-vivo war die aktive Form des Vitamin D3, 1,25(OH),Ds,
fahig, eine Steigerung der Genexpression auszulosen. Das 7 Dehydrocholesterol, eine

Vorstufe aus der Vitamin D3 Biosynthese, war dazu nicht in der Lagelgg.

Uber Toll-like-Rezeptoren (Toll-like receptors, TLRs) stellt Vitamin D3 die Verbindung
zwischen der Erkennung von Mikroben und der Aktivierung des angeborenen
Immunsystems her. Toll-like-Rezeptoren gehoren zur Gruppe der Pattern Recognition
Receptors (PPRs) und dienen der Erkennung von Pathogen assoziierten Strukturen
(Pathogen associated molecular pattern, PAMPs). Diese Strukturen kommen auf
Krankheitserregern, wie Viren, Bakterien oder Pilzen, vor und fithren iiber die

Signalwege der TLRs zur Aktivierung des Immunsystems>"2%%,

In tracheobronchialen Epithelzellen sind TLRs in der Lage, direkt die Expression des
humanen B-Defensins HBD-2 zu induzieren®”. Fiir Cathelicidine konnte diese direkte
Beziehung bisher nicht gezeigt werden. Jedoch hat die Aktivierung des TLR 2 in
Makrophagen die Induktion des Vitamin D-Rezeptors und die des Enzyms la-
Hydroxylase, welches die Umwandlung von 25(OH);D; in das biologisch aktive
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1,25(0OH),D; katalysiert, zur Folge und fiihrt dadurch zur Induktion des Cathelicidins®™.
In seinen Experimenten zeigten Liu und Kollegen anhand von M. tuberculosis, dass die
Gabe von 1,25(0OH),D; die Anzahl der lebensfahigen Mykobakterien in menschlichen
Makrophagen reduziert. Eine Blockade des Enzyms CYP27B1, der 1a-Hydroxylase,
oder die Antagonisierung des VDR verringerten diesen antimikrobiellen Effekt um 70%.
Die endogene Produktion des 1,25(OH),;Ds; und nachfolgende Aktivierung des VDR
sind also fiir den antimikrobiellen Effekt, der durch die TLRs vermittelt und durch das

Cathelicidin ausgeiibt wird, notwendig”®*.

Ein interessanter Aspekt ist, dass der TLR 2, der die Expression des Vitamin D-
Rezeptors und des Enzyms CYP27B1 stimuliert, selbst durch 1,25(OH),;D3 induziert
werden kann. In kultivierten Keratinozyten wird die Expression der
Oberflichenmolekiile TLR 2 und CD 14, einem TLR 2-Korezeptor, durch eine
Behandlung mit 1,25(0H),Ds begiinstigt’””. Dies konnte in-vivo bestitigt werden. Die
topische Applikation von 1,25(OH),Ds fiihrte zur Induktion des TLR 2 und nachfolgend
des Cathelicidin-Gens. Neben der Applikation von Vitamin D; fithrt auch eine

Verletzung der Haut zu einer Zunahme der Genexpression fiir CD 14 und TLR 2.

Die Induktion der TLR 2 Expression durch 1,25(OH),Ds3, welche fiir Keratinozyten
nachgewiesen werden konnte, ist wahrscheinlich zelltyp-spezifisch. In Monozyten
nidmlich induziert 1,25(OH),D3 zwar die Expression des CD 14 Proteins, die Expression

206

von TLR 2 verringert es aber” . Dadurch beeinflusst es die Antwort des Immunsystems

auf bakterielle Strukturen und ruft eine weniger starke Entziindungsreaktion hervor im
Sinne einer immunmodulatorischen Wirkung des Vitamin Dj auf Monozyten''" *’. In
Keratinozyten dagegen dient die Induktion der beiden Oberflichenmolekiile TLR 2 und
CD 14 durch 1,25(0OH),D; der Erkennung mikrobieller Strukturen und unter
Beteiligung des Cathelicidins der Abwehr einer Reihe von Erregern, die fiir

Wundinfektionen relevant sind*%.
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4.2 Einfluss von Butyrat auf die camp-Expression

Die Expression von Genen unterliegt komplexen Regulierungsmechanismen. Generell
kann die Genexpression auf DNA-, Transkriptions- und Translationsebene beeinflusst
werden. Eine wichtige Rolle bei der Regulation der Transkription spielt der Zugang der
Transkriptionsfaktoren zur DNA, der durch die Auflockerung der Chromatinstruktur
erleichtert wird. Eine Voraussetzung hierfiir ist die Acetylierung von Histonen. Sie
bewirkt, dass der positiv geladenen Lysinrest am N-terminalen Ende der Histone
neutralisiert und dadurch die Affinitit der Histone zur negativ geladenen DNA
verringert wird'™ %, Die Acetylierung von Histonen erfolgt entweder durch die
Aktivierung der Histonacetyltransferase @ (HAT) oder die Inhibition der
Histondeacetylase (HDAC)"*. Einen Inhibitor der Histondeacetylase (HDAC) stellt die

kurzkettige Fettsiure Butyrat dar'>> '*°

. Durch eine nicht-kompetitive, reversible
Hemmung der Histondeacetylase bewirkt Butyrat die Hyperacetylierung bestimmter

Kernhistone und greift in die Regulation der Gentranskription ein'>®.

Auch auf das camp Gen entfaltet Butyrat seine Wirkung. Es stellt einen Stimulus fiir die
Expression des antimikrobiellen Peptids LL-37 dar. Dies konnte in-vitro fiir
Kolonepithelzellen, Magen-, Leberzellen und eine Lungenkarzinomzelllinie gezeigt
werden™ 191219 Neben Butyrat fiihren auch Isobutyrat, Propionat und Trichostatin A
zu einer gesteigerten Expression des Cathelicidin Gens, wobei Butyrat stirker als
Trichostatin A oder die beiden anderen kurzkettigen Fettsduren die camp-Expression

induziert'® 1%,

Schaubers Ergebnisse, die die Induktion der camp-Expression durch Butyrat zeigen'®
195 konnten in der vorliegen Arbeit bestitigt werden. Da in Schaubers Experimenten,
wie auch in unseren Vorversuchen, die Konzentration von 4 mM Butyrat den stirksten
Effekt auf die Induktion des Cathelicidin Gens besaB'® , wihlten wir diese

Konzentration fiir unsere Versuche.

Die Zellen der Zelllinien GEKI 02, HT 29, T 84, SW 620 und SW 480 wurden iiber 8,
24 und 48 Stunden mit einer Dosis von 4 mM Butyrat inkubiert. Die Auswertung der
exprimierten mRNA erfolgte mittels Real-time PCR. Durch die Stimulation mit Butyrat
konnte in allen Zelllininen eine zeitabhingige Steigerung der Expression des

Cathelicidin Gens erreicht werden. Eine Behandlung der Zellen mit 4 mM Butyrat iiber
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48 Stunden bewirkte im Vergleich zu 8 bzw. 24 Stunden die grofte Zunahme der

Genexpression.

Da die kurzkettige Fettsdure zeit- und dosisabhingig die vermehrte Acetylierung der
Histon Proteine H3 und H4 und des Nicht-Histon Proteins HMG-N2 bewirkt'>* 1% 2!!
und diese Modifikation des Acetylierungsstatus mit der Induktion der LL-37 Expression
korrespondiert, konnen die Auswirkungen von Butyrat auf die Genexpression des LL-37
auf die Modulation der Histonproteine zuriickgefiihrt werden”. Diese Effekte von
Butyrat auf die Cathelicidin Expression scheinen allerdings zelltypspezifisch und vom
umgebenden Milieu der Zelle abhingig zu sein'®. Butyrat, das im Kolon eine wichtige
Rolle spielt und vielfiltige Funktionen ausiibt, ist ein Stimulus fiir die camp-Expression
in Kolonepithelzellen, wihrend es die LL-37 Expression in Keratinozyten, fiir die

Butyrat physiologisch nicht von Bedeutung ist, nicht induziert'®*.

Neben Butyrat vermogen auch andere Inhibitoren der Histondeacetylase die Expression
antimikrobieller Peptide zu steigern. Sulforaphan, ein Histondeacetylase-Hemmer, der
in hohen Konzentrationen in bestimmten Gemiisesorten, wie zum Beispiel Broccoli,
vorkommt®'?, verstirkt dosisabhingig die Expression des antimikrobiellen Peptids
HBD-2, des Humanen B-Defensin-2, in HT 29, SW 480 und Caco 2 Zellen. An der
erhohten Expression des HBD-2 sind dabei sowohl der VDR, als auch die Signalwege
MEK/ERK und NF-«B beteiligt *"*.

4.3 Einfluss der Co-Stimulation mit Vitamin D3 plus
Butyrat auf die camp-Expression

Die Substanzen 1,25(OH),;D3 und Butyrat sind beide in der Lage, die Expression des
Cathelicidin Gens in Kolonepithelzellen zu steigern. Die Untersuchung, ob beide
Substanzen beziiglich der camp-Expression synergetisch wirken und eine Co-
Stimulation der Zellen mit beiden Substanzen, ndmlich Vitamin D3 plus Butyrat, eine
zusitzliche Steigerung der camp-Expression erreichen kann, war ein weiteres Ziel der

vorliegenden Arbeit.

72



Diskussion

Die Ergebnisse der Stimulationsversuche mit 1,25(0OH),D5 zeigten, dass eine Dosis von
25 nM Vitamin D3 in den getesteten Kolonepithelzellen - verglichen mit den Dosen 1
nM, 7,5 nM, 10 nM, 15 nM und 50 nM - die stdrkste Zunahme der camp-Expression
hervorruft. Aus diesem Grund wurden fiir die Koinkubationsversuche die
Konzentrationen von 25 nM Vitamin D3 und 4 mM Butyrat gewéhlt und die Zellen iiber
8, 24 und 48 Stunden inkubiert. Die Auswertung der exprimierten mRNA erfolgte

analog zu den Erlduterungen im Teil Material und Methoden.

In der Adenomzelllinie GEKI 02 erzielte die Co-Stimulation der Zellen mit 25 nM
1,25(OH),D3; plus 4 mM Butyrat nach 48 Stunden eine weitere Steigerung der
Expression des Cathelicidin Gens gegeniiber beiden Einzelsubstanzen. Die
synergetische Wirkung von 1,25(OH),Ds und Butyrat auf die camp-Expression konnte
jedoch nur nach 48 Stunden nachgewiesen werden. Eine Koinkubation der Zellen iiber
24 Stunden bewirkte zwar eine Erhohung der Expression des Cathelicidin Gens
gegeniiber einer Behandlung mit der Einzelsubstanz Vitamin Ds, nicht jedoch

gegeniiber einer Behandlung mit Butyrat.

In den Zellen der kolorektalen Karzinomzelllinien HT 29, T 84 und SW 480, lieB sich
eine synergetische Wirkung der beiden Substanzen nicht nachweisen. Die Koinkubation
mit Vitamin D; und Butyrat erzielte in keiner der drei genannten Zelllinien eine

Zunahme der camp-Expression gegeniiber einer Behandlung mit den Einzelsubstanzen.

Die Griinde, warum eine Koinkubation mit Vitamin D3 plus Butyrat in GEKI 02 Zellen
einen synergetischen Effekt auf die Expression des Cathelicidin Gens besitzt, in den
tibrigen getesteten kolorektalen Karzinomzelllinien HT 29, T 84 und SW 480 jedoch
nicht, bleiben unklar. Die Kinetik der Induktion der camp-Expression durch beide
Substanzen konnte eine Rolle spielen. Die Stimulationsversuche mit 1,25(OH),Ds
zeigten eine zeit- und dosisabhédngige Induktion der LL-37 Expression. Dabei lie3 sich
ein voriibergehender Effekt erkennen. Eine Behandlung der Zellen iiber 24 Stunden
erzielte eine stirkere Zunahme der camp-Expression als eine Behandlung iiber 8
Stunden. Nach 48 Stunden jedoch nahm die Genexpression wieder ab. Die
Stimulationsversuche mit Butyrat zeigten ebenso eine zeitabhidngige Komponente. Die
Genexpression nahm mit der Zeit stetig zu und erzielte nach 48 Stunden die deutlichste
Steigerung der camp-Expression. Die Tatsache, dass die Induktion der camp-Expression

zeitabhéngig ist, und somit die deutlichsten Auswirkungen auf die Genexpression des
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LL-37 24 Stunden nach einer Stimulation mit 1,25(OH),D3, bzw. 48 Stunden nach einer
Stimulation mit Butyrat auftreten, kann als eine Ursache fiir die fehlende zusitzliche
Steigerung der camp-Expression gegeniiber einer Behandlung mit den Einzelsubstanzen
und damit fehlenden synergetischen Wirkung angefiihrt werden. Ob durch verédnderte
Inkubationszeiten eine zusitzliche Steigerung der camp-Expression nach der Co-
Stimulation der Zellen mit 1,25(OH),;Ds plus Butyrat und damit eine synergetische
Wirkung beider Einzelsubstanzen erreicht wird, konnten weiterfithrende Versuche, die
mit Inkubationszeiten von 32 oder 40 Stunden die Kinetik der Genexpression

fortfithrend untersuchen, kliren.

Zudem muss man in Betracht ziehen, dass die kolorektalen Karzinomzellen, fiir die sich
keine synergetischen Effekte nach einer Co-Stimulation mit Vitamin D3 plus Butyrat
zeigen lieBen, im Gegensatz zu den Adenomzellen GEKI 02 maligne Zellen
neoplastischen Ursprungs sind, die chromosomale Aberrationen und genetische
Alterationen aufweisen und somit nicht normale Kolonepithelzellen repridsentieren

N 140, 186
konnen' % 186,

Weiterhin ist bisher noch nicht vollstindig geklért, ob der VDR an der Induktion der
Expression des LL-37 durch Butyrat beteiligt ist. In Versuchen mit VDRE Konstrukten
zeigt sich, dass Butyrat nicht in der Lage ist, die Promoteraktivitit in HT 29 Zellen
anzuregen. Butyrat steigert demnach die Cathelicidin Expression ohne das VDRE in der

. 104
Promoterregion des camp Gens zu aktivieren = .

Die Effekte, die Vitamin D3 auf die Expression des Cathelicidin Gens ausiibt, werden

iiber den Vitamin D-Rezeptor vermittelt'**

. Die Bindung des aktiven Vitamin D3 an den
VDR bewirkt eine Konformationinderung des Rezeptors, die zu einer
Heterodimerisierung mit dem Retinoid X Rezeptor (RXR) (Retinsdurerezeptor) fiihrt.
Der entstandene VDR-RXR Komplex ist nun in der Lage, an das Vitamin D Response
Element (VDRE) in den Promotorregionen der entsprechenden Gene zu binden und die
Genexpression zu beeinflussen'?’. Fiir die Transkription werden zusitzlich verschiedene
Koaktivatoren benotigt. Der VDR bindet an Koaktivatoren-Komplexe wie
beispielsweise den Steroid-Rezeptor-Koaktivator (steroid receptor coactivator, SRC)**.

SCRs wiederum rekrutieren HATs, welche durch die Acetylierung der Histone die
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Chromatinstruktur auflockern®"

DNA erleichtern.

und dadurch Transkriptionsfaktoren den Zugang zur

Dieser Mechanismus konnte bei der Induktion von camp eine Rolle spielen. Inkubiert
man Keratinozyten mit Butyrat, so zeigt sich, dass Butyrat in diesen Zellen keinen
Einfluss auf die Expression des camp-Gens hat. Eine Koinkubation von Vitamin D3 plus
Butyrat allerdings verstidrkt die camp-Expression gegeniiber einer Behandlung mit der
Einzelsubstanz Vitamin Ds. Die Steigerung der Expression des Cathelicidin Gens wird
durch die Blockierung des Koaktivators SRC 3 oder des VDRs unterdriickt’'®. Die
Induktion der Expression des Cathelicidin Gens durch 1,25(OH),Ds; kann also durch
eine vermehrte Histonacetylierung gesteigert werden, die Induktion der Genexpression
selbst aber wird durch den VDR vermittelt und ist vom Kofaktor SRC 3 abhéngig. Der
Koaktivator SRC 3 bewirkt die Offnung der Chromatinstruktur iiber die Aktivierung der
HAT, was fiir die durch den VDR vermittelte Transkription die Grundlage bildet und

durch HDAC-Inhibitoren verbessert werden kann>'®.

Eine synergetische Wirkung von Vitamin D; und dem Histondeacetylase-Inhibitor
Butyrat konnte fiir die monozytire Zelllinie U 937 gezeigt werden. Eine Stimulation der
U 937 Zellen mit 1 nM Vitamin D3 plus 1 mM Butyrat steigert die Genexpression um
30% gegeniiber einer Inkubation mit der Einzelsubstanz Vitamin D3 und um ein

Vielfaches gegeniiber einer Inkubation mit Butyrat alleine®'’.

Einige Forschungsgruppen konnten eine Steigerung der camp-Expression durch
1,25(OH),D3; in Kombination mit einer weiteren Substanz zeigen. Die kurzkettige
Fettsaure Butyrat vermag als Inhibitor der Histondeacetylase die vermehrte
Acetylierung der Histon Proteine H3 und H4 und des Nicht-Histon Proteins HMG-N2
herbei zu fiihren'>* °* 2! Auch die Aktivierung der Toll-like Rezeptoren TLR 2/6 und
TLR 2/1 bewirkt eine vermehrte Histonacetylierung®'®. TLRs sind fiir die Erkennung
mikrobieller Strukturen und Oberflichenmolekiile von Bedeutung. Die Aktivierung der
TLRs fiihrt in Keratinozyten zur Produktion von Zytokinen und antimikrobiellen

8

Peptiden und damit zur Antwort des angeborenen Immunsystemszl. Fiir den

antimikrobiellen Effekt, der durch TLRs vermittelt und durch das Cathelicidin ausgeiibt
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wird, sind die endogene Produktion des 1,25(OH),D3 und die nachfolgende Aktivierung

des VDR notwendig”*

. In Keratinozyten fiihrt der selektive TLR 2/6 Ligand Malp-2 in
Kombination mit 1,25(OH),D3; zur Induktion der camp—Expression216. Auch die
Behandlung der Zellen mit dem Immunsuppressivum Pimecrolimus, einem Calcineurin-
Inhibitor, in Kombination mit 1,25(OH),Ds steigert die Cathelicidin Expression im
Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen. Eine weitere Zunahme der camp-Expression
kann durch eine Behandlung mit allen drei Substanzen, ndmlich Pimecrolimus plus
Malp-2 plus 1,25(OH),Ds3 erreicht werden’'®. Wieso es durch eine Co-Stimulation mit
allen drei Substanzen zu einem weiteren Anstieg der camp-Expression kommt und
welche Rolle das Primecrolimus spielt, bleibt offen. Pimecrolimus konnte Gene
modifizieren, die iiber Vitamin D3 reguliert werden, an den gleichen Signalwegen wie
Vitamin D3 ansetzen oder andere Transkriptionsfaktoren, wie NF-AT (nuclear factor of
activated T cells) oder NF-«kB (Nukledrer Faktor kB) modulieren bzw. inhibieren®'®. Fiir
letzteres spricht, dass in der Promoterregion des Cathelicidin Gens der Maus CRAMP
eine Bindungsstelle fiir NF-kB gefunden worden ist*"”.

Die Expression antimikrobieller Peptide wird iiber die Signalwirkung der TLRs auch

durch Lipopolysaccharide (LPS) induziert'®*

. Das LPS selbst vermag keine
Steigerung der camp-Expression zu erzielen. Eine kombinierte Behandlung LPS plus
Vitamin D3 aber ruft in menschlichen Neutrophilen eine stirkere Zunahme der
Expression des Cathelicidin Gens hervor als die Einzelsubstanz Vitamin D3194. Wieso
LPS als Einzelsubstanz nicht in der Lage ist, eine Steigerung der camp-Expression zu

bewirken, in Kombination mit Vitamin D3 aber schon, ist bislang nicht geklrt.

Das gleiche Phinomen konnte auch fiir TGF-P 1 gezeigt werden. TGF-$ 1 zéhlt zu den
Zytokinen, beeinflusst als Signalmolekiil Zellproliferation und Zelldifferenzierung und
besitzt immunmodulatorische Effekte. Es kommt im Wundsekret der Haut vor und ist in
die Wundheilung involviert*’. TGF-B 1 an sich fiihrt keine Erhéhung der camp-
Expression herbei. Jedoch ist es in der Lage das Enzym CYP27B1 zu induzieren,
welches bei einer Inkubation von Keratinozyten mit der Vorstufe des Calcitriol, nimlich
mit 25(OH)Ds, dieses in die aktive Form 1,25(0OH),Ds; iiberfithren und dadurch das

Cathelicidin induzieren kann®.
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4.4 Einfluss von Intestamin® auf die camp-Expression

Die Barrierefunktion der Mukosa, die aus einer einzelligen Epithelzellschicht besteht
und durch Effektormolekiile wie Cathelicidine unterstiitzt wird, ist essentiell fiir die
Abwehr potentiell pathogener Keime im Darm. Bei schwerkranken Patienten ist die
Aufrechterhaltung der Funktion und der Integritdt des Darmes wichtig. Thre Erhaltung
und die Beeinflussung des mukosalen Immunsystems werden durch die

Pharmakonutrition angestrebt.

Das enterale Erndhrungssupplement Intestamin®, das als Pharmakonutrition speziell fiir
schwerkranke Patienten entwickelt wurde, ist reich an Glutamin-Dipeptiden, Tributyrin
und Antioxidantien, wie Zink, Selen, Vitamin C, E und B-Carotin. Neben der
Versorgung der Epithelzellen mit Energie und Nahrstoffen, soll durch die Substanzen
die Aufrechterhaltung der intestinalen Integritit und der Schutz vor oxidativem Stress
gewihrleistet werden. Die Einzelsubstanzen, aus denen Intestamin® besteht, waren
bereits Thema einiger in-vitro und in-vivo Studien. Welche Auswirkungen aber ihre
Kombination in Form des Priiparats Intestamin® auf den menschlichen Organismus,
insbesondere auf das lokale Immunsystem des Darms, hat, war bislang noch nicht

Gegenstand der Forschung.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Intestamin® auf die Expression des
Cathelicidins in Kolonepithelzellen untersucht. Die Versuche wurden in-vitro mit den
kolorektalen Karzinomzelllinien HT 29, SW 620, T84 und der Adenomzelllinie GEKI
02 durchgefiihrt.

Eine Stimulation der Zellen mit Intestamin® rief zeit- und dosisabhingig eine
Steigerung der Genexpression des Cathelicidins LL-37 hervor. In HT 29 Zellen
bewirkte eine Behandlung mit 1,25%, 2,5% und 5% Intestamin® die Zunahme der
Expression des camp-Gens. In den Zelllinien SW 620 und T 84 konnte eine Steigerung
der Genexpression ab einer Konzentration von 2,5% und in GEKI 02 Zellen ab einer
Konzentration von 5% Intestamin® erreicht werden. Eine Behandlung mit 10%
Intestamin® resultierte in allen untersuchten Zelllinien in einer erhdhten Expression des
Cathelicidin-Gens. In HT 29, SW 620 und T 84 Zellen fiihrte die Inkubation mit 10%
Intestamin® im Verlauf von 48 Stunden zu einer stetigen Zunahme der Genexpression.

In GEKI 02 Zellen zeigte sich zeitlich eine unterschiedliche Entwicklung. Die stérkste
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Induktion der camp-Expression wurde durch eine Inkubation iiber 24 Stunden
hervorgerufen, nach 48 stiindiger Inkubation kam es zu einer Abnahme der

Genexpression.

Intestamin® setzt sich aus Tributyrin, Glutamin und Antioxidantien, wie Zink, Selen,
Vitamin C, E und B-Carotin zusammen. Tributyrin, ein Inhaltsstoff des Intestamin®, ist

der Ester aus Glycerin und Butyrat”“’ 21

. Es wird in der klinischen Anwendung gut
vertragen174’ 21, 222, da es eine inerte Verbindung darstellt, die keine Gewebe-Irritationen
hervorruft und nicht toxisch ist. Natiirliche Quellen fiir Tributyrin sind nicht bekannt**.
Tributyrin wird chemisch als 1,2,3-O-Butanoylglyzerol bezeichnet, da die
Hydroxylgruppen des Glyzerols mit 3 Molekiilen n-Butyrat verestert sind. Die Butyrat
Molekiile werden nach Hydrolyse durch ubiquitire Lipasen freigesetzt224. Dabei
entstehen aus einem Mol Tributyrin drei Mol Butyrat’?”. Die gewihlten
Konzentrationen von 1,25% bis 10% Intestamin® enthalten rechnerisch zwischen 0,4
und 3 mM Butyrat. Diese Dosen sind fiir eine Wirkung des Butyrats auf zellulirer
Ebene ausreichend. Der Effekt, den Intestamin® auf die Induktion der Expression des
Cathelicidin Gens ausiibt, ist wahrscheinlich auf Tributyrin zuriickzufiihren. Tributyrin
wird durch Hydrolyse zu Butyrat umgesetzt und bewirkt vermutlich die Steigerung der
camp-Expression. Dies wird durch das analoge Verhalten der beiden Substanzen Butyrat
und Intestamin® bekriftigt. Behandelt man die Zellen der Zelllinien HT 29, SW 480,
SW 620, T 84 und GEKI 02 mit 4 mM Butyrat, zeigt sich eine stetige Zunahme der
camp-Expression im Verlauf der 48 Stunden. Ebenso fiihrt die Kultivierung von HT 29,
SW 620 und T 84 Zellen mit 10% Intestamin® im Verlauf von 48 Stunden zu einer
stetigen Zunahme der Genexpression. Lediglich in GEKI 02 Zellen zeigt sich eine
unterschiedliche zeitliche Entwicklung, da hier die stidrkste Induktion der camp-

Expression durch eine Inkubation iiber 24 Stunden hervorgerufen wird.

Interessanterweise fiihrt eine Co-Stimulation von T 84 Zellen mit 10% Intestamin® plus
4 mM Butyrat aber nicht zu einer stirkeren Zunahme der camp-Expression als die
Einzelsubstanzen. Die Co-Stimulation bewirkt nach 48 Stunden lediglich eine gleich

hohe Expression des Cathelicidin wie eine Stimulation mit 4 mM Butyrat.
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Wiihrend iiber die Einzelsubstanzen, aus denen sich das enterale Erndhrungssupplement
Intestamin® zusammensetzt, verschiedene Untersuchungen vorliegen, ist iiber die
Kombination der Substanzen und ihre Auswirkungen auf zellulirer Ebene wenig
bekannt. Glutamin beispielsweise, das in groBen Mengen in Intestamin® enthalten ist,
fiihrt als Einzelsubstanz sowohl in Kolonkarzinomzellen als auch in der

225, 226 .
’ . Die

Mpyelozytenzelllinie U 937 zu einem weniger differenzierten Phinotyp
Kombination aus Glutamin, Tributyrin und Antioxidantien in Form des Intestamin®
jedoch vermag in den Kolonkarzinomzelllinien SW 620 und HT 29 die Zellproliferation
zu hemmen und die Differenzierung zu induzieren (Kudlich et al., bisher nicht
verOffentlichte Ergebnisse). Die Differenzierung von Zellen spielt fiir die Expression
des antimikrobiellen Peptids LL-37 eine Rolle™. Im Kolon wird LL-37 von den Zellen
der epithelialen Oberflichen und den oberen Kryptenanteilen exprimiert. Dort finden
sich die differenzierten Kolonzellen. In den tiefen Kryptenanteilen, wo die
Zellproliferation stattfindet, lisst sich keine Expression des Cathelicidins nachweisen™.
Werden Kolonzellen mit Butyrat behandelt, zeigt sich sowohl ein Anstieg der AP-
Aktivitat, einem Marker fiir die Differenzierung von Zellen, als auch eine Zunahme der

. 53,103
EXpI‘CSSlOl’l von camp™’ .

Die Zelldifferenzierung und Expression des antimikrobiellen Peptids aber werden
wahrscheinlich iiber verschiedene Signalwege iibermittelt. Die Inhibition des
MEK/ERK Signalweges in SW 620 Zellen drosselt die durch Butyrat induzierte LL-37
Expression, wobei die AP-Aktivitidt unbeeinflusst bliebt. Eine Blockierung des p38
MAPK Weges dagegen reduziert die durch Butyrat induzierte AP-Aktivitidt, ohne die

. g : 103
Expression des Cathelicidins zu beeinflussen

. In Keratinozyten jedoch reduziert eine
Inhibition des p 38 MAPK Weges neben der Zelldifferenzierung auch die Expression
des Cathelicidin Gens>'* ?*’. Dies konnte auch in dem Sinne gedeutet werden, dass mit
zunehmender Zelldifferenzierung die Expression des Cathelicidins ansteigt und eine

Hemmung der Zelldifferenzierung die LL-37 Expression zuriickgehen lésst.

Die Zelldifferenzierung, die in kolorektalen Karzinomzellen durch Butyrat
hervorgerufen wird, ist vergesellschaftet mit der Hochregulierung des Vitamin D-
Rezeptors (VDR). Da Butyrat den VDR hochreguliert, an den Vitamin D3 bindet, und
iiber Zellzyklusregulatoren die Zelldifferenzierung beeinflusst, besitzen Vitamin D3 und

145, 146

Butyrat hinsichtlich der Zelldifferenzierung synergetische Effekte . Das bedeutet,
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dass die durch Butyrat induzierte Zelldifferenzierung und Expression des
Zellzyklusregulators p21V*""™! iiber den VDR vermittelt werden'* '*°, wobei die

Signalwege p 38 MAPK und TGF-B1/Smad 3 beteiligt sind***.

Hinsichtlich der Differenzierung von Zellen besitzt Tributyrin die gleichen Effekte wie
Butyrat. Es induziert die Zelldifferenzierung und reduziert die Proliferation®”>"'. Die
Inkubation von Kolonkarzinomzellen mit 1 mM Tributyrin steigert die AP-Aktivitit bis
zu 180fach im Vergleich zur Kontrolle, was bedeutet, dass Tributyrin die
Differenzierung stark fordert™’. In HT 29 Zellen waren die Auswirkungen von
Tributyrin auf die Suppression des Zellwachstums und die Induktion der

232

Differenzierung nachdriicklicher als die des Buyrat™“. Diese Effekte bewirkt das in

Intestamin® enthaltene Tributyrin, ebenso wie das Butyrat, iiber die Steigerung des

1WAF1/CIP1 233, 234

Zellzyklusregulators p2 , der eine komplexe Rolle beziiglich

Zelldifferenzierung, Zellzykluskontrolle und Apoptose innehat™”.

Auch Vitamin D; induziert die Zelldifferenzierung und wirkt hemmend auf die
Proliferation”'* 2% %7, Die Behandlung von U 937 Zellen mit 1,25(0OH),D; fiihrt zur
Differenzierung der Zellen unter Beteiligung des CDK-Inhibitors p21WAF1/CIPl 28
Neben der zellspezifischen Induktion von Cyklin-abhéngigen Kinase (CDK)-Inhibioren
p2 1 WVAFVCPL ynd p27%™! auf transkriptionaler und translationaler Ebene ist dabei auch
der Signalweg TGF-f beteiligt239. In Keratinozyten fiithrt 1,25(OH),D; ebenfalls zur
Induktion der Zelldifferenzierung™’ und vermag die Expression des Cathelicidins zu
steigern104. Andere Substanzen, die, wie beispielsweise Calcium>® oder all-trans-
Retinonsdure die Differenzierung induzieren, steigern allerdings nicht die LL-37
Expression'*. Das Expressionsmuster des LL-37 in der Haut und im Kolon legt eine
Korrelation zwischen der Expression des Cathelicidins und dem Status der zellulidren
Differenzierung nahe > '®. Jedoch ist es fraglich, ob die Induktion der Differenzierung

alleine ausreicht, um das Cathelicidin zu induzieren.

80



Diskussion

4.5 Rolle des MEK/ERK Signalweges

Die Expression des antimikrobiellen Peptids LL-37, das unter anderem fiir die Abwehr
von Mikroorganismen an Korperoberflichen von Bedeutung ist, stellt eine Strategie des
angeborenen Immunsystems dar. 1,25(0OH),D3, Butyrat und Intestamin® sind exogene
Faktoren, die in der Lage sind, die Expression des Cathelicidins anzuregen. Wie die
Expression des LL-37 reguliert wird und welche intrazelluldren Signalwege eine Rolle

spielen, ist bislang noch nicht vollstdndig geklért.

Bei der Induktion der camp-Expression durch Butyrat spielt der Signalweg MEK/ERK
eine Rolle'®”. Mitogen-aktivierte Protein-Kinasen, wozu MEK/ERK, p 38 MAPK und
JNK (c-Jun N-terminal Kinase) gehoren, sind eine Gruppe von Serin/Threonin Kinasen.
Diese Kinasen koOnnen, nachdem sie als Antwort auf extrazellulire Stimuli durch
Phosphorylierung aktiviert wurden, selbst im Zellkern Transkriptionsfaktoren
phosphorylieren und dadurch die Transkription beeinflussen'®”’. MAP-Kinasen
regulieren unter anderem Gene, die Zellwachstum und Zelldifferenzierung regeln und

fiir Apoptose und Entziindung verantwortlich sind'**.

Uber den MAP-Kinase Signalweg MEK/ERK wird die durch Butyrat induzierte

Expression des LL-37 in Kolonepithelzellen reguliert103

. Ob die Signaltransduktion iiber
den MEK/ERK-Weg fiir den Einfluss von Vitamin Ds; und Intestamin® auf das

Cathelicidin LL-37 von Bedeutung ist, wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht.

UO0126 ist ein spezifischer MEK 1 Inhibitor, der in den durchgefiihrten Versuchen dafiir
verwendet wurde, den Einfluss des MEK/ERK Signalweges auf die durch 1,25(0OH),Ds,
Butyrat und Intestamin® induzierte Expression des Cathelicidin Gens zu analysieren.
Dazu wurden die Zellen 30 Minuten mit 10 uM UO0126 behandelt, bevor die
Testsubstanzen hinzugegeben, die Zellen fiir weitere 8, 24, oder 48 Stunden inkubiert

und die exprimierte mRNA mittels Real-time PCR ausgewertet wurden.

Eine Stimulation der kolorektalen Karzinomzellen HT 29, T84, SW 480 und der
Adenomzellen GEKI 02 mit 25 nM Vitamin D3 plus U0126 iiber 8, 24 und 48 Stunden
fiihrte in keiner der getesteten Zelllinien zu einer verminderten Expression des camp-
Gens im Vergleich zu einer Inkubation mit 25 nM Vitamin D;. Die Behandlung der

Zellen mit dem spezifischen MEK 1/2 Inhibitor U0126 zeigt, dass der MEK/ERK
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Signalweg keinen Einfluss auf die Induktion des Cathelicidin Gens durch 1,25(OH),Ds

besitzt.

Bei der Induktion des camp-Gens durch Intestamin® allerdings sprechen die Ergebnisse
fiir eine Involvierung des MEK/ERK Weges. Stimuliert man HT 29 und T 84 Zellen
iber 8, 24 und 48 Stunden mit U0126 plus 10% Intestamin® wird die durch Intestamin®
induzierte Expression des LL-37 stark vermindert. In SW 620 Zellen lisst sich durch die
Blockade des MEK/ERK keine eindeutige Reduktion der camp-Expression nachweisen.
Lediglich nach 8, nicht aber nach 24 oder 48 Stunden, wird eine Abnahme der durch
Intestamin® induzierten LL-37 Expression erreicht. In GEKI 02 Zellen erzielt eine
Behandlung der Zellen mit U0126 plus 10% Intestamin® nach 24 Stunden eine
Abnahme der Genexpression, wihrend nach 48 Stunden ein Riickgang um 50% keine
signifikante Reduktion der camp-Expression im Vergleich zu einer Behandlung mit

Intestamin® darstellt.

Dass der MEK/ERK Weg an der Induktion des camp-Gens durch Butyrat beteiligt ist,
wies Schauber erstmals 2004 an HT 29 Zellen nach'®’. Diese Ergebnisse wurden in der
vorliegenden Arbeit bestitigt. Vergleicht man zudem die Beeinflussung der camp-
Expression nach Stimulation der Zellen mit 10% Intestamin® plus U0126 mit der
Behandlung der Zellen mit 4 mM Butyrat plus U0126, lassen sich Analogien finden. In
HT 29 Zellen wird die Expression von LL-37 sowohl durch eine Inkubation der Zellen
mit 10% Intestamin® plus UO126, als auch durch 4 mM Butyrat plus U0126 vermindert,
was eine Beteiligung des MEK/ERK Signalweges aufzeigt. In SW 620 Zellen dagegen
wird weder durch 10% Intestamin® plus U0126 noch durch 4 mM Butyrat plus U0126
eine Reduktion der Genexpression erreicht. Eine Behandlung der GEKI 02 Zellen mit 4
mM Butyrat plus U0126 bewirkt nach 8, 24 und 48 Stunden eine Verminderung der
camp-Expression im Vergleich zu einer Inkubation mit Butyrat alleine. Fiir die
Stimulation mit 10% Intestamin® plus U0126 lisst sich einzig nach 24 Stunden eine

Abnahme der Expression des Cathelicidin Gens nachweisen.

Die Behandlung der Zellen mit dem spezifischen MEK 1/2 Inhibitor U0126 zeigt, dass
der MEK/ERK Signalweg zwar keinen Einfluss auf die Induktion des Cathelicidin Gens
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durch Vitamin Dj besitzt, bei der Induktion des camp-Gens durch Intestamin® allerdings
wahrscheinlich involviert ist. Warum sich eine Behandlung mit dem spezifischen MEK
1 Inhibitor U0126 in Kombination mit Intestamin® nicht auf alle Zellen in gleicher
Weise auswirkt, ndmlich im Sinne einer Blockierung der Induktion der camp-
Expression, ist unklar. Uber die Griinde dieses Phinomens kann jedoch nur spekuliert
werden. Interessanterweise zeigt sich dieses Phdnomen auch fiir Butyrat. Nicht nur in
unserer Versuchreihe mit SW 620 Zellen, sondern auch in der hepatozelluldren
Karzinomzelllinie HepG2 wird eine durch Butyrat induzierte Steigerung der Expression
des camp-Gens nicht durch den Inhibitor U0126 blockiert'”. Moglicherweise konnte

dieses Phidnomen durch den spezifischen Zelltyp bedingt sein.

Die Mechanismen, iiber die eine Inkubation von Kolonepithelzellen mit 1,25(0OH),D3
zu einer Steigerung des Cathelicidin Gens fiihrt, sind nicht bekannt. Der Signalweg
MEK/ERK hat in Kolonepithelzellen keinen Einfluss auf die Induktion der camp-
Expression durch Vitamin Ds. In Keratinozyten jedoch ist der MEK/ERK Signalweg an
der Steigerung der camp-Expression durch 1,25(0OH),D; beteiligt. Eine Inkubation von
Keratinozyten mit dem Inhibitor U0126 blockierte die durch Vitamin D3 hervorgerufene
Zunahme der LL-37 Expression'™. Da Kolonepithelzellen und Keratinozyten anderen
(Umwelt)-Einfliissen ausgesetzt sind und sich in verschiedenen Milieus befinden,
konnte es allerdings sein, dass die Signaltransduktion beziiglich der Expression des
Cathelicidin Gens zellspezifisch ist und daher in Kolonzellen und Hautzellen
unterschiedliche Signalwege eine Rolle spielen. Ahnliches zeigt sich auch fiir die
Effekte von Butyrat auf die camp-Expression in Keratinozyten und Kolonzellen.
Butyrat, das im Kolon wichtige Funktionen erfiillt, induziert die Expression des
Cathelicidin Gens in Kolonepithelzellen, vermag sie aber in Keratinozyten, fiir die

Butyrat physiologisch nicht von Bedeutung ist, nicht zu beeinflussen'®.

Die Behandlung von Kolonepithelzellen mit dem spezifischen MEK 1 Inhibitor U0126
legt eine Beteiligung des Signalweges MEK/ERK bei der Induktion des Cathelicidin
Gens durch Intestamin® nahe. Intestamin®, das sich aus Tributyrin, Glutamin und

Antioxidantien, wie Zink, Selen, Vitamin C, E und B-Carotin zusammensetzt, vermag
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das camp-Gen zu induzieren. Ein wichtiger Bestandteil dafiir ist das Tributyrin, aus dem

Butyrat freigesetzt wird**

Expression durch Butyrat vermittelt, hat der MAP-Kinase Weg MEK/ERK Einfluss,

. Auf die Signaliibertragung, die die Steigerung der camp-

103-105 - pekanntermaBen

was unter anderem in HT 29 Zellen nachgewiesen wurde
bewirkt die Behandlung von HT 29 Zellen mit Butyrat eine Zunahme der Expression
des Cathelicidin Gens. Der PPAR-y (peroxisome proliferator activated receptor y) und
der VDR stellen dabei Zielgene fiir Butyrat dar und werden durch die kurzkettige
Fettsiure  hochreguliert’?” ¥ 2% Beides sind Liganden abhiingige
Transkriptionsfaktoren, die zur Familie der nukleiren Hormon-Rezeptoren gehbren241.
Durch den Einsatz von spezifischen Inhibitoren konnen die Signalwege, die bei der
Induktion von camp durch Butyrat von Bedeutung sind, analysiert werden. Eine
Inhibition des VDR, nicht aber des PPAR-y fiihrt zu einer Reduktion der durch Butyrat
erzielten camp-Induktion®**. Weiterhin konnten spezifische Inhibitoren von p38 MAPK,
ERK1/2 und TGF-B1 die durch die kurzkettige Fettsdure induzierte Expression des
Cathelicidin Gens hemmen. Dies bedeutet, dass die Induktion der camp-Expression
durch verschiedene Signalwege und Rezeptoren, namlich den VDR, p38 MAPK,
ERK1/2 und TGF-B1, nicht aber durch den PPAR-y beeinflusst wird***.

Ein erhohter Phosphorylierungsgrad des p38 MAPK Signalweges durch Butyrat wird

fiir verschiedene Zelllininen demonstriert>*?

. In der menschlichen Lungenzelllinie EBC-
1 wird die Transaktivierung des Cathelicidin Promoters, die durch Butyrat
hervorgerufen wird, durch spezifische Inhibitoren der MAP-Kinasen blockiert *'. Eine
Bindungsstelle fiir den Transkriptionsfaktor Activator Protein 1, die in der
Promoterregion des Cathelicidins lokalisiert ist, ist in die durch Butyrat induzierte
camp-Expression einbezogen. Die Aktivierung des AP-1 kann iiber die 3 MAP-Kinasen
erfolgen, nimlich p38 MAPK, MEK/ERK und JNK?**. Eine Blockade der 3 MAP-
Kinasen mittels spezifischer Inhibitoren oder eine Deletion dieser AP-1 Bindungsstelle

hebt die durch Butyrat erzielte Induktion der Cathelicidin Expression auf, was sowohl

die Beteiligung des AP-1, als auch die der MAP-Kinasen aufzeigt*'".

Schauber vertritt beziiglich des p38 MAPK Weges eine andere Meinung. Er legte dar,
dass eine Blockade des p 38 MAPK Weges in Kolonzellen zwar die Aktivitit des
alkalischen Phosphatase (AP), die einen Marker fiir die Zelldifferenzierung darstellt,

hemmt, nicht jedoch die durch Butyrat induzierte Steigerung der LL.-37 Expression103 .
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Fiir Schaubers Meinung spricht zudem die Tatsache, dass bei der Induktion des
antimikrobiellen Peptides HBD-2 durch Sulforaphan der MEK/ERK Signalweg, nicht
aber der p38 MAPK Weg involviert ist. Sulforaphan, das ebenso wie Butyrat ein
Inhibitor der Histondeacetylase ist, vermag in den intestinalen Epithelzellen HT 29,
Caco 2 und SW 480, die Expression des antimikrobiellen Peptides, HBD-2 zu
stimulieren. An der Induktion des HBD-2 durch Sulforaphan sind der VDR und der
MEK/ERK Signalweg beteiligt, nicht aber der PPAR-y und p 38 MAPK Weg?". Es ist
anzunehmen, dass der Raf-MEK/ERK Signalweges in die Induktion des

antimikrobiellen Peptides HBD-2 in epithelialen Zellen involviert ist*®.

4.6 Antimikrobielle Aktivitat von HT 29 Zellen
gegeniiber E.coli

Der Darm, der in stindigem Kontakt mit unzédhligen Mikroorganismen steht, verfiigt
tiber spezielle Mechanismen zur Abwehr krankheitserregender Keime. Eine Strategie
des angeborenen Immunsystems stellt die Produktion antimikrobieller Peptide dar, die,
zusitzlich zur mechanischen Mukosabarriere aus einzelliger Epithelschicht, eine
chemische Barriere gegen potentielle Eindringlinge bildet™ *. Antimikrobielle Peptide
besitzen ein weites Spektrum an mikrobizider Aktivitit gegeniiber Gram-negativen und

19-22 .
922 Verschiedenen

Gram-positiven Bakterien, Viren, Pilzen und Protozoen
Eigenschaften befihigen AMPs, mit Biomembranen zu interagieren und diese zu

zerstoren.

1,25(0OH),;D3, Butyrat und Intestamin® konnen die Expression des antimikrobiellen
Peptids LL-37 beeinflussen. Ob eine Stimulation von HT 29 Zellen mit diesen
Substanzen die antimikrobielle Aktivitit der Zellen gegeniiber E.coli K12 zu verstirken

vermag, sollte in der vorliegenden Arbeit untersucht werden.

Um dies zu analysieren, wurde wie im Teil Material und Methoden beschrieben, ein
Uberlebensassay durchgefiihrt. Beispielhaft wurde die Zelllinie HT 29 verwendet. HT
29 Zellen zeigen bereits unbehandelt eine antimikrobielle Aktivitdt gegeniiber E.coli.

Diese kann jedoch durch eine Inkubation der Zellen mit 4 mM Butyrat und 25 nM
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1,25(0OH),D3 nicht verstirkt werden. Obwohl Vitamin D3 und Butyrat in HT 29 Zellen
die Expression des Cathelicidin Gens camp induzieren, zeigen die behandelten Zellen
im Vergleich zu den unbehandelten Zellen keine verstirkte antimikrobielle Aktivitit

gegeniiber E.coli.

Dies steht im Widerspruch zu Ergebnissen verschiedener Forschungsgruppen, die eine
verstiarkte antimikrobielle Aktivitdt von Zellen nach Stimulation mit Vitamin D3 und
Butyrat zeigen konnten. Vitamin D3 vermag in einigen Zellen, beispielsweise
Kolonzellen, Keratinozyten, Neutrophilen, Monozyten, Lungenadenomzellen und
squamosen  Karzinomzellen, die camp-Expression zu steigern'”*.  Werden
Lungenadenomzellen und squamose Karzinomzellen iiber 48 Stunden mit 1,25-(OH),D3
stimuliert, zeigen sie eine verstdrkte antimikrobielle Aktivitdt gegeniiber E.coli und
Pseudomonas aeruginosa194, einem Keim, der fiir viele Infektionen von Patienten mit

Cystischer Fibrose verantwortlich ist**°.

Auch Keratinozyten, die mit Vitamin Ds oder mit Vitamin Ds plus Butyrat behandelt
werden, verringern das bakterielle Wachstum von S. aureus im Vergleich zu
unbehandelten Kontrollzellen216, wobei weder Butyrat noch Vitamin D3 selbst
antimikrobiell wirken'®. In Schaubers Versuchen zeigten HT 29 Zellen, die mit Butyrat
stimuliert wurden, ebenfalls eine stirkere Inhibition des bakteriellen Wachstums von

S.aureus als nicht-stimulierte Kontrollzellen'*.

Warum eine Stimulation von HT 29 Zellen mit 1,25(OH),D3; und Butyrat, die zu einer
erhohten Expression von camp fiihrt, die antimikrobielle Aktivitit gegeniiber E.coli in

unserem Versuch nicht steigern kann, ist unklar.

Die antimikrobielle Aktivitdt ldsst sich am Durchmesser der transparenten Bereiche
ablesen. Das von den Zellen synthetisierte LL-37 wird in die Gelmatrix der Agarplatten
abgegeben und lysiert die darin immobilisierten Bakterien im Umkreis der

Ausstanzungen, in die die Zellsuspensionen gegeben wurden.

Fiir die antimikrobielle Wirkung des Cathelicidins ist das Mikromilieu der Umgebung
von Bedeutung. Neben der Konzentration des Peptids spielen insbesondere der pH-Wert
und die Salzkonzentration eine wichtige Rolle, da sie die Ausbildung der

Sekundirstruktur, nimlich der a-helikalen Konformation, des LL-37 beeinflussen’’. Das
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Ausmal der rdumlichen Konformation korreliert mit der antibakteriellen Wirkung des
LL-37 gegeniiber gram-positiven und gram-negativen Bakterien. Eine starke
Ausprigung der o-helikalen Konformation resultiert in einer nachhaltigen
antimikrobiellen Aktivitit des Peptids, wihrend eine geringere Auspriagung der a-Helix
oder ein Verlust der Konformation mit einem Verlust der antimikrobiellen Wirkung des

Peptids einhergehen.

Fiir die Interaktion des Cathelicidins mit Biomembranen ist demnach die Ausbildung
der a-Helix erforderlich™. Uber diese beeinflusst zudem der pH-Wert der Umgebung
die antimikrobielle Aktivitdt des LL-37. Die a-helikale Konformation des Cathelicidins
bleibt bis zu einem pH-Wert von 13 erhalten. Unter einem pH-Wert von 5 verliert das
Peptid seine Sekundirstruktur und bei einem pH-Wert von 2 befindet es sich in einem
ungeordneten Zustand”®. Um bei niedrigem pH-Wert eine bakterizide Wirkung
hervorzurufen, werden hohere Dosen an LL-37 bendtigt. Die Effektivdosis EDs, die
benotigt wird, um 50% des Bakterienwachstums zu inhibieren, betrigt gegeniiber
S.aureus bei neutralem pH-Wert (7,4) 0,23 pg/ml, bei saurem pH-Wert (4,6) das
Vierfache. Gegeniiber E.coli (Stamm NIHJ JC-2) betrug die EDs( bei saurem pH-Wert
verglichen mit der EDs bei neutralem pH-Wert das Siebenfache®*’. Dass LL-37 auch im
Magen, beispielsweise gegeniiber Helicobacter pylori seine Wirksamkeit entfalten
kann*!, liegt an den anatomischen Gegebenheiten. Im Magen existiert ein groBer pH-
Gradient iiber der Schleimschicht, die dem Epithel aufsitzt. Der pH-Wert variiert von
etwa 2 im Magenlumen bis etwa 7 in der Schleimschicht, die direkt dem Epithel
aufsitzt**®. LL-37, das von den oberflichlichen Epithelzellen exprimiert wird, entfaltet

dort seine antimikrobielle Aktivitit gegeniiber H.pylori 2

Fiir die Formation der a-Helix und die antimikrobielle Aktivitit des LL-37 ist auch die
Salzkonzentration des umgebenden Mediums von Bedeutung®. Die antimikrobielle
Aktivitdat des Peptids wird bestimmt iiber die minimale inhibitorische Konzentration
(MIC), die benétigt wird, um Bakterien in Anwesenheit von Medien in ihrem Wachstum
zu hemmen. In salzarmen Medien ohne zugesetztes NaCl hat LL-37 eine MIC < 10
mg/ml, um Bakterien, wie zum Beispiel Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
typhimurium, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Staphylococcus epidermidis
oder Staphylococcus aureus, zu t6ten®”®. Unter Anwesenheit von 100 mM NaCl

vermindert sich die antimikrobielle Aktivitit des LL-37 um den Faktor 2 bis 8*. Auch
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gegeniiber E.coli D31 verringert sich die bakterizide Wirkung des Cathelicidins um den
Faktor 4 bis 5 nach Anhebung der NaCl Konzentration von 60 auf 155 mM™. Mit
steigendem Salzgehalt werden also hohere Dosen an LL-37 erforderlich, um die
Wirksamkeit des LL-37 gegeniiber Mikroorganismen, beispielsweise E.coli und

g 250, 251
S.aureus, zu gewihrleisten 50,251

Im Versuch, die physiologischen Bedingungen im Korper zu imitieren, wird oftmals
NaCl zu den Kulturmedien zugegeben. Die Zugabe des Salzes verringert jedoch die
antimikrobielle Aktivitdt des LL-37. Kulturmedien haben iiber die Beeinflussung des
umgebenden Mikromilieus Auswirkungen auf die antimikrobielle Aktivitdt des
Cathelicidins. Agerberth konnte zeigen, dass LL-37 in Luria-Bertani (LB) Medium eine
moderate antibakterielle Aktivitdt besal, nach Zugabe von Medium E jedoch, das fiir

die Kultivierung von E.coli verwendet wird”*

, seine antimikrobielle Aktivitét steigern
konnte. Diese Verbesserung der bakteriziden Wirkung korrelierte mit der Induktion der
a-helikalen Struktur des Peptids45. In Anwesenheit von Zellkulturmedien wie DMEM

besitzt LL-37 dagegen keine bakterizide Wirkung auf S. typhimurium oder S.aureus™”.

Neben dem im Versuch verwendeten Luria-Bertani Medium, das tiber die Beeinflussung
des Mikromilieus Auswirkungen auf die antimikrobielle Aktivitit des Cathelicidins hat,
ist auch die Konzentration des von den HT 29 Zellen produzierten LL-37 fiir die
bakterizide Wirkung gegeniiber E.coli von Bedeutung. Um einen bakteriziden Effekt
gegeniiber E.coli zu erreichen, wird eine minimale inhibitorische Konzentration (MIC)
von 2 uM synthetischem LL-37 benotigt (Dr. D. Rogoll, personliche Mitteilung). Die
Konzentration des von HT 29 Zellen synthetisierten LL-37 ist fiir eine bakterizide
Wirkung gegeniiber E.coli ausreichend, wie an den transparenten Hemmhofen, die die
antimikrobielle Aktivitit der Zellen widerspiegeln, zu sehen ist. Die antimikrobielle
Aktivitat, die die Zellen bereits unbehandelt zeigen, kann durch eine Inkubation der
Zellen mit 4 mM Butyrat und 25 nM Vitamin D3 jedoch nicht verstarkt werden, obwohl
1,25(0OH),;D3 und Butyrat die Expression des Cathelicidin Gens camp induzieren. Dies
konnte womoglich dadurch bedingt sein, dass die Zellen nach der Stimulation mit
Vitamin D3 und Butyrat zwar mehr LL-37 synthetisieren, aber die Konzentration des
Peptids nicht ausreicht, um im Vergleich zu den unbehandelten Zellen eine deutliche

VergroBerung des Durchmessers der transparenten, lysierten Bereiche hervorzurufen.
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Auch konnte die Einbettung der Zellsuspension in den Agar eine chemische Reaktion
zur Folge habe, die die Wirkung des LL-37 abschwicht. Eine pH-Verschiebung
beispielsweise konnte bewirken, dass das LL-37, das in einem Milieu mit neutralem
pH-Wert eine positive Ladung von +6 und amphipathischen Charakter besitzt, seine
mikrobizide Wirkung iiber die Bindung an negativ geladene Biomembranen nicht

effektiv vermitteln kann®® **

. Die Elektrolytzusammensetzung des umgebenden
Mediums konnte ebenso die Ausbildung der a-helikalen Konformation und damit die

bakterizide Wirkung des Peptids beeinflussen®’.

Die antimikrobielle Aktivitit des Cathelicidins wurde bisher gegeniiber pathogenen
Keimen nachgewiesen. Unterschiedliche Membranstrukturen und
Pathogenititsfaktoren, die krankheitserregende Keime aufweisen, konnten die
Bioaktivitdt des Peptids beeinflussen. Daher kénnte es auch von Bedeutung sein, dass
der verwendete E.coli K12 Stamm ein apathogener Keim ist, der zur natiirlichen

Darmflora gehort und somit fiir den gesunden Organismus keine Gefidhrdung darstellt.
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5  Zusammenfassung

In stindigem Kontakt mit zahlreichen Mikroorganismen benétigt unser Korper eine
Vielzahl an Mechanismen zur Abwehr krankheitserregender Keime. Antimikrobielle
Peptide unterstiitzen als Effektormolekiile die einzellige Epithelschicht des Darms, die
als Mukosabarriere unseren Korper vor dem Eindringen pathogener Keime bewahrt. Die
Expression des antimikrobiellen Peptids LL-37, auch Cathelicidin genannt, stellt eine
Strategie des angeborenen Immunsystems zur Abwehr von Mikroorganismen im Kolon
dar. Die Expression des Cathelicidin Gens camp kann, wie in der vorliegenden Arbeit
untersucht wurde, durch exogene Faktoren, wie die biologisch aktive Form des Vitamin
Ds, das 1,25(0OH),Ds, die kurzkettige Fettsdure Butyrat und das Erndhrungssupplement
Intestamin®, angeregt werden. Die Stimulation der Zellen mit den genannten Substanzen
fiihrte in allen gestesteten Zelllinien zeit- und dosisabhingig zu einer Steigerung der

Expression des Cathelicidin Gens.

Die Induktion der camp-Expression durch 1,25(OH),Ds wird durch die Existenz eines
Vitamin D Response Elements (VDRE) in der Promoterrregion des camp-Gens
begriindet, an das der Vitamin D-Rezeptor Komplex als ligandenabhéngiger
Transkriptionsfaktor bindet und die Genexpression vermittelt. Die Auswirkungen von
Butyrat auf die Genexpression des Cathelicidins werden auf die Modifikation des
Acetylierungsstatus der Histonproteine zuriickgefiihrt. Butyrat bewirkt durch eine
reversible Hemmung der Histondeacetylase die Hyperacetylierung bestimmter
Kernhistone und greift auf diese Weise in die Regulation der Gentranskription ein. Das
enterale Erndhrungssupplement Intestamin®, das als Pharmakonutrition speziell fiir
schwerkranke Patienten entwickelt wurde, ist reich an Glutamin-Dipeptiden, Tributyrin
und Antioxidantien. Der Effekt, den Intestamin® auf die Expression des Cathelicidin
Gens ausiibt, ist wahrscheinlich auf Tributyrin zuriickzufiihren. Tributyrin, der Ester aus
Glycerin und Butyrat, wird durch Hydrolyse zu Butyrat umgesetzt und bewirkt

vermutlich die Steigerung der camp-Expression.

Eine Co-Stimulation von GEKI 02 Zellen mit 1,25(OH),D; plus Butyrat erzielte nach
48 Stunden eine weitere Steigerung der Expression des Cathelicidin Gens gegeniiber
beiden Einzelsubstanzen. In allen anderen getesteten Zelllinien zeigte sich keine

synergetische Wirkung der beiden Substanzen. Auch eine Co-Stimulation mit
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Intestamin® plus Butyrat konnte nicht zu einer stirkeren Zunahme der camp-Expression

fithren als eine Behandlung mit beiden Einzelsubstanzen.

Eine synergetische Wirkung der Substanzen 1,25(OH),D; und Butyrat in GEKI 02
Zellen konnte durch die Acetylierung der Histone bedingt sein, die eine Auflockerung
der Chromatinstruktur bewirkt, was wiederum die Bindung von Transkriptionsfaktoren
wie dem Vitamin D-Rezeptor Komplex erleichtert. Die fehlende synergetische Wirkung
in allen anderen getesteten Zelllinien konnte mit der Tatsache in Zusammenhang stehen,
dass die Induktion der camp-Expression zeitabhingig ist: Vitamin Djs erzielte nach 24
Stunden, Butyrat nach 48 Stunden die deutlichsten Auswirkungen auf die

Genexpression des Cathelicidins.

Der Einfluss des MEK/ERK Signalweges auf die durch 1,25(OH),D;, Butyrat und
Intestamin® induzierte camp-Expression wurde in den durchgefiihrten Versuchen mittels
des spezifischen MEK 1/2 Inhibitors U0126 untersucht. U0126 blockierte die Induktion
des Cathelicidin Gens durch Intestamin® und Butyrat, was die Beteiligung des
Signalweges MEK/ERK belegt. Vitamin D3 dagegen iibt seinen Einfluss auf LL-37
nicht tiber den Signalweg MEK/ERK aus.

Obwohl Vitamin D3 und Butyrat die Expression des Cathelicidin Gens camp induzieren,
konnte die Inkubation der Zellen mit beiden Substanzen die antimikrobielle Aktivitit
der Kolonepithelzellen gegeniiber E.coli im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen
nicht steigern. Ursdchlich hierfiir konnte neben der Wahl eines apathogenen
Bakterienstammes das Mikromilieu der Umgebung sein. AuBler der Konzentration des
Peptids spielen insbesondere der pH-Wert und die Salzkonzentration des
Kulturmediums eine wichtige Rolle, da sie die Ausbildung der Sekundirstruktur,
namlich der a-helikalen Konformation, des LL-37 beeinflussen, die fiir die Interaktion

mit Biomembranen erforderlich ist.

Aufgrund der zunehmenden Resistenzentwicklung von Bakterien gegeniiber
herkommlichen Antibiotika, wichst das Interesse an der Erforschung antimikrobieller
Peptide. Exogene Faktoren wie 1,25(OH),D3;, Butyrat und Intestamin® konnen eine
Steigerung der Expression des Cathelicidin Gens erzielen. Ob sich dieser Effekt
allerdings auch in-vivo zeigt und eventuell therapeutischen Einsatz finden konnte,

missen weitere Studien kliren.
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6  Abkiirzungsverzeichnis

AMP: Antimikrobielles Peptid

AP: Alkalische Phosphatase

AP-1: Aktivator Protein 1

But: Butyrat

Camp: Cathelicidin antimicrobial peptide

CD: Cluster of Differentiation

cDNA: Komplementire Desoxyribonukleinsdure
CDK: Cyclin-dependent kinase (Cyclin-abhidngige Kinase)
cJNK: C-Jun N-terminale Kinase

CRAMP: Cathelin related antimicrobial peptide
CYP: Cytochrom P450

DBP: Vitamin D bindendes Protein

DEPC-H,O0: Diethylpyrocarbonat-Wasser

dH,O: Destilliertes Wasser

DMEM: Dulbecco Modified Eagel’s Minimal Essential Medium
DMSO: Dimethylsulfoxid

DNA: Desoxyribonukleinsidure

Dtl.: Deutschland

ED: Effektivdosis

EGFR: Epidermal growth factor receptor

ERK: Extracellular signal-regulated protein kinase
FBS: Fetales bovines Serum

FPRL-1: Formyl peptide receptor-like 1

GAPDH: Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase

HAT: Histonacetyltransferase
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HDAC: Histondeacetylase

HBD: Humanes Beta-Defensin

hCAP-18: Human cationic antimicrobial protein 18

HEPES Buffer: N-2-Hydroxyethyl Piperazin-N’-2-Ethan-Sulfonsiure
IFN: Interferon

IL: Interleukin

LB- Medium: Luria-Bertani- Medium

LL-37: Humanes antimikrobielles Peptid aus der Familie der Cathelicidine
LPS: Lipopolysaccharid

M: Molar

MAP: Mitogen-activated protein

MAPK: Mitogen-activated protein kinase

MEK/ERK 1/2: Mitogen/extracellular signal-regulated protein kinase 1/2
MEM: Minimum Essential Medium

MIC: minimale inhibitorische Konzentration

ml: Milliliter

mM: Millimolar

MODS: Multiple organ dysfunction syndrome

mRNA: Messenger RNA

NaCl: Natriumchlorid

NEAA: Nicht-essentielle Aminosiduren (non essential amino acids)
NF-«B: Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer

nM: Nanomolar

PBS: Phospat gepufferter Salzlosung (phosphate buffered saline)
PAMP: Pathogen associated molecular pattern

PPAR: Peroxisome proliferator activated receptor
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PRP: Pattern recognition receptor

P2X7: Purinerger Rezeptor P2X5

rhEGF: Epidermal Growth Factor, human, recombinant
RNA: Ribonukleinsiure

RPMI 1640 Medium: Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium
RT-PCR: Reverse transcriptase-polymerase chain reaction
RXR: Retinoid X Rezeptor

SD: Standardabweichung

SCFA: Short chain fatty acid (Kurzkettige Fettsdure)
SINE: Short interspersed nuclear element

SIRS: Systemic inflammatory response syndrome

SRC: Steroid receptor coactivator

TGF: Transforming Growth Factor

TNF: Tumornekrosefaktor

TLR: Toll-like receptor

U: Units

U/min: Umdrehungen pro Minute, 10000 rpm (rounds per minute) entsprechen

16060g
VDR: Vitamin D-Rezeptor

VDRE: Vitamin D response element
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