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1 Einleitung
1.1 Staphylococcus aureus

1.1.1 Historisches

Abgeleitet von dem griechischen Wort Staphyle (=Traube) kamen die Staphylokokken
aufgrund der traubenférmigen Lagerung unter dem Mikroskop zu ihrem Namen. 1874
beschrieb der Chirurg Theodor Billroth »Kugelmikrobien« in Eiter und 1878 konnte Robert
Koch die Erregernatur von Staphylococcus aureus nachweisen. Louis Pasteur gelang 1880 in
Nahrmedium die Anzlchtung aus klinischem Material. Noch im gleichen Jahr gab Ogston
dem Erreger seinen Namen und definierte die klinische Bedeutung (1,2). In einer Serie von
klinischen Beobachtungen und Laborarbeiten beschrieb Ogston die Rolle von S. aureus in
Sepsis und Abszessen (3). Aufgrund des Pigmentverhaltens Kklassifizierte 1884 der Gottinger
Chirurg Friedrich Julius Rosenbach die Staphylokokken in S. pyogenes aureus und in
S. pyogenes albus (1). Letztere Art ist heute unter dem Namen Staphylococcus epidermidis
bekannt (4).

Mehr als 100 Jahre spéter ist S. aureus immer noch ein wandlungsfahiges und geféhrliches
Pathogen fur den Menschen. Die H&ufigkeiten von ambulant erworbenen und Krankenhaus-
assoziierten S. aureus Infektionen sind stetig gestiegen. Die Gesamtsterblichkeit hat sich
wenig verandert. Wegen des Auftretens von Stdmmen mit mehrfacher Arzneimittelresistenz

(‘'multidrug resistance’) ist es schwieriger geworden, diese Infektionen zu behandeln (3).

1.1.2 Biologie

S. aureus ist ein kugelformiges, Gram-positives Bakterium, das meist in Haufen angeordnet
ist. Die Zellwand besteht aus einer dicken Peptidoglykanschicht. Das Genom setzt sich aus
einem zirkuldren Chromosom von ungefdahr 2,8 Mbp und verschiedenen Plasmiden
zusammen. Die Komplettsequenzierung zeigte ca. 2600 proteinkodierende Regionen. Etwa
ein Viertel des Genoms besteht aus variablen Bereichen, bei denen es sich grofitenteils um
mobile genetische Elemente handelt (Bakteriophagen, Genom- und Pathogenitétsinseln,
chromosomale Kassetten, Plasmide und Transposons), welche horizontal ausgetauscht werden
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konnen (1,2). Staphylokokken kann man in Koagulase negative Staphylokokken (z.B.
S. epidermidis) und in Koagulase positive Staphylokokken (z.B. S. aureus) unterteilen (1). Bei
S. aureus handelt es sich um ein fakultativ anaerobes Bakterium (2).

1.1.3 Pathogenitat

S. aureus ist ein primdr extrazellularer Erreger und kann sowohl oberflachliche als auch tief-
invasive Infektionen verursachen. Typische Krankheitsbilder sind zum einen
lokal-oberflachliche Entzindungen wie Follikulitis, Furunkel, Karbunkel, Impetigo
contagiosa oder tiefe Prozesse wie z.B. Otitis media, Abszess, Mastitis puerperalis,
Osteomyelitis und Parotitis. Fur Staphylokokken charakteristische generalisierte
Krankheitsbilder sind z.B. Sepsis und Endokarditis. Der Erreger lasst sich je nach
Lokalisation aus Eiter, Abstrichen, Sputum, Blut bzw. Liquor cerebrospinalis sowie
entnommenen Katheterspitzen bzw. Endoprothesen nachweisen. Bei der Pathogenese wirken
zahlreiche extrazellulare bzw. zellwandassoziierte Proteine zusammen, die man als
Virulenzfaktoren bezeichnet. Sie dienen der Adhdsion, Evasion der Wirtsabwehr und der
Invasion. Zu den Virulenzfaktoren, von denen mehr als 40 beschrieben sind, zéhlen u.a.
Protein A, Clumping Factor A und B, Plasmakoagulase, Teichonsdure und Enzyme wie
(Metallo-) Proteasen oder die hitzestabile DNAse. Protein A beispielsweise ist ein Zellwand-
Oberflachenprotein, bindet spezifisch den Fc-Teil dreier 1gG-Klassen und wirkt
antiphagozytér. Der Clumping Factor ist ein zellwandstandiges Protein, der als Rezeptor fur
Fibrinogen wirkt. Dadurch vermittelt er als Virulenzfaktor die Bindung von Staphylokokken
an Fibrinogen in verletztem Gewebe. Auch medizinische Produkte, an denen sich Fibrinogen
zuvor angelagert hat (z.B. Implantate oder Katheter), kénnen somit leichter durch S. aureus
besiedelt werden. Weitere Virulenzfaktoren sind Exfoliativtoxine, Staphylokokken-
Enterotoxine (SE), porenformende Toxine wie a-Toxin (a-Hamolysin) und Bikomponenten-
Leukocidine sowie das Toxic-Shock-Syndrome-Toxin 1 (TSST-1). Der Virulenzfaktor
Leukozidin (Panton-Valentine-Leukozidin, PVL) behindert die Phagozytose, indem er
polymorphkernige Granulozyten und Makrophagen zerstort (1,2).

Auch sogenannte Phenol-l6sliche Moduline (PSM) werden von S. aureus sezerniert, die wohl

eine der Hauptursachen fur deren Virulenz sind. Diese Peptide kdnnen neutrophile
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Granulozyten nach deren Anlockung und Aktivierung lysieren und haben somit die Fahigkeit,
die grofBte zelluldre Abwehr gegen eine S. aureus Infektion auszuschalten (5).

1.1.4 Epidemiologie

S. aureus ist ein wandlungsféhiges Pathogen, das erheblich fir Morbiditat und Mortalitat in
Gesundheitseinrichtungen und bei ambulant erworbenen Infektionen verantwortlich ist (6). In
den meisten Landern® ist®> S. aureus der haufigste Erreger von Bakteridmien, Haut- und
Weichteilinfektionen sowie von Infektionen der unteren Atemwege (7).

Die Hauptursache fiir Krankenhaus assoziierte Infektionen in den USA ist® S. aureus (8). 51%
der Félle von S. aureus-Infektionen treten nosokomial oder in Verbindung mit einer

Gesundheitseinrichtung auf (9).

Schatzungsweise 20 % gesunder Menschen sind nahezu immer Trdger eines S. aureus
Stamms. Etwa 60 % der Bevolkerung sind intermittierend mit S. aureus besiedelt und nur eine
Minderheit der Menschen (20 %) ist fast nie mit S. aureus besiedelt (10-12). Eine
Kolonisation mit S. aureus Stdmmen birgt das erhohte Risiko, eine Infektion durch diese
Stamme zu erleiden. Meistens kommt es durch die Hande von Klinikpersonal zu einer
nosokomialen Ubertragung. Die Mitarbeiter haben den Keim durch den Kontakt mit einem
infizierten Patienten oder von ihrem eigenen Reservoir (3). Erhohte Raten von
S. aureus-Kolonisation finden sich beispielsweise bei Menschen mit intravenésem
Drogenmissbrauch (13) sowie bei Menschen, die an AIDS leiden (14). Ebenfalls erhdhte
Kolonisationsraten mit S. aureus haben Patienten mit Typ 1 Diabetes (15), bei denen
tiberdurchschnittlich viele S. aureus-Infektionen auftreten kénnen (16). Ahnlich hohe Risiken
fur eine Infektion mit S. aureus haben Menschen mit einem Krebsleiden oder rheumatoider
Arthritis. Ein deutlich héheres relatives Risiko flr eine S. aureus-Infektion haben Patienten,
die sich in Hamodialyse oder Peritonealdialyse befinden (9). Weiterhin bleibt S. aureus auch
ein grofRes Problem flr kranke und gesunde Neugeborene (17) sowie bei chirurgischen
Patienten (18).

! USA, Kanada, Europa, Lateinamerika und der Westpazifik
2 peschrieben fiir den Zeitraum zwischen Januar 1997 und Dezember 1999
%in einem Beobachtungszeitraum von 7 Jahren (1998 — 2005)
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Die Zunahme invasiver Infektionen -in den letzten 70 Jahren weltweit- ist mutmaRlich auch
auf die Verbreitung virulenter und teils auch Medikamenten-resistenter Stdmme
zuriickzufuhren. Gerade die Kombination aus antibiotischer Resistenz zusammen mit hoher
Virulenz macht S. aureus zu einem geféhrlichen Erreger. Diese Infektionen in den Griff zu
bekommen, ist eine groRe Herausforderung (19,20).

1.1.5 Resistenzen

Ein grol3es Problem fiir die Behandlung von Infektionen sind Resistenzen gegen Antibiotika.
Eine Reihe von Faktoren ist schuld an den immer mehr werdenden resistenten bakteriellen
Stdmmen. Zu diesen Faktoren zdhlen der ausgedehnte und teilweise unangebrachte Gebrauch
von antimikrobiellen Substanzen sowie der intensive Gebrauch dieser Mittel als
Wachstumsbeschleuniger in Tierfutter. Durch die Zunahme regionaler und internationaler
Reisen ist es einfacher flr die resistenten Stamme, geographische Barrieren zu tberwinden
(22).

In den 1940er Jahren entwickelte S. aureus sehr schnell Resistenzen zum ersten bekannten
Antibiotikum tberhaupt: dem Penicillin. Dies gelang dem Pathogen durch den Erwerb der
Penicillinase. Nur ein Jahr nachdem Penicillinase-resistentes Methicillin eingeflihrt wurde,
fand man bereits resistente Stamme. Diese ersten MRSA-(Methicillin-resistente S. aureus)
Stdmme breiteten sich nachhaltig in den nachsten Jahrzehnten auf einem weltweiten Level aus
(20).



Einleitung 13

1.2 Immunantwort der neutrophilen Granulozyten

Von den intravasalen neutrophilen Granulozyten zirkulieren in etwa 50 % frei im Blut,
wohingegen die andere Halfte an Gefallendothelzellen haftet und bei Bedarf schnell ins Blut
freigesetzt wird. Die im Blut zirkulierenden neutrophilen Granulozyten machen ca. 60 % der
Leukozyten im peripheren Blut aus. Sie gehoren zu den Phagozyten (‘Fresszellen’) und leben
nur wenige Stunden bis Tage (22). Sie sind die bedeutendste zelluldre Komponente des
angeborenen Immunsystems und spielen eine groBe Rolle bei der Beseitigung von
eindringenden Bakterien wie S. aureus (19).

Durch Chemokine werden sie an den Ort der Entziindung aus dem GefaRlumen in den
extravasalen Raum rekrutiert (23). Obwohl schon viele Chemokine beschrieben sind, bilden
sie eine auffallend homogene Familie (24), die man in 4 Subfamilien gliedert (CXC, CC,
CX3C und C). Chemokine sind kleine losliche Proteine, die ihre Funktion durch Bindung an
G-Protein gekoppelte Rezeptoren vermitteln (25). Das in dieser Arbeit fokussierte IL-8 wirkt
proinflammatorisch und gehort zu der Gruppe der CXC-Chemokine (26).

Die Wanderung neutrophiler Granulozyten hin zur Gewebeschadiung und an den Ort
bakteriellen Eindringens wird als Chemotaxis bezeichnet. Erstbeschreiber der Chemotaxis
war Pfeffer, der es 1884 als eine Wanderung von Leukozyten entlang eines chemischen
Gradienten beschrieb (27). Chemotaxis ist ein mehrstufiger Prozess, bei dem neutrophile
Granulozyten aus dem peripheren Blut und oder dem Knochenmark als Antwort auf
chemotaktische Faktoren mobilisiert werden. Korpereigene Molekiile wie z.B. Interleukin-8
(IL-8, CXCLS8), GROa (CXCL1), 'granulocyte chemotactic protein 2' (GCP2, CXCLG6) sowie
der Komplementfaktor C5a rekrutieren neutrophile Granulozyten an den Ort der Infektion
(28). Zellwandbestandteile von S. aureus stimulieren die Produktion von Komplementfaktor
C5a (29). Ebenso wirken bakterielle Produkte wie ‘formylated peptides’ als
Chemoattraktantien (27).

Neutrophile Granulozyten sezernieren auBerdem selbst ebenfalls IL-8 z.B. nach einer
Stimulation mit LPS oder TNF-a (30). Verschiedene Studien berichten von einer
IL-8-Ausschittung in Zusammenhang mit S. aureus, so produzieren beispielsweise mit
S. aureus infizierte Endothelzellen IL-8 (31). Die kapsuldren Polysaccharide CP5 und CP8

von S. aureus triggern bei Monozyten sowie Epithel- und Endothelzellen u.a. eine
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IL-8-Ausschittung  (32). Es konnte auch nachgewiesen werden, dass S. aureus-
Lipoteichonséure die Produktion von IL-8 durch periphere Blutmonozyten induziert (33).

1.2.1 Phagozytose

Sind die neutrophilen Granulozyten am Ort der Infektion angekommen, so beginnt der
Prozess der Phagozytose, bei dem invasive Mikroorganismen gebunden und aufgenommen
werden. Dies ist ein entscheidender Schritt bei der Beseitigung der Bakterien wahrend einer
Infektion (19).

Neutrophile Granulozyten erkennen viele Molekiile, die von Bakterien produziert werden, wie
z.B. Lipoteichonséure und Lipopolysaccharide. Diese Molekule sind bekannt als Pathogen-
assoziierte molekulare Muster (PAMPS) und interagieren mit 'pattern-recognition receptors'
(PRRs). Solche Rezeptoren, zu denen auch Toll-dhnliche Rezeptoren (TLRs) zéhlen,
exprimieren neutrophile Granulozyten auf ihrer Oberflache. Neutrophile TLRs aktivieren
Signalwege, die das Uberleben der Zelle verlidngern, die Adhasion verbessern und die
Phagozytose vorantreiben (28). Die Wichtigkeit der TLRs unterstreicht eine Studie, in der
TLR2-Knockout-Méause eine hohere Sterblichkeit als Wildtyp-Mause nach einer Inokulation
mit S. aureus hatten (34).

Nachdem der Erreger an der Zelloberflaiche gebunden und inkorporiert wurde, entsteht ein
von der Zellmembran umschlossenes Gebilde, das sogenannte Phagosom. Bei der
anschlielenden Fusion verschmelzen enzymhaltige Granula mit dem Phagosom und durch
zytotoxische Substanzen konnen die phagozytierten Mikroorganismen abgetOtet werden (23).
Desweiteren wirken Sauerstoffradikale toxisch auf die Bakterien, welche die neutrophilen
Granulozyten mithilfe einer NADPH-abhéngigen Oxidase bilden (22). Eine abrupte
Steigerung des oxidativen Stoffwechsels im Rahmen der Phagozytose bezeichnet man als
'respiratory burst' (23). Als Eiter (Pus) wird die beim Abbau von phagozytiertem Material
entstehende Mischung aus neutrophilen Granulozyten und eingeschmolzenem Gewebe
bezeichnet. Da die neutrophilen Granulozyten mittels Glykolyse ihre Energie gewinnen
kdnnen, haben sie die Moglichkeit, in Eiter zu Gberleben und ihre Funktion zu erfillen (22).
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1.2.2 Opsonisierung

Die Effizienz der Phagozytose wird verbessert, wenn die Bakterien durch Proteine des
Menschen opsonisiert sind. Zu den Opsoninen zéhlen Komplementfaktoren und Antikorper.
Mit Komplementfaktoren opsonisierte Erreger werden von den Komplement-
Oberflachenrezeptoren auf Granulozyten gebunden. Hierzu zédhlen: ClgR, CD35 (CR1),
CD11b/CD18 (CR3) und CD11c/CD18 (CR4). Von Antikdrpern gebundene Bakterien
werden durch Fc-Rezeptoren auf den Granulozyten erkannt. Diese Rezeptoren haben folgende
Namen: CD16 (FcyRlIlIb, 1gG receptor), CD23 (FceRl, IgE receptor), CD32 (FcyRlla, 1gG
receptor), CD64 (FcyRIl, 1gG receptor), und CD89 (FcoR, IgA receptor). Die
gemeinschaftlichen MalRnahmen von Antikdrper- und Komplementrezeptoren sowie von
pattern-recognition receptors und Molekilen beglinstigen eine gut funktionierende
Phagozytose von Erregern (28).
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1.3 Das Adipokin Adiponektin

Studien der letzten Jahre haben gezeigt, dass das Fettgewebe nicht nur als Speicherort flr
uberschussige Energie in Form von Triglyceriden dient. Es fungiert auch als ein endokrin
aktives Organ und sezerniert viele aktive biologische Mediatoren, die man als Adipokine
bezeichnet (35). Die vorliegende Arbeit legt den Focus auf das Adipokin Adiponektin.
Bekannt ist Adiponektin auch noch unter den Namen Acrp30, AdipoQ und GBP28 (36).

Anfangs vermutete man, dass Adiponektin ausschlieBlich in Adipozyten gebildet wird (37).
Spétere Studien zeigten jedoch, dass Adiponektin in kleinen Mengen auch in der Leber (38),
der Plazenta (39) und in der Darmmukosa (40) produziert werden kann. Auch fur die
Kardiomyozyten (41), die braunen Adipozyten (42), die Epithelzellen der Speicheldrusen (43)
und die Skelettmuskulatur (44) wurde dies bereits beschrieben.

1.3.1 Aufbau von Adiponektin

Adiponektin besteht aus 247 Aminosduren und weist 4 Doménen auf. Am N-Terminus
befindet sich eine Signalpeptidstruktur, gefolgt von einer variablen Region und einer
Kollagendomine. Am C-terminalen Ende ist eine globuldre Doméane, die starke Ahnlichkeit
mit dem Komplementfaktor C1q besitzt (37,45).

H_N- AR ‘ Collagenous domain Globular domain COOH
2 region

CYS 39

Fig. 1 Structure of adiponectin.

Abbildung 1 aus (45)

Adiponektin existiert sowohl als 'full-length’ Adiponektin (fAd) als auch als proteolytisches
Spaltfragment. Dieses Spaltfragment heil3t auch globuléres Adiponektin (gAd) und besteht
aus der globuldren C-terminalen Doméne (46). Man geht davon aus, dass dieser
Spaltungsprozess hin zum globuldren Fragment von Adiponektin durch eine Leukozyten
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Elastase vermittelt wird, welche wvon aktivierten Monozyten und/oder neutrophilen
Granulozyten ausgeschuttet wird (47). FAd existiert als Trimer (low-molecular-weight
Adiponektin) und Hexamer (middle-molecular-weight Adiponektin), welches dann auch
weiter zu einem Polymer (high-molecular-weight Adiponektin) oligomerisieren kann (46).

Low-molecular- Globular Middle-molecular- High-molecular-
weight adiponectin adiponectin weight adiponectin weight adiponectin

ZiN

Abbildung 2 aus (46)

Bei Erwachsenen betragt die Plasmakonzentration zwischen 0,5 und 30 mg/l. Im Durchschnitt
stellt Adiponektin ungeféhr 0,01 % aller Plasmaproteine. Das ist 10"3 mal mehr als Leptin,
das erste und am besten erforschte Adipokin, und 1076 mal mehr als andere Zytokine,
beispielsweise TNF-a (35). Das fur Adiponektin kodierende Gen befindet sich auf
Chromosom 327 (48).
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1.3.2 Adiponektin-Rezeptoren

Als Adiponektin-Rezeptoren wurden die beiden Rezeptoren AdipoR1 (375 AS) und AdipoR2
(311 AS) beschrieben, die beide 7 Transmembrandoménen enthalten. Eine Besonderheit
verglichen mit anderen 7-Transmembran-Rezeptoren ist die Tatsache, dass sich das N-
terminale Ende im Zytoplasma und das kleine C-terminale Ende mit ungefahr 25 AS
extrazellular befindet (49,50).

Aufgrund der groRen Ahnlichkeit von Adiponektin zu C1q konnte es sehr gut sein, dass auch
der Rezeptor C1gRp einer der Rezeptoren fur Adiponektin ist (51).

1.3.3 Adiponektin im Metabolismus

Im Gegensatz zu vielen Adipokinen, wie Leptin, TNF-a, Resistin, etc., die bei adipdsen
Individuen Uberproduziert werden und eine schadliche Wirkung auf die Insulinsensitivitat,
den Lipoproteinmetabolismus und das kardiovaskulére System haben, so scheint Adiponektin
ein besonderes Adipokin mit hauptsachlich 'gesundheitsfordernder’ Wirkung zu sein.
Interessanterweise haben adipdse Menschen eine geringere Adiponektin-Produktion als
dinnere Leute. Adiponektin besitzt vorzugsweise positive Effekte wie z.B. die Erhdhung der
Insulinsensitivitat, die Stimulierung der Fettsdureoxidation sowie die Unterdriickung von
Entzundungsreaktionen (35). Es gibt jedoch noch einige Diskussionen Uber die
antiinflammatorischen Eigenschaften, da es bei manchen entziindlichen Erkrankungen zu
einer Abnahme der Blutplasmakonzentration kommt, wohingegen bei anderen entziindlichen
Zusténden ein Anstieg des Adiponektins im Blut auftritt. In einer Reihe von Zelltypen und
Tiermodellen hat Adiponektin sowohl entziindungshemmende als auch entztindungsférdernde
Aktivitaten gezeigt (52).
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Adiponektin wird als Adipokin mit antiinflammatorischer Funktion beschrieben (53). Es gibt
jedoch auch Arbeiten, in denen proinflammatorische Funktionen von Adiponektin aufgezeigt
werden konnten (54). Ziel dieser Arbeit ist es, einen Beitrag zu der bereits bestehenden
Literatur Gber Adiponektin im Kontext von Entziindung zu leisten. Da in anderen Studien die
Existenz von Adiponektin-Rezeptoren auf neutrophilen Granulozyten beschrieben wurde,
(55,56) sollen in dieser experimentellen Arbeit mdgliche Interaktionen zwischen Adiponektin
und neutrophilen Granulozyten aufgezeigt werden. Die neutrophilen Granulozyten werden
jeweils frisch durch eine ventse Blutentnahme bei humanen Spendern gewonnen, um eine

praxisrelevante Situation zu schaffen.

Es soll zum einen untersucht werden, ob Adiponektin einen Einfluss auf das 'Killing'-
Verhalten von neutrophilen Granulozyten hat. Desweiteren soll untersucht werden, ob
Adiponektin einen Einfluss auf die Zytokinsekretion (am Beispiel von IL-8) neutrophiler
Granulozyten hat. Hierzu werden neutrophile Granulozyten mit LPS und einem klinischen
S. aureus-Isolat (Stamm PS80) stimuliert. S. aureus wurde ausgewahlt, da es sich dabei um
ein (hoch-)relevantes Pathogen handelt (57). In den Versuchen sollen lebendige Bakterien

verwendet werden, um eine maoglichst praxisrelevante Situation zu schaffen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Analysenwaage AC 210 S
Analysenwaage PT 120
Autoklav

Autoklav

ELISA-Reader Emax

FACS Epics XL MCL

IBS Pipetboy acu
Inkubationsschrank 37° 5% CO,
Magnetriuhrer MR 2002
Mikroskop DM IL
Multipipette plus
Nanophotometer

pH-Meter CG 840
Pipettensatz
Reagenzglasrotator
Schittelgerat KS 260 basic
Sterilbank Laminair HB 2448
Tischzentrifuge Biofuge fresco
Transferpette — 8
Vakuumpumpe

Vortex-2 Genie

Wasserbad

Zellzahlkammer, Tiefe 0,100 mm

Zentrifuge Megafuge 1.0 R

Sartorius

Sartorius

Fedegari Autoclavi Spa
Tecnomara Deutschland GmbH
Molecular Devices
Beckman Coulter
Integra Biosciences
Heraeus Instruments
Heidolph

Leica

Eppendorf

Implen

Schott

Eppendorf

BIOSAN

IKA

Heraeus

Heraeus

Brand

KNF Neuberger
Scientific Industries
GFL

Neubauer improved CE

Heraeus
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Zentrifuge Multifuge 3 S-R

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Butterfly Safety-Multifly-Set
CaSo-Agar-Platten

ELISA-Platte (96 Loch)

Konische Roéhrchen (15 ml, 50 ml)
Mucasept-A Losung
Pasteurpipetten

Perfusion Spritze (50 ml)
Pipettenspitzen

ReaktionsgefaRe (1,5 ml, 2,0 ml)
Serum Monovette

Vakuum Filtrationssystem 50 ml
Vakuum Filtrationssystem 500 ml

Zellkulturplatten (96 Loch)

2.1.3 Chemikalien

Adiponektin, human, rekombinant
BSA

BSA (Fraktion 5)
Citrat-Dextrose-L6sung

Dextran Clinical Grade
di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat
DMEM High Glucose (4,5 g/l)

Heraeus

Sarstedt

Mikrobiologie Uniklinikum
Regensburg

nunc

BD Falcon

MERZ

Roth

BD (Becton Dickinson)
Sarstedt

Eppendorf

Sarstedt

Merck Millipore

TPP

Corning Costar

R&D Systems

Sigma

Biomol

Sigma

MP Biomedicals, LLC
Roth (fur PBS)

PAA
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Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline Sigma
Eosin Y Ldsung, wéssrig Sigma-Aldrich
FCS Sigma

Ficoll-Paque PLUS

GE Healthcare

gAcrp30, human, rekombinant PeproTech
(adipolean variant nr. 450 - 20)

Gentamicin solution Sigma

HUMAN IgG Sigma

Isotone Kochsalz-Ldsung 0,9% Braun
Kaliumchlorid Merck (fur PBS)
Kaliumdihydrogenphosphat MERCK (fir PBS)
LPS Alexis

Mayers Hamatoxylinlésung Sigma-Aldrich
NaCl Roth

NaCl Pulver Merck
Paraformaldehyde (Pulver) Sigma

Saponin practical grade

ICN Biomedicals Inc.

Serumfreies Medium (AIM -V Medium CTS) Invitrogen
TMB (3,3,5,5° Tetramethylbenzidine) Sigma
TSB (Tryptic Soy Broth) Sigma
Tween 20 Sigma
2.1.4 Kit Systeme

ELISA MAX Standard SET Human IL-8 BioLegend

Fluorokine - Biotinylated Human Adiponektin/Acrp30 R&D Systems
Monocyte Isolation Kit 11, human MACS, Miltenyi Biotec
Limulus Amebocyte Lysate (LAL) Chromogenic Hycult Biotech

Endpoint Assay
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2.1.5 Puffer und Lésungen

Im folgenden Abschnitt wird die Zusammensetzung aller selbst hergestellten Puffer und
Losungen beschrieben. Sofern nicht anders angegeben, erfolgte die Lagerung bei

Raumtemperatur.

2.1.5.1 Losungen far die Isolierung von neutrophilen Granulozyten und Monozyten

Dextran-L0sung:
Dextran Clinical Grade 15 ¢

Isotone Kochsalz-Ldsung 0,9% 500 mil

AnschlieBend wurde die Losung steril filtriert. Die Dextran-Losung wurde immer am
Versuchstag hergestellt.

0,2 % NaCl-Losung:
NaCl 1 g

steriles Wasser 500 ml

1,6 % NaCl-Lo6sung:
NaCl 8 ¢

steriles Wasser 500 ml

AnschlieBend wurden beide Ldsungen (0,2 % und 1,6 %) steril filtriert. Die beiden NaCl-

Lésungen wurden immer am Versuchstag hergestellt.
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Zusatzliche Losung fir die Monozyten-Isolierung

MACS-Puffer:

PBS 1000 ml
BSA 05 %
EDTA 2 mM

2.1.5.2 Losung fir das Erstellen einer gewiinschten S. aureus-Konzentration

Nahrmedium:
TSB-Pulver 30 g
destilliertes Wasser 1000 mi

Nach dem Aufldsen von TSB-Pulver wurde die L6sung autoklaviert.

2.1.5.3 Losungen fur Killing-Assay

0,05 % Saponin:
Saponin 0,25 g

steriles Wasser 500 ml

Die Losung wurde immer am Versuchstag hergestellt. Nach dem Auflésen von Saponin

wurden 50 ml Ldsung zur weiteren Verwendung steril filtriert.
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1 % BSA in DMEM:
DMEM 50 ml
BSA (Fraktion 5) 05 ¢

Nach dem Auflésen von BSA wurde das Medium noch steril filtriert. Die Losung wurde
immer am Versuchstag hergestellt.

2.1.5.4 Losungen far IL-8-Elisa

Assay Diluent:
FCS 5 mi
PBS 45 ml

Der Assay Diluent wurde immer am Versuchstag hergestelit.

Coating-Puffer:

NaHCO3 84 ¢
Na,CO3 3,56 ¢
Wasser 1000 ml
pH 9,5

Der Coating-Puffer wurde im Kihlschrank aufbewahrt.

Waschpuffer:
PBS 2000 ml

Tween20 1 ml
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PBS:

NaCl

KCI

Kaliumdihydrogenphosphat
di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat

Millipore-Wasser

Stoppldsung:
destilliertes Wasser

96% H»SO4

2.1.5.5 Losungen fur Durchflusszytometrie

1 X Waschpuffer:
Steriles Wasser

10 X Waschpuffer

Formaldehyd 4 % in PBS:
Paraformaldehyde (Pulver)

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline

8 ¢
02 g
02 g
1,44 ¢
1000 ml
946 ml
54 ml
9 ml
1 ml
40 ¢
1000 mi

Beide Ldsungen wurden immer am Versuchstag hergestellt.

2.1.5.6 Losung fir LPS-Assay

Stoppldsung:
destilliertes Wasser

2,5x konzentrierte Stopplésung

15 ml
10 ml
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2.2 Methoden

2.2.1 Isolierung neutrophiler Granulozyten aus vendsem Blut

Alle freiwilligen Spender wurden tber den Versuch und somit tber die Verwendung ihrer
neutrophilen Granulozyten und Monozyten vorab informiert. Bei den Blutspendern handelt es
sich um gesunde mannliche Probanden im Alter zwischen 20 und 40 Jahren.

Am Vortag des Versuchs wurde ein 3-Osen-Ausstrich von S. aureus angefertigt und tiber
Nacht in den 37 ° Raum gestelit.

Angelehnt an die Beschreibung 'Isolation of human neutrophils from venous blood" von
William M. Nauseef (58) entstand das Versuchsprotokoll. Am Versuchstag wurde unter der
Sterilbank eine 50 ml Perfusorspritze mit 23 ml Dextran-Ldsung und 2 ml Citrat-Dextrose-
Losung gefullt. AnschlieBend wurden 25 ml vendses Blut entnommen. Unmittelbar nach der
Blutabnahme invertierte man die Perfusorspritze 10-fach, um die Citrat-Dextrose in der
Spritze mit dem Blut zu vermischen und um dadurch eine Gerinnung zu verhindern. Danach
wurde die Perfusorspritze fur 1 Stunde senkrecht aufgestellt, sodass die Erythrozyten
beschleunigt durch das Dextran sedimentierten.

Nach einer Stunde machte man einen Transfer des Leukozyten-reichen Plasmas (LRP) Uber
eine Butterfly Nadel in ein 50 ml Falcon-Réhrchen. In ein weiteres 50 ml Falcon-Roéhrchen,
gefullt mit 15 ml Ficoll, wurde das LRP geschichtet. Dieser Schritt erforderte hdchste
Vorsicht und man musste mit dem Pipet Boy auf langsamster Stufe arbeiten, sodass sich das
LRP nicht mit dem Ficoll vermischte, sondern dass Ficoll weiterhin die untere Schicht bildete
und darauf schwimmend das LRP lag. Es folgte ein Zentrifugationsschritt ohne Bremse bei
850 g fur 20 min und bei Raumtemperatur (RT).



Material und Methoden 28

Entsprechend des Ficoll-Dichtegradienten ergibt sich nun folgendes Bild: Im Spitzboden des
Falcon-Rohrchens finden sich die Granulozyten zusammen mit Erythrozyten, wéhrend sich
Lymphozyten, Monozyten, basophile Granulozyten und Thrombozyten als Grenzschicht
zwischen Plasma und Ficoll befinden.

Whole 400g ——— Saline and Plasma (discard)
blood 40 Mins
+ RT Interface_(monocytes. lymphocytes,
0.9% NaCl basophils and platelets)

—— Hypaque-Ficoll (discard)
NS— Granulocytes

Erythrocytes

Hypaque-
Ficoll

Mit einer Vakuumpumpe wurde nun der Uberstand (u.a. Plasma, PMBCs und Ficoll)

Abbildung 3 aus (58)

abgesaugt. AnschlieBend wurden die Gbrigen Erythrozyten im Zellpellet durch Zugabe von
8 ml 0,2 % NaCl hypoton lysiert. Um die Lyse zu stoppen, wurde durch Zugabe nach 20 sec
von 8 ml 1,6 % NacCl die Suspension wieder isoton gemacht. Es folgte eine Zentrifugation bei
170 g fir 5 min bei Raumtemperatur. Der Uberstand wurde verworfen. Dieser Lyse-Schritt
wurde 1-mal wiederholt. Nun wurden die neutrophilen Granulozyten in 5 ml serumfreien
Medium (auf 37 ° erwdrmt) resuspendiert und hiervon 10 pl in der Neubauer Z&hlkammer
ausgezahlt, um die Zellzahl zu ermitteln. Die Zellsuspension wurde auf eine Konzentration

von 5 x 10”6 Granulozyten/ml gebracht.
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2.2.2 HE-Farbung: Uberprufung der Isolierungsmethode

Um die Reinheit der Isolierungsmethode von neutrophilen Granulozyten zu Uberprifen,
wurde stichprobenartig eine HE-F&rbung durchgefihrt. Hierzu wurde eine Suspension
neutrophiler Granulozyten auf einen Objekttrager aufgebracht. Nach Antrocknen der
Suspension, wurde der Objekttrager kurz durch eine Flamme gezogen. Anschlieliend wurde
der Objekttrdger in Hamalaun getaucht. Hierauf folgte ein vorsichtiges Spllen mit wenig
Wasser und darauffolgend die Farbung des Objekttrdgers mit Eosin. Mit Hilfe eines
Oltropfens wurden die Zellen bei 100-facher VergréRerung begutachtet und ausgezahlt.

2.2.3 Vorstimulierung neutrophiler Granulozyten mit Adiponektin

Adiponektin wurde in der gewilnschten Konzentration zur Granulozyten-Suspension
(Bereitstellung siehe 2.2.1) gegeben. In 2 ml Eppendorf Cups rotierten sowohl die
Granulozyten-Proben mit Adiponektin als auch die Granulozyten-Kontrollproben ohne
Adiponektin fir 60 min im 37 ° Raum auf dem Reagenzglasrotator. Der Reagenzglasrotator
wurde eingestellt auf 90 Gradwinkel — 30/min — 2 sec Pause. Auch bei allen weiteren
Schritten wurde der Reagenzglasrotator auf 90 Gradwinkel — 30/min — 2 sec Pause eingestellt.

2.2.4 Erstellen einer definierten Bakteriensuspension

In Vorversuchen (siehe Ergebnisteil 3.2) wurde bestimmt, welche optische Dichte (OD) von
S. aureus-Suspension welcher Konzentration dieser Bakterien entspricht. Somit konnte am
Versuchstag durch eine bestimmte OD von S. aureus-Suspension der MOI zwischen

neutrophilen Granulozyten und S. aureus wie gewiinscht eingestellt werden.

Aus der am Vortag ausgestrichenen S. aureus CaSo-Agar-Platte wurden mit einer Ose
Bakterien aufgenommen und in einem 50 ml Falcon-Rohrchen in 5 ml PBS suspensiert. Am
Photometer wurde bei 650nm gemessen und die Bakteriensuspension auf eine optische Dichte
von 0,340 gebracht (Toleranzbereich 0,330 — 0,350).
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Durch eine Verdinnungsreihe von 107-7 in Nahrmedium mit anschlieRendem Ausplattieren
auf 2 Caso-Agar-Platten wurde die Konzentration von S. aureus-Suspension uberprift. Die
beiden Platten und eine Nahrmediumkontrolle in einem 50 ml Falcon-Réhrchen kamen tiber
Nacht in den 37 °© Raum. Eine tribe N&hrmediumkontrolle signalisierte, dass es womadglich zu
einer Kontamination mit anderen Bakterien kam und machte den gesamten Granulozyten-
Inkubationsversuch ungtltig. Die CFU (colony-forming units) der beiden Platten wurden am
Folgetag ausgezéhlt und dienten der Bestatigung der in den Vorversuchen ermittelten
Korrelation zwischen OD und Konzentration.

2.2.5 Herstellen von autologem Serum

Fur die Opsonisierung von S. aureus bendtigte man autologes Serum, welches man durch
Blutabnahme in eine Serum-Monovette gewann. Das Serumrdhrchen wurde nach Koagulation

bei 1660 g fiir 10 min bei Raumtemperatur zentrifugiert und unmittelbar weiter verwendet.

2.2.6 Killing-Assay

Wie unter 'Isolierung neutrophiler Granulozyten aus venésem Blut' beschrieben, wurden
neutrophile Granulozyten auf eine Konzentration von 5 x 10°6/ml gebracht mit dem einzigen
Unterschied, dass hierfiir als Medium DMEM mit 1 % BSA (Fraktion 5) verwendet wurde.
Desweiteren bendtigte man opsonisierte S. aureus. Um die Bakterien zu opsonisieren, wurden
330 pl der Bakteriensuspension (siehe 2.2.4) mit 570 pl Medium und 100 pl autologem
Serum in einem 2 ml Eppendorf Cup fir 20 min im 37 ° Raum auf dem Reagenzglasrotator
rotiert. Der Reagenzglasrotator wurde eingestellt auf 90 Grad Drehung— 30/min — 2 sec Pause.
AnschlieBend wurde die opsonisierte Bakteriensuspension bei 7000g fur 5 min bei RT
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und der Pellet mit 1 ml Medium resuspensiert.
Diese Suspension opsonisierter Bakterien entspricht einer MOI von 1:10 bei Einhaltung der
Mischverhdltnisse (siehe 2.2.7). Eine MOI von 1:1 entstand, indem 100 ml der obigen
Suspension mit 900 ml Medium gemischt wurden.
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Zur Herstellung einer Probe mit nicht opsonisierten S. aureus wurde die Bakteriensuspension
(siehe 2.2.4) ebenfalls fir 20 min auf dem Reagenzglasrotator rotiert und setzte sich wie folgt
zusammen: 330 pl Bakteriensuspension + 570 pl Medium + 100 ul PBS.

Fur das Killing-Assay wurde fAd verwendet. Nachdem die neutrophilen Granulozyten, wie
unter 'Vorstimulierung neutrophiler Granulozyten mit Adiponektin' beschrieben, mit
Adiponektin vorstimuliert wurden, entstanden die Ansétze aus 500ul Granulozytensuspension
sowie jeweils hinzugegebener 110 pl Bakteriensuspension. Bei den Zeitpunkten 0 min,
30 min, 60 min und 120 min wurden jeweils 75 pl entnommen, mit 925 pl Saponin Lésung
vermischt, mit dem Schuttler (Vortex-2 Genie) homogenisiert und fir 10 min auf Eis gestelit.
Durch eine Verdinnungsreihe in Nahrmedium und anschlieBendem Ausplattieren auf je 2
CaSo-Agar-Platten konnte durch Auszéhlen der CFU am Folgetag das stattgefundene 'Killing'
ermittelt werden. Uber den Zeitraum von 120 min befanden sich die Ansétze im 37° Raum
auf dem Reagenzglasrotator eingestellt auf 90 Grad Drehung — 30/min — 2 sec Pause.

2.2.7 Stimulierung neutrophiler Granulozyten mit Adiponektin und

Inkubation mit LPS und S. aureus

Eine mit Adiponektin vorstimulierte Versuchsreihe wurde mit einer Versuchsreihe ohne
weiteren Zusatz als Kontrollgruppe (siehe 2.2.3) verglichen. Aus beiden Versuchsreihen
entstanden jeweils 4 Ansatze: Negativansatz (ohne weitere Stimulation), mit LPS stimulierter
Ansatz, mit S. aureus (MOI 1:1) und mit S. aureus (MOI 1:10) stimulierter Ansatz.

Fur die Herstellung der Negativansatze gab man zu 500 pl Granulozytensuspension 110 pl
serumfreies Medium. Fir die LPS-Ansétze wurde zunéchst das LPS in serumfreiem Medium
auf eine Konzentration von 10 pg/ml gebracht (LPS-Verdinnung). Danach gab man zu 500 pl
Granulozytensuspension 61 pl der LPS-Verdinnung sowie 49 ul des serumfreien Mediums,
sodass sich eine LPS-Konzentration von 1 pg/ml im Ansatz ergab. Man stellte die S. aureus-
Ansidtze (MOI 1:1 und MOI 1:10) durch Zugabe wvon 110 ul opsonisierter
Bakteriensuspension (siehe 2.2.6) zu 500 ul Granulozytensuspension her.

Alle Proben (jeweils 610 ul) befanden sich in 2 ml Eppendorf Cups, da sich darin die
Suspension gut vermischen konnte. Alle Proben kamen fir 60 min im 37 ° Raum auf den
Reagenzglasrotator. Dieser wurde eingestellt auf 90 Grad Drehung — 30/min — 2 sec Pause.
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AnschlieBend wurden die Ansitze bei 1800g fiir 7 min bei RT zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Das Granulozyten-Pellet wurde durch Zugabe von 500 pl serumfreien Medium
wieder in Losung gebracht. Allen Proben wurde 1 pl Gentamicin-Lésung zugesetzt, um ein
weiteres extrazellulares Wachstum zu verhindern. Zu den Negativ- und zu den S. aureus-
Ansétzen wurde noch 50 pl serumfreies Medium hinzugegeben, zu den LPS-Ansatzen 50 pl
der LPS-Verdlinnung. In die Versuchsreine mit Adiponektin gab man Adiponektin in der

gewunschten Konzentration.

Die Proben wurden auf eine 96-Loch-Platte ausgeséat und fur 20 Stunden im Brutschrank bei
37° und 5% CO, kultiviert. Nach 20 Stunden Gberfiihrte man die Proben zuriick in Eppendorf
Cups und es folgte eine Zentrifugation mit 7000g fiir 5 min bei 37°. Der Uberstand wurde in
gleicher Anordnung in eine neue 96-Loch-Platte pipettiert und bei -20 Grad flr eine spéatere
IL-8-Bestimmung mittels ELISA aufbewahrt. Das Pellet im Eppendorf Cup wurde verworfen.

2.2.8 Isolierung humaner Monozyten aus venésem Blut*

Um die Versuche ebenso mit Monozyten durchfiihren zu kdnnen, wurden Monozyten durch
den kommerziellen 'Monocyte Isolation Kit II' im Sinne einer negativen Selektion aus den
PBMCs isoliert. Die PBMCs erhielt man analog der Methode 'Isolierung neutrophiler
Granulozyten aus vendsem Blut', indem man nach der Zentrifugation (ohne Bremse bei 850 g
fur 20 min) mit Ficoll die PBMCs absaugte. AnschlieBend wurden in einem magnetischen
Feld die 'Nicht-Monozyten' (z.B. T-Zellen, B-Zellen, etc.) durch Antikorper vermittelte
Kopplung an sogenannte MicroBeads (Eisenkugelchen) in einer Sdule zuriickgehalten und
Monozyten somit isoliert.

Die Inkubation mit LPS und S. aureus wurde analog zu den Versuchen mit neutrophilen
Granulozyten durchgefuhrt.

* Vielen Dank an Irina Fink (MTA, Uniklinikum Regensburg) fiir die Hilfe bei der Durchfiihrung
dieses Versuchs
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2.2.9 IL-8-Elisa

Die Konzentration von IL-8 in den Uberstanden wurde mit dem kommerziellen ELISA MAX
Standard SET Human IL-8 (BioLegend) nachgewiesen.

Am Vortag wurde der Erstantikdrper 1:200 in Coating-Puffer verdiinnt und anschlie3end
100 pl/Loch auf eine Mikrotiterplatte pipettiert. Nach dem Versiegeln der Platte mit einer
Folie wurde sie tber Nacht bei 4 ° im Kihlschrank inkubiert. Zuné&chst wurde die Platte am
Versuchstag 4-fach mit Waschpuffer gewaschen. Dazu wurde mit einer Mehrkanalpipette
300 pl Waschpuffer in jedes Loch pipettiert und anschlieBend auf trockenen Papiertiichern
ausgeklopft. Es folgte der Blockierungsschritt mit 200 pl Assay Diluent/Loch, um ungewolite
Bindungen auf der Platte zu vermeiden. Die versiegelte Platte kam fiir 1 Stunde bei RT auf
einen Schattler. Wéhrend dieser Stunde wurde die Standardreihe hergestellt und die Proben
wurden verdunnt, sodass diese im messbaren Bereich lagen. Die Standardreihe wurde in
Assay Diluent verdunnt und bestand aus 2-fach Bestimmungen mit 1000 pg/ml, 500 pg/ml,
250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,25 pg/ml, 15,625 pg/ml und der Blindkontrolle. Um die
gemessenen Proben im messbaren Bereich zu haben, mussten die Proben verdinnt werden.
Die Negativproben wurden normalerweise mit 1:10, die LPS und die S. aureus (MOI 1:1)
Proben wurden mit 1:20 und die S. aureus (MOI 1:10) Proben mussten mit 1:30 in Assay
Diluent verdiinnt werden. Es wurden 4-fach Bestimmungen fir jede Probe gemacht und der
Wert gemittelt. Bevor von den verdinnten Proben und der Standardreihe jeweils 100 pl pro
Loch auf die Platte pipettiert wurde, musste zundchst der Waschvorgang der Platte, wie oben
bereits beschrieben, 4-fach durchgefiihrt werden. Die versiegelte Platte kam fiir 2 Stunden bei
RT auf das Schittelgerat. Es folgte nach den 2 Stunden wieder der Waschschritt in 4-facher
Ausfihrung. Der Detektionsantikdrper wurde 1:200 in Assay Diluent verdinnt und
anschlieend 100 pl davon in ein Loch pipettiert. Nach 1-stundiger Inkubation bei RT auf
dem Schittelgerét folgte wieder der Waschschritt in 4-facher Ausfiihrung. Nun wurde die
Meerrettichperoxidase (Enzym) 1:1000 in Assay Diluent verdiunnt und 100 ul davon in ein
Loch pipettiert. Nach 30-minutiger Inkubation bei RT auf dem Schittelgerat folgte der
Waschschritt in abgewandelter Form. Der Waschpuffer wurde nicht gleich wieder
ausgeklopft, sondern man lie ihn 30-60 sec in jedem Loch, ehe man die Platte auf den
trockenen Tuchern ausklopfte. Dies wurde 4-mal wiederholt. Anschlielend pipettierte man
100 pl TMB in jedes Loch und inkubierte die Platte im Dunkeln fiir 15 min. Danach gab man
100 pl Stopplésung in jedes Loch und es folgte die Messung der Signalstarke mit dem
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Photometer. Die Messung machte man bei 540nm und subtrahierte davon die Absorption bei
450nm.

2.2.10 LPS-Assay®

Um herauszufinden, ob das verwendete Adiponektin mit bakteriellen Endotoxinen
kontaminiert ist, verwendeten wir den kommerziellen Limulus Amebocyte Lysate
Chromogenic Endpoint Assay (Hycult Biotech). Dieser wird in der Arbeit als LPS-Assay
bezeichnet. Das Prinzip dieses Tests ist eine durch Endotoxine ausgeloste Gelbildung in
Limulus Amobocyten Lysat. Dieser Prozess basiert auf einer enzymatischen Reaktion.

Die Proben und die Standardreihe wurden in eine Mikrotiterplatte pipettiert. Anschlie3end
erfolgte die Zugabe des LAL Reagens und nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten wurde
mittels Stopplosung die enzymatische Reaktion beendet. Die Absorption wurde bei 405nm

gemessen.

2.2.11 Durchflusszytometrie®

Das Vorhandensein von Adiponektin-Rezeptoren auf neutrophilen Granulozyten wurde
mittels Durchflusszytometrie untersucht. Benutzt wurde das Kit System 'Fluorokine -
Biotinylated Human Adiponektin/Acrp30' (R&D Systems). Das Prinzip basiert darauf,
gewaschene Zellen mit biotinylierten Adiponektin zu inkubieren, welches dann an die Zellen
uber die Adiponektin-Rezeptoren bindet.

Alle Zentrifugationen wurden mit 100 g bei 4° fur 5 min durchgefiihrt. Der Uberstand wurde
nach der Zentrifugation nur 1-mal abgegossen.

Einziger Unterschied zum Vorgehen bei 'Isolierung neutrophiler Granulozyten aus venésem

Blut' war, dass die neutrophilen Granulozyten nach der hypotonen Lyse noch 1-mal in PBS

® Vielen Dank an Irina Fink (MTA, Uniklinikum Regensburg) fir die Hilfe bei der Durchflihrung
dieses Versuchs

® Vielen Dank an Irina Fink (MTA, Uniklinikum Regensburg) fir die Hilfe bei der Messung am FACS
Gerat
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gewaschen wurden, anschliefend in Waschpuffer suspensiert und auf die gewinschte
Konzentration von 6 x 1076/ml gebracht wurden. Es folgte eine 15-mindtige Inkubation der
neutrophilen Granulozyten bei RT mit humanen Immunglobulinen, um unerwinschte Fc-
Rezeptor bedingte Interaktionen zu blockieren. Ohne einen Waschschritt dazwischen
pipettierte man sofort im Anschluss 25 pl der Zellsuspension (2 150000 Zellen) in ein
Rohrchen und inkubierte diese fiir 45 min mit 10 pl des biotinylierten Adiponektin bei 4°. Bei
einem Rohrchen wurde das biotinylierte Zytokin zuvor mit im Kit mitgeliefertem
'‘Adiponektin-blocking Antibody' fur 15 Minuten bei RT inkubiert, welche somit eine
Negativkontrolle lieferte. Ein weiteres ROhrchen wurde, anstelle mit dem biotinylierten
Adiponektin zu inkubieren, mit ebenfalls im Kit mitgeliefertem 'Negative Control Reagent'
inkubiert. Bei dem 'Negative Control Reagent' handelt es sich um ein anderes Protein,
welches aber genauso biotinyliert ist wie das biotinylierte Adiponektin. Dies stellte die
2. Negativkontrolle dar. Ohne einen Waschschritt dazwischen gab man 10 pl Avidin-
Fluorescein in die gewunschten Rohrchen und inkubierte fir 30 min bei 4° im Dunkeln. Es
folgten 2 Waschschritte mit je 2 ml Waschpuffer und der jeweils dazugehérigen
Zentrifugation. Auf das Pellet nach der 2. Zentrifugation gab man 100 ul
4% formaldehydhaltiges PBS. Dieser Fixierungsschritt machte es maoglich, die
Durchflusszytometrie nicht unmittelbar im Anschluss an den Versuch durchfiihren zu mdissen.
Nach 10 Minuten fand ein leichtes vorsichtiges VVortexen statt. Die Rohrchen mit den Proben
wurden immer im Kuhlschrank aufbewahrt und nie spater als 4 Tage danach gemessen.

Neben den neutrophilen Granulozyten wurden auch PBMCs untersucht. Nach der
Zentrifugation des LRP und dem Ficoll (siehe 2.2.1) wurden 10 ml der PBMCs (sichtbare
Schicht zwischen Plasma und Ficoll) in ein 50 ml Falcon-Rohrchen uberfuhrt und nach
Zugabe von 10 ml PBS zentrifugiert. Nach dem Verwerfen des Uberstandes wurde dieser
Waschschritt ein 2. Mal wiederholt und der Zellpellet nach der 2. Zentrifugation in
Waschpuffer resuspensiert. Die Zellen wurden genauso wie auch die neutrophilen
Granulozyten auf eine Konzentration von 6 x 1076 Zellen/ml gebracht und ebenso geférbt.
Bei der weiteren Untersuchung wurden Monozyten aus der PBMC Fraktion von
Lymphozyten tber Unterschiede im Forward/Sideward Scatter differenziert.
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2.3 Statistik

Die statistische Signifikanz der IL-8-Ausschittung und der CFU-Werte wurde, sofern eine
Normalverteilung vorlag, mit dem t-Test Uberpruft. Die Normalverteilung wurde mittels
Shapiro-Wilk-Test tberprift. Lag keine Normalverteilung vor, wurde der Mann-Whitney-U-
Test verwendet. Ein p-Wert < 0,05 wurde als signifikant betrachtet (p-Werte jeweils in
Klammern). Solange die Vergleichsgruppen gleich groR waren (n = ny), wurde lediglich die

fur beide Gruppen zutreffende Anzahl (n) angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Uberprifung der Reinheit der neutrophilen Granulozyten nach deren

Isolierung

Um die Reinheit der neutrophilen Granuloyzten nach deren Isolierung aus vendsem Blut zu
uberprufen, wurden HE-Farbungen angefertigt. Um ein Vermischen der granulozytéren
Fraktion mit der monozytéren Fraktion zu vermeiden, wurde bei der Isolierungsmethode nach
der Zentrifugation mit Ficoll der Uberstand vorsichtig abgesaugt. Bei Anwendung des
Standardprotokolls waren in den Stichproben 99-100 % der isolierten Zellen neutrophile

Granulozyten.

3.2 Quantitatives Ausplattieren von S.aureus - Bestimmung der

Korrelation zwischen optischer Dichte und Konzentration

Ziel dieses Versuchs war herauszufinden, welche optische Dichte (OD) von einer S. aureus-
Suspension welcher Konzentration entspricht. Durchschnittlich zeigte sich eine Konzentration
von 6,9 x 10”8 Bakterien/ml PBS-Losung (im Bereich der OD von 0,330 - 0,350).
Entsprechende Verdinnungen wurden anhand dieser Daten fur die weiteren Versuche

veranlasst, um somit erwiinschte Konzentrationen und MOIs zu erhalten.
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3.3 Einfluss von Adiponektin auf neutrophile Granulozyten

Da der Adiponektin-Rezeptor auf neutrophilen Granulozyten sowohl auf Gen-Ebene (55) als
auch auf Protein-Ebene (56) beschrieben wurde, sollte untersucht werden, welchen Einfluss
Adiponektin auf neutrophile Granulozyten hat.

3.3.1 Killing-Assay

Um herauszufinden, ob Adiponektin einen Einfluss auf das 'Killing'-Verhalten neutrophiler
Granulozyten hat, wurde ein sogenanntes Killing-Assay durchgefihrt. In der Grafik ist auf der
y-Achse die Anzahl an Bakterien in Millionen aufgetragen, welche sich zu einem bestimmten
Zeitpunkt im Probenréhrchen befanden. Ein 'Killing' erkennt man durch eine Abnahme der
Bakterienanzahl von einem Zeitpunkt zum ndchsten. So reduziert sich beispielsweise bei dem
Ansatz '+Adiponektin; opsonisiert' die Anzahl der Bakterien von Minute 0 bis Minute 30 um
ca. 35% (Abbildung 1).

Zur Ermittlung der statistischen Signifikanz wurde der Mann-Whitney-U-Test durchgefuhrt.

Entsprechend der jeweiligen Zeitpunkte (0 min, 30 min, 60 min und 120 min) entstanden po,

P30, Pso UNA Pizo.

In diesem Versuch konnte kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Anwesenheit von
Adiponektin festgestellt werden. Fir die opsoniserten Ansétze (n=9) konnten bei den
verschiedenen Zeitpunkten folgende p-Werte festgestellt werden: po = 0,931; pso = 0,258;
Pso = 0,863; p120 = 0,113. Fir die nicht opsonisierten (PBS-)Ansatze (n=9) konnten bei den
verschiedenen Zeitpunkten folgende p-Werte festgestellt werden: po = 0,605; pso = 0,605;
Pso = 0,605; pP120 = 0,34.

Ein 'Killing" wurde nur bei den opsonisierten Proben beobachtet. Die nicht opsonisierten
Bakterien (nur mit PBS vorstimuliert) vermehrten sich sogar iber den Zeitraum von 120 min.
Es konnte somit ein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Opsonisierung beobachtet
werden. Fur die '+Adiponektin-Ansétze' (n=9) konnten bei den verschiedenen Zeitpunkten
folgende p-Werte festgestellt werden: po = 0,011; pso < 0,0005; pso < 0,0005; pr20 < 0,0005.
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Fur die -Adiponektin-Ansétze' (n=9) konnten bei den verschiedenen Zeitpunkten folgende p-
Werte festgestellt werden: po = 0,019; pso < 0,0005; peo < 0,0005; p120 < 0,0005.

Es wurde fAd bei einer Konzentration von 1pg/ml verwendet.

Killing Assay
4,5 -
4 -
» 307 e o f“"/% — - Adiponektin; nicht
2 -
T 3- i\ opsonisiert (PBS)
@) o5 | \’ ------ + Adiponektin; nicht
S ’2 S opsonisiert (PBS)
,5 Yi—-‘;""’im-,,_ ===+ Adiponektin;
= 15 - =g opsonisiert
2 1 - = - = - Adiponektin;
05 - opsonisiert
0 T T T 1
0 min 30 min 60 min 120 min

Abbildung 4: Im zeitlichen Verlauf (0-120 min) durch quantitatives Ausplattieren ermittelte
Anzahl der CFU. Gegenuberstellung von opsonisierten und nicht opsonisierten (PBS)
S. aureus im Eppendorf Cup (mit 610ul Ansatz geflllt) bei Anwesenheit von humanen,
neutrophilen Granulozyten bei einem MOI von 1:1. Stimulierung mit 1pg/ml fAd
(+ Adiponektin) oder ohne Adiponektin (- Adiponektin). Angabe des SEM.

3.3.2 Stimulierung neutrophiler Granulozyten mit 0,5 pg/ml fAd

Hierzu wurden die neutrophilen Granulozyten mit fAd inkubiert. Gleichzeitig fand auch eine
Stimulierung der neutrophilen Granulozyten durch LPS (1pg/ml) und S. aureus (MOI 1:1
sowie 1:10) statt. Es wurde die IL-8-Sekretion der neutrophilen Granulozyten untersucht. Es
zeigte sich eine erhohte IL-8-Sekretion nach Stimulierung mit LPS. Ebenso fand sich eine
gesteigerte 1L-8-Sekretion durch Inkubation mit S. aureus, die durch eine Erh6hung der MOI
auf 1:10 weiter gesteigert werden konnte.
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Bei einer Kostimulierung mit 0,5 pg/ml fAd konnte kein signifikanter Unterschied
hinsichtlich der 1L-8-Sekretion zwischen den Ansédtzen ohne Adiponektin-Stimulation
(- Adiponektin) und denen mit Adiponektin-Stimulation (+ Adiponektin) festgestellt werden
(Abbildung 2). Zur Ermittlung der statistischen Signifikanz wurde der t-Test durchgefuhrt.
Die IL-8-Sekretion wurde verglichen ohne weitere Stimulierung (neg) (n=7; p=0,638), nach
Inkubation mit LPS (1pg/ml) (n=7; p=0,882) sowie nach Inkubation mit S. aureus bei einem
MOI von 1:1 (n=5; p=0,819) und S. aureus bei einem MOI von 1:10 (n=5; p=0,823).
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IL-8-Sekretion in pg/ml

Abbildung 5: Konzentration von IL-8 in pg/ml im Zelliberstand von neutrophilen
Granulozyten ohne Adiponektin-Zugabe (- Adiponektin) und unter Stimulierung mit 0,5
pg/ml fAd (+ Adiponektin). Angabe des SEM.

3.3.3 Stimulierung neutrophiler Granulozyten mit 1 pg/ml fAd

Auch eine Inkubation mit Adiponektin bei einer Konzentration von fAd 1 pg/ml brachte
keinen signifikanten Unterschied bei der IL-8-Sekretion zwischen den beiden Gruppen
(- Adiponektin / + Adiponektin) (Abbildung 3). Zur Ermittlung der statistischen Signifikanz
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wurde der Mann-Whitney-U-Test durchgefihrt. [L-8-Sekretion wurde verglichen ohne
weitere Stimulierung (neg) (n=16; p=0,305), nach Inkubation mit LPS (1pg/ml) (n=12;
p=0,242) sowie nach Inkubation mit S. aureus bei einem MOI von 1:1 (n=9; p=0,546) und
S. aureus bei einem MOI von 1:10 (n=20; p=0,841).
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Abbildung 6: Konzentration von IL-8 in pg/ml im Zelliberstand von neutrophilen
Granulozyten ohne Adiponektin-Zugabe (- Adiponektin) und unter Stimulierung mit 1 pg/ml
fAd (+ Adiponektin). Angabe des SEM.

3.3.4 Einfluss von globuldarem Adiponektin (gAd) auf die IL-8-Sekretion

von neutrophilen Granulozyten

Im Gegensatz zu den Stimulierungen mit fAd konnte durch die Stimulierung mit 1 pg/ml gAd
bei 2 Ansatzen ein signifikanter Unterschied beziiglich der IL-8-Sekretion gemessen werden
(Abbildung 4). Zur Ermittlung der statistischen Signifikanz wurde der t-Test durchgefuhrt.
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Die Ansétze ohne weitere Zugabe (neg) zeigten eine vermehrte Sekretion von IL-8 bei
Stimulierung mit 1 pg/ml gAd. Es wurde ein signifikanter Unterschied festgestellt (n=8;
p=0,001). Auch bei den S.aureus 1:1 Ansétzen konnte durch Zugabe von 1 pg/ml gAd
hinsichtlich der IL-8-Sekretion zwischen den beiden Gruppen
(+ Adiponektin / - Adiponektin) ein signifikanter Unterschied gemessen werden (n=8;
p<0,0005).

Bei den LPS-Ansédtzen (1pg/ml) (n=10; p=0,743) und den S. aureus 1:10 Ansédtzen (n=10;
p=0,124) war kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen
(- Adiponektin / + Adiponektin) hinsichtlich der IL-8-Sekretion feststellbar.
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Abbildung 7: Konzentration von IL-8 in pg/ml im Zelliberstand von neutrophilen
Granulozyten ohne Zugabe von Adiponektin (- Adiponektin) und unter Stimulierung mit
1 pg/ml gAd (+ Adiponektin). Angabe des SEM.
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3.4 Einfluss von Adiponektin auf Monozyten

Da Adiponektin-Rezeptoren auf Monozyten beschrieben sind (59), und gAd einen Einfluss
auf die IL-8-Sekretion von neutrophilen Granulozyten hatte, sollte ein moglicher Einfluss
gAds auf die IL-8-Sekretion von Monozyten untersucht werden. Der Inkubationsversuch

wurde mit Monozyten aus vendsem Blut durchgefiihrt.
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3.4.1 Einfluss von gAd auf die IL-8-Sekretion von Monozyten

Es entstanden Ansatze, in denen gleichzeitig auch eine Stimulierung der Monozyten durch
LPS (1pg/ml) und S.aureus (MOI 1:10) stattfand. Zur Ermittlung der statistischen
Signifikanz wurde der Mann-Whitney-U-Test durchgefthrt.

Bei den LPS-Anséatzen (1pg/ml) (n=4; n,=3; p=0,857) und den S. aureus 1:10 Ansatzen (n=4;
p=0,057) war kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen
(- Adiponektin / + Adiponektin) hinsichtlich der IL-8-Sekretion feststellbar. Jedoch kann bei
den S. aureus 1:10 Ansétzen ein Trend zu einer vermehrten IL-8-Sekretion unter Stimulierung

mit 1pug/ml gAd beobachtet werden.
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Abbildung 8: Konzentration von IL-8 in ng/ml im ZellGberstand von Monozyten ohne Zugabe
von Adiponektin (- Adiponektin) und unter Stimulierung mit 1 pg/ml gAd (+ Adiponektin).
Angabe des SEM.
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3.5 LPS-Verunreinigung von kommerziellem globuldren Adiponektin (gAd)

Wie auf dem Datenblatt ersichtlich, wird das flr diese Arbeit kommerziell erworbene gAd in
E. coli hergestellt. Das verwendete fAd wird laut Datenblatt nicht bakteriell, sondern durch
eine Maus-Myelom-Zelllinie gewonnen. Der vermeintliche proinflammatorische Effekt von
gAd konnte daher eventuell auf Endotoxin(LPS)-verunreinigtes Adiponektin zurtickzufiihren
sein. Um dies herauszufinden, wurde der kommerziell verfiigbare Limulus Amebocyte Lysate
Chromogenic Endpoint Assay (Hycult biotech) durchgefihrt. Dieser Test ermdglichte die
Messung von bakteriellen Endotoxinen und wird in dieser Arbeit auch als LPS-Assay
bezeichnet. Das kommerziell erworbene gAd erwies sich dabei als mit LPS verunreinigt.
Sowohl in selbst hergestellten PBS als auch in kommerziell erworbenen PBS konnte durch die
Zugabe von gAd eine LPS-Kontamination festgestellt werden. Die Negativkontrolle als auch
die Uberprifung von kommerziellen PBS ohne gAd zeigten keine nennenswerten LPS-
Kontaminationen.

LPS (EU/mI)

LPS in EU/mI

neg Kontrolle aqua dest + gAd in PBS  gAd in kommerz.
kommerz. PBS PBS

Abbildung 9: Konzentration von LPS in EU/mI, gemessen mittels LPS-Assay. Angabe des
SEM.
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3.6 Adiponektin-Rezeptoren auf der Zelloberflache

Wie bereits erwéhnt, wurden in anderen Arbeiten die Adiponektin-Rezeptoren (Adiporl und
Adipor2) auf neutrophilen Granulozyten beschrieben (55,56). Auf Monozyten konnten
ebenfalls beide Adiponektin-Rezeptoren dargestellt werden (59). In dieser Arbeit sollte nun
die Existenz von Adiponektin-Rezeptoren sowohl auf neutrophilen Granulozyten als auch auf
Monozyten mittels Durchflusszytometrie Uberprift werden. Wie im Abschnitt Material und
Methoden beschrieben, werden Zellen, die spezifische Rezeptoren exprimieren, durch
Fluorescein geféarbt. Die Farbungsintensitdt verhdlt sich proportional zur Dichte der
Adiponektin-Rezeptoren. Bei den untersuchten neutrophilen Granulozyten konnten lediglich
bei nur wenigen (ca. 3%) Zellen Adiponektin-Rezeptoren auf der Zelloberflache
nachgewiesen werden. Bei den Monozyten ergab sich ein anderes Bild: 92,1% waren hierbei
Adiponektin-Rezeptor positiv.

Gr. Adip FITC Block, Ak 2012-07-09 016 LM D:RO
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Abbildung 10: 3,1 % der neutrophilen Granulozyten sind Adiponektin-Rezeptor positiv.
Darstellung in Form der grauen, leicht nach rechts versetzten Kurve. Mean flourescence
intensity (MFI): 4,5
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Abbildung 11: 92,1 % der Monozyten sind Adiponektin-Rezeptor positiv. Darstellung in
Form der grauen, sich auf der rechten Bildhalfte befindenden Kurve. Mean flourescence
intensity (MFI): 180,9
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4 Diskussion

4.1 Adiponektin im Kontext der Inflammation

Ziel dieser Arbeit war es, einen Beitrag zu den bereits beschriebenen Eigenschaften von
Adiponektin zu leisten. Ein Teil bisheriger Arbeiten beschéftigte sich beispielsweise mit
seiner Rolle als antiinflammatorischer Mediator bei metabolischen Erkrankungen wie
Diabetes mellitus Typ 2, Fettleber und kardiovaskularen Erkrankungen (60). So besteht ein
reziprokes Verhalten zwischen Adiponektin und dem Entzindungsmarker CRP sowohl im
Plasma als auch im Fettgewebe (61). Adiponektin-Knockout-Mé&use haben hohe TNF-a
Plasmakonzentrationen und hohe TNF-a-mRNA-Spiegel im Fettgewebe (62). Ebenso besteht
eine negative Korrelation zwischen Adiponektin und dem Entziindungsmarker IL-6 (63). In
Apolipoprotein-E-defizienten M&usen flihrte Adiponektin zu einer supprimierten Progression
von Arteriosklerose (64). In Entziindungsvorgange kann Adiponektin reduzierend eingreifen,
indem es die Funktion von Makrophagen veréndert (60). So induziert Adiponektin
beispielsweise die Produktion des antiinflammatorischen Interleukins 10 durch Monozyten.
Aus Monozyten hergeleitete Makrophagen und dendritische Zellen werden ebenso durch
Adiponektin zur IL-10-Ausschiittung stimuliert (65,66). Uber einen rezeptorabhingigen und
Calreticulin-involvierenden Signalweg férdert Adiponektin die Beseitigung von apoptotischen
Zellen durch Makrophagen. Dies stiitzt ebenfalls die These einer vor der Entziindung
schutzenden Funktion Adiponektins (67).

4.2 Einfluss von Adiponektin auf die Interaktion von neutrophilen

Granulozyten mit S. aureus

Da neutrophile Granulozyten und der Prozess der Phagozytose einen wichtigen Pfeiler der
Abwehr des angeborenen Immunsystems stellen (68), lag das Hauptaugenmerk dieser Arbeit
auf dem Einfluss von Adiponektin auf die Interaktion von neutrophilen Granulozyten mit

S. aureus.
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4.2.1 Uberprifung der Reinheit der neutrophilen Granulozyten nach deren

Isolierung

Mittels HE-Farbung konnte gezeigt werden, dass die in dieser Arbeit durchgefiihrte
Isolierungsmethode auch tatséchlich neutrophile Granulozyten in einer hohen Reinheit zur
Verfligung stellte. Es soll jedoch darauf hingewiesen werden, dass davon auszugehen ist, dass
sich unter den verwendeten Granulozyten auch eine kleine Anzahl eosinophiler Granulozyten
befand (58).

4.2.2 Killing-Assay

Hierzu ist bekannt, dass fAd neutrophile Granulozyten bei der Phagozytose von E. coli
inhibiert (56). Das durchgefihrte Killing-Assay dieser Arbeit konnte keine Inhibition des
'Killings' durch Adiponektin feststellen. Ein Unterschied beider Arbeiten war die Verwendung
von S. aureus sowie der MOI von 1:1 anstelle von E. coli und Verhaltnissen von 1:40, 1:20
sowie 1:5. Bei beiden Versuchen handelte es sich um eine Stimulierung mit fAd, bezogen
jedoch von unterschiedlichen Firmen. Wir verwendeten fAd, hergestellt durch
Mausmyelomzellen, wéhrend das Adiponektin der anderen Arbeit durch HEK-293-Zellen
hergestellt wurde. Die in dieser Arbeit verwendete Adiponektin-Konzentration von 1ug/ml
kann eher nicht als Grund flr das Ausbleiben eines Einflusses von Adiponektin auf das
'Killing" angesehen werden, da der Versuch mit E. coli bei Konzentrationen von 10 pg/ml,
1pg/ml und 0,1pg/ml stets eine Inhibierung der Phagozytose aufzeigen konnte. Gemessen
wurde in dieser Arbeit anhand des 'Killings' durch quantitatives Ausplattieren von S. aureus,
wohingegen bei der zitierten Arbeit mit dem kommerziellen Phagotest gearbeitet wurde (56).
Da Phagozytose ein wesentlicher Bestandteil des 'Killings' ist (69), kann diese Arbeit das
Konzept einer Inhibierung der Phagozytose durch Adiponektin nicht unterstitzen.
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4.2.3 Stimulierung neutrophiler Granulozyten mit 'full-length* Adiponektin
(fAd)

Weitere antiinflammatorische Wirksamkeiten von fAd gegentiber neutrophilen Granulozyten
konnten bereits gezeigt werden (70). So hat fAd einen hemmenden Einfluss auf den
oxidativen Burst von Phagozyten (71). Ebenso wurde beschrieben, dass fAd die IL-8-
Sekretion von neutrophilen Granulozyten inhibieren kann. Bei fAd-Konzentrationen von
1-10000ng/ml wurde die durch LPS-Stimulation ausgeltste IL-8-Sekretion bis zu 50 %
unterdrickt (72). Analog zu der eben zitierten Arbeit verwendeten wir das kommerziell
erwerbliche fAd von R&D Systems. Jedoch zeigte sich weder bei 500 ng/ml noch bei
1000 ng/ml ein Einfluss fAds auf die IL-8-Sekretion. Die in dieser Arbeit verwendete LPS-
Konzentration betrug 1000 ng/ml verglichen mit 10 ng/ml in der Vergleichsarbeit. Ob dies
jedoch der Grund flr die unterschiedlichen Ergebnisse ist, gilt es zu bezweifeln, da in dieser
Arbeit mehrere Versuchsreihen durchgefiihrt wurden. Nicht nur bei Ansdtzen mit LPS-
Stimulation, auch bei den Ansdtzen ohne weitere Stimulation sowie den Ansdtzen mit
S. aureus-Stimulation bei verschiedenen MOIs konnte kein Einfluss des fAds auf die IL-8-
Sekretion neutrophiler Granulozyten gefunden werden. Auch die Anzahl der Probanden in
dieser Arbeit war im Vergleich zur zitierten Vergleichsarbeit n=3 hoher (72).

Auch bei anderen Zelllinien konnten bereits Einflisse fAds auf die IL-8-Sekretion gemessen
werden. So wurde im Uberstand von rheumatoiden Synovialfibroblasten eine dosisabhangige
Erhohung der IL-8-Sekretion nach Zugabe von fAd festgestellt. Aus der Angabe ist nicht
ersichtlich ob, das verwendete Adiponektin aus HEK-293-Zellen oder aus E. coli gewonnen
wurde (73). Bei Endothelzellen und Osteoblasten stimulierte Adiponektin die IL-6- und die
IL-8-Sekretion (74). Auch die Behandlung von Monozyten gesunder Spender mit fAd fuhrte
zu einer erhohten IL-8-Sekretion (75).

4.2.4 Einfluss von globularem Adiponektin auf die IL-8-Sekretion

neutrophiler Granulozyten

Gegenstand der Forschung ist neben fAd auch globuldres Adiponektin (gAd). Im Gegensatz
zu fAd hat gAd einen verstarkenden Einfluss auf den oxidativen Burst von Phagozyten (71).
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GAd induziert die Sekretion der proinflammatorischen Zytokine TNF-a und IL-6 durch
Makrophagen (76). Weitere proinflammatorische Effekte von gAd konnten durch die
Ausschiittung von TNF-a und IL-6 durch humane Plazenta und Fettgewebe gezeigt werden
(77). In dieser Studie wurde eine Variante von gAd verwendet, welche sich durch 14
zusétzliche Aminosduren von gAd unterscheidet. Dies gilt es in den Ergebnissen zu

berticksichtigen.

Diese Studie konnte einen positiven Effekt von gAd auf die IL-8-Ausschuttung neutrophiler
Granulozyten messen. In den Versuchsreihen der Ansatze mit keiner weiteren Stimulierung
(neg) und bei gleichzeitiger Stimulierung mit S. aureus MOI 1:1 konnte hinsichtlich der IL-8-
Sekretion der neutrophilen Granulozyten eine signifikante Steigerung gemessen werden.

Es stellt sich somit die Frage, weswegen gAd und fAd unterschiedliche Wirkungen zeigen. In
einer anderen Studie mit epithelialen kanzerdsen Zellen des Kolons wurden im Hinblick auf
die IL-8-Sekretion nach Adiponektin-Stimulation &hnliche Resultate erzielt. Dabei erh6hte
gAd ebenfalls die IL-8-Sekretion und fAd hatte keine Auswirkungen auf die IL-8-
Ausschiittung (78).
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Wie in der Graphik der Vergleichsarbeit sichtbar, konnten selbst bei einer Konzentration von
5 upg/ml fAd keine Auswirkungen auf die IL-8-Sekretion beobachtet werden. Dies
unterstreicht, dass die in dieser Arbeit gewahlte Adiponektin-Konzentration von 1ug/ml Sinn
macht und eine hoher gewahlte Adiponektin-Konzentration wohl keine weiteren Erkenntnisse
liefern wirde. Ebenfalls interessant ist die Tatsache, dass sowohl fAd als auch gAd von den

gleichen Herstellern wie in dieser Arbeit bezogen wurden (78).
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Die auffallenden Ergebnisse von gAd sollten mit Vorsicht genossen werden, vor allem
aufgrund der im folgenden Abschnitt dieser Arbeit diskutierten LPS-Kontamination von

kommerziellem gAd.

4.3 LPS-Verunreinigung von kommerziellem globuldrem Adiponektin
(9Ad)

Um die proinflammatorischen Handlungen von Adiponektin herrscht eine Kontroverse. Zu
diesem Durcheinander tragen verschiedene Sachverhalte bei, wie zum Beispiel die
verschiedenen Quellen des verwendeten Adiponektins in in-vitro-Experimenten. Auch mag
der Gebrauch von unterschiedlichen Molekulargewichtformen Adiponektins oder wvon
verkurzten Adiponektinformen seinen Teil zu den Diskrepanzen beitragen. Ein Hauptthema
der Kontroverse ist die Bindung von Adiponektin an LPS. Daher konnte ein Teil der
beschriebenen proinflammatorischen Ergebnisse auf eine Kontamination mit LPS
zuriickzufuhren sein. Proinflammatorische Resultate, die mit durch E. coli produziertem
Adiponektin gewonnen wurden, erscheinen hierbei besonders suspekt (60). Das in dieser
Arbeit verwendete gAd von PeproTech wird durch E. coli hergestellt. Um eine mdgliche
Kontamination mit LPS herauszufinden, wurde ein LPS-Assay durchgefuhrt. Es konnte eine
deutliche LPS-Kontamination des verwendeten gAds nachgewiesen werden. Somit sollten die
erhohten IL-8-Werte nach gAd-Stimulierung sehr kritisch bewertet werden. Es muss davon
ausgegangen werden, dass die vermehrte 1L-8-Ausschittung durch LPS ausgeltst wurde.

In einer anderen Arbeit wurde die IL-6- und IL-8-Ausschuttung von gingivalen Fibroblasten
und Parodontalligament-Fibroblasten nach Zugabe von gAd gemessen. Es wurde zum einem
aus E. coli gewonnenes gAd als auch aus Mausmyelomzellen gewonnenes gAd verwendet.
Bei den Versuchen mit aus E. coli gewonnenem gAd zeigten sich erhdhte IL-6- und IL-8-
Werte, bei den Versuchen mit gAd aus Mausmyelomzellen jedoch nicht. Die Analyse des
gAd aus E. coli durch limulus amebocyte lysate assay zeigte eine Kontamination mit LPS.
Das gAd aus Mausmyelomzellen enthielt weniger LPS. Desweiteren wurde mit Polymyxin B,
einem LPS-Inhibitor, getestet. Dieser Inhibitor blockierte nicht nur die IL-6- und IL-8-
Produktion welche durch LPS ausgelost wurde, sondern auch jene, die durch Induktion mit

gAd aus E. coli ausgelost wurde. Diese Ergebnisse geben einen Hinweis darauf, dass gAd
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keinen Einfluss auf die IL-6- und IL-8-Produktion von gingivalen Fibroblasten und
Parodontalligament-Fibroblasten hat (79).

Da das in dieser Arbeit verwendete fAd durch Mausmyelomzellen hergestellt wird und sich
auch keine Auffalligkeiten hinsichtlich der Ergebnisse ergaben, wurde in dieser Arbeit auf
eine Testung bezlglich méglicher LPS-Kontamination verzichtet. Fir das in dieser Arbeit
verwendete fAd von R&D Systems wurde jedoch auch bereits eine LPS-Kontamination
beschrieben, welche mit der Schatzung des Herstellers tbereinstimmte (80). Es lasst sich die
Vermutung aufstellen, dass es je nach Menge des kontaminierten LPS zu einer vermehrten
IL-8-Sekretion der neutrophilen Granulozyten kommt.

4.4 Proinflammatorisch — Antiinflammatorisch: Wie passt das zusammen?

Bezuglich der kontroversen proinflammatorischen Beschreibungen von Adiponektin im
Allgemeinen sind auch weitere Ideen zu diskutieren. Der Kontakt mit Adiponektin kdnnte in
einer initialen Entziindung resultieren, an welche sich dann eine Desensibilisierung der Zellen
gegenliber darauffolgende inflammatorische Stimulanzien anschlief3t (60). Diese Theorie
vertritt auch Cheng et al. bei der Beschreibung der Induktion proinflammatorischer
Funktionen in isolierten Makrophagen und T-Zellen durch Adiponektin. Die induzierte
proinflammatorische Aktivierung der Makrophagen wirde helfen, Toleranz gegentiber
kiinftigen proinflammatorischen Stimuli zu vermitteln (54). Es stellt sich also die Frage, ob
die im Kontext von Adiponektin beschriebenen antiinflammatorischen Eigenschaften durch
einen vorher induzierten inflammatorischen Erinnerungseffekt reguliert werden (60).
Vertreten wird diese Idee von Park et. al, die in ihrer Arbeit zeigten, dass es durch
Adiponektin-Stimulation bei Makrophagen zu TNF-a Produktion kommt. Dies flhrte
wiederum zu einer erhdhten 1L-10-Expression, was schliel3lich zu einem Abdampfen LPS-
induzierter Zytokinausschittung von Makrophagen fiihrt (81). Weitere abmildernde und
inhibierende Einflisse Adiponektins auf die LPS-induzierte TNF-o-Produktion und die
TNF-a-mRNA-Expression bei Makrophagen sind beschrieben (51,82).



Diskussion 54

4.5 Einfluss von globularem Adiponektin (gAd) auf die IL-8-Sekretion von

Monozyten

In dieser Studie konnte kein signifikanter Einfluss von gAd auf die IL-8-Sekretion von
Monozyten gezeigt werden. Bei den S. aureus-Ansatzen (MOI 1:10) konnte jedoch ein Trend
zu einer vermehrten IL-8-Sekretion unter Stimulierung mit 1ug/ml gAd beobachtet werden.
Passend zu diesem Trend wurde in einer anderen Arbeit gezeigt, dass gAd die I1L-8-Sekretion
sowohl von Makrophagen der THP-1-Zelllinie als auch von primaren humanen

Monozyten/Makrozyten (isoliert aus peripherem Blut) induziert (83).

Eine erhdhte Ausschittung von IL-8 wirde zu der Theorie passen, Adiponektin fiihre initial
zu einer Entziindung und erzeuge seine antiinflammatorischen Eigenschaften durch einen
Erinnerungseffekt (60). Jedoch entstammen die in dieser Arbeit verwendeten Monozyten aus
vendsem Blut, sodass man aufgrund der physiologischen Menge an Adiponektin im
menschlichen Blut nicht von einem Erstkontakt mit Adiponektin sprechen kann. Diese
Interpretation kdnnte auch fur die erhéhte 1L-8-Sekretion der neutrophilen Granulozyten nach
gAd-Stimulation diskutiert werden, aufgrund der Chronologie der Diskussion wurde darauf
allerdings verzichtet.

Es ist allerdings davon auszugehen, dass der Trend zur vermehrten IL-8-Sekretion durch eine
LPS-Kontamination bedingt ist. Wie auch im Fall der erhéhten IL-8-Ausschuttung von
Granulozyten bei Stimulation mit gAd, wurde durch E. coli gewonnenes gAd verwendet.
Auch die bereits erwdhnten, im LPS-Assay gemessenen Werte der LPS-Kontamination des
verwendeten gAds, passen in dieses Bild.

4.6 Darstellung von Adiponektin-Rezeptoren

Da die Adiponektin-Rezeptoren AdipoR1 und AdipoR2 in der Literatur sowohl fir
Granuloyzten (55,56) als auch fir Monozyten (59) beschrieben sind, entstand die Planung fur
diese Studie. Aufgrund der Ergebnisse, welche bis auf die erhdhten IL-8-Werte bei
Stimulierung mit gAd unaufféllig blieben, sollte die Existenz der Rezeptoren Uberprift
werden. Dies konnte lediglich fir Monozyten bestéatigt werden. Bei den untersuchten

neutrophilen Granulozyten fehlten Adiponektin-Rezeptoren auf der Zelloberflache fast
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vollstandig. Der Nachweis geschah mittels Durchflusszytometrie und eines kommerziellen
Kitsystems. Da Monozyten und Granulozyten weitgehend gleich behandelt wurden (bis auf
einen zuséatzlichen Isolationsschritt fir Monozyten, siehe Material und Methoden 2.2.1 sowie
2.2.8), ist davon auszugehen, dass sich zumindest mit dieser Methode des kommerziellen
Kitsystems keine Adiponektin-Rezeptoren auf neutrophilen Granulozyten nachweisen lassen.
Der fehlende Nachweis von Adiponektin-Rezeptoren auf neutrophilen Granulozyten ist gut
vereinbar mit den Ergebnissen der funktionellen Granulozytenversuche. So lieR sich ein
Einfluss von fAd auf neutrophile Granulozyten weder bei Killing-Assays noch bei der IL-8-
Ausschiittung zeigen. Dies wirft die Frage auf, wie und ob Adiponektin tatsdchlich eine
Wirkung auf neutrophile Granuloyzten austibt.

4.7 Fazit und Ausblick

In der Zusammenschau der Ergebnisse konnte diese Arbeit zeigen, dass durch E. coli
gewonnenes gAd eine erhohte IL-8-Sekretion von neutrophilen Granulozyten hervorrufen
kann. Es konnte eine LPS-Kontamination von gAd (PeproTech) nachgewiesen werden.
Deshalb muss davon ausgegangen werden, dass die LPS-Kontamination und nicht gAd der
Grund fur die erhohte IL-8-Sekretion ist. Einen Einfluss von fAd, welches durch
Mausmyelomzellen produziert wird, auf die Interaktion von neutrophilen Granulozyten mit
S. aureus, konnte nicht festgestellt werden. Der Nachweis von Adiponektin-Rezeptoren
gelang fir Monozyten, wéhrend sie auf der Zelloberflache von neutrophilen Granulozyten fast
volistandig fehlten. Fir die Zukunft bedarf es weiterer experimenteller Forschung, um den
Einfluss von Adiponektin auf das angeborene Immunsystem im Rahmen von akuten

bakteriellen Infektionen zu klaren.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden neutrophile Granulozyten von gesunden, humanen
Spendern isoliert, um einen Einfluss von Adiponektin (Ad) auf das 'Killing'-Verhalten von
neutrophilen Granulozyten zu untersuchen. Es konnte hierbei allerdings kein Einfluss von
Adiponektin beobachtet werden. Ebenso wurde der Einfluss Adiponektins auf die IL-8-
Ausschittung von neutrophilen Granulozyten bei gleichzeitiger Stimulation mit LPS und
S. aureus untersucht. Eine erhohte 1L-8-Ausschittung ergab sich lediglich bei Ansétzen, in
denen globulares Ad verwendet wurde. Versuche, in denen 'full-length’ Ad verwendet wurde,
konnten keinen Einfluss von Adiponketin messen. Bei Monozyten von gesunden, humanen
Spendern konnte durch gAd-Stimulation ein Trend zu einer vermehrten IL-8-Sekretion
beobachtet werden.

Das in dieser Arbeit verwendete gAd wird durch E. coli hergestellt. In einem LPS-Assay
zeigte sich daher eine Kontamination mit LPS, so dass davon ausgegangen werden muss, dass
die gemessenen, erhohten IL-8 Werte eher durch eine LPS-Kontamination zu Stande

gekommen sind, als durch eine Interaktion zwischen Adiponektin und Granulozyten.

Auf der Suche nach dem Grund fur den fehlenden Einfluss von Adiponektin auf neutrophile
Granuloyzten wurde Uberprift, ob sich tatsachlich, wie bisher in der Literatur beschrieben,
Adiponektin-Rezeptoren auf den untersuchten Zellen befinden. Dies konnte lediglich fir
Monozyten bestatigt werden. Bei den untersuchten neutrophilen Granulozyten fehlten
Adiponektin-Rezeptoren auf der Zelloberflache fast vollstandig. Diese Beobachtung passt zu
den Ergebnissen, dass Adiponektin (im speziellen 'full-length’ Ad) keinen Einfluss auf die

Interaktion von neutrophilen Granulozyten mit S. aureus hat.

Es bedarf daher weiterer Forschung um den Einfluss von Adiponektin auf das angeborene

Immunsystem im Rahmen von akuten bakteriellen Infektionen zu kléren.
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