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1. Einleitung

Unsere Haut ist standig einer Vielzahl von Mikroorganismen wie Bakterien, Pilzen
und Viren ausgesetzt. Unabhangig von der Haufigkeit der Reinigung der Haut und
trotz guter Wachstumsbedingungen, wie Warme und Feuchtigkeit, vor allem in den
Hautfalten und auf Schleimhduten, kommt es bei gesunden Menschen
erstaunlicherweise nur relativ selten zu starkem Bakterienwachstum oder
Entzindungen der Haut (Fitzpatrick et al. 1993). Das beruht zum einen auf der
natlrlichen passiven Schutzbarriere der Haut. Diese wird durch den Aufbau des
Epithels ermdglicht, bei dem zuoberst eine Schicht aus Hornzellen liegt, die mit dem
mechanisch und chemisch widerstandsfahigen Keratin gefullt ist, darunterliegende
Desmosomen und ,tight junctions® bewirken eine feste Haftung der Zellen
aneinander und die zwischen den Zellen eingelagerte Fettschicht aus polaren
Lipiden, verhindert das Eindringen von Wasser und Mikroorganismen (Elias 2005,
Marks 2004). Zum anderen besitzt die Haut einen Saureschutzmantel, der durch
einen relativ niedrigen pH-Wert verursacht wird. Ein weiteres Abwehrsystem des
Korpers gegen Mikroorganismen besteht in der zellularen Abwehr, die durch
eosinophile Granulozyten zur Abwehr von Parasiten und durch neutrophile
Granulozyten zur Abwehr von Bakterien und Pilzen sowie durch Makrophagen, T-

und B-Lymphozyten und naturliche Killerzellen ausgefuhrt wird.

Da jedoch nur Wirbeltiere Uber ein solch hoch entwickeltes Immunsystem verfigen,
aber auch wirbellose Tiere und Pflanzen trotz permanenter Konfrontation mit
Mikroorganismen Uberleben, ist zu vermuten, dass noch weitere Abwehrsysteme
existieren. In Studien hat man herausgefunden, dass die Schutzfunktion der
Epithelien zusatzlich noch durch ein chemisches Abwehrsystem unterstitzt wird
(Boman 2000). Es konnte gezeigt werden, dass das Epithel von Pflanzen,
Vertebraten und Nicht-Vertebraten die Fahigkeit besitzt, antimikrobielle Peptide
freizusetzen, die die eindringenden Mikroorganismen abtéten (Boman 1998).
Antimikrobielle Peptide sind niedermolekulare, Uberwiegend kationische Peptide, die
eine schnelle Abtdétung mikrobieller Zellen herbeifihren kénnen. Sie wirken
auBerdem als Entzindungsmediatoren und aktivieren Mechanismen der zellularen

und adaptiven Immunitat (Braff et al. 2005).



In Darmepithelien der Maus wurde die Genexpression von a-Defensinen entdeckt,
die ein erstes Indiz daflr gaben, dass bei Vertebraten tatsachlich die Produktion von
antimikrobiellen Peptiden zur koérpereigenen, angeborenen Abwehr beitragt
(Ouellette et al. 1989). Diese Hypothese konnte kurz danach durch die Entdeckung
der Expression eines neuen -Defensins TAP (Tracheales antimikrobielles Peptid) in
den Epithelien der Rinderluftréhre bestatigt werden (Diamond et al. 1991). a- und -
Defensine sind kleine, kationische antimikrobielle Peptide von ca. 4-5 kDa Grolie, die
sich durch die Anordnung ihrer Cysteine und den daraus resultierenden
Disulfidbricken unterscheiden (Harder et al 2007). Es konnte weiterhin gezeigt
werden, dass das TAP durch bakterielle Bestandteile und TNF (Tumor Nekrose
Faktor)-a in Kulturen aus bovinen Trachealzellen induzierbar ist (Diamond et al.
1991, Schonwetter et al. 1995). Diese Tatsache legte den Verdacht nahe, dass auch
beim Menschen induzierbare antimikrobielle Peptide produziert werden, deren
Expression direkt durch Bakterien oder indirekt durch proinflammatorische Zytokine
reguliert werden kann (Bando et al. 2007). 1995 gelang es, aus dem Blutplasma des
Menschen das erste humane (-Defensin (hBD-1) zu isolieren (Bensch et al. 1995).
Nachfolgend konnten zwei weitere humane R-Defensine, hBD-2 und hBD-3, von
unserer Arbeitsgruppe aus lasionalen Hautschuppen von Psoriasis-Patienten isoliert
werden (Harder et al. 1997, Harder et al. 2001). Die Expression dieser beiden
antimikrobiellen Peptide in Keratinozyten kann durch Kontakt mit Bakterien und
proinflammatorischen Zytokinen induziert werden. Dies zeigte, dass auch die
menschliche Haut in der Lage ist, induzierbare antimikrobielle Peptide zu

produzieren.

Da die Expression von hBD-2 und hBD-3 zwar in entzindeter Haut, wie zum Beispiel
der psoriatischen Haut, induziert ist, aber diese beiden antimikrobiellen Peptide in
gesunder Haut kaum zu finden sind, stellte sich die Frage, ob sich auch die gesunde
Haut durch die Expression von antimikrobiellen Peptiden zu schutzen vermag. Auf
der Suche nach solchen antimikrobiellen Peptiden gelang es Harder und Schréder
(2002) aus Hautextrakten gesunder Probanden ein neues antimikrobielles Peptid mit
dem Namen RNase 7 zu isolieren. RNase 7 ist ein 14,5-kDa grof3es Protein, das das
siebte Mitglied der humanen Ribonuklease-A-Familie (RNase-A-Superfamilie) ist. Zu
dieser gehoren 8 katalytisch aktive Ribonukleasen (RNase 1-8). Sie besitzen 6-8
Cysteine die Uber Disulfidbricken verbunden sind, sowie 2 katalysierende Histidine

und ein einzelnes Lysin. Im Menschen sind die Mitglieder der RNase A-Familie auf
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Chromosom 14 kodiert (Rosenberg 2008). RNase 7 besitzt neben seiner
Ribonuklease-Aktivitat eine hohe antimikrobielle Aktivitat, sowohl gegen
gramnegative und grampositive Bakterien als auch gegen die Hefe Candida albicans.
RNase 7 wirkt auch gegen multi-resistente Bakterien wie Vancomycin-resistente
Enterococcus faecium und Methicillin-resistente Staphylococcus aureus (MRSA)
(Harder und Schroder 2002). Interessanterweise scheint die enzymatische Aktivitat
nicht fur die antibakterielle Aktivitat von RNase 7 verantwortlich zu sein. So konnte
z.B. in einem Experiment gezeigt werden, dass Enterococcus faecium sowohl von
RNase 7 mit Ribonukleaseaktivitat, als auch von rekombinanter RNase 7 mit
mutierten Aminosauren im katalytischen Zentrum und somit ohne enzymatische
Aktivitat im gleichem MalRe abgetdtet werden kann. Ahnliche Ergebnisse konnten mit
E. coli erzielt werden (Koten et al. 2009). Huang et al. (2007) fanden heraus, dass fur
die antimikrobielle Wirkung der RNase 7 das Vorhandensein einer amphipathischen
Struktur, bestehend aus einem kationischen Teil, der fur die Interaktion mit den
negativ geladenen Komponenten der Bakterienmembran zustandig ist und einem
hydrophoben Teil, der des Eindringen in die Bakterienmembran und somit die Ruptur
dieser ermoglicht. RNase 7 wird nicht nur von der Haut, sondern auch von
Schleimhauten des Respirationstrakts, des gastrointestinalen und urogenitalen
Trakts exprimiert (Harder und Schroder 2002, Spencer et al. 2011). In weiteren
Versuchen hat sich herausgestellt, dass die hohe Grundexpression von RNase 7 in
Keratinozyten durch Stimulation mit Zytokinen oder mit abgetoteten Bakterien noch
weiter induziert werden kann (Harder und Schroder 2002, Kéten et al. 2009,
Simanski et al. 2013, Firat et al. 2014).

Fragestellung der Arbeit:

Das antimikrobielle Peptid RNase 7 zeigt eine hohe basale Genexpression in
unstimulierten primaren Keratinozyten. Zusatzlich kann die Genexpression von
RNase 7 in Keratinozyten durch Kontakt mit Bakterien oder durch
proinflammatorische Zytokine induziert werden. Insbesondere das Bakterium
Staphylococcus sciuri sowie die Kombination von Interleukin-(IL)-17 und Interferon
(IFN)-y konnten in Vorarbeiten als potente Induktoren der RNase 7 Expression
identifiziert werden. Basierend auf diesen Erkenntnissen sollten im Rahmen dieser
Arbeit folgende Aspekte untersucht werden:
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1.) Es sollten die Teile der Promotorregion des RNase 7 Gens identifiziert
werden, die fur die hohe basale Genexpression dieses antimikrobiellen

Peptids verantwortlich sind.

2.) Es sollte untersucht werden, ob und welche Promotorelemente die
Induktion der RNase 7 Genexpression nach Exposition mit
Kulturiberstanden von Staphylococcus sciuri sowie der Zytokin-

Kombination IL-17/IFN-y vermitteln.

Hierzu war es noétig, Sequenzen aus der Promotorregion des RNase 7 Gens in
Luziferase-Genreporter-Plasmide einzubringen und in E. coli zu vervielfaltigen um
diese dann spater in Keratinozyten zu transfizieren. Die Keratinozyten wurden aus
humanen Praputien extrahiert und in einem N&ahrmedium herangezogen. Bei
ausreichender Konfluenz wurden die entsprechenden Plasmide in die Keratinozyten
transfiziert und anschlieRend wurde mit einem Luminometer die Luziferase-Aktivitat
gemessen, die ein Mal} fur die Aktivierung des entsprechenden Promotorabschnitts
darstellt. Zweitens wurde zur Interpretation der Induzierbarkeit die transfizierten
Keratinozyten mit Zytokinen stimuliert und die Luziferase Aktivitat bestimmt sowie als

Vergleich hierzu ein ELISA der stimulierten Zellen durchgeflhrt.

2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Chemikalie Hersteller

Agarose Biozym Hess, Oldendorf
Amphotericin B/Penicillin G/Streptomycin-Lsg. Gibco, Eggenstein

AmpliTaq Gold Roche Diagnostics Mannheim
Bovines Kollagen, Typl BD Biosciences, Bedford, MA,
BSA; bovines Serum-Albumin Sigma, Deisenhofen
Carbenicillin Roth, Karlsruhe

DMEM; Dulbecco’s Modified Eagle Medium  Cellconcepts, Umkirch

dNTPs Pharmacia, Freiburg

EDTA (Ethylendia-mintetraazetat-Lésung) Gibco, Eggenstein

EndoFree Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden

EpiLife® Cascade,Biologics,Portland,USA



Essigsaure Merck, Darmstadt

Ethidiumbromid Roth, Karlsruhe

FCS PAA Laboratories GmbH, Linz
Fugene Roche Diagnostics, Mannheim
Glycerin USB, Cleveland, USA

H20 (aqua dest.) Delta Select, Dreieich
L-Glutamin Gibco, Eggenstein

Methanol Promochem GmbH, Wesel
Magnesiumchlorid Roche Diagnostics Mannheim
NucleoSpin Plasmid Quick pure Macherey-Nagel, Duren
Passiv Lysispuffer Promega, Mannheim

PBS PAA Laboratories GmbH, Colbe
Penicillin/Streptomycin-Lésung Biochrom, Berlin

phRG-TK Renilla Luziferase-Plasmid Promega, Mannheim

Qiaex Gel Extraction Kit I Qiagen, Hilden

Smart Ladder Eurogentec, Kdin
SOC-Medium Invitrogen, Karlsruhe
Trizol-Reagenz Invitrogen, Karlsruhe
Trypsin/EDTA-LAsung Invitrogen, Karlsruhe

Nicht aufgefiihrte Chemikalien wurden Uber Sigma-Chemie (Deisenhofen) oder
Merck (Darmstadt) bezogen

2.2 Enzyme
Restriktionsendonukleasen: MLU I, Xho | NEB, Schwalbach
Reverse Transkriptase (Superskript Il) Invitrogen, Karlsruhe
Tag-DNA-Polymerase Applied Biosystems, Foster

2.3 Oligonukleotide (Primer)

Die Oligonukleotide wurden von der Firma SIGMA-GENOSYS bezogen. Sie binden
alle an der Promotorregion des RNase 7 Gens und wurden fur die Klonierung und
Transfektion in humane Keratinozyten verwendet.

Oligoname: Sequenz (5°-3):

R7-pTAL-f6 GTCGAGAGCAGCAACAGCA
R7-pTAL-f7 GTGGAATGGCTTCGCTATTG
R7-pTAL-f8 GAAGCAACCCTTAACACCACA



R7-pTAL-f9 TTTAGGCAGGTACAGGCATC
R7-pTAL-f10 AGGATCAAGGGCCAGAAGTG
R7-pTAL-f11 ATCATGTGGCCAGGGAACAAA
R7-pTAL-f12 CGATTCAAGCTTCCTCATTGC
R7-pTAL-f13 TCCTCATTGCTGAACATGTTTA
R7-pTAL-f14 AACATGTTTAGGCAGGTACAG
R7-pTAL-f15 CTCTTCCCAGGATCAAGGG
R7-pTAL-f16 AACACCACAGTGATTGACTCT
R7-pTAL-f17 CAGGCCTCGTGACAGTGATG
R7-pTAL-f18 CTCCTCCGAAAGATAACCAG
R7-pTAL-f19 TCCAGATGACAAGGAACCAG
R7-pTAL-f20 GGCTGTCCTATCTGTGCCT
R7-p6C3-r3 CCCCAAACAGACACAGCGT
GL2 CTTTATTGTTTTTGGCGTCTTCC
RV3 AGCAAAATAGGCTGTCCCC

2.4 Plasmide & Mikroorganismen

Folgende Mikroorganismen wurden in der Arbeit verwendet:

E. coliTOP10F’ Invitrogen

Staphylococcus sciuri (klinisches Isolat)

2.5 Kultivierung eukaryotischer Zellen

Die Kultivierung eukaryotischer Zellen erfolgte unter einer sterilen Arbeitsbank in
Zellkulturflaschen bzw. Arbeitslochplatten. Hierfir wurden folgende Nahrmedien

verwendet:



Medien:

EpiLife—Medium [+ + + APS] auf 500 ml Medium :

5 ml Antibiotika-Mix (Penicillin 100 U/ml, Streptomycin 100 ug/ml, Amphotericin 0,25
pg/ml) beigeflgtes Kalzium, 5 ml beigeflgtes Supplement (EDGS)

DMEM-[+ + + APS] -Medium auf 500 ml Medium:
5 ml Antibiotika-Mix (Penicillin, Streptomycin, Amphotericin), 5 ml L-Glutamin, 50 ml
FCS

DMEM-[+ + — APS]-Medium auf 500 ml Medium:

5 ml Antibiotika-Mix (Penicillin, Streptomycin, Amphotericin) 5 ml L-Glutamin

Sonstiges:
Trypsin/EDTA: 10 x Trypsin/EDTA-L6sung 1:10 wurde mit PBS verdunnt und in 10 ml

Aliquots eingefroren.

2.5.1 HaCaT-Zellen

HaCaT-Zellen sind eine humane, immortalisierte, nicht maligne Zelllinie, die spontan
durch Kultivierung humaner Keratinozyten bei erhdhter Temperatur und geringer
Kalziumkonzentration entstehen (Boukamp et al. 1988). Die Kultivierung der HaCaT-
Zellen erfolgte ahnlich der der primaren Keratinozyten. Die Zellen konnen jedoch bis
zu hundert Mal passagiert werden und sie sind unempfindlicher als die primaren
Keratinozyten. Als Nahrmedium wurden 10 ml DMEM-Medium (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium) mit 10% fetalem, hitzeinaktivierten Kalberserum (FCS), 100 U/ml
Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin und 2 mM L-Glutamin verwendet. Die Kultivierung
der HaCaT-Zelllinie erfolgte bei 37 °C unter wasserdampfgesattigter 5%iger CO,-

Atmosphare in 75-cm?Kulturflaschen (Sarstedt, Niimbrecht).

2.5.2 Isolierung und Kultivierung von primaren humanen Keratinozyten

Die primaren Keratinozyten wurden aus humanen infantilen Praputien isoliert, die bei
Circumcisionen, zum Beispiel bei Phimosen anfielen. Die Praputien wurden
freundlicherweise von Fr. Dr. med. A. K. Eckstein und C. Maal® (Praxisklinik
Kronshagen, Kinderchirurgie) zur Verfigung gestellt. Die Praputien wurden direkt
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nach Entnahme in 50 ml Falkon-Gefal3 mit 20 ml DMEM-[+ + — APS]-Medium
gegeben und gekuhlt bei <7°C transportiert. Die Praparation lief Gber drei Tage in der
sterilen Arbeitsbank:

1. Tag:

Zunachst wurde der Praputium-Ring von distal nach proximal der Lange nach
aufgeschnitten, die Subcutis mit Blutgefallen von der Dermis und Epidermis
abprapariert und das verbleibende Praputium (Epidermis und Dermis) mit dem
Skalpell in Streifen geschnitten. Die Streifen wurden in ein 50 ml Falkon-Gefal® mit
35 ml PBS und 1 ml 2,5%-Trypsin geben und im Kuhlschrank tber Nacht gelagert,
so dass die Praputien 12—-24h trypsiniert wurden.

2. Tag:

Am zweiten Tag wurde die Trypsinisierung durch Zufiigen von bei 37°C
vorgewarmten 20ml DMEM- [+ + +]-Medium gestoppt. Von den angedauten
Praputiumsstreifen konnte dann mithilfe einer Pinzette das Stratum corneum in das
Medium abgelost werden. Die zellreiche Flussigkeit wurde 5 min bei 800 x g
zentrifugiert, wobei sich die Zellen als Pellet am Boden des Falkon-Gefalles
absetzten und anschlieBend in auf 37°C vorgeheiztem EpiLife [+ + + APS]
resuspendiert werden konnten. Die Zellen konnten dann, mit zusatzlichen 20 ml
EpiLife [+ + + APS], in einer Zellkulturflasche (200ml, 75cm3, Sarstedt), die zuvor
kollagenisiert wurde, ausgesat werden. Sie wurden im Inkubator bei 37°C und
wasserdampfgesattigter 5% CO,-Atmosphare gelagert.

3. Tag:

Am dritten Tag wurde das Medium aus der Zellkulturflasche abgegossen und durch
10 ml bei 37°C vorgewarmtem EpiLife-[+ + + APS]-Medium ersetzt. Das
Nahrmedium der primaren Keratinozyten wurde direkt einen Tag nach dem
Passagieren bzw. erstem Aussaden, sonst alle 2 Tage mit 10 ml auf 37°C
vorgewarmten EpiLife—[+ + + APS]-Medium je Zellkulturflasche erneuert.

2.6 Subkultivierunqg der Zellen

Das Medium wurde aus der Zellkulturflasche abgegossen und die am Boden der

Flasche haftenden Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen. Danach wurden 5 ml

Trypsin/EDTA in die Zellkulturflasche gegeben und die Zellen wurden far 5 — 7 min

im Inkubator bei 37°C und wasserdampfgesattigter 5% CO2-Atmosphare trypsiniert.

Die Trypsinreaktion wurde dann durch Zufugen von 10 ml DMEM—[+ + +]-Medium
8



abgestoppt, die Suspension in ein 50 ml Falkon-Gefal} gegeben und bei 800 x g fur 5
min zentrifugiert. Nach Abgielen des Uberstandes wurde das Pellet in 3 ml EpiLife—
[+ + + APS]-Medium resuspendiert und mit ca. 10ml EpilLife [+ + + APS], pro neu
entstehender Flasche, aufgeflllt. Die Zellsuspension wurde dann in 2 bis 4 neue
kollagenisierte Zellkulturflaschen ausgesat und zurtck in den Inkubator gestellt.
Primare Keratinozyten lieBen sich ca. 3-4 Mal subkultivieren, danach waren die

Zellen zu weit ausdifferenziert.

2.7 Einfrieren und Auftauen der primaren Keratinozyten

Zum Einfrieren der Zellen wurde zunachst das Medium abgegossen, die Zellen mit
Trypsin vom Boden der Zellkulturflaschen geldst und die Reaktion mit DMEM
abgestoppt. Die Zellsuspension wurde bei 200 x g 5 min zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Das entstandene Pellet wurde in zuvor gekiihitem Medium,
bestehend aus 20% FCS und 10% Dimethylsulfoxid (DMSO) als Frostschutzmittel
resuspendiert. AnschlieRend wurden die Zellen in speziellen Gefrierrdhrchen
(»Kryocaps®) sofort bei —80°C eingefroren und nach 24 h in Flussigstickstoff Gberfuhrt
und dort dauerhaft gelagert.

Zum Auftauen der Zellen wurden zunachst 10 ml Epilife [+ + + APS] im Wasserbad
erwarmt. Die gefrorene Zellsuspension wurde vorsichtig in dem vorgewarmten
Medium aufgetaut, durch Schwenken verteilt und anschlie3end in den Inkubator bei
37°C und wasserdampfgesattigter 5% CO2-Atmosphare gestellt.

2.8 Kollagenisieren der Kulturflaschen und Arbeits-Lochplatten

Die Kulturflaschen und Lochplatten wurden fur die bessere Adharenz der primaren
Keratinozyten mit Kollagen Typ1 beschichtet. Hierfur wurden auf die Zellkulturflasche
bzw. auf eine Lochplatte eine Losung aus 50 ul bovinem Kollagen und 5ml 0,01 M
HCl gegeben und diese flir 30 min bis 3 h in den Inkubator bei 37°C und
wasserdampfgesattigter 5% CO»-Atmosphare gestellt. Anschlielend wurden die
Flaschen bzw. Lochplatten zweimal mit PBS gewaschen und bis zum Gebrauch bei
Raumtemperatur gelagert. In die Zellkulturflaschen wurden 5 ml der kollagenen
Ldsung gegeben, auf eine 12-Lochplatte 400 — 500 pl / Vertiefung und auf eine 6-
Lochplatte 700 pl / Vertiefung.



2.9 Klonieren

Die Klonierung diente der Integration eines DNA-Fragmentes in einen Vektor

(Plasmid), der in E. coli nach Transformation vervielfaltigt wurde.

2.9.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Als ersten Schritt wird eine PCR zur Amplifikation der DNA-Fragmente durchgefinhrt.
Die PCR besteht aus den drei Phasen Denaturierung, Primeranlagerung und
Kettenverlangerung.

Hierfar wurde folgender Ansatz verwendet:

5l dNTP (2mM)

5yl 10x Puffer

20 pl H20

2,5 ul Forward-Primer

2,5 ul Reverse-Primer

5ul cDNA

1l pfx50 Polymerase
Programm: 95°C 2 min

85°C - Pause

94°C 1 min (*)

60°C 20 sek. (*)

72°C 3 min (*) (*) diese 3 Schritte 30 mal

72°C 3 min

4°C - unendlich

2.9.2 Agarosegel

Mithilfe einer horizontalen Elektrophorese in einem 1,5% Agarosegel konnte der
Erfolg der PCR Uberpruft werden. Fir das Giel3en des Gels wurden 1,5 g Agarose
auf 100 ml TAE-Puffer einmal aufgekocht. Nach Abkuhlen der Gelmasse wurden 7 pl
Ethidiumbromid hinzugefigt und das Gel in eine horizontale Kammer gegossen.
Nach dem Auskuhlen wurden die Proben aus der PCR komplett aufgetragen. Die

Proben wurden mit einem 6-fach-Puffer auf 1x verdunnt, um diese farbig zu
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markieren. Zusatzlich wurden noch 5 ul 100 bp Molekulargewichts-Standard (Smart
Ladder) aufgetragen. Das Gel wurde dann ca. 30 min bei 120 V laufen gelassen.

Die entsprechenden Banden konnten anschlieend unter UV-Licht bei 266 nm mit
Hilfe einer BioDoc-Fotodokumentationsanlage (Biometra, Goéttingen) beurteilt und
ausgeschnitten werden, um dann im nachsten Schritt die DNA mithilfe eines
Extraktions-Kits (Qiaex Il) aus dem Gel herauszureinigen.

2.9.3 Qiaex Il - DNA Eluierung

Die entsprechenden PCR-Produkte fur die Klonierung wurden aus dem Agarosegel
ausgeschnitten und aus dem Gel mit Hilfe des Qiaex II-Kits (Qiagen) nach Angaben
des Herstellers in 20 pl 10 mM Elutions-Puffer eluiert. Als Endprodukt erhielt man die
gereinigte DNA.

2.9.4 Restriktionshydrolyse (Verdau)

Die Restriktionshydrolyse diente dem Schneiden des PCR-Produktes, wobei
uberstehende Enden ("sticky ends") entstanden und die Integration der DNA-

Fragmente in komplementar geschnittene Vektoren ermoglicht wurde.

Hierfur wurde folgender Ansatz verwendet:

17 i der PCR-Fragmente, die in der Qiaex |l Extraktion
gewonnen wurden
1l Miu |
1 pl Xho |
3 ul 10xPuffer H
8 ul H20
Programm: 37°C 8h
65°C 20 min
4°C unendlich
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2.9.5 Isolierung des PCR-Produktes

Im nachsten Schritt wurde eine horizontale Gel-Elektrophorese durchgefihrt, um die
geschnitten Fragmente zu isolieren (siehe 2.9.2.), die anschlieend wieder mit Qiaex

I aus dem Gel herausgereinigt wurden (siehe 2.9.3.).

2.9.6 Ligation

Bei der Ligation wurde das PCR-Produkt in den Vektor eingebracht.
Hierfur wurde folgender Ansatz verwendet:

0,5 pl Vektor pTAL (Mlu I, Xho | geschnitten)

1,5 pl Qiaex Il (PCR-Produkte, Mlu I, Xho | geschnitten)
2,5l 2x Ligase Puffer

0,5 ul DNA-Ligase Enzym

Programm: 8h 16°C

2.9.7 Transformation

Bei der Transformation wurde die Plasmid-DNA in E. coli eingebracht. Fur die
Transformation wurden kompetente ,TOP 10“-E. coli (Invitrogen) verwendet.

Nach vorsichtigem Auftauen der E. coli wurde 1 pl des Ligationsansatzes der
entsprechenden Plasmide zu den Zellen gegeben und 30 min auf Eis inkubiert.
Danach folgte eine Hitzeschockbehandlung des Ansatzes fur 30 s bei 42°C und
wieder eine Inkubation auf Eis fur 2 min. Es wurden 250ul (auf 37°C vorgewarmtes)
SOC-Medium (0,5% (w/v) Hefeextrakt, 2% (w/v) Trypton, 10 mM NacCl, 2,5mM KCl,
10mM MgCl,, 10mM MgSO4, 20mM D-Glucose) hinzugegeben wund der
Transformationsansatz bei 37°C fur 1 h inkubiert und geschuttelt.

Der Transformationsansatz wurde auf Agarplatten, die mit Antibiotika (100 pg/ml
Carbenicillin) vorbehandelt wurden, ausplattiert und Gber Nacht im Brutschrank bei
37°C inkubiert. Durch die Behandlung der Platten mit Antibiotika konnte
gewabhrleistet werden, dass nur E. coli wachsen, die das Plasmid integriert haben, da
dieses eine Antibiotikaresistenz enthielt. Die Bakterien ohne Plasmid und somit ohne
Antibiotikaresistenz wurden abgetotet. Die erfolgreiche Transformation konnte dann
durch eine Kolonie-PCR nachgewiesen und die Plasmide fur die weitere Arbeit

mithilfe einer ,Mini-Prep* aufgereinigt werden.
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2.9.8 PCR/ Kolonie PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion diente sowohl der Amplifikation von DNA-
Fragmenten, als auch der Uberpriifung, ob eine Klonierung erfolgreich war und der
entsprechende Vektor sich tatsachlich im Plasmid befand (Kolonie-PCR). Hierbei
versucht man, das gesuchte Fragment mithilfe geeigneter Primer zu amplifizieren.
Mit einer sterilen Pipettenspitze wurde Material aus der Kolonie von der Agarplatte

oder direkt der 1:100 verdinnte Vektor in den PCR Ansatz gegeben.

Es wurde folgender Ansatz fur die Kolonie-PCR nach Transformation verwendet:

2ul Puffer

1,6l MgCI2

2ul dNTPs (2mM)
0,4 ul Primer RV3
0,4 pl Primer GL2
0,1 ul AmpliTaq
13,5 ul Wasser

=> Kolonie

PCR-Programm

95°C 9 min

94°C 1 min (*)

58°C 20 sek ()

72°C 2 min (*) (*) diese Schritte 32 Mal
72°C 3 min

4°C endlos

Anschlieltend wurde ein Agarosegel gegossen und die PCR-Produkte aufgetragen.

2.9.9 Animpfen

Beim Animpfen wurde eine flissige Kultur der Bakterien erstellt, indem mit einer
sterilen Pipettenspitze von der Agarplatte eine Kolonie entnommen wurde und in 7 ml
TSB Medium + 50 pg/ml Carbenicillin geldst wurde. Die Kultur wurde flr 24 h bei
37°C im Schuttler inkubiert.
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2.9.10 ,Miniprep*“

Die ,Miniprep“ diente der Isolierung der DNA aus den E. coli. Zunachst wurden 2 x 2
ml Bakterientberstand bei 7500 x g fur 2 min abzentrifugiert. Das Pellet wurde
anschlieBend mit dem ,Miniprep“-Kit (z.B. Nucleo Spin Macherey/Nagel) nach
Angaben des Herstellers bearbeitet und am Ende die gereinigte Plasmid-DNA in 50pl

Elutionspuffer geldst.

2.9.11 DNA-Sequenzierung

Bei einer DNA-Sequenzierung handelt es sich um eine Bestimmung der
Nukleotidabfolge in einem DNA-Molekul. Hierzu wurden die Proben eingeschickt, um
in Gottingen (Firma Seqlab) sequenziert zu werden.

2.9.12 Aufreinigung der Luziferase-Plasmide zur Transfektion

FiUr die Aufreinigung der entsprechenden Luziferase-Plasmide aus E. coli, die dann
zum Transfizieren verwendet wurden, wurden unterschiedliche Kits verwendet. Die
Aufreinigung erfolgte z. B. mit Hilfe des Charge Switch Plasmid Mini Kits (Invitrogen)
oder mit dem Genopure Plasmid Midi Kit (Roche) nach Angaben der Hersteller. Die
isolierten Plasmide wurden dann fur eine Transfektion in primare Keratinozyten

verwendet.

2.10 Transfektion von Zellen

Bei der Transfektion wurden die Firefly-Luziferase-Plasmide, die die jeweilige RNase-
7-Promotorregion  enthielten, zusammen mit einem  Renilla-Luziferase-
Kontrollplasmid in primare Keratinozyten transfiziert. Die Aktivitat des Renilla-
Luziferase-Kontrollplasmids stellt ein Mal fur die Transfektionseffizienz dar, anhand
dessen nachvollzogen werden konnte, ob die Transfektion erfolgreich war. In den
Ergebnisteil der vorliegenden Arbeit gingen ausschlielich effiziente Transfektionen

ein, die eine Lumineszenz >5 im Luminometer (TD-20/20 Turner Design) aufwiesen.

Far die Transfektion wurden die primaren Keratinozyten ein bis zwei Tage zuvor auf

6 oder 12 Lochplatten ausgesat und die Transfektion bei 60-80%iger Konfluenz
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durchgefuhrt. Die Konfluenz sollte nicht hoher sein, da die Zellen dann nicht mehr die
Moglichkeit haben sich erneut zu teilen

Transfektionsansatz: 100 pl Epilife pur
1 yl Fugene HD (Transfektionsreagenz)

0,5ug R7-pTAL-Vektor (RNase 7 Promotor-Luziferase
Plasmid)

0,025ug phRG-TK Renilla-Luziferase Kontrollplasmid

Der Transfektionsansatz wurde 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und
anschlieend vorsichtig auf die Zellen getraufelt und die Platte geschwenkt, um den
Ansatz gleichmallig Uber den Zellen zu verteilen. Als Kontrolle wurden bei jeder

Transfektion zwei Locher mit Zellen nicht transfiziert und diese als Kontrolle genutzt.

Der Transfektionansatz wurde 6-7 h auf den Keratinozyten belassen und dann das
Medium gewechselt. Nach 24 h konnten die Zellen stimuliert oder lysiert werden.
Hierfir wurde zunachst der Uberstand abgenommen und 300 pl pro Vertiefung
,Passiv Lysispuffer® (Promega, Mannheim) zugegeben. Die Zellen wurden 15 min
lang bei Raumtemperatur unter Schutteln lysiert.

2.11 Luziferasemessung

Luziferasen sind Enzyme, bei denen es durch unterschiedliche Reaktionen zu einer
Biolumineszenz kommen kann, die mithilfe eines Luminometers gemessen wurde.
Die Luziferaseaktivitat der lysierten Keratinozyten konnte mit dem ,Dual-Luciferase
Reporter Assay System® (Promega, Mannheim) gemessen werden. Es wurden
immer jeweils die Aktivitat der Firefly-Luziferase und der Renilla-Luziferase
gemessen und dann das Verhaltnis der beiden zueinander ermittelt, wobei die
Aktivitat der Renilla-Luziferase als Maly fur die Transfektions-Effizienz gewertet

werden konnte.
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2.12 Stimulation

Die Stimulation der primaren Keratinozyten erfolgte an transfizierten und zur
Kontrolle an nicht transfizierten Zellen in 24-Lochboden Platten. Die Zellen, die
optimalerweise eine Konfluenz von 80-90 % haben sollten, wurden zunachst mit PBS
gewaschen und der Stimulus wurde in 0,1%igem BSA und Epilife aufgenommen und
auf die Zellen gegeben. Das BSA sollte hierbei die Bindung des Stimulus an die
Gefallwand verhindern. FiUr die Stimulation wurden den transfizierten Zellen 1:10
verdunnte sterilfiltrierte Kulturiberstande von in 24 h in TSB-Medium gewachsenen
Staphylococcus sciuri oder die Kombination IL-17 + IFN-y (je 20 ng/ml) zugeflgt.
Zusatzlich wurden Proben ausschlieBlich mit Epilife-Medium und TSB-Medium
versetzt und als Kontrolle genutzt. Als zusatzlichen Vergleich wurden jeweils eine
Vertiefung nicht transfizierter Zellen mit Staphylococcus scurii-Kulturuberstanden
bzw. TSB-Medium versetzt. Der Stimulationsansatz wurde 24 h auf den Zellen
belassen und dann wurde die RNase-7-Expression mithilfe der Luziferase-Messung
und mit einem RNase 7-spezifischen ELISA gemessen.

2.13 RNase 7-ELISA

Der ELISA (,Enzyme Linked Immunosorbent Assay“) ermdglicht den Nachweis und
die Quantifizierung eines bestimmten Proteins in einer Probe. Fir die Detektion und
Bestimmung von RNase 7 in Uberstanden und Zelllysaten wurde ein selbst
entwickelter ,Sandwich“-ELISA verwendet. Der ELISA wurde in 96 Loch-
Mikrotiterplatten (Nunc-Immuno PlateMaxisorp, Nunc GMBH, Wiesbaden) in
Anlehnung an die Original-Publikation durchgefuhrt (Koten et al. 2009). Jede
Vertiefung wurde mit 415 ng anti-RNase 7-Antikérper in 50 uyl 0,05 M
Natriumcarbonatpuffer, pH 9,6 beschichtet und schuttelnd (300 Upm) bei 37 °C fur 1
h inkubiert.

Alle weiteren Schritte erfolgten bei Raumtemperatur. Folgende Ansatze wurden

nacheinander in die 96 Loch-Mikrotiterplatten gegeben:

200 pl 1%iges BSA 10 min. Inkubation
200 pl Waschpuffer 2 x waschen
100 pl Uberstande
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+ RNase 7-Konzentrationsreihe als Standard 30 min. Inkubation

200pl Waschpuffer 3 x waschen

480 ng biotinylierter RNase 7-Antikorper 30 min. Inkubation
200pl Waschpuffer 3 x waschen

50 pl Peroxidase-konjugierter Avidin-Komplex 30min. bei 37°
Inkubation

200ul Waschpuffer 6 x waschen

Die gebundene Peroxidase wurde dann mit 2,2'-azinobis-3-ethylbenzthiazoline-6-
sulfonsaure (ABTS, Roche Diagnostics, Mannheim) als Substrat quantifiziert. Die
einsetzende Farbereaktion wurde mit einem MultikanalPhotometer (Sunrise, Tecan,
Crailsheim) bei einer Extinktion von 405 nm bestimmt. Die Ergebnisse wurden dann
mit Eichkurven verglichen, die aus nativer sowie rekombinanter RNase 7 hergestellt

wurden.
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3. Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war es, herauszufinden welche Teile der Promotorregion des
RNase 7-Gens fur die hohe Grundexpression sowie fur die Induzierbarkeit dieses
antimikrobiellen Peptids eine Bedeutung haben. Hierzu wurden mehrere Fragmente
aus der Promotorregion des Gens der RNase 7 amplifiziert und in ein Luziferase-
Plasmid kloniert. Fur die vorliegende Arbeit wurden 15 Fragmente in Luziferase-
Plasmide kloniert, R7-pTAL-f3 bis R7-pTAL-f20 (genannt f3-f20), wobei 15
verschiedene "forward"-Primer und immer derselbe "reverse"-Primer verwendet
wurden (Abb. 1). Die Fragmente liegen im gleichen Teil der Promotorregion, sind
aber in ihrer genetischen Sequenz verschieden (Abb. 1). Zudem haben alle
unterschiedliche Langen (Abb. 2). Die einzelnen "forward"-Primer sind von der Lage
auf dem Gen entweder deutlich von einander entfernt, nahe beieinander liegend oder
auch teilweise ineinander verschachtelt (Abb. 1), so dass sich verschieden lange
Fragmente mit teilweise Uberlappender Basensequenz ergeben (f3-f20). Es wurden
zunachst nur einzelne Fragmente gewahlt, um grob orientierend die Aktivitaten der
einzelnen Promotorabschnitte zu erfassen. Den Ergebnissen folgend wurden dann
weitere Fragmente, Uberlappend mit den bereits untersuchten Fragmenten,
hergestellt, um potentielle Aktivitatsabschnitte genauer einzugrenzen. Zusatzlich
wurde teilweise ein ,Leer-Vektor® mit transfiziert, der als Kontrolle fur die Vektoren

diente, die die 0.g. Abschnitte der Promotorregion enthielten.
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AAGCTCACAAGAGCTTGGAGTAGCACTGACCCAGATGCTCCACACAGCTGTAACCACCACAAGGA 3

ACAGGACATACAAGGTGAAGGAAGCACTAAGGCAGGATGTCGAGAGCAGCAACAGCATTTTAAAC f6

ACAAACATTTGGGCAGTATTAAATTTTTGCAATTTTCAATAAAAAAGGGAGGGAACAAGTGAAATTG
AGAGGTGTTGGCTGCCTTCTCCAGCTAAAGCCATGTGGCCTTGGTTGGTACCTGGAACTGGAGAG

GCCTGTGAATCATTGTGGAATGGCTTCGCTATTGGGGATGGTGCCAGGCCTCGTGACAGTGATGA fr f7

TTCATTCACCCACTTCCCTCGTGTCTGTTCCATCTCCTCCGAAAGATAACCAGTATCTCCAGATGA f1

CAAGGAACCAGACAAAGCATCTTTCTAGGCTGTCCTATCTGTGCCTCAGGTCAGAGAAGAAGCAA 20 f8

CCCTTAACACCACAGTGATTGACTCTTCCCAGGATCAAGGGCCAGAAGTGTATATGAGAGGATAT f16 15 f10

GAATGACAACTCTTCCTGAAATTGATTTCAGTTGACACCTGGGTCAGGTGCTCTATTAAAGAGTCA

TTAAAATCATGTGGCCAGGGAACAAATACAGTCTTCGAATGTGACGATTCAAGCTTCCTCATTGCT 11 f12 f13

GAACATGTTTAGGCAGGTACAGGCATCCTTAGGTGTCCACGTATTTGGGACATGTAAGTGGAGAG f14 f9

GCATGAACCTGATTCATTTCCTGATCCAGTGATGCTCCCAGCCCACCCCCAAACAGACACAGCGT 3

AGCCCGGGCCAGCTCTTAAGGAGTTCAGGAGTGAGAAGAGGCCCTCAGAGATCTGACAGCCTA

Abb. 1: Basensequenz aus dem RNase 7-Gen: Abschnitt aus der Promotorregion.
Dargestellt sind die einzelnen Fragmente (R7-pTAL-f3r3 bis R7-pTAL-f20r3, abgekirzt
genannt: f3 bis f20), markiert durch den jeweiligen variablen "forward"-Primer an ihrem
Beginn und den "reverse"-Primer r3 am Ende.

Die jeweiligen Fragmente wurden dann jeweils mithilfe einer PCR amplifiziert. Die
PCR-Produkte wurden dann in einer horizontalen Elektrophorese auf ein Agarosegel
aufgetragen, um das PCR-Produkt zu udberprifen. Durch Abgleich mit einem
Molekulargewichtsstandard (Smart Ladder) konnte nachgewiesen werden, dass die
entsprechenden Segmente amplifiziert wurden (Abb. 3).

Die Banden im Agarosegel wurden ausgeschnitten und mit dem Qiaex-II-Kit
aufgereinigt. Bei der dann folgenden Restriktionshydrolyse wurden mittels
Restriktionsenzymen "sticky ends" geschnitten, die es ermoglichten, die Fragmente
durch eine Ligation in den mit den gleichen Restriktionsenzymen geschnittenen
pTAL-Vektor einzubringen. E. coli wurde mit den jeweiligen Vektoren transformiert,
um diese nach Vervielfaltigung zu isolieren. Eine anschlieRende PCR mit
vektorspezifischen Primern diente zur Uberpriifung der korrekten Klonierung des
jeweiligen Promotorfragments (siehe Abb. 4). Vektoren mit korrekt klonierten
Fragmenten wurden sequenziert und zur Transfektion von primaren Keratinozyten
verwendet. Die Aktivitat der Fragmente konnte dann mittels einer Luziferase-

Reaktion gemessen werden.
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Promotorregion Exon 1 Intron Exon 2

-5 [ . -3
1673 bp
R7-pTAL-f3r3 | 1 785 bp
R7-pTAL-for3 | ] 682 bp
R7-pTAL-f7r3 L——— 1 509bp
R7-pTAL-f17r3 L1 479bp
R7-pTAL-f18r3 C——1 425bp
R7-pTAL-f19r3 1 401bp
R7-pTAL-f20r3 C—1 365bp
R7-pTAL-f8r3 1 334bp
R7-pTAL-f16r3 C—1  322bp
R7-pTAL-f15r3 C—1 305bp
R7-pTAL-f10r3 C— 297bp
R7-pTAL-f11r3 C—  191bp
R7-pTAL-f12r3 L1 1521pp
R7-pTAL-f13r3 3 141bp
R7-pTAL-f14r3 1 129pp
R7-pTAL-for3 I 123bp

Abb. 2: Struktur des RNase 7 Gens, wobei das Exon 2 hierbei nur angedeutet ist und nicht
in voller Léange dargestellt wurde. Ubersicht (iber die verwendeten geschnittenen Fragmente
aus der Promotorregion (R7-pTAL-f3r3 bis R7-pTAL-f20r3, abgekirzt genannt: f3 bis 20),
nach der Lange sortiert. Die Balkenlange verhalt sich proportional zu der Lange der
Fragmente in Basenpaaren.
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152 bp

200 bp—p> > mye bp

<4— 297 bp
400 bp —p
600 bp —p>
800 bp —p
1000 bp —

MW f10 f11 f12

Abb. 3: Ergebnis der Gelelektrophorese nach der PCR zur Kontrolle der Amplifizierung der
Fragmente 10, f11 und f12. MW bezeichnet den Molekulargewichtsstandard mit den
angegebenen Langen an Basenpaaren (bp).

200 bp—p
<«4— Primer (= 301 bp)
400 bp—» <«4— 123 bp + Primer
600 bp—» <4— 334 bp + Primer
800 bp—p> <«— 509 bp + Primer
1000 bp—>

1: 682 bp + Primer
785 bp + Primer

MW leer 3 6 f7 8 9

Abb. 4: Ergebnis der Gelelektrophorese nach der PCR mit pTAL-vektorspezifischen Primern
zur Kontrolle der Einklonierung der Fragmente R7-PTAL-leer (o0.g. leer), f3, f6, f7, f8, f9. MW
bezeichnet den Molekulargewichtsstandard mit den angegebenen Langen an Basenpaaren
(bp). Die Amplifizierung des Leervektors ergibt eine Groke von 301 bp.
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3.1 Ergebnisse der Luziferasemessunq

In der folgenden Ergebnisdarstellung sind die Ergebnisse der Firefly-Luziferase-
Messung nach Transfektion der unterschiedlichen Fragmente in primare
Keratinozyten dargestellt. Die GroRe und Lage der Fragmente, die fur die jeweiligen
Luziferasemessungen benutzt worden sind, ist in Abb. 2 dargestellt. Die
Messergebnisse sind als Saulendiagramme dargestellt. Fur diese Arbeit wurde eine
Vielzahl von Transfektionen und Luziferasemessungen durchgefihrt, wobei immer je
Fragment Zwei- oder Dreifachwerte angesetzt wurden. Die einzelnen Balken
innerhalb der Diagramme entsprechen also immer einem Mittelwert aus einer 2- oder
3-fach-Messung derselben Transfektion eines Fragments (Mittelwerte und
Standardabweichung). Da die Ergebnisse der Luziferasemessungen aufgrund grolder
Schwankungen der absoluten Werte aus den unterschiedlichen Transfektionen nicht
mittelbar waren, wurde jeweils eine reprasentative Messung fur die
Ergebnisdarstellung dieser Arbeit ausgewahlt, die eine Vielzahl von Messungen und
Messergebnissen reprasentiert. In die Ergebnisse sind nur Messungen eingegangen,
die einen ausreichend hohen Renilla-Wert, also eine verwertbare
Transfektionseffizienz, zeigten. Die Fragmente wurden zunachst sowohl in HaCaT
Zellen, als auch in primare Keratinozyten transfiziert. Hierbei ergab sich, dass die
Transfektion in die HaCaT Zellen weniger effizient war und schlechtere Ergebnisse
lieferte. In den Ergebnisteil der Arbeit gingen ausschlieBlich Ergebnisse aus
Messungen mit primaren Keratinozyten ein. Es hat sich aullerdem gezeigt, dass
auch die Aufreinigung der Fragmente eine Rolle fur die Qualitat der Messergebnisse
spielte. So wurden nicht reproduzierbare und nicht nachvollziehbare Ergebnisse mit
einem Teil der Fragmente erzielt, bei denen sich die Qualitat der Ergebnisse nach

wiederholter Transformation und Aufreinigung der Plasmide relevant verbesserte.

Der R7-pTAL-leer Vektor wurde zusatzlich transfiziert und konnte als Kontrolle zum
Vergleich mit den anderen Plasmiden genutzt werden. Er zeigte stets eine sehr
geringe Luziferase-Aktivitat. In allen durchgeflhrten Luziferasemessungen konnte
ausnahmslos gezeigt werden, dass das f9-Fragment die kleinste Luziferaseaktivitat
von allen gemessenen Fragmenten aufwies (s. Abb. 5, Abb. 6 und Abb. 8). Es
konnte in weiteren Versuchsreihen gezeigt werden, dass die Fragmente f11, f12 und
f13 eine sehr viel hohere Luziferaseaktivitat zeigten, als das f9-Fragment, obwohl

diese unmittelbar vor dem f9-Fragment im Gen beginnen und das f13-Fragment
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sogar bis in das f9-Fragment hineinreicht. Zur weiteren Eingrenzung dieses
Promotorabschnittes wurde das f14-Fragment hergestellt, das nur wenige
Basenpaare vor dem f9-Fragment beginnt, in dieses jedoch weit hineinreicht und von
der Lange her relativ ahnlich ist. Es konnte gezeigt werden, dass das f14-Fragment
auch regelmalig eine geringe Luziferaseaktivitat aufwies, jedoch stets hoher, als die
des f9-Fragmentes. (s. Abb. 5)

4-
3.
2.
1 i
O m_——— T , ,
f9 f10 11 f12 f13 f14

Proben
Abb. 5: Relative Luziferaseaktivitat der Fragmente f9, 10, f11, f12, f13 und f14 im Vergleich
nach Transfektion in Keratinozyten (Mittelwert + Standardabweichung). Die Fragmentlangen
sowie deren Lage auf dem Gen kénnen in Abb. 2 und 1 nachvollzogen werden

Relative Luziferaseaktivitat

Die Vektoren f6 und f7, die innerhalb der Promotorregion relativ dicht beieinander
liegen, zeigten zumeist eine ahnliche Aktivitat, der f7-Vektor hierbei ein wenig
geringer (s. Abb. 6).

Ebenso zeigten die Vektoren f10, f11 und f12 stets eine ziemlich ahnliche Aktivitat,
sodass hier keine Eingrenzung der Region durch Herstellung neuer Fragmente
erfolgte (s. Abb. 7). Der f3-Vektor ist der grofte von allen und beinhaltet alle anderen
Fragmente. Er zeigte in den Luziferasemessungen erwartungsgemaly immer eine
hohe Luziferaseaktivitat (s. Abb. 6 und Abb. 8).

Das f8-Fragment zeigte mehrmals eine verhaltnismalig niedrige Luziferaseaktivitat
(s. Abb. 6, Abb. 7 und Abb. 8). Ein weiteres Eingrenzen dieser Region mithilfe der
Vektoren f15 und f16 wurde versucht, die entsprechenden Versuche erzielten jedoch

keine reproduzierbaren Ergebnisse.
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Abb. 6: Relative Luziferaseaktivitat des Leervektors und der Fragmente f3, f6, {7, f8 und f9
im Vergleich nach Transfektion in Keratinozyten (Mittelwert + Standardabweichung). Die
Fragmentlangen sowie deren Lage auf dem Gen kénnen in Abb. 2 und Abb. 1 nachvollzogen
werden.
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Abb. 7: Relative Luziferaseaktivitat der Fragmente 8, 10, f11 und f12 im Vergleich nach
Transfektion in Keratinozyten (Mittelwert + Standardabweichung). Die Fragmentlangen sowie
deren Lage auf dem Gen kdnnen in Abb. 2 und Abb. 1 nachvollzogen werden.
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Abb. 8: Relative Luziferaseaktivitat des Leervektors und der Fragmente f3, f6, {7, f8 und f9
im Vergleich nach Transfektion in Keratinozyten (Mittelwert + Standardabweichung).Die
Fragmentlangen sowie deren Lage auf dem Gen kdnnen in Abb. 2 und Abb. 1 nachvollzogen
werden. Der Leer-Vektor wurde als Kontrolle mit transfiziert.

3.2 Stimulation

In einem nachsten Schritt erfolgte die Transfektion von primaren Keratinozyten mit
dem f3-Vektor. Der f3 Vektor stellt den groRten Vektor der Versuchsreihe dar und er
enthalt alle anderen Fragmente (s. Abb. 1). Auch in diesen Versuchen wurden, so
wie in den restlichen Versuchen, jeweils in zwei bis drei Lochern der 12-Loch-
Kulturplatten die Keratinozyten transfiziert, so dass die Ergebnisse als Mittelwert (mit
Standardabweichung) einer 2- oder 3-fach Messung dargestellt werden. Die
transfizierten Keratinozyten wurden mit 1:10 verdunnten Kulturiberstanden von
Staphylococcus sciuri (im Nachfolgenden S. sciuri genannt) und mit IL-17 + IFN-y (je
20 ng/ml) fur 24 h stimuliert. Die Kontrolle erfolgte mit transfizierten Keratinozyten,
denen nur Epilife, bzw. nur TSB, jedoch kein Stimulus zugegeben wurde. Zur
Bestimmung der Induktion von RNase 7 nach Stimulation erfolgten zwei
unterschiedliche Messmethoden. Zum einen wurde die Luziferaseaktivitat mithilfe
des Luminometers gemessen, zum anderen wurde die Konzentration an RNase 7 im

Zellkulturiberstand mithilfe eines RNase 7-spezifischen ELISAs gemessen.

Bei der Stimulation der mit dem f3-Vektor transfizierten Keratinozyten mit IL-17 und
IFN-y zeigte sich zwar im ELISA ein deutlicher Anstieg der Konzentration der
RNase 7 (Abb. 9), in der Luziferasemessung fand sich jedoch ein nicht signifikanter
Anstieg der Luziferaseaktivitat (Abb. 10).
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Die Stimulation mit S. sciuri ergab sowohl im ELISA als auch in der

Luziferasemessung einen signifikanten Anstieg (Abb. 11 und Abb. 12).

187
167
147
127

RNase 7 Konzentration (ng/ml)
>

o N A O

Epilife IL-17 + IFN -y

Abb. 9: RNase 7 Konzentration der Probe
mit Epilife und nach Stimulation mit IL-17
und IFN-y gemessen mithilfe des RNase 7-
spezifischen  ELISAs  (Mittelwert  und
Standardabweichung, *p<0,01, t-Test)
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Abb. 11: RNase 7 Konzentration der
Probe mit TSB und nach Stimulation mit S.
sciuri gemessen mithilfe des RNase 7-
spezifischen ELISAs (Mittelwert und
Standardabweichung, *p<0,05, t-Test)
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Abb. 10: Luziferasemessung nach
Trans-fektion des f3-Vektors und
Stimulation mit IL-17 und IFN-y
(Mittelwert und Standardabweichung;
n.s. = nicht signifikant, t-Test).
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Abb. 12: Luziferasekonzentration der
Probe mit TSB und nach Transfektion
des f3-Vektors und Stimulation mit S.
sciuri  (Mittelwert +  Standard-
abweichung, **p<0.01, t-Test).



4. Diskussion

Die Haut ist standig einer Vielzahl von Mikroorganismen ausgesetzt, trotzdem ist sie
nur relativ selten von Infektionen betroffen. Die menschliche Haut wird nicht nur
durch eine physikalische Barriere geschutzt, sondern es existiert auch eine
chemische Barriere in Form von antimikrobiellen Peptiden (Schroder und Harder
2006, Wiesner und Vilcinskas 2010). Antimikrobielle Peptide werden in der Haut, vor
allem von Keratinozyten, Sebozyten und Schweilldrisen sezerniert (Schittek et al.
2008). Besonders bei bestimmten Hauterkrankungen, wie z.B. Acne vulgaris, sowie
in entziindlichen Bereichen der Haut findet man eine Uberexpression an
antimkrobiellen Peptiden, die der Entzindungsabwehr dienen (Schittek et al. 2008,

Marcinkiewicz und Majewski 2016).

Ein wichtiges antimikrobielles Peptid der Haut ist RNase 7, welche aus dem Stratum
corneum hautgesunder Patienten isoliert werden konnte. RNase 7 hat ihren Namen
aufgrund der Strukturahnlichkeit zu anderen Mitgliedern der RNase A Superfamilie
(Harder und Schrdder 2002).

Die Fragestellung dieser Arbeit war, welche Teile der Promotorregion fur die hohe
Grundexpression von RNase 7 in Keratinozyten verantwortlich sind und ob die
Induzierbarkeit der RNase 7 nach Stimulation mit Zytokinen und Bakterien sich auch
auf der Promotor-Ebene widerspiegelt. Hierzu wurden Promotorfragmente des
RNase 7 Gens mithilfe von Primern hergestellt, in Luziferase-Plasmide kloniert und
damit primare Keratinozyten transfiziert. Anhand von Luziferasemessungen wurde
die Aktivitdt der einzelnen Abschnitte ermittelt. Auffalligstes Ergebnis war hierbei,
dass das Fragment f9 immer die niedrigste Luziferaseaktivitat aufwies, wobei direkt
benachbarte, d.h. eingrenzende, Fragmente (f11, f12, f13) eine deutlich hdhere
Luziferaseaktivitat aufwiesen. Zudem wurden Keratinozyten, die zuvor mit einem
Promotorfragment transfiziert wurden, mit IL-17 + IFN-y, sowie mit S. sciuri stimuliert.
AnschlieRend wurden die Luziferaseaktivitdt und die RNase 7-Proteinkonzentration
mithilfe eines RNase 7-spezifischen ELISAs gemessen. Wahrend beide
Stimulationen zu einer deutlichen Erhéhung der RNase 7-Sekretion flihrten (ELISA-
Daten), zeigte nur die Stimulation mit S. sciuri auch in der Luziferasemessung einen

signifikanten Anstieg der Promotoraktivitat.
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Nachdem innerhalb unserer Arbeitsgruppe schon nachgewiesen werden konnte,
dass das Konstrukt aus Promotor, Exon 1 und Intron (Abb. 2) die hochste relative
Luziferaseaktivitat aufweist und sich nach Deletion des Introns die Luziferaseaktivitat
verminderte (Rudolph 2005), man also davon ausgehen kann, dass sich im Intron
regulatorische Sequenzen fur die Transkription befinden, sollte in dieser Arbeit die
Promotorregion ohne Berucksichtigung des Introns oder Exons untersucht werden.
So konnte die Promotorregion ohne Manipulation durch die regulatorischen
Sequenzen des Introns beurteilt werden. Hierfir wurde ein "reverse"-Primer benutzt
(r3), der direkt vor Beginn des Exon 1 bindet, da innerhalb unserer Arbeitsgruppe
auch gezeigt werden konnte, dass das Exon 1 eine inhibierende Wirkung ausubt
(Rudolph 2005). Da sich die fur die Initierung der Transkription wichtige TATA-Box
im Intron des RNase 7 Gens befindet, wurde fir die Untersuchungen der Promotor-
Aktivierung der pTAL-Vektor verwendet, da dieser eine interne TATA-Box aufweist

(www.clontech.com).

Zunachst wurden in dieser Arbeit die Fragmente f6 bis f9 und f3 hergestellt und
untersucht. Den Ergebnissen folgend wurden dann unterschiedliche Regionen durch
Herstellen weiterer Promotorabschnitte enger eingegrenzt. Hierdurch sollten aktive
und inaktive Regionen und somit potentielle Bindungsstellen fur aktivierende oder
inhibierende Transkriptionsfaktoren gefunden werden. Transkriptionsfaktoren sind
regulatorische DNA-bindende Peptide, die wichtig fur die Initiation der RNA-
Polymerase sind. Spezifische Transkriptionsfaktoren vermitteln der Polymerase,
welche Genabschnitte aktiviert oder reprimiert werden sollen. Transkriptionsfaktoren
verfugen in der Regel Uber unterschiedliche Funktionseinheiten. Sie besitzen eine
Einheit fir die Bindung an die DNA und eine Einheit fur die Transkriptionsregulation
(Kadonaga et al. 1988). Transkriptionsfaktoren erkennen und binden immer an eine
bestimmte Konsensus-Sequenz an der DNA. Sobald der Transkriptionsfaktor an der
passenden Stelle gebunden hat, wird die Transkriptionsregulationseinheit aktiviert
und reguliert die Transkription (Jackson et al. 1990). Man unterscheidet "Silencer",
DNA-Sequenzen, die eine Reduktion der Transkriptionsrate vermitteln und
"Enhancer", die die Transkriptionsrate erhdhen (Eckert et al. 1997). Nach erfolgter

Transkription wird der Transkriptionsfaktor dann wieder freigesetzt.

Das "Enhancer Binding Protein" (EBP) bindet an eine bestimmte Stelle am Promotor,
immer an einer CCAAT-Sequenz, und verstarkt die Transkriptionsaktivitat des Gens.

Hierbei kann das EBP auch an den Promotor binden, wenn es mehrere tausend
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Basen entfernt liegt, da der Transkriptionsfaktor durch die Supercoil-Struktur der
DNA in raumliche Nahe zur Promotorsequenz gebracht werden kann. Somit kann
EBP seine Wirkung auch weit entfernt von der Lage des zu regulierenden Gens
entfalten. Zu der Familie der C/EBPs (CCAAT/Enhancer Binding Protein) gehdren
sechs unterschiedliche Transkriptionsfaktoren, C/EBPa, C/EBP3, C/EBP®, C/EBP-y,
CRP1 und dCEBP (Oh und Smart 1998), die in den unterschiedlichen Geweben
unterschiedlich stark exprimiert werden, hierbei auch in primaren Keratinozyten. Es
konnte herausgefunden werden, dass die C/EBP z.B. bei der Differenzierung von
Hautzellen eine bedeutende Rolle spielen (Maytin und Habener 1998, Rozenberg et
al. 2013).

In den fur die vorliegende Arbeit durchgefuhrten Transfektionen und Luziferase-
messungen konnte gezeigt werden, dass das kurzeste Fragment, das f9-Fragment,
durchgehend eine sehr niedrige Luziferaseaktivitat aufwies (Abb. 5, Abb. 6 und Abb.
8). Um diesen Abschnitt der Promotorregion naher untersuchen und eingrenzen zu
konnen, wurden zusatzlich die Fragmente 11, f12, f13 und f14 hergestellt (Abb. 1).
In den folgenden Experimenten zeigte sich, dass alle vier neu hergestellten
Fragmente eine hohere Luziferaseaktivitat als das f9-Fragment aufwiesen, wobei das
f13-Fragment, welches ein Stlck vor dem f9-Fragment beginnt, noch eine deutlich
hohere Luziferaseaktivitat zeigte, das f14-Fragment, welches nur sechs Basenpaare
vor dem f9-Fragment beginnt, jedoch bereits eine deutlich geminderte
Luziferaseaktivitat aufweist, wenn auch stets geringflugig hoher als die des f9-
Fragments. Diese Tatsache konnte unter anderem damit erklart werden, dass eine
Promotor-Analyse (,Matinspector, Genomatix Software GmbH, Munchen) ergab,
dass genau zwischen diesen Fragmenten eine Bindungsstelle fur C/EBP liegt und
dieser Bereich deshalb fur eine vollstandige konstitutive Aktivierung des RNase 7-
Promotors essentiell sein kdnnte. Das f14-Fragment liegt nur noch zum Teil in der
potentiellen Bindungsstelle fur C/EBP und das f9-Fragment liegt auRerhalb der
Bindungsstelle, so dass dies die in allen Messungen mit dem f9-Fragment
einhergehende Reduktion der RNase 7 Promotor-Aktivitat erklaren konnte.
Zusammenfassend deuten diese Untersuchungen darauf hin, dass der
Transkriptionsfaktor C/EBP von wichtiger Bedeutung fur die hohe konstitutive
RNase 7 Expression in Keratinozyten sein konnte. Diese Hypothese muss in
weiterfihrenden Untersuchungen, z.B. mittels Expressionshemmung von C/EBP

durch RNA-Interferenz oder durch zielgerichtete Mutationen der C/EBP-
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Bindungsstelle, Uberpruft werden.

Auch das f8-Fragment zeigte eine, im Gegensatz zu den restlichen Fragmenten,
verhaltnismaRig niedrige Luziferaseaktivitat (Abb. 6-8). Diese Tatsache liel3
vermuten, dass sich in diesem Bereich der Promotorregion eine inhibierende
Sequenz, bzw. aulerhalb eine Sequenz zur Erhdhung der Transkription befinden
konnte. Durch weiteres Eingrenzen dieser Region mithilfe der Vektoren f15 und f16
wurde versucht, diese Hypothese zu verifizieren, was jedoch leider nicht gelang, da
die entsprechenden Versuche keine reproduzierbaren Ergebnisse ergaben. Man
konnte durch erneute Aufreinigung der Fragmente und erneute Klonierung
versuchen, eine Verbesserung der Ergebnisqualitat zu erzielen. Die
Luziferasemessungen der Fragmente f6 und f7 zeigten eine ahnliche relativ
durchschnittliche Luziferaseaktivitat, so dass sich in diesem Bereich der
Promotorregion keine Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktoren zu vermuten waren

und auch keine weitere Eingrenzung dieser Region erfolgte.

In unserer Arbeitsgruppe konnte bereits gezeigt werden, dass die Stimulation
primarer Keratinozyten mit Kulturiberstdanden von P. aeruginosa sowie von
Staphylococcus aureus, die mRNA- und Proteinexpression von RNase 7 induzieren
kann (Rudolph 2005).

In der vorliegenden Arbeit erfolgte eine Stimulation mit IL-17 + IFN-y, sowie mit
Kulturiberstanden von Staphylococcus sciuri (S. sciuri), da in Vorversuchen in
unserer Arbeitsgruppe herausgefunden werden konnte, dass durch diese Stimuli die
Expression von RNase 7 in Keratinozyten sehr hoch induziert werden kann. Vor der
Stimulation wurde zunachst ein grolles RNase 7 Promotorelement, welches alle in
dieser Arbeit untersuchten Fragmente beinhaltete, namlich das f3-Fragment, in einen
Luziferase-Vektor kloniert und dieser dann in primare Keratinozyten transfiziert. Nach
erfolgter Stimulation wurde anschliefend zum einen die Luziferaseaktivitat bestimmt,
zum anderen wurden die Uberstéande mithilfe eines RNase 7-spezifischen ELISAs
untersucht. Die ELISA-Untersuchungen dienten zur Feststellung einer korrekt
erfolgten Stimulation von RNase 7. Es zeigte sich nach Stimulation mit IL-17 + IFN-y
eine nicht signifikante Erhdhung der Luziferaseaktivitat im Vergleich zur
unstimulierten Probe. Die Untersuchung der Uberstande mithilfe des ELISAs ergab

einen Anstieg der RNase 7 Konzentration um das Vierfache nach Stimulation mit IL-
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17 + IFN-y. Diese Messergebnisse lassen vermuten, dass sich innerhalb des
Fragmentes f3 keine wichtigen regulativen Bereiche befinden, die fur die Induktion
von RNase 7 durch IL-17 + IFN-y von wichtiger Bedeutung sind. Man kann
spekulieren, dass fur diese Stimulation wichtige Promoterelemente noch weiter
aufwarts, auferhalb der untersuchten Promoterregion des f3 Fragmentes, liegen
konnten. Des Weiteren kann aber auch nicht ausgeschlossen werden, dass in der
Promoterregion des f3-Fragmentes zwar flr die Induktion wichtige Bereiche liegen,
diese aber in unseren Analysen nicht detektiert werden konnten, da diese Bereiche
ein  Zusammenspiel mit anderen aulerhalb des f3-Fragmentes gelegenen
Genabschnitten erfordern.

Die Stimulation mit S. sciuri, zeigte in der Luziferasemessung einen signifikanten
Anstieg auf mehr als das Doppelte und auch im ELISA konnte ein signifikanter
Anstieg der RNase 7 auf das Dreifache nachgewiesen werden. Somit kann
angenommen werden, dass sich in diesem Promotorbereich tatsachlich
entscheidende Bindungsstellen fur die Induktion von RNase 7 durch S. sciuri

befinden.

Weiterfuhrende Forschung sollte versuchen, durch die Verwendung Kkleinerer
Promotor-Fragmente die genaue Lage der Bindungsstellen fur die S. sciuri-
vermittelte Induktion von RNase 7 einzugrenzen und zu identifizieren. Zusatzlich
konnte man durch die Verwendung vom f3-Fragment aufwarts gelegener
Promotorfragmente versuchen zu ermitteln, ob sich dort potentielle regulative

Bereiche fur die Induktion von RNase 7 durch IL-17 + IFN-y befinden.
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5. Zusammenfassung

Die Haut besitzt unterschiedliche Abwehrsysteme, um die verschiedenen
eindringenden Mikroorganismen zu bekampfen. Es bestehen eine physikalische
Barriere und eine chemische Barriere in Form von antimikrobiellen Peptiden. Ein
wichtiges antimikrobielles Peptid der Haut ist RNase 7. RNase 7 zeigt in der Haut

und in kultivierten primaren Keratinozyten eine sehr hohe Grundexpression.

In dieser Arbeit wurde der Promotor von RNase 7 analysiert, um Erkenntnisse Uber
die Regulation der hohen konstitutiven Genexpression von RNase 7 in Keratinozyten
zu erlangen. Hierzu wurden unterschiedlich grole Fragmente aus einem Teil der
Promotorregion des RNase 7 Gens amplifiziert und in ein Luziferase-
Reporterplasmid kloniert. Nach Transfektion dieser Plasmide in primare
Keratinozyten wurde die Aktivitat der jeweiligen Promotorabschnitte anhand einer
Luziferasemessung mit dem Luminometer bestimmt. Potentielle Bindungsstellen flr
Transkriptionsfaktoren wurden dann mit Hilfe neu hergestellter Fragmente naher
eingegrenzt. Durch schrittweise Verkiurzung der Promotorfragmente konnte ein
Fragment identifiziert werden, das nur noch eine sehr niedrige Luziferaseaktivitat
aufwies. Nach naherer Eingrenzung durch weitere Fragmente, konnte ein Bereich
identifiziert werden, der eine potentielle Bindungsstelle fir den Transkriptionsfaktor
C/EBP enthalt. Da das Fehlen dieser potentiellen C/EBP-Bindungsstelle mit einer
sehr niedrigen Promotoraktivitat korreliert, lasst sich vermuten, dass C/EBP eine
wichtige Bedeutung fur die hohe Grundexpression von RNase 7 besitzt, eine

Hypothese, die in weiteren Studien untersucht werden muss.

Die Kombination von IL-17 und IFN-y sowie das Bakterium Staphylococcus sciuri
wurden in unserer Arbeitsgruppe als potente Induktoren der RNase 7 Expression in
Keratinozyten identifiziert. Deshalb sollte im Rahmen dieser Arbeit auch die
Aktivierung des RNase 7 Promotors durch diese Stimuli untersucht werden. Hierzu
wurden primare Keratinozyten nach Transfektion mit dem grof3ten RNase 7
Promotor-Luziferase-Fragment (785 bp) mit IL-17 + IFN-y sowie mit S. sciuri
stimuliert und die Promotor-Aktivierung mittels Luziferase-Messung bestimmt.
Zusatzlich wurde als Kontrolle der Stimulation die Sekretion von RNase 7 in den
Zelluberstand anhand eines RNase 7-spezifischen ELISAs gemessen. Die

Luziferasemessungen der transfizierten Keratinozyten ergaben eine signifikante
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Aktivierung des RNase 7-Promotors nach Stimulierung mit S. sciuri, nicht aber mit IL-
17 + IFN-y, wahrend die Messungen der Zelluberstande mit Hilfe des ELISAs in
beiden Fallen eine signifikante RNase 7 Induktion ergaben. Diese Tatsache lasst
vermuten, dass Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktoren innerhalb der
untersuchten Promotorregion vorhanden sind, die fur die Induktion durch S. sciuri
eine wichtige Rolle spielen kdonnten. Fur die Induktion von RNase 7 durch IL-17 +
IFN-y scheinen keine entscheidenden Bindungsstellen innerhalb des untersuchten
Promotor-Fragmentes vorhanden zu sein. In weiterfUhrenden Versuchsreihen
konnten weitere Fragmente der Promotorregion untersucht werden, sowie weitere
Stimulationen und Aktivitatsbestimmungen mittels Luziferasemessungen und ELISA
erfolgen, um die aktiven Regionen der Promotorregion und die Bindungsstellen flr
Transkriptionsfaktoren nach Stimulierung mit S. sciuri weiter einzugrenzen. Des
Weiteren Dbleibt zu untersuchen, ob die Verwendung eines langeren
Promotorbereiches zu einer Promotoraktivierung nach Stimulierung mit IL-17 + [FN-y
fuhrt.
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7. Anhang

Liste der verwendeten Abkurzungen:

Abb.
AP
APS
bp
BSA
cDNA
CaCl
DMEM
DMSO
DNA (DNS)
dNTP
EDTA
EBP
E. coli
ELISA
et al.
FCS

g
HaCaT

hBD

IFN

kDa

Abbildung

Antimikrobielle Peptide

Amphotericin, Penicillin und Streptomycin
Basenpaare

Bovines Serumalbumin

,MRNA complementary DNA" = komplementare DNA
Calciumchlorid

Dulbecco’s modified Eagle’s medium
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure
Desoxynukleosid-triphosphat
Ethylendiamintetraessigsaure

Enhancer Binding Protein

Escherichia coli

Enzyme-linked immunosorbent assay

et alii = und andere

(hitzeinaktiviertes) fetales Kalberserum

Erdbeschleunigung

“Human adult low calcium high temperature keratinocytes”

Stunden

humanes beta-Defensin
Interferon

Interleukin

kilo-Dalton
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MgCl
mRNA
P. aeruginosa
PBS
PCR
TNF
RNA
RNase
Staph.
TAP
TEA

TSB

Basen der DNA:

A

C
G
T

Magnesiumchlorid

messenger RNA

Pseudomonas aeruginosa

Phosphat buffered saline

Polymerase chain reaction = Polymerasekettenreaktion
Tumor Nekrose Faktor

“Ribonucleic acid” = Ribonukleinsaure
Ribonuklease

Staphylococcus

Tracheales antimikrobielles Peptid
Tris-Azetat-EDTA

Tryptic soy broth

Adenin
Cytosin
Guanin

Thymin
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