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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Die Haut

Die Haut ist das grofdte Organ des menschlichen Korpers (Niyonsaba et al., 2017). Sie
ist in verschiedenen Schichten aufgebaut und verflugt Uber Sinnes-, Kontakt- und
Schutzfunktionen. Von innen nach auf3en besteht sie aus Subkutis, dermoepidermaler
Junktionszone und Kutis. Die Kutis wiederum ist von innen nach auf3en aus Dermis
und Epidermis aufgebaut. In der Dermis finden sich die Strata reticulare und papillare,
in der Epidermis die Strata basale, spinosum, granulosum, lucidum (diese ist nur in

der Leistenhaut sichtbar) und corneum.

Die basale Schicht der Epidermis zeichnet sich unter anderem durch die mitotisch ak-
tiven Keratinozyten aus. Hier finden sich auch epidermale Stammzellen, sich amplifi-
zierende Zellen sowie postmitotische Zellen als Ausdruck einer friihen Differenzie-
rung (Wikramanayake et al., 2014). Die sich hier befindlichen Keratinozyten trennen
sich von dem Stratum basale und durchlaufen einen Differenzierungsprozess. In dem
auf das Stratum basale folgenden Stratum spinosum verlassen die Keratinozyten den
Zellzyklus. Des Weiteren erfolgt eine Verstarkung des Zytoskeletts, um vor physikali-
schen Traumen geschiitzt zu sein. Im Stratum granulosum kommt es im Anschluss zu
einer Lipid-Verdrangung sowie der Expression spaterer Differenzierungsmarker
(z.B. Filaggrin & Loricrin). Im Folgenden kommt es im Stratum corneum zur vollstandi-
gen Kornifizierung der Zellen und zur Desquamation der toten Keratinozyten (Den-
ecker et al., 2008; Rademacher, 2018). Abbildung 1 zeigt eine vereinfachte, schema-

tische Darstellung des Aufbaus der Epidermis.

Die Haut schitzt den Organismus gegen externe physikalische, chemische und biolo-
gische Einflisse wie Verletzungen, UV-Strahlungen und Mikroorganismen. Des Wei-
teren stellt sie eine wasserundurchlassige Barriere dar, welche den Organismus vor
einer eventuellen Austrocknung bewahrt (Denecker et al., 2008). Mit ihrer physikali-
schen und chemischen Barriere ist sie somit die erste Abwehr des menschlichen Kor-

pers (Niyonsaba et al., 2017; Wikramanayake et al., 2014).



1.1

Die Haut

Die Forschung der vergangenen Jahrzehnte hat gezeigt, dass die sogenannten Anti-

mikrobiellen Peptide (AMP) eine zentrale Rolle bei der Abwehrfunktion der Haut ein-

nehmen.
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Abbildung 1: Aufbau der Epidermis; aus (Rademacher, 2018), modifiziert nach (Denecker et al., 2008)

1.2 Antimikrobielle Peptide und deren Bedeutung fir die menschliche

Haut

Antimikrobielle Peptide und Proteine reprasentieren eine vielfaltige Gruppe kleiner,

meist kationischer endogener Proteine (Adase et al., 2016; Harder et al., 2010). Diese

sind antimikrobiell aktiv gegen Bakterien, Viren und Pilze.

Bislang wurden etwa 3560 AMP im Tier- und Pflanzenreich identifiziert, jahrlich kom-
men etwa 100 hinzu. Die Vielzahl der AMP hat dazu geflihrt, dass seit 2003 eine AMP
Online-Datenbank (http://aps.unmc.edu/AP/) existiert (Melo et al., 2009; Wang, 2020).


http://aps.unmc.edu/AP/

1.2 Antimikrobielle Peptide und deren Bedeutung fur die menschliche Haut

Intensive Forschungen haben gezeigt, dass menschliche Haut und andere epitheliale
Gewebe ebenso wie viele Leukozyten eine Vielfalt an AMP produzieren kdnnen. Viele

dieser AMP spielen eine wichtige Rolle bei der Abwehr der Haut (Harder et al., 2010).

Die AMP der Haut werden produziert von Keratinozyten, Sebozyten (Talgdrisenzel-
len), Thymus-Zellen (T-Zellen) und Mastzellen. Zum Teil werden sie konstitutiv gebil-
det, zum Teil sind sie durch Infektionen, Verletzungen und Entzindungen induzierbar,
z.B. durch entzindliche Zytokine wie TNF-a (Harder et al., 2010). Diese Tatsache be-
dingt ihre Zugehorigkeit sowohl zur angeborenen als auch zur erworbenen Immunab-

wehr.

Neben ihren antimikrobiellen Eigenschaften weisen AMP auch immunmodulatorische
Eigenschaften auf. Beispiele hierfur sind die Induktion von T-Zellen, die Migration,
Proliferation und Differenzierung sowie die Regulierung der Zytokin-/ Chemokinpro-
duktion, das Anregen von Angiogenese und Wundheilung sowie die Aufrechterhaltung

der Barrierefunktion der Haut (Niyonsaba et al., 2017).

AMP beeinflussen aullerdem zusammen mit Lipiden die Permeabilitat der Haut. So-
wohl AMP als auch Lipide werden in Granula (Lamellarkérperchen) gebuindelt, welche
von den Keratinozyten unterhalb des Stratum corneum gebildet worden sind. Kommt
es zur Sekretion dieser Lamellarkorperchen, fullen diese freie Raume der Haut aus

und schitzen damit vor Mikroorganismen (Zasloff, 2009).

Zu der Gruppe der AMP zahlen unter anderem Defensine, Cathelicidine, S100Proteine

(z.B. Psoriasine), Dermcidine sowie Ribonukleasen (RNasen) (Niyonsaba et al., 2017).

1.3 Ribonuklease 7

RNasen sind hoch basische Proteine. Die menschliche Haut exprimiert die RNasen 1,
4, 5 und 7, wobei nur die RNasen 5 und 7 uUber antimikrobielle Aktivitat in vitro verfu-
gen (Zasloff, 2009).

Die RNase 7, welche 2002 erstmals von Schroder und Harder aus der Haut der Ferse
gesunder Probanden isoliert worden ist, wird in hohen Mengen von der menschlichen

Epidermis gebildet.



1.3 Ribonuklease 7

Die 2002 isolierten Extrakte besallen antimikrobielle Aktivitat gegen Escherichia coli
und Staphylococcus aureus (Harder und Schroder, 2002). Darauf folgende Untersu-
chungen der antimikrobiellen Eigenschaften der RNase 7 in vitro zeigten, dass diese
hohe antimikrobielle Aktivitat gegen grampositive und gramnegative Bakterien sowie
gegen Candida albicans aufweist (Adase et al., 2016; Rademacher, 2018). 2012 fan-
den Simanski et al. Hinweise darauf, dass die RNase 7 womaoglich auch antimikrobielle
Eigenschaften gegen Methicillin-resistente Staphylococcus aureus (MRSA) sowie
Vancomycin-resistente Enterokokken (VRE) aufweist (Simanski et al.,, 2012). Des
Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Genexpression von RNase 7 in primaren
Keratinozyten durch proinflammatorische Zytokine und Infektionsstimuli induziert
wird (Harder und Schroder, 2002; Rademacher et al., 2017).

RNase 7 ist ein Mitglied der RNase A Superfamilie, die 13 Gene auf Chromosom
14q11.2 umfasst (Abtin et al., 2009). Die RNase A Superfamilie A ist charakterisiert
durch eine dreidimensionale Struktur mit Disulfidbrickenbindungen (Rademacher,
2018). Diese Superfamilie ist ausgesprochen dynamisch, da sie hohe Raten von Gen-
duplikationen und Genverlusten aufweist. Diese Tatsache fuhrt dazu, dass sie in vari-

ablen Zahlen von Genen in unterschiedlichen Spezies vertreten ist (Cho et al., 2005).

Neben der RNase 7 gehoren ebenfalls die RNasen 2, 3, 5, und 8 zur RNase Superfa-
milie A, auch weisen sie ebenfalls antimikrobielle Eigenschaften auf. Hier sieht man
bereits Hinweise auf die Rolle der RNasen in der angeborenen Immunabwehr (Abtin
et al., 2009).

Von den RNasen, welche von menschlichen Keratinozyten exprimiert werden, weist
die RNase 7 die hochsten Konzentrationen in der Haut auf (Zasloff, 2009). Die mRNA
von RNase 7 wird in vielen verschiedenen epithelialen Geweben exprimiert. Die hdchs-
ten Konzentrationen finden sich in der Haut, den Tonsillen, dem Pharynx und dem
Urogenitalsystem. Im Urogenitaltrakt hilft die RNase 7 unter anderem dabei, die Steri-
litat aufrecht zu erhalten (Becknell et al., 2015). In der Haut ist die Konzentration der
RNase 7 im Stratum corneum am hochsten. Die Ribonukleaseaktivitat der RNase 7
ermoglicht hier eine Degradation der RNA, wobei die antibakterielle Aktivitat von der
RNase 7 unabhangig von der Ribonukleaseaktivitat ist (Simanski et al., 2012). Die Ex-
pression von RNase 7 kann durch proinflammatorische Zytokine und mikrobielle Sti-

muli induziert werden (Rademacher, 2018).



1.3 Ribonuklease 7

Um die Stimulierbarkeit der Expression von RNase 7 bestimmen zu kdnnen, malen
Harder et al. die Konzentrationen von RNase 7 mittels Enzyme-linked Immunosorbent
Assay (ELISA) aus Hautspulungen von Patienten. Hierbei unterschieden sie Spulun-
gen von unbeschadigter Haut sowie Spulungen von zuvor beschadigter Haut. Sie flhr-
ten diese Spulungen nach einer Stunde sowie nach 24 Stunden durch und verglichen
sie miteinander. Die Ergebnisse zeigten, dass bereits nach einer Stunde die Sekretion

von RNase 7 von lasionaler Haut signifikant erhoht ist (Harder et al., 2010).

Kommt es zu einem Barriereschaden der menschlichen Haut, so wird ein Mechanis-
mus aktiviert, welcher dazu flhrt, dass die gestorte Integritdt der Hautbarriere inner-
halb von Stunden wieder hergestellt wird: Reife Lamellarkérperchen wandern inner-
halb kurzester Zeit in das Stratum corneum ein. Aullerdem werden in einem langsa-
meren Prozess Gene aktiviert, welche fur die Bestandteile der Lamellarkérperchen ko-
dieren, AMP und Proteine eingeschlossen (Zasloff, 2009). Es ist bekannt, dass die
AMP der Haut in allen Stadien der Wundheilung hochreguliert sind (Niyonsaba et al.,
2017). In dieser Tatsache ist die Forschung an AMP in Zusammenhang mit Erkran-

kungen begriindet, welche charakteristischerweise Hautschaden aufweisen.

1.4 Atopische Dermatitis

Die beiden chronischen Hauterkrankungen Atopische Dermatitis (AD) und Psoriasis
sind charakterisiert durch eine gestoérte Barrierefunktion der Haut. Diese haben gene-
tische und odkologische Komponenten wie eine gestorte Hautbarriere und Anomalien
von Immunozyten (Harder et al., 2010). Im Gegensatz zur Haut von Patienten mit Pso-
riasis ist die Haut von Patienten mit Atopischer Dermatitis anfallig fur Superinfektionen
mit Staphylococcus aureus (Rademacher et al., 2016). Dies ist moglicherweise durch
einen Uberfluss an AMP auf der Haut von Patienten mit Psoriasis erklarbar (Harder et
al., 2010).

Die entzundliche Hauterkrankung AD ist neben der Beeintrachtigung der Hautbarrie-
refunktion charakterisiert durch eine reduzierte Hydrierung der Haut und einer Dys-
funktion der angeborenen Immunabwehr. Diese Dysfunktion wird u.a. mit Staphylococ-
cus aureus Infektionen und anderen, viralen Infektionen assoziiert (Harder et al., 2010;

Wikramanayake et al., 2014).



1.4  Atopische Dermatitis

Die Haut von Patienten mit AD weist typischerweise eine hohere Konzentration von
AMP auf als die Haut von gesunden Kontrollpatienten, jedoch eine niedrigere Konzent-
ration als die Haut von Patienten mit Psoriasis (Harder et al., 2010; Niyonsaba et al.,
2017). Die Induktion der AMP ist weniger stark ausgepragt, moglicherweise auf Grund
eines Mangels an Induktoren, wie z.B. den Interleukinen (IL): IL-1, IL-17 und IL-22.
Eine weitere mogliche Ursache ist eine Unterdriuckung der AMP-Induktion durch ho-
here Konzentrationen von TH2-Zytokinen wie z.B. IL-4 und IL-13. Zusammenfassend
sind beide Hauterkrankungen durch eine erhohte Proteinkonzentration der AMP
RNase 7, Psoriasin, hBD-2 und hBD-3 charakterisiert (Abtin et al., 2009a; Harder et
al., 2010).

Eine Genexpressionsstudie mit Hautbiopsien hat gezeigt, dass die Genexpression von
RNase 7 auf lasionaler Haut von Patienten mit AD hdher ist als auf nicht-l&sionaler
Haut von eben diesen Patienten. Dies lasst darauf schlie3en, dass die verminderte
kutane Induktion von RNase 7 nicht mit AD assoziiert ist. Es lasst sich anhand dieser
Studie jedoch nicht ausschlieen, dass die RNase 7 auf der lasionalen Haut von Pati-
enten mit AD nicht effizient Bakterien wie Staphylococcus epidermidis abtotet. Eine
ineffiziente antimikrobielle Aktivitat der RNase 7, welche in einer Inaktivierung der
RNase 7 oder dem Verlust der antimikrobiellen Potenz durch Strukturveranderungen
oder einer inadaquaten Mobilisierung begrindet sein kdnnte, sind mogliche Erklarun-

gen (Wikramanayake et al., 2014).

Sowohl die Ribonukleaseaktivitat als auch die antimikrobielle Aktivitat der RNasen 5
und 7 sind sensitiv auf den Ribonukleaseinhibitor (RI), welcher die Ribonukleaseakti-
vitat blockiert. Die Interaktion zwischen der RNase 7 sowie dem RI| kdnnte daher eine

maogliche Ursache flr eine ineffiziente antimikrobielle Aktivitat der RNase 7 sein.

1.5 Ribonukleaseinhibitor

Der RI ist ein hufeisenférmiges, leucinreiches Protein. Er stellt 0,1 % der im Zytosol
von Saugetieren vorkommenden Proteine dar. Die Keratinozyten der menschlichen
Haut produzieren neben den RNasen 1, 4, 5 und 7 auch den RI. Dieser bindet eins zu
eins mit einigen Mitgliedern der RNase A Superfamilie und inhibiert die enzymatische
Aktivitat einiger RNasen (Abtin et al., 2009).



1.5 Ribonukleaseinhibitor

Abtin et al. fuhrten 2009 eine Vorinkubation von den RNasen 5 und 7 mit dem RI durch
und konnten dadurch zeigen, dass die zuvor mit dem RI inkubierten RNasen eine

schwachere antimikrobielle Aktivitat aufweisen.

Auch zeigten Abtin et al. mittels Immunhistochemie, dass der Rl im Stratum corneum
nicht nachweisbar ist. Sie gelangten zu der Hypothese, dass der Rl im Stratum cor-
neum durch Proteasen abgebaut wird. Die zuvor im Komplex gebundenen und
dadurch inaktivierten RNasen 5 und 7 wirden als Folge freigesetzt werden und wieder
antimikrobiell aktiv sein (Abtin et al., 2009; Zasloff, 2009).

Durch diese Hypothese lasst sich jedoch noch nicht begrunden, warum die Haut von
Patienten mit AD unter anderem anfalliger fur Superinfektionen mit Staphylococcus

aureus ist (Rademacher et al., 2016).

1.6 Der mogliche Einfluss freier DNA auf Entziindungsprozesse der
Haut

Eine weitere Aufgabe von vielen hautassoziierten AMP ist die Aktivierung von Kera-
tinozyten und Immunzellen zur Wahrnehmung extrazellularer freier DNA. Die kationi-
schen AMP bilden daraufhin Komplexe mit der negativ geladenen DNA, welche die
Aufnahme durch Immunzellen und Keratinozyten vermitteln sowie die Aktivierung von
DNA-Erkennungsrezeptoren verstarken (Kopfnagel et al., 2021). Die Komplexbildung
zwischen freier DNA und AMP sowie deren Einfluss auf das Immunsystem wurde 2007
erstmals von Lande et al. untersucht (Lande et al., 2007). 2015 zeigten Lande et al.
diesen Zusammenhang auch fir die RNase 7 (Lande et al., 2015). Kopfnagel et al.
untersuchten in diesem Rahmen die mdglichen Interaktionen zwischen freier DNA so-
wie der Wirkung von AMP (Kopfnagel et al., 2021). Sie stellten die Hypothese auf,
dass extrazellulare DNA die antimikrobiellen Effekte von kationischen AMP mindert.
Um dies zu evaluieren, haben sie unter anderem die Konzentrationen freier DNA auf
l&sionaler und nicht-lasionaler Haut von Patienten mit AD gemessen. Sie konnten zei-
gen, dass die Konzentrationen freier DNA auf lasionaler Haut von AD Patienten signi-

fikant hoher ist als auf nicht-lasionaler Haut (Abb. 2).
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FIGURE 4 Released self-DNA is elevated in lesional skin of patients with atopic dermatitis. Skin areas (HS =healthy skin {n = 10),

LS =lesional skin, NLS =non-lesional skin {n = 22, respectively)) were flushed with 1 ml of Ampuwa water for 2 minutes, The DNA
concentration in rinse solutions was quantified by (A) Picogreen assay or (B) Qubit assay. Data were statistically analyzed using Mann-
Whitney test and Wilcoxon matched-pairs signed rank test. Bars indicate the median values. *p < .05; **p < .01 ***p < .001; ****p < .0001

Abbildung 2: Die Konzentration freier DNA ist auf lasionaler Haut von Patienten mit AD héher als bei Kon-
trollpatienten, (Kopfnagel et al., 2021)

Zur weiteren Beurteilung der Interaktion zwischen freier DNA und AMP inkubierten
Kopfnagel et al. Staphylococcus aureus-Kolonien mit AMP-Konzentrationen, von de-
nen man wusste, dass sie signifikant Bakterien abtoten. Diese Inkubation fuhrten sie
sowohl mit als auch ohne Zugabe freier DNA durch. Die Bakterien wurden anschlie-
Rend Uber Nacht auf einer Agarplatte kultiviert. Am darauffolgenden Tag wurden die
koloniebildenden Einheiten (colony forming units, CFU) gezahlt. Die Anzahl der CFU
war von der am Vortag dazu gegebenen Konzentration der freien DNA abhangig. Bei
hohen DNA-Konzentrationen war die Anzahl der CFU deutlich geringer als bei niedri-
gen DNA-Konzentrationen bzw. ohne Zugabe von DNA (Kopfnagel et al., 2021). Die
Wirkung der freien DNA zeigte sich unabhangig von der Struktur der verschiedenen
AMP sowie der Lange der DNA. Allerdings schien diese Wirkung nur bei kationischen

AMP einzutreten.



1.6 Der mdgliche Einfluss freier DNA auf Entziindungsprozesse der Haut

Kopfnagel et al. stellten hier die Vermutung auf, dass die negativ geladene DNA die
positive Ladung der AMP neutralisiert und dadurch die Bindung der Mikroorganismen

verhindert.

1.7 Polyinosinsaure:Polycytidylsaure (Poly(l:C))

Um den Einfluss der Ribonukleaseaktivitat von RNase 7 auf kutane Entziindungsreak-
tionen zu untersuchen, wurden im Rahmen dieser Arbeit Stimulationen mit Polyinosin-

saure:Polycytidylsaure (Poly(l:C)) durchgefuhrt.

Bei Poly(I:C) handelt es sich um eine synthetisch hergestellte, doppelstrangige RNA.
Es induziert unter anderem die TSLP-Produktion in Keratinozyten (Harada et al., 2009;
Kawasaki et al., 2011). Die Stimulation von Keratinozyten mit Poly(l:C) fuhrt zu einer
mehr als zehnfach erhéhten Genexpression von TSLP sowie anderen Zytokinen und
Chemokinen (Kinoshita et al., 2009; Le et al., 2010).

1.8 Thymic stromal lymphopoietin (TSLP)

Das Ausmal} der durch Poly(l:C) bewirkten Entzindungsreaktionen wurde durch ver-
schiedene Entziindungsparameter bestimmt. Hierbei wurde das Augenmerk auf TSLP
gelegt. TSLP ist ein IL-7 ahnliches Zytokin. Es spielt eine Rolle bei allergischen Reak-
tionen und Entzindungen durch Aktivierung dendritischer Zellen. Diese fuhrt zur An-
regung der Differenzierung von T-Zellen zu T-Helferzellen (TH-Zellen). Eine Uberex-
pression von TSLP wird vor allem in den Atemwegsepithelien bei Asthma bronchiale
sowie in den Keratinozyten bei AD und Psoriasis beobachtet. Dabei korreliert die Hohe
der Expression mit der Schwere der Erkrankung (Kawasaki et al., 2011; Kinoshita et
al., 2009; Le et al., 2010). So haben Kinoshita et al. 2009 gezeigt, dass Mause mit
keratinozyten- oder lungenspezifischer TSLP-Uberexpression einen AD- bzw.
Asthma-ahnlichen Phanotyp aufweisen. Im Gegensatz dazu zeigten Mause mit feh-
lendem oder mangelhaftem TSLP-Rezeptor eine deutlich schwachere Ausbildung von

asthmaahnlichen Symptomen (Kinoshita et al., 2009).



1.8  Thymic stromal lymphopoietin (TSLP)

TSLP wirkt durch viele unterschiedliche Mechanismen auf die Entziindungsprozesse
des menschlichen Korpers ein. Es hat eine synergistische Wirkung auf Mastzellen mit
IL-1 und TNF-a zur Produktion von IL-5 und IL-13. Auch regt es die Proliferation von
CD4-positiven T-Zellen an und aktiviert sowohl Langerhans-Zellen als auch dendriti-
sche Zellen. Letztere induzieren als Folge naive T-Zellen zur Differenzierung in
TH-Zellen. Die TH-Zellen sezernieren daraufhin TH2-Zellen rekrutierende Chemo-
kine (Kinoshita et al., 2009).

Harada et al. beschrieben 2009 erstmals, dass es zwei Varianten von TSLP gibt. Es
werden eine kurze (TSLP-short, TSLP-s) und eine lange Form (TSLP-long, TSLP-I)
unterschieden. Sie zeigten, dass die Stimulation mit Poly(I:C) in einer Induktion von
TSLP-I, jedoch nicht in einer Induktion von TSLP-s, resultiert. TSLP-s wird konstitutio-
nell im menschlichen Gewebe exprimiert und spielt hier eine homoostatische Rolle. Im
Gegensatz dazu wird TSLP-I nur in geringeren Konzentrationen konstitutionell gebil-
det. Vielmehr kommt es zu einer Hochregulierung von TSLP-I bei entziindlichen Vor-
gangen, zum Bespiel bei AD und Asthma bronchiale (Harada et al., 2009; Varricchi et
al., 2018).

2. Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss der Ribonukleaseaktivitat von RNase 7 auf
RNA-vermittelte Entzindungsreaktionen der Haut zu untersuchen. Hierbei lag ein be-
sonderes Augenmerk auf dem moglichen Einfluss auf die chronisch-entzundliche Hau-

terkrankung AD.

Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass es bei einem Zellschaden der Keratinozyten
zu einer Freisetzung von RNA sowie einer Induktion des AMP RNase 7 kommt. Die
induzierte RNase 7 kdnnte durch ihre Ribonukleaseaktivitat einen Teil der freigesetz-
ten RNA degradieren. Dadurch wirde die RNase 7 bewirken, dass die Entzindungs-
reaktion, welche unter anderem durch die freigesetzte RNA induziert wird, weniger
stark ausfallt (Abb. 3). Um die Entzindungsreaktion quantifizieren zu kdnnen, wurden
Messungen verschiedener proinflammatorischer Zytokine, insbesondere der langen
Form vom Thymic stromal lymphopoietin (TSLP-l), genutzt.
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2. Zielsetzung

Erhéhte Expression
Zellschaden RNA induzieren Entziindungs- pro-
antwort inflammatorischer

Zytokine

Keratinozyten

Verminderte
Expression pro-
inflammatorischer
Zytokine

induzieren

Abbildung 3: RNase 7 degradiert freie RNA und bewirkt dadurch eine Abschwéachung der Entziindungsan-
twort

Im weiteren Verlauf wurde der Fokus auf die Interaktion zwischen der RNase 7 und
dem RI gelegt. Hierbei wurde vermutet, dass die Bindung der RNase 7 durch den Rl
und die daraus resultierende geringere Konzentration der freien RNase 7 in einer ver-
minderten Degradierung der RNA und somit in einer verstarkten Entziindungsantwort
der Keratinozyten resultiert. Somit wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Blockade

des RI eine verminderte Entzindungsantwort bewirkt (Abb. 4 und 5).

Hoher
freie : ausfallende
—_— RNase 7 —— RNA-Degradierung —_— — Entzondungs-
antwort

Abbildung 4: Die Bindung zwischen dem RI und der RNase 7 resultiert in einer hoher ausfallenden Entziin-
dungsantwort

i niedriger
freie ; ausfallende
—_— RNase 7 —— RNA-Degradierung —_— — Entzindungs-
) antwort

Abbildung 5: Bei Blockade des Rl kann die freiwerdende RNase 7 RNA degradieren und somit Einfluss auf
die Hohe der Entziindungsantwort nehmen
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2. Zielsetzung

AbschlielRend wurde der Fragestellung nachgegangen, inwieweit freie DNA die Ribo-
nukleaseaktivitat der RNase 7 beeinflusst. Hier wurde angenommen, dass die Bindung
der RNase 7 durch freie DNA, ahnlich zur Bindung zwischen der RNase 7 und dem
RI, in einer geringeren Konzentration freier RNase 7 resultiert und dadurch wiederum
weniger RNA degradiert werden kann. Auch hier musste die Entzindungsantwort der

Keratinozyten entsprechend héher ausfallen (Abb. 6).

Hoéher
freie - ausfallende
—_— RNase 7 —— RNA-Degradierung —_— — Entziindungs-
antwort

Abbildung 6: Die Bindung der RNase 7 durch freie DNA hindert die RNase 7 daran, RNA zu degradieren

12



3. Material und Methoden

3. Material und Methoden

3.1 Material
3.11 Gerate
Gerat Produktname Hersteller
CO: Inkubatoren Heraeus™ BB 16 Heraeus (Holding)
Formascientific™ 3164 Thermo Scientific (Schwerte)
CB 150I™ Binder (Tuttlingen)
Concentrator 5301 Eppendorf (Hamburg)
Flissigkeits- BVC professional Vacuubrand (Wertheim)
Absaugsystem
Flissigstickstofftank Arpege 70 Air Liquide (Dusseldorf)

Geldokumentation

UVP UV solo touch

Analytik (Jena)

Gelelektrophorese

Horizon 11-14

Life Technologies (Burladingen)

Mikroplattenreader Sunrise™ Tecan (Crailsheim)
Infinite MPlex Tecan (Crailsheim)
Mikroplattenwasher ELx50™ BioTek (Bad Friedrichshall)

Mikroskope Leitz DiaVert™ Leica (Wetzlar)
Wilovert™ 30 Hund (Wetzlar)
pH-Meter pH 50+ DHS Xs instruments (Carpi, Italien)
Photometer NanoDrop™ 1000 Peqlab (Karlsruhe)
Spectrophotometer
Pipettierhilfen Reference™ 2,5; 10; 100; | Eppendorf (Hamburg)
1000ul
Research™ 2,5; 10; 100; | Eppendorf (Hamburg)
1000ul
Prazisionswaagen KERN 822-33 Kern & Sohn (Balingen)

Excellence XPR

Mettler-Toledo (Columbus, USA)

Real-Time
PCR System

StepOne Plus™

Applied Biosystems (Carlsbad, USA)

Sterilwerkbanke

Cytosafe™ 2004

Gelaire (Seven Hills, Australien)

clanLAF™ VFR 1206 GS

Labogene (Lynge, Danemark)
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3.1.1  Geréate

Thermocycler T3™ Biometra (Géttingen)
Thermoshaker TS100 Biosan (Riga, Lettland)
Shaker Titramax 100 Heidolph (Schwabach)
Vortexer VF2 IKA-Labortechnik

Janke & Kunkel (Staufen)

Vortex-Genie 2

Scientific Industries (New York, USA)

Wasserbad 1004 GFL (Burgwedel)
Warmeschrank ULE 400 Memmert (Schwabach)
Zentrifugen Eppendorf 5810R, 5804R, | Eppendorf (Hamburg)
5424, 5415D, 5417R
MegaStar 600R VWR (Pennsylvania, USA)
ReaxTop Heidolph (Schwabach)

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Produkt

Hersteller

6-, 12- und 24-Loch-Flachbodenplatten
(unbeschichtet)
96-Loch-Flachbodenplatte (NUNC™)
Biopsiestanzen (3; 4; 5; 6 mm)

DNA load bin Tubes 250safe-lock (1,5 ml)

Folie fir gPCR Platten

InnuSpeed Lysis Tube W

Kryo-Rdhrchen (1,8 ml)
Mikro-Schraubréhre (2 ml)

Petrischalen (92 x 16 mm)

Pipettenspitzen (20; 100; 1000 ul)
Pipettenspitzen Filter Tip (20; 100; 1000 ul)

Probenréhrchen (0,2; 0,5; 1,5; 2 ml)

Corning (Kaiserslautern)

Thermo Scientific (Schwerte)
pfm medical (K&In)
Eppendorf (Hamburg)

Applied Biosystems (Carlsbad,
USA)

Analytik (Jena)

Nunc (Wiesbaden)
Sarstedt (NUmbrecht)
Sarstedt (NUmbrecht)
Sarstedt (NUmbrecht)
Sarstedt (NUmbrecht)

Sarstedt (NUmbrecht)
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3.1.2 Verbrauchsmaterialien

gPCR 8er Deckel

gPCR 8er Streifen

gPCR 96-Well Flachbodenplatte halber Rahmen

ReagiergefalRe (0,5; 1,5; 2 ml)

Roéhren (25; 50 ml)

Serologische Einmalpipetten (2; 5; 10; 25; 50 ml)

Skalpelle (No. 11; 23)

SpritzenvorsatZfilter (0,2; 0,45; 0,6 um)

Transferpipetten
Vernichtungsbeutel
Wageschalen
Zellkulturflaschen (T25; T75)
Zellschaber (Cell scraper™)
Zellsiebe (40; 100 ym)

Zentrifugenréhrchen (2; 15; 50 ml)

Sets

miRNeasy MiniKit
NucleoSpin RNA purification
NucleoSpin DNA RapidLyse

QIAmp DNA Blood Mini Kit

Applied Biosystems (Carlsbad,
USA)

Applied Biosystems (Carlsbad,
USA)

Sarstedt (Numbrecht)
Sarstedt (Numbrecht)
Sarstedt (NUmbrecht)
Sarstedt (Numbrecht)
pfm medical (K&In)
Roth (Karlsruhe)
Sarstedt (NUmbrecht)
Sarstedt (NUmbrecht)
Sarstedt (NUmbrecht)
Sarstedt (NUmbrecht)
Sarstedt (NUmbrecht)
BD Bioscience (Heidelberg)

Sarstedt (NUmbrecht)

Quiagen (Hilden)
Machery-Nagel (Duren)
Machery-Nagel (Duren)

Quiagen (Hilden)
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3.1.3 Chemikalien und Reagenzien

3.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Produkt

Hersteller

6-FAM-dArUdAdA-TAMRA

2-Propanol
Universal-Agarose
Calciumchlorid (CaCly)

cDNA-Synthese-Kit (PrimeScript™)

Chloroform (= 99 %)
Crystal RNAmagic
Demineralisiertes Wasser
(vollentsalzt, VE-Wasser)
Einfriermedium Cryo-SFM
Ethanol (= 99,8 %)
Fetales Kalberserum
L-Glutamin (200mM)
MES = 99,9 %
Natriumchlorid (NaCl)

Natriumhydroxid (NaOh)

Penicillin-Streptomycin (10.000 U/ml)

Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS)

RNA-later
Select Agar

SYBR-Green Premix Ex Taq™

Integrated DNA  Technolgies
(Coralville, USA)

Roth (Karlsruhe)
Bio & Sell (Feucht)
Promocell (Heidelberg)

Takara Bio Europe (St.-Germain-

en-Laye, Frankreich)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Biolabproducts (Bebensee)
eigene Herstellung TKA™
Smart2Pure™

Promocell (Heidelberg)
Roth (Karlsruhe)

Gibco (Eggenstein)

Gibco (Eggenstein)

Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Gibco (Eggenstein)

Gibco (Eggenstein)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Takara Bio Europe (St.-Germain-

en-Laye, Frankreich
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3.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Transfektionsreagenz HiPerFect

Trypsin/EDTA 0,05 %

Medien:

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

(Low Glucose w/o L-Glutamine w/ Sodium Pyruvate)
Keratinocyte Growth Medium 2 (KGM2)
Supplement Mix

Keratinocyte Growth Medium 2 (KGM2)
Supplement Pack

RPMI1640 (w/o L-Glutamine)

3.1.4 Losungen/ Puffer/ Medien

Quiagen (Hilden)

Gibco (Eggenstein)

Biowest (Nuaillé, Frankreich)

Promocell (Heidelberg)

Promocell (Heidelberg)

Gibco (Eggenstein)

Zellkulturmedien

DMEM (++-)

Vollmedium plus

KGM2 (+++)

Vollmedium

KGM2 (++-)

- 500 ml DMEM
- 50 mlFCS

- 5 ml L-Glutamin

- 500 ml KGM2 Basalmedium

- Supplement Mix

- 5 ml Penicillin/Streptomycin
(P/1S)

- KGM2 (+++) ohne Zugabe von
P/S
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3.1.4 Ldsungen/ Puffer/ Medien

Minimalmedium

KGM2 (-+-)

KGM2 (+++) ohne Zugabe von
Supplement Mix und P/S

Puffer / Lésungen flir den ELISA

Natriumcarbonatpuffer 0,05 M; pH = 9,6

Natriumphosphatpuffer (NaPP) 10 mM; pH = 7,2

Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS); (10x) pH = 7,4

15 mM Natriumcarbonat
(1,59 g/l)

35 mM Natriumhydrogencarbo-
nat (2,93 g/l)

11 VE-Wasser

pH-Wert mit Ameisensaure ein-

stellen

Zusammensetzung:

3,16 ml Losung 1

+ 6,84 ml Losung 2

+ auf 1 | mit VE-Wasser aufful-
len

Autoklavieren

Lésung 1:

1 M NaH2PO4 x H20 (177,9 g)
in 11 VE-Wasser losen

Ldsung 2:

1 M NaH2PO4 x H20 (137,9 g)

in 11 VE-Wasser losen

2 gKCL

2,4 g KH2PO4

26,8 g Na2HPO4 x H20

80g g NaCl

In 100 ml VE-Wasser einstellen
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3.1.4 Ldsungen/ Puffer/ Medien

Waschpuffer (WP) 0 PBS-T (0,05 %)

PBS/ 1% BSA

3.1.5 Antikorper

Antikorper fiir Stimulationen

- Gebrauchslosung (x1) 1:10 in

VE-Wasser verdiinnen

- 11PBS (1x)
- Zugabe von 500 yl TWEEN®
20

- 25ml PBS (1x)
- Zugabe von 0,25 g BSA

Antikorper

Hersteller/ Referenz

RNase 7, polyklonal, Ziege

Irrelevanter Antikorper, Ziege, IgG, Normalserum

Antikorper fiir den ELISA

ZIKA-Kaninchenbetrieb (Gottin)
(Koéten et al. 2009)

ZIKA-Kaninchenbetrieb (Gottin)

Kit

Hersteller/ Referenz

Human TSLP ELISA MAX™ Deluxe Set # 434204

3.1.6 Sonstige Agenzien

BioLegend (Californien, USA)

Agens

Hersteller/Referenz

RNase A

Thermo Fisher Scientific (Massa-
chusetts, USA)
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3.1.6  Sonstige Agenzien

Rekombinante RNase 7

Naturliche RNase 7

RNase 7 Mutante

Human Genomic DNA

Poly (I:C), High Molecular Weight

Rekombinantes (rek.) humanes Interleukin-4 (#200-04)
Rek. humanes Interleukin-13 (#200-13)

Rek. humanes Interleukin-17a (#200-17)

3.1.7 Oligonukleotide

siRNA

im Labor der Hautklinik exprimiert
(Koten et al. 2009)

im Labor der Hautklinik isoliert

im Labor der Hautklinik exprimiert
(Knéten et al. 2009)

Merck KG, Novagen (Darmstadt)
InvivoGen (San Diego, USA)
Peprotech (Hamburg)

Peprotech (Hamburg)

Peprotech (Hamburg)

Hersteller

siRNA

Ambion, Thermo Scientific (Hamburg)

ON-TARGETDplus, Dharmacon (Freiburg)

RNase 7 (s224956)
Negativkontrolle No. 1
SMARTpool RHN1

Non-targeting
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3.1.7  Oligonukleotide

Primer

Bezeichnung

Primersequenz (5° 2> 3)

Reverse Transkriptase

Oligo (dT)

RT-PCR

RP38 1
RP38 r1
TNF-o f
TNF-ar
IL-6 f1
IL-6 rf
IL-8 f1
IL-8 r1
IL-17¢ f1
IL-17c f2
R7 f1

R7 r1

RI f1

RI r1
TSLP-I f1
TSLP-I 1
TSLP-s f1
TSLP-s 1

(T)1s

TCAAGGACTTCCTGCTCACA
AAAGGTATCTGCTGCATCGAA
TCTGGCCCAGGCAGTCAGATC
TCAGCTTGAGGGTTTGCTACAA
GGTACATCCTCGACGGCATCT
GTGCCTCTTTGCTGCTTTCAC
TCCTGATTTCTGCAGCTCTGT
TCCTGATTTCTGCAGCTCTGT
CCTGGAGATACCGTGTGGAC
CATCGATACAGCCTCTGCAC
CTGACAGCCTAGGAGTGCG
GAGGAGCAGTCAGGATGGAG
GAGCGACGCTAGATGGGCCG
GCAATGCACGCCGACATCGC
GGGCTGGTGTTAACTTACGACTTCA
ACTCGGTACTTTTGGTCCCACTCA
CGTAAACTTTGCCGCCTATGA
TTCTTCATTGCCTGAGTAGCATTTAT
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3.1.8 Humane Zellen

3.1.8 Humane Zellen

Zellen

Hersteller/Referenz

NHEK.f-p- pooled cells

3.1.9 Software

Statistiksoftware

Kalkulations-/Darstellungssoftware

Geratesoftware

Promocell (Heidelberg)

GraphPad Prism 5.0 (GraphPad
Software, La Jolla, CA, USA)

Microsoft Exel 2010

Microsoft PowerPoint 2010
Microsoft Word 2010
(Microsoft, Remond, USA)
NanoDrop 1000 (Version 3.6.0)

SteoOnePlus™ Software (Version
2.1)

AxioVision Mikroskopsoftware
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3.2 Methoden

3.2 Methoden

3.2.1 Zell- und mikrobiologische Methoden

Sowohl die zell- als auch die mikrobiologischen Arbeiten wurden immer unter sterilen

Bedingungen an einer Sterilwerkbank durchgefluhrt.

3.2.1.1  Kultivierung humaner Keratinozyten

NHEK Zellen (Normale humane epidermale Keratinozyten; Promocell, Heidelberg)
sind aus juvenilen Praputien isolierte primare Keratinozyten. Hierbei handelt es sich
um einen Zellpool, bei welchem die Keratinozyten von drei bis finf Spendern vereint
worden sind. Die Zellen wurden auf Flaschen der Firma Corning in KGM2 (+++) Me-
dium hochgezogen. Fur Versuche mit NHEK Zellen wurden 24-Loch-Flachbodenplat-

ten der Firma Corning verwendet.

Die Inkubation aller Zellen erfolgte im Brutschrank bei 37 °C in einer wassergesattigten
Atmosphare mit 5 % COa2. Alle zwei Tage wurden die Zellen mit frischem KGM2 (++-)
Medium gefuttert. Das Aussehen und das Wachstum der Zellen wurden regelmaliig

unter dem Mikroskop beurteilt.

Bei einer Konfluenz von 80 % bis 90 % wurden die Zellen mit 0,05 %
Trypsin/EDTA (T/E) abgedaut. Dazu wurden die Zellen mit PBS gespuilt und anschlie-
Rend mit 5 ml T/E versetzt. Nach sechs Minuten im Brutschrank wurde das Ablésen
der Zellen durch leichtes Klopfen auf die Flasche verstarkt und unter dem Mikroskop
kontrolliert. Das T/E-Zellgemisch wurde anschlieend in FCS-haltigem DMEM (++-)
Medium aufgenommen, um das Trypsin zu neutralisieren. Die Suspension wurde in
50 ml Tubes uberflhrt und bei 200 g fur funf Minuten zentrifugiert. Zur Subkultivierung
wurden die Zellen anschlieRend in KGM2 (+++ oder ++-) resuspendiert und in neue
Flaschen gegeben oder der Versuchsanordnung entsprechend in Platten fur Stimula-

tionen ausgesat.
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3.2.1.2 Kryokonservierung von Zellen

3.21.2 Kryokonservierung von Zellen

Um die langere Aufbewahrung von Zellen zu ermoglichen, wurde die Technik der Kry-
okonservierung angewendet. Hierbei wurden die Zellen in der vierten Passage nach
der Zentrifugation mit 1000 ul Einfriermedium resuspendiert und in ein Kryokenservie-
rungsrohrchen Gberfuhrt. Das Réhrchen wurde anschlielend in ein Kyrokonservie-

rungsgefall gegeben und tUber Nacht bei -80 °C gelagert.

Der Einfrierungsprozess betragt bei dieser Methode etwa 1 °C bis 3 °C pro Minute. Am
zweiten Tag wurden die Zellen bis zum Gebrauch in den Stickstofftank tUberflhrt und

gelagert.

3.2.1.3 Stimulation von Keratinozyten

Die Zellen wurden zur Stimulation in 24-Loch-Flachbodenplatten ausgesat. Bis zum
Erreichen der gewunschten Konfluenz wurden die Zellen ohne Einsatz von Antibiotika
mit KGM2 (++-) Medium kultiviert. Zur Stimulation wurde immer Minimalmedium

KGM2 (-+-) verwendet und somit auf Zusatze wie zum Beispiel Antibiotika verzichtet.

Die verwendeten Stimuli sind im Abschnitt Material dargelegt worden. Wenn nicht an-
ders angegeben, wurden die Stimuli in den gewlnschten Konzentrationen fur 24 h zu-
gesetzt. Die Stimulation erfolgte immer im Brutschrank bei 37 °C in einer wasserge-
sattigten Atmosphare mit 5 % CO2. Bei Beendigung der Stimulation wurden die Uber-
stande stets abgenommen und fur eventuelle ELISAs bei -20 °C eingefroren. Anschlie-
Rend wurden die Platten mit PBS gewaschen und die Zellen in Crystal RNAmagic zur

RNA-Isolierung aufgenommen.

3.21.4 Transiente Transfektion mit Keratinozyten

Bei einigen Versuchen wurde vor der Stimulation eine Transfektion mit der Methode
der RNA-Interferenz durchgefuhrt. Hierbei wurden kurze RNA-Molekule eingesetzt, um
das mRNA Zielgen herunter zu regulieren. Dadurch soll die Relevanz des betroffenen
Gens fur den Versuch untersucht werden.
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3.2.1.4 Transiente Transfektion mit Keratinozyten

Die Zellen wurden bei einer Konfluenz von 70 % bis 90 % transfiziert. Der Transfekti-
onsansatz bestand aus 98,85 pl Minimalmedium, 1,5 ul HiPerfect und 0,25 pl siRNA.
Der Ansatz wurde nach dem Zusammenpipettieren kurz gevortext und fir 15 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. In der Zwischenzeit wurde die Platte mit PBS gewa-
schen. Nach erfolgter Inkubation des Transfektionsansatzes wurden zu 250 pl
KGM (++-) jeweils 100 yl Ansatz pro Well hinzu getropft. Nach 24-stundiger Inkubation
mit dem Transfektionsansatz erfolgte ein Mediumwechsel mit KGM2 (++-). Nach er-

neuten 24 h wurden die Simulationen durchgefihrt.

3.2.2 Proteinnachweisverfahren

3.2.2.1 Sandwich-ELISA

Zum Nachweis von Proteinen in den Zellkulturiberstanden, welche nach den Stimula-
tionsversuchen gewonnen worden sind, wurde das Verfahren des Sandwich-ELISAs
angewendet, welches 1971 von Engvall und Perlmann zum Nachweis von Proteinen,
Viren, Hormonen und Toxinen entwickelt worden ist (Engvall & Perimann, 1971).
ELISA ist die Abklrzung fur Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay. Diese Methode

ermoglicht die Quantifizierung von Antigenen.

Die zu testenden Proben wurden auf einer Mikrotittierplatte inkubiert. Die Platte ist zu-
vor mit einem Antikdrper gecoated sowie mehrfach gewaschen worden. Unspezifische
Antikdrperbindungen wurden durch Blocken mit Milchpulver oder anderen vergleich-

baren Proteingemischen verhindert.

Das zu testende Protein bindet hierbei bereits den zuvor hinzugegebenen Antikorper.
Im Anschluss wurde ein Detektionsantikorper auf die Platte gegeben, welcher an ein
Enzym gekoppelt ist. Die abschlieRende Zugabe eines Substrats bewirkt das Umset-
zen des Substrats durch das an den Detektionsantikdrper gebundene Enzym. Bei die-
ser Reaktion entsteht ein Signal, welches per Farbreaktion detektiert werden kann. Die

Intensitat der Farbreaktion stellt sich hierbei proportional zur Proteinmenge dar.
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3.2.3 Molekularbiologische Methoden

3.2.3 Molekularbiologische Methoden

3.2.3.1 RNA Isolation

Zur Isolation der RNA wurde das Reagenz Crystal RNAmagic verwendet und nach der
Single step Methode von Chomczynski und Sacchi vorgegangen (Chomczynski und
Sacchi, 2006).

Nach Beendigung der Stimulation wurden die Uberstande fiir eventuelle ELISAs ab-

genommen und bei -20 °C eingefroren.

Nachdem die Platten mit PBS gewaschen worden sind, wurden die Zellen mit dem
Reagenz Crystal RNAmagic versetzt und fur mindestens 5 bis 10 Minuten lysiert. Das
Phenol in dem Reagenz |0st hierbei die RNA aus dem Lysat. Die Ansatze der verschie-
denen Wells wurden in Schraubtubes Uberfuhrt und mit Chloroform zentrifugiert. Die-
ser Vorgang bewirkt eine Phasentrennung, wobei sich die RNA oben als klare FlUssig-
keit darstellt. Die mittlere, klare Phase entspricht den Proteinen und die untere, rote
Phase wird von der DNA gebildet.

Nach erfolgter Phasentrennung wurde zur Fallung der RNA zur klaren RNA Phase
Isopropanol hinzugefligt. Nach dem zweimaligen Waschen mit Ethanol liegt die RNA

als Pellet vor.

Die RNA wurde im Anschluss mit 12 yl Wasser resuspendiert und sowohl die Konzent-

ration als auch die Reinheit mit dem NanoDrop bei 260 nm Absorption gemessen.

3.2.3.2 Erststrang-cDNA-Synthese

Zur Herstellung von cDNA aus der in der Gesamt-RNA enthaltenen mRNA wurde die
Reverse Transkriptase verwendet, welche zur RNA komplementdre DNA (cDNA)
Strange baut. Die Reaktion erfolgte mittels PrimeScript™ RT Reagent Kit nach Anga-

ben des Herstellers.

26



3.2.3.2 Erststrang-cDNA-Synthese

Hierbei werden zu 1 yg RNA hinzugeflg

e Reaktionspuffer: NTP (10 mM und RNase Inhibitor (40 U/ul)
e Oligo (dT) Primer (20 mM)
e PrimeScript RT

¢ RNase freies Wasser
Die Phasen der Erststrang cDNA-Synthese verlaufen wie folgt:

¢ Inkubationsschritt 65 °C, 5 min
e Syntheseschritt 42 °C, 30 min
e Inkubation 85 °C, 5 min

e Runterkuhlen auf 4 °C

Im Anschluss wurde die cDNA mit 40 pl H20 aufgefillt und bei -20 °C gelagert.

3.2.3.3 Quantitative Echtzeit-PCR

Der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green interkaliert bei der quantitativen Echtzeit-Poly-
merasekettenreaktion (RT-PCR bzw. gPCR) in die PCR Produkte. Diese Tatsache er-
moglicht die Detektion und Quantifizierung der Amplifikate in Echtzeit sowie den an-

schliefienden Vergleich der Expressionsraten verschiedener Gene.

Fur die Durchfliihrung einer gPCR wurde ein Reaktionsansatz hergestellt, welcher aus
5,2 ul Premix (SYBR® Premix Taqg ™ II), 3 yl RNase freiem H20 und jeweils 0,4 pl der
genspezifischen Primer (10 yM, forward and reverse) besteht. Je nach Anzahl der zu
messenden Proben wurde in eine 96-Loch-PCR-Platte oder einen 8er PCR Streifen
1 ul (10 ng) der zu testenden cDNA vorgelegt. Lediglich bei der Messung von der Ge-
nexpression von TSLP-l wurden 3 pl der zu testenden cDNA vorgelegt. Zu jeder cDNA
wurden 9 ul des Reaktionsansatzes gegeben. Die Platte bzw. der Streifen wurde luft-
dicht verschlossen, flr 1 min bei 200 g zentrifugiert und fur die Genamplifikation im
,otepOne Plus Real-Time PCR System* Gberflhrt.
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3.2.3.2 Erststrang-cDNA-Synthese

Bei allen Primern erfolgte die Genamplifikation wie folgt:

1. 30 s 95 °C Anfangsdenaturierung

2. 30 s 66 °C Elongation

3. Abfall der Elongationstemperatur um 1 °C pro Zyklus (5 s 95 °C + 30 s Elonga-
tion)

4. 40 Zyklen mit 5 s 95 °C Denaturierung und 30 s 60 °C Elongation

Im Anschluss an diese Zyklen wurde immer eine Schmelzkurve der verschiedenen

Primer erstellt, um unspezifische PCR Produkte ausschlielen zu kénnen.

3.2.3.4 Agarose-Gelelektrophorese

Die Methode der Agarose-Gelelektrophorese ermdéglicht das Auftrennen von RNA- und
DNA-Fragmenten ihrer Lange nach. Die Ribonukleaseaktivitat der RNase 7 hat durch
das Aufspalten der RNA malgeblichen Einfluss auf die Ergebnisse der Gelelektroph-
prese. Es wurde nach der 1987 beschriebenen Methode von Schagger und von Jagow

vorgegangen (Schagger und von Jagow, 1987).

Zur Herstellung des Gels wurde Agarose in 100 ml TRIS Acetat EDTA (TAE) Puffer
(40 mM Essigsaure, 1 mM EDTA pH 8) durch Aufkochen geldst. Nach dem Abkuhlen
der Lésung auf etwa 60 °C wurde 15 pl Ethidiumbromid hinzugefiigt. Es erfolgte das
Gielden der Losung in die daflr vorgesehenen Kammern sowie das Einlegen der
Kamme in die Kammern. Nach dem Erharten des Gels wurden die zuvor vorbereiteten

Proben in die Kammern aufgetragen.

Die zu testenden Proben wurden in den gewlunschten RNA-Konzentrationen mit RNA-
freiem Wasser verdunnt. Zu einigen Proben wurden 2 yg rekombinante RNase 7 und
DNA in verschiedenen Konzentrationen hinzugegeben. Nach einer 15-minutigen Inku-
bationszeit wurde zum Abstoppen der Reaktion 5 pl Formamid hinzugegeben. Zu je-
dem Ansatz wurden 5 pl 6-fach Ladepuffer hinzugefligt und die Proben in die Kam-

mern aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte Gber 60 min konstant bei 100 V.

Nach erfolgter elektrophoretischer Auftrennung wurden die RNA- bzw. DNA-Banden
mit dem interkalierenden Ethidiumbromid bei 266 nm detektiert und mit Hilfe einer Bio-
Doc Fotodokumentationsanlage digital dokumentiert.
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3.2.3.5 RNase Assay mit fluoreszierendem Substrat

3.2.3.5 RNase Assay mit fluoreszierendem Substrat

Um die Einflisse der DNA auf die Ribonukleaseaktivitat der RNase 7 in einem weiteren
Versuch begutachten zu kdnnen, wurde ein RNase Assay mit dem fluoreszierenden
Substrat 6-FAM~dArUdAdA~6-TAMRA durchgeflihrt. Bei diesem Assay wird das Sub-
strat durch die RNase 7 gespalten. Dies flhrt dazu, dass das zuvor gequenchte 5-Flu-
orescein fluoresziert. Diese Fluoreszenz lasst sich messen, wodurch sich die Aktivitat

der RNase 7 bestimmen lasst.

Der Assay wurde zunachst als Positivkontrolle mit RNA und RNase 7 durchgefihrt.
Fir den Assay wurde im Voraus ein MES-Puffer hergestellt. Hierzu wurde MES in fri-
schem H20 gelost. Mit NaOH wurde ein pH-Wert von 6 eingestellt. Anschlieend
wurde 0,58 g NaCl hinzugegeben und der Puffer mit einem 0,2 um Filter in eine neue
Flasche steril filtriert. Bis zur Nutzung wurde der Puffer im Kihlschrank bei 4 °C gela-

gert.

Die unterschiedlichen Ansatze, bestehend aus MES Puffer, RNase 7 und unterschied-
lich hohen DNA-Konzentrationen, wurden in 0,5 ml GefalRen angesetzt, gevortext und
fur 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Kurz vor Ende der Inkubationszeit wurde
eine 1:4 Verdinnung des 10 uM Substrates hergestellt. Von dieser Vorverdinnung
wurde 1 ul auf 75 pyl MES verdinnt (0,033 pM).

Nach erfolgter Inkubation wurden die Ansatze komplett in eine schwarze
MTP 96-Well-Platte von NUNC pipettiert. Unmittelbar vor der Messung wurden je 75 pl

des Ansatzes aus Substrat und H20 in die Wells hinzu pipettiert.

Bei einer Extinktionswellenlange von 485 nm und einer Emissionswellenlange von
515 nm erfolgte eine finfminltige Zeitkinetik mit dem Mikroplattenreader Tecan i-con-

trol.
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3.2.4 Graphische Darstellung und Analyse der Ergebnisse

3.2.4 Graphische Darstellung und Analyse der Ergebnisse

Die Analysen der im Ergebnisteil dieser Arbeit gezeigten Daten erfolgten tUber Micro-
soft Excel® bzw. Uber die Statistiksoftware Graph Pad Prism (GraphPad Prism Soft-
ware, Version 8.4.3, San Diego, USA). Die Standardabweichungen wurden durch

Fehlerbalken gekennzeichnet.

Um Veranderungen einer bestimmten Variablen bei zum Beispiel Konzentrations- oder
Zeitkinetiken statistisch zu untersuchen wurde zunachst eine Analyse auf Normalver-
teilung mittels Shapiro-Wilk-Test durchgeflhrt. Waren die Daten normalverteilt, wur-
den sie mittels einfaktorieller Varianzanalyse (ANOVA) analysiert. Die Signifikanzni-
veaus der multiplen Testungen wurden dabei durch die Holm-Sidak-Korrektur ange-
passt. Waren die Daten nicht normalverteilt, wurden sie nichtparametrisch mittels
Kruskal-Wallis-Analyse untersucht. Dabei wurden die Signifikanzniveaus der multiplen

Testungen mit der Dunn-Korrektur angepasst.

Wurden nur zwei Populationen untersucht, wie zum Beispiel eine Stimulation mit oder
ohne siRNA-transfizierten Zellen, wurde auch hier zunachst eine Analyse auf Normal-
verteilung mittels Shapiro-Wilk-Test durchgefuhrt. Waren die Daten normalverteilt,
wurden sie parametrisch mittels Student's t-Test statistisch analysiert. Waren die Da-
ten nicht normalverteilt, wurde die nichtparametrische Mann-Whitney-Testung zur sta-

tistischen Analyse herangezogen.

Die verwendeten Signifikanzlevel entsprechen bei einem Stern p < 0,05, bei zwei Ster-
nen p < 0,01 sowie bei drei Sternen p < 0,001. Uber den jeweiligen Balken in den
Diagrammen wurde Signifikanz durch entsprechende Anzahl an Sternen dargestellt,
nicht signifikante Ergebnisse wurden ebenfalls entsprechend gekennzeichnet (n.s.).
Wenn nicht anders angegeben bezieht sich das Signifikanzniveau Uber den Balken auf

die entsprechende Kontrolle.
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4. Ergebnisse

4. Ergebnisse

Ziel dieser Doktorarbeit war es, den Einfluss der Ribonukleaseaktivitdt der RNase 7
auf kutane Entzindungsreaktionen der Haut zu untersuchen. Hierzu wurden verschie-
dene Gene gemessen, von denen nur einige in dieser Doktorarbeit dargestellt worden
sind. Auf Grund des Schwerpunkts der Arbeit auf entzliindliche Prozesse der Haut wer-
den neben dem bereits erwahnten TSLP-I hier die Ergebnisse der Messungen von
IL-6, IL-8, IL-17c sowie TNF-a dargestellt.

Alle hier dargestellten Versuchsdaten entstammen wiederholten Stimulationen (min-
destens n=3). Die Versuche wurden mehrfach durchgefiihrt und haben sich als repro-

duzierbar erwiesen.

Im Vorfeld wurde zu jedem Primerpaar eine Standardkurve angefertigt, welche stets
in die Auswertung miteinbezogen worden ist. Als Standard wurde das ribosomale Pro-
tein L38 (RP38) verwendet. Hierbei handelt es sich um ein in Epithelzellen konstant
exprimiertes, nicht reguliertes Housekeeping Gene. In der Uber Microsoft Excel® er-
folgten Auswertung wurde der Quotient aus RP38-Transkriptionslevel und gemesse-

nem Gen und damit die relative mRNA Expression bestimmt.

4.1 Versuche zur Konzentrationskinetik

Zu Beginn der Untersuchungen wurde mit Hilfe von Konzentrationskinetiken bestimmt,
mit welcher Konzentration Poly(l:C) die Keratinozyten im Verlauf stimuliert werden sol-
len. Die Stimulationen wurden nach 16 h beendet. Es wurden die Expressionen ver-
schiedener Gene zu Rate gezogen und jeweils darauf geachtet, bei welcher Konzent-

ration noch eine signifikante Induktion der Genexpression erreicht wird.

411 TSLP-lund TSLP-s

Es konnte festgestellt werden, dass Poly(l:C) in den Konzentrationen 500 ng/ml sowie
100 ng/ml die TSLP-I-Genexpression signifikant induziert (Abb. 7A).

31



4.1.1 TSLP-lund TSLP-s

Bei Konzentrationen unter 100 ng/ml konnte keine signifikante Genexpression mehr
erreicht werden. Bei der Messung der TSLP-s-Genexpression konnte keine Induktion
durch Stimulationen mit Poly(I:C) gezeigt werden (Abb. 7B). Auch die Messung der
Proteinkonzentration von TSLP ergaben eine signifikante Induktion bei Stimulation mit
500 ng/ml Poly(l:C) (Abb. 7C).
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Abbildung 7: Stimulationen mit Poly(:C) bewirken konzentrationsabhangig Induktionen der TSLP-l Genex-
pression (A), jedoch nicht der TSLP-s-Genexpression (B). Die Induktion von TSLP ist auch auf Protein-
ebene nachweisbar (C).

Postkonfluente NHEK wurden Gber 16 h mit 500 ng/ml, 100 ng/ml, 50 ng/ml und 10 ng/ml Poly(l:C) stimuliert. Es
erfolgte der Vergleich mit einer unstimulierten Kontrolle. Anschlieend wurde mittels quantitativer ,RealTime“ PCR
die relative TSLP-I- (A) und TSLP-s- (B) Genexpression bestimmt sowie die TSLP-I-Konzentration mittels ELISA.
Dargestellt sind die Mittelwerte aus je drei Einzelwerten mit Standardabweichung + SEM. Die angegebenen p-Werte
beziehen sich auf den statistischen Vergleich der Proben mit der Kontrolle (n.s. = nicht signifikant; **p < 0,01, ***p
< 0,001; einfaktorielle ANOVA-Analyse mit Holm-Sidak-Korrektur).
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41.2 TNF-qa, IL-6, IL-8, IL-17¢c

41.2 TNF-o, IL-6, IL-8, IL-17c

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass die Stimulation mit Poly(l:C) in den Kon-
zentrationen 500 ng/ml sowie 100 ng/ml die Genexpressionen von TNF-a (Abb. 8A),
IL-6 (Abb. 8B), IL-8 (Abb. 8C) sowie IL-17c (Abb. 8D, hier nur bei 500 ng/ml) signifikant
induzieren. Bei Konzentrationen unter 100 ng/ml konnte keine signifikante Induktion

der Genexpression mehr erreicht werden (Abb. 8A-D).
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Abbildung 8: Hohere Poly(l:C) Konzentrationen bewirken eine hohe Induktion der Genexpressionen von
TNF-a (A), IL 6 (B), IL-8 (C) und IL-17¢c (D)

Postkonfluente NHEK wurden dber 16h mit 500 ng/ml, 100 ng/ml, 50 ng/ml und 10 ng/ml Poly(l:C) stimuliert. Es
erfolgte der Vergleich mit einer unstimulierten Kontrolle. AnschlieBend wurde mittels quantitativer ,RealTime“ PCR
die Genexpression von TNF-a (A), IL-6 (B), IL-8 (C) und IL-17¢ (D) bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus
je drei Einzelwerten mit Standardabweichung + SEM. Die angegebenen p-Werte beziehen sich auf den statistischen
Vergleich der Proben mit der Kontrolle (n.s. = nicht signifikant; *p < 0,05; ***p < 0,001; einfaktorielle ANOVA-Analyse
mit Holm-Sidak-Korrektur).
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4.2 Versuche zur Zeitkinetik mit und ohne IL-4 und IL-13

4.2 Versuche zur Zeitkinetik mit und ohne IL-4 und IL-13

Im Anschluss an die zu Beginn der Untersuchung durchgefuhrten Konzentrationski-
netiken bezuglich Poly(I:C) wurden im nachsten Schritt Zeitkinetiken durchgefuhrt, um
eine effiziente Dauer der Stimulation bestimmen zu kdnnen (Abb. 9). Es erfolgte zu-
satzlich zur alleinigen Stimulation mit Poly(l:C) die Stimulation mit jeweils 50 ng/ml der
Zytokine IL-4 und IL-13, sowohl mit als auch ohne Poly(l:C). Die Stimulationen wurden
nach 4 h (Abb. 9A), 8 h (Abb. 9B), 16 h (Abb. 9C) und 24 h (Abb. 9D) beendet. Im
Anschluss wurde der gleiche Versuch erneut durchgeflhrt und nach 24 h sowie nach
48 h beendet (Abb. 11). Zuvor hatten sich Konzentrationen von 500 ng/ml sowie
100 ng/ml Poly(l:C) als ausreichend erwiesen, um eine gute Induktion der Genexpres-
sion verschiedener Gene zu erzielen. Durch die Stimulation mit 500 ng/ml Poly(l:C)
konnte jedoch eine starkere Induktion erzielt werden. 500 ng/ml entsprachen hier sehr
hohen Poly(l:C) -Konzentrationen, bei welchen die Mdglichkeit bestlinde, dass die Ri-
bonukleaseaktivitat der intrinsischen RNase 7 Aktivitat nicht ausreicht, um die hohen
Mengen an Poly(l:C) adaquat zu degradieren. Aus diesem Grund wurde ab dem jetzi-

gen Zeitpunkt eine Poly(l:C) Konzentration von 200 ng/ml verwendet.

Auch bei den Versuchen zur Zeitkinetik wurde auf die Induzierbarkeit der Genexpres-
sion von verschiedenen Genen geachtet. Die Messungen zu der kurzen Form von
TSLP-s zeigten im gesamten weiteren Verlauf keine Induzierbarkeit, weshalb sie nicht

weiter aufgeflhrt worden sind.

421 TSLP-l

Es wurden Stimulationen mit 200 ng/ml Poly(l:C) und den Zytokinen IL-4 und IL-13
durchgefuhrt (Abb. 9). Diese Stimulationen wurden nach 4 h (Abb. 9A), 8 h (Abb. 9B),
16 h (Abb. 9C) und 24 h (Abb. 9D) beendet. Hierbei zeigten sich nach 4 h, 8 h und
24 h jeweils starkere Induktionen der Genexpression von TSLP-| bei einer kombinier-
ten Stimulation mit Poly(I:C) und den Zytokinen.
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421 TSLP-

Nach 16 h zeigte sich eine starkere Induktion bei alleiniger Stimulation mit Poly(l:C)
(Abb. 9C). Die alleinige Stimulation mit den Zytokinen zeigte keinen signifikanten An-

stieg der Genexpression von TSLP-I.
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Abbildung 9: Stimulationen mit Poly(l:C) mit bzw. ohne IL-4 und IL-13 bewirken nach 4 h (A), 8 h (B), 16 h
(C) sowie 24 h (D) unterschiedlich hohe Induktionen der Genexpression von TSLP-|

Postkonfluente NHEK wurden tber 4 h (A), 8 h (B), 16 h (C) und 24 h (D) mit 200 ng/ml Poly(I:C) mit und ohne
jeweils 50 ng/ml IL-4 und IL-13 stimuliert. Es erfolgte der Vergleich mit einer unstimulierten Kontrolle. AnschlieRend
wurde mittels quantitativer ,RealTime® PCR die relative TSLP-I Genexpression sowie die TSLP-Konzentration mit-
tels ELISA bestimmt (siehe hierzu Abbildung 10, (A) (4 h), (B) (8 h), (C) (16 h) und (D) (24 h)). Dargestellt sind die
Mittelwerte aus je drei Einzelwerten mit Standardabweichung + SEM. Die angegebenen p-Werte beziehen sich auf
den statistischen Vergleich der Proben mit der Kontrolle (n.s. = nicht signifikant; *p < 0,05, **p < 0,01; ***p < 0,001;
A-C: einfaktorielle ANOVA-Analyse mit Holm-Sidak-Korrektur, D: Kruskal-Wallis-Analyse mit Dunn-Korrektur).
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421 TSLP-

Zusatzlich zu den Messungen der Induktionen der Genexpressionen bei Stimulation
mit Poly(l:C) mit und ohne IL-4 und IL-13 nach 4h, 8h, 16h und 24h wurden die Induk-
tionen der TSLP-Konzentrationen nach 4h (Abb. 10A), 8h (Abb. 10B), 16h (Abb. 10C)
und 24h (Abb. 10D) gemessen. Bei einer Stimulationsdauer von 4h, 8h und 16h konnte
weder bei der alleinigen Stimulation mit Poly(l:C) noch bei der kombinierten Stimula-
tion mit Poly(l:C) und IL-4 und IL-13 eine signifikante Induktion der TSLP-Konzentra-
tion erzielt werden (Abb. 10 A-C). Lediglich bei einer Stimulationsdauer von 24h zeigte
sich bei alleiniger Stimulation mit Poly(I:C) und in Kombination mit IL-4 und IL-13 eine
signifikante Induktion von TSLP (Abb. 10D).
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Abbildung 10: Stimulationen mit Poly(l:C) mit bzw. ohne IL-4 und IL-13 bewirken nach 4 h (A), 8 h (B), 16 h
(C) sowie 24 h (D) unterschiedlich hohe Induktionen der TSLP-Konzentration.

Postkonfluente NHEK wurden tber 4 h (A), 8 h (B), 16 h (C) und 24 h (D) mit 200 ng/ml Poly(I:C) mit und ohne
jeweils 50 ng/ml IL-4 und IL-13 stimuliert. Es erfolgte der Vergleich mit einer unstimulierten Kontrolle. AnschlieRend

wurde mittels ELISA die TSLP-Konzentration bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus je drei Einzelwerten mit

Standardabweichung + SEM. Die angegebenen p-Werte beziehen sich auf den statistischen Vergleich der Proben

mit der Kontrolle (n.s. = nicht signifikant, **p < 0,001; einfaktorielle ANOVA-Analyse mit Holm-Sidak-Korrektur).

37



421 TSLP-

In einem weiteren Versuch wurden NHEK erneut mit 200 ng/ml Poly(l:C) mit und ohne
jeweils 50 ng/ml IL-4 und IL-13 stimuliert. Die Stimulationen wurden nach 24 h und
48 h beendet (Abb. 11). Bei der Beendigung der Stimulation nach 24 h zeigte sich
sowohl bei dem Einsatz von Poly(l:C) mit als auch ohne die Zytokine erneut eine sig-
nifikante Induktion der Genexpression von TSLP-l, auch wenn diese weniger stark
ausfiel als bei der vorherigen Zeitkinetik (Abb. 11A). Bei einer Beendigung der Stimu-
lation nach 48 h lief3 sich durch die Stimulation mit und ohne Zytokine sowie Poly(l:C)
keine signifikante Induktion zeigen. Hier fuhrte die Stimulation mit Poly(l:C) und in
Kombination mit Zytokinen zu einer signifikanten Herunterregulation der TSLP-I Gen-
expression (Abb. 11B).
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Abbildung 11: Stimulationen mit Poly(l:C) mit bzw. ohne IL-4 und IL-13 bewirken nach 24 h (A) und 48 h (B)
unterschiedlich hohe Induktionen der Genexpression von TSLP-I

Postkonfluente NHEK wurden Gber 24 h (A) und 48 h (B) mit 200 ng/ml Poly(I:C) mit und ohne jeweils 50 ng/ml
IL-4 und IL-13 stimuliert. Es erfolgte der Vergleich mit einer unstimulierten Kontrolle. Anschlielend wurde mittels
quantitativer ,RealTime“ PCR die relative TSLP-I-Genexpression bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus je
drei Einzelwerten mit Standardabweichung + SEM. Die angegebenen p-Werte beziehen sich auf den statistischen
Vergleich der Proben mit der Kontrolle (n.s. = nicht signifikant; *p < 0,05, **p < 0,01; ***p < 0,001; einfaktorielle
ANOVA-Analyse mit Holm-Sidak-Korrektur).
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42.2 TNF-a

Es wurden Stimulationen von NHEK mit 200 ng/ml Poly(1:C) und jeweils 50 ng/ml der
Zytokine IL-4 und IL-13 durchgefuhrt. Diese Stimulationen wurden nach 4 h, 8 h, 16 h
und 24 h beendet (Abb. 12).

Hierbei zeigte sich nach 4 h (Abb. 12A), 8 h (Abb. 12B) und 24 h (Abb. 12D) jeweils
eine Induktion der Genexpression von TNF-a nach Stimulation mit Poly(I:C), die in
Anwesenheit von IL-4 und IL-13 nicht verstarkt wurde. Nach 16 h zeigte sich keine
signifikante Induktion (Abb. 12C).
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Abbildung 12: Stimulationen mit Poly(l:C) mit bzw. ohne IL-4 und IL-13 bewirken nach 4 h (A), 8 h (B), 16 h
(C) sowie 24 h (D) unterschiedlich hohe Induktionen der Genexpression von TNF-a

Postkonfluente NHEK wurden tber 4 h (A), 8 h (B), 16 h (C) und 24 h (D) mit 200 ng/ml Poly(I:C) mit und ohne
jeweils 50 ng/ml IL-4 und IL-13 stimuliert. Es erfolgte der Vergleich mit einer unstimulierten Kontrolle. AnschliefRend
wurde mittels quantitativer ,RealTime® PCR die relative TNF-a-Genexpression bestimmt. Dargestellt sind die Mit-
telwerte aus je drei Einzelwerten mit Standardabweichung + SEM. Die angegebenen p-Werte beziehen sich auf
den statistischen Vergleich der Proben mit der Kontrolle (n.s. = nicht signifikant, **p < 0,01; ***p < 0,001; einfakto-
rielle ANOVA-Analyse mit Holm-Sidak-Korrektur)
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Bei dem weiteren Versuch zur Zeitkinetik mit Beendigung nach 24 h und 48 h zeigte
sich ahnlich zu den Messungen der Genexpression von TSLP-I nach 24 h sowohl bei
Stimulation mit Poly(1:C) in Kombination mit den Zytokinen als auch bei Stimulation mit
Poly(I:C) ohne Zytokine eine signifikante Induktion der Genexpression von TNF-a
(Abb. 13A). Nach 48 h zeigte sich bei der alleinigen Stimulation mit den Zytokinen eine
signifikante Induktion. Im Gegensatz dazu ergab sich bei der kombinierten Stimulation
von Poly(l:C) mit den Zytokinen keine signifikante Induktion der TNF-a-Genexpression
mehr (Abb. 13B).
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Abbildung 13: Stimulationen mit Poly(l:C) mit bzw. ohne IL-4 und IL-13 bewirken nach 24 h (A) und 48 h (B)
unterschiedlich hohe Induktionen der Genexpression von TNF-a

Postkonfluente NHEK wurden tGber 24 h (A), 48 h (B) mit 200 ng/ml mit und ohne jeweils 50 ng/ml IL-4 und IL-13
stimuliert. Es erfolgte der Vergleich mit einer unstimulierten Kontrolle. AnschlieRend wurde mittels quantitativer
.-RealTime" PCR die relative TNF-a-Genexpression bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus je drei Einzel-
werten mit Standardabweichung + SEM. Die angegebenen p-Werte beziehen sich auf den statistischen Vergleich
der Proben mit der Kontrolle (n.s. = nicht signifikant; **p < 0,05, ***p < 0,001; einfaktorielle ANOVA-Analyse mit
Holm-Sidak-Korrektur)
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4.3 Stimulationen mit rekombinanter RNase 7

Nach den Bestimmungen der Konzentrationen von Poly(l:C) sowie der Zeitspanne, in
welcher die folgenden Stimulationen durchgefuhrt werden sollten, erfolgte die Stimu-
lation mit rekombinanter RNase 7. Wie in der Fragestellung beschrieben, war das pri-
mare Ziel dieser Arbeit, den Einfluss der RNase 7 auf kutane Entziindungsprozesse
zu untersuchen. Es war die Hypothese aufgestellt worden, dass freiwerdende RNA die
Entzindungsantwort induziert. Diese Hypothese wurde mit der alleinigen Stimulation
von NHEK mit Poly(l:C) untersucht. Weiter ist angenommen worden, dass die RNase 7
durch ihre Aktivitat als Ribonuklease freie RNA degradiert (Abb. 3). Flihrt man diese
Vermutungen zusammen, so musste die kombinierte Stimulation mit Poly(l:C) und re-

kombinanter RNase 7 in einer verminderten Entzindungsantwort resultieren.

Um dies zu untersuchen, wurden Stimulationen mit Poly(I:C) und unterschiedlichen
Konzentrationen rekombinanter RNase 7 durchgefihrt (Abb. 14). Es wurde deutlich,
dass bereits geringe Konzentrationen rekombinanter RNase 7 grof3en Einfluss auf die
Induktion der Genexpression proinflammatorischer Zytokine besitzt. Poly(l:C) wurde
fir eine Stunde mit unterschiedlich hohen Konzentrationen rekombinanter RNase 7
vorinkubiert. Im Anschluss an die einstiindige Vorkinkubation erfolgte die vierundzwan-
zigstundige Stimulation der NHEK. Bereits eine Konzentration von 50 ng/ml rekombi-
nante RNase 7 fuhrte zu einem signifikanten Abfall der Induktion der Expression von
TSLP-l (Abb. 14A), TNF-a (Abb. 14B), IL-6 (Abb. 14C), IL-8 (Abb. 14D) und
IL-17¢c (Abb. 14E).
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4.3  Stimulationen mit rekombinanter RNase 7
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Abbildung 14: Die einstiindige Vorinkubation von Poly(l:C) mit rekombinanter RNase 7 hat konzentrations-
abhangig Einfluss auf die Induktion der Genexpression von TSLP-I (A), TNF-a (B), IL-6 (C), IL-8 (D) und IL-

17¢ (E).

Postkonfluente NHEK wurden mit 200 ng/ml Poly(l:C) stimuliert. Das Poly(l:C) wurde zuvor mit unterschiedlichen
Konzentrationen rekombinanter RNase 7 flir eine Stunde im Brutschrank bei 37 °C vorinkubiert. Im Anschluss er-
folgte die vierundzwanzigstiindige Stimulation der NHEK. Bei alleiniger Stimulation mit Poly(I:C) zeigten sich deut-
liche Induktionen der Genexpressionen von TSLP-I (A), TNF-a (B), IL-6 (C), IL-8 (D) und IL-17c (E). Die alleinige
Stimulation mit rekombinanter RNase 7 zeigte keine Induktion von Genexpressionen. Bei Stimulation mit zuvor mit
rekombinanter RNase 7 inkubiertem Poly(l:C) zeigte sich bereits bei einer Konzentration von 50 ng/ml rekombinan-
ter RNase 7 signifikante Abfalle der Genexpressionen, bei einer Konzentration von 250 ng/ml gab es bei keinem
der gemessenen Gene eine signifikante Induktion der Expression mehr. Es erfolgte der Vergleich mit einer unsti-
mulierten Kontrolle. AnschlieRend wurde mittels quantitativer ,RealTime“ PCR die relative TSLP-I Genexpression
bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus je drei Einzelwerten mit Standardabweichung + SEM. Die angege-
benen p-Werte beziehen sich auf den statistischen Vergleich der Proben mit der Kontrolle. (n.s. = nicht signifikant;
*p < 0,05, ***p < 0,001; A, E: Kruskal-Wallis-Analyse mit Dunn-Korrektur; B-D: einfaktorielle ANOVA-Analyse mit
Holm-Sidak-Korrektur).
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4.4 siRNA Versuche

Zur Untersuchung des endogenen Einflusses von RNase 7 sowie des Ribonukleas-
einhibitors auf kutane Entzliindungsprozesse wurden NHEK mit spezifischer RNase 7

sowie spezifischer RI-siRNA behandelt.

441 R7-siRNA

Die Transfektion der NHEK mit RNase 7 spezifischer siRNA resultierte in einem
,KnockDown® von 75 % (Abb. 15A). Der Einfluss der RNase 7 auf Entziindungspro-
zesse der Haut wurde im Anschluss durch die Stimulation mit Poly(l:C) sowie Messun-
gen verschiedener proinflammatorischer Zytokine untersucht. Es konnte gezeigt wer-
den, dass die zuvor mit RNase 7-siRNA transfizierten NHEK im Vergleich zu NHEK,
welche mit Kontroll-siRNA transfiziert worden waren, signifikant starkere Induktionen
der Genexpressionen von TSLP-l (Abb. 15B), TNF-a (Abb. 15C), IL-6 (Abb. 15D),
IL-8 (Abb. 15E) und IL-17c (Abb. 15DF) aufweisen.
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Abbildung 15: Die Poly(l:C) induzierten Genexpressionen von TSLP-I (B), TNF-a (C), IL 6 (D), IL-8 (E) und
IL-17¢c (F) werden durch RNase 7-siRNA positiv beeinflusst.

Postkonfluente NHEK wurden mit RNase 7 spezifischer siRNA transfiziert und im Anschluss fiir 24 h mit 200 ng/ml
Poly(l:C) stimuliert. Es wurde ein ,KnockDown® (KD) von 75% (A) erzielt. Es erfolgte der Vergleich mit NHEK,
welche mit Kontroll-siRNA transfiziert worden waren. Anschlie3end wurde mittels quantitativer ,RealTime* PCR die

relative Genexpression verschiedener Entzindungsmarker (B-F) bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus je

drei Einzelwerten mit Standardabweichung + SEM. Die angegebenen p-Werte beziehen sich auf den statistischen
Vergleich der Proben mit der Kontrolle (*p < 0,05, **p < 0,01; ***p < 0,001 Student's t-Test).
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44.2 RI-siRNA

Die Transfektion der NHEK mit RI spezifischer siRNA resultierte in einem ,Knock-
Down® von 88 % (Abb. 16A). Simultan zu den Versuchen mit RNase 7 spezifischer
siRNA wurden auch hier Messungen verschiedener proinflammatorischer Zytokine
vorgenommen. Es konnte dargestellt werden, dass die Induktion der Genexpressionen
von TSLP-I (Abb. 16B), TNF-a (Abb. 16C), IL-6 (Abb. 16D), IL-8 (Abb. 16E) und
IL-17c (Abb. 16F) bei Stimulation mit Poly(l:C) bei zuvor mit RI-siRNA transfizierten
NHEK deutlich schwacher ausfallt als bei NHEK, welche mit Kontroll-siRNA transfiziert

worden waren.
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Abbildung 16: Die Poly(l:C) induzierten Genexpressionen von TSLP | (B), TNF-a (C), IL-6 (D), IL-8 (E) und

IL-17c (F) werden durch RI siRNA negativ beeinflusst.

Postkonfluente NHEK wurden mit RI spezifischer siRNA transfiziert und im Anschluss fir 24 h mit 200 ng/ml
Poly(l:C) stimuliert. Es wurde ein ,KnockDown“ (KD) von 88% (A) erzielt. AnschlieRend wurden mittels quantitativer
,RealTime“ PCR die relativen Genexpressionen verschiedener Entziindungsmarker (B-F) bestimmt. Dargestellt
sind die Mittelwerte aus je drei Einzelwerten mit Standardabweichung + SEM. Die angegebenen p-Werte beziehen
sich auf den statistischen Vergleich der Proben mit der Kontrolle (*p < 0,05; ***p < 0,001; A-C, F: Student's {-Test;
D, E: Mann-Whitney-Test).

48




4.5 RNase 7 Assays

4.5 RNase 7 Assays

In einem letzten Schritt sollte der dritten Hypothese (Abb. 6) nachgegangen und damit

der Einfluss freier DNA auf die Ribonukleaseaktivitat der RNase 7 evaluiert werden.

Es wurde ein RNase 7 Assay mit dem fluoreszierenden Substrat 6-FAM~dArU-
dAdA~6-TAMRA durchgefuhrt (Abb. 17). In der Positivkontrolle mit ausschliel3lich
RNase 7 wurde deutlich, dass das Substrat durch RNase 7 gespalten wird und dadurch
fluoresziert. Ab einer Konzentration von 1 ug DNA ist keine Fluoreszenz mehr sichtbar,

hier scheint die RNase 7 nicht mehr das Substrat spalten zu kénnen.
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Abbildung 17: Freie DNA hat negativen Einfluss auf die Aktivitiat der Ribonuklease 7

Es wurde ein RNase 7 Assay mit dem fluoreszierenden Substrat 6-FAM~dArUdAdA~6-TAMRA durchgefihrt. Ein-
gesetzt wurden eine Negativkontrolle, bestehend aus MES-Puffer, eine Positivkontrolle, bestehend aus MES-Puffer
und 300 ng/ul RNase 7 sowie Proben bestehend aus dem Puffer, 300 ng/l RNase 7 und DNA (hier wurden 0,5 pl,
1 yl und 5 pl verwendet). Die Ansatze wurden gevortext und fur 15 min bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend wurden
die Ansatze komplett in eine 96-well Platte pipettiert, das Substrat hinzugegeben und die Messung mit dem Mikro-
plattenreader Tecan i-control bei einer Extinktionswellenldnge von 485 nm und einer Emissionswellenlange von

515 nm gestartet.
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4.5 RNase 7 Assays

Die in diesem Assay gewonnen Erkenntnisse sollten mit Hilfe eines weiteren Assays
belegt werden. Hierzu wurde eine Agarose-Gelelektrophorese mit RNase 7 und freier
DNA durchgefuhrt (Abb. 18). Auch hier konnte gezeigt werden, dass die vorherige In-
kubation mit freier DNA Einfluss auf die Ribonukleaseaktivitdt von RNase 7 hat. In
Bande 2 sind die Banden der RNA sichtbar, welche in Bande 7, bei vorheriger Inkuba-
tion mit RNase 7, nicht mehr sichtbar sind. Hier wurde die RNA durch RNase 7 degra-
diert. In den Banden 3 und 4 wurde jeweils 2 uyg RNA und 1 pg DNA eingesetzt. Ob-
wohl in Bande 4 zusatzlich 200 ng RNase 7 verwendet worden ist, fand hier keine
Degradierung der RNA statt. Dies ist daran zu erkennen, dass die RNA Bande weiter-
hin sichtbar ist. Zusatzlich sind in den Banden 3 und 4 die DNA-spezifischen Banden
sichtbar. Bei dem Einsatz von 0,5 pyg und 0,25 ug DNA (Banden 5 und 6) sind die DNA-
spezifischen Banden zwar nicht mehr sichtbar, die Ribonukleaseaktivitat scheint je-

doch auch hier blockiert worden zu sein, da die RNA-Banden weiterhin zu sehen sind.
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4.5 RNase 7 Assays

: Marker

12 Hg RNA
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Abbildung 18: Freie DNA hat negativen Einfluss auf die Aktivitidt der Ribonuklease 7, Bild I

Die zu testenden Proben wurden in den gewiinschten RNA-Konzentrationen mit RNA-freiem Wasser verdiinnt.
Nach einer flinfzehnminttigen Inkubationszeit wurde zum Abstoppen der Reaktion 5 pl Formamid hinzugegeben.
Zu jedem Ansatz wurden 5 pl 6fach Ladepuffer hinzugefligt und die Proben in die Kammern aufgetragen. Die Elekt-
rophorese erfolgte tUber 60 min konstant bei 100 V. Nach erfolgter elektrophoretischer Auftrennung wurden die
RNA- bzw. DNA-Banden mit dem interkalierenden Ethidiumbromid bei 266 nm detektiert und mit Hilfe einer BioDoc
Fotodokumentationsanlage digital dokumentiert.
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5. Diskussion

Es war das Ziel dieser Arbeit, den Einfluss der RNase 7 auf kutane Entziindungsreak-
tionen zu untersuchen. Hierbei wurde zum einen die Interaktion zwischen der RNase 7
und freier RNA und zum anderen die Wechselwirkungen zwischen der RNase 7 und
dem RI sowie freier DNA untersucht. Die Untersuchungsergebnisse zeigen, dass die
RNase 7 in der Lage ist RNA zu degradieren und dadurch einen negativen Einfluss
auf die Hohe der Entzindungsantwort von Keratinozyten hat. Daraus ergibt sich die
Hypothese, dass die Blockade von RNase 7 einen positiven Einfluss auf die Hohe der
Entzindungsantwort haben muss. Durch die Auswertung weiterer Ergebnisse konnte
die These, dass sowohl der Rl als auch freie DNA durch Bindung der RNase 7 Einfluss
auf die Entzindungsantwort haben, bestatigt werden. RNase 7 nimmt somit grof3en
Einfluss auf die Hohe der Entzindungsantwort der Haut und kann selbst, durch ver-

schiedene Faktoren, sowohl positiv als auch negativ beeinflusst werden.

5.1 Freie RNA steigert die Hohe von kutanen Entziindungsantworten

In dem ersten Teil dieser Arbeit ging es darum, zu zeigen, dass freie RNA zu erhdhten
kutanen Entziindungsreaktionen fuhrt. Hierzu wurden Konzentrations- und Zeitkineti-
ken durchgeflihrt, in welchen NHEK mit Poly(l:C) stimuliert worden sind. Im ersten
Schritt, der Durchfiihrung von Konzentrationskinetiken, konnte gezeigt werden, dass
die Stimulation mit Poly(l:C) konzentrationsabhangig zur Induktion der Genexpressio-
nen von TSLP-I, TNF-q, IL-6, IL-8 und IL-17c fuhrt (Abb. 8). Die vorliegenden Ergeb-
nisse zeigen eindeutige, konzentrationsabhangige Induktionen der untersuchten
Gene. Lediglich die Genexpression von TSLP-s blieb auch bei der Stimulation mit ho-
hen Konzentrationen Poly(1:C) unverandert (Abb. 7). Auf Proteinebene konnte bei Sti-
mulationen mit 200 ng/ml Poly(l:C) ebenfalls eine signifikante Induktion von TSLP auf-
gezeigt werden (Abb. 10D). Durch diese Versuche konnte die bereits von Kinoshita et
al. und Le et al. beschriebene, mehr als zehnfache Induktion von TSLP sowie anderen
Zytokinen und Chemokinen bei Stimulation mit Poly(l:C) reproduziert werden (Kinos-
hita et al., 2009; Le et al., 2010).
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5.1 Freie RNA steigert die Héhe von kutanen Entziindungsantworten

Anhand der Ergebnisse lassen sich des Weiteren die erstmals 2008 von Harada et al.
beschriebenen Unterschiede zwischen der kurzen und der langen Form von TSLP be-
legen (Harada et al., 2009). Simultan zu seinen Versuchen ergaben sich auch bei den
hier vorliegenden Stimulationen mit Poly(l:C) erhdhte Genexpressionen von TSLP-I,

allerdings nicht von TSLP-s.

Wie von Varricchi et al. bereits beschrieben, fuhren inflammatorische Prozesse zur
Hochregulation der TSLP-lI-Genexpression, allerdings nicht zu einer veranderten
TSLP-s-Genexpression (Varricchi et al., 2018). Diese Tatsache ist darauf zurlick zu
flhren, dass TSLP-s konstitutionell exprimiert wird und homaoostatische sowie antibak-
terielle Eigenschaften aufweist (Xie et al., 2012). Im Gegensatz dazu ist TSLP-| bei
vielen entzindlichen Erkrankungen beteiligt (Varricchi et al., 2018). Dieser Gesichts-
punkt muss bei der Beurteilung der Ergebnisse der durchgefihrten ELISAs dringend
bericksichtigt werden (Abb. 10).

Bei Messungen der Genexpression von TSLP kann im Gegensatz zu Messungen von
TSLP auf Proteinebene zwischen der langen und der kurzen Form unterschieden wer-
den (Varricchi et al., 2018). Aus dieser Tatsache ergaben sich Uberlegungen bezliglich
der Validitat der Ergebnisse der durchgeflhrten ELISAs, da dieser nicht in der Lage
ist, zwischen der langen und der kurzen Form von TSLP zu unterscheiden. Die Ergeb-
nisse lassen vermuten, dass die Induktion von TSLP-I bei dem Versuch zur Konzent-
rationskinetik so hoch war, dass sich dies auch in Messungen auf Proteinebene dar-

stellen liel3.

Demgegenulber stehen die Messungen zur Zeitkinetik bei Stimulationen mit Poly(l:C)
(Abb. 9 und 10). Wahrend sich bereits nach einer achtstindigen Stimulation mit
Poly(l:C) eine signifikante, etwa 15-fache Induktion der TSLP-I-Genexpression ausma-
chen liel3, konnte auf Proteinebene erst bei einer Stimulationsdauer von 24 h eine sig-
nifikante Induktion nachgewiesen werden. Die Hohe der Induktion von TSLP-l bzw.
TSLP-s hingegen fielen auf Gen- und Proteinebene ahnlich hoch aus. Dieser Sachver-
halt weist darauf hin, dass die Induktion von TSLP-I auf Proteinebene nur dann mess-
bar ist, wenn diese sehr hoch ausfallt. Man konnte daher darauf schlief3en, dass die
Induktion von TSLP-I bei Stimulationen mit niedrigeren Poly(l:C)-Konzentrationen nicht
hoch genug ausfallt.
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Da bei den ELISAs nicht zwischen der kurzen und der langen Form unterschieden
werden kann und nur die lange Form von TSLP induziert wird, war dieser Anteil mog-
licherweise zu gering, um eine signifikante Induktion auf Proteinebene darstellen zu
konnen. Da in dieser Arbeit der potentielle Zusammenhang zwischen der RNase 7 und
der entzundlichen Hauterkrankung AD untersucht wurde, lag bei der Darstellung der
Ergebnisse der Fokus neben TSLP-| auf den proinflammatorischen Zytokinen TNF-a.,
IL-6, IL-8 und IL-17c.

Proinflammatorische Zytokine sind die ersten Faktoren, die als Antwort auf exo- und
endogene Hautschadigungen produziert werden. Sie regulieren die Funktion von Im-
munzellen bei Epithelialisierungen und nehmen an Entzindungsprozessen teil, in dem
sie nachfolgende Signalkaskaden aktivieren (ldriss und Naismith, 2000; Xiao et al.,
2020).

Durch die zuvor beschriebenen Ergebnisse lasst sich der Schluss ziehen, dass freie
RNA eine wichtige Rolle bei kutanen Entzindungsprozessen spielt. Darlegen lasst
sich dies sehr anschaulich durch die konzentrationsabhangige Induzierbarkeit der ge-
messenen Zytokine (Abb. 8). Diese Erkenntnis deckt sich mit den bereits vorhandenen
Forschungsergebnissen (Kawasaki et al., 2011; Kinoshita et al., 2009; Le et al., 2010;
Shin et al., 2017).

5.2 Zeitlicher Ablauf von kutanen Entziindungsantworten

Die Versuche zur Zeitkinetik machen deutlich, dass die Dauer der Stimulation mit
Poly(l:C) ein Faktor ist, welcher die Héhe der Entziindungsantwort maf3geblich beein-
flusst. Es ist auffallend, dass die Hohe der Induktion von TSLP-I zu unterschiedlichen

Zeitpunkten unterschiedlich hoch ausfallt.

Auch andere Forschungsgruppen haben bereits bei Messungen verschiedener proin-
flammatorischer Zytokine im Zusammenhang mit Entzindungsreaktionen sowie Heil-
prozessen der Haut eine zweigipflige Dynamik festgestellt. So untersuchte die Arbeits-
gruppe um Grellner Hautproben, welche wahrend Operationen angefallen waren. Sie
fihrten mittels Immunhistochemie Messungen der Zytokine IL-6, IL-1 sowie TNF-a

durch und verglichen die Werte der zuvor inzidierten Haut mit intakter Kontrollhaut.
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Sie konnten zeigen, dass sich die Konzentration der Zytokine bei Messungen der inzi-
dierten Haut zweigipflig darstellt. So erreichte beispielsweise die Konzentration von
IL-6 nach einer Stunde ihren ersten Hohepunkt, fiel nach einigen Stunden ab und stieg
nach einigen Tagen wieder an (Grellner, 2002). Die Untersuchungsergebnisse der
Arbeitsgruppe um Sato und Oshimana zeigen ein ahnliches Bild: Sie fUhrten nach der
Inzision von Mausehaut mittels Echtzeit-PCR Messungen der Zytokine IL-1a, IL-18,
IL-6 und TNF-o durch. Die Hohepunkte der Zytokine stellten sich jeweils zu unter-
schiedlichen Zeitpunkten dar. Auffallend war jedoch, dass die Konzentration von
TNF-a nach einem ersten Hohepunkt nach einer Stunde abfiel sowie nach etwa drei
Tagen erneut anstieg (Sato und Ohshima, 2000). Ahnliche Ergebnisse hatte die Ar-
beitsgruppe um Kondo und Oshimana bereits einige Jahre zuvor erhoben: Sie haben
bei dem Wundheilungsprozess von Mausehaut feststellen kdnnen, dass es bei den
Zytokinen IL-1a, IL-1B, IL-6 und TNF-a zu einem Rebound nach etwa 72 h kommt
(Kondo und Ohshima, 1996).

Die bei der vorliegenden Arbeit durchgeflihrten Versuche lassen sich auf Grund der
hier durchgefuhrten Zellkultur und der sich dadurch unterscheidenden Untersuchungs-
bedingungen nicht auf die Versuche von Grellner et al. und Sato und Oshima et al.

Ubertragen.

Eine mogliche Begrundung der in den vorliegenden Versuchen dargestellten zweigipf-
ligen Stimulationsantwort lasst sich in der sekundaren Stimulation finden, welche bei
einer Stimulationsdauer von 24h neben der autokrinen und parakrinen Stimulation eine

Rolle spielt.

Auf Grund des Fokus der Arbeit auf den Einfluss der RNase 7 auf die kutanen Entzin-
dungsprozesse der Haut, wurden hier keinen weiteren Untersuchungen durchgefiihrt.
Welche Faktoren in den vorliegenden Untersuchungen die zweigipflige Entzindungs-
antwort beeinflussen, bleibt beim Abschluss der Arbeit nicht sicher geklart und bedarf

weiterer Untersuchungen.
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5.3 Ein atopisches Zytokinmilieu verstarkt die Entziindungsantwort von

Keratinozyten

Bei den Zytokinen IL-4 und IL-13 handelt es sich um zwei verwandte Typ-2 Zytokine,
welche beide an der a-Untereinheit des IL-4 Rezeptors ansetzen und viele Aspekte
von allergischen Entziindungen regulieren (Junttila, 2018; Matsunaga und Yamauchi,
2016; Munera-Campos und Carrascosa, 2020). Sie sind bei verschiedenen inflamma-
torischen Krankheiten von grof3er Bedeutung (Bieber, 2020; Matsunaga und Yamau-
chi, 2016; Sugaya, 2020) und spielen auch bei der inflammatorischen Hauterkrankung
AD, welche unter anderem durch eine Uberexpression dieser Zytokine charakterisiert
ist, eine zentrale Rolle (Bieber, 2022; Kim et al., 2019; Kinoshita et al., 2009; Mats-
unaga und Yamauchi, 2016). Ein durch diese Uberexpression hervorgerufener Effekt
ist eine negative Regulierung der AMP-Expression (Harder et al., 2010; Rademacher

et al., 2019) und damit eine Beeinflussung der Entztindungsantwort von Keratinozyten.

Des Weiteren sind IL-4 und IL-13 relevante Zytokine bei der Synthese von IL-31, einem
wichtigen Faktor bei der Induktion von Pruritus, sowie bei der Synthese von IL-5, wel-
ches fur die Rekrutierung von TH-Zellen und eosinophilen Granulozyten verantwortlich
ist. Durch den verstarkt auftretenden Pruritus und das damit verbundene Kratzen ent-
stehen bei Patienten mit AD neue Barriereschaden der Haut, welche die ohnehin
schon vermehrt auftretende Kolonialisierung mit Staphylococcus aureus weiter be-
gunstigen. Diese Kolonialisierung bewirkt wiederum eine erneute Antwort der TH-Zel-
len mit einer weiteren Uberexpression von IL-4 und IL-13 (Munera-Campos und Car-
rascosa, 2020). In dieser Arbeit konnte der Einfluss der Zytokine IL-4 und IL-13 auf die
Entzindungsantwort der Keratinozyten mit Hilfe von kombinierten Stimulationen mit
Poly(l:C) nachgewiesen werden. So zeigte sich eine signifikant erhdhte Induktion der
TSLP-l und TNF-a Genexpression nach kombinierter Stimulation mit Poly(l:C) und Zy-
tokinen. Somit konnte in diesem Teil der Arbeit der bereits bekannte Einfluss der Zy-
tokine IL-4 und IL-13 auf kutane Entziindungsreaktionen anschaulich illustriert werden.
Die vorliegenden Untersuchungsergebnisse weisen Korrelationen zu den aktuellen

Forschungen bezulglich systemischer Therapieformen von AD auf.
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Als SchlUsselelemente der Antwort von TH-Zellen, welche die Immunantwort bei Pati-
enten mit AD triggern und kontrollieren, sind IL-4 und IL-13 schon lange Gegenstande
von Forschungen zu systemischen Therapieansatzen bei AD. Nach vielen Forschun-
gen hinsichtlich moéglicher Therapieoptionen, von denen sich zu Beginn die Mehrzahl
als nicht erfolgsversprechend erwiesen hatten, zeigte der Einsatz des humanen mo-
noklonalen Antikorpers Dupilumab positive Effekte auf Patienten mit chronischer, mo-
derater bis schwerer AD (Bieber, 2022; Katoh, 2021; Matsunaga et al., 2020). Der
Einsatz des gegen den gemeinsamen Rezeptor von IL-4 und IL-13 gerichtete Antikor-
pers ist seit 2017 fir Erwachsene mit chronischer, moderater bis schwerer AD, welche
mit topischen Medikamenten nicht ausreichend therapiert werden kdnnen, empfohlen
(Matsunaga et al., 2020). Seit 2019 wird Dupilumab auch in bestimmten Fallen bei
Patienten mit Asthma bronchiale sowie chronischer Rhinosinusitis mit Nasenpolypen
eingesetzt. Im Jahr 2020 erfolgte die Aufnahme der Dupilumabtherapie bei AD in die
aktuelle Leitlinie. Gute Studiendaten bei Kindern ab dem sechsten Lebensjahr eréffnen

Optionen fur die erweiterte Zulassung des Antikorpers.

Zusammenfassend lasst sich daher sagen, dass die in dieser Arbeit vorliegenden Un-
tersuchungsergebnisse belegen, dass kutane Entzindungsantworten sowohl von
freier RNA als auch von proinflammatorischen Zytokinen beeinflusst werden. Der Ein-
fluss von den proinflammatorischen Zytokinen IL-4 und IL-13, welche unter anderem
bei der inflammatorischen Hauterkrankung AD eine Rolle spielen (Bieber, 2022; Kim
et al., 2019; Kinoshita et al., 2009; Matsunaga et al., 2020) und deren Uberexpression
unter anderem in einer negativen Regulierung der AMP-Expression resultieren (Harder
et al., 2010; Rademacher et al., 2019), sei an dieser Stelle hervorgehoben. Dieser hier
gezeigte Einfluss deckt sich mit den aktuellen Forschungen zu dem Einfluss von IL-4
und IL-13 auf kutane Entztindungsreaktionen und spiegelt sich in den bereits etablier-
ten Therapieansatzen von AD sowie der laufenden Forschung bezlglich verschiede-

ner Therapieansatze wider.

57



5.4 RNase 7 nimmt durch Ribonukleaseaktivitat Einfluss auf kutane Entzlindungsprozesse

5.4 RNase 7 nimmt durch Ribonukleaseaktivitat Einfluss auf kutane Ent-

ziindungsprozesse

Der Einfluss der RNase 7 auf kutane Entztindungsprozesse wurde untersucht, in dem
NHEK mit Poly(l:C) stimuliert worden sind, welches zuvor fur eine Stunde mit unter-
schiedlich hohen Konzentrationen rekombinanter RNase 7 vorinkubiert worden ist. Die

Stimulationen wurden nach vierundzwanzig Stunden beendet.

Das 2002 erstmals von Harder und Schréder beschriebene AMP RNase 7 wird in vie-
len verschiedenen epithelialen Geweben exprimiert und weist ein breites Spektrum
antimikrobieller Aktivitdten gegen verschiedene pathogene Mechanismen auf (u.a. ge-
gen Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa und Candida albicans) (Har-
der und Schrdder, 2002). Wie in Abbildung 3 ersichtlich, wurde die Hypothese aufge-
stellt, dass die RNase 7 durch eine Degradierung freier RNA zu einer verminderten
Entzindungsantwort beitragt. Die Ergebnisse der Stimulation mit Poly(I:C) und rekom-
binanter RNase 7 lassen den Schluss zu, dass diese Annahme korrekt ist (Abb. 14).
Mit Hilfe der Stimulation mit Poly(l:C) und rekombinanter RNase 7 konnte aufgezeigt
werden, dass die Induktion der Genexpression aller hier dargestellten inflammatori-

schen Zytokine abhangig von der Konzentration der rekombinanten RNase 7 ist.

Die Untersuchungsergebnisse zeigen, dass die vierundzwanzigstindige Stimulation
mit Poly(I:C), welches zuvor fur eine Stunde mit 200 ng/ml rekombinanter RNase 7
vorinkubiert worden war, nur noch eine signifikante Induktion der TSLP-I-Genexpres-
sion, nicht aber eine signifikante Induktion der Genexpressionen von anderen, proin-
flammatorischen Zytokinen bewirkt. Bei dem Einsatz von héheren Konzentrationen re-
kombinanter RNase 7 lief3 sich jedoch auch bei der Genexpression von TSLP-I| keine

signifikante Induktion mehr darstellen.

Der Einfluss von RNase 7 auf kutane Entzindungsreaktionen wurde auch mit Hilfe von
spezifischer RNase 7-siRNA untersucht. Hierbei erfolgte vor der Stimulation der Kera-
tinozyten eine Transfektion der siRNA. Dabei wurde ein durchschnittlicher ,Knock-
Down*® von 75 % erzielt. Verfolgt man weiterhin die Anfangshypothese, dass die Ribo-
nukleaseaktivitat der RNase 7 durch die Degradierung freier RNA zu einer verminder-

ten kutanen Entzindungsantwort fuhrt, so musste die Induktion der Genexpression der
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proinflammatorischen Zytokine durch die Transfektion der Keratinozyten sowie die da-
raus resultierende verminderte Ribonukleaseaktivitdt hdher ausfallen. Die Untersu-
chungsergebnisse zeigen sehr deutlich, dass die verminderte Aktivitat der RNase 7 in
einer verstarkten Entzindungsantwort der Keratinozyten resultiert. Der Einfluss der
Ribonukleaseaktivitat der RNase 7 konnte somit im Rahmen dieser Arbeit durch ver-

schiedene Versuchsansatze anschaulich demonstriert werden.

5.5 Sowohl der Rl als auch freie DNA verursachen eine Abschwachung

der Ribonukleaseaktivitat von RNase 7

In dieser Arbeit wurde der Einfluss des RI mit Hilfe von siRNA Versuchen naher be-
trachtet. Die Transfektion mit spezifischer RI-siRNA erbrachte einen durchschnittlichen
~-KnockDown“ von 88 %. Im Anschluss an die Transfektion erfolgte die vierundzwan-
zigstundige Stimulation mit Poly(l:C). Es ist deutlich sichtbar, dass die Genexpressio-
nen der gemessenen proinflammatorischen Zytokine bei zuvor transfizierter RNA nied-
riger ausfallen als bei der Kontroll-siRNA (Abb. 16). Dies lasst den Schluss zu, dass
es eine Interaktion zwischen der RNase 7 und dem RI gibt. Der Einfluss des Ribonuk-
leaseinhibitors auf die Ribonukleaseaktivitat der RNase 7 wurde bereits untersucht. So
ist bekannt, dass der RI, ebenso wie die RNase 7, von Keratinozyten produziert wird.
Des Weiteren ist bekannt, dass der RI Einfluss auf die Ribonukleaseaktivitat und die
antimikrobielle Aktivitat der RNase 7 hat (Abtin et al., 2009; Simanski et al., 2012;
Zasloff, 2009).

Der RI ist in der Lage, eins zu eins Bindungen mit einigen Mitgliedern der RNase A
Superfamilie, darunter den RNasen 5 und 7, einzugehen und dadurch deren enzyma-
tische Aktivitat zu inhibieren. Abtin et al. konnten dies demonstrieren, indem sie Vorin-
kubationen der RNasen 5 und 7 mit dem RI durchflhrten und anschlieRend die anti-
mikrobielle Aktivitat der RNasen malien. Sie konnten zeigen, dass die Vorinkubation
mit dem RI in einer schwacheren antimikrobiellen Aktivitat resultiert (Abtin et al., 2009).
Abtin et al. vermuteten, dass der Rl von absterbenden Keratinozyten in die Umgebung
des Stratum corneums abgegeben wird und dort mit verschiedenen Enzymen Kom-

plexe bildet.
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Seine Hypothese war, dass der RI diese Bindung unter anderem mit der RNase 7
eingeht und dadurch die katalytischen und antimikrobiellen Eigenschaften der

RNase 7 verloren gehen.

Ubereinstimmend dazu ergaben die Untersuchungen von unterschiedlichen For-
schungsgruppen, dass die Konzentration des Rl im Stratum corneum deutlich niedriger
ist als in anderen Schichten der Epidermis bzw. das der Rl im Stratum corneum gar
nicht nachweisbar ist. Die in einer naturwissenschaftlichen Arbeit aus unserer Arbeits-
gruppe gezeigten Versuche von Lena Schroder aus dem Jahr 2018 belegten simultan
zu den bereits vorhandenen Forschungsergebnissen, dass der Rl mittels Antikorper
im Stratum corneum nicht nachweisbar ist. In einem anderen Versuch wurde der Rl
uber Nacht mit Stratum corneum Extrakt inkubiert. Es konnte gezeigt werden, dass der
RI am darauffolgenden Tag nicht mehr nachweisbar war. Aus dieser Tatsache zog
Lena Schroder die Schlussfolgerung, dass der RI Uber Nacht abgebaut worden ist
(Schroder, 2018). Diese These deckt sich auch mit den 2019 von Rademacher et al.
durchgefuhrten Untersuchungen. Auch sie schlussfolgerten, dass der Rl durch Pro-
teasen im Stratum corneum abgebaut wird (Rademacher et al., 2019). Im Zuge dessen
wurde die RNase 7 wieder freigesetzt werden und kdnnte dadurch wieder katalytisch
und antimikrobiell aktiv sein (Abtin et al., 2009; Zasloff, 2009).

Diese Annahmen decken sich mit den hier vorliegenden Untersuchungsergebnissen.
So kann davon ausgegangen werden, dass die Herunterregulation des RI durch
siRNA, welche zu einer verminderten Aktivitat des RI fuhrt, bewirkt, dass die Konzent-
ration freier RNase 7 steigt und damit der Anteil freier RNase 7, welcher antimikrobiell
aktiv sein kann, héher ausfallt. Dies fuhrt wiederum dazu, dass mehr freie RNA degra-
diert werden kann und dadurch die kutane Entziindungsantwort niedriger ausfallt (Abb.
5).

Aufgrund der Ergebnisse ergaben sich folgende weitere Fragen: Ist die Konzentration
des RI auf der Haut von Patienten mit AD erhdht bzw. ist die Aktivitat des RI bei Pati-
enten mit AD verstarkt? Stellt der RI eventuell einen mdglichen Angriffspunkt fur die
Therapie von kutanen Infektionen dar, beispielsweise durch den Einsatz von Pro-
teasen, welche den Rl abbauen kénnten? An dieser Stelle empfehlen sich diesbezlig-

lich weitere Untersuchungen.
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Neben dem Einfluss des RI auf die RNase 7 wurde in dieser Arbeit auch der Einfluss
von freier DNA auf die RNase 7 untersucht. Wie in Abbildung 6 dargestellt, wurde die
These aufgestellt, dass freie DNA, ahnlich wie der R, in der Lage ist, die RNase 7 zu
binden und dadurch die katalytische und antimikrobielle Aktivitat der RNase 7 einzu-
schranken. Um die Interaktion zwischen freier DNA und der RNase 7 zu untersuchen,
wurden zwei verschiedene RNase 7 Assays durchgefihrt (Abb. 17 und 18)). Die in
Abbildung 17 dargestellten Ergebnisse machen deutlich, dass die vorherige Inkubation
der RNase 7 mit freier DNA die Ribonukleaseaktivitat der RNase 7 einschrankt. Dies
Iasst sich daran erkennen, dass die RNase 7 in der Positivkontrolle in der Lage ist, das
Substrat zu spalten, was dazu fuhrt, dass eben jenes fluoresziert. Die Inkubation der
RNase 7 mit 0,5 pyg DNA hatte noch keinen Einfluss auf die Fluoreszenz des Substra-
tes. Bei einer Inkubation der RNase 7 mit 1 ug bzw. 5 yg DNA ist die RNase 7 jedoch
nicht mehr in der Lage, das Substrat zu spalten, es ist keine Fluoreszenz mehr sicht-

bar.

Die im Anschluss durchgefuihrte Gelelektrophorese ergab Ubereinstimmende Ergeb-
nisse (Abb. 18). Bande 7 stellt hier die Positivkontrolle dar: Es ist deutlich zu erkennen,
dass die in Bande 2 sichtbare RNA-Spur in Bande 7 nicht vorhanden ist. Hier hat die
RNase 7 die RNA gespalten.

Die Banden 4 bis 6 zeigen, dass die RNase 7 bei einer vor der Durchfuhrung der Gel-
elektrophorese durchgefihrten Inkubation mit DNA nicht mehr in der Lage ist, die RNA
zu spalten. Erkennbar ist dies durch die weiterhin vorhandenen Banden der RNA. Zu-
satzlich sind in Bande 3 und 4 die DNA-Fragmente erkennbar. Zusammenfassend
lasst sich daher schlussfolgern, dass freie DNA die Ribonukleaseaktivitat der RNase
7 konzentrationsabhangig beeinflusst und damit Einfluss auf kutane Entziindungsre-

aktionen hat.

Der Einfluss von freier DNA auf die Aktivitat von AMP wurde bereits unter anderem
von Lande et al. und Kopfnagel et al. untersucht. Schon im Jahr 2009 beschrieben
Lande et al. erstmals den Einfluss des Komplexes zwischen freier DNA und AMP so-
wie dessen Einfluss auf das Immunsystem (Lande et al., 2007). Diesen Einfluss zeig-

ten Kopfnagel et al. 2018 auch fiir die RNase 7 (Kopfnagel et al., 2018).

Sie stellten die Hypothese auf, dass extrazellulare DNA die antimikrobiellen Effekte

von kationischen AMP mindert (Kopfnagel et al., 2021). Um einen mdglichen Einfluss
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dieses Sachverhalts in Bezug auf die Infektanfalligkeit von Patienten mit AD zu unter-
suchen, mafien sie die Konzentrationen freier DNA auf lasionaler Haut von Patienten
mit AD. Sie stellten fest, dass die Konzentration freier DNA auf lasionaler Haut von
Patienten mit AD hoher ist als auf nichtlasionaler Haut von Patienten mit AD bzw. Haut

von Kontrollpatienten (Abb. 2).

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit konnen einen Ausgangspunkt fur weitere
Untersuchungen der Interaktionen zwischen freier DNA und der RNase 7 sein. Verbin-
det man die von Kopfnagel et al. gewonnen Erkenntnisse beziglich der erhéhten Kon-
zentrationen freier DNA auf I&sionaler Haut von Patienten mit AD mit den in dieser
Arbeit prasentierten Untersuchungsergebnissen bezuglich der Interaktion zwischen
freier DNA und der Ribonukleaseaktivitat der RNase 7, so stellt sich, ahnlich zu den
Untersuchungen hinsichtlich des RI, die Frage, ob sich hier ein therapeutischer An-
griffspunkt fir kutane Infektionen bei Patienten mit AD auftut. Aufgrund zeitlicher Be-
schrankungen konnte dieser Fragestellung leider nicht weiter nachgegangen werden,

daher empfehlen sich auch hier weitere Untersuchungen.
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6. Zusammenfassung

Die Haut ist das gréf3te Organ des menschlichen Korpers und schitzt den Organismus
gegen zahlreiche externe Einflusse (Denecker et al., 2008; Niyonsaba et al., 2017).
Eine zentrale Rolle bei der Abwehrfunktion der Haut spielen die sogenannten antimik-
robiellen Peptide (AMP), welche unter anderem von Keratinozyten produziert werden.
Die AMP sind in den letzten Jahrzehnten, unter anderem auf Grund der vermehrten
Evidenz fur ihre klinische Relevanz, immer mehr in den Fokus der Wissenschaft gera-
ten. Zu den AMP der Haut gehort die Gruppe der Ribonukleasen. Ein Vertreter dieser
Gruppe, die RNase 7, stellt das zentrale Thema der hier vorliegenden Arbeit dar. Ziel
dieser Arbeit war es, die Bedeutung der RNase 7 flr kutane Entziindungsprozesse
und die eventuelle klinische Bedeutung bei der entzindlichen Hauterkrankung Atopi-

sche Dermatitis (AD) zu untersuchen.

Es konnte mit Hilfe von in vitro Stimulationsversuchen mit dem RNA Analogon
Poly(l:C) sowie verschiedener RNase 7 Assays mittels fluoreszierendem Substrat oder
Gelelektrophprese gezeigt werden, dass kutane Entzindungsreaktionen durch die
Ribonukleaseaktivitat von RNase 7 maligeblich beeinflusst werden. Insbesondere die
Induzierbarkeit des Zytokins TSLP-I, welches eine wichtige Rolle bei allergischen und
entzindlichen Reaktionen wie Asthma bronchiale und AD spielt, zeigte einen
bemerkenswerten Zusammenhang zu der Aktivitat der RNase 7. Mittels spezifischer
RNase 7-siRNA konnte der Einfluss der RNase 7 auf kutane Entziindungsreaktionen
weiter verdeutlicht werden: Die Induzierbarkeit proinflammatorischer Zytokine zeigte

sich bei zuvor herunterregulierter RNase 7 Genexpression signifikant erhdht.

Es ist bekannt, dass es verschiedene Faktoren gibt, welche die Aktivitat der RNase 7
beeinflussen konnen. Zu diesen Faktoren zahlen der Ribonukleaseinhibitor (RIl) sowie
freie DNA, die vermehrt auf der Haut von AD-Patienten zu finden ist. Es wurde die
Hypothese untersucht, dass sowohl der RI als auch freie DNA Bindungen mit der
RNase 7 eingehen und dadurch die Aktivitat der RNase 7 beeinflussen kdnnen. Mittels
spezifischer RI-siRNA konnte gezeigt werden, dass die Poly(l:C) -vermittelte Induktion
der Genexpression von proinflammatorischen Zytokinen durch den RI positiv beein-
flusst wird. Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen der Induktion der Ge-
nexpression bei zuvor mit RI-siRNA transfizierten NHEK und NHEK, welche mit Kon-

troll-siRNA transfiziert worden waren. Es ist bekannt, dass der Rl unter anderem dazu
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in der Lage ist, Bindungen mit der RNase 7 einzugehen. Die enzymatische Aktivitat
der RNase 7 wird durch diese Bindungen inhibiert (Abtin et al., 2009; Zasloff, 2009).
So kann davon ausgegangen werden, dass die Herunterregulation des Rl durch siRNA
und die daraus resultierende verminderte Aktivitat des Rl dazu fuhrt, dass die Kon-
zentration freier RNase 7 ansteigt. Dies fuhrt wiederum dazu, dass mehr freie RNA
degradiert werden kann und dadurch die kutane Entzundungsantwort niedriger aus-
fallt.

Die Interaktion zwischen freier DNA und der RNase 7 konnte anhand verschiedener
RNase 7 Assays gezeigt werden. Hierbei erfolgten vor der Durchfihrung der Assays
Inkubationen der RNase 7 mit freier DNA. Diese Inkubationen resultierten in den durch-
gefuhrten Assays in einer verminderten Ribonukleaseaktivitat der RNase 7. Es zeigte
sich in beiden Assays ein konzentrationsabhangiger Einfluss von freier DNA auf die

Ribonukleaseaktivitat der RNase 7.

Zusammenfassend lasst sich herausstellen, dass die Ribonukleaseaktivitat der
RNase 7 maldgeblichen Einfluss auf kutane Entztindungsreaktionen hat. Die Ribonuk-
leaseaktivitat ist unter anderem durch den Rl und freie DNA beeinflussbar. Eine voll-
standige Antwort auf die damit verbundene klinische Relevanz, insbesondere in Bezug
auf die entzindlichen Hauterkrankung AD, kann in dieser Arbeit nicht gegeben wer-
den. Die Resultate deuten aber stark darauf hin, dass dieser Sachverhalt von klinischer
Relevanz sein kdnnte und gegebenenfalls auch verschiedene therapeutische Ansatz-

punkte bietet. An dieser Stelle empfehlen sich weitere Untersuchungen.

Abbildung 19 stellt eine Zusammenfassung der in dieser Arbeit gewonnenen Erkennt-

nisse dar.
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Zellschaden

Keratinozyten

Entziindungs- Genexpression von
antwort — | TSLP-|, TNF-q, IL-6,
IL-8, IL-17¢

Pyl

Abbildung 19: Der Einfluss der RNase 7 auf kutane Entziindungsantworten sowie die Interaktionen der
RNase 7 mit dem Rl und freier DNA

Kommt es zu einem Zellschaden, so setzen Keratinozyten unter anderem RNA frei. Diese flihrt zu einer Induktion
der Entziindungsantwort, welche sich unter anderem in der erhéhten Genexpression von den proinflammatorischen
Zytokinen TSLP-I, TNF-a, IL-6, IL-8 und IL-17c widerspiegelt. Des Weiteren kommt es bei einem Zellschaden zu
einer Induktion der RNase 7 durch die Keratinozyten. Dies fuhrt zur Degradierung der freigesetzten RNA und damit
zu einer Abschwachung der Entziindungsantwort. Der Ribonukleaseinhibitor (RI) und freie DNA sind in der Lage,
Bindungen mit der RNase 7 einzugehen. Durch diese Bindungen wird die Fahigkeit der RNase 7, RNA zu degra-

diere, vermindert.
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Aus datenschutzrechtlichen Grunden wird der Lebenslauf hier nicht aufgefuhrt.
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