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1 Einleitung

1.1 Die Haut als Grenzflache

Die Haut ist permanent einer Vielzahl von potenziell pathogenen Keimen ausgesetzt und als riesige
epitheliale Grenzflache eine der ersten Barrieren des Korpers, die mit Mikroorganismen in Kontakt
kommt. Unsere Umwelt beherbergt ein groBes Reservoir an potenziellen Pathogenen, die vermoégen in
den Korper einzudringen. Ein Beispiel ist das grampositive Bakterium Staphylococcus (S.) aureus, das
neben Hautinfektionen auch schwerwiegende systemische Erkrankungen wie Pneumonie, Endokarditis,
Osteomyelitis und Sepsis hervorrufen kann (McCaig et al., 2006; Krishna und Miller, 2012). Zum Schutz
vor solchen Bakterien ist eine kompetente Immunabwehr von existentieller Bedeutung. Gesunde Haut
hat nur selten Infektionen, da die Hautzellen neben ihrer strukturgebenden Aufgabe auch
immunologische Aktivitdt haben (Salmon et al., 1994).

Es stehen physikalische und zellulare Abwehrstrategien zur Verfiigung. Die physikalische Barriere stellt
das Stratum corneum dar. Wahrend der Differenzierung der Keratinozyten bilden diese Lipide, die die
zelluldren Zwischenrdumen der Haut abdichten (Proksch et al., 2008).

Falls ein Pathogen die physikalischen Schutzelemente tUberwindet, kann es von den Hautzellen erkannt
werden. Bestimmte Bakterienbereiche (PAMPS =, pathogen associated molecular patterns”) konnen von
spezialisierten Rezeptoren (PRR =, pattern recognition receptors”) z.B. ,toll-like” Rezeptoren (TLRs)
erkannt werden. Die Bindung an diese Rezeptoren setzt vielfaltige assoziierte intrazelluldre Signalwege in
Kraft, wodurch eine umfassende Immunantwort entsteht (Basset et al., 2003; Medzhitov und Janeway,
1997).

Diese Immunantwort besteht aus der Sektretion von Zytokinen, Chemokinen und Komplementfaktoren,
die wiederum B- und T-Zellen aktivieren kénnen (Tosi, 2005). Ein Zytokin, das in dieser Arbeit eine Rolle
spielt, ist Interleukin-17C (IL-17C). IL-17C ist ein Interleukin der IL-17-Gruppe (Li et al. 2000), welche auch
bei T-Helferzellen als Zytokine der T.i;-Zellen eine wichtige Rolle spielen (Harrington et al.,, 2005;
Hirahara et al., 2010; Park et al., 2005). Keratinozyten kénnen nach Kontakt mit Bakterien sehr schnell

IL-17C bilden und somit die Abwehrreaktion der Haut initiieren (Ramirez-Carrozzi et al., 2011).



1.2 Antimikrobielle Peptide als korpereigene Antibiotika

Einen Teil der Abwehrreaktion von epithelialen Grenzflaichen wie der Haut oder dem Darm stellt die
konstitutive und induzierbare Sekretion von kleinen kationischen, antimikrobiellen Peptiden (AMPs) dar
(Boman, 1995; Gallo, 2011). Diese evolutionéar sehr alte Komponente des Immunsystems existiert in fast
allen primitiven Lebensformen bis hin zum Menschen (Wiesner und Vilcinskas, 2010). Unter AMPs wird
eine heterogene Gruppe von Peptiden zusammengefasst, die auch als korpereigene Antibiotika
bezeichnet werden. Uber die Jahrzehnte wurden nach und nach immer mehr solcher Peptide auf der
Haut isoliert (Nakatsuji und Gallo, 2012).

Zu den AMPs, die in dieser Arbeit eine Rolle spielen, gehdren die humanen beta-Defensine (hBD-3),
Ribonukleasen (RNase 7) und Psoriasin (S100A7). hBD-3 hat hauptsachlich die Fahigkeit gram-positive
Bakterien abzuwehren und hat eine hohe Wirkstadrke gegen S. aureus (Harder et al., 2001; Sawamura et
al., 2005). RNase 7 ist ein konstitutionell ausgeschiittetes AMP, das hohe antimikrobielle Aktivitdt hat
(Harder and Schroder, 2002) und auch eine gute Wirksamkeit gegen S. aureus aufweist (Simanski et al.,
2010). Psoriasin schlieBlich hat das Potenzial Escherichia (E.) coli abzuwehren (Glaser et al., 2005).
Keratinozyten koénnen Bakterien Uber ihre PRRs erkennen und sind in der Lage eine eigene
Immunantwort zu aktivieren. Sie sezernieren induzierbare AMPs wie hBD-3 und vermehren die Sekretion
der permanent gebildeten AMPs (Harder et al., 2013). Die Wirkungsweisen der AMPs sind noch nicht
abschlieRend geklart. Unter anderem konnen sie durch ihren kationischen und amphiphilen Charakter
mit der negativ geladenen Membran der Bakterien interagieren und so deren Integritat zerstéren (Oren

und Shai, 1998; Wiesner und Vilcinskas, 2010).

1.3 Storungen des Hautabwehrsystems

In bestimmten Situationen oder auch bei genetischen Defekten kann es jedoch trotz dieses
kompetenten, angeborenen Immunsystems zu Infektionen mit Pathogenen auf der Haut kommen. Ein
Beispiel fiir ein geschadigtes Immunsystem ist das Hyper-IgE-Syndrom (HIES). Erstmalig beschrieben
wurde dieser primare Immundefekt im Jahre 1966 als Uber zwei Patientinnen mit wiederkehrenden
Hautinfektionen mit S. aureus berichtet wurde (Davis et al., 1966). Daraufhin wurde herausgefunden,
dass das HIES eine multisystemische Erkrankung ist mit unterschiedlicher Auspragung von Pathologien
des Skeletts, der Zahne, des Gesichts sowie Stérungen des Immunsystems (Grimbacher et al., 1999a). Die

immunologischen und infektiosen Symptome zeigen sich als Ekzeme, Abszesse, Pneumonien, Infektionen



mit Bakterien oder Pilzen, Eosinophilie und erhéhten IgE-Level im Serum (Grimbacher et al., 1999a).

Diese konnen durch ein Scoring-System objektiviert werden (Grimbacher et al., 1999b).

Die Diagnose des HIES wird meist schon im Kindesalter gestellt. Die Kinder fallen im Neugeborenenalter
durch Ausschlage auf (Minegishi und Karasuyama, 2009) und oftmals sind andere Familienmitglieder
betroffen. Alternativ sollte die Diagnose in Betracht gezogen werden bei wiederkehrenden
Lungenentziindungen durch S. aureus und auffalligen pathognomonischen kalten Hautabszessen, die
nicht im Zusammenhang mit einer atopischen Genese stehen. Diese Abszesse sind gefllt mit Eiter und
immer bewachsen mit S. aureus (Erlewyn-Lajeunesse, 2000). S. aureus ist ein Bakterium, das bei den
Infektionen von HIES-Patienten eine grofRe Rolle spielt. In gesunder Haut kann dieses Bakterium meist
durch AMPs abgetotet werden (Kéten et al., 2012). Zusatzlich bestehen Furunkel im Gesicht und ein
schwerer Hautausschlag, der mit Juckreiz und Lichenifikation einhergeht und fiir eine atopische Genese
ansonsten eher untypisch ist (Erlewyn-Lajeunesse, 2000).

Schon von Anfang an wurde eine genetische Komponente der Erkrankung diskutiert und sporadische,
autosomal dominante und rezessiv vererbte Félle unterschieden. Dabei fiel auf, dass bei der rezessiven
Form die Knochen- und Zahnsymptome fehlen, daflir aber Infektionen mit Molluscum contagiosum,
Herpes simplex-Virus und Vaskulitiden im Vordergrund stehen (Grimbacher et al., 2005).

Lange Zeit wurde kein Krankheitsgen gefunden. Es gab jedoch schon langere Zeit Anhaltspunkte fiir
einen Defekt auf Chromosom 4q (Grimbacher et al., 1999b). In einer kleineren Studie gab es dann erste
Hinweise auf einen Defekt im STAT3-Gen (,signal tranducer and activator of transcription 3“) und fir die
rezessive Form fiir einen Defekt in der Tyrosin-Kinase 2 (Minegishi et al., 2007).

SchlieBlich wurde eine gréRere Studie mit HIES-Patienten und ihren Familien durchgefiihrt. Hierbei
wurde die Zytokinproduktion von unstimulierten und stimulierten Leukozyten verglichen und
festgestellt, dass die Patienten mehr proinflammatorische Molekiile (TNF-alpha, Interferon-gamma) nach
Stimulation produzierten, wobei jedoch keine gesteigerten Effekte tiber den Interleukin-6 (IL-6)-Rezeptor
ausgelost werden konnten. Daraus wurde geschlussfolgert, dass es sich um eine Mutation im STAT3-Gen
handeln kdnnte, welches im IL-6 Signalweg eine Rolle spielt (Zhong et al., 1994). STAT3 wurde daraufhin
bei den Studienteilnehmern sequenziert. Dabei wurde herausgefunden, dass bei allen Patienten eine
Mutation im STAT3-Gen entweder in der DNA-bindenden- oder in der SH,-Doméane besteht (Holland et

al., 2007).



1.4 STAT3 und seine Aufgaben

STAT3 (bernimmt in vielen Signalwegen eine Schlisselrolle und dient als Transkriptionsfaktor der
Aktivierung verschiedener Gene und somit nachfolgender Abwehrmechanismen. In Abbildung 1 wird der

STAT3-Signalweg dargestellt.

Zytokin

Zytokinrezeptor

JAK

STAT-Protein

Abbildung 1. STAT-3 Signalweg modifiziert nach Miiller-Esterl. Die Aktivierung von STAT3 erfolgt durch verschiedene Zytokine
zum Beispiel durch IL-6 und epidermal growth factor (EGF) (Zhong et al., 1994). Durch Zytokinbindung dimerisiert der nach
extrazellular gerichtete Zytokinrezeptor und die Signalkaskade wird in Gang gesetzt. Eine assoziierte Janus-Kinase (JAK) wird
dadurch aktiviert (lhle und Kerr, 1995) und phosphoryliert (P) einen Tyrosinrest des Rezeptors, sodass eine Andockstelle fir
STAT3 gebildet wird (Imada und Leonard, 2000). Zytoplasmatisches STAT3 bindet an den Rezeptor und wird durch die JAK an
einem Tyrosinrest phosphoryliert und transloziert nach Dimerisierung in den Zellkern, um bestimmte Gene zu aktivieren (Darnell
et al., 1994). STAT3 ist in der frilhen Embryonalphase von Mausen von existentieller Bedeutung, da Mause, in denen das STAT3-
Gen ausgeschaltet wurde, nicht lebensfahig waren (Takeda et al., 1997).



1.5 Grundiiberlegungen dieser Arbeit

HIES-Patienten haben durch die STAT3-Mutation eine Vielzahl von unterschiedlichen Symptomen. Bis
jetzt konnten noch nicht alle dieser Symptome einem genauen immunologischen Mechanismus
zugeordnet werden. Ein Aspekt der Immundefizienz ist, dass T,,;-Zellen in ihrer Entwicklung und
Wirkungsweise auf STAT3 angewiesen sind (Mogensen, 2013). Es konnte gezeigt werden, dass HIES-
Patienten weniger T,1;-Zellen bilden (Milner et al., 2008). Ty,;-Zellen spielen eine wichtige Rolle in der
Abwehr von potenziellen Pathogenen und es konnte zusatzlich nachgewiesen werden, dass HIES-
Patienten weniger Tyi7-assoziierte Zytokine wie IL-22 und IL-17A bilden. Gerade diese Zytokine spielen in
der Aktivierung von primaren Keratinozyten eine wichtige Rolle und sind in der Lage in den
Keratinozyten AMPs zu induzieren (Minegishi et al., 2009).

Dabei bleibt die Frage offen, ob beim HIES zusatzlich zu einer gestorten Ty.;-Zellfunktion auch die
Keratinozyten direkt durch die STAT3 Mutation betroffen sind und die Induktion von Abwehrmolekilen
wie AMPs defekt ist. Daher wurde in dieser Doktorarbeit untersucht, inwiefern STAT3 in der

Signaltbertragung von AMPs in Keratinozyten nach Stimulation mit S. aureus eine Rolle spielt.



2 Materialien und Methoden

2.1 Zellkultur

Die durchgefiihrten Versuche basieren zum gréRRten Teil auf dem Grundsatz der Zellkultur. Nachfolgend

werden zunéichst die verwendeten Materialien tabellarisch (Tabelle 1) und danach die Vorgehensweise

fur die Kultivierung der Zellen beschrieben.

2.1.1 Zellkulturmedien und —-reagenzien

Materialien

Bezogen von

Zellkulturflaschen, Zellkulturlochplatten

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) low Glucose
Fetal Calf Serum (FCS)

Keratinocyte Growth Medium (KGM2)
Penicillin/Streptomycin

Supplement Mix

Calciumchlorid

L-Glutamine

Phosphat Buffered Saline (PBS)

Trypsin/ EDTA

Corning incorporated, Corning, New York
Lonza, K&In

Life Technologies, Darmstadt

PromoCell, Heidelberg

Life Technologies, Darmstadt

PromoCell, Heidelberg

PromoCell, Heidelberg

Life Technologies, Darmstadt

Bio West, Nuaillé, Frankreich

Biochrom, Berlin

Tabelle 1 Zellkulturmaterialien

Es wurden kollagenisierte Zellkulturflaschen und Zellkulturlochplatten von ,Corning Incorporated”

verwendet. Das Zellkulturmedium KGM2 wurde mit dem ,Supplement Mix“ und je nach Bedarf

zusatzlich mit Calciumchlorid und Penicillin/Streptomycin vermischt.

2.1.2 Kultivierung von primdren Keratinozyten

Die primdren Keratinozyten wurden von PromoCell bezogen. Fir eine lange Haltbarkeit wurden die

Zellen in einem Stickstofftank gefroren gelagert und fiir den jeweiligen Gebrauch aufgetaut. Dabei wurde

ein Rohrchen mit Zellen in mehrere Zellkulturflaschen tberfihrt. Sobald die Konfluenz der Zellen tber

80-90 % betrug konnten sie weiter subkultiviert werden.



Zur Ablosung der adharent wachsenden Zellen wurden 5 ml Trypsin-EDTA aufpipettiert und circa funf
Minuten bei 37 °C inkubiert. Die vollstdndige Ablosung wurde durch mikroskopische Kontrolle tiberprift.
Daraufhin wurde die Trypsinisierung mit 10 ml FCS-haltigem Medium abgestoppt und die Zellen in ein
50 ml Réhrchen Uberfihrt. Durch Zentrifugation bei 200 g fiir flinf Minuten entstand ein Zellpellet,
welches nach Verwerfen des Uberstandes in KGM aufgenommen und in neue Flaschen oder in 12-Loch-
Platten Gberfiihrt wurde. Daflir wurden zuvor in den Flaschen jeweils 10 ml KGM2 und in den Platten
500 pl KGM2 vorgelegt und in die Flaschen jeweils 1 ml und in die Platten 500 ul Zellsuspension
hinzugefligt. Durch vorsichtiges Rutteln und durch mikroskopische Kontrolle wurde die gleichméaRige
Verteilung der Zellen sichergestellt. Bis zum Erreichen der erforderlichen Konfluenz fir die
Weiterbehandlung wurden die Zellen im 37 °C Inkubator mit 5 % CO, aufbewahrt und jeden zweiten Tag
wurde das Medium gewechselt. Das Aufteilen der Keratinozyten konnte jedoch nicht mehr als sechsmal

wiederholt werden, da sich die Zellen ansonsten zu sehr differenziert hatten.

2.2 Herunterregulierung von STAT3

Zur in vitro Herunterregulierung von STAT3 wurden zwei verschiedene Wege gewahlt. Die dafir

verwendeten Materialien werden in Tabelle 2 aufgefiihrt.

2.2.1 Verwendung des STAT3-Inhibitors

Die Aktivitat von STAT3 wurde auf Proteinebene durch einen STAT3-Inhibitor heruntergesetzt. Dieser
wurde einerseits von der Firma Merck bezogen und drei Stunden vor Stimulationsstart 1 : 750 verdinnt
ins Medium gegeben. Als Kontrolle wurde DMSO, worin der Inhibitor geldost war, in gleicher
Konzentration eingesetzt. Der Inhibitor verhindert die Dimerisierung des STAT3-Molekiils, die DNA-
Bindung und die Aktivierung der Transkription (Siddiquee et al., 2007).

Andererseits wurde fiir die ex vivo-Versuche und fiir die Luziferase-Veruche mit dem STAT3-Inhibitor
Stattic von der Firma Enzo gearbeitet. Dieser wurde 1 : 5000 verdiinnt eingesetzt und ebenfalls DMSO als
Kontrolle in gleicher Verdiinnung benutzt. Stattic inhibiert selektiv die Aktivierung, Dimerisierung und

Translokation in den Zellkern von STAT3 (Schust et al., 2006).

2.2.2 Arbeiten mit der STAT3-siRNA

Neben der Inhibition auf Proteinebene wurde posttranskriptional auf RNA-Ebene durch eine small

interfering RNA (siRNA) die STAT3-Genexpression gehemmt. Die STAT3-siRNA wurde von zwei



verschiedenen Firmen eingesetzt. Hierzu wurden die Zellen bei einer Konfluenz zwischen 40 % und 60 %
mit Hilfe des Transfektionsreagenzes HiPerfect transfiziert. Pro Zellplattenloch wurden 100 ul KGM ohne
Supplements und Antibiotikum, 1,5yl HiPerfect und 0,3 ul siRNA (10 nM) verwendet. Die drei
Bestandteile wurden vorsichtig gemischt und fiir zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, sodass
das HiPerfect mit der siRNA Komplexe bildete, die in die Zellen diffundieren konnten. Der Ansatz wurde
vorsichtig zum vorgelegten Medium (400 ul KGM ohne Antibiotikum) hinzugetropft. Die Kontroll-siRNA

wurde in gleicher Weise transfiziert.

2.2.3 Verwendete Materialien

Inhibitor Bezogen von

In Solution STAT3-Inhibitor VI 50 mM S31-201 Merck, Darmstadt

Stattic 100 mM Enzo, Lausen, Schweiz

DMSO Sigma Aldrich, Taufkirchen

siRNA

STAT3 7 $102662338 Qiagen, Hilden

Allstars (negativ Kontrolle) Qiagen

STAT3 S743 Ambion, Life Technologies, Darmstadt
Silencer siRNA (negativ Kontrolle) Ambion

HiPerfect (Transfektionsreagenz) Qiagen

Tabelle 2 STAT3-Inhibition
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2.3 Bakterienkultur und —stimulation

2.3.1 Stimulation mit lebenden Bakterien

Es wurde mit den Stdmmen S. aureus 8325-4 und SH1000 gearbeitet. Beide sind Derivate aus dem
Vorlauferstamm S. aureus NCTC 8325 (O’Neill, 2010). Die Keime wurden bei -80 °C gelagert und vor
Gebrauch Gber Nacht im TSB-Medium unter Agitation bei 37 °C kultiviert. Die verwendeten Materialien
fur die Bakterienkultur sind in Tabelle 3 aufgefiihrt.

Fir die Stimulation wurde der jeweilige Keim in neues TSB-Medium Uberimpft, sodass er bis in die
logarithmische Phase hochwachsen konnte. Bei Erreichen einer optischen Dichte (OD) von ca. 0,3 wurde
der Keim flinf Minuten bei 750 g zentrifugiert und das entstandene Pellet einmal mit PBS gewaschen und
durch Vortexen mit dem PBS vermischt. Nach erneuter Zentrifugation fir finf Minuten bei 750 g wurde
das Pellet in KGM aufgenommen und mit Hilfe einer photometrischen Messung die Konzentration durch
Verdiinnung mit KGM auf die OD von 0,2 eingestellt.

Der Keim S. aureus 8325-4 wurde unterschiedlich eingesetzt, um die besten Stimulationsbedingungen zu
erproben. Dabei wurde einerseits 500 pl von der OD 0,2 pro Zellplattenloch eingesetzt und nach zwei
Stunden Gentamycinsulfat in einer Verdinnung von 1:1.000 fir weitere vier Stunden hinzugefigt.
Andererseits wurde die Stimulation fir drei Stunden durchgefiihrt und unter Anwesenheit von
Gentamycinsulfat 1 : 1.000 verdiinnt iber Nacht fortgesetzt.

Als Variante wurde fiir die Stimulation die OD der Bakterienverdiinnung von 0,2 1:10 und 1:20
verdiinnt und 500 pl der jeweiligen Verdiinnung auf die Zellen gegeben. Die Stimulation erfolgte tber
Nacht dabei ohne Gentamycin.

Zur Kontrolle der Bakterienkonzentration wurde zur Startzeit t, die Bakterienverdiinnung mit der OD von
0,2 1:10.000 in PSB verdiinnt und auf TSB-Platten ausplattiert. Die Platten wurden Gber Nacht im

Brutschrank inkubiert und am néachsten Tag mit Hilfe des Auszahlgerates ProtoCOL der Firma Synbiosis

ausgezahlt.

Materialien Bezogen von

TSB ( Tryptic Soy Broth) Caso Broth, Sigma-Aldrich 30 g/I
Gentamycinsulfat Carl Roth, Karlsruhe
TSB-Platten Agarose 15 g/I, BioCell

Tabelle 3 Bakterienkulturmaterialien
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2.3.2 Uberstand von SH1000

Zusétzlich zur Stimulation mit lebenden Bakterien wurde mit einem Uberstand von SH1000 gearbeitet.
Fiir die Erstellung des Uberstandes wurde der Keim SH1000 in 8 ml TSB-Medium angeimpft und iiber
Nacht unter Agitation bei 37 °C inkubiert. Am nachsten Morgen wurde der Keim in neues TSB-Medium
Uberimpft und fir weitere drei Stunden unter Agitation bei 37 °C inkubiert. Daraufhin wurde der Keim
fiir finf Minuten bei 750 g zentrifugiert und das entstandene Pellet wurde einmal mit PBS gewaschen.
Nach erneuter Zentrifugation fir finf Minuten bei 750 g wurde das Pellet in KGM aufgenommen und
durch Verdinnung auf eine optische Dichte von circa 0,2 eingestellt. Diese wurde dann noch einmal 1: 2
in KGM verdiinnt und 20 ml der Bakterienemulsion wurde in einem Standkolben fiir 24 Stunden bei 37 °C
unter Agitation inkubiert. Als Kontrolle wurde 20 ml KGM ebenfalls in einem Standkolben bei gleichen
Bedingungen inkubiert.

Am néachsten Tag wurde eine Verdinnung der Bakterienemulsion in KGM von 1 : 10 erstellt (OD =0,06)
und diese fiir zehn Minuten bei 8500 g zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde steril filtriert und
flir spatere Stimulationsversuche in Schraubdeckelréhrchen a 1 ml alliquotiert und bei -20 °C gelagert.
Als Kontroll-Uberstand wurde das KGM2 alliquotiert, welches ebenfalls fiir 24 Stunden bei 37 °C unter

Agitation inkubiert wurde.
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2.4 Quantitative Reverse-Transkription-Polymerase-Kettenreaktion

Die durchgefiihrten Versuche wurden mittels quantitativer RT-PCR ausgewertet. So bezeichnet man die
Kombination aus Reverser Transkription mit angeschlossener Polymerase-Kettenreaktion. Nachfolgend

sind die einzelnen Schritte dieses Verfahrens aufgefiihrt.

2.4.1 RNA-Isolation

Zur Analyse der Transkriptionsaktivitdt von verschiedenen Genen der Zelle wurde zunachst die RNA
isoliert. Tabelle 4 zeigt die verwendeten Materialien. Die Isolation erfolgte mit 500 pl Chrystal RNA magic
pro Zellplattenloch. Durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren wurden die Zellen lysiert und mit 100 pl
Chloroform in einem Schraubdeckelr6hrchen durchmischt. Durch die Zentrifugation bei 4 °C und
12.000 g entstanden drei Phasen. Die oberste Phase wurde abgenommen und in neuen 1,5 pl Réhrchen
mit 250 pl Isopropanol vermischt. Fiir die RNA Prazipation wurden die Proben bei Raumtemperatur fir
zehn Minuten stehen gelassen. Zur Separierung der RNA schloss sich eine erneute Zentrifugation fir
10 min bei 12.000 g an. Das Isopropanol wurde vorsichtig abgekippt und das gelartige Pellet zweimal mit
500 ul Ethanol gewaschen. SchlieBlich wurde das RNA-Pellet in 16,5 ul RNAse-freies Wasser

aufgenommen und mit dem Nano Drop 1000 die Konzentration der verschiedenen Proben gemessen.

Materialien Bezogen von

Chrystal RNA magic Biolab products, Godensdorft
Chloroform Merck, Darmstadt
Isopropanol Carl Roth, Karlsruhe

Ethanol Carl Roth, Karlsruhe

Tabelle 4 Reagenzien fiir die RNA-Isolation

2.4.2 Reverse Transkription

Die instabile RNA wurde nach der Isolation in komplementdre DNA (cDNA) umgeschrieben, um eine
dauerhafte Analysemoglichkeit zu erzeugen. Dies wurde durch eine reverse Transkriptase ermaoglicht, die
in der Lage ist aus einer RNA Vorlage DNA zu synthetisieren (Gallo, 1971). Introns und Promoter fehlen
bei der cDNA, da diese nur aus den transkribierten Teilen der genomischen DNA besteht. Die

verwendeten Materialien fir die reverse Transkription sind in Tabelle 5 aufgefiihrt.
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Der Ansatz fir die reverse Transkription beinhaltete 1 pl oligo(dT), 1 ul dNTP, 5 ul H,O sowie RNA und
H,0 berechnet nach der RNA Konzentration (insgesamt 15,75ul pro Probe).

Dieser Ansatz wurde im Thermocycler fir finf Minuten auf 65°C erhitzt und dann auf 4°C
heruntergekihlt. Zu jeder Probe wurden anschliefend 4 pl 5xRT-Buffer und 0,25 pul Maxima Reverse
Transkriptase hinzugefiigt und daraufhin wurden sie fir dreiig Minuten auf 60 °C erhitzt. SchlieBlich
wurde die Temperatur fir die letzten 5 min auf 85 °C erhoht und dann auf 4 °C heruntergekihlt. Die

Proben wurden mit 80 pl H,0 aufgefiillt, sodass sich ein Gesamtvolumen von 100 pl ergab.

Materialien Bezogen von

Maxima Reverse Transkriptase Thermo Fisher Scientific, Schwerte
5x Reverse Transkriptase Puffer Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Oligo (dt), t(18) Sigma Aldrich

dNTP Mix, 100 mM BiolLine, Luckenwalde

Tabelle 5 Reagenzien fiir die Reverse Transkription

2.4.3 Quantitative ,real-time” Polymerase Kettenreaktion (qPCR)

Nach Abschluss der reversen Transkription wurde die gPCR angeschlossen. Das Umschreiben der RNA in
cDNA ist dabei unumganglich, da mit der PCR nur DNA amplifiziert und quantifiziert werden kann
(Delidow et al., 1996). Es wurden Intron-Uberspannende Primer (Tabelle 6) benutzt, um cDNA von
genomischer DNA verlasslich unterscheiden zu kénnen. Grundsatzlich finden bei der PCR drei wichtige
Schritte statt, die bei unterschiedlichen Temperaturen durchgefiihrt werden. Diese drei Schritte
beinhalten die Denaturierung der doppelstrangigen DNA, das Binden der beiden spezifischen Primer
(Annealing) an je einen Einzelstrang und schlieBlich die enzymatische Amplifizierung der Primer durch
die hitzestabile Tag DNA Polymerase (Elongation) (Delidow et al., 1996).

Die PCR wurde als touchdown PCR durchgefiihrt, bei der nach der Anfangsdenaturierung bei 95 °C fir
dreillig Sekunden die Elongationstemperatur pro Zyklus von 66 °C um 1 °C bis auf 60 °C heruntergesetzt
wurde. Nach diesen sechs Zyklen folgten weitere vierzig Zyklen mit einer Elongationstemperatur von
60 °C. Jeder Zyklus begann mit einer fiinf Sekunden dauernden Denaturierung bei 95 °C.

In eine 96-Loch-PCR Platte wurden pro Vertiefung 5,2 ul SYBR Premix Ex Taq, 3 pl H,O und je 0,4 ul des
vorwarts und riickwarts Primers pipettiert. Danach wurde 1 ul der zu testenden cDNA in die jeweiligen

Vertiefungen hinzugefiigt. SchliefRlich wurde die Platte mit einer selbstklebenden Folie verschlossen und
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fir eine Minute bei 200 g zentrifugiert. Zur Analyse wurde das PCR Gerat , Thermal Cycling Step One
Plus“ mit der oben beschriebenen Zyklusabfolge genutzt. Tabelle 7 zeigt die verwendeten Materialien.
Zur Quantifizierung der entstandenen PCR-Produkte wurde das SYBR green Reagenz benutzt. Dieser
Fluoreszenzfarbstoff interkaliert doppelstrangige DNA und die Messung der Fluoreszenz am Ende jedes
Zyklusses ermoglicht Riickschlusse auf die Ursprungsmenge an cDNA. Der Cyanin-Farbstoff ist hitzestabil,
selektiv fir doppelstrangige DNA und sehr sensitiv (Zipper et al., 2004).

Die Spezifitat der entstandenen Produkte wurde durch die Schmelzkurvenanalyse sichergestellt. Eine
Standardkurve fir jedes Primerpaar ermoglichte die Bestimmung der cDNA Mengen. In Relation zum
konstant exprimierten , house keeping gene” RP38 konnte erfasst werden, ob die untersuchten Gene in
Relation zur Grundexpression der Zelle induziert wurden. Die Benutzung eines ,house keeping gene” ist

der Goldstandard zur Reduzierung von biologischen Schwankungen bei der Interpretation der PCR (Bar

et al.,, 2009).
Primer Orientierung Sequenz 5’-3’
RP38 fl TCAAGGACTTCCTGCTCACA
rl AAAGGTATCTGCTGCATCGAA
hBD-3 f3 TGTTTGCTTTGCTCTTCCTGT
r3 CGCCTCTGACTCTGCAATAA
Psoriasin vofl AGACGTGATGACAAGATTGAC
vorl TGTCCTTTTTCTCAAAGACGTC
RNase 7 S2-31 GGAGTCACAGCACGAAGACC
S2-33 rev CATGGCTGAGTTGCATGCTTGA
STAT3 f CTGCTCCAGGTACCGTGTGT
r CCTCTGCCGGAGAAACAG
IL-17C fl CTCAGCTACGACCCAGTGC
rl AAGGCCAGCTTCTGTGGATAG

Tabelle 6 Verwendete Primer fiir die ,,real-time“ PCR
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Materialien Bezogen von

SYBR Premix Ex Taq Il Takara Bio Europe/ Clonteck, Saint-Germain

en-Laye, Frankreich

96er CRYSTAL PCR Platte 12-10-0910C Biolab products
Micro AMP Optical Adhesive Film Applied Biosystems
PCR System Thermal Cycling Step One Plus Applied biosystems life technologies Serial Numer:

Base 272005139

Tabelle 7 Materialien fir die ,real-time” PCR

2.5 Ex Vivo Stimulation

Zum besseren Verstandnis der Verhaltnisse in menschlicher Haut wurden Versuche mit Hautbiopsien
durchgefiihrt. Die Biopsien wurden vorprapariert und Uberschissiges Fett und Teile der Dermis entfernt.
Daraufhin wurden kleine Hautstiickchen a 5 x 5 mm geschnitten. Fiir die Dauer von einer Stunde wurden
die Hautstiickchen in R6hrchen mit 350 ul KGM gegeben, worin der STAT3-Inhibitor STATTIC und zur
Kontrolle DMSO in der Konzentration 1 : 5000 verdiinnt war. Danach wurden die Hautstiickchen in neue
Réhrchen iiberfiihrt. In den Réhrchen war je nach Schema fiir die Stimulation ein Uberstand von SH1000
mit der dazugehorigen Kontrolle 1: 10 verdiinnt und der STAT3-Inhibitor STATTIC bzw. DMSO 1 : 5000
verdlnnt.

Nach der Stimulation tGber Nacht erfolgte die Aufarbeitung der Proben. Die Hautexzisate wurden dafir
zunachst in 300 ul RNAlater bei -20 °C gelagert.

Zur RNA-Isolation wurden die Hautstiickchen aus dem RNAlater entnommen und die Epidermis mit dem
Skalpell in kleine Stlickchen geschnitten. Die Hautschnipsel wurden dann in ein Lysisréhrchen mit kleinen
Kugelchen gegeben mit 600 ul RPL-Puffer (aus RNeasy Kit von Qiagen) und 6 pl 2-Mercaptoethanol
gegeben. Daraufhin wurde die Proben in einer Speed Mill-Zentrifuge dreimal fir eine Minute
zentrifugiert und so die RNA aufgeschlossen. Danach wurden die Proben drei Minuten bei 13000 g
abzentrifugiert und der Uberstand auf einen Qiashredder tiberfiihrt. Eine weitere Zentrifugation fiir drei
Minuten bei 13000 g diente der Homogenisierung des Lysates.

Die weitere RNA-Isolation erfolgte dann nach der Anleitung des RNeasy Mini Kit von Qiagen. In Tabelle 8

sind die verwendeten Materialien aufgezahlt.
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Materialien Bezogen von

innu Speed Lysis Tube W Biometra, Gottingen
RNAlater Qiagen, Hilden
2 Mercaptoethonal Roth, Karlsruhe
Qiashredder Qiagen, Hilden
RNeasy ® Mini kit Qiagen, Hilden

Tabelle 8 Aufbereitung der Hautexzisate

2.6 Dualer Luziferase-Test

Der duale Luziferase-Test erlaubt die Untersuchung der Promotoraktivitat von ausgesuchten Zielgenen.
Ein Renilla-Luziferase-Vektor und ein Firefly-Luziferase-Vektor werden gleichzeitig in die Zellen
transfiziert. Der Renilla-Luziferase-Vektor wird unabhadngig von &duBeren Einflissen grundsatztlich
transkribiert und fiihrt so zur einer konstanten Entstehung der Renilla-Luziferase. Die Firefly-Luziferase
hingegen entsteht abhdngig von der Promotoraktivierung des einklonierten Promotors des zu
untersuchenden Zielgenes. Die Firefly-Luziferase-Aktivitdt wird dabei in Relation zur
Renilla-Luziferase-Aktivitat interpretiert, da so die Transfektionseffizienz, Zelldichte und Zellaktivitat mit
beriicksichtigt werden. Da fiir beide Luziferasen unterschiedliche Subtrate eingesetzt werden ist diese
gleichzeitige Transfektion der Vektoren moglich (Farr und Roman, 1992). Bei den durchgefiihrten
Versuchen wurde ein ein Firefly-Luziferase-Vektor der Firma Promega verwendet, in den
2484 Basenpaare des hBD-3-Promotors einkloniert worden waren. Dieser hergestellte Vektor S3pGL3-2-

1 wurde aus einem vorherigen Projekt ( Doktorarbeit Kai Nabert, Hautklinik Kiel) ibernommen.

Flr den Luziferasetest wurden die Zellen bei einer Konfluenz von ca. 80% mit dem Transfektionsreagenz
FuGene HD in einer 24-Loch-Platte transfiziert. Pro Vertiefung wurde 30 ng Renilla, 300 ng S3pGI3-2-1
Vektor, 1 ul FuGene HD und 100 pl KGM ohne Antibiotika und Supplements eingesetzt. Nach einer
Inkubation von 15-30 Minuten wurde die Plasmidmischung auf die Zellen zu 250 ul vorgelegtem
Medium getropft und nach sechs Stunden das Medium gewechselt. Am darauffolgenden Tag wurde
dann das Medium noch einmal gewechselt. Am zweiten Tag nach der Transfektion wurde die Stimulation
mit einem Uberstand von SH1000 und die STAT3-Inhibition mit dem STAT3-Inhibitor Stattic
durchgefiihrt. Nach einer Stimulationsdauer von circa 22 Stunden wurden die Uberstinde abgenommen

und die Zellen einmal mit PBS gewaschen. Daraufhin wurde zum Lysieren der Zellen pro Zellplattenloch
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150 ul des Passiven Luysispuffer aus dem Kit von Promega 1 : 5 verdiinnt eingesetzt. Die Zellkulturplatte
wurde fir circa 20 Minuten auf einem Wipptisch gestellt und danach bis zur Messung der Luziferase-
Akitivitat bei -20 °C gelagert.

Fiir die Messung der Luziferaseaktividat wurde das Kit von Promega benutzt und das Plattenlesegerat von
Biotek (FLx800) zur Messung der Lumineszenz verwendet. Die Messung erfolgte in einer weien 96-Loch-
Platte. Aus jedem Zellplattenloch wurde 20 ul Lysat verwendet und die Messung analog zur

Beschreibung von Promega durchgefiihrt. In Tabelle 9 sind die verwendeten Materialien aufgefiihrt.

Materialien Bezogen von

Renilla Reporter Plasmid pGL4.74 hRluc/TK Promega, Madison, USA
pGL-3-Kontroll-Vektor Promega, Madison, USA
FuGene HD Transfection Reagent Promega, Madison, USA
Brandplates: 96-Loch-Platte (weil3, blickdicht) Brand, Wertheim
Dual-Luziferase Reporter 1000 Assay System Promega, Madison, USA

Tabelle 9 Materialien fiir den Luzifersasetest

2.7 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Zur Quantifizierung der Proteinmengen von IL-17C wurde das Prinzip des ,, Sandwich“-ELISAs genutzt. Die
Zelliberstande der durchgefiihrten Stimulationsversuche wurden hierfir nach Beendigung der
Stimulation abgenommen und fiir fiinf Minuten bei 12000 g abzentrifugiert. Der klare Uberstand wurde
in neue Réhrchen lberfiihrt und bei -20 °C bis zur Messung im ELISA gelagert. Als Kontrolle fiir den ELISA
wurde parallel zu den Stimulationsversuchen die gleiche Konzentration von S. aureus ohne Zellen tber
Nacht im Brutschrank inkubiert und nach Zentrifugation wurde der Uberstand ebenfalls bei -20°C
gelagert.

Fir die Durchfiihrung des ELISAs wurde das Kit fiir den IL-17C DuoSet ELISA von R & D genutzt und nach
den angegebenen Anweisungen durchgefihrt. Fiir die abschlieBende Farbreaktion wurde abweichend
vom Kit als Farbstoff Tetramethylbenzidin (TMB) genutzt. Die Messung der Extinktion erfolgte mit dem
Gerat Sunrise von Tecan bei einer Wellenldange von 620 nm. Die verwendeten Materialien fiir den ELISA
sind in Tabelle 10 aufgefihrt.

Die Konzentrationen von IL-17C der verschiedenen Proben wurden durch eine erstellte Standardkurve

ermittelt, wobei sich fiir jede gemessene Extinktion eine jeweilige Konzentration von IL-17C ablesen lielk.
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Von den dabei ermittelten Konzentrationen von IL-17C wurden die Werte der Kontrollen ohne Zellen

abgezogen.

Verwendete Materialien Bezogen von

DuoSet ELISA human IL-17C R & D Systems, Minneapolis, USA
TMB High Sensitivity Substrate Solution Biolegend, San Diego, USA
Albumin Fraktion V, biotinfrei Roth, Karlsruhe

Tabelle 10 Materialien fiir den ELISA

2.8 Darstellung der Ergebnisse

Die Ergebnisse wurden statistisch ausgewertet mit dem Programm Graph Pad Prism unter Benutzung des
Student’s T-Test. Es wurde beschrieben, dass dieser Test auch bei kleinen n-Werten und nicht
nachgewiesener Normalverteilung angewendet werden kann (Winter, 2013). In der Darstellung werden
die Mittelwerte bestehend aus Dreifachmessungen mit einem Fehlerbalken, der den Standardfehler
zeigt, als Saulendiagramme graphisch aufgefiihrt. Berlcksichtigt werden dabei reprasentative
Ergebnisse, die durch mehrfache Experimente bestatigt wurden. Durchgefiihrte Wiederholungsversuche,

die keine oder nicht eindeutige Ergebnisse brachten, werden nicht dargestellt.
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3 Ergebnisse

Dieser Ergebnisteil zeigt die Abhangigkeit der Genexpression des Zytokins IL-17C und der AMPs hBD-3,
RNase 7 und Psoriasin von STAT3 nach der Stimulation von Keratinozyten mit S. aureus.

Im ersten Teil werden die Ergebnisse der Vorversuche zur Methodik dargestellt. Zunachst wurde die
Eignung der zwei verfligbaren Keimstamme in der Anregung der Keratinozyten zur Induktion von IL-17C
gemessen (Abbildung 2). In einer weiteren Versuchsreihe wurde die optimale Dauer und die optimale
Konzentration der Bakterien fiir die Stimulation der Keratinozyten lberprift, mit der moéglichst hohe
Induktionslevel der Abwehrmolekile erreicht werden konnten (Abbildung 3 A-D). SchlieRlich wurde die
Effizienz der STAT3-Hemmung durch die siRNA der Hersteller Ambion und Qiagen Uberprift (Abbildung
4).

Nach den erfolgreichen Vorversuchen zur Methodik wurde dann im zweiten Teil die Rolle des
Botenstoffs STAT3 fiir die AMPs und IL-17C im Detail Gberprift. Dazu wurden die Genexpressionen von
IL-17C, hBD-3, RNase 7 und Psoriasin nach Applikation von S. aureus mit ungehemmtem STAT3 bzw.
durch siRNA oder STAT3-Inhibitor herunterreguliertem STAT3 verglichen (Abbildung 5 - Abbildung 7,
Abbildung 10 - Abbildung 11, Abbildung 14 - Abbildung 19). Fur IL-17C wurden dariiber hinaus die
Proteinkonzentrationen analysiert (Abbildung 9).

Zusatzlich wurde ex vivo die Abhangigkeit der Genexpression von IL-17C und hBD-3 von STAT3 bei der
Stimulation mit dem Uberstand von SH1000 untersucht (Abbildung 8, Abbildung 12).

Zum besseren Verstindnis der Genregulation von hBD-3 wurde schlieBlich die Promotoraktivierung

mittels eines dualen Luziferasetestes erprobt (Abbildung 13).

3.1 Untersuchungen zur Methodik

3.1.1 Vergleich verschiedener Keimstamme

Fiir die Experimente war es wichtig, Bedingungen zu schaffen, bei denen durch S. aureus die
Keratinozyten in ausreichender Starke stimuliert werden konnten, ohne jedoch die Keratinozyten
abzutéten. Dafiir wurden zundchst zwei unterschiedliche Keimstamme S. aureus 8325-4 und SH1000
verglichen, die beide aus dem Vorlauferstamm NCTC 8325 stammen (O’Neill, 2010), um festzustellen,

welcher Stamm bessere Induktionen bedingt (Abbildung 2).
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Abbildung 2. Die IL-17C Genexpression erfolgt effektiver mit S. aureus 8325-4. Konfluente Keratinozyten wurden mittels
S. aureus 8325-4 und SH1000 zwei Stunden inkubiert und anschlieBend vier Stunden mit Gentamycin behandelt. Daraufhin
wurde nach RNA-Isolation und reverser Transkription die IL-17C Expression mittels ,real-time” PCR gemessen. Die Abbildung
zeigt die relative IL-17C Genexpression.

Aufgrund der hoheren IL-17C-Induktion durch S. aureus 8325-4 (im Vergleich zu SH1000) wurde fiir die
weiteren Experimente mit lebenden Bakterien dieser Keim eingesetzt. Fir die Stimulationen ex vivo und

fir die Luziferaseversuche wurde ein Uberstand von SH1000 genutzt.

3.1.2 Induktion von IL-17C und AMPs in Abhdngigkeit von den

Stimulationsbedingungen

Anschliefend wurden verschiedene Stimulationsbedingungen verglichen, um zu erproben bei welchen
Bedingungen die Induktion der zu untersuchenden Abwehrmolekile am héchsten war (Abbildung 3 A-D).
Einerseits wurde daflir zwei Stunden mit S. aureus mit einer optischen Dichte von 0,2 stimuliert gefolgt
von einer vierstlindigen Inkubation mit Gentamycin. Auflerdem wurde untersucht, ob eine dreistiindige
Stimulation mit S. aureus mit einer optischen Dichte von 0,2 und einer darauffolgenden Inkubation mit
Gentamycin Gber Nacht (ca. 17 Stunden) zu héheren Induktionen der AMPs fiihrte.

Vergleichend dazu wurde die Stimulation ohne Gentamycin liber Nacht durchgefiihrt. Dabei wurde die
optische Dichte der Bakterienemulsion von 0,2 nochmal 1 : 10 und vergleichend 1 : 20 verdiinnt, um die

Keimzahl am Versuchsstart zu reduzieren.
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Abbildung 3 A-D. Abhdngigkeit der Induktion von der Stimulationsdauer und Konzentration von S. aureus. S. aureus (SA)
wurde zwei bzw. drei Stunden auf die Zellen gegeben gefolgt von einer Gentamycininkubation (Genta) von vier Stunden bzw.
liber Nacht. Zusatzlich wurde der Keim ohne Gentamycin tiber Nacht mit der optischen Dichte von 0,2 nochmals 1: 10 bzw.
1:20 verdiinnt eingesetzt. Die Genexpression wurde durch RNA-Isolation, reverser Transkription und ,real-time” PCR ermittelt
(SA = S. aureus, Genta = Gentamycin, UN = iber Nacht).

Auffallig war, dass die AMPs (A, C, D) nach einer zweistiindigen Stimulation mit S. aureus gefolgt von
einer vierstiindigen Inkubation mit Gentamycin wenn Uberhaupt nur sehr niedrige Induktionslevel
zeigten. IL-17C (B) hingegen war auf mRNA Ebene schon nach dieser kurzen Stimulationszeit
hochreguliert worden. Bei der Stimulationsdauer von drei Stunden und der Inkubation mit Gentamycin
Uber Nacht konnten nur in einigen Versuchen eine Induktion der Zielgene erzielt werden, die sich
allerdings nur schwer reproduzieren lieR. Dabei wurde jedoch festgestellt, dass auch die Dauer der
Postkonfluenz eine entscheidende Rolle fiir die Starke der Induktion spielt.

Bei der Stimulation Uber Nacht ohne Gentamycin konnten hdhere Induktionen auch bei den AMPs
erreicht werden. Vor allem bei dem fir S. aureus relevanten AMP hBD-3 konnte die Induktion verbessert
werden. Probleme ergaben sich jetzt noch fir IL-17C, da bei diesen langeren Stimulationszeitraumen

teilweise schwankende Induktionen erzielt wurden.
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Aufgrund dieser Ergebnisse wurden die weiteren Stimulationsversuche mit S. aureus (iber Nacht mit der
Verdiinnung 1:20 und drei Tagen postkonfluenten Zellen durchgefiihrt, da die Keratinozyten so
ausreichend zur Induktion von Abwehrmolekilen angeregt wurden, ohne jedoch das Abtoten der Zellen
zu riskieren. Bei der Verdiinnung 1 : 10 konnten zwar héhere Induktionswerte von hBD-3 und vor allem
RNase 7 beobachtet werden, allerdings waren die Keratinozyten stark angegriffen, sodass die
gemessenen RP38 Konzentrationen vermindert waren. IL-17C zeigte bei der Stimulation Gber Nacht zwar
niedrigere Konzentrationen als nach der zweistlindigen Stimulation, jedoch war die Genexpression
immer noch hoch genug, um eine etwaige Inhibition untersuchen zu kénnen.

Zusatzlich wurde beobachtet, dass Psoriasin durch S. aureus in den Stimulationen induziert wurde. Dabei
war vor allem bei der Stimulation ohne Gentamycin Gber Nacht und der optischen Dichte von 0,2 1: 10

verdiinnt eine ausgepragte Konzentrationszunahme der Psoriasin-mRNA zu messen.

3.1.3 Effektivitat der STAT3-siRNA bei Stimulation mit S. aureus

Um in vitro die Mutation der Krankheit HIES nachzustellen, wurde die STAT3-Genexpression mit einer
SiRNA herunterreguliert. Hierflir wurden die Keratinozyten bei 40-60% Konfluenz mit der STAT3-siRNA
transfiziert und bis zur Postkonfluenz weiter kultiviert. Diese war meist flinf Tage nach der Transfektion
erreicht. Die Stimulation wurde wie oben beschrieben (iber Nacht ohne Gentamycin durchgefihrt und

der knock down von STAT3 wurde mittels ,real-time” PCR ermittelt (Abbildung 4).

15 -
™ C
E .Q R R % %4 -
= 9 1.0
n o
Q
3

Q
S 2 05
[T ]
x O

0.0 -

Kontroll  STAT3 Kontroll  STAT3
siRNA siRNA siRNA siRNA
Qiagen Ambion

Abbildung 4. Knock down der verwendeten siRNAs. Die Abbildung zeigt die relative STAT3-Genexpression der mit S. aureus
stimulierten Zellen mit der Kontroll-siRNA sowie der STAT3-siRNA von Qiagen und von Ambion. Die Werte wurden mittels
,real-time”“ PCR nach RNA-Isolation und reverser Transkription ermittelt. Zur Darstellung kommen die Mittelwerte der
Dreierwerte von jeweils zwei Versuchen mit der siRNA der verschiedenen Firmen (****p<0,0001 Student’s t-Test).
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Wie aus der Graphik ersichtlich ist, wurde die Genexpression von STAT3 durch die siRNA beider Firmen

signifikant herunterreguliert.
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3.2 Wirkung von STAT3 als Transkriptionsfaktor fiir IL-17C, hBD-3,

RNase 7 und Psoriasin

3.2.1 Die STAT3-Abhangigkeit von IL-17C

3.2.1.1 Untersuchungen zur Abhangigkeit der IL-17C Genexpression von STAT3

Es ist bekannt, dass Tyq7-Zellen eine wichtige Rolle bei der Abwehr von Infektionen der Haut mit S. aureus
spielen (Krishna und Miller, 2012). Sie steuern (iber den IL-17-Stoffwechselweg (v.a. IL-17A) verschiedene
Abwehrstrategien wie z.B. die Aktivierung von Keratinozyten zur Induktion von AMPs (Liang et al., 2006).
Die Patienten mit der Krankheit HIES haben eine herabgesetzte Fahigkeit T,;;-Zellen zu generieren (Ma
et al.,, 2008). Daher werden Keratinozyten zur Bildung von AMPs weniger stimuliert, weil sie auf die
Zytokine der Ty,7-Zellen angewiesen sind (Minegishi et al., 2009).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob neben der bekannten Problematik der herabgesetzten
Aktivierung von Keratinozyten durch Zellen des erworbenen Immunsystems auch die Keratinozyten
selbst als Teil des angeborenen Immunsystems durch eine STAT3-Mutation in der Induktion von
Abwehrmolekiilen gehindert werden. Dazu wurde zunachst IL-17C untersucht, ein Zytokin, das von
Keratinozyten nach Stimulation von TLRs gebildet wird und autokrin auf die Keratinozyten wirkt
(Ramirez-Carrozzi et al., 2011).

Dabei wurde die STAT3-Genexpression durch Einsatz der STAT3-siRNA von Qiagen und Ambion
herunterreguliert (Abbildung 5, Abbildung 6).
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Abbildung 5. Abhangigkeit von IL-17C von STAT3. Dargestellt sind die Mittelwerte von zwei unabhangigen Versuchen mit der
STAT3-siRNA von Qiagen. Die Stimulation mit S. aureus erfolgte Uber Nacht. Im Gegensatz zur Kontroll-siRNA war bei den
Keratinozyten, die vorher mit der STAT3-siRNA behandelt wurden, nach RNA-Isolation und reverser Transkription eine
signifikant geringere IL-17C cDNA-Konzentration durch die ,real-time” PCR zu messen (SA = S. aureus, *p<0,05 Student’s t-Test).
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Abbildung 6 IL-17C ist abhangig von STAT3. In der Abbildung dargestellt ist ein exemplarischer Versuch mit der STAT3-siRNA
von Ambion. Dabei wurden die Zellen nach Transfektion mit der siRNA Uber Nacht mit S. aureus stimuliert und die
Genexpression von IL-17C nach RNA-Isolation und reverser Transkription mittels ,real-time” PCR bestimmt (SA =S. aureus,
*p<0,05 Student’s t-Test).

Es zeigte sich, dass IL-17C signifikant weniger induziert wurde, wenn die Keratinozyten mit der STAT3-
siRNA behandelt wurden. Um dieses Ergebnis zu untermauern wurden weitere Versuche mit dem STAT3-

Inhibitor durchgefuihrt (Abbildung 7).
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Abbildung 7 Ergebnisse mit dem STAT3-Inhibitor und IL-17C. Nach einer Vorinkubation von drei Stunden mit dem STAT3-
Inhibitor wurden die Keratinozyten mit S. aureus Uber Nacht stimuliert. Als Kontrolle diente DMSO. Dargestellt sind die
Ergebnisse eines exemplarischen Versuches aus der ,real-time” PCR. Die Ergebnisse konnten in einem weiteren Versuch (ohne
Abbildung) bestatigt werden (SA = S. aureus, **p<0,01 Student’s t-Test).
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Die Ergebnisse der siRNA konnten unter Einsatz des STAT3-Inhibitors bestdtigt werden und die

STAT3-Abhangigkeit von S.aureus-induzierter IL-17C-Genexpression in vitro gezeigt werden.

3.2.1.2 Verhalten von IL-17C in den ex vivo Experimenten
Zur Annadherung an die Verhaltnisse in vivo wurden Versuche mit Hautbiopsien durchgefiihrt. Dazu
wurden Hautexzisate von drei unabhdngigen Spendern untersucht, indem der STAT3-Inhibitor Stattic

genutzt wurde und zur Stimulation ein Uberstand von SH1000 verwendet wurde (Abbildung 8).
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Abbildung 8 IL-17C untersucht ex vivo. Hautbiopsien von drei unabhdngigen Spendern wurden prapariert und Hautstiickchen
von circa 5x5 mm mit DMSO bzw. Stattic 1:5000 verdinnt in 1,5 ml Réhrchen fiir eine Stunde vorinkubiert. Nach der
Vorinkubation wurde zusatzlich zu DMSO bzw. Stattic 1:5000 verdiinnt ein Uberstand von SH1000 1:10 verdiinnt zur
Stimulation eingesetzt. Nach RNA-Isolation und reverser Transkription wurde die relative IL-17C Genexpression mittels
Jreal-time” PCR ermittelt. Die Abbildung zeigt die Mittelwerte (n=15) basierend auf den drei Spendern (KO-US=Kontroll-
Uberstand, US-SH1000=Uberstand von SH1000, *p<0,05 Student's t-Test).

Die Ergebnisse der ex vivo Versuche zeigten ebenfalls eine Abhangigkeit der Genexpression von IL-17C

von STAT3.
3.2.1.3 Proteinuntersuchungen von IL-17C

Zur weiteren Untersuchung der STAT3-Abhédngigkeit von IL-17C wurde mittels ELISA die

Proteinkonzentrationen von IL-17C bei der Stimulation mit S. aureus und dem STAT3-Inhibitor ermittelt.
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Abbildung 9 Proteinkonzentrationen von IL-17C. Nach einer Vorinkubation von drei Stunden mit dem STAT3-Inhibitor bzw.
DMSO wurden die Keratinozyten mit S. aureus tUber Nacht stimuliert. Die Zellkulturiiberstande wurden daraufhin im ELISA
gemessen. Dargestellt sind die Ergebnisse eines exemplarischen Versuches. Die Werte ergeben sich aus den
Probenkonzentrationen abziiglich der Werte der Kontrollen ohne Zellen, sodass die IL-17C Konzentration der Uberstinde der
Zellen behandelt mit dem STAT3-Inhibitor unter die Nachweisgrenze fiel (SA = S. aureus).

Wie in der Abbildung 9 erkennbar ist die Proteinkonzentration von IL-17C vermindert in den Proben, die
mit dem STAT3-Inhibitor behandelt wurden. Diese Daten unterstiitzen die Ergebnisse aus der ,real-time“

PCR und geben Hinweise, dass die Bildung von IL-17C STAT3 abhéngig ist.
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3.2.2 hBD-3 und die Abhangigkeit von STAT3

3.2.2.1 Untersuchungen zur Abhdngigkeit der hBD-3 Genexpression von STAT3

hBD-3 ist ein wichtiges Abwehrmolekiil und es kann S. aureus innerhalb weniger Minuten als Teil der
konstitutiven Abwehr der Haut abtoten (Kéten et al., 2012). Inwieweit eine STAT3-Defizienz zu einer
geringeren Induktion von hBD-3 fiihrt, sollte in den Experimenten analysiert werden. Dazu wurde

zundchst die STAT3-siRNA genutzt (Abbildung 10).
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Abbildung 10. Die hBD-3 Genexpression ist abhdngig von STAT3. Zur Darstellung kommt ein exemplarischer Versuch mit der
STAT3-siRNA von Qiagen. Die primdre Keratinozyten mit der Kontroll-siRNA und der STAT3-siRNA wurden Uber Nacht mit
S. aureus inkubiert und die relative hBD-3 Genexpression nach RNA-Isolation und reverser Transkription mittels ,real-time” PCR
gemessen (SA = S. aureus, *p<0,05 Student's t-Test).

Hierbei zeigte sich eine geringere Genexpression von hBD-3, wenn die Keratinozyten mit der STAT3-
siRNA behandelt wurden. Zur Bestatigung wurde die STAT3-Abhédngigkeit von hBD-3 zusatzlich mit dem
STAT3-Inhibitor untersucht (Abbildung 11).
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Abbildung 11. Ergebnisse fiir hBD-3 mit dem STAT3-Inhibitor. Die Abbildung zeigt die Mittelwerte von zwei voneinander
unabhangigen Versuchen. Nach einer dreistiindigen Vorinkubation mit dem STAT3-Inhibitor bzw. DMSO wurden die Zellen tber
Nacht mit S. aureus inkubiert. Die Werte wurden nach RNA-Isolation und reverser Transkription durch die ,real-time“ PCR
ermittelt (SA = S. qureus, ****p<0,0001 Student’s t-Test).

Es konnte gezeigt werden, dass die Genexpression von hBD-3 sowohl durch die STAT3-siRNA als auch
durch den STAT3-Inhibitor in vitro herunterreguliert wurde und folglich in Keratinozyten die durch

S. aureus vermittelte hBD-3 Induktion von einem funktionsfahigen STAT3-Molekil abhangig ist.

30



3.2.2.2 hBD-3 und die Abhéngigkeit von STAT3 in den ex vivo Experimenten
Zur weiteren Untersuchung dieses Zusammenhanges wurden ex vivo Versuche durchgefiihrt. Dazu
wurden Hautbiopsien mit dem STAT3-Inhibitor Stattic behandelt und mit einem Uberstand von SH1000

stimuliert. In Abbildung 12 sind die Daten von drei unterschiedlichen Spendern aufgetragen.
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Abbildung 12 hBD-3 untersucht ex vivo. Hautbiopsien von drei unabhangigen Spendern wurden prapariert und Hautstlckchen
von circa 5x5 mm mit DMSO bzw. Stattic 1:5000 verdiinnt in 1,5 ml Réhrchen fir eine Stunde vorinkubiert. Nach der
Vorinkubation wurde zusitzlich zu DMSO bzw. Stattic 1:5000 verdiinnt ein Uberstand von SH1000 1:10 verdinnt zur
Stimulation eingesetzt. Nach RNA-Isolation und reverser Transkription wurde die relative IL-17C Genexpression mittels
Jreal-time” PCR ermittelt. Die Abbildung zeigt die Mittelwerte (n=15) basierend auf den drei Spendern (KO-US=Kontroll-
Uberstand, US-SH1000= Uberstand von SH1000, *p<0,05 Student’s t-Test).

In den ex vivo Experimenten konnte eine signifikante Induktion der hBD-3 Genexpression bei der
Stimulation gemessen werden. Diese Induktion konnte durch den STAT3-Inhibitor jedoch nur bei einem
Spender signifikant herunterreguliert werden. Bei der Betrachtung der Daten aller drei Spender war

durch hohe Schwankungen keine statistisch signifikante Aussage moglich.

3.2.2.3 Ergebnisse des Dualen Luziferasetest

Zur Untersuchung der Promotorregulation von hBD-3 wurden Versuche mit dem dualen Luziferasetest
durchgefihrt. Hierzu wurden primdre Keratinozyten mit einem Vekor transfiziert, der den
hBD-3-Promotor mit nachgeschaltetem Firefly-Luziferase-Gen enthielt. Zuséatzlich wurde ein
Renilla-Luziferase-Vektor in die Zellen transfiziert. Die Transfektion der primaren Keratinozyten erfolgte
bei einer Konfluenz von circa 70 %. Die Stimulation der transfizierten Zellen mit einem Uberstand von
SH1000 und dem Kontrolliberstand erfolgte dann bei einer Zellkonfluenz von 100 %. STAT3 wurde dabei

durch die Verwendung des STAT3-Inhibitors Stattic herunterreguliert.
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Abbildung 13 A+B STAT3-Abhangigkeit der Promotoraktivierung von hBD-3. Primare Keratinozyten wurden mit dem Firefly-
Luziferase-Vektor mit einkloniertem hBD-3-Promotor und dem Renilla-Luziferase-Vektor transfiziert. Dabei wurde einerseits
DMSO als Kontrolle 1:5000 eingesetzt und die Zellen mit dem Uberstand von SH1000 bzw. mit dem Kontrolliiberstand
stimuliert (A). Andererseits wurde Stattic 1:5000 verdiinnt zur Herunterregulierung von STAT3 genutzt und diese Zellen
ebenfalls mit dem Uberstand von SH1000 bzw. dem Kontrolliiberstand stimuliert (B). Dargestellt ist die relative Lumineszenz
bezogen auf die Renilla-Lumineszenzwerte eines exemplarischen Versuches (KO-US = Kontroll-Uberstand, US-SH1000 =
Uberstand von SH1000, ns = nicht signigikant **p<0,01 Student’s t-Test).

Die gemessenen Werte zeigen eine signifikante Aktivierung des hBD-3 Promotors bei der Stimulation der
Zellen mit dem Uberstand von SH1000 (Abbildung 13 A). Diese Aktivierung lasst sich durch die relative
Zunahme der Lumineszenz im Sinne einer vermehrten Bildung der Firefly-Luziferase bezogen auf die
Renilla-Luziferase-Lumineszenz erkennen. Bei Behandlung der Zellen mit dem STAT3-Inhibitor Stattic war
die Zunahme der Lumineszenz im Gegensatz dazu nicht mehr signifikant (Abbildung 13 B). Dies gibt erste

Hinweise auf eine STAT3-abhdngige Aktivierung des hBD-3-Promotors bei der Stimulation bei S. aureus.
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3.2.3 Untersuchungen zur STAT3-Abhdngigkeit von RNase 7

Es ist bekannt, dass RNase 7 eine hohe Potenz hat S. aureus abzutoten (Simanski et al., 2010). Daher war
ist es von Interesse, inwiefern RNase 7 von einem funktionsfahigen STAT3-Molekiil abhangig ist, um die
Anfalligkeit von HIES-Patienten fiir Hautinfektionen durch S. aureus besser zu verstehen.

Es wurde dieser Zusammenhang zunachst mit der STAT3-siRNA (Abbildung 14) und danach mit dem
STAT3-Inhibitor untersucht (Abbildung 15).
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Abbildung 14. STAT3-Abhangigkeit von RNase 7. Dargestellt ist ein Versuch, bei dem mit der STAT3-siRNA von Qiagen
gearbeitet wurde. Die transfizierten Keratinozyten wurden tber Nacht mit S. aureus inkubiert. Die Auswertung erfolgte nach
RNA-Isolation und reverser Transkription mittels ,real-time” PCR (SA = S. aureus, ****p<0,0001 Student’s t-Test).
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Abbildung 15. RNase 7 und die Stimulation mit S. aureus unter Anwesenheit des STAT3-Inhibitors. In der Abbildung sind die
Mittelwerte von zwei unabhdngigen Versuchen mit dem STAT3-Inhibitor zu sehen. Die Zellen wurden nach Vorinkubation mit
dem STAT3-Inhibitor Gber Nacht mit S. aureus 1 : 20 verdiinnt stimuliert. Die Werte ergeben sich aus ,real-time“ PCR nach RNA-
Isolation und reverser Transkription (SA = S. aureus, **p<0,01 Student’s t-Test).
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Die dargestellten Versuche liefern erste Hinweise fiir eine mogliche STAT3-Abhangigkeit von RNase 7.
Dabei war zu beachten, dass beim Einsatz von S. aureus mit der optischen Dichte von 0,2 1 : 20 verdiinnt
die Genexpression von RNase 7 nur in geringem MalRe anstieg.

In einem weiteren Versuch, bei dem S. aureus in der Verdiinnung 1: 10 eingesetzt wurde, konnten
hohere RNase 7 Induktionslevel erzielt werden. Dabei war zwar eine Herunterregulierung der RNase 7

Induktion durch den STAT3-Inhibitor sichtbar, aber es zeigte sich keine eindeutige statistische Signifikanz

(Abbildung 16).
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Abbildung 16. RNase 7 Genexpression in Zusammenhang mit dem STAT3-Inhibitor. Die Keratinozyten wurden drei Stunden vor
Stimulationsstart mit dem STAT3-Inhibitor bzw. DMSO vorinkubiert. Die Stimulation wurde mit S. aureus tUber Nacht mit der
optischen Dichte von 0,2 1: 10 verdiinnt durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte nach RNA-Isolation und reverser Transkription
mittels ,real-time” PCR. Dargestellt ist ein exemplarischer Versuch (SA =S. aureus, ns: nicht signifikant-> p=0,1751 Student’s
t-Test).
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3.2.4 Psoriasin im Zusammenhang mit S.aureus und die Abhangigkeit von STAT3

Psoriasin ist ein AMP, das in hoher Konzentration auf der Gesichts- und Kopfhaut zu finden ist. Dabei
wurde gezeigt, dass Psoriasin vor allem gegen E. coli wirkt (Glaser et al., 2005). Inwieweit Psoriasin
hingegen in der Abwehr von S. aureus eine Rolle spielt, ist noch wenig beschrieben. Es wurde Psoriasin
im Zusammenhang mit der Stimulation von Keratinozyten mit S. aureus untersucht und in diesem
Rahmen wurde auch die Abhangigkeit von STAT3 durch Einsatz der STAT3-siRNA und des STAT3-
Inhibitors getestet (Abbildung 17, Abbildung 18, Abbildung 19).
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Abbildung 17. Psoriasin und die Induktion durch S. aureus nach Transfektion der STAT3-siRNA. Die Keratinozyten wurden Uber
Nacht mit S. aureus mit der optischen Dichte von 0,2 1 : 20 verdiinnt stimuliert. Dabei wurde der Einfluss der STAT3-siRNA auf

die Stimulation untersucht. Die Genexpression wurde nach RNA-Isolation, reverser Transkription und ,real-time“ PCR gemessen
(SA = S. aureus, ns: nicht signifikant-> p= 0,0665 Student’s t-Test).
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Abbildung 18. Psoriasin und die Stimulation mit S. aureus in Anwesenheit des STAT3-Inhibitors. Zur Darstellung kommt ein
Experiment, bei dem die Keratinozyten mit S. aureus mit der optischen Dichte von 0,2 1: 20 verdiinnt stimuliert wurden in
Anwesenheit von DMSO bzw. vom STAT3-Inhibitor. Nach RNA-Isolation und reverser Transkription wurde die relative
Psoriasin-Genexpression mittels ,real-time” PCR gemessen (SA = S. aureus, *p<0,05 Student’s t-Test).
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Abbildung 19. Psoriasin und die Abhédngigkeit von STAT3. Die Keratinozyten wurden mit einer hoheren Anfangskonzentration
von S. aureus stimuliert (optische Dichte von 0,2 nicht 1 : 20 sondern 1:10 verdiinnt). Es konnte durch die RNA-Isolation, reverse
Transkription und ,real-time” PCR eine Induktion der Psoriasin-Genexpression gemessen werden und eine signifikant geringere
Genexpression in Anwesenheit des STAT3-Inhibitors festgestellt werden (SA = S. aureus, **p<0,01 Student’s t-Test).

Die Versuche zeigten, dass Psoriasin von S. aureus induziert wurde und dabei eine Abhdngigkeit von
STAT3 besteht. Es war auffallig, dass Psoriasin besonders stark exprimiert wurde, wenn die

Anfangskonzentration der Bakterien hoher gewahlt wurde (Abbildung 19).
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4 Diskussion

4.1 STAT3 und seine Bedeutung in der kutanen Abwehr

4.1.1 Molekulares Verstandnis des HIES

Das HIES ist eine Erkrankung, deren molekulares Verstiandnis eine wichtige Rolle fiir die weitere
Erforschung von Zusammenhangen in der Immunabwehr der menschlichen Haut spielt. Dieses komplexe
System kann oft erst dann besser verstanden werden, wenn zum Beispiel durch eine genetische
Erkrankung Infektionen entstehen, die unter normalen Umsténden durch das kompetente Immunsystem
abgewehrt werden kénnen.

Beim HIES wurde zunachst herausgefunden, dass nach einer Stimulation mit IL-6 die Leukozyten der
Patienten weniger nachgeordnete Zytokine sezernieren (Holland et al., 2007). Dabei ist schon lange
bekannt, dass STAT3 eine grofRe Rolle in der Signalvermittlung von IL-6 spielt (Zhong et al., 1994). Durch
diesen Zusammenhang wurde STAT3 als Krankheitsgen in die Uberlegungen miteinbezogen und
schlieBlich als solches identifiziert (Holland et al., 2007). IL-6 ist wichtig fur die Regulation des
Immunsystems und die Aktivierung einer akuten Entziindungsreaktion (Heinrich et al., 2003). Das Fehlen
eines funktionstiichtigen STAT3-Molekils kann somit einen Teil der Immunschwéache von HIES -Patienten
im Sinne einer herabgesetzten Antwort auf IL-6 erkldaren (Mogensen, 2013).

Zusatzlich wurde beschrieben, dass bei den HIES-Patienten die Differenzierung von T-Helferzellen in die
Tui7-Zellreihe herabgesetzt ist (Milner et al., 2008). Die Entwicklung von T,i;-Zellen ist auf ein
funktionsfahiges STAT3 Molekiil angewiesen (Yang et al., 2007). Dies konnte eine Erklarung fiir die
dominante Rolle der Haut- und Lungeninfektionen sein, obwohl alle Zellen der HIES-Patienten von der
STAT3 Mutation betroffen sind. Aufgrund der herabgesetzten Bildung von Ty,;-Zellen werden Haut- und
Lungenepithelzellen durch die Zytokine dieser Zellen weniger stimuliert. Es wurde aber beschrieben, dass
gerade diese Zelltypen stark auf die Zytokine von Ty;,-Zellen angewiesen sind und somit die gestorte
Immunabwehr in diesen Geweben durch das Fehlen von Ty,7-Zellen erklart werden kann (Minegishi et
al., 2009).

Zwar bietet der zuletzt genannte Punkt eine Erklarung der auffalligen Hautinfektionen, jedoch bleibt die
Frage offen, ob auch die Keratinozyten selbst von der STAT3 Mutation in ihrem eigenen angeborenen

Abwehrsystem gestort sind.
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4.1.2 Steuerung der kutanen Abwehr und Rolle von IL-17C

HIES-Patienten leiden vor allem unter Hautinfektionen durch S. aureus, die sich als kalte Hautabszesse
prasentieren (Davis et al., 1966). S. aureus ist ein Bakterium, dass durch Keratinozyten mithilfe
spezialisierter Rezeptoren, zum Beispiel TLR2 (Miller, 2008) oder NOD2 (Roth et al., 2014), erkannt
werden kann. Dabei ist beschrieben worden, dass die Aktivierung von NOD2 durch S. aureus zu einer
Induktion von IL-17C fuhrt (Roth et al., 2014). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eine durch S. aureus
induzierte sehr schnelle Zunahme der Genexpression von IL-17C, die durch eine Hemmung von STAT3
eingeschrankt wird. Dieser Zusammenhang konnte sowohl in vitro als auch ex vivo gezeigt werden
(Abbildung 5 - Abbildung 8). Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass auch die Bildung IL-17C bei einer
STAT3-Hemmung vermindert wird (Abbildung 9). Dies legt eine verminderte Wirkung von IL-17C beim
HIES nahe, so dass die normale, durch IL-17C aktivierte und gesteuerte Immunreaktion der Keratinozyten
gestort sein konnte (Pappu et al., 2012).

Inwieweit IL-17C AMPs induziert, ist noch nicht hinreichend erforscht. Es wurde beschrieben, dass der
IL-17C Rezeptor vor allem auf Epithelzellen wie Keratinozyten exprimiert wird (Ramirez-Carrozzi et al.,
2011), wodurch die Rolle von IL-17C zur Aktivierung des angeborenen Immunsystems von Epithelzellen
unterstrichen wird. IL-17C wirkt dementsprechend autokrin auf Keratinozyten und es konnte die
nachfolgende Induktion von hBD-2 (ein weiteres beta Defensin) und Psoriasin gezeigt werden (Ramirez-
Carrozzi et al., 2011). Eine Bildung von hBD-3 durch IL-17C, welche aufgrund der Wirksamkeit gegen
S. aureus sinnvoll wéare, wurde noch nicht untersucht. Ein Einfluss von IL-17C auf RNase 7 konnte weder
alleine noch in Kombination mit anderen Zytokinen gezeigt werden (Simanski et al., 2013). Die Induktion
von Psoriasin und hBD2 durch die Stimulation mit IL-17C war erst nach langerer Stimulation (24 — 48h) zu

messen (Ramirez-Carrozzi et al., 2011), was auf unbekannte Zwischenmechanismen hindeuten kénnte.

Die in dieser Arbeit aufgefiihrten Experimente zeigen, dass die Genexpression der AMPs im Gegensatz zu
IL-17C erst nach einer langeren Stimulationsdauer mit S. aureus erfolgt. Dies weist ebenfalls darauf hin,
dass eine mogliche Induktion von AMPs durch IL-17C nicht direkt erfolgt, sondern ein oder mehrere
Zwischenschritte bendtigt werden. Zuséatzlich kénnten auch andere von IL-17C unabhéangige
Mechanismen, die durch S. aureus aktiviert werden und Gber mehrere Schritte ablaufen, die spatere
Hochregulierung von AMPs erkldren. Abbildung 20 zeigt graphisch mogliche Abldufe nach der

Stimulierung mit S. aureus.
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Abbildung 20. Wirkung von S. aureus auf Keratinozyten. Dargestellt sind mogliche Signaltransduktionswege nach der
Stimulation von Keratinozyten mit S. aureus. S. aureus wird durch TLR2 oder NOD2 erkannt. Das Signal wird daraufhin z.B. Gber
NF-kB (Miller, 2009; Lecat et al., 2010) an den Zellkern weitergeleitet. Dadurch werden verschiedene Zytokine und auch IL-17C
ausgeschdttet. IL-17C wirkt autokrin auf die Keratinozyten, wobei die genauen nachgeschalteten Mechanismen noch nicht
bekannt sind. Im Endeffekt werden durch Zytokinsignale AMPs ausgeschittet. Unsere Ergebnisse weisen darauf hin, dass STAT3
ein Transkriptionsfaktor sein kdnnte, der die Induktion von AMPs in Keratinozyten vermittelt.

4.1.3 Die Rolle von RNase 7 und hBD-3 in der Abwehr von S. aureus beim HIES

4.1.3.1 RNase?7

In der Abwehr von S. aureus ist RNase 7 ein wichtiger Effektorstoff mit hoher Aktivitat gegen diesen Keim
(Kisich et al., 2007; Simanski et al., 2010). Generell ist RNase7 ein AMP mit einer breiten
antimikrobiellen Aktivitat (Harder and Schréder, 2002). Dabei wurde beschrieben, dass geringe
Expressionslevel von RNase 7 mit einer erhohten Gefahr fiir Infektionen mit S. aureus einhergehen

(Zanger et al., 2009).
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Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eine statistisch signifikante geringere Induktion von RNase 7 bei der
Herunterregulierung von STAT3, jedoch kénnen diese Daten aufgrund der geringen Induktionsstarke von
RNase 7 nur erste Hinweise flr eine etwaige Abhdngigkeit geben (Abbildung 14, Abbildung 15).

Ein Versuch mit dem STAT3-Inhibitor, bei dem S. aureus in etwas hoherer Ausgangskonzentration
(optische Dichte von 0,2 1:10 und nicht 1:20 verdiinnt) Gber Nacht eingesetzt wurde, erbrachte
bessere Induktionslevel der RNase 7 mRNA-Konzentration. Hierbei war jedoch durch leicht schwankende
Werte keine statistisch signifikante Aussage zu treffen, obwohl die Ergebnisse im biologischen Sinne auf
eine STAT3-Abhangigkeit von RNase 7 hindeuten (Abbildung 16).

RNase 7 wird neben der konstitutiven Expression auch durch unterschiedliche Stimuli verstarkt
ausgeschiittet. Dabei wurde beschrieben, dass vor allem die synergistische Wirkung von IL-17A und IFN-y
eine gesteigerte Expression von RNase 7 bedingt, welche durch eine Hemmung von STAT3 aufgehoben
wird (Simanski et al., 2013). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen nun, dass RNase 7 durch die Stimulation
mit S. aureus in Keratinozyten induziert wird und es zeigen sich Hinweise flir eine Abhangigkeit von
STAT3. Dabei bleibt noch offen, ob die Induktion von RNase 7 in der Haut nach Stimulation mit S. aureus
durch IL-17A und IFN-y erfolgt oder eher ein anderer Signalweg aktiviert wird, bei dem auch eine STAT3-
abhéangige Induktion von RNase 7 stattfindet.

Zusammenfassend kann vermutet werden, dass ein Faktor fir die hohe Anfilligkeit von HIES-Patienten

fiir Infektionen mit S. aureus die STAT3-abhéangige geringere Induktion von RNase 7 ist.

4.1.3.2 hBD-3

hBD-3 ist ebenfalls ein Peptid mit hoher antimikrobieller Aktivitdt (Harder et al., 2001). Dabei wurde
beschrieben, dass hBD-3 ein sehr wichtiges AMP zur Abwehr von S. aureus ist (Kisich et al., 2007).

In den Experimenten dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die hBD-3-Genexpression durch die
Stimulation mit S. aureus sowohl in vitro als auch ex vivo induziert wird. Dabei war in der Zellkultur
sowohl mit der STAT3-siRNA als auch mit dem STAT3-Inhibitor eine signifikante verminderte
Genexpression von hBD-3 zu detektieren (Abbildung 10, Abbildung 11). In den ex vivo-Versuchen war
diese Herunterregulierung nicht eindeutig zu bestatigen (Abbildung 12). Dies lasst am ehesten auf
physiologische interindividuelle Unterschiede in der Steuerung der Immunabwehr erklaren und musste
durch eine Erhéhung der Versuchanzahl weiter untersucht werden.

Fiir hBD-3 wurde beschrieben, dass TLR2 eine entscheidende Rolle fiir die Induktion spielt (Menzies and
Kenoyer, 2006). Zusatzlich wurde herausgefunden, dass STAT3 bei der Stimulation von Keratinozyten mit

Histamin aktiviert wird und nachfolgend hBD-3 gebildet wird (Ishikawa et al., 2009). Die Ergebnisse
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dieser Arbeit unterstreichen eine STAT3 abhangige Induktion von hBD-3 bei der Stimulation mit S.
aureus. Dabei ist es vorstellbar, dass die Aktivierung von STAT3 Uber den TLR 2 stattfindet, welcher
bekanntermalien durch S. aureus aktiviert wird (Miller, 2008). Die Ergebnisse des dualen Luziferasetestes
bieten ersten Hinweise, dass STAT3 den hBD-3 Promotor aktiviert (Abbildung 13). Jedoch spielen dabei
womoglich noch Zwischenschritte tiber Zytokine eine Rolle, die die spate Erhéhung der Genexpression
von hBD-3 erklaren.

Die geringere Induktion von hBD-3 durch den STAT3-Defekt ist eine mogliche zusatzliche Erklarung fir

die Hautinfektionen mit S. aureus bei HIES-Patienten.

4.1.4 Wirkung von Psoriasin bei der Infektion mit S. aureus

Psoriasin ist ein AMP, das vor allem gegen E. coli wirkt. Dabei konnte eine Wirkung auf S. aureus nur in
hohen Konzentrationen gezeigt werden (Glaser et al., 2005). Bei den Stimulationsversuchen aus dieser
Arbeit wurde eine vermehrte Induktion von Psoriasin durch die Stimulation mit S. aureus festgestellt, die
durch die Herunterregulierung von STAT3 gehemmt werden konnte (Abbildung 18, Abbildung 19). Diese
Induktion von Psoriasin bei der Stimulation legt eine Wirkung gegen S. aureus nahe. Dabei ist es denkbar,
dass Psoriasin keine direkte Aktivitdt gegen S. aureus hat, sondern auf andere Weise eine Bekdmpfung
dieses Keimes ermoglicht.

Eine Hypothese waére, dass Psoriasin einen synergistischen Effekt mit anderen AMPs aufweist. Ein
beschriebener Mechanismus zur Wirkung von AMPs ist die Interaktion mit der negativ geladenen
Zellmembran der Bakterien (Oren and Shai, 1998; Wiesner and Vilcinskas, 2010). Fiir Psoriasin ist jedoch
dargelegt worden, dass ein Zinkentzug aus den Bakterien die antimikrobielle Wirkung darstellen kdnnte
(Glaser et al., 2005). Es ist vorstellbar, dass Psoriasin die Wirkung von anderen AMPs durch den
Zinkentzug verstarkt und so indirekt das Abtoten von S. aureus unterstitzt.

Zusatzlich ist diskutiert worden, dass Psoriasin eine chemotaktische Wirkung haben konnte (Wolf et al.,
2009) und eine Aktivierung von neutrophilen Granulozyten zur Bildung von Zytokinen durch Psoriasin
stattfindet (Zheng et al., 2008). Dies ist ein weiterer Mechanismus, der die Rolle von Psoriasin in der
korpereigenen Abwehr gegen S. aureus erklaren konnte.

In den Experimenten dieser Arbeit war auffallig, dass Psoriasin vor allem dann bei der Stimulation mit S.
aureus gebildet wurde, als der Keim in einer héheren Anfangskonzentration (optische Dichte von 0,2
1:10 und nicht 1: 20 verdinnt) eingesetzt wurde. Diese Beobachtung unterstreicht die mutmaRliche

unterstitzende Funktion von Psoriasin in der Bekdmpfung von S. aureus. Die Keratinozyten scheinen

41



Psoriasin vor allem dann zu bilden, wenn die herkémmlichen Mechanismen gegen S. aureus nicht

ausreichen.

4.1.5 Schlussfolgerung

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass STAT3 eine wichtige Rolle in der Immunabwehr von
Keratinozyten spielt. Insbesondere wurde aufgedeckt, dass das Zytokin IL-17C und die AMPs hBD-3,
RNase 7 und Psoriasin auf ein funktionsfahiges STAT3-Molekiil angewiesen sind, um bei der Infektion mit
S. aureus ausreichend induziert werden zu kdnnen.

Welche genauen molekularen Mechanismen der Induktion von AMPs bei der Stimulation mit S. aureus
zugrunde liegen und durch welche Zytokine dabei die Aktivierung von STAT3 bedingt ist, ist noch nicht
abschlieRend geklart. Die hier gezeigten Ergebnisse verdeutlichen aber, dass STAT3 fiir die S. aureus-
induzierte Genexpression von Psoriasin, hBD-3 und RNase 7 in Keratinozyten essentiell ist. Ob jedoch
STAT3 direkt die Transkription der AMPs induziert oder nur vorgeschaltete Zytokine, bleibt noch zu
untersuchen.

Die Daten dieser Arbeit fihren zur Hypothese, dass das Abwehrsystem der Keratinozyten beim HIES
durch eine geringere Genexpression von IL-17C, Psoriasin, hBD-3 und RNase 7 aufgrund des HIES-
assoziierten STAT3-Defekts gestort ist. Dies konnte eine weitere Erklarung fir die dominanten
Hautinfektionen mit S. aureus bei HIES liefern.

In der Zukunft sollten diese Ergebnisse in vivo bestdtigt werden, um sicherzustellen, dass die
Zusammenhange auf die HIES-Patienten Ubertragbar sind. Hierzu muss zum Beispiel getestet werden, ob

die Patienten tatsachlich weniger AMPs auf die Hautoberflache freisetzen.
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4.2 Aspekte fiir die HIES-Therapie und Ausblick

HIES-Patienten leiden unter einer ekzematdsen Dermatitis, die durch Infektionen mit S. aureus
unterstutzt wird (Yong et al.,, 2012). Daher haben sich Antibiotika und topische antiinfektiose
Malnahmen auf der Haut als Therapeutika bewéahrt (Grimbacher et al., 2005). Die antibiotische Therapie
wird dabei auch prophylaktisch durchgefiihrt. Problematisch bei der Therapiesteuerung sind die oftmals
nur geringen Entziindungszeichen, die ein Aufflammen von Infektionen nur schwer detektierbar machen.
Teilweise bleibt zur Therapie der , kalten Abszesse” nur die chirurgische Exzision (Yong et al., 2012).

Ein neuer Durchbruch gelang im Jahre 2014, als bei einer 14-jahrigen HIES-Patientin eine
Stammazelltransplantation erfolgreich durchgefiihrt werden konnte (Patel et al., 2015). Davor waren die
seltenen Versuche einer Stammzelltransplantation kaum erfolgreich. Die Moglichkeit dieser Therapie
Iasst auf eine Heilung der Erkrankung hoffen.

Nichtsdestotrotz hat die antibiotische, supportive Therapie weiterhin ihren Stellenwert. Dabei besteht
jedoch immer die Gefahr von Resistenzentwicklungen seitens der Bakterien. Zusatzlich werden die
Patienten den Nebenwirkungen der Antibiotikatherapie ausgesetzt, welche gerade bei langer
prophylaktischer Einnahme ein groRes Problem darstellen.

Auf Grundlage der Ergebnisse dieser Arbeit, welche vermuten lassen, dass AMPs bei HIES-Patienten
durch die STAT3-Mutation weniger gebildet werden, drdngt sich die Idee auf, hieraus einen
therapeutischen Nutzen zu ziehen. Die therapeutische Anwendung von AMPs ist in den letzten Jahren in
der Forschung zusehends in den Vordergrund geriickt, da aufgrund von immer mehr multiresistenten
Erregern dringend neue Therapieoptionen gefunden werden miissen.

Doch die therapeutische Anwendung von AMPs ist noch am Anfang ihrer Entwicklung. Neben den
Herausforderungen der eigentlichen Herstellung und den Problemen, eine stabile Darreichungsform zu
finden (da Costa et al., 2015), bleibt die Frage zu klaren, ob der groRflachige, kiinstliche Einsatz von AMPs
das vernetzte und schon lange bestehende Immunsystem der Haut bzw. des ganzen Kérpers in ein
Ungleichgewicht bringen konnte. Es wird beschrieben, dass Resistenzentwicklungen gegen AMPs selten
zu beobachten sind, da diese vor allem die Bakterienmembran angreifen und die Bakterien diesen
Angriffspunkt nur schwer verdndern kénnen, ohne die strukturelle und funktionelle Integritat der Zelle
zu gefdhrden (Lai und Gallo, 2009). Trotzdem wird die Entstehung von natirlichen Resistenzen in der
evolutiondren Co-Entwicklung von AMPs und Bakterien genannt (Peschel und Sahl, 2006; Peters et al.,
2010). Im Gegensatz zu herkdmmlichen Antibiotika sind AMPs in der Lage, nicht nur eine bestimmte

Zielstruktur, sondern mehrere (iberlebenswichtige Strukturen der Bakterien anzugreifen (Peschel und
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Sahl, 2006). Zusatzlich ist die induzierte Sekretion von mehreren AMPs gleichzeitig und die dabei
beobachteten sehr hohen Konzentrationen von AMPs am Ort der Infektion eine kaum zu Gberwindende
Barriere fiir eindringende Bakterien (Lai und Gallo, 2009), sodass aktuell die seltenen Resistenzen kaum
eine biologische Relevanz besitzen.

Um tatsdchlich AMPs fiir HIES-Patienten als Therapeutikum in Betracht zu ziehen bleibt zu beachten,
dass unsere Experimente nur erste Hinweise fiir die tatsdachliche STAT3-Abhéangigkeit der AMP-Sekretion
von HIES-Patienten in vivo geben. Zusatzlich wurde eine Diskrepanz der antimikrobiellen Aktivitdt von
AMPs zwischen in vitro Experimenten und der tatsachlichen Wirkung in vivo beschrieben, da diese vom
physiologischen Milieu abhéangig ist und z.B. durch verschiedene Salzkonzentrationen unterschiedlich
ausgepragt ist (Dorschner et al., 2006; Mahlapuu et al., 2016). Dariiber hinaus haben die AMPs neben
der direkten Aktivitit gegen Bakterien eine nicht zu vernachldssigende, wichtige Aufgabe in der
Regulierung und Aktivierung von anderen Immunzellen, um eine komplexe Immunantwort zu formen
(Hancock and Diamond, 2000). Ob diese immunomodulatorischen Eigenschaften der AMPs sich fiir die
Behandlung von HIES-Patienten positiv auswirken wiirden, bleibt zu klaren.

Zusammenfassend bleibt der Einsatz von AMPs als Therapeutika ein spannendes Feld der Zukunft,
welches die immer grolRer werdenden Probleme in der Bekdmpfung von Infektionen teilweise |6sen
konnte. Einige solcher Therapeutika sind schon in der klinischen Phase der Entwicklung (Mahlapuu et al.,

2016) und es bleibt abzuwarten, ob Nutzen oder Risiken im Endeffekt Gberwiegen.
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4.3 Arbeit mit biologischen Materialien

4.3.1 Zellkultur

Obwohl die Stimulationsbedingungen bei jedem Experiment soweit wie moglich gleich gestaltet wurden,
lieBen sich Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchen in der Héhe der Induktion hinsichtlich eines
Genes beobachten. Der Faktor, der bei unterschiedlichen Versuchen am variabelsten ist, sind die
Keratinozyten. Trotz Benutzung der gleichen Zellcharge wird die Aktivitdit und Konfluenz in den
verschiedenen Versuchen nur ndherungsweise gleich gewesen sein. Vor allem der Rezeptorbesatz der
Zellen bestimmt die Reaktion auf die Bakterien. Dabei wurde schon beschrieben, dass mit steigender
Differenzierung der Keratinozyten die Dichte an TLRs zunimmt (Pivarcsi et al., 2004). Es konnte sein, dass
trotz optisch gleicher Konfluenz und zeitlich gleicher Wachstumsdauer die Ausbildung der Rezeptoren
auf der Zelloberfliche in manchen Versuchen noch nicht abgeschlossen war und durch eine geringe
Anzahl von Rezeptoren die unterschiedliche Hohe der Induktionen erklarbar ist.

Zusatzlich ist der S. aureus als zweite biologische Komponente, trotz gleicher Kultivierungsbedingungen
und Verdinnungsschritte, eine Quelle der Variabilitdt. Es konnten zwar reproduzierbare Induktionen
beobachtet werden, dennoch gab es auch Versuche, bei denen der Keim die Keratinozyten nicht in
gleicher Weise stimulierte. Mutmallich lag dies an minimalsten Variationen in der Kultivierung der
Bakterien und damit einhergehenden Unterschieden in der Ausbildung von Virulenzfaktoren, so dass die
Keratinozyten unterschiedlich stark zur Induktion von Abwehrstoffen angeregt wurden.

Die oben genannten Punkte kdnnen Erkldarungen liefern, weshalb vor allem bei RNase 7 die Induktion

trotz ausfihrlicher Suche nach den optimalen Stimulationsbedingungen oft nicht reproduzierbar gelang.

4.3.2 Exvivo Versuche

Fir die durchgefiihrten ex vivo Versuche wurden Hautbiopsien von drei unterschiedlichen Spendern
verwendet. Dabei war weder Alter noch Geschlecht bekannt. Die durchgefiihrte Aufbereitung und
Stimulation wurde soweit wie moglich standardisiert durchgefiihrt, jedoch ergaben sich nichtsdestotrotz
Unterschiede in der Induktionsstarke von hBD-3 und IL-17C und auch in der Inhibition durch den
STAT3-Inhibitor. Eine mogliche Erklarung ist der spenderabhadngige Hautzustand und interindividuelle
Unterschiede in der Immunantwort. Es ist leicht vorstellbar, dass durch die Stimulation der Haut bei
einem Spender STAT3 aktiviert wird und somit auch eine Inhibition darstellbare Effekte erzielt. Bei einem
anderen Spender kénnte jedoch vermehrt ein anderer Signalweg angesprochen werden und daher

weder eine STAT3-Aktivierung noch dessen Inhibition detektierbar sein. Die hier aufgefiihrten Versuche
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bieten erste Hinweise fir die tatsachlichen Zusammenhdnge in vivo. Eine Erhéhung der
Experimentanzahl ist in der Zukunft dringend notwendig, um die Signalwege der in menschlicher Haut

besser verstehen zu kénnen.

4.3.3 Statistische Auswertung

Im Zusammenhang mit dem oben aufgefiihrten Punkten bleibt die statistische Auswertbarkeit von
biologischen Experimenten zu diskutieren. Im Rahmen dieser Arbeit wurde oft beobachtet, dass bei den
kleinen Stichproben die statistische Signifikanz durch Schwankungen in den Mehrfachwerten nicht
nachgewiesen werden konnte, obwohl im biologischen Sinne durch die Werte ein offensichtlicher
Zusammenhang gezeigt wurde. Daher werden in dieser Arbeit auch zum Teil Grafiken gezeigt, bei denen
der P-Wert knapp liber dem allgemein geforderten Signifikanzniveau von 0,05 liegt.

Alles in allem bleibt zu erwahnen, dass die Zellkultur eine Annadherung an die Wirklichkeit ist und die

Ergebnisse erste Hinweise auf die tatsdachlichen Mechanismen geben.
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5 Zusammenfassung

Die Haut ist permanent einer Vielzahl von potentiell pathogenen Mikroorganismen ausgesetzt. Die
Epithelzellen der Haut, die Keratinozyten, sind in der Lage Mikroorganismen zu erkennen und
nachfolgend eine Verteidigungsreaktion durch die Expression von Abwehrmolekilen (insbesondere
antimikrobielle Peptide und Zytokine) zu initiieren. Uber die beteiligten Signaltransduktionswege, die zur
mikroorganismeninduzierten Expression von Abwehrmolekdlen fiihren, ist noch wenig bekannt.

In dieser Arbeit wurde der Frage nachgegangen, in wieweit das Signaltransduktionsmolekil STAT3
(,signal transducer and activator of transcription 3“) die Expression von antimikrobiellen Peptiden
(AMPs) und Zytokinen nach Stimulation von Keratinozyten mit Bakterien (Staphylococcus aureus)
vermittelt.

Eine Dysregulation des STAT3-Signalweges und eine daraus resultierende defekte epidermale Abwehr
konnte zu einer erhodhten Infektanfilligkeit beitragen, so wie es in Patienten mit Mutationen im
STAT3-Gen beschrieben wurde. Diese Patienten leiden unter dem so genannten Hyper-IgE-Syndrom
(HIES) und haben neben Lungeninfektionen auch Infektionen der Haut, vor allem mit Staphylococcus
aureus.

In dieser Arbeit wurde genauer untersucht, inwieweit die STAT3 Mutation die Abwehrstrategien von
Keratinozyten betrifft, um so die gestorte Abwehr der HIES-Patienten besser zu verstehen. Dazu wurde
STAT3 mittels einer STAT3-siRNA und einem STAT3-Inhibitor in Keratinozyten und in Hautbiopsien
herunterreguliert und die AMP- und Zytokinexpressionslevel mittels ,real-time“-PCR analysiert.

Es konnte gezeigt werden, dass mehrere AMPs (Psoriasin, hBD-3 und RNase 7) und IL-17C als wichtiges
epidermales Zytokin durch die Stimulation mit Staphylococcus aureus induziert werden. Diese Induktion
konnte durch die STAT3-Hemmung signifikant gemindert werden.

Somit Idsst sich schlussfolgern, dass die genannten Abwehrstoffe auch bei den HIES-Patienten weniger
gebildet werden konnten. Dementsprechend liefert die hier vorliegende Arbeit Hinweise fiir eine
Dysregulation des epidermalen Abwehrsystems bei diesen Patienten und trdagt zum Verstandnis des

Zusammenhangs zwischen STAT3-Mutation und erhéhter kutaner Infektanfalligkeit bei.
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