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1 Einleitung

1.1 Epitheliale Abwehr

In unserem Lebensraum gibt es eine erhebliche Anzahl von potentiell pathogenen
Mikroorganismen, wie Bakterien, Pilze oder Viren, die permanent Pflanzen, Tiere und Menschen
besiedeln. Die Epithelien der Organismen bilden dabei die gréRte Barriere fiir diese Erreger. Die
Haut als eines der groBten Epithelien des Menschen bildet im gesunden Zustand ein ideales
Schutzsystem gegen mogliche Infektionen durch pathogene Mikroorganismen. Sie zeichnet sich
durch einen dreischichtigen Aufbau aus, wobei die untere Subcutis aus Bindegewebe und Fett
vor allem als Isolationsschicht dient. Die dariiber liegende Dermis besteht im Wesentlichen aus
Bindegewebe durchzogen von feinen Blutkapillaren und dem Ursprung von Schweil3- und
Talgdrisen. Die oberste Schicht, die Epidermis, besteht partiell aus Langerhans- und
Merkel-Zellen sowie Melanozyten die in einen mehrschichtigen Keratinozytenverband
eingelagert sind. Die Keratinozyten migrieren und differenzieren von innen nach auBen und
werden letztlich im Prozess der Stratifizierung als tote Korneozyten von der Hautoberflache
abgestoRen. So werden durch stetige Regeneration anhaftende Erreger abgestofSen oder durch
das Vorhandensein einer aus langkettigen Fettsdauren bestehenden Lipidbarriere ein Anhaften
bzw. Eindringen dieser ganzlich verhindert. Der sogenannte Sdaureschutzmantel tragt aufgrund
seines niedrigen pH-Wertes zusatzlich dazu bei Mikroorganismen abzuwehren (Wikramanayake
et al. 2014). Abbildung 1.1 zeigt eine vereinfachte, schematische Darstellung des Aufbaus der
Epidermis. Aufgelagert auf der Basalmembran (Lamina basale), welche die Dermis von der
Epidermis abgrenzt, liegt das Stratum basale wo sich durch mitotische Zellteilungsprozesse
Keratinozyten regenerieren. Das angrenzende Stratum spinosum dient der anfanglichen
Differenzierung der Keratinozyten, sie bilden hier abgeflachte mehrlagige Zellstapel. Der
Calcium-lonen Gradient der Epidermis erreicht von innen nach auflen eine maximale Zunahme,
auBerdem andert sich der Protein- und Lipidgehalt der Zellen, sodass es im Stratum granulosum
zu einer starken Differenzierung der Keratinozyten und zur Bildung von Keratohyalingranula
kommt. Im anschlieRenden Stratum corneum kommt es zur vollstandigen Kornifizierung der

Zellen und Desquamation der toten Keratinozyten.
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Abbildung 1.1: Aufbau der Epidermis. Modifiziert nach (Denecker et al. 2008)

Eine solche physikalisch-mechanische und chemische Barriere allein ist jedoch nicht vollstandig
in der Lage die natlirliche Integritdt der Haut zu gewahrleisten. Dazu sind weitere Faktoren

notwendig.

Immunmodulatorisch kommt es durch das Zusammenspiel von Effektorzellen wie eosinophilen
oder neutrophilen Granulozyten, Makrophagen sowie B- und T-Lymphozyten nach einer
Infektion zu Reparations- und Abwehrmechanismen. Dies erklart aber nicht, warum dabei zum
Beispiel auf der Haut, eine gewisse konstante Mikroflora persistiert, die keine Infektionen
verursacht. Hier scheinen weitere Effektormolekiile, die sogenannten antimikrobiellen Peptide,

eine wichtige Schutzfunktion zu erflllen (Schroder 1999).

1.2 Chronologie und Bedeutung der Antimikrobiellen Peptide

Antimikrobielle Peptide (AMP) sind kleine, induzierbare Polypeptide, meist klrzer als
50 Aminosauren. Sie gehoren zur Immunabwehr eines Organismus und besitzen die Fahigkeit
inhibierend auf Mikroorganismen zu wirken. Sie tragen meist positive Ladungen (Aminosauren
wie Arginin und Lysin) und sind meist amphiphatisch. Die positiv geladenen Teile der AMP
interagieren mit der negativ geladenen Oberfliche der Bakterienmembranen. Bisher wurden
Uber 2700 AMP sowohl im Tier- als auch im Pflanzenreich identifiziert und jahrlich kommen etwa
100 dazu. Diese Menge an Daten hat dazu gefiihrt, dass seit 2003 eine AMP Online-Datenbank
(http://aps.unmc.edu/AP/) existiert (Melo et al. 2009, Wang et al. 2016, Tossi et al. 2000).
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Ein chemisches System zur Abwehr von Bakterien hatte bereits 1922 Alexander Fleming entdeckt
und beschrieben, er gab der Entdeckung den Namen Lysozym. Das aus Nasensekret isolierte
Lysozym war in der Lage antibakteriell gegen Micrococcus lysodeikticus
(heute: Micrococcus luteus) zu wirken (Fleming 1922). Dieses Enzym ist eine Muramidase,
welche die Hydrolyse der B-1,4-glykosidischen Bindungen zwischen N-Acetyl-D-Muraminsaure
und N-Acetyl-D-Glukosamin in der Peptidoglycanschicht der bakteriellen Zellwand katalysiert
und das Bakterium schlieRlich lysiert. Lysozym kommt in samtlichen Kérpersekreten vor. Diese

Entdeckung war ein Vorreiter fiir die Erforschung der AMP.

AMP wurden seither in allen bisher untersuchten Organismen entdeckt. So besitzen Pflanzen
eine physikalische Barriere in Form von Lipidschichten aber zusatzlich eine chemische Barriere,
ohne (iber ein eigenes Immunsystem zu verfiigen. Diese chemische Barriere zeichnet sich durch
die kontinuierliche Bildung von AMP durch die Epithelien aus. Das erste AMP aus Pflanzen, ein
Thionin, wurde bereits 1942 von Balls et al. aus dem Endosperm von Weizen isoliert. Die AMP
der Pflanzen richten sich vorrangig gegen Pilze und Bakterien, jedoch gibt es auch Erkenntnisse

Uber AMP, die direkt gegen Herbivoren gerichtet sind (Stolz et al. 2013).

Auch bei Insekten ist die Produktion von AMP bereits sehr gut erforscht. So konnten 1979 aus
den Puppen der Seidenspinner (Hyalophora cecropia) die Cecropine isoliert werden, diese sind in
der Lage bakterielle Membranen zu lysieren. (Hultmark et al. 2005). Ebenso wurden bei der
Fruchtfliege Drosophila melanogaster bereits 20 AMP in deren Epithelien und Fettzellen
identifiziert, die aus sieben unterschiedlichen Familien (Dipericine, Attacine, Drosocine,
Cecropine, Defensine, Drosomycine und Metchnikowine) kommen. Es konnte gezeigt werden,
dass bei Kontakt mit Pilzen Drosomycin ausgeschittet wird, welches lokal an der Stelle des

Pilzkontaktes auftritt und dort antimykotisch agiert (Fehlbaum et al. 1994, Zhang and Zhu 2009).

Vorreiter fir die heutige Forschung an humanen AMP der Haut war jedoch Dr. Michael Zasloff,
der in den 1980er Jahren afrikanischen Krallenfroschen fiir seine Versuche Oozyten entfernte.
Nachdem die Frosche mit frischen Operationswunden zurlick in den verschmutzten Laborteich
gesetzt wurden, beobachtete er, dass sie keinerlei Infektionen entwickelten. Er vermutete, dass
die Froschhaut Gber AMP verfliigen muss, die sie vor Gefahren durch Mikroorganismen und
damit einhergehenden Infektionen schiitzen. Es gelang ihm, aus den Schleimdrisen der
Froschhaut neue, konstitutiv exprimierte AMP zu isolieren, die er Magainine
(hebraisch: Schutzschild) nannte. Diese weisen ein breites Spektrum antimikrobieller Aktivitat
auf. Sie wirken sowohl auf Gram-positive als auch auf Gram-negative Bakterien, Pilze und
Protozoen bereits in geringen Konzentrationen hemmend (Zasloff 1987). Synthetische Analoge

des Magainin 2 (Pexiganan-Acetat) werden bereits bei infizierten, diabetischen FuBulzera in
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klinischen Studien eingesetzt. Aufgrund der Tatsache, dass dieses Therapeutikum nur in hohen
Dosen, an der Grenze zur Toxizitdt, invivo antimikrobiell wirksam ist, gab es bisher keine

Zulassung als Medikament. (Lipsky et al. 2008, Gottler and Ramamoorthy 2009).

Zasloff gelang es des Weiteren erstmals induzierbare AMP aus einem Tier zu isolieren. Es war
beobachtet worden, dass durch Graserverzehr verletzte Rinderzungen keine Entziindungen
aufwiesen. Das Linguale Antimikrobielle Peptid (LAP), produziert vom Rinderzungenepithel,
sowie das ,enteric beta-defensin” (EBD) (Rinderhaut) und das Tracheale Antimikrobielle Peptid
(TAP) (Rinderlunge) zeichnen sich durch ihr breites Wirkungsspektrum aus und sind durch
Stimulation mit den Mikroorganismen selbst oder durch Botenstoffe, die durch inflammatorische
Reize vom Korper ausgesendet werden, induzierbar (Diamond et al. 1991, Schonwetter et al.

1995).

1995 gelang es aus dem Blutplasma von Dialysepatienten das erste humane beta-Defensin
(B-Defensin) zu isolieren (Bensch et al. 1995). Humanes B-Defensin-1 (hBD-1) wird vorrangig im
Urogenitaltrakt und den Nieren gebildet und ist antimikrobiell aktiv gegeniiber Gram-negativen
Bakterien wie Escherichia coli (E. coli). Allerdings ist das hBD-1 kein induzierbares AMP, sondern

wird konstitutiv exprimiert.

1.3 Antimikrobielle Peptide der Haut

Da man bereits wusste, dass es bei Entziindungsprozessen vermehrt zur Ausschittung von AMP
kommt und Patienten mit einer Schuppenflechte (Psoriasis) trotz starker Entziindungsherde nur
sehr selten bakterielle Infektionen haben, lag die Vermutung nahe, dass auch die Haut ein
eigenes, chemisches Abwehrsystem besitzt (Tabelle 1.1). 1997 gelang es schlieBlich der
Arbeitsgruppe um Prof. Jens-Michael Schréder des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein aus
Kiel, aus ldsionalen Hautschuppen von Psoriasis-Patienten das erste AMP aus humaner Haut zu
isolieren. Aufgrund seiner strukturellen Ahnlichkeit zu den 3 bis 5 kDa groRen, kationischen
B-Defensinen aus Rinderepithelien wurde es humanes B-Defensin-2 (hBD-2) genannt (Harder et
al. 1997). Es ist 43 Aminosauren lang. Charakteristisch weisen Defensine B-Faltblattstrukturen
auf, sowie sechs Cystein-Reste, welche durch drei intramolekulare Disulfidbriicken miteinander
verbunden sind. Aufgrund der jeweiligen Position der Disulfidbriicken unterscheidet man
zwischen a- und PB-Defensinen (Lehrer 2004). HBD-2 besteht aus drei antiparallelen
B-Faltblattern mit drei verbundenen Disulfidbriicken zwischen Cys1-Cys5, Cys2-Cys4 und
Cys3-Cysb6. Es ist das erste identifizierte humane B-Defensin, an welchem die Induzierbarkeit

durch z.B. Zytokine und Bakterien gezeigt wurde (Harder and Schréder 2005, Wehkamp et al.
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2002, 2004). Ebenso ist hBD-2 in der Lage, Gram-negative Bakterien wie
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) und Escherichia coli (E. coli), sowie den Hefepilz
Candida albicans abzutdten. Gegeniliber Gram-positiven Bakterien besitzt hBD-2 hingegen
deutlich schwéachere antimikrobielle Aktivitat (Harder et al. 1997, Schréder and Harder 1999,
Zanger et al. 2010). Schroder und Kollegen konnten 2001 ein weiteres humanes R-Defensin
isolieren und identifizieren, das humane B-Defensin-3 (hBD-3). Es stellte sich heraus, dass hBD-3
ein AMP ist, welches sich perspektivisch fiir einen medizinischen Einsatz eignen kdnnte, da es ein
sehr breites antimikrobielles Spektrum gegenliber diversen Mikroorganismen aufweist, in
geringen Dosen wirkt und sogar bei hohen Salzkonzentrationen wirksam bleibt (Harder et al.
2001). Ein ebenso induzierbares AMP wurde initial aus neutrophilen Granulozyten isoliert, das
LL-37, welches durch das CAMP-Gen auf Chromosom 3 codiert wird und das einzige in der Haut
exprimierte humane Cathelicidin ist. LL-37 weist dhnlich wie die Defensine eine breite
antimikrobielle Aktivitat gegen Gram-positive und Gram-negative Bakterien, Pilze und Hefen auf
(Gudmundsson et al. 1996, Frohm et al. 1997). Da hBD-2, hBD-3 und LL-37 in gesunder Haut nur
schwach exprimiert werden, kam die Fragestellung auf, ob die Haut bereits vor einer Entzlindung
kontinuierlich AMP synthetisiert, um eine natirliche, chemische Barriere aufzustellen.
Glaser et al. identifizierten das S100 Protein Psoriasin als konstitutiv exprimiertes AMP welches
vor allem gegen E. coli antimikrobiell aktiv ist. Psoriasin ist in chronischen Wunden und in
Psoriasis hochreguliert, wobei in ldsionaler Haut von Psoriasis-Patienten weniger Psoriasin
vorhanden ist, dieses wirkt dort antifungal (Glaser et al. 2005, Hein et al. 2015). Es gelang
schlieBlich der Arbeitsgruppe um Prof. Jirgen Harder ein neues AMP aus dem Stratum corneum
gesunder Haut zu isolieren, welches konstitutiv sehr hoch exprimiert wird und antimikrobielle
Aktivitat gegenliber einem weitgefachertem Spektrum an Mikroorganismen aufweist. Dieses
AMP wird aufgrund struktureller Ahnlichkeit der Ribonuklease A Superfamilie zugeordnet und als

die Ribonuklease 7 (RNase 7) bezeichnet (Harder and Schréder 2002).
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AMP Lokalisation | induzierbar | Gram-positive Gram-negative Pilze, Viren
Bakterien Bakterien Hefen

B-Defensin-2 Epithelien ja - + + +
B-Defensin-3 Epithelien ja + + + +
Cathelicidin Granulozyten, ja + + + +
LL-37 Epithelien

RNase 7 Epithelien ja + + + n.b.
Psoriasin Epithelien ja + (schwach) + + n.b.

Tabelle 1.1: Ubersicht einiger humaner AMP der Haut und deren antimikrobielle Aktivitit. In der Haut
wurden in den letzten 20 Jahren einige AMP identifiziert und isoliert, diese kommen in unterschiedlichen
Konzentrationen vor, sind durch unterschiedliche Stimuli induzierbar und wirken auf verschiedene
pathogene Erreger. Staffelung: (-) marginal antimikrobiell aktiv, (+) antimikrobiell aktiv, (n.b.) nicht
bestimmt. Modifiziert nach (Schroder 2010)

1.4 RNase 7 - Regulation, Struktur und Funktion

Ribonukleasen (RNasen) sind Nukleasen, die die Hydrolyse von RNA in kleinere Fragmente
katalysieren und hauptsachlich die Funktion des digestiven Abbaus von RNA besitzen, aufRerdem
ist eine Vielzahl weiterer Funktionen bekannt. So sind einige RNasen zum Beispiel an der
Angiogenese beteiligt (Li et al. 2013, Lin et al. 2012). In der RNase A Superfamilie sind bisher acht
humane, ribonukleolytisch aktive RNasen (RNase 1 bis 8) und fiinf humane inaktive RNasen
(RNase 9 bis 13) beschrieben worden, von denen einige Vertreter nachweislich antimikrobielle
Aktivitat besitzen. Diese RNasen zeichnen sich durch eine typische dreidimensionale
Konformation aus 6 bis 8 konservierten Cystein-Resten aus, welche jeweils durch Disulfidbriicken
verknilpft sind. Die Mitglieder der humanen RNase A Superfamilie sind homolog zur bovinen
Pankreasribonuklease RNase A. Sie sind auf Chromosom 14ql11.2 in einem 368 kb Cluster

lokalisiert. Die aktiven RNasen besitzen als katalytisches Zentrum eine hoch-konservierte

Tertiarstruktur aus Hisy,, Hisig und Lys,; (Sorrentino 2010, Dyer and Rosenberg 2006) (Abb 1.2).
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Abbildung 1.2: Phylogenetische Einteilung der RNasen der humanen RNase A Superfamilie.
Aminosdure-Sequenzvergleiche ergaben eine phylogenetische Einteilung der acht ribonukleolytisch
aktiven RNasen in vier Gruppen. RNase 2 und 3 (78 % identische Aminosauresequenzen), sowie RNase 7
und RNase 8 (67 % identische Aminosauresequenzen) bilden dabei jeweils das engste verwandtschaftliche
Verhaltnis zueinander (Dyer and Rosenberg 2006, Sorrentino 2010). Modifiziert nach (Dyer and Rosenberg
2006).

RNase 5, das Angiogenin, ist in der Lage durch Angiogenese aus bestehenden BlutgefaRen neue
zu bilden und  besitzt als weitere Fahigkeit antimikrobielle  Aktivitdit gegen
Staphylococcus pneumoniae (S. pneumoniae) (Riordan and Vallee 1988). Das eosinophile
kationische Protein (engl. eosinophil cationic protein, ECP), RNase 3, und das
»eosinophil-derived neurotoxin“ (EDN), RNase 2, besitzen ebenfalls antibakterielle, iberdies
auch antivirale Aktivitat gegen RNA-Viren wie dem respiratorischen Synzytial-Virus (RSV) (Pifferi
et al. 2001). AuBerdem besitzen sie antiparasitare Aktivitdt gegeniber Schistosoma mansoni

(sog. Parchenegel, humanpathogene Eingeweidewiirmer) (MclLaren et al. 1981).

RNase 7 ist ein kationisches, lysinreiches 14,5 kDa groRes Protein, welches sehr potente
Ribonuklease-Aktivitat besitzt (Abb 1.3). Es wird konstitutiv in verschiedenen Epithelien wie dem
Urogenitaltrakt, den Tonsillen, dem Pharynx und der Plazenta exprimiert und ist die dominante
RNase in humaner Haut. RNase 7 kann durch pro-inflammatorische Zytokine und Bakterien
induziert werden und wirkt antimikrobiell gegen ein breites Spektrum von Mikroorganismen,
sowohl gegen Gram-positive als auch Gram-negative Bakterien sowie auch gegen Pilze und
Hefen (Harder and Schroder 2002, Spencer et al. 2011, Simanski et al. 2010, Kéten et al. 2009).
Es gibt kein Ortholog in Mausen, sodass es schwierig ist, invivo Studien zu RNase 7

durchzufiihren (Cho et al. 2005).
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180°

Abbildung 1.3: RNase 7 Struktur. A) NMR-spektroskopische Aufnahme von RNase 7. In rot-gelb dargestellt
sind die drei a-Helices und in blau zwei antiparallele R-Faltblattstrukturen, in griin ist das katalytische
Zentrum markiert. B) Molekularstruktur von RNase 7 als 180° Gebilde mit positiv und negativ geladenen
Resten. Kationische Strukturen sind dunkelblau markiert, anionische Strukturen rot und hydrophobische
Reste in grau dargestellt. Cystein-Reste sind gelb, Prolin-Reste sind orange und ungeladene Reste sind
hellblau markiert. Modifiziert nach (Huang et al. 2007, Torrent et al. 2010).

Als dominante RNase der Haut kommt RNase 7 damit auch als antimikrobielles Protein in sehr
groRen Mengen vor, was vermuten lasst, dass RNase 7 moglicherweise auch eine wichtige Rolle
in der Abwehr von Keimen wahrend einer Infektion oder eines Inflammationsprozesses in der

Haut spielt (Abb 1.4).

Abbildung 1.4: RNase 7 Konzentration in der humanen Haut. Die Abbildung zeigt die
lokalisationsabhdngigen RNase 7 Konzentrationen in der humanen Haut. Definierte Hautareale von 10
Probanden wurden mit 10 mM Natriumphosphatpuffer (+ 150 mM NaCl, pH = 7,4) gespilt. Die
RNase 7 Proteinkonzentration [ng/cm?] wurde mittels RNase 7 ELISA bestimmt. Daten sind Mittelwerte
+SEM von zehn Probanden. Ubernommen aus (Rademacher et al. 2016).

Der Mechanismus der antimikrobiellen Aktivitdat der RNase 7 und die Identifizierung Gber welche
Signalwege die Induktion vermittelt wird, sind noch nicht vollstéandig bekannt. So scheint die

Ribonuklease-Aktivitat keinen Einfluss auf die antimikrobielle Aktivitdt von RNase 7 zu nehmen.
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Huang et al. und auch Koéten et al. konnten nachweisen, dass RNase 7-Mutanten, die keine
Ribonuklease-Aktivitdit mehr besitzen, weiterhin in der Lage waren das Wachstum von
P. aeruginosa und Enterococcus faecium einzuddammen (Huang et al. 2007, Kéten et al. 2009).
Spencer et al. konnten mittels Rasterkraftmikroskopie darstellen, dass RNase 7 die bakterielle
Zellmembran von P. aeruginosa, E. coli, und Enterococcus faecalis permeabilisiert und aufbricht
(Spencer et al. 2013). Dies war eine Bestatigung der Untersuchungen von Torrent et al., die
durch Ladungsversuche mit Liposomen schlussfolgerten, dass die antimikrobielle Aktivitdt von
RNase 7 auf elektrostatische Interaktionen zurlickzufiihren ist. RNase 7 ist in der Lage durch
Bindung an die Lipopolysaccharide und dem Peptidoglycan der bakteriellen Zellmembran von
E. coliund S. aureus diese zu depolarisieren und zu zerstéren. Die bakterielle DNA wird daraufhin
freigesetzt (Torrent et al. 2010). Aufgrund der Untersuchungen von Huang etal. und
Torrent et al. ist es sehr wahrscheinlich, dass fir die antimikrobielle Aktivitdt der RNase 7 und
der anderen RNase A Superfamilienmitglieder die gleiche N-terminale Domane verantwortlich
ist. Fir RNase 7 wurde gezeigt, dass dabei die Lysin-Reste K1, K3, K111 und K112 fir die
antimikrobielle Aktivitat zustandig sind (Abb 1.5) (Huang et al. 2007, Torrent et al. 2013).

Abbildung 1.5: Kationische Cluster von RNase 7. Die Abbildung zeigt die Seitenkettenkonformation von
RNase 7 mit den drei kationischen Clustern mit allen Lysin- (K, blau), Arginin- (R, cyan), Asparagin- (D, rot)
und Glutamin-Resten (E, pink) aus einer NMR spektroskopischen Aufnahme. Vermutlich sind die in rot
eingegrenzten Lysin-Reste K1, K3, K111 und K1 verantwortlich flir die antimikrobielle Aktivitdt von
RNase 7. Modifiziert nach (Huang et al. 2007).

Fir die Klarung der verantwortlichen Signalwege bei der Induktion der RNase 7 Expression, gibt
es bisher einige Ansatze, die jedoch noch nicht zu einer vollstandigen Aufklarung gefiihrt haben.
RNase 7 wird in vielen Epithelien von einigen pro-inflammatorischen Zytokinen induziert, wie
zum Beispiel Interleukin 1-beta (IL-1B), Interleukin-17A (IL-17A) und Interferon-gamma (IFNy)
(Burgey et al. 2016, Mohammed et al. 2011, Simanski et al. 2013). Dabei identifizierten

Mohammed et al. IL-1B als potenten Induktor fliir RNase 7 Expression in humanen Epithelzellen
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der Cornea welcher vermutlich Gber den MAP-Kinase-Signalweg (engl. mitogen-activated
protein) agiert (Mohammed et al. 2011). Burgey et al. und Simanski et al. konnten zeigen, dass
Kombinationen von pro-inflammatorischen Zytokinen, wie zum Beispiel IFNy/IL-1B und
IFNy/IL-17A, zu einer signifikant hoheren Induktion von RNase 7 Expression in nasalen
Epithelzellen und Keratinozyten fiihrt (Burgey et al. 2015, Simanski et al. 2013). Dabei
untersuchten Simanski et al. auch STAT3 (engl. Signal transducer and activator of transcription 3)
unter dem moglichen Gesichtspunkt einer Signalwegsbeteiligung und konnten zeigen, dass
sowohl ein STAT3-Inhibitor als auch STAT3-spezifische siRNA zu einer signifikanten Reduktion der
IFNy/IL-17A vermittelten RNase 7 Expression in Keratinozyten fiihrte, was eine Beteiligung der
STAT3-Signalkaskade vermuten lasst. Dies war gleichzeitig ein spekulativer Erklarungsansatz fur
die haufig auftretenden S. aureus-Infektionen bei Menschen mit Hyper IgE-Syndrom (HIES), denn
Minegishi et al. hatten gezeigt, dass bei Menschen, die an HIES leiden, haufig STAT3-Mutationen
auftreten. HIES-Patienten waren also bei einer gestérten STAT3-Signalkaskade fir
RNase 7 Induktion, vermittelt durch pro-inflammatorische Zytokine, nicht vor einer S. aureus
Infektion geschiitzt (Simanski et al. 2013, Minegishi et al. 2009). Haufig treten bei
Diabetespatienten Infektionen des Urogenitaltraktes auf. RNase 7 ist eines der am starksten
vorkommenden AMP im Urogenitaltrakt (Spencer et al. 2011, Becknell et al. 2015). Eichler et al.
konnten kiirzlich zeigen, dass Diabetespatienten, geringere Konzentrationen an RNase 7 im Urin
aufweisen, als gesunde Kontrollpatienten. Diese geringen Konzentrationen konnten nach
Insulingabe gesteigert werden. Da Insulin Gber den PI3K/AKT Signalweg Uber den IGF-1
(engl. insulin-like growth factor-1) agiert, haben Eichler et al. postuliert, dass Insulin-induzierte
RNase 7 ebenfalls unter anderem {iber diesen Signalweg reguliert wird, welches sie durch
Western-blot-Analysen nach und vor Insulingabe bestatigen konnten (Eichler et al. 2016).
Firat et al. haben gezeigt, dass auch der Dermatophyt Trichophyton rubrum (T. rubrum) in der
Lage ist, RNase 7 in Keratinozyten zu induzieren, in Kombination mit pro-inflammatorischen
Zytokinen war diese Induktion sogar signifikant starker. GleichermalRen wurde gezeigt, dass auch
hBD-3 von T. rubrum induziert wird (Firat et al. 2014). Patienten, die wahrend einer
Tumortherapie mit EGFR (engl. Epidermal Growth Factor Receptor) hemmenden Medikamenten
behandelt werden, leiden oft unter Infektionen mit Bakterien, Pilzen und auch Dermatophyten,
die zum Teil schwer behandelbar sind (Eilers et al. 2010). Deshalb ist anzunehmen, dass dhnlich
wie bei STAT3-Mutationen bzw. -Deletionen eine geringere Induzierbarkeit antimikrobieller
Proteine vorliegt, wenn diese dem gestorten Signalweg unterliegen. So konnten Firat et al. unter
Einsatz von spezifischen Inhibitoren und Antikérpern zeigen, dass die Induktion von hBD-3 und
RNase 7 durch T. rubrum teils Giber den EGFR vermittelt wird (Firat et al. 2014). Wanke et al.

zeigten, dass RNase 7 durch Stimulation mit EGFR-Liganden induziert wird und durch



Einleitung |11

EGFR-spezifische Inhibitoren und Antikérper diese Induktion inhibiert wird. Ebenso wurde eine
Beteiligung des TLR-2 (engl. Toll-like Receptor-2) und NF-kB (engl. Nuclear Factor 'kappa-light-
chain-enhancer' of activated B-cells) bei Bakterien-induzierter-RNase 7 Expression gezeigt. Es
gibt also Hinweise daflir, dass verschiedene Signalwege bei der Signalvermittlung der

RNase 7 Induktion in der kutanen Abwehr eine Rolle spielen (Wanke et al. 2011).
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2 Zielsetzung

Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag in der Analyse der Signalvermittlung von RNase 7 unter der
Betrachtung verschiedener, membrangekoppelter Rezeptoren und der resultierenden

Signalwege.

Wie in der Einleitung bereits erwahnt, scheint der EGFR eine bedeutende Rolle bei der
RNase 7 Induktion in Keratinozyten zu spielen. Die Signaltransduktion durch den EGFR gewinnt
aufgrund des Einsatzes von EGFR-Antikorpern und -Inhibitoren in der humanen Tumortherapie
immer mehr an Bedeutung. In dieser Arbeit sollte mittels Stimulationsversuchen von priméaren
Keratinozyten, 3D-Hautdquivalenten und ex vivo Hautexplantaten ndher untersucht werden,
inwieweit und durch welche Stimuli RNase 7 (iber den EGFR Signalweg und eventuell weiteren

beteiligten Signalwegen agiert.

Des Weiteren ist die Rolle von RNase 7 als AMP der Haut noch nicht hinreichend definiert. Unter
dem Gesichtspunkt neuer Analyseansdtze sollte dies in dieser Arbeit untersucht werden. Ein
Fokus wurde dabei auf die, bisher nicht beschriebene, Induzierbarkeit durch den
Gram-negativen, nosokomialen Keim Pseudomonas aeruginosa und die resultierende

Signalvermittlung gelegt.

Nach bisherigem Kenntnisstand kommt es bei Hautverwundung zu einer Freisetzung von RNA
und damit einhergehend zur Aktivierung von Rezeptoren, wie TLR-3, und einer Freisetzung von
pro-inflammatorischen Zytokinen. Es stellte sich daher die Frage, ob es, physiologisch betrachtet,
zu einem erhohten Infektionsschutz nach Hautverwundung kommt, wenn RNase 7 induziert wird
und ob die Funktion als RNase dabei eine bisher unbekannte, wichtige Rolle fiir die kutane
Abwehr und bei Wundheilungsprozessen spielt. Dabei sollte ebenfalls untersucht werden ob
dem Ribonuklease-Inhibitor (RI), welcher in der Lage ist, durch Komplexbildung mit RNasen der
RNase A Superfamilie, diese zu inaktivieren, dabei ebenfalls eine Bedeutung zukommen kdnnte.
Dariber sollten Analysen mit RI- und RNase 7-spezifischer siRNA und Stimulationsversuche mit

dem RNA Strukturanalogen poly I:C Aufschluss geben.
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3 Material und Methoden
3.1 Material
3.1.1 Gerdte
Gerat Produktname Hersteller

CO, Inkubatoren

Heraeus™ BB 16
Formascientific™ 3164

Heraeus (Holding)
Thermo Scientific (Schwerte)

CB 150I™ Binder (Tuttlingen)
Flissigkeits-Absaugsystem | BVC professional Vacuubrand (Wertheim)
FlUssigstickstofftank Arpege 70 Air Liquide (Dusseldorf)
Koloniezahlgerat Synbiosis ProtoCol SR Synoptics Ltd. (Cambrigde, UK)
Mikroplattenreader Sunrise™ Tecan (Crailsheim)
Mikroplattenwasher ELx50™ BioTek (Bad Friedrichshall)

Mikroskope Leitz DiaVert™ Leica (Wetzlar)

Wilovert™ 30 Hund (Wetzlar)

Zeiss 47 17 01-990 Zeiss (Jena)

Olympus IX50 Olympus (Hamburg)
pH-Meter pH 720 WTW inoLab (Weilheim)
Photometer Biophotometer Eppendorf (Hamburg)

NanoDrop™ 1000
Spectrophotometer

Peglab (Karlsruhe)

Pipettierhilfen

Pipetus™ akku

Hirschmann (Eberstadt)

Accu jet pipette boy™

Brand (Wertheim)

Pipetman™ 20; 200;1000 pl

Gilson (Middleton, USA)

Reference™ 2,5; 10; 100; 1000 pl

Eppendorf (Hamburg)

Research™ 2,5; 10;100; 1000 pl

Eppendorf (Hamburg)

Prazisionswaage

KERN 822-33

Kern & Sohn (Balingen)

Real-Time PCR System

StepOne Plus™

Applied Biosystems (Carlsbad,
USA)

Sterilwerkbanke

Cytosafe™ 2004

Gelaire (Seven Hills,
Australien)

clanLAF™ VFR 1206 GS

Labogene (Lynge, Ddnemark)

Thermocycler T3™ Biometra (Gottingen)
Thermomixer 5436 Eppendorf (Hamburg)
Vortexer Reax top Heidolph (Schwabach)

Wasser-Filtrationssystem

TKA™ Smart2Pure™

Thermo Scientific (Schwerte)

Zentrifugen

Eppendorf 5810R, 5804R, 5424

Eppendorf (Hamburg)

Heraeus Multifuge™ X3R

Heraeus (Holding)

Heraeus Megafuge™ 1.0R

Heraeus (Holding)
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Produkt

Hersteller

6-, 12- und 24-Loch-Flachbodenplatten (unbeschichtet)

96-Loch-Flachbodenplatten (NUNC™)
Beltftungsréhrchen (13 ml)
Biopsiekassetten

Biopsiestanzen (3; 4; 5; 6 mm)

Dako Pen

Deep-well Companionplatten 6-well

Folie fiir gPCR Platten

Kryo-Rohrchen (1,8 ml)

Petrischalen (92 x 16 mm)

Pipettenspitzen (20; 100; 1000 pl)
Pipettenspitzen FilterTip (20; 100; 1000 pl)
Probenrdhrchen (0,2/ 0,5/1,5/2 ml)

gPCR 8er Deckel

gPCR 8er Streifen

gPCR 96-Well Flachbodenplatte halber Rahmen
Réhrchen aus PS mit Rundboden
Serologische Einmalpipetten (2/5/10/25/50 ml)
Skalpelle (No. 11; 23)

Spritzenvorsatzfilter (0,2 um; 0,45 pum)
Transferpipetten

Vernichtungsbeutel

Wageschalen

Zellkultureinsatze (6-well; 3um Porengrofie)
Zellkulturflaschen (T25; T75)

Zellschaber (Cell scraper™)

Zellsiebe (40 pum; 100 um)
Zentrifugenréhrchen (2; 15; 50 ml)

Corning (Kaiserslautern)
Thermo Scientific (Schwerte)
Sarstedt (Nimbrecht)
Medite (Burgdorf)

pfm medical (K&In)

Dako (Hamburg)

BD Bioscience (Heidelberg)

Applied Biosystems (Carlsbad, USA)

Nunc (Wiesbaden)

Sarstedt (NUmbrecht)
Sarstedt (NUmbrecht)
Sarstedt (NUmbrecht)
Sarstedt (NUmbrecht)

Applied Biosystems (Carlsbad, USA)
Applied Biosystems (Carlsbad, USA)

Sarstedt (NUimbrecht)
Sarstedt (NUimbrecht)
Sarstedt (NUmbrecht)

pfm medical (K&In)

Roth (Karlsruhe)

Sarstedt (NUmbrecht)
Sarstedt (NUmbrecht)
Sarstedt (NUmbrecht)

BD Bioscience (Heidelberg)
Sarstedt (NUmbrecht)
Sarstedt (NUmbrecht)

BD Bioscience (Heidelberg)
Sarstedt (NUimbrecht)
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3.1.3 Chemikalien und Reagenzien
Produkt Hersteller
2- Propanol Roth (Karlsruhe)

Ascorbinsdure

Blut-Agar-Platten

Bovines Serum Albumin (BSA)

Bovines Serum Albumin (BSA) fettsaurefrei
Calciumchlorid (CacCl,)

CASO Broth

cDNA-Synthese-Kit (PrimeScript™)

Chloroform 299 %
Collagen G
Crystal RNAmagic

Demineralisiertes Wasser (VE-Wasser)

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat-Monohydrat (Na,HPO,xH,0)
Dual-Luciferase® Reporter Assay System
Einfriermedium Cryo-SFM

Ethanol > 99,8 %

Eukitt®

Formalin

Fotales Kalberserum (FCS)

Gentamicin

Hamalaun

Hank's Balanced Salt Solution (HBSS)
L-Glutamin (200 mM)

Kaliumchlorid (KCI)

Kaliumhydrogenphosphat (KH,PO,,

Natriumcarbonat (Na,COs3)

Natriumcitrat (CgHs;Nas05 )

Natriumchlorid (NacCl)
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat (H,NaO4P x H,0)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
bioMérieux (Nirtingen)
Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Promocell (Heidelberg)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Takara Bio Europe (St.-Germain-
en-Laye, Frankreich)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Biochrom (Berlin)
Biolabproducts (Bebensee)
eigene Herstellung TKA™
Smart2Pure™

Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Promega (Mannheim)
Promocell (Heidelberg)
Roth (Karlsruhe)

O. Kindler (Freiburg i. Breisgau)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Gibco (Eggenstein)

Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Gibco (Eggenstein)

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

Natriumhydroxid (NaOH) Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Penicillin-Streptomycin (10,000 U/ml) Gibco (Eggenstein)
Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS) Gibco (Eggenstein)

Rabbit Serum (Normal) Dako (Hamburg)
Roti®-ImmunoBlock Roth (Karlsruhe)

Salzsdure (HCI) 1N Merck (Darmstadt)

Select Agar Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Swine Serum (Normal) Dako (Hamburg)
SYBR-Green Premix Ex Tag TM Takara Bio Europe

(St.-Germain-en-Laye, Frankreich)

Transfektionsreagenz HiPerFect
Tris

Triton X-100 1% w/w
Trypsin/EDTA 0,05%

Qiagen (Hilden)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Gibco (Eggenstein)

TWEEN® 20 Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
VECTASTAIN® Elite ABC Kit (Standard) Vector Laboratories Ltd
(Peterborough, UK)
VECTOR® NovaRED Peroxidase (HRP) Substrate Kit Vector Laboratories Ltd
(Peterborough, UK)
Xylolersatz Shandon™ Thermo Scientific (Hamburg)
Zitronensaure-Monohydrat (C¢HgO; x H,0) Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Medien:
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) Biowest (Nuaillé, Frankreich)
(Low Glucose w/o L-Glutamine w/ Sodium Pyruvate)
Keratinocyte Growth Medium 2 (KGM2) SupplementMix Promocell (Heidelberg)
Keratinocyte Growth Medium 2 (KGM2) SupplementPack Promocell (Heidelberg)

RPMI1640 (w/o L-Glutamine) Gibco (Eggenstein)
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3.1.4 Losungen/Puffer/Medien
Zellkulturmedien
DMEM (++-) o 500 ml DMEM
o 50 mlFCS
o 5 mlL-Glutamin
Vollmedium plus o 500 ml KGM2 Basalmedium
KGM2 (+++) o Supplement Mix
o 5 ml Penicillin/Streptomycin (P/S)
Vollmedium o KGM2 (+++) ohne Zugabe von P/S
KGM2 (++-)
Minimalmedium o KGM2 (+++) ohne Zugabe von Supplement
KGM2 (-+-) Mix und P/S
Serum-freies-Keratinozyten- o 500 ml KGM2 Basalmedium
Differenzierungs-Medium
SKDM o Supplement Pack ohne
Rinderhypophysenextrakt (BPE) und
Epinephrin
o 25 mg Ascorbinsdure
o 500 mg BSA (fettsadurefrei)
o 575 ul 1M CaCl,
o Uber 0,22 um Sterilfilter filtrieren
RPMI (+++) o 500 ml RPMI1640
o 50mlFCS
o 5mlP/S
Bakterienkulturlosungen und -platten
TSB Fliissigmedium o 30 g CASO Broth
o 1I|VE-Wasser
o autoklavieren
TSB-Agar-Platten o TSB-Flussigmedium plus 15 g/l Select-Agar
Einwaage
o Autoklavieren und in Petrischalen gielRen
Puffer / Lésungen fiir Inmunhistochemie
Tris-gepufferte Kochsalzldésung (TBS) o 50 mM Tris(60,5 g)
(10x) pH=7,6 o 1,5M NacCl (87,6 g)
o in 1000 ml VE-Wasser l6sen
o pH-Wert mit HCl einstellen
o Gebrauchslosung (1x) 1:10 in VE-Wasser

verdinnen
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TBS-T (0,05 %)

TBS/1 % BSA

TBS/12 % BSA

Citratpuffer 10 mM pH =6

Hédmalaun-Lésung

o O

o O O O

O O

e}

11TBS (1x)
Zugabe von 500 pl TWEEN® 20

25 ml TBS (1X)

Zugabe von 0,25 g BSA

in 1,5 ml Probenréhrchen aliquotieren
bei -20°C lagern

100 ml TBS (1x)
Zugabe von 12 g BSA
im 15 ml Réhrchen bei 4°C lagern

Zusammensetzung:

9 ml Stamml6sung A

+ 41 ml Stammlésung B
+ 450 ml VE-Wasser
pH-Wert einstellen

Stammlosung A:

0,1 M Zitronenséaure (21,01 g) in 1 | VE-Wasser
[6sen

Stammldsung B:

0,1 M Natriumcitrat (29,41 g) in 1 | VE-Wasser
[6sen

30 ml Hamalaun
60 ml VE-Wasser
vor Gebrauch durch Faltenfilter filtrieren

Puffer / Losungen fiir den ELISA

Natriumcarbonatpuffer 0,05 M pH = 9,6

Natriumphosphatpuffer (NaPP) 10 mM
pH=72

o O O O

15 mM Natriumcarbonat (1,59 g/I)

35 mM Natriumhydrogen-carbonat (2,93 g/l)
11VE-Wasser

pH-Wert mit Ameisensaure einstellen

Zusammensetzung:

3,16 ml Losung 1

+ 6,84 ml Loésung 2

+ auf 11 mit VE-Wasser auffllen
autoklavieren

Lésung 1:

1 M NaH,PO,x H,0 (177,9 g) in 1 | VE-Wasser
[6sen

Lésung 2:

1 M Na,HPO,x H,0 (137,9 g) in 1 | VE-Wasser
[6sen
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Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS) o
(10x) pH = 7,4 o
o
o
o
o
o
Waschpuffer (WP) = PBS-T (0,05 %) o
o
PBS/1 % BSA o
O

2 g KCl

2,4 g KH,PO,

26,8 g Na,HPO, x H,0

80g NaCl

in 1000 ml VE-Wasser l6sen

pH-Wert mit HCl einstellen
Gebrauchslosung (1x) 1:10 in VE-Wasser

verdinnen

11PBS (1x)

Zugabe von 500 pl TWEEN® 20
25 ml PBS (1X)
Zugabe von 0,25 g BSA

3.1.5 Antikérper

Antikorper fiir Stimulationen und AMT

Antikoérper

Hersteller/Referenz

RNase 7, polyklonal, Ziege

Irrelevanter Antikorper, Ziege, IgG, Normalserum

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

ZIKA-Kaninchenbetrieb (Gottin)

Cetuximab (Erbitux), EGFR-Antikdrper, monoklonal, I1gG Merck (Darmstadt)

Anti-hTLR5-IgA, monoklonal

Invivogen (Toulouse, Frankreich)

Antikorper fiir den ELISA

Primarantikérper

Hersteller/Referenz

RNase 7, polyklonal, Ziege

Anti-Human BD-2, polyklonal, Ziege

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

PeproTech (Hamburg)

Sekundarantikorper

Hersteller/Referenz

RNase 7, biotinyliert, polyklonal, Ziege

Biotinylated Anti-Human BD-2, polyklonal, Ziege

ZIKA-Kaninchenbetrieb (Gottin)
(Koten et al., 2009)
PeproTech (Hamburg)

Kit

Hersteller/Referenz

Human TNF-alpha DuoSet ELISA #DY210

R&D Systems (Abingdon, UK)
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Primarantikérper

Hersteller/Referenz

RNase 7, polyklonal, Ziege

Anti-Human BD-2, polyklonal, Ziege

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

PeproTech (Hamburg)

Sekundarantikérper

Hersteller/Referenz

AffiniPure Rabbit Anti-Goat, biotinyliert, polyklonal, Ziege

Jackson Immuno Research
(Suffolk, UK)

3.1.6 sonstige Agenzien

Agens

Hersteller/Referenz

rekombinante RNase 7

natiirliche RNase 7

RNase 7-Mutante
Hornhautspéane (Kallus)

Marimastat, Metalloprotease-Inhibitor
poly I:C

TGFa, HB-EGF

Tyrphostin AG1478, EGFR-Inhibitor

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

im Labor der Hautklinik
hergestellt (Kdten et al. 2009)
aus der kosmetischen Abteilung
der Hautklinik

Tocris Bioscience (Bristol, UK)

Invivogen (Toulouse, Frankreich)
PeproTech (Hamburg)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

3.1.7 Oligonukleotide

siRNA

Hersteller

siRNA

Ambion®, Thermo Scientific (Hamburg)

ON-TARGETplus, Dharmacon (Freiburg)

Silencer® Select siRNA (10uM)
ADAM17 (s13720)

TLR5 (s14197)
MyD88 (s9137)

RNase 7 (s224956)
Negativkontrolle No.1

ON-TARGETplus siRNA (20uM)
SMARTpool RHN1

Non-targeting
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Bezeichnung

Primersequenz ( 5 - 3‘)

Reverse Transkriptase:
Oligo (dT)
qPCR:

hBD2-forl

hBD2-ra

hBD3 f3

hBD3 r3
Hs_ADAM17_1_SG
MyD88 f1

MyD88 r1

RP38 f1

RP38rl

S2-31 (RNase7 forward)
S-33rev (RNase7 reverse)
TLR5-f2

TLR5-r2

(This

GCCTCTTCCAGGTGTTTTTG
GAGACCACAGGTGCCAATTT
TGTTTGCTTTGCTCTTCCTGT
CGCCTCTGACTCTGCAATAA
QuantiTect Primer Assay, Qiagen (Hilden)
GACTGCTCGAGCTGCTTACC
TCCTGCTGCTTGCTTCAAGAT
TCAAGGACTTCCTGCTCACA
AAAGGTATCTGCTGCATCGAA
GGAGTCACAGCACGAAGACCA
CATGGCTGAGTTGCATGCTTGA
GACCCTCTGCCCCTAGAATAA
GAATTCCAAACACAGGACCG

3.1.8 Humane Zellen

Zellen

Hersteller/Referenz

NHEK
Fibroblasten

Promocell (Heidelberg)

isoliert aus der Dermis von Praputienspenden

3.1.9 Bakterienstamme

Alle verwendeten Bakterienstimme waren in Glycerinstocks bei -80°C eingefroren und im Labor

vorhanden.

Stamm Referenz

PAK (Bradley 1973)
PAKAfIIC (Feldman et al. 1998)

3.1.10 Plasmide

Plasmid

Hersteller

NF-kBluc
phRG-TK

Promega (Mannheim)
Promega (Mannheim)
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3.1.11 Software

Statistiksoftware GraphPad Prism®5.0 (GraphPad Software,La
Jolla, CA, USA)
Kalkulations-/Darstellungssoftware Microsoft Excel 2010

Microsoft PowerPoint 2010
Microsoft Word 2010
(Microsoft, Redmond, USA)

Gerdtesoftware NanoDrop 1000 (Version 3.6.0)
StepOnePlus™ Software (Version 2.1)
ProtoCOL SR Software (Version 1.49)

AxioVision Mikroskopsoftware

3.2 Methoden

3.2.1 Zell- und mikrobiologische Methoden

Alle zellbiologischen und mikrobiologischen Arbeiten wurden stets unter sterilen Bedingungen

an einer Sterilwerkbank durchgefiihrt.

3.2.1.1 Kultivierung humaner Keratinozyten

NHEK Zellen (Normale humane epidermale Keratinozyten; PromoCell, Heidelberg) sind primére
Keratinozyten aus juvenilen Praputien isoliert. Es handelte sich um einen Zellpool, bei dem die
Keratinozyten von drei bis finf Spendern vereint sind. Diese Zellen wachsen adharent auf
kollagenbeschichtetem Untergrund. Hierfiir wurden Zellkulturflaschen mit einer Suspension aus
0,02 M Salzsdure und 1 %igem Rattenschwanz Kollagen Typ | beschichtet und nach % stiindiger
Inkubation bei 37°C zweimal mit PBS gewaschen. Fiir Versuche mit NHEK Zellen wurden alle
Zellkulturplatten in gleicher Weise beschichtet. In den kollagenisierten Flaschen wurden die
NHEK Zellen mit KGM2 (+++) Medium kultiviert.

Alle Zellen wurden im Brutschrank bei 37°C in einer wassergesattigten Atmosphdre mit 5 % CO,
inkubiert. Die Zellen wurden alle zwei Tage mit frischem Medium gefiittert.

Das Wachstum und die Morphologie der Zellen wurden regelmaRig unter dem
Phasenkontrastmikroskop kontrolliert.

Wenn die Zellen eine Konfluenz von circa 80-90 % in den Flaschen erreicht hatten, wurden sie

zur Subkultivierung mit Trypsin behandelt. Dazu wurden die Zellen mit PBS gespiilt und mit 5 ml
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0,05 % Trypsin/EDTA (T/E) versetzt. Nach circa 5-10 Minuten Inkubation bei 37°C wurde durch
Mikroskopieren das Ablésen der Zellverbdnde kontrolliert. Das T/E-Zellgemisch wurde in
FCS-haltigem DMEM (++-) Medium aufgenommen (Neutralisation des toxischen Trypsins) und
fr finf Minuten bei 200 g zentrifugiert. AnschlieRend wurden die Zellen in KGM2 (+++ oder ++-)
Medium resuspendiert und in entweder neue Flaschen oder entsprechend der

Versuchsanordnung in Platten oder Zellkultureinsatze ausgesat.

3.2.1.2 Kryokonservierung von Zellen

Um Zellen langer aufbewahren zu kénnen, wurde die Technik der Kryokonservierung angewandt.
War in den Flaschen eine Konfluenz von circa 90 % erreicht wurden die Zellen wie zur
Subkultivierung mit Trypsin behandelt, die Reaktion nach Inkubation mit FCS-haltigem DMEM
(++-) Medium abgestoppt und die Suspension bei 200 g fir finf Minuten zentrifugiert.
AnschlieBend wurde das Pellet in 1000 ul Einfriermedium resuspendiert und in ein
Kryokonservierungsréohrchen tiberfihrt.

AnschlieBend wurde das Roéhrchen in ein Kryokonservierungsgefald gegeben und in den -80°C
Gefrierschrank gestellt. Die Gefriergeschwindigkeit betragt circa 1°C bis 3°C pro Minute. Nach
erfolgtem Einfrierprozess wurde das Kryokonservierungsrohrchen bis zum Gebrauch im

Stickstofftank gelagert.

3.2.1.3 Stimulation von Keratinozyten

Zur Stimulation wurden die Zellen je nach Versuchsanordnung in 6-, 12- oder 24-Loch-
Flachbodenplatten ausgesét. Die Zellen wurden mit entsprechendem Medium, ohne Einsatz von
Antibiotika (++-), bis zum Erreichen der vorgesehenen Konfluenz kultiviert. Bei der
Versuchsdurchfiihrung wurde ganzlich auf Zusatze wie FCS oder Supplemente verzichtet (-+-,
Minimalmedium), um Verfalschungen der Versuchsergebnisse durch undefinierte Faktoren bzw.
EGFR-Liganden auszuschliefRen.

Als Stimuli wurden die in Abschnitt Material dargelegten Zytokine, Faktoren, Inhibitoren,
Antikorper und lebende Bakterien, sowie die in 3.2.1.4 erlduterten Bakterienilberstinde
verwendet. Sie wurden entsprechend dem Versuchsaufbau in gewlinschter Konzentration in
Minimalmedium fiir eine Inkubationszeit von 4 bis 48 Stunden den Zellen zugesetzt, wobei 18 bis
24 Stunden die Regelinkubationszeit war. Die Stimulation erfolgte im Brutschrank bei 37°C in
einer wassergesittigten Atmosphire mit 5 % CO,. Am nachsten Tag wurden die Uberstinde

abgenommen, scharf abzentrifugiert und bei -20°C gelagert. Die Zellen wurden einmal mit PBS
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gewaschen und entweder direkt in Crystal RNAmagic oder Lysis Puffer aufgenommen oder fir

spatere Verwendung trocken bei -80°C temporar eingefroren.

3.2.1.3.1 Lebendstimulation mit Bakterien

In dieser Arbeit wurden Keratinozyten in 24-Lochplatten mit lebenden Gram-negativen
Pseudomonas aeruginosa stimuliert. Hierzu wurden die Stamme PAK oder PAKAfliC, eine
Flagellin-defiziente Mutante, verwendet. Diese wurden aus Glycerinstocks am Tag vor der
Stimulation in 8 ml TSB-Flissigmedium in Bellftungsrohrchen angeimpft und schittelnd bei
200 upm und 37°C Uber Nacht inkubiert, parallel wurden die Bakterien auf Blut zur
Reinheitskontrolle fraktioniert ausgestrichen. 250 pl der Bakteriensuspension wurden am
nachsten Morgen in 8 ml TSB Flissigmedium Uberimpft und erneut vier Stunden schittelnd
inkubiert bis ungefdahr eine ODgy von 0,8 erreicht war. Die Bakterien wurden daraufhin bei
3500 g 5 min abzentrifugiert und einmal mit PBS gewaschen, nach erneuter Zentrifugation
wurde das Pellet in Minimalmedium aufgenommen und die ODgy auf 0,2 eingestellt. Die
Suspension wurde 1:20 verdiinnt und 300 ul auf die Zellen gegeben. AnschlieRend wurden die
Bakterien bei 350 g fir 5 min auf die Zellen zentrifugiert und fir vier Stunden inkubiert. Nach
dieser Inkubationszeit wurde das Medium entfernt, die Zellen einmal mit PBS gewaschen und
anschlieRend ein Mediumwechsel auf gentamicinhaltiges (200 pg/ml) Minimalmedium
vorgenommen, um extrazellulare Bakterien zu entfernen bzw. abzutoten. Danach folgte eine
Inkubation Gber Nacht im Brutschrank. Zur Bestimmung der eingesetzten Bakterienzahl wurde
die eingesetzte Bakteriensuspension 1:1000 in PBS verdinnt und zweimal je 50 pl auf
TSB-Agarplatten ausgestrichen. Diese wurden (iber Nacht bei 37°C inkubiert. Zum Beenden des
Versuchs wurden die Uberstinde abgenommen, scharf abzentrifugiert und bei -20°C gelagert.
Die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen und entweder direkt in Crystal RNAmagic oder
Lysis Puffer aufgenommen oder fiir spatere Verwendung trocken bei -80°C temporar

eingefroren.

3.2.1.4 Herstellung von Bakterieniiberstanden

Fiir einige Versuchsansatze wurden Bakterienliberstande bendétigt. Hierzu wurden die Bakterien
wie in 3.2.1.3.1 beschrieben, angeimpft und gleichermalRen mit Minimalmedium auf eine ODgyo
von 0,2 eingestellt. AnschlieBend wurde diese Suspension 1:10 in Minimalmedium verdiinnt und
in Petrischalen (iber Nacht im Brutschrank bei 37°C statisch inkubiert, als Kontrolle wurde nur

KGM2 (-+-) eingesetzt. Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden wurde die Suspension bei
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8500 g 5 min abzentrifugiert. AnschlieBend wurden die Uberstinde mittels 0,45 pm
Spritzenvorsatzfilter steril in Schraubdeckelréhrchen oder 15 bzw. 50 ml Réhren filtriert und

bei -20°C gelagert.

3.2.1.5 Transiente Transfektion von Keratinozyten

3.2.1.5.1 RNA-Interferenz

Fir einige Versuche wurden die Zellen vor Stimulation mit siRNA transfiziert. Dieses Verfahren
der RNA-Interferenz ermoglicht es, gezielt mittels kurzer RNA Molekiile die mRNA eines Zielgens
herunter zu regulieren um Hinweise auf die Relevanz des betroffenen Gens in einem bestimmten
Stimulationsversuch zu erhalten (Elbashir et al. 2001).

Die Transfektion der Keratinozyten erfolgte vorrangig in 24-Loch-Flachbodenplatten bei einer
Konfluenz von circa 70 %. Hierzu wurde zunachst ein Transfektionsansatz, bestehend aus
98,85 ul Minimalmedium, 1 ul HiPerFect Transfektionsreagenz und 10 nM siRNA pro Vertiefung,
hergestellt. Der Ansatz wurde einmal gevortext und fir 15 min bei Raumtemperatur (RT)
inkubiert. Wahrenddessen wurden die entsprechenden Zellen einmal mit PBS gewaschen und in
jedes Loch 250 pl Medium ohne Antibiotika (++-) eingegeben. Nach erfolgter Inkubation wurden
in jedes Loch 100 pl des Transfektionsansatzes getropft. Die Zellen wurden im Brutschrank fir
24 Stunden inkubiert. Danach erfolgte ein Waschschritt mit PBS und ein Mediumwechsel mit

(++-) Medium. Die Platten wurden bis zur Stimulation im Brutschrank inkubiert.

3.2.1.5.2 Dual-Luciferase® Reporter Assay

Luziferase-Reporter-Assays stellen eine Analysemethode eukaryotischer Genexpression durch
Biolumineszenz-Reaktionen dar. In dieser Arbeit wurde das ,Dual-Luciferase® Reporter Assay
System” (Promega, Mannheim) eingesetzt. Dieses besitzt als experimentelles Reportergen die
sogenannte Firefly-Luziferase, welche aus dem Glihwirmchen Photinus pyralis stammt. Als
Kontroll-Reportergen dient die sogenannte Renilla-Luziferase, die aus der Seefeder
Renilla reniformis stammt und konstitutiv exprimiert wird. Durch Kotransfektion ist es moglich
beide Reportergene in einem System zu messen, da diese simultan exprimiert werden. Da beide
Luziferasen unterschiedliche Substrate umsetzen ist eine Zuordnung zum experimentellen bzw.

zum Kontroll-Reportergen moglich (Abb 3.1).
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Abbildung 3.1: Biolumineszenzreaktionen katalysiert von firefly und Renilla-Luziferasen. Ubernommen
aus “technical manual Promega Dual-Luciferase® Reporter Assay System”.

Fir Luziferaseversuche wurden Keratinozyten mit den Reportergen-Vektoren transfiziert. Hierzu
wurde zunadchst am Spektralphotometer die DNA-Konzentration der einzusetzenden Vektoren
bestimmt und die benétigte Menge darliber berechnet. Der experimentelle Vektor, in diesem
Fall NF-kBluc, wurde mit je 300 ng und der Kontroll-Vektor, phRG-TK, mit 30 ng pro Vertiefung

einer 24-Loch-Platte transfiziert.

Am Transfektionstag hatten die Keratinozyten einer 24-Loch-Flachbodenplatte eine Konfluenz
von etwa 80 %. Pro Vertiefung wurde ein Transfektionsansatz von 100 pl benétigt. Es wurde ein
Gesamtansatz fiir alle, zu transfizierenden Vertiefungen, hergestellt. Dazu wurde pro Loch 1 pl
Fugene® HD Transfektionsreagenz und die entsprechend berechnete Menge Vektor pipettiert
und mit KGM2 (-+-) auf das Gesamtvolumen aufgefiillt. Der Ansatz wurde kurz gevortext und fur
15 min bei RT inkubiert. Die Zellen wurden zunachst mit 250 ul KGM2 (++-) versorgt und dann
durch Zutropfen des Transfektionsansatzes mit den Plasmiden vereint. Die Zellen wurden im
Brutschrank fir 6 Stunden inkubiert. Danach erfolgte ein Waschschritt mit PBS und ein
Mediumwechsel mit KGM2 (++-) Medium. Die Platten wurden erneut im Brutschrank inkubiert
bis die Zellen eine Mindestkonfluenz von 90 % aufwiesen, um wie in 3.2.1.3 beschrieben

stimuliert zu werden.

Nach Stimulation erfolgte die Abnahme der Uberstinde und ein Waschschritt mit PBS.
AnschlieBend erfolgte die Zelllyse durch Zugabe von 150 pl Lysepuffer (aus dem
Dual-Luciferase® Reporter Assay System Kit, 1:5 in demineralisiertem Wasser verdiinnt) und
einer Schiittelinkubation von 20 min bei RT. Nach der Lyse erfolgte die Biolumineszenzmessung
nach Angaben des Herstellers mittels TD20/20 Luminometer. Die Berechnung der relativen
Luziferaseaktivitat (RLU, engl. relative light unit) erfolgte durch Bildung des Quotienten von

Renilla/firefly Luziferaseaktivitat.
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3.2.1.6 Anlegen eines 3D-Hautdquivalents

Um sich der invivo-Situation anzundhern, wurde in diesem Labor ein 3D-Hautdquivalent,
modifiziert nach Mildner et al. (Mildner et al. 2006), etabliert. Dieses besteht im Wesentlichen
aus einem Fibroblasten-Kollagen-Gerist (Kollagenmatrix), welches Trager von differenzierten
Keratinozyten ist, die ein Epidermisaquivalent ausbilden.

Zunachst wurde das Fibroblasten-Kollagen-Geriist geschaffen. Dafiir wurden je acht Teile
Kollagen, ein Teil HBSS (10x) und ein Teil FCS (engl. fetal calf serum, fetales Kadlberserum) mit
100.000 Fibroblasten/ml verwendet. Das Kollagen wurde in ein 50 ml Rohrchen vorgelegt und
vorsichtig, unter Schwenken, das HBSS hinzugetropft. Die saure Losung wurde mittels 1M NaOH
neutralisiert und anschliefend bei 4°C zwischengelagert. Die Fibroblasten, wurden nun wie in
3.2.1.1 mit T/E abgedaut, zentrifugiert und in entsprechender Menge FCS aufgenommen. Die
Kollagen- und die Fibroblasten-FCS-Losung wurden nun durch mehrfaches Auf- und

Abpipettieren vermischt.

Menge fiir 6,5
Reagenz Zellkultureinsatze
Kollagen G Typl 13 ml
HBSS (10x) 1625 ul
FCS 1625 ul
Fibroblasten 1,63 x 10°

Tabelle 3.1: Menge der Reagenzien fiir 6,5 Zellkultureinsatze

In eine spezielle 6-Lochplatte mit Vertiefungen fir 17 ml Volumen pro Vertiefung wurden
Polyethylen-Zellkultureinsdatze mit einer Membran mit einem Porendurchmesser von 3 um
eingegeben. Auf die Membran der Zellkultureinsdtze wurden je 2,5 ml
Fibroblasten-Kollagen-Losung gegeben, anschlieBend wurde die Platte fiir zwei Stunden bei 37°C
ohne CO, inkubiert, damit die Masse gelieren konnte. Nach erfolgtem Gelieren wurden auRen
14 ml und im Zellkultureinsatz 2 ml KGM2 (++-) Medium gegeben und die Platte (iber Nacht bei
37°Cin einer wassergesattigten Atmosphdre mit 5 % CO, inkubiert. Am nachsten Tag wurde das
Medium aus den Zellkultureinsadtzen entfernt, pro zwei Zellkultureinsatze eine 100 % konfluente
T75-Flasche NHEK wie in 3.2.1.1 zur Subkultivierung vorbereitet, das Pellet in 4 ml KGM2 (++-)
aufgenommen und je 2 ml in einen Zellkultureinsatz pipettiert. Die Inkubation zum Anheften der
Keratinozyten auf der Kollagenmatrix erfolgte gleich der allgemeinen Zellkulturbedingungen
Uber Nacht im Brutschrank. Am Tag drei wurde nur die Kollagenmatrix mittels einer
Pipettenspitze vom Zellkultureinsatz abgelost um die Spannung zu nehmen und Elastizitat zu
schaffen, sodass die Keratinozyten mit dem Fibroblasten-Kollagen-Geriist interagieren konnten

und zu Wachstum und Differenzierung angeregt wurden. An Tag vier erfolgte die Luftexposition
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der Keratinozyten, der sogenannte ,Air Lift". Dabei wird das urspriingliche KGM2 (++-) sowohl
auBen als auch innen entfernt und nur aulRen durch Serumfreies-Keratinozyten-Differenzierungs-
Medium (SKDM) zu je 10 ml ersetzt. Die Keratinozyten waren nun luftexponiert und werden nur
noch durch das SKDM {(iber die Kollagenmatrix versorgt. Zur Weiterkultivierung wurde die Platte
bei 37°C in einer wassergesattigten Atmosphare mit 5 % CO, inkubiert und alle zwei Tage das

Medium gewechselt (Mildner et al. 2006) (Abb 3.2).
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Abbildung 3.2: Aufbau eines 3D-Hautiquivalents. Ubernommen aus (Rademacher et al. 2018).

3.2.1.6.1 Stimulation des 3D-Hautdquivalents

Nach sechs Tagen luftexponierter Kultur wurde das 3D-Hautdquivalent stimuliert. Hierzu wurden
die Zellkultureinsatze in eine 6-Lochplatte mit 2,5 ml Volumen pro Vertiefung tGberfihrt. AuRen
wurden 1500 pl SKDM, angereichert mit den fir den Versuch bestimmten Stimuli, eingegeben
und die Hautdquivalente wurden je nach Versuchsaufbau von oben mit einer
Bakteriensuspension wie in 3.2.1.3.1 beschrieben bzw. Bakterienliberstanden mit jeweils 20 pl
benetzt, als Kontrollen wurden entsprechend Kontrollmedium bzw. Kontrolliberstand
eingesetzt. Die Stimulation erfolgte durch Inkubation Uber Nacht zu den allgemeinen
Zellkulturbedingungen. Zum Beenden am nachsten Tag wurden die Unterstande aufgenommen
und scharf abzentrifugiert. Die Zellkultureinsatze wurden einzeln auf eine glatte Flache gelegt
und mittels einer 6 mm Biopsiestanze einmal in der Mitte des Hautdquivalents gestanzt. Die
Biopsie wurde einmal in der Mitte mittels Skalpell geteilt. Eine Halfte wurde in 500 ul Crystal
RNAmagic zur RNA Isolierung gegeben und die andere Hailfte in eine Biopsiekassette mit
Schaumstoffeinlage tberfiihrt und anschlieRend bis zur Paraffineinbettung in Formalin gelagert.
Die Paraffineinbettung, das anschlieRende Einblocken und Schneiden, sowie die Himatoxylin-
Eosin (HE)-Farbung erfolgten durch die Mitarbeiterlnnen des histologischen Rountinelabors der

Hautklinik des UKSH, Campus Kiel.
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3.2.1.7 Exvivo Stimulationsversuche

Zusatzlich  wurden  exvivo-Stimulationsexperimente mit  humanen  Hautexplantaten
durchgefuhrt. Die nach plastischen Operationen und Amputationen anfallende, gesunde,
humane Haut aus der Chirurgie des UKSH wurde direkt in PBS in sterilen GefaRen gelagert und
zur weiteren Verwendung fiir Stimulationsexperimente in die Hautklinik verbracht (Abb 3.3 A).
Die Patienten hatten vorher durch Unterschrift der Weiterverwendung zu Forschungszwecken
zugestimmt. Eine Genehmigung der Ethikkommission der medizinischen Fakultat des UKSH liegt
hierzu vor (D 414/09; D442/16). Zunichst wurde das subkutane Gewebe der Hautexplantate
abprapariert und die Haut in circa 0,25 cm? groRe Stiicke geschnitten (Abb 3.3 B). AnschlieRend
wurde sterile Gaze in jede Vertiefung einer 12-Loch-Platte gelegt und mit 1200 pl KGM2 (-+-)
getrankt (Abb 3.3 C). Je nach Stimulationsschema wurde dem Medium Antikorper, Inhibitor oder
Vehikel zugesetzt. Die Hautsticke wurden mittig auf dem Mull platziert und mit 20 ul
Bakteriensuspension ODgg= 0,2 so versehen, dass keine Keime nach unten durch die Gaze
diffundieren konnten (Abb 3.3 D). Inkubation mit Minimalmedium diente zur Kontrolle. Nach
Stimulation ber Nacht wurde durch Ausplattieren von etwas Medium aus dem Unterstand
kontrolliert, ob es zu Kontaminationen gekommen war. Der (brige Unterstand wurde scharf
abzentrifugiert und bei -20°C gelagert. Die Hautstlicke wurden fiir spatere immunhistochemische
Untersuchungen in Formalin gelagert. Fir eventuelle RNA-Isolierung wurde ein Teil in 500 pl

RNAlater bei -20°C gelagert.

Abbildung 3.3: Prozedere eines ex vivo Stimulationsexperiments. Beschreibung im Text.
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3.2.1.8 Immunhistochemische Farbungen

Um in Schnitten von 3D-Hautdquivalenten und ex vivo Hautexplantaten spezifische Antigene
nachzuweisen, wurde die sogenannte IBRAB-Methode (engl. indirect bridged avidin-biotin) nach
Hsu et al. angewendet. Dabei bindet zundchst ein Primarantikorper spezifisch an das Antigen,
anschlieRend binden nacheinander ein Biotin-gekoppelter Sekundarantikdrper und ein Avidin-
Biotin-Peroxidase-Komplex (ABC). Avidin bindet Biotin, welches Peroxidase-assoziiert ist und
bildet damit eine Briicke zu dem biotinylierten Sekundarantikorper (Abb 3.4). Die Prdparate

werden schlielich mit einem Peroxidasesubstrat entwickelt (Hsu et al. 1981).
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Abbildung 3.4: Modell der IBRAB-Methode nach Hsu et al. Erklarung im Text.

Die Prdparate mussten zunachst entparaffiniert werden. Dazu wurden entsprechende Schnitte
auf Objekttragern in einem Trockenschrank bei 63°C fir eine Stunde hitzebehandelt und

anschlieRend nach folgendem Schema (iber eine absteigende Alkoholreihe rehydriert:

Reagenz Zeit
Xylol 2 x 10 min
96 % Ethanol 2 x2min
80 % Ethanol 2 x2min
70 % Ethanol 2 x2min
aqua dest. 10 min

Tabelle 3.2: absteigende Alkoholreihe

Einige Antigene werden durch Proteinquervernetzungen, entstanden durch Formalinfixierung
und Paraffineinbettung, immuninaktiv und kdnnen nicht mehr durch einen Antikérper gebunden
werden. Zur Demaskierung dieser Vernetzungen wurden die Schnitte anschlieRend in einem
Dampfgarer fir 20 min gekocht und fiir eine Stunde in Citratpuffer langsam abgekihlt. Nach

kurzem Waschen mit demineralisiertem Wasser und TBS-T wurden die Schnitte mit dem Dako
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Pen eingekreist und mit Normalserum (1:5 in H,0) oder, je nach Sekundarantikérper, in
TBS/12 % BSA fiir 20 min blockiert um unspezifische Bindungen zu verhindern. Flir den RNase 7
Priméarantikorper war es notig, zusatzlich fir 20 min mit Roti®-ImmunoBlock (1:10 in H,0) zu
blockieren, da es bei diesem Antikorper sonst haufig zu unspezifischen Bindungen kam oder die
Signalstarke zu gering war. Nach dem Blockieren wurde der Primarantikorper in seiner
vorgegebenen Verdiinnung in TBS/1 % BSA auf die Prdparate pipettiert und die Objekttrager bei
4°C in einer feuchten Kammer (iber Nacht inkubiert. Die Negativkontrollen wurden in der
Blockierungslosung gelassen. Am nachsten Tag wurden die Schnitte zweimal fir 3 min mit TBS-T
gewaschen und anschlieBend der entsprechende biotinylierte Sekundarantikérper, verdiinnt in
TBS/1 % BSA dazu pipettiert und fur 30 min bei RT inkubiert. Wahrenddessen wurde der
ABC-Komplex nach Herstellerangaben angesetzt und fiir mindestens 20 min zur Komplexbildung
bei RT stehen gelassen. Nach erfolgter Inkubation wurde zweimal fir 3 min mit TBS-T gespiilt
und danach der ABC-Komplex fiir 30 min bei RT inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen
mit TBS-T wurde NovaRED Peroxidase hinzugegeben und maximal 4 min inkubiert. AnschlieRend
wurden die Schnitte 10 min in TBS-T gewaschen und die Gegenfarbung mit Hamalaun und
nachfolgendem siebenminitigem Blauen mit Leitungswasser durchgefiihrt. Zum Abschluss
wurden die Schnitte Uber eine aufsteigende Alkoholreihe entwassert und eingedeckelt. Die
Ergebnisse der Farbung wurden mittels inversem Mikroskop und Kamera dokumentiert und

gespeichert.

Reagenz Zeit
70% Ethanol 2 x 10 min
96 % Ethanol 2 x2min

Xylol 2 x2min

Tabelle 3.3: aufsteigende Alkoholreihe

3.2.1.9 Antimikrobieller Test

Um zu Uberpriifen, ob ein AMP wirksam bestimmte Bakterien oder Pilze abtotet, wurde ein
Antimikrobieller Test (AMT) durchgefiihrt.

Hierzu wurde zunichst der zu testende Keim, hier PAK, zur Reinheitskontrolle auf eine
Blutagarplatte fraktioniert ausgestrichen und Gber Nacht bei 37°C kultiviert. Von dieser Platte
wurden drei Kolonien in 8 ml TSB Flussigkultur Gberimpft und Gber Nacht im Schittelinkubator
inkubiert. Nach erfolgter Inkubation wurde der Keim in verschiedenen Mengen zwischen 10 und
100 ul erneut in 8 ml TSB liberimpft und solange inkubiert, bis eine der Verdiinnungen die ODgq
von 0,2 erreicht hatte. NaPP/1 %TSB/0,05 %BSA Natriumphosphat-Puffer (NaP) 10°fach

verdiinnt. Die zu testenden Substanzen (rekombinante RNase 7 (1 pg/ul), RNase 7 Antikérper,
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irrelevanter Antikorper und Kallus (12 mg in NaP umgepuffert, pH = 7,2) wurden in gewinschter
Konzentration in 25 pl NaP verdiinnt und zu den 25 ul Bakteriensuspension gegeben. Es wurden
jeweils Dreifachansatze hergestellt. Fir die Wachstumskontrolle wurde eine 0 h und eine 3 h
Kontrolle angelegt, dazu wurden je 25 pl NaP mit 25 ul der Bakteriensuspension versetzt und bei
37°C inkubiert (bei 0 h direkt ausplattiert). Nach erfolgter Inkubation wurden zu jedem Ansatz
200 pl NaP pipettiert und gemixt und je dreimal 50 ul auf TSB Agarplatten ausplattiert. Die
Kultivierung erfolgte Uber Nacht bei 37°C. Nach 24 h erfolgte das Auszdahlen der

koloniebildenden Einheiten (CFU) mit einem Koloniezahlgerat.

3.2.2 Proteinnachweisanalysen

3.2.2.1 Sandwich-ELISA

Der Enzymgekoppelte Immunadsorptionstest bzw. Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
ist eine Nachweismethode fiir Proteine, sowie Viren, Hormone und Toxine mit Hilfe spezifischer
Antikorper durch einen Farbumschlag. Sie wurde 1971 von Engvall und Perlmann entwickelt
(Engvall and Perlmann 1971).

Der sogenannte Sandwich-ELISA beruht auf dem Prinzip, das Antigen von zwei spezifischen
Antikérpern, einem  Fang-  (,capture”) und einem enzymgekoppelten (meist
Merrettichperoxidase, ,enzyme-linked”) Detektionsantikorper (,detection”) binden zu lassen, es
entsteht der sogenannte  Antikorper-Antigen-Antikorper-Komplex  (Sandwich).  Die
Quantifizierung erfolgt dann anschliefend tber die Bindung eines zum Enzym passenden,
chromogenen Substrates, was in Folge zu einem Farbumschlag fiihrt (Berg et al. 2002).

Der TNFa ELISA wurde entsprechend der Herstellerangaben nach Protokoll durchgefiihrt. Der
RNase 7 und der hBD-2 ELISA wurde in unserem Labor selbst etabliert. Zur Durchfiihrung des
RNase 7 und hBD-2 ELISAs wurde zunachst eine 96-Loch-Mikrotiterplatte mit einer 1:3000
Verdinnung des spezifischen RNase 7-Antikorpers (hBD-2-Antikérper 1:500) in 0,05 M
Natriumcarbonatpuffer zu jeweils 50 ul pro Vertiefung beschichtet und liber Nacht bei 4°C
inkubiert. Nach erfolgter Inkubation erfolgte ein Blockierungsschritt zur Absattigung
unspezifischer Proteinbindungsstellen mit einer 1 %igen bovinen Serumalbumin Losung (BSA) in
PBS zu je 200 ul Volumen pro Vertiefung fiir eine Stunde bei 37°C. Nach dreimaligem Waschen
mit Waschpuffer (WP) wurden je Loch 50 pl der zu testenden Zellkulturiberstande gegeben,
zuséatzlich wurde vom zu messendem Antigen eine Standard-Konzentrationsreihe (rekombinante
RNase7: 0,3 bis 40 ng/ml; rekombinantes hBD-2: 0,078 bis 10 ng/ml verdinnt im

entsprechenden Medium der Zellkulturiiberstande) aufgetragen. Proben und Standards, bei
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denen eine Verdiinnung erforderlich war, wurden immer in Natriumphosphatpuffer/1 % BSA
Losung verdinnt. Die Platte wurde anschliefend fir 30 min bei 37°C inkubiert. Nach der
Inkubation wurde der Platteninhalt verworfen und erneut dreimal mit WP gewaschen und
anschliefend mit, im Waschpuffer 1:7500 verdiinntem, biotinyliertem RNase 7 Antikorper (hBD-
2-Antikorper 1:2500) fur 30 min inkubiert. AnschlieRend erfolgte ein erneutes dreimaliges
Waschen mit PBS. Nachfolgend wurde pro Loch 50 ul Peroxidase-konjugierter Avidin-Komplex,
1:10000 in WP verdiinnt, fir 30 min bei 37°C inkubiert. Daraufhin erfolgte ein abschlieRendes
dreimaliges Waschen und die Zugabe von 100 ul des Substrates Diammonium-2,2'-azino-di-
(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsdure) (ABTS). Der Farbumschlag wurde durch Messung der
Extinktion bei 405 nm quantifiziert. Mittels Microsoft Excel® wurden die Mittelwerte aus
Mehrfachansdtzen der Extinktionen ermittelt. Aus den Standard-Konzentrationen wurde die
lineare Regressionsgerade errechnet, aus denen sich der Proteingehalt der einzelnen Werte in

ng/ml ergab.

3.2.3 Molekularbiologische Methoden

3.2.3.1 mRNA-Isolation

Die mRNA aus Keratinozyten wurde mit dem Reagenz Crystal RNAmagic nach Herstellerangaben,
nach der sogenannten single-step-Methode von Chomczynski und Sacchi, isoliert. Das
eingesetzte Reagenz lysiert die Zellen und das enthaltene Phenol 16st die RNA aus dem Lysat.
Durch Ausschiitteln mit Chloroform und anschlieBender Zentrifugation kommt es zu einer
Phasentrennung. Es bilden sich drei unterschiedlich gefarbte Phasen: oben klar (RNA), in der
Mitte weil} (Protein), unten rot (DNA). Isopropanol fillt aus der klaren, wassrigen Phase die
MRNA und nach zweimaligem Waschen mit Ethanol liegt die RNA als Pellet vor (Chomczynski and

Sacchi 1987).

Das Pellet wurde in 16 pl pro Probe einer 24-Loch-Platte bzw. fiir 3D-Haut pro Hautchen in 30 ul
destilliertem H,0 aufgenommen und die RNA-Konzentration und Reinheit bei einer Absorption

von 260 nm und 280 nm bestimmt.

3.2.3.2 Erststrang-cDNA-Synthese

Mittels einer reversen Transkriptase wird zur RNA komplementdre DNA (cDNA) synthetisiert.

Diese ist einzelstrangig.
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Die Reaktion erfolgte mittels PrimeScript™ RT Reagent Kit nach Angaben des Herstellers. Fir
einen Reaktionsansatz wurde 0,5 pg RNA bendtigt. Zu dieser wurde 2 ul Reaktionspuffer,
welcher bereits dNTP (10 mM) und RNase-Inhibitor (40 U/ul) enthielt, 0,5 pl Oligo (dT) Primer
(20 mM) und 0,125 ul PrimeScript RT gegeben. Der Reaktionsansatz wurde anschlieRBend mit
RNase-freiem Wasser auf ein Volumen von 10 ul aufgefiillt. Die Synthese erfolgte im
Thermocycler. Zunachst erfolgte ein Inkubationsschritt fiir 5 min bei 65°C, anschlieRend erfolgte
die 30 mindtige Synthese bei 42°C und abschlieBender Inkubation bei 85°C fiir 5 min Die Proben
wurden auf 4°C abgekihlt und mit 40 ul RNase-freiem Wasser aufgefiillt, dies entspricht einer

Konzentration von 10 ng/ul cDNA. Die cDNA Proben wurden zur Lagerung bei -20°C aufbewahrt.

3.2.3.3 Quantitative Echtzeit-PCR

Bei der quantitativen Echtzeit-PCR (qPCR) interkaliert bei der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
der interkalierende Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green in die PCR-Produkte. Dies ermdglicht die
Detektion und Quantifizierung der Amplifikate in Echtzeit. Da die Fluoreszenz proportional zur
entstandenen PCR-Produktmenge ansteigt, kann man die Expressionsraten spezifischer Gene
miteinander vergleichen.

Zur Durchfiihrung einer gPCR wurde zunéachst ein Reaktionsansatz von 9 ul pro zu messender
cDNA hergestellt. Dazu wurden jeweils 5,2 pl Premix (SYBR ® Premix Ex Tag™ 1l), 3 ul RNase
freies H,0O und jeweils 0,4 ul der genspezifischen Primer (10 uM, forward und reverse), je nach
Menge der zu messenden Proben, in 96-Loch-PCR-Platten oder 8er PCR Streifen pipettiert.
Anschliefend wurde pro Loch 1 pl der zu messenden cDNA (10 ng) gegeben, die Platte mit Folie
bzw. die Streifen mit Deckeln luftdicht verschlossen und fir 1 min bei 200 g zentrifugiert. Die
Genamplifikation wurde im ,StepOne Plus Real-Time PCR System” nach einem

Zweischritt-touchdown-Programm durchgefiihrt:

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 Elongation)
von 66°C auf 60°C

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

Um unspezifische PCR-Produkte auszuschlieRen, wurden diese anschlieBend durch schrittweises
Erhitzen von 60°C auf 95°C und 15 sekiindiger Fluoreszenzmessungen, durch die Erstellung einer

Schmelzkurve  Uberprift. Durch  Heruntertitration von c¢DNA mit ausreichender
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Expressionsmenge wurde flr jedes Primerpaar im Vorfeld eine Standardkurve erstellt und die
Regression mit in die Auswertung einbezogen. Als interner Standard wurde ein in Epithelzellen
konstant exprimiertes, nicht reguliertes, sogenanntes ,Housekeeping-gene” eingesetzt, das
ribosomale Protein L38 (RP38). Die Auswertung der gPCR erfolgte anschlieBend mittels
Microsoft Excel®, dabei wurde der Quotient aus Standardtranskriptionslevel und des
gemessenen Gens gebildet und es ergab sich die relative mRNA Expression. Statistische Analysen

erfolgten mittels GraphPad Prism Software.
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4 Ergebnisse
4.1 RNase 7 wird konstitutiv in den oberen Schichten der Haut exprimiert
Um darzustellen in welchen Schichten der humanen Haut RNase 7 exprimiert wird, wurden

immunhistochemische Untersuchungen in einem exvivo Hautexplantat und einem

3D-Hautdquivalent gemacht. Die deutliche Farbung des Stratum corneums und zum Teil des

Stratum granulosums zeigt die konstitutive RNase 7 Expression in der Haut (Abb 4.1).

Abbildung 4.1: RNase 7 wird konstitutiv im Stratum corneum und Stratum granulosum humaner Haut
exprimiert. Gezeigt ist die immunhistochemische Farbung mit RNase 7 spezifischem Antikdrper eines
ex vivo Hautexplantats (links) und eines 3D Hautdquivalentes (rechts), angezlichtet aus primaren,
humanen Keratinozyten (NHEK). Dargestellt ist die Aufnahme mit dem inversen Mikroskop Olympus IX50
in 200facher VergroRerung.

4.2 RNase 7 wirkt antimikrobiell gegen Pseudomonas aeruginosa

RNase 7 gilt als die dominante RNase der Haut und als sehr potentes AMP. Bisher konnte diese
potente antimikrobielle Aktivitait mit verschiedenen Gram-positiven und Gram-negativen
Bakterien, wie S. aureus oder E. coli, sowie Hefen wie Candida albicans (Harder and Schroéder
2002), gezeigt werden. Um zu Uberprifen, in welcher Konzentration RNase 7 antimikrobiell aktiv
gegeniber dem Gram-negativen Bakterium Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) agiert,
wurde ein antimikrobieller Test (AMT) mit rekombinanter RNase 7 durchgefiihrt. RNase 7 hemmt
P. geruginosa bereits in geringer Konzentration (2,5 pg/ml) vollstandig in seinem Wachstum

(Abb 4.2).
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Abbildung 4.2: Rekombinante RNase7 hemmt das Wachstum von Pseudomonas aeruginosa
dosisabhangig. P. aeruginosa wurde fur 3 h mit verschiedenen Konzentrationen (0.6, 1.25, 2.5, 5, 10,
20 pg/ml) rekombinanter RNase 7 inkubiert. Als Vehikel wurde 0,01 %ige HAc eingesetzt. AnschlieRend
wurden Triplikate aus 50 pl Ansdtzen auf TSB-Agarplatten ausplattiert, (ber Nacht inkubiert und
schlieflich die CFU ausgezdhlt. Daten sind Mittelwerte +SEM aus Triplikaten von einem reprasentativen
Experiment.

Des Weiteren wurde untersucht, ob sich die antimikrobielle Wirkung von rekombinanter RNase 7
auf P. aeruginosa durch RNase 7-spezifische Antikorper hemmen lasst. Dabei konnte deutlich
signifikant belegt werden, dass spezifische RNase 7 Antikérper in der Lage sind, die
antimikrobielle Aktivitdt der RNase 7 zu hemmen und das Wachstum von P. aeruginosa folglich
nicht mehr beeinflusst wird (Abb 4.3 A). Da, wie bereits einleitend erwdhnt, RNase 7 vorrangig
im  Stratum corneum humaner Haut exprimiert wird und von Harder etal aus
Stratum corneum-Extrakt isoliert wurde, wurde der Versuch mit Stratum corneum-Extrakt
(Kallus) anstelle von RNase 7, unter Einsatz des RNase 7 blockierenden Antikérpers wiederholt
(Harder and Schroder 2002, Kéten et al. 2009). Der Versuch zeigte, dass RNase 7 so dominant in
Kallus vorkommt, dass der antimikrobielle Effekt auf das Wachstum von P. aeruginosa deutlich
wurde und diese Wachstumshemmung signifikant durch den RNase 7-spezifischen Antikorper

aufgehoben werden konnte (Abb 4.3 B).
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Abbildung 4.3: RNase 7 im Stratum corneum hemmt das Wachstum von Pseudomonas aeruginosa.
P. aeruginosa wurde fiir 3 h mit A) 5 ug/ml rekombinanter RNase 7 und B) 5 pl Kallus, 12 mg umgepuffert
in NaPP, sowie mit 0,1 mg/ml des spezifischen RNase 7 blockierenden Antikorpers und als negative
Kontrolle mit 0,1 mg/ml eines irrelevanten Antikorpers inkubiert. Als Vehikel wurde 0,01 % HAc eingesetzt.
AnschlieRend wurden Triplikate aus 50 pl Ansatzen auf TSB-Agarplatten ausplattiert, Giber Nacht inkubiert
und schlieBlich die CFU ausgezahlt. Daten sind Mittelwerte +SEM aus Triplikaten von vier unabhangigen

Experimenten. (***p < 0.001 Student’s t-Test).

Es konnte dargestellt werden, dass RNase 7, welche variabel in Konzentrationen von circa 4 bis

63 pg/ml (ermittelt durch ELISA, Daten nicht gezeigt) im humanen Stratum corneum vorkommt,

das Wachstum von P. aeruginosa signifikant hemmt. Der RNase 7 blockierende Antikorper war in

der Lage, die im Stratum corneum vorkommende RNase 7 zu inhibieren, so dass diese das

Wachstum von P. aeruginosa nicht mehr inhibieren konnte (Abb 4.3 B).
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4.3 Regulation der RNase 7 Expression

4.3.1 RNase 7 wird durch P. aeruginosa-Bakterienkulturiiberstande induziert

Nachdem dargestellt werden konnte, dass RNase 7 antimikrobiell aktiv gegen P. aeruginosa
wirkt, stellte sich die Frage, ob P. aeruginosa selbst, beziehungsweise sezernierte Produkte von
P. aeruginosa die RNase 7 Expression induzieren. Um dies experimentell zu zeigen wurden
postkonfluente, primare, humane Keratinozyten (NHEK) mit P. aeruginosa-

Bakterienkulturiiberstanden (PAK) stimuliert (Abb 4.4).
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Abbildung 4.4: Pseudomonas aeruginosa Bakterienkulturiiberstinde induzieren RNase 7 Expression in
primdren Keratinozyten. Postkonfluente NHEK wurden mit P. aeruginosa-Bakterienkulturiiberstanden
(PAK) im Verhéltnis 1:10 in Minimalmedium (KGM2 -+-) fur 18-24 h stimuliert. Als Vehikel wurde
Kontrolliberstand eingesetzt. AnschlieRend wurde mittels quantitativer Echtzeit-PCR die relative RNase 7
mRNA Expression A) und die RNase 7 Proteinkonzentration B) durch RNase 7 ELISA bestimmt. Daten sind
Mittelwerte £SEM aus Triplikaten von fiinf unabhéngigen Experimenten (***p < 0.001 Student’s t-Test).

Es konnte gezeigt werden, dass sowohl die RNase 7 mRNA Expression (Abb 4.4 A), als auch die
RNase 7 Proteinexpression (Abb 4.4 B) durch die Stimulation mit Bakterienkulturliberstanden
von P. geruginosa induziert werden konnte. Auch lebende P. aeruginosa induzierten RNase 7
sowohl auf mRNA Ebene als auch auf Proteinebene (Daten nicht gezeigt), da
Bakterienkulturiiberstande aber signifikant RNase 7 Expression induzieren konnten, ist davon
auszugehen, dass P. geruginosa l6sliche Faktoren sezerniert und in den Uberstand abgibt,
folglich also nicht leben muss, deshalb haben wir im weiteren Verlauf fir
»Monolayer“-Zellkulturversuche nur Bakterienkulturiiberstinde von P. aeruginosa eingesetzt.
Lediglich fur Versuche mit 3D-Hautdquivalenten und humanen Hautexplantaten wurden lebende

P. aeruginosa verwandt, da mit diesen Modellen in vivo Bedingungen simuliert werden sollten.
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4.3.2 Beteiligung des EGFR bei der Induktion der RNase 7 Expression

Bisher gibt es keinen eindeutigen Aufschluss liber die genaue Regulation der RNase 7 Expression
in Keratinozyten und welche Signalwege dabei eine Rolle spielen. Die Regulation der Induktion

von RNase 7 durch Pseudomonas aeruginosa sollte im Folgenden naher untersucht werden.

4.3.2.1 RNase 7 Expression wird durch EGFR-Liganden in Keratinozyten induziert

Es ist bekannt, dass Wachstumsfaktoren wie EGF (engl. epidermal growth factor) oder TGFa
(engl. transforming growth factor alpha) in der Lage sind RNase 7 zu induzieren (Wanke et al.
2011). Dies sind Liganden, welche zunachst als membrangebundene Vorlduferproteine vorliegen
und erst nach Spaltung (,Shedding”) durch Metalloproteasen an den Epidermalen
Wachstumsfaktor-Rezeptor (engl. epidermal growth factor receptor, EGFR) binden (Higashiyama
and Nanba 2005). Der EGFR ist ein Transmembranprotein, welches eine extrazellulare
Ligandenbindungs-Domane besitzt. Die Bindung der spezifischen, aktivierten Liganden fiihrt zur
Aktivierung des EGFR und folglich zum Ausléosen der EGFR-Signalkaskade uber
Autophosphorylierungen (Bergin et al. 2008, Dicamillo et al. 2002). Wachstumsfaktoren werden
u.a. bei Verwundung freigesetzt, die anschlieRende Induktion von AMP |asst vermuten, dass dem
EGFR-Signalweg eine wichtige Rolle bei der kutanen Abwehr zuteilwird. Fiir hBD-3 wurde die

Regulation Uber den EGFR-Signalweg bereits beschrieben (Soérensen et al. 2003).

Zunachst wurden NHEK mit HB-EGF (engl. heparin-binding EGF-like growth factor) und TGFa
stimuliert. Untersuchungen der mRNA Expression der AMP ergaben eine deutlich signifikante,
20fache Induktion von RNase 7 und sogar eine 60fache Induktion von hBD-3. HBD-2, fiir das die
Regulation Uber NF-kB beschrieben wurde (Wehkamp et al. 2004), wurde hingegen nicht durch
einen EGFR-Liganden induziert (Abb 4.5 A). Ebenso konnte dies auf Proteinebene im ELISA

gezeigt werden. RNase 7 wurde signifikant exprimiert, hBD-2 hingegen nicht (Abb 4.5 B und C).
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Abbildung 4.5: hBD-3 und RNase 7 werden durch EGFR-Liganden in humanen Keratinozyten induziert.
Postkonfluente NHEK wurden mit TGFa oder HB-EGF (jeweils 50 ng/ml) in Minimalmedium (KGM2 -+-) fur
20 h stimuliert. Als Vehikel wurde H,O / 0.1% BSA verwendet. AnschlieRend wurde mittels quantitativer
Echtzeit-PCR die relative AMP mRNA Expression A) und die AMP-Proteinkonzentration B) und C) durch
ELISA bestimmt. Daten sind Mittelwerte +SEM aus Triplikaten von zwei unabhdngigen Experimenten

(n.s. = nicht signifikant; *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 Student’s t-Test).
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4.3.2.2 Eine EGFR-Blockade hemmt die P. aeruginosa-induzierte RNase 7 Expression
in Keratinozyten

Wir postulierten nun, wenn EGFR-Aktivierung eine Rolle bei der P. aeruginosa-induzierten
RNase 7 Expression spielen kdonnte, missten spezifische EGFR-Inhibitoren oder -Antikérper zu
einer Verminderung dieser Expression fiihren. Deshalb wurden im nachsten Schritt NHEK mit
PAK-Uberstinden stimuliert, zuséatzlich wurden Keratinozyten gemeinsam mit PAK-Uberstinden

und dem spezifischen EGFR-Antikérper Cetuximab beziehungsweise dem potenten

EGFR-Inhibitor AG1478, ein Tyrosin-Kinase Inhibitor, inkubiert. Diese Stimulationsexperimente

zeigten eine deutlich, signifikante  Verminderung der P. aeruginosa-induzierten

RNase 7 Expression durch Hemmung des EGFR, sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene

(Abb 4.6 A und B).

[>]
(@]

i

301 Fekok dekk

D
o
1

relative R7 mRNA Expression
) I
< <
RNase 7 [ng/ml]

o
1
o
1

3
%

e x
X

&

e}
) \é\’z"
S
~

¥

Abbildung 4.6: Die P. aeruginosa-vermittelte RNase 7 Expression in Keratinozyten ist vom EGFR
abhingig. Postkonfluente NHEK wurden mit PAK-Uberstinden im Verhiltnis 1:10 verdiinnt in
Minimalmedium (KGM2 -+-), sowie gemeinsam mit Cetuximab (20 pg/ml) oder AG1478 (10 uM) fir 20 h
stimuliert. Als Vehikel wurde NaCl fir Cetuximab und DMSO fiir AG1478 verwendet. Anschliefend wurde
mittels quantitativer Echtzeit-PCR die relative RNase 7 mRNA Expression A) und die RNase 7
Proteinkonzentration B) durch ELISA bestimmt. Daten sind Mittelwerte +SEM aus Triplikaten von einem
reprasentativem Experiment (***p < 0.001 one-way ANOVA mittels der Tukey-Methode).

4.3.2.3 EGFR-Inaktivierung durch Cetuximab hemmt die P. aeruginosa-induzierte
RNase 7 Expression in 3D-Hautdquivalenten und ex vivo Hautexplantaten

Um zu analysieren, inwieweit die Ergebnisse aus den ,Monolayer“-Zellkulturversuchen

Ubertragbar auf eine stratifizierte Epidermis, wie einem dreidimensionalen (3D-) Hautaquivalent,
sind, wurden 3D-Hautdquivalente mit

lebenden P. aeruginosa und dem spezifischen



Ergebnisse |43

EGFR-Antikorper Cetuximab Uber Nacht stimuliert. Zum Ausschluss von unspezifischen

Bindungen wurde als Kontrolle ein irrelevanter Antikorper eingesetzt.
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Abbildung 4.7: Die P. aeruginosa-vermittelte RNase 7 Expression in 3D-Hautdquivalenten wird durch
EGFR-Blockade inhibiert. 3D-Hautaquivalente wurden mit lebenden PAK (1,4 x 10" CFU/20 uL), sowie
gemeinsam mit Cetuximab (20 pg/ml) fur 20 h inkubiert. Als Vehikel wurde ein irrelevanter Antikérper
verwendet. AnschlieBend wurde mittels quantitativer Echtzeit-PCR die relative RNase 7 mRNA Expression
A) bestimmt. Daten sind Mittelwerte +SEM von vier unabhangigen Experimenten (***p < 0.001 Student'’s
t-Test). Die RNase 7-Proteinexpression B) wurde mittels immunhistochemischer RNase 7-Farbung
reprasentativ von einem 3D-Hautaquivalent dargestellt.

Es konnte gezeigt werden, dass die P.aeruginosa-vermittelte RNase 7 Expression auch in
stratifizierter Epidermis durch Cetuximab gehemmt werden konnte (Abb 4.7 A und B).
Letztendlich wurden ex vivo Hautexplantate fir dieses Experiment herangezogen, um Analysen
mit natdrlicher Haut durchzufiihren. Dabei konnten die vorangegangenen Ergebnisse in

»Monolayer“- und 3D-Hautédquivalent-Experimenten bestatigt werden (Abb 4.8 A und B).
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Abbildung 4.8: Die P. aeruginosa-vermittelte RNase 7 Expression in einem ex vivo Hautexplantat wird
durch EGFR-Blockade herunterreguliert. Ein ex vivo Hautexplantat wurde mit lebenden PAK (7,9 x 10°
CFU/ml), sowie gemeinsam mit Cetuximab (20 pg/ml) fur 44 h inkubiert. Als Vehikel wurde NaCl fur
Cetuximab verwendet. AnschlieBend wurde mittels ELISA die RNase 7 Proteinkonzentration A) bestimmt.
Daten sind Mittelwerte £SEM aus Duplikaten von einem reprasentativem Experiment (*p < 0.05 Student’s

t- test). Die RNase 7-Proteinexpression B) wurde mittels immunhistochemischer RNase 7-Farbung
dargestellt.

4.3.2.4 P. aeruginosa-vermittelte AMP Induktionen werden unterschiedlich reguliert

Wie bereits erwdhnt wurde fir hBD-2 die Regulation Gber NF-kB beschrieben (Wehkamp et al.
2004). Fir hBD-3 wurde die Regulation Uber den EGFR-Signalweg von Soérensen etal.
beschrieben (Sorensen et al. 2003). Um zu Uberprifen, ob P. aeruginosa auch in der Lage ist
weitere AMP zu induzieren und ob dem EGFR-Signalweg bei dieser Induktion eine Rolle
zuteilwird, wurden die mit lebenden P. aeruginosa und dem spezifischen EGFR-Antikorper
Cetuximab stimulierten 3D-Hautdquivalente auf hBD-2- und hBD-3-Induktion untersucht. Sowohl

hBD-3 (Abb 4.9 A) als auch hBD-2 (Abb 4.9 B) wurden durch P. aeruginosa induziert, jedoch nur
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die hBD-3-Induktion konnte signifikant durch den Einsatz des spezifischen EGFR-Antikorpers

Cetuximab inhibiert werden. Die hBD-2-Induktion lief§ sich nicht signifikant hemmen (Abb 4.9 B).
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Abbildung 4.9: Die P. aeruginosa-vermittelte hBD-2- und hBD-3-Expressionen in 3D-Hautdquivalenten
werden unterschiedlich reguliert. 3D-Hautaquivalente wurden mit lebenden PAK (1,4 x 10" CFU/20 uL),
sowie gemeinsam mit Cetuximab (20 pg/ml) fir 20 h inkubiert. Als Vehikel wurde ein irrelevanter
Antikorper verwendet. AnschlieRend wurde mittels quantitativer Echtzeit-PCR die relative hBD-2 A) und
hBD-3 B) mRNA Expression bestimmt. Daten sind Mittelwerte +SEM von vier unabhangigen Experimenten
(n.s. = nicht signifikant; *p < 0.05; **p < 0.01 one-way ANOVA mittels der Tukey-Methode).

4.3.2.5 Metalloproteasen sind an P. aeruginosa-vermittelter EGFR-Aktivierung

beteiligt

Um den EGFR zu aktivieren, miissen seine Liganden zuvor aktiviert werden. Dies erfolgt tber
Metalloproteasen wie ADAM17, welche als ,,Sheddasen” ihre Substrate ektodermal prozessieren
und aktivieren. So sind die Liganden dann in der Lage an den EGFR zu binden und die
Signalkaskade auszuldsen (Ockenga et al. 2014). Um die EGFR-Aktivierungsbeteiligung von
Metalloproteasen zu bestitigen wurden NHEK mit PAK-Uberstinden stimuliert, zusatzlich
gemeinsam mit PAK-Uberstinden und dem Breitband-Metalloprotease-Inhibitor Marimastat
(MM). Aus diesen Stimulationsexperimenten resultierte eine signifikante Beteiligung von
Metalloproteasen bei der PAK-induzierten RNase 7 Expression in Keratinozyten. Die
P. aeruginosa-induzierte RNase 7 Expression wurde sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene

signifikant durch den Einsatz von Marimastat gehemmt (Abb 4.10 A und B).
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Abbildung 4.10: Die P. aeruginosa-induzierte RNase 7 Expression wird durch Marimastat gehemmt.
Postkonfluente NHEK wurden mit PAK-Uberstinden im Verhiltnis 1:10 verdiinnt in Minimalmedium
(KGM2 -+-), sowie gemeinsam mit Marimastat (10 uM) fiir 24 h stimuliert. Als Vehikel wurde DMSO
verwendet. Anschliefend wurde mittels quantitativer Echtzeit-PCR die relative RNase 7 mRNA Expression
A) und die RNase 7 Proteinkonzentration B) durch ELISA bestimmt. Daten sind Mittelwerte +SEM aus
Triplikaten von einem reprasentativen Experiment (**p < 0.01; ***p < 0.001 Student’s t-Test).

4.3.2.6 P.aeruginosa  vermittelt lGber ADAM17 und EGFR-Aktivierung
RNase 7 Expression in Keratinozyten

Es gibt verschiedene Metalloproteasen die als ,Sheddasen” fir EGFR-Liganden proteolytisch
aktiv sind. Dieses sind vorrangig Mitglieder der Familie der Disintegrin-dhnlichen
Metalloproteasen, den sogenannten ADAMs (engl. a disintegrin and metalloprotease). Am
intensivsten untersucht wurden bisher ADAM10 und ADAM17 (Bergin et al. 2008, Higashiyama
and Nanba 2005), wobei flir ADAM17 bereits eingdngig beschrieben wurde, das es regulativ auf
den EGFR einwirkt, indem es die Liganden nach Bedarf offeriert (Sunnarborg et al. 2002).
Aufgrund dieser Tatsache wurden NHEK mit ADAM17-spezifischer siRNA transfiziert, wobei ein
»,Knock Down“ von 63 % erzielt werden konnte (Abb 4.11 A). Die Zellen wurden anschlieBend mit
PAK-Uberstinden iiber Nacht stimuliert. Die signifikante Herunterregulation der
P. aeruginosa-induzierten RNase 7 Expression, bestatigte die Beteiligung von ADAM17 bei der

EGFR-Signalwegaktivierung (Abb 4.11 B und C).
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Abbildung 4.11: An der Regulation der P. aeruginosa-induzierten RNase 7 Expression ist die
Metalloprotease ADAM17 beteiligt. NHEK wurden mit ADAM17-spezifischer siRNA in KGM2 (-+-)
transfiziert, woraus ein ,KnockDown“ von 63 % resultierte A). Die Zellen (etwa 100 % konfluent) wurden
mit PAK-Uberstdnden im Verhiltnis 1:10, verdiinnt in Minimalmedium (KGM2 -+-), fir 24 h stimuliert.
AnschlieRend wurde mittels quantitativer Echtzeit-PCR die relative RNase 7 mRNA Expression A) und die
RNase 7 Proteinkonzentration B) durch ELISA bestimmt. Daten sind Mittelwerte +SEM aus Triplikaten von
zwei unabhangigen Experimenten (*p < 0.05; **p < 0.01 Student’s t-Test).

4.3.2.7 TLR5 st an der P.aeruginosa-vermittelten RNase 7 Expression in

Keratinozyten beteiligt

Es wurde bereits flir bronchiale Epithelzellen beschrieben, dass das von P. aeruginosa
sezernierte Flagellin eine Toll-like Rezeptor 5 (TLR5) Aktivierung vermittelt und daraus
resultierend der EGFR transaktiviert wird (Yu et al. 2012, Koff et al. 2008). Um zu Uberpriifen, ob
TLR5 auch bei der P. aeruginosa-vermittelten RNase 7 Expression in Keratinozyten beteiligt ist.
wurden NHEK mit PAK-Uberstinden und einem spezifischen TLR5-Antikdrper stimuliert, welches
in einer signifikanten Reduktion der P. aeruginosa-vermittelten RNase7-Expression resultierte
(Abb 4.12 A und B). Um dieses Ergebnis zu manifestieren, wurden NHEK auBerdem mit
TLR5-spezifischer siRNA transfiziert und anschlieBend mit PAK-Uberstinden stimuliert. Dieses

Experiment konnte die Ergebnisse mit dem anti-TLR5-Antikdrper bestatigen. Nach
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Herunterregulation der TLR5-Genexpression konnte nach Stimulation mit PAK-Uberstinden eine

signifikante Abnahme der RNase 7 Expression gemessen werden (Abb 4.12 E und D).
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Abbildung 4.12: Die P. aeruginosa-induzierte RNase 7 Expression wird durch TLR5-Antikérper und TLR5-
spezifische siRNA negativ beeinflusst. Postkonfluente NHEK wurden mit PAK-Uberstinden im Verhiltnis
1:10 stimuliert, verdinnt in Minimalmedium (KGM2 -+-), allein oder in Gegenwart eines anti-TLR5-
Antikorpers fir 24 h stimuliert A), B). 70 - 80 % konfluente NHEK wurden mit TLR5-spezifischer siRNA in
KGM2 (-+-) transfiziert, woraus ein ,KnockDown“ von 94 % resultierte C). Die Zellen (etwa 100 %
konfluent) wurden mit PAK-Uberstinden im Verhéltnis 1:10, verdiinnt in Minimalmedium (KGM2 -+-), fiir
24 h stimuliert. AnschlieBend wurde mittels quantitativer Echtzeit-PCR die relative RNase 7 mRNA
Expression A), E) und die RNase 7 Proteinkonzentration B), D) durch ELISA bestimmt. Daten sind
Mittelwerte +SEM aus Triplikaten von zwei unabhangigen Experimenten (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p <
0.001 Student’s t-Test).
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Aus der Tatsache, dass TLR5 auch an der Signaltransduktion von P. aeruginosa-vermittelter
RNase 7 Expression beteiligt ist, war zu vermuten, dass das von P. aeruginosa sezernierte
Flagellin dabei der entscheidende Faktor ist. Es ist bekannt, dass bakterielles Flagellin den
TLR5-Signalweg aktiviert, da TLR5 als PRR (engl. pattern recognition receptor =
Mustererkennungsrezeptor) in der Lage ist liber seine extrazelluldre LRR (engl. leucine-rich
repeats) die sogenannten PAMPs (engl. pathogen-associated molecular patterns) binden kann.
Das Flagellin von P. aeruginosa ist ein PAMP, das vom TLR5 erkannt werden kann und dann Gber
Aktivierung von MyD88 (engl. meyeloid differentiation factor 88) zur Signaltransduktion tber
NF-kB flhrt (Tallant et al. 2004, Haney and Frederick 2014). Um dieser Hypothese nachzugehen,
wurden NHEK mit PAK-Uberstinden und PAKAfliC-Uberstinden stimuliert. PAKAfliC ist eine
Flagellin-defiziente P. aeruginosa-Mutante. Wenn also Flagellin einer der entscheidenden
Faktoren fiir die P. aeruginosa-vermittelte RNase 7 Expression in Keratinozyten ist, war beim

Einsatz der Mutante keine RNase 7 Expression zu erwarten.
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Abbildung 4.13: Die P. aeruginosa-induzierte RNase 7 Expression ist Flagellin-abhdngig. Postkonfluente
NHEK wurden mit PAK- und PAKAfliC-Uberstinden im Verhéltnis 1:10, verdiinnt in Minimalmedium (KGM2
-+-), fuir 24 h stimuliert. AnschlieRend wurde mittels quantitativer Echtzeit-PCR die relative RNase 7 A) und
hBD-2 C) mRNA Expression und die RNase 7 Proteinkonzentration B) durch ELISA bestimmt. Daten sind
Mittelwerte +SEM aus Triplikaten von zwei unabhdngigen Experimenten (*p < 0.05; **p < 0.01;
***p < 0.001 Student’s t-Test).
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Abbildung 4.13 A und B zeigen, das RNase 7 sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene durch
PAK-Uberstinde induziert wurde. Durch PAKAfliC-Uberstinde konnte nahezu keine
RNase 7 Expression mehr detektiert werden, was daraufhin deutet, dass das Flagellin von
P. aeruginosa entscheidend fir die P. aeruginosa-vermittelte RNase 7 Expression ist. Fir hBD-2
wurde bereits eine NF-kB-vermittelte Signaltransduktion beschrieben (Wehkamp et al. 2004).
Demnach war zu erwarten, dass hBD-2 nur von dem PAK-Uberstand induziert wird und nicht von
der Flagellin-defizienten Mutante. Um diese Vermutung zu Gberpriifen, wurden die mit PAK- und
PAKAfliC-Uberstanden stimulierten NHEK auf hBD-2-Induktion untersucht. HBD-2 wurde durch
PAK-Uberstinde induziert und wie postuliert, war keine Induktion bei den NHEK, die mit

PAKAfliC-Uberstanden stimuliert waren, detektierbar (Abb 4.13 C).

Da die Aktivierung von NF-kB nach Aktivierung von TLR5 liber MyD88-Aktiverung verlauft und es
nun von Interesse war ob auch dieser Signalweg bei der P.aeruginosa-vermittelten
RNase 7 Expression von Bedeutung ist, wurden NHEK mit MyD88-spezifischer siRNA transfiziert

und anschlieRend mit PAK-Uberstdnden stimuliert.
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Abbildung 4.14: Die P. aeruginosa-induzierte RNase 7 Expression wird durch MyD88-spezifischer siRNA
negativ beeinflusst. NHEK wurden mit MyD88-spezifischer siRNA in KGM2 (-+-) transfiziert, woraus ein
,KnockDown“ von 69 % resultierte A). Die Zellen (etwa 100 % konfluent) wurden mit PAK-Uberstanden im
Verhaltnis 1:10, verdinnt in Minimalmedium (KGM2 -+-), fur 24 h stimuliert. AnschlieRend wurde mittels
quantitativer Echtzeit-PCR die relative MyD88 A) und RNase 7 B) mRNA Expression bestimmt. Daten sind
Mittelwerte +SEM aus Triplikaten von einem reprasentativem Experiment (*p < 0.05; ***p < 0.001
Student’s t-Test).

Die gezielte Herunterregulation von MyD88 mittels siRNA Transfektion resultierte in einem
,KnockDown“ von 69 % (Abb 4.14 A). Nach Stimulation mit PAK-Uberstinden konnte eine
signifikante Reduktion der P. aeruginosa-vermittelten RNase 7-Expression ermittelt werden

(Abb 4.14 B).
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Um noch genauer Aufschluss Gber eine Signalwegsbeteiligung von TLR5 - MYD88 - NF-kB bei der
P. aeruginosa-vermittelten RNase 7 Expression in Keratinozyten zu bekommen, wurden NHEK
mit einem Luziferase gekoppeltem NF-kB-Plasmid transfiziert und anschlieRend mit PAK-

Uberstidnden und gemeinsam mit dem EGFR-spezifischen Antikérper Cetuximab stimuliert.
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Abbildung 4.15: Die NF-kB-Luziferaseaktivitat wird durch Inhibition des EGFR verstarkt. NHEK wurden
mit einem NF-kBluc firefly Luziferase-Plasmid in KGM2 (-+-) transfiziert, phRG-TK Renilla Luziferase-Vektor
wurde als Kontrollvektor kotransfiziert. Es erfolgte ein Mediumwechsel auf KGM2 (++-) nach sechs
Stunden. Die Zellen (etwa 90 % konfluent) wurden nach 48 h mit PAK-Uberstianden im Verhaltnis 1:10,
verdinnt in Minimalmedium (KGM2 -+-), sowie gemeinsam mit Cetuximab (20 pg/ml) fur 20h inkubiert.
AnschlieRend wurde mittels ,Dual-Luciferase-Kit” und dem TD20/20 Luminometer die Lumineszenz
gemessen. Die relative Luziferaseaktivitdt wurde durch Abgleich mit dem Kontrollvektor bestimmt. Daten
sind Mittelwerte +SEM aus Triplikaten von einem reprasentativem Experiment (*p < 0.05; **p < 0.01
Student’s t-Test).

Die NF-kB-Luziferaseaktivitait nahm signifikant mit Inhibition des EGFR zu, was zeigt, dass beide

Signalwege an der P. aeruginosa-vermittelten RNase7-Expression beteiligt sind.
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4.4 Die Bedeutung von RNase 7 fiir die Wundheilung

Harder etal. konnten bereits zeigen, dass die RNase 7 Expression bei invivo
Barrierestorungsversuchen, durch Mikroldsionen mittels der sogenannten ,Tape-Stripping-
Methode” signifikant nach einer Stunde zunimmt (Harder et al. 2010). Lai et al. haben gezeigt,
dass bei Hautverwundung entstehende, nekrotische Keratinozyten, mittels freigesetzter RNA,
umgebende Keratinozyten aktivieren kdnnen und es durch Aktivierung von beispielweise TLR3 zu
einer gesteigerten Expression von pro-inflammatorischen Zytokinen wie TNFa und IL-6 kommt
(Lai et al. 2009). Glaser et al. konnten sowohl in vitro als auch invivo darstellen, dass UVB
Strahlung zur Induktion von AMP fiihrt (Glaser et al. 2009). Die erhdhte Freisetzung von RNase 7
nach Hautverwundungen und UVB Bestrahlung, lassen vermuten, dass RNase 7 in der Lage ist
den Wundheilungsprozess durch Degradation der bei Verwundung freigesetzten RNA zu

beeinflussen.

Um zu Uberpriifen, ob RNase 7 Einfluss auf die Wundheilung hat wurden NHEK mit
rekombinanter und natilirlicher RNase 7 sowie einer RNase 7-Mutante, welche keine
Ribonuklease-Aktivitat mehr besitzt (Koten et al. 2009), stimuliert um anschlieRend die Induktion
pro-inflammatorischer Zytokine zu messen. Leider gestalteten sich diese Versuche zunachst
etwas schwierig, da keine bzw. nur qualitativ sehr schlechte RNA nach Stimulation und RNA
Isolierung zu erhalten war. Nach Ausschluss aller moglichen Fehlerquellen konnten wir
feststellen, dass RNase 7 nach Abnahme des Mediums, in ihrer Funktion als RNase, die RNA der
NHEK degradierte (Abb 4.16). Dementsprechend war es zwingend nétig direkt nach Abnahme
des Mediums, dass guanidiniumthiocyanat-haltige Lysereagenz Crystal RNAmagic auf die Zellen
zu geben und diese zu lysieren, nur so konnte eine qualitativ gute mRNA Ausbeute erzielt

werden.
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Abbildung 4.16: RNase 7 degradiert die RNA von NHEK nach Stimulation. Das RNA Agarosegel zeigt
isolierte mRNA aus NHEK, welche zuvor mit rekombinanter RNase 7 stimuliert wurden und nicht direkt mit
dem guanidiniumthiocyanat-haltigem Lysereagenz zur RNA lIsolation lysiert wurden, sowie unstimulierte
NHEK (Kontrolle).

Nachdem mRNA isoliert und revers transkribiert werden konnte, wurde die Induktion des pro-
inflammatorischen Zytokins Interleukin 8 (IL-8) ermittelt. Wie in Abbildung 4.17 dargestellt,
konnte eine signifikante Herunterregulation der IL-8 Genexpression detektiert werden, wenn
NHEK mit RNase 7, sowohl natirlich als auch rekombinant, stimuliert wurden. Die zur
Uberpriifung der Hypothese eingesetzte RNase 7-Mutante erzielte diese Herunterregulation
nicht, was darauf schlieRen lasst, dass die Ribonuklease-Aktivitdit der RNase 7 fir diese

Negativregulierung verantwortlich ist.

relative IL-8 mRNA Induktion

Kontrolle  nat R7 rek R7 R7 Mut

Abbildung 4.17: RNase7 hat Einfluss auf die Induktion des pro-inflammatorischen Zytokins IL-8.
Postkonfluente NHEK wurden mit 10 pg/ml natirlicher und rekombinanter RNase 7 und der RNase 7-
Mutante in KGM2 (-+-) fiir 20 h inkubiert. AnschlieBend wurde mittels quantitativer Echtzeit-PCR die
relative IL-8 mRNA Expression bestimmt. Daten sind Mittelwerte +SEM aus Triplikaten von einem
reprasentativen Experiment (*p < 0.05; **p < 0.01; n.s. = nicht signifikant Student’s t-Test).

Im Rahmen von Verwundung der Haut kommt es zur Freisetzung von RNA. Um zu lberprifen, ob

dabei auch RNase 7 Expression induziert wird und ob diese einen Einfluss auf die freigesetzte
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RNA hat wurden NHEK mit poly I:C, einem Stimulus der strukturell analog zu doppelstrangiger
RNA ist und als TLR3 Aktivator bekannt ist (Lai etal., 2009), stimuliert und nachfolgend die
RNase 7 Expression gemessen (Abb 4.18). AuRerdem wurde gleichzeitig mit nattrlicher RNase 7
und poly I:C, einem RNA Strukturanalogen, stimuliert um zu analysieren inwieweit RNase 7
Einfluss auf poly I:C-vermittelte Induktion von pro-inflammatorischen Zytokinen, wie z.B. TNFa,

hat (Abb 4.19).
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Abbildung 4.18: Poly I:C hat Einfluss auf die Induktion von RNase 7 Expression. Postkonfluente NHEK
wurden mit 10 pg/ml poly I:C in KGM2 (-+-) fir 20 h inkubiert. AnschlieRend wurde mittels ELISA die
RNase7 Proteinkonzentration bestimmt. Daten sind Mittelwerte +SEM aus Triplikaten von einem
reprasentativem Experiment (*p < 0.05 Student’s t-Test).

Die Stimulation mit poly I:C fiihrte zu einer erhdhten Sekretion von RNase7 in den

Keratinozyten.
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Abbildung 4.19: RNase 7 beeinflusst die poly I:C induzierte TNFa Expression. NHEK wurden mit 100 ng/ml
poly I:C in KGM2 (-+-), sowie gemeinsam mit 100 ng/ml naturlicher RNase 7, fir 19 h inkubiert.
AnschlieRend wurde mittels ELISA die TNFa Proteinkonzentration bestimmt. Daten sind Mittelwerte +SEM
aus Triplikaten von einem reprasentativem Experiment (**p < 0.01 Student’s t-Test).
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Wie erwartet fiihrte die Stimulation von Keratinozyten mit poly 1:C auch zu einer erhdhten
Freisetzung von TNFa, welche durch gleichzeitige Stimulation mit RNase 7 aufgehoben wurde, da
RNase 7 poly I:C degradieren kann und damit keine TNFa Expression mehr induziert werden

konnte (Abb 4.19).

Um den endogenen Einfluss von RNase 7 zu analysieren, wurden NHEK mit RNase 7-spezifischer
siRNA behandelt. Diese gezielte Herunterregulation resultierte in einem hohen , KnockDown*
von 95 % der RNase 7 Expression (Abb 4.20 A). Durch anschlieBende Stimulation mit poly I:C

sollte die TNFa Expression untersucht werden.
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Abbildung 4.20: Die poly l:C-induzierte TNFa Expression wird durch RNase7-spezifische siRNA positiv
beeinflusst. NHEK wurden mit RNase 7-spezifischer siRNA in KGM2 (-+-) transfiziert, woraus ein
»KnockDown“ von 95 % resultierte A). Die Zellen (etwa 80 % konfluent) wurden mit poly I:C (100 ng/ml),
verdiinnt in Minimalmedium (KGM2 -+-), fiir 22 h stimuliert. AnschlieRend wurde mittels quantitativer
Echtzeit-PCR die relative RNase 7 mRNA Expression A) und die TNFa Proteinkonzentration B) durch ELISA
bestimmt. Daten sind Mittelwerte +SEM aus Triplikaten von einem repradsentativen Experiment (*p < 0.05
one-way ANOVA mittels der Tukey-Methode).

Es konnte gezeigt werden, dass reduzierte RNase 7 Expression zu einer erhéhten TNFa
Expression nach Stimulation mit poly I:C fiihrt (Abb 4.20 B). Dies veranschaulicht, dass RNase 7,
mit der Funktion als RNase zu agieren, in der Lage ist, die RNA-induzierte Aktivierung von

Keratinozyten zu regulieren.

Wie einleitend erwdhnt kann der Rl RNase 7 binden und inaktiveren. Deshalb wurde im weiteren
Verlauf untersucht, ob eine Herunterregulierung des Rl durch spezifische siRNA einen Einfluss

auf die poly I:C-induzierte TNFa Expression hat.
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Abbildung 4.21: Die poly l:C-induzierte TNFa Expression wird durch Rl-spezifische siRNA negativ
beeinflusst. NHEK wurden mit Rl-spezifischer siRNA in KGM2 (-+-) transfiziert, woraus ein , KnockDown*
von 88 % resultierte A). Die Zellen (etwa 90 % konfluent) wurden mit poly I:C (100 ng/ml), verdiinnt in
Minimalmedium (KGM2 -+-), fiir 24 h stimuliert. AnschlieRend wurde mittels quantitativer Echtzeit-PCR die
relative RI mRNA Expression A) und die TNFa Proteinkonzentration B) durch ELISA bestimmt. Daten sind
Mittelwerte +SEM aus Triplikaten von einem reprasentativen Experiment (***p < 0.001 Student’s t-Test)

“«

Die gezielte Herunterregulation des Rl durch spezifische siRNA resultierte in einem ,,KnockDown
von 88 % (Abb 4.21 A). Nach Stimulation mit poly I:C konnte eine verringerte Freisetzung von

TNFa in mit RI-siRNA behandelten NHEK detektiert werden (Abb 4.21 B).
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5 Diskussion

In  dieser Arbeit war es Ziel, einen Einblick in die Regulation der
Pseudomonas aeruginosa-vermittelten RNase 7 Induktion hinsichtlich verschiedener
Signaltransduktionsmechanismen zu bekommen. Stimulationsversuche mit lebenden
P. aeruginosa und P. aeruginosa-Bakterienkulturiiberstanden in ,Monolayer“-NHEK-Kulturen,
3D-Hautdquivalenten und exvivo Hautexplantaten ergaben eine deutliche Induktion der
RNase 7 Expression. Anhand spezifischer Inhibitoren, Antikorper und siRNAs konnte eine
Beteiligung des EGFR-Signalweges gezeigt werden. Ebenfalls konnte durch Antikérper und
RNA-Interferenz-Versuche dargestellt werden, dass die Signalvermittlung liber TLR5 an dieser
Regulation beteiligt ist. Des Weiteren konnte dargestellt werden, dass RNase 7 in der Funktion
als Ribonuklease durch Degradation von RNA einen Einfluss auf die Wundheilung haben kdnnte.

RNase 7 nimmt somit eine wichtige Rolle in der kutanen Abwehr ein.

5.1 Regulation der RNase 7 Expression

RNase 7 ist die dominante RNase der Haut. Sie wurde urspriinglich von Harder et al. aus
humanen Hautschuppen isoliert (Harder and Schréder 2002). Des Weiteren wird RNase 7 in
vielen weiteren Geweben zum Teil stark exprimiert (Harder and Schréder 2002, Spencer et al.
2011, Schuster et al. 2013). Immunhistochemische Untersuchungen der Haut ergaben die
hochste Expression von RNase 7 in den oberen Schichten, dem Stratum corneum und dem
Stratum granulosum. Dies ergaben auch Untersuchungen friiherer Studien bei fetaler Haut des
zweiten Schwangerschafts-Trimesters und der Haut von Patienten mit Atopischer Dermatitis und
Psoriasis (Koten et al. 2009, Schuster et al. 2013, Harder et al. 2010). Die abundante,
permanente Expression von RNase 7 in der humanen Haut fUhrte zu der Hypothese, dass

RNase 7 eine wichtige Rolle beim Schutz der Haut vor Infektionen spielen kdnnte.

Nach bisherigem Kenntnisstand wird die RNase 7 Expression in Keratinozyten, in anderen
epithelialen Geweben und dem Urogenitaltrakt Gber mehrere Signalwege reguliert. RNase 7
kann durch Zytokine wie IL-1B, IFNy oder IL-17A sowohl in der Cornea, als auch in nasalem
Gewebe, wie auch in Keratinozyten durch Aktivierung von Zytokinrezeptoren induziert werden
(Burgey et al. 2016, Mohammed et al. 2011, Simanski et al. 2013). Mohammed et al. beschrieben
eine IL-1B-induzierte RNase 7 Expression in der Cornea durch Autophosphorylierung der Kinase

TAK1 (engl. transforming growth factor 6-activated kinase-1) mit anschlieBender Aktivierung des
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MAPK-Signalweges (engl. mitogen-activated protein kinase) und darauffolgender Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren c-Jun und ATF2 (Mohammed et al. 2011). Simanski et al. konnten zeigen,
dass RNase 7, induziert durch IL-17A/IFNy, Uber den STAT3-Signalweg reguliert wird (Simanski et
al. 2013). Firatet al. haben die Induktion der RNase 7 Expression durch den Dermatophyten
Trichophyton rubrum beschrieben und dabei eine EGFR-Signalwegbeteiligung dargestellt (Firat et
al. 2014). Zuvor haben Wanke und Kollegen eine Staphylokokken-vermittelte RNase 7 Induktion
gezeigt und dabei zwei beteiligte Signalwege aufgezeigt. Zum einen die
S. epidermidis-vermittelte Induktion der RNase 7 Expression durch den Toll-like Rezeptor 2
(TLR2) und einer  gleichzeitigen Aktivierung des EGFR-Signalweges durch
EGFR-Ligandenaktivierung und einer Aktivierung von NF-kB. Zum anderen die
S. aureus-vermittelte RNase 7 Induktion Uber den MAPK und Phosphatidylinositol 3-kinase
(PI13K)/AKT Signalweg (Wanke et al. 2011). Kirzlich konnten Eichler et al. zeigen, dass die
Aktivierung des IGF-1 bei Diabetes mellitus-Patienten nach Insulingabe zu einer Steigerung der
RNase 7 Expression im Urogenitaltrakt fuhrt. Auch diese Aktivierung folgt dem PI3K/AKT
Signalweg (Eichler et al. 2016). Abbildung 5.1 zeigt einen Uberblick iiber die Regulation der

RNase 7 Expression nach bisherigem Kenntnisstand.
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Abbildung 5.1: Regulation der RNase 7 Expression. Die Abbildung zeigt einen Uberblick iiber den
bisherigen Kenntnisstand der Regulation der RNase 7 Expression Uber verschiedene Signalwege durch
verschiedene Induktoren. Modifiziert aus (Rademacher et al. 2016)
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5.2 Pseudomonas aeruginosa und RNase 7

Pseudomonas aeruginosa ist ein Gram-negatives, 2-4 um langes Stabchenbakterium welches
charakteristisch Flagellen und Pili aufweist (siehe Abbildung 5.2). Es kommt vor allem in
Gewadssern und im Boden als sogenannter Nasskeim vor. Aufgrund des weiteren Vorkommens in
feuchten Milieus wie Sanitdranlagen, aber auch z.B. Dialysegerdten in Krankenhausern wird
P. aeruginosa zu den nosokomialen Keimen gezdhlt und gefiirchtet. Haufig treten
P. aeruginosa-Infektionen bei immunsupprimierten Patienten mit Zystischer Fibrose oder AIDS,
vor allem als Pneumonien, auf. Des Weiteren ist P. aeruginosa haufig verantwortlich fir das
Auftreten von Urogenitalinfektionen und fiihrt bei chronischen Wunden und akuten
Brandwunden aufgrund seiner biofilmbildenden Eigenschaft oft zu starker Eiterbildung. Ein
weiteres grofRes Problem ist die Tatsache, dass P.aeruginosa ein breites Spektrum an

Antibiotikaresistenzen aufweist, was eine Therapie erschwert (Chiller et al. 2001, Poole 2011,

Frank 2012).

Abbildung 5.2: Dreidimensionale Darstellung von Pseudomonas aeruginosa. Adaptiert von (U.S. Centers
for Disease Control and Prevention - Medical Illustrator — James Archer - ID#: 16876)

Besonders die Tatsache der hohen Infektiositat und der Multiresistenz gegeniber synthetischen
Antibiotika machen P. geruginosa zu einem interessanten Keim in der antimikrobiellen
Forschung.

Aus vorangegangenen Daten war bereits bekannt, dass RNase 7 aufgrund seiner antimikrobiellen
Eigenschaften in der Lage ist, P. aeruginosa zu eliminieren. Zusatzlich wurde gezeigt, dass die
Expression von RNase 7 in Keratinozyten durch P. aeruginosa induziert werden konnte (Harder
and Schroéder 2002). Basierend auf diesen Daten sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit die
Hypothese naher untersucht werden, dass RNase 7 fiir die kutane Abwehr gegen P. aeruginosa
eine wichtige Funktion einnimmt. Insbesondere sollten dabei auch die, an der durch
P. aeruginosa-vermittelte RNase 7 Induktion in Keratinozyten, beteiligten Signalwege identifiziert

werden.
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5.2.1 Die antimikrobielle Aktivitat von RNase 7 gegen Pseudomonas aeruginosa

RNase 7 ist die dominante RNase der humanen Haut und kommt variabel zwischen 4 und
63 pg/mlim Stratum corneum (Daten nicht gezeigt) vor. Harder et al. und Zhang et al. konnten in
ihren Studien zeigen, dass RNase 7 eine starke Ribonuklease-Aktivitat aufweist (Harder and
Schréder 2002, Zhang et al. 2003). Die Funktion als enzymatisch RNA-abbauende RNase hat
jedoch keinen Einfluss auf die weitgefacherte antimikrobielle Aktivitat von RNase 7, was mittels
des Einsatzes von Ribonuklease-Aktivitat-defizienten Mutanten gezeigt werden konnte. Die
RNase 7-Mutante, ohne Ribonuklease-Aktivitat, war weiterhin in der Lage Bakterien abzutéten
(Huang et al. 2007, Koten et al. 2009). Es konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass
RNase 7 selbst in der Lage ist, P. aeruginosa bereits in geringen Konzentrationen (2,5 ug/ml)
abzutoten. Da RNase 7 eine kationische Nettoladung besitzt, kann man vermuten, dass die
Fahigkeit P. aeruginosa bei direktem Kontakt zu eliminieren, durch Interaktion mit der
anionischen bakteriellen Zellmembran stattfindet. Einige Arbeiten konnten diese Interaktion
bereits zeigen. Spencer und Kollegen haben mittels Rasterkraftmikroskopie darstellen kénnen,
dass RNase 7 die bakterielle Zellmembran von P.aeruginosa, E.coli, und E. faecalis
permeabilisiert und aufbricht (Spencer et al. 2013). Die Untersuchungen von Torrent et al.
zeigten zuvor, dass die antimikrobielle Aktivitdt von RNase 7 auf elektrostatische Interaktion
zuriickzufihren ist. Es wurde belegt, dass RNase 7 durch Depolarisation mittels Bindung an die
Lipopolysaccharide und dem Peptidoglycan der bakteriellen Zellmembran, von E. coli und
S. aureus, in der Lage ist, diese zu zerstéren und die bakterielle DNA frei zu setzen (Torrent et al.
2010). Durch Analysen mit SYTOX® Green, einem Reagenz welches in die geschadigte Membran
der Bakterienzellwand eindringt und dort mit der freien DNA interkaliert, haben Huang und
Kollegen gezeigt, dass RNase 7 die bakterielle Zellmembran innerhalb weniger Minuten, nach
Kontakt, permeabilisiert. Sie konnten des Weiteren durch Mutagenese-Versuche mit
RNase 7 Mutanten zeigen, dass fiir die antimikrobielle Aktivitdt der RNase 7 und auch anderer
RNase A Superfamilienmitglieder die gleiche N-terminale Domane verantwortlich ist. Fiir RNase 7
wurde gezeigt, dass die Lysin-Reste K1, K3, K111 und K112 fur die antimikrobielle Aktivitat
wichtig sind (siehe auch Abbildung 1.5) (Huang et al. 2007). Lin und Kollegen haben spezifisch fir
P. aeruginosa darstellen konnen, dass RNase 7 das anionische dufere Membranprotein
Lipoprotein | (Oprl, engl. outer membrane protein 1) von P. aeruginosa durch seine kationischen
Strukturen binden kann. Durch diese Bindung kommt es zum Verlust vormals gebundener
Fettsduren und Lipopolysaccharide und zur Internalisierung des Oprl/RNase 7-Komplexes in die

bakterielle Membran. Diese wird daraufhin permeabel. RNase 7 aggregiert im Zytosol anionische
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Nukleinsduren, welche vermutlich Uber Kondensation nach auRen sekretiert werden. Final
kommt es zur Destruktion von P. aeruginosa (Lin et al. 2010). Diese Interaktion kdnnte es

P. aeruginosa schwierig machen, Resistenzen gegen RNase 7 zu entwickeln.

Die Bedeutung von RNase 7 in der kutanen Abwehr gegen P. aeruginosa konnte im Rahmen
dieser vorliegenden Arbeit gezeigt werden. Ein antimikrobieller Test mit Stratum corneum
Extrakt und dem RNase 7 Antikdrper ergab, dass die durch das Stratum corneum initiierte
Hemmung des P. aeruginosa Wachstums durch den neutralisierenden RNase 7 Antikorper fast
vollstandig aufgehoben werden konnte (siehe Abbildung 4.3). Diese Daten zeigen, dass RNase 7
an der Abwehr von P. aeruginosa im Stratum corneum maligeblich beteiligt ist. Folglich ist
anzunehmen, dass die Abundanz von RNase 7 in der gesunden Haut, dazu beitragt, die
Kolonisierung von P. aeruginosa effizient abzuwehren und mogliche Infektionen zu verhindern.
Eine gestorte Hautbarriere, die nicht mehr in der Lage ist RNase 7 addquat zu exprimieren,
kénnte ein Grund fir die schwerwiegenden P. aeruginosa Infektionen bei immunsupprimierten
Patienten sein. Diese Fakten machen RNase 7 zu einem wichtigen AMP in der kutanen Abwehr
und zu einem Schliisselpeptid eventueller, neuer Therapieansdtze bei schwer behandelbaren

P. aeruginosa Infektionen.

5.2.2 Induktion der RNase 7 Expression

Ein besonderes Merkmal der AMP ist ihre Induzierbarkeit. Damit schaffen sie es, durch
Interaktion mit den ausgesendeten Signalen ihres Gewebes immer dann prasent zu sein, wenn
es zu moglichen inflammatorischen Prozessen kommt und kénnen dementsprechend als kleine
»Wachter” gezielt auf diese Gefahr einwirken. Es liegt demnach nahe zu vermuten, dass RNase 7
selbst, nicht nur abundant in der Haut vorkommt, sondern zuséatzlich induziert wird, wenn es
durch akute, pro-inflammatorische Signale und mikrobielle Bedrohung zu einem schnellen
Mehrbedarf in der Haut kommt. Es konnte bereits gezeigt werden, dass die RNase 7 Expression
neben pro-inflammatorischen Zytokinen wie IFNy, IL-17A und IL-1B (Burgey et al. 2016, Simanski
et al. 2013, Mohammed et al. 2011) auch durch Mikroorganismen wie zum Beispiel
Staphylococcus aureus, Escherischia coli und Enterococcus faecium (Simanski et al. 2010, Kéten
et al. 2009, Harder and Schréder 2002) oder Trichophyton rubrum (Firat et al. 2014) induziert
werden kann. Stimulationen von priméren Keratinozyten mit lebenden P. aeruginosa (Daten
nicht gezeigt) und P. aeruginosa-Bakterienkulturiiberstanden zeigten eine signifikante Induktion

der RNase 7 Expression sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene (siehe Abbildung 4.4).
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Diese Daten zeigen eindeutig, dass P. aeruginosa selbst in der Lage ist Faktoren zu sezernieren,

die RNase 7 induzieren.

5.2.3 Regulation der Pseudomonas aeruginosa-vermittelten RNase 7 Expression iiber
den EGFR

Der epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR, ErbBl, engl. epidermal growth factor
receptor) ist eine Rezeptor-Tyrosin-Kinase (RTK) aus der Familie der ErbB-Rezeptoren. RTK
besitzen eine intrinsische Enzymaktivitat die durch Ligandenbindung aktiviert wird. Liganden fir
den EGFR sind unter anderem TGFa, EGF oder HB-EGF (Thiel and Rossler 2005). Diese Liganden
liegen zunachst als membrangebundene Vorlauferproteine vor und binden nach Spaltung
(,Shedding”) durch Metalloproteasen an den EGFR (Higashiyama and Nanba, 2005).
AnschlieBend kommt es Uber Autophosphorylierungen zum Auslésen der EGFR-Signalkaskade

(Dicamillo et al., 2002; Bergin et al., 2008).

Der EGFR-Signalweg spielt in der Tumortherapie seit Jahren eine wichtige Rolle, da viele
Patienten mit Anti-EGFR-Therapeutika wie EGFR-Antikérpern (z.B. Cetuximab) oder
Tyrosin-Kinase-Inhibitoren (z.B. Gefitinib) behandelt werden. Der Hauptgrund dafir ist, dass der
EGFR in fast allen Zellen stark exprimiert wird und seine Hauptaufgabe es ist, als
Transmembranrezeptor Proliferation und Differenzierung zu induzieren und damit
anti-apoptotisch zu agieren. In vielen Tumorgeweben ist der EGFR stark Uberexprimiert, sodass
das Tumorzellwachstum durch EGFR-Aktivierung stark gefordert wird (Oda et al. 2005).
Patienten, die eine Anti-EGFR-Therapie erhalten, leiden oft unter Hautausschlagen, Akne und
bakteriellen Superinfektionen (Eilers et al. 2010, Eames et al. 2010). Dies resultiert
wahrscheinlich daraus, dass bei einer Anti-EGFR-Therapie, auch in gesunden Geweben der EGFR
ausgeschaltet wird und damit Zellproliferation und Differenzierung im gesamten Korper gestort
wird. Die natirliche Barrierefunktion der Haut ist damit nicht mehr gewahrleistet und die Haut
ist anfalliger fiir Infektionen (Holcmann and Sibilia 2015). Es ist anzunehmen, dass damit auch die

Produktion von AMP, die Gber den EGFR reguliert werden, nicht mehr gewahrleistet ist.

Dass der EGFR wichtig fir die Homoostase der Haut ist, zeigten in der Vergangenheit bereits
mehrere Arbeiten. Studien mit ,Knockout” Mausen, die verschiedene EGFR-basierte ,Knockouts”
aufwiesen, zeigten deutlich verdnderte Phanotypen gegeniliber den Wildtypmdausen. Die Haut
der Mause kennzeichnete vor allem eine gestorte Wundheilung, Auspragungen von
psoriasis-dhnlichen Ladsionen, sowie strukturelle und funktionelle Defekte der Haarfollikel
(Schneider et al. 2008). Eine Studie von Campbell et al. zeigte die gravierenden Ausprdgungen

der gestorten Homdostase bei einem Kleinkind, welches unter einer sogenannten
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,Loss-of-Function“-Mutation (Funktionsverlust-Mutation) des EGFR litt. Das Kind wies erheblich
andauernde Infektionen der Haut, der Lunge und des Darms auf. Ahnlich wie bei Patienten mit
Anti-EGFR-Therapie wies seine Hautoberflache eine Vielzahl von Pusteln und Papeln auf und es
trat groRflachig Haarausfall auf. Das Kind starb im Alter von 2,5 Jahren aufgrund der
kontinuierlichen, multiplen Infektionen (Campbell et al. 2014). Diese Daten belegen, dass der
EGFR eine entscheidende Funktion bei der Homdostase der Haut einnimmt und wahrscheinlich

essentiell fiir das Aufrechterhalten des Immunsystems ist.

Wie bereits erwdhnt, muss der EGFR zunichst einen Wachstumsfaktor binden, um dadurch
aktiviert zu werden. Da es Indizien dafiir gibt, dass RNase 7 Expression partiell Gber den
EGFR-Signalweg reguliert wird (Firat et al. 2014, Wanke et al. 2011), sollte zunachst eine
Stimulation mit den Wachstumsfaktoren HB-EGF und TGFa Einblick dariiber bringen, ob die
RNase 7 Expression in Keratinozyten durch EGFR-Wachstumsfaktoren induziert wird. Es konnte
dabei gezeigt werden, dass RNase 7 durch HB-EGF und TGFa induziert wird. Auch hBD-3, fir das
eine Regulation Uber den EGFR-Signalweg bereits von Sorensen et al. beschrieben wurde
(Sorensen et al. 2003), wurde durch die EGFR-Wachstumsfaktoren induziert. Zum Vergleich
konnte gezeigt werden, dass hBD-2, welches hauptsachlich Giber NF-kB reguliert wird (Wehkamp
et al. 2004), nicht durch EGFR-Wachstumsfaktoren allein induziert werden kann (siehe
Abbildung 4.5). Johnston et al. beschrieben fiir hBD-2 eine EGFR-Aktivierung durch EGFR-
Wachstumsfaktoren in Synergie mit IL-1 (Johnston et al. 2011). Dies lasst vermuten, dass eine Art
Wechselbeziehung zwischen Zytokinen oder anderen pro-inflammatorischen Faktoren und
EGFR-Wachstumsfaktoren besteht. Es ware also moglich, dass es durch Synergien zu einer

Aktivierung verschiedener Signalwege bei der AMP Induktion kommt.

Um zu untersuchen, ob der EGFR-Signalweg auch an der Induktion von RNase 7 durch
P. aeruginosa beteiligt ist, wurden NHEK mit P. aeruginosa-Bakterienkulturiiberstanden allein
und gemeinsam mit P. aeruginosa-Bakterienkulturiiberstanden und Cetuximab stimuliert. Diese
Daten zeigten eine signifikante Inhibition der P. aeruginosa-vermittelten RNase 7 Expression
sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene. Ein ebenfalls eingesetzter Tyrosin-Kinase-Inhibitor,
AG1478, der in der Lage ist, den EGFR in seiner Aktivitat zu inhibieren, zeigte gleiche Ergebnisse
(siehe Abbildung 4.6). Versuche mit lebenden P. aeruginosa in stratifizierter Epidermis in einem
3D-Hautaquivalent  und in exvivo  Hautexplantaten, zeigten eine deutliche
P. aeruginosa-vermittelte RNase 7 Expression in den oberen Schichten der Epidermis. Vor allem
im Stratum granulosum und im 3D-Hautadquivalent auch im Stratum spinosum konnte die
RNase 7 Expression durch lebende P. aeruginosa immunhistochemisch, im Vergleich zu den

unstimulierten Kontrollen, dargestellt werden. Diese Ergebnisse belegten die Vermutung, dass
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es, zur bereits vorhandenen Abundanz von RNase 7, bei Kontakt mit P. aeruginosa zu einer
starken Induktion der RNase 7 Expression in allen differenzierenden Schichten der Haut kommt,
was auf eine epidermale Abwehrreaktion gegeniber P. aeruginosa hindeutet. Das
Stratum basale ist das proliferierende Gewebe der Epidermis. Die verstarkte Prasenz von AMP,
durch Induktion, in den differenzierenden Schichten, stellt wahrscheinlich eine natirliche
Barriere dar, was die kontinuierliche Regeneration der Keratinozyten im Stratum basale
gewadhrleistet, wahrend es in den differenzierten Schichten zur Abwehrreaktion durch AMP
kommt. P.aeruginosa zusammen mit Cetuximab zeigte eine deutliche Abnahme der
P. aeruginosa-induzierten RNase 7 Expression in stratifizierter Epidermis (siehe Abbildung 4.7
und 4.8). Wird RNase 7 also nicht mehr induziert, da der EGFR blockiert ist, ware auch die, im
gesunden Zustand vorhandene, Abundanz von RNase 7 nicht mehr gewéhrleistet und somit ware
die Haut bereits bei Erstkontakt mit potentiellen Pathogenen nicht mehr in der Lage, durch
abundante AMP, antimikrobielle Aktivitat zu vermitteln. Diese Ergebnisse belegen, dass die
P. aeruginosa-vermittelte RNase 7 Expression zum Teil tiber den EGFR-Signalweg reguliert wird.

Der EGFR ist damit ein wichtiges Molekdl fiir die RNase 7 Expression in Keratinozyten.

In Anlehnung an diese Ergebnisse wurde Uberpriift, ob andere in der kutanen Abwehr wichtige
AMP (ber P. aeruginosa induziert werden kénnen und ob diese Induktion ebenfalls liber den
EGFR-Signalweg reguliert wird. Fir hBD-3 wurde eine Regulierung lber den EGFR bereits
mehrfach flr verschiedene Epithelien gezeigt (Sorensen et al. 2003, Shuyi et al. 2011). Fir hBD-2
wurde bisher eine Regulation Gber NF-kB (Wehkamp et al. 2004), sowie in Synergie mit IL-1 auch
eine Regulation Uber EGFR (Johnston et al. 2011) beschrieben. Eine Arbeit von Steubesand et al.
untersuchte die durch Candida albicans induzierte hBD-2 und hBD-3 Expression im Rahmen einer
Osophagitis. Dabei wurde gezeigt, dass die hBD-2 Expression, vermittelt (iber Candida, nicht iiber
den EGFR reguliert wird (Steubesand et al. 2009). Da in der vorliegenden Arbeit bereits ein
Vergleich mit EGFR-Wachstumsfaktoren gezeigt hat, dass hBD-2 nicht induziert wird, wurde
dieser Vergleich auch fiir die Versuche mit P. aeruginosa und Cetuximab im 3D-Hautdquivalent
herangezogen. Dabei konnte gezeigt werden, dass P. aeruginosa in der Lage war, sowohl hBD-3
als auch hBD-2 zu induzieren, aber nur die hBD-3 Expression durch Cetuximab gehemmt wurde
(siehe Abbildung 4.9). Diese Daten bestatigen, dass der EGFR fir die Expression von hBD-3, im

Gegensatz zu hBD-2, von wichtiger Bedeutung ist.

Um einen weiteren Einblick in die Bedeutung des EGFR-Signalweges fiir die RNase 7 Expression
zu erhalten, wurde zunachst untersucht, ob auch Metalloproteasen an der, liber den EGFR
regulierten, P. aeruginosa-vermittelten RNase 7 Expression beteiligt sind. Um an den EGFR

binden zu kdénnen, missen die EGFR-Liganden zuvor aktiviert werden. Dies geschieht Uber
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Metalloproteasen, den sogenannten ,Sheddasen”, die ihre Substrate ektodermal abschneiden,
dabei werden diese Substrate aktiviert und sind in der Lage an den EGFR zu binden (Ockenga et
al. 2014). ,Monolayer“-NHEK Versuche mit P. aeruginosa-Bakterienkulturiiberstanden und
Marimastat (MM), einem Breitband-Metalloprotease-Inhibitor, zeigten eine signifikante
Inhibition der P. aeruginosa-induzierten RNase 7 Expression sowohl auf mRNA- als auch auf
Proteinebene (siehe Abbildung 4.10). Dieses Resultat ldsst vermuten, dass P. aeruginosa
Faktoren sezerniert, die in der Lage sind, Metalloproteasen zu aktivieren, die durch ,Shedding“
EGFR-Liganden aktivieren. Diese Liganden binden dann an den EGFR und I6sen die

EGFR-Signalkaskade aus, was schlieRlich zur RNase 7 Expression fiihrt.

Es gibt, wie bereits erwdhnt, verschiedene Metalloproteasen, die als ,Sheddasen” fir
EGFR- Liganden proteolytisch aktiv sind. Mitglieder der Familie der Disintegrin-dhnlichen
Metalloproteasen, den sogenannten ADAMs (engl. a disintegrin and metalloprotease) sind dabei
haufig fir den EGFR beschrieben worden. ADAMs sind Typ | Transmembranproteine, die zu einer
Untergruppe der Zink-abhdngigen Metalloproteasen, den Metzinkinen gehoéren. Die
Domanenstruktur der ADAMs zeichnet sich charakteristisch durch sieben verschiedene Domanen
aus (Pro-, Metalloprotease-, Disintegrin-, Cystein-reichen-, EGF-like-, Transmembran- und eine
zytoplasmatische Domane) (Seals and Courtneidge 2003). Am intensivsten untersucht wurden
bisher ADAM10 und ADAM17 (Bergin et al. 2008, Higashiyama and Nanba 2005), wobei fir
ADAM17 bereits eingdngig beschrieben wurde, das es regulativ auf den EGFR einwirkt, indem es
die Liganden nach Bedarf proteolytisch freisetzt (Sunnarborg et al. 2002, Scheller et al. 2011,
Zunke 2017). Es stellte sich die Frage, ob ADAM17 an der P. aeruginosa-induzierten
RNase 7 Expression beteiligt ist. Durch gezielte Herunterregulation von ADAM17 mittels
spezifischer SiRNA und anschlieRender Stimulation mit P. aeruginosa-
Bakterienkulturiberstanden konnte eine signifikante Hemmung der P. aeruginosa-induzierten
RNase 7 Expression in NHEK erzielt werden (siehe Abbildung 4.11). Diese Daten sind im Einklang
mit den bereits von Shao und Nadel gezeigten Ergebnissen, dass die P. aeruginosa-vermittelte
Mucin (MUC5AC) Expression in Lungen-Epithelzellen Gber Aktivierung von ADAM17 verlauft
(Shao and Nadel 2005). Die bisherigen Ergebnisse lieferten ein vorlaufiges Zwischenergebnis fir
die Untersuchungen zur Regulation der P. aeruginosa-induzierten RNase 7 Expression in

humaner Haut. Abbildung 5.3 zeigt eine hypothetische Signalvermittlung dieser Regulation.
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Abbildung 5.3: Regulation der P. aeruginosa-induzierten RNase 7 Expression iiber den EGFR. Die
Abbildung zeigt die hypothetische P. aeruginosa-induzierte RNase 7 Expression basierend auf den hier
dargestellten Ergebnissen. Sezernierte Faktoren von P. aeruginosa aktivieren ADAM17, welches dann
membranstandige EGFR-Liganden ektodermal schneidet und dadurch aktiviert. Die aktivierten
EGFR-Liganden sind daraufhin in der Lage den EGFR zu aktivieren und die Signalkaskade zur
RNase 7 Expression auszuldsen.

5.2.4 Regulation der Pseudomonas aeruginosa-vermittelten RNase 7 Expression iiber
TLR5

Da sowohl lebende P.aeruginosa als auch P.aeruginosa-Bakterienkulturiiberstinde die
RNase 7 Expression in Keratinozyten induzieren, ist davon auszugehen, dass P. aeruginosa
Faktoren sezerniert die diese Expression hervorrufen. Ein moglicher Faktor kdnnte das von
P. aeruginosa sezernierte Flagellin sein, welches als PAMP an den Mustererkennungsrezeptor
(PRR) TLR5 binden kann und dadurch die Signalkaskade des TLR5-Signalweges ausldst (Tallant et
al. 2004). Toll-like Rezeptoren sind membranspannende PRR des Immunsystems. Sie besitzen
N-terminal die sogenannten Leucin-reichen Sequenzen (LRR, engl. leucine rich repeats) und
C-terminal die sogenannte TIR-Domane, die aufgrund der Homologie zum IL-1-Rezeptor als
Toll/IL-1R homologe Domine bezeichnet wird. Nach Bindung von PAMP, geht von der
TIR-Domaéne ein Signal zur Anlagerung von MyD88 aus, welches ebenfalls eine TIR-Doméne
besitzt. Von da aus wird die Signalkaskade aktiviert, die Gber Phosphorylierungen von IRAK (engl.
IL-1 receptor associated kinase) 1 und 4, TRAF6 (engl. TNF receptor associated factor 6) und TAK1

(engl. TGFB activated kinase 1) zur Aktivierung des IKK Komplexes fiihrt. Diese Aktivierung
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resultiert in der Phosphorylierung des IkB (engl. inhibitor of kappa B) der nun den vormals
inaktiven, gebundenen NF-kB (engl. nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated
B-cells) entlasst, welcher nun in den Zellkern transloziert und dort als Transkriptionsfaktor agiert
(Takeda and Akira 2004, Haney and Frederick 2014). Koff et al. und Yu et al. beschrieben bereits
eine Transaktivierung des EGFR durch Flagellin-induzierte TLR5 Aktivierung von P. aeruginosa in
bronchialen Epithelzellen (Koff et al. 2008, Yu et al. 2012). Deshalb lag es nahe, dass auch die
Expression von RNase 7 in Keratinozyten durch sezernierte Faktoren von P. aeruginosa tUber TLR5
vermittelt werden konnte. NHEK wurden sowohl mit TLR5-spezifischer siRNA als auch mit einem
spezifischen anti-TLR5 Antikorper behandelt und mit P. aeruginosa-Bakterienkulturiiberstanden
stimuliert. Das Blockieren bzw. die Herunterregulation von TLR5 hatten zur Folge, dass es in
beiden Versuchen zu einer signifikanten Inhibition der P. aeruginosa-induzierten
RNase 7 Expression sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene kam (siehe Abbildung 4.12).
Flagellin ist demnach wahrscheinlich einer der sezernierten Faktoren von P. aeruginosa, der in
der Lage ist (iber TLR5 die RNase 7 Expression in Keratinozyten zu induzieren. Dies wurde durch
Versuche mit einer Flagellin-defizienten P. aeruginosa-Mutante (PAKAfliC) bestatigt. Hier zeigte
sich, dass es zu keiner RNase 7 Expression mehr kam, wenn P. aeruginosa kein Flagellin mehr
produziert. Dieser Versuch erklarte auch die Induktion von hBD-2 durch P. aeruginosa. So wurde
hBD-2 lediglich von P.geruginosa-Uberstinden und nicht von Uberstinden der
Flagellin-defizienten Mutante induziert (siehe Abbildung 4.13). Dies deckt sich mit einer Studie
von Scharf et al., die zeigten, dass auch hBD-2 durch das Flagellin von Legionella pneumophila in

Lungen-Epithelzellen Gber TLR5 Aktivierung und NF-kB induziert wird (Scharf et al. 2010).

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass es vermutlich durch das Flagellin von
P. aeruginosa zur Aktivierung von TLR5 kommt und daraus resultierend die Expression von
RNase 7 induziert wird. Koff et al. haben beschrieben, dass es zu einer indirekten Aktivierung von
ADAM17 durch Duoxl (engl. dual oxidase 1), ein NADPH Oxidase Homolog, kommt. Duox1 ist
bekannt dafiir reaktive Sauerstoffspezies (engl. reactive oxygen species, ROS) zu generieren, die
wiederum in der Lage sind, ADAM17 zu aktivieren. ADAM17 aktiviert daraufhin TGFa durch
»Shedding” und nach Bindung des EGFR durch das aktive TGFa wird die EGFR-Signalkaskade
ausgelost (Koff et al. 2008). Man kann vermuten, dass es durch die Aktivierung des TLR5 bei der
P. aeruginosa-induzierten RNase 7 Expression in Keratinozyten auch zu einer Transaktivierung
von EGFR kommen koénnte, dahnlich wie von Koff et al. beschrieben. Unsere Ergebnisse lassen
vermuten, dass diese TLR5 — ROS - ADAM17-vermittelte Transaktivierung des EGFR auch fiir die
Induktion von RNase 7 durch P.aeruginosa zutrifft, eine Hypothese, die in weiteren
Untersuchungen verifiziert werden muss. Ebenso misste in weiteren Studien der Frage

nachgegangen werden, ob noch andere, durch P. aeruginosa, sezernierte Faktoren in der Lage
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sind, RNase 7 zu induzieren und welche Signalwege dabei involviert sind. Xu und Kollegen haben
flir das von P. aeruginosa sezernierte Pyocyanin in Lungen-Epithelzellen gezeigt, dass es
oxidativen Stress tiber ROS auslost, und dass dieser Mechanismus ebenfalls zur Aktivierung des
EGFR-Signalweges fiihrt (Xu et al. 2013). Dies deckt sich mit der von Koff et al. beschriebenen
Aktivierung von ADAM17 Uber ROS. Es konnte somit auch z.B. das Pyocyanin von P. aeruginosa
in der Lage sein, RNase 7 Uber den EGFR-Signalweg zu induzieren, eine Hypothese die in
weiteren Versuchen abgeklart werden muss. Abbildung 5.4 zeigt eine zusammenfassende

Zwischenhypothese der bis hierhin gezeigten Daten.
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Abbildung 5.4: Hypothetische Regulation der P. aeruginosa-induzierten RNase 7 Expression Uber
Transaktivierung von TLR5 und EGFR. Die Abbildung zeigt die hypothetische P. aeruginosa-induzierte
RNase 7 Expression nach vorangegangen Ergebnissen. Flagellin von P. aeruginosa aktiviert TLR5. Uber
direkte oder indirekte Aktivierung von ADAM17 kommt es zum ,Shedding” der EGFR-Liganden. Die
aktivierten EGFR-Liganden binden und aktivieren den EGFR, daraufhin wird die Signalkaskade zur
RNase 7 Expression ausgeldst.

5.2.5 Regulation der P. aeruginosa-vermittelten RNase 7 Expression liber NF-kB

Da bekannt ist, dass der Transkriptionsfaktor NF-kB Gber TLR5 und MyD88 aktiviert wird, stellte
sich die Frage, ob NF-kB bei der P. aeruginosa-vermittelten RNase 7 Expression ebenfalls eine
Rolle spielt. Dies wurde durch Stimulationsversuche mit MyD88-spezifischer siRNA untersucht.
Primdre Keratinozyten, die mit MyD88-spezifischer siRNA behandelt wurden, zeigten eine
signifikant ~ verminderte = RNase 7 Induktion  nach  Stimulation mit P. aeruginosa-
Bakterienkulturiiberstand. Dieses Ergebnis lasst vermuten, dass ein MyD88/NF-kB-abhingiger
weiterer Signalweg bei der RNase 7 Expression durch P. aeruginosa involviert ist. Wanke et al.

hatten bereits gezeigt, dass Staphylococcus epidermidis-vermittelte RNase 7 Expression in
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Keratinozyten durch TLR2 Blockierung und NF-kB-Inhibition geghemmt werden kann, jedoch die
Staphylococcus aureus-vermittelte RNase 7 Expression nicht (Wanke et al. 2011). Dies lasst
darauf schlieBen, dass die Regulation der bakteriellen Induktion der RNase 7 Expression
abhangig von den sezernierten Faktoren des Pathogens sein kdnnte. So sind es vermutlich
pathogen-spezifische Faktoren, die RNase 7 in Keratinozyten induzieren kénnen und dann
unterschiedliche Signaltransduktionskaskaden aktivieren. Um einen weiteren Einblick in diese
Signaltransduktion zu bekommen, missten zukiinftig die einzelnen Faktoren identifiziert
werden, die die RNase 7 Expression vermitteln. Dazu kénnten zunichst die Uberstinde der
Bakterien hinsichtlich ihrer GroRe separiert werden und durch nachfolgende
HPLC-Aufreinigungen weiter aufgereinigt werden. Aktive Fraktionen, die zu einer

RNase 7 Induktion fiihren, kdnnten dann massenspektrometrisch analysiert werden.

Die oben aufgefiihrten Ergebnisse fiihrten zur Hypothese, dass sowohl der EGFR- als auch der
TLR5 - MyD88 - NF-kB Signalweg an der P. aeruginosa-vermittelten RNase 7 Expression beteiligt
sind. Es stellt sich somit die Frage, ob diese Signalwege miteinander gekoppelt Uber
Transaktivierung agieren, oder auch voneinander unabhangig die P. aeruginosa-induzierte
RNase 7 Expression vermitteln kénnen. EGFR-Inhibitionsversuche mit einem
Luziferase-gekoppelten NF-kB-Genreporter-Plasmid lieferten eine mogliche Antwort auf diese
Hypothese. So filihrte die Blockierung des EGFR wahrend der Stimulation mit
P. aeruginosa-Bakterienkulturiberstanden  zu  einer  signifikanten  Verstarkung  der

NF-kB-Luziferaseaktivitat.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass es eine Wechselbeziehung zwischen zwei Signalwegen
bei der P.aeruginosa-vermittelten RNase 7 Expression gibt. Zum einen wird die
RNase 7 Expression Gber den EGFR vermittelt, dies geschieht in Abhangigkeit von der Aktivierung
von ADAM17. Zum anderen kann ADAM17 aber auch Uber TLR5 aktiviert werden, dabei ist auch
eine Signalvermittlung iber NF-kB mdoglich. Der EGFR scheint die NF-kB Aktivitdt zu inhibieren.
Wird der EGFR blockiert, kommt es zu einer Aktivierung von NF-kB und der TLR5 - NF-kB
Signalweg flhrt zur RNase 7 Expression. Da allerdings die RNase 7 Expression bei einer
EGFR-Blockade nahezu vollstiandig inhibiert wurde, ist es naheliegend zu vermuten, dass der
EGFR-Signalweg der dominante Signalweg fiir die P. aeruginosa-vermittelte RNase 7 Expression
in Keratinozyten ist und ein zweiter Signalweg Uber NF-kB eventuell nur unter bestimmten
Bedingungen aktiviert wird. Es konnte sein, dass mehrere sezernierte Faktoren von P. aeruginosa
gleichzeitig durch Aktivierung der beiden Signalwege agieren. Ist allerdings nur z.B. Flagellin als
sezernierter Faktor vorhanden, wird eventuell eine Signalvermittlung Giber TLR5 - MyD88 - NF-kB

bevorzugt und nur bedingt lber den EGFR vermittelt. Sind aber Faktoren anwesend, die
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vorrangig ADAM17 aktivieren, ware es denkbar, dass nur der EGFR-Signalweg die
RNase 7 Expression vermittelt. Diese Hypothesen missten durch weitere Untersuchungen
geklart werden. Ebenso ware es interessant zu wissen wie die ,,downstream“-Mechanismen der
P. aeruginosa-vermittelten RNase 7 Expression beim EGFR-Signalweg verlaufen. Dazu wadren
weiterfihrende Westernblot Analysen denkbar um mit Antikérpern Phosphorylierungen der
einzelnen , downstream” aktivierten Signalvermittler zu identifizieren. Abschlielend ergibt sich
die in Abbildung 5.5 dargestellte, hypothetische Regulation fir die P. aeruginosa-vermittelte

RNase 7 Expression in Keratinozyten.
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Abbildung 5.5: Hypothetische Regulation der P. aeruginosa-induzierten RNase 7 Expression. Die
Abbildung zeigt die hypothetische P. aeruginosa-induzierte RNase 7 Expression. Flagellin von P. aeruginosa
aktiviert TLR5. Uber direkte oder indirekte Aktivierung von ADAM17 kommt es zum ,,Shedding” der EGFR-
Liganden (1). Andere Faktoren von P. aeruginosa aktivieren ADAM17, EGFR-Liganden werden daraufhin
geschnitten und aktiviert (2). Die freigesetzten EGFR-Liganden aktiveren den EGFR und die Signalkaskade
zur RNase 7 Expression wird ausgel6st. Flagellin von P. aeruginosa aktiviert TLR5, es kommt zur
Aktivierung von MyD88 und anschlieBender NF-kB Freisetzung, welches in den Zellkern transloziert und
die RNase 7 Expression vermittelt (3).
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5.3 Die Rolle von RNase 7 in der Wundheilung

Die Verwundung der Haut stellt fir das Immunsystem eine erhebliche Gefahr dar. Die Stérung
der natlrlichen Hautbarriere ermdoglicht es pathogenen Mikroorganismen in den Organismus
einzudringen und dort teils schwerwiegende Entziindungsprozesse und Infektionen auszulésen.
Deshalb ist es fir den Organismus von groRRer Bedeutung, eine gestorte Hautbarriere moglichst
schnell wiederherzustellen bzw. durch das Bereitstellen von z.B. AMP einen effektiven
Wirkmechanismus zu initiieren, der potentiell pathogene Mikroorganismen abwehrt und
pro-inflammatorische Prozesse moduliert. Wundheilung ist ein komplexer Prozess aus zellularen
und molekularen Mechanismen, der generell in drei ineinander libergreifende Phasen unterteilt
wird: der inflammatorischen-, der proliferativen Phase und der abschlieBenden Maturation.
Wahrend der inflammatorischen Phase, die direkt nach Auftreten der Barrierestérung beginnt,
kann es bei einer Dauer von 3-5 Tagen zu einer Infektion durch pathogene Mikroorganismen
kommen (Eming et al. 2007, Singer and Clark 1999). Neben der Induktion von
Wachstumsfaktoren wie TGFa oder EGF und Zytokinen wie IL-1B, sowie der vermehrten
Anreicherung von neutrophilen Granulozyten kommt es auch zur Induktion von verschiedenen
AMP (Roupé et al. 2010). Dass RNase 7 in der Wundheilung eine bedeutende Rolle spielen
konnte, zeigen Studien von Harder et al., die eine RNase 7 Freisetzung nach Mikrolasionen
mittels , Tape-Stripping” bereits nach einer Stunde nachweisen konnten. Glaser et al., konnten
eine Induktion der RNase 7 Expression nach UVB Bestrahlung zeigen, sowohl in vivo als auch
in vitro (Harder et al. 2010, Glaser et al. 2009). Bei Hautverwundung kommt es unter anderem
zur Freisetzung von RNA. Lai etal. konnten in der Vergangenheit zeigen, dass bei
Hautverwundung entstehende nekrotische Keratinozyten mittels freigesetzter RNA umgebende
Keratinozyten aktivieren kdnnen. Dies geschieht durch Aktivierung von TLR3 worauf es zu einer
gesteigerten Expression von pro-inflammatorischen Zytokinen wie TNFa und IL-6 kommt (Lai
et al., 2009). Wie einleitend erwéahnt, ist RNase 7 durch seine Ribonuklease-Aktivitat in der Lage,
RNA zu degradieren. Somit konnte RNase 7 regulativ Einfluss auf die im Rahmen von
Hautverwundungen freiwerdende RNA nehmen. Die freiwerdende RNA wirde durch RNase 7
degradiert und dies hatte einen negativen Einfluss auf die Induktion pro-inflammatorischer
Zytokine. Stimulationsversuche mit natirlicher und rekombinanter RNase 7, sowie einer
Ribonuklease-defizienten rekombinanten Mutante konnten zeigen, dass RNase 7 mit aktiver
Ribonuklease-Aktivitdt die Genexpression des pro-inflammatorischen Zytokins IL-8 inhibieren
kann. Die Ribonuklease-defiziente Mutante zeigte diesen Effekt nicht, was den Schluss zulasst,
das RNase 7 die RNA degradiert und dabei regulativ Einfluss auf die Genexpression

pro-inflammatorischer Zytokine hat. Keratinozyten, die mit dem RNA-Strukturanalogon und
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TLR-3-Aktivator poly I:C (Lai et al. 2009) stimuliert wurden, zeigten eine RNase 7 Induktion. Dies
bestétigt die Hypothese, dass es durch die im Rahmen von Verwundung freigesetzte RNA zur
Induktion der RNase 7 Expression kommen kann. Gleichzeitig kam es bei Stimulation mit poly I:C
auch zu einer vermehrten TNFa Expression, welche durch Zugabe von natirlicher RNase 7
inhibiert wurde (siehe Abbildung 4.19). RNase 7 hat die RNA durch seine Funktion als RNase
degradiert und damit gleichzeitig die Induktion pro-inflammatorischer Zytokine unterbunden.
Versuche mit poly I:C in Keratinozyten, die mit RNase 7 spezifischer siRNA behandelt wurden,
bestatigten dies. Ist RNase 7 herunterreguliert kommt es durch Stimulation mit RNA zu einer
Aktivierung der Keratinozyten und folglich zu einer erhohten Freisetzung von
pro-inflammatorischen Zytokinen, da RNase 7 die RNA nicht mehr degradiert. Unsere Daten
lassen den Schluss zu, dass RNase 7 vermutlich einen starken regulativen Einfluss auf die
RNA-vermittelte Entzindungsreaktion nach Hautverwundung hat. Diese Hypothese muss in

weiteren Versuchen verifiziert werden.

Der RNase-Inhibitor (RI) bildet aufgrund seiner hufeisenformigen Struktur starke, nicht kovalente
Komplexe mit RNasen. Diese Komplexe werden als eine der starksten, {berhaupt
vorkommenden, biologischen Verbindungen bezeichnet (Dickson et al. 2005). Abtin et al. zeigten
diese Komplexbildung fiir RNase 5 und RNase 7 und demonstrierten, dass beide RNasen sowohl
ihre antimikrobielle- als auch ihre Ribonuklease-Aktivitat verlieren, wenn sie an den Rl gebunden
sind (Abtin et al. 2009). Der RI liegt vorrangig in den tieferen epidermalen Schichten in grofRen
Mengen vor, wo er vermutlich RNasen bindet und inaktiviert. Man nimmt an, dass dieser
Komplex, im Rahmen der Differenzierung der Keratinozyten, proteolytisch im Stratum corneum
gespalten wird und dadurch die RNasen sowohl antimikrobiell aktiv sein kénnen, als auch in ihrer
Funktion als RNase agieren kénnen (Zasloff 2009, Abtin et al. 2009). Die proteolytische Spaltung
des RI-RNase 7-Komplexes wurde auch fiir den Urogenitaltrakt von Spencer et al. beschrieben
(Spencer et al. 2014). In der hier vorliegenden Arbeit wurde durch Herunterregulierung des Rl
mittels spezifischer siRNA eine gesteigerte TNFa Expression nach Stimulation mit poly I:C
detektiert. Dieses Resultat ldsst vermuten, dass der Rl bei Verwundung aus den tieferen
Hautschichten migrieren konnte und durch Komplexbildung mit RNase 7 und eventueller
weiterer RNasen zur Modulierung der Entziindungsreaktion beitragt. Ob die Bindung des Rl an
RNase 7 im Rahmen von Verwundungen tatsachlich zu einer gesteigerten pro-inflammatorischen
Zellantwort fiihrt, miissen weitere Studien zeigen. Dazu konnten Analysen der WundflUssigkeit
dienen, indem man diese auf die Prdsenz von Rl und RNase 7 sowie den RI-RNase 7-Komplex

untersucht.
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6 Zusammenfassung

In den letzten Jahrzehnten gelangten antimikrobielle Proteine (AMP) immer mehr in den Fokus
medizinischer Forschung, da aufgrund der haufig auftretenden Antibiotikaresistenzen von
Bakterien ein groRer Bedarf an wirkungsvollen alternativen antimikrobiellen Substanzen besteht.
AulRerdem wird zunehmend deutlicher, dass eine Dysregulation bzw. Dysfunktion von AMP mit

dem Auftreten bestimmter infektidser und entziindlicher Erkrankungen assoziiert ist.

RNase 7 ist die dominante RNase der Haut und eines der AMP mit dem groRten
Wirkungsspektrum, sowohl gegen Gram-positive und Gram-negative Bakterien, als auch gegen
Pilze und Hefen. Es wird konstitutiv exprimiert und ist selbst durch pro-inflammatorische
Zytokine und Bakterien induzierbar. Diese vielfaltigen Eigenschaften machen RNase 7 zu einem
sehr interessanten AMP fir die Forschung und ggf. auch fir die zuklnftige Entwicklung neuer
Therapiestrategien. Verschiedene Arbeiten suggerieren, dass RNase 7 wahrscheinlich eine
wichtige Rolle in der Abwehr von Keimen wahrend einer Infektion oder eines

Inflammationsprozesses in der Haut spielt.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass RNase 7 bereits in geringer Dosierung antimikrobiell
gegen Pseudomonas aeruginosa wirkt. Zusatzlich kann die Expression von RNase 7 in
Keratinozyten auch durch P. aeruginosa selbst induziert werden. Hinsichtlich der Aufklarung der
beteiligten Signaltransduktionswege konnte mit Hilfe von Antikérpern, Inhibitoren und siRNA
eine Signalvermittlung sowohl Uber den EGFR- als auch Uber den TLR5-Signalweg gezeigt
werden. Dabei konnte die EGFR-vermittelte Signaltransduktion auch im ex vivo Hautmodel sowie
einem 3D-Hautdquivalent gezeigt werden. Des Weiteren konnte dargestellt werden, dass es
moglicherweise auch zu einer Transaktivierung des EGFR nach TLR5 Aktivierung und der
Aktivierung der Metalloprotease ADAM17 kommt. Diese Hypothese muss in weiteren Versuchen

naher untersucht werden.

RNA wird bei Verwundung frei und induziert pro-inflammatorische Zytokine, die im weiteren
Verlauf einer Verwundungsreaktion zu einer vermehrten Entziindung beitragen kdnnen. Dass
RNase 7 auch eine immunmodulatorische Rolle bei der Wundheilung spielen kénnte, zeigten
in vitro Versuche mit dem RNA-Strukturanalogon poly I:C. RNase 7 ist, aufgrund seiner
RNase-Eigenschaften, in der Lage RNA zu degradieren und hemmt die RNA-vermittelte Induktion
pro-inflammatorischer Zytokine. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass der

Ribonuklease-Inhibitor (RI) durch Komplexbildung mit RNase 7 eine regulatorische Rolle bei der



Zusammenfassung |74

Entziindungsreaktion spielen kdnnte. Diese Zusammenhange miissen in weiteren Studien ndher

betrachtet und analysiert werden.

Zusammenfassend untermauern die hier dargestellten Daten, dass RNase 7 eine wichtige
Funktion bei der Abwehr von Pathogenen und der Modulation von Entziindungsprozessen nach
Verwundung einnimmt. Ein vertieftes Verstandnis der Bedeutung von RNase 7 in der kutanen
Abwehr kdnnte zu neuen Konzepten fir die Therapie und Prophylaxe von Hautinfektionen und

Entziindungen fiihren.
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7 Summary

In the last decades medical sciences focused stronger on antimicrobial peptides (AMP) because
of the urgent need of effective alternative antimicrobial substances to combat the increasing
number of bacteria with acquired antibiotic resistances. There is also evidence that dysfunctions
and dysregulations of AMP are associated with the occurrence of infective and inflammatory

diseases.

RNase 7 is the dominant RNase in human skin and one of the AMP with the highest range of
efficacy against gram-positive and gram-negative bacteria, fungi and yeast. RNase 7 is expressed
constitutively and additionally inducible by pro-inflammatory cytokines as well as by bacteria.
These versatile properties suggest that RNase 7 is a very promising AMP for research and may be
a suitable AMP for the future development of new therapy strategies. Different studies suggest
that RNase 7 presumably plays an important role in the defense against microorganisms during

infective and inflammatory processes in human skin.

These data confirmed that RNase 7 is antimicrobially active against Pseudomonas aeruginosa in
low micromolar concentrations. While constitutively expressed, RNase 7 levels are further
inducible by P. geruginosa in keratinocytes. However, the involved signaling pathways are only
scarcely investigated. The use of antibodies, inhibitors and siRNA revealed a participation of the
EGFR- as well as the TLR5-signaling pathways in the P. aeruginosa-mediated RNase 7 expression
in keratinocytes. The participation of the EGFR-mediated signaling was subsequently shown in an
ex vivo skin model and in a 3D skin equivalent. Furthermore, these results point to a potential

EGFR transactivation upon activation of TLR5 and the metalloprotease ADAM17.

It is known that RNA is released upon wounding and is able to induce pro-inflammatory
cytokines which may trigger inflammation in injury processes. In vitro experiments with poly I:C,
a structural analogue of RNA, suggest that RNase 7 may play an immunomodulatory role during
wound healing. Because of its capacity to degrade RNA, RNase 7 is able to inhibit the induction
of RNA-mediated pro-inflammatory cytokines. It was also demonstrated that the complex
formation of the ribonuclease inhibitor (RI) with RNase 7 may play a regulatory role during

inflammation. These hypotheses remain to be proven in further studies

Taken together, the results of this thesis substantiate that RNase 7 engages an important role in

skin defense and modulation of inflammatory processes in wounding. A better understanding of
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the importance of RNase 7 in cutaneous defense could lead to new concepts for therapy and

prophylaxis of skin diseases and infections.
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1 | INTRODUCTION

Abstract

The ribonuclease RNase 7 is a major skin-derived human antimicrobial protein
expressed in keratinocytes. Here we show that the gram-negative pathogen
Pseudomonas aeruginosa secretes factor(s) that induced RNase 7 gene and protein
expression in human primary keratinocytes. The metalloprotease inhibitor marimastat,
the epidermal growth factor receptor (EGFR) inhibitor AG1478 and the EGFR blocking
antibody cetuximab significantly attenuated this induction, indicating an important
role of the EGFR for the P. aeruginosa-mediated RNase 7 induction. In line with this,
siRNA-mediated downregulation of ADAM17, a metalloprotease known to proteolyti-
cally mediate the release of soluble EGFR ligands, decreased the P.geruginosa-
mediated RNase 7 induction in keratinocytes. The impact of the EGFR was also
demonstrated in a human 3D skin equivalent where blockade of the EGFR diminished
induction of RNase 7 by P. aeruginosa. Blockade of Toll-like receptor 5 (TLR5), a pattern
recognition receptor (PRR) known to be activated by P. aeruginosa, only moderately
reduced the P. aeruginosa-mediated RNase 7 induction in keratinocytes. The func-
tional relevance of RNase 7 to participate in cutaneous defense against P. aeruginosa
was demonstrated by antibodies that neutralized the antimicrobial activity of RNase 7.
These antibodies significantly inhibited the capacity of human stratum corneum skin
extracts to control growth of P. aeruginosa. Taken together, our results indicate that
P. aeruginosa induces the expression of RNase 7 in keratinocytes in an EGFR-
dependent manner. Enhanced release of RNase 7 contributes to control cutaneous
growth of P. aeruginosa.

KEYWORDS
antimicrobial peptides, cutaneous innate defense, epidermal growth factor receptor,
keratinocytes

immunemodulatory activities.? Keratinocytes produce a wide variety
of AMP among them antimicrobial RNases.? The dominant RNase in

Human skin harbours diverse defense barriers to protect itself from
microbial threats.! There is increasing evidence that the production
of antimicrobial peptides and proteins (AMP) by keratinocytes pro-
vides a rapid and efficient antimicrobial response. AMP participate in
innate immunity by their potent antimicrobial activity as well as by

human skin is RNase 7, a member of the human RNase A superfam-
iIv.4‘5 RNase 7 has been shown to exhibit ribonuclease activity as well
as a broad spectrum of in vitro antimicrobial activity against bacteria
and fungi."'9 Interestingly, the ribonuclease activity of RNase 7 seems
to be dispensable for antimicrobial activity against some bacteria.*10

Experimental Dermatology. 2017;26:227-233.

wileyonlinelibrary.com/journal/exd

© 2016 John Wiley & Sons A/S. ‘ 227
Published by John Wiley & Sons Ltd

| 94



Anhang

RADEMACHER ET AL

228
—I—Wl | SA"&= Experimental Dermatology

Although RNase 7 is abundantly expressed in keratinocytes its expres-
sion in keratinocytes can be further induced by bacteria, dermato-
phytes, viruses and cytokines.*11"1* The importance of RNase 7 in
cutaneous defense against gram-positive bacteria was demonstrated
by neutralizing antibodies. Blocking the antimicrobial activity of RNase
7 by neutralizing antibodies revealed an important contribution of
RMase 7 to control the cutaneous growth of 5. aureus."® Similarly, skin
extracts showed decreased antimicrobial activity against Enterococcus
faecium when RNase 7 was blocked by a neutralizing alnt'ibody.5 These
data highlight an important role of RNase 7 in cutaneous defense.
Pseudomonas aeruginosa is a gram-negative bacterium responsi-
ble for various infections including skin, soft tissue and wound infec-
tions.® The purpose of this study was to gain more insight into the
role of RNase 7 in innate epidermal defense against P. aeruginosa.
Therefore, we aimed to identify involved signalling pathways of the
P. aeruginosa-mediated RNase 7 induction. In addition, we investi-
gated the potential contribution of RNase 7 to the anti-P. aeruginosa

activity of human stratum corneum.

2 | METHODS

2.1 | Cell culture and stimulation

Primary normal human keratinocytes (NHEK, Promocell, Heidelberg,
Germany) were cultured in collagen-coated 12-well plates in "keratino-
cyte growth medium 2" (KGM2) plus supplements (Promocell) without
antibiotics at 37°C in a 5% CO, atmosphere. For stimulation experi-
ments, NHEK were used at passage 4-5.

Culture supernatant was generated by inoculating P. aeruginosa
PAK strain from glycerol in 8 mL tryptic soy broth (TSB) and growing
overnight at 37°C under agitation. Subsequently, 200 pL of the PAK
culture was inoculated in 8 mL TSB and grown for additional 5 hours
until the OD,, reached ~1.0. The PAK culture was diluted in a ratio
of 1:10 in cell culture medium Epilife plus supplements (Thermo
Scientific, Hamburg, Germany) and incubated at 37°C for 24 hours
without shaking. Afterwards, bacteria were pelleted by centrifuga-
tion at 8500 g and the supernatant was sterile-filtered (0.45 um) and
stored at -20°C until use.

Postconfluent NHEK were stimulated with 500 pl of diluted PAK
supernatant in a ratio of 1:10 in cell culture medium KGM2 without
supplements. The cells were then incubated for 18-24 hours at 37°C
ina 5% CO, atmosphere. After incubation, cell supernatant was har-
vested for ELISA and cells were lysed for RNA isolation.

To evaluate the influence of the EGFR pathway, the specific
EGFR antibody cetuximab (20 pg/mL, Merck, Darmstadt, Germany),
the specific EGFR inhibitor AG1478 (10 pumol/L, Tyrphostin, ENZO
LifeScience, Lérrach, Germany) as well as the matrix metalloproteinase
inhibitor marimastat (10 umol/L, MM, Tocris, Bristol, UK) were used.
To investigate the role of TLR5, cells were also treated with a specific
TLRS5 antibody (2-10 pg/mL, anti-hTLR5-IgA, Invivogen, Toulouse,
France). Incubation with an irrelevant antibody served as control. The
antibodies and inhibitors were applied to the medium 1 hour before

stimulation and remained during stimulation.

For stimulation with living P. aeruginosa, bacteria were grown in a
same manner as for supernatant generation until OD 4, reached ~0.2.
Bacteria were harvested by centrifugation at 300 g for 5 minutes,
washed with phosphate-buffered saline (PBS, Biowest SAS, Nuaillé,
France), resuspended in KGM2 without supplements to an OD,,, of
0.2 and diluted in a ratio of 1:20 in KGM2 cell culture medium without
supplements. 20 pL of this suspension was applied onto the 3D skin
equivalent.

2.2 | siRNA experiments

Two different ADAM17-specific siRNAs were used: “SilencerSelect”
(s13720 and non-silencing control siRNA 4390844) were pur-
chased from Life Technologies (Carlsbad, CA, USA) and "ON-
TARGETplus SMARTpool” (L-003453-00-0005 and MNon-targeting
Pool D-001810-10) were purchased from Dharmacon (Lafayette, CO,
USA). NHEK (40%-60% cell confluence) were transfected with siR-
NAs (5-10 nmol/L) using 2 pL of the transfection reagent HiPerFect
(Qiagen, Hilden, Germany). After 16-20 hours, medium was changed
and the keratinocytes were further cultured for 3 days and used for

stimulation with PAK supernatant.

2.3 | Organotypic 3D skin equivalent

To generate an organotypic 3D skin equivalent, cultured primary
normal human keratinocytes were seeded onto a collagen/fibro-
blast matrix and allowed to develop a multilayered stratified epider-
mis through incubation for 1 week at the air/medium interface. The
organotypic 3D skin equivalent was constructed according to a proto-
col of Mildner and colleagues.17 Briefly, a 2-mL solution of 0.4% colla-
gen G type | from calfskin (Biochrom, Berlin, Germany) in 15 mmol/L
HCl was mixed with 250 pL Hank's balanced salt solution (HBSS 10x;
Gibco, Eggenstein, Germany). This solution was further mixed with
250 pl foetal calf serum (FCS, Gibco, Eggenstein, Germany) contain-
ing 1x 10” fibroblasts/mL (cultured from human foreskin dermis)
and the total mix was applied to a cell culture insert (3 um pore size;
BD Bioscience, Heidelberg, Germany) integrated in a 6-well deep
well cell culture companion plate (BD Bio Coat, Corning, Wiesbaden,
Germany). After 2 hours, at 37°C the collagen solution was gelled and
KGM2 medium with supplements was added (13 mL to the surround-
ing external well and 2 mL to the insert containing the gelled collagen
matrix). After overnight incubation at 37°C and 5% CO,, ~ 1.5 % 10¢
NHEK in a total volume of 2 mL KGM2 medium were seeded onto
the collagen matrix. After overnight incubation, the matrix gel was
detached from the insert periphery. After additional 24-h incubation
time, KGM2 medium of the insert and surrounding external well was
removed. The external well was then filled with 10 mL serum-free
keratinocyte differentiation medium (SKDM) consisting of KGM2
full-medium (without bovine pituitary extract and without epineph-
rine) supplemented with 1.3 mmol/L calcium, 50 pg/mL ascorbic acid
(Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany) and 0.1% bovine serum albu-
min (fatty acid free, Roth, Karlsruhe, Germany). Medium was changed

every second day. After 6 days, the skin equivalent was stimulated
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with living PAK by application of ~ 1.4 x 10* CFU/20 pL in KGM2
for ~24 hours. Stimulation was performed in the absence or pres-
ence of the specific EGFR antibody cetuximab (20 pg/mL) which was
applied to the culture medium in the external well. After incubation,
two biopsies were taken from each 3D skin equivalent using a 6-mm
biopsy punch. One biopsy was embedded in paraffin for immunchis-
tochemical analysis and the other biopsy was used for RNA isolation.
The treated KGM2 medium in the external wells was harvested for
ELISA.

2.4 | RNAsolation and cDNA synthesis

The total RNA of the keratinocytes and the 3D skin equivalent were
isolated using 500 pL of the RNA isolation reagent Crystal RNAmagic
according to the manufacturer's protocol (Biolab Products, Godenstorf,
Germany). The isolated RNA was resuspended in ddH,O and 1 pg total
RNA was reversed-transcribed to cDNA using an oligo (dT)18 primer
and 50 Units Maxima Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific,

Waltham, MA, USA) according to the supplier’s protocol.

2.5 | Real-time PCR analysis

Quantitative real-time PCR was performed with ¢cDNA correspond-
ing to 10 ng total RNA which served as template in a StepOne Real
Time PCR System (Applied Biosystem, Carlsbad, CA, USA) using SYBR
Premix Ex Taq Il (TaKaRa Bio, Saint-Germain-en-Laye, France) as pre-
viously described.!® The following intron-spanning primers were used:
RNase 7: 5'-GGA GTC ACA GCA CGA AGA CCA-3' (forward primer)
and 5'-CAT GGC TGA GTT GCA TGC TTG A-3' (reverse primer);
TLRS: 5'-GAC CCT CTG CCC CTA GAA TAA-3' (forward primer) and
5'- GAATTC CAA ACA CAG GAC CG -3’ (reverse primer); ADAM17: Hs_
ADAM17_1_SG (QuantiTect Primer Assay, Qiagen, Hilden, Germany).
Standard curves were generated for each primer pair with serial dilutions
of template cDNA. All target gene cycle threshold (Ct) values were nor-
malized to the housekeeping gene RPL38 (ribosomal protein L38) using
the primer pair: 5'-TCA AGG ACT TCC TGC TCA CA-3' (forward primer)
and 5'-AAA GGT ATC TGC TGC ATC GAA-3' (reverse primer). Relative
gene expression is given as a ratio between expression of the target

gene and RPL38 gene expression. Controls are set as 1.

2.6 | ELISA

Secreted protein levels in the cell culture supernatants were measured
by a specific ELISA for RNase 7 as previously described.” The detec-
tion range of the RNase 7 ELISA was between 0.3 and 40.0 ng/mL.

2.7 | Immunostaining

To perform immunostaining, the organotypic 3D skin equivalent
was embedded in paraffin and used for immunchistochemistry as
described recently.19 Staining was performed with the self-generated
goat anti-RNase 7 antibody (1:400) 5 followed by biotinylated rabbit
anti-goat 1gG antibody (1:500, DakoCytomation, Glostrup, Denmark)
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and avidin/biotinylated enzyme complex (Elite ABC complex, Vector
laboratories, Peterborough, UK) and a horseradish peroxidase sub-
strate (HRP; NovaRed, Vector laboratories, Burlingame, CA, USA).
Slides were counterstained with haematoxylin and mounted with
Eukitt (poly(butyl methacrylate-co-methyl methacrylate); O. Kindler,
Freiburg, Germany). Negative control straining was performed using

pre-immune serum instead of an antibody.

2.8 | Antimicrobial Assay

Pseudomonas aeruginosa strain K (PAK) 20 \was cultured at 37 °C in
TSB for 3 hours to an OD,, of 0.2. Bacteria were diluted to a final
concentration of 5 x 10%/mL in 10 mmol/L sodium phosphate buffer
(pH 7.4) containing 1% TSB and 0.05% BSA. The bacteria suspen-
sion was incubated with 5 pg/mL of recombinant RNase 7 or 5 pL of
stratum corneum skin extract prepared as previously described.” The
stratum corneum skin extract (a pool from several individuals) con-
tained approx. 15 ug/mL RNase 7 as determined by ELISA. Incubation
was performed in the presence of a specific RNase 7 blocking anti-
body (0.5-0.1 mg/mL) or an irrelevant antibody for 3 hours at 37°C.?
Afterwards, several dilutions were plated on TSB agar plates and
colony-forming units (CFU) were determined after overnight incuba-
tion at 37 °C.

2.9 | Statistics

Statistical significance was determined using t-test (for analysis of
two groups) or one-way analysis of variance (ANOVA) using Tukey's
multiple comparison post hoc test (for analysis of multiple groups).
Results are presented as mean + standard error of the mean (SEM).
The software GraphPad Prism (version 6) was used for statistical

analysis.

3 | RESULTS

3.1 | Pseudomonas aeruginosa induces RNase
7 expression in primary human keratinocytes via
epidermal growth factor receptor (EGFR) signalling

To investigate whether P.aeruginosa is able to induce RMase 7
expression in keratinocytes, we first treated primary normal human
epidermal keratinocytes (NHEK) with bacterial culture supernatants
of P. geruginosa. This resulted in a significant induction of RNase 7
gene expression (Fig. 1a) and RNase 7 protein secretion (Fig. 1b). As
there is evidence that P. aeruginosa infection in human corneal epi-
thelial cells is associated with EGFR acﬁvation‘m we analysed the
impact of the EGFR for the P. aeruginosa-induced RNase 7 expres-
sion in keratinocytes. To this end, we stimulated NHEK with P. aer-
uginosa supernatant in the presence of a specific EGFR antibody
(cetuximab) and the EGFR inhibitor (AG1478). It is known that EGFR
ligands are released from the cell surface by ectodermal shedding
through metalloproteases such as ADAM17 (“A Disintegrin and A

Metalloprotease 17"; also known as TACE, “tumor necrosis factor
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FIGURE 1 Pseudomonas aeruginosa-induced RNase 7 expression
in keratinocytes is mediated by epidermal growth factor receptor
(EGFR) signalling. NHEK were treated with vehicle only (control) or
stimulated with supernatants of PAK in the absence or presence
of the EGFR antibody cetuximab (20 pug/mL), the EGFR inhibitor
AG1478 (10 umol/L) or the metalloprotease inhibitor marimastat
(MM, 10 pumol/L). (a) RNase 7 gene expression was analysed by
quantitative real-time PCR and (b) RNase 7 protein secretion

was determined by ELISA. Shown are means + SEM of three
stimulations. To investigate the influence of ADAM17, we treated
NHEK with a control siRNA or a specific ADAM17 siRNA (Life
Technologies). After 5 d of incubation, the cells were stimulated
with vehicle only (-PAK) or stimulated with PAK supernatant
(+PAK). Knockdown (KD) of ADAM17 gene expression (c) was
analysed by real-time PCR. RNase 7 gene expression and protein
secretion were determined by real-time-PCR (d) and ELISA (e),
respectively. Shown are means + SEM of cumulative data of two
independent experiments each consisting of three stimulations.
(*P<.05; **P<.01; ***P<.001 one-way analysis of variance (ANOVA)
using Tukey's multiple comparison test)

alpha-converting enzyme”). Therefore, we used the matrix metal-
loproteinase inhibitor marimastat (MM) to investigate the potential
involvement of ectodermal shedding activity by metalloproteases.
All three reagents resulted in a significant inhibition of P. aeruginosa
supernatant-induced RNase 7 gene expression (Fig. 1a) and protein
secretion (Fig. 1b).

To specifically assess the influence of ADAM17, we treated
NHEK with a specific ADAM17 siRNA. This resulted in a 63% (Fig. 1c)
knockdown of ADAM17 gene expression. Stimulation of these cells
with P. aeruginosa supernatant revealed a significant reduced RNase
7 gene expression (Fig. 1d) and protein secretion (Fig. 1e). Similar

results were obtained using another specific ADAM17 siRNA (Fig.
S1).

3.2 | EGFR inhibition leads to diminished
P. aeruginosa-mediated RNase 7 induction in
an organotypic 3D skin equivalent

To analyse whether the results obtained in the cultured primary
keratinocytes are transferable to a stratified epidermis, we used a dif-
ferentiated organotypic 3D skin equivalent. We stimulated the 3D
skin equivalent with living P. aeruginosa in the absence or presence
of the EGFR antibody cetuximab. In line with the monolayer cell cul-
ture experiments, P. aeruginosa-mediated RNase 7 gene expression
was reduced by cetuximab (Fig. 2a). RNase 7-specific immunostain-
ing revealed decreased induction of RNase 7 immunoreactivity in the
presence of cetuximab (Fig. 2b).

3.3 | TLR5is involved in the P. aeruginosa-induced
RNase 7 expression in keratinocytes

It has been reported that Toll-like receptor 5 (TLR5) activation medi-
ated by P. aeruginosa leads to EGFR activation in human bronchial epi-
thelial cells (16-HBE or NHBE).ZZ'23 To investigate the role of TLR5 on
RNase 7 expression, we stimulated NHEK with P. aeruginosa superna-
tant in the absence or presence of a specific antibody against TLRS5.
This resulted in a decreased RNase 7 gene expression (Fig. 3a) and
protein secretion (Fig. 3b).

—
o
-

Relative RNase 7
gene expression

(b) +PAK
Control +PAK + cetuximab

FIGURE 2 Pseudomonas aeruginosa-induced RNase 7 expression
in an organotypic skin model is decreased by EGFR blocking. An
organotypic skin equivalent was treated with vehicle only (control)
or stimulated with living PAK (1.4 x 10* CFU/20 pL) and co-treated
with an irregular antibody (20 pg/mL) or cetuximab (20 pug/mL). (a)
RNase 7 gene expression was analysed by quantitative real-time
PCR. Shown are means + SEM of four independent experiments
(***P<.001, Student's t-test). (b) RNase 7 protein expression was
investigated by immunohistochemistry
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FIGURE 3 Pseudomonas aeruginosa-induced RNase 7 expression
in keratinocytes is decreased by a TLR5 antibody. NHEK were treated
with vehicle only (control) or stimulated with PAK supernatant and
co-treated with an irregular antibody (iAB, 10 pg/mL) or the TLR5
antibody (anti-TLRS, 2-10 pg/mL). (a) RNase 7 gene expression

was analysed by quantitative real-time PCR and (b) RNase 7 protein
secretion was determined by ELISA. Shown are means + SEM of

four independent experiments each consisting of three stimulations
(*P<.05; **P<.01; ***P<.001 one-way ANOVA using Tukey's multiple
comparison test)
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3.4 | RNase 7 contributes to the antimicrobial
activity of human skin extracts against P. aeruginosa

Analysis of the antimicrobial activity of RNase 7 revealed dose-
dependent activity against P.aeruginosa (Fig. S2). To explore the
functional role of RNase 7 to control the growth of P. geruginosa, we
used a specific RNase 7 neutralizing antibody. The antibacterial activ-
ity of RNase 7 against P. aeruginosa was completely inhibited by co-

treatment with an RNase 7 antibody. An irrelevant antibody had no
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FIGURE 4 RNase 7 contributes to the antimicrobial activity

of human skin extracts against P. aeruginosa. (a) P. aeruginosa was
incubated for 3 h at 37°C without RNase 7 (3 h), with RNase 7

(5 pg/mL; R7), with RNase 7 together with an irrelevant antibody (IAB
+ R7) or with RNase 7 together with a specific RNase 7 neutralizing
antibody (R7 AB + R7). (b) The same experimental set-up was
performed with human stratum corneum extract instead of RNase

7. We incubated P. aeruginosa alone (3 h) or together with stratum
corneum extract (s.c.). In addition, P. aeruginosa was incubated with
stratum corneum extract in the presence of an irrelevant antibody (iAB
+ s.c.) or a specific RNase 7 antibody (R7 AB + s.c.). After incubation,
serial dilutions were plated on agar plates and the colony-forming
units (CFU) were counted the following day. Shown are means £

SEM of three independent experiments each performed in triplicates
(***P<.001 one-way ANOVA using Tukey’s multiple comparison test)
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influence on the RNase 7 killing activity (Fig. 4a). This confirmed the
capacity of the RNase 7 antibody to neutralize the killing activity of
RMase 7. To explore the role of RNase 7 in human stratum corneum
extracts, we repeated this assay with human stratum corneum extract
in the absence or presence of the RNase 7 antibody. Antibody-
mediated inactivation of RNase 7 in the stratum corneum extract

resulted in a significantly reduced growth of P. aeruginosa (Fig. 4b).

4 | DISCUSSION
Qur results indicate that RNase 7 is an important factor released by
keratinocytes to control the growth of P. aeruginosa on the skin surface.
Immunostaining of the 3D skin equivalent revealed highest immunore-
activity in the uppermost epidermal layers, in particular in the stratum
corneum. This is in line with RNase 7 immunostainings of skin biopsies
which revealed highest intensity in the stratum corneum.>?* It carre-
sponds also with the high amounts of RNase 7 extractable from stratum
corneum.” One may speculate that the cationic RNase 7 released by liv-
ing keratinocytes accumulates and concentrates in the stratum corneum
probably by interaction with anionic structures. As shown here, RNase
7 contributes to the killing activity of human stratum cormeum against
P. aeruginosa. Thus, RNase 7 may contribute to hinder cutaneous colo-
nization and infection by P. aeruginosa directly on the skin surface.

Pseudomonas aeruginosa is often associated with chronic wounds and
biofilms of P. aeruginosa may promote chronicity of wounds.?* %’ Thus,
it remains to be determined whether an insufficient expression and/or
induction of RNase 7 is associated with chronic or hard-to-heal wounds,
especially such wounds infected with P. aeruginosa. The reported lack of
induction of RNase 7 in chronic wounds 28 would fit with such hypothesis.
As RNase 7 is highly effective against P. aeruginosa in vitro,*®'% one may
speculate that RNase 7 could be useful as a potential therapeutic for top-
ical treatment of wound infections caused by antibiotic-resistant P. aeru-
ginosa. The uncommon antimicrobial mechanism of RNase 7 through
targeting the outer membrane protein | (Oprl) of P. aeruginasa may make
it difficult for P. aeruginosa to acquire resistance against RNase 78

It has been reported that blockade of EGFR decreased the con-

stitutive expression of RNase 7 27

as well as the Staphylococcus epi-
dermidis- and Trichophyton rubrum-mediated induction of RNase 7 in
kerat'im:icytes“lz‘30 This prompted us to investigate the influence of the
EGFR on the P. aeruginosa-mediated RNase 7 induction. Our results
indicate that activation of the EGFR is crucial for RNase 7 induction
in keratinocytes by P. aeruginosa. These data highlight a critical role of
the EGFR for RNase 7 expression in keratinocytes. It has also been
demonstrated that the EGFR is involved in the induction of other skin-
derived AMP. For example, Wanke etall? reported the participation
of the EGFR in the induction of hBD-3 by S. epidermidis. In addition, it
has been shown that EGFR and IL-1 signalling synergistically induced
the expression of hBD-2 in keratincu:ytes.31 Taken together, these
data suggest that the EGFR has an important function in cutaneous
defense by mediating the induction of several AMP.

In line with the importance of the EGFR, we also detected a crucial

role of the metalloproteinase ADAM17 for the P. geruginosa-mediated

RNase 7 induction. ADAM17 is known to mediate the shedding and
release of EGFR ligands. Thus, we propose that sensing of P. aeruginosa by
the keratinocytes leads to activation of ADAM17 which in turn activates
the EGFR through the shedding of membrane-bound EGFR ligands which
activate the EGFR in a paracrine/autocrine way. In concordance with
our data, it has been reported that ADAM17 is crucial for P. aeruginosa-
mediated mucin (MUC5AC) expression in airway epithelial cells.2%32

It remains to be shown which factor(s) secreted by P. aeruginosa
are responsible for the observed RNase 7 induction in keratinocytes.
Flagellin might be a potential candidate as flagellin has been shown
to induce the EGFR/ADAM17-mediated mucin production in airway
epithelial cells.?? Flagellin is sensed by TLR5 and our experiments
revealed a minor, yet significant influence of TLRS. Thus, other pat-
tern recognition receptors (PRRs) than TLR5 may be involved in the
P. aeruginosa-mediated RNase 7 induction in keratinocytes. One candi-
date could be TLR4, because it has been shown that stimulation of air-
way epithelial cells with the TLR4 ligand LPS activates the EGFR.3233
Moreover, P. aeruginosa-derived LPS has been reported to increase
RNase 7 immunoreactivity in the outer root sheath of the hair folli-
cle.'® Further experiments have to uncover the identity of additional
pattern recognition receptors as well as corresponding P. aeruginosa-
released ligands involved in the induction of RNase 7 by P. aeruginosa.

Together, our data revealed an important role of the ADAM17/
EGFR signal pathway in the P. aeruginosa-mediated RNase 7 induction
in keratinocytes. A dysregulation of this cascade may be associated
with an enhanced susceptibility for skin infections and wound com-
plications. A targeted induction of RNase 7 might be an option to

strengthen cutaneous defense.
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Figure 51 ADAM17 is involved in the RNase 7 induction by super-
natants of P. aeruginosa. NHEK were treated with a control siRNA or
a specific ADAM17 siRNAs (Dharmacon). After 5 days of incubation
the cells were stimulated with vehicle only (-PAK) or stimulated with
PAK supernatant (+PAK). Knockdown (KD) of ADAM17 gene expres-
sion (A) was analyzed by real-time PCR. RNase 7 gene expression and
protein secretion was determined by real-time-PCR (B) and ELISA
(C), respectively. Shown are means+SEM. of cumulative data of two
experiments each consisting of three stimulations. (*p<.05; **p<.01;

o

p<.001 one-way ANOVA using Tukey's multiple comparison test).

Figure S2 RNase 7 exhibits antimicrobial activity against P. aeruginosa.
P. geruginosa was incubated for 3 h at 37°C without RNase 7 (3 h) or
with the indicated concentrations of RNase 7. After incubation serial
dilutions were plated on agar-plates and the colony forming units

(CFU) were counted the following day. Shown are means+SEM (n=3).
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