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Zusammenfassung/Summary 1

1 Zusammenfassung/Summary

In dieser Arbeit wurden mittels bioinformatischer Analyse einer 105 humane
Gewebe und Zelltypen umfassenden Genexpressionsdatenbank 687 Gene
identifiziert, die spezifisch in humaner Haut exprimiert werden. Fur eine nahere
Untersuchung wurden aus diesen acht bis dato unbekannte haut-assoziierte
Gene ausgewahlt, die fur sekretierte Proteine oder Rezeptoren kodieren und
sich somit als potenzielle therapeutische Angriffspunkte qualifizieren. Funf der
Gene werden spezifisch von epidermalen Keratinozyten exprimiert, wobei zwei
fur G-Protein-gekoppelte Rezeptoren kodieren (GPR87 und GPR115), zwei
sekretierte Proteine repasentieren (WFDCS5 und SERPINB7) und eines fur ein
neu entdecktes Transmembranprotein kodiert (TMEMA45A). Insbesondere
GPR115, WFDC5 und TMEMA45A zeigten dabei eine Keratinozyten-spezifische
Expression, sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene. Analysen zur funk-
tionellen Relevanz dieser Kandidaten zeigten bei Zytokin-aktivierten und ausdif-
ferenzierten humanen primaren Keratinozyten distinkte Regulationsmuster:
WFDCS5 zeigte eine deutliche und signifikante Induktion durch TNFo/IL-13; die
Expression von TMEM45A wurde durch IFN-y signifikant supprimiert, wahrend
die Expression von GPR115 durch TNF-o/IL-1B, IFN-y, IL-4, IL-13 und IL-31
vermindert wurde. Um auch eine klinische Relevanz der Gene aufzuzeigen,
wurden diese in unterschiedlichen Hauterkrankungen untersucht: WFDC5 zeigt
eine signifikante Uberexpression in Psoriasis vulgaris, atopischer Dermatitis
sowie aktinischen Keratosen. TMEM45A zeigt eine signifikante Uberexpression
in Psoriasis vulgaris und aktinischen Keratosen, wahrend GPR115 in Psoriasis
vulgaris und atopischer Dermatitis signifikant GUberexprimiert wird. Zusammen-
fassend liefern die Ergebnisse eine der bis dato umfassendsten vergleichenden
molekularen Charakterisierungen der menschlichen Haut. Weiterfuhrende Ana-
lysen ausgewahlter haut-assoziierter Gene zeigen deren mogliche Bedeutung
als diagnostische Marker oder pharmakologische Ziele zur Behandlung von
Hautkrankheiten auf.
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In this thesis, bioinformatics analyses of a human gene expression database
wich represent 105 different tissues and cell types, 687 skin-associated genes
that are selectively and highly expressed in human skin were identified. More
than 50 of these skin-associated genes represent completely uncharacterized
genes which have not been previously associated with skin before. Interes-
tingly, this subset includes novel secreted and plasma membrane proteins. In
this thesis, the high levels of skin-associated expression for eight of these novel
therapeutic targets could be validated by real time PCR analysis, western blot
and immunohistochemical analyses of normal skin and skin-derived cell lines.
Five of these are expressed specifically by epidermal keratinocytes; two encode
G-protein-coupled receptors (GPR87 and GPR115), two represent secreted
proteins (WFDC5 and SERPINB7) and one encodes a new transmembrane
protein (TMEM45A). In particular GPR115, WFDCS5 and TMEMA45A show kera-
tinocyte-specific expression at the mRNA and protein level as could be de-
monstrated by qPCR analyses and immunofluorescence, respectively. Further
analyses using cytokine-activated and terminally differentiated human primary
keratinocytes reveal distinct patterns of regulation. WFDC5 shows a marked
and significant induction by TNF-a/IL-1p3. The expression of TMEM45A is signi-
ficantly suppressed by IFN-y while GPR115 expression is impaired by TNF-a/IL-
1B, IFN-y, IL-4, IL-13 and IL-31. Interestingly, a panel of common inflammatory,
autoimmune or malignant skin diseases reveals a significant overexpression of
WFDC5 mRNA in psoriasis, followed by actinic keratosis and atopic dermatitis.
In addition, TMEM45A mRNA is markedly overexpressed in psoriasis and in ac-
tinic keratosis which is similar to the expression profile observed for GPR115.
The findings in this thesis suggest, that these genes may point to important
roles in cutaneous homeostasis and disease. They may represent interesting

targets for the development of future diagnostics and therapeutics.
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2 Einleitung

2.1 Die menschliche Haut

Die Haut ist das grofite Organ des menschlichen Korpers, wiegt etwa 4 kg und
bedeckt eine Gesamtfliche von circa 2 m?% Mit ihrer wichtigsten Funktion als
Barriere schitzt sie den Korper vor vielfaltigen Umwelteinflissen, wie beispiels-
weise pathogenen Keimen, Sonnenlicht und Austrocknung. Die Haut ist eine
sich standig neuorganisierende, durchblutete und innervierte Struktur, die aus
drei Schichten besteht: Epidermis, Dermis und Subkutis (Abb. 2). Die Epidermis
bildet die Barriere nach aullen, darunter befindet sich die vaskularisierte
Dermis, die fir die Nahrstoffzufuhr der sich teilenden Zellen in der Epidermis
zustandig ist. Die Dermis enthalt zusatzlich Nerven und Adnexe, wie
Schweildrisen, Haarfollikel und Talgdrisen. Die dritte und innerste Schicht der
Haut ist das subkutane Fettgewebe (Marks and Miller, 2013; Sterry, 2006).

] Stratum corneum

IEEEEOEEEDd |
Stratum granulosum
| =] =] =1 =} 8

Epidermis Stratum spinosum

Stratum basale

Basallamina —
SchweiRdruse
DR Fibroblast
Nervenfaser
Subcutis B!utgeféiﬂ
Bindegewebe
Fettgewebe

Abb. 2 Schematischer Aufbau der menschlichen Haut (die einzelnen Bestand-
teile der Haut sind nicht mafstabsgetreu wiedergegeben).
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2.1.1 Epidermis

Die Epidermis ist die auflerste Schicht der Haut, wobei ihre Dicke in verschie-
denen Hautarealen deutlich variieren kann: Mit 0,05 mm ist sie an den Augen-
lidern am dunnsten, wahrend sie an den Handinnenflachen und Ful3sohlen mit
etwa 1,5 mm am dicksten ist (Marks and Miller, 2013; Sterry, 2006). Die Epi-
dermis wird in vier Schichten unterteilt: Stratum basale, Stratum spinosum,
Stratum granulosum und Stratum corneum als aulerste Schicht (Abb. 2). Im
Stratum basale proliferieren die Zellen, die anschliefende Differenzierung findet
dann in den Schichten darUber statt (Marks and Miller, 2013). Trotz ihrer
geringen Dicke ist die Epidermis eine sehr widerstandsfahige Schicht und stellt
die direkte Grenze zur Umwelt dar. Die Epidermis besteht primar aus Keratino-
zyten, enthalt aber auch kleinere Populationen anderer residenter Zelltypen:
Melanozyten (Pigment-produzierende Zellen) und Merkelzellen (Mechanorezep-
toren fur Druck- und Tastempfindung). Darlber hinaus befinden sich in der
Epidermis auch migratorische Zellen (Langerhanszellen, intraepidermale T-
Zellen), die zu den zellularen Komponenten des Immunsystems gezahlt werden
(Pasparakis et al., 2014).

Keratinozyten sind mit einem Anteil von Uber 90% der vorherrschende Zelltyp in
der Epidermis (Lulevich et al., 2010; Sun et al., 1979). Hauptfunktion der Kera-
tinozyten ist die Errichtung einer Barriere gegen Umweltfaktoren wie Patho-
gene, UV-Strahlung, Hitze oder Wasserverlust (Braff et al., 2005; Denecker et
al., 2007; Hwang et al., 2011; Maytin et al., 1990).

Beim Befall der oberen Schichten der Epidermis durch Pathogene exprimieren
die Keratinozyten proinflammatorische Mediatoren, insbesondere Zytokine und
Chemokine wie CXCL8 (IL-8), um Entzundungszellen an den Ort des patho-
genen Befalls zu rekrutieren (Braff et al., 2005; Gillitzer and Goebeler, 2001).
Strukturproteine (Filaggrin, Keratin), Enzyme (Proteasen), Lipide und antimikro-
bielle Peptide (Defensine) sind ebenfalls daran beteiligt, die wichtige Barriere-
funktion der Haut aufrechtzuerhalten (Heimall and Spergel, 2012; Madison,
2003; Schroder and Harder, 2006; Zeeuwen, 2004).

Die sogenannte Keratinisierung ist Teil der physikalischen Barriereformation
durch Verhornung, wobei die Keratinozyten mehr und mehr Keratin produzieren

und letztlich dem programmierten Zelltod unterliegen. Vollstandig verhornte
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Keratinozyten bilden die au3erste Schicht der Epidermis, schuppen sich perma-
nent ab und werden sogleich durch neue Zellen ersetzt (Lippens et al., 2009). In
jedem Stadium der Differenzierung exprimieren Keratinozyten spezifische Kera-
tine, wie Keratin 1, Keratin 2, Keratin 5, Keratin 10 und Keratin 14, aber auch
andere Marker wie Involucrin, Loricrin, Transglutaminase, Filaggrin und Caspa-
se 14 (Chamcheu et al., 2011; Denecker et al., 2007; Heimall and Spergel,
2012; Hitomi, 2005; Szeverenyi et al., 2008). Innerhalb der Epidermis sind
Keratinozyten mit anderen Zelltypen wie Melanozyten und Langerhans-Zellen
assoziiert (Sterry, 2006). Keratinozyten modulieren auch das Immunsystem:
Abgesehen von den erwahnten antimikrobiellen Peptiden und Chemokinen
(Gillitzer and Goebeler, 2001; Schroder and Harder, 2006) sind sie auch
wichtige Produzenten von antiinflammatorischen Mediatoren wie IL-10 oder
TGF-B (Byun et al., 2009).

2.1.1.1 Stratum basale

Das Stratum basale (auch als Basalzellschicht bezeichnet) besteht haupt-
sachlich aus basalen Keratinozyten, die als die “Stammzellen” der Epidermis
betrachtet werden konnen (Tsuruta et al., 2011). Sie sind undifferenziert und
besitzen eine hohe Proliferationsrate. Tochterzellen des Stratum basale migrie-
ren nach auflen und beginnen den Prozess der Differenzierung. In normaler
Haut erfolgt die Zellteilung nie oberhalb der Basalzellschicht. Bis die Zellen vom
Stratum basale zum oberen Rand des Stratum granulosum gelangen, vergehen
ungefahr zwei Wochen, und weitere zwei Wochen vergehen, bis die Zellen die
Oberflache des Stratum corneum erreichen, wo sie sich schlieR3lich abschup-
pen. Verletzungen oder Entzindungen steigern die Proliferations- und Matura-
tionsrate deutlich (Brandner et al., 2010; Fuchs, 1990; Polakowska and Haake,
1994).

2.1.1.2 Stratum spinosum

Das Stratum spinosum liegt oberhalb des Stratum basale und besteht aus
Keratinozyten, die aus den Basalzellen entstehen. Diese Keratinozyten produ-
zieren Keratin, ein Faserprotein, das die Hauptkomponente des verhornten
Stratum corneums ausmacht. Der Name des Stratum spinosum (Stachelzell-
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schicht) stammt von den “spines” (engl. fur “Stacheln”), die zwischen den
Keratinozyten im Lichtmikroskop sichtbar werden: Die Stachelzellschicht ist
durch Desmosomen (Macula adhaerens) verbunden, die wiederum mit
Intermediarfilamenten (Keratin) verankert sind und der gesamten Epidermis
mechanische Stabilitat verleihen (Marks and Miller, 2013).

2.1.1.3 Stratum granulosum

Der Prozess der Differenzierung nimmt im Stratum granulosum (auch Korner-
zellschicht genannt) seinen Lauf, indem die Zellen zusatzliches Keratin bilden
und zunehmend flacher werden. Zusatzlich enthalten sie distinkte dunkle Gra-
nula, die im Lichtmikroskop deutlich erkennbar sind und aus Keratohyalin be-
stehen. Keratohyalin enthalt zwei Proteine, eines davon ist das Profilaggrin,
eine Vorstufe des Filaggrins. Filaggrin spielt eine wichtige Rolle bei der Aggre-
gation der Keratinfilamente im Stratum corneum (siehe Kapitel 2.1.1.4). Das
zweite Protein, Involucrin, spielt bei der Bildung der hydrophoben Lipidhulle
eine wichtige Rolle, die fur die Hautbarriereeigenschaften der Zellen im Stratum
corneum zustandig ist (Marks and Miller, 2013).

2.1.1.4 Stratum corneum

Die aulRerste Schicht der Epidermis wird als Stratum corneum bezeichnet. Es
besteht aus terminal differenzierten, verhornten Keratinozyten (auch Korneo-
zyten genannt), die keinen Zellkern und keine Organellen mehr besitzen. Ein
gesunder Mensch verliert durch Abschuppung etwa 50 bis 60 Milliarden
Korneozyten pro Tag, das einem jahrlichen Gesamtgewicht von ungefahr 4 kg
entspricht. Diese Menge kann beispielsweise bei der hyperproliferativen Haut-
krankheit Psoriasis vulgaris (siehe Kapitel 2.2.1.1) dramatisch erhoht sein
(Sterry, 2006). Das Stratum corneum ist eine semipermeable, hydrophobe
Schicht, die nicht nur Mikroorganismen abwehrt und Wasser oder Chemikalien
abweist, sondern auch die sich teilenden Keratinozyten in den tieferen
Schichten der Epidermis (Basalzellen) vor Schaden durch UV-Licht schutzt.
Das Stratum corneum ist mit einem Saureschutzmantel ausgestattet, der durch
Schweil3, Talg und den Abbauprodukten der Mikroflora auf der Haut gebildet
wird, um die Hautoberflache feucht und geschmeidig zu halten und das
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Wachstum pathogener Mikroorganismen zu verhindern. Zusatzlichen Schutz
gegen Infektionen gewahrleisten sogenannte antimikrobielle Peptide (wie etwa
Dermcidin, Cathelicidin LL37 oder die saugerspezifischen p-Defensine), die
durch epidermale Keratinozyten generiert und im Stratum corneum gespeichert
werden (Kosciuczuk et al., 2012; Rivas-Santiago et al., 2008; Schittek et al.,
2001; Tomasinsig and Zanetti, 2005; Yang et al., 2002). Selbst in Abwesenheit
von T-Zellen und Langerhans-Zellen, die bei der adaptiven Immunabwehr eine
Schlusselrolle einnehmen, bietet ein intaktes Stratum corneum mit seinem
Saureschutzmantel eine wirksame Barriere gegenuber potenziellen Pathogenen
(Sterry, 20006).

2.1.2 Dermis

Die Dermis des Menschen ist eine widerstandsfahige sowie elastische Stutz-
struktur, die BlutgefalRe, Nerven und Adnexstrukturen, wie Haarfollikel,
Schweilydriusen, Talgdriasen und apokrine Drusen, besitzt. Die Dermis steuert
viele Zellfunktionen und ist durch ihre Interaktions- und Regulationsfahigkeit
beispielsweise an der Geweberegeneration beteiligt. Mit einer Starke von 1 bis
4 mm ist sie dicker als die Epidermis (Marks and Miller, 2013). Die dermale
Matrix besteht primar aus Kollagenfasern als Hauptkomponente, elastischen
Fasern und einer Grundsubstanz, der extrafibrillaren Matrix, die durch dermale
Fibroblasten synthetisiert wird. Bei den Fibroblasten handelt es sich um eine
heterogene Zellpopulation, die in zahlreichen Geweben vorkommt und mesen-
chymalen Ursprungs ist. Fibroblasten besitzen unabhangig von ihrer Gewebs-
zugehorigkeit eine ahnliche Morphologie, jedoch haben DNA-Microarray-Stu-
dien gezeigt, dass Fibroblasten unterschiedlicher Herkunft ihr eigenes Gen-
Expressionsprofil und charakteristische Phanotypen aufweisen, sowie Extra-
zellularmatrix (EZM)-Proteine und Zytokine ortsspezifisch synthetisieren (Chang
et al., 2002; Wong et al., 2007). Dermale Fibroblasten sind beispielsweise an
der Synthese von EZM-Komponenten sowie an autokrinen und parakrinen
Wechselwirkungen beteiligt (Clark, 1996).

Kollagen tragt zu 70% zum Trockengewicht der menschlichen Haut bei. Kolla-
gen und elastische Fasern sind fibrose Proteine, die die mechanisch stabile,
aber dennoch nachgiebige Interzellularsubstanz bilden. Im obersten Teil der
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Dermis (papillare Dermis) sind die Kollagenfasern locker angeordnet, im Ubri-
gen Teil der Dermis (retikulare Dermis) sind die Fasern dicht gepackt. Die
elastischen Fasern sind primar in der retikularen Dermis lokalisiert, wobei sie in
diesem Bereich im Vergleich zu den Kollagenfasern weniger dicht gepackt sind.
Die extrafibrillare Matrix fullt dabei den Raum zwischen den Fasern aus. Es
handelt sich hier um ein nicht-fibroses Material, das aus verschiedenen Muco-
polysaccharidmolekulen aufgebaut ist. Diese Molekile werden allgemein als
Proteoglykane oder Glucosaminoglykane bezeichnet. Die extrafibrillare Matrix
verleiht der Dermis eine Elastizitat, die die Bewegung von Flussigkeiten,

Molekuilen und inflammatorischen Zellen erleichtert (Marks and Miller, 2013).

2.1.3 Subcutis

Die Subcutis wird auch als Unterhaut bezeichnet und besteht hauptsachlich aus
lockerem Binde- und Fettgewebe (Richmond and Harris, 2014). Das Bindege-
webe wird von zahlreichen Blut- und Lymphgefal3en sowie Nervenfasern durch-
zogen, um die Sauerstoffversorgung und Sensibilitat der Haut zu gewahrleisten.
Kollagenfasern sorgen fur die Verbindung zwischen der Dermis und den
unterhalb der Subcutis befindlichen Faszien. Das Fettgewebe in der Subcutis
dient sowohl als Isolationsschicht, um den Organismus vor Warmeverlust zu
schitzen, als auch zur Speicherung von Energie. Adipozyten sind daruber
hinaus in der Lage, proinflammatorische Zytokine zu produzieren (Richmond
and Harris, 2014).

2.2 Hautkrankheiten

2.2.1 Entzundliche Hauterkrankungen

2.2.1.1 Psoriasis vulgaris

Die Psoriasis vulgaris ist eine chronische Erkrankung, die Ublicherweise durch
Perioden von Exazerbation und Remission gekennzeichnet ist (Johnson-Huang
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et al.,, 2012). Klinisch ist die Psoriasis durch rote Plaques (Dilatation der
Blutgefalie) mit silbrigen oder weilllichen Schuppen (extreme Keratinozytenpro-
liferation) charakterisiert, die klar von angrenzender, normal erscheinender,
nicht-lasionaler Haut abgegrenzt sind. Folgende Komorbiditaten kbnnen unter
anderem bei Patienten mit Psoriasis beobachtet werden: Arthritis, kardio-
vaskulare Erkrankungen, Diabetes mellitus (hauptsachlich Typ 2), metabo-
lisches Syndrom, Adipositas, beeintrachtigte Lebensqualitat und Depression
(Azfar and Gelfand, 2008; Christophers, 2001; Davidovici et al., 2010; Gelfand
et al., 2006; Mehta et al., 2010; Nijsten and Stern, 2012). Die Pathophysiologie
der Psoriasis ist komplex und dynamisch; beteiligt sind sowohl Hautzellen als
auch Immunzellen. Histologisch ist die Erkrankung durch Akanthose
(Verdickung der Epidermis) und Parakeratose (Retention von Nuklei im Stratum
corneum) charakterisiert. Demzufolge wurde zunachst angenommen, dass es
sich ausschlieBlich um eine hyperproliferative Erkrankung der Keratinozyten
handelt (Johnson-Huang et al., 2012). Mittlerweile gibt es viele Hinweise, dass
das Immunsystem und sein interaktives Netzwerk aus Leukozyten und
Zytokinen in der Pathogenese der Erkrankung eine Rolle spielt. Psoriatrische
Lasionen sind durch ein Entzindungszellinfiltrat, welches insbesondere aus
CD3+ T Zellen und CD11c+ dendritischen Zellen (DC) besteht, charakterisiert
(Chamian et al., 2005; Lowes et al., 2005). Pro-inflammatorische Zytokine, die
durch diese Zellen produziert werden — inklusive Tumornekrosefaktor-c. (TNF-
a), Interferon-y (IFN-y), Interleukin-17 (IL-17), IL-22, IL-23, IL-12 und IL-1p —
wurden mit der Pathogenese der Psoriasis durch Aktivierung von Keratinozyten
und anderen ansassigen kutanen Zellen mittels dieser Zytokine in Verbindung

gebracht (Johnson-Huang et al., 2012).

2.2.1.2 Atopische Dermatitis

Das Hauptmerkmal der atopischen Dermatitis (AD) als eine chronische
inflammatorische Hauterkrankung ist schwerer Pruritus, der assoziiert ist mit
kutaner Hyperreaktivitat auf verschiedene umweltbedingte Stimuli wie etwa der
Kontakt mit Nahrungsmitteln und inhalativen Allergenen, Reizstoffen,
Umweltverschmutzung, Luftfeuchtigkeit, mikrobielle Infektionen und Stress
(Leung, 2013). Nach neueren Erkenntnissen spielen bei der AD moglicherweise
strukturelle Abnormalitaten der Epidermis eine Rolle, die in einer defizitaren
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epithelialen Barriere sowie chronischer Immunaktivierung resultieren und fur die
Pathophysiologie dieser weit verbreiteten Hauterkrankung bedeutsam sind (Kuo
et al., 2013a; Kuo et al., 2013b; McAleer and Irvine, 2013). Patienten mit AD
besitzen eine Pradisposition fur die Kolonisierung oder Infektion durch
mikrobielle Organismen, vor allem Staphylococcus aureus und Herpes-simplex-
Virus (HSV). Sobald sich die Patienten kratzen, kommt es zu einer akuten
ekzematoiden Eruption (mit erythematosen Papeln), wobei aus chronischen
Ekzemen eine Lichenifikation mit epidermaler Hyperplasie hervorgeht (Leung,
2013). Eine Fruherkennung verbessert den Verlauf der AD und reduziert die
systemische Allergensensibilisierung, die moglicherweise zu assoziierten
allergischen Reaktionen in anderen Organsystemen fuhren wirde. Eine
effektive Behandlung der AD ist vielschichtig, einschlie3lich Wiederherstellung
der Hautbarriere, Kontrolle der Hautentzindung, Identifikation und Management
der allergischen Trigger sowie die Bekampfung von mikrobiellen Infektionen
(Schneider et al., 2013).

2.2.1.3 Prurigo nodularis

Die Prurigo nodularis (PN) ist eine chronische Erkrankung, die durch papulo-
nodulare prurigindse Eruptionen gekennzeichnet ist (Lee and Shumack, 2005).
Der Mechanismus, der dieser Erkrankung zugrunde liegt, ist unbekannt, wobei
Nervenwachstumsfaktor (NGF) mit der Pathogenese der PN in Verbindung ge-
bracht wurde (Johansson et al., 2002). Calcitonin Gene-Related Peptide
(CGRP)- und Substanz P- immunoreaktive Nerven sind, verglichen mit norma-
ler Haut, bei der PN deutlich verstarkt (Abadia Molina et al., 1992; Liang et al.,
2000; Vaalasti et al., 1989). Diese Neuropeptide vermitteln moglicherweise
kutane neurogene Entzindung und Pruritus in der PN (Tanaka et al., 1995).
Moglicherweise wird die PN von kutaner Hypersenitivitat auf unterschiedliche
Umwelt-Allergene begleitet (Lee and Shumack, 2005). Klassische Lasionen der
PN sind feste hyperkeratotische Knotchen, die in ihrer Anzahl von wenigen bis
zu hunderten variieren und einen Durchmesser von einigen mm bis zu 2 cm
aufweisen konnen. Haufig sind die PN-Lasionen linear angeordnet; bedeutende
Hauptmerkmale sind Krustenbildung sowie Hautabschurfungen mit post-inflam-
matorischen hypermigmentierten und hypopigmentierten Maculae. Obwohl die
PN moglicherweise mit einer systemischen Storung assoziiert ist, ist es das
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permanente Scheuern und/oder Kratzen der Haut, das die Erkrankung aufrecht-
erhalt (Lee and Shumack, 2005).

2.2.1.4 Lichen planus

Der Lichen planus ist eine mukokutane entzindliche Erkrankung unbekannten
Ursprungs; dabei sind die Haut sowie die orale Mukosa die am haufigsten be-
toffenen Areale (Le Cleach and Chosidow, 2012; Pittelkow and Daoud, 2008).
Andere mukése Membranen, wie Genitalien, Osophagus und Bindehdute sowie
Hautanhangsel (z.B. Haupthaar und Nagel) konnen ebenfalls betroffen sein
(Assouly and Reygagne, 2009; Goettmann et al., 2012; Piraccini et al., 2010).
Klinisch aufert sich der kutane Lichen planus durch violette Papeln mit abge-
flachtem Konus, die starken Juckreiz hervorrufen konnen (Le Cleach and
Chosidow, 2012; Pittelkow and Daoud, 2008). Oraler Lichen planus ist durch
symmetrische weildliche netzférmige Lasionen der Schleimhaut sowie durch
Papeln, Plaques, erythematdse Lasionen und Erosionen charakterisiert (Al-
Hashimi et al., 2007). Beim Lichen planus handelt es sich um eine chronische
Erkrankung, wobei ihre erosive Form aulierst schmerzhaft sein kann (Bermejo-
Fenoll et al., 2010; Carbone et al., 2009). Einzelne Studien formulieren
durchaus heterogene diagnostische Kriterien fur den Lichen planus, vor allem in
Bezug auf begleitend bestehende Risikofaktoren wie Alkohol- oder
Zigarettenkonsum (Bermejo-Fenoll et al.,, 2010; Lodi et al., 2005;
Warnakulasuriya, 2011). Obwohl die Pathogenese des Lichen planus unklar
bleibt, scheint es eine Autoimmunerkrankung zu sein. Die basale Keratinozyten-
degeneration, die beim Lichen planus beobachtet werden kann, ist beispiels-
weise zytotoxischen CD8+ T-Lymphozyten zuzuschreiben. Diese bilden die
Hauptkomponente der Infiltrate und sind innerhalb des Epithels in Nachbar-
schaft zu degenerierten Keratinozyten lokalisiert (Sugerman et al., 2002).
Mehrere Autoimmunerkrankungen, darunter vor allem Alopecia areata und
Colitis ulcerosa, scheinen bei Patienten mit Lichen planus haufiger aufzutreten
als in der Allgemeinbevolkerung (Dermatologia, 1991).
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2.2.1.5 Lupus erythematodes

Als klassische Autoimmunerkrankung stellt der systemische Lupus erythema-
todes (SLE) einen Zustand dar, in dem das Immunsystem gesunde Zellen und
Gewebe im gesamten Korper attackiert (Kiriakidou et al., 2013). SLE ist eine
herausfordernde Erkrankung, zum einen wegen der noch unbekannten Ursa-
che, aber auch aufgrund der klinischen Vielfaltigkeit und der komplexen zugrun-
de liegenden Pathophysiologie. Zur Auspragung des SLE tragen beispielsweise
genetische, umweltbedingte, hormonelle sowie infektiose Faktoren bei. Die
klinischen Manifestationen sind divers, mit signifikanten Unterschieden zwi-
schen einzelnen Patienten (Paz and Tsokos, 2013). Die Aktivierung des Im-
munsystems ist charakterisiert durch Uberschiefende B- und T-Zell-Antworten
ebenso wie durch den Verlust der Immuntoleranz gegenuber Autoantigenen
(Kiriakidou et al., 2013). Produktion und gestorter Abbau von Antikdrpern, Abla-
gerungen von Immunkomplexen sowie Zytokin-Aktivierung tragen zu den Klini-
schen Manifestationen bei. Hierunter zahlen Fatigue, Schmerz und Schwel-
lungen (Entzindungen), die neben der Haut oft auch Gelenke, Nieren und
andere Organe betreffen. Die Symptome kdonnen unterschiedlich stark sein und
variieren zwischen Akut- und Remissionsphase (Kiriakidou et al., 2013).
Aufgrund der vielfaltigen Symptome und schwierigen Diagnostizierbarkeit ist
unklar, wie viele Patienten tatsachlich von der Erkrankung betroffen sind.
Frauen sind etwa neunmal haufiger betroffen als Manner; eine Beteiligung von
Geschlechtshormonen sowie spezifischen Genen und Hormonen ist daher nicht
auszuschlief3en. Obwohl der SLE nicht heilbar ist, gibt es heute effektive Thera-
pieoptionen. Dennoch ist die Sterblichkeitsrate gegenlber der Allgemeinbevol-
kerung weiterhin erhoht (Kiriakidou et al., 2013).

2.2.2 Hauttumoren

2.2.2.1 Basalzellkarzinom

Das Basalzellkarzinom (BCC) ist ein langsam wachsendes, lokalinvasives
Karzinom, das sich aus Basalzellen, der Epidermis, der Talgdrisen und der
Haarfollikelzellen entwickeln kann (Owens and Watt, 2003; Pasca di Magliano
and Hebrok, 2003; Perez-Losada and Balmain, 2003; Youssef et al., 2010).
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BCCs machen ungefahr 80% aller nicht-malignen Hautkrebsarten [engl.
nonmelanoma skin cancers (NMSCs)] aus und kommen haufiger vor als alle
anderen Tumorentitaten des Menschen zusammen (Raasch et al., 2006;
Rogers et al., 2010; Sekulic et al., 2013). Uber Dekaden epidemiologischer
Forschung wurde eine Vielzahl von Risikofaktoren fur NMSCs beschrieben,
darunter hoheres Alter, blonder Haarphanotyp, Sonnenexposition, vorherige
prakanzerogene Lasionen (aktinische Keratosen), vorheriger Hautkrebs, chroni-
sche Immunsuppression oder Infektion mit dem humanen Papillomavirus
(Kadakia et al., 2012; Leiter and Garbe, 2008; Otley et al., 2006). Gut
anerkannte Risikofaktoren inklusive chronischer und starker UV-Lichtexposition
sowie phanotypische Charakteristiken, wie etwa ein heller Hauttyp, spielen eine
essenzielle Rolle in der Entwicklung des BCC und anderer NMSCs
(Carcinogenesis, 2002; Sekulic et al., 2013). Chronisch sonnen-exponierte ana-
tomische Areale, inklusive der Kopf- und Nackenregion, sind ubliche Stellen fur
die Entwicklung von BCCs. Auch konnte gezeigt werden, dass Patienten mit
einer NMSC-Vorgeschichte einem deutlich erhohten Risiko fur die Entwicklung
neuer primarer NMSCs ausgesetzt sind (Kadakia et al., 2012; Marghoob et al.,
1993).

2.2.2.2 Aktinische Keratose

Aktinische Keratosen (AK) sind die haufigsten, von Keratinozyten stammenden,
prakanzerogenen Lasionen beim Menschen und treten Uberwiegend bei hell-
hautigen Individuen in sonnenexponierten Arealen, speziell im Gesicht, an den
Ohren, den Handrucken sowie der mannlichen Kopfhaut auf (Ratushny et al.,
2012; Rogers et al., 2010; Salasche, 2000). Auf Basis histologischer Befunde
werden funf klassische Typen von AKs beschrieben (Elder, 2008). Neben der
hypertrophen, atrophen, bowenoiden, akantholytischen und pigmentierten
Variante wurden auch Formen proliferativer AKs beschrieben (Cassarino et al.,
2006; Nashan et al., 2013).

Unklar bleibt der pathophysiologische Hintergrund der Entwicklung von
schwach und malig Uber stark ausgepragte atypische Keratinozyten-Lasionen
bis hin zur Entwicklung eines Plattenepithelkarzinoms (siehe Kapitel 2.2.2.3).
Diese atypischen Keratinozyten zeigen ahnliche, wenn nicht sogar identische
p53-Mutationen. Weitere anormale Expressionen wurden sowohl fur KRT16
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und KRT17 als auch fur KLK6, KLK13 sowie fur mehrere Serpine identifiziert,
die fur die Aufrechterhaltung der Extrazellularmatrix notwendig sind. Darlber
hinaus spielt auch das veranderte Signalprofil des Aktivatorprotein 1 (AP-1)
eine Rolle, das an der Regulation der epidermalen Differenzierung von AKs und
Plattenepithelkarzinomen beteiligt ist (Fu and Cockerell, 2003; Goldberg et al.,
1994; Nashan et al., 2013; Torres et al., 2007).

2.2.2.3 Plattenepithelkarzinom

Die Ubergrof3e Mehrheit der Plattenepithelkarzinome [engl. squamous cell
carcinoma; SCC] betrifft die Haut, und wie alle Hautkrebsarten sind auch diese
das Ergebnis Ubermalliger UV-Exposition (Brash et al., 1991; Marks and
Motley, 1995). Kutane Plattenepithelkarzinome (cSCC) manifestieren sich typi-
scherweise als Spektrum progredient fortschreitender Neoplasien, von einer
prakanzerogenen aktinischen Keratose (AK) (siehe Kapitel 2.2.2.2) bis hin zu
Plattenepithelkarzinomen in situ (SCCIS), invasiven cSCC, und letztlich
metastasenbildenden SCC (Ratushny et al., 2012). Dabei ist das klassische
Modell der Karzinogenese nutzlich, um die Entwicklung von der AK zum ¢SCC
besser zu verstehen (Fearon and Vogelstein, 1990): Mutationen eines Gens,
haufig eines Tumorsuppressorgens, fluhren hierbei zur Auspragung einer
Vorlaufer-Lasion mit erhohter genetischer Instabilitat oder dem Verlust der
Zellzykluskontrolle. Weitere Mutationen in anderen Onkogenen ermdglichen
dann die Entstehung invasiver Karzinome. Der Mechanismus, der zur
genetischen Instabilitat in den Keratinozyten fuhrt, resultiert dabei
wahrscheinlich aus der UVB-induzierten Inaktivierung von p53 (Brash et al.,
1991). Gewohnlich ist es in AKs mutiert, was darauf hindeutet, dass
dysplastische Lasionen die initialen genetischen Mutationen erworben haben,
bevor es zu einem cSCC kommt (Ortonne, 2002; Ziegler et al., 1994).

2.3 Post-Genom-Ara

Seit dem Jahr 2003 gilt das menschliche Genom offiziell als vollstandig ent-
schlusselt. Die Bedeutung der etwa 30.000 identifizierten Gene hingegen ist bis
heute allerdings nicht vollstandig bekannt. Eine der zentralen Herausforderun-
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gen in der Post-Genom-Ara ist es somit, Funktion und Regulation von Gene zu
entschlusseln, deren medizinische Relevanz aufzuklaren und dadurch neue
Therapiemoglichkeiten zu eroffnen.

Um diese komplexe Aufgabe bewaltigen zu konnen, bedarf es angepasster und
automatisierter Analyseverfahren, wie der DNA Microarray-Technologie, die im
Folgenden naher erlautert werden soll.

2.3.1 DNA Microarray-Technologie

DNA Microarrays oder Gen-Chips dienen dazu, Genantworten unter einer
Vielzahl unterschiedlicher genomweiter Bedingungen zu untersuchen, um
letztendlich feststellen zu konnen, welche Gene im Genom unter bestimmten
biologischen Bedingungen eine signifikante Rolle spielen (Hacia et al., 1998;
Lockhart et al., 1996).

Bei einem Gen-Chip handelt es sich um ein Feld kleiner Elemente oder Spots
auf einem planaren Substrat. Die Spots sind in Reihen und Spalten angeordnet,
die die spezifische Bindung der zu untersuchenden Moleklle (sogenannter
Analyte) an vordefinierten Orten auf dem Chip erlauben (Abb. 1A).

Wahrend einer Messung kann ein bekannter DNA-Einzelstrang (die Probe) an
einen zu untersuchenden komplementaren DNA-Strang (auch Target genannt)
binden und eine hochstabile Duplexstruktur bilden (Hacia et al., 1998; Schena,
2003).

In typischen Microarray-Verfahren wird die RNA zunachst mittels
Polymerisationsreaktion revers in cDNA transkribiert und anschlielend mit
fluorophoren Molekulen markiert (Schena, 2003). Die Targets werden gereinigt,
zusammengemischt und simultan auf demselben Chip hybridisiert. Im
Anschluss an die Hybridisierungsreaktion wird der Microarray zur Eliminierung
unspezifisch gebundener Target-Nukleinsduren gewaschen, getrocknet und zur
Detektion der Fluoreszenz auf der DNA-Probe gescannt (Abb. 1B). Die
Intensitat jedes Spots entspricht dabei dem Expressionslevel eines bestimmten
Gens. In der Vergangenheit hat dies in vielen Fallen zur Entdeckung bis dato
noch nicht beschriebener Gene gefuhrt, die in konkreten biologisch-

medizinischen Vorgangen eine wichtige Rolle spielen und fur verschiedene
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Erkrankungen verantwortlich sind (Greenberg et al., 2002; Humphreys-Beher et
al., 1986; lwamoto et al., 2004).

Auf Ebene der Haut wurde die DNA-Microarray-Technologie in diversen
Expressionsprofil-Experimenten verwendet, um die normale und pathologische
Hautbiologie zu verstehen, aber auch die verschiedenen Zelltypen in der Haut
auf molekularer Ebene naher zu charakterisieren (Blumenberg, 2006; Curto et
al., 2002; Haider et al., 2008; Rinn et al., 2008; Toulza et al., 2007; Wong and
Chang, 2005). Unabhangig davon wurden bis dato aber keine
Genexpressionsstudien normaler humaner Haut im Vergleich zu anderen
humanen Geweben durchgefuhrt. Daher waren haut-assoziierte Gene bisher
kaum in Sequenzdatenbanken zu finden (Toulza et al., 2007).

Aus diesem Grund wurde in Vorexperimenten zu dieser Arbeit die DNA-
Microarray-Technologie verwendet, um die Expressionslevel von mehr als
47.000 Einzeltranskripten in 105 verschiedenen adulten humanen Geweben
und Zelltypen zu messen.

Aus den daraus resultierenden Ergebnissen konnte eine umfassende Genom-
weite Datenbank erstellt werden, die samtliche Expressionssignaturen aller
Gewebe des menschlichen Korpers beinhaltet und folglich als “Body Index of
human Gene Expression” (BIGE) bezeichnet wurde (Lee et al., 2005; Roth et
al., 2006).
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Abb. 1 (A) Schematische Darstellung eines Gen-Chips (die Spots werden nicht maR-
stabsgetreu wiedergegeben; insgesamt befinden sich auf einem Quadratzentimeter in
der Regel bis zu 1 Millionen Spots). (B) Vereinfachter Ablauf des Detektionsvor-
gangs. bp = Basenpaare.

2.3.2 Body Index of human Gene Expression (BIGE)

Der aus post-mortem gewonnenem Gewebe erstellte “Body Index of human
Gene Expression” (BIGE) (siehe auch Kapitel 2.3.1) bietet die Moglichkeit,
Gene zu identifizieren, die mit entscheidenden Funktionen unterschiedlicher
Organe und Zelltypen assoziiert sind (Lee et al., 2005; Roth et al., 2006). Fur
die vorliegende Arbeit wurde die BIGE-Datenbank verwendet, um diejenigen
Gene zu identifizieren, die die hochste relative Expression in der Haut auf-
weisen. Diese Gene sind aus dem Grund von besonderem Interesse, da eine
organspezifische Expression in der Regel auf eine organspezifische Funktion
hindeutet (Lee et al., 2005). Beispiele sind die organ-spezifische Expression
des prostata-spezifischen Antigens (PSA) als Tumormarker fur das Prostata-
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Karzinom (Whittemore et al., 1995) oder die haut-spezifische Expression des
Chemokins CCL27 (Cutaneous T-cell-Attracting Chemokine, CTACK) als haut-
spezifisches T-Zell-Attraktans (Homey et al., 2002). In der vorliegenden Arbeit
wurde also somit die Expression eines bestimmten Gens in der Haut mit seiner
relativen Durchschnittsexpression in allen anderen untersuchten Geweben und
Zelltypen verglichen und somit genau die Gene identifiziert, die in der Haut
stark exprimiert werden, in anderen Geweben hingegen wenig oder keine Ex-
pression zeigen. Die daraus resultierende Auswahl an Genen wurde in funk-
tionelle Klassen eingeteilt, wobei hier sowohl manuelle als auch automatisierte
Annotationen verwendet wurden, um einerseits den molekularen Aufbau der
Haut besser zu verstehen und andererseits wichtige Signalwege zu identi-

fizieren.

In einem nachsten Schritt wurden dann aus den 109 Genen, die die hochste
relative Expression in der Haut aufweisen, acht Kandidaten ausgewahlt, die fur
eine weiterfuhrende Charakterisierung am interessantesten erscheinen. Hierbei
handelt es sich um solche Gene, die bisher entweder komplett uncharakterisiert
waren oder nicht mit der Haut assoziiert wurden und welche aufgrund ihrer
Struktur wahrscheinlich fur sekretierte oder membranstandige Proteine kodie-

ren.
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3 Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, eine ausgewahlte Gruppe von acht haut-assoziierten
Genen, die fur bis dato nicht charakterisierte sekretierte sowie membran-
standige Proteine in der menschlichen Haut kodieren, naher zu untersuchen.
Die hautspezifische Expression konnte dabei in einem RNA-Panel aus
gesunder Haut sowie aus gesunder Haut gewonnenen Primarzelllinien mittels
semi-quantitativer PCR (qPCR) bestatigt werden. Fur einige dieser Gene wurde
die Expression dariber hinaus auch auf Proteinebene mittels Immun-
histochemie (IHC) humaner Hautschnitte sowie Western Blot-Analysen
untersucht. Dies fuhrt zu der Annahme, eine Reihe potenzieller kutaner
Biomarker und/oder Arzneimittel-,Targets® identifiziert zu haben.
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4 Material & Methoden

4.1 Puffer und Losungen

PBS (phosphate buffer 160 g NaCl
saline), 20 x 4 g KCI

28,8 g Na,HPO,4 + 2 H,O

4,8 g KH.PO,

ad 1000 ml ddH20O

Proteinlysepuffer 50 mM HEPES pH 7,4

150 mM NacCl
1% NP40

0,1% SDS

1% Triton X-100

MOPS-Puffer 83,7 g MOPS
13,6 g Natriumacetat
20ml 0,5M EDTA

ad 1000 ml ddH20O

Transferpuffer 2,9 g Glycin
5.8 g TRIS-Base
3,7 ml 10% SDS
200 ml Methanol

ad 1000 ml dH20

TBS-Puffer 10x 24,2 g TRIS/HCI
80 g NaCl

ad 1000 ml ddH20

einstellen auf pH 7,4

einstellen auf pH 7,0

einstellen auf pH 7,6
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TBS-T-Puffer 1 x TBS, 0,1% Tween® 20

20 mM TRIS-Puffer 0,56 g TRIS
ad 250 ml ddH20 einstellen auf pH 7,9

Die oben genannten Chemikalien wurden von Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO)
bezogen.

4.2 Akquirierung humaner Gewebeproben und Zellmaterial

Samtliche im Rahmen dieser Arbeit untersuchten humanen Hautbiopsien
wurden mit schriftlicher Genehmigung entweder von gesunden Probanden, die
sich einem plastischen Eingriff unterzogen haben, oder von Patienten mit
verschiedenen Hauterkrankungen akquiriert (Tab. 1). Eine Genehmigung der
Ethikkommission an der Medizinischen Fakultat, Universitat Dusseldorf liegt
vor. Die Proben von Zoion Diagnostics (Hawthorne, NY) wurden durch ein
Ethikvotum fur vorangegangene Studien von Lee und Roth gebilligt (Lee et al.,
2005; Roth et al., 2006). Die Hautproben wurden unmittelbar nach Entnahme in
flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

Tab. 1 Anzahl untersuchter Proben unterschiedlicher Hauterkrankungen

Hauterkrankung n

gesund 11
Psoriasis vulgaris 12
Atopische Dermatitis 12
Prurigo nodularis 6
Lupus erythematodes 10
Lichen planus 12
Basalzellkarzinom 12

Aktinische Keratose

Plattenepithelkarzinom




Material & Methoden 22

FUr Endothelzellen wurde Endothelzell-spezifisches Medium verwendet.
Mononukleare Zellen des peripheren Blutes (engl. peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs)) wurden aus “Buffy coats” mittels Ficoll®-
Dichtegradientenzentrifugation (GE Healthcare, Buckinghamshire,
GroRbritannien) isoliert.

Um die Endothelzellen zu gewinnen, wurden Vorhautbiopsien verwendet, die
nicht langer als einen Tag gelagert wurden. Diese wurden uber Nacht bei 4°C
mit Dispase Il (GIBCO, Invitrogen, Carlsbad, CA) verdaut und anschliel3end die
Dermis von der Epidermis mittels Collagenase Typ IA (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, MO) fur 1 - 2 h bei 37°C getrennt. Danach folgte die Filtration der
Zellsuspension mittels Nylon-Netz (Cell Strainer 70 um Nylon; Falcon, Becton
Dickinson Labware, Franklin Lakes, NJ) sowie die Kultivierung im Endothelzell-
spezifischen Medium EGM MV (Lonza, Basel, Schweiz) fur 24 h. Nach Ablosen
der Zellen mit Trypsin (Merck, Darmstadt, Deutschland) wurden die
Endothelzellen abschlieBend mit dem MACS CD31 MicroBead Kit (Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland) isoliert und gereinigt.

Beim sogenannten "Buffy coat" handelt es sich um eine konzentrierte
Lymphozytensuspension, die wahrend der Verarbeitung von Gesamtblut
entsteht. Dabei werden Lymphozyten und Monozyten entsprechend ihrer
spezifischen Dichte an der Interphase zwischen der oberen Phase (Plasma,
Thrombozyten) und der unteren Phase (Ficoll®) aufkonzentriert. Erythrozyten
und Granulozyten mit hoherer Dichte bilden hingegen ein Zellpellet.

Das Vorgehen nach Standardprotokoll (GE Healthcare Life Sciences isolation of
mononuclear cells methodology and applications) in Kurzform: Die “Buffy coat”-
Zellsuspension wurde 1:2 mit RPMI 1640 (GIBCO, Invitrogen, Carlsbad, CA)
verdiinnt. 37,5 ml Zellsuspension wurden auf 12,5 ml Ficoll®-Paque™ Plus -
Losung (GE Healthcare, Buckinghamshire, GrofR3britannien) geschichtet und
mittels Zentrifugation (1150 U/min, 20 Minuten, Raumtemperatur) (Rotina 46 R,
Hettich, Bach, Schweiz) ohne Bremse voneinander getrennt. Die Interphase,
welche die PBMCs enthalt, wurde vorsichtig in ein frisches Réhrchen Uberfuhrt,
in RPMI 1640 (GIBCO, Invitrogen, Carlsbad, CA) gewaschen und erneut
zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde nun in 25 ml Ammoniumchlorid-
Lysepuffer resuspendiert, um die Erythrozyten zu lysieren, und fur 10 Minuten
bei 4°C inkubiert. Danach wurden die restlichen Zellen in PBS (PAA, Pasching,
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Osterreich) gewaschen und anschlieRend zentrifugiert (1150 U/min,
10 Minuten, 8°C). Zum Schluss wurden die Zellen in RPMI 1640 resuspendiert.

4.3 Datengenerierung und Analyse der Genexpression

Die Erstellung der Body Index of Gene Expression database (BIGE) wurde
bereits ausfuhrlich beschrieben (Lee et al., 2005; Roth et al., 2006). Von den
funf zur Verfugung stehenden Hautproben stammten drei aus dem
Lendenbereich von zwei weiblichen und einem mannlichen Spender, die RNA
zweier Gesamthautproben wurde kommerziell bezogen. Die Gewebeproben der
Spender wurden drei bis funf Stunden post mortem entnommen und
schockgefroren (Zoion Diagnostics, Hawthorne, NY). Die Genexpressionsdaten
wurden mittels Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Gen-Arrays nach
Standardprotokoll (Affymetrix, Santa Clara, CA) erstellt. Hintergrundanpassung,
Signalnormalisierung und Zusammenfassung wurden mittels des Robust Multi-
Array Average (RMA) -Algorithmus (lrizarry et al., 2003) via ArrayAssist
Software (lobion Labs, La Jolla, CA) durchgeflhrt.

Um die Gene zu identifizieren, die ausschlie3lich oder Uberwiegend in der Haut
exprimiert werden (Haut-assoziierte Gene; engl. skin-associated genes
(SAGs)), wurde die Ratio zwischen der relativen Expression aller Gene in den
Hautproben (n = 5) und den Proben, die die Ubrigen Korpergewebe und Zell-
typen reprasentieren (n = 435), ermittelt und Gene mit Expressionsraten = 2,0 in
Bezug auf Haut : Korper ausgewahlt.

4.4 Zellkultur

Primare humane Zellen wurden routinemalig in einem Inkubator (Memmert
INCO 2, Schwabach, Deutschland) bei 37°C und einer Luftfeuchtigkeit von 95%
sowie 5% CO; in zellspezifischen Medien, versetzt mit L-Glutamin (2 mM)
(PAA, Pasching, Osterreich) und 1% eines Antibiotikagemisches (Penicillin 100
U/ml, Streptomycin 100 ug/ml) (PAA, Pasching, Osterreich), kultiviert.

Die primaren humanen Keratinozyten wurden in speziellem Keratinozyten-
medium (GIBCO, Invitrogen, Carlsbad, CA) kultiviert, das zusatzlich mit rekom-
binantem EGF (0,1 - 0,2 ng/ml) und Rinderhypophysenextrakt (engl. bovine
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pituitary extract (BPE)) (20 - 30 pug/ml) versetzt wurde. Die primaren humanen
Fibroblasten wurden in speziellem Fibroblastenmedium Quantum 333 (PAA,
Pasching, Osterreich) kultiviert.

Als humane Kontrollproben fur Milz, Niere, Gehirn und Leber wurde ent-
sprechende Gesamt-RNA der Firma Clontech (Mountain View, CA) eingesetzt.
Fir funktionelle Analysen wurden Zytokine (R&D Systems, Wiesbaden-
Nordenstadt, Deutschland) verwendet, um primare humane Keratinozyten zu
stimulieren. Dazu wurden folgende Konzentrationen fur 24 Stunden eingesetzt
(Tab. 2):

Tab. 2 Zytokinkonzentrationen

Zytokin Konzentration (ng/ml)
GM-CSF 50
TNF-a + IL-1B 10+5
IFN-y 50
IL-4 50
IL-13 100
IL-31 10
IL-17 50
IL-22 50

4.5 RNA-Isolation humaner Hautbiopsien und Zellen in vitro

Die RNA wurde entweder mittels RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutsch-

land) oder TRIzol® Reagenz (Invitrogen, Carlsbad, CA) isoliert.

4.5.1 Humane Hautbiopsien

Das RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) basiert auf einer Silica-
Membran-Technologie und wird fur die Aufreinigung von Gesamt-RNA aus
Geweben und Zellen verwendet. Dazu wurden die schockgefrorenen humanen
Biopsien in Rundbodenrohrchen (Merck, Darmstadt, Deutschland) Uberfuhrt.
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Fur eine einfachere Zertrimmerung und Homogenisierung wurden 600 pl RLT-
Puffer plus B-Mercaptoethanol hinzugegeben, bevor die Probe mittels Rotor-
Stator Homogenisator Polytron® PT 2500 E (Kinematica AG, Luzern, Schweiz)
fur etwa 20 bis 40 s (je nach Festigkeit und Gro3e der Probe) homogenisiert
wurde. Der Rotor erreicht extrem hohe Drehgeschwindigkeiten, sodass die
Probe durch Kombination aus Wirbelbewegung und mechanischem Scheren
zertrummert und homogenisiert wird.

Mithilfe der im Kit enthaltenen Qiagen RNeasy Mini-Saulen wurde die RNA
nach Herstellerprotokoll fur die Isolation von RNA aus humanen Zellen isoliert.
Um etwaige Kontaminationsstoffe zu eliminieren, wurde eine Kombination aus
Spin-Technologie und Wasch-Puffern verwendet. In einem finalen

Eluationsschritt wurde die aufgereinigte RNA von der Membran extrahiert.

Im Folgenden das Vorgehen in Kurzform: Zunachst wurde das Lysat fur 3
Minuten bei voller Geschwindigkeit (Eppendorf Centrifuge 5415R, Hamburg,
Deutschland) zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand durch
Pipettieren in ein neues Mikrozentrifugationsrohrchen uberfuhrt. Ein 1-faches
Volumen 70%igen Ethanols wurde zum gereinigten Lysat hinzugefugt und
unmittelbar danach durch Pipettieren vermischt. Bis zu 700 pl der Probe
wurden, inklusive moglichem Prazipitat, in eine Qiagen RNeasy Spin-Saule
uberfuhrt, die sich in einem Sammelrérchen (mit 2 ml Volumen) befindet. Nach
Zentrifugation fur 15 s bei 8000 g wurden 700 pl RW1-Puffer hinzugegeben und
kurz erneut zentrifugiert. Die Saulen wurden mit 2 x 500 uyl RPE-Puffer
gewaschen und bei 8000 g fur weitere 15 s im ersten Waschschritt bzw. 2
Minuten im zweiten Waschschritt zentrifugiert. Zuletzt wurde die RNA aus den
Saulen in einem neuen 1,5 ml-Sammelréorchen mit 30 yl RNase-freiem Wasser
mittels Zentrifugation fur 1 Minute bei 8000 g eluiert.

4.5.2 Humane Zellen

TRIzol® (Invitrogen, Carlsbad, CA) ist eine monophasische Lésung aus Phenol
und Guanidin-Isothiocyanat, die fur die Isolation von Gesamt-RNA aus
Zellproben verwendet wird. TRIzol® schlieRt die Zellen und zelluldren

Komponenten auf, ohne die Integritat der Nukleinsauren zu zerstoren.
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Die Zellen werden durch Entfernen des Mediums, Zugabe von TRIzol® und
zusatzliches Abschaben der Zellen mittels Pipettenspitze aus dem Napf
geerntet. Nach Zugabe von Chloroform und anschliellender Zentrifugation
separiert das Chloroform-Lysat-TRIzol®-Gemisch in eine die RNA enthaltende
wassrige Phase und eine organische Phase, die DNA und Proteine enthalt.
Isopropanol wird zur Prazipitation der RNA verwendet, Ethanol dient dazu,

mogliche restliche Salze zu entfernen.

Im Folgenden das Vorgehen in Kurzform: Pro Napf einer 6-Napf-Platte wurden
750 ul TRIzol® hinzugegeben und nach zusatzlichem Abschaben der Zellen
mittels Pipettenspitze in ein 1,5 ml-Reaktionsgefald (Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) auf Eis Uberfuhrt. AnschlieRend wurde 1/5 Volumen Chloroform
(Merck, Darmstadt, Deutschland) hinzugegeben, das Lysat grundlich
durchmischt und fur 15 Minuten bei 12.000 U/min und 4°C zentrifugiert (Biofuge
13R, Heraeus Sepatech GmbH, Osterode, Deutschland). Dann wurde die
wassrige obere Phase in ein neues Reaktionsgefal® transferiert und 1/2
Volumen Isopropanol (Merck, Darmstadt, Deutschland) hinzugegeben. Nach
erneuter grundlicher Durchmischung wurde das Gemisch uber Nacht bei -20°C
gelagert und danach fur 30 Minuten bei 12.000 U/min und 4°C zentrifugiert.
Nach vorsichtigem Entfernen des Uberstandes wurde das Pellet in 1 ml
80%igem Ethanol (Merck, Darmstadt, Deutschland) gewaschen und erneut fur
30 Minuten bei 12.000 U/min und 4°C zentrifugiert. Zum Schluss wurde das
Pellet fur 10 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet (Vorsicht vor
Ubertrocknung!) und danach in 50 yl DEPC-Wasser (Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, Deutschland) gelost. Die Proben wurden bis zur weiteren
Verwendung bei -80°C gelagert.

4.6 Messung der optischen Dichte

Die Ausbeute der RNA wurde mittels eines NanoDrop 2000C Photometers
(Thermo Scientific, Wilmington, DE) bestimmt. Die RNA-Konzentrationen
wurden gemaf Herstellerprotokoll gemessen. Ein Wert zwischen 1,8 und 2,1 fur
die OD 260/280 [Ratio der optischen Dichte (OD) bei einer Wellenlange von
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260/280 nm] zeigt an, dass die extrahierte RNA keine storenden Proteine,

Salze oder andere Kontaminationen enthalt.

4.7 Real-time quantitative PCR

In vielen Bereichen der biologisch-medizinischen Forschung spielt die
quantitative Nukleinsauresequenzanalyse eine wesentliche Rolle. Bereits Mitte
der 1990er-Jahre wurde die Messung der Genexpression (RNA) eingesetzt, um
biologische Antworten auf unterschiedliche Stimuli umfassender bewerten zu
konnen (Huang et al., 1995a; Huang et al., 1995b; Prud’homme et al., 1995;
Tan et al.,, 1994). Das PCR-System erlaubt dabei die Analyse kleinster
Nukleinsauremengen. Dazu wird die PCR-Produktmenge in der Log-Phase der
Reaktion kurz vor dem Plateau gemessen (Kellogg et al., 1990; Pang et al.,
1990). Bei Festlegung eines Schwellenwertes wird der resultierende
Kreuzpunkt aus Schwellenwertgerade und gemessener Kurve als Ci-Wert
(Schwellenwertzyklus) bezeichnet. Gene, die in groReren Mengen exprimiert
werden, haben eine hohere Zahl an Startkopien und erscheinen deshalb friher
wahrend der Amplifikation, besitzen also einen niedrigeren Ci-Wert.

Bei dieser Methode ist es wichtig, dass jede Probe die gleiche Menge an
Nukleinsauren beinhaltet und dass jede Probe wahrend der Analyse mit
gleicher Effizienz amplifiziert wird. Um dies zu gewahrleisten, wird fur die
Effizienznormalisierung eine Gensequenz verwendet, die in allen Proben in
relativ konstanten Mengen enthalten ist, wie etwa die 18S rRNA. Wird die
eingesetzte Gensonde mittels Nuklease degradiert, wird ein Fluoreszenzsignal
freigesetzt, das in einem Anstieg der Fluoreszenzemission resultiert. Der hier
eingesetzte Sequenzdetektor ABI PRISM 7000 (Applied Biosystems, Foster
City, CA) erlaubt kontinuierliche Messungen der Fluoreszenzspektren wahrend
der gesamten PCR-Amplifikation im Thermocycler. Dazu werden die
Reaktionen in Echtzeit Uberwacht.

4.7.1 Komplementare DNA (cDNA) Synthese

Unter Verwendung des Enzyms Reverse Transkriptase Superscript Il
(Invitrogen, Carlsbad, CA) wurde cDNA von verschiedenen mRNA-Matrizen
synthetisiert. Weil fur die weitere Verwendung die Beseitigung jeglicher DNA
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notwendig ist, wurde ein DNase-Verdau durchgefuhrt. Dafur wurde 4 ug

Gesamt-RNA mit den folgenden Reagenzien versetzt:

1,5 pl 5 x first strand Puffer (Invitrogen, Carlsbad, CA)
1yl RNasin Plus (40 U/pl, Promega, Madison, WI)

1yl DNase | rekombinant (Roche, Basel, Schweiz)

Zu einem Endvolumen von 16 yl wurde RNase-freies Wasser hinzugefugt und
die vorbereiteten Mixturen fur 20 Minuten bei 37°C sowie 10 Minuten bei 70°C
inkubiert und anschlieRend bei 4°C gehalten. Dann wurde die RNA mit einer
Mixtur aus 1 yl Anchored Oligo(dT)2.1s (0,5 pg/ul, Invitrogen, Carlsbad, CA)
und 0,4 yl Random Hexamer Primern (500 pg/ml, Promega, Madison, WI)
versetzt. Zu einem Endvolumen von 20 pul wurde RNase-freies Wasser
hinzugefugt und die Proben fur 10 Minuten bei 70°C inkubiert, um RNA-
Sekundarstrukturen zu reduzieren. AnschlieRBend wurden die folgenden

Reagenzien fur die Einzelstrang-Synthese hinzugegeben:

4,5 yl 5 x first strand Puffer (Invitrogen, Carlsbad, CA)

1ul 0,1 MDTT (Invitrogen, Carlsbad, CA)

1 pl dNTP Mix (10 mM, Bioline USA Inc., Taunton, MA)
0,5 yl  RNasin Plus (40 U/ul, Promega, Madison, WI)

1yl Superscript 11 (200 U/ul, Invitrogen, Carlsbad, CA)
30 yIl Gesamtvolumen (Zugabe von RNase-freiem Wasser)

Die Reaktion wurde vorsichtig gemischt; dann wurde nach einem ersten
Inkubationsschritt von 2 Minuten bei 42°C fur optimales Primer-Annealing die
cDNA-Synthese fur 50 Minuten bei 50°C durchgefuhrt, gefolgt von einem
Inkubationsschritt von 15 Minuten bei 70°C, um das Enzym zu inaktivieren
(Trio-Thermoblock, Biometra, Gottingen, Deutschland). Anschlieend wurden
die Proben bei -20°C gelagert.

Die cDNA der Reversen Transkriptase-Reaktion wurde im Folgenden
verwendet, um unterschiedliche PCR-Reaktionen herzustellen.
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4.7.2 Primer Design

Gen-spezifische Oligonukleotide fur die qPCR wurden von Eurofins MWG
(Ebersberg, Deutschland) bezogen (Tab. 3):

Tab. 3 Genspezifische Oligonukleotide fur die qPCR (Kontrollgene: ALDOB, DCD,
KRT1; alle weiteren Gene sind ausgewahlte und naher untersuchte Haut-spezifische

Gene aus der Liste der Top 109).

forward 5'-CAAGGCTGCAAACAAGGAG-3'

ALDOB
reverse 5'- CCCGTGTGAACATACTGTCCT-3'
forward 5'-AGACCCAGGGTTAGCCAGAC-3'
beb reverse 5'-CTCCGTCTAGGCCTTTTTCC-3'
forward 5'-GCCTCCTTCATTGACAAGGT-3'
KRT1 reverse 5'-GCTCCCATTTTGTTTGCAGT-3'
forward 5'-TCTGCCCAGAATCCGACAACAGC-3'
MucLt reverse 5'-GGGCTTCATCATCAGCAGGACCA-3'
forward 5'-GCCAGATGATGGGCCCTGCC-3'
WFDECS reverse 5'-GCAGCTGCCCAGCTTCACAGA-3'
e forward 5'-TCGGGTCTGGTTGCCTTCTTGGA-3'
reverse 5'-ACGCCATCTGCCAGAACCAGGT-3'
forward 5'-CCCTGCTGGGCTTGGTCGTC-3'
GPRT15 reverse 5'-CCCACCCCCAACCCTACCCC-3'
forward 5'-CCCTGGATGCCCTGCACAACA-3'
CDHR1 reverse 5'-CGGGAGAGGGTCTCAGCATCT-3'
forward 5'-GGGGGAAAATACCTAGGGCTCAACA-3'
SERPINB? reverse 5'-GGCCATTGCAAAATGGAGTGCAGC-3'
forward 5'-ACCCCGTGCTACCAGAATGGCT-3'
Cort4b reverse 5'-TGCCCGAGTCGTCTGGCTTG-3'
GPRS7 forward 5'-CACCGTATGAGGTGAATGGA-3'

reverse 5-TGGGTTCAGCATAGGTTATTCC-3'

4.7.3 Quantitative real time (QPCR) Analyse

Die Gen-spezifischen PCR-Produkte wurden mithilfe des ABI PRISM 7000
Sequenzdetektionssystems plus Power SYBR® Green PCR Master Mix oder
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TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA)
detektiert. Die Zielgen-Expression wurde auf die Expression von 18S rRNA
(TaqMan®) normalisiert. Fur ein Endvolumen von 25 pl pro Reaktion wurden die
folgenden Gen-spezifischen Mixturen hergestellt (Tab. 4):

Tab. 4 Genspezifische Mixturen fir die gPCR

Primer Primer Detektions- Target cDNA T
forward reverse Mix Probe (25 ng/pl) 2
SYBR® Green 2,5 ul [2 uM]* 12,5 ul - 10 pl -
Euk tisch
HRAIYORISERE 0151 0,15l 0,15 pl
18S rRNA Dl O 12,5 pl 10 UM 10 pl 2 ul
(TagMan®) [10uM]  [10 uM] [10 uM]

*Primer-Mix [2 uM]: 20 pl forward Primer [45 uM], 20 ul reverse Primer [45 uM], 410 ul
dH,O

Verwendet wurden spezifische Primer fur ALDOB, DCD, KRT1, Cb5orf46,
CDHR1, GPR87, GPR115, MUCL1, SERPINB7, TMEM45A und WFDCS5 (siehe
Tab. 3).

Anschliellend wurde das folgende PCR-Programm eingestellt (Tab. 5):

Tab. 5 PCR-Programm

Temperatur Zeit
95°C 10 min
50°C 2 min
60°C 1 min 40 Zyklen
95°C 15s

Der Schmelzpunkt kann einfach ermittelt werden, da das Fluoreszenzsignal
abnimmt, sobald sich die DNA-Doppelstrange trennen und interkaliertes SYBR®
Green freigesetzt wird. Die anschlieBende Quantifizierung der Zielgen-
Expression wurde mittels einer speziellen Sequenzdetektorsystem-Software
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(Applied Biosystems, Foster City, CA) durchgefuhrt. Fur eine absolute Quanti-
fizierung wurden ACiWerte bestimmt und die Genexpression als Mittelwert +
Standardabweichung dargestellt.

4.8 Immunfluoreszenzfarbung

4.8.1 Paraffineinbettung

Biopsien humaner Haut wurden unmittelbar nach Entnahme in flissigem
Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Vor der Weiterverarbeitung
wurden die Biopsien in 4% Formaldehydlosung (Otto Fischar GmbH & Co. KG,
Saarbricken, Deutschland) fixiert und in Paraffin eingebettet.

4.8.2 Schneiden der Gewebeproben

Die Gewebeproben wurden mittels Mikrotom (1150/Autocut, Reichert-dung,
Wetzlar, Deutschland) transversal in 5 ym messende Schnitte geteilt und
anschlieend auf adhasive Objekttrager aufgezogen (Thermo Scientific, Walt-
ham, MA). Dann wurden sie bei Raumtemperatur (RT) gelagert.

4.8.3 Farben der Gewebeschnitte

Die Schnitte wurden fur 1 Stunde bei 56°C gelagert, fur 1 Stunde in Xylol
(Merck, Darmstadt, Deutschland) und 2 x 10 Minuten in Roti®-Histol (Carl Roth
GmbH, Karlsruhe, Deutschland) entparaffiniert und in einer absteigenden Etha-
nolreihe (100%, 100%, 90%, 70%, 50%) (Merck, Darmstadt, Deutschland) fur
jeweils 5 Minuten rehydriert. Zum Schluss wurden die Schnitte 2 x 5 Minuten in
PBS gewaschen. Nach Demaskierung mit 3,5 U/ml Protease XXIV (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) in 20 mM TRIS pH 7,9 bei 37°C fur 8 Minuten und einem
Waschschritt von 2 x 5 Minuten in PBS wurden die Schnitte fur 1 Stunde bei
Raumtemperatur in 5% Eselserum (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO) inkubiert,
um nicht-spezifische Bindungsstellen zu blocken.

Nach Entfernen des Eselserums wurde der verdlinnte Erstantikdrper bzw. der
entsprechende Isotyp-Kontrollantikbrper (Tab. 6) auf die Schnitte gegeben.
Nach Inkubation der Erstantikdrper wurden die Schnitte 2 x 5 Minuten in PBS



Material & Methoden 32

gewaschen. Die Erstantikorperbindung wurde mittels 1-stindiger Inkubation mit
den Zweitantikorpern Esel-Anti-Maus oder -Kaninchen IgG AviAlexa 594
(1:200) (Invitrogen, Carlsbad, CA) und Esel-Anti-Maus IgG AviAlexa 488
(1:200) (Invitrogen, Carlsbad, CA) bei Raumtemperatur detektiert, jeweils kom-
biniert mit DAPI (1:1000) (PromoKine, Heidelberg, Deutschland). Nach
abschlieBendem Waschschritt von 2 x 5 Minuten in PBS wurden die Schnitte
mit Fluoromount G (eBioscience, San Diego, CA) fixiert.

Tab. 6 Primarantikorper, Isotyp-Kontrollen und entsprechende Verdiinnungen/

Inkubationszeiten. Alle Antikérper und Antiseren wurden in PBS verdinnt.

Primarantikorper Verdiinnung/Inkubationszeit Hersteller
Polyclonal mouse 1:100 U.N. bei 4°C Abcam, Cambridge,
anti-human WFDCS5, GB
lgG
Polyclonal rabbit anti- 1:300 U.N. bei 4°C Sigma-Aldrich, Saint
human TMEMA45A, Louis, MO
lgG
Polyclonal rabbit anti- 1:500 U.N. bei 4°C Abcam, Cambridge,
human GPR115, IgG GB
Monoclonal mouse 1:100 U.N. bei 4°C Abcam, Cambridge,
anti-human Filaggrin, GB
lgG+
Isotyp-Kontrolle R&D Systems,
mouse 1gG1 Minneapolis, MN
Isotyp-Kontrolle Jackson
rabbit 1IgG ImmunoResearch,

Suffolk, GB

4.8.4 Detektion der Immunreaktionen

AnschlieBend wurden die Immunreaktionen mit Hilfe des Fluoreszenz-
mikroskops Axiovert 200M (Zeiss, Jena, Deutschland) detektiert. Dazu wurde
die Software Axiovision 4.7 (Zeiss, Jena, Deutschland) verwendet.
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4.9 Western Blot-Analysen

Fur Western Blot-Analysen wurde eine Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (engl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electro-
phoresis; SDS-PAGE) durchgefuhrt, um die Proteine ihrer Gro3e nach aufzu-
trennen. Dann wurden die Proteine vom Gel auf eine Membran via Elektro-
transfer Ubertragen und der Blot fur den Nachweis der spezifischen Proteine
WFDC5, TMEM45A und GPR115 mit entsprechenden Primarantikdrpern plus

fluoreszierenden Sekundarantikdrpern behandelt.

4.9.1 Proteinlysate

Humane Keratinozyten wurden geerntet und in Proteinlysepuffer (50 mM
HEPES [pH 7,4], 150 mM NaCl, 1% NP40, 0,1% SDS, 1% Triton X-100 und
Protease-Inhibitor-Cocktail) resuspendiert. Die Zellen wurden anschlie3end fur
5 Minuten bei 5000 g und 4°C (Eppendorf Centrifuge 5415R, Hamburg,
Deutschland) zentrifugiert, um Zelltrimmer zu beseitigen.

4.9.2 Proteinbestimmung

Die Proteinkonzentration wurde nach Bradford (Bradford, 1976) bestimmt. Far
jede Probe wurden 200 ul Bradford-Protein-Reagenz (Bio-Rad Laboratories
Inc., Hercules, CA) zu 800 pl destilliertem Wasser (dH20) — einmal ohne
(Kontrolle) und einmal mit Proteinlysat — hinzugefugt. Die optische Dichte (OD)
wurde bei 595 nm (NanoDrop 2000C Photometer, Thermo Scientific,
Wilmington, DE) gemessen und eine absolute Quantifizierung mit einer
entsprechenden Standardkurve von Rinderserumalbumin (BSA) (Sigma-Aldrich,
Saint Louis, MO) durchgefuhrt.

4.9.3 SDS-PAGE Gel-Elektrophorese

Ein Minimum von 20 pyg Protein wurde in einem maximalen Volumen von 16 pl
in 4 pl Roti®-Load (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) fiir 5 Minuten bei
95°C geldst. AnschlieRend wurden die Proben auf ein NuPAGE® 4-12% Bis-Tris
Gel (Invitrogen, Carlsbad, CA) geladen. Als Proteinstandards wurden der

Molekulargewicht-Marker SeeBlue® Plus 2 Prestained Standard (Invitrogen,
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Carlsbad, CA) sowie der MagicMark™ XP Western-Protein-Standard
(Invitrogen, Carlsbad, CA) verwendet. Die Proteine wurden in Minigelen bei 200
V far 50 Minuten in einem Elektrophoresesystem (Novex XCell Il, San Diego,
CA) in MOPS-Puffer (fur Inhaltsstoffe siehe Kapitel 4.1) aufgetrennt.

4.9.4 Semi-dry Transblotting

Nach Auftrennung der Proben mittels SDS-PAGE wurden die Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran ~ (Amersham™  Hybond™-ECL, GE Healthcare,
Buckinghamshire, GroRbritannien) transferriert. Dazu wurden die Gele in
Transferpuffer aquilibriert (fur Inhaltsstoffe siehe Kapitel 4.1) sowie zusatzlich
Blotting-Papier in Transferpuffer eingeweicht und auf die untere Elektrode
(Anode) des Semi-Dry SD Transblotters (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,
CA) gelegt. Die Membran und das Gel wurden zwischen diesem und einem
weiteren durchtrankten Blotting-Papier platziert. Dann wurde eine Glaspipette
Uber das obere Blotting-Papier gerollt, um etwaige Luftblasen zu entfernen.
Zum Schluss wurde das Sandwich mit der oberen Elektrode (Kathode)
abgedeckt und bei 15 V fur 45 Minuten geblottet.

4.9.5 Immundetektion

Nach dem Protein-Transfer wurde die Membran fur 30 Minuten in
Blockierlosung (5% (w/v) Milchpulver (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO) in TBS-
T-Puffer; fur Inhaltsstoffe siehe Kapitel 4.1) inkubiert, wahrend sie vorsichtig bei
Raumtemperatur geschuttelt wurde. Die Primarantikdrper wurden in den
entsprechenden Konzentrationen in Blockierlosung (1% (w/v) Milchpulver
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO) in TBS-T-Puffer; fur Inhaltsstoffe siehe Kapitel
4.1) (Tab. 7) verdunnt. Die Inkubation erfolgte Uber Nacht bei 4°C unter
vorsichtigem Schutteln. Am nachsten Tag wurden die Blots 3 x 5 Minuten in
TBS-T gewaschen und mit Spezies-spezifischen HRP-konjugierten
Zweitantikdrpern (1:10.000) (Amersham™ ECL Western Blotting Analysis
System, GE Healthcare, Buckinghamshire, GroRbritannien) fur 1 Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach drei weiteren Waschvorgangen wurden die
Blots fur 1 Minute in Chemolumineszenz-Losung (ECL-Detektionsreagenzien 1
und 2, Amersham™ ECL Western Blotting Analysis System, GE Healthcare,
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Buckinghamshire, GroRbritannien) getaucht und mit einer Kunststofffolie
abgedeckt. Die Blots wurden anschlieRend auf einen Réntgenfilm (Amersham™
Hyperfilm ECL, GE Healthcare, Buckinghamshire, GroR3britannien) gelegt und
der Film durch Chemolumineszenz belichtet. Die Rontgenfilme wurden in einer
Dunkelkammer mit Standard-Reagenzien (Entwickler und Fixierer) entwickelt

und bei Raumtemperatur getrocknet.

Tab. 7 Primarantikérper und entsprechende Verdiinnungen/Inkubationszeiten

Primarantikorper Verdiinnung/Inkubationszeit Hersteller
Polyclonal mouse anti- 1:1000 U.N. 4°C Abcam, Cambridge,
human WFDC5 GB
Polyclonal rabbit anti- 1:1000 U.N. 4°C Sigma-Aldrich, Saint
human TMEM45A Louis, MO
Polyclonal rabbit anti- 1:1000 U.N. 4°C Abcam, Cambridge,
human GPR115 GB

4.10 Statistische Analyse

Die Ergebnisse werden entweder als Durchschnittsintensitaten +
Standardabweichung oder als Mittelwerte + Standardfehler dargestellt.
Statistische Signifikanzen wurden je nach Gegebenheit mittels Student’s t-Test
oder Mann Whitney U Test berechnet. P-Werte unterhalb von 0,05 wurden als

statistisch signifikant angenommen (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001).
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5 Ergebnisse

5.1 Identifikation hautspezifischer Gene

Um in den 105 untersuchten humanen Geweben und Zelltypen diejenigen Gene
zu identifizieren, die bevorzugt in humaner Haut exprimiert werden, wurde die
oben beschriebene Body Index of Gene Expression (BIGE)-Datenbank verwen-
det. Gene, deren durchschnittliche Expressionsrate in der Haut = 2,0-fach hoher
lag als in den Ubrigen Geweben und Zelltypen, wurden in einer Liste mit insge-
samt 687 Haut-assoziierten Genen [engl. skin associated genes; SAGs] zusam-
mengefasst. So konnte mit Hilfe der genomweiten Microarray-Plattform ein um-
fassendes Genexpressionsprofil jeder Probe erstellt werden. Ubiquitar expri-
mierte ,Housekeeping“-Gene wurden von der Analyse ausgeschlossen, sodass
letztendlich nur Gene Ubrigblieben, die ausschliel3lich an hautspezifischen
Funktionen und Signalwegen beteiligt sind.

5.2 Bioinformatische Analysen

Um die biologische Bedeutung der 687 identifizierten hautspezifischen Gene
genauer zu verstehen, wurden diese von Zlotnik und Mitarbeitern zunachst mit
Hilfe eines Gene Ontology (GO) Term Descriptors durch bereits publizierte
Daten sowie den Abgleich mit der Pfam (Protein families) -Datenbank umfas-
senden funktionellen Klassen zugeordnet. Anschliefend wurde das Database
for Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID)-Tool verwendet,
um systematisch diejenigen funktionellen Klassen zu identifiziert, die in den
Genlisten besonders haufig vorkommen.

Dabei wird deutlich, dass die Bereiche ,Stoffwechsel®, ,Signalubertragung” und
,aenexpression® die grofdten Genklassen darstellen und zusammen etwa 35%
der hautspezifischen Gene reprasentieren (Abb. 3A). Dartberhinaus sind Pro-
teinstoffwechsel- und Strukturgene mit zusammen 20% ebenfalls deutlich
vertreten. Gene aus den Bereichen ,Zelladhasion®, ,Transport/Kanal®, ,Zellzy-
klus“, ,Abwehr®, ,Keratine“, ,Epidermaler Differenzierungskomplex®, ,Nuklein-
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sauren” und ,Melanozyten® sind zu weiteren 35% am Gesamtpool aller identi-
fizierten Hautgene beteiligt. Letztendlich konnten 8% der Gene keiner Gen-
klasse zugeordnet werden, 2% waren nicht kodiert. Neben bereits bekannten
Genen (bekannt/bekannt; b/b) in der Gruppe der Top 100 konnte eine grof3e
Anzahl an Genen identifiziert werden, die zwar bekannt sind, aber noch nicht

mit der Haut in Verbindung gebracht wurden (14% bekannt/neu; b/n), oder
ganzlich neu entdeckte Gene darstellen (6% neu/neu; n/n) (Abb. 3B).
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Abb. 3 Umfassende bioinformatische Analyse hautspezifischer Gene mit héchs-
ter Prioritat. (A) Funktionelle Annotation von 687 hautspezifischen Genen (SAGSs).
EDC: Epidermaler Differenzierungskomplex (engl. epidermal differentiation complex).
Kategorien multipler funktioneller Klassen: Stoffwechsel (Aminosaure-Stoffwechsel,
Enzyme, Fettstoffwechsel, Membranregeneration/Reparatur, Stoffwechsel), Genex-
pression (Translation, Transkriptionsfaktoren), Signaling (Rezeptor, Signaling), Protein-
stoffwechsel/Trafficking (Chaperone, Protease/ Proteaseinhibitor, Proteinkinase/ Phos-
phatase, Proteinmodifikation, Proteintrafficking, Proteinumsatz), Nukleinsdurebin-
dung/Stoffwechsel (DNA-Bindung/Stoffwechsel, RNA-Bindung/Stoffwechsel), Trans-
port/Kanal (Kanal, Transporter, vesikulares Trafficking), Zellzyklus/Zellschicksal (Angio-
genese, Apoptose, Zellzyklus, Differenzierung, Wachstumsfaktor/Wachstumsfaktor-
Bindungsprotein, Hormon/Hormonbindung), Strukturell (Cytoskelett, Strukturell), Zellad-
hasion (Zelladhasion, Gap junction, Tight junction, Extrazelluldrmatrix), Abwehr (Che-
mokine/Chemokinrezeptor, Koagulation, Zytokin/Zytokinrezeptor, Immunantwort, ange-
borene Immunitat, Bakterizid), Unbekannt (Unbekannt, Plasmamembran). (B) Prozen-
tuale Verteilung der Top 100 hautspezifischen Gene: 80% bekannte Gene (b/b); 14%

bekannte, aber bisher nicht in der Haut beschriebene Gene (b/n); 6% bisher nicht un-
tersuchte Gene (n/n).
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5.3 Genexpressionsprofile hautspezifischer Gene

Die Top 100-Gene mit der hochsten relativen Expression in humaner Haut sind
in Tab. 8 gelistet. Mit einer Ratio von 55 ist Dermcidin (DCD) das am spezifisch-
sten in der Haut exprimierte Gen, gefolgt von Keratin 2A (KRT2A), welches mit
einer Ratio von 31 das am spezifischsten exprimierte der elf Keratin-Gene dar-
stellt. Auch zwei Mitglieder der Sekretoglobin-Gen-Familie, Secretoglobin,
family 2A, member 2 (SCGB2A2, auch bekannt als Mammaglobin 1) mit einer
Ratio von 30 (Rang 3) und Secretoglobin, family 1D, member 2 (SCGB1D2,
auch bekannt als Lipophilin B, Rang 19) sind hoch exprimiert, ebenso wie
Filaggrin family member 2 (FLG2; Rang 4) und Desmocollin 1 (DSC1; Rang 5).
Alle weiteren identifizierten Gene der Top 100-Liste liegen unterhalb einer Ratio
von 20. Neun der Top 10-Gene werden ausschliel3lich in der Haut (Kategorie
yotrukturell® (ST)) oder in anderen Haut-enthaltenden Organen, wie z.B.
Brustwarze, Penis, Vulva oder Osophagus (Kategorie ,Reproduktion‘ (RP))
exprimiert. SCGB2A2 stellt dabei eine Ausnahme dar, da es auch in der
Brustdruse exprimiert wird (Abb. 4 und Abb. 6). Einige der in normaler Haut
hoch exprimierten Gene sind dem Immunsystem zugeordnet. Die Liste der 687
SAGs beinhaltet 16 Gene, die fur Zytokine, Chemokine und ihre Rezeptoren
kodieren, davon vier in den Top 100 (Tab. 8): CCL27, IL-1F7/IL-37, IL-20RB
und TNFRSF19. Nach CCL27 ist Interleukin-37 (IL-37) dabei das Zytokin mit

der zweithdchsten hautspezifischen Expression.

Tab. 8 BIGE-Expressionsprofile der Top 100 (+GPR87) humanen haut-
assoziierten Gene (SAGs). Die Rangfolge zeigt die Ratio (= x-fache Anderung der
Expression) im Vergleich zu den Durchschnittswerten der restlichen 104 adulten
humanen Gewebe und Zelltypen im BIGE. Einteilung der Klassen (Kategorie): b/b =
bekannte haut-assoziierte Gene; b/n = bekannte Gene, die bisher nicht mit der Haut
assoziiert wurden; n/n = uncharakterisierte (neue) Gene. Fettgedruckte Gene sind
entweder Kontrollgene (DCD, KRT1) oder ausgewahlte und in dieser Arbeit naher
untersuchte Gene.

Rang Genbezeichnung Gen- RATIO Funktion Kategorie
symbol
1 Dermcidin DCD 55,00 Mikrobizid b/b
2 Keratin 2A KRT2A 31,15 Keratin b/b
Secretoglobin, family 2A,
3 member 2 SCGB2A2 30,61 Unbekannt b/b
4 Filaggrin family member 2  FLG2 29,55 Strukturell b/b
5 Desmocollin 1 DSC1 21,88 Strukturell b/b
6 Filaggrin FLG 18,61 Zytoskelett b/b
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10
11
12
13
14
15
16

17
18

19

20

21

22
23
24

25

26
27

28
29
30

31

32

33

34
35
36
37
38

39
40

41

42
43

44
45
46
47

Keratin 77

Late cornified envelope 2B
Loricrin

Late cornified envelope 1B
Desmoglein 1

Dermokine

Cystatin E/M

Desmocollin 3

Keratin 1

Mucin-like 1

Lectin, galactoside-binding,
soluble, 7 (galectin 7)
Keratin 10

Secretoglobin, family 1D,
member 2

Keratinocyte differentiation-
associated protein

Dopachrome tautomerase
WAP four-disulfide core
domain 5

Calmodulin-like 5

Keratin 14

Chemokine (C-C motif)
ligand 27

POU domain, class 2,
transcription factor 3

Plakophilin 1
Aspartic peptidase,
retroviral-like 1

Suprabasin

Zinc finger protein 750
Tyrosinase-related protein
1

Transmembrane protein
45A

Interleukin 1 family,
member 7 (zeta)

Pentaxin-related gene,
rapidly induced by IL-1 beta

GATA binding protein 3
Sciellin
Dystonin

Exophilin 5

G protein-coupled
receptor 115

Epiplakin 1
Cadherin-related family
member 1

Premature ovarian failure,
1B

Kallikrein 5
Arylacetamide deacetylase-
like 2

Stratifin
Desmoplakin
Claudin 1

KRT77
LCE2B
LOR
LCE1B
DSG1
DMKN
CST6
DSC3
KRT1
MUCL1

LGALS7
KRT10

SCGB1D2

KRTDAP

DCT

WFDC5
CALML5
KRT14

CCL27

POU2F3
PKP1

ASPRV1
SBSN
ZNF750

TYRP1

TMEMA45A

IL37

PTX3
GATA3
SCEL
DST
EXPH5

GPR115
EPPK1

CDHR1

POF1B
KLK5

AADACL2
SFN

DSP
CLDN1

18,53
17,87
17,65
16,28
14,77
14,37
14,17
12,82
12,38
12,35

12,07
12,06

11,97
11,18
10,38

10,36
9,81
9,73

9,65

9,26
9,12

9,12
8,97
8,74

8,74
8,72

8,62

8,44
8,38
8,01
7,74
7,62

7,54
7,49

7,43

7,35
7,34

7,32
7,26
7,23
7,19

Keratin

Strukturell

Strukturell

Strukturell

Tight junction

Signaling
Protease/Proteaseinhibitor
Tight junction

Keratin

Mikrobizid

Immunantwort
Keratin

Unbekannt

GF/GF-Bindungsprotein
Melaninbiosynthese/
Melanosom

Unbekannt

Strukturell

Keratin

Chemokin/Chemokinrezeptor

Transkriptionsfaktor

Zytoskelett

Protease/Proteaseinhibitor
Strukturell

Transkriptionsfaktor
Melaninbiosynthese/
Melanosom

Unbekannt

Zytokin/Zytokinrezeptor

Immunantwort
Transkriptionsfaktor
Strukturell

Tight junction
Vesikulares Trafficking

Rezeptor
Strukturell

Zelladhdsion

Strukturell
Protease/Proteaseinhibitor

Enzym
Signaling
Tight junction
Tight junction

b/b
b/b
b/b
b/b
b/b
b/b
b/b
b/b
b/b
b/n

b/b
b/b

b/n

b/b

b/b

n/n
b/b
b/b

b/b

b/b
b/b

b/b
b/b
b/b

b/b

n/n

b/n

b/b
b/b
b/b
b/b
n/n

b/n
b/b

b/n

b/b
b/b

n/n
b/b
b/b
b/b
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48
49
50

51

52

53

54
55
56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69
70
71

72

73

74
75
76

77
78

79
80
81
82

83

Lymphocyte antigen 6

complex, locus D
Trichohyalin
Keratin 80

PERP, TP53 apoptosis

effector

Serine proteinase
inhibitor, clade B,
member 7

Tripartite motif-containing

29
Family with sequence

similarity 83, member B
Interleukin 20 receptor beta

Corneodesmosin
Family with sequence

similarity 83, member C

Serine proteinase inhibitor,

clade B, member 5

Keratin 5
Kruppel-like factor 5
(intestinal)

Transkriptionsfaktor CP2-

like 2

Tumor necrosis factor

receptor superfamily,
member 19

Serine proteinase inhibitor,

clade A, member 12
Spectrin, beta, non-
erythrocytic 2

Transcription factor AP-2

alpha
SNF1-like kinase

SH3 domain containing ring

finger 2
LY6/PLAUR domain
containing 3

Now called lectin,

galactoside-binding-like
AHNAK nucleoprotein 2

Tenomodulin

Giant axonal neuropathy

(Gigaxonin)

Chromosome 5 open

reading frame 46

Keratin associated protein

2-2

Tumor protein p73-like

Keratin 15

ATPase, H+ transporting,

lysosomal 42kDa, V1
subunit C isoform 2

Xg blood group
Coagulation factor Il

(thrombin) receptor-like 1

Ly6/Neurotoxin 1
Keratin 23

Forkhead box N1
Epidermal retinal
dehydrogenase 2

LY6D
TCHH
KRT80

PERP

SERPINB7

TRIM29

FAM83B
IL20RB
CDSN

FAM83C

SERPINB5

KRT5

KLF5

GRHL1

TNFRSF19

SERPINA12

SPTBN2

TFAP2A

SIK1

SH3RF2

LYPD3

LGALSL
AHNAK2
TNMD

GAN

C5orf46

KRTAP2-2
TP63
KRT15

ATP6V1C2
XG

F2RL1

LYNX1
KRT23
FOXN1

SDR16C5

7,12
7,09
6,84

6,83

6,68
6,65

6,50
6,48
6,42

6,35
6,29
6,29
6,26

6,24

6,20

6,18
6,15
6,11
6,09
5,99
5,96

5,88
5,76
5,66

5,64
5,64

5,63
5,58
5,56

5,52
5,49

5,42
5,40
5,38
5,36

5,35

Tight junction b/b
Zytoskelett b/b
Keratin b/b
Tight junction b/b
Protease/

Proteaseinhibitor b/b
Transkriptionsfaktor b/b
Unbekannt n/n
Zytokin/Zytokinrezeptor b/b
Strukturell b/b
Unbekannt n/n
Protease/Proteaseinhibitor b/b
Keratin b/b
Transkriptionsfaktor b/b
Transkriptionsfaktor b/b
Zytokin/Zytokinrezeptor b/b
Protease/Proteaseinhibitor b/b
Protein Trafficking b/n
Transkriptionsfaktor b/b
Proteinmodifikation b/n
Signaling b/n
Zelladhasion b/b
Unbekannt n/n
Strukturell b/n
Stoffwechsel b/n
Proteinumsatz b/b
Unbekannt n/n
KRTAP b/b
Transkriptionsfaktor b/b
Keratin b/b
Transporter b/n
Unbekannt b/n
Koaggulation b/b
Signaling b/b
Signaling b/n
Transkriptionsfaktor b/b
Enzym b/b
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Chloride channel, calcium

84 activated, family member 2 CLCA2 5,35 Kanal b/b
BCL2/Adenovirus E1B
19kD interacting protein

85 like BNIPL 5,30 Apoptose b/n
Secreted LY6/PLAUR

86  domain containing 1 SLURP1 5,28 GF/GF-Bindungsprotein b/b

87  Annexin A8 ANXAS8 5,22 Signaling b/b

88 Keratin 17 KRT17 5,22 Keratin b/b

Transcription factor AP-2
gamma (activating
enhancer binding protein 2

89 gamma) TFAP2C 5,21 Transkriptionsfaktor b/b
Death associated protein-
90 like 1 DAPLA1 5,21 Apoptose b/b

Degenerative spermatocyte
homolog 1, lipid desaturase

91 (Drosophila) DEGS1 517 Fettstoffwechsel b/n

92  Syndecan 1 SDC1 5,09 Tight junction b/b

93 Cysteine-rich C-terminal 1 CRCT1 5,05 Strukturell b/b
Chromosome 1 open

94 reading frame 68 C1orf68 5,04 Unbekannt b/b
Epithelial splicing

95  regulatory protein 1 ESRP1 5,03 RNA-Bindung/Stoffwechsel b/b
Intermediate filament family

96 orphan 2 IFFO2 4,99 Zytoskelett n/n

97  Tuftelin 1 TUFT1 4,97 Zellzyklus b/b
Chromosome 19 open

98 reading frame 33 C190rf33 4,92 Apoptose b/n

99 Keratin 25 KRT25 4,88 Keratin b/b
S100 calcium binding

100 protein A2 S100A2 4,86 Signaling b/b
G protein-coupled

109 receptor 87 GPR87 4,55 Rezeptor b/n

Zur naheren Charakterisierung der Top 10 der hautspezifischen Gene wurden
deren relative Expressionsraten in allen 105 verschiedenen Organen und Ge-
weben grafisch dargestellt (Abb. 4). Hierbei wird deutlich, dass fur Dermcidin
(DCD) ebenso wie fur Keratin 2A (KRT2A), Secretoglobin 2A2 (SCGB2A2),
Keratin77 (KRT77), Late cornified envelope 2B (LCE2B) und Late cornified
envelope 1B (LCE1B) die hochsten relativen Expressionsraten in der Haut (Ge-
webekategorie ,Struktur® (ST)) zu verzeichnen sind, wahrend fur Filaggrin 2
(FLG2), Desmocollin 1 (DSC1), Filaggrin (FLG) und Loricrin (LOR) die relativen
Expressionsraten in der Haut nach den ebenfalls Haut enthaltenden Repro-
duktionsorganen (z.B. Vulva, Brustwarze, Penis; Kategorie ,Reproduktion®
(RP)) an zweiter Stelle stehen. Secretoglobin 2A2 (Abb. 4C) und Filaggrin (Abb.
4F) sind hingegen zu einem deutlich geringeren Anteil auch im Intestinum (IN)

vertreten.
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Abb. 4 BIGE-Expressionsprofile ausgewahlter humaner hautspezifischer Gene.
Affymetrix® GeneChip-Daten fiir die Top 10 SAGs als Mittelwerte der normalisierten
Durchschnittsintensitdt + Standardabweichung (y-Achse), aufgetragen gegen die
korrespondierenden Proben von 105 humanen Gewebe- und Zelltypen, angeordnet
nach Annotation (x-Achse). (A) Dermcidin (DCD), (B) Keratin 2A (KRT2A), (C)
Secretoglobin 2A2 (SCGB2A2), (D) Filaggrin 2 (FLG2), (E) Desmocollin 1 (DSC1), (F)
Filaggrin (FLG), (G) Keratin 77 (KRT77), (H) Late cornified envelope 2B (LCE2B), (l)
Loricrin (LOR), (J) Late cornified envelope 1B (LCE1B). Sternchen (*) markiert Haut.
RE: Relative Einheiten.
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Fur die im nachsten Kapitel naher charakterisierten neuen hautspezifischen
Gene wurde, analog zu den zuvor beschriebenen Top 10-Genen, ebenfalls
deren relative Expression in allen Organen und Geweben des BIGE grafisch
dargestellt (Abb. 5). Die Gene wurden drei Kontrollgenen, Aldolase B (ALDOB),
Dermcidin (DCD) und Keratin 1 (KRT1) gegenubergestellt: ALDOB wird in der
Haut nicht exprimiert und diente als Negativkontrolle, wahrend DCD und KRT1
als Positivkontrollen fur die Haut eingesetzt wurden (Abb. 5B; siehe auch Abb.
4A).

Hier wird deutlich, dass fur CDHR1 die hochste relative Expressionsrate in der
Haut zu verzeichnen ist (Abb. 5H), wahrend fur die Positivkontrolle KRT1 (Abb.
5C) ebenso wie fir WFDC5, TMEM45A, GPR115 und SERPINB7 die relativen
Expressionsraten in der Haut nach den ebenfalls Haut enthaltenden Repro-
duktionsorganen an zweiter Stelle stehen. C5o0rf46 (Abb. 5J) und GPR87 (Abb.
5K) sind hingegen in erheblichem Mal}e auch im Intestinum vertreten, MUCL1
zusatzlich noch in der Kategorie ,Immunsystem® (Abb. 5D).

Wie zu erwarten, zeigte ALDOB (Abb. 5A) als Negativkontrolle keine Expres-
sion in Haut oder Haut enthaltenden Reproduktionsorganen.
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Abb. 5 BIGE-Expressionsprofile von drei
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Kontroligenen (A-C) und acht

ausgewihlten humanen hautspezifischen Genen (D-K). Affymetrix® GeneChip-
Daten als Mittelwerte der normalisierten Durchschnittsintensitat + Standardabweichung
(y-Achse), aufgetragen gegen die korrespondierenden Proben von 105 humanen
Gewebe- und Zelltypen, angeordnet nach Annotation (x-Achse). (A) Aldolase B
(ALDOB), (B) Dermcidin (DCD), (C) Keratin 1 (KRT1), (D) Mucin-like 1 (MUCL1), (E)
WAP four disulfide core domain 5 (WFDCS5), (F) Transmembranprotein 45A
(TMEMA45A), (G) G-Protein-gekoppelter Rezeptor 115 (GPR115), (H) Cadherin-related
family member 1 (CDHR1), () Serpin peptidase inhibitor, clade B, member 7
(SERPINB7), (J) Chromosome 5 open reading frame 46 (C5orf46), (K) G-Protein-
gekoppelter Rezeptor 87 (GPR87). Sternchen (*) markiert Haut. RE: Relative Einheiten.
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In einer weiteren Untersuchung wurden die Gene jeweils denjenigen zehn wich-
tigsten Geweben bzw. Zelltypen zugeordnet, in denen die hochsten Expres-
sionsraten zu verzeichnen waren (Abb. 6). Gezeigt werden die aus Abb. 5
bekannten Kontroligene ALDOB, DCD und KRT1, ebenso wie weitere Gene
aus der Top 10 Liste, sowie sieben der ausgewahlten und in Folge naher be-
schriebenen neuen Hautgene. Analog zu den in Abb. 5 beschriebenen Ergeb-
nissen ist die relative Expressionsrate fur DCD in der Haut am hochsten, gefolgt
von Brustwarze, Penis und Vulva (also Haut enthaltenden Reproduktions-
organen), wahrend sich fur KRT1 die Haut nach Vulva, Penis und Brustwarze
auf Rang 4 befindet.

FUr die zehn am hochsten exprimierten Gene aus der Liste [Keratin 2A
(KRT2A), Secretoglobin 2A2 (SCGB2A2), Filaggrin 2 (FLG2), Desmocollin 1
(DSC1), Filaggrin (FLG), Keratin 77 (KRT77), Late cornified envelope 2B
(LCEZ2B), Loricrin (LOR) und Late cornified envelope 1B (LCE1B)] sind die
Expressionsraten in der Haut am hochsten, gefolgt von unterschiedlichen Haut
enthaltenden Reproduktionsorganen. Auch die neuen Hautgene WFDCS,
TMEM45A, GPR115, CDHR1 und SERPINB7 werden hauptsachlich in Haut
oder Haut enthaltenden Organen exprimiert, wahrend die Gene MUCL1 und
Cb5orf46 vor der Haut auf Rang 3 auch in der Speicheldrise exprimiert werden.
MUCL1 wird vor allem in aktivierten Monozyten exprimiert (siehe auch Abb.
5D).
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ALDOB DCD

R. Gewebe Expre. R. Gewebe Expre.
1 Nierenrinde 10985 1 Haut 6351
2 Leber 10696 2 Brustwarze 799
3 Niere 8106 3 Penis 395
4 Nierenmark 6266 4 Vulva 83
5 Fetale Leber 4376 5 Jejunum 70
6 Dinndarm 3594 6 Monozyten (ruhend) 67
7 Aorta 1631 7 Monozyten (aktiviert) 64
8 Jejunum 1088 8 Fetale Leber 64
9 Magenfundus 615 9 Skelettmuskeln 57
10 Prostata 460 10 Niere 56
KRT2A SCGB2A2

R. Gewebe Expre. R. Gewebe Expre.
1 Haut 5351 1 Haut 1291
2 Brustwarze 3724 2 Brustdrise 1089
3 Penis 2042 3 Superior lingualis 270
4 Vulva 1437 4 Brustwarze 251
5 Vagina 731 5 Rachenschleimhaut 142
6 Zunge 128 6 Osophagus 68
7 Mundschleimhaut 93 7 Penis 57
8 B-Zellen (ruhend) 91 8 Speicheldrise 51
9 Zunge/Meckelknorpel 91 9 Zunge 38
10 Tonsille 85 10 Harnréhre 24
FLG KRT77

R. Gewebe Expre. R. Gewebe Expre.
1 Penis 2491 1 Haut 1098
2 Vulva 2276 2 Brustwarze 1097
3 Haut 1861 3 Vulva 123
4 Brustwarze 1091 4 Penis 116
5 Korperfett 623 5 Stria medullaris 55
6 Mundschleimhaut 313 6 Karperfett 52
7 Osophagus 186 7 Thymusdriise 51
8 Rachenschleimhaut 126 8 B-Zellen (ruhend) 51
9 Zunge 81 9 Monozyten (aktiviert) 46
10 Zunge/Meckelknorpel 81 10 T-Zellen (ruhend) 45
LCE1B MUCL1

R. Gewebe Expre. R. Gewebe Expre.
1 Haut 958 1 Monozyten (aktiviert) 2536
2 Penis 700 2 Speicheldrise 2178
3 Brustwarze 47 3 Haut 2088
4 Vulva 127 4 Brustwarze 1959
5 B-Zellen (ruhend) 51 5 Brustdriise 698
6 Hohlvene 50 6 Korperfett 288
7 Vermis cerebell 50 7 Vulva 212
8 Monozyten (aktiviert) 49 8 PBMC (aktiviert) 162
9 Stria medullaris 47 9 Bronchus 162
10 Cerebellum 46 10 Trachea 137
GPR115 CDHR1

R. Gewebe Expre. R. Gewebe Expre.
1 Penis 86 1 Haut 464
2 Haut 70 2 Brustwarze 220
3 Vulva 39 3 Colon 163
4 Osophagus 24 4 Nucleus accumbens 141
5 Rachenschleimhaut 23 5 Putamen 132
6 Mundschleimhaut 20 6 Vulva 121
7 Brustwarze 18 7 Penis 111
8 Vagina 16 8 Pons 10
9 Zunge/Meckelknorpel 12 9 Mundschleimhaut 104
10 Zervix 10 10 Mittelhirn 81

KRT1

R. Gewebe Expre.
1 Vulva 13339
2 Penis 13036
3 Brustwarze 11223
4 Haut 7683
5 Mundschleimhaut 3470
6 Korperfett 3242
7 Vagina 2544
8 Zunge 1216
9 Uterus 706
10 Zunge/Meckelknorpel 564
FLG2

R. Gewebe Expre.
1 Penis 2978
2 Haut 2893
3 Vulva 1606
4 Brustwarze 1114
5 Korperfett 200
6 Zunge 25
7 Zunge/Meckelknorpel 17
8 Ventrales Tegmentum 15
9 Stria medullaris 15
10 Monozyten (ruhend) 15
LCE2B

R. Gewebe Expre.
1 Haut 817
2 Penis 556
3 Brustwarze 331
4 Vulva 78
5 Monozyten (runend) 43
6 T-Zellen (aktiviert) 43
7 B-Zellen (ruhend) 40
8 T-Zellen (ruhend) 38
9 Hohlvene 35
10 Monozyten (akfiviert) 35
WFDC5

R. Gewebe Expre.
1 Penis 539
2 Haut 472
3 Vulva 411
4 Brustwarze 394
5 Korperfett 162
6 Mundschleimhaut 57
7 Tonsille 50
8 Zunge/Meckelknorpel 44
9 Rachenschleimhaut 44
10 Superior lingualis 38
SERPINB7

R. Gewebe Expre.
1 Penis 621
2 Haut 354
3 Monozyten (aktiviert) 350
4 Vulva 21
5 Brustwarze 176
6 Zunge 87
7 Mundschleimhaut 78
8 Tonsille 77
9 Zunge/Meckelknorpel 75
10 Superior lingualis 65

DSC1

R. Gewebe Expre.
1 Penis 1907
2 Haut 1848
3 Brustwarze 1267
4 Vulva 1113
5 Herzvorhof 266
6 Korperfett 21
7 CD8+ T-Zellen 98
8 Hohlvene 48
9 Herz 44
10 T-Zellen (ruhend) 43
LOR

R. Gewebe Expre.
1 Vulva 5800
2 Brustwarze 4967
3 Haut 4488
4 Penis 4339
5 Korperfett 925
6 Zunge 248
7 Vagina 181
8 Mundschleimhaut 164
9 T-Zellen (ruhend) 78
10 Pankreas 77
TMEM45A

R. Gewebe Expre.
1 Vulva 3673
2 Penis 3640
3 Brustwarze 1685
4 Haut 1635
5 Korperfett 1031
6 Perikard 5560
7 Vagina 474
8 Zunge/Meckelknorpel 335
9 Zervix 264
10 Zunge 260
C5orf46

R. Gewebe Expre.
1 Speicheldriise 1588
2 Penis 1108
3 Haut 467
4 Brustwarze 303
5 Vulva 295
6 Aorta 193
7 Stammvene 167
8 Koronararterie 139
9 Hoden 128
10 Korperfett 13
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Abb. 6 Top 10 Gewebe oder Zelltypen mit den héchsten SAG-Expressionsraten.
Aufgenommen wurden die Kontrollgene (ALDOB, DCD, KRT1) bzw. Top 10 Gene so-
wie die ausgewahlten hautspezifischen Gene aus der Top 100-Liste nach Rang.

R. = Rang; Expre. = Expression

5.4 Charakterisierung ausgewahlter hautspezifischer Gene

Fur weiterfuhrende Untersuchungen wurden, wie bereits im vorherigen Kapitel
erwahnt, acht wenig charakterisierte hautspezifische Gene ausgewahlt, denen
eine potenzielle diagnostische und/oder therapeutische Relevanz zugerechnet
werden kann. Die relativen Expressionsraten dieser Kandidaten in der Haut ge-
genuber der Expression in allen anderen Organen liegen bei Ratios zwischen
4,6 fur den G-Protein-gekoppelten Rezeptor 87 (GPR87; Rang 109) und 12,4
fur Mucin-like 1 (MUCL1; Rang 16) (Tab. 8). Vier der Gene, d.h. MUCLA1,
WFDCS5 (Rang 22), SERPINB7 (Rang 52) und C5o0rf46 (Rang 73), kodieren fur
Proteine mit N-terminalen Signalsequenzen, wahrend die restlichen vier Gene,
d.h. TMEM45A (Rang 32), GPR115 (Rang 39), CDHR1 (Rang 41) und GPR87
(Rang 109) aufgrund ihrer Bezeichnung bzw. Funktion (Tab. 8) Membran-
assoziiert sind.

Mit Hilfe der quantitativen PCR konnte sowonhl fur die acht ausgewahlten sowie
fur zwei etablierte Hautmarker (DCD (Rang 1) und KRT1 (Rang 15)) eine
spezifische Expression in elf unabhangigen normalen humanen Hautproben
gegenuber anderen Organen gezeigt und somit die Validitat und Qualitat der
DNA-Microarray-Analysen nachgewiesen werden (Abb. 7). Daruber hinaus
zeigt das als Negativkontrolle genutzte Gen Aldolase B (ALDOB) eine
spezifische Expression in Niere und Leber, sowie keine Expression in Milz,
Gehirn und insbesondere in der Haut (Abb. 7A).
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Abb. 7 Semi-quantitative PCR kaum charakterisierter hautspezifischer Gene und
Kontrollgene (Gesamt-RNA aus gesunder Haut). Expression ausgewahlter SAGs
sowie von Kontrollgenen (A-C) in gesunder Haut (jeweils Durchschnittswerte von elf
unabhangigen Proben) und gepoolter Gesamt-RNA jeweils aus Milz, Niere, Gehirn und
Leber. (A) Aldolase B (ALDOB), (B) Dermcidin (DCD), (C) Keratin1 (KRT1), (D) Mucin-
like 1 (MUCL1), (E) WAP four disulfide core domain 5 (WFDC5), (F)
Transmembranprotein 45A (TMEMA45A), (G) G-Protein-gekoppelter Rezeptor 115
(GPR115), (H) Cadherin-related family member 1 (CDHR1), () Serpin peptidase
inhibitor, clade B, member 7 (SERPINB7), (J) Chromosome 5 open reading frame 46
(C50rf46), (K) G-Protein-gekoppelter Rezeptor 87 (GPR87). Werte relativ zum
Kontrollgen (18S rRNA). Daten zeigen Mittelwerte + Standardfehler. RE: Relative
Einheiten.
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Zusatzlich wurde mit Hilfe der quantitativen RT-PCR die Expression der acht

ausgewahlten Gene in strukturellen Zellen der Haut untersucht (Abb. 8). So
wurden GPR87, GPR115, SERPINB7 und WFDC5 ausschlieRlich durch
Keratinozyten (PHKSs) exprimiert. TMEM45A wurde daruber hinaus auch durch

Fibroblasten und Endothelzellen exprimiert, CDHR1 hingegen in Keratinozyten
und PBMCs. DCD, C5orf46 und MUCL1 wurden in den getesteten Hautzellen
nicht exprimiert. Auch KRT1 wurde nur auf niedrigem Niveau in Keratinozyten

exprimiert, wahrend die Negativkontrolle ALDOB in den untersuchten Zelltypen

nicht detektiert we

rden konnte.
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Abb. 8 Semi-quantitative RT-PCR kaum charakterisierter hautspezifischer Gene
und Kontrollgene (Zelllinien aus humaner Haut). Expression ausgewahlter SAGs
sowie von Kontroligenen (A-C) in epidermalen Keratinozyten (n=9), dermalen
Fibroblasten (n=7), peripheren mononuklearen Blutzellen (PBMCs) (n=3) und dermalen
Endothelzellen (n=2). (A) Aldolase B (ALDOB), (B) Dermcidin (DCD), (C) Keratin1
(KRT1), (D) Mucin-like 1 (MUCL1), (E) WAP four disulfide core domain 5 (WFDCS), (F)
Transmembranprotein 45A (TMEMA45A), (G) G-Protein-gekoppelter Rezeptor 115
(GPR115), (H) Cadherin-related family member 1 (CDHR1), (I) Serpin peptidase
inhibitor, clade B, member 7 (SERPINB7), (J) Chromosome 5 open reading frame 46
(C50rf46), (K) G-Protein-gekoppelter Rezeptor 87 (GPR87). Werte relativ zum
Kontrollgen (18S rRNA). Daten zeigen Mittelwerte + Standardfehler. RE: Relative

Einheiten.

In einem nachsten Schritt wurde die Expression von WFDC5, TMEM45A und
GPR115 auf Proteinebene durch Immunohistochemie in gesunden Haut-
schnitten bestatigt (Abb. 9). Die Farbung von WFDC5 zeigte eine deutliche Lo-
kalisation im Cytoplasma von Keratinozyten im gesamten Stratum basale (SB),
Stratum spinosum (SS) und Stratum granulosum (SG) der Epidermis. Im
Stratum corneum (SC) blieb die Expression auf die duferste Schicht be-
schrankt. Daruber hinaus zeigte sich eine zusatzliche Anfarbung von Endothel-
zellen der kleinen GefalRe in der Dermis (Abb. 9A). Auch TMEM45A wurde in
der Epidermis exprimiert und zeigte einen Intensitatsanstieg vom SB zum SC
(Abb. 9D). TMEM45A konnte ebenso in dermalen Fibroblasten detektiert
werden. Dieses Ergebnis deckt sich mit der Beobachtung auf Genexpressions-
ebene (Abb. 8F). GPR115 zeigte eine schwache Expression im SB und eine
deutliche Expression sowohl im SG als auch SC.

Die Keratinozyten-spezifische Expression auf Proteinebene wurde letztendlich
fur alle drei Gene mittels Western Blot-Analysen bestatigt. Lysate primarer epi-
dermaler Keratinozyten zeigten Banden fur WFDCS (13 kDa), TMEM45A (32
kDa) und GPR115 (77 kDa). B-Aktin wurde jeweils als Positivkontrolle einge-
setzt (Abb. 9C, F, I).
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Abb. 9 Lokalisation und Proteinexpression kaum charakterisierter hautspezifi-
scher Gene in gesunder humaner Haut. Konsekutive Schnitte (Formalin-Fixierung,
Paraffineinbettung) gesunder humaner Haut wurden mit spezifischen Antikérpern,
gerichtet gegen (A) WFDCS5, (D) TMEM45A und (G) GPR115 bzw. Isotypkontrolle
HRP-konjugierter Antikérper (B, E, H), sowie mit DAPI (Kernfarbung; blau) geférbt.
Proteinexpression in Lysaten primarer epidermaler Keratinozyten mittels Western Blot
fur (C) WFDC5, (F) TMEM45A, (I) GPR115 und B-Aktin (Kontrolle). Immunfluores-
zenzmikroskopische Aufnahmen sind 400-fach vergréRert dargestellit.

Um die funktionelle Regulation der ausgewahlten SAGs auf zellularer Ebene
naher zu untersuchen, wurden primare humane Keratinozyten in vitro mit einer
Reihe dermatologisch relevanter Mediatoren stimuliert, darunter GM-CSF, TNF-
of/IL-1B, IFN-y, IL-4, IL-13, IL-31, IL-17 und IL-22. Quantitative RT-PCR-Unter-

suchungen zeigten spezifische Regulationsmuster flir die meisten der unter-
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suchten SAGs (Abb. 10). Da C5orf46 in primaren Keratinozyten keine Expres-
sion zeigte (Abb. 8J), wurde dieses Gen von obiger Analyse ausgeschlossen.
MUCL1 wurde durch IL-31 signifikant supprimiert (Abb 10A). WFDC5 zeigte
eine deutliche und signifikante Induktion durch TNF-a/IL1-B (Abb. 10B). Die
Expression von TMEM45A wurde durch IFN-y ebenso wie von IL-31 signifikant
supprimiert (Abb. 10C), wahrend die Expression von GPR115 vor allem durch
TNF-a/IL1-B, IFN-y, IL-4, IL-13 und IL-31 gemindert wurde (Abb. 10D). Die
CDHR1-Expression wurde durch IFN-y supprimiert, wahrend eine deutliche In-
duktion durch IL-31 und IL-22 beobachtet werden konnte (Abb. 10E). Die
Expression von SERPINB7 wurde in deutlichem MalRe durch IFN-yund IL-4
positiv beeinflusst (Abb. 10F). GPR87 hingegen wurde vor allem durch IL-4 und
IL-22 induziert, wahrend die TNF-a/IL1-B-Stimulation eine signifikante Suppres-
sion zur Folge hatte (Abb. 10G).
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Abb. 10 In vitro-Regulation kaum charakterisierter hautspezifischer Gene in
primdaren humanen Keratinozyten. Regulation ausgewahlter, Keratinozyten-
spezifisch exprimierter SAGs durch GM-CSF (50 ng/ml), TNF-a (10 ng/ml) + IL-18 (5
ng/ml), IFN-y (50 ng/ml), IL-4 (50 ng/ml), IL-13 (100 ng/ml), IL-31 (10 ng/ml), IL-17 (50
ng/ml), IL-22 (50 ng/ml) oder Medium-Kontrollen. Analysen erfolgten mittels semi-
quantitativer PCR nach Inkubation tUber 24 h. (A) Mucin-like 1 (MUCL1), (B) WAP four
disulfide core domain 5 (WFDC5), (C) Transmembranprotein 45A (TMEMA45A), (D) G-
Protein-gekoppelter Rezeptor 115 (GPR115), (E) Cadherin-related family member 1
(CDHR1), (F) Serpin peptidase inhibitor, clade B, member 7 (SERPINB7), (G) G-
Protein-gekoppelter Rezeptor 87 (GPR87). Die Expression von Chromosome 5 open
reading frame 46 (C50rf46) wurde in Keratinozyten nicht detektiert. Expression relativ
zum Kontrollgen (18S rRNA). Daten zeigen Mittelwerte + Standardfehler. *p<0,05,
**p<0,01 (Student’s t-test). RE: Relative Einheiten.



Ergebnisse 54

Um festzustellen, ob die ausgewahlten SAGs als krankheitsspezifische Marker
dienen konnen, wurden Expressionsanalysen in gesunder Haut (GH) und
verschiedenen Hautkrankheiten durchgefuhrt, darunter Psoriasis vulgaris (PV),
atopische Dermatitis (AD), Prurigo nodularis (PN), Lupus erythematodes (LE),
Lichen planus (LP), Basalzellkarzinom (BCC), aktinische Keratose (AK) und
Plattenepithelkarzinom (SCC) (Abb. 11).

MUCL1 wurde dabei im Lupus erythematodes signifikant induziert (Abb. 11A),
wahrend WFDCS5 in Psoriasis vulgaris signifikant induziert wurde, gefolgt von
aktinischer Keratose und atopischer Dermatitis (Abb. 11B). TMEM45A zeigte
durch signifikante Hochregulation ebenfalls Assoziationen zu Psoriasis vulgaris
und aktinischer Keratose (Abb. 11C). GPR115 zeigte eine signifikante Induktion
in entzindlichen Hauterkrankungen wie der Psoriasis vulgaris und der atopi-
schen Dermatitis, sowie eine signifikante Suppression im Plattenepithelkar-
zinom (Abb. 11D). Der zweite G-Protein-gekoppelte Rezeptor, GPR87, wurde
hingegen in Psoriasis vulgaris und aktinischer Keratose Uberexprimiert (Abb.
11H). Fur den Proteinaseinhibitor SERPINB7 zeigte sich eine signifikante Sup-
pression bei Psoriasis vulgaris und Plattenepithelkarzinom (Abb. 11F), C50rf46
wurde in Psoriasis vulgaris und atopischer Dermatitis signifikant herunter-
reguliert (Abb. 11G). Fur CDHR1 zeigte sich bei jeder der untersuchten Hauter-
krankungen eine signifikante Suppression, mit Ausnahme von Prurigo nodularis
(Abb. 11E).
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Abb. 11 Semi-quantitative PCR kaum charakterisierter hautspezifischer Gene von
gesunder Haut vs. Hautkrankheiten. Expression ausgewahlter SAGs in gesunder
Haut (GH) sowie Psoriasis vulgaris (PV), Atopische Dermatitis (AD), Prurigo nodularis
(PN), Lupus erythematodes (LE), Lichen planus (LP), Basalzellkarzinom (BCC),
Aktinische Keratose (AK) und Plattenepithelkarzinom (SCC). (A) Mucin-like 1 (MUCL1),
(B) WAP four disulfide core domain 5 (WFDC5), (C) Transmembranprotein 45A
(TMEMA45A), (D) G-Protein-gekoppelter Rezeptor 115 (GPR115), (E) Cadherin-related
family member 1 (CDHR1), (F) Serpin peptidase inhibitor, clade B, member 7
(SERPINB7), (G) Chromosome 5 open reading frame 46 (C50rf46), (H) G-Protein-
gekoppelter Rezeptor 87 (GPR87). Expression relativ zum Kontrollgen (18S rRNA).
Daten zeigen Mittelwerte + Standardfehler. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (Mann-
Whitney-U test). RE: Relative Einheiten.
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6 Diskussion

Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit wurde ein genomweiter Microarray-
Datensatz, der sogenannte Body Index of Gene Expression (BIGE), analysiert,
um solche Gene zu identifizieren, die hochste gewebespezifische Expression
im Organ Haut aufweisen. Hierbei wurden 687 Gene identifiziert, die gegenuber
allen anderen Geweben eine = 2,0-fach hohere Expression aufweisen und als
haut-spezifische Gene, Skin Associated Genes (SAGs), definiert wurden. Eine
genaue Analyse dieser 687 SAGs zeigt, dass etwa 20% bis dato weitestgehend
unbekannt waren. Bioinformatische Analysen zeigen ferner auf, dass eine Viel-
zahl an haut-spezifischen Genen identifiziert wurde, deren Funktion sowohl mit
der kutanen Hautbarriere als auch dem angeborenen oder erworbenen Immun-
system assoziiert ist. Dabei zeigte sich, dass die Expression vieler SAGs nicht
auf die Haut beschrankt ist, sondern ebenfalls hohe Expressionsraten in Brust-
warze, Penis, Vulva oder dem Osophagus detektiert werden konnten. Einzelne
Gene besitzen gemeinsame Expressionsmuster, die sehr wahrscheinlich auf
ein konserviertes Genexpressionsprogramm in diesen Barriereorganen hindeu-
ten. Abweichende Expressionsraten bestimmter SAGs in verschiedenen Proben
bzw. Barriereorganen konnten sich aber auch durch qualitative Unterschiede in
diversen Arealen des Integuments wie etwa Haut, Brustwarze oder Penis
erklaren, je nachdem, ob Haarfollikel, Schweil3drisen oder deutlich verhornte
epidermale Schichten vorhanden sind. Mit Hilfe der DAVID-Analyse konnten die
detektierten SAGs zu 45% den vier grolen Genklassen in der Datenbank
(Metabolismus, Genexpression, Signaliibertragung und Proteinmetabolismus/-
Trafficking) zugeordnet werden. Dies zeigt deutlich, dass selbst normale Haut
ein hochaktives Gewebe darstellt, wahrend andere funktionelle Klassen die
Barrierefunktion der Haut widerspiegeln. Viele der Zelladhasionsgene kodieren
fur Desmosomen- und Tight junction-Komponenten (Franke, 2009), die mit
Zytoskelettfilamenten assoziiert sind. Diese wiederum bilden die verhornte
schuppenartige Zellschicht der humanen Haut. Eine gro3e Zahl an Genen, die
im humanen Genlokus 1921, dem sogenannten Epidermis-Differenzierungs-
komplex-Lokus geclustert sind, kodieren fur Komponenten der verhornten
Zellhdlle und Intermediarfilament-assoziierte sowie Kalzium-bindende Proteine
(Mischke et al., 1996; Volz et al., 1993). Wahrend also viele Gene eine Rolle in

der Barrierefunktion der Haut spielen, sind andere an diversen Hautfunktions-
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storungen beteiligt (Hoffjan and Stemmler, 2007). Vor allem die Hautbarriere ist
deshalb von zentraler Bedeutung, da sie den Korper vor Wasserverlust schatzt
und zusatzlich verhindert, dass Bakterien, Viren oder andere unerwunschte
Stoffe in die Haut eindringen.

Auffallig ist, dass die Expression vieler bekannter SAGs auf die Haarfollikel be-
schrankt ist. Andere Arbeitsgruppen haben die Genexpression in den Haarfolli-
keln mittels Lasermikrodissektion (LCM) untersucht, allerdings wurden Genom-
weite Microarrays wie in dieser Arbeit bisher nicht verwendet (Kim et al., 2006;
Ohyama et al., 2006). Ohyama et al. beschreiben, dass eine grof3e Zahl an
Genen in der Wulstregion des Haarfollikels exprimiert wird (Ohyama et al.,
2006). Die ungewdhnlich hohe Anzahl an Genen, die fur metabole Enzyme ko-
dieren, kann moglicherweise durch die Anwesenheit von Talgdrusen erklart
werden, die Lipid-reiches Sebum sekretieren. Mehrere der identifizierten Gene,
darunter SCGB2A2 (Rang 3) und CST6 (Rang 13), wurden in den Schweil3-
drusen lokalisiert (Sjodin et al., 2003; Zeeuwen et al., 2009).

Desweiteren konnten 37 Gene identifiziert werden, die mit Abwehrmecha-
nismen der Haut assoziiert sind. Darunter fanden sich viele Gene, die zuvor mit
angeborenen oder adaptiven Immunantworten in Zusammenhang gebracht
wurden, sowie mehrere Gene, die fur antimikrobielle Peptide (AMPs) kodieren.
Die Expression dieser Gene in normaler Haut suggeriert eine sehr aktive Kon-
trolle des Mikrobioms, die in gesunder Haut daflr zustandig ist, bakterielle,

virale oder Pilz-bedingte Infektionen zu verhindern.

Das am starksten exprimierte hautspezifische Gen, Dermcidin (DCD) (Ratio 55;
Rang 1), ist ein gut charakterisiertes antimikrobielles Peptid, das durch ekkrine
Schweil3drisen produziert wird (Schittek et al., 2001). Es reduziert die Gefahr
von Hautinfektionen in den ersten Stunden nach einer bakteriellen Kolonisie-
rung und bekampft effektiv Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Staphylo-
coccus aureus und Candida albicans. Zusatzlich ist DCD auch proteolytisch
aktiv (Lee Motoyama et al., 2007). Das DCD-Gen kodiert dabei fur ein multi-
funktionelles Vorlaufer-Protein, das entweder in ein antimikrobiell aktives C-ter-
minales, aus relativ wenigen Aminosauren bestehendes Peptid gespalten wird,
oder in ein N-terminales Peptid, das als pleiotroper |0slicher Faktor agiert und
mit ZellUberleben und Kachexie in Verbindung gebracht wird. Lediglich das C-
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terminale Peptidfragment wird dabei in den humanen Schweil} sekretiert und
als DCD-1 bezeichnet (Stewart et al., 2008).

Das am zweithaufigsten exprimierte Gen in der Haut, Keratin 2A (KRT2A)
(Ratio 31; Rang 2), ist das am hochsten exprimierte der elf Keratin-Gene in der
Top 100-Liste. Keratine sind Strukturproteine, die an der Bildung von Interme-
diarfilamenten beteiligt sind und der Zelle Stabilitat und Form verleihen. Keratin
kommt beim Menschen sowohl in der Epidermis als auch in Haaren und Nageln
vor. Eine kurzlich veroffentlichte Untersuchung zeigt dabei eine neue Funktion
fur das Protein Keratin an und unterstreicht neben der hier beobachteten hohen
Expressionsrate seine Wichtigkeit fur die menschliche Haut: Keratin-Fasern
sorgen dafur, dass sich die Haut bei Wasseraufnahme ausdehnen kann, aber
nach Trocknung auch die Moglichkeit besteht, sich wieder zusammenzuziehen.
Gabe es diese einer Spiralfeder ahnelnden Eigenschaft der Haut nicht, wirde
sie sich nach langerem Wasserkontakt nicht mehr zusammenziehen kdnnen
(Evans and Roth, 2014). Besonders anschaulich ist dieser Prozess an den
temporar faltigen und aufgequollenen Fingerkuppen wahrend des Badens
(Evans and Roth, 2014).

Transkripte der Proteine Filaggrin 2 (FLGZ2) (Ratio 29; Rang 4) (Wu et al., 2009)
und Desmocollin 1 (DSC1) (Ratio 21; Rang 5), ein desmosomales Cadherin,
sind in der Haut ebenfalls hoch angereichert. Beide Gene sind fur die Formation
der oben beschriebenen Hautbarriere notwendig (Garrod et al., 2002; Wu et al.,
2009).

Zwei Mitglieder der Sekretoglobin-Gen-Familie, Sekretoglobin Family 2A
Member 2 (SCGB2A2, Ratio 30; Rang 3), auch bekannt als Mammaglobin 1,
und Sekretoglobin Family 1D Member 2 (SCGB1D2, Ratio 12; Rang 19), auch
bekannt als Lipophilin B, werden in der Haut ebenfalls stark exprimiert. In der
Brustdrise wurde die spezifische Expression beider Sekretoglobine zum ersten
Mal vor mehr als zehn Jahren beschrieben. Die Proteine wurden daraufhin als
spezifische Biomarker des Mammakarzinoms propagiert, wahrend ihre starke
Expression in der Haut unbekannt blieb (Carter et al., 2002; Culleton et al.,
2007; Li et al.,, 2011; Sjodin et al., 2003; Sjodin et al., 2008; Watson and
Fleming, 1996).
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Auch die Effekte von Hauterkrankungen auf die Serumspiegel von SCGB2A2
und SCGB1D2 sind bisher kaum untersucht worden (Gargano et al., 2006;
Zafrakas et al., 2006). Wahrend die Funktion dieser beiden Sekretoglobine in
gesunden Geweben unklar bleibt, wirken andere Mitglieder der Familie, wie
etwa das Uteroglobin, anti-inflammatorisch (Mukherjee et al., 2007; Ray et al.,
2005; Yoon et al., 2010). Auffallig ist, dass SCGB1D2 auf hohem Niveau auch
in der Tranenflussigkeit exprimiert wird (Remington et al., 2008; Stoeckelhuber
et al., 2006). Dies konnte auf eine protektive Wirkung entweder bei der Immun-
abwehr oder als Barriereprotein hindeuten (Remington et al., 2008). SCGB2A2
besitzt ahnliche BIGE-Expressionsprofile wie das oben beschriebene DCD mit
hoher Expression in der Haut, aber relativ niedrige Expressionsraten in anderen
Korperarealen. Da die Expression beider Gene auf ekkrine Schweil3drisen be-
schrankt ist, deuten diese Daten moglicherweise auf die signifikanten Unter-
schiede bezlglich Vorkommen und Aufbau der Schweil3drisen in unterschied-
lichen Korperarealen hin, namlich einer flachigen Verteilung ekkriner Schweil3-
drisen gegenuber einer begrenzten, ortsspezifischen Verteilung apokriner
Drusen.

CCL27 (Rang 25) ist das am hochsten exprimierte immun-assoziierte Gen, das
bisher identifiziert wurde. Es handelt sich dabei um ein hautspezifisches
Chemokin, das durch epidermale basale Keratinozyten exprimiert wird und
spezifische T-Zellen anlockt, die kutane Lymphozytenantigene tragen (CLA" T-
Zellen) (Homey et al., 2002). Es wird mit allergischen Reaktionen, Reizreak-
tionen und Atopischer Dermatitis in Verbindung gebracht (Kakinuma et al.,
2003; Spiekstra et al.,, 2005). Ein anderes homdostatisches Chemokin,
CXCL14, wird ebenfalls verstarkt in dermalen und mukésen Geweben expri-
miert (Frederick et al., 2000; Meuter and Moser, 2008). Durch seine direkte mi-
krobizide Aktivitat (Burkhardt et al., 2012; Maerki et al., 2009) spielt es mog-
licherweise bei der Kontrolle des Hautmikrobioms eine wichtige Rolle. Auch
zwei Mitglieder der IL-1-Familie, IL-36G und IL-37, werden in der Haut deutlich
exprimiert und Ubernehmen bei dermalen Immunantworten moglicherweise
antagonistische Funktionen. Pro-inflammatorisches IL-36G induziert die Expres-
sion antimikrobieller Peptide durch Keratinozyten in der Psoriasis vulgaris
(Johnston et al., 2011), wahrend IL-37 als ein Repressor der angeborenen Im-
munantwort fungiert (Debets et al., 2001; Nold et al., 2010). Ein Gleichgewicht
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dieser beiden Zytokine tragt moglicherweise zur kontrollierten Entzindungs-
reaktion in der Haut bei. Das IL-37-Gen ist aus evolutionarer Sicht ein recht
junges Gen und kommt in der Maus nicht vor. Letzteres ist moglicherweise der
Grund dafur, dass es bisher nicht mit der Haut assoziiert wurde. In einer Studie,
in der IL-37 mit psoriatrischer Arthritis in Verbindung gebracht wurde, konnte
gezeigt werden, dass dieses Gen mdoglicherweise auch eine Rolle bei der
Autoimmunitat spielen konnte (Rahman et al., 2006).

Von groRem Interesse sind in dieser Arbeit ausgewahlte kaum charakterisierte
Gene, die fur hoch-exprimierte sekretierte oder Transmembran-Proteine kodie-
ren. Fur weiterfUhrende Untersuchungen wurden schlieRlich acht Haut-spezi-
fische Gene ausgewahlt, denen aufgrund ihrer moglichen Rolle bei der Diagno-
se und/oder Behandlung von Hautkrankheiten eine potenzielle Bedeutung zu-
gerechnet werden kann. Dabei handelt es sich um die Gene Mucin-like 1
(MUCL1; Rang 16), WAP four disulfide core domain 5 (WFDC5; Rang 22),
Transmembranprotein 45A (TMEM45A; Rang 32), G-Protein-gekoppelter Re-
zeptor 115 (GPR115; Rang 39), Cadherin-related family member 1 (CDHR1;
Rang 41), Serpin peptidase inhibitor, clade B, member 7 (SERPINB7; Rang 52),
Chromosome 5 open reading frame 46 (Cb5orf46; Rang 73) und G-Protein-
gekoppelter Rezeptor 87 (GPR87; Rang 109). Als Negativkontrolle fur die
Untersuchungen wurde Aldolase B (ALDOB) ausgewahlt, denn die zuvor
publizierte deutliche Expression in Niere und Leber konnte in dieser Arbeit
bestatigt werden, wahrend ALDOB in Milz, Gehirn oder Haut nicht exprimiert
wird (Gregori et al., 1998).

Da Keratinozyten mit einem Anteil von mehr als 90% die dominante Zellpo-
pulation der Haut darstellen (Lulevich et al., 2010; Sun et al., 1979), ist letztend-
lich nicht Uberraschend, dass die vier Gene WFDC5, GPR115, SERPINB7 und
GPR87 uberwiegend von Keratinozyten exprimiert werden. Im Gegensatz dazu
konnten DCD, MUCL1 oder C50rf46 — hierbei handelt es sich um einen offenen
Leserahmen mit bis dato unbekannter Funktion — trotz ihrer vorderen Range in

den getesteten Hautzellen nicht detektiert werden.

Wie oben erwahnt, beschrankt sich beispielsweise die DCD-Expression auf ek-
krine Schweilddrisen (Schittek et al., 2001). Denkbar ware also, dass auch
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MUCL1 und C5orf46 in gleicher oder ahnlicher Weise von Drisen sekretiert und

nicht von den getesteten Hautzellen selbst exprimiert werden.

Das Mucin-like 1 (MUCL1; auch bekannt als Small Breast Epithelial Mucin
(SBEM)) ist ein kleines sekretiertes Mucin-like-Protein mit starker Ahnlichkeit zu
vielen Sialomucinen (a&hnlich wie SCGB2A2 und SCGB1D2), das zuerst in
normalem Brustgewebe sowie Brusttumoren identifiziert wurde (Hube et al.,
2004; Lacroix, 2006; Skliris et al., 2008). In einer Studie mit 43 normalen huma-
nen Geweben war das SBEM im Wesentlichen auf die Brust- und Speichel-
drisen beschrankt. In Krebsgeweben wurde SBEM in Brust und Prostata
detektiert (Miksicek et al., 2002). In mehr als 90% der invasiven duktalen
Karzinome wurde SBEM exprimiert, allerdings mit signifikant unterschiedlichen
Expressionsleveln; es korrelierte zudem interessanterweise mit der Expression
von SCGB2A2 (Miksicek et al., 2002). Ebenso wie MUCL1 werden auch die
Gene Keratin 5, Keratin 14, Keratin 15 und Keratin 17 sowie Desmoplakin, ein
Tight junction-Protein, signifikant in Brustdrusen exprimiert (Colpitts et al., 2002;
Liu et al.,, 2010; Miksicek et al., 2002). Dies deutet auf gemeinsame Eigen-
schaften des Proteoms von Haut und Brustdrisen hin, denn tatsachlich besteht
das Myoepithelium, das in glandularen Strukturen der Schweil3-, Brust, Tranen-
und Speicheldrisen gefunden wurde, aus Keratin-reichen Epithelzellen und ist
moglicherweise die Quelle gemeinsam exprimierter Transkripte in Haut und
Brustdrise (Raubenheimer, 1987). Interessanterweise befinden sich MUCL1-
und DCD-Gen im gleichen Lokus auf Chromosom 12 (12913) neben dem Gen
eines anderen kleinen sekretierten Glycoproteins, dem Lacritin, das ebenfalls in
Tranen- und Brustdrisen sowie in Brustkrebs gefunden wurde (Samudre et al.,
2011; Weigelt et al., 2003).

Das whey four disulfide core 5 (WFDC5)-Gen gehort zu einer bis dato wenig
untersuchten, achtzehn Mitglieder umfassenden Familie kleiner sekretierter
Proteine. WAP (whey acidic protein) ist ein wichtiges Milchserum-Protein
(Whey-Protein), das in der Milch von Saugetieren vorkommt (Wilkinson et al.,
2011). WAP besitzt charakteristische Domanen, die reich an Cysteinresten sind
und als 4-DSC (four-disulfide core domain) bezeichnet werden. Zunachst

wurden sie als Antiproteasen beschrieben, die in der Lage sind, vor allem
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neutrophile Proteasen wie NE (Neutrophile Elastase), Cathepsin-G und
Proteinase-3 zu hemmen und dafur zu sorgen, maladaptive Gewebeschaden
wahrend einer Entzindung zu verringern. Spater zeigte sich aber, dass diese
Moleklle noch eine Vielzahl anderer Funktionen besitzen wie beispielsweise
direkte antimikrobielle Aktivitat, bakterielle Opsonisation, Induktion von adap-
tiven Immunantworten oder Forderung von Gewebsneubildung (Bingle and
Vyakarnam, 2008; Clauss et al., 2002; Scott et al., 2011; Wilkinson et al., 2011).
In weiteren Untersuchungen wurde das WAP der Maus als prototypisches
Mitglied einer Unterfamilie von Proteinen mit vier Disulfid-Kerndoméanen
eingestuft, woraufhin die Mitglieder dieser Unterfamilie, die alle ein Motiv mit
identischer Ausstattung an Disulfidbindungen besitzen, seitdem auch whey four
disulfide core (WFDC)-Proteine genannt werden. WFDC-Domanen kommen
nicht nur in WAP vor, sondern auch in zahlreichen anderen Proteinen, wobei
nicht alle diese Proteine im Milchserum vorhanden sind (Ranganathan et al.,
1999). Die vier WAP-Familienmitglieder SLPI, WFDC2, WFDC5 und WFDC12
werden beispielsweise in der Luftrohre, der Zunge und den Speicheldrisen
exprimiert (Idoji et al., 2008). lhre WAP-Domanen spielen dabei eine zentrale
Rolle bei antimikrobiellen und/oder Antiprotease-Wirkmechanismen. In Sauge-
tieren haben die meisten N-terminalen WAP-Domanen in SLPI und die WAP-
Domanen von WFDC12 antimikrobielle Eigenschaften, wahrend die meisten C-
terminalen WAP-Domanen in SLPI sowie die WAP-Domanen von Elafin Anti-
protease-Aktivitat aufweisen (Idoji et al., 2008). Die spezifische Funktion sowie
Expression von WFDCS5 ist bisher aber nicht untersucht worden. Einhergehend
mit der Beobachtung, dass die gesamte WFDC-Protein-Familie sehr wahr-
scheinlich eine wichtige Rolle bei der Inflammation spielt, lassen die eigenen
Untersuchungen vermuten, dass es sich beim WFDC5 um ein pro-inflamma-
torisches Protein handelt. Sowohl in Psoriasis-Hautproben als auch nach TNF-
a-Stimulation primarer humaner Keratinozyten in vitro konnte in dieser Arbeit
eine signifikant erhohte Genexpression von WFDCS gezeigt werden. Die
Psoriasis vulgaris reprasentiert eine der haufigsten inflammatorischen Hauter-
krankungen, wobei TNF-a als eines der Schlussel-Zytokine an der Pathogenese
dieser Erkrankung beteiligt ist (Arican et al., 2005; Ettehadi et al., 1994).
Bemerkenswerterweise hat sich die Anti-TNF-a-Therapie als eine effektive
Strategie im Management der Psoriasis vulgaris etabliert (Nestle et al., 2009;
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Reich et al., 2005). Da auch andere WFDC-Proteine antimikrobielle Aktivitat
aufweisen (Bingle and Vyakarnam, 2008), konnte WFDC5 ebenfalls als
antimikrobielles Peptid wirken. Diese Hypothese wird durch die klinische Beob-
achtung gestutzt, dass Psoriasis-Patienten selten Haut-Infektionen entwickeln.
Auch enthalten die Hautschuppen, die bei der Psoriasis vulgaris entstehen,
grolRe Mengen hauteigener antimikrobieller Proteine (Harder and Schroder,
2005). Insgesamt sind aber weitere Studien notwendig, um die potenzielle Rolle
von WFDCS in der Pathogenese der Psoriasis vulgaris zu klaren.

Das Transmembran-Protein 45A (TMEM45A) -Gen gehort zu den Genen jener
TMEM-Familie, die fur Transmembran-Proteine kodieren, und wird in epiderma-
len Keratinozyten signifikant exprimiert (Hayez et al., 2014).

Aktuell wird TMEM45A mit verschiedenen Krebsarten in Verbindung gebracht.
Hier fuhrt die Inhibition von TMEM45A zu geringerer Proliferation, wobei der
Zellzyklus-Arrest induziert und eine Zellinvasion beispielsweise in humanen
Ovarialkarzinom-Zellen reduziert wird (Guo et al., 2015). Bereits zuvor wurde
TMEM45A grundsatzlich als antiapoptotisch identifiziert (Flamant et al., 2012).
Dabei wird TMEM45A bei der Differenzierung von Keratinozyten induziert, das
mit einem Arrest der Zellproliferation einhergeht. Zudem wird es in Krebszellen
des Epithelgewebes und besonders in differenzierten Keratinozyten exprimiert,
konnte also bei der normalen Funktion von Wachstums-arretierten Epithelzellen
eine Rolle spielen. TMEM45A konnte dabei die Apoptose durch Forderung der
Expression von Transglutaminase inhibieren (Flamant et al., 2012; Jang et al.,
2010). TMEMA45A ist ein hoch konserviertes Protein mit umfassender, auf Ver-
tebraten beschrankter Sequenzkonservierung (47% Ubereinstimmung mit
seinem Zebrafisch-Ortholog) und begrenzter Ubereinstimmung mit 2'-5'-Oligo-
adenylat- Synthetase 1 (OAS1), die an der angeborenen anti-viralen Immun-
antwort beteiligt ist (Justesen et al., 2000). Da TMEM45A auch eine Pfam-
Domaéane (DUF716; engl. domain of unknown function 716) enthalt, die mit einer
Antwort auf virale Infektionen in Pflanzen assoziiert ist, spielt es mdglicherweise
auch eine Rolle bei der viralen Immunantwort der Haut. Eine kurzlich durchge-
fuhrte Studie zeigt, dass TMEMA45A in Brustkrebsgewebe Uberexprimiert wird
und mit einer schlechten Prognose bei diesen Patienten einhergeht (Flamant et
al., 2012). Auf der anderen Seite fordert eine Suppression von TMEMA45A in situ
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die Progression duktaler Karzinome zu invasivem Brustkrebs (Lee et al., 2012).
Ob TMEM45A mdglicherweise eine ahnliche Rolle bei der Entwicklung von der
aktinischen Keratose zum Plattenepithelkarzinom spielt, wurde bisher nicht
naher untersucht. /n vivo konnten TMEM45A-mRNA und -Protein vor allem im
Stratum granulosum der Epidermis gefunden werden (Hayez et al., 2014).
Welche funktionelle Rolle TMEM45A im Stratum granulosum spielt, konnte
bisher allerdings nicht aufgeklart werden (Hayez et al., 2016). Die Expressions-
muster von TMEMA45A erinnern dabei an die Expressionsmuster von Filaggrin
und Transglutaminase, bekannten Markern des Stratum granulosum (Malaisse
et al., 2014). Die Expression von TMEM45A steht demnach wohl in direktem
Zusammenhang mit der Keratinisierung, da eine Akkumulation des Proteins in
nativer und rekonstruierter Epidermis ebenso wie in den Hassall-Korperchen
des Thymus nachgewiesen wurde, nicht aber in nicht-verhornten Epithelien
(Hayez et al., 2014). Auf subzellularer Ebene offenbart die Co-Lokalisation mit
ER- und Golgi-Markern in vitro einen Zusammenhang mit dem Golgi-Apparat,
genauer mit dem trans-Golgi-Netzwerk (Hayez et al., 2014). Die zugrundelie-
genden Daten zeigen eine starke Korrelation zwischen TMEM45A-Expression
und epidermaler Keratinisierung und deuten so auf die Relevanz des Gens in
diesem Prozess hin (Hayez et al., 2014). In murinen und humanen Loss of
function-Modellen konnte die Funktion von TMEMA45A in epidermaler
Morphogenese, Keratinisierung oder Barriereformation allerdings bis dato nicht

bestatigt werden (Hayez et al., 2016).

Im Rahmen der hier vorgestellten Arbeit wurde TMEM45A, ebenso wie zwei
weitere hautspezifische Gene — WFDC5 und GPR115 — mittels Immunfluores-
zenzfarbungen naher analysiert. Diese zeigten fir TMEMA45A eine graduelle
Farbung von den basalen Schichten der Epidermis bis zum Stratum corneum.
Ahnliche Farbemuster zeigten in diesem Zusammenhang sowohl GPR115 als
auch in geringerem Maltie WFDCS5. Somit scheinen alle drei Proteine differen-
zierungsabhangig induziert zu werden. Die Verteilung von WFDCS5 in der
Dermis zeigte aulRerdem, dass es zusatzlich auch im Endothel der kleinen
Gefalde vorhanden ist, moglicherweise aufgrund von Protein-Akkumulation an
der Innenflache dieser Gefalie (Gerber et al., 2013).
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Daruber hinaus konnte die Keratinozyten-spezifische Expression auf Protein-
ebene fur die drei Gene mittels Western Blot-Analysen bestatigt werden.
Bezlglich TMEMA45A deckt sich der hier beschriebene Befund interessanter-
weise mit den oben beschriebenen Untersuchungen, denn eine Induktion der
TMEM45A-Expression in primaren humanen Keratinozyten wahrend der
Differenzierung konnten auch Flamant und Mitarbeiter beobachten (Flamant et
al., 2012).

Eine im letzten Jahr veroffentlichte Studie hatte das Ziel, die Rolle von
TMEMA45A bei der Regulation des biologischen Verhaltens von Ovarialkarzi-
nom-Zellen aufzuklaren (Guo et al., 2015). Sowohl TCGA (The Cancer Genome
Atlas)-Daten als auch RT-PCR-Ergebnisse konnten die Uberexpression von
TMEM45A im Ovarialkarzinom bestatigen. Daruber hinaus konnte mittels
Silencing von TMEMA45A eine durch die erhdhte Zellpopulation in der G1-Phase
bedingte signifikante Inhibition der Zellproliferation erreicht werden. Ein Knock-
down von TMEM45A inhibierte zusatzlich sowohl Zelladhasion als auch Zell-
invasion im Ovarialkarzinom (Guo et al., 2015). Die Funktion der Mehrheit der
TMEMSs bleibt hingegen weiterhin unklar (Wrzesinski et al., 2015). Bei zehn
analysierten TMEMs konnte kurzlich allerdings eine signifikante Deregulation
der Expression in CCRCC (Clear Cell Renal Cell Carcinoma)-Tumoren beob-
achtet werden (Wrzesinski et al., 2015). Inwieweit sich diese Befunde auf die
Haut Ubertragen lassen, muss weiter untersucht werden. Denkbar ware eine
Rolle von TMEM45A bei der Steuerung der Keratinisierung beispielsweise in
Psoriasis vulgaris und aktinischer Keratose, denn in beiden Erkrankungen
konnte eine signifikante Expressionsinduktion beobachtet werden.

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs), auch Sieben-Transmembran-Do-
manen-Rezeptoren genannt, bilden die groRte Membranprotein-Superfamilie
und vermitteln zellulare Antworten auf Hormone und Neurotransmitter (Alonso
and Friedman, 2013). Der genaue Umfang der GPCR-Superfamilie ist bisher
nicht bekannt, allerdings wurden etwa 800 verschiedene humane Gene
(entsprechend etwa 4% des gesamten Protein-kodierenden Genoms) mittels
Genom-Sequenz-Analyse als mogliche Kandidaten eingestuft (Bjarnadottir et
al., 2006). GPCRs sind insgesamt ein wichtiges Target fur zukinftige Arzneimit-
telentwicklungen, da sie an vielen physiologischen und pathologischen Mecha-
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nismen regulierend beteiligt sind. Dazu gehdren beispielsweise kardiovaskulare
und neurologische Stérungen, immunologische, endokrine, renale und pulmo-
nale Erkrankungen sowie Schmerzen und Tumorerkrankungen (Mason et al.,
2012). In Vertebraten werden GPCRs aufgrund ihrer Sequenz- und Primar-
strukturahnlichkeiten in vier Klassen unterteilt: Rhodopsin (Klasse A), Sekretin
(Klasse B), Glutamat (Klasse C) und Frizzled (Klasse 4) (Sharman et al., 2011).
GPCRs stellen eine essentielle Schnittstelle zwischen der intra- und extra-
zellularen Kommunikation dar: Werden die GPCRs aktiviert, durchlaufen sie
diverse Konformationsanderungen, die eine Aktivierung von heterodimaren G-
Proteinen erleichtern. Dazu zahlen drei wichtige molekulare Mechanismen: 1)
Regulation der G-Protein-Kopplung, 2) Rezeptor-vermittelte Endozytose und 3)
Signalgebung Uber G-Protein-unabhangige Signaltransduktionswege (Ferguson
et al., 1996; Ferguson and Caron, 1998; Hall et al., 1999; Krupnick and
Benovic, 1998; Lefkowitz, 1993; Luttrell et al., 1999; Schoneberg et al., 1999).

Der G Protein-Coupled Receptor 115 (GPR115) wurde kurzlich in Adhesion G
Protein-Coupled Receptor F4 (ADGRF4) umbenannt (Hamann et al., 2015).
GPR115 ist eines von 33 im humanen Genom vorkommenden Adhasions-
GPCRs, die durch lange extrazellulare N-terminale Domanen charakterisiert
sind (Fredriksson et al., 2002). GPR115 wurde durch die systematische Suche
nach einem Glukokortikosteroid-Response-Gen identifiziert und spielt mogli-
cherweise eine Rolle in der Effektvermittiung des genannten Hormons in der
Haut (Wang et al., 2004). Sowohl das Screening fur neue haut-assoziierte Gene
in dieser Arbeit als auch das Screening fur Glukokortikosteroid-Response-Gene
zeigten eine Lokalisation von GPR115 in Keratinozyten (Wang et al., 2004).
Ubereinstimmend mit den Ergebnissen dieser Arbeit wird GPR115, wie auch
die Adhasions-GPCRs 111 und 116, in nur wenigen Zelltypen und Organen
exprimiert, darunter auch in der Haut der Maus (Promel et al., 2012). Promel
und Mitarbeiter konnten die exklusive Assoziation von GPR115 mit der Haut
also schon im Vorfeld der hier fir den Menschen beschriebenen Ergebnisse in
der Maus beobachten. Die Existenz von GPR115 ebenso wie die von GPR111
im Genom von Vertebraten koinzidiert mit der terrestrischen Evolution, weshalb
diese Adhasions-GPCRs moglicherweise eine Rolle bei der Hautspezialisierung
spielen, die essentiell fir das Leben an Land ist (Promel et al., 2012). In der
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Maus-Embryogenese werden beide GPCRs sehr fruh wahrend der Entwicklung
der Epidermis im mehrschichtigen Plattenepithel exprimiert. GPR115 und
GPR111 sind dabei hoch homolog (Promel et al., 2012).

Der G Protein-Coupled Receptor 87 (GPR87) ist hingegen ein neu entdecktes
deorphanisiertes Mitglied der transmembrane G protein-coupled receptor family
und wurde mittels Sequenzdatenanalysen (Sequence Data-Mining) als ein
Rhodopsin-ahnlicher G-Protein-gekoppelter Rezeptor der Klasse A identifiziert
(Chassain et al., 2001; Wittenberger et al., 2001). Spater konnte eine Uber-
expression in Plattenepithelkarzinomen nachgewiesen werden (Gugger et al.,
2008). Daruberhinaus wurde GPR87 als ein p53-induziertes Gen beschrieben
(Zhang et al., 2009b), welches das Uberleben férdert und als neues therapeu-
tisches Target bei Tumorerkrankungen dienen konnte. Der Knock-down von
GPR87 fuhrt beispielsweise bei Brust- und Kolon-Krebszellen zu einer p53-
abhangigen, DNA-Schaden hervorrufenden Wachstumssuppression. Diese Be-
obachtungen deuten darauf hin, dass GPR87 moglicherweise ahnliche Funk-
tionen beim Hautkrebs GUbernimmt.

Karzlich wurde auch beschrieben, dass GPR87 eventuell einen Beitrag zur
Viabilitat humaner Tumorzellen leistet, wobei eine Uberexpression von GPR87-
mRNA in einigen malignen Tumoren, einschliel3lich Lungenkrebs gezeigt wer-
den konnte (Nii et al., 2014). Im nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom (NSCLC)
korreliert die Uberexpression von GPR87 mit einer signifikant geringeren
Tumor-Differenzierung sowie einer hoheren Tumor-Proliferation (Nii et al.,
2014). Wahrend der Progression des NSCLC ist die Uberexpression von
GPR87 moglicherweise mit dem Erwerb eines aggressiveren Phanotyps
assoziiert, weshalb hier ein potenzielles Target fur die konkrete Voraussage
und Behandlung des NSCLC vorhanden ist (Nii et al., 2014). Kurzlich konnte
auch gezeigt werden, dass GPR-Signaling allgemein nicht nur eine Rolle bei
der Forderung von Zellwachstum und -Uberleben bzw. Metastasierung spielt,
sondern auch bei der Arzneimittelresistenz (Zhang et al., 2015). In diesem
Zusammenhang wurde die Uberexpression von GPR87 auch in humanen
Blasenkrebs-Zellen beschrieben (Zhang et al., 2015). GPR87 scheint auch hier
ein vielversprechendes therapeutisches Target zu sein, denn die Inhibition mit
Ad-shGPR87 (Replication-deficient recombinant adenoviral vector expressing
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ShRNA targeting GPR87) fuhrt beispielsweise zu starken Antitumor-Effekten,
insbesondere zu anti-proliferativen und pro-apoptotischen Effekten gegen
GPR87-exprimierende humane Blasenkrebs-Zellen (Zhang et al., 2015).

Das Cadherin-verwandte Familienmitglied 1 (engl. Cadherin-related family
member 1; CDHR1; fruher bekannt als Protocadherin 21, PCDH21) ist ein auf
dem Chromosom 10923 lokalisiertes, Kalzium-abhangiges Adhasionsprotein
und gehort zur e-Gruppe nicht-geclusterter Protocadherine (Ba-Abbad et al.,
2013; Cohen et al., 2012; Kim et al., 2011). Cadherine sind durch die Prasenz
von extrazellularen Cadherin (EC)-Domanen charakterisiert, welche hoch kon-
servierte Ca”*-Bindungsmotive beinhalten. Variationen in den zytoplasmati-
schen Domanen vermitteln funktionelle Spezifitat, indem sie jedem Molekul die
Fahigkeit verleihen, mit verschiedenen Liganden zu interagieren (Shapiro and
Weis, 2009). CDHR1 besteht aus sechs EC-Domanen mit einer einzelnen intra-
zellularen Domane.

CDHR1 ist vermutlich ein Photorezeptor-spezifisches Gen, dass an der huma-
nen retinalen Degeneration beteiligt ist, denn ein Mangel an CDHR1 in der
Retina wird mit einer Funktionsstorung der Zapfen-Photorezeptoren in Verbin-
dung gebracht (Ba-Abbad et al., 2013; Lazar et al., 2015; Nakajima et al., 2001;
Ostergaard et al., 2010; Rattner et al., 2001).

Die Expression von CDHR1 in der Haut war bisher unbekannt (Henderson et
al., 2010; Kim et al., 2011). In gesunder Haut deckt CDHR1 ein breites Expres-
sionsspektrum ab: von nahezu Null bis >4000 Relative Einheiten. Die physiolo-
gische Funktion dieser Beobachtung ist allerdings nicht geklart. In der vorlie-
genden Arbeit zeigte sich fur CDHR1 bei jeder der untersuchten Hauter-
krankungen eine signifikante Suppression, ein Hinweis darauf, dass dieses Gen

in Zukunft als ein Indikator fur gesunde Haut genutzt werden konnte.

Serpine (SERine Protease INhibitors) sind die grofdte Familie von Serinprote-
ase-Inhibitoren und wurden in allen hoheren Eukaryonten ebenso wie in
Bakterien und Viren beschrieben (Olson and Gettins, 2011). Serpine werden als
die wichtigste Protease-Inhibitor-Familie in hoheren Eukaryonten angesehen
und besitzen eine Vielzahl an biologischen Funktionen. In offentlichen Daten-

banken sind derzeit ungefahr 10.000 Serpin-Sequenzen verzeichnet.
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Humane Serpine konnen in neun unterschiedliche Gruppen (A-l) eingeteilt
werden, wobei Protease-Inhibitoren generell resistent sind gegenuber Protease-
bedingter Degradierung (Kubo, 2014). Trotz dieser Resistenz haben einige
Serpine ihre Protease-Inhibitor-Aktivitat im Laufe der Evolution verloren und
ubernehmen andere Funktionen wie etwa den Hormon-Transport (Flink et al.,
1986), die Blutdruck-Regulation (Doolittle, 1983) oder die Protein-Speicherung
(Hunt and Dayhoff, 1980; Kubo, 2014). Zu den Speicherproteinen gehort
beispielsweise das Ovalbumin, ein Homolog der Gruppe B-Serpine, weshalb
diese alternativ auch als “Ov-Serpine” bezeichnet werden (Kubo, 2014).
Humane B-Serpine gehoren zu einer Gruppe von Proteinaseinhibitoren, die
Zellen vor Proteolyse schutzen (Kubo et al., 2013; Silverman et al., 2004).
Serpin peptidase inhibitor, clade B, member 7 (SERPINB7; auch Megsin ge-
nannt) wird spezifisch in der Niere sowie in den Epithelzellen des Uterus expri-
miert (Miyata et al., 2002; Zhang et al., 2009a). Die Uberexpression von huma-
nem SERPINB7 in transgenen Mausen fuhrte zu einer gesteigerten
mesangialen Zellproliferation (Miyata et al., 2002) sowie in einem In vitro Zell-
Invasions-/Migrations-Assay zu einer deutlich supprimierten Zellmotilitat (Chou
et al., 2012). Demzufolge scheint dieses Genprodukt durch die Aufrechter-
haltung der Extrazellularmatrix-Homoostase an der Gewebeintegritat beteiligt
zu sein, wahrend der Verlust der Expression moglicherweise zum Verlust von
Zelladhasion und Gewebeintegritat fuhrt. Die Rolle von SERPINB7 in Hauter-
krankungen ist unklar. Shiiba und Mitarbeiter konnten jedoch nachweisen, dass
SERPINB7 und andere Gene der SERPIN-Gen-Cluster auf Chromosom 18q21
in Zelllinien, die von oralen SCC abstammen, signifikant herunterreguliert
werden und schlossen daraus, dass diese SERPIN-Mitglieder moglicherweise
Tumor-Suppressor-Gene reprasentieren (Shiiba et al., 2010). Die in dieser
Arbeit generierten Daten unterstitzen diese Hypothese. Es konnte gezeigt
werden, dass SERPINB7 im Vergleich zur gesunden Haut im Plattenepithel-
karzinom signifikant supprimiert wird.

Grundsatzlich sind Serpine metastabile Proteine, die strukturell konservierte
»oelbstmord-Substrate” darstellen (Huber and Carrell, 1989; Huntington et al.,
2000). Sie kommen dabei intra- und extrazellular vor. Die meisten Serpine
inhibieren Serinproteasen des Chymotrypsin-Typs, einige sind ,Cross Class®-
Inhibitoren, die auch Cysteinproteasen beeinflussen konnen (Kantyka and
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Potempa, 2011; Schick et al., 1997). Kurzlich wurde von Kubo und Mirarbeitern
beschrieben, dass Mutationen in SERPINB7 zur Palmoplantarkeratose Typ
Nagashima (NPPK) fuhren, einer autosomal-rezessiven, diffusen, nicht-epider-
molytischen palmoplantaren Keratose (Kubo, 2014; Kubo et al., 2013). In der
Epidermis ist SERPINB7 ubiquitar verteilt, insbesondere im Stratum granu-
losum und im apikalen Teil des Stratum corneum. Ein Funktionsverlust (“Loss-
of-Function”) von SERPINB7 induziert moglicherweise eine Uberaktivitat von
Proteasen in NPPK-Haut-Lasionen. Dies fuhrt schliellich zur Proteindegrada-
tion der Keratinozyten und einem erleichterten Eindringen von Wasser in das
Stratum corneum (Kubo et al., 2013), denn der Verlust der Protease-Inhibitor-
Aktivitat resultiert grundsatzlich in unkontrollierter Protease-Aktivitat und Gewe-
be-Zerstorung (Kubo, 2014).

In Zusammenschau liefert diese Arbeit eine der bis dato umfassendsten verglei-
chenden molekularen Charakterisierungen gesunder menschlicher Haut. Die
Tatsache, dass allein innerhalb der Top 100 hautspezifischen Gene einerseits
14 charakterisierte Gene identifiziert werden konnten, die noch nicht in der Haut
beschrieben wurden, und andererseits sechs vollkommen uncharakterisierte
Transkripte entdeckt wurden, unterstreicht das Potential der hier durchgefuhrten
Analysen ebenso wie die Identifikation stimulations- und krankheitsspezifischer

Expressionsmuster ausgewahlter Haut-assoziierter Gene.
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8 Abkirzungen

%

°C

Mg

1]

Abb.
AD
ADGRF4
Ad-shGPR87
AG

AK
ALDOB
AMP
AOD
AP

b/b

b/n
BCC
BIGE
bp

BPE
BSA
bzw.

CA

Prozent

Grad Celsius

Mikrogramm

Mikroliter

Abbildung

Atopische Dermatitis

[Adhesion G Protein-Coupled Receptor F4]
[Replication-deficient recombinant adenoviral vector
expressing shRNA targeting GPR87)
Aktiengesellschaft

Aktinische Keratose

Aldolase B

Antimikrobielles Peptid

[Assay on demand)]

Aktivatorprotein

bekannt/bekannt

bekannt/neu

[Basal cell carcinoma) Basalzellkarzinom
[Body Index of Gene Expression]

Basenpaar

[Bovine pituitary extract] Rinderhypophysenextrakt
[Bovine serum albumin] Rinderserumalbumin
beziehungsweise

[California] Kalifornien
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CCL Chemokine der CC-Familie (C = Cystein, L = Ligand)

CCRCC [Clear Cell Renal Cell Carcinomal

CD [Cluster of differentiation] ,Unterscheidungsgruppe”

CDHR [Cadherin-related family member] Cadherin-verwandtes
Familienmitglied

cDNA [Complementary DNA] Komplementare DNA

CGRP [Calcitonin Gene-Related Peptide] Calcitonin-Gen-
verwandtes Peptid

CK Chemokin

CLA [Cutaneous lymphocyte antigen] Kutanes
Lymphozytenantigen

cSCC [Cutaneous squamous cell carcinoma] Kutanes
Plattenepithelkarzinom

CST Cystatin

o [Threshold cycle] Schwellenwertzyklus

CXCL Chemokine der CXC-Familie (C = Cystein, X =
austauschbare Aminosaure, L = Ligand)

d.h. das heil3t

DAPI 4',6-Diamidin-2-phenylindol

DAVID [Database for Annotation, Visualization and Integrated
Discovery]

DC [Dendritic cell] Dendritische Zelle

DCD Dermcidin

ddH;0 Doppelt-destilliertes Wasser

DE Delaware

DEPC Diethylpyrocarbonat

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA [Desoxyribonucleic acid] Desoxyribonukleinsaure

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

DSC [1.] [Disulfide core domain] Disulfidkerndomane

[2.] Desmocollin
DTT Dithiothreitol
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DUF
EC-Domane
ECL

EDC

EDTA

EGF

EGM MV
ER

et al.

EZM

FLG

GB

GE

GH
GmbH
GM-CSF
GO
GPCR/GPR
h

H.O

HCI
HEPES
HRP

HSV

[Domain of unknown function]
Extrazellulare Cadherin-Domane
[Enhanced chemiluminescence]
[Epidermal differentiation complex]
Epidermisdifferenzierungskomplex
Ethylendiamintetraacetat

[Epidermal growth factor] Epidermaler Wachstumsfaktor
[Endothelial growth media microvascular]
Endoplasmatisches Retikulum

et alii (und andere)

Extrazellularmatrix

Filaggrin

Gramm

GroRbritannien

General Electric

Gesunde Haut

Gesellschaft mit beschrankter Haftung

[Granulocyte macrophage colony-stimulating factor]

[Gene ontology] Genontologie

[G protein-coupled receptor] G-Protein-gekoppelter Rezeptor

[Hour(s)] Stunde(n)

Wasser

[Hydrogen chloride] Chlorwasserstoff/Salzsaure
Hydroxyethylpiperazin-Ethansulfonsaure
[Horseradish peroxidase] Meerrettichperoxidase

Herpes simplex-Virus
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http

IFN

Inc.

IPR
IUPAC
Kap.
KCI
kDa

KG / Co. KG
KH.PO,4
KLK
KRT
KRTAP
LCE
LCM

LE

LOR

MA
mg
min

ml

[Hypertext transfer protocol]

Interferon

Immunglobulin G

Immunhistochemie

Interleukin

[Incorporated]

Datensatz der InterPro-Datenbank

[International Union of Pure and Applied Chemistry]
Internationale Union fur reine und angewandte Chemie
Kapitel

Kaliumchlorid

Kilo-Dalton

Kommanditgesellschaft / Compagnie Kommanditgesellschaft
Kaliumdihydrogenphosphat

Kallikrein

Keratin

Keratin-assoziiertes Protein

[Late cornified envelope]

[Laser capture microdissection] Lasermikrodissektion
Lupus erythematodes

Loricrin

Molar

Massachusetts

Milligramm

Minute(n)

Milliliter
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mM
mm
MMP
MN
MO
MOPS
mRNA

MUCL

n/n
Na;HPO,
NaCl
NCBI
NE

ng

NGF
NHDF
NJ

nm

nM
NMSCs
NP40
NSCLC
NY

OAS

Millimolar

Millimeter

Matrix-Metalloprotease

Minnesota

Missouri

[3-(N-morpholino)propanesulfonic acid] 3-(N-Morpholino)-
Propansulfonsaure

[Messenger RNA] Boten-RNA

[Mucin-like]

Statistische Variable fur den Erhebungsumfang

neu/neu

Dinatriumhydrogenphosphat

Natriumchlorid (Kochsalz)

[National Center for Biotechnology Information]
Neutrophile Elastase

Nanogramm

[Nerve growth factor] Nervenwachstumsfaktor

Normale humane dermale Fibroblasten

New Jersey

Nanometer

Nanomolar

[Nonmelanoma skin cancers] Nicht-maligne Hautkrebsarten
Nonylphenol-Derivat mit 40 Ethylenoxid-Einheiten
[Non-Small-Cell Lung Cancer]

Nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom

New York

2'-5'-Oligoadenylat-Synthetase
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oD
Oligo(dT)
ORF
PBMC
PBS
PCDH
PCR
PFA
Pfam
pH
PHK
PN
PNS
PV
gPCR
RE
RLT
RNA
RNase
RPE
RPMI
rRNA
RT

RWA1

Optische Dichte

Desoxythymidin-Oligonukleotid

[Open reading frame] Offener Leserahmen

[Peripheral blood mononuclear cell] Mononukleare Zellen des
peripheren Blutes

[Phosphate buffer saline] Phosphatgepufferte Salzlésung
Protocadherin

[Polymerase chain reaction] Polymerasekettenreaktion
Paraformaldehyd

Datenbank fur Proteinfamilien (Pfam = Proteinfamilie)
potentia Hydrogenii; Mal} fur den sauren oder basischen
Charakter einer wassrigen Losung

Primarer humaner Keratinozyt

Prurigo nodularis

Peripheres Nervensystem

Psoriasis vulgaris

[Quantitative real time PCR] Quantitative Echtzeit-PCR
Relative Einheit

Produktbezeichnung der Firma Qiagen

[Ribonucleic acid] Ribonukleinsaure

Ribonuklease

Produktbezeichnung der Firma Qiagen

[Roswell Park Memorial Institute)

ribosomale Ribonukleinsaure

Raumtemperatur

Produktbezeichnung der Firma Qiagen

Svedberg-Einheit (z.B. in 18S rRNA)
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s Sekunde

SAG [Skin associated gene] Haut-assoziiertes Gen

SB Stratum basale

SBEM [Small Breast Epithelial Mucin]

SC Stratum corneum

SCC [Squamous cell carcinomal
Plattenepithelkarzinom

SCCIS [Squamous cell carcinoma in situ]
Plattenepithelkarzinom in situ

SCGB Sekretoglobin

SDS [Sodium dodecyl sulfate] Natriumdodecylsulfat

SDS-PAGE [Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis]
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese

SERPIN Serpin-Peptidase-Inhibitor

SG Stratum granulosum

SLE Systemischer Lupus erythematodes

SLPI Sekretorischer Leukozyten-Protease-Inhibitor

SS Stratum spinosum

Tab. Tabelle

Taq Thermus aquaticus

TaqMan Kombination aus “Tag-Polymerase” und “PacMan”
(Videospiel)

TBS [Tris buffered saline]

TBS-T TBS-Tween® 20

TCGA [The Cancer Genome Atlas]

TGF [Transforming Growth Factor] Transformierender
Wachstumsfaktor

TMEM Transmembranprotein

TNF Tumornekrosefaktor

TNFRSF Tumornekrosefaktor-Rezeptor-Superfamilie
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TRIS
Tween® 20
U

u.N.

USA

usw.

uvB

wiv
WAP
WF
WFDC

wi

z.B.
z.T.

ZNS

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat

[1.] [Unif] Einheit

[2.] Umdrehung

uber Nacht

[United States of America] Vereinigte Staaten von Amerika
und so weiter

Ultraviolett B

Volt

[Weight per volume] Gewicht pro Volumen
[Whey acidic protein]

Wachstumsfaktor

[Whey acidic protein (WAP) four-disulfide core]
Wisconsin

[World Wide Web]

zum Beispiel

zum Teil

Zentrales Nervensystem
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