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1 Einleitung

1.1 Haut

Die Haut ist eines der wichtigsten menschlichen Organe, welches sich konstant erneuert
und eine Barriere zwischen unserem Korper und unserer Umwelt darstellt. Sie hat nicht
nur eine schiitzende Funktion, sondern macht es uns auch moglich unsere Umwelt wahr-
zunehmen (Baroni et al. 2012). AuBBerdem ist die Haut in der Lage unseren Temperatur-
und Wasserhaushalt zu regulieren. Da die Haut, in ihrer Funktion als Schutzschild unseres
Korpers, besonders anfillig fiir Entziindungen und Infektionen ist, ist ein grundlegendes
Verstdndnis fiir die Anatomie und die Funktionen der Haut von grofler Bedeutung in der
Medizin. Die Haut ldsst sich in drei Schichten unterteilen: Die Epidermis, die Dermis und
die Hypodermis (Yousef et al. 2024). Die Epidermis, welche die oberste der drei Haut-
schichten darstellt, I4sst sich weiter in fiinf einzelne Schichten unterteilen, von unten nach
oben findet man hier zuerst das Stratum basale, gefolgt von dem Stratum spinosum, dem
Stratum granulosum und dem Stratum lucidum. Die oberste Schicht der Epidermis wird
als Stratum corneum bezeichnet und besteht im Wesentlichen aus toten Keratinozyten
und Keratin (Abbildung 1). Neben den Keratinozyten lassen sich in der Epidermis auch
Melanozyten, Langerhans- und Merkel-Zellen finden. Wihrend die Keratinozyten Kera-
tin und Lipide produzieren und so eine wichtige Rolle bei der epidermalen Wasserbarriere
spielen, produzieren Melanozyten Melanin und sind so in der Lage unseren Korper vor
UV- Strahlung zu schiitzen (Yousef et al. 2024). Die Langerhans Zellen sind fiir die Im-
munantwort der Epidermis verantwortlich (Neagu et al. 2022) und auch die Merkel Zellen
iibernehmen eine wichtige Aufgabe in der Epidermis, da sie in der Lage sind Komplexe
mit Nervenendigungen zu bilden und so als langsam adaptierende Mechanorezeptoren zu
fungieren (Moll et al. 2005). Gerdt die Homdstase in unserer Haut aus dem Gleichge-
wicht, spielen die Keratinozyten auBerdem eine wichtige Rolle in der Wundheilung. Als
vorherrschender Zelltyp in der Epidermis spielen sie eine Schliisselrolle in der Wundre-
paratur, indem sie in der Lage sind zu migrieren und zu proliferieren. Hierbei werden die
Keratinozyten durch verschiedene Faktoren in der Wundumgebung beeinflusst, darunter
unter anderem Wachstumsfaktoren, Zytokine und Chemokine (Piipponen et al. 2020),
wobei der Wachstumsfaktor HB-EGF (Heparin-binding EGF-like growth factor) von be-
sonderer Bedeutung fiir die Wundheilung ist (Shirakata et al. 2005). Im Rahmen der
Wundheilung sind Keratinozyten auBerdem ein wichtiger Teil der Immunantwort unserer

Epidermis, da sie in der Lage sind gro3e Mengen an Zytokinen, Chemokinen, AMPs (an-

timicrobial peptides) und extrazelluliren Vesikeln freizusetzen, welche dann wiederum
1



Immunzellen rekrutieren und aktivieren. Keratinozyten sind in der Lage eine Vielzahl
von unterschiedlichen Zytokinen zu produzieren (IL-1, -6, -7, -8, -10, -12, -15, -18, und
-20, und TNF-a) (Piipponen et al. 2020). Kommt es zu einer Entziindung in unserer Haut
reagieren Keratinozyten mit der Ausschiittung von proinflammatorischen Zytokinen, ei-
ner Hyperproliferation und einer fehlerhaften Differenzierung. Allerdings ist die Bedeu-
tung mechanischer Reize filir das Entziindungsgeschehen innerhalb der Haut bislang noch

nicht vollstindig geklirt und im Fokus aktueller Studien (Shutova & Boehncke 2022).

- — ————— tote Keratinozyten

Stratum corneum

Stratum lucidum

Stratum granulosum ——

Keratinozyt

Stratum spinosum ——

Stratum basale

Merkel Zelle

Melanozyt
Sensorneuron

Dermis

Abbildung 1: Anatomie der Epidermis
Schematische Darstellung der menschlichen Epidermis. Ubersetzt aus dem Englischen von Biga, et al., von
OpenStax lizenziert durch CC BY 4.0 https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

1.2 Mechanotransduktion in der Haut

Zellen sind in der Lage ihre physische Umgebung wahrzunehmen, indem sie mechani-
sche Krifte in biochemische Signale umwandeln. Dieser Vorgang wird als Mechanot-
ransduktion bezeichnet. Die Wahrnehmung von mechanischen Kriaften moduliert inner-
halb der Zelle wichtige zelluldare Mechanismen wie z.B. Migration, Proliferation, Diffe-
renzierung bis hin zu Apoptose. Daher kann ein Defekt in der Mechanotransduktion und
somit eine Dysregulation eben genannter zellulirer Mechanismen zu einem breiten
Spektrum an Krankheiten fiihren. Hierzu zdhlen u.a. Muskeldystrophien, Kardiomyopa-
thien und Neoplasien (Jaalouk & Lammerding 2009). In der Haut kann ein Defekt in der

Mechanotransduktion zu entziindlichen Erkrankungen und gestorter Wundheilung fithren
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(Shutova & Boehncke 2022). Die Mechanotransduktion innerhalb der Zelle kann mehrere
Signalwege aktivieren (Jaalouk & Lammerding 2009). Zum einen spielt die extrazelluldre
Matrix eine entscheidende Rolle in der Mechanotransduktion, da die Rezeptoren der ext-
razelluldren Matrix, Integrine, in der Lage sind, als Mechanosensoren zu fungieren, in-
dem sie sich biindeln und so das Signal an das Aktin-Zytoskelett der Zelle weitergeben.
Eine weitere wichtige Rolle bei der Mechanotransduktion spielen die Zellkontakte in der
Haut, besonders die Adhdrenzkontakte (Adherens Junctions), da sie, wie Integrine, als
Sensor fiir mechanische Belastungen fungieren. Das bereits erwédhnte Aktin-Zytoskelett
der Zelle nimmt selbst auch eine zentrale Funktion in der Mechanotransduktion ein (Shut-
ova & Boehncke 2022), indem es in der Lage ist mechanische Krifte nicht nur wahrzu-
nehmen, um auf externe Stimuli zu reagieren, sondern auch selbst die mechanischen
Krifte zu generieren, die die Zelle fiir wichtige zelluldre Prozesse, wie der Zellteilung
und Migration, braucht (Olson 2022). Die Intermedidrfilamente, ein weiterer Bestandteil
des Zytoskeletts, spielen ebenfalls eine bedeutende Rolle in der Mechano-transduktion.
Die Zelle nutzt Desmosomen und Hemidesmosomen, um die mechanischen Krifte an-
schlieBend an die Intermedidrfilamente zu tibermitteln, welche wiederum in der Lage
sind, mechanische Belastungen abzupuffern und die Zelle so zu schiitzen. In Keratinozy-
ten lassen sich auflerdem mechanosensitive lonenkanéle finden. Wird die Zelle mechani-
scher Belastung ausgesetzt, 6ffnen sich diese und es kommt zu einem Einstrom von Kal-
zium in die Zelle (Shutova & Boehncke 2022). Von besonderer Relevanz fiir diese Arbeit

sind daher Kationenkanéle und im speziellen Piezol.

1.3 Mechanotransduktion durch mechanosensitive Ionenkanile

Mechanosensitive Ionenkanile lassen sich in verschiedene Gruppen unterteilen. Von
zentraler Bedeutung fiir diese Arbeit, sind zum einen die TRP-Kanéle (Transient receptor
potential), von denen eine Unterfamilie die Vanilloid Unterfamilie darstellt. Eine wich-
tige Funktion iibernimmt der TRPV4 (Toft-Bertelsen & MacAulay 2021), bei dem es sich
um einen nicht selektiven Kationenkanal handelt, welcher eine hohere Permeabilitét fiir
Kalzium aufweist. In der Haut iibernimmt der TRPV4 eine bedeutende Rolle in der Auf-
rechterhaltung der Homoostase, fiir das Wachstum der Haarfollikel und in Entziindungs-
reaktionen. Er ist nicht nur in der Lage mechanische und chemische Signale wahrzuneh-
men, sondern ist auBerdem thermosensitiv. Zu Untersuchungszwecken wird im Labor
zudem hdufig GSK1016790A zur chemischen Aktivierung eingesetzt (Rosenbaum et al.

2020). Zum anderen gibt es die Familie der Piezokanéle, bestehend aus Piezol und
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Piezo2. Piezol ist vorwiegend in nicht neuronalen Zellen zu finden, Piezo2 hingegen wird
hauptséchlich von sensorischen Neuronen exprimiert. Genau wie TRPV4 sind Piezo-Ka-
nile nicht selektive Kationenkanéle, welche eine hohe Selektivitat fiir Kalzium aufweisen
und sich im Gegensatz zu TRP-Kanélen nur mechanisch aktivieren lassen. Chemisch lésst
sich Piezol selektiv durch Yodal aktivieren, da Yodal keine Wirkung auf Piezo2 zeigt
(Murthy et al. 2017; Syeda et al. 2015).

1.3.1 Piezol

Die Familie der mechanosensitiven Piezo-lonenkanéle wurde erstmals im Jahr 2010 be-
schrieben. Seitdem hat die Forschung bedeutende Erkenntnisse in Bezug auf die physio-
logische Funktion der Kanéle gewonnen. Heute wissen wir, dass die Piezo-Kanile eine
bedeutende Rolle als Sensoren fiir Berithrung und Schmerz spielen, in der Volumenregu-
lierung von Erythrozyten, in der Wahrnehmung von Scherkriften, in der Barorezeption
und in der Propriozeption, sowie der Atemphysiologie und der Wundheilung. Verdeut-
licht wird die Bedeutung von Piezol auch durch Studien welche zeigten, dass Piezol-
defiziente Mausembryonen bereits im Mutterleib sterben, da Piezol bei der Entwicklung
von Blutgefden von Miusen ebenfalls eine wichtige Rolle spielt (Ranade et al. 2014).
Aktiviert werden kann Piezol sowohl physisch durch Druck bzw. Scher- und Membran-
spannung als auch synthetisch chemisch wie zuvor erldutert, durch Yodal (Nosyreva et
al. 2021). Ebenso kann auch eine Inhibition durch nicht-selektive Hemmstoffe erfolgen
wie dem Peptid GsMTx4 (Grammostola mechanotoxin #4), welches aus dem Toxin einer
Vogelspinne (Grammostola rosea) gewonnen wurde (Bae et al. 2011), Ruthenium-Rot
(Nosyreva et al. 2021) oder Gadolinium (Gd*") (Nickolls et al. 2022). Mit dem Kryo-
elektronenmikroskop betrachtet, stellt sich Piezol als ein porenbildender Ionenkanal da.
Er besteht insgesamt aus etwa 2500 Aminosauren, die sich auf drei propellerférmige Un-
tereinheiten mit jeweils mindestens 26 Transmembranhelices aufteilen (Fang et al. 2021;
Saotome et al. 2018). Piezo-Kanédle werden sowohl auf der Zellmembran exprimiert als
auch im endoplasmatischen Retikulum, den Mitochondrien und dem Zellkern (Renne-
kampff et al. 2024). Wie bereits erldutert, werden Piezo-Kanéle von einer Vielzahl von
Zellen exprimiert. Werden eben diese Zellen einer mechanischen Kraft ausgesetzt, 6ffnen
sich die Piezo-Kanile und es kommt zu einem Einstrom von Kationen, primir Kalzium
(Fang et al. 2021). Der Kalzium-Einstrom fiihrt wiederum zu nachgeschalteten Signal-

kaskaden (Rennekampft et al. 2024) wie bspw. der Aktivierung der proteolytisch aktiven



Metalloproteasen aus der Familie der ADAMs (A Disintegrin and Metalloprotease)

(Grannemann et al. 2023), welche im Rahmen dieser Arbeit weiter untersucht werden.

1.3.2 Die Rolle von mechanosensitiven Ionenkanélen in der Wundheilung

Die Wundheilung ist ein komplexer Prozess, an dem verschiedene Zelltypen beteiligt
sind. Unter anderem sind hier Thrombozyten, Neutrophile, Makrophagen, Endothelzel-
len, Keratinozyten und Fibroblasten beteiligt. All diese Zellen exprimieren Piezol und
werden von Zytokinen und Wachstumsfaktoren im Rahmen der Wundheilung gesteuert.
Der Heilungsprozess der Haut ldsst sich in die Entziindungsphase, die Proliferationsphase
und die Reifungsphase unterteilen (Rennekampfft et al. 2024). Die Entziindungsphase be-
treffend wurde gezeigt, dass sowohl eine erhdhte Piezo-Expression in Thrombozyten eine
gerinnungsfordernde Wirkung zu Folge hat (Zhu et al. 2022), als auch, dass eine syste-
mische Gabe des Piezo-Antagonisten GsMTx4 bei Miusen einen gerinnungshemmenden
Effekt hat (Zhao et al. 2021).

Bei genauerer Betrachtung der Proliferationsphase der Wundheilung zeigt sich, dass Ke-
ratinozyten auf mechanische Dehnung mit Proliferation reagieren, als auch mit einer
Phosphorylierung des EGF-Rezeptors (epidermal growth factor) (Yano et al. 2004), da
hier eine Aktivierung von Piezol stattfindet (Gudipaty et al. 2017). Des Weiteren fiihrt
die Phosphorylierung des EGF-Rezeptors zu einer Aktivierung der Signalwege von ERK
1/2 (Extracellular signal-Regulated Kinase). Fiir die Aktivierung des ERK1/2-Signalwe-
ges ist ebenfalls der Kalziumeinstrom durch Piezol von grofler Bedeutung (Yano et al.
2004). Die Aktivierung des ERK 1/2 Signalweges innerhalb der Zelle fiihrt ebenfalls zur
Proliferation der Zellen, kann aber auch Reaktionen wie Differenzierung oder Apoptose
auslosen (Zhang et al. 2023). Die Migration der Keratinozyten betreffend gibt es derzeit
widerspriichliche Forschungsergebnisse, da auf der einen Seite eine Blockierung von
Piezol, sowohl durch Piezol-Knockdown als auch durch GsMTx4, zu einer verminderten
Zellmigration in vivo fiihrt, andere Forschungsergebnisse zeigen jedoch eine vermehrte
Migration nach Piezol-Knockdown (He et al. 2022). Daher scheinen weitere Untersu-

chungen zu der Rolle von Piezol in der Wundheilung notwendig.



1.4 ADAM-Proteasen

Eine besondere Bedeutung in Wundheilungs- bzw. Entziindungsprozessen haben die
ADAM-Proteasen, da sie viele Adhédsionsmolekiile, Zytokin-Rezeptoren und Wachs-

tumsfaktoren freisetzen konnen (Novak 2004). Auf molekularer Ebene betrachtet sind
ADAM-Proteasen Transmembranproteine mit einer extrazellulire Multidoméanenregion,
einer Transmembransequenz und einer zytoplasmatischen-Doméne. Im Detail besteht die
extrazellulire Multidoméinenregion aus einer Prodoméne, darauffolgend die Metallopro-
teinase-, die Desintegrin-, und cysteinreiche Domine (Abbildung 2). Im Siugetiergenom
wurden bisher rund 40 verschiedene ADAM-Proteasen identifiziert, von denen 22 im
menschlichen Genom nachgewiesen werden konnten (Chou et al. 2020, 2020).
Funktionell spielen sie eine wichtige Rolle bei der proteolytischen Freisetzung anderer
Transmembranproteine, dem sogenannten shedding, als auch bei Zelladhésions- und Zell-
fusionsprozessen. Das shedding ist ein wichtiger, an der Zellmembran ablaufender Pro-
zess, durch den Transmembranproteine wie Wachstumsfaktoren (HB-EGF, TGFa,
AREG) und Zytokine (TNFa) in ihre 16sliche Form tiberfiihrt werden. Zusitzlich gibt es
eine Reihe von Zelloberflichenrezeptoren (TNFR-1), welche ebenfalls durch shedding
von der Membran gelost werden (Novak 2004; Sternlicht und Sunnarborg 2008). Laut
aktueller Literatur sind sowohl ADAMI10 als auch ADAM17 in Anwesenheit ihrer Pro-
doméne inaktiv, weshalb diese abgespalten werden muss, bevor sie ihre proteolytische
Funktion ausiiben konnen (Di Domenico und Giordano 2017). Zudem kénnen ADAM-
Proteasen, aufgrund ihrer Funktion bei der Aktivierung von Wachstumsfaktoren eine
zentrale Rolle in der Entstehung von Krebs spielen (Duffy et al. 2011; Pruessmeyer und
Ludwig 2009)

Da die zuvor erwédhnten Proteine alle durch ADAM10 oder ADAM17 freigesetzt werden,
liegt in dieser Arbeit ein besonderer Fokus auf speziell diesen beiden ADAM-Proteasen.
ADAM17 wird auch als TACE (Tumor Necrosis Factor Alpha Converting Enzyme) be-
zeichnet, da es in der Lage ist, das membrangebundene TNFa in eine 16sliche Form zu
iiberfiihren (Giebeler & Zigrino 2016).

Die Bedeutung von ADAM17 zeigt sich deutlich in ADAM17-Knockout-Miausen, welche
nicht lebensfahig sind und schwere epitheliale Anomalien aufweisen. Die Epithelanoma-
lien dullern sich in Defekten in der Haut, der Hornhaut, den Haaren, als auch in der Schild-
driise, der Nebenschilddriise, dem Magen und dem Darm (Peschon et al. 1998)

Fiir ADAM17 wurden bislang mehr als 80 Substrate identifiziert, im Verlauf dieser Ar-

beit werden, aufgrund ihrer Bedeutung bei der dermalen Wundheilung, die folgenden
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Substrate untersucht: Amphiregulin (AREG), Heparin-bindender EGF-dhnlicher Wachs-
tumsfaktor (HB-EGF), Interleukin 6-Rezeptor (IL6-R), Interleukin-8 (IL8) , Transfor-
ming growth factor a (TGFa), Tumornekrosefaktor oo (TNFa) und Tumornekrosefaktor-
Rezeptor 1 (TNFR-1) (Calligaris et al. 2021; Lorenzen et al. 2016). Die verstirkte Frei-
setzung von EGFR-Liganden fiihrt zu einer erhohten Zellproliferation, Invasion und Mig-
ration, wodurch ADAM17 eine Schliisselrolle in der Tumorentstehung und -progression
von EGFR-abhdngigen Tumoren einnimmt. (Wang et al. 2022; Sahin et al. 2004). Eine
zentrale Rolle in der Forschung nimmt daher der Phorbolester, Phorbol-12-myristat-13-
acetat, (PMA) als pharmakologischer Aktivator von ADAMI17 ein, obwohl PMA
ADAMI17 nicht direkt aktiviert, sondern iiber die Protein-Kinase C (PKC), welche dann
dazu fiihrt, dass ADAM17 aktiviert wird. (Lorenzen et al. 2016; Kveiborg et al. 2011).
Laut aktuellen Studien scheint ADAM17 auBBerdem ebenfalls eine wichtige Rolle in der
Wundheilung zu spielen (Zhu et al. 2021). Betrachtet man die Aminosiureabfolge von
ADAMI17 findet man nur eine geringe Ubereinstimmung mit anderen Proteasen aus der
ADAM-Familie. Die groBte Ahnlichkeit in der Sequenz ldsst sich mit knapp 30 % bei
ADAMI0 finden (Gooz 2010; Rennekampft et al. 2024).

Die Bedeutung von ADAMI10 zeigt sich ebenfalls deutlich in ADAM10-Knockout-Méu-
sen, welche bereits am 9 Tag der Embryogenese auf Grund von multiplen Defekten im
entstehenden zentralen Nervensystem und im Herz-Kreislauf-System versterben (Hart-
mann et al. 2002). Weiter verdeutlichen aktuelle Studien die Relevanz von ADAM10, da
es eine positive Rolle in der Behandlung von Alzheimer zu spielen scheint (Yuan et al.
2017). Aktuelle Forschungsergebnisse unterstreichen die zentrale Rolle von ADAM10
welches in der Lage ist, die Notch-Signaliibertragung zu modulieren und dadurch ent-
scheidend zur Zelldifferenzierung beitrdgt, insbesondere bei angeborenen und erworbe-
nen Immunzellen. Uber diesen Mechanismus kann ADAM10 indirekt Einfluss auf die
Tumorentstehung und -progression nehmen. Aktuelle Studien untersuchen hier vor allem
die Bedeutung von ADAMIO als prognostischen Marker in der Behandlung von
Glioblastomen (Smith et al. 2020; Lambrecht et al. 2018), daher ist hier ebenfalls ein
pharmakologischer Aktivator, in diesem Fall der Kalzium-Ionophor Ionomycin von gro-
Ber Bedeutung fiir die Forschung. Ionomycin wirkt, indem es Kalzium selektiv bindet
und durch die Zellmembran transportiert, was dann zu einer Kalzium-abhéngigen Akti-
vierung von ADAMI10 fiihrt (Gharzia et al. 2024). Da ADAMI10 ubiquitir in Sdugetier-
zellen exprimiert wird, wurden auch hier bereits mehr als 40 Substrate identifiziert. Da-
runter sind auch einige Substrate, die ebenfalls durch ADAM17 abgespalten werden kon-

nen. Daher wird der Fokus in dieser Arbeit auf die Untersuchung der folgenden entziind-
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lichen Mediatoren und Wachstumsfaktoren gelegt: Fractalkine (CX3CL1), C-X-C Motif
Chemokine Ligand 16 (CXCL16), HB-EGF , IL-6R (Dreymueller et al. 2012). Zusam-
menfassend sind also sowohl ADAM17 als auch ADAMI10 wichtige Proteasen fiir die
Freisetzung von Wachstumsfaktoren, welche an den EGF-Rezeptor binden (Sahin et al.

2004).

Aufbau ADAM10/17 Freisetzung von Transmembranproteinen:
shedding

Abbildung 2: Aufbau ADAM10/17

ADAM10/17 bestehen aus einer zytoplasmatischen Doméne (ZT) gefolgt von einer Transmembransequenz
(TMS), einer cysteinreichen Doméne (CD), einer Desintegrin Doméne (DD) und schlussendlich einer Me-
talloproteinase Doméne (MP) mit einer Prodoméne (PD). Die Prodoméne muss abgespalten werden, damit
ADAMs ihre proteolytische Funktion ausiiben kdnnen das sogenannte ,,shedding*.

1.5 EGF-Rezeptor

Der EGF-Rezeptor ist das wohl représentativste Mitglied der Familie der transmembra-
nen Rezeptor-Tyrosin-Kinasen zu der allerdings neben dem EGF-Rezeptor (ErbB1) noch
ErbB2, ErbB3 und ErbB4 gehoren (Olayioye et al. 2000; Kumar et al. 2008). In Kera-
tinozyten fiihrt die Bindung eines EGFR-Liganden zur Dimerisierung des Rezeptors und
anschlieBend zur Aktivierung von Signalwegen, welche innerhalb der Keratinozyten zel-
luldre Reaktionen wie Differenzierung, Migration und Proliferation auslosen (Peus et al.
1997, lIordanov et al. 2002). Inhibieren ldsst sich der EGF-Rezeptor durch den chiméren
monoklonalen Maus-Mensch-Antikérper Cetuximab (Shigeta et al. 2013), welcher auch
klinisch Anwendung findet beispielsweise in der Behandlung des Plattenepithel Karzi-

noms im Kopf- und Hals-Bereich oder des Kolorektalen Karzinoms (Agarwal et al. 2019;
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Park et al. 2019). Die Relevanz des EGF-Rezeptors wird besonders deutlich bei EGFR-
Knockdown-Mausen, welche, sofern sie iiberleben, eine schwerwiegende epidermale
Atrophie, sowie eine extrem niedrige Keratinozyten-Proliferationsrate aufweisen (Miet-
tinen et al. 1995). Die Familie der transmembranen Rezeptor-Tyrosin-Kinasen spielt au-
erdem eine iibergeordnete Rolle in der Therapie von verschiedenen Krebsarten, wie
Brustkrebs, dem nicht kleinzelligen Lungenkarzinom (NSCLC) und dem Glioblastom, da
es hier zu einer Deregulierung der Kinase-Aktivitit des Rezeptors kommt (Kumar et al.
2008). In Sdugetieren sind insgesamt siecben EGFR-Liganden bekannt (AREG, Betacel-
lulin (BTC), EGF, Epigen (EPGN), Epiregulin (EREG), HB-EGF und TGFa) (Harris et
al. 2003), von denen mehrere von Keratinozyten exprimiert werden (AREG, BTC,
EREG, HB-EGF, TGFa) (Stoll et al. 2010). EGFR-Liganden sind sowohl in der Lage an
der gleichen Zelle, welche sie freisetzt zu wirken (autokrin), als auch an einer benachbar-
ten Zelle (parakrin) (Schneider et al. 2008). Die Freisetzung dieser Wachstumsfaktoren
erfolgt mithilfe von Metalloproteinasen, wie zuvor bereits erldutert wurde, wodurch sie
erst in die Lage versetzt werden, an den EGF-Rezeptor zu binden (Sanderson et al. 2006).
Im Rahmen dieser Arbeit wurde insbesondere die Freisetzung von AREG untersucht.
AREG bekam seinen Namen durch die Erkenntnis, dass es in der Lage ist, in seiner Funk-
tion als Ligand am EGF-Rezeptor, Krebszelllinien sowohl zu hemmen als auch zu stimu-
lieren (Shoyab et al. 1988), weshalb es seitdem ein wichtige Rolle in der Forschung hat.
Neben seiner Rolle in der Krebstherapie, spielt AREG auflerdem eine wichtige Rolle bei
entzlindlichen Hauterkrankungen, da es bspw. im Rahmen der Psoriasis tiberexprimiert
wird. Zusitzlich zur Uberexpression von AREG zeigt sich bei Psoriasis auch eine ver-
starkte Expression der Wachstumsfaktoren HB-EGF und TGFa (Elder et al. 1989; Cook
et al. 1992; Stoll & Elder 1998), welche daher auch Bestandteil dieser Arbeit sind.



2 Zielsetzung

Im Fokus dieser Arbeit steht, die bestehenden Erkenntnisse aus unserer Arbeitsgruppe in
Bezug auf die Aktivierung des mechanosensitiven lonenkanals Piezol und der damit ein-
hergehenden Freisetzung von Wachstumsfaktoren und Entziindungsmediatoren durch die
ADAM10/17-Proteasen in Keratinozyten fortzufiihren. Es konnte bereits in Vorarbeiten
von Johanna Jakob gezeigt werden, dass es im Zuge der Piezol-Aktivierung in Kera-
tinozyten zu einer verstairkten ADAM10/17-abhingigen Freisetzung des Wachstumsfak-
tors Amphiregulin (AREG) kommt (Jakob unveréffentlichte Daten). Sowohl der genaue
Signalweg hinter der AREG-Freisetzung als auch die autokrinen Effekte des freigesetzten
AREGs bleiben jedoch ungeklért. Diese Arbeit widmet sich daher der Beantwortung von
zwei libergeordneten Fragestellungen:
1.) Wie ist die EGFR-Signaliibertragung in der Piezol-ADAM-Achse involviert?
2.) Findet in diesem Kontext auch eine entziindliche Reaktion statt?

In diesem Zusammenhang ergab sich die zentrale Hypothese, dass die EGFR-Signaliiber-
tragung einen Einfluss auf die Piezol-ADAM-Achse hat. Fiir die Uberpriifung dieser Hy-
pothese wird zunichst untersucht, welchen Einfluss die Abwesenheit von fetalem bovi-
nem Serum (FBS) auf die AREG-Freisetzung in HaCaT-Zellen (spontan immortalisierte
humane Keratinozyten Zelllinie) hat. Zusitzlich wird gepriift, ob die Abwesenheit von
FBS ebenfalls einen Einfluss auf das Genexpressionsprofil der HaCaT-Zellen hat und wie
diese die Freisetzung von entziindlichen Molekiilen, wie IL-8 beeinflusst. In einem nichs-
ten Schritt wird die Fragestellung adressiert, ob die beobachteten Effekte durch Rekon-
stitution von einzelnen rekombinanten Wachstumsfaktoren aufgehoben werden koénnen,
um so die Beteiligung der EGFR-Signaliibertragung zu zeigen. AbschlieBend werden die
Ergebnisse der HaCaT-Zellen validiert, indem die Experimente mit N/TERT-1-Zellen
wiederholt werden, da diese ebenfalls immortalisierte Keratinozyten Zelllinie nach heu-
tigem Stand der Forschung als physiologisch relevanter gilt (Smits et al. 2017). Zumal es
nicht ohne weiteres moglich ist, das Medium dieser Zellen ohne Wachstumsfaktoren her-
zustellen, wird der inhibitorische EGFR-Antikorper Cetuximab verwendet, um die Betei-
ligung des EGFR-Signalweges zu zeigen. Methodisch wird im Verlauf der Arbeit vor
allem auf Sandwich-ELISAs zuriickgegriffen, um die Quantitit der Proteine im Uber-
stand der Zellen zu bestimmen und auf qPCRs um die Verdnderung der Genexpression

zu quantifizieren.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien
3.1.1 Zellen

Tabelle 1: Zellen
Zelltyp

Herkunft

HaCaT-Zellen

N/TERT-1-Zellen

CVCL 0038; freundlicherweise zur Ver-
fligung gestellt von Dr. Marcin Moch,
Institut und Lehrstuhl fiir zelluldre und
molekulare Anatomie, Uniklinik RWTH
Aachen

freundlicherweise zur Verfiigung gestellt
von Jos P.H. Smits Department of Derma-
tology, Radbound Institute for Molecular
Life Sciences, Radbound University Med-

ical Center
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3.1.2 Zellkulturmedien und Zusatze

Tabelle 2: Zellkulturmedien und Zusitze

Zellkulturmedien Anbieter

DMEM-+/+ PAN-Biotech GmBH (Aidenbach, DE)
- 500 ml DMEM
- 50 ml FBS

- 5 ml Penicillin/Streptomycin
DMEM-/+

- 500 ml DMEM

- 5 ml Penicillin/Streptomycin
EpiLife+/+

- 500 ml EpiLife

- 5 ml Supplement fiir humanes Ke-

ratinozyten Wachstum

- 5 ml Penicillin/Streptomycin

3.1.3 Chemikalien

Tabelle 3: Chemikalien

PAN-Biotech GmBH (Aidenbach, DE)

Thermo Fischer Scientific (Waltham,
USA)

Name Anbieter

Accutase PanBiotech (Aidenbach, DE)

BM Blue POD Substrate Hoffmann-La Roche AG (Basel, CH)

DMSO Carl Roth GmBH + Co. KG (Karlsruhe,
DE)

Ethanol Merk (Darmstadt, DE)
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3.1.4 Geriite

Tabelle 4: Geriite
Gerit

Anbieter

IncuCyte™ ZOOM
CFX Connect Real-Time PCR System
Mikroskop DMIL

NanoDrop Spectrophotometer ND 1000

SpectraMax iD3

Neubauer Zdhlkammer

Sterile Werkbank Hera Safe KS 12
Thermo Mixer C

Wasserbad

Zentrifuge 5415R

Zentrifuge 5810R

Essen Biosciences (Hertfordshire, UK)
Bio-Rad (Hercules, USA)
Leica (Wetzlar, DE)

PEQLAB Biotechnologie GmbH (Erlan-
gen, DE)

Molecular Devices (San Jose, USA)
Brand GmbH & Co KG (Wertheim, DE)
Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
Eppendorf (Hamburg, DE)

Memmert GMBH + Co. KG (Biichenbach,
DE)

Eppendorf (Hamburg, DE)

Eppendorf (Hamburg, DE)
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3.1.5 Stimulatoren und Inhibitoren

Tabelle 5: Stimulatoren und Inhibitoren

Name Anbieter

AREG R&D Systems (Minneapolis, USA)

Cetuximab Apotheke des Universitdtsklinikum der
RWTH Aachen

GI254023X GlaxoSmithKline (Brentford, UK)

GW 280264X Tocris (Minneapolis, USA)

rekombinantes humanes TGF-a

Yodal

3.1.6 Kits

Tabelle 6: Kits
Kit

PeproTech (New Jersey, USA)

Tocris (Minneapolis, USA)

Anbieter

Human Amphiregulin DuoSet Elisa
Human IL-6 R alpha DuoSet Elisa

Human IL-8/CXCL8 DuoSet Elisa
Human sTNFRI/TNFRSF1A DuoSet Elisa

RNeasy Mini Kit

R&D Systems (Minneapolis, USA)
R&D Systems (Minneapolis, USA)
R&D Systems (Minneapolis, USA)
R&D Systems (Minneapolis, USA)

Quiagen (Venlo, NE)
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3.1.7 Puffer und Losungen

Tabelle 7: Puffer und Losungen

Puffer Zusammensetzung
PBS 150 mM NaCL
120 mM KCL
10 nM Na;HPO4/KH>PO4
pH 7,4
Reagent diluent (ELISA) PBS
1% BSA
ELISA-Waschpuffer PBS

3.1.8 Primer

Tabelle 8: Primer

0,5 % Tween

Primer Sequenz (5°-3°)

hAREG for GAC CTC AAT GAC ACCTACTC 59 °C
hAREG _rev ACT ACC TGT TCA ACT CTG AC 59 °C
hCYCI_for AGC TAT CCGTGG TCT CACC 59 °C
hCYCI_rev CCG CAT GAA CAT CTC CCC ATC 59 °C

hCXCL16_for TGT CTA TAC TAC ACG AGG TTC CA 60 °C

hCXCL16_rev AGC ATG TCC ACATTC TTT GAG 60 °C

Annealing-Temperatur
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hCX3CLI for

hCX3CL1 _rev

hGAL7 for

hGAL7 _rev

hHBEGF _for

hHBEGF rev

hILIB for

hILIB rev

hIL-6_for

hIL-6_rev

hIL6R_for

hIL6R rev

hIL8 for

hIL8 rev

hIL17R for

hIL17R rev

GGT TAG GCA TTG TGG GAA GG

AGA TGG GAG TAT GTT GGT GG

CTG TTG AAG ACC ACC TCC GAZ

CTG TTG AAG ACC ACC TCC GAC

GCT CTT TCT GGC TGC AGT TCT

CAA GTC ACG GACTTT CCG GT

CAC CTG TAC GAT CACTGA ACT G

CAC CACTTG TTG CTC CAT ATCC

GTGTGAAAGCAGCAAAGAG

AAGTCTCCTCATTGAATCCA

GTG AGG AAG TTT CAG AAC AG

CAT GGA CAC TAT GTA GAAAGA G

GAC ATA CTC CAA ACCTTT CC

AACTTCTCC ACA ACC CTC

CTT GTG CCT GAC TGT GAG

CTG GTA ATG GGT AGA TTC GT

60 °C

60 °C

61°C

61°C

60 °C

60 °C

63 °C

63 °C

57°C

57°C

56 °C

56 °C

60 °C

60 °C

59 °C

59 °C
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hIL18 for

hIL18 rev

hMCPI_for

hMCPI_rev

hTGFalpha_for

hTGFalpha_rev

hTNF _for

hTNF _rev

hTfRI1 for

hTfRI1 rev

CCT GGA ATC AGA TTA CTT TGG

GGG TGC ATT ATC TCT ACA GTC

ATG AAA GTC TCT GCC GCC

CTT CTT TGG GAC ACTTGC T

GAG AAC AGC ACG TCC CCG

CCA GAA TGG CAG ACA CAT GC

TGA GCA CTG AAA GCA TGA TCC

CGA GAA GAT GAT CTG ACT GCC

CTTCAATCACACTCAGTTTCCACCA

CAGTCTCCTTCCATATTCCCAAACAG

56 °C

56 °C

57°C

57°C

64 °C

64 °C

60 °C

60 °C

59 °C

59 °C
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3.1.9 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 9: Ausgewiihlte Verbrauchsmaterialien

Produkt

Anbieter

Falcon Tubes (15 ml / 50 ml)
Filter pipette tips Tip One (qPCR)
Nunc-Immuno™ Plate (ELISA)
PCR Reaktions-Tubes (200 pl)

Pipettenspitzen (10 pl /200 pl/ 1000 pl)

Reaktions-Tubes (1,5 ml - 2 ml)
Serologische Pipetten (10 ml)
T75 Zellkulturflasche
Zellkulturschalen (@ 10 cm)

6-Well-Platten

12-Well-Platten
24-Well-Platten

qPCR-Platten

Sarstedt AG & Co. KG (Niimbrecht, DE)
Starlab (Merenschwand, CH)

Nunc A/S (Roskilde, DK)

Sarstedt AG & Co. KG (Niimbrecht, DE)

Heinz Herenz Medizinalbedarf GmbH
(Hamburg, DE)

Sarstedt AG & Co. KG (Niimbrecht, DE)
Sarstedt AG & Co. KG (Niimbrecht, DE)
Greiner bio-one (Kremsmiinster, AT)

Sarstedt AG & Co. KG (Niimbrecht, DE)

Falcon, Corning Oncorporated (New York,
USA)

Greiner bio-one (Kremsmiinster, AT)
Sarstedt AG & Co. KG (Niimbrecht, DE)

BIO Plastics (Landgraaf, NL)
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3.2 Zellbiologische Methoden

3.2.1 Kultivierung von Zelllinien

Im Verlauf dieser Arbeit wurden sowohl HaCaT-Zellen als auch N/TERT-1-Zellen ver-
wendet. Beide Zelllinien wurden bei 37 °C, 5 % CO> konstanter Luftfeuchtigkeit kulti-
viert. Fiir das sterile Arbeiten und Passagieren der Zellen wurde die Werkbank Hera Safe
KS 12 verwendet.

Die HaCaT-Zellen wurden in 10 cm-Zellkulturschalen und in DMEM kultiviert, welches
zuvor mit 50 ml FBS und 5 ml Penicillin/Streptomycin versetzt wurde (DMEM (+/+)).
Die Zellen wurden passagiert, nachdem sie fiir zwei Tage konfluent gewachsen sind, in-
dem sie zundchst zwei Mal mit 10 ml PBS gewaschen wurden. Nachdem zweiten Wa-
schen wurden die Zellen fiir 20 min mit PBS inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen
von der Platte abgeldst, indem sie mit 2 ml Accutase fiir 10 min erneut inkubiert wurden.
Um die Reaktion der Accutase abzustoppen wurden 8 ml vorgewarmtes DMEM (+/+)
hinzugegeben und die Zellsuspension in ein 50 ml-Reaktionsgefd3 iiberfiihrt, um an-
schliefend bei 250 g fiir 3 min zentrifugiert zu werden. Im néichsten Schritt wurde das
Zellpellet mit frischem vorgewdrmten DMEM (+/+) resuspendiert und die Zellen entwe-

der in 10 cm-Zellkulturschalen weiter kultiviert oder fiir Experimente ausgesit.

Im spiteren Verlauf der Arbeit wurden N/TERT-1-Zellen verwendet, welche in T75-Zell-
kulturflaschen und EpiLife kultiviert wurden, ergénzt mit 5 ml Supplement fiir humanes
Keratinozyten-Wachstum und 5 ml Penicillin/Streptomycin (EpiLife (+/+)). Die
N/TERT-1-Zellen wurden bei einer Konfluenz von ca. 90% passagiert, indem sie zu-
ndchst mit PBS gewaschen wurden und anschlieBend mit 3 ml Accutase fiir 10 min inku-
biert wurden. Auch hier wurde die Reaktion der Accutase mit 7 ml DMEM (+/+) abge-
stoppt, allerdings wurde das Zellpellet anschlieBend noch zweimal mit je 10 ml PBS ge-
waschen und im Anschluss zentrifugiert, um das im DMEM vorhandenen Kalzium aus-
zuwaschen. AbschlieBend wurden die Zellen mit frischen vorgewarmten EpiLife (+/+)

resuspendiert und entweder weiter kultiviert oder fiir Experimente ausgesit.
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3.2.2 Bestimmung der Lebendzahl

Die Anzahl der lebenden Zellen wurde mit einem Hamozytometer bestimmt (Zahlkam-
mer nach Neubauer). Bevor die Bestimmung der Lebendzahl durchgefiihrt werden
konnte, wurde die Zellsuspension 1:1 mit 0,4 % Trypanblau verdiinnt. Nachdem 10 pl
der verdiinnten Zellsuspension in das Himozytometer gegeben wurde, wurden die Zellen
unter dem Mikroskop gezahlt. Tote Zellen, welche unter dem Mikroskop blau erscheinen,
da der Farbstoff durch die Membran toter Zellen gelangt, wurden bei der Zdhlung ausge-

schlossen.

3.2.3 Auftauen von Zellen

Um die Zellen, welche langfristig im Stickstofftank aufbewahrt werden, aufzutauen,
wurde das Gefrierrohrchen aus dem Stickstofftank entnommen und im Wasserbad bei
37 °C aufgetaut. Direkt nach dem Erwdrmen wurde der Inhalt des Gefrierréhrchens in
eine Petri-Schale mit vorgewdrmtem Medium iiberfiihrt. Nach dem Adhérieren der Zellen
wurde ein Medium Wechsel durchgefiihrt, um tote Zellen und das DMSO, welches in

einer hohen Konzentration im Einfriermedium vorliegt, zu entfernen.

3.3 Molekularbiologische Methoden
3.3.1 RNA-Isolation

Im Zuge der quantitativen PCR (qPCR) wurde die RNA zunichst isoliert und anschlie-
Bend mittels reverser Transkriptase in complementary DNA (cDNA) umgeschrieben. Die
RNA-Isolation dient der Detektion und Quantifizierung messenger RNA (mRNA). Fiir
die Durchfiihrung der RNA-Isolation wurde das RNeasy mini kit genutzt.

Nach Entnahme der Uberstiinde wurden die Zellen mit PBS gewaschen und anschlieBend
mit je 350 pul RLT-Puffer lysiert. Hierfiir wurde entweder das 12- oder 24-Well-Format
genutzt. Um die Lysate zu homogenisieren wurden QiaShredder-Sadulen verwendet. Die

RNA-Isolation wurde entsprechend den Anweisungen des Herstellers durchgefiihrt.
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3.3.2 Bestimmung der RNA-Konzentration

Um die RNA-Konzentration der einzelnen Proben zu ermitteln, wurde der ND-100 ge-
nutzt. Sowohl die RNA-Konzentration als auch die Quotienten der optischen Dichte wur-
den mittels Spektrometrie gemessen. Die Quotienten der optischen Dichte wurden ge-
nutzt, um die Reinheit der Proben zu iiberpriifen. Bei Werten unter 2,0 bei OD260/280
und Werten unter 2,0-2,2 bei OD260/230 wurde von einer Verunreinigung der Probe aus-

gegangen.

3.3.3 cDNA-Synthese

Fiir die Umschreibung der isolierten mRNA in cDNA mittels reverser Transkriptase
wurde der PrimeScript™ RT Master Mix genutzt.

Die RNA-Konzentration wurde auf 500 ng pro Probe festgelegt. Fiir die cDNA-Synthese
wurden die Proben fiir 15 min bei 37 °C im Thermomixer C inkubiert. Die Reaktion
wurde gestoppt, indem die Proben fiir 5 s auf 85 °C erhitzt wurden. AnschlieBend wurden
die Proben 1:10 mit RNase-freiem Wasser verdiinnt und direkt fiir die qPCR genutzt oder
zunéchst bei -20 °C gelagert.

3.3.4 Etablierung der qPCR-Primer

Die optimale Temperatur fiir die Anlagerung von Primern wird auch als Annealing-Tem-
peratur bezeichnet. Diese wurde mit Hilfe einer Gradienten-qPCR bestimmt. Als Temp-
late fiir die Gradienten-qPCR wurde eine Mischung aus der cDNA von allen verwendeten
Proben genutzt.

Die Zusammensetzung des Mastermixes flir die Gradienten-qPCR wird in Tabelle 10 dar-

gestellt.
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Tabelle 10: Master Mix fiir die Gradienten-PCR

Bestandteil Menge
1Tag™ Universal SYBR® Green 50 ul
Supermix

Nuklease-freies Wasser 29 ul
Forward Primer 5,5 ul
Reverse Primer 5,5 ul
Template cDNA 10 ul
Gesamt 100 pl

AnschlieBend wurde eine Temperatur-Gradienten-qPCR durchgefiihrt. Die hier verwen-
deten Temperaturen sind in Tabelle 11 aufgefiihrt. Die Annealing-Temperatur wurde an-

hand der Signalstike des entstehenden Produktes festgelegt.

Tabelle 11: Ablaufprotokoll fiir Gradienten-qPCR

Temperatur Zeit

95°C 5 min

95°C 10s

55-65 °C 10s x25
72 °C 15s

4°C 0
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3.3.5 Auswahl der Referenzgene

Um die Expression der einzelnen Gene beurteilen zu konnen, wurden diese in Korrelation
zu sogenannten Referenzgenen gemessen. Wichtig bei der Auswahl der Referenzgene
war, dass diese in den einzelnen Proben gleichermallen exprimiert wurden.

Fiir die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten qPCRs wurden die zwei Referenzgene
CYC1 (Cytochrome cl) und GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase)

verwendet.

3.3.6 qPCR

Die PCR ist ein Verfahren, welches fiir die Amplifikation von Nukleinsiduren verwendet
wird. Im Vergleich zur PCR, kann im Rahmen der qPCR die cDNA, und somit indirekt
die mRNA, quantifiziert werden.

Hierfiir wird der Fluoreszenz-Farbstoff SYBR® Green verwendet, welcher unspezifisch
in die doppelstringige DNA interkaliert und dabei fluoresziert. Diese Fluoreszenz wird
im Anschluss an jeden Zyklus durch den PCR Cycler gemessen wird. Das hier gemessene
Signal verhilt sich proportional zur entstandenen Produktmenge.

Fiir jede Probe wurden Duplikate mit je 9 ul Master Mix und je 1 pl der cDNA-Probe auf
die qPCR-Platten aufgetragen. Die Zusammensetzung des hier verwendeten Mastermixes
wird in Tabelle 12 dargestellt.

Der Ablauf des im qPCR Cycler verwendeten Programms ist in Tabelle 13 dargestellt.

Tabelle 12: Master Mix fiir die qPCR

Bestandteil Menge
iTagq™ Universal SYBR® Green Super- | 5 ul
mix

Nuklease freies Wasser 2,9 ul
Forward Primer 0,55 pl
Reverse Primer 0,55 pl
Gesamt 9 ul
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Tabelle 13: Ablaufprotokoll fiir die qPCR

Temperatur Zeit

95 °C 5 min

95 °C 10s

Primer spezifisch 10s

72°C 15s 44 x
95 °C 5 min

65 °C 1 min

65-97 °C (0,11 °C/s) | 5 min

4 °C ©

3.3.7 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Der ELISA ist eine Methode, welche im Rahmen dieser Arbeit genutzt wurde, um Prote-
ine im Zellkulturiiberstand zu detektieren und zu quantifizieren. Bei dem hier verwende-
ten ELISA handelte es sich um einen sogenannten Sandwich-ELISA, welcher genutzt
wurde, um AREG, IL6, IL-6R, TNFR1 und IL8 im Zellkulturiiberstand zu detektieren.
Hierfiir wurden spezifische Kits der Firma R&D Systems (Tabelle 6) verwendet.

Fiir die Durchfiihrung der Experimente, welche fiir den ELISA genutzt wurden, wurden
pro 12-Well-Platte pro Well 200.000 Zellen ausgesit (bzw. pro 24-Well-Platte pro Well
100.000 Zellen) und anschlieend 2 Tage inkubiert.

Im nichsten Schritt wurden die Uberstinde enthommen und bei 4 °C und 1000 g fiir 5
min zentrifugiert, bevor sie bei -20 °C gelagert wurden.

Der ELISA wurde entsprechend den folgenden Vorgaben des Herstellers durchgefiihrt:
Zunichst wurde der Capture-Antikorper in PBS gelost und anschlieSend auf die Nunc-
immuno MicroWell Platte (96-Well Platte) aufgetragen und {iber Nacht bei Raumtempe-
ratur (RT) inkubiert.

Am néchsten Morgen wurde die Platte zunichst drei1 Mal mit dem ELISA-Waschpuffer
gewaschen und anschliefend fiir 2 h bei RT mit Reagent Diluent geblockt, um unspezifi-
sches Binden an die Platte zu vermeiden.

Die Platte wurde erneut drei Mal gewaschen bevor jeweils Duplikate der Proben und einer
Standardreihe aufgetragen wurden, welche fiir 2 h bei RT inkubiert wurden. Die Stan-
dardreihe entsprach einer in Medium angesetzten seriellen Verdiinnungsreihe, von sieben

Konzentrationen des untersuchten Proteins und einer Negativkontrolle, nur aus Medium
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bestehend. Im Anschluss daran wurde erneut gewaschen, bevor der Detection-Antikor-
per, gelost in Reagent Diluent, aufgetragen wurde. Nach 2h Inkubation erfolgte ein er-
neuter Waschschritt bevor, Meerettich-Peroxidase-gekoppeltes Strepavidin, ebenfalls ge-
16st in Reagent Diluent fiir 20 min aufgetragen wurde. AnschlieBend erfolgte ein letzter
Waschschritt, bevor BM Blue POD Substratlésung hinzugegeben wurde, welches in die-
ser Reaktion als chromogenes Substrat verwendet wurde. Beendet wurde die Reaktion
durch die Zugabe von 2 M H2SO4, bevor die Absorption durch den SpectraMax iD3 ge-

messen wurde.

3.4 Statistische Auswertung

Die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen quantitativen Daten, werden als Mittelwert und
Standardabweichung dargestellt. Zur Berechnung von Mittelwert und Standardabwei-
chung wurden Daten aus mindestens drei unabhingig voneinander durchgefiihrten Expe-
rimenten genutzt. Die statistische Auswertung wurde mit dem Programm SAS 9.4 und
der GLIMMIX-Prozedur durchgefiihrt, wofiir ein Code genutzt wurde, welcher von Dr.
Aaron Babendreyer erstellt und zur Verfiigung gestellt wurde. Bei der Analyse der Daten
wurde mit einer generalized mixed model analysis gearbeitet. Fiir die Verteilung der Da-
ten wurde nach Beurteilung von analytischen Residual-Plots entweder eine Normal- oder
eine Lognormal-Verteilung angenommen. Durch die Nutzung von analytischen Tools
wie dem covtest Statement oder dem Shapiro-Wilk-Test wurde zudem untersucht, ob die
Daten einzelnen Daten-Sets homoskedat waren und eine parametrische Analyse zuléssig
war. Von einer statistischen Signifikanz wurde ausgegangen bei einem p-Wert <0,5. Der
Code, welcher fiir die Datenauswertung verwendet wurde, wird im Anhang zur Verfii-

gung gestellt.
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4 Ergebnisse

4.1.1 Einfluss von FBS auf die ADAM-AKktivitit und die Freisetzung von Wachs-

tumsfaktoren

Wie bereits in der Zielsetzung erwéhnt, haben frithere Arbeiten, innerhalb unserer Ar-
beitsgruppe gezeigt, dass es nach Piezol-Aktivierung durch Yodal zu einer gesteigerten
Aktivitdit von ADAM10 und ADAMI17 in Keratinozyten kommt (Grannemann 2023;
Blaschke 2022). Es konnte aulerdem bereits gezeigt werden, dass es im Zuge dieser ge-
steigerten Aktivitdit von ADAM10/17 zu einer gesteigerten Freisetzung des Wachstums-
faktors AREG kommt. Der genaue Signalweg dahinter bleibt allerdings unklar (Jakob
unverdffentlichte Daten). Um die Hypothese zu liberpriifen, dass eventuell Wachstums-
faktoren im fiir die Zellkulturverwendeten FBS einen Einfluss auf die Piezol-ADAM-
Achse haben, wurden die HaCaT-Zellen zunichst entweder 24 h in Medium ohne FBS
kultiviert oder erhielten nur wihrend der Stimulation mit Yodal ein FBS-freies Medium
(-/+ FBS und +/- FBS). Es wurde ebenfalls getestet, wie die Zellen reagieren, wenn sie
sowohl 24 h vor der Stimulation in FBS-freiem Medium kultiviert werden als auch in
FBS-freiem Medium stimuliert werden (-/- FBS). Als Positiv-Kontrolle wurden die Zel-
len vor dem Stimulieren in Medium mit FBS kultiviert und ebenfalls in Medium mit FBS
stimuliert (+/+ FBS). Sofern nicht anders angegeben wurden die verwendeten Konzent-
rationen auf Basis der unveroffentlichten Arbeit von Johanna Jakob ausgewéhlt (Jakob
unverdffentlichte Daten). Die Ergebnisse ergaben, dass die AREG-Freisetzung nur in der
Gruppe signifikant erniedrigt wurde, in der die HaCaT-Zellen 24 h vor und wéhrend der
Stimulation in FBS-freiem Medium kultiviert wurden (Abbildung 3). Hier zeigte sich
eine signifikante Reduzierung der AREG-Freisetzung sowohl mit DMSO als auch unter
Yodal-Stimulation, jeweils im Vergleich zur Kontrolle mit FBS. Daraus lisst sich schlie-
Ben, dass die Abwesenheit von FBS cinen Einfluss auf die Piezol-ADAM-Achse hat,
unter der Voraussetzung, dass die Zellen 24 h vor und wéhrend der Stimulation ohne FBS
kultiviert wurden.

In weiteren Experimenten ohne FBS, wurden die Zellen daher sowohl 24 h vor der Sti-

mulation als auch wihrend der Stimulation in FBS-freiem Medium kultiviert.
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Abbildung 3: FBS-Abhingigkeit der Yodal-induzierten AREG-Freisetzung

Die AREG-Freisetzung wurde mit Hilfe eines ELISAs quantifiziert. Die HaCaT-Zellen wurden fiir 4 h mit
Yodal (10 uM) stimuliert und entweder sowohl 24h vor der Stimulation in FBS kultiviert als auch wihrend
der Stimulation mit Yodal/DMSO in FBS kultiviert (+/+), 24h vor der Stimulation nicht in FBS kultiviert
und nur wéhrend der Stimulation mit Yodal/DMSO (-/+), 24 vor der Stimulation in FBS kultiviert und
wihrend der Stimulation mit Yodal/DMSO nicht in FBS kultiviert (+/-) oder sowohl vor der Stimulation
nicht in FBS kultiviert als auch wihrend der Stimulation mit Yodal/DMSO nicht in FBS kultiviert. Die
Daten sind als Mittelwert + SD dargestellt und stammen von drei unabhéngigen Experimenten. Statistische
Unterschiede zur DMSO-Kontrolle mit FBS (DMSO, (+/+) FBS) sind durch Sterne gekennzeichnet (* p <
0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001). Statistische Unterschiede zwischen Gruppen sind durch Rauten gekenn-
zeichnet (# p < 0,05, ## p < 0,01, ### < 0,001).

|
DMSO Yoda1

Im néchsten Schritt sollten die gemachten Beobachtungen, die darauf hinweisen, dass die
Aktivierung von Piezol in Keratinozyten mit einer verstirkten, ADAMI0- und
ADAM17-abhingigen Freisetzung von Amphiregulin einhergeht, bestitigt werden. Die
ADAMI10- und ADAM17-abhingige Freisetzung wurde bereits durch die Verwendung
des ADAM10-Inhibitors G1254023X (GI) und des ADAM10/17-Inhibitors GW280264X
(GW) gezeigt (Jakob unverdffentlichte Daten). Um die folgenden Experimente zu ver-
einfachen, wurde lediglich der ADAMI10/17-Inhibitor GW verwendet. Zusétzlich er-
folgte eine erneute Validierung des Effekts der Abwesenheit von FBS, indem die HaCaT-
Zellen 24 h vor der Stimulation und wéhrend der Stimulation in FBS-freiem Medium
kultiviert wurden. Die Daten bestétigen die unverdffentlichten Daten von Johanna Jakob
(Jakob unverdffentlichte Daten), indem sie eine signifikant verstirkte AREG-Freisetzung
nach Yodal-Stimulation und eine Hemmung dieses Effektes durch GW zeigten. Damit
ist die AREG-Freisetzung, wie bereits beschrieben, von ADAM10 und ADAM17 abhén-
gig (Abbildung 4). Dariiber hinaus zeigte sich erneut eine signifikant verminderte AREG-

Freisetzung in der Abwesenheit von FBS.
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Abbildung 4: AREG- Freisetzung nach FBS-freier Kultivierung und ADAM10/17-Inhibierung

Die AREG-Freisetzung wurde mit Hilfe eines ELISAs quantifiziert. Die HaCaT-Zellen wurden fiir 4 h mit
Yodal (10 uM) und GW (10 pM) stimuliert. Die Daten sind als Mittelwert + SD dargestellt und stammen
von drei unabhingigen Experimenten. Statistische Unterschiede zur DMSO-Kontrolle sind durch Sterne
gekennzeichnet (* p < 0,05, ** p <0,01, *** p <0,001). Statistische Unterschiede zwischen Gruppen sind
durch Rauten gekennzeichnet (# p < 0,05, ## p < 0,01, ### < 0,001).

4.1.2 Einfluss von FBS auf Piezol-abhingige Genexpressionsprofile von Wachs-

tumsfaktoren

Zur weitergehenden Uberpriifung der Hypothese, dass die EGFR-Signaliibertragung ei-
nen Einfluss auf die Piezo-ADAM-Achse hat, wurde die mRNA-Expression von AREG
in der Abwesenheit von FBS in den HaCaT-Zellen untersucht. Die Ergebnisse zeigten
wie erwartet eine signifikant erhohte mRNA-Expression nach Yodal-Stimulation und
eine erniedrigte mRNA-Expression von AREG nach Inhibition mit GW (Abbildung 5a).
Die mRNA-Expression nach Yodal-Stimulation in der Abwesenheit von FBS war wieder
erwarten allerdings tendenziell erhoht, obwohl die AREG-Freisetzung signifikant ver-
mindert war (Abbildung 4). Die DMSO-Kontrolle war in der Abwesenheit von FBS, im
Vergleich zur DMSO-Kontrolle mit FBS, allerdings ebenfalls signifikant vermindert.

Zur vertieften Untersuchung der EGFR-Signaliibertragung wurde anschlieBend die
mRNA-Expression weiterer Wachstumsfaktoren analysiert. Die HaCaT-Zellen zeigten
ein dhnliches Genexpressionsprofil des Wachstumsfaktors HBEGF (HB-EGF) wie bei
AREG (Abbildung 5b und Abbildung 5a). Die mRNA-Expression war ebenfalls signifi-
kant erhoht nach Yodal-Stimulation und wurde signifikant vermindert durch den Inhi-
bitor GW. Die mRNA-Expression nach Yodal-Stimulation war in der Abwesenheit von
FBS hier ebenfalls erhoht, obwohl auch die DMSO-Kontrolle in der Abwesenheit von
FBS signifikant vermindert war, im Vergleich zur DMSO-Kontrolle mit FBS. Fiir TGFA
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(TGFa) hingegen zeigten die HaCaT-Zellen ein divergentes Genexpressionsprofil, da
weder die Genexpression durch Stimulation mit Yodal gesteigert war noch die Genex-
pression durch Zugabe von GW signifikant vermindert wurde. Hervorzuheben ist hier
allerdings, dass die TGFA-Genexpression in der DMSO-Kontrolle in Abwesenheit von
FBS im Vergleich zur DMSO-Kontrolle mit FBS ebenfalls signifikant vermindert war
(Abbildung 5c¢).

Zusammenfassend spricht die herabgesetzte Genexpression der Gene AREG, HBEGF
und 7GFA in der DMSO-Kontrolle ohne FBS ebenfalls dafiir, dass die Abwesenheit von
FBS bzw. die EGFR-Signaliibertragung eine Rolle bei der durch die Piezol-ADAM-

Achse induzierten Genexpression von Wachstumsfaktoren spielt.
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Abbildung 5: mRNA-Expression von Wachstumsfaktoren nach FBS-freier Kultivierung und
ADAM10/17-Inhibierung

Die AREG (a), HBEGF (b), TGFA (c) mRNA-Expression wurden mittels qPCR bestimmt. Die HaCaT-
Zellen wurden fiir 4h mit Yodal (10 puM) und GW (10 uM) stimuliert. Die Daten sind als Mittelwert + SD
dargestellt und stammen von drei unabhédngigen Experimenten.

Die Expression wurde auf die Referenz Gene CYC!I und GAPDH bezogen. Statistische Unterschiede zur
DMSO-Kontrolle sind durch Sterne gekennzeichnet (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001). Statistische
Unterschiede zwischen Gruppen sind durch Rauten gekennzeichnet (# p < 0,05, ## p < 0,01, ### < 0,001).
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4.1.3 Einfluss von FBS auf die ADAM-AKktivitit und die Freisetzung von Entziin-

dungsmediatoren

Nachfolgend wurde iiberpriift, ob es auch zu einer Piezol-vermittelten Freisetzung von
Entziindungsmediatoren in HaCaT-Zellen kam und ob hier die Abwesenheit von FBS
ebenfalls einen Einfluss hatte. Aktuelle Studien belegen, dass die Formulierung von FBS
die Freisetzung von Entziidungsmediatoren beeinflusst (Liu et al. 2023). Hierfiir wurde
zunichst die IL-8-Freisetzung im Uberstand der HaCaT-Zellen nach Yodal-Stimulation,
mit und ohne FBS kultiviert, quantifiziert.

Die Ergebnisse zeigten, dass es im Zuge einer Yodal-Stimulation zu einer signifikant
vermehrten Freisetzung von IL-8 in den HaCaT-Zellen kam, was dafiirspricht, dass die
Stimulation von Piezol ein entziindliches Geschehen auslosen konnte (Abbildung 6). Au-
Berdem verdeutlichten die Ergebnisse eine signifikant verminderte Freisetzung durch den
Inhibitor GW, was auf eine Beteiligung von ADAM10 und ADAM17 hindeutete. Weiter
zeigten die Daten eine nahezu komplette Inhibition der IL-8 Freisetzung bei Abwesenheit

von FBS, welche deutlich unter der basalen Freisetzung lag.
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Abbildung 6: IL-8 Freisetzung nach FBS-freier Kultivierung und ADAM10/17-Inhibierung

Die IL-8 Freisetzung wurde mit Hilfe eines ELISAs quantifiziert. Die HaCaT-Zellen wurden fiir 4 h mit
Yodal (10 uM) und GW (10 uM) stimuliert. Die Daten sind als Mittelwert + SD dargestellt und stammen
von drei unabhéngigen Experimenten. Statistische Unterschiede zur DMSO-Kontrolle sind durch Sterne
gekennzeichnet (* p < 0,05). Statistische Unterschiede zwischen Gruppen sind durch Rauten gekennzeich-
net (# p < 0,05).

Da der Interleukin-6 Rezeptor (IL-6R) und der Tumornekrosefaktor-Rezeptor Typl
(TNFR1) eine wichtige Rolle in der Signaltransduktion von Entziindungsmediatoren
spielen und ebenfalls, wie bereits erwahnt, ADAM10/17-Substrate sind (Calligaris et al.
2021; Lorenzen et al. 2016; Dreymueller et al. 2012) wurden ihre Konzentrationen im

Uberstand mittels ELISA analysiert.
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Die Daten deuten darauf hin, dass es im Zuge einer Yodal-Stimulation zu einer signifi-
kant vermehrten Freisetzung von TNFR1 kam, welche durch die Abwesenheit von FBS
und den ADAM10/17-Inhibitor GW signifikant verringert wurde (Abbildung 7a). Auch
bei IL-6R kam es nach Yodal Stimulation zu einer vermehrten Freisetzung, welche durch
GW und der Abwesenheit von FBS signifikant verringert wurde, allerdings in abge-

schwichter Auspragung (Abbildung 7b)
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Abbildung 7: TNFR1 und IL-6R- Freisetzung nach FBS-freier Kultivierung und ADAM10/17 Inhi-
bierung

Die TNFR1 und IL-6R-Freisetzung wurde mit Hilfe eines ELISAs quantifiziert. Die HaCaT-Zellen wurden
fiir 4h mit Yodal (10 uM) und GW (10 uM) stimuliert. Die Daten sind als Mittelwert + SD dargestellt und
stammen von drei unabhéngigen Experimenten. Statistische Unterschiede zur DMSO-Kontrolle sind durch
Sterne gekennzeichnet (* p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001). Statistische Unterschiede zwischen Gruppen
sind durch Rauten gekennzeichnet (# p < 0,05, ## p < 0,01, ### < 0,001).

4.1.4 Einfluss von FBS auf Piezol-abhiingige Genexpressionsprofile von Entziin-

dungsmediatoren

AbschlieBend wurde untersucht, ob die beobachteten Verédnderungen in der Freisetzung
von IL-8 auf Ebene der Genexpression nachweisbar waren (Abbildung 6a) und wie die
Piezol- Aktivierung und die Abwesenheit von FBS das Genexpressionsprofil von ande-
ren Entziindungsmediatoren beeinflusst wurde (Abbildung 8b, c, d). Hierbei waren
CXCLS (IL-8), IL6 (IL-6), IL1B (IL-1B) und LGALS7 (Galectin 7) von groflem Interesse,
da sie laut Literatur eine Rolle bei entziindlichen Hauterkrankungen spielen (Chen et al.
2021; Cai et al. 2019). Auffillig dabei war, dass das Genexpressionsprofil von CXCLS
(Abbildung 8a) dem Genexpressionsprofil von AREG dhnelte, da die mRNA-Expression
durch die Aktivierung von Piezol signifikant erhoht wurde und durch GW signifikant
erniedrigt wurde. Die mRNA-Expression nach Yodal-Stimulation in der Abwesenheit
von FBS war hier ebenfalls tendenziell erhoht, obwohl die IL-8-Freisetzung signifikant
erniedrigt wurde (Abbildung 6). Die mRNA-Expression von /LB wurde durch GW und

die Abwesenheit von FBS signifikant erniedrigt, allerdings in einem geringeren Ausma@.
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Auch war die mRNA-Expression nicht erhoht nach Yodal-Stimulation und der Abwe-
senheit von FBS (Abbildung 8b). Die mRNA-Expression von /L-6 wurde ebenfalls durch
die Stimulation von Piezol signifikant erhoht, allerdings im Gegensatz zu CXCLS und
IL-1B nicht durch GW verringert und auch die Abwesenheit von FBS schien hier nur
einen geringen Effekt zuhaben (Abbildung 8c). Die mRNA-Expression von LGALS7 hin-
gegen war weder durch Yodal stimulierbar noch durch GW inhibierbar. Ausschlie8lich
die Abwesenheit von FBS fiihrte zu einer Steigerung der mRNA-Expression (Abbildung
8d). Zusammenfassend zeigten die vorliegenden Daten, dass die Aktivierung von Piezol
zu einer entziindlichen Reaktion in HaCaT-Zellen fiihrt, welche auch auf Ebene der Ge-
nexpression nachweisbar ist. Weiter deuten die Daten darauf hin, dass IL-8 und IL-1f

indirekt durch ADAM10/17 reguliert wurden.
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Abbildung 8: mRNA-Expression von Entziindungsmediatoren nach FBS-freier Kultivierung und
ADAM10/17-Inhibierung

Die CXCLS (a), IL-1B (b), IL-6 (c), LGALS7 (d) mRNA-Expression wurden mittels gPCR bestimmt. Die
HaCaT-Zellen wurden fiir 4 h mit Yodal (10 uM) und GW (10 pM) stimuliert. Die Daten sind als Mittel-
wert + SD dargestellt und stammen von drei unabhédngigen Experimenten.

Die Expression wurde auf die Referenz Gene CYC/ und GAPDH bezogen. Statistische Unterschiede zur
DMSO-Kontrolle sind durch Sterne gekennzeichnet (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001). Statistische
Unterschiede zwischen Gruppen sind durch Rauten gekennzeichnet (# p < 0,05, ## p < 0,01, ### < 0,001).
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4.2 Rekonstitution einzelner Wachstumsfaktoren und der Einfluss auf die ADAM-

Aktivitit

Da laut aktuellem Stand der Forschung die Formulierung und Wirkung von FBS auf die
Zellen noch nicht abschlieBend geklart werden konnte, wurde im weiteren Verlauf der
Arbeit analysiert, ob die beobachteten Effekte durch Rekonstitution von einzelnen re-
kombinanten Wachstumsfaktoren aufgehoben werden konnen (Lee et al. 2022; Liu et al.

2023).

4.2.1 Rekonstitution von TGFa und der Einfluss auf die ADAM-abhingige Freiset-
zung von AREG und IL-8

Um die Hypothese weiter zu iiberpriifen, dass die EGFR-Signaliibertragung einen Ein-
fluss auf die Piezol-ADAM-Achse hat, wurden die HaCaT-Zellen zundchst wieder 24 h
in FBS-freiem Medium kultiviert und anschlieBend mit verschiedenen Konzentrationen
des Wachstumsfaktors TGFa substituiert und zeitgleich mit Yodal stimuliert. Nachfol-
gend wurde die Freisetzung von AREG und IL-8 mittels ELISA analysiert (Abbildung
9). Die Ergebnisse zeigten einen signifikanten Anstieg der AREG-Freisetzung bei einer
Zugabe ab 3 ng/ml TGFo zum FBS-freien Medium (Abbildung 7a). Die IL-8 Freisetzung
nach Yodal-Stimulation stieg tendenziell bereits ab 1 ng TGFa pro ml an (Abbildung
9b). Allerdings war der Yodal-induzierte Anstieg erst bei einer zugegebenen Menge von
10 ng/ml TGFa signifikant erhoht. Aus diesem Grund wurden in weiteren Experimenten

10 ng TGFa pro ml eingesetzt.
Zusammenfassend bestiarken die Daten dieser TGFa-Konzentrationsreihe die Annahme,

dass die EGFR-Signaliibertragung einen Einfluss auf die Piezo-ADAM-Achse hat und

sowohl fiir die Freisetzung von AREG als auch fiir die IL-8-Freisetzung wichtig ist.
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Abbildung 9: Freisetzung von AREG und IL-8 nach FBS-freier Kultivierung und Rekonstitution mit
TGFa

Die AREG und IL-8-Freisetzung wurde mit Hilfe eines ELISAs quantifiziert. Die HaCaT-Zellen wurden
mit TGFa rekonstituiert (die Konzentrationen des TGFa sind jeweils pro ml angegeben) und fiir 4 h mit
Yodal (10 uM) stimuliert. Die Konzentrationen des TGFa sind jeweils pro ml angegeben. Die Daten sind
als Mittelwert + SD dargestellt und stammen von drei bzw. vier unabhangigen Experimenten. Statistische
Unterschiede zur DMSO 0 ng TGFa-Kontrolle sind durch Sterne gekennzeichnet (* p < 0,05, ** p <0,01).
Statistische Unterschiede zwischen Gruppen sind durch Rauten gekennzeichnet (# p < 0,05, ## p <0,01).

4.2.2 Einfluss der TGFa-Rekonstitution auf Piezol-abhiingige Genexpressionspro-

file

AnschlieBend wurde auch in dieser Versuchsreihe das Genexpressionsprofil von AREG,
HBEGF und TGFA analysiert, um zu iiberpriifen, ob die beobachteten Veridnderungen in
der Freisetzung auch auf transkriptioneller Ebene nachweisbar waren (Abbildung 10).

Die Daten der Genexpressionsprofile sowohl von AREG (Abbildung 10a) und HBEGF
(Abbildung 10b) als auch von TGFA (Abbildung 10c) zeigen eine Steigerung der mRNA-
Expression nach Zugabe von TGF« auch im Vergleich zur Kontrolle mit FBS. Diese
Ergebnisse deuteten auf einen positiven Riickkopplungs-Mechanismus von AREG,
HBEGF und TGFA hin, durch welchen das bereits freigesetzte AREG autokrin die Ex-

pression von Wachstumsfaktoren weiter steigern konnte.
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Abbildung 10: mRNA-Expression von AREG, HBEGF und TGFA nach FBS-freier Kultivierung und
Rekonstitution mit TGFa

Die AREG, HBEGF und TGFA mRNA-Expression wurden mittels qPCR quantifiziert. Die HaCaT-Zellen
wurden mit TGFa rekonstituiert (die Konzentrationen des TGFa. sind jeweils pro ml angegeben) und fiir
4 h mit Yodal (10 pM) stimuliert. Die Konzentrationen des TGFa sind jeweils pro ml angegeben. Die
Daten sind als Mittelwert + SD dargestellt und stammen von vier unabhingigen Experimenten. Die Ex-
pression wurde auf die Referenz Gene CYCI und GAPDH bezogen. Statistische Unterschiede zur DMSO
0 ng TGFa-Kontrolle sind durch Sterne gekennzeichnet (* p < 0,05, ** p <0,01, *** p <0,001). Statistische
Unterschiede zwischen Gruppen sind durch Rauten gekennzeichnet (# p < 0,05, ## p < 0,01, ### < 0,001).

AbschlieBend wurden in dieser Versuchsreihe erneut die Genexpressionsprofile der Ent-
ziindungsmediatoren untersucht, um zu analysieren, ob auch auf transkriptioneller Ebene
ein Zusammenhang zwischen Wachstumsfaktoren und der Freisetzung von Entziindungs-
mediatoren nachweisbar war. Die Ergebnisse zeigten sowohl fiir CXCL8 (Abbildung 11a)
und /L-1B (Abbildung 11b) als auch /L-6 (Abbildung 11c) eine deutliche Steigerung der
mRNA-Expression nach Hinzugabe von 10 ng/ml TGFa, was erneut auf einen Zusam-
menhang zwischen Wachstumsfaktoren und der Freisetzung Entziindungsmediatoren
hindeutet, welcher auch auf transkriptioneller Ebene sichtbar wurde. Des Weiteren wurde
auch wieder eine Zunahme in der CXCL8 mRNA-Expression nach Zugabe von Yodal
beobachtet (Abbildung 11a), wodurch abermals eine Entziindungsreaktion nach Piezol

Stimulation in den HaCaT-Zellen deutlich wird.
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Abbildung 11: mRNA-Expression von CXCLS8, IL-1B und IL-6 nach FBS freier Kultivierung und
Rekonstitution mit TGFa

Die CXCLS8, IL-1B und IL-6 mRNA-Expression wurden mittels qPCR quantifiziert. Die HaCaT-Zellen
wurden mit TGFa rekonstituiert (die Konzentrationen des TGFa. sind jeweils pro ml angegeben) und fiir
4 h mit Yodal (10 pM) stimuliert. Die Konzentrationen des TGFa sind jeweils pro ml angegeben. Die
Daten sind als Mittelwert + SD dargestellt und stammen von vier unabhéngigen Experimenten. Die Ex-
pression wurde auf die Referenz Gene CYC/ und GAPDH bezogen. Statistische Unterschiede zur DMSO
0 ng TGFa-Kontrolle sind durch Sterne gekennzeichnet (* p < 0,05, ** p<0,01, *** p <0,001). Statistische
Unterschiede zwischen Gruppen sind durch Rauten gekennzeichnet (# p < 0,05, ## p < 0,01, ### < 0,001).

4.2.3 Rekonstitution von AREG und der Einfluss auf die ADAM-abhingige Freiset-

zung von IL-8

In einer nichsten Versuchsreihe wurden die HaCaT-Zellen anstatt mit TGFo mit AREG
rekonstituiert, nachdem sie 24 h in FBS freiem Medium bzw. mit FBS kultiviert wurden,
um einen moglichen Riickkopplungs-Mechanismus von Wachstumsfaktoren weiter zu
untersuchen. Da ein AREG-ELISA nach Hinzugabe von AREG nicht mdglich war, wurde
hier zunéchst nur die Freisetzung von IL-8 analysiert (Abbildung 12). Die Daten zeigten
tendenziell mehr IL-8 Freisetzung je mehr AREG hinzugegeben wurde, allerdings nur in
der Gruppe mit FBS. In der Gruppe, in der die Zellen 24 h ohne FBS kultiviert wurden,
wurde kein IL-8, bzw. nur sehr wenig IL-8 freigesetzt. Somit decken sich die Ergebnisse
mit der IL-8 Freisetzung nach TGFo Substitution, da hier ohne Yodal-Stimulation trotz

TGFa Substitution auch keine Freisetzung stattfand (Abbildung 9b).

36



[ 0ng AREG
6004 . Il 1ngAREG
- 3 10ng AREG
E -
jémc-
200 % .
0

T
+FBS -FBS

Abbildung 12: Freisetzung von IL-8 nach FBS-freier Kultivierung und Rekonstitution mit AREG
Die IL-8-Freisetzung wurde mit Hilfe eines ELISAs quantifiziert. Die HaCaT-Zellen wurden fiir 4 h mit
AREG rekonstituiert. Die Konzentrationen von AREG sind jeweils pro ml angegeben. Die Daten sind als
Mittelwert + SD dargestellt und stammen von drei unabhéngigen Experimenten. Statistische Unterschiede
zur 0 ng AREG-Kontrolle (+FBS) sind durch Sterne gekennzeichnet (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <
0,001). Statistische Unterschiede zwischen Gruppen sind durch Rauten gekennzeichnet (# p < 0,05, ## p <
0,01, ### < 0,001).

4.2.4 Einfluss der AREG-Rekonstitution auf Piezol-abhéingige Genexpressionspro-
file

Anschliefend wurden genau wie in der Versuchsreihe zuvor wieder qPCRs durchgefiihrt,
um zu analysieren, wie die Substitution von AREG das Genexpressionsprofil der HaCaT-
Zellen moduliert. Die Analyse der AREG-mRNA-Expression (Abbildung 13a) zeigte
eine dosisabhdngige signifikante Steigerung in Abhédngigkeit von der Menge des zugege-
benen AREG. In der Gruppe der Zellen, welche 24 h ohne FBS kultiviert wurden, zeigte
sich im Vergleich, eine signifikant ausgeprigtere dosisabhédngige Steigerung der mRNA-
Expression. Wahrend das Genexpressionsprofil von HBEGF (Abbildung 13b) dem Gen-
expressionsprofil von AREG sehr dhnelte, zeigte das Genexpressionsprofil von TGFA
(Abbildung 13c) lediglich eine dosisabhédngige signifikante Steigerung in der Gruppe der
Zellen, welche 24 h ohne FBS kultiviert wurden.

Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse genau wie die Daten, welche in Abbildung

10 dargestellt werden, ebenfalls auf einen positiven Riickkopplungs-Mechanismus durch

die Induktion und Freisetzung weiterer Wachstumsfaktoren hin.
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Abbildung 13: mRNA-Expression von AREG, HBEGF und TGFa nach EGFR-Inhibierung und Re-
konstitution mit AREG

Die AREG, HBEGF und TGFA mRNA-Expression wurden mittels gPCR quantifiziert. Die HaCaT-Zellen
wurden fiir 4 h mit AREG rekonstituiert. Die Konzentrationen von AREG sind jeweils pro ml angegeben.
Die Daten sind als Mittelwert + SD dargestellt und stammen von drei unabhéngigen Experimenten. Die
Expression wurde auf die Referenzgene CYC! und GAPDH bezogen. Statistische Unterschiede zur 0 ng
AREG-Kontrolle (+FBS) sind durch Sterne gekennzeichnet (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001). Sta-

tistische Unterschiede zwischen Gruppen sind durch Rauten gekennzeichnet (# p < 0,05, ## p < 0,01, ###
<0,001).
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In einem néchsten Schritt wurde anschlielend auch in dieser Versuchsreihe die mRNA-
Expression von CXCLS, IL-1B und IL-6 analysiert (Abbildung 14). Die Ergebnisse des
Genexpressionsprofils von CXCLS (Abbildung 14a) dhneln dem Genexpressionsprofil
von AREG (Abbildung 13a) sehr stark und zeigen eine dosisabhingige signifikante Stei-
gerung sowohl fiir die Gruppe der Zellen, welche mit FBS kultiviert wurden, als auch fiir
die Gruppe der Zellen, welche in Abwesenheit von FBS kultiviert wurden, obwohl nur
eine Freisetzung von IL-8 in der Gruppe der Zellen erfolgte, welche mit FBS kultiviert
wurden. Wihrend das Genexpressionsprofil von /L-6 (Abbildung 14c) dem von CXCLS
sehr dhnelte, zeigte die mRNA-Expression von /L-1B (Abbildung 14b) ausschlielich
eine tendenziell dosisabhédngige Steigerung in Abhdngigkeit von AREG in der Gruppe,

welche mit FBS kultiviert wurde.
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Abbildung 14: mRNA-Expression von CXCLS8, IL-1B und IL-6 nach FBS-freier Kultivierung und
Rekonstitution mit AREG

Die CXCLS, IL-1 und IL-6 mRNA-Expression wurden mittels gPCR quantifiziert. Die HaCaT-Zellen
wurden fiir 4 h mit AREG rekonstituiert. Die Konzentrationen von AREG sind jeweils pro ml angegeben.
Die Daten sind als Mittelwert + SD dargestellt und stammen von drei unabhéngigen Experimenten. Die
Expression wurde auf die Referenz Gene CYCI und GAPDH bezogen. Statistische Unterschiede zur 0 ng
AREG-Kontrolle (+FBS) sind durch Sterne gekennzeichnet (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001). Sta-
tistische Unterschiede zwischen Gruppen sind durch Rauten gekennzeichnet (# p < 0,05, ## p < 0,01, ###
<0,001).

4.3 Regulierung der Yodal-induzierten Antwort durch Inhibition des EGF-Rezep-

tors

Um abschlieend den Einfluss EGFR-Signaliibertragung in der Piezol-ADAM-Achse
beweisen zu konnen, wurde Cetuximab verwendet. Bei Cetuximab handelt es sich um

einen chiméiren monoklonalen Antikorper, welcher den EGFR hemmt (Maiello et al.

2007).

4.3.1 Regulierung der AREG-Freisetzung durch eine Cetuximab Konzentrations-

reihe

Zunichst wurde Cetuximab in unterschiedlichen Konzentrationen getestet, gefolgt von
einer Analyse, ob eine Zugabe von Cetuximab, sowohl 24 h vor der Stimulation als auch
wéhrend der Stimulation mit Yodal erforderlich war (+/4) oder ob eine Zugabe von Cetu-
ximab entweder nur wihrend der Stimulation (-/+) oder nur 24 h vorher ausreichend war
(+/-). Die Ergebnisse zeigten eine dosisabhéngige signifikant verminderte Freisetzung
von AREG, sowohl unstimuliert als auch nach Yodal-Stimulation, wobei die Zugabe von

10.000 ng pro ml die grofite Wirkung zeigte (Abbildung 15a). Des Weiteren zeigten die

39



Ergebnisse eine signifikant verminderte Freisetzung in unstimulierten und mit Yodal sti-
mulierten Zellen nach Zugabe von Cetuximab 24 h vor der Stimulation und wéhrend der
Stimulation (Abbildung 15b). Daher wurde im weiteren Verlauf der Versuchsreihe mit
einer Konzentration von 10.000 ng Cetuximab pro ml und einer Zugabe von Cetuximab
sowohl 24 h vor der Stimulation als auch wéhrend der Stimulation gearbeitet.

Zusammenfassend belegen die vorliegenden Daten abschlieend einen Einfluss der

EGFR-Signaliibertragung auf die Piezol-ADAM-Achse in HaCaT-Zellen.
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Abbildung 15: Freisetzung von AREG nach Inhibierung durch Cetuximab

Die AREG-Freisetzung wurde mit Hilfe eines ELISAs quantifiziert. Die HaCaT-Zellen wurden fiir 4 h mit
Yodal (10 pM) stimuliert. Die Zugabe von Cetuximab (10.000 ng pro ml) erfolgte wie angegeben in un-
terschiedlichen Konzentrationen und 24h vor und wahrend der Stimulation mit Yodal/DMSO (+/+), nur
24h vor Stimulation mit Yodal/DMSO (+/-), nur wéhrend der Stimulation mit Yodal/DMSO (-/+) oder
weder 24h vor der Stimulation noch wéhrend der Stimulation mit Yodal/DMSO (Kontrolle). Die Konzent-
rationen von Cetuximab sind jeweils pro ml angegeben. Die Daten sind als Mittelwert + SD dargestellt und
stammen von drei unabhéngigen Experimenten. Statistische Unterschiede zur DMSO-Kontrolle sind durch
Sterne gekennzeichnet (* p <0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001). Statistische Unterschiede zwischen Gruppen
sind durch Rauten gekennzeichnet (# p < 0,05, ## p < 0,01, ### < 0,001).

4.3.2 Regulierung des Genexpressionsprofil von Wachstumsfaktoren durch Cetuxi-

mab

Anschlieend wurden auch in dieser Versuchsreihe wieder qPCRs durchgefiihrt, um den
Einfluss von Cetuximab auch auf transkriptioneller Ebene beurteilen zu kdnnen. Fiir alle

drei getesteten Wachstumsfaktoren war die Yodal-induzierte Genexpression durch Zu-
gabe von Cetuximab wieder auf das Basalniveau reduziert. (Abbildung 16).

Die vorliegenden Daten zeigen daher, dass die EGFR-Signaliibertragung wichtig fiir die

Piezol-vermittelte Geninduktion von Wachstumsfaktoren ist.
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Abbildung 16: mRNA-Expression von AREG, HBEGF und TGFa nach Inhibierung durch Cetuxi-
mab

Die AREG, HBEGF und TGF a mRNA-Expression wurden mittels gPCR quantifiziert. Die HaCaT-Zellen
wurden fiir 4 h mit Yodal (10 pM) stimuliert. Die Zugabe von Cetuximab (10.000 ng pro ml) erfolgte 24 h
vor und wihrend der Stimulation mit DMSO/Yodal oder weder vor noch wihrend der Stimulation mit
DMSO/Yodal (Kontrolle). Die Daten sind als Mittelwert + SD dargestellt und stammen von drei unabhén-
gigen Experimenten. Die Expression wurde auf die Referenz Gene CYC/ und GAPDH bezogen. Statisti-
sche Unterschiede zur DMSO-Kontrolle sind durch Sterne gekennzeichnet (* p < 0,05, ** p < 0,01). Sta-
tistische Unterschiede zwischen Gruppen sind durch Rauten gekennzeichnet (# p < 0,05, ## p < 0,01).

4.3.3 Regulierung der Freisetzung von Entziindungsmediatoren durch Cetuximab

Um ebenfalls noch einmal den Einfluss der EGFR-Signaliibertragung auf die Freisetzung
von Entziindungsmediatoren beweisen zu konnen, wurde die IL-8 Freisetzung mit Hilfe
eines ELISAs quantifiziert. Die Daten zeigten, eine signifikante Abnahme der durch
Yodal stimulierten IL-8 Freisetzung nach Zugabe von Cetuximab, was abschlieend be-

weist, dass die IL-8 Freisetzung zu einem groflen Teil von der EGFR-Signaliibertragung

abhingig ist (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Freisetzung von IL-8 nach Inhibierung durch Cetuximab

Die IL-8 Freisetzung wurde mit Hilfe eines ELISAs quantifiziert. Die HaCaT-Zellen wurden fiir 4 h mit
Yodal (10 uM) stimuliert. Die Zugabe von Cetuximab (10.000 ng pro ml) erfolgte 24 h vor und wéhrend
der Stimulation oder weder vor noch wihrend der Stimulation (Kontrolle). Die Daten sind als Mittelwert +
SD dargestellt und stammen von drei unabhéngigen Experimenten. Statistische Unterschiede zur DMSO-
Kontrolle sind durch Sterne gekennzeichnet (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001). Statistische Unter-
schiede zwischen Gruppen sind durch Rauten gekennzeichnet (# p < 0,05, ## p < 0,01, ### < 0,001).

4.3.4 Regulierung des Genexpressionsprofils von Entziindungsmediatoren durch

Cetuximab

Um zu beurteilen ob die in Abbildung 17 beobachteten Effekte auch auf transkriptioneller
Ebene nachweisbar waren, wurden abschlieBend qPCRs von CXCLS, IL-1B und IL-6
durchgefiihrt. Tendenziell ergab sich eine Abnahme der Yodal-induzierten mRNA-Ex-
pression nach Zugabe von Cetuximab fiir sowohl CXCLS8 (Abbildung 18a) als auch /L-
1 und IL-6 (Abbildung 18b und Abbildung 18c). Die mRNA-Expression von /L-1B
zeigte sogar eine Reduktion auf basaler Ebene. Zusammenfassend deuteten die Ergeb-
nisse auf eine EGFR-vermittelte Induktion der Entziindungsreaktion durch Yodal hin,

die auch auf transkriptioneller Ebene andeutungsweise sichtbar ist.
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Abbildung 18: mRNA-Expression von CXCL8, IL-1B und IL-6 nach Inhibierung durch Cetuximab
Die CXCLS, IL-1B und IL-6 mRNA-Expression wurden mittels qPCR quantifiziert. Die HaCaT-Zellen
wurden fiir 4 h mit Yodal (10 uM) stimuliert. Die Zugabe von Cetuximab (10.000 ng pro ml) erfolgte 24 h
vor und wéhrend der Stimulation oder weder vor noch wihrend der Stimulation (Kontrolle). Die Daten sind
als Mittelwert + SD dargestellt und stammen von drei unabhéngigen Experimenten. Die Expression sind
auf die Referenzgene CYCI und GAPDH bezogen. Statistische Unterschiede zur DMSO-Kontrolle sind
durch Sterne gekennzeichnet (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001). Statistische Unterschiede zwischen
Gruppen sind durch Rauten gekennzeichnet (# p < 0,05, ## p < 0,01, ### < 0,001).

4.4 Regulierung der Yodal-induzierten Antwort durch Inhibition des EGF-Rezep-
tors und gleichzeitiger Rekonstitution mit AREG

In der nachfolgenden Versuchsreihe wurden die HaCaT-Zellen sowohl 24 h ohne FBS
kultiviert, mit Cetuximab behandelt als auch mit AREG rekonstituiert. Es wurde gepriift,
ob die Wirkung von Yodal nach der Rekonstituierung von AREG durch Cetuximab er-
neut gehemmt werden konnte. Da in vorangegangen Versuchen gezeigt wurde, dass eine
AREG-Konzentration von 10 ng/ml den grofiten Effekt erzielte, wurden die nachfolgen-
den Versuche mit dieser Konzentration durchgefiihrt. Die dargestellten Effekte nach
DMSO-Zugabe und Yodal-Stimulation mit HaCaT-Zellen, welche in Medium mit FBS
kultiviert wurden, dienten als Kontrolle. Im Folgenden werden nur die Effekte durch die
gleichzeitige Zugabe von AREG und Cetuximab beschrieben. Die Effekte durch die Sti-
mulation mit Yoda in FBS und in FBS freier Kultivierung bereits in Kapitel 4.1 beschrie-

ben wurden dienen sie hier nur zur Veranschaulichung.
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4.4.1 Regulierung der Freisetzung von Entziindungsmediatoren durch Cetuximab

und gleichzeitiger Rekonstitution mit AREG

Da ein AREG-ELISA nach der Zugabe von AREG nicht moglich war, wurde hier zu-
ndchst ein [L-8 ELISA durchgefiihrt, um die Freisetzung von IL-8 zu analysieren (Abbil-
dung 19). HaCaT-Zellen, welche 24 h ohne FBS kultiviert wurden, zeigten eine gering-
fiigige Steigerung der IL-8 Freisetzung durch AREG. Diese geringflige Steigerung war
signifikant vermindert durch die Zugabe von Cetuximab. HaCaT-Zellen, welche 24 h mit
FBS kultiviert wurden, zeigten, wie erwartet, eine deutliche Steigerung der IL-8 Freiset-
zung durch Yoda 1 und auch hier deutet sich eine tendenzielle Reduktion des Effektes
durch Cetuximab an. Die Daten weisen daher erneut auf eine EGFR-abhingige Freiset-
zung von IL-8 hin, da auch durch Zugabe von exogenem AREG, wie auch bei Zugabe

von exogenem TGFa, die Abwesenheit von FBS teilweise kompensiert wurde.
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Abbildung 19: Freisetzung von IL-8 nach Inhibierung durch Cetuximab und Rekonstitution mit
AREG

Die AREG-Freisetzung wurde mit Hilfe eines ELISAs quantifiziert. Die HaCaT-Zellen wurden fiir 4 h mit
Yodal (10 uM), DMSO und AREG (10.000 pg pro ml) stimuliert. Die Zugabe von Cetuximab (10.000 ng
pro ml) erfolgte 24 h vor und wéhrend der Stimulation. Die Daten sind als Mittelwert + SD dargestellt und
stammen von drei unabhéngigen Experimenten. Statistische Unterschiede zur DMSO-Kontrolle sind durch
Sterne gekennzeichnet (* p < 0,05,). Statistische Unterschiede zwischen Gruppen sind durch Rauten ge-
kennzeichnet (# p < 0,05).
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4.4.2 Regulierung des Genexpressionsprofils von Wachstumsfaktoren durch Cetu-

ximab und gleichzeitiger Rekonstitution mit AREG

In einem nédchsten Schritt wurden auch in dieser Versuchsreihe erneut gPCRs von AREG,
HBEGF und TGF a durchgefiihrt, um den Einfluss von Cetuximab und die gleichzeitige
Rekonstitution mit AREG auf transkriptioneller Ebene beurteilen zu konnen.
Zusammenfassend kam es durch die Zugabe von AREG generell zu einer tendenziellen
Induktion und somit Rekonstitution, die durch Zugabe von Cetuximab wieder aufgeho-
ben werden konnte (Abbildung 20).

Die Ergebnisse zeigten daher die zentrale Bedeutung der EGFR-Signaliibertragung fiir
die Piezol-vermittelte mRNA-Induktion von Wachstumsfaktoren, da auch hier durch Zu-

gabe von AREG, die Abwesenheit von FBS kompensiert wurde.
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Abbildung 20: Genexpression von AREG, HBEGF und TGFA nach Inhibierung durch Cetuximab
und Rekonstitution mit AREG

Die AREG, HBEGF und TGFA mRNA-Expression wurden mittels qPCR quantifiziert. Die HaCaT-Zellen
wurden fiir 4h mit Yodal(10 uM), DMSO und AREG (10 ng pro ml) stimuliert. Die Zugabe von Cetuximab
(10.000 ng pro ml) erfolgte 24 h vor und wéhrend der Stimulation. Die Daten sind als Mittelwert + SD
dargestellt und stammen von drei unabhéngigen Experimenten. Die Expression wurde auf die Referenzgene
CYCI und GAPDH bezogen. Statistische Unterschiede zur DMSO-Kontrolle sind durch Sterne gekenn-
zeichnet (* p <0,05,). Statistische Unterschiede zwischen Gruppen sind durch Rauten gekennzeichnet (# p
<0,05)
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4.4.3 Regulierung des Genexpressionsprofil von Entziindungsmediatoren durch

Cetuximab und gleichzeitiger Rekonstitution mit AREG

Abschlieend wurden in dieser Versuchsreihe ebenfalls qPCRs von CXCLS, IL-1B und
IL-6 durchgefiihrt, um die mRNA-Expression dieser Gene zu analysieren. Die Ergebnisse
zeigen fir CXCLS eine signifikant verminderte mRNA-Expression nach Rekonstitution
mit AREG und gleichzeitiger Inhibierung durch Cetuximab im Vergleich zur Kontrolle
mit Cetuximab, da auch hier die Rekonstitution mit exogenem AREG die Effekte von der
Abwesenheit von FBS teilweise authob (Abbildung 21a). Das Genexpressionsprofil von
IL-1B zeigte ebenfalls eine tendenziell verminderte mRNA-Expression nach Rekonstitu-

tion mit AREG und gleichzeitiger Inhibierung durch Cetuximab (Abbildung 21b).

Schlussfolgernd belegten diese Ergebnisse erneut, dass die mRNA-Expression von Ent-
ziindungsmediatoren EGFR vermittelt ist.
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Abbildung 21: Genexpression von CXCLS, IL-1B und IL-6 nach Inhibierung durch Cetuximab und
Rekonstitution mit AREG

Die CXCLS, IL-1B und IL-6 mRNA-Expression wurden mittels qPCR quantifiziert. Die HaCaT-Zellen
wurden fiir 4 h mit Yodal(10 uM), DMSO und AREG (10 ng pro ml) stimuliert. Die Zugabe von Cetuxi-
mab (10.000 ng pro ml) erfolgte 24 h vor und wihrend der Stimulation. Die Daten sind als Mittelwert +
SD dargestellt und stammen von drei unabhéngigen Experimenten. Die Expression wurde auf die Refe-
renzgene CYCI und GAPDH bezogen. Statistische Unterschiede zur DMSO-Kontrolle sind durch Sterne

gekennzeichnet (* p < 0,05, ** p <0,01). Statistische Unterschiede zwischen Gruppen sind durch Rauten
gekennzeichnet (# p < 0,05, ## p <0,01)
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4.5 Validierung der Ergebnisse durch N/TERT-1-Zellen

In einer abschlieBenden Versuchsreihe sollten die zuvor mit HaCaT-Zellen generierten
Daten mittels N/TERT-1-Zellen validiert werden, da diese ebenfalls immortalisierte Ke-
ratinozyten Zelllinie nach heutigem Stand der Forschung als physiologisch relevanter gilt
(Smits et al. 2017).

Da es aufgrund der Zusammensetzung des Mediums nicht ohne weiteres moglich war die
Zellen FBS-frei zu kultivieren, wurde hier stattdessen direkt Cetuximab verwendet, um

die EGFR-Signaliibertragung zu inhibieren.

4.5.1 Regulierung der AREG und IL-8 Freisetzung durch Cetuximab in N/TERT-1-
Zellen

AbschlieBend sollte auch in N/TERT-1-Zellen bestitigt werden, dass es im Zuge der
Piezol-Aktivierung zu einer verstirkten ADAMI10- und -17 abhéngigen Freisetzung von
AREG und IL-8 kommt. Dies wurde mit Hilfe des ADAM10/17 Inhibitors GW ermittelt.
Zudem wurde untersucht, ob auch in den N/TERT-1-Zellen ein Einfluss der EGFR-Sig-
naliibertragung auf die Piezol-ADAM-Achse nachweisbar ist. Piezol-Stimulation ergab
zunichst eine verstiarkte Freisetzung von AREG und IL-8. Beide Prozesse wurden durch
die Inhibition von ADAMI10/17 mittels GW signifikant vermindert und sind daher von
der Aktivitit von ADAMI10/17 abhédngig (Abbildung 22a) (Abbildung 22b). Zudem
zeigte sich auch hier der Einfluss der EGFR-Signaliibertragung fiir die Freisetzung von
AREG und IL-8, da sowohl die AREG als auch die IL-8 Freisetzung nach Inhibierung
durch Cetuximab signifikant vermindert waren. Die kombinierte Inhibition durch GW
und Cetuximab fiihrte zur stirksten Reduktion der AREG und IL-8 Freisetzung in den
N/TERT-1-Zellen.

Zusammenfassend bestitigen die vorliegenden Daten, die zuvor erhobenen Ergebnisse

der HaCaT-Zellen.
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Abbildung 22: Freisetzung von AREG und IL-8 nach Inhibierung durch Cetuximab

Die AREG und IL-8 Freisetzung wurde mit Hilfe eines ELISAs quantifiziert. Die N/TERT-1-Zellen wur-
den fiir 4 h mit Yodal (10 puM) stimuliert. Die Zugabe von Cetuximab (10.000 ng pro ml) erfolgte 24 h vor
und wihrend der Stimulation. Die Daten sind als Mittelwert + SD dargestellt und stammen von drei unab-
hingigen Experimenten. Statistische Unterschiede zur DMSO-Kontrolle sind durch Sterne gekennzeichnet
(*p<0,05, **p<0,01, *** p <0,001, **** p <0,0001) Statistische Unterschiede zwischen Gruppen sind
durch Rauten gekennzeichnet (# p < 0,05, ## p < 0,01, ### p < 0,001, ### p < 0,0001).

4.5.2 Regulierung des Genexpressionsprofils von Wachstumsfaktoren durch Cetu-

ximab in N/TERT-1-Zellen

In einem néchsten Schritt wurden qPCRs von AREG, HBEGF und TGFA durchgefiihrt,
um den Einfluss von Cetuximab und GW auch auf transkriptioneller Ebene beurteilen zu
konnen. Das Genexpressionsprofil von AREG zeigte nach Yodal-Stimulation eine signi-
fikante Induktion der Genexpression, wie bei den HaCaT-Zellen auch. Weiter deuten die
Daten interessanterweise zwar auf eine signifikant verminderte mRNA-Expression nach
Inhibition von Cetuximab hin, allerdings wird auf transkriptioneller Ebene kein Effekt
durch GW deutlich (Abbildung 23a). Bei dem Genexpressionsprofil von HBEGF (Abbil-
dung 23b) wurde auch auf transkriptioneller Ebene der Effekt von GW und Cetuximab
deutlich, in beiden Fillen zeigte sich eine signifikant verminderte mRNA-Expression. Fiir
TGF « deutete sich auf transkriptioneller Ebene zwar ein Effekt von GW deutlich aber
nicht von Cetuximab an (Abbildung 23c).

Zusammenfassend weisen die Genexpressionsprofile von AREG und HBEGF auf einen

Einfluss der EGFR-Signaliibertragung auf die Piezo-ADAM-Achse hin.
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Abbildung 23: Genexpression von AREG, HBEGF und TGFA nach Inhibierung durch Cetuximab
Die AREG, HBEGF und TGFA mRNA-Expression wurden mittels qPCR quantifiziert. Die N/TERT-1-
Zellen wurden fiir 4 h mit Yodal (10 uM) stimuliert. Die Zugabe von Cetuximab (10.000 ng pro ml) er-
folgte 24 h vor und wihrend der Stimulation. Die Daten sind als Mittelwert + SD dargestellt und stammen
von drei unabhingigen Experimenten. Die Expression wurde auf die Referenz Gene CYC/ und GAPDH
bezogen. Statistische Unterschiede zur DMSO-Kontrolle sind durch Sterne gekennzeichnet (* p < 0,05, **
p <0,01, ¥** p < 0,001, **** p <0,0001) Statistische Unterschiede zwischen Gruppen sind durch Rauten
gekennzeichnet (# p < 0,05, ## p < 0,01, ### p < 0,001, #### p < 0,0001).
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4.5.3 Regulierung des Genexpressionsprofils von Entziindungsmediatoren durch

Cetuximab in N/TERT-1-Zellen

Als letzter Schritt wurden auch die Genexpressionsprofile von CXCLS, IL-1B und IL-6
analysiert, um zu iiberpriifen, ob die fiir die Freisetzung der Proteine beobachteten Effekte
auch auf transkriptioneller Ebene nachweisbar waren. Fiir CXCLS, genau wie bei den
HaCaT-Zellen, war eine Zunahme der mRNA-Expression nach Yodal-Stimulation sowie
eine tendenziell verminderte mRNA-Expression sowohl nach Inhibition durch GW als
auch Inhibition durch Cetuximab erkennbar (Abbildung 24a). Das Genexpressionsprofil
von /L-1B éhnelte dem von CXCLS8 und zeigte ebenfalls eine hier sogar signifikant ver-
minderte mRNA-Expression nach Inhibition durch GW und Cetuximab (Abbildung 24b).
Lediglich das Genexpressionsprofil von /L-6 zeigte, genau wie bei den HaCaT-Zellen,
keine verminderte mRNA-Expression nach GW, stattdessen nur durch bei Inhibition
durch Cetuximab (Abbildung 24¢). Zusammenfassend bestitigten diese Ergebnisse, die
zuvor erhobenen Daten der HaCaT-Zellen. Auch auf transkriptioneller Ebene, wurde die
Entziindungsreaktion nach Piezol Stimulation deutlich, sowie zumindest fiir CXCLS und

IL-1B die EGFR vermittelte mRNA-Expression.
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Abbildung 24: Genexpression von CXCLS, IL-1B und IL-6 nach Inhibierung durch Cetuximab

Die CXCLS, IL-1B und IL-6 mRNA-Expression wurden mittels qPCR quantifiziert. Die N/TERT-1 wurden
fiir 4h mit Yodal (10 uM) stimuliert. Die Zugabe von Cetuximab (10.000 ng pro ml) erfolgte 24 h vor und
wihrend der Stimulation. Die Daten sind als Mittelwert + SD dargestellt und stammen von drei unabhén-
gigen Experimenten. Die Expression wurde auf die Referenz Gene CYC/ und GAPDH bezogen. Statisti-
sche Unterschiede zur DMSO-Kontrolle sind durch Sterne gekennzeichnet (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p
< 0,001, **** p <0,0001) Statistische Unterschiede zwischen Gruppen sind durch Rauten gekennzeichnet
(#p <0,05,## p<0,01, ##H p < 0,001, ### p < 0,0001).
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5 Diskussion

5.1 Einfluss von Wachstumsfaktoren auf die Freisetzung von Wachstumsfaktoren

In dieser Dissertationsarbeit konnte gezeigt werden, dass es bei Piezol-Aktivierung von
Keratinozyten zu einer vermehrten Freisetzung von Wachstumsfaktoren kommt. Die
Piezol-Aktivierung wird in dieser Arbeit durch Yodal-Stimulation initiiert. Auf diese
Weise wird eine mechanische Stimulation der Zelle {iber den Mechanosensor Piezol
nachgestellt (Syeda et al. 2015). Fiir die Beantwortung der Frage, warum und wie es bei
Keratinozyten nach Piezol-Aktiverung iiberhaupt zu einer vermehrten Freisetzung von
Wachstumsfaktoren kommt, gibt es bereits Hinweise in der Literatur. Einerseits kommt
es durch die Offnung des nicht selektiven Kationenkanals Piezol zu einem vermehrten
Einstrom von Kalzium in die Zelle, was zu einer Aktivierung des ERK1/2 Signalweges
fiihrt (Sugimoto et al. 2023) wodurch eine vermehrte Freisetzung von Wachstumsfakto-
ren initiiert wird (Shi et al. 2002). Zum anderen kann der vermehrte Einstrom von Kal-
zium in die Zelle zur Aktivierung von ADAM-Proteasen fiihren, welche dann vermehrt
Wachstumsfaktoren von der Zelloberfliche abspalten und in 16slicher Form freisetzen
(Horiuchi et al. 2007). Es ist zu vermuten, dass die Zelle auf die mechanische Stimulation
mit einer vermehrten Freisetzung von Wachstumsfaktoren reagiert, um eine bei mecha-
nischer Belastung erfolgte Gewebeschadigung durch Stimulation der Zellproliferation zu
beheben.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zunéchst die Hypothese untersucht, inwieweit die im
FBS enthaltenen Wachstumsfaktoren einen Einfluss auf die Piezol-vermittelte ADAM-
Aktivierung haben. Beispielhaft hierfiir wurde vor allem der Wachstumsfaktor AREG
untersucht. Bei der Untersuchung dieser Hypothese konnte gezeigt werden, dass in der
Abwesenheit von FBS keine Freisetzung von AREG nach Piezol-Aktivierung in den Ke-
ratinozyten stattfindet. Ursache hierfiir konnte eine verminderte mRNA-Expression von
AREG sein. Allerdings zeigte sich hier sogar eine gesteigerte mRNA-Expression, sowohl
bei den HaCaT-Zellen als auch bei den N/TERT-1-Zellen. Diese Ergebnisse legen die
Vermutung nahe, dass Bestandteile im FBS enthalten sein konnten, welche die Zellen fiir
die Freisetzung von Wachstumsfaktoren bendtigen. Die Frage, welcher spezifischer Be-
standteil vom FBS fiir die Freisetzung von Wachstumsfaktoren und damit fiir die Prolife-
ration verantwortlich sein konnte, war liber einen langen Zeitraum Gegenstand intensiver
wissenschaftlicher Untersuchungen. Aktuelle Studien gehen davon aus, dass Keratinozy-
ten exogene Wachstumsfaktoren benétigten, um endogene zusitzliche Wachstumsfakto-

ren freizusetzen (Gstraunthaler & Lindl 2017). Diese Erkenntnis korreliert mit den im
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Rahmen dieser Doktorarbeit erhobenen Daten, da auch hier nachgewiesen werden
konnte, dass nachdem die Zellen in der Abwesenheit von FBS mit TGFo rekonstituiert
wurden, es erneut zu einer AREG-Freisetzung kam. Dies konnte sowohl in den HaCaT-
Zellen als auch in den N/TERT-1-Zellen nachgewiesen werden. Allerdings war die
AREG-Freisetzung nach TGFa-Rekonstitution und in Abwesenheit von FBS reduziert
im Vergleich zur AREG-Freisetzung nach Kultivierung der Zellen in FBS. Eine mogliche
Erklarung hierfiir wire, dass im FBS neben mehreren Wachstumsfaktoren auch noch an-
dere Bestandteile enthalten sind, welche fiir die Freisetzung der Wachstumsfaktoren und
damit fiir die Proliferation der Zellen verantwortlich sein konnten. Laut aktueller Literatur
konnte die Proliferation von Keratinozyten ebenfalls von Steroidhormonen beeinflusst
werden, welche im FBS enthalten sind (Verdier-Sevrain et al. 2004; Lee et al. 2022).
Auch der Insulin dhnliche Wachstumsfaktor (IGF), welcher ebenfalls im FBS enthalten
ist und zur Gruppe der Peptidhormone gehort, konnte einen Einfluss auf die Freisetzung
der Wachstumsfaktoren und somit auf die Proliferation der Keratinozyten haben (Kim &
Kim 2005; Lee et al. 2022). Eine weitere alternative Erkldrung fiir die verminderte
AREG-Freisetzung nach TGFa-Rekonstitution im Vergleich zu den in FBS kultivierten
Zellen, wire eine verlangsamte AREG-Freisetzung nach Kultivierung ohne FBS. Weiter
deuten die im Rahmen dieser Doktorarbeit erhobenen Daten darauf hin, dass nicht nur
Wachstumsfaktoren bendtigt werden, um Wachstumsfaktoren zu produzieren, sondern,
dass fiir AREG sogar ein autokriner Aktivierungsmechanismus besteht. So fiihrt die Ak-
tivierung des EGF-Rezeptors durch AREG zu einer erhéhten Genexpression von AREG,
was dann wiederum zu einer vermehrten Freisetzung dieses Liganden fiihrt, es besteht
also ein positiver Riickkopplungsmechanismus. Ein solche autokriner Aktivierungsme-
chanismus konnte sowohl in den HaCaT-Zellen als auch in den N/TERT-1-Zellen nach-
gewiesen werden. Diese Erkenntnis wurde bereits in anderen zelluldren Systemen be-
schrieben (Castillo et al. 2006). Interessanterweise zeigen die im Rahmen dieser Doktor-
arbeit gewonnen Daten, dass durch eine Aktivierung des EGF-Rezeptors durch AREG,
sowohl die Genexpression von AREG als auch von HB-EGF nicht aber von TGF « stimu-
liert werden kann. Andersherum fiihrt eine Aktivierung des EGF-Rezeptors durch TGFa
zu einer gesteigerten Genexpression von sowohl AREG als auch HB-EGF als auch TGFa.
Eine mogliche Erklarung hierfiir konnte sein, dass TGFa eine groBBere Wirksamkeit als
anderen EGF-Liganden zugesprochen wird (Schreiber et al. 1986) als auch eine kurzzei-
tige Bindung und eine ebenso rasche Abspaltung (McCole et al. 2002). AREG hingegen
fiihrt zu einer schwécheren und langanhaltenden Phosphorylierung des EGF-Rezeptors

und somit zu einer schwécheren und langer anhaltenden Aktivierung des Rezeptors (Ro-
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epstorff et al. 2009). Dies konnte dazu fiihren, dass die starkere Geninduktion von TGFa
ausreicht, um die Schwelle fiir die TGFa-Transkription zu tliberschreiten und somit zu
einer erhohten Genexpression fiihrt, aber auf der anderen Seite die schwichere Genin-
duktion von AREG nicht ausreicht, um die Schwelle fiir die TGFa-Transkription zu iiber-
schreiten. Zusammenfassend lésst sich daher sagen, dass die unterschiedlichen Intensita-
ten in der Aktivierung des EGF-Rezeptors der Zelle ermdglichen, prézise auf externe Sti-
muli zu reagieren, um beispielsweise eine gezielte Aktivierung von zentralen Signaltrans-
duktionskaskaden wie RAS-RAF-MEK-ERK oder PI3K-AKT-Signalwege auszuldsen.
Um abschlieSend noch einmal die Rolle der Wachstumsfaktoren und der EGFR-Signal-
tibertragung zu verdeutlichen wurde der monoklonale Antikorper Cetuximab verwendet.
Die im Rahmen dieser Doktorarbeit erworbenen Daten zeigen eine deutliche verminderte
Geninduktion nach Cetuximab, sowohl fiir AREG, HBEGF als auch TGFa. Interessan-
terweise wurde die Geninduktion von AREG durch Cetuximab stirker gehemmt als die
Geninduktion von TGFa. Hierfiir wéren verschiedene Ursachen denkbar. Erstens wire
es denkbar, dass TGFa eine hohere Affinitit zum EGF-Rezeptor aufweist und damit stér-
ker und effizienter als AREG an den Rezeptor bindet und daher die Wirksamkeit von
Cetuximab herabgesetzt wird (Shoyab et al. 1989). Eine zweite mdgliche Erklarung wiére,
dass die Aktivierung durch TGFa zu einer schnellen Internalisierung und Degradation
des EGF-Rezeptors fiihrt, wihrend die Aktivierung durch AREG zu einem eher langsa-
meren Recycling des Rezeptors fiihrt, infolgedessen der Rezeptor ldnger auf der Zellober-
fliche erhalten bleibt und erneut aktiviert werden kann oder bspw. durch Cetuximab ge-
blockt werden kann. Cetuximab hat nach einer Aktivierung durch AREG also mehr Zeit
um den Rezeptor anschlieBend zu blockieren. Hierfiir lassen sich ebenfalls Hinweise in
der Literatur finden (Holzinger 2021). Eine dritte mogliche Erkldrung wére, dass durch
AREG vermittelte EGFR-Aktivierung ausgeldste Signalkaskaden in einem héheren Aus-
mal von der kontinuierlichen EGFR-Aktivierung abhingig sind als Signalkaskaden, wel-
che durch TGFa vermittelt werden. Dadurch, dass die EGFR-Aktivierung durch AREG
langfristiger wirkt als die EGFR-Aktivierung durch TGFa, hat eine Blockierung durch
Cetuximab stirkere Auswirkungen (Boryana Andreeva David 2024).

Im direkten Vergleich der beiden Zelllinien der HaCaT-Zellen und der N/TERT-1-Zellen
ist besonders auffillig, dass N/TERT-1-Zellen wesentlich mehr AREG freisetzen als
HaCaT-Zellen, obwohl beide Zelllinien sich sonst in ihren Reaktionsmustern sehr dhneln.
Hierfiir kimen unterschiedliche Ursachen in Betracht. Zum einen konnte es daran liegen,

dass N/TERT-1-Zellen primédren humanen Keratinozyten in ihrem Verhalten sehr nah
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kommen und primére humane Keratinozyten ebenfalls viel AREG freisetzen (Smits et al.
2017; Jakob unverdffentlichte Daten). Zum anderen konnte es sein, dass die AREG-Pro-
motorregion der HaCaT-Zellen stirker methyliert ist, wéhrend die Promotorregion der
N/TERT-1-Zellen aktiver ist und dadurch mehr AREG freigesetzt werden kann. Die Re-
gulierung der AREG-Freisetzung durch Methylierung des Promotors konnte bereits fiir
andere Zellsysteme nachgewiesen werden (Bormann 2014). Eine andere Erkldrung
konnte sein, dass bereits die basale Freisetzung von AREG durch ADAMI10 und
ADAMI17 in den N/TERT-1-Zellen hoher ist als in den HaCaT-Zellen. Fiir die basale
Aktivitdt von ADAMI10 und 17 gibt es ebenfalls Hinweise in der Literatur (Asai et al.
2003). Die basale Aktivitit konnte in den N/TERT-1-Zellen hoher sein auf Grund der
stairkeren Expression von ADAMI10 und 17. Transkriptomische Analysen von HaCaT-
Zellen (GSE37361) und N/TERT-1-Zellen (GSE50568) lassen diese Vermutung wahr-
scheinlich erscheinen, auch wenn die Daten mit unterschiedlichen Systemen erhoben
worden sind. So weisen im Vergleich der Daten N/TERT-1-Zellen ein 10-fach stirkeres
Signal auf (White et al. 2014). Ein weiterer Erkldrungsansatz wére ein starker ausgeprig-
ter negativer Riickkopplungsmechanismus in den HaCaT-Zellen, welcher bei einer hohen
AREG-Konzentration im Medium der HaCaT-Zellen zu einer verminderten AREG-Frei-
setzung fiihrt. Negative Riickkopplungsmechanismen des EGF-Rezeptors wurden in der
Vergangenheit bereits beschrieben (Avraham & Yarden 2011).

Wihrend durch FBS der Zelle externe Substanzen zugefiihrt werden, blockiert der Inhi-
bitor GW gezielt Signalwege in der Zelle selbst, indem die proteolytische Aktivitdt von
ADAMI0 und 17 inhibiert wird. Die im Rahmen dieser Doktorarbeit erworbenen Daten
in den HaCaT-Zellen deuten darauf hin, dass diese Inhibition von ADAMI10 und 17 durch
GW einen grofleren Einfluss auf die Freisetzung von AREG zu haben scheint als die Ab-
wesenheit von FBS. Da es bei den N/TERT-1-Zellen nicht ohne weiteres moglich war
die Zellen FBS frei zu kultivieren wurde hier Cetuximab verwendet, um den EGFR-Re-
zeptor zu hemmen. Auch bei den N/TERT-1-Zellen zeigte die Inhibierung von ADAM
10 und 17 einen groferen Effekt als die Inhibierung des EGFR-Rezeptors durch Cetuxi-
mab. Dies konnte verschiedene Ursachen haben. Zum einen, wie bereits erwéhnt, inhi-
biert GW direkt ADAMI10 und 17 (Hundhausen et al. 2003), was zur Folge hat, dass
AREG nicht mehr freigesetzt werden kann und auf der Zellmembran verbleibt. Weiter
deutet die starke Inhibition von ADAMI10 und 17 durch GW in den vorliegenden Daten
darauf hin, dass die gesamte Freisetzung von AREG durch die proteolytische Abspaltung
von ADAMI10 und 17 geregelt wird und andere Freisetzungsmechanismen ausgeschlos-

sen werden konnen. Die Abwesenheit von FBS hingegen hat nur einen indirekten Effekt,
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da der Zelle von extern keine Wachstumsfaktoren mehr zugefiihrt werden, welche den
EGF-Rezeptor aktivieren. Zum anderen fehlen den Zellen durch die Abwesenheit von
FBS einige Wachstumsfaktoren und Zytokine, welche unter normalen Umstinden
ADAMI17 aktivieren (Murphy 2008), allerdings weisen ADAM-Proteasen auch in der
Abwesenheit von externen Stimuli eine konstitutive Basalaktivitit auf (Berasain et al.
2009). Weiter kann ADAM17 auch in der Abwesenheit von FBS durch andere Stimula-
toren aktiviert werden. Zum einen wird ADAM17 durch oxidativen Stress aktiviert (Brill
et al. 2009), zum anderen, wie auch die Ergebnisse dieser Doktorarbeit zeigen, durch
mechanischen Stress (Grannemann 2023). Auch lassen sich in der Literatur Hinweise
dazu finden, dass hyperosmotischer Stress dazu fiihrt, dass ADAMI17 aktiviert wird (Fi-
scher et al. 2004). Zusammenfassend lésst sich daher sagen, dass die Freisetzung Wachs-
tumsfaktoren nicht ausschlieBlich iiber externe Stimuli im FBS geregelt wird, weshalb
die direkte Inhibition von ADAMI10 und 17 einen groBeren Einfluss auf die Freisetzung
hat.

5.2 Einfluss von Wachstumsfaktoren auf die Freisetzung von Entziindungsmediato-

ren

Die zweite libergeordnete Fragestellung, welche im Rahmen dieser Doktorarbeit unter-
sucht wurde, war, ob es im Zuge der mechanischen Aktivierung von Keratinozyten auch
zu einer entzlindlichen Reaktion kommt. Die vorliegenden Daten zeigen klar, dass eine
mechanische Aktivierung mit einer entziindlichen Reaktion einhergeht. Dennoch scheint
die Abwesenheit von FBS einen ebenso groflen Einfluss auf die Freisetzung von Entziin-
dungsmediatoren zu haben wie auf die Freisetzung von Wachstumsfaktoren, da in der
Abwesenheit von FBS auch kein IL-8 freigesetzt wird. Hierfiir sind ebenfalls unterschied-
liche Ursachen denkbar. Die wohl naheliegendste Erkldrung wire, dass flir die Freiset-
zung von IL-8 zentrale Signalwege wie RAS-RAF-MEK-ERK und PI3K-AKT aktiviert
werden miissen, wozu jedoch ausreichend Wachstumsfaktoren fiir die EGFR-Aktivierung
notig sind. In der Abwesenheit von FBS fehlen den Zellen diese Wachstumsfaktoren
grofBtenteils, weshalb weder PI3K-AKT noch RAS-RAF-MEK-ERK aktiviert werden
konnen (Bogucka et al. 2020; Zhang et al. 2014). Da aber in der Abwesenheit von FBS
die Wachstumsfaktoren fehlen, welche initial bendtigt werden, um eben genannte zent-
rale Signalkaskaden zu aktivieren, resultiert dies letztlich in einer verminderten IL-8-
Freisetzung. Ein weiterer Erklarungsansatz wére, dass in der Abwesenheit von FBS auch

die Wachstumsfaktoren und Zytokine fehlen, welche unter physiologischen Bedingungen
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ADAMI10 und 17 aktivieren (Murphy 2008), wodurch es zu einer insgesamt noch gerin-
geren Verfligbarkeit von Wachstumsfaktoren kommt. Besonders auffillig an den Daten,
welche im Rahmen dieser Doktorarbeit erarbeitet wurden, ist auch, dass die Zellen nach
Rekonstitution mit AREG oder TGFa und ohne mechanische Aktivierung keine IL-8
Freisetzung zeigen. Hierfiir kommen auch unterschiedliche Ursachen in Frage. Zunéchst
einmal konnte es sein, dass die HaCaT-Zellen mehr Zeit fiir die Sekretion von IL-8 be-
ndtigen als die 4 h, welche im experimentellen Setting dieser Doktorarbeit angesetzt wur-
den, vor allem, nachdem die Zellen zuvor 24 h ohne FBS kultiviert wurden. In der Lite-
ratur finden sich Hinweise darauf, dass wihrend die mRNA-Expression von CXCLS kurz
nach Stimulation ansteigt, die Freisetzung von IL-8 erst nach 24 h einen signifikanten
Unterschied aufweist (Kondo et al. 1993). Diesem Argument wére allerdings entgegen-
zubringen, dass die im Rahmen dieser Doktorarbeit erworbenen Daten, schon 4 h nach
mechanischer Aktivierung einen signifikanten Anstieg von IL-8 Freisetzung zeigen, ob-
wohl sie zuvor ebenfalls 24 h in FBS-freiem Medium kultiviert wurden. Eine weitere
Ursache konnte eine unzureichende Aktivierung durch AREG und TGFa der zentralen
Signalkaskaden RAS-RAF-MEK-ERK und PI3K-AKT sein, welche fiir die Freisetzung
von IL-8 verantwortlich sind. In der Literatur sind Hinweise darauf zu finden, dass ver-
schiedene Wachstumsfaktoren den RAS-RAF-MEK-ERK in unterschiedlicher Intensitét
aktivieren (Liang & Chen 2001). Daher konnte es sein, dass die Zellen andere Wachs-
tumsfaktoren, welche im FBS vorhanden sind, benétigen, um RAS-RAF-MEK-ERK in
einer hoheren Intensitit zu aktivieren. Eine wieder andere Erklarung konnte sein, dass IL-
8-mRNA zwar gebildet wird, aber der Zellstress, welcher aus der Abwesenheit von FBS
entsteht, dafiir sorgt, dass es nicht translatiert werden kann. Da IL-8 iiber sekretorische
Vesikel freigesetzt wird, konnte dieser Mechanismus durch die Abwesenheit von FBS
gestort sein (Shouib & Eitzen 2022).

Die im Rahmen dieser Doktorarbeit erworbenen Daten zeigen iiberraschenderweise nicht
nur einen deutlichen Effekt durch die Inhibition von ADAM10 und 17 auf die Freisetzung
von Wachstumsfaktoren, sondern ebenfalls auf die Freisetzung und die mRNA-Expres-
sion von Zytokinen wie IL-1B und IL-8. Der Effekt durch die Inhibition von ADAM10
und 17 auf die beiden Zytokine muss allerdings getrennt voneinander betrachtet werden.
IL-1B muss erst proteolytisch gespalten werden, bevor es freigesetzt werden kann
(Martin-Sanchez et al. 2016). Laut Literatur ist vor allem Caspase-1 fiir die proteolytische
Spaltung von IL-1p im Zytoplasma verantwortlich (Lamkanfi et al. 2004) allerdings gibt
es auBBerdem Hinweise darauf, dass die Freisetzung von IL-1[3 durch ADAM17 abhingige

Signalwege moduliert wird (Sanchez-Guerrero et al. 2012). Daher konnten die im Rah-
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men dieser Doktorarbeit erworbenen Daten auf eine Verbindung zwischen ADAM-Pro-
teasen und IL-1f hindeuten, wobei die vorliegenden Daten sich nur auf die Expression
von IL-1P beziehen. IL-8 hingegen wird durch sekretorische Vesikel freigesetzt und muss
nicht erst proteolytisch gespalten werden (Stanley & Lacy 2010), daher ist hier ebenfalls
eine direkte Beteiligung durch ADAM-Proteasen ausgeschlossen. Laut aktueller Literatur
gibt es allerdings Hinweise darauf, dass ein unklarer Zusammenhang zwischen dem IL-
8-Rezeptor (CXCR2) und ADAMI17 besteht (Andrews & Gardiner 2015). Als Erkla-
rungsansatz kdme sowohl fiir die IL-1pB- als auch fiir IL-8-Freisetzung ein indirekter Ef-
fekt durch ADAM10 und 17 in Frage, welcher dann durch den ADAM10 und 17 Inhibitor
GW inhibiert wiirde. Eine Erkldrung fiir einen indirekten Effekt wire, dass ADAM17
nachweislich TNFa proteolytisch abspaltet und TNFa zentrale Signalkaskaden wie RAS-
RAF-MEK-ERK, PI3K-AKT und NF-«kB aktiviert, welche fiir die Freisetzung von IL-1f3
und IL-8 verantwortlich sind. So konnte es durch eine Inhibition der Freisetzung von
TNFa durch die Inhibition von ADAMI10 und 17 gleichzeitig zu einer indirekten Inhibi-
tion der Freisetzung von IL-1f und IL-8 kommen (Turner et al. 2007; Osawa et al. 2002).
Die wohl naheliegendste Erkldarung auf Grund der vorliegenden Daten wére, dass wie
bereits erldutert, die zentrale Signalkaskaden RAF-MEK-ERK und PI3K-AKT durch
Wachstumsfaktoren aktiviert werden, welche im Rahmen der Inhibierung von ADAM10
und 17 nicht mehr proteolytisch von der Membran abgespalten werden kdnnen und dort
verbleiben. Durch die Inhibition von ADAMI0 und 17 wird Piezol trotzdem durch
Yodal aktiviert, es kommt allerdings nicht mehr zur proteolytischen Freisetzung von
Wachstumsfaktoren durch ADAMI10 und 17, weil diese durch GW inhibiert werden. In-
folgedessen kann es nicht mehr zu einer Aktivierung von EGFR kommen und es kommt
zu keiner weiteren Aktivierung von ADAMI10 und 17. Die zentralen Signalkaskaden
RAF-MEK-ERK und PI3K-AKT werden nicht aktiviert und es kommt zu keiner Freiset-
zung von IL-8 und somit zusammenfassend zu dem indirekten Effekt durch die Inhibie-
rung von ADAMI10 und 17 auf IL-8 und IL-1. Dieser Zusammenhang zeigt die Relevanz
von ADAMI10 und 17 in der Freisetzung von Entziindungsmediatoren. Allerdings gibt es
in der Literatur ebenfalls Hinweise darauf, dass es bei genetisch verdnderten Méusen mit
ADAMI17 knockout in Keratinozyten (A17AKC) zu einer vermehrten neutrophilen
Chemotaxis kommt, da das Chemokin C-X-C motif chemokine ligand 1 (CXCL1) hoch-
reguliert wird (Franzke et al. 2012), obwohl CXCL1 genau wie IL-1 und IL-8 durch
TNFa aktiviert wird (Lo et al. 2014). Dies steht im Kontrast zu vorherigen Uberlegungen.

Griinde hierfiir konnten sein, dass es bei A17AKC Mausen zu grof3flichigen Defekten in
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der epidermalen Barriere kommt und es daher zu einer starken entziindlichen Antwort bei
den Méusen kommt. Dieser Effekt ist bedingt durch die Tatsache, dass es sich bei in vivo
Versuchen um ein komplexes Geschehen handelt, wahrend in in vitro Versuchen, nur ein
begrenzter Ausschnitt an Signalwegen betrachtet werden kann. Ein anderes Beispiel fiir
die kontrdren Aussagen von in vivo und in vitro Versuchen ist die Regulierung der IL-8
Rezeptoren C-X-C chemokine receptor type 1 (CXCR1) und C-X-C chemokine receptor
type 2 (CXCR2) in Entziindungsprozessen. Hier gibt es auf der eine Seite Hinweise in
der Literatur darauf, dass es nach Bypass-Operationen zu einer verringerten Expression
von CXCR2 kommt (Chishti et al. 2001) aber auf der anderen Seite konnte in in vitro
Versuchen nachgewiesen werden, dass es nach der Stimulation mit dem Bakterium
Proprionibacterium acnes zu einer vermehrten Expression von CXCR1 und CXCR2

kommt (Yu et al. 2024).

5.3 Einfluss von FBS und GW auf die mRNA-Expression von Galectin-7

Bei Galectin-7 handelt es sich um ein nicht glykosyliertes Lektin, welches in epithelialen
Zellen exprimiert wird (Sewgobind et al. 2021). Bei Stressantworten von Keratinozyten
ist eine starke Regulation und Beteiligung von Galectin-7 gezeigt worden (Advedissian
et al. 2017). Aus diesem Grund wurde die Expression von Galectin-7 ebenfalls unter-
sucht. Die im Kontext dieser Dissertation erhobenen Daten zeigen deutlich, dass weder
die Aktivierung von Piezol noch die Inhibition von ADAMI10 und 17 einen Effekt auf
die mRNA-Expression von Galectin-7 zu haben scheinen. Allerdings zeigt sich eine deut-
liche Zunahme der mRNA-Expression nach Kultivierung der Zellen in FBS-freiem Me-
dium. Dies konnte verschiedene Ursachen haben. Zum einen gibt es Studien, welche da-
rauf hindeuten, dass Galectin-7 vermehrt aufgrund einer Stressreaktion, im Rahmen einer
von p53 induzierter Zell-Apoptose produziert wird (Sewgobind et al. 2021; St-Pierre
2021) Dies konnte auch bei einer FBS-freien Kultivierung der Fall sein, welche ebenfalls
eine Stresssituation fiir die Zellen darstellt. Weiter gibt es in der Literatur Hinweise da-
rauf, dass Galectin-7 die Proliferation von Keratinozyten durch den JNK/miR-203/p63-
Signalweg hemmt (Chen et al. 2021). Dies konnte ebenfalls eine Erklarung fiir die Zu-
nahme der mRNA-Expression sein, da in einer FBS-freien Kultivierung nachweislich we-
niger Proliferation stattfindet (Piletz et al. 2018). Zudem zeigt das Expressionsprofil von
Galectin-7 gut die Spezifitit der zuvor erhobenen Daten zur mRNA-Expression von
AREG und CXCLS, da hier die Aktivierung von Piezol und die Inhibierung von
ADAMI10 und 17 die mRNA-Expression reguliert hat.
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5.4 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass nach FBS-freier Kultivierung die Freiset-
zung von AREG stark herabgesetzt wurde. Dieser Effekt konnte teilweise, aber nicht
vollstdndig durch die Rekonstitution mit TGFa und AREG aufgehoben werden. Hier
konnte es interessant sein, eine Zeitkinetik durchzufithren, um abzuschétzen, ob die
AREG-Freisetzung in Experimenten mit einer ldngeren Dauer als 4 h ansteigen wiirde.
AuBerdem wire zur besseren Vergleichbarkeit der Daten eine Stimulation der Zellen mit
Yodal nach AREG-Rekonstitution von grolem Nutzen. Im gleichen Zug konnte ein Pro-
teinnachweis von IL-13 und HB-EGF mittels ELISA durchgefiihrt werden, um auch hier
die Transkription mit der Freisetzung vergleichen zu kénnen. Um zu tiberpriifen, warum
der Effekt nach FBS-freier Kultivierung mit TGFo und AREG nur teilweise aufgehoben
werden konnte, kdnnte man ebenfalls Experimente durchfiihren in denen man die Zellen
nicht nur mit Wachstumsfaktoren substituiert, sondern ebenfalls mit Steroidhormonen
und/oder IGF, da es Hinweise in der Literatur darauf gibt, dass diese ebenfalls fiir die
Freisetzung von Wachstumsfaktoren verantwortlich sein konnten. Des Weiteren wiirde
es Sinn machen im Rahmen der einzelnen Experimente ebenfalls Western Blots durch-
zufiihren. Hier konnte tiberpriift werden, wie sich die Kultivierung ohne FBS und die
Inhibition von ADAMI10 und 17 durch GW auf zentrale Signalkaskaden wie RAS-RAF-
MEK-ERK, PI3K-AKT und NF-«kB auswirken. Im Anschluss konnte die direkte Inhibi-
tion dieser Signalkaskaden untersucht werden und getestet werden, ob eben diese Signal-
kaskaden der Grund dafiir sein konnten, dass in der Abwesenheit von FBS keine IL-8-
Freisetzung stattfindet. Fiir die Beantwortung dieser Frage konnte ebenfalls eine IL-8-
Zeitkinetik wertvoll sein, um zu {liberpriifen ob in der Abwesenheit von FBS die IL-8-
Freisetzung nach mehr als 4 h stattfindet. In der Weiterfithrung des Forschungsprojektes
konnten Kompressions- und Dehnungs- Versuche wichtig sein, um die Effekte von me-
chanischer Aktivierung von Keratinozyten zu verdeutlichen und mit den Effekten von
Yodal zu vergleichen. In diesem Zusammenhang wére es aullerdem sinnvoll zusitzlich
zu den Inhibitoren ebenfalls Knockdown-Zellen zu nutzen. Knockdown-Zellen konnten
aullerdem zielfiihrend sein, um den Anteil von Piezol an der mechanisch induzierten
Antwort zu bestimmen. Vergleichen konnte man diese Daten mit dem Anteil von anderen
mechanisch aktivierbaren lonenkanilen (e.g. TRP)
Um dem ganzen Projekt einen klinischen Bezug zu geben, konnte man langfristig gese-
hen, sowohl mechanische Aktivierung als auch die Effekte in der Abwesenheit von FBS,
die Inhibition von ADAM10 und 17 durch GW, sowie ADAMI10 und 17 und Piezol-
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Knockdowns an Hautdquivalenten testen, um in naher Zukunft den Effekt von lokal auf-
getragenem GW an Hautmodellen testen zu konnen, da die im Rahmen dieser Disserta-
tion erhobenen Daten Hinweise darauf liefern, dass GW einen antiinflammatorischen Ef-
fekt haben konnte. Es konnte daher aufschlussreich sein, in einem so komplexen Modell
wie einem Hautmodell, den Effekt durch die Inhibition durch ADAMI10 und 17 von GW
auf die AREG und die IL-8-Freisetzung zu untersuchen und wie dies die Wundheilung

beeinflusst.
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Abbildung 25: Schematischer Uberblick der im Rahmen dieser Doktorarbeit untersuchten Signal-
wege in HaCaT-Zellen und N/TERT-1-Zellen

Bei Piezol Aktivierung durch Yodal kommt es zu einer ADAM10/17-abhéngigen Freisetzung von AREG.
Sowohl die AREG-Freisetzung als auch die IL-8-Freisetzung ist EGFR-vermittelt. Die Aktivierung von
Piezol durch Yodal und die Inhibition des EGFR haben einen Einfluss auf das Genexpressionsprofil der
Zellen. Created with biorender.com
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6 Zusammenfassung

Die Haut hat nicht nur eine schiitzende Funktion, sondern macht es uns ebenfalls méglich
unsere Umwelt wahrzunehmen, indem die Zellen in der Haut in der Lage sind mechani-
sche Krifte in biochemische Signale umzuwandeln. Den Zellen der Haut wird es so er-
moglicht, prazise auf externe Stimuli zu reagieren. Daher sind Hautzellen in der Lage auf
Druck mit Migration, Proliferation, Differenzierung bis hin zur Apoptose zu reagieren.
Dies ist besonders fiir die Wundheilung entscheidend, da mechanische Schidigung zu
den priadisponierenden Faktoren fiir Entziindungen zihlt. Die Mechanotransduktion in-
nerhalb der Zelle kann sowohl mehrere Signalwege als auch membransténdige Proteasen
aktivieren. So konnte bereits in Lungenepithelzellen gezeigt werden, dass der mechano-
sensitive lonenkanal Piezol zu einer erhohten Aktivitit der Metalloproteasen ADAM10
und ADAM17 fiihrt. Dabei ist es allerdings bislang unklar, welche Rolle Wachstumstak-
toren und der epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) bei der Piezol-ADAM-
Achse fiir eine Rolle spielen. Ziel dieser Arbeit ist es, den Zusammenhang der EGFR-
Signaliibertragung und der Piezol-ADAM-Achse zu untersuchen und ob es in diesem
Kontext auch zu einer entziindlichen Reaktion kommt.

Die Ergebnisse dieser Doktorarbeit zeigen sowohl eine verminderte Freisetzung von
Wachstumsfaktoren als auch von Entziindungsmediatoren in Abwesenheit von FBS, ei-
nem serumbasierten Zusatzstoff, welcher Wachstumsfaktoren enthélt. Im spéteren Ver-
lauf der Arbeit konnte durch den Einsatz des monoklonale Antikérpers Cetuximab eine
EGFR-Signaliibertragung in der Piezol-ADAM-Achse bewiesen werden. Weiter zeigen
die Ergebnisse eine Entziindungsreaktion nach Piezol-Stimulation, dies wird besonders
deutlich durch die vermehrte IL-8-Freisetzung. Auch deuten die Daten darauthin, dass
IL-8 und IL-1PB indirekt durch ADAMI10/17 reguliert werden, da die Inhibition von
ADAMI10/17 einen Effekt auf IL-8 und IL-1f zu haben scheint. Abschlieend deuten die
Daten darauthin, dass die Wachstumsfaktoren TGFa und AREG einer positiven Riick-
kopplungsmechanismus unterliegen. Somit konnte gezeigt werden, dass Yodal zu einem
mechanischen Reiz innerhalb der Hautzellen fiihrt, welcher Piezol aktiviert und zu einer
proteolytischen Freisetzung von AREG durch ADAMI10/17 fiihrt, was wiederum die
EGFR-Signaliibertragung aktiviert und eine IL-8-Sekretion ausldst. Diese Befunde lie-
fern einen tieferen Einblick in den komplexen Mechanismus der Mechanotransduktion in
der Haut und der damit verbundenen Entzlindungsreaktion. Diese Daten konnten in Zu-

kunft dazu dienen Therapiestrategien in entziindlichen Hautkrankheiten zu entwickeln.
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8 Anhang (SAS-Code)

PROC IMPORT

OUT= WORK.DATA

DATAFILE= "V:\Wissenschaftliche Mitarbeiter (PHAR)\AG
nie\Statistik\Excel fiir SAS\Daten Diss NTERT.xlsx"

DBMS=EXCELCS

REPLACE;

RANGE="ELISA IL-8$";

SCANTEXT=YES;

USEDATE=YES;

SCANTIME=YES;

RUN;
$let prefix =Elisa ILS8;

ODS PDF FILE="V:\Wissenschaftliche Mitarbeiter (PHAR) \AG
nie\Statistik\&prefix. 01 Data.pdf";

PROC SGPANEL DATA=data;
PANELBY inhibitor / COLUMNS=4 LAYOUT=PANEL;

VBOX change;
*HBOX change;
*SCATTER X=inhibitor Y=change;
*HISTOGRAM change;
*SERIES X=inhibitor Y=change; */

TITLE 'Data representation';
RUN;
ODS PDF CLOSE;

ODS PDF FILE="V:\Wissenschaftliche Mitarbeiter (PHAR)\AG
nie\Statistik\s&prefix. 02 Distribution.pdf";
ODS ESCAPECHAR='""';

PROC GLIMMIX DATA=data PLOTS=RESIDUALPANEL;
CLASS inhibitor;
MODEL change = inhibitor / D=N DDFM=KR2;

ODS SELECT FitStatistics Tests3 ResidualPanel;

TITLE 'Normal Distribution';
RUN;

PROC GLIMMIX DATA=data PLOTS=RESIDUALPANEL;
CLASS inhibitor;
MODEL change = inhibitor / D=LogN DDFM=KR2;
ODS SELECT FitStatistics Tests3 ResidualPanel;
TITLE 'LogNormal Distribution';

RUN;

ODS PDF CLOSE;

ODS PDF FILE="V:\Wissenschaftliche Mitarbeiter (PHAR) \AG
nie\Statistik\&prefix. 03 Blocking.pdf";
ODS ESCAPECHAR='"";
PROC GLIMMIX DATA=data PLOTS=RESIDUALPANEL;
CLASS inhibitor experiment;
*MODEL change = inhibitor / D=N DDFM=KR2;

MODEL change=inhibitor / D=LogN DDFM=KR2;
RANDOM experiment;

Ludwig\Leo-

Ludwig\Leo-

Ludwig\Leo-

Ludwig\Leo-
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COVTEST 'Does it make sense to block?' ZEROG;
ODS SELECT Tests3 ResidualPanel CovTests;

TITLE 'Makes blocking sense?';
TITLE2 'If "Pr > Chisqg" < 0.05 blocking might make sense!';
*TITLE3 'with "S={color=red}Normal "S={}distribution!’';
TITLE3 'with ~S={color=red}LogNormal "S={}distribution!"';
RUN;
ODS PDF CLOSE;

ODS PDF FILE="V:\Wissenschaftliche Mitarbeiter (PHAR)\AG Ludwig\Leo-
nie\Statistik\&prefix. 04 Homogeneity.pdf";
ODS ESCAPECHAR="'""';

PROC GLIMMIX DATA=data PLOTS=RESIDUALPANEL;
CLASS inhibitor experiment;
*MODEL change = inhibitor / D=N DDFM=KR2;
MODEL change=inhibitor / D=LogN DDFM=KR2;

RANDOM experiment / GROUP=inhibitor;

COVTEST 'Do I have to correct for heterogenous variances?' HOMOGE-
NEITY;

ODS SELECT Tests3 ResidualPanel CovTests;

TITLE 'Do I have to correct for heterogenous variances in group
inhibitor?';

TITLE2 'If "Pr > ChiSg" < 0.05 correction is necessary!';

*TITLE3 'with "S={color=red}Normal "S={}distribution!’';

TITLE3 'with ~S={color=red}LogNormal "S={}distribution!’';

TITLE4 '~S={color=red}with *S={} blocking';
RUN;

PROC GLIMMIX DATA=data PLOTS=RESIDUALPANEL;
CLASS inhibitor experiment;
*MODEL change = inhibitor / D=N DDFM=KR2;
MODEL change=inhibitor / D=LogN DDFM=KR2;

RANDOM RESID / GROUP=inhibitor;

COVTEST 'Do I have to correct for heterogenous variances?' HOMOGE-
NETITY;

ODS SELECT Tests3 ResidualPanel CovTests;

TITLE 'Do I have to correct for heterogenous variances in group
inhibitor?';

TITLE2 'If "Pr > ChiSg" < 0.05 correction is necessary!';

*TITLE3 'with "S={color=red}Normal "S={}distribution!’';

TITLE3 'with ~S={color=red}LogNormal "S={}distribution!';

TITLE4 '~S={color=red}without "S={} blocking';
RUN;
ODS PDF CLOSE;

PROC GLIMMIX DATA=data;
CLASS inhibitor experiment;
*MODEL change = inhibitor / D=N DDFM=KR2;
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MODEL change=inhibitor / D=LogN DDEFM=KR2; /* (Logarithmisch
normalverteilt) */

*RANDOM experiment;

*RANDOM RESID / GROUP=inhibitor;
RANDOM experiment / GROUP=inhibitor;

OUTPUT OUT=resids RESID=r;
RUN;

ODS PDF FILE="V:\Wissenschaftliche Mitarbeiter (PHAR)\AG Ludwig\Leo-
nie\Statistik\&prefix. 05 Normality.pdf";
ODS ESCAPECHAR="""';

PROC UNIVARIATE DATA=resids NORMALTEST;
VAR r;

ODS SELECT TestsForNormality;

TITLE 'Are residuals normally distributed?';
TITLE2 'p-value of Shapiro-Wilk test should be > 0.05';
*TITLE3 'with *S={color=red}Normal "S={}distribution!’';
TITLE3 'with ~S={color=red}LogNormal “S={}distribution!';
TITLE4 '~S={color=red}with ~S={} blocking';
*TITLE4 '~S={color=red}without "S={} blocking';
TITLES '7S={color=red}with "S={} correction for heterogenous var-
iances';
*TITLES '”~S={color=red}without ~*S={} correction for heterogenous
variances';

RUN;
ODS PDF CLOSE;

ODS EXCEL FILE="V:\Wissenschaftliche Mitarbeiter (PHAR)\AG Ludwig\Leo-
nie\Statistik\&prefix. 06 single-tests parametric.xlsx";
PROC GLIMMIX DATA=data;

CLASS inhibitor experiment;

*MODEL change = inhibitor / D=N DDFM=KR2;
MODEL change=inhibitor / D=LogN DDFM=KR2;
*RANDOM experiment;

*RANDOM RESID / GROUP=inhibitor;

RANDOM experiment / GROUP=inhibitor;
LSMEANS inhibitor / DIFF;

ODS SELECT Diffs;

TITLE 'p-values';
RUN;
ODS EXCEL CLOSE;

ODS PDF FILE="V:\Wissenschaftliche Mitarbeiter (PHAR)\AG Ludwig\Leo-
nie\Statistik\&prefix. 07 p-Values.pdf";
ODS ESCAPECHAR='"";
DATA P Values;
INPUT RAW P;
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DATALINES;

0.0949
0.8970
0.0475

0.0003
0.0094

’

RUN;

DATA comparison_ names;

INFILE

DATALINES DELIMITER=']|";

INPUT No Comparison $75.;
DATALINES;

1|DMSO vs.
2 |DMSO vs.
3|DMSO vs.

4|Yodal vs.
5|Yodal vs.

’

RUN;

ODS LAYOUT
ODS REGION

PROC PRINT

*TITLE
RUN;

ODS REGION

DMSO + Cetuxi
DMSO + GW

Yodal

Yodal + Cetuxi
Yodal + GW

GRIDDED COLUMNS=2 WIDTH=5in COLUMN_GUTTER=.1in;
width=4.5in;

DATA=comparison names NOOBS;

"List of Comparisons'";

width=4.5in;

PROC MULTTEST PDATA=P Values BON HOCHBERG FDR;
ODS SELECT pValues;

TITLE
TITLE2

*TITLE3

TITLE3
TITLE4

*TITLE4

TITLES
ances';

*TITLES
variances';

RUN;

'Corrected p-Values';

'The following settings were used:';

'with *S={color=red}Normal "S={}distribution!’';

'with "S={color=red}LogNormal "*S={}distribution!’';
'“"S={color=red}with *S={} blocking';

'“"S={color=red}without ~S={} blocking';

'“S={color=red}with "~S={} correction for heterogenous vari-

'“S={color=red}without *S={} correction for heterogenous

ODS LAYOUT END;
ODS PDF CLOSE;
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