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Einleitung 1

1. Einleitung

Das Signaltransduktionssystem des Zytokins HGF (,hep&tgcgwth factor’) und seines Rezep-
tors MET (c-met, ,hepatocyte growth factor receptor’) éiae zentrale Wirkung auf epithelial-
mesenchymale Interaktionen und die Koordination betailigellen sowohl wahrend der Em-
bryogenese als auch der Regeneration/Wundheilung im a@utp@mismus (Rosen et al., 1994).
Im Verlauf der Ontogenese ist die HGF/MET-Signaltransdokunentbehrlich fir die Ausbil-
dung der Plazenta, Leber und Skelettmuskulatur (Biramegial., 1997), mit embryonal letaler
Folge bei HGF oder MET defizienten Tieren (Schmia@tl.etl995, Uehara et al., 1995).

Die Stimulation regenerativer Prozesse durch HGF/MIETIr Leber, Nieren, Lunge und Kornea
beschrieben worden. So verlauft die Regeneration dear lisbMausmodellen mit leberspezifi-
schem HGF- wie auch MET-,knockout’ verzdgert (Phanéwd.e 2004, Huh et al., 2004). Dabei
fuhrt das Fehlen der HGF-Expression im Lebergewebeirrer verminderten Proliferation von
Hepatozyten (Phaneuf et al.,, 2004). Die retardiertefutfgsprozesse bei Mausen mit MET
Hepatozyten beruhen dagegen auf einer eingeschrankgeativhsfahigkeit und einer erhéhten
Sensitivitat gegeniliber Fas-Rezeptor-vermittelter Apeptetih et al., 2004). Auch in Niere,
Lunge und Cornea beschleunigt das HGF/MET System died?aiifn und Migration epithelia-
ler Zellen (Matsumoto et al.,, 1996, Vargas et al.,02@nkamaki et al., 2002, Sharma et al.,
2003), einhergehend mit einer vermehrten Degradatitrazellularer Matrix, welche nachweis-
lich durch die Sekretion von Plasminogen AktivatorerA(uRd tPA) und der Matrix Metallopro-
teinase 9 (MMP-9) bedingt ist (Gong et al., 2003, i€laret al., 2003, Furuyama et al., 2004).
Zusatzlich fordert das HGF/MET-Signaltransduktionssysim regenerierenden Gewebe von
Niere, Lunge und Cornea die Angiogenese (Rosen et al.,¥@98et al., 2003, Ishizawa et al.,
2004), verhindert Apoptose (Yamasaki et al., 2002, ®ladal., 2004, Kakazu et al., 2004) und
wirkt in Niere und Lunge entziindungshemmend (Gong,&2@04, Ito et al., 2005).

Dagegen ist der konkrete Einflu3 des HGF/MET-Signadttaktionssystem auf die physiologi-
sche Regeneration der Epidermis und die kutane Wundhdigtamng nur unzureichend be-
schrieben. Auch die differentielle Wirkung von HGF aw@rétinozyten in Abgrenzung zu ande-

ren Zytokinen ist vollig unbekannt.

11 Die Haut
Die Haut (Integument) kann in Abhangigkeit von der Kégpile eine Flache bis zu Z errei-

chen und ist mit einem Siebtel des Korpergewichtesclaserste Organ des Menschen. Zu den
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Funktionen der Haut z&hlt die Aufrechterhaltung der Hora8esin Bezug auf Feuchtigkeit, lo-
nenhaushalt und Temperatur. Aul3erdem schiitzt sie sowmlnifektionen als auch vor mechani-
schen und chemischen Umwelteinflissen. Schliel3lich dierHaut als Sinnesorgan zur Perzep-
tion von Temperatur, Bertihrung und Schmerz.

Diesen Funktionen wird die Haut morphologisch und funkticagfiyrund der Gliederung ihres
Aufbaus in Cutis (Epidermis und Dermis) und Subcutis ger@trcher et al., 1997). Hauptbe-
standteil der Dermis ist elastisches und kollageritgeseBindegewebe, welches von Fibroblasten
synthetisiert wird und gut innerviert und vaskularisi@rliegt. Der Ubergang zwischen Dermis
und Epidermis ist beim Menschen papillar verzahntwand durch eine azellulare Basalmembran
getrennt. Hautanhangsgebilde der Epidermis (Haarfollikalitdriisen, N&gel) reichen tief in die
Dermis hinein.

Die Epidermis ist ein mehrschichtiges, verhorntesdtiapithel, das aus interfollikularen, tran-
sient amplifizierenden Keratinozyten des Stratum lbakarvorgeht. Die Tochterzellen dieser
basalenKeratinozyten differenzieren durch zunehmende Kenaiayktion zu abgestorbenen
Hornplatten (terminale Differenzierung), wobei sie deteren Schichten der Epidermis (St. spi-
nosum, St. granulosum und St. corneum) durchlaufen und haahvier Wochen abgestol3en
werden (physiologische Regeneration). Im St. basalerl@nmeben Keratinozyten, welche durch
Hemidesmosomen in der Basallamina verankert sindh ietanozyten (Melaninsekretion) vor.
Das St. spinosum weist zusatzlich auch LangerhansZetenunkompetente dendritische Zellen
der Haut) und Merkelzellen (Mechanoperzeption) auf.

1.2 Die kutane Wundheilung

Die Regenerationsfahigkeit erwachsener Menschemisgegensatz zu der von Foten reduziert,
so dal3 es in Folge der kutanen Wundheilung zu einer \damgumit verringerter Funktionalitat
kommt (Ferguson et al., 2004). Der Verlauf des Heilumggsses a3t sich in mehrere zeitlich
ineinander greifende Stadien gliedern. Eingeleitet diecdWundheilung durch die Bildung eines
Thrombus, woraufhin die Entziindungs-, Proliferations- uhtieftlich die Narbenbildungsphase
folgen (Abb. 1). Der Thrombus entsteht durch Thromtemggregation und Aktivierung der
Blutgerinnungskaskade. Infiltrierende Zellen des Immstiesns pragen die Entziindungsphase,
wobei sie nekrotisches Gewebe phagozytieren und Infektientggegen wirken. Wéahrend der
Proliferationsphase wird die fibrinogene Matrix desofhbus durch regeneriertes Gewebe er-

setzt, wobei Gewebe-synthetisierende Zellen inned&lWWundmatrix migrieren und proliferie-
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ren. Dabei wird die Reepithelisierung durch Keratitezayund die Genese des Granulationsge-
webes durch Fibroblasten und Endothelzellen (Angiogemeseykt. Im Verlauf dieser Wund-
heilungsstadien wird eine Reihe von parakrin und/oder antakkenden Zytokinen sezerniert,
welche den Verlauf der Wundheilungsstadien koordinierenIJ.ab.

Tabelle 1: Charakteristische, am Wundheilungsprozel beteiligte Zytokine

Zytokin Quelle vorrangige Wirkung und Zielzellen
- stimuliert Chemotaxis von Leukozyten
IL-1 Neutrophile, Makrophagen, - aktiviert die Sekretion von Wachstumsfaktoren durch Makrophagen,
Lymphozyten, Fibroblasten, Fibroblasten, Keratinozyten
IL-6 Endothelzellen, Keratinozyten |- aktiviert T-Lymphozyten
- hemmt Proliferation von Fibroblasten
Makrophagen, Lymphozyten, - aktiviert Neutrophile
IL-8 Fibroblasten, Endothelzellen, - stimuliert Migration von Makrophagen
Keratinozyten - hemmt Endothelzell-Leukozytenadhésioin
- aktiviert Makrophagen
IFNy Lymphozyten - hemmt Proliferation von Fibroblasten, Endothelzellen
- hemmt Kollagenproduktion und —vernetzung
Neutrophile, Makrophagen, - aktiviert die Sekretion von Wachstumsfaktoren durch Makrophagen,
TNFa . .
Lymphozyten Fibroblasten, Keratinozyten
PDGE Thrombozyten, Makrophagen, |- stimuliert Chemotaxis von Neutrophilen, Makrophagen, Fibroblasten
Endothelzellen - stimuliert Proliferation und Kollagensynthese bei Fibroblasten
Thrombozyten, Makrophagen, |- stimuliert Migration und Kollagensynthese bei Fibroblasten
TGFB | Lymphozyten, Fibroblasten, - hemmt die Aktivierung von T-Lymphozyten, Makrophagen
Endothelzellen, Keratinozyten - hemmt Proliferation von Endothelzellen
TGEq Thrombozyten, Makrophagen, |- stimuliert Kollagensynthese von Fibroblasten
Keratinozyten - stimuliert Proliferation von Fibroblasten, Endothelzellen, Keratinozyten
EGF Makrophagen, Keratinozyten - stimuliert Proliferation von Fibroblasten, Endothelzellen, Keratinozyten
VEGE Makrophagen, Endothelzellen, |- stimuliert Angiogenese
Keratinozyten
KGF Fibroblasten - stimuliert die Proliferation und Migration von Keratinozyten
GM-CSH Keratinozyten, Fibroblasten st!mul!ert d!e P_roliferat_ion von Keratino;yten, Endothelzellen
stimuliert die Differenzierung von Keratinozyten

(veréandert nach Schéffer et al., 1999 und Werner et al., 2003)

1.2.1 Die Bildung des Thrombus

Bei einer Verletzung (Abb. 1A) mul3 zunachst die Schukziim der Haut aufrecht erhalten wer-
den, wobei Flussigkeits- und Elektrolytverlust sowie Itifglen verhindert werden mussen. Die
Komplementkaskade (alternative Aktivierung) und demoitibus (Abb. 1B) erfillen diese Funk-
tionen kurzfristig. Der Thrombus wird durch die patdiblaufende primére und sekundare Ha-
mostase gebildet. In der primdren Hamostase velmitbembranstandige Glykoproteine von
Thrombozyten die Adhéasion an freiliegendes KollagernWomdbereich (Thomas, 2002). An-
schlie3end regt der Gerinnungsfaktor Thrombin die Degrgonland Aggregation der Throm-
bozyten an. Thrombin wird durch Aktivierung der Geungskaskade wahrend der sekundaren
Hamostase aktiviert und spaltet Fibrinogen in I6skckibrin, welches durch Koagulation ein



Einleitung 4

Netzwerk um die Thrombozytenaggregate spinnt. WeitestaBdteile des Thrombus (Fibronek-
tin, Vitronektin und Thrombospondin) stammen aus denpBisina oder werden von Thrombo-
zyten sezerniert (Gallit et al.,, 1994). Diese Mattient als Reservoir fur Zytokine, welche zu-
nachst von degranulierenden Thrombozyten und verletzéenZfreigesetzt werden (Martin,
1997). Zu diesen Zytokinen gehoren PDGF und @GHe sowohl Zellen des Immunsystems als
auch Keratinozyten, Fibroblasten und vaskulare Endmlesh aktivieren und rekrutieren (Tab.
1). Als provisorische Matrix ermoglicht der Thrombuerdem die Migration dieser Zellen in

das Wundmilieu hinein.

N

g der Kutis '

Abbildung 1: Stadien der kutanen Wundheilung

1.2.2 Die Entziindungsphase

Neutrophile Granulozyten sind die ersten Zellen derEwohizngsphase (Abb. 1C), welche durch
PDGF sezernierende Thrombozyten chemotaktisch rekrutinnen weniger Stunden in die pro-
visorische Matrix migrieren (Deuel et al., 1982). &enen nicht nur einem friihen Schutz vor
Wundinfektion, sondern sezernieren ihrerseits Entzindumistoren, welche Monozyten ab
dem zweiten und Lymphozyten ab dem funften Tag in groBht Zkrutieren (Deuel et al.,

1982). Dariiber hinaus sezernieren neutrophile GraneloZyachstumsfaktoren, welche die
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Vorgange der Proliferationsphase initiieren (Tab. 1). Moteoedifferenzieren im Wundmilieu
zu Makrophagen und phagozytieren nekrotisches Wundalatégi auch pathogene Keime (Lei-
bovich et al., 1975). Aul3erdem unterstitzen sie die fRedipierung und die Bildung des Granu-
lationsgewebes, indem sie neben Wachstumsfaktorenlatgleukine und Stickstoffmonoxid
(NO) sezernieren (Schéffer et al., 1999).

1.2.3 Die Proliferationsphase

Bereits wenige Stunden nach der Verletzung beginneatidezryten, Fibroblasten und vaskulare
Endothelzellen ihr Expressionsprofil zu veranderd sith in Richtung eines migratorischen
Phéanotyps zu entwickeln (Martin, 1997). Um in die moxische Matrix einzuwandern, missen
diese Zellen entsprechende Oberflachenproteine (mt&grine und den Hyaluronsaurerezeptor
CD44) exprimieren und mittels Proteasen die provisagiddhatrix degradieren (Oksala et al.,
1995, Gaillit et al., 1994). Diese Morphogenese iszdilimitierende Faktor fur den Beginn der
Proliferationsphase (McClain et al., 1996).

Die Reepithelisierung (Abb. 1D) wird vor allem durch K@nd EGF stimuliert. Ohne diese
Wachstumsfaktoren kommt es zu einer Stérung der Ratida bzw. der Migration von Kerati-
nozyten, was in Tiermodellen durch Inhibierung der jikyen Rezeptoren gezeigt werden konn-
te (Werner et al., 1994, Li et al., 2003). Die Regtitierung beginnt ein bis zwei Tage nach der
Verwundung, indem sich basale Keratinozyten durch MMP2- MMP9-vermittelte Proteolyse
des Kollagens IV von der Basalmembran 16sen (Madedd, 1999). Die aktivierten epidermalen
Keratinozyten unterwandern den Thrombus in Form difpsthelzunge (nigration tongue.
Dafur werden Fibrin und Fibrinogen der provisorischen Malurch die proteolytischen Enzyme
MMP2 (Makela et al., 1999) und Plasmin degradiert. @lisk untersttitzt Plasmin den Katabo-
lismus der extrazellularen Matrix durch die Aktivierumgn Metalloproteinasen (z.B.: MMP3
und MMP9; Murphy et al., 1999). Plasmin wird aufgrund Slekretion von uPA und tPA aus
Plasminogen im Thrombus gebildet (Castellino et28I05). Gleichzeitig lysieren Keratinozyten
dermales Kollagen | und 1, indem sie MMP1 sezeamgPichler et al., 1999). Eine Inhibierung
der Plasminogen-Synthese verhindert die Migration deatlhezyten in den Wundbereich (Ro-
mer et al., 1996).

Die Orientierung der migrierenden Keratinozyten ziast provisorischer Matrix und Dermis
gewabhrleisten die spezifischen Integriae6 (Fibronektin) undavp5 (Vitronektin;, Martin,

1997). Hinter der Migrationsfront synthetisieren taséeratinozyten die epidermalen Kompo-
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nenten der Basallamina und bilden durch transientplifikation unter Expression von MMP3
eine hyperplastische Epidermis (Pilcher et al., 1998)ch Kontaktinhibition werden Migration
und Proliferation bei Wundschlul? eingestellt (Zegers.e2@03), und die Keratinozyten der hy-
perplastischen Epidermis differenzieren unter dem Einuf3GM-CSF zu einem mehrschichti-
gen Plattenepithel (Szabowski et al., 2000). WahrendRdepithelisierung sezernieren Keratino-
zyten ihrerseits Mediatoren wie Interleukine, EGF ultG¥, wodurch sie die Proliferation und
Migration sowohl autokrin von Keratinozyten als auchagan von Fibroblasten und Endothel-
zellen stimulieren (Singer et al., 1999).

Die Aktivierung von Fibroblasten erfolgt hauptsachiitlich PDGF und T@~von Thrombozy-
ten, Makrophagen und Endothelzellen, was zwei Taged&thEinsetzen der Reepithelisierung
zu einer Proliferation von Fibroblasten an den Wundrréinded kurz darauf zur Migration in die
provisorische Matrix fuhrt (Abb. 1D; McClain et @996, Werner et al., 2003). Durch Sekretion
von Wachstumsfaktoren (z.B.: KGF und GM-CSF) stimuliegtenaktivierten Fibroblasten die
Proliferation und Migration von Keratinozyten und Endatelién. Dariiber hinaus ersetzen sie
die provisorische Matrix kontinuierlich durch die Bilduder azellularen Bestandteile des Granu-
lationsgewebes. Dazu stellen Fibroblasten ein Glewiohe aus Matrix-Degradation mittels Se-
kretion von MMPs und Plasminogen Aktivatoren einersgitd Synthese von Hyaluronsaure,
Proteoglykanen und Kollagen I und Il andererseits Gaili et al., 1994). Die Kollagensynthese
wird maf3geblich durch TG@Fund die TGB-vermittelte Induktion von CTGF stimuliert (Leask et
al., 2003). Eine beeintrachtigte T@Bignaltransduktion fiuhrt bei Wundheilungsexperimenten
mit Mausen zu einer verminderten Kollagensyntheskininlgedessen zu einem reduzierten und
weniger belastbaren Narbengewebe (Ferguson et al). 208ch ungefahr einer Woche reduzie-
ren Fibroblasten die Synthese von Kollagen (Eckek, &t996). Ein Teil der Fibroblasten trans-
formiert unter der Expression voar smooth muscle actizu Myofibroblasten (Shephard et al.,
2004) und leitet durch Kontraktion die Bildung deshémgewebes ein (Abb. 1E).

Die Angiogenese im Granulationsgewebe gewahrleisteédalierstoff- und Nahrstoffversorgung
der regenerierenden Zellen im Wundbereich. Bei dewvakkularisierung migrieren und prolife-
rieren vaskulare Endothelzellen vom Wundrand her @itélul3 von NO und VEGF in das Gra-
nulationsgewebe (Howdieshell et al., 2001, Kane et28D1). Der wesentliche Einflul3 von
VEGF auf die Angiogenese zeigt sich blngckout von VEGF-A und dessen Rezeptoren
VEGFR1 und VEGFR2 in Mausen durch eine massiv gest@gkularisierung mit embryonaler
Letalitat (Ferrara et al., 1996).
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1.2.4 Die Bildung des Narbengewebes

Je nach Verletzungsumfang erfolgt der Wundschlul3 nactfamgzwei Wochen (Abb. 1E), wo-
bei die Epidermis immer noch hyperplastisch ist (Singat.,1999). Die Zellzahl im ehemaligen
Granulationsgewebe von Fibroblasten und Endothelzeliehdurch Apoptose drastisch redu-
ziert (Desmouliere et al., 1995). Dennoch werdenentait kontinuierlich Kollagenfasern zu-
nachst vom Typ Il und spater vom Typ | eingelageresBiUmgestaltung des Narbengewebes
kann bis zu einem Jahr andauern, wobei die Kollagemfgsarallel organisiert werden und das
Gewebe maximal 80% der Stabilitdt unverwundeter Haatcat (Martin, 1997, Schéaffer et al.,
1999).

1.3 Der Wachstumsfaktor HGF und sein Rezeptor MET

1.3.1 Vorkommen und Struktur von HGF und MET

HGF wird vorwiegend von mesenchymalen Zellen als iektiglykosylierter precursor’ (94
kDa) sezerniert (Nakamura, 1991) und, an Proteoglykbangien, in der Basalmembran sowie
der extrazellularen Matrix des Bindegewebes gespei€yieshinaga et al., 1993). Infolge von
Gewebeschaden wird diesgrecursor’ extrazellular aktiviert (Miyazawa et al., 1994). dea
entsteht durch Proteolyse eine (69 kDa) und ein@-Kette (34 kDa), welche mittels Disulfid-
brickenbindung den aktivierten, heterodimeren Wachsakasfbilden (Nakamura et al., 1989,
Abb. 2A). Dieser proteolytische Prozel3 kann von verdehien Serinproteasen katalysiert wer-
den, wie dem HGF-Aktivator (Kataoka et al., 2003), wPé tPA (Mars et al., 1993) oder Gerin-
nungsfaktoren (Faktor Xa, Xla, Xlla) und Plasmakallik&Shimomura et al., 1995, Peek et al.,
2002, Pediaditakis et al., 2002).

Als Ligand bindet aktiviertes HGF an die membranstigéezeptor-Tyrosinkinase MET (Hart-
mann et al., 1992), welche hauptsachlich von Epithletz exprimiert wird und somit eine me-
senchymal-epitheliale Interaktion ermdglicht (Stokealet1987). Wie sein Ligand wird der Re-
zeptor zunéchst als glykosyliertgarecursor’ (170 kDa) synthetisiert. AnschlieRend prozessiert
die Serinprotease Furin den MEfrecursor’ intrazelluldr in einex- (50 kDa) und3-Kette (145
kDa; Mark et al., 1992, Komada et al., 1993), weldbech Disulfidbrickenbindung einen 190
kDa Komplex mit einer Halbwertzeit von 30 Minuten bis 5 Stunden bilden (Giordano et al.,
1989, Moghul et al., 1994). Dieses Heterodimer bestehteinem extrazellularen-Kette und

N-terminaler Bereich dep-Kette), transmembranen und intrazellularen Berdefzterer mit
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Tyrosinkinase Doméanedggtivation loop) und Effektorbindestelle fyultiple docking site’Pon-
zetto et al., 1994, Gherardi et al., 2003, Abb. 2B).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung von HGF und M ET

A: Darstellung des aktivierten HGF Heterodimers (verandert nach Okigaki et. al. 1992)

SP: Signalpeptid, HP: ,N-hairpinloop*, K1-K4: Kringel-Doméanen

B: Darstellung der MET Rezeptor Doménen (verandert nach Gherardi et al., 2003)
Ektodoméne: SD: ‘sema domaine’ aus a-Kette und N-terminaler Region der 3-Kette, CD/IgD:
Cystein-reiche Doméane und 4 repetitive Immunglobulin-Domanen, Endodoméne: AL: ,activa-
tion loop’ / Tyrosin-Kinase Doméne, MDS: ,multisubstrate docking site’

1.3.2 Induktion der HGF- und MET-Expression

Eine kontinuierliche Expression von MET kann durchn$kaiptionsfaktoren der SP-Familie
reguliert werden (Zhang et al., 2003). Weiterhindwdre Proteinbiosynthese des Rezeptors durch
Komponenten des Wnt-Signalweges wie auch durch p53 Kamtr¢beol et al.,, 1999, Boon et
al., 2002). Bei Hypoxiestimuliert der Angiogenesefaktor HIF-1 die MET-ExpressiBennac-
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chietti et al., 2003, Scarpino et al., 2004). Aul3eraelnziert HGF die Expression seines eigenen
Rezeptors in Abhéangigkeit sowohl von ARSEol et al., 2000) als auch von Ets-1 (Gambarotta et
al., 1996). Die Expression von HGF und die Expression MET konnen durch die pro-
inflammatorischen Zytokine IL-1, IL-6 und TNFNnduziert werden (Zarnegar, 1995). Bei epithe-
lialen Tumorzellen wird angenommen, dal3 auch die Expressn HGF durch das HGF/MET-
Signaltransduktionssystem in einem autokrinen Regglii@ Stat3 induziert werden kann (Elli-
ott et al., 2002).

1.3.3 Rezeptoraktivierung und Degradation des HGF/METKomplexes

Bei der Interaktion von Ligand und Rezeptor bindet dsHd-Kette mit hoher, die HGB-Kette
mit geringer Affinitat an die Ektodoméane des MET-Rezep(&tamos et al., 2004). Die fir die
HGF-Bindung verantwortliche Struktur des MET-Rezeptsirslie,sema domaing(Gherardi et
al., 2003, Abb. 2B). Die vollstandige Wirkung des HGFMMEignaltransduktionssystems kann
dabei nur durch das vollstandige, heterodimere HGF#b&usgelost werden (Prat et al., 1998).
Dennoch erzielen die natirlich vorkommenden N-terrmm&plei3varianten NK1 und NK2 (aus
,hairpinloop und der ersten bzw. den ersten beiden Kringel-Doméeea-Kette) als partielle
Antagonisten einige biologische Effekte (Okigaki et &92, Cioce et al., 1996).

Infolge der HGF-Bindung dimerisiert der MET-Rezeptoobei der verantwortliche Mechanis-
mus noch nicht vollstandig aufgeklart ist. Moglicherweiseden zwei Rezeptoren entweder von
einem einzigem HGF-Molekul (2:1) oder von einem LiganbBamer (2:2) gebunden (Prat et al.,
1998). Neuere Daten aus der Rontgenkristallographiensaatiern das 2:2 Modell, wobei Hepa-
rin bzw. Heparan-Sulfat Proteoglykan die Bindung zwascidGF und MET zu vermitteln
und/oder zu stabilisieren scheint (Rubin et al., 2@erardi et al., 2003, Stamos et al., 2004).
Daruber hinaus bildet der MET-Rezeptor nicht nur Homodimsondern interagiert auch mit
zahlreichen membranassoziierten Molekilen (Integf@ied4, PTP, E-Cadherin urfticatenin)
sowie mit Rezeptoren (Fas-Rezeptor, Semaphorin 4D-Rezep®F-Rezeptor und Ron-
Rezeptor; Villa-Moruzzi et al., 1993, Hiscox et aB99, van der Voort et al., 1999, Jo et al.,
2000, Follenzi et al., 2000, Schwartz et al., 200ang et al., 2002, Giordano et al., 2002).

Die Dimerisierung oder Oligomerisierung des MET-Rezegtdm zur Aktivierung der katalyti-
schen Untereinheit im intrazellularen Bereich @dfette (activation loop). Dabei findet eine
Konformationsanderung statt, wodurch die ATP-Bindestddls activation loops’ (humanes
MET: Lysi116 Park et al., 1987) zuganglich wird (Chiara et2003). Infolgedessen werden spe-
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zifische Tyrosinreste innerhalb der katalytischen eibheit (humanes MET: Tygs und
Tyriz3s Longati et al., 1994) und der C-terminalen Effekimtbstelle (nultisubstrate docking
site’; humanes MET: Tygad Tyrisse Ponzetto et al., 1993) fransoder incis autophosphoryliert.
Daraufhin kénnen verschiedendownstrearm Effektoren spezifisch an einen oder an beide
phosphorylierte Tyrosinreste denultisubstrate docking sitéinden (siehe Punkt 1.3.4). Aus
sterischen Grinden ist dies pro Rezeptormolekil nur esmengen Effektor moglich (Stefan et
al., 2001). Die Aktivierung von MET kann allerdings sdwwdurch das Gangliosid GD1a als
auch durch PKC inhibiert werden, welche einen Sestridies MET-Rezeptors (S¢) phosphory-
liert (Hyuga et al., 2001, Hashigasako et al., 2004).

Die Degradation des HGF/MET-Komplexes erfolgt nachzdptor-Aktivierung durch Cbl-
vermittelte Ubiquitinisierung, Endozytose und anschliel¥epag#eosomaler Degradation (Petrel-
li et al., 2002). Allerdings wird der internalisieezeptor nicht zwangslaufig degradiert, sondern
kann auch im Endosom weiterhin den MAPK/ERK-Signaha&tivieren und anschliel3end via
Mikrotubuli zu perinuklearen Komparimenten transportied dort recycelt werden (Kermorgant
et al., 2003 und 2004).

1.3.4 Das HGF/MET-Signaltransduktionsystem

Charakteristisch fir das komplexe HGF/MET-Signalakionssystem ist das Adaptorprotein
Gabl. Es kann an pTykg oder pTyisseder, multisubstrate docking sitbinden und vermittelt
die Aktivierung der Agonisten wie Grb2/Sos, PI3-Kinge¢, Shp2, CRKL und PLC (Schéaper et
al., 2000, Gual et al., 2000). Einige dieser Effektd&@men aktiviertes MET auch unabhangig
von Gabl binden, z.B. Grb2 an pTigsund die PI3-Kinase an beiden Tyrosinresten (Ponzetto et
al., 1993, Royal et al., 1997). Der gebundene Agonistptosphoryliert und setzt entsprechende
Signalkaskaden in Gang (Ponzetto et al., 1994). Zu rdi€&gnalkaskaden gehdren die
MAPK/ERK-, die MAPK/p38-, die MAPK/JNK-, und die PI13-Kase/Akt-Kaskade (Liang et al.,
1998, Rodrigues et al., 1997, Fan et al., 2000, Reahb, 2002, Abb. 3). Diese Signalwege kon-
nen zur Aktivierung der Transkriptionsfaktoren Ets-k-E STAT3, SMAD4, sowie der
Transkriptionsfaktoren der AP-1 Familie c-jun, c-fos,BlusunD und ATF2 flihren (Johnson et
al., 1995, Paumelle et al., 2002, Recio et al., 2088imura et al., 2002, Mori et al., 2004, To-
kumaru et al., 2005). Infolge der Aktivierung diesernskaiptionsfaktoren kann HGF das Ex-
pressionsmuster von Zielzellen beeinflussen. Die AAKR+erung bewirkt zum Beispiel eine
proliferative Antwort durch Induktion der Cyclin D1-Exssion (Recio et al., 2002), die Aktivie-
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rung von c-Fos und Elk-1 initiiert die Expression von MBIPFanimura et al., 2002) und durch
die Aktivierung von Ets-1 kdnnen VEGF und MMP-1 sowie N#ET-Rezeptor selbst (siehe
Punkt 1.3.2) synthetisiert werden (Tomita et al.,30Dabei zahlen sowohl die Transkriptions-
faktoren der AP-1 Familie c-Fos, c-jun, JunB und JunDaat$h das Onkogen c-Myc zu den
,early response geneges HGF/MET-Signaltransduktionssystems (Johnsoh, i995). Weitere
durch HGF/MET aktivierte Signalwege involvieren MB-(Mdiller et al., 2002) oder PKC, wel-
ches auch den mikrotubularen Transport des MET-Rezadgptotrolliert (Kermorgant et al., 2003
und 2004). AulRerdem beeinflult das HGF/MET-Signaltrdaghssystem die Umgestaltung
des Zytoskeletts und wirkt auf Zell-Zell- wie auch 2ditrix Kontakte via PAK (Royal et al.,
2000), c-Src/Fak/Paxillin (Rahimi et al., 1998, Liuaé, 2002) und nukleérer Translokation von
[-catenin (Monga et al., 2002).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des HGF/MET-S  ignaltransduktionssystems
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1.3.5 Funktionelle Aspekte der HGF/MET-Signaltransdition in epithelialen Zellen

Durch die HGF/MET-induzierte Aktivierung unterschiedliclggnalwege und ihre Wechselwir-
kungen untereinander werden verschiedene biologisffaktdauf Epithelzellen hervorgerufen
(Abb. 3 und 4). Diese zellularen Antworten beinhatlenStimulation der Proliferation (Weidner
et al., 1993) , den Schutz vor Apoptose (Fan et@QRund weitere komplexe Vorgange. Dazu
zahlt die Induktion von morphogenetischen Prozessen (Bmmbeet al., 1991), das invasive
Wachstum in extrazellulare Matrix (Bardelli et al.,.9T9 und dasscattering (Stoker et al.,
1985). Unter diesem Begriff versteht man die Dissimriaton Zellaggregaten unter Auflosung
samtlicher Zell-Zell Kontakte fight'-, ,adherens’-, ,desmosomelind ,gap-junctions, Potempa
et al., 1998, Moorby et al., 1995), die Reorganisaties Lytoskeletts und Ausbildung vha-
mellipodia, Filopodiaund Membranfaltungen (Dowrick et al., 1991 und 1993 aRetyal., 2000),
sowie die Expansion von Kolonien durch Migration (Ghairet al., 1989, Ridley et al., 1995).

1.3.6 Molekulare Mechanismen der spezifischen Effe&tdes HGF/MET-
Signaltransduktionssytems
Die genauen molekularen Mechanismen, welche infolge Aktivierung des HGF/MET-
Signaltransduktionssystems zu der Auslosung einesfisplean biologischen Effektes fiihren,
konnten bisher nicht geklart werden. Dies beruht soahtilem unbekannten Ablauf der Rekru-
tierung und Aktivierung bestimmter Effektoren als aaahder komplexen Wechselwirkung ein-
zelner Agonisten untereinander (Abb. 3). WeiterhindaHdntersuchungen der verantwortlichen
Signalwege fur die Aktivierung der Proliferation odes dpoptose-Schutzes in unterschiedlichen
Zellsystemen zu kontraren Ergebnissen. Zum BeispieddraMAPK/p38-Signalweg in Kornea-
zellen im Gegensatz zu Melanomzellen keine Auswirkaufydie Proliferation (Recio et al.,
2002, Sharma et al., 2003). Auch die Bedeutung voBlEnd der MAPK/ERK-Kaskade fir
die anti-apoptotische Wirkung variiert in unterschiedictZellsystemen erheblich (Zeng et al.,
2002, Kakazu et al., 2004, Tacchini et al., 2004)sdctlich scheint die Art der zellularen Ant-
wort auf eine Aktivierung des HGF/MET-Signaltransduksisystems wie auch des verantwortli-
chen molekularen Mechanismus in Abhangigkeit vom Zefityjstehen (Brinkmann et al., 1995,
Day et al., 1999). Verantwortlich dafir kann eiftgpspezifisches Expressionsmuster moglicher
Dimerisierungspartner und Signaltransduktoren des MEZEfRRers sein (Rubin et al., 2001, Ber-
totti et al., 2003).
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Daruber hinaus wird die biologische Wirkungsspezifitat E€aF/MET-Signaltransduktions-

systems durch die Quantitat phosphorylierter MET-Rezeptoestimmt (Boccaccio et al., 2002).
Auch die HGF-Konzentration (Sponsel et al., 1994, Matral., 2003, Devarajan 2004), partielle
Antagonisten (Otsuka et al., 2000, Michieli et 2002) und spezifische Mutationen des MET-
Rezeptors (Giordano et al., 2000, Michieli et al., 2@8influssen die Variabilitat der zellularen

Antworten, wobei sie die Phosphorylierungsrate von MET-Mddén verandern.

1.3.7 Vorkommen und Expression von HGF und MET in deHaut

In der extrazellularen Matrix der Dermis kommt HG§ iabktiver precursor’in grof3en Mengen
an Heparin, Heparan- und Dermatan-Sulfat gebunden viau@® et al., 1994, Catlow et al.,
2003). Diese Heparinderivate (Delehedde et al., 2002 in Keratinozyten auch der Hyaluron-
saurerezeptor CD44v6 (Orian-Rousseau et al., 20@@nhsich als essentiell fr die vollstandige
Aktivierung des MET-Rezeptors durch HGF erwiesen. Dasyhthese und Sekretion von HGF
erfolgt vorwiegend in der Dermis durch Fibroblasterai®moto et al., 1992), aber auch durch
Thrombozyten (Nakamura et al., 1987) und bei inflamnstioen Prozessen durch neutrophile
Granulozyten (Grenier et al., 2002). Eine geringe &sgion ist ebenfalls in Keratinozyten (Co-
win et al.,, 2001) und vaskularen Endothelzellen (Tareital., 2003) beobachtet worden. Dabei
induzieren die Entziindungsmediatoren TPA, &aNINFy und IL-1 die HGF-Expression in der-
malen Fibroblasten (Shimaoka et al., 1995, Takami,e2@05), wobei IL-1 von Keratinozyten
sezerniert wird (Szabowski et al., 2000). Dieser par@kfeedback-loopvia IL-1 konnte somit
die bereits bekannte aktivierende Wirkung von Keratit@zyauf die Expression von HGF in
Fibroblasten erklaren (Gron et al., 2002). Auf3erderd WIGF in dermalen Fibroblasten durch
Prostaglandine und cAMP induziert (Matsumoto et al., 1@#Hhda et al., 2000). T@Fepri-
miert dagegen die HGF Biosynthese (Shimaoka et ak)199

Der MET-Rezeptor ist in der Haut membranér und zytod#isah in Endothelzellen der derma-
len Blutgefal3e und im Bereich der Epidermis sowohl salea Keratinozyten, Melanozyten als
auch in Langerhanszellen lokalisiert (Saitoh etl&l94, Kurz et al., 2002). Weiterhin wird MET
in infiltrierenden Zellen (Monozyten/Makrophagen; Cherakt 1996, Beilmann et al., 1997,
2000) und Myofibroblasten (Cowin et al., 2001) exjeitn
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1.3.8 Molekulare und biologische Effekte des HGF/METSignaltransduktionssystems in

der Haut
Die spezifische Wirkung des HGF/MET-Signaltransdulggystems auf Keratinozyten, Melano-
zyten und Endothelzellen der Haut wurde mittels H@F«uBationsversuchen gezeigt. Alle drei
Zelltypen einschliel3lich priméarer Keratinozyten reasgeauf HGF-Stimulierung mit gesteigerter
Proliferation und verminderter Apoptose (Abb. 4; Matsumotal.e1991, Kunisada et al., 2000,
Nakagami et al., 2002, Mildner et al., 2002, Sengeptal., 2003). In immortalisierten HaCaT
Zellen konnte dabei eine Abh&ngigkeit der Proliferatmm MAPK/ERK-Signalweg gezeigt
werden (Delehedde et al., 2002). Indem HGF einerd@t®roliferation von Keratinozyten der
aulReren Haarwurzelscheide stimuliert und andereesegs chemotaktischen Effekt auf diese
Zellen ausubt (Fujie et al., 2001), sind HGF sezegnae Fibroblasten der dermalen Papille an
der Kontrolle des Haarzyklus beteiligt (Lindner et2000).
Die anti-apoptotische Wirkung des Wachstumsfaktordgtrin primaren Keratinozyten tber den
PI3-Kinase/AKT-Signalweg und ist unabhangig von der MAHRK-Signaltransduktion (Mild-
ner et al., 2002). Allerdings kann dieser HGF-EfiekiGegensatz zur Proliferation bei den weit-
gehend Wachstumsfaktor-autonomen HaCaT Zellen nicht bedibachtet werden (Mildner et
al., 1999).
Weiterhin kann HGF auch die Migration von Keratinozyte&d Endothelzellen dermaler Blutge-
fal3e induzieren (Abb. 4, Tsuboi et al., 1992, Zeigleal.e 1996a). In Keratinozyten ist dabei die
Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors STAT3 von esidehder Bedeutung (Tokumaru et
al., 2005). Fur die Initiierung migratorischer Prozessssen Zell-Zell Kontakte gelost und die
extrazellulare Matrix degradiert werden. Die Auflosung ideerzellularen Adhasion zwischen
Keratinozyten und Melanozyten wird Uber die HGF-veetét Aktivierung des MAPK/ERK-
und des PI3-Kinase-Signalwegs erreicht, indem diedssjon von E-Cadherin und Desmoglein-
1 reduziert wird (Li et al., 2001). HGF fordert aufs@rdden Katabolismus extrazellularer Ma-
trixkomponenten durch Aktivierung von uPA und tPA irréteozyten (Sato et al., 1995).
Auch die Synthese von Matrix Metalloproteinasen tragtegradation der extrazellularen Ma-
trix und damit zur Induktion der Migration bei. So isSMR-9 fiur die Dissoziation von Keratino-
zytenaggregaten erforderlich (McCawley et al., 1998)wind von HGF tber den MAPK/ERK-
Signalweg induziert (Zeigler et al., 1999). AulRerdawigert die HGF-abhangige Aktivierung
von PKC in Keratinozyten die Expression von MMP-1 unilRA3 (Dunsmore et al., 1996). Da-
gegen wird eine Zunahme der Proteinbiosynthese von {dMéntrovers diskutiert (Zeigler et
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al.,, 1996b, Bennett et al., 2000). Zusatzlich wiideetemporéare Reduktion der Matrix-
Degradation durch HGF-bedingte, transiente InduldesyMMP-Inhibitors TIMP-3 erortert (Ca-
stagnino et al., 1998).

Weiterhin regt HGF Keratinozyten zur Expression degidgenesefaktors VEGF an (Gille et al.,
1998). Die Induktion von VEGF wird durch Phosphorylierudes Transkriptionsfaktors Spl
ausgelost, wobei der MAPK/ERK- und der PI3-Kinase-Sigegiwowie PKC involviert sind
(Reisinger et al.,, 2003). Dal3 HGF gleichzeitig die rEgpion des VEGF-Rezeptors flk-1 in
vaskularen Endothelzellen induziert, fihrt zu einerak@nen Aktivierung der Angiogenese
(Wojta et al., 1999). In den endothelialen Zellen Gefal3systems kommt es bei kombinatori-
scher Wirkung von HGF und VEGF zu einem synergistisdiigekt, wobei neben dem VEGF-
Rezeptor auch HGF, MET und die pro-inflammatorischeerleukine 1L-1, IL-6 und IL-8 indu-
ziert werden (Gerritsen et al., 2003).

Schlie3lich stimuliert HGF die Morphogenese der Endogfielz (Wojta et al., 1999) und die

Differenzierung von Melanoblasten zu Melanozyten (Kudaset al., 2000).

Proliferation

* Migration
B g

anti-Apoptose

Abbildung 4: Wirkung des HGF/MET -Signaltranskuktionssystems auf Keratinozyten
und Endothelzellen dermaler Blutgefal3e

1.3.9 Das HGF/MET-Signaltransduktionssystem in der kianen Wundheilung
Die vielseitigen Wirkungen des HGF/MET-Signaltransdukdsystems auf Zellen der Haut deu-

ten auf eine zentrale Funktion in den interaktiven &sen der kutanen Regeneration hin. Dies
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zeigt sich bei chronischen Ulzera von Diabetikerngéteilung durch die Applikation von HGF
deutlich verbessert werden konnte (Nayeri et al.220005). In Wundheilungsexperimenten an
Tiermodellen konnte nachgewiesen werden, dal3 sowohl die 8i&Buch die MET-Expression
infolge einer Hautverletzung ansteigen. So konnte in iimpaten mit Ratten nachgewiesen
werden, dal3 der MET-Rezeptor sein Expressionsmaximuaratinozyten am dritten Tag nach
Verwundung aufweist (Cowin et al., 2001). Die HGF-Egpi@n erreicht dagegen ihr Maximum
an Tag sieben und tritt sowohl in dermalen Fibroblagkeauch in Keratinozyten auf (Cowin et
al., 2001). Das Maximum der HGF- und MET-Synthesdgntersuchungen zur Wundheilung bei
Mausen liegt dagegen bereits am zweiten bis vierdgnder Wundheilung vor, wobei die MET-
Expression in Keratinozyten, Endothelzellen und Myofttasten nachweisbar ist (Yoshia et al.,
2003).

AulRerdem wurde die regenerationsfordernde Wirkung voir liGverschiedenen Wundhel-
lungsexperimenten bestatigt. So konnte einerseitsgaadbsen werden, dal3 die Regeneration
durch Inaktivierung von HGF mittels neutralisierendenik®mpern im Wundmilieu verzdgert
wird (Yoshida et al., 2003). Andererseits beschleutigexogene Applikation oder Uberexpres-
sion des Wachstumsfaktors die Reepithelisierung, die Bjldieis Granulationsgewebes und die
Neovaskularisierung, was letztendlich zu einer Verkigzder kutanen Wundheilung fuhrt
(Toyoda et al., 2001, Ono et al., 2004). An der Stenulg der Reepithelisierung und Angioge-
nese wahrend der Wundheilung ist die proliferative nmgratorische Wirkung von HGF auf
Keratinozyten und Endothelzellen mal3geblich beteiligiy¢ta et al., 2001, Yoshida et al.,
2003). AulRerdem fordert HGF die Rekrutierung von neuti@pl@ranulozyten, Monozyten und
Mastzellen in die Wundregion (Beilmann et al., 2000yaBeet al., 2004). Zuséatzlich reduziert
HGF die Narbenbildung, was auf eine verstarkte Degoadales Granulationsgewebes durch
gesteigerte MMP-2 und MMP-9 Induktion, eine vermehkpoptose von Myofibroblasten und
eine Inhibierung des Fibrosefaktors T&&urtickzufhren ist (Yoshida et al., 2003, 2004, Naka-
nashi et al,, 2002). Trotz dieser zahlreichen Versuafter unphysiologisch erhdhten HGF-
Konzentrationen ist die spezifische Wirkung von HGF aerfilinozyten in Abgrenzung zu ande-
ren Zytokinen noch nicht geklart. Solche Analysen saab¢h unerlafilich, um die gesonderte
Funktion dieses Wachstumsfaktors bei der physiologisclegerieration und der Wundheilung

Zu verstehen.
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1.3.10 Die heterologe ,feeder-layer’ Kokultur als reatatsnahes Wundheilungsmodell zur
Analyse zytokinspezifischer Effekte
Der Einflul3 von Zytokinen auf Keratinozyten in der Wundheilkagn mdglichst nahe an der
vivo Situation analysiert werden, indem primar isodid€eratinozytem vitro mit entsprechenden
Wachstumsfaktoren behandelt werden. Allerdings konnemapei Keratinozyten nicht dauerhatft
isoliert kultiviert werden, da sie grundsatzlich aueguarakrine Stimulierung durch Fibroblasten
angewiesen sind. Deshalb mussen die priméaren Kengimomit Fibroblasten kokultiviert wer-
den. Dadurch ist jedoch die Ursache-Wirkungs-Beziehentimulationsversuchen mit exoge-

Strel3 z.B. durch Verletzung

Keratin ozyte
Proliferati i Abbildung 5: Parakriner Regelkreis
roliferation I . . )
zwischen Keratinozyten und Fibrobl a-
Differentiation sten
(verandert nach Szabowski et al., 2000)
KGF -
y GM-CSF ]L\—l = Akthlerung
1 =» |nduktion der Transkription
Proteinbiosyntese/Sekretion
gm-csf e-Jun
kgf

Fibr oblast

nen Zytokinen nicht eindeutig, weil Wechselwirkunged kampensatorische Effekte mit endo-
genen Wachstumsfaktoren (Sekretion durch Fibroblasigtieten kdnnen. Somit ist es proble-
matisch, in der Kokultur die spezifische Auswirkung eibestimmten Zytokins auf die Genex-
pression von Keratinozyten von den Auswirkungen dectddie Fibroblasten sezernierten Zyto-
kine zu trennen. Um dieses Problemen zu umgehen, biekekine heterologdeeder-layer’
Kokultur aus humanen priméren Keratinozyten und murinen’c-Fibroblasten an (Szabowski
et al., 2000, Maas-Szabowski et al., 2001). Aufgrund eldemden c-jun-Expression sind diese
Fibroblasten in ihrer AP-1-abhéngigen Zytokin-Synthese-Gefiretion beeintrachtigt (Abb. 5).
Infolgedessen ist der epithelial-mesenchymale Regjs]kn dem Keratinozyten die Fibroblasten
durch IL-1 Sekretion zur Ausschittung von Wachstakisfen (KGF und GM-CSF) anregen,
unterbrochen (Szabowski et al., 2000, Angel et al.122002).
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Damit reduziert der c-jufh Genotyp der Fibroblasten den EinfluR endogener Zytohi@(
GM-CSF), wodurch die Transparenz der Ursache-WirkuregseBung bei Stimulationsversu-
chen mit exogenen Zytokinen erheblich erhdht wird. Beeluktion der Bioverfugbarkeit von
Zytokinen in der feeder-layer‘Kokultur ist daher eine wichtige Voraussetzung fur Amalyse
eines kausalen und linearen Zusammenhangs zwisch&tichedierung mit einem bestimmten
Zytokin und der Genregulation in den Keratinozyten

Auch HGF unterliegt der Regulation durch IL-1 (Zarmged®95), mdglicherweise in Abhangig-
keit von AP-1, so daR die HGF-Expression in cljiiibroblasten wahrscheinlich beeintréchtigt
ist. Somit konnte in diesemn vitro Modell der isolierte Effekt des HGF/MET-
Signaltransduktionssystems ohne sekundére und kompensatonsdtungen anderer Wach-
stumsfaktoren (z.B. KGF, GM-CSF oder T@@Feobachtet werden. Aul3erdem erlaubt flie-,
der-layer* Kokultur im heterologen Ansatz eine Diskriminierung depressionsmuster von hu-
manen Keratinozyten und murinen Fibroblasten durchidigerung mit artspezifischen Oligo-
nukleotiden aufGeneChip® Expression ArraygAffymetrix) bzw. mit artspezifischen Primern
in der semiquantitativemealtime’ PCR oder artspezifischen Antikbrpern im Western Immuno-
blot.

Somit wurde dieses Kokultur-Modell eingesetzt, um detralem Frage nachzugehen, welche
Auswirkung das HGF/MET-Signaltransduktionssystem auf digeggaression von Keratinozyten
in der kutanen Wundheilung hat.
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2 Zielsetzung

Die kutane Wundheilung und die physiologische Regenerd¢iphlaut werden durch zahlreiche
Wachstumsfakoren mit redundanten aber auch exklusivdogisichen Wirkungen koordiniert
(Werner et al. 2003). Dabei ist der spezifischel&firon HGF auf das Transkriptom von Kerati-
nozyten in Abgrenzung zu anderen Zytokinen bislang urch@ed untersucht worden. Dies ist
aber notwendig, um die Prozesse der physiologischen Regamenad der Wundheilung besser
zu verstehen. Daher wird mit dieser Arbeit das vaefolgt, sowohl die spezifischen Auswirkun-
gen des HGF/MET Signalweges im Vergleich zu SignalwegenKGF und GM-CSF auf das
Expressionsmuster von primaren Keratinozyten zu apedys als auch daraus resultierende

mogliche funktionale Konsequenzen wahrend der Wundheglufayizeigen.

Als Grundvoraussetzung fur die Analysen des HGF/MET $ignaduktionssystems in der ku-
tanen Wundheilung wird zunachst die Expression von MEKeratinozyten bei gleichzeitiger
Bioverfugbarkeit von HGF bestatigt. Danach wird dieetedbge feeder-layer Kokultur aus
primaren humanen Keratinozyten und murinen wildtyp adem’ Fibroblasten als Wundhei-
lungsmodell fiir die Stimulierungsversuche mit den wundhgsikglevanten Zytokinen HGF,
KGF und GM-CSF etabliert. Die Auswirkungen von HGF\fiergleich zu KGF und GM-CSF
auf das mRNA-Expressionsmuster von Keratinozyten wittels,GeneChip® Expression Ar-
ray’-Analysen untersucht. Die Regulation der identifiziertspezifischen und gemeinsamen
Zielgene dieser Zytokine wird anschlie3end exemplarisblaral ausgewahlter Gene sowohl auf
Transkriptions- (semiquantitativeealtimé PCR) als auch auf Proteinebene (Western Immuno-
blot) verifiziert. Durch funktionelle Analysen (z.BMigrationstest) am Beispiel eines im Wund-
heilungskontext bedeutenden Zielgenes werden die Koeseen der zytokinabhédngigen Genre-
gulationen untersucht. Schlie3lich soll ebenfalls asain Zielgen beispielhaft die biologische
vivo Relevanz der zytokinbedingten Genregulationen bestiétigien, indem dessen Expression
in murinen Wundheilungskinetiken durch semiquantitatigaliimeé PCR und immunhistoche-
mische Farbungen nachgewiesen wird.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Analysen sollemis@en Grundstein fur weiterfihrende
Experimente legen, um basierend auf den generiertay-Eixpressionsdaten die biologische
Funktion und den Stellenwert von HGF im Vergleich zdesen wichtigen Zytokinen in der

Wundheilung zu untersuchen.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien und Chemikalien

- Standardchemikalien Bio-Rad (Munchen)
(soweit nicht anders vermerkt) BD-Biosciences (Heidelberg)
DakoCytomation (Hamburg)
Merck (Darmstadt)
Roche (Mannheim)
Roth (Karlsruhe)
Sigma (Deishofen)
- Enzyme+Puffer, dNTPs, Randomprimer Fermentas (St. Leon-Rot)
(soweit nicht anders vermerkt)

- vollentsalztes Wasser fur Losungen (Reinstw&s Wasseraufbereitung und Regene-
sersystem Ultra Clear/Integra) rierstation (Barsbuttel)

- ultraPure™ RNase freies Wasser fur die seminvitrogen (Karlsruhe)
guantitative realtime' PCR

- Medien und Reagenzien fur die Zellkultur PAA Labarewo(Colbe)
Biochrom AG (Berlin)

- Wachstumsfaktoren tebu-bio (Offenbach)

- Cell Proliferation Biotrak" ELISA Amersham Bioscience (Freiburg)

- NucleoSpiff RNA I Macherey-Nagel (Diren)

- ECL plus Western Blotting Detektionssystem  Amerstaosciences (Freiburg)

- Plastikwaren Zellkultur Greiner (Ndrtingen)

Falcon (Heidelberg)
Nunc™ (Wiesbaden)
TPP (Basel, Schweiz)
- Pipetten, Pipettenspitzen und Reaktionsgefal3e  Eppeithoriurg)
Greiner (Ndrtingen)

- Objekttrager, Deckglaser Engelbrecht (Edermtnden)

- Filmefur Western Immunoblot Kodak® (Stuttgart)

3.2 Gerate

- Lamina Flow (Microflow) Nunc™ (Wiesbaden)

- Brutschrank (Hera cell 150) Heraeus (Hanau)

- inverses Mikroskop (Axiovert 25) Zeiss (Jena)

- Mikroskop (Axiphot) Zeiss (Jena)

- Digitales Kamerasystem (ProgResC14) Jenoptik (Jena)

- Zentrifugen (Micro200, Universal32R) Hettich Zentrifug@nittlingen)

- Taumelschuttler (BiometraWT17) Biometra (Gottingen)

- Warmeschrank Binder (Tuttlingen)

- Mikrowelle Panasonic (Hamburg)

- Mikrotom (SM 200R) Leica (Solms)

- ABI Prisnt® 7300 Real Time PCR System Applied Biosystems (Darmstadt)

-  PCR Block (MultiCycler PTC) Biozym (Oldendorf)

- Photometer (NanoDr§pND-1000 UV-Vis Peglab Biotechnologie (Erlangen)
Spectrophotometer)

- pH Meter (pH210 Microprocessor pH Meter) Hanna Instrum@ehll am Rhein)
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- ,ELISAreader’(Multiscan Ascent) Thermo Electron Corporation (Eioh)
- Agarosegelelektrophorese Zubehor Keutz (Reiskirchen)

- Geldokumentationssystem (Alpha Manager™) Biozym (Qldef

- Acrylamidgelelektrophorese Zubehor Biozym (Oldendorf)

- Western Blot Apparatur (LKB Multiphor II) Pharmatitdizer Pharma (Karlsruhe)
- Entwicklungsmaschine (Optimax Typ TR) MS Laborge(ateidelberg)

3.3  Antikdrper

ausgetestete Verdiinnung

Erstantikorper Antigen Ig Klasse HC WB

C-28 (Santa Cruz Biotechnology) humanes und murines M&ninchen IgG 2 pg/ml -
H-145 (Santa Cruz Biotechnology) humanes und murines H&khinchen IgG 2 pg/ml -

AF807(R&D Systems) humanes uPAR Ziege IgG 10 pg/mi 0,1 pg/mi
MABG660 (R&D Systems) humanes CTGF Maus {gG - 1 pg/mi
MAB1310(R&D Systems) humanes uPA Maus 319G - 1 pg/mi
AF534(R&D Systems) murines uPAR Ziege 1gG 10 pg/mi -
Actin Ab-1 (Oncogene/Merck) humanes und murines Akiitaus IgM 0,01 pg/ml -

biotinylierte Zweitantikérper ausgetestete Verdiinnung Normalserum

(DakoCytomation) Epitop IHC WB (DakoCytomation)
Schwein anti-Kaninchen (E0353) Kaninchen IgG 1:200 - X0901
Kaninchen anti-Maus (E0464) Maus IgG 1:300 1:3000 X0902
Kaninchen anti-Ziege (E0466) Ziege IgG 1:250 1:2500 X0902
Ziege anti-Maus (401225, Oncogene/Merckjaus IgM - 1:10.000 -

3.4  Oligonukleotide

Die Synthese der Primer fur die semiquantitatrealtimeé PCR wurde von den Firmen Me-
tabion (Planegg-Martinsried) und Thermo Electron CorpmrgtUim) durchgefihrt. Um bei
der Praparation der Gesamt-RNA und damit der cDNA-Sygstleine genomische Kontami-
nation erkennen zu kdnnen, wurden die Primerpaare auf ben@rhBaonen lokalisiert. Die
Berechnung der Schmelzpunkte (TM) und der GC-Gehalte (%e@EGlgte mit der Primer
Expres§Software v2.0 (Applied Biosystems, Darmstadt).
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Geradengleichung der

. ; Position ™ %GC  gPCR mit Korrelations-

und,gene bank accession no. koeffizient (F)
VEGF AF022375
CTTGCCTTGCTGCTCTACC 735-754 54,9°C 57,9 y=-3,56311+18,8555
CACACAGGATGGCTTGAAG 936-917 53,6°C 52,6 R°=0,996
MMP10 NM_002425
TTCCGCCTTTCGCAAGATG 764-782 60,8°C 52,6 y=-3,2741x+24,9395
AAGCAGGATCACACTTGGCTG 900-879 58,9°C 52,4 R?=0,995
IL-18 AF077611
ATGGCTGCTGAACCAGTAGAAGAC 1-24 59,8°C 50,0 y=-3,1605x+25,6924
TAGAGGCCGATTTCCTTGGTC 195-174 59,1°C 52,4 R?=0,991
FRA1 BC016648
GGAAGGAACTGACCGACTTCC 422-443 58,6°C 57,1 y=-3,3401x+17,8917
CCTCCTTGGCTCCTTCCG 587-569 59,3°C 66,7 R?=0,997
CTGF M92934
CCAAGGACCAAACCGTGG 635-653 58,3°C 61,1 y=-3,0086x+23,6438
CTGCAGGAGGCGTTGTCAT 816-797 58,4°C 57,9 R?=0,992
TNFAIP3 NM_006290
ACAGAAACATCCAGGCCACC 275-295 58,4°C 55,0 y=-3,4836x+16,2439
GAACGCCCCACATGTACTGAG 413-392 59,1°C 57,1 R°=0,993
uPAR AY029180
ATCGTGCGCTTGTGGGAA 194-212 59,8°C 55,6 y=-3,2609x+15,6364
AACCTCGGTAAGGCTGGTGAT 320-299 58,6°C 52,4 R?=0,995
Keratin 10 NM_000421
CAAAGATGCTGAAGCCTGGTTC 1009-1031 59,8°C 50,0 y=-3,1327x+17,9040
CTGCCAAGGAGGCTTCCA 1194-1176 58,5°C 61,1 R?=0,997
Involucrin NM_005547
CCAGGTCCAAGACATTCA 1696-1714 50,9°C 50,0 y=-3,2508x+21,8976
GGTTGGCACTGGACAATA 1987-1969 51,0°C 50,0 R°=0,994
Calreticulin ~ AY047586
GCCTGCCGTCTACTTCAAGG 107-127 58,5°C 60,0 y=-3,5180x+18,6462
GCTGAAAGGCTCGAATGG 309-289 58,7°C 55,0 R°=0,996
GAPDH AB062273
GGCTGCTTTTAACTCTGGTA 112-132 51,3°C 45,0 y=-3,9574x+14,0505
CTTGACGGTGCCATGGAATT 236-215 59,4°C 50,0 R°=0,99
uPA K03226
TTGCTCACCACAACGACATTG 889-910 59,2°C 47,6 y=-3,4784x+18,7129
CAGCTTGTGCCAAACTGGG 1018-999 58,9°C 57,9 R?=0,991
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murine Primerpaare (Sequenz: 5‘3") Geradengleichung der

; : Position ™ %GC  gPCR mit Korrelations-

und,gene bank accession no. koeffizient (F)
HGF X84046
TTC CAG CCA GAA ACA AAG ACTTG 1650-1673 59,4°C 43,5 y=-3,3601x+22,3285
CCT TGC CTT GAT GGT GCT GA 1996-1976 60,7°C 55,0 R?=0,999
KGF AKO037172 (Szabowski et al., 2000)
CTGGCCTTGTCACGACCTTGTTTCT 224-248 64,5°C 54,2 y=-3,6715x+22,7142
CCCTTTCACTTTGCCTCGTTTGTC 726-702 63,9°C 50,0 R?=0,994
GM-CSF X02333 (Szabowski et al., 2000)
ATCAAAGAAGCCCTAAACCTCCTG 279-303 59,9°C 45,8 y=-2,8764x+21,3455
CTGGCCTGGGCTTCCTCATT 614-594 62,3°C 60,0 R?=0,991
beta Tubulin AK011263 (Schorpp-Kistner et al., 1999)
TCACTGTGCCTGAACTTACC 1027-1047 52,3°C 50,0 y=-2,9511x+15,6529
GGAACATAGCCGTAAACTGC 1344-1324 53,8°C 50,0 R?=0,998
uPAR BC010309
GTTGCTGGCGACTACCTGTGT 43-64 58,9°C 57,1 y=-3,3113x+19,0402
GAGCCCATGCGGTAACTCAT 261-241 58,6°C 55,0 R?=0,996

3.5 Analysen der murinen, kutanen Wundheilung

3.5.1 Wundheilungsexperimente und Herstellung der Schriraparate

Die in Paraffin eingebetteten murinen Wunden stammenG®rBL/6J Mausen aus dem
Tierstall des Verfugungsgebaudes der Universitdt Mainz (Langkstoa8e 1, Mainz; AG
Blessing). Jedem der Versuchstiere (n=5) wurden jeweils 3ldqfgh-thickness Wunden,
welche die Epidermis, Dermis und Subcutis umfassengim&m Durchmesser von 4 mm in
die enthaarte Rickenhaut gestanzt. Am 4., 6., 8., 10. und 1&a€hgverwundung wurden
diese Mause und unverwundete Kontrolltiere (n=2) schmerdtirch cerebrale Dislokation
getotet. Mit einem Abstand von 2 mm wurden die Wundeidext, in 4% Formaldeyd/PBS
fixiert, in Paraffin eingebettet und flr immunhistochemis@halysen mit einer Dicke von 4

pm geschnitten.

3.5.2 Isolierung von Gesamt-RNA aus Wundgewebe

Die Gesamt-RNA der murinen Wundheilungskinetik wurde van Axel Szabowski (AG
Prof. Dr. P. Angel, Div. A100 Signal Transduction & Grov@bntrol, Deutsches Krebsfor-
schungszentrum) zur Verfiigung gestellt. Die Exzision dend&o fand zu den Zeitpunkten 6
Stunden, 1 Tag, 2 Tage, 5 Tage und 7 Tage im Anschlul3 an die &g statt.
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3.6  Zellkultur

Alle Zellen wurden bei 37°C und einer Feuchtigkeit von 95% ruBegasung mit 5% CO
kultiviert. Fur die Bestimmung der Zellzahl wurden 10 pl eiielisuspension in eine Zahl-
kammer nach Neubauer pipettiert. Aus der Zellzahl von@imeRquadraten der Zahlkammer
(pro GroRquadrat: 0,1 ninwurde ein Mittelwert gebildet. Dieser Mittelwert X1€éntspricht

der Zellzahl in einem Milliliter der eingesetzten Zefipansion.

3.6.1 Kultivierung der heterologen feeder-layer‘Kokultur

Die Arbeiten mit der heterologefegder-layer Kokultur erfolgten in enger Zusammenarbeit
mit Dr. Axel Szabowski und Julia Knebel (AG Prof..[B. Angel, Div. A100 Signal Trans-
duction & Growth Control, Deutsches Krebsforschungszemtr Die humanen primaren Ke-
ratinozyten und Fibroblasten stammen von Biopsien giEsulkorperhaut (Chirurg Dr. Gal-
lenkamper, Klinik St. Elisabeth, Heidelberg).

Fur das Anlegen der heterologéeeder-layerKokultur wurden die humanen primaren Kera-
tinozyten (5x1&cnf) mit bestrahlten (70 Gray:Strahlung) humanen priméren Fibroblasten
(1x10Ycnf) in FAD-Medium (10% FCS) vorkultiviert. Alle zwei Tagefolgte eine Medien-
wechsel. Sobald diefeeder-layer Vorkultur eine Konfluenz von ungefahr 80% erreichte,
wurden die primaren Keratinozyten isoliert. Dafur wurden,Feedel-Zellen wiederholt mit
0,05% EDTA ,abgewaschen’. Anschliel3end wurden die primareatikezyten trypsiniert
(0,4% Trypsin/0,025% EDTA) und mit 9,5X4@ellen pro cri wieder auf vorkultivierte
,Feedet-Zellen (1x1d/cn?) ausgesat. DieFeedef-Zellen der heterologenfeedetlayer
Kokultur wurden aus der Haut von murinen wildtyp Embryonendfyi Fibroblasten) oder
murinen c-juffEmbryonen (c-jufi Fibroblasten) entnommen. Die Bestrahlung der murinen
Fibroblasten erfolgte mit 20 Gray (wildtyp Fibroblasteder mit 15 Gray (c-juh Fibrobla-
sten). Ein Medienwechsel (FAD Medium, 5% FCS, 1% PHniStreptomycin) erfolgte alle
zwei Tage. Das FAD Medium fir diéegder-layer Kokultur bestand aus DMEM und Ham's
Medium im Verhaltnis von 4:1 (pH 7,3).

3.6.1.1  Stimulierungsversuche zur Analyse morphologischer tekte

Die heterologefeeder-layerKokultur wurde wie beschrieben (siehe Punkt 3.6.1) mikubr
tivierten priméren Keratinozyten in 56,7 t#ellkulturschalen ausgesét, wobei das FAD Me-
dium einmalig mit HGF, KGF oder GM-CSF [jeweils 10 nd/mérsetzt wurde. Nach zwei
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Tagen erfolgte ein Medienwechsel ohne erneute GabeZytwkinen. Nach weiteren flnf

Tagen wurde das Wachstum der heterolofeeder-layer Kokultur digital dokumentiert.

3.6.1.2 Stimulierungsversuche zur Isolierung von Gesamt-RNAnd zellularen Prote-
inextrakten aus primaren Keratinozyten

Fur die Isolierung der Gesamt-RNA wurde die heteroldgeder-layer Kokultur (humane
Keratinozyten und murine wildtyp oder c-jliffibroblasten) nach Vorkultivierung der prima
ren Keratinozyten (siehe Punkt 3.6.1) in 145 &ellkulturschalen kultiviert. Sobald die Zel-
len eine Konfluenz von ungefahr 80% erreicht hatten, wdegdeMedium mit den Zytokinen
HGF, KGF und GM-CSF [10 ng/ml] versetzt. Drei Stundenepétfolgte die Isolierung der
Gesamt-RNA (Versuch A, siehe Punkt 3.8.1). Fur die Doppathesing wurde dieser Ver-
such wiederholt (Versuch B).

Parallel zu Versuch B wurde die heterolotgeder-layer Kokultur fir die Proteinextraktion
zusatzlich in 56,7 cmZellkulturschalen kultiviert, mit den entsprechenderoEiten stimu-
liert und nach sechs Stunden fiir die Isolierung der Prad&iidnen herangezogen (siehe
Punkt 3.7.1).

3.6.2 Kultivierung der HaCaT Zell-Linie

Die Zellen der immortalisierten HaCaT Zell-Linie staen aus dem Labor von Dr. Ingo Haa-
se (Dermatologie, Universitat zu Koln) und wurden in DMEMdium mit 10% FCS und 1%
Penicillin/Streptomycin kultiviert. Fir das Passagievenl das Aussahen einer definierten
Zellzahl wurden die HaCaT-Zellen mit PBS gewaschen unascldieRend in
1xTrypsin/EDTA bei 37°C fur 5-10 Minuten inkubiefie gelosten Zellen wurden in Medi-
um aufgenommen und mit definierter Zellzahl (zur Zdllkastimmung siehe Punkt 3.6) aus-
gesat. Fur alle Stimulierungsversuche wurden die Zelare dntibiotika kultiviert und der
FCS-Gehalt entsprechend den Angaben reduziert (siehe B6rktl und 3.6.2.2).

3.6.2.1 Stimulierungsversuche zur Isolierung von Gesamt-RNAnd zellularen Prote-
inextrakten aus HaCaT-Zellen

HaCaT Zellen wurden in zwei 6er Well-Platten (5x18ei 1% FCS) ausgesat. Nach ungefahr

40 Stunden hatten die Zellen eine Konfluenz von ca. 70%cktrnend je ein Well pro Platte

wurde mit einem der drei Zytokine (HGF, KGF und GM-CSF1j@ hg/ml]) behandelt. Un-

behandelte Zellen dienten als Kontrolle. Nach 3 Stumdifigte die Isolierung von Gesamt-
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RNA aus den Zellen der ersten Platte (siehe Punkt 3.8.1) uhdbrattinden wurden Proteine

aus den Zellen der zweiten Platte (siehe Punkt 3.7.1grso0li

3.6.2.2 Migrationstest

Um eine zytokininduzierte Migration der HaCaT Zellen ohne Bieflul3 durch proliferative
Effekte analysieren zu kdnnen, wurde die Proliferation moht mit Zytokinen behandelten
Zellen inhibiert. Dafiir wurden die Zellen in eine 24 WelltRlausgesat (2xi@ellen pro
24er Well), tber Nacht inkubiert (DMEM Medium mit 1% FQ#)d anschlie3end drei Stun-
den mit Mitomycin C behandelt [5 pg/ml]. Die Analyse deolierationshemmung wurde
mit einem BrdU-ELISA durchgefihrt. Als Kontrolle dient@ellen, die ohne Mitomycin C
und in DMEM Medium mit 1% FCS kultiviert wurden. Nach 24i8ten wurde die Prolifera-
tionsrate mit einem ,Cell Proliferation Biotrdk ELISA‘ nach Herstellerangaben gemessen
(Abweichungen: der Proliferationstest fand in einer 24|\Rlatte statt, so dal’ die Mengen-
angaben mit dem Faktor 5 multipliziert wurden, aul3erdem Fenlaldibation mit dem BrdU
Antikorper bei 37°C statt).

Fir den Migrationstest wurden HaCaT Zellen in 24 WelltPtagusgesét (2x1@ellen pro
Well), in DMEM Medium (1% FCS) Uber Nacht inkubiert umit Mitomycin C behandelt [5
pg/ml, 3 Stunden] . Unmittelbar nach der Mitomycin C-Behamgl wurde ein scratch mit
einer Plastikpipettenspitze gesetzt. Die losgeltstelez@lurden mehrfach mit PBS abgewa-
schen. AnschlieRend erfolgte die Behandlung mit den ZywokHGF, KGF und GM-CSF
[leweils mit 10 ng/ml] und dem neutralisierendem Antikbrgegen uPAR [1,2 pug/ml] nach

folgendem Schema:

. . HGF KGF GM-CSF
Versuchsansatze bhne Zytokin [10 ng/ml] [10 ng/ml] [10 ng/ml]
neutralisierender UPAR-ANtKOper | \yq 1 5 g Well 2, 6, 10 Well 3,7, 11 Well 4, 8, 12
[1,2 pg/mi]
ohne Antikdrper Well 13, 17, 21 Well 14, 18, 22 Well 15, 19, 23 Well 16, 20, 24

Die durch denscratch entstandenen Rander des Zellrasens wurden bei identiéelhgno3e-
rung (40fach) nach dem Setzen desratches(Stunde 0) und nochmals nach einer 18 stin-
digen Inkubation digital dokumentiert. Der Migratiordfar jedes Versuchansatzes (MF)
wurde durch das Verhaltnis der zellfreien Flachen zu BeginExdesriments (Stunde 0) und
den unbewachsenen Flachen nach 18 Stunden Inkubation nomhéisiand anschlie3end
die Mittelwerte "'MF) und Standardabweichungetl®YMF) bestimmt. Anhand der ge-
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mittelten Migrationsfaktoren wurde die relative Migratiaksvitat (rM) in Bezug zu den
Werten unbehandelter Zellen (Referenzwerte) ermitBd bei den nicht mit Zytokinen sti-
mulierten Zellen keine Migration zu erwarten ist, iss dawachsen des gesetztsoratches
bei diesen Zellen ein Mal} fur trotz Mitomycin C-Behamdj stattfindende basale ,Restproli-
feration’. Deshalb wurden die Werte der relativen Migragaktivitat nach Zytokinbehand-
lung von der basalen ,Restproliferation’ bereinigt (e Fortpflanzung der Standardabwei-
chung wurde nach giltigen statistischen Verfahren erre¢Baatns et al., 2001).

a) Migrationsfaktor nach Behandlung mit einem bestimnzgiokin (X) und 18 stiindiger

Inkubationszeit:
_ "Flache,
IV":X T 18h =
Flache,

b) Berechnung der bereinigten, durchschnittlichen, relativigmatlonsaktivitat nach Be-
handlung mit einem bestimmten Zytokin (X):

B MW MFX
Y=

unbehandél

r™M -1

Standardabweichurdgr bereinigten, durchschnittlichen, relativen Mengeneinheit:

- ST MFX : + STew MFunbehandetI : X " Iv":X
STABW MW MFX MW MF MW MF

unbehandél unbehande!

Die Signifikanz der Ergebnisse wurde mittels zweiseitigenadéht t-Test (Signifikanzgrenze
bei p0,05) in Microsoff’Exel 97 SR-1iiberpriift.

3.7 Protein-Analytik

3.7.1 Isolierung zellularer Gesamt-Proteinextrakte

Zur Isolierung der Gesamt-Proteinfraktion wurden die ZglldmCaT Zellen oder Zellen aus
der heterologenfeeder-layer Kokultur) zweimal mit PBS gewaschen und anschlielRend in
Lysispuffer [12 pl/crh Flache] mit einem Zellkulturschaber abgekratzt. Die sfisibension
wurde in Eppendorf Reaktionsgefal3e Uberfihrt und sofort aujdsiellt. Durch mehrmali-
ges alternierendes Vortexen und Schockgefrieren (inidieiss Stickstoff) wurden die Zellen
lysiert. Die Zelltrimmer wurden durch einen Zentrifugaseshritt separiert (1 Minute,
12.000rpm) und anschlieRend die Uberstande in ein neues Regkfial tberfiihrt. Die
Konzentrationsbestimmung der Uberstande erfolgte photiseietnach Reaktion mit einem
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Coomassie-Blau-Reagent (Bradford Protein Test, siehe P®@&nki2). Die Gesamt-

Proteinextrakte wurden bei —20°C gelagert.

Lysispuffer zur Proteinisolierung (pH 8,0)

Triton x100 1% [vIV]
TrisHCI 20mM
NacCl 137mM
EDTA 2mM
Glyzerin 10%

Protease-Inhibitor CocktaillmM
(P2714, Sigma, Deishofen)

3.7.2 Protein-Quantifizierung nach Bradford

Fur die Konzentrationsbestimmung wurden die Proteinkterzau 10% und fur eine Eichkur-
ve auch bovines Serumalbumin (BSA, A3156, Sigma, Deishafesiper Konzentrationsrei-
he (5, 10, 15, 20 und 25 pg/ml) in Wasser verdinnt. AnschlieRentbmvdre wassrigen Pro-
teinldsungen jeweils mit 20% eines Coomassie-Blau-ReadBnésiford Reagent B6916,
Sigma, Deishofen) versetzt und nach einer Inkubation3®Minuten bei Raumtemperatur
im Photometer (595nm) gemessen. Anhand der BSA-Eichgeraddngig wurde die Prote-
inkonzentration der Extrakte errechnet.

3.7.3 Western Immunoblot

Die gelelektrophoretische Auftrennung (SDS-PAGE) der Gesaoteinextrakte erfolgte in
einem 10%igen Acrylamidgel bestehend aus Trenn- und Samn{&kyeff, bei 50mA fiir 15
Minuten und bei 100mA fir eine Stunde). AnschlieRend wurderPrhéeine auf eine mit
Methanol vorbehandelte (2 Minuten) Membran (Immun-Blot™DIFVMembran, BioRad
Laboratories, Miinchen) transferiert (bei 1mAfcfir 90 Minuten). Das Blockieren der un-
spezifischen Bindungen erfolgte fir eine Stunde bei Raumtatopan 1x TBST mit 5%
Milchpulver auf einem Taumelschuttler, anschlieRend wurdeEdgtantikOrper hinzugefugt
(Konzentration siehe Punkt 3.3, Inkubation bei 4°C aufm@schuttler, Gber Nacht). Die
Membran wurde 3 mal in 1x TBST mit 5% Milchpulver gewascheri$ Minuten) und an-
schlie3end erfolgte die Inkubation mit dem entsprechendeeitantikorper in 1x TBST mit
5% Milchpulver (Konzentration siehe Punkt 3.3, InkubatienRaumtemperatur auf Taumel-
schittler, 1 Stunde). Nach drei weiteren WaschschrittedxiiBST wurde die Signaldetek-
tion mit dem ,ECL plus Western Blotting Detektionssyst@ach Herstellerangaben durchge-
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filhrt. Die Belichtung der Kod&kFilme erfolgte in Abhangigkeit von der Signalstarke (5 bis
20 Minuten). Die Entwicklung der Filme wurde automatiscpt{@ax)durchgefuhrt.

Fur den Nachweis der Aktin-Expression als Ladekontrollede die Membran tUber Nacht
bei 4°C in 1XTBST gewaschen. Die Inkubation mit demdgtdtorper gegen Aktin (Konzen-
tration siehe Punkt 3.3) erfolgte fur 30 Minuten bei Raumteatpern 1x TBST mit 5%
Milchpulver. Nach drei Waschschritten mit 1XTBST wurde Biembran mit dem Zweitanti-
korper (Konzentration siehe Punkt 3.3) eine Stunde in 1XTTiBB 5% Milchpulver inkubiert
und drei mal mit 1XTBST gewaschen. AnschlieRend erfolggeSignaldetektion mit der
frisch angesetzten SignaldetektionslosungAB (2 minltigedation bei Raumtemperatur),
die Belichtung (10 bis 30 Sekunden) und die automatische Entwickler Filme.

Acrylamidgel (10%): Trenngel Sammelgel

Acrylamid-Mix 9,9% [v/V] 5% [v/iV]

Tris-HCI 375mM (pH 8,8) 127mM (pH 6,8)

SDS (sodium dodecyl sulfa)e 0,1% [w/V] 0,1% [w/V]

Ammonium Persulfat (APS) 0,1% [v/V] 0,1% [v/V]

TEMED 0,04% [viv] 0,1% [v/V]

Laufpuffer Transferpuffer

(Gelelektrophorese) (Blotten) TBS (10x, pH 7,6) TBST (1x)

Glycin  387mM Glycin 194mM  TrisHCI 200mM TBS (10x 10% [viV]
TrisHClI 50mM TrisHCI  25mM NacCl 1,5M Tween 0,1% [v/V]

SDS 0,2% [w/iv]  Methanol 20%

SignaldetektionslésungAB

LOsung A LOsung B
TrisHCI (pH8,0) 98,5mM TrisHCI (pH8,0’ 99,4mM
Koumarsaure 0,39mM 1D, 0,018% [v/v]

Luminol 2,46mM
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3.7.4 Immunhistochemie

Die Paraffinschnitte der murinen Wundheilungskinetiken wuelgparaffiniert und immun-
histochemisch nach der ,ABC Technik® gefarbt. Zunachstden die Epitope durch Aufko-
chen (600Watt in der Mikrowelle, 3x5 Minuten) der Paraffinscanitt Zitratpuffer [LOmM]
aufgeschlossen. Anschlieliend wurde endogene Peroxidase mHEB%% PBS fir 20 Mi-
nuten bei Raumtemperatur blockiert. Nach einem Wasadltsotir 1XPBS erfolgte die Blok-
kierung des endogenen Biotins und des Zweitantikdrper{ipitaierfir wurde eine 30 minu-
tige Inkubation in verdiinntem Normalserum der Spezies, ioheeder Zweitantikdrper ge-
neriert wurde (1:10 in 1x PBS mit 5% Milchpulver) und 4 Tropfendin-Losung (Streptavi-
din/Biotin Blocking Kit, Vector Laboratories) durchgeftihbanach erfolgte ein Waschschritt
mit 1XPBS und eine Sattigung der Streptavidinbindungen durghlekubation in 1x PBS
mit 5% Milchpulver und 4 Tropfen Biotin-Losung (Streptavi@iotin Blocking Kit, Vector
Laboratories) fur 15 Minuten bei Raumtemperatur. Die Inkabader Erstantikorper erfolgt
bei 4°C Uber Nacht (Konzentration siehe Punkt 3.3dWenung in ChemMate Antibody Di-
luent S2022DakoCytomation). Nach einer Behandlung mit Triton-P@B®5%) erfolgten
zwei Waschschritte mit 1xPBS. Anschliel3end wurde mitneib®tinylierten Zweitantikrper
(Konzentration siehe Punkt 3.3, Verdiinnung in 1xPBS r&#%2Vlilchpulver) fir 30 Minuten
bei 37°C inkubiert. Nach einem Waschschritt mit 1xPBSIgtdodie HRP-Konjugation des
Zweitantikdrpers durch Behandlung mit einem AB Komplex K8Auten bei Raumtempera-
tur, VectastaiffABC Standard Kit, Vector Laboratories). Nach einemteren Waschschritt
mit 1xPBS wurde die Signaldetektion durch eine Inkubatidnemer Peroxidase Substrat
Losung (2-10 Minuten, DAB substrate Kit, Vector Labaratoriagchgefuhrt. Die Farbreak-
tion wurde mit Leitungswasser gestoppt. Die Kerngegenférbuiolgte mit Hamalaun fur 45
Sekunden und das Eindecken der Schnitte mit Gelatine.

Zitratpuffer [LOmM], (pH 6) Phosphate Buffered Saline (10xH 7,2)

Zitronensaure 1,8mM NaCl 1,5M
triNa-Zitrat 8,2mM Natriumphosphat 1M
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3.8 Nukleinsduren-Analytik

3.8.1 Isolierung von Gesamt-RNA

Die Gesamt-RNA aus Zellen wurde mittels des Nucled&NA |1 Kit (Macherey-Nagel)
nach Herstellerangaben isoliert und photometrisch quaettfigoei 260 nm und 280 nm, Ra-
tion >1,8). Um die Qualitat zu Uberprufen, wurde 1 pug dea@efRNA (1 pg Gesamt-RNA

+ 5 ul Probenpuffer ad 12 ul DEPG® 3-5 Minuten bei 65°C denaturieren) ektrophoretisch
in einem 1%igen RNA Gel (0,24 g Agarose, 2 ml MOPS (10x), 1®EB#PC HO, 600 ul
37%iges Formaldehyd, bei 100 V fur 60 Minuten) aufgetrennt. Beekuragerzeit wurde
die Gesamt-RNA bei —20°C, langerfristig bei —70°C aufbetvah

MOPS (10x) DEPC HO RNA-Probenpuffer

MOPS 200mM Diethylpyrocarbonat% [v/v] MOPS (10x) 0,1% [v/V]
Na-Acetat 50mM HO 99% Formaldehyd 7,3% [vIV]
EDTA 10mM Uber Nacht ruhren, autoklavierefrormamid 67% [V/V]
pH 7,0 Bromphenolblau0,1% [w/v]

Ethidiumbromid 0,01% [w/v]
Laufpuffer (1XMOPS)

10x MOPS 10%
DEPC HO 90%

3.8.2 Reverse Transkription (cDNA-Synthese)

Die Gesamt-RNA wurde durch reverse Transkription in cDM#geschrieben. Dazu wurden
Randomprimer [200 ng], Gesamt-RNAgmplaté [1 pg] und NTPs [je 0,8mM] auf 15 pul
mit H,O aufgeflllt und fir 5 Minuten bei 70°C inkubiert. Nach Zogaon 4 pl Reaktions-
puffer (5x) erfolgte eine Inkubation fir 5 Minuten bei @5°Anschlie3end wurde Reverse
Transkriptase (RevertAid™ H Minus MuLV) [200 U] hinzugefugt, wdraine Inkubation
von 10 Minuten bei 25°C, 60 Minuten bei 42°C erfolgte. Die Inaktimg der reversen
Transkriptase erfolgte bei 70°C fur 10 Minuten.
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3.8.3 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Um die Artspezifitat der eingesetzten Primer durch P&RIlysen zu Uberprifen, wurde
cDNA als template eingesetzt, welche aus muriner Gesamt-RNA (wildtyprdblasten)
oder humaner Gesamt-RNA (HaCaT Zellen) gewonnen wwwidag Punkt 3.8.1). Die PCR
Produkte wurden in einem 2%igen Agarosegel (2 g Agarose, 10XTAELPuffer, 3 ul
Ethidiumbromid) elektrophoretisch aufgetrennt (120 V, 45 Minutend anschliel3end digital

dokumentiert.
PCR Mastermix PCR Programm
Puffer (10x) 10% [v/v] 50°C 2 min
MgCl, 1,5mM 95°C 15 min
je dNTP 0,4mM 95°C 15 sec 40x
Taq Polymerase 0,625 U/25 pl 60°C 1 miin
je Primer 0,6uM
cDNA (,template 1:10 (Zielgene)
1:100 (endogene Kontrolle)
TAE (50x) Probenpuffer (10x) Laufpuffer (1XTAE)
TrisHCI 2M Bromphenolblau 0,42% [w/v] TAE (50xD,02% [v/V]
Eisessig 0,0571% [viV] Xylen Cyanol FB,42% [wi/V] HO 99,98%

EDTA (pH 8,0) 50mM Glycerin 55,4% [viV]

3.8.4 Semiquantitative realtime PCR

Die semiquantitativenrealtime* PCR Analysen wurden mit dem Absolute™QPCR S¥BR
Green Fluorescein Mix (Abgene, Epsom, UK) durchgefihrtdignExpression verschiedener
Gene unter definierten Bedingungen (Zytokinbehandlung/Wundigskinetik) zu quantifi-
zieren. Daflr wurden die Expressionsdaten eines Gens urtkpdazu die eines sogenann-
ten housekeeping geriesls endogene Kontrolle (hier: GAPDH bei allen hunraned beta
Tubulin bei allen murinentemplatey jeweils unter allen definierten Bedingungen als Prei
fachbestimmung (Triplett) erhoben. Dabei wurden nur empaare eingesetzt, bei denen in
der Schmelzkurvenanalyse keine unspezifischen Produkte odesr@irmare auftraten. An-
schlielRend wurde fur jedes Gen (Primerpaar) anhand eineithogiachen Verdinnungsreihe
(1:10, 1:100, 1:1.000, 1:10.000) eine Standardkurve mit Korrelationgkeratén generiert
(siehe Punkt 3.4).

Anhand der Gleichung der entsprechenden Standardkurve wurdeibs jelle Mittelwerte
(MW) und die Standardabweichungen (STABW) der Triplet¥erte in durchschnittliche
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STABWendogK) umge-

relative Mengeneinheitef'{'Gen bzw. " endogk und®™*®“Gen bzw.
rechnet. Die durchschnittliche relative Mengeneinheit eenexpression wurde gegen die
entsprechende durchschnittliche relative Mengeneinheit degendo Kontrolle normalisiert
(a). Anschliel3end wurde die relative mRNA-Expressionse{Bens unter den definierten Be-
dingungen im Vergleich zu den Expressionsdaten unter aletrédlbedingung (Referenzwert:
clunKeratinozyten, unbehandelte HaCaT Zellen oder unverwundatée Haut) ermittelt
(b). Die Fortpflanzung der Standardabweichung wurde jevegitsprechend guiltiger statisti-

scher Verfahren errechnet (Ewens et al., 2001).

b) Normalisierte, durchschnittliche, relative Mengeneinltdr mRNA-Expression eines

Gens unter einer bestimmten Bedingung (X):

MW Genx

normalisierté™’ Ge - 2%
o T endogK,

Standardabweichurder normalisierten, durchschnittlichen, relativen Mengérest:
STABW (3.0 2 STABW endog 2 MW 3
STABW ~ Mvv—nx + MW % X L
Gen, endogk, endogk,

c) Relativer mMRNA-Expressionswert eines Gens untardrstimmten Bedingung (X) ge-

gen den Referenzwert unter der Kontrollbedingung (R) aluipeg:

"W Gen, y "WendogK,
"WendogK, "W Gen,

rel. NRNA Expressiorn =

Standardabweichung des relativen mRNA-Expressionswertes:

STABW (3.0 2 STABWendOg 2 MW 3 MW 3 0
STABW ~ Mvv—nx + MW % X W L X W &
Gen, endogk; endogk; Gen,
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Pipettierschema (25pl Ansatz) gqPCR Programm Schmelzkurven-
analyse
Mastermix (2x) 50% [Vv/V] 50°C 2 min 95°C 15 sec
je Primer 300nM 95°C 15 min 60°C30 sec
cDNA (,template* 1 des Ansatzes 95°C 15 sec} 40x 95°C 15 sec
- Zielgene 1:10 60°C 1 min

- endogene Kontrollen1:100

*Die cDNA wurde fur die Amplifikation von Zielgenen 1:25 (Enaiizentration 1:10) und fur
die Amplifikation der endogenen Kontrollen 1:1.000 (Endkonagioin 1:100) verdinnt, um
systematische Pipettierfehler und Ungenauigkeiten zu miremie

3.8.5 GeneChif¥ Expression Arrays

3.8.5.1 Generierung der Arraydaten

Die ,GeneChif Expression Arraysvurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof.
Dr. Joachim Schultze (Uniklinikum Ko6ln, Innere Mediz)ndurchgefthrt. Hierzu wurden die
Gesamt-RNA Isolate von den zytokinbehandelten Kokulpgamenten unter Angliederung
eines Linker-Oligonukleotides (T7-RNA-Polymerase Promjo#on 5° Ende in cDNA revers
transkribiert (Methode beschrieben in Husson et al., 2@0%chliel3end erfolgte eine vitro
Transkription, wobei die cRNA mit biotinyliertem UTP rkaart wurde. Die markierten
cRNA Proben wurden fragmentiert und zur ausschlieBlichgbritisierung auf je einen
,Human Genome U133A 2.0 ArralAffymetrix) aufgetragen.

Ein ,Human Genome U133A 2.0 Arraymfal3t Uber 14.500 Gene des humanen Genoms,
wobei von jedem Gen 11-20 Oligonukleotidabschnitte mit eideigke von 25 bp vorhanden
sind (= 1 Probensatzinige Gene, wie beispielsweise uPAR und TNFAIP3 sindraat

der Zuordnung von zwegene bank accessioNummer mit entsprechend zwei Probensatze
auf dem Array vertreten, so dal3 elduman Genome U133A 2.0 Arrayisgesamt Uber
22.000 Probenséatze beinhaltBtie einzelnen Oligonukleotidabschnitte (Proben) liegen als
Paare einmal mit der wildtyp Sequenpdifect matct) und einmal mit einer mutierten Se-
guenz (mismatch) zur Detektion unspezifischer Hybridisierungen jeweil zahlreichen Ko-
pien vor.

Im Anschlul3 an die Hybridisierung wurde die Signalintésitach Reaktion mit einem
Streptavidin-Phycoerythrin-Chromogen gemessen, mit déiymetriX Microarray Suite
Software‘verwaltet und mitdchipl.3‘ausgewertet. Dabei laf3t die gemessene Signalintensitéat
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(Array-Rohdaten) einen Ruckschlufd auf die Anzahl der Higieidingsereignisse und damit

auf die Quantitat der ermittelten Transkripte zu.

3.8.5.2 Bioinformatische Auswertung

Um die Expressionsmuster der Keratinozyten bei urtezdbchen Kulturbedingungen an-
hand der Array-Rohdaten vergleichen zu kénnen, muf3te bedclepl.3‘ Analyse die Hel-
ligkeit der einzelnenGeneChif§ Expression Arraysangeglichen werden (Normalisierung;
Schadt et al., 2000). Anschlie3end wurden Gene aus der Ausgvarisgeschlossen, deren
Signalintensitat unterhalb der Nachweisgrenze lag, ggisétsir, oder deren Probensatz un-
spezifische Kreuzreaktionen aufwieseRNl-only-Model-based expression valuki,et al.,
2001 und 2003). Weiterhin wurden die Gene identifiziert, derenaSgjah nicht deutlich
genug vom Hintergrund abhoben (P call >20%, Li et al., 2003)ERjebnisse delPM-only-
Model-based expression valughalysen sind in der folgenden Tabelle zusammengefal3t:

Array  Mittlere Helligkeit Prozent der ausgeschlosProzent der ausgeschlosProzent der Probensatze im Array, deren

des Arrays senen Probensétze im senen Probenpaare im Farbungsintensitat 20% tber dem Hin-
jeweiligen Array jeweiligen Array tergrund lag
la 107 0,076 0,042 47,4
2a 120 0,049 0,048 52,6
3a 115 0,036 0,032 52,7
4a 132 0,054 0,041 50,5
5a 127 0,009 0,026 53,2
1b 123 0,018 0,03 52,3
2b 106 0,081 0,073 50,9
3b 126 0,054 0,041 53,2
4b 122 0,058 0,026 51,5
5b 151 0,009 0,02 51,0

Der Vergleich der Array-Rohdaten zwischen den unterscbieti Arrays erfolgte mit der
Auswertungssoftwaredchipl.3‘ (,compare sampl8s Fur die Vergleichswerte eines Gens
(relative mRNA-Expressionsanderung) wurden die Array-R@mauf die Daten einer Refe-
renz {7“""Keratinozyten) bezogen. Der Schwellenwert fiir eine anegaftige Expressions-
anderung ist bei einerl,3 fachen Regulation festgelegt worden. Um den Einflu3Men
Bungenauigkeiten auf die relativen mRNA-Expressionswauteninimieren, wurden dabei
alle potentiellen Zielgene mit einer zu geringen absaolRifferenz der Array-Rohdater>(

+100 odek -100) aus der Analyse ausgeschlossen (Li et al., 2003).

So wurden alle Gene von Keratinozyten, die unter daastimmten Kokulturbedingung kul-
tiviert wurden {Keratinozyten, Array-Rohdaten véKeratinozyten = ArD‘K), identifiziert,
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deren mRNA-Expression im Vergleich zur mRNA-Expression """ Keratinozyten (Ar-
ray-Rohdaten vofi"™Keratinozyten = ArD**""K) um mindestens einen Faktor ve,3

verandert waren. Es gilt demnach:

ArD *K § ol
W‘Z 13 U ‘ArD K -ArD K‘ >100

Dabei mul3 die relative mRNA-Expressionsveranderung vordestenstl,3 entweder in
beiden Versuchen (A und B), oder zumindest im Mittelwert des relativen mRNA-
Expressionswerten beider Versuche gegeben sein.

Es gilt demnach:

ArD *K VersuchA ArD *K VersuchB |
c-jun-/- + c-jun-/- = 1.3 U
ArD “""K VersuchA ArD “MK Versuch3

ArD *K VersuchA - ArD K VersuchA‘ > 100 [J

ArD *K VersuchB - ArD “""K VersuchB‘ > 100

Aufgrund der Varianz zwischen den Versuchen A ungiBhe Punkt 5.3.1) basiert die Bil-

dung des Mittelwertes auf den relativen mRNA-Expi@sswerten und nicht auf den Array-

RohdatenDie Array-Rohdaten der Gene, welche mit mehrereb@&rsatzen auf einem Array

vertreten sind, konnten aufgrund der begrenzten lisfidgeit des Auswertungsprogramms

nicht vor der Vergleichsanalyse gemittelt werdendald der Durchschnitt ebenfalls anhand
der relativen Vergleichswerte errechnet wurde.



Ergebnisse 37

4  Ergebnisse

4.1 Die Expression von MET und HGF im Verlauf der kutanenWundheilung

Die Expression des MET-Rezeptors in Keratinozyten undaeerfuigbarkeit von HGF sind
Voraussetzungen fur die direkte Wirkung des HGF/MET-Sigaadduktionssystems auf die
epidermale Wundheilung. Da Daten bezlglich der Expres&a MET und HGF im Verlauf
der Wundheilung differieren (Cowin et al., 2001, Yoshidalet2003), wurde dieser Sach-
verhalt immunhistochemisch bzw. durch semiquantitatealtime’ PCR Uberpruft.

4.1.1 Die MET-Expression in der kutanen Wundheilung

Zur Analyse der Proteinbiosynthese und Lokalisation ded=-R€zeptors wéhrend der
Wundheilung wurden immunhistochemische Farbungen mit einaiktper gegen MET an
Paraffinschnitten durchgefiihrt. Dabei wurde sowohl unverlaigtauch verwundete Haut am
vierten, sechsten und achten Tag des Wundheilungspesaasiersucht.

In der unverletzten Haut konnte eine fokale Proteinexjgneses Rezeptors im Stratum basa-
le belegt werden, die zytoplasmatisch teilweise géanuérdichtet auftrat (Abb. 6A). Am
vierten Tag der Wundheilung wurde MET in den Keratinozgten migrationtongue fla-
chendeckend exprimiert (Abb. 6B und C). Diese Expressifindich auch noch am sechsten
Tag nach Verwundung nachweisen (Abb. 6E). Ein Grol3teihgeerplastischen Keratinozy-
ten des Wundrandes exprimierten MET ebenfalls am viemdrauch am 16. Tag des Wund-
heilungsprozesses (Abb. 6D, E und F). Dabei war der Rezaptweist in den vitalen Kerati-
nozyten des Stratum basale und in den keratinisierendextikeyten des Stratum granulo-
sum und corneum nicht nachweisbar. Eine solche gradu#ie-Bkpression trat auch in der
geschlossenen Wunde innerhalb der neu gebildeten Epiderfr{scater Tag der Wundhei-
lung, Abb. 6G-I).



Ergebnisse 38

INeH 919puUnMIBAUN

Bunpunmusp yoeu be]

Bunpunmiap yoeu be] -9

Bunpunmiap yoeu be] ‘g




Ergebnisse 39

Abbildung 6: Expres sion des MET -Rezeptors in unverwundeter und verwundeter mur  i-
ner Haut

Immunbhistologische Farbung muriner Wunden mit anti-MET-Antikorper (rotbraune Farbreakti-
on durch DAB Peroxidase Substratldsung) zur Lokalisation der MET-Expression im Verlauf
der Wundheilung. In unverwundeter Haut (A) wurde MET in basalen Keratinozyten exprimiert.
Am vierten Tag der Wundheilung (B-D) lag eine ausgepréagte MET-Expression im Bereich der
,migration tongue' (B,C) und vor allem in den peripheren Keratinozyten im Wundrand (D) vor.
Sechs Tage nach der Wundsetzung wurde MET im Wundzentrum (E) und vor allem in den
peripheren Keratinozyten des Wundrandes (F) exprimiert. Am achten Tag der Wundheilung
(G-I) war die Expression von MET innerhalb des hyperplastischen, geschlossenen Wundbe-
reich (G) auf die suprabasalen Keratinozyten des Wundzentrums (H) und des Wundrandes (I)
beschrankt.

d = Dermis f = Haarfollikel
e = Epidermis he = hyperplastische Epidermis
g = Granulationsgewebe m = ,migration tongue’

—> fokale Expression von MET

4.1.2 Die HGF-Expression in der kutanen Wundheilung

Die HGF-Speicherkapazitat der extrazellularen Matridimgt eine diffuse Verteilung des
Zytokins, wodurch immunhistochemisch keine eindeutige Aussaggglidz der zellularen
Quellen der HGF-Proteinbiosynthese im Wundheilungsvedatrfioffen werden kann (Abb.
7A). Dagegen laft sich die HGF-mRNA-Synthese im Vértder Wundheilung eindeutig
durch semiquantitativerealtime’ PCR nachweisen. Deshalb wurde zur Bestatigung und
Quantifizierung der HGF-mRNA-Expression die Gesamt-RNo wnverletzter Haut und
von murinen Wunden nach sechs und 24 Stunden sowie naghiaweind sieben Tagen in
der gPCR analysiert. Die relative mMRNA-Synthese wurdeeiddurch einen Abgleich der
MelRwerte in Bezug auf die unverwundete Haut errechnetEXpeessionsdaten belegen, dal3
die HGF-mRNA-Expression wahrend der Wundheilung im é&c zu unverwundeter Haut
stark ansteigt (Abb. 7B). Bereits sechs Stunden nach Verwgnaar der Transkript-Status
von HGF um das Neunfache erh6ht und erreichte nach 24 &talade300fache des Aus-
gangswertes. Das mRNA-Synthesemaximum innerhalb desahmysierten Zeitfensters
wurde am zweiten Tag nach Wundsetzung mit einer Steigemarden Faktor 2.500 erreicht.
Funf Tage nach Verletzung war die mRNA-Expression vorFkgeder ungefahr auf eine
1.100fache Induktion reduziert und stieg am siebten Tag nach Wewvg wieder leicht zu
einer 1.700fachen Induktion an.
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Abbildung 7: Nachweis von HGF in unverwundeter und verwundeter muriner Haut

Die Proteinexpression von HGF wurde exemplarisch am vierten Tag nach Verwundung
immunhistochemisch nachgewiesen (A). Die relative mRNA-Expression von HGF wurde in
unverwundeter Haut, sowie sechs Stunden, einen Tag, zwei Tage und funf Tage nach Ver-
letzung durch semiquantitative ,realtime’ PCR analysiert (B). Dabei dienten die Mel3werte
der HGF-mRNA-Snthese in unverwundeter Haut als Referenz.
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4.2  Etablierung der heterologen ,feeder-layer’ Kokultur alswundheilungsmodell

Da die epidermale Expression von MET und die Zunahm&i@d-Expression wahrend der
murinen Wundheilung bestétigt werden konnte, ist einkigirduswirkung von HGF auf die
Koordination der epidermalen Wundheilung méglich. Um sieezifischen Einfliisse von
HGF auf das Expressionsmuster der Keratinozyten \aumdanten Effekten anderer Zytoki-
ne abgrenzen zu kdénnen (Abb. 8), wurden Stimulierungsversuithverschiedenen Wach-
stumsfaktoren durchgefiihrt. Dabei wird in dieser Arbeitszinen Expressionsusterund
Expressiongrofil unterschieden. Als Expressionsmuster wird hier die gesBmrpesssion
aller Gene von Keratinozyten unter einer bestimniahurbedingung verstanden. Dagegen
wird mit Expressionsprofil die veranderte Expression elretimmten Gens in Keratinozy-
ten in Abhangigkeit von unterschiedlichen Kulturbedingungezeichnet.

In den Stimulierungsversuchen wurden Keratinozyten mantmit HGF, sondern auch mit
den Wachstumsfaktoren KGF und GM-CSF behandelt, derere&sipns-modulierende Wir-
kungen auf Keratinozyten in der kutanen Wundheilung bebegshrieben wurden (Tab. 1;
vgl. Einleitung).WahrendKGF primér die Proliferation von Keratinozyten stireu, fordert
GM-CSF zusatzlich auch die Differenzierungsprozessedigsllen (Szabowski et al. 2000).
Durch den Vergleich der Wirkungsspektren von HGF, KGF@MICSF kdnnen sowohl die
spezifischen als auch die Uberlappenden Effekte diesekidgt identifiziert werden (diffe-

rentieller Ansatz).

Abbildung 8: Schematische Da rstellung des differentiellen Ansa t-
zes zur Analyse der spezifischen und gemeinsamen Effek  te von
HGF, KGF und GM-CSF auf das Expressionsmuster von K eratino-
zyten




Ergebnisse 42

4.2.1 Relative Quantifizierung der mRNA-Expression von HGFKGF und GM-CSF in
c-jun™ Fibroblasten
Die Stimulierungsversuche wurden in der heterolodeeder-layer'Kokultur aus primaren
humanen Keratinozyten und murinen wildtyp bzw. c’jufibroblasten durchgefiihrt. Um die
Auswirkungen einer exogenen HGF-Stimulierung auf dienfiren Keratinozyten in vollem
Umfang erfassen zu kénnen, mul3 der Einflu3 von endogenemadsgfeéschlossen werden.
Im Gegensatz zu KGF und GM-CSF (Szabowski et al. 2000, lAatgd. 2001 und 2002) ist
die Reduktion der HGF-Expression in c-jufribroblasten jedoch noch nicht beschrieben.
Aus diesem Grund wurde der Einflu3 des c-jkmeckout’ in den Fibroblasten auf die
MRNA-Expression von HGF im Vergleich zu KGF und GM-C@f#tersucht. Dafur wurde
unter Verwendung von spezifischen Primern fur HGF, KGM-CSF und beta Tubulin (in-
terne Referenz) die mRNA-Expression dieser Zytokinmiirinen wildtyp und c-jufi Fibro-
blasten semiquantitativ durchealtime* PCR bestimmt. Somit wurde belegt, daB in c5un
Fibroblasten die mRNA-Expression von HGF analog zu ded@F und GM-CSF um mehr
als 99 Prozent reduziert vorlag (Abb. 9). Infolgedessediésheterologefeeder-layer Ko-
kultur zur Untersuchung der HGF spezifischen Effekte aubtt®zyten im differentiellen
Ansatz geeignet (Abb. 8).

HGF-, KGF- und GM -CSF-mRNA-Expre ssion

120
=S OHGFBEKGFOGM-CSF
S 100 T T
25
S% 80
T
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S« 40
ot

0 ‘ T ==
wt c-jun”

Abbildung 9: Relative Quantifizierung der mRNA  -Expression von HGF, KGF und
GM-CSF in wildtyp und c-jun ™ Fibroblasten durch semiquantitative,  realtime* PCR

Als Referenz dienten jeweils die MeRRwerte der mMRNA-Synthese in den wildtyp Fibroblasten
(wt).
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4.2.2 Auswirkungen von HGF, KGF und GM-CSF auf primare Keatinozyten in der
heterologen ,feeder-layer' Kokultur
Die Wirksamkeit der HGF-, KGF- und GM-CSF-Stimulierung®m priméren Keratinozyten
in der heterologenfeeder-layer Kokultur wurde anhand morphologischer Kriterien unter-
sucht. Dazu wurden primare humane Keratinozyten in Kokoifumurinen c-jufl” Fibrobla-
sten mit diesen Zytokinen stimuliert (Tab. 2). Imdémden werden die unter diesen Kokul-
turbedingungen behandelten Keratinozyten'fiKeratinozyten, bzw. mif®Keratinozyten,
oder mit®™SF Keratinozyten abgekiirzt. Als Kontrolle wurden unbehaedgiimare humane
Keratinozyten sowohl mit murinen c-jlinFibroblasten als auch mit wildtyp Fibroblasten
kokultiviert (Tab. 2). Diese Keratinozyten werden im Folfgm als*’"Keratinozyterbzw.
als"'Keratinozyten bezeichnet.

Tabelle 2: Versuchsaufbau zur differentiellen Analys e von HGF, KGF und GM-CSF in
der heterologen, feeder-layer * Kokultur

Variation der Versuchsparameter Kontrollen Zytokinb ehandlung
Genotyp der Fibroblasten wt c-jun™ c-jun” c-jun” c-jun™
Zytokin [10 ng/ml] - - HGF KGF GM-CSF
Abklrzung fir entsprechend kultivierte “Kera- “MKera- "FKera- “*"Kera- CMCSFicera-
Keratinozyten tinozyten tinozyten tinozyten tinozyten tinozyten

Die unterschiedlichen Kulturbedingungen zeigten funf Tagé @gtokinstimulierung deutli-
che Auswirkungen auf die Grof3e, den DifferenzierungsgrdddisnForm der Keratinozyten-
Kolonien (Abb. 10). Unbehandelte primare KeratinozyteKakultur mit wildtyp Fibrobla-
sten bildeten gleichméfiig runde Kolonien (Abb. 10A und BgsBiKolonien wiesen diffe-
renzierte, keratinisierte Zellen im Kern und undiffenerte, vitale Zellen in der Peripherie
auf (Abb. 10A und B). Dagegen war der Differenzierungsgrad‘jtfﬂE(Meratinozyterauch im
Randbereich tberwiegend hoch (Abb. 10C, D und E) und derl Anté2ilungsfahigen Zellen
und folglich auch die KoloniegroRe im VergleiKeratinozyten stark reduziert.

Bei Stimulierung mit allen drei Zytokinen nahm die KolegioR3e und die Anzahl undifferen-
zierter Keratinozyten im Vergleich zu den Kolonien &t/ Keratinozyterdeutlich zu (Abb.
10F-N), wobei wieder die GroRe d&Keratinozyten-Kolonien erreicht wurde (Rettung des
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c-jun” Phanotyps in Bezug auf die Morphologie). Im Gegensatiernurunden Kolonien der
unbehandelten Keratinozyten bildeten die zytokinbehandek@mnatinozyten-Kolonien
asymmetrische Fortsatze aus. Dabei hing der Symmetriegratbbmienrander vom einge-
setzten Zytokin ab. Durch die Behandlung mit KGF bildeséch runde Keratinozyten-
Kolonien mit leichten Ausstilpungen (Abb.10 I-K). Dabei @radiese leicht asymmetrischen
Kolonien durch mehrere Differenzierungsherde gekennzeicbmetAsymmetrie der Koloni-
enrander nahm bei GM-CSF-Einwirkung zu (Abb. 10F-H) und itrudGF-Behandlung am
hochsten (Abb. 10L-N).
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"Keratinozyten

KGFKeratinozyten CM-CSFK eratinozyten i eratinozyten

HCeFK eratinozyten

Abbildung 10: Morphologische Charakteristika priméarer Keratinozyten -Kolonien in
der heterologen , feeder-layer’ Kokultur nach Behandlung mit HGF, KGF oder GM-CSF
Die "'Keratinozyten bildeten gleichmé&Rig runde Kolonien mit vitalen Zellen in der Peripherie
(A, B). Die Kolonien der “™""Keratinozyten waren kleiner und bestanden hauptséchlich aus
differenzierten Zellen (C, D, E). Bei Zytokinbehandlung nahm der Anteil an vitalen Zellen
sowie die GroRe der Keratinozyten-Kolonien wieder zu, wobei die Kolonienréander der “*Ke-
ratinozyten (I, J, K) rund und die der ®*SKeratinozyten (F, G, H) und der "®FKeratinozyten
(L, M, N) zunehmend asymmetrisch waren.

====== Umri3 der Keratinozyten-Kolonien

—» Region differenzierter Keratinozyten
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4.2.3 Bestimmung des Zeitpunkts mal3geblicher Verdnderungender mRNA-
Expression durch HGF, KGF und GM-CSF
Um den Zeitpunkt der mafl3geblichen Effekte von ZytokinerdeumRNA-Synthese in Kera-
tinozyten zu identifizieren, wurden die Expressiongfgobekannter Zielgene von HGF
(VEGF, Gille et al. 1998), KGF (VEGF und MMP10, Koyamaakt2002, Madlener et al.
1996) und GM-CSF (IL-18, Informationen von Dr. Szabowski,HZKHeidelberg) in der se-
miquantitativen realtime’ PCR untersucht. Die analysierte Gesamt-RNA stanjedech
nicht nur aus primaren Keratinozyten, sondern auctkakisltivierten murinen Fibroblasten.
Um die mRNA-Expressionsanalysen ausschliel3lich auhdieanen Keratinozyten zu bezie-
hen, wurden sowohl fiir die Zielgene als auch fur die met&eferenz (GAPDH) humanspezi-
fische Primer eingesetzt. Die Spezifitat der Primer wunitéels PCR Uberprift (Abb.11A-
D). Dabei wurde humane cDNA sowohl mit den Primern fUGH-MMP10, IL-18 als auch
fur GAPDH gezielt amplifiziert. Dagegen konnte unter Vemdung eines murinemempla-
tes mit diesen Primern kein PCR-Produkt nachgewiesen werde

A B C D
VEGF MMP10 IL-18 GAPDH
M| h|m M| h|m Ml hIm

< 201bp < 195bp

< 136bp < 124bp

Abbildung 11: Nachweis der Artspezifitat von Primern mittels PCR Analyse

In der PCR konnte mit den Primern fur VEGF (A), MMP10 (B), IL-18 (C) und GAPDH (D)
nur von humaner cDNA, aber nicht von muriner cDNA ein spezifisches Produkt amplifiziert
werden.

M = pUC Mix Marker 8 (MBI Fermentas)
h = humanes ,template‘ (cDNA aus HaCaT Zellen)
m = murines ,template’ (cDNA aus murinen wildtyp Fibroblasten)
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Im Anschlul an den Nachweis der Primer-Artspezifitat kemn die mRNA-
Expressionsprofile von VEGF, MMP10 und IL-18 in primarendmozyten untersucht wer-
den. Dafiir wurden humane Keratinozyten in Kokultur mjiire~ Fibroblasten fir drei und
sechs Stunden mit je einem der drei Wachstumsfaktorendsachklefinierten Bedingungen
behandelt (Tab. 2, Abb. 10). Als Kontrollen dienten soM®eratinozyten als auch"""
Keratinozyten. Diese Stimulierungsversuche wurden in awesibhéangigen Experimenten
durchgefuhrt (Vorversuch A und B), da die heterologeder-layer Kokultur fur kleinste
Varianzen in der Handhabung (zum Beispiel bei Trypsimg der Zellen oder Bestrahlung
der Fibroblasten) auf3erst anfallig ist. Anschlie3end wurgemBNA-Expressionsprofile der
Zielgene durch semiquantitativeealtimeé PCR ermittelt. FUr die Bestimmung der relativen
MRNA-Expressionswerte wurden die gPCR-Mel3werte der Kemtien unter verschiedenen
Kokulturbedingungen jeweils auf die Werte &‘EP"'Keratinozyten (Referenzwerte) bezogen.

Die aufdiese Weise ermittelten relativen mRNA-Expressionssvéelen in den Vorversuchen
A und B bezuglich der Intensitat unterschiedlich aus (Al®). Dennoch stimmten in beiden
Versuchen die Relationen der mRNA-Expressionsverandenusngfgrund der verschiedenen
Kokulturbedingungen Uberein. Daher konnten beide Vorversucheigeam ausgewertet
werden, indem ein Mittelwert aus den relativen mRNA-Egpionswerten von Vorversuch A

und von Vorversuch B gebildet wurde.

Die mRNA-Synthese der Zielgene VEGF, MMP10 und IL-18 wundach drei- und sechs-
stundiger Behandlung mit den entsprechenden Zytokinen eimdeder verglichen. Die
mRNA-Expression in defi"""Keratinozyten war in allen untersuchten Zielgenen aringe
sten ausgepragt (Abb. 12). Die mRNA-Synthese von VEGF winmreieStunden nach HGF-
Behandlung (320 prozentige Induktion) starker induziert als sachs Stunden (157 prozen-
tige Induktion, Abb. 12A). Dabei Uberschritt die mRNA-Eegsion von VEGF drei Stunden
nach HGF-Behandlung das mRNA-Expressionsniveall'deratinozyten, welche unter kon-
stitutiver, endogener Zytokinsekretion durch die wildtyp Fitmetdn wuchsen. Sechs Stun-
den nach HGF-Stimulierung lag der VEGF-Transkript-Level dagenur noch leicht tUber
dem der"'Keratinozyten. Auch bei der Behandlung mit KGF wurdehndrei Stunden die
hochste Induktion der VEGF-mRNA-Synthese mit 192 Prozent dexdMMP10-mRNA-
Synthese mit 116 Prozent erreicht (Abb. 12B und C). S8tlnsden nach KGF-Behandlung
lag die VEGF-mRNA-Expression leicht unter dem Expressiveau der"Keratinozyten
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(Abb. 12B). Die mRNA-Synthese von MMP10 glich sich nas#chsstindiger KGF-
Behandlung etwa an die d€Keratinozyten an (Abb. 12B). Dabei lag die MMP10-mRNA-
Expression def® Keratinozyten und'Keratinozyten nur unwesentlich héher als die A&
Keratinozyten. Im Gegensatz zu VEGF und MMP10 erreidigéL-18-mRNA-Synthese erst
sechs Stunden nach Behandlung mit GM-CSF das TranskiipatNder"'Keratinozyten mit
einer Induktion von 190 Prozent (Abb. 12D). Die Induktion Vo118 nach der dreistiindigen
GM-CSF-Stimulierung fiel geringer aus.

Somit wurde sowohl bei der HGF-bedingten Induktion von VE&BE~auch bei der KGF-
bedingten Induktion von VEGF und MMP10 die mRNA-Expressiachrdreistiindiger Zyto-
kinbehandlung am stéarksten induziert. Auf der Basis derliargge dieser Vorversuche wur-
den die Auswirkungen von HGF, KGF und GM-CSF auf die Espionsmuster der Kerati-
nozyten drei Stunden nach den Zytokinbehandlungen analysie
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Abbildung 12: Relative Quantifizierung der mRNA

Zielgene in primaren Keratinozyten

-Expressionsprofile ausgewahlter

Zur Bestimmung des Zeitpunktes, zu dem malRgebliche Genregulationen nach Zytokinbe-
handlung auftreten, wurden primaren Keratinozyten in Kokultur mit c-jun™ Fibroblasten fiir
drei und sechs Stunden mit HGF, KGF und GM-CSF [10 ng/ml] behandelt. Als Kontrollen
wurden primare Keratinozyten sowohl mit wildtyp Fibroblasten als auch mit c-jun™
Fibroblasten ohne Zugabe von Zytokinen kultiviert. AnschlieRend wurde die relative mRNA-
Expression ausgewahlter Zielgene in der semiquantitativen ,realtime’ PCR ermittelt. Dabei
wurde das Expressionsprofil von VEGF sowohl nach HGF-Behandlung (A), als auch nach
KGF-Behandlung (B), das Expressionsprofil von MMP10 nach KGF-Behandlung (D) und das

Expressionsprofil von IL-18 nach GM-CSF-Behandlung (D) ausgewertet.
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4.3 GeneChig® Expression Array‘Hybridisierung und bioinformatische Auswertung

4.3.1 ,GeneChig® Expression Array:Hybridisierung

Nachdem die heterologéegder-layer’Kokultur aus Keratinozyten und wildtyp bzw. c-fun
Fibroblasten in den Vorversuchen als geeignetes Wunahigsinodell etabliert wurde, konnte
die Auswirkung von HGF im Vergleich zu KGF und GM-CStuf das mRNA-
Expressionsmuster von Keratinozyten mittékeneChifi Expression Arrays(Affymetrix)
analysiert werden. Daflr wurden nach dem ausgetestet¢ok®t der Vorversuche (drei-
stiindige Behandlung mit HGF, KGF und GM-CSF [10 ng/mi]ntkallen: “'Keratinozyten
und “""Keratinozyten) erneute Stimulierungsversuche mit Keoayten in der heterologen
,feeder-layer Kokultur durchgefthrt. Auch hier wurde eine Doppelbestimmuaggenom-
men (Versuch A und Versuch B). Aus den einzelnen Kokulsftzen wurde RNA isoliert
und die Qualitat sowohl photometrisch als auch in derl€etephorese tUberprift (Abb. 13).
Anschlie3end wurde fur beide Versuche pro Versuchsbedingung (udledbareratinozyten

in Kokultur mit wildtyp bzw. c-juft” Fibroblasten, sowie dreistiindige HGF-, KGF- oder GM-
CSF-Behandlung von Keratinozyten in Kokultur mit cZjufibroblasten) je eine Hybridisie-
rung auf einemHuman Genome U133A 2.0 Array' Kooperation mit Prof. Schultze (Uni-
versitat zu Koéin, Innere Medizin 1) durchgefihrt. Dudsl Artspezifitdt derlHluman Genome
U133A 2.0 ArrayskonntenHybridisierungen von kontaminierender, muriner cRNA aus den
kokultivierten Fibroblasten weitgehend ausgeschlossen werden.

Array Genotyp der  Zytokin- OD260 1b 3b 4b 5b
RNA Versuch Fibroblasten behandlung [ng/ul] 0OD280

la A c-jun” - 1739 2,1

2a A wildtyp - 1478 2,1

3a A c-jun” HGF 614 2,16

4a A c-jun” KGF 897 215

5a A c-jun” GMCSF 913 2,15

1b B c-jun” - 707 1,97

2b B wildtyp - 1748 2,11

3b B c-jun” HGF 1537 2,11

4b B c-jun” KGF 1159 2,12

5b B c-jun” GMCSF 1248 2,12 -

Abbildung 13: Photometrische Quantifizierung und Qu alitatskontrolle der drei Stu nden
nach Zytokinbehandlung isolierten Gesamt-RNA auf ei nem 1%igem RNA Gel
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Die Analyse der GeneChifi Expression ArrayHybridisierung erfolgte mit der Auswer-
tungssoftwaredchipl.3. Zunachst wurden die Array-Rohdaten durBivi-only Model-based
expression valuégLi et al., 2001 und 2003) bereinigt (siehe Kapitel 3.1.5.2).rdle Regu-
lation dieser Gene, die aufgrund der Vorselektion augdswertung herausgenommen wur-
den, kann keine Aussage getroffen werdrmhand der restlichen, in allen Arrays gemeinsam
auswertbaren Gene wurde anschlie3end der Einflul3 der Zyeblantdlungen auf die Kerati-
nozyten analysiert.

4.3.2 Vergleichende Analyse der relativen mRNA-Expressiongate auf Basis der,Ge-
neChip® Expression Array:Daten

4.3.2.1 Identifikation der Zielgene von HGF, KGF und GM-CSF

Zur ldentifikation potentieller, zytokinspezifischer Zjehe wurden die Array-Rohdaten mit
der Softwaredchipl.3* verglichen. Um die relativen mRNA-Expressionswerterauswert-
baren Gene auf den einzelnen Arrays zu ermitteln, wunmleQeotient aus den Array-
Rohdaten gebildet (Li et al., 2003). Dabei dienten die BteEmdder’""Keratinozyten als
Referenzwert (Tab. 3). Fir die Identifikation potentielZielgene galt eine Regulation der
MRNA-Expression ab einem Faktor vah,3 als aussagekraftig. Somit konnten im Versuch
A insgesamt 270 potentielle Zielgene von HGF, 111 von KGF und/a43M-CSF ermit-
telt werden (Tab. 3A). In Versuch B wurden 118 mdgliche Zmedgeon HGF, 409 von KGF
und 21 von GM-CSF gefunden (Tab. 3A), von denen jeweils 86 b8 und 3 zugleich in
Versuch A auftraten (Tab. 3B). Insgesamt wurden dantieiden Versuchsanséatzen 353 ver-
schiedene potentielle Zielgene von HGF, 506 von KGF und 161GM-CSF festgestellt
(Tab. 3C).

Um Gene zu identifizieren, welche gemeinsam oder spezifisrch die eingesetzten Zytoki-
ne reguliert wurden, wurden die jeweiligen Zielgene der Wachstumsfaktoren auf der
Grundlage von logischen Verknipfungen ((UND‘ ,ODERUND NICHT' und ,ODER
NICHT*) miteinander verglichen. Uberschneidungen von Ziedgeder drei Zytokine konn-
ten ermittelt werden, indem Schnittmengen aus zwei $tmoasversuchen (HGF mit KGF
oder HGF mit GM-CSF), bzw. aus allen drei Stimulat@isuchen (HGF mit KGF und mit
GM-CSF) erstellt wurden (Tab. 3D). So konnten 107 Geme §"Keratinozyten und“Ke-
ratinozyten identifiziert werden, deren mRNA-Expression Vergleich zur mRNA-
Expression vofi*"Keratinozyten um mehr afsl,3 verandert war. Insgesamt 84 Gene wur-
den durch HGF und GM-CSF reguliert und 37 durch alle dreikfiypogemeinsam. Aul3er-
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dem wurde die spezifische Regulation von Genen durch HGRbgrenzung der KGF
und/oder der GM-CSF regulierten Gene analysiert (Tab.SEkonnten 16 Gene vifi Ke-
ratinozyten identifiziert werden, deren mRNA-Expression Vergleich zu der vorf""
Keratinozyten um mindestens einen Faktor #in3 verandert war, und deren mRNA-
Expression if®Keratinozyten im Vergleich zur mRNA-Expression Vo' Keratinozyten
um weniger alst1,3 veradndert war. Weitere 28 Gene wurden nur durch HGF+ alwr
durch GM-CSF-Behandlung reguliert und 13 Zielgene aussclale8lirch HGF- und weder
durch KGF- noch durch GM-CSF-Behandlung. Die ausfuhrtichabellen dieser verglei-

chenden Analysen finden sich im Anhang.

Tabelle 3: Identifikation von gemeinsam oder spezifi ~ sch regulierten
Zielgenen von HGF, KGF und GM-CSF

A Efm'“'“f.‘g der ) relativen MRNA- logisch verknupfte Abfrage Anzahl der Zielgene
Expressionswerte von Zielgenen
H
' Zielgene von HGF (H) in Versuch A la/3a >+1,3 oder < -1,3 270
Zielgene von KGF (K) in Versuch A la/4a >+1,3 oder < -1,3 111
Zielgene von GM-CSF (G) in Versuch A la/5a >+1,3 oder < -1,3 143
Zielgene von HGF (H) in Versuch B 1b/3b >+1,3 oder < -1,3 118
Zielgene von KGF (K) in Versuch B 1b/4b >+1,3 oder < -1,3 409
Zielgene von GM-CSF (G) in Versuch B 1b/5b >+1,3 oder < -1,3 21
Gemeinsame Zielgene eines Zytokins inner- ’ . .
B halb der Doppelbestimmungen logisch verknupfte Abfrage Anzahl der Zielgene
Zielgene von HGF (H),“dl_e sowo_hl m_Versuch A (1a/3a und 1b/3b) >+1,3 und < -1,3 35
als auch in B aussagekréaftig reguliert sind
° Z|elgene_von KGF (K),“dl_e sowo_hl m_Versuch A (1a/4a und 1b/4b) >+1,3 und < -1,3 19
als auch in B aussagekréaftig reguliert sind
e Zielgene von GM-CSF (G)“, (_ile sowc_)hl in Versuch (1a/5a und 1b/5b) >+1,3 und < -1,3 3
A als auch in B aussagekraftig reguliert sind
C Alle Zlelge_ne eines Zytokins innerhalb der logisch verknupfte Abfrage Anzahl der Zielgene
Doppelbestimmungen
° Zielgene von HGF (H), die in Versuch A oder B 3, oger 1h/3b) >+1,3 oder < -1,3 353
aussagekraftig reguliert sind
Zielgene von KGF (K), die in Versuch A oder B .1, ey 1b/ab) >+1,3 oder < -1,3 506
aussagekraftig reguliert sind
Zielgene von“G_M—CSF_ (G),_dle in Versuch A oder (1a/5a oder 1b/5b) >+1,3 oder < -1,3 161
B aussagekraftig reguliert sind
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Fortsetzung von Tabelle 3

gemeinsam regulierte Zielgene logisch verknupfte Abfrage Anzahl der Zielgene

Schnittmenge der HGF- und KGF- abhéngig [(3a/la oder 3b/1b) UND (4a/la oder 4b/1b)] >+1,3 oder

regulierten Zielgene <-13 107

Schnittmenge der HGF- und GM-CSF- abhéngig [(3a/1a oder 3b/1b) UND (5a/la oder 5b/1b)] >+1,3 oder

regulierten Zielgene <-13 84

Schnittmenge der HGF- , KGF- und GM-CSF- [(3a/la oder 3b/1b) UND (4a/la oder 4b/1b) UND (5a/la

abhéangig regulierten Zielgene oder 5b/1b)] >+1,3 oder < -1,3 87

spezifisch regulierte Zielgene logisch verkniipfte A bfrage Anzahl der Zielgene

[(3a/la und 3b/lb) UND NICHT (4a/la oder 4b/lb)]

>+1,3 oder <-1,3 16

HGF- und nicht KGF-abhangig regulierte Zielgene

HGF- und nicht GM-CSF-abhangig regulierte [(3@/1a und 3b/lb) UND NICHT (5a/la oder 5b/1b)]

Zielgene >+1,3 oder <-1,3 28

HGF- und weder KGF- noch GM-CSF regulierte [(33/1a und 3b/1b) UND NICHT (4a/La oder 4b/1b) UND

13
Zielgene NICHT (5a/l1a oder 5b/1b)] >+1,3 oder <-1,3

D00 ®eE|

Durch logisch verkntpfte Abfragen in ,dchipl.3‘ wurden die Arraydaten der unterschiedlich
behandelten Keratinozyten miteinander verglichen

1 = Arraydaten der ““"""Keratinozyten, Referenzwerte 3 = Arraydaten der “*"Keratinozyten
2 = Arraydaten der "°FKeratinozyten 4 = Arraydaten der ®™“*FKeratinozyten
(zur Nomenklatur val. auch Abb. 13)

Fur detailliertere Auswertungen der mRNA-Expressionsprefiede eine Auswahl aus den
potentiellen Zielgenen der einzelnen Zytokine getroffeafiDwurden Zielgene identifiziert,
die im Kontext der Wundheilung interessante, potdatiElunktionen vermitteln und deren
MRNA-Expressionsverdnderungen innerhalb der Doppelbestimmuimdestens durch den
Mittelwert aus beiden Versuchen ,aussagekraftig’ regulient. Die anhand dieser Kriterien
ausgewahlten Gene sind in Tabelle 4 aufgelistet. Dab&rstdr Transkriptionsfaktor FRA1
und das Zytokin CTGF Beispiele fur HGF spezifisch induzi€&tne dar. TNFAIP3 und

UPAR sind exemplarisch fur eine tUberschneidende Induktion durch W@KKGF ausge-

wahlt worden. Der Differenzierungsmarker fir suprabaZaken K10 ist ein Beispiel fur

eine negative Genregulation durch HGF und KGF.

Beispiele fur Gene, deren mRNA-Expression durch keinen eéeMdchstumsfaktoren regu-
liert wurde, sind Involucrin und Calreticulin (Tab. 5 und AbBF und G). AuRerdem wurden
uPA und VEGF als Beispiele fir falsche Negativ-Ergebnissie Tabelle 5 aufgenommen,
da sie als publizierte Zielgene sowohl von HGF (Fujiuclalet2003, Woijta et al., 1999) als
auch von KGF (Shin et al., 2002, Koyama et al., 2002) nackrem3<riterien in primaren

Keratinozyten nicht reguliert sind.
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Tabelle 4: Daten der, GeneChip ® Expression Array' -Analyse ausgewahlter, HGF-abhéngig regulierter Gen e

Versuch A .gene bank ;LocusLink |y wt wt cjun®  c-un  "|HGF HGE |HGF KGE KGF |[KGF GM-CSF  GM-CSF |GM-CSF
durch HGF regulierte Gene accession-no.'  |p-no. SE  |cjun” SE SE  |cjun SE  |cjun * SE c-jun "
.connective tissue growth factor' (CTGF) M92934 1490 244 55 [163 150 8,8 269 89 |18 152 86  |1,02 144 43 -1,04
JFOS-like antigen-1‘ (FRA1) BG251266 8061 350 10,3 |-1,07 376 11,5 502 93 [1,33 374 143 |-101 371 7.7 -1,01
keratin 10 (K10) NM_000421 3858 2602 59,6 [3.27 795 39,5 550 22,6 |-1,45 |621 457 |-1,28  |565 17,5 -1,41
plasminogen  activator,  urokinase U08839 5329 576 18,9 1,18 486 13,9 933 21,3 (1,92 462 150 |-1,05 |571 24,0 1,17
receptor' (UPAR) AY029180 5329 658 20,6 (1,03 637 31,8 1029 26,7 |1,62 649 19,6 1,02 674 16,1 1,06
{tumor necrosis factor, alpha-induced Al738896 7128 492 11,8 [1,19 413 19,0 671 13,3 162 544 16,4 (1,32 519 14,8 1,26
protein 3' (TNFAIP3) NM_006290 7128 522 23,7 1,08 486 21,8 796 29,7 |1.64 550 14,3 (1,13 579 20,1 1,19
Versuch B .gene bank ;LocusLink |y wt wt cjun®  c-un  "|HGF HGE |HGF KGE KGF |[KGF GM-CSF  GM-CSF |GM-CSF
durch HGF regulierte Gene accession-no.’  |p-no. SE  |cjun” SE SE  |cjun SE  |cjun SE cjun "
.connective tissue growth factor' (CTGF) M92934 1490 164 57 |-1,68 [276 8,3 551 112 |2 337 96 122 291 7.8 1,05
JFOS-like antigen-1‘ (FRA1) BG251266 8061 302 158 [|-1,22 386 10,4 541 11,8 |14 349 122 |-1,11  |385 75 -1
keratin 10 (K10) NM_000421 3858 1740 27,9 |2,61 666 23,5 503 18,9 [-1,32 [393 17,1 |-169 |594 35,4 -1,12
plasminogen  activator,  urokinase U08839 5329 327 129 |-1,81 |501 22,2 1093 27,8 |1,85 966 18,9 1,63 687 9,3 1,16
receptor’ (UPAR) AY029180 5329 452 20,4 |-1,4 632 37,2 1325 38,4 |21 1041 22,3 |1,65 811 24,5 1,28
tumor necrosis factor, alpha-induced Al738896 7128 323 95 |18 581 19,3 786 233 1,35 1078 25,0 |1,86 574 5,9 -1,01
protein 3 (TNFAIP3) NM_006290 7128 378 242 |-1,83 692 15,1 901 24,8 |1,3 1075 31,2 |1,55 649 17,7 -1,07

Die Expressionsprofile der in dieser Tabelle aufgelisteten Gene werden als Rohdaten (Signalintensitaten) und als relative Vergleichswerte (Quotient der
Rohdaten) dargestellt. Die Array-Rohdaten und die entsprechenden Standardfehler (SE) wurden fiir “'Keratinozyten (wt), ™" Keratinozyten (c-jun ),
"eFKeratinozyten (HGF), “*"Keratinozyten (KGF) und ®"“*"Keratinozyten (GM-CSF) angegeben. Firr die Berechnung der relativen Vergleichswerte
dienten die Rohdaten der “"""Keratinozyten als Referenzwerte.

- Induktion der Expression im Vergleich zur Referenz (Schwellenwert: +1,3fache Regulation)
- Reduktion der Expression im Vergleich zur Referenz (Schwellenwert: -1,3fache Regulation)
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Tabelle 5: Daten der, GeneChip ® Expression Array* -Analyse ausgewabhlter, nicht durch HGF regulierter Gene

Versuch A .gene bank LocusLink 1yt wt wt cjun®  c-un  "|HGF HGE |HGF KGE KGF |[KGF GM-CSF  GM-CSF |GM-CSF
nicht durch HGF regulierte Gene accession-no."  |p-no. SE c-jun™” SE SE c-jun SE c-jun SE c-jun
calreticulin® AA910371 811 640 16,2 1,09 589 12,9 4767 20,3 |-123 |554 19,4 |-1,06 |580 11,3 -1,02
Jinvolucrin® NM_005547 3713 3227 31,4 1,08 2989 32,1 3313 1194 |1,11 2929 522 |-1,02 2770 43,6 -1,08
Jplasminogen activator, urokinase’ (uPA) NM_002658 5328 1108 37,5 -1,16 1324 18,8 1697 27,0 1,28 1386 29,9 [1,05 1386 45,3 1,05
(‘\’/aEsg":'?r endothelial  growth  factor' 55375 7422 614 20,2 |1,02  |600 185  |640,59 14,98 [1,07 |557 95 |-1,08 |658 21,5 11
Versuch B .gene bank LocusLink |yt wt wt cjun®  c-un "|HGF HGE |HGF KGE KGF |[KGF GM-CSF  GM-CSF |GM-CSF
nicht durch HGF regulierte Gene accession-no.'  |p-no SE cjun” SE SE c-jun SE c-jun SE c-jun ©
calreticulin® AA910371 811 614 8,2 -1,02  |628 18,4 558 20,5 |-1,13 |68 13,5 |[1,06 664 14,4 1,06
Jinvolucrin® NM_005547 3713 2170 34,5 -1,44  |3119 754 3030 250 [|-1,03 [3349 50,0 1,07 2866 59,4 -1,09
,plasminogen activator, urokinase' (uPA) NM_002658 5328 778 29,8 -1,40 1303 30,7 1679 27,8 (1,29 1958 40,1 (15 1430 9,0 11
(‘\’/aEsgl‘:'f“ endothelial  growth  factor' ,pq55375 7422 689 249  |157  |438 11,4 |s12 237 |117 |37 258 |145  |427 11,9 1,03

Die Expressionsprofile der in dieser Tabelle aufgelisteten Gene werden als Rohdaten (Signalintensitaten) und als relative Vergleichswerte (Quotient der
Rohdaten) dargestellt. Die Array-Rohdaten und die entsprechenden Standardfehler (SE) wurden fiir “'Keratinozyten (wt), ™" Keratinozyten (c-jun ),
"eFKeratinozyten (HGF), “®"Keratinozyten (KGF) und ®"“*"Keratinozyten (GM-CSF) angegeben. Firr die Berechnung der relativen Vergleichswerte
dienten die Rohdaten der “"""Keratinozyten als Referenzwerte.

- Induktion der Expression im Vergleich zur Referenz (Schwellenwert: +1,3fache Regulation)
- Reduktion der Expression im Vergleich zur Referenz (Schwellenwert: -1,3fache Regulation)
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4.3.2.2  Auswertung der mRNA-Expressionsprofile ausgewahltetielgene

Die mRNA-Synthese von FRA1 und von CTGF wurde speziftheich HGF induziert (Abb.
15A und B). Dabei war die HGF-bedingte Induktion der FRAL-rAREkpression schwach
und die Induktion der CTGF-mRNA-Expression mit 90 Prozenk stasgepréagt. Die Be-
handlungen mit KGF oder GM-CSF beeinflu3ten die mRNAtBgse von FRA1 und CTGF
nicht wesentlich. Auch die Kokultur mit wildtyp Fibrobtaa zeigten im Vergleich zu der
Kokultur mit c-jur’” Fibroblasten keine Auswirkung auf den Transkript-Status VoAIFR
oder CTGF in den priméaren Keratinozyten.

TNFAIP3 und uPAR sind Beispiele fur gemeinsame Zielgene NG# und KGF, deren
MRNA-Expression induziert wurde und Keratin 10 fur ein gemeiesaZielgen der beiden
Zytokine, dessen mRNA-Synthese reduziert wurde (Abb. 1%} DBie TNFAIP3-mRNA-
Expression wurde durch HGF und KGF mit 48 Prozent bzw4mProzent stimuliert (Abb.
15C). Die Behandlung mit GM-CSF als auch die Kokultivieromgwildtyp Fibroblasten hat
keinen wesentlichen Effekt auf die mRNA-Expression VAWFAIP3. Im Gegensatz zu
TNFAIP3 wurde uPAR durch HGF stark (98 Prozent), durch KGF gegrdeutlich induziert
(Abb. 15D). Auch bei uPAR wich die mMRNA-Synthesé& th“>Keratinozyten und i'Kera-
tinozyten nicht wesentlich vom Referenzwert ab. Re&ratin 10-mRNA-Expression unbe-
handelter Keratinozyten wurde bereits beachtlich durgh Kbkultivierung mit c-juﬁ'
Fibroblasten beeinflut, wobei die mMRNA-Syntheséifi"Keratinozyten um 194 Prozent
reduziert wurde (Abb. 15F). Zusatzlich wurde der Transkript-Leea K10 durch HGF-
Behandlung um weitere 38 Prozent inhibiert und nach KGkaBelung um weitere 31 Pro-
zent. Der Einflul3 von GM-CSF auf die K10-mRNA-Expressiar nicht ,aussagekraftig’.
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Abbildung 15: Vergleichende Darstellung der mRNA  -Expressionsprofile ausgewahlter
Zielgene von HGF und KGF sowie nicht regulierter Ko ntrollgene

Durch vergleichende Array-Analysen konnten gemeinsame und spezifische Zielgene der
Zytokine identifiziert werden. Zum Beispiel wurde die FRA1-(A) und CTGF-mRNA-
Expression (B) spezifisch durch HGF und die TNFAIP3- (C) und uPAR-mRNA-Expression
(D) sowohl durch HGF als auch durch KGF induziert. Die mRNA-Synthese von K10 (E) wur-
de durch HGF und KGF reduziert. Involucrin (F) und Calreticulin (G) wurden nicht durch
HGF, KGF oder GM-CSF reguliert. Die relativen mRNA-Expressionswerte wurden in Bezug
zu den MeRwerten der mRNA-Expression in den " Keratinozyten (Referenzwerte) ermit-
telt.

— Schwellenwert ,aussagekraftiger' mRNA-Syntheseédnderungen (ab +1,3facher Regulation)
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4.4  Validierung der Zielgenexpression durch semiquantitatie ,realtime¢ PCR

Die Bestatigung derGeneChifi Expression ArrayAnalysedaten erfolgte auf Transkript-
Ebene durch die semiquantitativerealtimeé PCR. Dafur wurden die mMRNA-
Expressionsprofile am Beispiel ausgewdahlter HGF- und K@Bhexter Gene untersucht,
deren mMRNA Syntheseédnderungen in den Array-Analysentteltmwurde (siehe Punkt
4.3.2.2; FRA1, CTGF, TNFAIP3, uPAR und K10; Abb. 15). Um daskgmmen unspezifi-
scher Regulationen der mRNA-Expression in den Arraghyfsen auszuschlie3en, wurde
auch die mRNA-Expression von nicht durch HGF-, KGF- ad@bt-CSF-regulierten Genen
exemplarisch an Involucrin und Calreticulin Uberpruft.

Da die zu analysierende Gesamt-RNA (bzw. die syr#ieete cDNA) analog zu den Vorver-
suchen sowohl aus humanen Keratinozyten als auchmatsen Fibroblasten stammte, wur-
den die Primer fur die semiquantitativealtime PCR auf ihre Artspezifitat tberprift. Hierzu
wurden die jeweiligen Primerpaare (fuir FRAL1, CTGF, TNFAIPAR, K10, Involucrin und
Calretikulin) in PCR Analysen sowohl auf humaner alshaauf muriner cDNA getestet

B C
TNFAIP3 FRAL

M| h|m

himI M

v 185b
v 126bp v 181bp p

< 165bp

D
Involucrin | Calreticulin
Mlh[m[ [h[m

Abbildung 16: Nachweis der Artspezifitat von Primern
mittels PCR Analyse

Die Primer fir uPAR, CTGF und K10 (A), fur TNFAIP3 (B),
fur FRA1 (C), als auch fir Involucrin und Calreticulin (D)
wurden in der PCR auf ihre Artspezifitdt Gberprift.

—

-

s v 291bp M = pUC Mix Marker 8 (MBI Fermentas)

v 202bp h = humanes ,template‘ (cDNA aus HaCaT Zellen)
m = murines ,template‘ (cDNA aus murinen wildtyp Fibro-
blasten)
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(Abb. 16). Wahrend spezifische Produkte mit allen Primegmaauf humanentemplates
amplifiziert wurden, konnten keine Amplifikate auf murinerNe® generiert werden. Somit
bestand keine Hinweis darauf, dal3 die KontaminationGagamt-RNA aus murinen Fibro-
blasten einen storenden Einflu3 auf die Validierung defgZnexpression in den primaren

Keratinozyten austibt.

Nachdem die Artspezifitat der Primer bestatigt werdennt@nwurden die mRNA-
Expressionsprofile der ausgewéhlten Zielgene durch semiquiaetifeealtime PCR Uber-
pruft. Dabei wurden die relativen mRNA-Expressionswerteadegewahlten Gene analog zu
der GeneChif§ Expression ArrayAnalyse im Verhéltnis zu der mRNA Synthese G&P"
Keratinozyten (Referenzwert) errechnet. Die somitlér semiquantitativerrealtime PCR
ermittelten mRNA-Expressionsunterschiede entsprachen daydaten sowohl hinsichtlich
der Variationen zwischen den Versuchen A und B der Doppetbeang als auch hinsicht-

lich der Regulationen durch verschiedene Kulturbedingungen.

Auch die Mittelwerte der mRNA-Expressionswerte aus densdichen A und B stimmten
zwischen der GeneChif§ Expression ArrayAnalyse und der semiquantitativerealtime
PCR uberein. Somit konnten alle in den Array-Analysestgfestellten, zytokinabhangigen
MRNA-Expressionsanderungen in der gPCR bestatigt werden {&ABhJ). Sogar die geringe
Induktion der FRA1-mRNA-Synthese durch HGF wurde in der gP€Roduziert (Abb.
17F) und lag mit 42 Prozent nur marginal hoher als in deayAAuswertung. Eine Induktion
der FRA1-mRNA-Expression ifi® Keratinozyten odet"Keratinozyten trat analog zu den
Array-Analysen nicht auf. Dagegen lag eine ,aussagekréaftRggulation der mRNA-
Synthese von FRAL if"“*Keratinozyten in der qPCR im Gegensatz zu den Array-
Analysen vor. Damit stellte sich die Regulation derNARExpression von FRA1 als nicht
nur potentiell HGF-, sondern eventuell auch geringflugigsdsCSF-abhéangig heraus.

Der Effekt von HGF auf die mRNA-Synthese von CTG# tn der semiquantitativemeal-
time’ PCR mit einer Induktion von 518 Prozent wesentlich ddudficals in der Array-
Analyse auf (Abb. 17G). Jedoch fiel die CTGF-mRNA-Esgien in der gPCR auch bei
"Keratinozyten sowie nach KGF- und GM-CSF-Behandlungehtéls in der Array-
Auswertung aus. Somit wurde CTGF zwar deutlich am starkatssr moglicherweise nicht
ausschlief3lich durch HGF induziert.
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Die mRNA-Expression von TNFAIP3 wurde durch die BehandionitgHGF um 67 Prozent
und mit KGF um 68 Prozent gesteigert (Abb. 17H). Dadurch wurdeindden Array-
Analysen gefundene Induktion bestatigt. Die Behandlung mitGSF als auch die Kokulti-
vierung mit wildtyp Fibroblasten zeigte dagegen analog zu dmydaten keinen Einfluld auf
die TNFAIP3-mRNA-Expression in priméaren Keratinozyten.

Auch die Induktion des uPAR-Transkript-Levels durch HGF- und K&Rwulierung konnte

in der semigquantitativerrealtimeé PCR reproduziert werden (Abb. 171). Dabei entsprach die
KGF-bedingte mRNA-Expressionssteigerung den ArraydatenGegensatz dazu fiel die
HGF-bedingte Induktion von uPAR mit 110 Prozent h6her asisnatien Array-Analysen.
Die durchschnittiche uPAR-mRNA-Expression VliKeratinozyten der Versuche A und B
zeigte in Ubereinstimmung mit den Arraydaten keine ,aussaffigle'dveranderung, obwohl
im Versuchsansatz B eine Reduktion von immerhin 56 Prozentgpem wurde. Bei GM-
CSF-Behandlung konnte in der gPCR im Gegensatz zu den-Anaysen eine schwache
Induktion der uPAR-mRNA-Synthese von 33 Prozent ermitteltden. Demnach wurde die
uPAR-mRNA-Expression mal3geblich durch HGF, aber mdgliokieevauch geringfiigig
durch KGF und GM-CSF induziert.

Die in der semiquantitativemealtime¢ PCR gemessene mRNA-Expression von K10 war bei
"Keratinozyten um 590 Prozent héher als °d@]"‘Keratinozyten (Abb. 17J). Damit wurde
der bereits starke Unterschied der Arraydaten noch verd@du#iuch die Reduktion der K10-
MRNA-Synthese durch HGF-, KGF- und GM-CSF-Behandluegifi der gPCR erheblich
starker aus. Dabei inhibierte HGF die K10-mRNA-Expressionweitere 71 Prozent, KGF
um weitere 73 Prozent und GM-CSF um weitere 46 Prozent.

Mittels semiquantitativerrealtime’ PCR konnte ebenfalls bestatigt werden, dal3 die mRNA-
Synthese von Involucrin als auch von Calreticulin in griem Keratinozyten weder durch die
Zytokine HGF, KGF und GM-CSF, noch durch die Kokultiviegumit c-juri" Fibroblasten
beeinflul3t wurde (Abb. 18).
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Abbildung 17: Vergleichende Darstellung der in den Array -Analysen und in der

gPCR ermittelten mRNA-Expressionsprofile ausgewahlt  er Zielgene von HGF und
KGF

Die Arraydaten der ausgewéhlten Zielgene von HGF und KGF wurden den Daten aus der
semiguantitativen ,realtime’ PCR gegenibergestellt. Dabei wurde sowohl die mRNA-
Expression in den Versuchen A und B (A-E) als auch deren Mittelwerte (F-J) verglichen.
Die relativen mRNA-Expressionswerte dieser Gene wurden in Bezug zu den Mel3werten
der mRNA-Synthese in den ““""Keratinozyten (Referenzwerte) ermittelt.

— Schwellenwert ,aussagekraftiger' mMRNA-Syntheseanderungen (ab +1,3facher Regulation)
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Abbildung 18: Vergleichende Darstellung der in den Array -Analysen und in der

gPCR ermittelten mRNA-Expressionsprofile nicht regu lierter Kontrollgene

Die Arraydaten der nicht regulierten Kontrollgene Involucrin und Calreticulin wurden den
Daten aus der semiquantitativen ,realtime' PCR gegenubergestellt. Dabei wurde sowohl
die mRNA-Expression in den Versuchen A und B (A-E) als auch deren Mittelwerte (F-J)
verglichen. Die relativen mRNA-Expressionswerte dieser Gene wurden in Bezug zu den
MeRwerten der mMRNA-Synthese in den “""Keratinozyten (Referenzwerte) ermittelt.

— Schwellenwert ,aussagekraftiger' mMRNA-Syntheseanderungen (ab +1,3facher Regulation)
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4.5  Analyse der Proteinexpression von uPAR und CTGF im Weste Immunoblot

Die in der GeneChifi Expression ArrayAnalyse ermittelten mRNA-Expressionsprofile
konnten am Beispiel von FRAL, CTGF, FNAFIP3, uPAR, Kt@plucrin und Calreticulin in
einem unabhéngigen Verfahren (semiquantitatigaltiimeé PCR) bestatigt werden. Im nach-
sten Schritt wurde Uberprift, ob sich die quantitativertetdchiede der mRNA-Synthese
auch in den Proteinprodukten widerspiegeln. Dazu wurde die Preteganwvon uPAR (50
kDa) und CTGF (38 kDa) untersucht, da die mRNA-Expressiorid{@sne mit Abstand am
starksten durch HGF im Vergleich zu KGF und GM-CSF induzierde. Dafiur wurden Ge-
samt-Proteinextrakte aus dem Versuchansatz B {Ggeratinozyten““"Keratinozyten und
CM-CSFKeratinozyten jeweils sechs Stunden nach Zytokinbdhagdm Western Immunoblot
analysiert. Als Kontrolle dienten die Gesamt-Praggirakte aus dem Versuchansatz B von
“Keratinozyten und’"Keratinozyten.

Da die Gesamt-Proteinextrakte der Keratinozyten jedoch aucleiReoaus den kokultivier-
ten murinen Fibroblasten enthielten, wurde die Kreuzreaktides anti-humanen uPAR-
Antikorpers getestet. Daflr wurde eine Immunhistochemie aaffihschnitten muriner
Wunden (vier, sechs und acht Tage nach Verwundung) duigigéhbb. 19). Wahrend die
Positivkontrolle (humanes HCC) eine deutliche und posikéebung der infiltrierenden,
immunkompetenten Zellen aufwies, war in den murinen Gesehnitten keine zellulare
Farbung zu erkennen. Somit wurde eine gute Artspezifitdt astgshumanen uPAR-
Antikorpers belegt. Im Gegensatz dazu war ein vergleienddachweis der Artspezifitat
des murinen anti-humanen CTGF-Antikorpers nicht moglichndder Immunhistochemie,
aber auch im Western Immunoblot, durch den anti-murineaitawtikérper unspezifische
Kreuzreaktionen auftreten. Allerdings konnten die CTGE&zgzchen Banden im Western
Immunoblot trotz unspezifischer Reaktionsprodukte des zwAintikorpers im Bereich des
Molekulargewichtes von CTGF (38 kDa) identifiziert werden.
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Abbildung 19: Nachweis der Artspezifitdt des anti  -humanen uPAR -Antikorpers
Immunhistochemische Farbung gegen humanes uPAR (rotbraune Farbreaktion durch DAB
Peroxidase Substratlosung) der Positivkontrolle (humanes HCC, A) und muriner Wunden
vier Tage (B) und sechs Tage (C) nach Verwundung

In dem anschliel3end durchgefiihrten Western Immunobloté&aha Induktion der Protein-
biosynthese von uPAR durch HGF und KGF bestéatigt werden. (). Dabei war die
Induktion der uPAR-Proteinexpression analog zu der uPAR-mR}AR8se durch HGF
deutlich starker ausgepragt. Somit konnte belegt werden, @aRndliktion der uPAR-
MRNA-Expression durch HGF und KGF sechs Stunden nach Afphkder Zytokine auch

zu einer Erhéhung der uPAR-Proteinkonzentration fiihrte (20A.und B).

Die geringste Proteinkonzentration von uPAR wurde trotz dereBion endogener Zytokine
durch wildtyp Fibroblasten bei defiKeratinozyten nachgewiesen (Abb. 20A). Hierdurch
bestétigte sich die in den Array-Analysen und in derigeamtitativen realtimeé PCR ermit-
telte Reduktion der uPAR-mRNA-Synthese in d&Keratinozyten auch auf Proteinebene
(Abb. 20B).

Dagegen lag im Versuchsansatz B weder hinsichtlich der AmR¥pression noch der Prote-
inexpression eine GM-CSF-bedingte Induktion von uPAR vdab(AR0A und B).

Die Proteinbiosynthese von CTGF veranderte sich in deakinppehandelten Kokulturen im
Vergleich zu den unbehandelten Kokulturen nur geringfugig (Abb).28d&mit liel3 sich die
HGF-bedingte Induktion der CTGF-mRNA-Expression von 90 Riog&rray-Analyse) bis

518 Prozent (semiquantitativeealtime PCR) auf Proteinebene nicht verifizieren.
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Abbildung 20: Vergleichende Darstellung der Protein - und mRNA -Expression von

uPAR und CTGF

Priméare Keratinozyten in Kokultur mit c-jun”Fibroblasten wurden drei (fiir die Isolierung der
Gesamt-RNA) und sechs Stunden (fur die Isolierung der Gesamt-Proteine) mit HGF, KGF
und GM-CSF [jeweils 10 ng/ml] behandelt (Versuchsansatz B). Als Kontrollen wurden unbe-
handelte primare Keratinozyten in Kokultur mit wildtyp Fibroblasten als auch mit c-jun™
Fibroblasten eingesetzt. AnschlieRend wurde die Proteinexpression von uPAR (50 kDa) und
CTGF (38 kDa) im Western Immunoblot mit anti-humanen Antikérpern gegen uPAR und
CTGF nachgewiesen, wobei Aktin als Ladekontrolle diente (A). Die relative mRNA-
Expression beider Gene aus dem Versuchsansatz B, aus welchem auch die Gesamt-
Proteinextrakte fir die Western Immunoblot-Analysen stammten, wurden durch semiquanti-
tative ,realtime’ PCR und Array-Analysen ermittelt (B).
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4.6 Einfluld von uPAR auf die zytokinabhangige Migration von Keratinoyten

Um funktionelle Konsequenzen der HGF-bedingten Induktion dé&RuProteinbiosynthese
zu untersuchen, wurde der Einflul3 von uPAR auf die Migrat@mKeratinozyten tberpruft.
Dafur wurde ein scratch test mit immortalisierten Zellen (humane HaCaT Zelhig)
durchgefuhrt. Zur Etablierung des Migrationstest wurde zunactstsucht, ob die Expressi-
on des uPA-Rezeptors (UPAR) als auch seines Liganden uPA iHaleaT Zellen zytoki-
nabhéngig reguliert wird. Daftr wurde die mRNA- und die Rneteression von uPAR und
uPA in HaCaT Zellen sowohl nach HGF-, KGF- und GM-CSF&eltung [jeweils 10
ng/ml], als auch ohne Zytokinstimulierung quantifiziént Anlehnung an die Vorexerimente
mit primaren Keratinozyten (siehe Punkt 4.2), wurde di®NA-Synthese von uPAR und von
uPA auch in den HaCaT Zellen drei Stunden nach Zytokinsenwng und die Expression

der Proteine sechs Stunden nach Zytokinstimulierung aeglys

4.6.1 Nachweis der Expression von uPAR und seinem LigandaeRA in HaCaT Zellen

Die uPAR- und uPA-mRNA-Expression in der HaCaT Zell-Liwigrde mittels semiquantita-
tiver ,realtimé PCR untersucht (Abb. 21). Dabei dienten unbehandellerzals Referenz.

MRNA- Expression von uPAR und uPA in HaCaT Zellen
200 T O uPAR mRNA
- B uPA mRNA
o
3 =
o _5 150
S @
£ £ 100
= X
2 0
S5 S 50
=z

Oz
3 E

0

unbehandelt HGF KGF GM-CSF

Abb. 21: Relative Quantifizierung der uPAR - und uPA -mRNA-Expression in HaCaT
Zellen nach Behandlung mit HGF, KGF und GM-CSF

Die relative mRNA-Expression von uPAR und uPA wurde in unbehandelten HaCaT Zellen
und in HaCaT Zellen drei Stunden nach HGF-, KGF- und GM-CSF-Behandlung [jeweils 10
ng/ml] in der semiquantitativen ,realtime’ PCR ermittelt. Dabei dienten Mel3werte der
MRNA-Expression in den unbehandelten HaCaT Zellen als Referenz.
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Wahrend die relative uPAR-mRNA-Synthese in HaCaTefetlrei Stunden nach HGF Sti-
mulierung um 70 Prozent anstieg, veranderte sich dativeluP AR-mRNA-Expression nach
Behandlung mit KGF oder mit GM-CSF unbedeutend. DieivelahRNA-Synthese von uPA
nahm nach einer dreistiindigen HGF-Stimulierung sogar unr@ef zu, wogegen die Be-
handlungen mit KGF oder GM-CSF ebenfalls keinen weiséeth Einflul3 zeigten.

Die Proteinexpression von uPAR (50 kDa) und uPA (54 kDa) wurdait HGF-, KGF-
oder GM-CSF-behandelten HaCaT Zellen im Western Iminlohov/erfahren tberpruft.
Dabei konnte bestatigt werden, dald HGF sowohl die uPAR- aaich die uPA-
Proteinexpression in HaCaT Zellen induzierte (Abb. 22). Dagegdae sich die Behand-
lung mit KGF oder GM-CSF nicht auf die Proteinmenge aus.

Somit konnte sowohl auf Transkript- als auch auf Proteireleeme HGF-abhéngige Indu-
zierbarkeit von uPA und analog zu den primaren Keratimozgtich von uPAR nachgewie-
sen werden. Jedoch zeigten die HaCaT Zellen im Gegensalen primaren Keratinozyten
keine uPAR-Regulation in Abhangigkeit von KGF.

unbehandelt

HGF

KGF
GMCSF
unbehandelt
GMCSF

HGF
KGF

uPAR . 2 uPA

Aktin o P — B W s e e Aktin

Abbildung 22: Nachweis der Proteinexpression von uP AR und uPA in HaCaT Zellen

HaCaT Zellen wurden fir sechs Stunden ohne Zytokine (unbehandelte Kontrolle) als auch mit
HGF, KGF und GM-CSF [jeweils 10 ng/ml] kultiviert. Anschlie3end wurde die Proteinexpres-
sion von uPAR (50 kDa) und uPA (54 kDa) im Western Immunoblot mit anti-humanem Anti-
korper gegen uPAR und uPA nachgewiesen, wobei Aktin als Ladekontrolle diente.
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4.6.2 Auswirkung der Neutralisierung von uPAR auf die Migraton von HaCaT Zellen

Nachdem bestétigt werden konnte, dal3 die ProteinbiosyntbesgPAR und uPA in HaCaT
Zellen durch HGF induzierbar war, wurde die Funktion der HHEARression in Bezug auf
die Migration untersucht. Dafur wurde ein Migrationstestratch tesy mit Mitomycin C
behandelten HaCaT Zellen durchgefuhrt. Mitomycin Ceist Zytostatikum, welches den
Aufbau des Spindelapparates und damit die mitotische Zefiteverhindert. In einem Vor-
versuch wurde eine bis 85 prozentige Inhibierung der Proliferatlizch eine dreistiindige
Behandlung von HaCaT Zellen mit Mitomycin C [5 pg/méichgewiesen (Abb. 23).

Fur die Untersuchung der Auswirkung von uPAR auf die zgioluzierte Migration von

Proliferation von HaCaT Zellen

100

1. Versuch
O2. Versuch

~
(&3]

N
(&)

Im BrdU -Elisa ermittelte
Proliferationsrate [%]
[éa]

o

—

ohne Mitomycin C mit Mitomycin C

o

Abbild ung 23: Proliferation von HaCaT Zellen nach Mitomyc  in C-Behandlung

HaCaT Zellen wurden mit einem Prozent FCS kultiviert und in zwei parallelen Ansétzen
(Versuch 1 und 2) fur drei Stunden mit Mitomycin C [5 pg/ml] behandelt. 24 Stunden spéater
wurde die Proliferationsrate in einem BrdU-Elisa gemessen.

Keratinozyten wurden HaCaT Zellen nach den ausgetedetdingungen (ein Prozent FCS,
drei Stunden Mitomycin C-Behandlung) inkubiert. AnschlieRendde ein scratch® gesetzt
und die freigekratzte Flache digital photographiert (Abb. Bé&nach wurden die HaCaT Zel-
len mit HGF, KGF oder GM-CSF [je 10 ng/ml] stimulieMls Kontrolle dienten unbehandel-
te Zellen. Die Zellen wurden anschlie3end mit und ohnralesierendem uPAR-Antikorper
[1,2 pg/ml] behandelt. Die Migration der HaCaT Zellen ia dhbewachsenen Areale wurde
nach 18 Stunden abermals photographisch dokumentiert (Abb. 24).
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Die zellfreien Flachen zu Beginn des Versuchs (Stunde 0) ui@tutftlen spater, sowie das
jeweilige Verhaltnis zueinander wurde flr jeden Versuchsamsatzhnet. Um die relative
Migrationsrate der HaCaT Zellen zu ermitteln, dierd@nDaten der unbehandelten Zellen als
Referenz (Abb. 25A). Die relativen Werte wurden von ditireen Migrationsrate der unbe-
handelten Zellen bereinigt, da die Repopulation der fkedgeten Flache imscratch testbei
unbehandelten HaCaT Zellen auf die Restaktivitat deliféhation trotz der Mitomycin C-
Behandlung (ungeféahr 20 Prozent) zurickzufihren war.

Bei den ohne neutralisierenden uPAR-Antikdrper kultivierte@&la Zellen wurde die Mi-
gration signifikant durch HGF mit 1Rrozent im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle am
starksten induziert (Abb. 24A und B und Abb. 25). Auch die Redipul der freigekratzten
Flache nahm bei Behandlung mit KGF signifikant um 30 ProzentAbb. 24A und C und
Abb. 25). Durch die Antikdrper-vermittelte Neutralisieruagn uPAR konnte die HGF-
induzierte Migration signifikant um 48 Prozent (Abb. 24A und B é&bb. 25) reduziert wer-
den. Die Repopulation der freien Flache unter KGF-Beleng wurde durch die uPAR-
Inhibierung nicht signifikant vermindert (Abb. 24A und C und ABb). Die Behandlung mit
GM-CSF wirkte sich weder mit noch ohne neutralisieeendP AR-Antikdrper auf die Migra-
tion von HaCaT-Zellen aus (Abb. 24A und D und Abb. 25mB&onnte nachgewiesen wer-
den, dal3 uPAR an der HGF-induzierten Migration beteiligt is

A
unbehandelte Ko ntrolle Stunde 0 18 Stunden

ohne
neutralisierenden
Antikdrper gegen
uPAR

mit
neutralisierendem
Antikdrper gegen
uPAR
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B
HGF-Behandlung Stunde 0 18 Stunden

T Tl

ohne
neutralisierenden
Antikdrper gegen
uPAR

mit
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KGF-Behandlung Stunde 0 18 Stunden
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D
GM-CSF-Behandlung Stunde 0 18 Stunden

ohne
neutralisierenden
Antikdrper gegen
uPAR

mit
neutralisierendem
Antikdrper gegen
uPAR

Abbildung 24: Dokumentation des, scratch test * von HaCaT Zellen ohne und mit ne u-
tralisierendem uPAR-Antikorper

Die Proliferation von HaCaT Zellen wurde durch eine dreistindige Einwirkung von Mitomy-
cin C [5 pg/ml] weitgehend inhibiert. Danach wurden die Zellen ohne Zytokin (A), mit HGF
(B), mit KGF (C) und mit GM-CSF (B), sowie jeweils mit und ohne neutralisierendem Anti-

korper gegen uPAR [1,2 pg/ml] behandelt. Nachdem der ,scratch’ gesetzt wurde (Stunde 0),
erfolgte eine 18 stundige Inkubation.
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Abbildung 25: Einflu der uPAR -Neutralisierung auf die Migration von HaCaT Ze |-
len nach Stimulierung mit HGF, KGF und GM-CSF
Die Migration proliferationsinhibierter HaCaT Zellen wurde in einem ,scratch test’ mit und
ohne Zytokinstimulierung (HGF, KGF und GM-CSF [10 ng/ml]), sowie mit und ohne neu-
tralisierenden uPAR-Antikorper ([1,2 pg/ml]) analysiert. Die relative Migrationsaktivitat von
HaCaT Zellen nach 18 Stunden (Quotient aus zellfreier FlAche zu Beginn des Migration-
stests und der zellfreien Flache nach 18 Stunden) wurde von der basalen ,Restproliferati-
on' der nicht mit Zytokinen stimulierten Kontrollzellen bereinigt (A). Anhand der bereinig-
ten relativen Migrationsaktivitditen wurde die prozentuale Beteiligung von uPAR an der
HGF-, KGF-, und GM-CSF-induzierten Migration errechnet (B). Die Signifikanzen der
Unterschiede wurden mittels Student t-Test (p<0,05) ermittelt.
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4.7 Expression von uPAR im Verlauf der kutanen Wundheilung

Die an priméren und immortalisierten Keratinozyten geninin vitro Daten bezuglich der
HGF-abhangigen uPAR-Expression wurdervivo auf ihre Bedeutung fir die kutane Wund-
heilung analysiert. Daftir wurde sowohl die mRNA- als adighProteinsynthese von uPAR

in der kutanen Wundheilung der Maus untersucht.

4.7.1 Relative Quantifizierung der mMRNA-Expression von uPAR

Die mRNA-Expression von uPAR wurde in unverwundeter murineutHind in murinen
,full-thickness'Wunden (sechs Stunden, ein Tag, drei Tage, funf Tage undSialge nach
Verwundung) mittels semiquantitativerealtime PCR untersucht (Abb. 26). Die relativen
MRNA-Expressionswerte wurden dabei in Bezug auf den Tranglex@l in unverwundeter
Haut ermittelt.

Bereits sechs Stunden nach Wundsetzung zeigte sich eiffacfie Induktion der uPAR-
MRNA-Expression. Nach 24 Stunden stieg die mRNA-SyntlieseuPAR um einen Faktor
von 5.700 an. In der zwei Tage alten Wunde lag die IndukisamruPAR-mRNA-Expression
nur unwesentlich héher und fallt finf Tage nach Verwugdaunf das 1.900fache und sieben
Tage nach Verwundung auf das 400fache der mRNA-Synthesewumdeter Haut ab. Da-
mit stieg die uPAR-mRNA-Expression parallel zu der eettéh HGF-mRNA-Expression
(Abb. 7) schon in den ersten sechs Stunden der kutanen Wlundhen, erreichte am zwei-
ten Tag das Maximum der ermittelten mRNA-Synthesewenrtkefiel dann innerhalb von we-

nigen Tagen wieder ab.
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UuPAR-mRNA-Expression im Verlauf der
murinen Wundheilung

@ uPAR-MRNA-Expression
6000
=

4500 -

3000 -

1500 -
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

unverwundet 6 Stunden 1Tag 2Tage 5Tage 7Tage
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Abbildung 26: Nachweis der uPAR -mRNA-Expressi on in unverwundeter und verwu n-
deter muriner Haut

Die relative mRNA-Expression von uPAR wurde in unverwundeter Haut, sowie sechs Stun-
den, ein Tag, zwei, finf und sieben Tage nach Verletzung durch semiquantitative ,realtime’
PCR analysiert (B). Dabei dienten die MelRwerte der uPAR-mRNA-Expression in unverwun-
deter Haut als Referenz.

4.7.2 Lokalisation von uPAR im Verlauf der kutanen Wundheilurg

Mittels der semiquantitativerrealtime’ PCR konnte nachgewiesen werden, dafl} die mRNA-
Synthese von uPAR in den ersten Tagen der Wundheilungtsekrzunimmt. Dabei stimmt
die mMRNA-Expression von uPAR weitgehend mit der von HG&ré¢in. Um die Lokalisation
von uPAR innerhalb der verwundeten Haut auf Proteinebeneatysgéren, wurden Paraffin-
schnitte mit unverwundeter, muriner Haut und murinen Wunden imstachiemisch mit
einem Antikorper gegen murines uPAR gefarbt (Abb. 27). Dabeden die Wunden zu den
Zeitpunkten von vier, sechs, acht, zehn und sechzehn Tagkrveawundung untersucht.
Am vierten Tag der Wundheilung lag eine flachendeckende Esipregon uPAR in den ree-
pithelisierenden Keratinozyten denigration-tonguévor, und auch in Fibroblasten innerhalb
des Granulationsgewebes wurde uPAR stark exprimiert (RBA-E). Dagegen nahm die
UPAR-Expression sowohl in den Keratinozyten (Abb. 27B)aaish in den Fibroblasten
(Abb. 27B und C) im Randbereich der Wunde ab.

Sechs Tage nach der Wundsetzung wurde die uPAR-Expresditlrablasten des Granula-
tionsgewebes stark reduziert (Abb. 27F). Innerhalb der hyptguhen Epidermis war die

UPAR-Expression weiterhin hoch, allerdings nur in deriggdiend unverhornten, suprabasa-
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len Zellen (Abb. 27F-H). Im Vergleich dazu konnte uPAR in Basalen Keratinozyten nur
schwach und in den keratinisierten Zellen des Stratum lpiuma und corneum nicht mehr
nachgewiesen werden.

Am achten Tag des Wundheilungsverlaufs war die Epigedeutlich weniger hyperplastisch
und die Schicht der nicht uPAR exprimierenden, keratinesieKeratinozyten, als auch der
unverhornten, suprabasalen Zellen stark komprimiert (2Bbund J). In Letzteren lag immer
noch eine schwache uPAR-Expression vor. Im Gegensatz dadienaxpression von uPAR
in den basalen Keratinozyten nicht mehr nachzuweiseainigen Teilen des Granulations-
gewebes wurde uPAR von Fibroblasten noch schwach exprimiegegen die uPAR-
Expression hier am zehnten Tag der Wundheilung unterbumae(Abb. 27K und L). In der
Epidermis war das Protein noch bis zum 16. Tag nach Verwgnolachweisbar. Die Expres-
sion wurde jedoch mit abnehmender Hyperplasie von der Wutedmit den Wundrandern
geringer (Abb. 27M-0O).

In der Epidermis unverwundeter Haut (Abb. 27P) konnte keatel’r nachgewiesen werden,
allerdings wurde uPAR in der Haarfollikelzwiebel sowievaskularen Endothel der Subkutis
synthetisiert. Innerhalb der Dermis traten Farburgesh in vereinzelten Fibroblasten auf.
Somit konnte sowohl mittels semiquantitativexgltimeé PCR als auch immunhistochemisch
eine temporare uPAR-Expression wahrend der murinen Vilodg der Haut nachgewiesen
werden. Dabei wurde uPAR vor allem von den vitalen undiengmnden Keratinozyten ex-

primiert.
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Abbildung 27: Expression des uPA -Rezeptors in unverwundeter und verwundeter m  u-
riner Haut

Zur Lokalisation der uPAR-Expression im Verlauf der Wundheilung wurde unverwundete und
verwundete murine Haut immunhistochemisch mit einem Antikérper gegen murines uPAR
(rotbraune Farbreaktion durch DAB Peroxidase Substratldsung) geféarbt. Am Tag 4 der
Wundheilung (A-E) liegt eine ausgepragte uPAR-Expression in Keratinozyten der ,migration
tongue’ (D) und der hyperplastischen Epidermis (A, E), sowie in den Fibroblasten des Granu-
lationsgewebes (D) vor. Dagegen nimmt die uPAR-Synthese am Wundrand in Keratinozyten
(B) und in dermalen Fibroblasten (C) ab. Am 6.Tag der Wundheilung (F-H) wird uPAR in
nicht keratinisierten, suprabasalen Keratinozyten und innerhalb einiger Areale des Granulati-
onsgewebes exprimiert. An den Tagen 8 (I-J) und 10 (K-L) der Wundheilung finden sich Re-
ste der uPAR-Expression in nicht keratinisierten, suprabasalen Keratinozyten. Dagegen wird
uPAR innerhalb des Granulationsgewebes nicht mehr synthetisiert. Am 16.Tag der Wundhei-
lung (M-O) ist die uUPAR-Synthese nur noch in der hyperplastischen Epidermis der Wundmit-
te nachzuweisen. In der unverwundeten Haut (P) wird uPAR in der Haarfollikelzwiebel und in
vaskuldren Endothelien exprimiert (Pfeile), nicht dagegen in Keratinozyten oder Fibroblasten.

d = Dermis f = Haarfollikel

e = Epidermis he = hyperplastische Epidermis
en = vaskulares Endothel m = ,migration tongue'

g = Granulationsgewebe z = Haarfollikelzwiebel

Gs = Glandulae sebaceae (Talgdriise)
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5 Diskussion

In der kutanen Wundheilung Gben Wachstumsfaktoren wie ,H&+ und GM-CSF ver-
gleichbare, aber auch spezifische Einflisse auf die lungt von Keratinozyten aus (Wer-
ner et al., 2003). Obwohl diese Zytokine in der Therape Wundheilungsstérungen an Be-
deutung gewinnen (Groves et al., 2000, Nayeri et al., 2002, 200 @mukeller et al., 2004),
sind ihre spezifischen Wirkungen und die zugrunde liegendelekularen Mechanismen
bislang kaum verstanden. Daher wurden in dieser Arieidswirkungen von HGF im Ver-
gleich zu KGF und GM-CSF auf die Genexpression vorat@zyten erstmalig in einem
realitdtsnahen Kokultur-wundheilungsmodell aus primarenaimem Keratinozyten und c-jun

defizienten murinen Fibroblasten untersucht.

5.1 MET- und HGF-Expression in der kutanen Wundheilung

Zunachst wurde die Expression von MET in Keratinozytéirend der Wundheilung im-
munhistochemisch bestéatigt, wobei die Verbreitung degfRers innerhalb demigration
tongué und der hyperplastischen Epidermis am vierten Tag naclet¢eng am starksten
ausgepragt vorliegt. Die Expressionssteigerung des Rezaptdes Keratinozyten wahrend
der frihen Phase der Wundheilung ist bereits publizieshewder Zeitpunkt der hochsten
Expression 24 Stunden vor dem hier untersuchten viertendagirf et al., 2001) bzw. in
dem Zeitraum von zwei bis vier Tagen nach Verletzung (Maskt al., 2003) beschrieben
wird. Im Gegensatz zu der Expression des MET-Rezeptors wer@rdteinbiosynthese von
HGF wahrend der Wundheilung kontrovers diskutiert. @iehiste HGF-Expression in Ratten
wird am siebten Tag, in Mausen aber am zweiten Tag dendudd/undheilung gezeigt (Co-
win et al., 2001, Yoshida et al., 2003). Die hier beschriethddaten bestatigen das mRNA
Expressionsmaximum von HGF am zweiten Tag der murinendWailung, weisen aber auch
am siebten Tag eine erneute Steigerung der HGF-Expresaamn Die Diskrepanzen der
MET-Expressionsdaten kénnen einerseits auf artspezifisoterd¢hiede zwischen Ratte und
Maus zurtickzufihren sein. Andererseits missen sich diegaben nicht zwingend wider-
sprechen, zumal nach den hier generierten Daten die B@fegSion am funften Tag nach
Verletzung zwischenzeitlich reduziert ist. Es ist méiglidal? die HGF-Expression bis zum
zweiten Tag der Wundheilung stark ansteigt, am dritten TagMimdheilung, welches der
friheste Zeitpunkt ist, zu dem die Expression von HGF iirkd&nen Wundheilung der Ratte
gemessen wurde (Cowin et al., 2003), vermutlich wieder redwziet und am siebten Tag
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der Wundheilung erneut zunimmt. Diese erneute Induktion d&F-Bxpression korreliert
zeitlich mit einer vermehrten VEGF-Expression und dekr&&eerung von Endothelzellen in
das Granulationsgewebe, wobei HGF die Synthese vonFvia&eratinozyten stimuliert
(Toyoda et al., 2001).

Demzufolge wird sowohl der MET-Rezeptor als auch sein ldgdGF, insbesondere wah-
rend der frihen Phase der Wundheilung, verstarkt exgntinbomit ist eine Beteiligung der
HGF/MET-Interaktion in der kutanen Wundheilung anzunehragmsprechende Auswirkun-
gen von HGF auf den Wundheilungsprozel3 wurden bereitsrgthiedenen Tiermodellen
untersucht (Toyoda et al., 2001, Nakanashi et al., 2002, Yoshidh, €003, siehe Punkt
1.3.9). Dabei wurden die HGF-spezifischen molekularerkiigsvorgéange in Keratinozyten
bisher jedoch nicht analysiert. Um den direkten Einflul3 M@+ auf das Expressionsmuster
von Keratinozyten in Abgrenzung zu den Effekten der ebsnfalndheilungsrelevanten Zy-
tokine KGF und GM-CSF zu untersuchen, wurde die heterqlegeler-layer Kokultur aus
humanen priméren Keratinozyten und murinen c?juibroblasten als Wundheilungsmodell

etabliert.

5.2  Zytokinbedingte Effekte in der heterologenfeeder-layer‘Kokultur

In derkutanen Wundheilung wird VEGF durch HGF und MMP10 durch K@fiziert (Mad-
lener et al., 1996, Toyoda et al., 2001). Die Induktion befielgene durch die jeweiligen
Zytokine wurde auch in den primaren Keratinozyten der hieggea feeder-layer Kokultur
nachgewiesen, so dall dessen Eignung als Wundheilungsnidi@els-Szabowski et al.,
2001) bestatigt werden konnte.

Die Expression von KGF und GM-CSF in Fibroblasten wahmer Wundheilung ist AP-1-
abhangig und wird durch eine IL-1-vermittelte parakrine Ihigya zwischen Keratinozyten
und Fibroblasten gesteuert (Szabowski et al., 2000). Zur &taidj der heterologeffeeder-
layer* Kokultur als Wundheilungsmodell wurde nachgewiesen, dafjun-defizienten muri-
nen Fibroblasten nicht nur die Expression der AP-1-regeiieZytokine KGF und GM-CSF
(Szabowski et al., 2000), sondern auch die Expression vdndtiek reduziert ist. Dies weist
darauf hin, dal’3 die Induktion von HGF in Fibroblasten ebenalis AP-1 abhangig sein
kénnte. Auch die Induktion von HGF unterliegt einem parekriRegelkreis zwischen Fibro-
blasten und Keratinozyten (Gron et al., 2002). Ob digskrch IL-1-abhangig ist, war nicht
Gegenstand der vorliegenden Arbeit und mufl3 durch weiteredunteingen geklart werden.
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Nachdem die Synthese von endogenem HGF in der hetenolfegpeler-layer Kokultur mit
c-jun’” Fibroblasten ausgeschlossen werden konnte, wurden die Ausgém von HGF im
Vergleich zu KGF und GM-CSF auf die Morphologie vompgiren Keratinozyten analysiert.
Die primaren Keratinozyten-Kolonien weisen sowohl ibh&ngigkeit des Genotyps der ko-
kultivierten Fibroblasten (wildtyp oder c-jii als auch in Abhéngigkeit von der jeweiligen
Zytokinbehandlung (mit HGF, KGF oder GM-CSF) typischephologische Veranderungen
auf. Die“™""Keratinozyten bilden verkleinerte Kolonien aus vorwie&aratinisierten Zel-
len, weil ihre Proliferation im Vergleich zu détKeratinozyten durch die verminderte Zyto-
kinsynthese der c-jthibrobIasten stark reduziert ist (Angel et al., 2002). Dagegehdie
Proliferation durch Stimulierung mit KGF, GM-CSF und meitlich auch HGF so stark indu-
ziert, daR die KoloniegroRe d€Keratinozyten wieder erreicht wird (Angel et al., 2002). Im
Gegensatz zu den mit HGF und GM-CSF behandelten KergtéreKolonien bilden die
Kolonierander nach Stimulierung mit KGF eine weitgehemade Kontur, aufRer bei Kon-
fluenz von Kolonien mit mehr als einem Proliferationshd®ies steht wahrscheinlich in Ver-
bindung mit der primér mitogenen Wirkung von KGF auf Keatyten, wogegen HGF zu-
satzlich die Migration fordert (Zeigler et al., 1996aM®&SF aktiviert ebenfalls die Prolife-
ration in Keratinozyten (Breuhahn et al., 2000, Mann et2@01). Eine migrationsfordernde
Wirkung von GM-CSF wurde bislang zwar nicht fur primare Kacsyten, aber fir vaskula-
re Endothelzellen (Werner et al., 2003) und immortalisiekeratinozyten (HaCaT Zellen,
Muller et al., 1999) publiziert. Daher beruht die Asymneetler Keratinozyten-Kolonien
nach HGF- und GM-CSF-Behandlung vermutlich auf einerrabagischen Wirkung dieser
Zytokine, die bei GM-CSF allerdings im Vergleich zu Hgd#tinger ausfallt.

5.3  Zielgenanalysen

5.3.1 Validitat der ermittelten mRNA-Expressionsuntersciede

An dem Kokulturmodell wurden die Auswirkungen der Stimulgyumit HGF im Vergleich
zu KGF und GM-CSF auf das Expressionsmuster von priméeeatinozyten auf Transkript-
und Proteinebene untersucht. Die dabei ermittelten mENgessionsregulationen der be-
kannten Zielgene (VEGF, MMP10 und IL-18) und der neu identifeeZielgene in Kerati-
nozyten sind jedoch sowohl in der semiquantitativealtime’ PCR als auch in den Array-
Analysen schwach ausgepragt (Abb. 12, 15 und 17). Hierfur gibtedrere Erklarungsmog-

lichkeiten. Zunéachst teilen sich die analysiertermgren Keratinozyten in Bezug auf den
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Differenzierungsgrad in unterschiedliche Populationeral@jitproliferierende Keratinozyten
einerseits und terminal differenzierende Keratinozyeamdererseits) mit abweichender
MRNA-Expression auf. Infolgedessen entsteht ein Verdunedfe§s wodurch die Hohe der
zytokinbedingten Expressionsdnderungen mdglicherweise inmmestn Teilpopulationen
durch die eventuell fehlende Reaktivitdt der Restpopulaticeduziert wird.

Weiterhin wird sowohl fur HGF als auch fir KGF in der Lateir beschrieben, daf3 diese Zy-
tokine die Expression ihrer eigenen Rezeptoren induzi€édambarotta et al., 1996, Seol et
al., 2000, Planz et al., 2001). Da die primaren Keratinozgtech die Kokultur mit c-jufi
Fibroblasten vor den Stimulierungsversuchen nur mihimé diesen Wachstumsfaktoren
versorgt wurden, ist eine reduzierte Expression ihrer jRemn wahrscheinlich. Bei einer
einmaligen Zytokinstimulierung kénnte somit kurzfristig durdie verminderte Bioverfug-
barkeit der Rezeptoren nur eine geringere Aktivierung der entggmden Signalwege erfol-
gen.

AuBerdem hangt die Regulation von Genen initlervo Situation nicht nur von einem einzi-
gen Wachstumsfaktor wie in dem vereinfachten Wundheilungsinaiel den c-juri”
Fibroblasten ab, sondern von einem komplexen Zusammenspséehiedener Zytokine, wo-
durch ihre Effekte potenziert werden kénnen (Werner eR@03). Deshalb sind Genregula-
tionen, die durch mehrere Wachstumsfaktoren beeinflul3t wemB.: die Expression von
HGF in derin vivo Wundheilungssituation, Abb. 7B), bedeutend starker ausgepudch die
Expressionsmuster verschiedener Zelltypen weisen exttamerschiede auf (Wilgenbus et
al., 1999, Wasenius et al., 2003).

Dagegen wurde in dieser Arbeit nicht nur eine einmalige Bbag mit jeweils einem ein-
zigen Zytokin durchgefihrt, sondern die Genexpressionaen zusétzlich zu einem sehr
frihen Zeitpunkt (drei Stunden) nach der Zytokinstimulierund in nur einem Zelltyp (pri-
mare Keratinozyten) analysiert. In der Literaturdbegbene Genregulationen von Zielgenen
bei vergleichbaren Stimulierungsbedingungen fallen eberfaiing und dennoch valide aus
(Gille et al., 1998, Gerritsen et al., 2003, Yao et al., 2004).

Die Verla3lichkeit der generierten Daten wird durch dieswertung der Doppelversuche A
und B abgesichert, wobei die mittlere GenregulationldseVersuche sowohl ausschlagge-
bend fur die ldentifikation (Array-Analysen) als auch fie Werifikation (semiquantitative
,realtime’ PCR) der Zielgenregulationen ist. Allerdings ist dimigelte Anzahl der in beiden



Diskussion 83

Versuchen A und B gleichzeitig regulierten Zielgene wW®F, KGF und GM-CSF gering
(Tab. 3B). Insbesondere von GM-CSF liegen wenige gemeanzaeigene aus den Versu-
chen A und B vor, weil bereits in Versuch B die Anzahl delgene sehr gering ausfallt
(Tab. 3A und B). Dies kann daran liegen, daf3 sich die G@%-Behandlung erst nach sechs
Stunden mal3geblich auf die Genregulation in primarentikemyten auswirkt, wie im Vor-
versuch fir IL-18 gezeigt werden konnte (Abb.12). Dal3 aucBchaittmengen der Zielgene
von HGF und KGF aus den Versuch A und B gering ausfallen, kamwesentlichen zwei
Ursachen haben. Einerseits deutet dies auf eine erl&@mstivitat der mRNA-Expression
von priméren Keratinozyten in Kokultur mit c-jirFibroblasten gegentiiber duRReren Faktoren
(Zellkultur- und Isolierungsbedingungen) hin. Die erhdhtesitat der primaren Keratino-
zyten beruht auf dem Verlust eines gesamten ,Zytokinse¢slingt durch den c-jun-
,knockoutin den Fibroblasten (Angel et al., 2002), da die prim&teratinozyten von para-
krinen Interaktionen mitfeeder-Zellen abhadngen. Damit ist nicht auszuschlie3en, dal ei
Teil der nur in einem der beiden Versuche identifizieBEmregulationen nicht durch die
jeweilige Zytokinstimulierung, sondern durch andere duBerBul3faktoren verursacht wird.
Andererseits konnen Gene aber auch in einem der beiden Veduwrchedie eingeschrankte
Sensitivitat der GeneChifj Expression Arraystrotz einer Expressionsveranderung als nicht
reguliert (=falsch negative Ergebnisse) erscheinen. liralsgative Ergebnisse sind eine nicht
seltene Beobachtung bei Array-Auswertungen (Delongchangd.,e2004) und treten hier
nachweislich bei den Arraydaten von VEGF auf (Tab. @@nn obwohl in den Array-
Analysen die Regulation von VEGF weder durch HGF nochhdHiGF delektiert wird, ist
sie sowohl in der Literatur beschrieben (Gille et 98, Koyama et al., 2002) als auch im
Rahmen dieser Arbeit in den Vorversuchen mittels semigagawver realtime’ PCR bestatigt
worden (Abb. 12). Zuséatzlich erhoht sich die Wahrschehikkit von falsch negativen Ergeb-
nissen, weil die hier ermittelten Genregulationen ausdigkutierten Griinden schwach aus-
fallen. Weiterhin stammt ein Teil der analysierten GedaA Isolate der heterologefee-
derlayer’ Kokultur von kokultivierten Fibroblasten. Obwohl die Fiblasten mRNA nicht
auf den artspezifischetduman Genome U133A 2.0 Arraysybridisiert, wirkt sie als Ver-
dunnungsfaktor und kann somit zu falsch negativen Ergebnissem.fideshalb ist auf der
Basis von Daten defGeneChify Expression ArrayAnalysen nur eine Positiv-Aussage Uiber

die mMRNA-Expressionsregulationen von Genen moglich.



Diskussion 84

Somit ermoglicht der Array eine Vorselektion potentiedluzierter bzw. reduzierter Gene,
wodurch in dieser Arbeit spezifisch und gemeinsam regulieigene der Zytokine HGF,
KGF und GM-CSF in primaren Keratinozyten identifizietrden konnten. Da die Regulati-
on dieser Gene bereits drei Stunden nach der Zytokinappfikaachgewiesen wurde, han-
delt es sich hierbei mutmalflich um direkte Zielgene, dielddie jeweiligen Zytokine ohne
einen zwischengeschalteten autokrinen oder parakrinenkreigedktiviert werden kdnnen
(,immediate early regulated genes

5.3.2 Bestatigung der zytokinabhangigen Zielgenregulationen

Von den mittels Array-Analyseidentifizierten Zielgenen wurde exemplarisch eine Ausvvam
HGF-abhangig regulierten Zielgenen (FRA1, CTGF, TNFAIPBAR und K10) getroffen,
welche einer Vielfalt an Proteinfamilien angehdren. 8SdKil0 ein Strukturprotein (Moll et
al., 1982), CTGF ein Wachstumsfaktor (Bradham et al., 199 UBAR ein in der Zellmem-
bran verankertes Rezeptormolekil (Ploug et al.,, 1991). FR&llacin-zipper Protein
(Matsui et al., 1990) und TNFAIP als Zink Finger Protein (@pipt al., 1990) zahlen zu den
DNA-bindenden Proteinen.

Die zytokininduzierten Regulationen dieser durch HGF regaheGene wie auch der in der
Literatur publizierten Zielgene von HGF, KGF und GM-C&mnten in der semiquantitati-
ven realtimé PCR bestatigt werden. Dabei wurde die fir das Respirsgpithel beschriebe-
ne Induktion des Angiogenesefaktors VEGF durch KGF (Koyatned. ,e2002) erstmalig in
Keratinozyten nachgewiesen. In der Regel fielen die igB€R gemessenen Expressionsre-
gulationen hoher aus als in den Array-Analysen. Aufdrdieser hoheren Sensitivitat der
gPCR wurden hier auch schwache Regulationen der mRNA-&Sipredargestellt, die in den
,GeneChif§ Expression ArrayAnalysen nicht als ,aussagekraftig' erscheinen.

Zusatzlich konnten auch die mRNA-Expressionsprofile vorollrorin, einem Differenzie-
rungsmarker flr suprabasale Keratinozyten (Banks-Schlegdl, €t981) und Calreticulin,
einem mit p53 interagierenden Protein des EndoplasmeatisBletikulums (Mesaeli et al.,
2004), als nicht reguliert verifiziert werden. Durch digoReluktion sowohl der zytokinab-
hangigen mRNA-Expressionsregulationen als auch der koestatRNA-Synthese der nicht

regulierten Gene konnte die Validitat des gewahlten Versudbaus bestatigt werden.

Im Western Immunoblot wurde die zytokinvermittelte Induktaer Proteinbiosynthese bei-
spielhaft bei den vergleichsweise stark regulierten GE&EAF und uPAR Uberprift. Wah-
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rend die ermittelten mRNA-Expressionsregulationen voARIRiIndeutig auf Proteinebene
verifiziert wurden, konnte nach keiner der Zytokinbehandlargja eindeutiger Unterschied
in der Konzentration von zellularem CTGF Protein festgj werden. Somit konnte weder
die starke Induktion der mRNA-Synthese durch HGF nocmdiein der semiquantitativen
,realtimé PCR ermittelten schwachen Induktionen durch KGF und G3f~@uf Proteinebe-
ne bestatigt werden. Dies kdnnte einerseits darauf eeyaald CTGF ein sezernierter Wach-
stumsfaktor ist, der sich deshalb im Zytoplasma auchnoeiktion nicht mef3bar anreichert.
Andererseits kann sich die auf Transkript-Ebene festifjestenduktion aufgrund von
posttranskriptionalen Regulationsmechansimen auch einfextit mel3bar auf die Protein-
menge auswirken, wie fir viele andere Genprodukte beschriElmemi et al., 2002, Sivko et
al., 2004).

Im Fall von uPAR konnte bestatigt werden, daf sich sowehH&F- als auch die KGF-
abhangige Induktion der mRNA-Expression auf die Proteinsgetlauswirken. Somit wurde
erstmalig eine starke Induktion von uPAR durch HGF und ei@@ige Induktion von uPAR
durch KGF in primaren Keratinozyten auf Transkript- und Rneteene nachgewiesen. Die
nur in der semiquantitativenealtime PCR gemessene, schwache Induktion von uPAR durch
GM-CSF konnte auf Proteinebene nicht verifiziert werdemmiSwurde nachgewiesen, daf3
die uPAR Proteinbiosynthese in primaren Keratinozyten \Wesdheilungsmodells durch
HGF und KGF induziert wird, was die Grundlage fur eine mebgl funktionelle Relevanz ist.

5.3.3 Funktionelle Aspekte der zytokinabhangigen Zielgenregation

Neben der auf Proteinebene bestatigten Induktion von uPARasrtd die nur auf mRNA-
Expressionsebene nachgewiesenen Regulationen von FRARBIFBI und K10 hinsichtlich
ihrer potentiellen, funktionellen Bedeutung fur die WundimgjlunteressantDiese identifi-
zierten und verifizierten Zielgene von HGF haben eibetieutenden Einfluld auf die Signal-
transduktion von Zellen, wodurch sie - unter der Vorauasgtzda? HGF auch die Protein-
menge dieser Gene reguliert — an der zentralen WirkundH@F auf zahlreiche, fur die ku-
tane Wundheilung essentielle, zellulare Prozesse Rvdiferation, Migration oder anti-
Apoptose beteiligt waren. So ist FRAL1 ein Transkriptionsfiakter AP-1 Familie, dessen
Aktivierung zu einer Erhéhung der Proliferation und Migmatia epithelialen Zellen fuhrt
(Tkach et al., 2003, Burch et al., 2004). Ein funktionellerafumenhang zwischen der HGF-
abhangigen Induktion von FRA1 und der HGF-abhangigen Putider wurde in der Litera-
tur bislang nur fur Schilddriisenzellen beschrieben (Delel,et39). Zusammen mit den
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hier generierten Daten legen diese publizierten Ergebness&chluld nahe, dal3 die prolifera-
tive und die migratorische Wirkung von HGF auf primarerd&€inozyten in der Wundhei-
lungssituation durch die Induktion von FRAL unterstitzt werde

Die Induktion der TNFAIP3-mRNA-Expression durch HGF und Klagfnte erstmalig in
dieser Arbeit in priméaren Keratinozyten in einem Wogidingsmodell nachgewiesen wer-
den. In vaskularen Endothelzellen schitzt das Zink Fingetein TNFAIP3 vor der TNF-,
Fas- und NFB-induzierten Apoptose (Daniel et al., 2004). Somit ist aimkfioneller Zu-
sammenhang in der Wundheilung zwischen der zytokinabhdngngleiktion von TNFAIP3
und der HGF- (Mildner et al., 2002) und der KGF-vermittelfgimes et al., 1996) anti-
Apoptose in Keratinozyten denkbar.

Keratin 10 wird von Keratinozyten der Epidermis exprntjisobald die Zellen im Zuge der
physiologischen Regeneration das Stratum basale verl@dsdiret al., 1982). In den Diffe-
renzierungsprozessen der hyperplastischen Epidermisemgilgter Wundheilung tritt die
K10-Expression in suprabasalen Zellen jedoch verzdgeriSenolg et al., 1993). Dabei be-
einflult KGF die K10-Expressiomdirekt, indem es die Proliferation der Keratinozyten sti-
muliert, wodurch es zu einer Akkumulation undifferengeguprabasaler Keratinozyten mit
verspateter K10-Expression kommt (Andreadis et al., 2001¢rdiigs konnte auch belegt
werden, dal3 KGF die K10-Expression in aktivierten Keratiten wahrend der Wundheilung
direkt reduziert (McGowan et al., 1998). In Ubereinstimmung davuitde in dieser Arbeit
nachgewiesen, dal3 die Keratin 10-mRNA-Expression in sugabdra Keratinozyten bereits
drei Stunden nach einer Stimulierung mit HGF, aber auciK@&F und GM-CSF verringert
vorliegt. Die KGF-bedingte Proliferation der Keratintey des Stratum basale hat zu diesem
frihen Zeitpunkt noch nicht eingesetzt und kann folglich keinewdtkung auf die K10-
Expression suprabasaler Zellen haben. Somit wurde ig¢stil die K10-Synthese in akti-
vierten Keratinozyten wahrend der Wundheilung durch HGKGF- oder GM-CSF-
Stimulierung aucldirekt inhibiert werden kann.

Daruber hinaus ist Keratin 10 zwar ein Differenzierungmavker postmitotischen, supraba-
salen Keratinozyten (Moll et al., 1982), Gbernimmt allegd (im Gegensatz zu dem nicht
durch HGF, KGF oder GM-CSF regulierten Involucrin) nicht die Funktion eines reinen
Strukturproteins. Neuere Daten weisen darauf hin, dal3 K10 aucpreiiferationshemmen-
de Wirkung auf die exprimierenden Keratinozyten selbatgfio et al., 2001) oder auf be-
nachbarte Keratinozyten (Reichelt et al., 2002) austbnitSait sich die Reduktion der
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K10-mRNA-Expression durch HGF, KGF und GM-CSF auch im Hakbduf die proliferati-
onsférdernde Wirkung dieser Zytokine im Kontext der Aktiey von Keratinozyten wah-

rend der Wundheilung erklaren.

Im Gegensatz zu FRAL, TNFAIP3 und K10 wurde die zytokinablg@nlyiduktion von u-
PAR nicht nur auf Transkript-, sondern auch auf Proteinebanbgewiesen. Dabei konnte
die Induktion der uPAR-Expression durch HGF und KGF in dié@sbeit erstmals in prima-
ren Keratinozyten bestétigt werden, wobei die HGF-abige Stimulierung der uPAR-
Synthese bereits in zahlreichen epithelialen Tumaadiekannt ist (Moriyama et al., 1999,
Fujiucchi et al., 2003). Der uPA-Rezeptor ist an Prozessemda@dheilung aber auch der
Metastasierung von Tumorzellen beteiligt, indem erfigration und Proliferation einerseits
von Keratinozyten, Fibroblasten, inmunkompetenten Aelled Endothelzellen und anderer-
seits von invasiv wachsenden Tumorzellen stimuliert l{&jo 2002). Dabei wirkt uPAR
durch verschiedene Mechanismen.

Zunachst stimuliert der in der Membran verankerte Rezadie Migration, indem er die De-
gradation extrazellularer Matrix erleichtert. Infolge deganden-Rezeptor Interaktion wird
uPA an der Zelloberflache konzentriert prasentiert,das Substrat Plasminogen durch die
Enzymtatigkeit von uPA sieben- bis zehnfach beschleunigtorimdiytischem Plasmin akti-
viert wird (Kramer et al., 1995). HGF und KGF steigern maaklich die uPA-Aktivitat in
Keratinozyten (Sato et al., 1995), was moglicherweidedau hier nachgewiesenen HGF-
oder KGF-abhangigen Induktion des uPA-Rezeptors beruht (Kratre., 1995). Anderer-
seits konnte die gesteigerte uPA-Aktivitat auf einer HGfer KGF-bedingten Induktion des
Liganden selbst beruhen, welche allerdings bislang negrschiedenen Tumorzellen (Shin et
al., 2002, Hall et al., 2004), jedoch nicht in primaren Keocatyten beschrieben wurde. Auch
die hier generierten Arraydaten weisen im Gegensatz zu ul#R auf eine Induktion des
Liganden uPA in den primaren Keratinozyten durch HGFFK@er GM-CSF hin, wogegen
in den immortalisierten HaCaT-Zellen (Derivate eindattPnepithelkarzinoms) eine HGF-
abhangige Induktion sowohl der uPA-mRNA-Expression als adeh uPA-Proteinbio-
synthese nachgewiesen wurde.

Interessanter Weise aktiviert uPA nicht nur Plasminogendern auch HGF (Naldini et al.,
1995), so dal’ durch die Liganden-Rezeptor-Interaktion mit dembmanstandigen uPAR
hdchstwahrscheinlich neben Plasmin auch aktiviertes HGfernZelloberflache konzentriert
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wird. Somit kobnnte uPAR nicht nur die Aktivierung des HGF/M&ignaltransduktions-
systems, sondern damit auch indirekt die proliferative migtatorische Wirkung von HGF
und durch einen positiven Rickkopplungsmechanismus die eigenesExyr stimulieren.
Weiterhin ist uPAR auch selbst in der Lage, intrazelluldgae&wvege zu aktivieren und sti-
muliert auf diese Weise sowohl die Migration als auhRloliferation von Keratinozyten
(Kjoller, 2002). Da der uPA-Rezeptor keine zytoplasmatifabmane besitzt, wird die intra-
zellulare Signaltransduktion durch assoziierte, transmerabPaoteine wie Integrine (z.B.:
Integrina5B1) vermittelt (Ossowski et al., 2000).

Somit bt uPAR einen bedeutenden Einfluf3 auf die Pratifem und besonders die Migration
von Zellen aus, welche fiir den Ablauf der kutanen Wuragingiaber auch der Karzinogene-
se und Metastasierung essentiell sind. Deshalb wurdendigefunktionalen Aspekte der
durch HGF, KGF und GM-CSF regulierten Zielgenexpressianeieratinozyten am Bei-
spiel der migratorischen Wirkung von uPAR untersucht.

Der positive Einflul3 von uPAR auf die Migration von Kamakzyten konnte bereits bestatigt
werden (Reinartz et al., 1994), allerdings ist dabei deteStetrt von uPAR bei der HGF-,
KGF- oder GM-CSF-induzierten Migration nicht bekannt und wwale hier in einem soge-
nannten scratch testmit neutralisierendem Antikorper gegen uPAR und MitomyCirzur
Hemmung der Proliferation analysiert. Daflr wurde einrgethlichesin vitro Modell aus
konfluenten immortalisierten Keratinozyten (HaCaT Z®lleingesetzt (Buth et al., 2004,
Uitto et al., 2005).

Obwohl in der Literatur beschrieben ist, dal3 mittels G8F@Behandlung die Migration von
HaCaT Zellen stimuliert werden kann (Muller et al., 19%®nnte in dieser Arbeit kein ver-
gleichbarer Effekt nachgewiesen werden. Allerdings wurde éine 10fach geringere GM-
CSF-Konzentration eingesetzt. KGF stimuliert alsdgén hauptsachlich die Proliferation
von Keratinozyten und ubt einen zu vernachlassigend#iu& auf die Migration aus (Zeig-
ler et al., 1996a). Deshalb ist die signifikante Repopulatier zellfreien Flache insc¢ratch
test unter KGF-Behandlung vermutlich hauptséachlich einer Erhgrder verbleibenden Pro-
liferationsaktivitat trotz Mitomycin C-Behandlung zuzusdbes. Dabei hat die Neutralisie-
rung von uPAR keine signifikante Auswirkung, obwohl uPAR auelPdoliferation von Zel-
len stimulieren kann (Kjoller, 2002). Méglicherweise zedfig uPAR-Neutralisierung hier
keinen eindeutigen Effekt, weil im Gegensatz zu den primEeratinozyten in den HaCaT
Zellen keine KGF-abhangige Induktion von uPAR vorliegt.
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Die Migrationsaktivitat der Keratinozyten wird eindeutig duldGF stimuliert, was auch in
der Literatur publiziert ist (Sato et al., 1995, Zeiglealgt1996a). Weiterhin konnte erstmalig
gezeigt werden, dal3 uPAR an der HGF-bedingten Migration voatiKezyten signifikant
beteiligt ist. Die Migrationsaktivitat der HGF-behandeliaratinozyten liegt allerdings auch
nach der Antikdrper-vermittelten Neutralisierung von uP#ser dem Niveau der unbehan-
delten Kontrolle. Fur diesen bedingten Einflul3 der uPAR-MNésierung auf die HGF-
abhéngige Migration von HaCaT Zellen gibt es untersdibleel Griinde. Einerseits entsteht
bei der funktionellen Inhibierung von Molekulen durch neutiegshde Antikorper ein sto-
chiometrisches Gleichgewicht zwischen Antigen-gebundemetn-ungebundenem Antikor-
per, was eine 100 prozentige Inhibierung verhindern kann. Andésergurde an uPAR-
defizienten Mausen gezeigt, dal’3 die fibrinolytische Wigkwon uPAR in der kutanen
Wundheilung kompensiert werden kann (Bugge et al., 1996). Diesep&nsation kann
durch katabole Enzyme erfolgen, die teilweise ebenfalls=4dBhangig induziert werden
kénnen und die Migration von Keratinozyten fordern, wiselsweise die Matrix Metallo-
proteinasen 9 (McCawley et al., 1998), 1 und 3 (Dunsmoak,€t996). Demnach kann die
Wirkung von uPAR auf die Degradation extrazellularer imadurch andere Faktoren ersetzt
werden.

Somit konnte in dem Migrationstest erstmalig gezeigt werdiaf® uPAR an der HGF-
induzierten Migration beteiligt ist. Dabei konnte die mignasfordernde Wirkung der HGF-
abhangigen Induktion von uPAR nicht nur fir das Verstandnig-dektion dieser Zytokine
in der kutanen Wundheilung, sondern auch in der Karzinogdmegeutsam sein. Besonders
die Beteiligung von uPAR an der Migration von HaCaT-&ellaber auch der potentielle An-
teil von uPAR, FRA1 und TNFAIP3 an der proliferativen bawigratorischen oder anti-
apoptotischen Wirkung von HGF auf primare Keratinozyteddrt nicht nur den Wundhei-
lungsprozel3. Unkontrolliert konnten gerade diese zednl&@rozesse zur malignen Transfor-
mation und Metastasierung beitragen. Die durch HGF-iedieri Gene FRAL, TNFAIP3 und
UPAR stimulieren in epithelialen Tumorzellen naclskieh das invasive Wachstum oder die
Widerstandsfahigkeit gegen die Induktion von Apoptose (Makal., 1999, Iyengar et al.,
2003, Milde-Langosch et al., 2004). Demzufolge ist eine stmaride Wirkung von Wach-
stumsfaktoren mit potentiell tumorigenem Wirkspektrum aef Entstehung von malignen
Tumoren nicht auszuschlieen (Esther et al., 1999). Urdsemii Gesichtspunkt sind Appli-
kationen von HGF aber auch von KGF und GM-CSF beeR&tn mit Wundheilungsstérun-
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gen (Groves et al., 2000, Nayeri et al., 2002, 2005, auf derarkatllal., 2004) kritisch zu
hinterfragen.

5.3.4 In vivo Bedeutung der HGF-vermittelten Induktion der uPAR-Exprression

Zur Untersuchung, ob sich die HGF-bedingte Induktion derR#EApression auf dign vivo
Situation in der Wundheilung tGbertragen lal3t, wurde dmré&ssion von uPAR in der kutanen
Wundheilung analysiertAllerdings konnte bei der relativen Quantifizierung der mRN
Expression von uPAR nicht zwischen Keratinozyten eiitersad Fibroblasten, immunkom-
petenten Zellen (Makrophagen, Granulozyten) und Endotlexizahdererseits differenziert
werden. Immunhistochemisch wurde nachgewiesen, dal3 die uRpdesSion in den Fibro-
blasten des Granulationsgewebes am sechsten Tag deh&iung stark reduziert und am
achten Tag der Wundheilung nahezu eingestellt ist. Sani nur die Messung der mRNA-
Expression von uPAR am siebten Tag hauptsachlich aufikezsten zurtickgefuhrt werden.
Die mRNA-Synthese von uPAR wurde an den vorherigen Tggareinsam von Keratinozy-
ten, Fibroblasten, immunkompetenten Zellen und Endathete quantifiziert, wodurch sich
auch erklaren lalt, weshalb trotz der Annahme, dal3 uPAgh dHGF induziert wird, die
HGF- und die uPAR-mRNA-Expression nicht in allen Fapanallel verlaufen.

Auf Proteinebene konnte nachgewiesen werden, dafl3 uPARimiepidermalen Keratinozy-
ten und dermalen Fibroblasten unverwundeter Haut exprinviedlt Weiterhin wurde erst-
mals belegt, da3 uPAR im Verlauf der murinen Wundheilungt mar bis zum dritten Tag
nach Verletzung exprimiert wird (Romer et al., 1994), sandariber hinaus bis zum 16.
Tag. In den immunhistochemischen Analysen dieser Arbedié Expression von uPAR in
Keratinozyten der hyperplastischen Epidermis analog rliedgression des MET-Rezeptors
um den vierten Tag nach Verwundung am starksten ausgepratilitiiashschlie3end wieder
ab. Somit wurde eine zeitliche Uberschneidung der Proteintilosse von uPAR sowohl mit
der Expression des MET-Rezeptors als auch mit der Bityleafkeit von HGF in der Wund-
heilung bestatigt. Neben der zeitlichen Ubereinstimmitiily auch die Lokalisation der
UPAR- und der MET-Expression zusammen, wobei sich diedSgmmn beider Rezeptoren in
der frihen Phase der Reepithelisierung (vierter Tag Waclwundung) grof3flachig tber die
,migration-tonguéund die hyperplastische Epidermis erstreckt. Ab dem secisg werden
uPAR und MET deutlich weniger von Keratinozyten des 8Stnabasale, granulosum und
corneum exprimiert, vermutlich da die Keratinozyteaseér Schichten zu der Struktur und
den Funktionen der unverwundeten Epidermis zurlckkehren fé8cbtial., 1995). Dabei
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liegen die Rezeptoren hauptsachlich noch in suprabasdtiglen Keratinozyten vor, welche
vermutlich am langsten aktiviert bleiben (Hertle et 92).

Demzufolge werden MET und uPAR in der Wundheilung unterBieverflugbarkeit ihrer
jeweiligen Liganden HGF und PA (Romer et al., 1991) voivigkten, reepithelisierenden
Keratinozyten insbesondere innerhalb dmigration tonguekoexprimiert. Dadurch ist ein
mafdgeblicher Einflul? von HGF unter der Beteiligung von uRARdie Bildung dermigra-
tion tongué wahrscheinlich. Weiterhin werden in der Wundheilung Rieepithelisierung
durch HGF (Yoshida et al., 2003) und die Fribrinolyse durch uf\Rge et al., 1996) sti-
muliert, was ebenfalls auf eine zentrale Funktion M&@F unter der Mitwirkung von uPAR
bei der Aktivierung und Migration der Keratinozyten hingteDaruiber hinaus konnte in die-
ser Arbeitin vitro nachgewiesen werden, daf} die uPAR-Expression in Kergteérozlurch
HGF induziert werden kann und an der HGF-bedingten Stimateder Migration von Kera-
tinozyten beteiligt ist. Im Gegensatz dazu stimulieredev KGF noch GM-CSF die Migrati-
on von Keratinozyten unter der Mitwirkung von uPAR. Petentiell zentrale Einflu3 von
HGF auf die Bildung dermigration tongueunter der Beteiligung von uPAR kdnnte somit
ein exklusiver Effekt dieses Zytokins sein, obwohl deefithelisierung im Wundheilungs-
prozel3 neben HGF auch durch KGF (Werner et al., 1994) undC&M{Mann et al., 2001)

stimuliert werden kann.

Die hier in einemn vitro Wundheilungsmodell erhobenen Daten bestatigen, dalR ik
maren Keratinozyten Zielgene induziert, die einen bedeutestdienwert bei der Induktion
proliferativer, migratorischer und anti-apoptotischer Voggihaben. Am Beispiel von uPAR
wurde die funktionelle Relevanz dieser HGF-abhangigen égetationen in Keratinozyten
nachgewiesen und auf drevivo Situation Gbertragen, wobei HGF unter der Beteiliguog v
uPAR wabhrscheinlich insbesondere die Bildung dagratioin tonguéstimuliert.
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6 Zusammenfassung

HGF (,hepatocyte growth factdrist ein pleiotrophes Zytokin, das in einer mesenchymal-
epithelialen Interaktion an den transmembranen Rez&pEdr bindet. Infolgedieser Ligan-
den-Rezeptor-Interaktion werden verschiedene Signalwiegeest, die in der Zielzelle so-
wohl zu einer Stimulierung der Proliferation, Morphogendsgiogenese und Migration als
auch zu einer Hemmung der Apoptose fiihren kbnnen. Das HGFSitiRltransduktions-
system beeinflul3t somit Prozesse der Embryogenese und waih@flung verschiedener
Organe einschlie3lich der Haut. In der kutanen Wundheilimtdie spezifischen molekula-
ren Wirkungsmechanismen von HGF in Abgrenzung zu anderen iggtokislang jedoch
nicht verstanden. Deshalb wurde in dieser Arbeit der Einfbuf3HGF im Vergleich zu ande-
ren Wachstumsfaktoren (KGF und GM-CSF) auf das Exjmessiuster in Keratinozyten
wahrend der kutanen Wundheilung analysiert. Dafiir wurde etasdtoge feeder-layer Ko-
kultur-Wundheilungsmodell aus humanen primaren Keratieozynd murinen c-juh Fibro-
blasten eingesetzt, da es ermdglicht, die spezifischeftii§se dieser Zytokine auf das Ex-
pressionsmuster von Keratinozyten unter Ausschluf3 viamdéren oder kompensatorischen
Effekten miteinander zu vergleichen.

Mittels ,GeneChif§ Expression ArrayAnalysen wurden sowohl gemeinsame als auch spezi-
fische Zielgene von HGF, KGF und GM-CSF identifiziertwieren Regulation exemplarisch
an FRA1, CTGF, TNFAIP3, uPAR und K10 in der semiquantitativealtimeé PCR besta-
tigt. Am Beispiel von uPAR konnte nachgewiesen werdefi, sleh die zytokinabhangige
MRNA-Syntheseregulation auch auf die Proteinbiosynthesevigkt. Funktionelle Konse-
guenzen der mRNA-Expressionsregulation von uPAR wundestro ausschliel3lich bei der
HGF-induzierten Migration durch einen Migrationstest mitutngisierendem uPAR-
Antikorper belegt. Dartiber hinaus konnte in der murinen Wungiggih vivo nachgewiesen
werden, dald MET und uPAR in aktivierten Keratinozyten ingis@ innerhalb demigra-
tion tongué bei gleichzeitiger Bioverfligbarkeit von HGF koexprintiarerden. Diese Ergeb-
nisse legen eine mal3gebliche und spezifische Funktion vonuiF der Beteiligung von

UPAR bei der Bildung demigration tonguénahe.

In dieser Arbeit wurde somit eim vivo nahes System etabliert und verifiziert, mit dessen

Hilfe der spezifische Einfluld von HGF und anderen wundhgsgtelevanten Zytokinen auf



Zusammenfassung@3

die Expression von Zielgenen in priméren Keratinozgwealysiert werden kann. Weiterhin
konnte am Beispiel von uPAR gezeigt werden, dal’ die Expreder identifizierten Zielgene
von zentraler Bedeutung fur das Verstandnis der Wirkung-@h in der kutanen Wundhei-
lung ist.
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8 Anhang

8.1 Tabellen der Array-Auswertungen

H
. Tabelle A: Zielgene von HGF in Versuch A

NogAWNE

44.

45.

46.
47.
48.
49.

PRP8 pre-mRNA processing factor 8 homolog (yeast)

histone acetyltransferase

sorting nexin 3, nuclear receptor subfamily 2, group E, member 1
H3 histone, family 3A

ubiquitin specific protease 22

paired box gene 8

v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog F
(avian)

protein kinase D2

transport-secretion protein 2.2,

hypothetical protein FLJ23282

Cluster Incl. AW001777

leucine-rich repeat protein, neuronal 1

hypothetical protein FLJ20258

actinin, alpha 4

high density lipoprotein binding protein (vigilin)
procollagen-proline, 2-oxoglutarate 4-dioxygenase (proline 4-
hydroxylase), beta polypeptide (protein disulfide isomerase;
thyroid hormone binding protein p55)

pituitary tumor-transforming 1 interacting protein

eukaryotic translation elongation factor 1 gamma

membrane component, chromosome 11, surface marker 1
ARP?2 actin-related protein 2 homolog (yeast)

guanine nucleotide binding protein (G protein), beta polypeptide 1
GNAS complex locus

heat shock 70kD protein 1A

ribosomal protein S10

cytoskeleton-associated protein 4

tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase
activation protein, eta polypeptide

dual specificity phosphatase 1

heterogeneous nuclear ribonucleoprotein AO

splicing factor 3b, subunit 1, 155kD

eukaryotic translation initiation factor 5A

ATP citrate lyase

muscleblind-like (Drosophila)

serine/arginine repetitive matrix 1

syndecan 1

SRY (sex determining region Y)-box 4

aminopeptidase puromycin sensitive

GAP-associated tyrosine phosphoprotein p62 (Sam68)
peptidylprolyl isomerase F (cyclophilin F)

catenin (cadherin-associated protein), beta 1 (88kD)

fragile X mental retardation, autosomal homolog 1

keratin 19

ariadne homolog, ubiquitin-conjugating enzyme E2 binding protein,
1 (Drosophila)

paired basic amino acid cleaving enzyme (furin, membrane
associated receptor protein)

restin (Reed-Steinberg cell-expressed intermediate filament-
associated protein)

epidermal growth factor receptor (erythroblastic leukemia viral (v-
erb-b) oncogene homolog, avian)

spermine synthase

low density lipoprotein receptor (familial hypercholesterolemia)
tight junction protein 2 (zona occludens 2)

myxovirus (influenza) resistance 1, homolog of murine (interferon-

‘gene bank

acession no.’

NM_006445
NM_007067
AL078596
Al955655
AAB21731
X69699

AL021977
AL050147
AF055000
AW001436
AW001777
Al654857
AI219073
u48734
NM_005336

NM_000918
NM_004339
NM_001404
NM_005898
AAB99583
Al741124
NM_000516
NM_005345
NM_001014
AW029619

NM_003405
NM_004417
NM_006805
Al739389
BC000751
NM_001096
NM_021038
AU147713
248199
AL136179
AJ132583
BC000717
BC005020
NM_001904
Al990766
NM_002276

AL040708
NM_002569
NM_002956
AW157070
NM_004595
NM_000527

NM_004817
NM_002462

‘LocusLink
IDno.’

10594
11143

3020
23326
7849

23764
25865
57104
79874

4034
54869
81
3069

5034
754
1937
4076
10097
2782
2778
3303
6204
10970

7533
1843
10949
23451
1984
47
4154
10250
6382

9520
10657
10105

1499

8087

3880

25820
5045
6249
1956
6611
3949

9414
4599

cun™ c-jun” SE

258,13
424,76
697,82
2542,79
435,61
509,14

281,57
554,35
1626,71
1134,29
475,42
462
374,07
395,49
424,98

550,66
371,49
3784,19
748,77
524,07
747,06
5110,39
4825
6495,33
358,6

525,16
1011,99
464,33
520,33
633,82
322,8
361,04
352,562
1636,23
750,33
310,71
438,55
612,87
1583,27
409,17
262,95

348,2
618,31
280,71
398,21
472,68
472,73

371,88
728,76

115
10,29
26,08
99,84
11,75
14,63

14,52
9,46
22,11
9,59
12,79
4,31
10,99
11,7
12,17

12,71
15,3
104,14
26,82
17,89
45,38
42,73
10,62
173,63
11,46

14
20,6
8,46

22,93
31,07
8,84
33,63
8,53
29,36
28,93
9,39
10,42
24,31
63,57
11,64
6,63

13,57
23,45
11,38
11,25
12,51

6,41

10,82
29,14

HGF

367,33
304,13
534,96
1723,33
328,86
369,41

433,16
412,14
1224,26
834,32
363,06
349,81
495,09
518,86
557,9

8238
503,27
2832,81
1068
394,03
553,69
3820,88
363,12
4738,98
252,44

722,24
1374,17
323,56
349,22
413,46
431,09
2412
2498
1262,36
577,34
417,41
321,87
853,69
1164,42
298,79
424,94

23313
444,72
42158
290,97
630,17
73337

580,83
534,47

HGF SE

10,02
8,29
14,93
119,92
15,23
18,73

16,75
9,36
16,24
10,14
7,57
6,9
9,18
10,89
16,65

20,11
15,93

56,4
22,89
15,24
14,86
92,09
12,72
86,89

9,62

15,11
33,36
8,91
11,22
34,71
14,09
4,01
5,9
55,33
16,17
13,23
11,29
19,93
65,23
13,32
5,63

7,52
15,67
7,02
5,66
9,76
30,53

18,35
21,12

HGF A
cjun” A

1,42
-1,4
-1,3
-1,48
-1,32
-1,38

1,54
-1,35
-1,33
-1,36
-1,31
-1,32

1,32

1,31

1,31

15
1,35
-1,34
1,43
-1,33
-1,35
-1,34
-1,33
-1,37
-1,42

1,38

-1,39
15

-1,37
1,33
1,55
1,56

-1,36

Gen

50.
51.
52.

54.
55.
56.

inducible protein p78)

transcriptional co-activator with PDZ-binding motif (TAZ)
upstream transcription factor 2, c-fos interacting

PDGFA associated protein 1

peptidylglycine alpha-amidating monooxygenase

fatty acid binding protein 5 (psoriasis-associated)

natural killer-tumor recognition sequence

DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His) box polypeptide 9 (RNA helicase
A, nuclear DNA helicase II; leukophysin)

protein phosphatase 3 (formerly 2B), catalytic subunit, alpha
isoform (calcineurin A alpha)

v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian)
discs, large (Drosophila) homolog 1

discs, large (Drosophila) homolog 1

nuclear receptor interacting protein 1

tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3

tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3

HLA class Il region expressed gene KE4

dolichyl-phosphate mannosyltransferase polypeptide 1, catalytic
subunit

cleavage and polyadenylation specific factor 5, 25 kD subunit
insulin-like growth factor binding protein 2 (36kD)

integral membrane protein 2A

KIAA0233 gene product
3-hydroxymethyl-3-methylglutaryl-Coenzyme A lyase
(hydroxymethylglutaricaciduria)

‘gene bank

acession no.’

NM_015472
NM_003367
NM_014891
NM_000919
NM_001444
NM_005385

NM_001357

NM_000944
NM_002467
AW139131
BG251175
Al824012
Al738896
NM_006290
NM_006979

NM_003859
NM_007006
NM_000597
NM_004867
NM_014745

NM_000191

SKIP for skeletal muscle and kidney enriched inositol phosphatase NM_016532

interleukin 8

2',5-oligoadenylate synthetase 1 (40-46 kD)

protein tyrosine phosphatase, non-receptor type substrate 1
nucleoporin 88kD

lysophospholipase |

fibulin 5

tissue inhibitor of metalloproteinase 2

S$100 calcium binding protein A4 (calcium protein, calvasculin,
metastasin, murine placental homolog)

spinocerebellar ataxia 1 (olivopontocerebellar ataxia 1, autosomal
dominant, ataxin 1)

KIAA0863 protein

pleckstrin

EphA2

fasciculation and elongation protein zeta 1 (zygin I)

RNA 3'-terminal phosphate cyclase

laminin, alpha 3 (nicein (150kD), kalinin (165kD), BM600 (150kD),
epilegrin)

diphtheria toxin receptor (heparin-binding epidermal growth factor-
like growth factor)

thrombomodulin

dual specificity phosphatase 4

aldo-keto reductase family 1, member C1 (dihydrodiol
dehydrogenase 1; 20-alpha (3-alpha)-hydroxysteroid
dehydrogenase)

metallothionein 1L

coagulation factor Ill (thromboplastin, tissue factor)

interferon, alpha-inducible protein (clone IFI-6-16)

FOS-like antigen-1

NM_000584
NM_016816
D86043
NM_002532
AF077198
NM_006329
NM_003255

NM_002961

NM_000332
AK022688
Al433595
NM_004431
NM_005103
NM_003729

NM_000227

NM_001945
NM_000361
BC002671

NM_001353
NM_002450
NM_001993
NM_022873
BG251266

‘LocusLink
D no.’

25937
7392
11333
5066
2171
4820

1660

5530
4609
1739
1739
8204
7128
7128
7922

8813
11051
3485
9452
9780

3155
51763
3576
4938
8194
4927
10434
10516
7077

6275

6310
22850
5341
1969
9638
8634

3909

1839
7056
1846

1645
4500
2152
2537
8061

cun™ c-jun” SE

283,07
401,98
432,47
330,25
5019,1
330,11

301,81

424,48
696,83
232,16
304,27
389,57
412,78
485,59

3348

4084
505,32
567,63
391,24
308,18

402,2
377,65
859,39
390,73
374,32
590,19
522,97
421,87
656,27

765,04

273,82
350,61

3476
468,87
543,39
273,86

2186,03

783,51
347,82
307,58

723,68
2024,67
1038,45

599,54

376,12

10,33
11,63
15,89
7,71
189,12
10,93

26,37

10,59
11,11
6,82
12,82
34,9
19,01
21,76
9,67

17,98
12,82
22,91
12,26
22,91

13,79
11,65
47,21

12,8
10,75
14,91
19,37

8,57
15,07

15,65

6,44
9,01
8,27
19,33
19,31
17,65

47,73

27,99
11,48
7,88

18,87
43,9
39,8
9,03

11,54
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HGF

175,55
299,35
325,55
442,58
3151,56
224,05

419,86

288,12
515,32
339,08
427,93
197,33
670,57
795,61

2337

538,56
346,71
329,88
282,01
469,14

281,12
258,89
1401,23
263,93
263,99

444,41

540,35

471,49
2934,61

1062,61
225,72
416,51

477,89
1473,39
1417,32

258,11

5015

HGF SE

5,41
11,67
13,5
20,28
199,55
4,53

7,39

13,85
8,93
14,73
16,43
7,12
13,31
29,69
9,53

14,13
15,97
7,15
5,62
15,41

8,62
5,41
50,44
12,17
5,67
16,04
7,88
9,63
10,25

21,52

5,51
6,58
6,86
31,49
17,24
11,54

111,93

27,82
10,56
10,98

10,87
44,07
44,2
17,67
9,32

HGF A
cjun” A

-1,61
-1,34
-1,33

1,34
-1,59
-1,47

1,39
-1,47

1,46

1,72

1,36
-1,54
1,35

-1,51
-1,37
1,36
-2,32
1,33
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95.
96.

97.
98.

100.
101.
109.
110.
111.
112.
113.
114.
115.
116.
117.
118.
119.
120.
121.

122.
123.
124.
125.
126.
127.
128.
129.
130.
131.
132.
133.
134.
135.
136.
137.
138.
139.
140.
141.
142.
143.
144.
145.
146.
147.
148.
149.

150.

151.
152.
153.
154.
155.
156.
157.
158.
159.
160.
161.
162.

GRO1 oncogene (melanoma growth stimulating activity, alpha)
protein phosphatase 3 (formerly 2B), regulatory subunit B (19kD),
alpha isoform (calcineurin B, type I)

KIAA0537 gene product

dickkopf homolog 1 (Xenopus laevis)

keratin 15

neuronal protein

Ras-related associated with diabetes

matrix metalloproteinase 10 (stromelysin 2)

kallikrein 13

keratin 1 (epidermolytic hyperkeratosis)

lymphocyte antigen 6 complex, locus D

parathyroid hormone-like hormone

interferon, gamma-inducible protein 16

Zic family member 1 (odd-paired homolog, Drosophila)
lectin, galactoside-binding, soluble, 7 (galectin 7)
development and differentiation enhancing factor 2
hypothetical protein MGC10771

keratin, hair, acidic,1

Ste20-related serine/threonine kinase

keratin 10 (epidermolytic hyperkeratosis; keratosis palmaris et
plantaris)

variable charge protein on X with two repeats

staufen, RNA binding protein (Drosophila)

protease, serine, 3 (trypsin 3)

karyopherin (importin) beta 2

GRO3 oncogene

keratin 13

liver-specific bHLH-Zip transcription factor

midline 2

serine/arginine repetitive matrix 2

filamin B, beta (actin binding protein 278)
bromodomain-containing 2

cell division cycle 42 (GTP binding protein, 25kD)

dual specificity phosphatase 6

ring finger protein 11

transforming growth factor, beta receptor I (70-80kD)
eukaryotic translation initiation factor 3, subunit 1 (alpha, 35kD)
polyadenylate binding protein-interacting protein 1
connective tissue growth factor

tetraspan 1

tubulin, alpha 3

DKFZp564K1671_s1 564 (synonym: hfbr2)

insulin receptor substrate 2

Kruppel-like factor 5 (intestinal)

up-regulated by BCG-CWS

laminin, beta 3 (nicein (125kD), kalinin (140kD), BM600 (125kD))
tropomyosin 4

smoothelin

serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B (ovalbumin),
member 3

serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B (ovalbumin),
member 3

Microfibril-associated glycoprotein-2

microfibrillar-associated protein 2

kallikrein 10

tumor suppressing subtransferable candidate 3
calmodulin-like 3

uroplakin 1B

cathepsin L2

dual-specificity tyrosine-(Y)-phosphorylation regulated kinase 3
pinin, desmosome associated protein

bridging integrator 1

heat shock 90kD protein 1, alpha

polyadenylate binding protein-interacting protein 1

‘gene bank
acession no.

NM_001511

AL544951

NM_014840
NM_012242
NM_002275
NM_013259
NM_004165
NM_002425
NM_015596
NM_006121
NM_003695
NM_002820
NM_005531
NM_003412
NM_002307
NM_003887
NM_024506
NM_002277
NM_014720

NM_000421
NM_016378
NM_004602
NM_002771
NM_002270
NM_002090
NM_002274
NM_015925
NM_012216
Al655799
M62994
AA902767
BC002711
BC003143
AB024703
D50683
BC002719
BF248165
M92934
AF133425
AF141347
AL037401
AF073310
AB030824
AB040120
L25541
BC002827
AF064238

U19556

BC005224
uU37283
AL049569
BC002710
AF001294
M58026
NM_006952
AF070448
AF186773
AF112222
AF001383
AF028832
BC005295

‘LocusLink
IDno.’

2919

5534
9891
22943
3866
29114
6236
4319
26085
3848
8581
5744
3428
7545
3963
8853
79411
3881
9748

3858
51480
6780
5646
3842
2921
3860
51599
11043
23524
2317
6046
998
1848
26994
7048
8669
10605
1490
10103
7846

8660
688
64116
3914
7171
6525

6317

6317
8076
4237
5655
7262
810
7348
1515
8444
5411
274
3320
10605

cun™ c-jun” SE

298,6

294,33
380,83
309,47
1596,55
166,54
350,97
410,64
425,1
735,36
1010,26
418,21
384,44
240,73
2588,44
229,01
377,01
219,82
27318

1361,04

770,89
434,74
519,89
3085,09
1405,26
342,76
337,43
1365,13
286,34
2132,44
416,64
1167,63
381,01

15,37

9,36
13,7
14,48
60,27
9,86
12,72
27,15
10,5
26,79
21,04
27,53
12,53
8,13
37,2
8,77
5,77
14,49
16,32

39,47
76
11,23
22,2
17,44
10,94
13,81
8,8
6,99
10,33
22,47
25,88
61,34
7,28
8,27
6,52
23,83
14,5
8,77
21,68
13,1
11,05
9,43
12,25
12,68
44,61
10,75
14,09

45,18

15,02
26,54
7,82
49,07
45,25
8,96
7,27
56,39
4,7
78,36
6,67
59,11
16,95

HGF

400,93

187,94
204,19
421,17
2291,28
333,56
455,92
667,66
652,47
526,32
752,37
588,39
275,19
137,21
1805,92
332,17
271,87
338,07
378,83

5499
176,15
552,74

566,1

353
275,57
675,54
315,88
222,41
210,23
668,58
450,24
968,03
373,98
430,28
375,21
376,93
351,88

269,3
359,25
231,05

250,9
226,65
332,13
359,73

1954,65
337,48
491,22

1012,71

566,7
607,35
287,49
4237,5

2046,25
229,44
450
1886,94
179,87
1532,83
269,66
1593,88
264,49

HGF SE

13,14

5,81
3,57
22,65
66,68
13,33
10,32
27,01
8,34
14,22
19,33
23,41
14,74
6,39
40,93
13,9
4,96
16,83
8,54

22,61
8,47
9,71

23,97

15,09

13,56

16,23

11,19
10,9
4,57
9,76

21,71

27,47

10,08
9,76

13,87
8,61
9,85
8,94

11,41
8,75
5,36
9,31

11,73

8,6

59,56

13,56

14,34

24,7

11,46
16,17
9,3
87,07
90,1
5,44
16,54
35,61
13,32
44,07
9,86
31,12
4,03

HGF A
cjun” A

1,34

-1,57
-1,87
1,36
1,44
2

13
1,63
1,53
-1,4
-1,34
1,41

1,75
1,43

-1,49

-1,59
-1,39
-1,55

1,37
-1,44

Gen

102.
103.

104.
105.
106.
107.
108.
163.
164.
165.

166.
167.
168.
169.
170.
171.
172.

173.
174.
175.
176.
177.
178.
179.

180.
181.
182.
183.
184.
185.

186.
187.
188.
189.
190.
191.
192.
193.
194.
195.

196.
197.
198.
199.

200.
201.
202.
203.

204.
205.
206.
207.
208.
209.
210.
211.
212.

‘gene bank

acession no.’
0-6-methylguanine-DNA methyltransferase NM_002412
C3H-type zinc finger protein; similar to D. melanogaster
muscleblind B protein AI088145
a disintegrin and metalloproteinase domain 8 NM_001109
eukaryotic translation initiation factor 2, subunit 3 (gamma, 52kD) NM_001415
protease, serine, 2 (trypsin 2) NM_002770
small inducible cytokine subfamily A (Cys-Cys), member 20 NM_004591
transcobalamin | (vitamin B12 binding protein, R binder family) NM_001062
four and a half LIM domains 1 AF098518
parathyroid hormone-like hormone J03580
serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B (ovalbumin),
member 4 uU19557
actin binding LIM protein 1 BC002448
inhibin, beta A (activin A, activin AB alpha polypeptide) M13436
Akinase (PRKA) anchor protein (gravin) 12 AB003476
chromosome 14 open reading frame 143 BC001787
LIM domain kinase 2 AL117466
plasminogen activator, urokinase receptor u08839
apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like
3A u03891
interleukin 13 receptor, alpha 1 u81380
prefoldin 5 AB055804
WD repeat domain 1 AF274954
tropomyosin 1 (alpha) 724727
cytochrome c oxidase subunit Vb BC006229
folate receptor 1 (adult) AF000381
cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (melanoma, p16, inhibits
CDK4) AF115544
actinin, alpha 1 M95178
interleukin 8 AF043337
cyclin G2 L49506
cholinergic receptor, nicotinic, alpha polypeptide 3 M37981
glutathione synthetase L42531

aldo-keto reductase family 1, member C2 (dihydrodiol
dehydrogenase 2; bile acid binding protein; 3-alpha hydroxysteroid

dehydrogenase, type Ill) M33376
plasminogen activator, urokinase K03226
Homo sapiens PNAS-20 AF274945
CREBBP/EP300 inhibitory protein 1 AF349444
parathyroid hormone-like hormone BC005961
plasminogen activator, urokinase receptor AY029180
myosin, heavy polypeptide 9, non-muscle AI827941
RNA binding motif protein 9 N95026
dystroglycan 1 (dystrophin-associated glycoprotein 1) AW411370
v-crk sarcoma virus CT10 oncogene homolog (avian)-like AK000311
602381262F1 NIH_MGC_93 Homo sapiens cDNA clone

IMAGE:4499078 5' BG289001
fibronectin 1 X02761
Homo sapiens clone FBD3 Cri-du-chat critical region AF056433
DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His) box polypeptide 3 R60068
602565589F1 NIH_MGC_77 Homo sapiens cDNA clone

IMAGE:4690079 5' BG537190
C-terminal binding protein 1 BF337195
SEC24 related gene family, member A (S. cerevisiae) AJ131244
SEC24 related gene family, member A (S. cerevisiae) BE645231
wr39d10.x1 NCI_CGAP_Pr28 Homo sapiens cDNA clone

IMAGE:2490067 3' Al972416
tousled-like kinase 2 AU151689
myristoylated alanine-rich protein kinase C substrate AA770596
karyopherin (importin) beta 1 BG249565
myosin IF BF740152
eukaryotic translation initiation factor 5A BF541557
N-acylsphingosine amidohydrolase (acid ceramidase) AI379338
ADP-ribosylation factor 6 AA243143
splicing factor 3b, subunit 1, 155kD AW003030

trefoil factor 2 (spasmolytic protein 1) NM_005423

‘LocusLink
ID

no.

4255

10150
101
1968
5645
6364
6947
2273
5744

6318
3983
3624
9590

3985
5329

3597
5204

7168
1329

1029
87
3576
901
1136
2937

5328

23741
5744
5329
4627

23543
1605

2335

1654

1487
10802
10802

11011
4082
3837
4542
1984

427
382

23451

7032

cun™ c-jun” SE

418,18

275,81
378,48
496,45
986,96
227,39
630,97
630,54
578,61

1312,84
519,54
437,67
335,83
452,88
433,69
486,05

450,43
387,26
1152,67
573,94
343,19
1246,8
768,15

330,13
648,46
341,54

3415
383,24
464,38

448,49
1089,7
240,54
134,14
808,02
637,06
413,29
547,23

3716
271,18

358,16
750,21
417,84
1081,65

1695,32
411,32
434,18

86,47

42,84

18,27
15,56
12,46

7,69

12,3
15,37
20,66
10,62

15,22

7,55
12,65
12,562

1,54
22,24
13,91

13,23

9,35
47,44
26,38
13,98
53,11
16,97

8,7
13,23
15,86
11,94

6,85
18,59

10,76
36,98
10,43

5,94
21,28
31,76
20,02
19,71
21,05
15,68

16,27
20,49

9,79
44,32

60,92
12,01
8,93
8,27

23,51
12,31
6,93
26,56
6,19
35,71
8,12
18,72
19,95
5,81

Anhang 11f

HGF

2353

175,64
563,85
353,79
696,55
351,42
455,95
455,27
793,56

857,75
384,37
717,72
672,37
318,74
327,27
932,52

593,92
177,94
845,69
360,56
476,18
891,48
335,29

227,95
855,95
543,16
449,52
260,07
356,65

320,33
1466,72
135,84
239,38
1236,3
1029,36
638,94
390,67
249,95
382,71

2334,65
304,06
326,22
187,03

406,24
336,86
235,56
974,56

72,18
353,24
260,39
385,91
488,81
201,85

HGF SE

6,34

6,91
10,71
8,06
5,74
11,94
19,73
9,94
5,41

17,73
8,05
8,54

21,43
4,22
8,36

21,25

12,38
20,32
15,23
12,16

11,2
27,12

30,3

11,65
25,35
17,08
10,66
4,34
9,33

11,65
34,38
15,96

4,59
45,81
26,74
18,43

3,93
11,41

5,25
41,54
7,82
8,21

40,49
13,11

4,53
11,62

16,22
4,48
2,95

29,61

13,44

30,08

13,17
8,79
8,07
8,45

HGF A
cjun” A

-1,78

-1,57
1,49
-1,4
-1,42
1,55
-1,38
-1,38
1,37

-1,53
-1,35
1,64
2

-1,42
-1,33
1,92

1,32
-2,18
-1,36
-1,59

1,39

-1,4
-2,29

-1,45
1,32
1,59
1,32

-1,47
-1,3

-1,4
1,35
-1,77
1,78
1,53
1,62
1,55
-1,4
-1,49
1,41

-1,51

1,31
-1,34
-1,36

1,38
-1,35
-1,33

2,16

-1,4
-1,39
-1,52

1,38
-2,98
-1,65
-1,41
-1,47
-1,47
-1,54
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213.
214.
215.

216.
217.

218.
219.
225.
226.
227.

228.

229.

230.
231.
232.
233.
234.
235.
236.
237.

238.

239.
240.
241.
242.
243.

244.
245.
246.
247.
248.
249.
250.
251.
252.
253.
254.
255.
256.
257.
258.
259.
260.
261.
262.
263.
264.
265.
266.
267.

268.
269.
270.

upstream transcription factor 2, c-fos interacting
bromodomain-containing 2

amyloid beta (A4) precursor protein (protease nexin-Il, Alzheimer

disease)
phosphoinositol 3-phosphate-binding protein-2

small inducible cytokine subfamily B (Cys-X-Cys), member 5

(epithelial-derived neutrophil-activating peptide 78)
peroxisome receptor 1

chromosome condensation 1

protocadherin gamma subfamily A, 3

CGI-53 protein

Human DNA sequence from clone RP5-1071L10 on chromosome
20 Contains part of the TMSBA4L gene for thymosin beta 4-like and
the 3' end of the BCAS4 gene for breast carcinoma amplified

sequence 4

Human HL14 gene encoding beta-galactoside-binding lectin, 3"

end, clone 2

aldo-keto reductase family 1, member C1 (dihydrodiol
dehydrogenase 1; 20-alpha (3-alpha)-hydroxysteroid

dehydrogenase)

nebulette

metallothionein 1F (functional)

butyrophilin-like 3

Homo sapiens aconitase precursor (ACON)

leucine rich repeat containing 16

fusion, derived from t(12;16) malignant liposarcoma
collagen, type I, alpha 1

HUMBT Chromosome 16p13.3 Exon Homo sapiens genomic

clone h-80

phosphatase and tensin homolog (mutated in multiple advanced

cancers 1), pseudogene 1
small EDRK-rich factor 2

cell division cycle 27
hypothetical protein FLJ10350

pleckstrin homology-like domain, family A, member 1
small inducible cytokine subfamily B (Cys-X-Cys), member 14

(BRAK)
40S ribosomal protein S27 isoform

likely ortholog of mouse testis expressed gene 27
FXYD domain-containing ion transport regulator 5
adaptor-related protein complex 1, mu 2 subunit
trichorhinophalangeal syndrome |
pseudouridylate synthase 1

glycolipid transfer protein

hypothetical protein FLJ10134

claudin 15

erythroid differentiation-related factor

retinol dehydrogenase homolog

hypothetical protein MGC2742

F-box protein 17

hypothetical protein FLJ11710

hypothetical protein FLJ22795

NICE-1 protein

inorganic pyrophosphatase

hypothetical protein My014

UL16 binding protein 2

‘gene bank
acession no.’

AY007087
S78771

X06989
BC000969

BG166705
AW468717
X06130
AF152509
AL121886

AL133228

M14087

S68290
AL157398
M10943
AK025267
AF086790
AL024509
S75762
Y15916

L48784

AF023139
NM_005770
NM_001256
NM_018067
Al795908

NM_004887
NM_015920
NM_021943
NM_014164
NM_005498
NM_014112
NM_025215
NM_016433
NM_018004
NM_014343
NM_016633
NM_005771
NM_023938
NM_024907
NM_024846
NM_025084
NM_019060
NM_006903
NM_030918
NM_025217

Homo sapiens non-functional folate binding protein (HSAF000381) NM:013307

hypothetical protein FLJ20258

3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A synthase 1 (soluble)
AV741657 CB Homo sapiens cDNA clone CBMALGO01 5
y31h06.x1 Soares_parathyroid_tumor_NbHPA Homo sapiens

cDNA clone IMAGE:1667483 3'
guanylate cyclase 1, soluble, alpha 3
leucine-rich repeat protein, neuronal 1
hypothetical protein

BC004907
BG035985
AV741657

Al057637
Al719730
Al631881
AK023069

‘LocusLink
IDno.’

7392
6046

351
54477

6374
5830
1104
56112
51098

1645

4494
10917

2521
1277

11101
10169

996
55700
22822

9547
51065
60685
53827
10053

7227
80324
51228
55076
24146
51327
10170
65995
79967
79904
80154
54544
27068
81609
80328

54869
3157

2982
4034
51531

cun™ c-jun” SE

421,21
469,66

818,02
402,8

142,6
225,75
364,64
192,65
319,12

3095,24

3939

583,15
421,52
1956,42
4155
539,99
533,17
375,17
526,56

703,21

444,12
2221,87
255,84
415,13
635,46

278,81

1572,17
706,75
398,25

709,97

295,25

98,69
496,27
391,87

9,51
10,97

38,68
25,54

7,48
7,67
12,26
5,96
6,03

96,84

8,25

13,09
8,39
30,15
7,01
9,66
11,57
12,12
18,57

3,13

3,73
3,95
7,64

8,6

HGF

303,45
321,34

445,09
598,2

246,32
120,23
261,28

89,01
209,94

4114,1

289,39

368,69
307,34
1397,53
305,92
376,33
390,86
266,2
377,58

515,99

267,33
1519,62
152,32
545,33
855,08

162,38
541,79
288,79
786,21
344,07
211,55

69,33
539,04
873,29
314,25

230,1
292,11
503,88
121,18

960,54

166,84
199,39
378,72

2714

HGF SE

15,74
16,19

19,54
13,17

6,73
6,61
10,96
7,29
6,39

107,37

6,25

8,7
9,54
22,68
2,25
14,67
6,31
14,69
7,08

10,29

26,93
69,42

8,86
14,66
22,48

5,73
17,05
9,66
21,68
15,18
4,55
19
20,48
36,48
15,85
6,66
8,01
15,86
10,19
4,72
8,75
79,34
34,53
10,64
13,96
41,09
13,15
7,61
8,51

6,9
14,05
9,27
7,92

HGF A
cjun” A

-1,39
-1,46

-1,84
1,49

1,73
-1,88
-1,4
-2,16
-1,52

Gen

220.

221.
222.
223.
224.

Human DNA sequence from clone RP1-30P20 on chromosome
Xqg21.1-21.3 Contains a SET translocation (myeloid leukemia-

associated) (SET) pseudogene
poly(A) binding protein, cytoplasmic, pseudogene 3
chromosome 11open reading frame 9

protein phosphatase 2A, regulatory subunit B' (PR 53)

IBR domain containing 3

‘gene bank
acession no.’

295126
U64661
AC004770
X86428
AL031602

‘LocusLink
IDno.’

26978
745
5524

c-jun

524,74
2891,29
437,92
463,61
1981

"

c-un” SE

24,09
120,2
8,97
7,28
29,43

Anhang 11€

HGF

368,41
2087,92
284,7
3545
1478,26

HGF A
HGF SE ST A

22,79 -1,42
50,48 -1,38
3,67 -1,54
8,05 -1,31
73,54 -1,34



K
. Tabelle B: Zielgene von KGF in Versuch A

‘gene bank

acession no.’
peroxisomal biogenesis factor 16 AA523441
Cluster Incl. AA150503 AA150503
high density lipoprotein binding protein (vigilin) NM_005336
pituitary tumor-transforming 1 interacting protein NM_004339
FK506 binding protein 1A (12kD) NM_000801
heat shock 70kD protein 1A NM_005345
heat shock 70kD protein 1A NM_005345
signal sequence receptor, alpha (translocon-associated protein
alpha) NM_003144
RAB14, member RAS oncogene family AA919115
cytoskeleton-associated protein 4 AW029619
cytoskeleton-associated protein 4 NM_006825
chromodomain helicase DNA binding protein 4 NM_001273
enolase 1, (alpha) NM_001428
pyruvate kinase, muscle NM_002654
GAP-associated tyrosine phosphoprotein p62 (Sam68) BC000717
Ras-GTPase-activating protein SH3-domain-binding protein BG500067
golgi autoantigen, golgin subfamily a, 4 NM_002078
keratin 19 NM_002276
cornichon-like NM_005776
ribosomal protein S17 NM_001021
protein kinase, AMP-activated, beta 1 non-catalytic subunit NM_006253
ribosomal protein L38 BC000603
baculoviral IAP repeat-containing 2 NM_001166
fatty acid binding protein 5 (psoriasis-associated) NM_001444
DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His) box polypeptide 9 (RNA helicase
A, nuclear DNA helicase IlI; leukophysin) NM_001357
discs, large (Drosophila) homolog 1 BG251175
tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3 AI738896
RAS p21 protein activator (GTPase activating protein) 1 NM_002890
interleukin 8 NM_000584
zinc metalloproteinase (STE24 homolog, yeast) NM_005857
dynamin 1-like NM_012062
Wilms' tumour 1-associating protein NM_004906
tissue inhibitor of metalloproteinase 2 NM_003255
RNA 3'-terminal phosphate cyclase NM_003729
thrombomodulin NM_000361
S100 calcium binding protein P NM_005980
mitochondrial ribosomal protein 63 NM_024026
KIAA0537 gene product NM_014840
desmocollin 2 BF196457
0-6-methylguanine-DNA methyltransferase NM_002412
a disintegrin and metalloproteinase domain 8 NM_001109
dihydrolipoamide branched chain transacylase (E2 component of
branched chain keto acid dehydrogenase complex; maple syrup
urine disease) NM_001918
transcobalamin | (vitamin B12 binding protein, R binder family) ~ NM_001062
bone morphogenetic protein 1 NM_001199
nucleolar and coiled-body phosphprotein 1 NM_004741
keratin 1 (epidermolytic hyperkeratosis) NM_006121
lymphocyte antigen 6 complex, locus D NM_003695
lectin, galactoside-binding, soluble, 7 (galectin 7) NM_002307
hypothetical protein FLJ20059 NM_017644
G protein-coupled receptor 56 NM_005682
bone morphogenetic protein 1 NM_006128
transferrin receptor (p90, CD71) NM_003234
protease, serine, 3 (trypsin 3) NM_002771
suppression of tumorigenicity 13 (colon carcinoma) (Hsp70
interacting protein) u17714
basigin (OK blood group) AL550657
transferrin receptor (p90, CD71) BC001188
membrane cofactor protein (CD46, trophoblast-lymphocyte AL570661
hypothetical protein FLJ22795 NM_025084

amino acid transporter 2 NM_018976

‘LocusLink
IDno.’

9409

3069

754
2280
3303
3303

6745
51552
10970
10970

1108

2023

5315
10657
10146

2803

3880
10175

6218

5564

6169

329

2171

1660
1739
7128
5921
3576
10269
10059
9589
7077
8634
7056
6286
78988
9891
1824
4255
101

1629
6947
649
9221
3848
8581
3963
54800
9289
649
7037
5646

6767
682
7037
4179
80154
54407

cun™ c-jun” SE

550,43
310,57
424,98
371,49
751,88

456,3

4825

438,98
326,88
358,6
814,52
4304
1525,91
1330,52
438,55
445,51

5019,1

301,81
304,27
412,78
759,61
859,39
587,83
314,25
240,69
656,27
273,86
347,82

611,83

8,14
6,68
12,17
15,3
17,53
10,38
10,62

18,34
12,35
11,46
29,92
20,78
46,58
34,32
10,42
20,47
7,31
6,63
13,19
90,29
5,57
15,87
21,92
189,12

26,37
12,82
19,01
15,62
47,21
19,85
13,33
10,17
15,07
17,65
11,48
44,02
44,48

13,7
16,63
42,84
15,56

21,8
15,37
6,73
26,91
26,79
21,04
37,2
4,19
13,07
7,74
21,34
22,2

16,04
12,15
21,67

7,38
22,54
28,73

KGF

400,76
187,65
564,76
491,48
984,89
688,37
682,72

603,62
435,13

3732,96

444,62
485,74
543,71
990,5
1242,92
798,44
416,21
341,13
496,61
421,44
241,23
711,13
484,88
262,36
617,23
221,03
491,45

452,23
450,86
193,67
340
545,39
696,61
1764,29
465,18
189,66
263,95
1237,29
582,05

317,36
482,48
1312,45
551,71
213,88
796,04

KGF SE

19,22
5,13
21,81
20,54
20,1
26,6
18,14

12,09
11,38
5,46
13,18
8,77
66,55
52,88
10,87
23,4
11,03
5,98
16,08
222,33
23,35
18,65
30,04
126,53

17,94
20,84
16,35
22,62
59,63
23,41
14
17,82
12,35
54
7.8
28,19
9,86
6,25
18,48
8,58
9,34

5,48
11,18
16,69

15,6
15,75
28,94
28,43

2,29

9,37
20,75
45,28
17,04

20,86
10,18
38,16
13,92
7,83
13,9

KGF A
cjun” A

-1,37
-1,66
1,33
1,32
1,31
1,51
1,41

1,38
1,33
-1,44
-1,33
-1,35
1,36
1,33
-1,3
1,33
1,44
1,44
1,35
-1,31
2,18
14

-1,34
1,47

1,32
13
1,45
1,36
1,32
1,42
-1,32
1,54
-1,44
-1,33
1,59
-1,45

-1,56

-1,36

-1,6
1,63
1,34
1,36
-1,76
13

‘gene bank ‘LocusLink

Gen acession no.’ IDno.’

cross-reactive antigen)
58. calnexin 118887 821
59. eukaryotic translation initiation factor 3, subunit 1 (alpha, 35kD) BC002719 8669
60. NS1-associated protein 1 Al472757 10492
61. up-regulated by BCG-CWS AB040120 64116
62. alpha-actinin-2-associated LIM protein AF002280 27295
63. serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B (ovalbumin),

member 3 BC005224 6317
64. T-cell leukemia/lymphoma 1A BC003574 8115
65. calmodulin-like 3 M58026 810
66. mitogen-activated protein kinase 13 BC000433 5603
67. tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase

activation protein, epsilon polypeptide U28936 7531
68. defensin, beta 1 uU73945 1672
69. serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B (ovalbumin),

member 4 U19557 6318
70. CASP8 and FADD-like apoptosis regulator u97075 8837
71. dystrobrevin, alpha U46746 1837
72. inositol 1,3,4-triphosphate 5/6 kinase AF279372 3705
73. melanoma cell adhesion molecule M29277 4162
74. tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase

activation protein U43430 7531
75. folate receptor 1 (adult) AF000381
76. annexin A2 pseudogene 3 M62895 305
7. cholinergic receptor, nicotinic, alpha polypeptide 3 M37981 1136
78. protein tyrosine phosphatase, receptor type, O u20489 5800
79. Homo sapiens PNAS-20 AF274945
80. SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator of

chromatin, subfamily e, member 1 NM_003079 6605
81. dystroglycan 1 (dystrophin-associated glycoprotein 1) AW411370 1605
82. 601469954F1 NIH_MGC_67 Homo sapiens cDNA clone

IMAGE:3873157 5' BE780075
83. lipocalin 2 (oncogene 24p3) NM_005564 3934
84. KIAA0993 protein AL536319 23001
85. ras homolog gene family, member E BG054844 390
86. AL520675 Homo sapiens NEUROBLASTOMA COT 10-

NORMALIZED Homo sapiens cDNA clone CSODB002YF15 3-

PRIME AL520675
87. coagulation factor Il (thrombin) receptor-like 1 BE965369 2150
88. RAP2B, member of RAS oncogene family AW005535 5912
89. myosin, light polypeptide 6, alkali, smooth muscle and non-

muscle AA419227 4637
90. interferon induced transmembrane protein 1 (9-27) AA749101 8519
91. heat shock 90kD protein 1, alpha R01140 3320
92. acetyl-Coenzyme A carboxylase beta R99037 32
93. KRAB zinc finger protein KR18 AK024789 90338
94. phosphoinositol 3-phosphate-binding protein-2 BC000969 54477
95. Homo sapiens cDNA FLJ13781 fis, clone PLACE4000465 AK023843
96. peroxisome receptor 1 AW468717 5830
97. putative zinc finger protein from EUROIMAGE 566589 AL121585 58495
98. discs, large homolog 1 (Drosophila) AL121981

99. zu53c08.s1 Soares ovary tumor NbHOT Homo sapiens cDNA
clone IMAGE:741710 3' similar to contains Alu repetitive element AA401963

100. transcription factor-like 4 BF056105 6945
101. small inducible cytokine subfamily B (Cys-X-Cys), member 14

(BRAK) NM_004887 9547
102.  hypothetical protein PRO1068 NM_018573 55439
103. trichorhinophalangeal syndrome | NM_014112 7227
104.  hook2 protein NM_013312 29911
105. RAB3A interacting protein (rabin3)-like 1 NM_013401 5866
106.  claudin 15 NM_014343 24146
107.  hypothetical protein MGC2742 NM_023938 65995

cun™ c-jun” SE

404,15
229,95
283,68
252,35
115,07

770,89
113,71
342,76
388,41

501,23
656,09

1312,84
1290,7
279,93
144,43

81,34

318,29

240,54

276,39
3716

507,94
1125,83
82,53
547,94

278,35
373,33
1062,58

336,71
584,08
2117,72
54,78
227,74
402,8
329,28
225,75
743,94
108,67

188,4
3326

278,81
652,78

375,02

6,2
23,83
18,91
12,68

9,42

15,02
11,09

8,96
10,41

25,34
17,02

15,22
32,92
7,25
46,94
8,23

8,11
16,97
11,85

6,85
17,11
10,43

24,02
21,05

19,84
20,77

4,22
24,64

1334
21,82

13,79
18,21
67,69
18,64

1,96
25,54

8,91

7,67
22,35
11,94

15,62
12,13

10,43
28,31
4,34
5,24
7,52
14,35
9,12

Anhang 117
KGF A
KGF  KGFSE j.ta
529,04 10,18 1,31
364,74 9,09 1,59
395,59 19,98 1,39
358,85 12,06 1,42
394,63 22,4 3,43
563,73 12,5 -1,37
290,26 15,46 2,55
224,79 5,89 -1,52
206,75 19,75 -1,88
77787 16,37 1,55
445,78 22,41 -1,47
970,14 13,18 -1,35
981,19 19,01 -1,32
174,99 7,9 -1,6
1021,05 74,22 7,07
200,09 12,46 2,46
439,44 20,12 1,38
1474,67 33,4 1,92
475,28 93 1,41
268,42 4,44 -1,43
802,82 26,82 1,44
610,46 19,17 2,54
388,98 12,06 1,41
219,17 7,71 -1,7
659,79 14,57 13
853,36 14,36 -1,32
189,46 11,94 2,3
770,43 26,73 1,41
149,17 17,68 -1,87
488,17 16,39 1,31
811,74 33,93 -1,31
480,53 93 1,43
401,25 25,59 -1,46
2912,46 80,15 1,38
376,37 23,51 6,87
330,68 591 1,45
697,31 24,11 1,73
449,33 5,87 1,36
118,7 10,22 -1,9
964,67 28,18 1,3
215,78 7,48 1,99
309,25 3,63 1,64
466,54 30,71 14
158,54 3,63 -1,76
930,29 31,77 1,43
223,46 2,53 -1,46
317,36 11,5 1,53
284,17 5,6 -1,44
379,55 4,19 -1,31
493,52 6,73 1,32



K . .
. Fortsetzung Tabelle B: Zielgene von KGF in Versuch A

‘gene bank ‘LocusLink on T eliun - GM-CSF  GM-CSFA

Gen acession no.’ IDno.’ C-un Cjun” SE  GM-CSF SE cjun” A
110. oy31h06.x1 Soares_parathyroid_tumor_NbHPA Homo sapiens

cDNA clone IMAGE:1667483 3' Al057637 295,25 3,73 103,41 18,63 -2,86

111. leucine-rich repeat protein, neuronal 1 Al631881 4034 496,27 7,64 382,41 6,62 -1,3

€
. Tabelle C: Zielgene von GM-CSF in Versuch A

‘gene bank ‘LocusLink F——. F——. GM-CSF  GM-CSF A ‘gene bank ‘LocusLink F—_—. F—_—
Gen acession no.’ ID no.' Ciun™ cun”SE - GM-CSF SE cjun™A Gen acession no.’ ID no.' Ciun™ cun ™ SE
34. transcription elongation factor B (SlII), polypeptide 3 (110kD,
1 histone acetyltransferase NM_007067 11143 424,76 10,29 32391 5,94 -1,31 elongin A) Al344128 6924 513,01 9,04
2. paired box gene 8 X69699 7849 509,14 14,63 388,82 13,01 -1,31 35. interleukin 8 NM_000584 3576 859,39 47,21
3. hypothetical protein FLJ23282 AW001436 79874 1134,29 9,59 845,69 12,58 -1,34 36. protein tyrosine phosphatase, non-receptor type substrate 1 D86043 8194 374,32 10,75
4 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U (scaffold attachment 37.  nucleoporin 88kD NM_002532 4927 590,19 14,91
factor A) NM_004501 3192 1636,94 54,64 1240,65 14,12 -1,32 38. fibulin5 NM_006329 10516 421,87 8,57
5. eukaryotic translation initiation factor 3, subunit 10 (theta, 39. tissue inhibitor of metalloproteinase 2 NM_003255 7077 656,27 15,07
150/170kD) NM_003750 8661 395,03 23,99 541,06 14,33 1,37 40. NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex, 3 (12kD,
6. RAD21 homolog (S. pombe) NM_006265 5885 169,66 9,3 282,61 13,81 1,67 B12) NM_002491 4709 479,29 17,01
7. pituitary tumor-transforming 1 interacting protein NM_004339 754 371,49 15,3 488,75 7,04 1,32 41. hairy homolog (Drosophila) NM_005524 3280 302,6 9,42
8. membrane component, chromosome 11, surface marker 1 NM_005898 4076 748,77 26,82 980,95 32,48 1,31 42. RNA 3'-terminal phosphate cyclase NM_003729 8634 273,86 17,65
9. GNAS complex locus NM_000516 2778 5110,39 42,73 3582,44 86,5 -1,43 43.  aldo-keto reductase family 1, member C1 (dihydrodiol
10. ribosomal protein S10 NM_001014 6204 6495,33 173,63 5014,13 112,11 -1,3 dehydrogenase 1; 20-alpha (3-alpha)-hydroxysteroid
11. 15 kDa selenoprotein NM_004261 9403 310,84 6,26 414,56 9,52 1,33 dehydrogenase) NM_001353 1645 723,68 18,87
12. heterogeneous nuclear ribonucleoprotein AO NM_006805 10949 464,33 8,46 342,32 6,67 -1,36 44. hypothetical protein NM_013386 29957 210,55 7,58
13.  poly(A) binding protein, cytoplasmic 4 (inducible form) NM_003819 8761 361,01 24,09 496,56 21,66 1,38 45.  coagulation factor IlI (thromboplastin, tissue factor) NM_001993 2152 1038,45 39,8
14.  chromobox homolog 3 (HP1 gamma homolog, Drosophila) BE748755 11335 333,07 8,92 47151 10,89 1,42 46. mitochondrial ribosomal protein 63 NM_024026 78988 304,94 44,48
15.  synaptophysin-like protein NM_006754 6856 286,91 17,82 427,93 7,99 1,49 47.  KIAAQ537 gene product NM_014840 9891 380,83 13,7
16. epithelial membrane protein 1 NM_001423 2012 2034,52 78,54 2667,76 95,55 1,31 48. 0O-6-methylguanine-DNA methyltransferase NM_002412 4255 418,18 42,84
17. Ras-GTPase-activating protein SH3-domain-binding protein BG500067 10146 44551 20,47 593,18 19,74 1,33 49.  clathrin, light polypeptide (Lcb) NM_007097 1212 1306,38 24,61
18.  golgi autoantigen, golgin subfamily a, 4 NM_002078 2803 250,5 7,31 371,08 13,65 1,48 50. dihydrolipoamide branched chain transacylase (E2 component of
19. cornichon-like NM_005776 10175 355,6 13,19 491,39 21 1,38 branched chain keto acid dehydrogenase complex; maple syrup
20. DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 1 NM_001379 1786 181,18 5,83 283,03 9,04 1,56 urine disease) NM_001918 1629 315,53 21,8
21. EGF-containing fibulin-like extracellular matrix protein 1 Al826799 2202 248,44 14,95 350,2 15,74 1,41 51. protease, serine, 2 (trypsin 2) NM_002770 5645 986,96 7,69
22.  ribonucleotide reductase M2 polypeptide BE966236 6241 346,2 9,87 478,58 14,25 1,38 52. calbindin 2, (29kD, calretinin) NM_001740 794 382,64 7,74
23. peroxiredoxin 4 NM_006406 10549 401,02 9,61 527,41 17,64 1,32 53. aldehyde dehydrogenase 3 family, member B1 NM_000694 221 243,15 9,63
24. paired basic amino acid cleaving enzyme (furin, membrane 54.  protocadherin gamma subfamily C, 3 NM_002588 5098 584,25 10,31
associated receptor protein) NM_002569 5045 618,31 23,45 427,55 7,02 -1,45 55.  nucleolar and coiled-body phosphprotein 1 NM_004741 9221 228,77 26,91
25. tumor necrosis factor alpha-inducible cellular protein containing 56. keratin 1 (epidermolytic hyperkeratosis) NM_006121 3848 735,36 26,79
leucine zipper domains; Huntingtin interacting protein L; 57. lymphocyte antigen 6 complex, locus D NM_003695 8581 1010,26 21,04
transcrption factor IlIA-interacting protein NM_021980 10133 506,54 12,35 388,16 9,29 -1,3 58. keratin 10 (epidermolytic hyperkeratosis; keratosis palmaris et
26. tight junction protein 2 (zona occludens 2) NM_004817 9414 371,88 10,82 519,7 18,82 1,4 plantaris) NM_000421 3858 795,32 39,47
27. upstream transcription factor 2, c-fos interacting NM_003367 7392 401,98 11,63 299,37 12,93 -1,34 59. protease, serine, 3 (trypsin 3) NM_002771 5646 7918 22,2
28. peptidylglycine alpha-amidating monooxygenase NM_000919 5066 330,25 7,71 445,79 15,25 1,35 60. rho/rac guanine nucleotide exchange factor (GEF) 2 NM_004723 9181 393,63 10,66
29. fatty acid binding protein 5 (psoriasis-associated) NM_001444 2171 5019,1 189,12 3667,99 102,01 -1,37 61. keratin 13 NM_002274 3860 398,22 13,81
30. discs, large (Drosophila) homolog 1 AW139131 1739 232,16 6,82 338,57 12 1,46 62. transferrin receptor (p90, CD71) BC001188 7037 980,91 21,67
31. insulin-like growth factor binding protein 2 (36kD) NM_000597 3485 567,53 22,91 355,19 16,89 -1,6 63. voltage-dependent anion channel 3 BC002456 7419 451,52 32,24
32.  3-hydroxymethyl-3-methylglutaryl-Coenzyme A lyase 64. complement component 1, g subcomponent binding protein L04636 708 424,58 18,64
(hydroxymethylglutaricaciduria) NM_000191 3155 402,2 13,79 299,15 6,11 -1,34 65. ring finger protein 11 AB024703 26994 321,02 8,27
33.  SKIP for skeletal muscle and kidney enriched inositol phosphatase NM_016532 51763 377,65 11,65 269,39 5,6 -1,4
66. eukaryotic translation initiation factor 3, subunit 1 (alpha, 35kD) BC002719 8669 229,95 23,83 353,87 11,61 1,54 member 3
67. melanoma antigen, family D, 1 AF217963 9500 897,66 24,73 669,12 15,95 -1,34 71. Microfibril-associated glycoprotein-2 u37283 8076 434,74 26,54
68. polyadenylate binding protein-interacting protein 1 BF248165 10605 494,16 14,5 366,37 13,12 -1,35 72.  microfibrillar-associated protein 2 AL049569 4237 519,89 7,82
69. protocadherin gamma subfamily A, 1 AF152318 56114 612,36 4,63 439,73 17,46 -1,39 73.  tumor suppressing subtransferable candidate 3 AF001294 7262 1405,26 45,25

70. serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B (ovalbumin), BC005224 6317 770,89 15:02 587,64 22:87 -1,31 74. calmodulin-like 3 M58026 810 342,76 8,96

Anhang 11¢
GM-CSF
emcsF VS A
cjun” A
385,52 639 133
17536 2539 137
252,63 864 148
442,37 684 133
262,17 346 161
454 876 145
686,42 21 143
41211 1756 136
4819 133 176
54423 1808 133
31757 61 151
145832 5235 14
52305 2004 L72
266,81 937 143
12737 2678 328
94122 1309 139
46572 1336 148
707,68 899 139
27545 10,88 139
130,04 705 187
4034 1660 145
33678 1345 147
55302 1674 133
77188 1282 131
56454 1751 141
54784 1775 145
286,64 212 137
60095 3304 151
128166 3281 131
62722 1822 139
5968 1223 141
448,73 939 14
62152 2580 143
40142 426 13
191944 657 137
22921 596 15



€ . .
. Fortsetzung von Tabelle C: Zielgene von GM-CSF in Ve  rsuch A

‘gene bank ‘LocusLink

Gen acession no.’ IDno.’
75. chromosome 20 open reading frame 1 AF098158 22974
76. uroplakin 1B NM_006952 7348
77. nuclear receptor coactivator 1 U59302 8648
78. polyadenylate binding protein-interacting protein 1 BC005295 10605
79. four and a half LIM domains 1 AF098518 2273
80. serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B (ovalbumin),

member 4 U19557 6318
81. spermidine/spermine N1-acetyltransferase M55580 6303
82.  keratin 10 (epidermolytic hyperkeratosis; keratosis palmaris et

plantaris) M19156 3858
83. inositol 1,3,4-triphosphate 5/6 kinase AF279372 3705
84. interleukin 13 receptor, alpha 1 u81380 3597
85.  protocadherin gamma subfamily C, 3 BC006439 5098
86. cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (melanoma, p16, inhibits

CDK4) AF115544 1029
87. annexin A2 pseudogene 3 M62895 305
88. granulin BC000324 2896
89. interleukin 8 AF043337 3576
90. cholinergic receptor, nicotinic, alpha polypeptide 3 M37981 1136
91. CREBBP/EP300 inhibitory protein 1 AF349444 23741
92. unactive progesterone receptor, 23 kD BE903880 10728
93. dystroglycan 1 (dystrophin-associated glycoprotein 1) AW411370 1605
94. agrin AWO008051 180
95. 601469954F1 NIH_MGC_67 Homo sapiens cDNA clone

IMAGE:3873157 5' BE780075
96. lysophospholipase | BG288007 10434
97. ho62c10.x1 Soares_NFL_T_GBC_S1 Homo sapiens cDNA clone

IMAGE:3041970 3' AW873564
98. KIAA0356 gene product AB002354 9842
99. SEC24 related gene family, member A (S. cerevisiae) AJ131244 10802
100. keratin 4 X07695 3851
101. ribosomal protein L27 BE312027 6155
102. myosin IF BF740152 4542
103. myosin, light polypeptide 6, alkali, smooth muscle and non-muscle AA419227 4637
104. protein kinase C substrate 80K-H AI815793 5589
105. heat shock 90kD protein 1, alpha R01140 3320
106. trefoil factor 2 (spasmolytic protein 1) NM_005423 7032
107. KIAA0328 protein AB002326 23147
108. upstream transcription factor 2, c-fos interacting AY007087 7392
109. phosphoinositol 3-phosphate-binding protein-2 BC000969 54477
110. small inducible cytokine subfamily B (Cys-X-Cys), member 5

(epithelial-derived neutrophil-activating peptide 78) BG166705 6374

111. poly(A) binding protein, cytoplasmic, pseudogene 3 U64661 26978

cun™ c-jun” SE

260,8
337,43
241,42
381,01
630,54

1312,84
89,97

965,12
144,43
387,26
648,29

330,13
336,2
816,68
341,54
383,24
134,14
1009,98
3716
513

507,94
505,23

657,15
471
434,18
466,48
425,72
21541
336,71
820,56
2117,72
311,21
133,66
421,21
402,8

142,6
2891,29

8,66
7,27
4,7
16,95
20,66

15,22
18,63

47,73
46,94
9,35
6,42

8,7
11,85
18,99
15,86

6,85
5,94
23,22
21,05
17,8

19,84
13,7

13,6
13,63
8,93
13,54
16,67
6,19
13,79
21,2
67,69
5,81
9,26
9,51
25,54

7,48
120,2

GM-CSF

366,14
441,35
111,72
254,37

4675

938,16
226,58

710,2
490,37
209,99
395,71

223,98
496,33
605,96
468,88
267,84
265,7
1315,47
260,26
687,58

669,39
676,62

480,62
342,04
326,19
340,13
3218
64,25
483,75
608,87
2852,95
198,43
241,44
290,53
558,9

248,56
2184,99

GM-CSF ¢
SE

51
10,5
15,75
6,58
13,42

18,22
13,59

31,58
15,58
17,36
23,01

7,68
10,62
13,95
16,71

7,47

4,91
41,58
10,41

22,8

18,02
14,61

13,51
11,98
5,13
19,32
7,36
16,03
11,63
10,28
94,81
6,03
6,06
13,28
16,73

9,74
53,27

M-CSF A
cjun” A

14
1,31
-2,16
-1,5
-1,35

-1,4
2,52

-1,36

34
-1,84
-1,64

-1,47
1,48
-1,35
1,37
-1,43
1,98
13
-1,43
1,34

1,32
1,34

-1,37
-1,38
-1,33
-1,37
-1,32
-3,35
1,44
-1,35
1,35
-1,57
1,81
-1,45
1,39

1,74
-1,32

112.

113.
114.
115.
116.
117.

118.
119.
120.

121.

122.
123.
124.
125.
126.
127.
128.
129.
130.
131.
132.
133.
134.
135.
136.
137.
138.
139.
140.
141.
142.
143.

‘gene bank
acession no.’
Homo sapiens cDNA: FLJ22535 fis, clone HRC13115, highly
similar to AF152336 Homo sapiens protocadherin gamma B7
(PCDH-gamma-B7) AK026188
chromosome 11open reading frame 9 AC004770
ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 2 X63575
Homo sapiens Alu repeat (LNX1) AF222691
breast carcinoma amplified sequence 4, thymosin-like 6 AL133228
Human HL14 gene encoding beta-galactoside-binding lectin, 3"
end, clone 2 M14087
discs, large homolog 1 (Drosophila) AL121981
ribosomal protein L15 797353
Homo sapiens aconitase precursor (ACON) mRNA, nuclear gene
encoding mitochondrial protein AF086790

zu53c08.s1 Soares ovary tumor NbHOT Homo sapiens cDNA
clone IMAGE:741710 3' similar to contains Alu repetitive element AA401963

chromosome 11 hypothetical protein ORF3 NM_020154
40S ribosomal protein S27 isoform NM_015920
likely ortholog of mouse testis expressed gene 27 NM_021943
hypothetical protein FLJ10154 NM_018011
G protein-coupled receptor kinase 7 NM_017572
G protein-binding protein CRFG NM_012341
hypothetical protein FLJ11286 NM_018381
trichorhinophalangeal syndrome | NM_014112
hypothetical protein NM_019000
pseudouridylate synthase 1 NM_025215
CGI-119 protein NM_016056
Rh type C glycoprotein NM_016321
RAB3A interacting protein (rabin3)-like 1 NM_013401
claudin 15 NM_014343
erythroid differentiation-related factor NM_016633
hypothetical protein MGC2742 NM_023938
hypothetical protein FLJ22795 NM_025084
inorganic pyrophosphatase NM_006903
natriuretic peptide precursor C NM_024409
Homo sapiens non-functional folate binding protein (HSAF000381) NM_013307
ribulose-5-phosphate-3-epimerase BE964473
0y31h06.x1 Soares_parathyroid_tumor_NbHPA Homo sapiens

cDNA clone IMAGE:1667483 3 Al057637

‘LocusLink
IDno'.

745
491

6138

56851
51065
60685
55082

2872
23560
55337

7227
54463
80324
51643
51458

5866
24146
51327
65995
80154
27068

4880

6120

cun™ c-jun” SE

591,65
437,92
164,92
365,72
3095,24

3939
108,67
295,53

539,99

188.4
348,91
398,15

457,6
325,98

352,7
403,43
229,89
325,26
246,39

1875
234,78
935,06
410,13
495,87
334,82
375,02
375,59
706,75
157,11

8934
154,14

295,25

5,08
8,97
4,47
12,17
96,84

8,25
11,94
12,4

9,66

15,62
13,04
13,07
12,74
12,61
21,7
13,11
12,1
4,34
7,69
4,25
17,83
20,87
7,52
14,35
7,91
9,12
22,54
32,67
10,67
64,92
18,63

3,73

Anhang 11¢

GM-CSF

431,44
319,59
53,47
531,45
4227,66

281,38
217,87
4147

391,38

307,24
4645
526,42
319,62
450,84
494,13
546,55
339,06
200,54
125,33
80,23
358,63
662,74
296,27
299,47
232,26
506,13
105,04
509,49
45,71
1279,28
254,18

170,2

GM-CSF ¢
SE

14,32
5,64
16,45
6,65
113,79

5,06
9,58
6,82

10,02

4,58
10,03
21,36

3,71
21,33

7,29

19,9

9,5

2,29
14,23
19,62
16,73
14,87

7,17

8,88

5,47

13,4
15,17
17,36
12,71
38,42

7,75

7,48

M-CSF A
cjun” A

-1,37
-1,37

-1,38

1,63
1,33
1,32
-1,43
1,38

1,35
1,47
-1,62
-1,97
-2,34
1,53
-1,41
-1,38
-1,66
-1,44
1,35
-3,58
-1,39
-3,44
1,43
1,65

-1,73



Tabelle D: Zielgene von HGF in Versuch B

o

histone acetyltransferase

v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog F

(avian)
Wiskott-Aldrich syndrome (eczema-thrombocytopenia)

heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U (scaffold attachment

factor A)

eukaryotic translation initiation factor 3, subunit 10 (theta,
150/170kD)

myeloid cell leukemia sequence 1 (BCL2-related)

B-cell translocation gene 1, anti-proliferative
cytoskeleton-associated protein 4

dual specificity phosphatase 1

thioredoxin reductase 1

prion protein (p27-30) (Creutzfeld-Jakob disease, Gerstmann-
Strausler-Scheinker syndrome, fatal familial insomnia)
claudin 4

beta-2-microglobulin

low density lipoprotein receptor (familial hypercholesterolemia)
ADP-ribosylation factor-like 7

phosphoprotein regulated by mitogenic pathways
cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21, Cip1)

casein kinase 1, epsilon

TGFB inducible early growth response

thymidylate synthetase

tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3

tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3

cyclin G2

four and a half LIM domains 2

KIAA0429 gene product

NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex, 6
(17kD, B17)

epithelial V-like antigen 1

KIAA0665 gene product

CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), delta

dual specificity phosphatase 4

nuclear matrix protein p84

zinc finger protein 42 (myeloid-specific retinoic acid- responsive)

MAX binding protein
phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1
Kruppel-like factor 7 (ubiquitous)

FOS-like antigen-1

matrix metalloproteinase 1 (interstitial collagenase)
neuronal protein

prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (prostaglandin G/H
synthase and cyclooxygenase)

Ras-related associated with diabetes

Ras-related associated with diabetes

protein tyrosine phosphatase, receptor type, N

v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog F

(avian)

amphiregulin (schwannoma-derived growth factor)
protease, serine, 2 (trypsin 2)

small inducible cytokine subfamily A (Cys-Cys), member 20
bone morphogenetic protein 1

matrix metalloproteinase 10 (stromelysin 2)

epiregulin

tuftelin 1

parathyroid hormone-like hormone

forkhead box D1

lectin, galactoside-binding, soluble, 7 (galectin 7)

bone morphogenetic protein 1

keratin 10 (epidermolytic hyperkeratosis; keratosis palmaris et
plantaris)

transferrin receptor (p90, CD71)

laminin, gamma 2 (nicein (100kD), kalinin (105kD), BM600
(100kD), Herlitz junctional epidermolysis bullosa))

‘gene bank ‘LocusLink

acession no.’ IDno.’
NM_007067 11143
AL021977 23764
u12707 7454
BC003621 3192
BE614908 8661
BF594446 4170
AL535380 694
NM_006825 10970
NM_004417 1843
NM_003330 7296
NM_000311 5621
NM_001305 1364
NM_004048 567
NM_000527 3949
BG435404 10123
NM_025195 10221
NM_000389 1026
NM_001894 1454
NM_005655 7071
NM_001071 7298
Al738896 7128
NM_006290 7128
NM_004354 901
NM_001450 2274
NM_014751 9788
NM_002493 4712
AF275945 10205
NM_014700 9727
NM_005195 1052
BC002671 1846
NM_005131 9984
NM_003422 7593
NM_020310 4335
AlB57639 5366
AA488672 8609
BG251266 8061
NM_002421 4312
NM_013259 29114
NM_000963 5743
NM_004165 6236
NM_004165 6236
NM_002846 5798
NM_012323 23764
NM_001657 374
NM_002770 5645
NM_004591 6364
NM_001199 649
NM_002425 4319
NM_001432 2069
NM_020127 7286
NM_002820 5744
NM_004472 2297
NM_002307 3963
NM_006128 649
NM_000421 3858
NM_003234 7037
NM_018891 3918

cun™ c-jun” SE

434,18

263,45
1017,11

295,42

517,42
373,93
681,53
888,27
841,31
370,16

2420,1
544,18
2765,73
627,89
305,46
293,85
1292,18
309,31
193,47
334,45
580,77
691,84
215,49
517,18
435,61

355,77
698,93
334,63

120,47

216,55
2590,96
945,88
145,57
343,31
343,32
568,89
480,17
560,78
239,89
1788,6
425,61

665,53
698,77

241,38

5,57

13,38
11,28

20,87

22,33
11,26
11,19
29,19
14,03
14,41

58,65
18,13
69,12
10,74

13,6
20,67
36,93

5,78
19,85
11,51
19,25
15,05
17,04
22,96
15,94

9,5
35,67
11,88
16,58

19,32

4,21
12,43
10,98

7,55
10,43
13,43
14,35

30,04
7,79
10,21
8,95

11,2
94,62
21,21

7,63

6,54
18,04
17,87
25,46
16,86
10,64
76,47

15,8

23,46
9,91

9,02

HGF

299,51

527,06
770,68

428,29

678,22
584,31
896,73
662,55
1137,56
490,39

1696,29
829,62
1936,78
886,58
190,73
427,12
1746,18
506,52
380,45
434,82
785,75
901,49
367,83
7644
326,68

1646,76
318,05
581,17
255,53

333,35
3875,85
676,45
391,65
2256
478,53
796,52
758,39
838,04
364,6
1175,48
261,62

502,71
1079,13

367,43

HGF SE

5,94

17,12
6

16,54

11,88

9,73
26,85
38,24
58,97
18,69

78,88
16,63
169,81
29,71
59
16,23
39,45
17,92
17,41
12,88
23,33
24,77
7,95
24,28
6,09

19,51
29,08

5,78
15,74
14,15
11,57

7,25
13,28
12,66

9,77
11,79
24,08
11,29

18,86
21,81

11,53

HGF A
cun™ A
-1,45

2
-1,32

1,45

131
1,56

-1,31
-1,52

1,57
1,65

1,47
2,49

1,99

100.
101.
102.
103.
104.
105.
106.
107.
108.
109.
110.
111.
112.
113.
114.

115.
116.
117.
118.

zinc finger protein 261

keratin 13

adducin 1 (alpha)

midline 2

transferrin receptor (p90, CD71)

dual specificity phosphatase 6

dual specificity phosphatase 6

dual specificity phosphatase 6

core promoter element binding protein
ubiquinol-cytochrome c reductase binding protein
connective tissue growth factor

mitogen inducible 2

Ewing sarcoma breakpoint region 1
alpha-actinin-2-associated LIM protein

serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B (ovalbumin),
member 3

parathyroid hormone-like hormone

interleukin 1 receptor-like 1

inhibin, beta A (activin A, activin AB alpha polypeptide)
Akinase (PRKA) anchor protein (gravin) 12

RNA helicase-related protein

spermidine/spermine N1-acetyltransferase
spermidine/spermine N1-acetyltransferase

inositol 1,3,4-triphosphate 5/6 kinase

cysteine-rich, angiogenic inducer, 61

plasminogen activator, urokinase receptor
programmed cell death 10

cholinergic receptor, nicotinic, alpha polypeptide 3
parathyroid hormone-like hormone

plasminogen activator, urokinase receptor

zinc finger protein 36, C3H type-like 1

Homo sapiens cDNA: FLJ22515 fis, clone HRC12122
ras homolog gene family, member B

CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), beta
tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase
activation protein, epsilon polypeptide

interferon induced transmembrane protein 1 (9-27)
ADP-ribosylation factor 6

tr75d05.x1 NCI_CGAP_Panl Homo sapiens cDNA clone
IMAGE:2224137 3' similar to contains Alu repetitive element
protein phosphatase 2A, regulatory subunit B' (PR 53)
Homo sapiens Alu repeat (LNX1)

IBR domain containing 3

proline-rich protein BstNI subfamily 4

pM5 protein

pleckstrin homology-like domain, family A, member 1
pleckstrin homology-like domain, family A, member 1
likely ortholog of mouse testis expressed gene 27
chromosome 11 open reading frame 15

A20-binding inhibitor of NF-kappaB activation-2

type | ransmembrane receptor (seizure-related protein)
malonyl-CoA decarboxylase

glycolipid transfer protein

RAB38, member RAS oncogene family

hypothetical protein FLJ21870

hypothetical protein FLJ20186

hypothetical protein FLJ13841

mucin 16

hypothetical protein FLJ22795

Homo sapiens non-functional folate binding protein
(HSAF000381)

AV741657 CB Homo sapiens cDNA clone CBMALGO01 5
AV741657 CB Homo sapiens cDNA clone CBMALGO01 5
serologically defined breast cancer antigen NY-BR-20
hypothetical protein

‘gene bank
acession no.

NM_005096
NM_002274
NM_001119
NM_012216
BC001188
BC003143
BC003143
BC005047
AB017493
M26700
M92934
224725
BC004817
AF002280

BC005224
J03580
AB012701
M13436
AB003476
AF078844
M55580
M55580
AF279372
AF003114
u08839
BC002506
M37981
BC005961
AY029180
BG250310
AK026168
Al263909
AL564683

AA502643
AA749101
AA243143

Al590053
X86428
AF222691
AL031602
X07882
AL512687
AA576961
NM_007350
NM_021943
NM_020644
NM_024309
NM_012410
NM_012213
NM_016433
NM_022337
NM_023016
NM_017702
NM_024702
NM_024690
NM_025084

NM_013307
AV741657
AV741657
AA886335
AK023069

‘LocusLink
IDno.’

9203
3860

11043
7037
1848
1848
1848
1316
7381
1490

10979
2130

27295

6317
5744
9173
3624
9590
11325
6303
6303
3705
3491
5329
11235
1136
5744
5329
677

388
1051

7531
8519
382

5524

23420
22822
22822
60685
56674
79155
26470
23417
51228
23682
65124
54849
79755
94025
80154

91860
51531

cun™ c-jun” SE

380,84
330,69
419,17
348,87
821,49
414,51

538,04

1070,16
989,55
519,22

3388
462,18
458,83

2165,13
559,43
948,34

211,86
84,31

1293,65
261,57
645,09

3505
422,67

11,28
8,39
5,52

14,79

13,17

13,05
6,55

12,89

10,76

16,74
8,33
9,16
7,87

14,14

18,19

11,3
16,44
14,06
13,37

8,64
66,21

5,39
16,81
16,48
22,24
24,26

4,49
25,31
37,19
10,74

7,92
13,74
27,16

30,48
26,28
5,77

10,27
9,66
8,63

44,27

10,69

26,05

20,27
9,37

16,44

16,13

15,83
8,94

12,98

16,23

33,95

13,46

11,39
4,74
7,93

13,65

79,81
11,38
11,77
6,58
4,25

Anhang 12C
HGF A
HGF  HGFSE i
239,56 9,38 -1,59
455,94 16,76 1,38
309,02 11,25 -1,36
243,61 11,7 -1,43
1213,67 43,24 1,48
652,18 28,93 1,57
439,47 14,49 2,04
3151 16,56 1,63
579,1 35,1 1,43
995,43 38,36 1,45
550,59 11,17 2
517,46 18,94 1,43
2887 23,51 -1,37
200,01 2,66 2,43
470,54 12,09 -1,38
906,2 15,86 15
268,88 25,67 2,96
827,55 18,52 2,19
498,05 30,43 1,65
163,18 11,16 -1,81
1527,78 26,29 14
86,16 19,73 -2,23
333,28 40,74 -1,91
704,89 30,79 14
1093,03 27,8 1,85
856,79 19,71 1,31
250,42 3,77 -1,47
1438,19 63,02 1,32
1324,58 38,4 21
325,03 11,4 1,48
2201 13,34 -1,66
399,92 13,84 1,72
750,79 21,44 14
725,77 55,25 -1,47
760,9 10,59 -1,3
3971 13,32 -1,31
439,33 8,41 1,3
345,81 6,76 -1,34
651,67 11,98 1,42
1638,45 40,72 -1,32
415,94 12,98 -1,34
721,29 32,71 -1,31
905,6 44,01 1,48
579,7 15,4 1,46
343,03 6,08 1,62
4331 21,72 -1,35
595,22 16,41 -1,38
173,79 2,81 -1,64
104,41 5,87 -2,03
597,02 13,31 1,31
835,66 31,41 -1,32
480,57 18,33 14
372,06 20,38 -1,33
195,98 6,73 -1,72
51,2 10,27 -4,14
185,55 6,32 2,2
748,46 33,38 -1,73
383,14 33,38 1,46
844,63 14,02 1,31
237,01 5,92 -1,48
299,01 12,4 -1,41



Tabelle E: Zielgene von KGF in Versuch B

rPONE

on

10.
11.

13.

14.

15.
16.

18.
19.

21.
22.
23.

24.

26.
27.

29.
30.

32.
33.
34.

35.
36.
37.
38.

39.

40.
41.
42.

44.
45.

47.
48.

50.
51.

53.
54.
107.
108.
109.

chromobox homolog 3 (HP1 gamma homolog, Drosophila)
hypothetical protein

KIAA0615 gene product

v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog F
(avian)

peroxisome proliferative activated receptor, delta

diphtheria toxin receptor (heparin-binding epidermal growth
factor-like growth factor)

protease inhibitor 3, skin-derived (SKALP)

hypothetical protein FLJ20116

hypothetical protein FLJ20258

nucleolin

N-myc downstream regulated

glutamate-ammonia ligase (glutamine synthase)
procollagen-proline, 2-oxoglutarate 4-dioxygenase (proline 4-
hydroxylase), beta polypeptide (protein disulfide isomerase;
thyroid hormone binding protein p55)

translocase of outer mitochondrial membrane 20 (yeast)
homolog

ubiquitin-conjugating enzyme E2D 3 (UBC4/5 homolog, yeast)
pituitary tumor-transforming 1 interacting protein
LPS-induced TNF-alpha factor

ARP2 actin-related protein 2 homolog (yeast)
phosphoglycerate kinase 1

phosphoglycerate kinase 1

ferritin, heavy polypeptide 1

RAN, member RAS oncogene family

activating transcription factor 4 (tax-responsive enhancer
element B67)

ornithine decarboxylase 1

myeloid cell leukemia sequence 1 (BCL2-related)

myeloid cell leukemia sequence 1 (BCL2-related)
stearoyl-CoA desaturase (delta-9-desaturase)
24-dehydrocholesterol reductase

chaperonin containing TCP1, subunit 3 (gamma)

B-cell translocation gene 1, anti-proliferative

B-cell translocation gene 1, anti-proliferative

DEK oncogene (DNA binding)

syndecan binding protein (syntenin)

palmitoyl-protein thioesterase 1 (ceroid-lipofuscinosis, neuronal
1, infantile)

thioredoxin interacting protein

thioredoxin interacting protein

thioredoxin interacting protein

multifunctional polypeptide similar to SAICAR synthetase and
AIR carboxylase

multifunctional polypeptide similar to SAICAR synthetase and
AIR carboxylase

dual specificity phosphatase 1

karyopherin alpha 2 (RAG cohort 1, importin alpha 1)
chromobox homolog 3 (HP1 gamma homolog, Drosophila)
thrombospondin 1

thrombospondin 1

ATP citrate lyase

cadherin 1, type 1, E-cadherin (epithelial)

eukaryotic translation initiation factor 2, subunit 1 (alpha,35kD )
isocitrate dehydrogenase 1 (NADP+), soluble

proliferating cell nuclear antigen

ATPase, Na+/K+ transporting, beta 1 polypeptide

ATPase, Na+/K+ transporting, beta 1 polypeptide

solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member
thioredoxin reductase 1

aldo-keto reductase family 1, member B1 (aldose reductase)
KIAA0101 gene product

tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3

tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3

‘gene bank
acession no.’

NM_016587
U69190
AB014515

AL021977
L07592

M60278
110343
AA469071
AI219073
NM_005381
NM_006096
NM_002065

NM_000918

NM_014765
NM_003340
NM_004339
AB034747

NM_005722
NM_000291
NM_000291
NM_002032
BF112006

NM_001675
NM_002539
BF594446
AI275690
AB032261
NM_014762
NM_005998
AL535380
NM_001731
NM_003472
NM_005625

NM_000310
AA812232
Al439556
NM_006472

AA902652

NM_006452
NM_004417
NM_002266
BE748755
Al812030
BF055462
NM_001096
L08599
NM_004094
NM_005896
NM_002592
BC000006
NM_001677
NM_006516
NM_003330
NM_001628
NM_014736
Al738896
NM_006290

‘LocusLink
IDno.’

11335
54555
9683

23764
5467

1839
5266
56612
54869
4691
10397
2752

5034

9804
7323
754
9516
10097
5230
5230
2495
5901

468
4953
4170
4170
6319
1718
7203

694

694
7913
6386

5538
10628
10628
10628

10606

10606
1843
3838

11335
7057
7057

47
999
1965
3417
5111
481
481
6513
7296
231
9768
7128
7128

cun™ c-jun” SE

580,74
335,55
315,36

263,45
7335

752,71
5530,99
1160,57

421,25

834,19
1010,16

286,75

535,99

393,91
1681,92
491,33
461,95
593,06
558,12
1074,32
2361,43
294,02

812,38
1859,26
373,93
996,37
940,34
319
1041,21
681,53
416,17
493,22
560,13

361,63
276,39
293,24
264,59

450,76

39341
841,31
820,33
459,15
284,98
728,59
397,88
720,35
566,33

3974
534,91
199,06
179,37
654,13
370,16
480,47
432,38
580,77
691,84

9,59
5,21
7,58

13,38
26,77

19,21
115,24
30,78
10,83
30,09
52
8,86

18,34

8,97
52,05
13,54
14,16
31,11
15,13
21,64
73,74
13,63

49,62
58,18
11,26
15,95
23,18
13,87
43,11
11,19
16,96
16,15
14,86

7,84
9,23
6,66
9,67

12,97

9,11
14,03
32,77
16,57

9,98

25,6
15,67
22,74
28,36

8,03
21,13

8,96

8,82
22,16
14,41
14,78
19,89
19,25
15,05

KGF

4133
458,62
4725

559,12
1030,01

1144,82
7390,73
1722,28
572,87
608,84
2247,08
665,84

697,51

286,56
2196
665,78
618,26
878,53
756,11
1484,06
3239,13
185,11

1695,27
1385,06
570,09
1538,97
709,22
215,06
769,48
1265,59
679,07
359,45
829,08

235,87
564,24
548,93
537,36

264,76

285,26
1135,62
514,43
354,49
172,16
430,29
295,99
943,55
405,65
286,72
304,68
696,92
556,41
1053,56
493,41
766,68
301,71
1078,44
1075,11

KGF SE

11,89
14,6
17,99

11,06
19,52

20,23

122
33,51
10,41
27,45
83,48
22,09

13,22

4,07
51,38
14,56

26,2
29,31
35,55
54,29
76,15

4,96

63,39
38,26
17,32

27,5
11,32

8,27
15,98
32,87
26,07
12,47
15,73

7,72
13,41
12,46
28,62

10,92

13,12
22,86
20,53

8,79

7,34

9,28
15,88
23,74
11,22

3,68

9,28
12,49
10,62
21,72
12,14
17,15
11,76
25,02
31,22

KGF A
cjun” A

-1,41
1,37
15

2,12
14

1,52
1,34
1,48
1,36
-1,37
2,22
2,32

13

-1,37
131
1,36
1,34
1,48
1,35
1,38
1,37

-1,59

2,09
-1,34
1,52
1,54
-1,33
-1,48
-1,35
1,86
1,63
-1,37
1,48

-1,53
2,04
1,87
2,03

-1,7

-1,38
1,35
-1,59
-1,3
-1,66
-1,69
-1,34
1,31
-1,4
-1,39
-1,76
35

1,61
1,33
1,6
-1,43
1,86
1,55

Gen

55.
56.
57.

59.
60.

62.
63.

65.
66.

68.

69.
70.

72.
73.

75.
76.

78.
79.

81.
82.

84.
85.
86.
87.
88.
89.
90.
91.

93.

94.

96.

97.
98.

99.

100.
101.
102.

103.
104.
105.
106.

110.
111.

acidic protein rich in leucines

epithelial membrane protein 1

general transcription factor IlI1A

glutathione peroxidase 3 (plasma)

heat shock protein 75

claudin 4

aminopeptidase puromycin sensitive

aminopeptidase puromycin sensitive

NAD(P)H dehydrogenase, quinone 1

sequestosome 1

dyskeratosis congenita 1, dyskerin

peptidylprolyl isomerase F (cyclophilin F)

peptidylprolyl isomerase F (cyclophilin F)

nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-
cells inhibitor, alpha

chloride intracellular channel 4

RuvB-like 1 (E. coli)

immediate early response 3

Janus kinase 1 (a protein tyrosine kinase)

gap junction protein, alpha 1, 43kD (connexin 43)

DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 1

D123 gene product

neuroepithelial cell transforming gene 1

EGF-containing fibulin-like extracellular matrix protein 1
BCL2/adenovirus E1B 19kD interacting protein 3
BCL2/adenovirus E1B 19kD interacting protein 3
plasminogen activator, tissue

ATP-binding cassette, sub-family E (OABP), member 1
ATP-binding cassette, sub-family E (OABP), member 1
ribonucleotide reductase M2 polypeptide

IMP (inosine monophosphate) dehydrogenase 2

solute carrier family 20 (phosphate transporter), member 1
myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia (trithorax
homolog, Drosophila); translocated to, 2

decay accelerating factor for complement (CD55, Cromer blood
group system)

decay accelerating factor for complement (CD55, Cromer blood
group system)

chaperonin containing TCP1, subunit 2 (beta)

putative translation initiation factor

secreted frizzled-related protein 1

syndecan 4 (amphiglycan, ryudocan)

tumor necrosis factor alpha-inducible cellular protein containing
leucine zipper domains; Huntingtin interacting protein L;
transcrption factor IlIA-interacting protein

baculoviral IAP repeat-containing 2

tight junction protein 2 (zona occludens 2)

v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog F
(avian)

JTV1 gene

polypyrimidine tract binding protein (heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein 1)

laminin, gamma 2 (nicein (100kD), kalinin (105kD), BM600
(100kD), Herlitz junctional epidermolysis bullosa))

casein kinase 1, epsilon

ubiquitin-conjugating enzyme E2B (RAD6 homolog)
integrin, alpha V (vitronectin receptor, alpha polypeptide,
antigen CD51)

TGFB inducible early growth response

ubiquitin specific protease 1

v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian)
RAN binding protein 1

interferon gamma receptor 1
procollagen-proline, 2-oxoglutarate 4-dioxygenase (proline 4-
hydroxylase), alpha polypeptide II

‘gene bank
acession no.’

NM_006401
NM_001423
NM_002097
NM_002084
NM_016292
NM_001305
AW055008
AJ132583
NM_000903
NM_003900
NM_001363
BC005020
NM_005729

Al078167
NM_013943
NM_003707
NM_003897
AL039831
NM_000165
NM_001379
NM_006023
AW263232
Al826799
uU15174
NM_004052
NM_000930
Al002002
NM_002940
BE966236
NM_000884
NM_005415

NM_005935
NM_000574

BC001288
NM_006431
AF083441
NM_003012
NM_002999

NM_021980
NM_001166
NM_004817

AA725102
NM_006303

NM_002819

NM_005562
NM_001894
AAB77765

Al093579

NM_005655
NM_003368
NM_002467
NM_002882

NM_000416

NM_004199

‘LocusLink
IDno.’

10541
2012
2971
2878

10131
1364
9520
9520
1728
8878
1736

10105

10105

4792
25932
8607
8870
3716
2697
1786
8872
10276
2202
664
664
5327
6059
6059
6241
3615
6574

4299

1604

1604
10576
10209

6422

6385

10133
329
9414

23764
7965

5725

3918
1454
7320

3685
7071
7398
4609
5902

3459

8974

cun™ c-jun” SE

1082,15
2074,69
421,14
244,86
442,58
544,18
293,69
265,01
358,02
238,53
348,37
519,44
7384

507,86
722,32
365,38
1920,45
328,84
1053,43
287,46
451,51
354,99
322,26
159,8
127,38
68,96
417,92
3525
417,48
943,47
1491,15

148,57
158,89

230,2
1315,12
1708,49

295,06
949,38

420,2
534,05
567,39

420,72
399,7

1144,59

2123,57
309,31
286,99

344,74
193,47
267
534,16
8132

336,18

231,73

14,47
88,32
15,28
7,37
8,66
18,13
6,16
12,58
8,98
9,38
14,84
18,24
22,52

17,18
12,96
9,37
52,93
14,35
34,68
6,71
15,29
14,75
15,6
9,58
7,06
5,99
13,9
8,55
13,2
14,66
43,46

8,71
5,34

12,62
33,91
30,48

3,61
36,76

12,46
12,91
15,36

13,82
22,69

41,42

74,14
5,78
15,07

19,19
19,85
11,68
18,18
27,07

12,43

7,14

Anhang 121

KGF

804,49
2741,01
303,69
139,66
332,99
879,39
434,52
383,87
240,25
387,65
177,82
710,76
1008,16

884,14
952,15
214
2829,02
459,44
790,88
174,66
339,22
467,91
212,48
397,18
409,85
176,01
284,96
194,08
212,55
728,36
894,46

287,88
276,92

364,03
946,09
2431,41
142,14
1279,75

569,03
709,97
77717

562,54
281,99

859,26

3225,66
463,69
439,74

471,31
348,52
150,49

330,6
585,07

497,38

346,92

KGF SE

10,78
54,46
12,07
9,87
7,96
26,07
6,54
9,82
8,78
14,91
10,96
10,53
25

16,88
26,42
5,25
46,42
9,81
7,54
6,85
10,61
13,86
10,11
41,01
8,46
5,86
10,65
5,38
5,41
11,61
27,51

10,52
10,96
9,36
37,43
33,9

8,92
30,15

9,8
26,77
27,48

6,74
15,64

25,79
83,33
9,11
15,84
12,84
6,03
15,37
19,38
19

11,31

KGF A
cjun” A

-1,35
1,32
-1,39
-1,75
-1,33
1,62
1,48
1,45
-1,49
1,63
-1,96
1,37
1,37

1,74
1,32
-1,71
1,47
14
-1,33
-1,65
-1,33
1,32
-1,52
2,49
3,22
2,55
-1,47
-1,82
-1,96

1,67
1,94
174
1,58

139
1,42

-2,08
1,35

1,35
1,33
1,37

1,34
1,42

-1,33
1,52
1,53
1,37

-1,77

-1,62

-1,39
1,48

15
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112.
113.
114.
115.
116.
117.
118.
119.
120.
121.
122.
123.
124.
125.
126.

127.
128.
129.
130.
131.
132.
133.
134.
135.

136.

137.

138.
139.

140.
141.
142.
143.

144.
145.
146.
147.
148.
149.
150.
151.
152.
153.
154.
155.
156.

157.
158.
159.
160.
161.
162.
163.
164.

165.
166.

167.
168.

cyclin G2

cyclin G2

acidic 82 kDa protein mMRNA

claudin 7

serine protease inhibitor, Kunitz type 1

glutathione peroxidase 2 (gastrointestinal)

interleukin 8

CDC20 cell division cycle 20 homolog (S. cerevisiae)

HIF-1 responsive RTP801

adrenomedullin

hexokinase 2

T-cell leukemia translocation altered gene

retinoic acid induced 3

cell division cycle 2, G1 to S and G2 to M

glucan (1,4-alpha-), branching enzyme 1 (glycogen branching
enzyme, Andersen disease, glycogen storage disease type V)
ladinin 1

MKP-1 like protein tyrosine phosphatase

splicing factor, arginine/serine-rich 5

Down syndrome critical region gene 2

spermidine/spermine N1-acetyltransferase

trophoblast glycoprotein

EphA2

protease inhibitor 3, skin-derived (SKALP)

laminin, alpha 3 (nicein (150kD), kalinin (165kD), BM600
(150kD), epilegrin)

carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 6
(non-specific cross reacting antigen)

sema domain, immunoglobulin domain (lg), short basic domain,
secreted, (semaphorin) 3C

visinin-like 1

diphtheria toxin receptor (heparin-binding epidermal growth
factor-like growth factor)

natural killer cell transcript 4

small nuclear ribonucleoprotein polypeptide F
glutamate-cysteine ligase, modifier subunit

matrix metalloproteinase 9 (gelatinase B, 92kD gelatinase,
92kD type IV collagenase)

carbonic anhydrase XlI

translin-associated factor X

mitochondrial ribosomal protein S12

S100 calcium binding protein P

mitochondrial ribosomal protein 63

monoamine oxidase A

putative dimethyladenosine transferase

GRO1 oncogene (melanoma growth stimulating activity, alpha)
matrix metalloproteinase 1 (interstitial collagenase)

U6 snRNA-associated Sm-like protein LSm7

KIAA0615 gene product

potassium channel, subfamily K, member 1 (TWIK-1)
prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (prostaglandin G/H
synthase and cyclooxygenase)

KIAAQ0938 protein

follistatin

heparin-binding growth factor binding protein

integrin, alpha 2 (CD49B, alpha 2 subunit of VLA-2 receptor)
vaccinia related kinase 2

heat shock 10kD protein 1 (chaperonin 10)

a disintegrin and metalloproteinase domain 8

v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog F
(avian)

guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha 15 (Gq
class)

inositol polyphosphate-4-phosphatase, type Il, 105kD
interleukin 1 receptor, type Il

H2A histone family, member X

‘gene bank
acession no.’

AW134535
NM_004354
NM_014597
NM_001307
NM_003710
NM_002083
NM_000584
NM_001255
NM_019058
NM_001124
Al761561
NM_022171
NM_003979
AL524035

NM_000158
NM_005558
NM_007026
NM_006925
NM_003720
NM_002970
NM_006670
NM_004431
NM_002638

NM_000227
BC005008

NM_006379
AF039555

NM_001945
NM_004221
NM_003095
NM_002061

NM_004994
NM_001218
NM_005999
NM_021107
NM_005980
BF303597

NM_000240
NM_014473
NM_001511
NM_002421
NM_016199
NM_014664
NM_002245

NM_000963
NM_014903
NM_013409
NM_005130
NM_002203
NM_006296
NM_002157
NM_001109

NM_012323

NM_002068
NM_003866
NM_004633
NM_002105

‘LocusLink

IDno.’

901
901
30836
1366
6692
2877
3576
991
54541
133
3099
6988
9052
983

2632
3898
11072
6430
8624
6303
7162
1969
5266

3909

4680

10512
7447

1839
9235
6636
2730

4318
771
7257
6183
6286
78988
4128
27292
2919
4312
51690
9683
3775

5743
22840
10468

9982

3673

7444

3336

101

23764

2769
8821
7850
3014

cun™ c-jun” SE

453,63
215,49
471,63
608,84
275,39
472,21
1026,74
340,34
459,68
457,53
178,67
220,27
678,48
248,05

180,35
1120,52
582,09
567,94
303,46
489,9
472,87
414,37
6291,17

2984,17
601,02

6915
360,51

1283,01
131,01
532,68
363,35

1368,9
261
83,91
319,89
555,86
598,68
280,27
312,65
403,28
439,23
444,47
238,17
335,62

826,61
231,17
1494,27
4091,88
354,27
314,57
775,56
558,36

2165

292,07
171,74
1492,16
323,12

11,49
17,04
22,38
11,12
10,01
10,56
31,37
13,88
11,89
17,08

8,29

9,36
39,79

5,12

3,71
25,94
5,61
27,79
5,38
10,87
15,6
15,94
149,47

91,98
26,25

20,43
10,63

45,17

4,25
15,59
13,02

61,71
15,48
10,31
10,16
18,96
19,39
9,41
10,4
11,89
13,43
17,25
53
8,06

30,04
4,99
40,22
60,1
17,94
10,26
17,1
14,73

11,2

13,25
4,91
72,4

6,7

KGF

810,38
392,24
345,69
835,33
383,6
297,87
1854,13
217,04
905,46
684,62
535,96
322,97
1270,29
147,46

291,62
761,19
774,03
786,31
188,02
1011,52
766,96
592,29
8710,24

4191,82
1160,43

944,92
234,29

1973,98
241,35
408,15
218,37

2250,52
433,96
187,12

207,8

9425

4529
389,49
209,63
601,21
766,54
326,47
353,56
494,06

1105,01
356,33
944,07

2956,67
533,79
417,27
565,18
766,37

355,39

4238
293,12
3019,39
197,05

KGF SE

25,57
12,77
12,93
11,3
11,44
9,36
59,21
7,49
11,97
29,97
22,45
6,6
24,74
4,69

6,19
13,41
23,57
24,41

4,85
17,82
24,05
13,43

158,99

39,9
32,23

24,49
18,61

38,71
7,32
8,86
4,16

64,09
11,72
14,68

7,75
17,12
14,33
10,79
13,54
14,85
34,42
10,49
17,09
23,45

36,95

8,4
29,62
64,87
17,71
12,75
10,95
15,15

14

19,36

3,96
63,82
10,89

KGF A
cjun” A

1,79
1,82
-1,36
1,37
1,39
-1,59
1,81
-1,57
1,97
15

3
1,47
1,87
-1,68

1,62
-1,47
1,33
1,38
-1,61
2,06
1,62
1,43
1,38

14
1,93

1,37
-1,54

1,54
1,84
-1,31
-1,66

1,64
1,66
2,23
-1,54
17
-1,32
1,39
-1,49
1,49
1,75
-1,36
1,48
1,47

1,34
1,54
-1,58
-1,38
1,51
1,33
-1,37
1,37

1,64

1,45
1,71
2,02
-1,64

Gen

169.
170.
171.
172.
173.
174.
175.
176.
177.
178.
179.
180.
181.
182.

183.
184.
185.

186.
187.
188.

189.
190.
191.
192.
193.

194.
195.
196.
197.
198.
199.
200.
201.
202.
203.

204.
205.
206.
207.
208.
209.
210.

211.
212.
213.
214.
215.
216.

217.
218.
219.
220.
221.
222.

223.

224.
225.

small inducible cytokine subfamily A (Cys-Cys), member 20
plasminogen activator, urokinase

2',5-oligoadenylate synthetase 1 (40-46 kD)

E3 ubiquitin ligase SMURF2

aminolevulinate, delta-, synthase 1

matrix metalloproteinase 10 (stromelysin 2)

tuftelin 1

S$100 calcium binding protein A12 (calgranulin C)

S100 calcium binding protein A7 (psoriasin 1)

H4 histone family, member G

neuromedin U

parathyroid hormone-like hormone

lectin, galactoside-binding, soluble, 7 (galectin 7)

serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B (ovalbumin),
member 7

similar to yeast Upf3, variant A

heat shock 105kD

keratin 10 (epidermolytic hyperkeratosis; keratosis palmaris et
plantaris)

discoidin domain receptor family, member 1

Nef-associated factor 1

laminin, gamma 2 (nicein (100kD), kalinin (105kD), BM600
(100kD), Herlitz junctional epidermolysis bullosa))

plakophilin 2

nuclear receptor co-repressor 2

adenosine monophosphate deaminase (isoform E)
peroxisome proliferative activated receptor, delta

sema domain, immunoglobulin domain (lg), transmembrane
domain (TM) and short cytoplasmic domain, (semaphorin) 4F
DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His) box polypeptide 21
hypothetical protein FLJ20006

interferon regulatory factor 7

small proline-rich protein 2B

CD24 antigen (small cell lung carcinoma cluster 4 antigen)
splicing factor, arginine/serine-rich 3

eukaryotic translation initiation factor 3, subunit 9 (eta, 116kD)
glycyl-tRNA synthetase

potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 4
5-aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide
formyltransferase/IMP cyclohydrolase
microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3
mitochondrial ribosomal protein L3

signal recognition particle 72kD

complement component 1, g subcomponent binding protein
chromosome 3 open reading frame 4

dUTP pyrophosphatase

similar to MRJ gene for a member of the DNAJ protein family
(H. sapiens)

NS1-associated protein 1

proline-rich protein with nuclear targeting signal
interferon-related developmental regulator 2

5'-nucleotidase (purine), cytosolic type B

C2f protein

laminin, beta 3 (nicein (125kD), kalinin (140kD), BM600
(125kD))

UDP-N-acteylglucosamine pyrophosphorylase 1

smoothelin

HIV-1 Tat interactive protein 2, 30 kDa

thioredoxin domain-containing

carboxylesterase 2 (intestine, liver)

serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B (ovalbumin),
member 3

serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B (ovalbumin),
member 3

ribonucleotide reductase M2 polypeptide

methionyl aminopeptidase 2

‘gene bank
acession no.’

NM_004591
NM_002658
NM_002534
AY014180

NM_000688
NM_002425
NM_020127
NM_005621
NM_002963
NM_003542
NM_006681
NM_002820
NM_002307

NM_003784
AF318575
NM_006644

NM_000421
NM_001954
NM_006058

NM_018891
NM_004572
NM_006312
NM_000480
NM_006238

NM_004263
NM_004728
NM_017618
NM_004030
NM_006945
BG327863
BC000914
uU78525
D30658
297056

D89976
AF183417
BC003375
BE856385
L04636
AF161522
U62891

BC002446
AF037448
AF279899
BC001327
BC001595
u72514

L25541
S73498
AF064238
BC002439
AL080080
BF033242

U19556
BC005224

BC001886
U13261

‘LocusLink
IDno.’

6364
5328
4938
64750
211
4319
7286
6283
6278
8364
10874
5744
3963

8710
65110
10808

3858
780
10318

3918
5318
9612

272
5467

10505
9188
54782
3665
6701
934
6428
8662
2617
3761

471
81631
11222

6731

708

56650
1854

136442
10492
10957

7866
22978
10436

3914
6675
6525
10553
81542
8824

6317
6317

6241
10988

cun™ c-jun” SE

145,57
1302,8

1788,6

921,14
80,23
603,36

503,562

241,38
215,99
215,08
188,62
281,58

128,42
351,59
202,54
522,32
4030,25
1239,01
1524,53
435,94
646,21
574,64

329,44
262,69
716,68

597,1
577,88
206,81
719,16

185,8
306,74
188,85
289,02
222,76
334,58

1363,64
515,88
371,42
368,41
372,16
770,12

1095,1
647,75

677,78
580,68

7,63
30,65
10,35

9,43
20,63
18,04
25,46

5,64
95,85

8,83
13,24
16,86
76,47

16,77
11,81
7,68

23,46
14,22
9,41

9,02
3,61
9,16
7,29
7,63

8,99
12,84
5,77
7,37
191,39
47,62
48,56
14,64
28,29
21,49

10,62
12,8
28,8

19,36

16,94
9,82

24,31

5,17
12,19
8,88
13,97
9,81
16,28

41,57
27,47
13,61
8,34
8,69
20,53

44,34
18,19

24,17
15,45

Anhang 12z

KGF

1142,68

1293,99
229,69
421,64

393,44
917,01
987,59

365,67
326,56
32847
298,27
400,14

251,31
221,85
316,11
750,69
8224,61
1648,11
1058,77
331,24
8743
760,79

22331
4614
461

226,19

2022,86
715,11
483,46
253,82
269,12
531,51

1564
911,73

444,43
436,97

KGF SE

13,39
40,13
9,59
18,72
7,22
26,8
18,36
16,06
65,7
13,64
7,44
19,47
52,45

19,66
20,46
12,87

17,12
8,23
21,27

10,69
10,79
9,41
26,18
8,26

15
12,62
5,39
6,48
279,23
27,06
11,76
10,67
26,44
22,4

14,36
15,03
10,72
12,57
10,38
12,31

7,62

10,34
7,18
15,78
11,85
11,33
9,04

36,37
32,31
75
4,73
11,12
6,96

35,82
11,47

15,53
12,8

KGF A
cjun” A

6,3
15
1,42
13
1,58
2,24
1,44
3,6
2,15
-1,76
-1,81
-1,6
-1,57

14
2,86
-1,43

-1,69
1,38
1,96

1,51
1,51
1,53
1,58
1,42

1,96
-1,58
1,56

1,57
-1,48

1,48
1,39
13
-1,45
-1,38
-1,45

1,43
1,41

-1,53
-1,33
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226.
227.

228.
229.
230.
231.
232.
233.
234.
235.
236.
237.

238.
239.
240.
241.
242.

243.
244.
245.
246.
247.
248.

249.
250.
251.
252.
253.
254.

255.
256.
257.
258.
259.
260.
261.
262.

263.
264.
265.
266.
267.
268.
269.

270.
271.
272.
273.
274.
275.
276.
277.

278.
279.

dUTP pyrophosphatase

neutrophil cytosolic factor 2 (65kD, chronic granulomatous
disease, autosomal 2)

JTV1 gene

JAK binding protein

APEX nuclease (multifunctional DNA repair enzyme)

PAI-1 mRNA-binding protein

insulin-like growth factor binding protein 3

interleukin 1, alpha

regulator of G-protein signalling 20

nuclear receptor coactivator 1

RAB6C, member RAS oncogene family

serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B (ovalbumin),
member 4

inhibin, beta A (activin A, activin AB alpha polypeptide)
vascular endothelial growth factor

HLA-G histocompatibility antigen, class I, G
spermidine/spermine N1-acetyltransferase

keratin 10 (epidermolytic hyperkeratosis; keratosis palmaris et
plantaris)

inositol 1,3,4-triphosphate 5/6 kinase

1Q motif containing GTPase activating protein 1
plasminogen activator, urokinase receptor

Homo sapiens phorbolin |

jumping translocation breakpoint

CD47 antigen (Rh-related antigen, integrin-associated signal
transducer)

interleukin 1 receptor, type Il

interleukin 8

HLA-G histocompatibility antigen, class I, G

cyclin G2

casein kinase 2, beta polypeptide

carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 6
(non-specific cross reacting antigen)

plasminogen activator, urokinase

enolase 1, (alpha)

U6 snRNA-associated Sm-like protein

parathyroid hormone-like hormone

Siah-interacting protein

karyopherin alpha 2 (RAG cohort 1, importin alpha 1)
decorin

serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B (ovalbumin),
member 3

plasminogen activator, urokinase receptor

nucleolar and coiled-body phosphprotein 1

leucine-rich PPR-motif containing

omo sapiens cDNA: FLJ22515 fis, clone HRC12122

ras homolog gene family, member B

insulin-like growth factor binding protein 3

Homo sapiens mRNA; cDNA DKFZp564F053 (from clone
DKFZp564F053)

homolog of mouse quaking QKI (KH domain RNA binding
protein)

serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B (ovalbumin),
member 1

FK506 binding protein 1A (12kD)

myosin IB

myosin IB

similar to HYPOTHETICAL 34.0 KDA PROTEIN ZK795.3 IN
CHROMOSOME IV

zI50c12.s1 Soares_pregnant_uterus_NbHPU Homo sapiens
cDNA clone IMAGE:505366 3'

neural precursor cell expressed, developmentally down-
regulated 4-like

fibronectin 1

phosphatidylinositol binding clathrin assembly protein

‘gene bank
acession no.’

u90223

BC001606
Al928526
AB005043
M80261
AF151813
M31159
M15329
AF074979
U59302
AL136727

uU19557
M13436
AF022375
AF226990
M55580

M19156
AF279372
D29640
u08839
u03891
BC004239

225521
U64094
AF043337
M90684
L49506
M30448

M18728

K03226

BC005884
BC005938
BC005961
BC005975
BC005978
AF138303

AB046400
AY029180
D21262
Al653608
AK026168
AI263909
BF340228

AL049265
AL031781
NM_030666
BC001002
BF432550
BF215996
BE747342
AA156240
AI357376

X02761
AL135735

‘LocusLink
IDno.’

1854

4688
7965
8651
328
26135
3486
3552
8601
8648
84084

6318
3624
7422
3135
6303

3858
3705
8826
5329

10899

961
7850
3576
3135

901
1460

4680
5328
2023
23658
5744
27101
3838
1634

6317
5329
9221
10128

388
3486

9444

1992
2280
4430
4430

92856

23327
2335
8301

cun™ c-jun” SE

450,91

171,64
390,74
136,5
387,67
575,31
548,16
1573,43
456,32
133,24
501,05

940,72
378,52
437,98
687,7
1088,43

827,36
636,37
363,44
590,94
637,21
870,09

448,7
997,24
357,63
800,46
263,35
725,88

650,11
11141
237,73
297,25
1086,7
391,55
797,74
460,77

77,8
632,09
349,58
300,35
365,69
232,74
224,92

401,36
364,74
830,87
976,29
766,21
944,06
308,16
194,85
272,51

836,68
445,67

22,83

5,78
16,46
8,67
9,09
21,79
13,57
81,16
6,77
12,09
13,17

18,69
14,06
11,42
13,34
66,21

23,25
16,81
9,38
22,24
9,71
10

20,78
29,22
8,4
17,27
6,65
27,17

22,91
38,44
6,19
11,37
25,31
5,15
31,26
7,82

6,01
37,19
16,1
6,37
7,92
13,74
13,39

9,63
21,47
20,63
30,43
30,19
28,88

7,69
12,36
15,59

15,79
16,98

KGF

318,27

393,11
242,76
261,92
283,96
425,49
1659,24
2693,11
3055
287,05
691,73

1482,23
720,44
637,02
992,98

2149,54

5222

1413,45
657,23

605,29
2124,55
753,08
1127,37
467,37
453,44

1138,72
1688,65
341,41
193,14
638,64
216,37
561,15
597,37

424,48
1040,59
193,36
193,79
494,21
3632
659,42

607,69
508,67
1199,29
692,15
1086,26
1247,44
2015
348,6
453,61

1158,3
611,69

KGF SE

13,88

10,69
12,8
51
11,32
12,14
27,74
70,83
8,21
10,32
17,45

45,01

13,8
25,83
23,73
63,52

32,91
30,19
17,41
18,93

14,8
14,27

16,67
38,35
18,21
31,32
15,68
15,562

35,87
43,75
13,02

4,72
14,73
11,78
26,41
15,03

4,56
22,32
9,44
6,8
19,91
15,93
25,41

8,74
17,98
27,65
17,47
31,53
23,48

111
13,26
14,22

24,82
13,97

KGF A
cjun” A

-1,42

2,29
-1,61
1,92
-1,37
-1,35
3,03
1,71
-1,49
2,15
1,38

1,58

19
1,45
1,44
1,97

-1,58
-2,26
131
1,63
2,22
-1,32

1,35
2,13

-1,81
-1,55
1,35
1,56
2,93

151
1,39
1,44

1,41
1,42
1,32

1,53
1,79
1,66

1,38
1,37

Gen

280.
281.
282.
283.
284.
285.
286.

287.

288.
289.
290.
291.
292.
293.
294.
295.
296.
297.
298.
299.
300.
301.
302.
303.
304.
305.
306.
307.
308.
309.

310.
311.
312.

313.
314.
315.
316.
317.
318.
319.
320.
321.
322.
323.

324.
325.

326.

327.
328.
329.

330.
331.
332.
333.
334.
335.
336.

lipocalin 2 (oncogene 24p3)

interleukin 1 receptor antagonist

interleukin 1 receptor antagonist

ras homolog gene family, member E

cysteinyl-tRNA synthetase

Rho-specific guanine nucleotide exchange factor p114
w(g89h08.x1 NCI_CGAP_GC6 Homo sapiens cDNA clone
IMAGE:2479263 3

keratin 10 (epidermolytic hyperkeratosis; keratosis palmaris et
plantaris)

RAR (RAS like GTPASE)

coagulation factor Il (thrombin) receptor-like 1
carboxylesterase 2 (intestine, liver)

lactate dehydrogenase B

HSPC022 protein

mucin 1, transmembrane

spermidine/spermine N1-acetyltransferase

hypothetical protein

putative integral membrane transporter

splicing factor, arginine/serine-rich 7 (35kD)
adaptor-related protein complex 1, gamma 1 subunit
hematopoietic PBX-interacting protein

ADP-ribosylation factor 6

complement component 1, g subcomponent binding protein
H2A histone family, member O

retinoic acid receptor, alpha

heat shock 90kD protein 1, beta

aldolase A, fructose-bisphosphate

hypothetical protein MGC14376

phosphoinositol 3-phosphate-binding protein-2
glutamate-ammonia ligase (glutamine synthase)
translocase of inner mitochondrial membrane 17 homolog A
(veast)

superoxide dismutase 2, mitochondrial

phosphatidylinositol binding clathrin assembly protein
tr75d05.x1 NCI_CGAP_Panl Homo sapiens cDNA clone
IMAGE:2224137 3' similar to contains Alu repetitive element
phosphatidylinositol binding clathrin assembly protein
adaptor-related protein complex 1, gamma 1 subunit
ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 2

Homo sapiens Alu repeat (LNX1)

interleukin 1 receptor antagonist

interleukin 1 receptor antagonist

similar to prothymosin alpha

superoxide dismutase 2, mitochondrial

proline-rich protein BstNI subfamily 4

small nuclear ribonucleoprotein polypeptide A’
homocysteine-inducible, endoplasmic reticulum stress-
inducible, ubiquitin-like domain member 1
glutamate-ammonia ligase (glutamine synthase)

serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B (ovalbumin),
member 13

hypothetical protein [Methanothermobacter thermautotrophicus
str. Delta H]

major histocompatibility complex, class I, J (pseudogene)
chloride channel, calcium activated, family member 2
zu53c08.s1 Soares ovary tumor NbHOT Homo sapiens cDNA
clone IMAGE:741710 3' similar to contains Alu repetitive
element

PAI-1 mRNA-binding protein

PAI-1 mRNA-binding protein

PP1201 protein

pre-B-cell colony-enhancing factor

pre-B-cell colony-enhancing factor

zinc finger protein 216

CGI-127 protein

‘gene bank
acession no.’

NM_005564
U65590
AW083357
BG054844
Al769685
AB011093

Al970157

X14487
BE965869
BE965369
AW157619
BE042354
BE138888
Al610869
BE971383
BE314601
T15777
BF033354
BF752277
Al935162
AA243143
AU151801
Al313324
T91506
Al218219
AK026577
AF070569
BC000969
AL161952

AK023063
W46388
AVT721177

Al590053
AV722190
AL050025
X63575
AF222691
BE563442
BE563442
AF257099
X15132
X07882
AJ130972

AF217990
u08626

AJ001698

S81916
M80469
BF003134

AA401963
AF131807
NM_015640
NM_022152
BF575514
NM_005746
AW471220
NM_016061

‘LocusLink
IDno.’

3934
3557
3557
390
833
23370

3858
57799
2150
8824
3945
28963
4582
6303
51491
55353
6432
164
57326
382
708
8337
5914
3326
226
84981
54477
2752

10440
6648
8301

8301
164
491

3557
3557

6648

6627

9709
2752

5275

3137
9635

26135
26135
64114
10135
10135

7763
51646

cun™ c-jun” SE

267,19
3098,48
1378,96

71532

563,02

339,98

422,38

198,58
1425,95
2797,17

213,28

517,58

372,89

611,52
161,47
254,23

3388
244,88
347,46

46,78
458,83

2269,39
248,61
767,09

52,31
559,43
454,22

306,04
300,27

721,44

1989,13
413,18
468,52

2852
1227,91
652,27
608,78
147,35
616,72
503,49
229,98

13,11
66,46
29,35
20,4
16,1
13,19

9,73

6,87
9,71
7,98
37,95
39,4
11,44
7,93
16,96
17,06
14,78
29,76
8,92
5,25
5,77
34,11
15,18
8,68
59,83
103,59
9,6
25,94
11,95

15,84
6,31
9,41

10,27
5,66
10,97
16,1
8,63
55,13
8,63
14,75
2,8
10,69
15,85

9,91
8,76

20,85

42,06
14,9
18,5

7,91
51,43
19,69
14,66

5,82

4,15
20,59
10,43

Anhang 122

KGF

1341,44
4368,78
2200,21
954,14
779,93
481,59

2219

458,98
658,36
390,32

506,19
355,24
485,83
208,08
650,49
3356,55
364,02
582,16
242,68
431,67
334,69

528,34
666,25

410,56

2634,61
551,14
330,16

440,47
882,53
431,67
795,99
304,56
881,41
742,79
393,13

KGF SE

11,26
95,98
37,33
32,71

9,1
14,09

3,77

12,44
22,48

7,56

8,12
28,12
18,02
13,09
29,27
16,68
10,12
13,61
16,64
13,06

9,46

19,9
28,54
12,74
27,42
59,22
15,61
17,03
17,03

21,8
13,05
13,41

10,24
10,54
13,95
14,57
9,87
47,3
10,73
26,47
3,73
11,02
7,92

12,66
13,8

8,18

38
11,41
22,48

9,56
23,18
17,08
18,16
16,42
21,95
21,09

9,95

KGF A
cjun” A

5,02
1,41

16
1,33
1,39
1,42

-1,9

-1,49
-2,33
-1,44
-1,39
-1,31

1,36

1,77

-1,41
-1,37
-1,73
1,39
1,43
-1,49
-1,53
1,32
1,56
-1,37
1,31
1,47
1,59
2,23

-1,33
4,08
1,54

1,49
1,45

4,45
1,42
1,48
1,46
-1,32
4,64

1,36

1,73
2,22

-1,76

1,32
1,33
-1,42

1,54
-1,39
-1,51

1,31

2,07

1,43

1,48

1,71



Fortsetzung von Tabelle E: Zielgene von KGF in Versu ch B

337.
338.
339.

340.
341.
342.
343.
344.
345.
346.
347.
348.
349.
350.
351.
352.
353.

354.
355.
356.
357.
358.
359.
360.
361.
362.
363.
364.
365.
366.
367.
368.
369.
370.
371.
372.
373.

374.
375.
376.
377.

378.
379.
380.
381.
382.
383.
384.
385.
386.
387.
388.
389.
390.
391.
392.

393.
394.
395.
396.

ubiquitin-conjugating enzyme E2H (UBC8 homolog, yeast)
HSPC028 protein

chromatin-specific transcription elongation factor, 140 kDa
subunit

TRK-fused gene

putative nucleotide binding protein, estradiol-induced
MO25 protein

mitochondrial ribosomal protein L42

nerve growth factor receptor (TNFRSF16) associated protein 1
CGI-44 protein; sulfide dehydrogenase like (yeast)
uncharacterized hypothalamus protein HSMNP1
ADP-ribosylation factor-like 5

G protein-coupled receptor kinase 7

hypothetical protein DKFZp761H221

G protein-binding protein CRFG

G protein-binding protein CRFG

H2A histone family, member O

translocase of inner mitochondrial membrane 8 homolog B
(yeast)

hypothetical protein FLJ22969

ERO1-like (S. cerevisiae)

hypothetical protein MGC5585

hypothetical protein PP5395

pseudouridylate synthase 1

Huntingtin interacting protein K

platelet derived growth factor C

hypothetical protein FLJ20258

hypothetical protein FLJ20116

hypothetical protein FLJ23231

hypothetical protein

malonyl-CoA decarboxylase

small proline-rich protein 3

hypothetical protein FLJ10901

CGI-115 protein

RAB38, member RAS oncogene family

cystein-rich hydrophobic domain 2

hypothetical protein FLJ21870

Rh type C glycoprotein

epithelial protein up-regulated in carcinoma, membrane
associated protein 17

hypothetical protein FLJ10116

hypothetical protein FLJ22622

hypothetical protein FLJ22792

solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter), member
14

hypothetical protein MGC10796

ets homologous factor

interleukin 23, alpha subunit p19

mucin 16

cytochrome b5 reductase b5R.2

hypothetical protein FLJ20207

interleukin-1 homolog 1

hypothetical protein FLJ22795

NICE-1 protein

E21G2 protein

transcription factor BMAL2

small proline-rich protein 2C

60S acidic ribosomal protein PO

inorganic pyrophosphatase

Homo sapiens non-functional folate binding protein
(HSAF000381)

hypothetical protein MGC5618

BCL2/adenovirus E1B 19kD interacting protein 3-like
BCL2/adenovirus E1B 19kD interacting protein 3-like
leucine carboxyl methyltransferase

‘gene bank
acession no.’

NM_003344
NM_014038

NM_007192
NM_006070
NM_014366
NM_016289
BE782148

NM_014380
NM_021199
NM_018478
NM_012097
NM_017572
NM_017601
NM_012341
NM_012341
NM_003516

NM_012459
NM_022842
NM_014584
NM_024057
NM_021732
NM_025215
NM_016400
NM_016205
NM_017729
NM_017671
NM_025079
NM_016629
NM_012213
NM_005416
NM_018265
NM_016052
NM_022337
NM_012110
NM_023016
NM_016321

NM_005764
NM_018000
NM_025151
NM_024921

NM_007231
NM_024508
NM_012153
NM_016584
NM_024690
NM_016229
NM_017711
NM_019618
NM_025084
NM_019060
NM_016565
NM_020183
NM_006518
NM_016183
NM_006903

NM_013307
BF575213
AL132665
AF060922
BC001214

‘LocusLink
IDno.’

7328
28969

11198
10342
26354
51719
28977
27018
58472
55861
26225

2872
54772
23560
23560

8337

26521
64866
30001
79023
60370
80324
25764
56034
54869
55612
80149
51323
23417

6707
55765
51018
23682
26511
65124
51458

10158
55686
80223
79983

11254
79413
26298
51561
94025
51700
54857
56300
80154
54544
51287
56938

6702
51154
27068

79099
665
665

51451

cun™ c-jun” SE

373,84
355,23

342,1
8226
255,46
1206,54
442,06
905,73
1409,58
300,59
404,48
353,31
813,97
424,52
571,29
464,09

991,93
619,54
205,41

555,92

99,5
401,69
268,97
184,15

726,26
827,24
181,84
110,49
211,86
786,13
247,09
1127,9

84,31
1729,7

3335
301,99

33,18
296,93
625,48

1293,65
178,44
141,27

330,2
240,51

18,49
15,92

10,52
27,25
7,65
30,21
12,01
34,89
25,07
4,5
6,7
12,44
19,82
9,07
11,97
11,58

30,87
6,83
7,09

11,76

11,85

25,68

10,47

16,25
9,21

41,55
4,51

21,05

12,98

16,73

15,81
5,01

33,95
9,38

13,46

19,84

5,81

35
9,58
7,89

14,12
16,26
10,91
12,7
7,93
22,69
9,48
42,29
13,65
73,76
8,94
6,32
5,98
6,49
16,18

79,81
7,32
5,78
9,92

16,84

KGF

505,24
220,52

23331
1136,83
149,86
1653,77
313,78
678,49
1869,23
420,39
286,12
901,12
604,99
314,07
367,54
606,61

733,99
807,78
637,4

1441,27

272,27
642,32
375,11
304,43

1729,82
1226,2
291,25
381,78

91,32

1056,24
356,19

3167,36
198,92

2861,85
203,65
455,91

370,71

KGF SE

19,12
10,88

9,61
45,9
11,07
43,33
8,81
15,69
26,7
13,33
12,56
17,62
13,48
7,75
8,17
13,92

25,39
11,86
5,26
8,62
16,63
28,39
6,1
10,21
9,04
66,62
6,04
77
5,93
12,75
12,34
7,34
19,57
18,5
11,87
28,56

10,24
13,83
11,31
14,33
52,85

20
6,93
44,58
3,36
25,31
16,96
42,6
4,06
138,74
7,87
9,45
6,75
5,38
16,15

39,5
18,35
10,5
19,16
7,57

KGF A
cjun” A

1,35
-1,61

-1,47
1,38
-1,7
1,37
-1,41
-1,33
1,33
14
-1,41
2,55
-1,35
-1,35
-1,55
131

-1,35
13
31

-1,6
1,65
55
-1,32
1,47
1,38
14
2,14

-1,46

-1,98
15

1,33
-2,44
-1,4
1,37
13
2,59

2,74

1,6
1,39
1,65

2,38
1,48
1,6
3,46
-2,32
1,34
1,44
2,81
2,36
1,65
-1,64
1,51
4,24
-1,71
-1,36

-1,82
4,57
2,63
2,53
1,54

Gen

397.
398.
399.
400.
401.
402.
403.
404.
405.

406.
407.
408.
409.

HSPC133 protein

protein associated with PRK1

hypothetical protein FLJ20258

hypothetical protein FLJ20258

ELK3, ETS-domain protein (SRF accessory protein 2)
AV741657 CB Homo sapiens cDNA clone CBMALGO1 5
Kruppel-like factor 4 (gut)

heat shock 70kD protein 8

0y31h06.x1 Soares_parathyroid_tumor_NbHPA Homo sapiens
cDNA clone IMAGE:1667483 3'

ubiquitin-conjugating enzyme E2H (UBC8 homolog, yeast)
DKFZP586L0724 protein

H1 histone family, member 4

Rac GTPase activating protein 1

‘gene bank
acession no.

AF201938
AL136598
AF282167
BC004907
AW575374
AV741657
BF514079
AA704004

Al057637
Al829920
AU158148
AL353759
AU153848

‘LocusLink
IDno.’

29081
54469
54869
54869

2004

9314
3312

7328
25926
3008
29127

cun™ c-jun” SE

516,47
289,62
225,67
173,08
369,29
645,09
438,02
3965,39

75,46

14,25
5,12
7,03
8,77

17,09

11,77

17,29

96,66

23,6
10,66
7,46
10,39
7,69

Anhang 124

KGF

396,53
398,78
330,96
274,53
567,81
874,44
631,93
2920,29

404,36
594,14

198
468,39
152,78

KGF SE

10,22
13,44
15,33
7,18
24,77
4,96
19,38
125,67

18,06
23,03
7,82
16,34
3,32

KGF A
cjun” A

-1,3
1,38
1,47
1,59
1,54
1,36
1,44
-1,36

5,36
1,61
-1,52
1,33
-1,66



Tabelle F: Zielgene von GM-CSF in Versuch B

‘gene‘bank . ‘LocusLink' cjun” cjun* SE

Gen acession no. ID no.
1. basic helix-loop-helix domain containing, class B, 2 NM_003670 8553 427,28 10,58
2. Notch homolog 2 (Drosophila) AA291203 4853 440,48 19,29
3. RAS p21 protein activator (GTPase activating protein) 1 NM_002890 5921 974,54 31,46
4. STAT induced STAT inhibitor-2 AB004903 8835 115,25 59
5. splicing factor, arginine/serine-rich 5 NM_006925 6430 567,94 27,79
6. diphtheria toxin receptor (heparin-binding epidermal growth

factor-like growth factor) NM_001945 1839 1283,01 45,17
7. development and differentiation enhancing factor 2 NM_003887 8853 346,63 14,56
8. transferrin receptor (p90, CD71) NM_003234 7037 698,77 9,91
9. gap junction protein, alpha 7, 45kD (connexin 45) NM_005497 10052 138,64 7,21
10. voltage-dependent anion channel 3 u90943 7419 393,81 42,77
11. spermidine/spermine N1-acetyltransferase M55580 6303 1088,43 66,21
12. inositol 1,3,4-triphosphate 5/6 kinase AF279372 3705 636,37 16,81
13. apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like

3A u03891 637,21 9,71
14. folate receptor 1 (adult) AF000381 692,63 21,8
15. carboxylesterase 2 (intestine, liver) AW157619 8824 786,66 37,95
16. phosphoinositol 3-phosphate-binding protein-2 BC000969 54477 517,58 25,94
17. Homo sapiens folate binding protein AK023843 358,74 9,74
18.  polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide J (13.3kD) AW402635 5439 378,71 21,04
19. UDP-glucose ceramide glucosyltransferase-like 1 NM_020120 56886 201,73 5,72
20. malonyl-CoA decarboxylase NM_012213 23417 2124 12,98

21. Homo sapiens non-functional folate binding protein
(HSAF000381) NM_013307 1293,65 79,81

GM-CSF

309,15
575,21
749,01
216,94
754,76

976,69
216,14
909,53
370,35
593,94
1685,73
426,79

431,57

GM-CSF ¢
SE

9,32
9,38
14,43
21,25
26,03

15,32
15,77
14,71
18,98
10,83

52,5
30,24

11,09
17,78
16,07

17,5
11,75
11,08
12,55

2,75

30,13

M-CSF A
cjun” A

-1,38
1,31
-1,3
1,88
1,33

Anhang 12t



‘ Tabelle G: Zielgene von HGF, die in Versuch A und B

aussagekréaftig reguliert sind

Anhang 12¢

‘gene bank acession no.’ ‘LocusLink ID no.’ HG'/: A HGE B
Gen c-jun” A c-jun” B
1.  histone acetyltransferase NM_007067 11143 -1,4 -1,45
2. v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog F (avian) AL021977 23764 1,54 2
3. dual specificity phosphatase 1 NM_004417 1843 1,36 1,35
4. low density lipoprotein receptor (familial hypercholesterolemia) NM_000527 3949 1,55 1,41
5. tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3 Al738896 7128 1,62 1,35
6.  tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3 NM_006290 7128 1,64 1,3
7. dual specificity phosphatase 4 BC002671 1846 1,35 1,42
8.  FOS-like antigen-1 BG251266 8061 1,33 1,4
9. neuronal protein NM_013259 29114 2 2,49
10. Ras-related associated with diabetes NM_004165 6236 13 1,88
11. protease, serine, 2 (trypsin 2) NM_002770 5645 -1,42 -1,4
12. small inducible cytokine subfamily A (Cys-Cys), member 20 NM_004591 6364 1,55 2,69
13. matrix metalloproteinase 10 (stromelysin 2) NM_002425 4319 1,63 1,39
14. parathyroid hormone-like hormone NM_002820 5744 1,41 1,49
15. lectin, galactoside-binding, soluble, 7 (galectin 7) NM_002307 3963 -1,43 -1,52
16. keratin 10 (epidermolytic hyperkeratosis; keratosis palmaris et plantaris) NM_000421 3858 -1,45 -1,32
17. keratin 13 NM_002274 3860 1,7 1,38
18. midline 2 NM_012216 11043 -1,48 -1,43
19. dual specificity phosphatase 6 BC003143 1848 14 2,04
20. connective tissue growth factor M92934 1490 18 2
21. serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 3 BC005224 6317 -1,36 -1,38
22. parathyroid hormone-like hormone J03580 5744 1,37 15
23. inhibin, beta A (activin A, activin AB alpha polypeptide) M13436 3624 1,64 2,19
24. Akinase (PRKA) anchor protein (gravin) 12 AB003476 9590 2 1,65
25. plasminogen activator, urokinase receptor u08839 5329 1,92 1,85
26. cholinergic receptor, nicotinic, alpha polypeptide 3 M37981 1136 -1,47 -1,47
27. parathyroid hormone-like hormone BC005961 5744 1,53 1,32
28. plasminogen activator, urokinase receptor AY029180 5329 1,62 2,1
29. ADP-ribosylation factor 6 AA243143 382 -1,47 -1,31
30. protein phosphatase 2A, regulatory subunit B' (PR 53) X86428 5524 -1,31 -1,34
31. IBR domain containing 3 AL031602 -1,34 -1,32
32. glycolipid transfer protein NM_016433 51228 -1,4 1,31
33. Homo sapiens non-functional folate binding protein (HSAF000381) NM_013307 -2,04 -1,73
34. AV741657 CB Homo sapiens cDNA clone CBMALGO1 5 AV741657 1,35 1,31
35. hypothetical protein AK023069 51531 -1,44 -1,41

Die Expressionsprofile der hier aufgelisteten Gene werden als Rohdaten (Signalintensitéten) und als relative Vergleichswerte (Quotient der Rohdaten) dargestellt. Die Array-Rohdaten und die entsprechenden Standardfehler (SE)
Keratinozyten (GM-CSF) angegeben. Fir die Berechnung der relativen Vergleichswerte dienten die Rohdaten

wurden fiir “'Keratinozyten (wt),

der

c-jun-/-, HGF

Keratinozyten (c-jun "'),
Keratinozyten als Referenzwerte.

c-jun-/-,

Keratinozyten (HGF),

KGF

Keratinozyten (KGF) und

GM-CSF



‘ Tabelle H: Zielgene von KGF, die in Versuch A und B

aussagekréaftig reguliert sind

Anhang 127

‘gene bank acession no.’ ‘LocusLink ID no.’ KG'/: A KGE B
Gen c-jun” A c-jun” B
1. pituitary tumor-transforming 1 interacting protein NM_004339 754 1,32 1,36
2. baculoviral IAP repeat-containing 2 NM_001166 329 1,6 1,33
3. tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3 Al738896 7128 1,32 1,86
4.  interleukin 8 NM_000584 3576 1,45 1,81
5. S100 calcium binding protein P NM_005980 6286 -1,33 1,7
6. a disintegrin and metalloproteinase domain 8 NM_001109 101 1,3 1,37
7. lectin, galactoside-binding, soluble, 7 (galectin 7) NM_002307 3963 -1,47 -1,57
8. serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 3 BC005224 6317 -1,37 1,41
9. serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 4 U19557 6318 -1,35 1,58
10. inositol 1,3,4-triphosphate 5/6 kinase AF279372 3705 7,07 -2,26
11. Homo sapiens PNAS-20 AF274945 2,54 7,51
12. lipocalin 2 (oncogene 24p3) NM_005564 3934 -1,32 5,02
13. ras homolog gene family, member E BG054844 390 1,41 1,33
14. coagulation factor Il (thrombin) receptor-like 1 BE965369 2150 1,31 -1,44
15. phosphoinositol 3-phosphate-binding protein-2 BC000969 54477 1,73 1,59
16. u53c08.s1 Soares ovary tumor NbHOT Homo sapiens cDNA clone IMAGE:741710 3'
similar to contains Alu repetitive element AA401963 1,64 1,54
17. hypothetical protein FLJ22795 NM_025084 80154 -1,76 2,36
18. 0y31h06.x1 Soares_parathyroid_tumor_NbHPA Homo sapiens cDNA clone
IMAGE:1667483 3' Al057637 -2,86 5,36
19. pituitary tumor-transforming 1 interacting protein NM_004339 754 1,32 1,36
‘ Tabelle I: Zielgene von GM-CSF, die in Versuch Aun d B aussagekraftig reguliert sind
‘gene bank acession no.’ ‘LocusLink ID no.’ GM'.CSE A GM'.CSE B
Gen c-jun” A c-jun” B
1. inositol 1,3,4-triphosphate 5/6 kinase AF279372 3705 3,4 1,49
2. phosphoinositol 3-phosphate-binding protein-2 BC000969 54477 1,39 14
3. Homo sapiens non-functional folate binding protein (HSAF000381) NM_013307 1,43 15

Die Expressionsprofile der hier aufgelisteten Gene werden als Rohdaten (Signalintensitéten) und als relative Vergleichswerte (Quotient der Rohdaten) dargestellt. Die Array-Rohdaten und die entsprechenden Standardfehler (SE)

c-jun-/-, HGF

wurden fiir “'Keratinozyten (wt), Keratinozyten (c-jun "'),

Keratinozyten (HGF),
der “™Keratinozyten als Referenzwerte.

KGF

GM-CSF

Keratinozyten (KGF) und

Keratinozyten (GM-CSF) angegeben. Fir die Berechnung der relativen Vergleichswerte dienten die Rohdaten



Tabelle J: Zielgene von HGF, die in Versuch A oder

B aussagekraftig reguliert sind

‘Locus-

Anhang 12¢

‘
‘gene bank ( ‘gene bank Locus-  LGFA  HGFB
Gen acession no.’ L'”':]{'R Gen acession no.’ L'”':]:’D, cjun” A c-jun’B
1. PRP8 pre-mRNA processing factor 8 homolog (yeast) NM_006445 10594 oncogene homolog, avian)
2. histone acetyltransferase NM_007067 11143 57. spermine synthase NM_004595 6611 1,33
3. sorting nexin 3, nuclear receptor subfamily 2, group E, member 1 AL078596 58. low density lipoprotein receptor (familial hypercholesterolemia) NM_000527 3949 1,55
4. H3 histone, family 3A AI955655 3020 59. tight junction protein 2 (zona occludens 2) NM_004817 9414 1,56
5. ubiquitin specific protease 22 AAB21731 23326 60. myxovirus (influenza) resistance 1, homolog of murine (interferon-inducible
6. paired box gene 8 X69699 7849 protein p78) NM_002462 4599 -1,36
7. v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog F (avian) AL021977 23764 61. transcriptional co-activator with PDZ-binding motif (TAZ) NM_015472 25937 -1,61
8. protein kinase D2 AL050147 25865 62. upstream transcription factor 2, c-fos interacting NM_003367 7392 -1,34
9. Wiskott-Aldrich syndrome (eczema-thrombocytopenia) u12707 7454 63. ADP-ribosylation factor-like 7 BG435404 10123 -1,43
10. transport-secretion protein 2.2, AF055000 57104 64. ADP-ribosylation factor-like 7 BC001051 10123 -1,79
11. hypothetical protein FLJ23282 AW001436 79874 65. phosphoprotein regulated by mitogenic pathways NM_025195 10221 -1
12. Cluster Incl. AW001777 AW001777 66. cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21, Cip1) NM_000389 1026 1,19
13. leucine-rich repeat protein, neuronal 1 Al654857 4034 67. PDGFA associated protein 1 NM_014891 11333 -1,33
14. hypothetical protein FLJ20258 AI219073 54869 68. casein kinase 1, epsilon NM_00189%4 1454 -1,19
15. heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U (scaffold attachment factor A) BC003621 3192 69. peptidylglycine alpha-amidating monooxygenase NM_000919 5066 1,34
16. eukaryotic translation initiation factor 3, subunit 10 (theta, 150/170kD) BE614908 8661 70. fatty acid binding protein 5 (psoriasis-associated) NM_001444 2171 -1,59
17. actinin, alpha 4 u48734 81 71. natural killer-tumor recognition sequence NM_005385 4820 -1,47
18. high density lipoprotein binding protein (vigilin) NM_005336 3069 72. TGFB inducible early growth response NM_005655 7071 1,17
19. procollagen-proline, 2-oxoglutarate 4-dioxygenase (proline 4-hydroxylase), 73. DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His) box polypeptide 9 (RNA helicase A,
beta polypeptide (protein disulfide isomerase; thyroid hormone binding nuclear DNA helicase II; leukophysin) NM_001357 1660 1,39
protein p55) NM_000918 5034 74. protein phosphatase 3 (formerly 2B), catalytic subunit, alpha isoform
20. pituitary tumor-transforming 1 interacting protein NM_004339 754 (calcineurin A alpha) NM_000944 5530 -1,47 1,14
21. eukaryotic translation elongation factor 1 gamma NM_001404 1937 75. v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian) NM_002467 4609 -1,35 -1,13
22. membrane component, chromosome 11, surface marker 1 NM_005898 4076 76. discs, large (Drosophila) homolog 1 AW139131 1739 1,46 1,16
23. ARP2 actin-related protein 2 homolog (yeast) AAG99583 10097 7. discs, large (Drosophila) homolog 1 BG251175 1739 1,41 1,16
24. guanine nucleotide binding protein (G protein), beta polypeptide 1 Al741124 2782 78. thymidylate synthetase NM_001071 7298 1,24 13
25. GNAS complex locus NM_000516 2778 79. nuclear receptor interacting protein 1 Al824012 8204 -1,97 1,17
26. myeloid cell leukemia sequence 1 (BCL2-related) BF594446 4170 80. tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3 Al738896 7128 1,62 1,35
27. heat shock 70kD protein 1A NM_005345 3303 81. tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3 NM_006290 7128 1,64 1,3
28. ribosomal protein S10 NM_001014 6204 82. HLA class Il region expressed gene KE4 NM_006979 7922 -1,43 -1,05
29. B-cell translocation gene 1, anti-proliferative AL535380 694 83. dolichyl-phosphate mannosyltransferase polypeptide 1, catalytic subunit ~ NM_003859 8813 1,32 1,12
30. cytoskeleton-associated protein 4 AW029619 10970 84. cleavage and polyadenylation specific factor 5, 25 kD subunit NM_007006 11051 -1,46 -1,02
31. cytoskeleton-associated protein 4 NM_006825 10970 85. insulin-like growth factor binding protein 2 (36kD) NM_000597 3485 -1,72 1,12
32. tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation 86. integral membrane protein 2A NM_004867 9452 -1,39 1,03
protein, eta polypeptide NM_003405 7533 87. cyclin G2 NM_004354 901 1,14 1,71
33. dual specificity phosphatase 1 NM_004417 1843 88. KIAA0233 gene product NM_014745 9780 1,52 1,14
34. heterogeneous nuclear ribonucleoprotein AO NM_006805 10949 89. 3-hydroxymethyl-3-methylglutaryl-Coenzyme A lyase (hydroxymethylgluta-
35. splicing factor 3b, subunit 1, 155kD Al739389 23451 ricaciduria) NM_000191 3155 -1,43
36. eukaryotic translation initiation factor 5A BC000751 1984 90. SKIP for skeletal muscle and kidney enriched inositol phosphatase NM_016532 51763 -1,46
37. ATP citrate lyase NM_001096 47 91. interleukin 8 NM_000584 3576 1,63
38. muscleblind-like (Drosophila) NM_021038 4154 92. 2',5-oligoadenylate synthetase 1 (40-46 kD) NM_016816 4938 -1,48
39. serine/arginine repetitive matrix 1 AU147713 10250 93. protein tyrosine phosphatase, non-receptor type substrate 1 D86043 8194 -1,42
40. thioredoxin reductase 1 NM_003330 7296 94. nucleoporin 88kD NM_002532 4927 -14
41. syndecan 1 248199 6382 95. four and a half LIM domains 2 NM_001450 2274 1,1
42. cysteine-rich, angiogenic inducer, 61 NM_001554 3491 96. lysophospholipase | AF077198 10434 -1,37
43. prion protein (p27-30) (Creutzfeld-Jakob disease, Gerstmann-Strausler- 97. KIAA0429 gene product NM_014751 9788 -1,28
Scheinker syndrome, fatal familial insomnia) NM_000311 5621 98. fibulin 5 NM_006329 10516 -1,86
44. SRY (sex determining region Y)-box 4 AL136179 99. tissue inhibitor of metalloproteinase 2 NM_003255 7077 -1,48
45. claudin 4 NM_001305 1364 100.  S100 calcium binding protein A4 (calcium protein, calvasculin, metastasin,
46. aminopeptidase puromycin sensitive AJ132583 9520 murine placental homolog) NM_002961 6275 -1,42
47. GAP-associated tyrosine phosphoprotein p62 (Sam68) BC000717 10657 101. spinocerebellar ataxia 1 (olivopontocerebellar ataxia 1, autosomal
48. peptidylprolyl isomerase F (cyclophilin F) BC005020 10105 dominant, ataxin 1) NM_000332 6310 -1,61 -1,13
49.  catenin (cadherin-associated protein), beta 1 (88kD) NM_001904 1499 102.  KIAAO863 protein AK022688 22850 -1,44 -1,23
50.  fragile X mental retardation, autosomal homolog 1 Al990766 8087 103.  pleckstrin Al433595 5341 -1,42 -111
51. keratin 19 NM 002276 3880 104. EphA2 NM_004431 1969 1,44 1,25
52. ariadne homolog, ubiquitin-conjugating enzyme E2 binding protein, 1 105. fasciculation and elongation protein zeta 1 (zygin I) NM_005103 9638 -1,35 -1,17
(Drosophila) AL040708 25820 106. RNA 3'-terminal phosphate cyclase NM_003729 8634 1,72 1,13
53. beta-2-microglobulin NM_004048 567 107.  NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex, 6 (17kD, B17) NM_002493 4712 1,09 1,32
54. paired basic amino acid cleaving enzyme (furin, membrane associated 108.  laminin, alpha 3 (nicein (150kD), kalinin (165kD), BM600 (150kD),
receptor protein) NM_002569 5045 epilegrin) NM_000227 3909 1,34 111
55. restin (Reed-Steinberg cell-expressed intermediate filament-associated 109. epithelial V-like antigen 1 AF275945 10205 1,19 1,33
protein) NM_002956 6249
56. epidermal growth factor receptor (erythroblastic leukemia viral (v-erb-b) AW157070 1956
110.  diphtheria toxin receptor (heparin-binding epidermal growth factor-like NM_001945 1839 oncogene homolog, avian)

Die Expressionsprofile der hier aufgelisteten Gene werden als Rohdaten (Signalintensitéten) und als relative Vergleichswerte (Quotient der Rohdaten) dargestellt. Die Array-Rohdaten und die entsprechenden Standardfehler (SE)

wurden fiir "Keratinozyten (wt),
c-jun-/-

der

c-jun-/-,

Keratinozyten als Referenzwerte.

Keratinozyten (c-jun +

), " Keratinozyten (HGF),

KGFKeratinozyten (KGF) und

Keratinozyten (GM-CSF) angegeben. Fir die Berechnung der relativen Vergleichswerte dienten die Rohdaten



Fortsetzung von Tabelle J: Zielgene von HGF, die in

‘Locus-

Versuch A oder B aussagekréaftig reguliert sind

‘Locus-

Anhang 12¢

‘gene bank A HGF A HGF B ‘gene bank A HGF A HGF B
Gen acession no.’ '—'”';('R cjun™ A cjun’B Gen acession no.’ L'”':“"D, cjun” A c-jun’B
111.  thrombomodulin NM_000361 7056 -1,54 1,01 169.  karyopherin (importin) beta 2 NM_002270 3842 -1,38 -1,03
112.  KIAA0665 gene product NM_014700 9727 -1,36 -1,46 170. GRO3 oncogene NM_002090 2921 1,77 1,11
113.  CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), delta NM_005195 1052 -1,03 1,48 171.  keratin 13 NM_002274 3860 1,7 1,38
114.  dual specificity phosphatase 4 BC002671 1846 1,35 1,42 172.  Homo sapiens adducin 1 (alpha) (ADD1) NM_001119 1,03 -1,36
115.  nuclear matrix protein p84 NM_005131 9984 -1,18 -1,31 173. liver-specific bHLH-Zip transcription factor NM_015925 51599 1,68 1,03
116.  zinc finger protein 42 (myeloid-specific retinoic acid- responsive) NM_003422 7593 -1,24 -1,52 174.  midline 2 NM_012216 11043 -1,48 -1,43
117.  aldo-keto reductase family 1, member C1 (dihydrodiol dehydrogenase 1; 175.  serine/arginine repetitive matrix 2 Al655799 23524 -1,63 1,31
20-alpha (3-alpha)-hydroxysteroid dehydrogenase) NM_001353 1645 -1,51 -1,04 176. filamin B, beta (actin binding protein 278) M62994 2317 1,31 1
118.  MAX binding protein NM_020310 4335 1,27 191 177.  bromodomain-containing 2 AA902767 6046 -1,38 1,04
119.  phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1 AlB57639 5366 1,16 1,57 178.  transferrin receptor (p90, CD71) BC001188 7037 1,25 1,48
120.  metallothionein 1L NM_002450 4500 -1,37 -1,02 179.  cell division cycle 42 (GTP binding protein, 25kD) BC002711 998 -1,71 -1,07
121.  Kruppel-like factor 7 (ubiquitous) AA488672 8609 1,14 1,65 180.  dual specificity phosphatase 6 BC003143 1848 1,1 1,57
122.  coagulation factor Ill (thromboplastin, tissue factor) NM_001993 2152 1,36 1,27 181.  dual specificity phosphatase 6 BC003143 1848 1.4
123. interferon, alpha-inducible protein (clone IFI-6-16) NM_022873 2537 -2,32 -1,17 182.  dual specificity phosphatase 6 BC005047 1848 1,24
124. FOS-like antigen-1 BG251266 8061 1,33 14 183.  ring finger protein 11 AB024703 26994 1,34
125.  GRO1 oncogene (melanoma growth stimulating activity, alpha) NM_001511 2919 1,34 -1,1 184.  transforming growth factor, beta receptor Il (70-80kD) D50683 7048 1,39
126.  matrix metalloproteinase 1 (interstitial collagenase) NM_002421 4312 1,13 1,47 185.  core promoter element binding protein AB017493 1316 1,05
127.  protein phosphatase 3 (formerly 2B), regulatory subunit B (19kD), alpha 186.  eukaryotic translation initiation factor 3, subunit 1 (alpha, 35kD) BC002719 8669 1,64
isoform (calcineurin B, type I) AL544951 5534 -1,57 -1,16 187.  polyadenylate binding protein-interacting protein 1 BF248165 10605 -1,4
128.  KIAAO537 gene product NM_014840 9891 -1.87 1,07 188.  ubiquinol-cytochrome c reductase binding protein M26700 7381 1,23
129.  dickkopf homolog 1 (Xenopus laevis) NM_012242 22943 1,36 -1,16 189.  connective tissue growth factor M92934 1490 1,8
130.  keratin 15 NM_002275 3866 1,44 1,07 190. tetraspan 1 AF133425 10103 1,48
131.  neuronal protein NM_013259 29114 2 2,49 191.  tubulin, alpha 3 AF141347 7846 -1,45
132. prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (prostaglandin G/H synthase and 192. DKFZp564K1671_s1 564 (synonym: hfbr2) AL037401 -1,6
cyclooxygenase) NM_000963 5743 122 1,99 193.  insulin receptor substrate 2 AF073310 8660 -1,64
133. Ras-related associated with diabetes NM_004165 6236 1,29 2,01 194.  mitogen inducible 2 224725 10979 1,3
134. Ras-related associated with diabetes NM_004165 6236 1,3 1,88 195.  Kruppel-like factor 5 (intestinal) AB030824 688 -1,53
135.  O-6-methylguanine-DNA methyltransferase NM_002412 4255 -1,78 -1,11 196.  Ewing sarcoma breakpoint region 1 BC004817 2130 1,05
136.  protein tyrosine phosphatase, receptor type, N NM_002846 5798 -1,16 2,12 197.  up-regulated by BCG-CWS AB040120 64116 1,43
137.  C3H-type zinc finger protein; similar to D. melanogaster muscleblind B 198.  laminin, beta 3 (nicein (125kD), kalinin (140kD), BM600 (125kD)) L25541 3914 1,32
protein Al088145 10150 -1.57 11 199.  tropomyosin 4 BC002827 7n 1,43
138.  adisintegrin and metalloproteinase domain 8 NM_001109 101 1,49 1,19 200. smoothelin AF064238 6525 1,34
139.  v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog F (avian) NM_012323 23764 1,2 1,54 201.  alpha-actinin-2-associated LIM protein AF002280 27295 1,15
140.  amphiregulin (schwannoma-derived growth factor) NM_001657 374 116 15 202.  serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 3~ U19556 6317 -1,34
141, eukaryotic translation initiation factor 2, subunit 3 (gamma, 52kD) NM_001415 1968 14 1,12 203.  serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 3 BC005224 6317 1,36
142.  protease, serine, 2 (trypsin 2) NM_002770 5645 -1,42 14 204.  Microfibril-associated glycoprotein-2 U37283 8076 1,4
143.  small inducible cytokine subfamily A (Cys-Cys), member 20 NM_004591 6364 1,55 2,69 205.  microfibrillar-associated protein 2 AL049569 4237 41,81
144.  transcobalamin | (vitamin B12 binding protein, R binder family) NM_001062 6947 -1,38 -1,34 206. kallikrein 10 BC002710 5655 1,37
145. bone morphogenetic protein 1 NM_001199 649 1,13 -1,52 207.  tumor suppressing subtransferable candidate 3 AF001294 7262 1,46
146.  matrix metalloproteinase 10 (stromelysin 2) NM_002425 4319 1,63 1,39 208. calmodulin-like 3 M58026 810 1,49
147.  epiregulin NM_001432 2069 1,12 14 209.  uroplakin 1B NM 006952 7348 1,33
148.  kallikrein 13 NM_015596 26085 1,53 1,09 210.  cathepsin L2 AF070448 1515 1,38
149.  tuftelin 1 NM_020127 7286 1,29 1,58 211.  dual-specificity tyrosine-(Y)-phosphorylation regulated kinase 3 AF186773 8444 -1,59
150.  keratin 1 (epidermolytic hyperkeratosis) NM_006121 3848 -1,4 -1,08 212.  pinin, desmosome associated protein AF112222 5411 41,39
151.  lymphocyte antigen 6 complex, locus D NM_003695 8581 -1,34 -1,13 213.  bridging integrator 1 AF001383 274 41,55
152.  parathyroid hormone-like hormone NM_002820 5744 1,41 1,49 214.  heat shock 90kD protein 1, alpha AF028832 3320 1,37
153.  forkhead box D1 NM_004472 2297 1,11 1,52 215.  polyadenylate binding protein-interacting protein 1 BC005295 10605 1,44
154.  interferon, gamma-inducible protein 16 NM_005531 3428 -1,4 1,09 216. four and a half LIM domains 1 AF098518 2273 41,38
155.  Zic family member 1 (odd-paired homolog, Drosophila) NM_003412 7545 -1,75 -1,07 217.  parathyroid hormone-like hormone 03580 5744 1,37
156.  lectin, galactoside-binding, soluble, 7 (galectin 7) NM_002307 3963 -1,43 -1,52 218.  serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 4  U19557 6318 -1,53
157.  development and differentiation enhancing factor 2 NM_003887 8853 1,45 -1,27 219. interleukin 1 receptor-like 1 AB012701 9173 -1,06
158.  hypothetical protein MGC10771 NM_024506 79411 -1,39 1,05 220.  actin binding LIM protein 1 BC002448 3983 41,35
159.  keratin, hair, acidic,1 NM_002277 3881 154 101 221, inhibin, beta A (activin A, activin AB alpha polypeptide) M13436 3624 1,64
160.  bone morphogenetic protein 1 NM_006128 649 -1,14 -1,63 222.  Akinase (PRKA) anchor protein (gravin) 12 AB003476 9590 2
161. Ste20-related serine/threonine kinase NM_014720 9748 1,39 1,09 223.  RNA helicase-related protein AF078844 11325 1,34
162.  keratin 10 (epidermolytic hyperkeratosis; keratosis palmaris et plantaris) ~ NM_000421 3858 -1,45 -1,32 224.  chromosome 14 open reading frame 143 BC001787 1,42
163.  variable charge protein on X with two repeats NM_016378 51480 -1,59 -1,07 225.  LIM domain kinase 2 AL117466 3985 41,33
164.  staufen, RNA binding protein (Drosophila) NM_004602 6780 1,32 1,11 226.  spermidine/spermine Nl-acetyltransferase M55580 6303 1,12
165.  transferrin receptor (p90, CD71) NM_003234 7037 1,28 1,54 227.  spermidine/spermine N1-acetyltransferase M55580 6303 -1,05
igg- Fm!e?sev serine, 3((‘%5'?1?1)01@) Valiin (105KD), EMB00 (100KD) NM_002771 5646 1.4 -1,09 228.  inositol 1,3 4-triphosphate 5/6 kinase AF279372 3705 1,11
- laminin, gamma 2 (nicein . kaiinin : : 229.  cysteine-rich, angiogenic inducer, 61 AF003114 3491 -1,07
Heritz junctional epidermolysis buiosa)) NM_018891 3918 1,43 1,52 230, piasminogen acivater, Urokinase receptor U08830 320 Te2
168.  zinc finger protein 261 NM_005096 9203 -1,05 -1,59 231.  apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like 3A U03891 1.32

Die Expressionsprofile der hier aufgelisteten Gene werden als Rohdaten (Signalintensitéten) und als relative Vergleichswerte (Quotient der Rohdaten) dargestellt. Die Array-Rohdaten und die entsprechenden Standardfehler (SE)

wurden fiir “'Keratinozyten (wt),

c-jun-/-,

der

c-jun-/-,

Keratinozyten als Referenzwerte.

Keratinozyten (c-jun ™), "*"Keratinozyten (HGF),

KGF

Keratinozyten (KGF) und

Keratinozyten (GM-CSF) angegeben. Fir die Berechnung der relativen Vergleichswerte dienten die Rohdaten



Anhang 13C
Fortsetzung von Tabelle J: Zielgene von HGF, diein  Versuch A oder B aussagekréftig reguliert sind

. ‘
‘gene bank Locus-  p{GEA  HGFB ‘gene bank Locus-  {GEA  HGFB
Gen acession no.’ '—'”';('R cjun™ A cjun’B Gen acession no.’ L'”':“"D, cjun” A c-jun’B
232. interleukin 13 receptor, alpha 1 u81380 3597 -2,18 1,28 287.  Human DNA sequence from clone RP1-30P20 on chromosome Xq21.1-
233.  programmed cell death 10 BC002506 11235 -1,09 1,31 21.3 Contains a SET translocation (myeloid leukemia-associated) (SET)
234.  prefoldin 5 AB055804 5204 -1,36 1,04 pseudogene 295126 -1,42 1,13
235. WD repeat domain 1 AF274954 -1,59 1,03 288. poly(A) binding protein, cytoplasmic, pseudogene 3 U64661 26978 -1,38 1,05
236. tropomyosin 1 (alpha) 224727 7168 1,39 1,07 289. chromosome 1lopen reading frame 9 AC004770 745 -1,54 1,06
237.  cytochrome c oxidase subunit Vb BC006229 1329 -1,4 -1,02 290. protein phosphatase 2A, regulatory subunit B' (PR 53) X86428 5524 -1,31 -1,34
238. folate receptor 1 (adult) AF000381 -2,29 -1,23 291.  Homo sapiens Alu repeat (LNX1) AF222691 1,12 1,42
239.  cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (melanoma, p16, inhibits CDK4) AF115544 1029 -1,45 1,07 292.  IBR domain containing 3 AL031602 -1,34 -1,32
240.  actinin, alpha 1 M95178 87 1,32 1,17 293. protocadherin gamma subfamily A, 3 AF152509 56112 -2,16 -1,04
241. interleukin 8 AF043337 3576 1,59 -1,18 294.  CGI-53 protein AL121886 51098 -1,52 1,14
242.  cyclin G2 L49506 901 1,32 1,3 295. Human DNA sequence from clone RP5-1071L10 on chromosome 20
243.  cholinergic receptor, nicotinic, alpha polypeptide 3 M37981 1136 -1,47 -1,47 Contains part of the TMSBAL gene for thymosin beta 4-like and the 3' end
244.  glutathione synthetase L42531 2937 41,3 41,01 of the BCAS4 gene for brevast carcinoma amplifigd sequence 4 AL133228 1,33 -1,01
245.  aldo-keto reductase family 1, member C2 (dihydrodiol dehydrogenase 2; 296.  Human HL14 gene encoding beta-galactoside-binding lectin, 3' end, clone
bile acid binding protein; 3-alpha hydroxysteroid dehydrogenase, type Ill) M33376 -1,4 -1,03 2 ’ ) ) M14087 -1,36
246.  plasminogen activator, urokinase K03226 5328 1,35 12 297.  aldo-keto reductase family 1, member C1 (dihydrodiol dehydrogenase 1;
247.  Homo sapiens PNAS-20 AF274945 1,77 1,08 ZOfglphav (3—a|pha)—hydroxystero|q dehydrogenase) S68290 1645 -1,58
248.  CREBBP/EP300 inhibitory protein 1 AF349444 23741 1,78 1,14 298.  praline-tich protein BstNI subfamily 4 X07882 1,2
249.  parathyroid hormone-like hormone BC005961 5744 1,53 1,32 299.  nebulette ) AL157398 1,37
250.  plasminogen activator, urokinase receptor AY029180 5329 1,62 2,1 300.  metallothionein 1F (functional) M10943 4494 -4
251, myosin, heavy polypeptide 9, non-muscle AI827941 4627 1,55 -1,05 301 butyrophilinike 3 AK025267 10017 -1,36
252, zinc finger protein 36, C3H type-like 1 BG250310 677 1,32 1,48 302.  pMS protein ) AL512687 23420 1,09
253.  Homo sapiens cDNA: FLJ22515 fis, clone HRC12122 AK026168 1,11 -1,66 303.  Homo sapiens aconitase precursor (ACON) AF086790 -1,43
254.  ras homolog gene family, member B AI263909 388 1,16 1,72 304.  leucine rich repeat containing 16 ) AL024509 -1,36
255.  RNA binding motif protein 9 N95026 23543 1,4 1,01 305. fusion, derived from t(12;16) malignant liposarcoma S75762 2521 -1,41
256.  dystroglycan 1 (dystrophin-associated glycoprotein 1) AW411370 1605 -1,49 1,04 306.  collagen, type |, alpha 1 ) ) Y15916 12717 1,39
257.  v-crk sarcoma virus CT10 oncogene homolog (avian)-like AK000311 141 1,13 307.  HUMBT Chromosome 16p13.3 Exon Homo sapiens genomic clone h-80  L48784 -1,36
258.  602381262F1 NIH_MGC_93 Homo sapiens cDNA clone IMAGE:4499078 308. phosphatase and tensin homolog (mutated in multiple advanced cancers
5 - - BG289001 11,51 41,03 1), pseudogeng 1 AF023139 11191 -1,66
259. fibronectin 1 X02761 2335 1,31 41,02 309.  small EDRK-rich factor 2 NM_005770 10169 -1,46
260.  Homo sapiens clone FBD3 Cri-du-chat critical region AF056433 1,34 1,04 310.  cell division cycle 27 NM_001256 996 -1,68
261.  CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), beta AL564683 1051 1,09 14 311 hypothetical protein FLJ10350 ! NM_018067 55700 131
262. DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His) box polypeptide 3 R60068 1654 1,36 1,01 312.  pleckstrin homology-like domain, family A, member 1 AA576961 22822 1,16
263. 602565589F1 NIH_MGC_77 Homo sapiens cDNA clone IMAGE:4690079 313.  pleckstrin homology-like domain, family A, member 1 AI795908 22822 1,35
5' BG537190 1,38 1,06 314.  pleckstrin homology-like domain, family A, member 1 NM_007350 22822 -1,04
264.  C-terminal binding protein 1 BF337195 1487 ,1:35 ,1:12 315.  smallinducible cytokine subfamily B (Cys-X-Cys), member 14 (BRAK) NM_004887 9547 -1,72
265. SEC24 related gene family, member A (S. cerevisiae) AJ131244 10802 -1,33 -1,06 316.  40S ribosomal protein S27 isoform NM_015920 51065 1,36
266. SEC24 related gene family, member A (S. cerevisiae) BE645231 10802 2,16 41,22 317.  likely ortholog of mouse testis expressed gene 27 NM_021943 60685 -1,58
267.  wr39d10.x1 NCI_CGAP_Pr28 Homo sapiens cDNA clone 318.  chromosome 11 open reading frame 15 NM_020644 56674 -1,13
IMAGE:2490067 3' Al972416 -1,4 -1,23 319. FXYD domain-containing ion transport regulator 5 NM_014164 53827 1,35
268. tousled-like kinase 2 AU151689 11011 -1,39 -1,16 320. adaptor-related protein complex 1, mu 2 subunit NM_005498 10053 -1,33
269.  myristoylated alanine-rich protein kinase C substrate AA770596 4082 -1,52 -1,15 321.  A20-binding inhibitor of NF-kappaB activation-2 NM_024309 79155 -1,05
270.  karyopherin (importin) beta 1 BG249565 3837 1,38 1,04 322.  trichorhinophalangeal syndrome | NM_014112 7227 -1,54
271.  tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation 323.  pseudouridylate synthase 1 NM_025215 80324 -2,7
protein, epsilon polypeptide AA502643 7531 -1,22 -1,47 324. type | ransmembrane receptor (seizure-related protein) NM_012410 26470 -1,42
272.  myosin IF BF740152 4542 -2,98 1,95 325. malonyl-CoA decarboxylase NM_012213 23417 -1,2
273.  eukaryotic translation initiation factor 5A BF541557 1984 -1,65 -1,09 326. glycolipid transfer protein NM_016433 51228 -1,4
274.  N-acylsphingosine amidohydrolase (acid ceramidase) AI379338 427 -1,41 -1,21 327.  hypothetical protein FLJ10134 NM_018004 55076 -1,33
275.  interferon induced transmembrane protein 1 (9-27) AAT749101 8519 -1,11 -1,3 328. RAB38, member RAS oncogene family NM_022337 23682 1,06
276.  ADP-ribosylation factor 6 AA243143 382 -1,47 -1,31 329. hypothetical protein FLJ21870 NM_023016 65124 1,27
277.  splicing factor 3b, subunit 1, 155kD AWO003030 23451 -1,47 1,09 330. claudin 15 NM_014343 24146 -1,58 1,02
278.  trefoil factor 2 (spasmolytic protein 1) NM_005423 7032 -1,54 -1,15 331. hypothetical protein FLJ20186 NM_017702 54849 1,16 -1,33
279.  upstream transcription factor 2, c-fos interacting AY007087 7392 -1,39 -1,15 332. erythroid differentiation-related factor NM_016633 51327 -1,46 1,04
280. bromodomain-containing 2 S78771 6046 -1,46 1,05 333.  retinol dehydrogenase homolog NM_005771 10170 -1,36 -1,1
281. amyloid beta (A4) precursor protein (protease nexin-Il, Alzheimer disease) X06989 351 -1,84 -1,09 334.  hypothetical protein MGC2742 NM_023938 65995 1,34 1,05
282.  phosphoinositol 3-phosphate-binding protein-2 BC000969 54477 1,49 1,28 335.  hypothetical protein FLJ13841 NM_024702 79755 -1,3 -1,72
283.  small inducible cytokine subfamily B (Cys-X-Cys), member 5 (epithelial- 336. mucin 16 NM_024690 94025 -1,39 -4,14
derived neutrophil-activating peptide 78) BG166705 6374 1,73 1,02 337.  F-box protein 17 NM_024907 79967 -2,02 1,48
284.  peroxisome receptor 1 AW468717 5830 -1,88 -1,62 338.  hypothetical protein FLJ11710 NM_024846 79904 -1,39 -1,11
285.  tr75d05.x1 NCI_CGAP_Panl Homo sapiens cDNA clone IMAGE:2224137 339. hypothetical protein FLJ22795 NM_025084 80154 -3,04 2,2
3' similar to contains Alu repetitive element Al590053 1,07 1,3
286. chromosome condensation 1 X06130 1104 -1,4 -1,01
340.  NICE-1 protein NM_019060 54544 1.4 -1 342.  hypothetical protein My014 NM_030918 81609 -1,76 -1,21
341. inorganic pyrophosphatase NM_006903 27068 -1,43 -1,1 343.  UL16 binding protein 2 NM_025217 80328 1,3 -1,07

Die Expressionsprofile der hier aufgelisteten Gene werden als Rohdaten (Signalintensitéten) und als relative Vergleichswerte (Quotient der Rohdaten) dargestellt. Die Array-Rohdaten und die entsprechenden Standardfehler (SE)
wurden fir “Keratinozyten (wt), “*™Keratinozyten (c-jun ™), "*"Keratinozyten (HGF), “*"Keratinozyten (KGF) und " Keratinozyten (GM-CSF) angegeben. Fiir die Berechnung der relativen Vergleichswerte dienten die Rohdaten
der “™Keratinozyten als Referenzwerte.



Fortsetzung von Tabelle J: Zielgene von HGF, die in

Versuch A oder B aussagekréaftig reguliert sind

Anhang 131

. ‘
‘gene bank Locus-  HGFA  HGFB ‘gene bank Locus-
Gen acession no.’ Link '9 cjun™ A cjun’B Gen aces.sion no.” Link IQ
no no
344.  Homo sapiens non-functional folate binding protein (HSAF000381) NM_013307 -2,04 -1,73 350. guanylate cyclase 1, soluble, alpha 3 AI719730 2982
345.  hypothetical protein FLJ20258 BC004907 54869 1,64 1,08 351.  leucine-rich repeat protein, neuronal 1 A1631881 4034
346.  3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A synthase 1 (soluble) BG035985 3157 1,46 -1,15 352.  hypothetical protein AK023069 51531
347.  AV741657 CB Homo sapiens cDNA clone CBMALGO1 5' AV741657 -1,12 1,46 353.  ACO for serine protease homologue AF243527 55554
348.  serologically defined breast cancer antigen NY-BR-20 AAB86335 91860 1,35 1,31
349. y31h06.x1 Soares_parathyroid_tumor_NbHPA Homo sapiens cDNA clone
IMAGE:1667483 3' Al057637 -1,16 -1,48
Tabelle K: Zielgene von KGF, die in Versuch A oder B aussagekréaftig reguliert sind
. ‘
‘gene bank Locus-  kGFA  KGFB ‘gene bank Locus-  kGF A KGF B
Gen acession no.’ '—'”';('R cjun™ A cjun’B Gen acession no.’ L'”':“"D, c-jun™ A c-jun” B
1. chromobox homolog 3 (HP1 gamma homolog, Drosophila) NM_016587 11335 1,09 -1,41 35. chaperonin containing TCP1, subunit 3 (gamma) NM_005998 7203 1,25 -1,35
2. hypothetical protein U69190 54555 -1,01 1,37 36. B-cell translocation gene 1, anti-proliferative AL535380 694 -1,02 1,86
3. KIAA0615 gene product AB014515 9683 1,2 1,5 37. B-cell translocation gene 1, anti-proliferative NM_001731 694 -1,09 1,63
4. v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog F (avian) AL021977 23764 1,13 2,12 38. RAB14, member RAS oncogene family AA919115 51552 1,33 -1,08
5. peroxisome proliferative activated receptor, delta L07592 5467 -1,14 1,4 39. DEK oncogene (DNA binding) NM_003472 7913 1,29 -1,37
6. diphtheria toxin receptor (heparin-binding epidermal growth factor-like 40. syndecan binding protein (syntenin) NM_005625 6386 1,13 1,48
growth factor) M60278 1839 -1,04 1,52 41.  palmitoyl-protein thioesterase 1 (ceroid-lipofuscinosis, neuronal 1, infantile) NM_000310 5538 1,16 -1,53
7. protease inhibitor 3, skin-derived (SKALP) L10343 5266 -1,07 1,34 42. cytoskeleton-associated protein 4 AW029619 10970 -1,44 1,01
8. peroxisomal biogenesis factor 16 AA523441 9409 -1,37 -1,02 43. cytoskeleton-associated protein 4 NM_006825 10970 -1,33 -1,2
9. Cluster Incl. AA150503 AA150503 -1,66 -1,06 44.  thioredoxin interacting protein AA812232 10628 1,23 2,04
10. hypothetical protein FLJ20116 AA469071 55612 -1,08 1,48 45.  thioredoxin interacting protein Al439556 10628 1,29 1,87
11. hypothetical protein FLJ20258 AI219073 54869 1,18 1,36 46. thioredoxin interacting protein NM_006472 10628 1,36 2,03
12.  nucleolin NM_005381 4691 117 -1,37 47.  multifunctional polypeptide similar to SAICAR synthetase and AIR
13.  high density lipoprotein binding protein (vigilin) NM_005336 3069 1,33 1,18 carboxylase AA902652 10606 1,14 -1,7
14. glutamate-ammonia ligase (glutamine synthase) NM_002065 2752 1,05 2,32 48.  multifunctional polypeptide similar to SAICAR synthetase and AIR
15.  procollagen-proline, 2-oxoglutarate 4-dioxygenase (proline 4-hydroxylase), carboxylase NM_006452 10606 -1,1
beta polypeptide (protein disulfide isomerase; thyroid hormone binding 49. dual specificity phosphatase 1 NM_004417 1843 -1,21
protein p55) NM_000918 5034 1,18 1,3 50. karyopherin alpha 2 (RAG cohort 1, importin alpha 1) NM_002266 3838 1,05
16. translocase of outer mitochondrial membrane 20 (yeast) homolog NM_014765 9804 1,22 -1,37 51. chromobox homolog 3 (HP1 gamma homolog, Drosophila) BE748755 11335 1,24
17.  ubiquitin-conjugating enzyme E2D 3 (UBC4/5 homolog, yeast) NM_003340 7323 -1,02 1,31 52. thrombospondin 1 AI812030 7057 1,31
18.  pituitary tumor-transforming 1 interacting protein NM_004339 754 1,32 1,36 53. thrombospondin 1 BF055462 7057 1,08
19. LPS-induced TNF-alpha factor AB034747 9516 -1,01 1,34 54. ATP citrate lyase NM_001096 a7 1,14
20. FK506 binding protein 1A (12kD) NM_000801 2280 1,31 1,06 55. cadherin 1, type 1, E-cadherin (epithelial) L08599 999 1,11
21. ARP2 actin-related protein 2 homolog (yeast) NM_005722 10097 1,24 1,48 56. eukaryotic translation initiation factor 2, subunit 1 (alpha, 35kD ) NM_004094 1965 -1,08
22. phosphoglycerate kinase 1 NM_000291 5230 -1,11 1,35 57. chromodomain helicase DNA binding protein 4 NM_001273 1108 -1,35
23. phosphoglycerate kinase 1 NM_000291 5230 1,03 1,38 58. isocitrate dehydrogenase 1 (NADP+), soluble NM_005896 3417 1,09
24. ferritin, heavy polypeptide 1 NM_002032 2495 1,03 1,37 59. proliferating cell nuclear antigen NM_002592 5111 1,25
25.  RAN, member RAS oncogene family BF112006 5901 1,15 -1,59 60. enolase 1, (alpha) NM_001428 2023 1,36
26. activating transcription factor 4 (tax-responsive enhancer element B67) NM_001675 468 -1,05 2,09 61. ATPase, Na+/K+ transporting, beta 1 polypeptide BCO000006 481 -1,04
27. ornithine decarboxylase 1 NM_002539 4953 -1,02 -1,34 62. ATPase, Na+/K+ transporting, beta 1 polypeptide NM_001677 481 -1,03
28. myeloid cell leukemia sequence 1 (BCL2-related) BF594446 4170 1,09 1,52 63. solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 1 NM_006516 6513 1,03
29. myeloid cell leukemia sequence 1 (BCL2-related) Al275690 4170 -1 1,54 64. pyruvate kinase, muscle NM_002654 5315 1,33
30. heat shock 70kD protein 1A NM_005345 3303 1,51 1,04 65. thioredoxin reductase 1 NM_003330 7296 1,13
31. heat shock 70kD protein 1A NM_005345 3303 1,41 1,05 66. aldo-keto reductase family 1, member B1 (aldose reductase) NM_001628 231 -1,18
32. stearoyl-CoA desaturase (delta-9-desaturase) AB032261 6319 1,03 -1,33 67. acidic protein rich in leucines NM_006401 10541 1,15 -1,35
33.  24-dehydrocholesterol reductase NM_014762 1718 -1,07 -1,48 68. epithelial membrane protein 1 NM_001423 2012 1,16 1,32
34. signal sequence receptor, alpha (translocon-associated protein alpha) NM_003144 6745 1,38 -1,24
69. general transcription factor [I1A NM_002097 2971 -1,04 -1,39 72. claudin 4 NM_001305 1364 -1,2 1,62
70. glutathione peroxidase 3 (plasma) NM_002084 2878 -1,28 -1,75 73. aminopeptidase puromycin sensitive AW055008 9520 1,11 1,48
71. heat shock protein 75 NM_016292 10131 1,06 -1,33 74. aminopeptidase puromycin sensitive AJ132583 9520 1,19 1,45

Die Expressionsprofile der hier aufgelisteten Gene werden als Rohdaten (Signalintensitéten) und als relative Vergleichswerte (Quotient der Rohdaten) dargestellt. Die Array-Rohdaten und die entsprechenden Standardfehler (SE)

wurden fiir “'Keratinozyten (wt),

c-jun-/-,

der

c-jun-/-,

Keratinozyten als Referenzwerte.

Keratinozyten (c-jun ™), "*"Keratinozyten (HGF),

KGF

Keratinozyten (KGF) und

GM-CSF

Keratinozyten (GM-CSF) angegeben. Fir die Berechnung der relativen Vergleichswerte dienten die Rohdaten



Anhang 13z
Fortsetzung von Tabelle K: Zielgene von KGF, die in Versuch A oder B aussagekréaftig reguliert sind

. ‘
‘gene bank Locus-  kGFA  KGFB ‘gene bank Locus-  kGF A KGF B
Gen acession no.’ '—'”';('R cjun™ A cjun’B Gen acession no.’ L'”':“"D, c-jun™ A c-jun” B
75. NAD(P)H dehydrogenase, quinone 1 NM_000903 1728 1,11 -1,49 130. discs, large (Drosophila) homolog 1 BG251175 1739 1,6 1,24
76. sequestosome 1 NM_003900 8878 1,14 1,63 131. tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3 Al738896 7128 1,32 1,86
77. dyskeratosis congenita 1, dyskerin NM_001363 1736 1,18 -1,96 132. tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3 NM_006290 7128 1,13 1,55
78. GAP-associated tyrosine phosphoprotein p62 (Sam68) BC000717 10657 -1,3 -1,06 133. RAS p21 protein activator (GTPase activating protein) 1 NM_002890 5921 1,3 -1,04
79. peptidylprolyl isomerase F (cyclophilin F) BC005020 10105 1,14 1,37 134. interferon gamma receptor 1 NM_000416 3459 1,02 1,48
80. peptidylprolyl isomerase F (cyclophilin F) NM_005729 10105 1,14 1,37 135. procollagen-proline, 2-oxoglutarate 4-dioxygenase (proline 4-hydroxylase),
81. nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, alpha polypeptide II NM_004199 8974 1 1,5
alpha Al078167 4792 -1,16 1,74 136. cyclin G2 AW134535 901 -1,06 1,79
82. Ras-GTPase-activating protein SH3-domain-binding protein BG500067 10146 1,33 -1,22 137. cyclin G2 NM_004354 901 -1,02 1,82
83.  chloride intracellular channel 4 NM_013943 25932 1,23 1,32 138. acidic 82 kDa protein mMRNA NM_014597 30836 1,1 -1,36
84. golgi autoantigen, golgin subfamily a, 4 NM_002078 2803 1,44 -1,03 139. claudin 7 NM_001307 1366 1,02 1,37
85. RuvB-like 1 (E. coli) NM_003707 8607 -1,02 -1,71 140. serine protease inhibitor, Kunitz type 1 NM_003710 6692 1 1,39
86. immediate early response 3 NM_003897 8870 1,02 1,47 141. glutathione peroxidase 2 (gastrointestinal) NM_002083 2877 1,05 -1,59
87. Janus kinase 1 (a protein tyrosine kinase) AL039831 3716 1,1 1,4 142. interleukin 8 NM_000584 3576 1,45 1,81
88.  keratin 19 NM_002276 3880 1,44 1,57 143. CDC20 cell division cycle 20 homolog (S. cerevisiae) NM_001255 991 1,33 -1,57
89. cornichon-like NM_005776 10175 1,35 -1,32 144. HIF-1 responsive RTP801 NM_019058 54541 1,02 1,97
90. ribosomal protein S17 NM_001021 6218 -1,31 -1,25 145. adrenomedullin NM_001124 133 -1,06 15
91. gap junction protein, alpha 1, 43kD (connexin 43) NM_000165 2697 1,16 -1,33 146. hexokinase 2 AI761561 3099 1,12 3
92. DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 1 NM_001379 1786 1,21 -1,65 147. zinc metalloproteinase (STE24 homolog, yeast) NM_005857 10269 1,36 -1,16
93. D123 gene product NM_006023 8872 -1 -1,33 148. T-cell leukemia translocation altered gene NM_022171 6988 1,21 1,47
94. neuroepithelial cell transforming gene 1 AW263232 10276 -1,02 1,32 149. dynamin 1-like NM_012062 10059 1,32 -1,08
95. protein kinase, AMP-activated, beta 1 non-catalytic subunit NM_006253 5564 2,18 1,21 150. retinoic acid induced 3 NM_003979 9052 1,25 1,87
96. EGF-containing fibulin-like extracellular matrix protein 1 AI826799 2202 1,13 -1,52 151. Wilms' tumour 1-associating protein NM_004906 9589 1,42 1,09
97. BCL2/adenovirus E1B 19kD interacting protein 3 u15174 664 1,1 2,49 152. tissue inhibitor of metalloproteinase 2 NM_003255 7077 -1,32 -1,08
98. BCL2/adenovirus E1B 19kD interacting protein 3 NM_004052 664 1,05 3,22 153. celldivisioncycle 2, G1to Sand G2 to M AL524035 983 1,02 -1,68
99. plasminogen activator, tissue NM_000930 5327 -1,48 2,55 154. glucan (1,4-alpha-), branching enzyme 1 (glycogen branching enzyme,
100. ATP-binding cassette, sub-family E (OABP), member 1 Al002002 6059 1,2 -1,47 Andersen disease, glycogen storage disease type 1V) NM_000158 2632 1,22 1,62
101. ATP-binding cassette, sub-family E (OABP), member 1 NM_002940 6059 1,03 -1,82 155. ladinin 1 NM_005558 3898 -1,06 -1,47
102. ribonucleotide reductase M2 polypeptide BE966236 6241 1,1 -1,96 156. MKP-1 like protein tyrosine phosphatase NM_007026 11072 1,14 1,33
103. IMP (inosine monophosphate) dehydrogenase 2 NM_000884 3615 1,04 -1,3 157. splicing factor, arginine/serine-rich 5 NM_006925 6430 1,03 1,38
104. solute carrier family 20 (phosphate transporter), member 1 NM_005415 6574 1,05 -1,67 158. Down syndrome critical region gene 2 NM_003720 8624 1,19 -1,61
105. myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia (trithorax homolog, 159. spermidine/spermine N1-acetyltransferase NM_002970 6303 1,06 2,06
Drosophila); translocated to, 2 NM_005935 4299 1,05 1,94 160. trophoblast glycoprotein NM_006670 7162 1,13 1,62
106. decay accelerating factor for complement (CD55, Cromer blood group 161. EphA2 NM_004431 1969 1,05 1,43
system) NM_000574 1604 -1,13 1,74 162. RNA 3'-terminal phosphate cyclase NM_003729 8634 1,54 1,12
107. decay accelerating factor for complement (CD55, Cromer blood group 163. protease inhibitor 3, skin-derived (SKALP) NM_002638 5266 -1,1 1,38
system) BC001288 1604 1,08 1,58 164. laminin, alpha 3 (nicein (150kD), kalinin (165kD), BM600 (150kD), epilegrin) NM_000227 3909 1,23 1,4
108. chaperonin containing TCP1, subunit 2 (beta) NM_006431 10576 1,19 -1,39 165. carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 6 (non-specific
109. putative translation initiation factor AF083441 10209 -1,07 1,42 cross reacting antigen) BC005008 4680 1,08 1,93
110. ribosomal protein L38 BC000603 6169 14 1,46 166. sema domain, immunoglobulin domain (lg), short basic domain, secreted,
111. secreted frizzled-related protein 1 NM_003012 6422 1,03 -2,08 (semaphorin) 3C NM_006379 10512 1,14 1,37
112. syndecan 4 (amphiglycan, ryudocan) NM_002999 6385 -1,15 1,35 167. visinin-like 1 AF039555 7447 -1,07 -1,54
113. tumor necrosis factor alpha-inducible cellular protein containing leucine 168. diphtheria toxin receptor (heparin-binding epidermal growth factor-like
zipper domains; Huntingtin interacting protein L; transcrption factor I11A- growth factor) NM_001945 1839 1,09 1,54
interacting protein NM_021980 10133 -1,2 1,35 169. natural killer cell transcript 4 NM_004221 9235 1,26 1,84
114. baculoviral IAP repeat-containing 2 NM_001166 329 1,6 1,33 170. small nuclear ribonucleoprotein polypeptide F NM_003095 6636 -1,01 -1,31
115. tight junction protein 2 (zona occludens 2) NM_004817 9414 1,23 1,37 171. thrombomodulin NM_000361 7056 -1,44 -1,13
116. v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog F (avian) AA725102 23764 1,02 1,34 172. glutamate-cysteine ligase, modifier subunit NM_002061 2730 -1,03 -1,66
117. JTV1 gene NM_006303 7965 1,11 -1,42 173. matrix metalloproteinase 9 (gelatinase B, 92kD gelatinase, 92kD type IV
118. polypyrimidine tract binding protein (heterogeneous nuclear collagenase) NM_004994 4318 -1,17 1,64
ribonucleoprotein 1) NM_002819 5725 -1,05 -1,33 174. carbonic anhydrase XlI NM_001218 771 -1,21 1,66
119. laminin, gamma 2 (nicein (100kD), kalinin (105kD), BM600 (100kD), Herlitz 175. nansnn,assolcliaxe(j factor X Nm:oosggg 7257 1,11 2,23
junctional epidermolysis bullosa)) NM_005562 3918 1,07 1,52 176. mitochondrial ribosomal protein S$12 NM_021107 6183 -1,01 -1,54
120. casein kinase 1, epsilon NM_001894 1454 -1,29 15 177. $100 calcium binding protein P NM_005980 6286 -1,33 1,7
121. ubiquitin-conjugating enzyme E2B (RAD6 homolog) AAB77765 7320 1,08 1,53 178. mitochondrial ribosomal protein 63 BF303597 78988 -1,01 -1,32
122. fatty acid binding protein 5 (psoriasis-associated) NM_001444 2171 -1,34 -1,22 179. mitochondrial ribosomal protein 63 NM_024026 78988 1,59 1,16
123. integrin, alpha V (vitronectin receptor, alpha polypeptide, antigen CD51) Al093579 3685 1,17 1,37 180. monoamine oxidase A NM_000240 4128 -1,13 1,39
124. TGFB inducible early growth response NM_005655 7071 1,15 18 181. putative dimethyladenosine transferase NM_014473 27292 1,12 -1,49
125. ubiquitin specific protease 1 NM_003368 7398 1,29 -1,77 182. GRO1 oncogene (melanoma growth stimulating activity, alpha) NM_001511 2919 1,17 1,49
126. DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His) box polypeptide 9 (RNA helicase A, nuclear 183. matrix metalloproteinase 1 (interstitial collagenase) NM_002421 4312 -1,16 1,75
DNA helicase II; leukophysin) NM_001357 1660 147 -1,19 184. U6 snRNA-associated Sm-like protein LSm7 NM_016199 51690 -1,29 -1,36
127. v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian) NM_002467 4609 -1,07 -1,62 185. KIAA0537 gene product NM_014840 9891 1,45 1,24
128. RAN binding protein 1 NM_002882 5902 -1,05 -1,39 186. KIAA0615 gene product NM_014664 9683 1,06 1,48
129. KIAA0101 gene product NM_014736 9768 1,18 -1,43 187. potassium channel, subfamily K, member 1 (TWIK-1) NM_002245 3775 1,03 1,47

Die Expressionsprofile der hier aufgelisteten Gene werden als Rohdaten (Signalintensitéten) und als relative Vergleichswerte (Quotient der Rohdaten) dargestellt. Die Array-Rohdaten und die entsprechenden Standardfehler (SE)
wurden fir “Keratinozyten (wt), “*™Keratinozyten (c-jun ™), "*"Keratinozyten (HGF), “*"Keratinozyten (KGF) und " Keratinozyten (GM-CSF) angegeben. Fiir die Berechnung der relativen Vergleichswerte dienten die Rohdaten
der “™Keratinozyten als Referenzwerte.



Anhang 132
Fortsetzung von Tabelle K: Zielgene von KGF, die in Versuch A oder B aussagekréaftig reguliert sind

. ‘
‘gene bank I':_"?(UISD KGFA  KGFB ‘gene bank II:'O(I:(UIT:) KGF A KGF B
. A PA . A PA
Gen acession no.’ KD cjun” A c-jun”B Gen acession no.’ KD ¢ jun™ A c-jun’B
no no
188. prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (prostaglandin G/H synthase and protein)
cyclooxygenase) NM_000963 5743 -1,03 1,34 247. splicing factor, arginine/serine-rich 3 BCO000914 6428 -1,11 -1,44
189. desmocollin 2 BF196457 1824 1,47 1,22 248. basigin (OK blood group) AL550657 682 1,63 13
190. KIAAQ938 protein NM_014903 22840 -1,05 154 249. eukaryotic translation initiation factor 3, subunit 9 (eta, 116kD) U78525 8662 1,06 -1,32
191. O-6-methylguanine-DNA methyltransferase NM_002412 4255 -1,89 -1,05 250. transferrin receptor (p90, CD71) BC001188 7037 1,34 -1,03
192. follistatin NM_013409 10468 -1,08 -1,58 251. glycyl-tRNA synthetase D30658 2617 -1,07 1,35
193. heparin-binding growth factor binding protein NM_005130 9982 -1,04 -1,38 252. potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 4 Z97056 3761 -1,02 1,32
194. integrin, alpha 2 (CD49B, alpha 2 subunit of VLA-2 receptor) NM_002203 3673 -1,15 1,51 253. 5-aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide formyltransferase/IMP
195. vaccinia related kinase 2 NM_006296 7444 -1,16 1,33 cyclohydrolase D89976 471 1,16 -1,48
196. heat shock 10kD protein 1 (chaperonin 10) NM_002157 3336 1,02 -1,37 254. membrane cofactor protein (CD46, trophoblast-lymphocyte cross-reactive
197. a disintegrin and metalloproteinase domain 8 NM_001109 101 1,3 1,37 antigen) AL570661 4179 1,36 -1,09
198. v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog F (avian) NM_012323 23764 1,15 1,64 255. microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3 AF183417 81631 1,14 1,76
199. guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha 15 (Gq class) NM_002068 2769 -1,08 1,45 256. mitochondrial ribosomal protein L3 BCO003375 11222 1,19 -1,55
200. dihydrolipoamide branched chain transacylase (E2 component of branched 257. signal recognition particle 72kD BE856385 6731 1,05 -1,33
chain keto acid dehydrogenase complex; maple syrup urine disease) NM_001918 1629 1,43 1,18 258. calnexin L18887 821 1,31 1,01
201. inositol polyphosphate-4-phosphatase, type Il, 105kD NM_003866 8821 1,08 1,71 259. complement component 1, g subcomponent binding protein L04636 708 1,26 -1,34
202. interleukin 1 receptor, type Il NM_004633 7850 1,21 2,02 260. chromosome 3 open reading frame 4 AF161522 56650 1,37 1,54
203. H2A histone family, member X NM_002105 3014 1,01 -1,64 261. dUTP pyrophosphatase U62891 1854 1,05 -1,39
204. small inducible cytokine subfamily A (Cys-Cys), member 20 NM_004591 6364 -1,05 6,3 262. eukaryotic translation initiation factor 3, subunit 1 (alpha, 35kD) BC002719 8669 1,59 -1,24
205. plasminogen activator, urokinase NM_002658 5328 1,05 1,5 263. similar to MRJ gene for a member of the DNAJ protein family (H. sapiens) BC002446 136442 1,04 1,81
206. transcobalamin | (vitamin B12 binding protein, R binder family) NM_001062 6947 -14 -1,17 264. NS1-associated protein 1 Al472757 10492 1,39 -1,29
207. 2',5-oligoadenylate synthetase 1 (40-46 kD) NM_002534 4938 -1,05 1,42 265. NSl-associated protein 1 AF037448 10492 1,16 -1,56
208. bone morphogenetic protein 1 NM_001199 649 -1,53 1,13 266. proline-rich protein with nuclear targeting signal AF279899 10957 -1,05 1,82
209. E3 ubiquitin ligase SMURF2 AY014180 64750 1,08 13 267. H3 histone, family 3B (H3.3B) BC001124 3021 -1,55 1,08
210. aminolevulinate, delta-, synthase 1 NM_000688 211 1,07 1,58 268. interferon-related developmental regulator 2 BC001327 7866 1,01 -1,57
211. matrix metalloproteinase 10 (stromelysin 2) NM_002425 4319 1,15 2,24 269. 5'-nucleotidase (purine), cytosolic type B BC001595 22978 1,17 1,47
212. tuftelin 1 NM_020127 7286 1,07 1,44 270. C2f protein u72514 10436 1,02 -1,48
213. S100 calcium binding protein A12 (calgranulin C) NM_005621 6283 -1,47 3,6 271. up-regulated by BCG-CWS AB040120 64116 1,42 -1,19
214. nucleolar and coiled-body phosphprotein 1 NM_004741 9221 1,49 -1,53 272. laminin, beta 3 (nicein (125kD), kalinin (140kD), BM600 (125kD)) L25541 3914 1,13 1,48
215. keratin 1 (epidermolytic hyperkeratosis) NM_006121 3848 -1,35 -1,14 273. UDP-N-acteylglucosamine pyrophosphorylase 1 S73498 6675 1,04 1,39
216. S100 calcium binding protein A7 (psoriasin 1) NM_002963 6278 -1,2 2,15 274. smoothelin AF064238 6525 -1,01 1,3
217. H4 histone family, member G NM_003542 8364 -1,12 -1,76 275. HIV-1 Tat interactive protein 2, 30 kDa BC002439 10553 -1,07 -1,45
218. neuromedin U NM_006681 10874 1,3 -1,81 276. thioredoxin domain-containing AL080080 81542 1,13 -1,38
219. lymphocyte antigen 6 complex, locus D NM_003695 8581 -1,45 -1,02 277. alpha-actinin-2-associated LIM protein AF002280 27295 3,43 1,31
220. parathyroid hormone-like hormone NM_002820 5744 1,23 -1,6 278. carboxylesterase 2 (intestine, liver) BF033242 8824 1,03 -1,45
221. lectin, galactoside-binding, soluble, 7 (galectin 7) NM_002307 3963 -1,47 -1,57 279. serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 3 U19556 6317 -1,28 1,43
222. serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 7 NM_003784 8710 1,16 1,4 280. serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 3 BC005224 6317 -1,37 1,41
223. hypothetical protein FLJ20059 NM_017644 54800 1,3 1,21 281. ribonucleotide reductase M2 polypeptide BC001886 6241 1,18 -1,53
224. G protein-coupled receptor 56 NM_005682 9289 -1,56 1,22 282. methionyl aminopeptidase 2 U13261 10988 -1,04 -1,33
225. bone morphogenetic protein 1 NM_006128 649 -1,63 1,01 283. dUTP pyrophosphatase u90223 1854 1,07 -1,42
226. similar to yeast Upf3, variant A AF318575 65110 1,18 2,86 284. neutrophil cytosolic factor 2 (65kD, chronic granulomatous disease,
227. heat shock 105kD NM_006644 10808 1,16 -1,43 autosomal 2) BC001606 4688 1,29 2,29
228. keratin 10 (epidermolytic hyperkeratosis; keratosis palmaris et plantaris) NM_000421 3858 -1,28 -1,69 285. JTV1gene Al928526 7965 1,01 -1,61
229. discoidin domain receptor family, member 1 NM_001954 780 1,05 1,38 286. T-cell leukemia/lymphoma 1A BCO003574 8115 2,55 1,11
230. Nef-associated factor 1 NM_006058 10318 1,17 1,96 287. JAK binding protein AB005043 8651 -1,32 1,92
231. transferrin receptor (p90, CD71) NM_003234 7037 1,3 1,05 288. calmodulin-like 3 M58026 810 -1,52 -1,66
232. defensin, beta 2 NM_004942 1673 -1,27 9,76 289. APEX nuclease (multifunctional DNA repair enzyme) M80261 328 1,09 -1,37
233. protease, serine, 3 (trypsin 3) NM_002771 5646 -1,36 -1,11 290. mitogen-activated protein kinase 13 BC000433 5603 -1,88 -1,26
234. laminin, gamma 2 (nicein (100kD), kalinin (105kD), BM600 (100kD), Herlitz 291. PAI-1 mRNA-binding protein AF151813 26135 117 -1,35
junctional epidermolysis bullosa)) NM_018891 3918 1,16 1,51 292. insulin-like growth factor binding protein 3 M31159 3486 1,24 3,03
235. plakophilin 2 NM_004572 5318 1,04 1,51 293. interleukin 1, alpha M15329 3552 1,25 1,71
236. nuclear receptor co-repressor 2 NM_006312 9612 1,17 1,53 294. regulator of G-protein signalling 20 AF074979 8601 1,08 -1,49
237. adenosine monophosphate deaminase (isoform E) NM_000480 272 -1,17 1,58 295. nuclear receptor coactivator 1 U59302 8648 -1,04 2,15
238. peroxisome proliferative activated receptor, delta NM_006238 5467 -1,06 1,42 296. tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein,
239. sema domain, immunoglobulin domain (lg), transmembrane domain (TM) epsilon polypeptide U28936 7531 1,55 1,04
and short cytoplasmic domain, (semaphorin) 4F NM_004263 10505 1,02 1,96 297. defensin, beta 1 u73945 1672 -1,47 -1,23
240. DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His) box polypeptide 21 NM_004728 9188 1,19 -1,58 298. RABG6C, member RAS oncogene family AL136727 84084 1,21 1,38
241. hypothetical protein FLJ20006 NM_017618 54782 1,44 1,56 299. serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 4 U19557 6318 -1,35 1,58
242. splicing factor 1 NM_004630 7536 -1,79 -1,18 300. inhibin, beta A (activin A, activin AB alpha polypeptide) M13436 3624 -1,14 1,9
243. interferon regulatory factor 7 NM_004030 3665 -1,12 1,44 301. vascular endothelial growth factor AF022375 7422 -1,08 1,45
244. small proline-rich protein 2B NM_006945 6701 1,13 2,04 302. HLA-G histocompatibility antigen, class I, G AF226990 3135 -1,02 1,44
245. CD24 antigen (small cell lung carcinoma cluster 4 antigen) BG327863 934 1,15 1,33 303. CASP8 and FADD-like apoptosis regulator u97075 8837 -1,32 1,11
246. suppression of tumorigenicity 13 (colon carcinoma) (Hsp70 interacting u17714 6767 -1,6 -1,04 304. spermidine/spermine N1-acetyltransferase M55580 6303 1,02 1,97

Die Expressionsprofile der hier aufgelisteten Gene werden als Rohdaten (Signalintensitéten) und als relative Vergleichswerte (Quotient der Rohdaten) dargestellt. Die Array-Rohdaten und die entsprechenden Standardfehler (SE)
wurden fir “Keratinozyten (wt), “*™Keratinozyten (c-jun ™), "*"Keratinozyten (HGF), “*"Keratinozyten (KGF) und " Keratinozyten (GM-CSF) angegeben. Fiir die Berechnung der relativen Vergleichswerte dienten die Rohdaten
der “™Keratinozyten als Referenzwerte.



Fortsetzung von Tabelle K: Zielgene von KGF, die in

‘Locus-

Versuch A oder B aussagekréaftig reguliert sind

‘Locus-

Anhang 134

‘gene bank A KGF A KGF B ‘gene bank A KGF A KGF B

Gen acession no.’ '—'”';('R cjun™ A cjun’B Gen acession no.’ L'”':“"D, c-jun™ A c-jun” B
305. keratin 10 (epidermolytic hyperkeratosis; keratosis palmaris et plantaris) M19156 3858 -1,28 -1,58 3
306. dystrobrevin, alpha U46746 1837 -1,6 -1,17 363. keratin 10 (epidermolytic hyperkeratosis; keratosis palmaris et plantaris) X14487 3858 -1,26 -1,49
307. inositol 1,3,4-triphosphate 5/6 kinase AF279372 3705 7,07 -2,26 364. RAR (RAS like GTPASE) BE965869 57799 1,01 -2,33
308. 1Q motif containing GTPase activating protein 1 D29640 8826 1,26 1,31 365. coagulation factor Il (thrombin) receptor-like 1 BE965369 2150 1,31 -1,44
309. plasminogen activator, urokinase receptor u08839 5329 -1,05 1,63 366. carboxylesterase 2 (intestine, liver) AW157619 8824 -1,15 -1,39
310. melanoma cell adhesion molecule M29277 4162 2,46 1,72 367. lactate dehydrogenase B BE042354 3945 -1,12 -1,31
311. apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like 3A u03891 -1,13 2,22 368. HSPCO022 protein BE138888 28963 -1,12 1,36
312. jumping translocation breakpoint BC004239 10899 -1,1 -1,32 369. mucin 1, transmembrane Al610869 4582 1,07 1,77
313. tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein, 370. RAP2B, member of RAS oncogene family AWO005535 5912 -1,31 1,23

epsilon polypeptide U43430 7531 1,38 -1,03 371. spermidine/spermine N1-acetyltransferase BE971383 6303 -1,07 19
314. folate receptor 1 (adult) AF000381 1,92 -1,25 372. myosin, light polypeptide 6, alkali, smooth muscle and non-muscle AA419227 4637 1,43 1,1
315. CDA47 antigen (Rh-related antigen, integrin-associated signal transducer) 725521 961 1,02 1,35 373. hypothetical protein BE314601 51491 1,13 -1,41
316. annexin A2 pseudogene 3 M62895 305 1,41 1,01 374. interferon induced transmembrane protein 1 (9-27) AA749101 8519 -1,46 -1,05
317. interleukin 1 receptor, type Il U64094 7850 1,27 2,13 375. putative integral membrane transporter T15777 55353 -1,07 -1,37
318. interleukin 8 AF043337 3576 1,26 2,11 376. splicing factor, arginine/serine-rich 7 (35kD) BF033354 6432 -1,04 -1,73
319. HLA-G histocompatibility antigen, class I, G M90684 3135 -1,03 1,41 377. adaptor-related protein complex 1, gamma 1 subunit BF752277 164 -1,13 1,39
320. cyclin G2 L49506 901 -1,05 1,77 378. hematopoietic PBX-interacting protein Al935162 57326 1,03 1,43
321. cholinergic receptor, nicotinic, alpha polypeptide 3 M37981 1136 -1,43 -1,09 379. ADP-ribosylation factor 6 AA243143 382 -1,09 -1,49
322. protein tyrosine phosphatase, receptor type, O U20489 5800 1,44 -1,14 380. complement component 1, g subcomponent binding protein AU151801 708 1,27 -1,53
323. casein kinase 2, beta polypeptide M30448 1460 -1,05 -1,6 381. H2A histone family, member O Al313324 8337 1,02 1,32
324. carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 6 (non-specific 382. heat shock 90kD protein 1, alpha R01140 3320 1,38 -1,07

cross reacting antigen) M18728 4680 11 1,75 383. retinoic acid receptor, alpha T91506 5914 1,14 1,56
325. plasminogen activator, urokinase K03226 5328 1,12 1,52 384. heat shock 90kD protein 1, beta AI218219 3326 1,12 -1,37
326. Homo sapiens PNAS-20 AF274945 2,54 7,51 385. acetyl-Coenzyme A carboxylase beta R99037 32 6,87 41,22
327. enolase 1, (alpha) BC005884 2023 111 1,44 386. aldolase A, fructose-bisphosphate AK026577 226 11 1,31
328. U6 snRNA-associated Sm-like protein BC005938 23658 1,09 -1,54 387. hypothetical protein MGC14376 AF070569 84981 1,06 1,47
329. parathyroid hormone-like hormone BC005961 5744 117 -1,7 388. KRAB zinc finger protein KR18 AK024789 90338 1,45 1,12
330. Siah-interacting protein BC005975 27101 1,05 -1,81 389. phosphoinositol 3-phosphate-binding protein-2 BC000969 54477 1,73 1,59
331. karyopherin alpha 2 (RAG cohort 1, importin alpha 1) BC005978 3838 118 -1,42 390. glutamate-ammonia ligase (glutamine synthase) AL161952 2752 -1,03 2,23
332. decorin AF138303 1634 1,14 13 391. translocase of inner mitochondrial membrane 17 homolog A (yeast) AK023063 10440 1,03 -1,33
333. serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 3 AB046400 6317 -1,45 5,46 392. Homo sapiens cDNA FLJ13781 fis, clone PLACE4000465 AK023843 1,36 1,09
334. plasminogen activator, urokinase receptor AY029180 5329 1,02 1,65 393. superoxide dismutase 2, mitochondrial W46388 6648 1,08 4,08
335. nucleolar and coiled-body phosphprotein 1 D21262 9221 1,28 -1,81 394. phosphatidylinositol binding clathrin assembly protein AV721177 8301 1,15 1,54
336. leucine-rich PPR-motif containing AI653608 10128 -1,01 -1,55 395. peroxisome receptor 1 AW468717 5830 -1,9 -1,51
337. Homo sapiens cDNA: FLJ22515 fis, clone HRC12122 AK026168 -1,21 135 396. tr75d05.x1 NCI_CGAP_Panl Homo sapiens cDNA clone IMAGE:2224137
338. SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator of chromatin, 3 AI590053 1,13 1,49

subfamily e, member 1 NM_003079 6605 141 -1,09 397. phosphatidylinositol binding clathrin assembly protein AV722190 8301 -1,01 1,45
339. ras homolog gene family, member B Al263909 388 -1,14 1,56 398. adaptor-related protein complex 1, gamma 1 subunit AL050025 164 -1,25 1,4
340. dystroglycan 1 (dystrophin-associated glycoprotein 1) AW411370 1605 1,7 -1,03 399. ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 2 X63575 491 1,22 4,45
341. insulin-like growth factor binding protein 3 BF340228 3486 1,13 2,93 400. Homo sapiens Alu repeat (LNX1) AF222691 1,22 1,42
342. Homo sapiens mRNA; cDNA DKFZp564F053 (from clone DKFZp564F053) AL049265 1,16 1,51 401. interleukin 1 receptor antagonist BE563442 3557 1,05 1,48
343. homolog of mouse quaking QKI (KH domain RNA binding protein) AL031781 9444 -1,1 1,39 402. interleukin 1 receptor antagonist BE563442 3557 1,08 1,46
344. serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 1 NM_030666 1992 1 1,44 403. similar to prothymosin alpha AF257099 1,11 -1,32
345. FK506 binding protein 1A (12kD) BC001002 2280 -1,01 -1,41 404. putative zinc finger protein from EUROIMAGE 566589 AL121585 58495 13 -1,09
346. 601469954F1 NIH_MGC_67 Homo sapiens cDNA clone IMAGE:3873157 5' BE780075 1,3 -1,05 405. superoxide dismutase 2, mitochondrial X15132 6648 1,23 4,64
347. myosin 1B BF432550 4430 1,13 1,42 406. proline-rich protein BstNI subfamily 4 X07882 1,16 -1,3
348. myosin IB BF215996 4430 1,04 1,32 407. small nuclear ribonucleoprotein polypeptide A' AJ130972 6627 1,03 -1,36
349. similar to HYPOTHETICAL 34.0 KDA PROTEIN ZK795.3 IN 408. homocysteine-inducible, endoplasmic reticulum stress-inducible, ubiquitin-

CHROMOSOME IV BE747342 92856 111 -1,53 like domain member 1 AF217990 9709 -1,19 1,73
350. zI50c12.s1 Soares_pregnant_uterus_NbHPU Homo sapiens cDNA clone 409. glutamate-ammonia ligase (glutamine synthase) U08626 2752 -1,07 2,22

IMAGE:505366 3' AA156240 118 1,79 410. discs, large homolog 1 (Drosophila) AL121981 1,99 1,24
351. neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated 4-like Al357376 23327 1,05 1,66 411. serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 13 AJ001698 5275 1,21 -1,76
352. fibronectin 1 X02761 2335 11 138 412. hypothetical protein [Methanothermobacter thermautotrophicus str. Delta H] S81916 -1,06 1,32
353. phosphatidylinositol binding clathrin assembly protein AL135735 8301 1 137 413. major histocompatibility complex, class I, J (pseudogene) M80469 3137 -1,08 1,33
354. lipocalin 2 (oncogene 24p3) NM_005564 3934 -1,32 5,02 414. chloride channel, calcium activated, family member 2 BF003134 9635 11 -1,42
355. KIAAD993 protein AL536319 23001 23 1,68 415. zu53c08.s1 Soares ovary tumor NoHOT Homo sapiens cDNA clone
356. interleukin 1 receptor antagonist U65590 3557 -1,08 141 IMAGE:741710 3' similar to contains Alu repetitive element AA401963 1,64 1,54
357. interleukin 1 receptor antagonist AW083357 3557 1,09 1,6 416. PAI-1 mRNA-binding protein AF131807 26135 1,16 -1,39
358. ras homolog gene family, member E BG054844 390 141 1,33 417. PAI-1 mRNA-binding protein NM_015640 26135 1,25 -1,51
359. AL520675 Homo sapiens NEUROBLASTOMA COT 10-NORMALIZED 418. PP1201 protein NM_022152 64114 1,16 1,31

Homo sapiens cDNA clone CSODB002YF15 3-PRIME AL520675 -1,87 -1,14 419. pre-B-cell colony-enhancing factor BF575514 10135 1,16 2,07
360. cysteinyltRNA synthetase Al769685 833 11 139 420. pre-B-cell colony-enhancing factor NM_005746 10135 1,02 1,43
361. Rho-specific guanine nucleotide exchange factor p114 AB011093 23370 -1,1 1,42 421. zinc finger protein 216 AW471220 7763 -1,16 1,48
362. wq89h08.x1 NCI_CGAP_GC6 Homo sapiens cDNA clone IMAGE:2479263 AI970157 11 -1,9
Die Expressionsprofile der hier aufgelisteten Gene werden als Rohdaten (Signalintensitéten) und als relative Vergleichswerte (Quotient der Rohdaten) dargestellt. Die Array-Rohdaten und die entsprechenden Standardfehler (SE)

wurden fiir “'Keratinozyten (wt),

c-jun-/-,

der

c-jun-/-,

Keratinozyten als Referenzwerte.

Keratinozyten (c-jun ™), "*"Keratinozyten (HGF),

KGF

Keratinozyten (KGF) und

GM-CSF

Keratinozyten (GM-CSF) angegeben. Fir die Berechnung der relativen Vergleichswerte dienten die Rohdaten



Fortsetzung von Tabelle K: Zielgene von KGF, die in

‘Locus-

Versuch A oder B aussagekréaftig reguliert sind

‘Locus-

Anhang 13t

‘gene bank A KGF A KGF B ‘gene bank A KGF A KGF B
Gen acession no.’ '—'”';('R cjun™ A cjun’B Gen acession no.’ L'”':“"D, c-jun™ A c-jun” B
422. CGI-127 protein NM_016061 51646 -1,03 1,71 466. epithelial protein up-regulated in carcinoma, membrane associated protein
423. ubiquitin-conjugating enzyme E2H (UBC8 homolog, yeast) NM_003344 7328 1,2 1,35 17 NM_005764 10158 -1,41 2,74
424. HSPCO028 protein NM_014038 28969 -1,02 -1,61 467. claudin 15 NM_014343 24146 -1,31 1,1
425. chromatin-specific transcription elongation factor, 140 kDa subunit NM_007192 11198 -1,1 -1,47 468. hypothetical protein FLJ10116 NM_018000 55686 1,01 1,6
426. TRK-fused gene NM_006070 10342 1,04 1,38 469. hypothetical protein FLJ22622 NM_025151 80223 1.2 1,39
427. putative nucleotide binding protein, estradiol-induced NM_014366 26354 1,16 -1,7 470. hypothetical protein FLJ22792 NM_024921 79983 1,16 1,65
428. MO25 protein NM_016289 51719 1,17 1,37 471. solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter), member 14 NM_007231 11254 -1,08 2,38
429. transcription factor-like 4 BF056105 6945 1,4 -1,13 472. hypothetical protein MGC10796 NM_024508 79413 -1,07 1,48
430. mitochondrial ribosomal protein L42 BE782148 28977 -1,04 -1,41 473. ets homologous factor NM_012153 26298 1,13 1,6
431. nerve growth factor receptor (TNFRSF16) associated protein 1 NM_014380 27018 -1,14 -1,33 474. hypothetical protein MGC2742 NM_023938 65995 1,32 -1,02
432. CGI-44 protein; sulfide dehydrogenase like (yeast) NM_021199 58472 1,07 1,33 475. interleukin 23, alpha subunit p19 NM_016584 51561 -1,07 3,46
433. small inducible cytokine subfamily B (Cys-X-Cys), member 14 (BRAK) NM_004887 9547 -1,76 -1,53 476. mucin 16 NM_024690 94025 1,96 -2,32
434. hypothetical protein PRO1068 NM_018573 55439 1,43 1,26 477. cytochrome b5 reductase b5R.2 NM_016229 51700 -1,07 1,34
435. uncharacterized hypothalamus protein HSMNP1 NM_018478 55861 1,09 1,4 478. hypothetical protein FLJ20207 NM_017711 54857 1,05 1,44
436. ADP-ribosylation factor-like 5 NM_012097 26225 1,15 -1,41 479. interleukin-1 homolog 1 NM_019618 56300 -1,02 2,81
437. G protein-coupled receptor kinase 7 NM_017572 2872 1,38 2,55 480. hypothetical protein FLJ22795 NM_025084 80154 -1,76 2,36
438. hypothetical protein DKFZp761H221 NM_017601 54772 -1,12 -1,35 481. NICE-1 protein NM_019060 54544 1,12 1,65
439. G protein-binding protein CRFG NM_012341 23560 1,04 -1,35 482. E2IG2 protein NM_016565 51287 -1,18 -1,64
440. G protein-binding protein CRFG NM_012341 23560 1,17 -1,55 483. transcription factor BMAL2 NM_020183 56938 1,21 1,51
441. H2A histone family, member O NM_003516 8337 -1,03 1,31 484. small proline-rich protein 2C NM_006518 6702 1,03 4,24
442. translocase of inner mitochondrial membrane 8 homolog B (yeast) NM_012459 26521 -1,03 -1,35 485. 60S acidic ribosomal protein PO NM_016183 51154 1,06 -1,71
443. hypothetical protein FLJ22969 NM_022842 64866 1,02 1,3 486. inorganic pyrophosphatase NM_006903 27068 -1,14 -1,36
444. EROI1-like (S. cerevisiae) NM_014584 30001 1,25 3,1 487. amino acid transporter 2 NM_018976 54407 1,3 1,11
445. trichorhinophalangeal syndrome | NM_014112 7227 -1,46 -1,16 488. Homo sapiens non-functional folate binding protein (HSAF000381) NM_013307 -1,25 -1,82
446. hypothetical protein MGC5585 NM_024057 79023 -1,06 -1,6 489. hypothetical protein MGC5618 BF575213 79099 -1,01 4,57
447. hypothetical protein PP5395 NM_021732 60370 -1,09 1,65 490. BCL2/adenovirus E1B 19kD interacting protein 3-like AL132665 665 1,29 2,63
448. pseudouridylate synthase 1 NM_025215 80324 1,1 55 491. BCL2/adenovirus E1B 19kD interacting protein 3-like AF060922 665 1,13 2,53
449. Huntingtin interacting protein K NM_016400 25764 -1,04 -1,32 492. leucine carboxyl methyltransferase BC001214 51451 1,08 1,54
450. platelet derived growth factor C NM_016205 56034 1,17 1,47 493. HSPC133 protein AF201938 29081 -1,14 -1,3
451. hypothetical protein FLJ20258 NM_017729 54869 1,06 1,38 494. protein associated with PRK1 AL136598 54469 1,04 1,38
452. hook2 protein NM_013312 29911 1,53 -1,25 495. hypothetical protein FLJ20258 AF282167 54869 1,05 1,47
453. hypothetical protein FLJ20116 NM_017671 55612 -1,15 1,4 496. hypothetical protein FLJ20258 BC004907 54869 1,05 1,59
454. hypothetical protein FLJ23231 NM_025079 80149 1,06 2,14 497. ELK3, ETS-domain protein (SRF accessory protein 2) AW575374 2004 1,19 1,54
455. hypothetical protein NM_016629 51323 -1,03 -1,46 498. AV741657 CB Homo sapiens cDNA clone CBMALGO1 5 AV741657 1,11 1,36
456. malonyl-CoA decarboxylase NM_012213 23417 -1,12 -1,98 499. Kruppel-like factor 4 (gut) BF514079 9314 -1,2 1,44
457. small proline-rich protein 3 NM_005416 6707 -1,14 1,5 500. heat shock 70kD protein 8 AA704004 3312 1,05 -1,36
458. hypothetical protein FLJ10901 NM_018265 55765 1,07 1,33 501. 0y31h06.x1 Soares_parathyroid_tumor_NbHPA Homo sapiens cDNA clone
459. CGI-115 protein NM_016052 51018 1,1 -2,44 IMAGE:1667483 3' Al057637 -2,86 5,36
460. RAB38, member RAS oncogene family NM_022337 23682 1,07 -1,4 502. leucine-rich repeat protein, neuronal 1 Al631881 4034 -13 1
461. triggering receptor expressed on myeloid cells 1 NM_018643 54210 41,2 -2,45 503. ubiquitin-conjugating enzyme E2H (UBC8 homolog, yeast) Al829920 7328 1,06 1,61
462. cystein-rich hydrophobic domain 2 NM_012110 26511 41,14 1,37 504. DKFZP586L0724 protein AU158148 25926 1,07 -1,52
463. hypothetical protein FLJ21870 NM_023016 65124 -1,01 13 505. H1 histone family, member 4 AL353759 3008 -1,22 1,33
464. Rhtype C glycoprotein NM_016321 51458 -1,29 2,59 506. Rac GTPase activating protein 1 AU153848 29127 -1,05 -1,66
465. RAB3A interacting protein (rabin3)-like 1 NM_013401 5866 -1,44 1,05

Die Expressionsprofile der hier aufgelisteten Gene werden als Rohdaten (Signalintensitéten) und als relative Vergleichswerte (Quotient der Rohdaten) dargestellt. Die Array-Rohdaten und die entsprechenden Standardfehler (SE)
Keratinozyten (GM-CSF) angegeben. Fir die Berechnung der relativen Vergleichswerte dienten die Rohdaten

wurden fiir “'Keratinozyten (wt),

c-jun-/-,

der

c-jun-/-,

Keratinozyten als Referenzwerte.

Keratinozyten (c-jun "'),

HGF

Keratinozyten (HGF),

KGF

Keratinozyten (KGF) und

GM-CSF



Anhang 13€
Tabelle L: Zielgene von GM-CSF, die in Versuch A od er B aussagekraftig reguliert sind

. ‘
‘gene bank Locus- c\.cse AGM-CSF B ‘gene bank Locus- gy.csFA  GM-CSFB

Gene acession no.’ '—'”';('R cjun™ A cjun’B Gene acession no.’ L'”':“"D, c-jun™ A c-jun” B
1 histone acetyltransferase NM_007067 11143 -1,31 -1,11 57. protease, serine, 2 (trypsin 2) NM_002770 5645 -1,39 -1,18
2 paired box gene 8 X69699 7849 -1,31 1,04 58. calbindin 2, (29kD, calretinin) NM_001740 794 -1,39 1,08
3 hypothetical protein FLJ23282 AW001436 79874 -1,34 1,05 59. aldehyde dehydrogenase 3 family, member B1 NM_000694 221 -1,87 1,05
4. heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U (scaffold attachment factor A) NM_004501 3192 -1,32 1,12 60. protocadherin gamma subfamily C, 3 NM_002588 5098 -1,45 -1,08
5. eukaryotic translation initiation factor 3, subunit 10 (theta, 150/170kD) NM_003750 8661 1,37 -1,01 61. nucleolar and coiled-body phosphprotein 1 NM_004741 9221 1,47 1,01
6. RAD21 homolog (S. pombe) NM_006265 5885 1,67 1,22 62. keratin 1 (epidermolytic hyperkeratosis) NM_006121 3848 -1,33 1,11
7 pituitary tumor-transforming 1 interacting protein NM_004339 754 1,32 1,01 63. lymphocyte antigen 6 complex, locus D NM_003695 8581 -1,31 1,01
8. membrane component, chromosome 11, surface marker 1 NM_005898 4076 1,31 -1,02 64. development and differentiation enhancing factor 2 NM_003887 8853 1,29 -1,6
9. GNAS complex locus NM_000516 2778 -1,43 -1,08 65. keratin 10 (epidermolytic hyperkeratosis; keratosis palmaris et plantaris)  NM_000421 3858 -1,41 -1,12
10. ribosomal protein S10 NM_001014 6204 -1,3 -1,13 66. transferrin receptor (p90, CD71) NM_003234 7037 1,19 1,3
11. 15 kDa selenoprotein NM_004261 9403 1,33 -1,06 67. protease, serine, 3 (trypsin 3) NM_002771 5646 -1,45 -1,06
12. heterogeneous nuclear ribonucleoprotein AO NM_006805 10949 -1,36 -1,01 68. rho/rac guanine nucleotide exchange factor (GEF) 2 NM_004723 9181 -1,37 -1,02
13. poly(A) binding protein, cytoplasmic 4 (inducible form) NM_003819 8761 1,38 -1,01 69. keratin 13 NM_002274 3860 1,51 1,05
14. chromobox homolog 3 (HP1 gamma homolog, Drosophila) BE748755 11335 1,42 -1,08 70. gap junction protein, alpha 7, 45kD (connexin 45) NM_005497 10052 -1,6 2,67
15. basic helix-loop-helix domain containing, class B, 2 NM_003670 8553 1,01 -1,38 71. transferrin receptor (p90, CD71) BC001188 7037 1,31 1,18
16. synaptophysin-like protein NM_006754 6856 1,49 1,03 72. voltage-dependent anion channel 3 BC002456 7419 1,39 -1,08
17. epithelial membrane protein 1 NM_001423 2012 1,31 -1,02 73. voltage-dependent anion channel 3 u90943 7419 -1,1 1,51
18. Ras-GTPase-activating protein SH3-domain-binding protein BG500067 10146 1,33 -1,01 74. complement component 1, g subcomponent binding protein L04636 708 1,41 1,05
19. golgi autoantigen, golgin subfamily a, 4 NM_002078 2803 1,48 -1,08 75. ring finger protein 11 AB024703 26994 1,4 -1,1
20. cornichon-like NM_005776 10175 1,38 1,11 76. eukaryotic translation initiation factor 3, subunit 1 (alpha, 35kD) BC002719 8669 1,54 -1,08
21. DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 1 NM_001379 1786 1,56 -1,1 7. melanoma antigen, family D, 1 AF217963 9500 -1,34 1,01
22. EGF-containing fibulin-like extracellular matrix protein 1 AI826799 2202 1,41 -1,04 78. polyadenylate binding protein-interacting protein 1 BF248165 10605 -1,35 1,01
23. ribonucleotide reductase M2 polypeptide BE966236 6241 1,38 -1,01 79. protocadherin gamma subfamily A, 1 AF152318 56114 -1,39 -1,11
24. peroxiredoxin 4 NM_006406 10549 1,32 1,05 80. serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 3 ~ BC005224 6317 -1,31 -1,15
25. paired basic amino acid cleaving enzyme (furin, membrane associated 81. Microfibril-associated glycoprotein-2 U37283 8076 1,43 1,02

receptor protein) NM_002569 5045 -1,45 1,08 82. microfibrillar-associated protein 2 AL049569 4237 -1,3 1
26. tumor necrosis factor alpha-inducible cellular protein containing leucine 83. tumor suppressing subtransferable candidate 3 AF001294 7262 1,37 1,06

zipper domains; Huntingtin interacting protein L; transcrption factor I11A- 84. calmodulin-like 3 M58026 810 -1,5 -1,08

interacting protein NM_021980 10133 -13 -1,02 85.  chromosome 20 open reading frame 1 AF098158 22974 1,4 1,04
27. tight junction protein 2 (zona occludens 2) NM_004817 9414 1,4 -1,21 86. uroplakin 1B NM_006952 7348 1,31 1,08
28. upstream transcription factor 2, c-fos interacting NM_003367 7392 -1,34 1,08 87. nuclear receptor coactivator 1 U59302 8648 -2,16 1,71
29. peptidylglycine alpha-amidating monooxygenase NM_000919 5066 135 -1,01 88. polyadenylate binding protein-interacting protein 1 BC005295 10605 -15 -1,08
30. fatty acid binding protein 5 (psoriasis-associated) NM_001444 2171 -1,37 -1,04 89. four and a half LIM domains 1 AF098518 2273 41,35 41,03
31. Notch homolog 2 (Drosophila) AA291203 4853 -1,07 131 90.  serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 4  U19557 6318 14 1,02
32.  discs, large (Drosophila) homolog 1 AW139131 1739 1,46 1,08 91.  spermidine/spermine N1-acetyltransferase M55580 6303 1,1 1,55
33. RAS p21 protein activator (GTPase activating protein) 1 NM_002890 5921 1,17 -1,3 92. spermidine/spermine N1-acetyltransferase M55580 6303 2,52 1,36
34. insulin-like growth factor binding protein 2 (36kD) NM_000597 3485 -16 125 93. keratin 10 (epidermolytic hyperkeratosis; keratosis palmaris et plantaris) ~ M19156 3858 -1,36 -1,18
35.  3-hydroxymethyl-3-methylglutaryl-Coenzyme A lyase 94. inositol 1,3,4-triphosphate 5/6 kinase AF279372 3705 3.4 1,49

(hydroxymethylglutaricaciduria) NM_000191 3155 -1,34 -1 95.  apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like 3A U03891 1,24 -1,48
36. SKIP for skeletal muscle and kidney enriched inositol phosphatase NM_016532 51763 -1,4 -1,09 96. interleukin 13 receptor, alpha 1 U81380 3597 1,84 1,29
37. transcription elongation factor B (Slll), polypeptide 3 (110kD, elongin A) Al344128 6924 -1,33 -1,02 97. protocadherin gamma subfamily C, 3 BC006439 5098 1,64 1,11
38.  interleukin8 NM_000584 3576 137 -1,2 98. folate receptor 1 (adult) AF000381 1,09 1,34
39.  protein tyrosine phosphatase, non-receptor type substrate 1 D86043 8194 -1,48 -1,11 99.  cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (melanoma, p16, inhibits CDK4) AF115544 1029 1,47 1,03
40. nucleoporin 88kD NM_002532 4927 -1,33 112 100.  annexin A2 pseudogene 3 M62895 305 1,48 -1,08
41. fibulin 5 NM_006329 10516 -1,61 1,09 101.  granulin BC000324 2896 11,35 1,08
42. tissue inhibitor of metalloproteinase 2 NM_003255 7077 -1,45 1,12 102. interleukin 8 AF043337 3576 1,37 1,15
43. NADHvdehydrogenasve (gpiquinone) 1 beta subcomplex, 3 (12kD, B12) NM_002491 4709 1,43 -1,06 103.  cholinergic receptor, nicotinic, alpha polypeptide 3 M37981 1136 1,43 11,16
44. STAT induced STAT inhibitor-2 AB004903 8835 1,34 1,88 104. CREBBP/EP300 inhibitory protein 1 AF349444 23741 1,98 1,06
45. splicing factor, arginine/serine-rich 5 NM_006925 6430 1,05 133 105.  unactive progesterone receptor, 23 kD BE903880 10728 13 1,29
46. hairy homolog (Drosophila) NM_005524 3280 1,36 -1,02 106.  dystroglycan 1 (dystrophin-associated glycoprotein 1) AWA411370 1605 1,43 1,01
47. RNA 3'-terminal phosphate cyclase NM_003729 8634 1,76 -1,17 107.  agrin AWO008051 180 1,34 1,12
48. diphtheria toxin receptor (heparin-binding epidermal growth factor-like 108.  601469954F1 NIH_MGC_67 Homo sapiens cDNA clone IMAGE:3873157

growth factor) NM_001945 1839 1,12 1,31 . - BE780075 132 1,05
49. aldo-keto reductase family 1, member C1 (dihydrodiol dehydrogenase 1; 109.  lysophospholipase | BG288007 10434 1,34 11

20-alpha (3-alpha)-hydroxysteroid dehydrogenase) NM_001353 1645 -1,33 -1,08 110.  ho62c10.x1 Soares_ NFL_T_GBC_S1 Homo sapiens cDNA clone
50. hypothetical protein NM_013386 29957 1,51 1 IMAGE:3041970 3' - - AWS873564 11,37 1,11
51. coagulation factor Ill (thromboplastin, tissue factor) NM_001993 2152 1,4 1,09 111.  KIAA0356 gene product AB002354 9842 11,38 11,02
52.  mitochondrial ribosomal protein 63 NM_024026 78988 1,72 1,06 112.  SEC24 related gene family, member A (S. cerevisiae) AJ131244 10802 -1,33 -1,02
53.  KIAAO537 gene product NM_014840 9891 -1,43 1,16 113, keratin4 X07695 3851 137 101
54. 0-6-methylguanine-DNA methyltransferase NM_002412 4255 -3,28 1,29
55.  clathrin, light polypeptide (Lcb) NM_007097 1212 -1,39 -1,03
56. dihydrolipoamide branched chain transacylase (E2 component of

branched chain keto acid dehydrogenase complex; maple syrup urine

disease) NM_001918 1629 1,48 11

Die Expressionsprofile der hier aufgelisteten Gene werden als Rohdaten (Signalintensitéten) und als relative Vergleichswerte (Quotient der Rohdaten) dargestellt. Die Array-Rohdaten und die entsprechenden Standardfehler (SE)
wurden fir “Keratinozyten (wt), “*™Keratinozyten (c-jun ™), "*"Keratinozyten (HGF), “*"Keratinozyten (KGF) und " Keratinozyten (GM-CSF) angegeben. Fiir die Berechnung der relativen Vergleichswerte dienten die Rohdaten
der “™Keratinozyten als Referenzwerte.



Fortsetzung von Tabelle L: Zielgene von GM-CSF, die

in Versuch A oder B aussagekraftig reguliert sind

Anhang 137

. ‘
‘gene bank I':_°‘|3(UISD GM-CSFA GM-CSF B ‘gene bank I':_°‘|3(UISD GM-CSFA  GM-CSFB
. A A . A A
Gene acession no.’ ink 1D cjun” A cjun’B Gene acession no.’ KD ¢ jun™ A c-jun’B
no no
114.  carboxylesterase 2 (intestine, liver) AW157619 8824 1 -1,34 137.  zu53c08.s1 Soares ovary tumor NoHOT Homo sapiens cDNA clone
115.  ribosomal protein L27 BE312027 6155 -1,32 1,18 IMAGE:741710 3' similar to contains Alu repetitive element AA401963 1,63 1,23
116. myosinIF BF740152 4542 -3,35 1,14 138. chromosome 11 hypothetical protein ORF3 NM_020154 56851 1,33 1,03
117.  myosin, light polypeptide 6, alkali, smooth muscle and non-muscle AA419227 4637 1,44 1,06 139.  40S ribosomal protein S27 isoform NM_015920 51065 1,32 1,01
118. protein kinase C substrate 80K-H Al815793 5589 -1,35 -1,02 140. likely ortholog of mouse testis expressed gene 27 NM_021943 60685 -1,43 1,26
119. heat shock 90kD protein 1, alpha R01140 3320 1,35 -1,06 141.  hypothetical protein FLJ10154 NM_018011 55082 1,38 -1,01
120. trefoil factor 2 (spasmolytic protein 1) NM_005423 7032 -1,57 -1,11 142. G protein-coupled receptor kinase 7 NM_017572 2872 1,4 1
121.  KIAA0328 protein AB002326 23147 1,81 1,17 143. G protein-binding protein CRFG NM_012341 23560 1,35 -1,19
122.  upstream transcription factor 2, c-fos interacting AY007087 7392 -1,45 1,04 144.  UDP-glucose ceramide glucosyltransferase-like 1 NM_020120 56886 1,35 1,61
123.  phosphoinositol 3-phosphate-binding protein-2 BC000969 54477 1,39 1,4 145.  hypothetical protein FLJ11286 NM_018381 55337 1,47 1,1
124.  small inducible cytokine subfamily B (Cys-X-Cys), member 5 (epithelial- 146.  trichorhinophalangeal syndrome | NM_014112 7227 -1,62 -1,11
derived neutrophil-activating peptide 78) BG166705 6374 1,74 -1,43 147.  hypothetical protein NM_019000 54463 -1,97 1,13
125. Homo sapiens cDNA FLJ13781 fis, clone PLACE4000465 AK023843 1 1,38 148.  pseudouridylate synthase 1 NM_025215 80324 -2,34 1,04
126.  poly(A) binding protein, cytoplasmic, pseudogene 3 U64661 26978 -1,32 -1,01 149. malonyl-CoA decarboxylase NM_012213 23417 -1,36 -1,95
127.  Homo sapiens cDNA: FLJ22535 fis, clone HRC13115, highly similar to 150. CGI-119 protein NM_016056 51643 1,53 -1
AF152336 Homo sapiens protocadherin gamma B7 (PCDH-gamma-B7) ~ AK026188 -1,37 -1,03 151.  Rhtype C glycoprotein NM_016321 51458 -1,41 -1,06
128.  chromosome 1lopen reading frame 9 AC004770 745 -1,37 1,05 152.  RAB3A interacting protein (rahin3)-like 1 NM_013401 5866 -1,38 1,11
129. ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 2 X63575 491 -3,08 1,74 153.  claudin 15 NM_014343 24146 -1,66 1,03
130. Homo sapiens Alu repeat (LNX1) AF222691 1,45 1,21 154.  erythroid differentiation-related factor NM_016633 51327 -1,44 -1,03
ig; Eolymerase (RNA) Il (IIDfN/Zdirected) p(‘)llyﬁlqeptide J I(iang) 2\324;%22(;:25 5439 filgg filgg 155.  hypothetical protein MGC2742 NM_023938 65995 1,35 -1,03
8 reast carcinoma amplified sequence 4, thymosin-like R X 156.  hypothetical protein FLJ22795 NM_025084 80154 -3,58 1,54
133.  Human HL14 gene encoding beta-galactoside-binding lectin, 3' end, clone 157.  inorganic pyrophosphatase NM_006903 27068 -1,39 -1,07
2 . M14087 ‘14 1,03 158.  natriuretic peptide precursor C NM_024409 4880 -3,44 1,12
134.  discs, large homolog 1 (Drosophila) AL121981 2 11 159.  Homo sapiens non-functional folate binding protein (HSAF000381) NM_013307 1,43 15
135.  ribosomal protein L15 297353 6138 14 1,02 160.  ribulose-5-phosphate-3-epimerase BE964473 6120 1,65 1,07
136.  Homo sapiens aconitase precursor (ACON) mRNA, nuclear gene 161.  y31h06.x1 Soares_parathyroid_tumor_NbHPA Homo sapiens cDNA clone
encoding mitochondrial protein AF086790 -1,38 -1,14 IMAGE:1667483 3' Al057637 -1,73 1,25

Die Expressionsprofile der hier aufgelisteten Gene werden als Rohdaten (Signalintensitéten) und als relative Vergleichswerte (Quotient der Rohdaten) dargestellt. Die Array-Rohdaten und die entsprechenden Standardfehler (SE)

wurden fiir “'Keratinozyten (wt),

c-jun-/-,

der

c-jun-/-,

Keratinozyten als Referenzwerte.

Keratinozyten (c-jun ™), "*"Keratinozyten (HGF),

Keratinozyten (KGF) und

GM-CSF

Keratinozyten (GM-CSF) angegeben. Fir die Berechnung der relativen Vergleichswerte dienten die Rohdaten



Tabelle M: Gemeinsame Zielgene von HGF und KGF

Anhang 13t

Gen ‘gene bank ‘LocusLink 1D no.’ HGF A HGF B KGF A KGF B
acession no.’ : c-jun” A cjun” B c-jun” A cjun” B
1 v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog F (avian) AL021977 23764 1,54 2 1,13 2,12
2. hypothetical protein FLJ20258 AI219073 54869 1,32 -1,21 1,18 1,36
3. high density lipoprotein binding protein (vigilin) NM_005336 3069 1,31 1,03 1,33 1,18
4 procollagen-proline, 2-oxoglutarate 4-dioxygenase (proline 4-hydroxylase), beta polypeptide (protein disulfide isomerase; thyroid hormone
binding protein p55) NM_000918 5034 15 1,21 1,18 13
5. pituitary tumor-transforming 1 interacting protein NM_004339 754 1,35 1,1 1,32 1,36
6. myeloid cell leukemia sequence 1 (BCL2-related) BF594446 4170 -1,1 1,56 1,09 1,52
7. heat shock 70kD protein 1A NM_005345 3303 -1,33 1,08 1,41 1,05
8. B-cell translocation gene 1, anti-proliferative AL535380 694 -1,02 1,32 -1,02 1,86
9. cytoskeleton-associated protein 4 AW029619 10970 -1,42 1,24 -1,44 1,01
10. cytoskeleton-associated protein 4 NM_006825 10970 -1,29 -1,34 -1,33 -1,2
11. dual specificity phosphatase 1 NM_004417 1843 1,36 1,35 -1,21 1,35
12. ATP citrate lyase NM_001096 a7 1,34 11 1,14 -1,34
13. thioredoxin reductase 1 NM_003330 7296 1,23 1,32 1,13 1,33
14. claudin 4 NM_001305 1364 -1,05 1,52 -1,2 1,62
15. aminopeptidase puromycin sensitive AJ132583 9520 1,34 1,17 1,19 1,45
16. GAP-associated tyrosine phosphoprotein p62 (Sam68) BC000717 10657 -1,36 -1,06 -1,3 -1,06
17. peptidylprolyl isomerase F (cyclophilin F) BC005020 10105 1,39 1,18 1,14 1,37
18. keratin 19 NM_002276 3880 1,62 1,31 1,44 1,57
19. tight junction protein 2 (zona occludens 2) NM_004817 9414 1,56 1,14 1,23 1,37
20. casein kinase 1, epsilon NM_00189%4 1454 -1,19 1,64 -1,29 1,5
21. fatty acid binding protein 5 (psoriasis-associated) NM_001444 2171 -1,59 -1,02 -1,34 -1,22
22. TGFB inducible early growth response NM_005655 7071 1,17 1,97 1,15 1,8
23. DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His) box polypeptide 9 (RNA helicase A, nuclear DNA helicase II; leukophysin) NM_001357 1660 1,39 -1,04 1,47 -1,19
24. v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian) NM_002467 4609 -1,35 -1,13 -1,07 -1,62
25. discs, large (Drosophila) homolog 1 BG251175 1739 1,41 1,16 1,6 1,24
26. tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3 Al738896 7128 1,62 1,35 1,32 1,86
27. tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3 NM_006290 7128 1,64 1,3 1,13 1,55
28. cyclin G2 NM_004354 901 1,14 1,71 -1,02 1,82
29. interleukin 8 NM_000584 3576 1,63 -1,08 1,45 1,81
30. tissue inhibitor of metalloproteinase 2 NM_003255 7077 -1,48 1,12 -1,32 -1,08
31. EphA2 NM_004431 1969 1,44 1,25 1,05 1,43
32. RNA 3'-terminal phosphate cyclase NM_003729 8634 1,72 1,13 1,54 1,12
33.  laminin, alpha 3 (nicein (150kD), kalinin (165kD), BM60O (150kD), epilegrin) NM_000227 3909 1,34 1,11 1,23 14
34. diphtheria toxin receptor (heparin-binding epidermal growth factor-like growth factor) NM_001945 1839 1,36 1,13 1,09 1,54
35. thrombomodulin NM_000361 7056 -1,54 1,01 -1,44 -1,13
36. GRO1 oncogene (melanoma growth stimulating activity, alpha) NM_001511 2919 1,34 -1,1 1,17 1,49
37. matrix metalloproteinase 1 (interstitial collagenase) NM_002421 4312 1,13 1,47 -1,16 1,75
38. KIAA0537 gene product NM_014840 9891 -1,87 1,07 -1,45 1,24
39. prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (prostaglandin G/H synthase and cyclooxygenase) NM_000963 5743 1,22 1,99 -1,03 1,34
40. 0-6-methylguanine-DNA methyltransferase NM_002412 4255 -1,78 -1,11 -1,89 -1,05
41. a disintegrin and metalloproteinase domain 8 NM_001109 101 1,49 1,19 1,3 1,37
42. v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog F (avian) NM_012323 23764 1,2 1,54 1,15 1,64
43. small inducible cytokine subfamily A (Cys-Cys), member 20 NM_004591 6364 1,55 2,69 -1,05 6,3
44. transcobalamin | (vitamin B12 binding protein, R binder family) NM_001062 6947 -1,38 -1,34 -1,4 -1,17
45. bone morphogenetic protein 1 NM_001199 649 1,13 -1,52 -1,53 1,13
46. matrix metalloproteinase 10 (stromelysin 2) NM_002425 4319 1,63 1,39 1,15 2,24
47. tuftelin 1 NM_020127 7286 1,29 1,58 1,07 1,44
48. keratin 1 (epidermolytic hyperkeratosis) NM_006121 3848 -1,4 -1,08 -1,35 -1,14
49. lymphocyte antigen 6 complex, locus D NM_003695 8581 -1,34 -1,13 -1,45 -1,02
50. parathyroid hormone-like hormone NM_002820 5744 1,41 1,49 1,23 -1,6
51. lectin, galactoside-binding, soluble, 7 (galectin 7) NM_002307 3963 -1,43 -1,52 -1,47 -1,57
52. bone morphogenetic protein 1 NM_006128 649 -1,14 -1,63 -1,63 1,01
53. keratin 10 (epidermolytic hyperkeratosis; keratosis palmaris et plantaris) NM_000421 3858 -1,45 -1,32 -1,28 -1,69
54. transferrin receptor (p90, CD71) NM_003234 7037 1,28 1,54 1,3 1,05
55. protease, serine, 3 (trypsin 3) NM_002771 5646 -1,4 -1,09 -1,36 -1,11
56. laminin, gamma 2 (nicein (100kD), kalinin (105kD), BM600 (100kD), Herlitz junctional epidermolysis bullosa)) NM_018891 3918 1,43 1,52 1,16 1,51
57. transferrin receptor (p90, CD71) BCO001188 7037 1,25 1,48 1,34 -1,03
58. eukaryotic translation initiation factor 3, subunit 1 (alpha, 35kD) BC002719 8669 1,64 -1,06 1,59 -1,24
59. up-regulated by BCG-CWS AB040120 64116 1,43 1,18 1,42 -1,19
60. laminin, beta 3 (nicein (125kD), kalinin (140kD), BM600 (125kD)) L25541 3914 1,32 1,21 1,13 1,48
61. smoothelin AF064238 6525 1,34 1 -1,01 1,3
62. alpha-actinin-2-associated LIM protein AF002280 27295 1,15 2,43 3,43 1,31
63. serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 3 U19556 6317 -1,34 -1,18 -1,28 1,43
64. serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 3 BC005224 6317 -1,36 -1,38 -1,37 1,41

Die Expressionsprofile der hier aufgelisteten Gereden als Rohdaten (Signalintensititen) und &ive Vergleichswerte (Quotient der Rohdaten) datgilt. Die Array-Rohdaten und die entsprechertandardfehler (SE) wurden ftfKeratinozyten
(wt), “M"Keratinozyten (c-jurf’), "**Keratinozyten (HGF)<®FKeratinozyten (KGF) unf™“SfKeratinozyten (GM-CSF) angegeben. Fiir die Berechrmilen relativen Vergleichswerte dienten die Rohdaker®"" Keratinozyten als Referenzwerte.



Anhang 13¢
Fortsetzung von Tabelle M: Gemeinsame Zielgenevon H  GF und KGF

Gen ‘gene bank ‘LocusLink ID no.’ HGF A HGF B KGF A KGF B
acession no.’ : c-jun” A cjun” B c-jun” A cjun” B

65. calmodulin-like 3 M58026 810 -1,49 -1,32 -1,52 -1,66
66. serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 4 U19557 6318 -1,53 -1,18 -1,35 1,58
67. inhibin, beta A (activin A, activin AB alpha polypeptide) M13436 3624 1,64 2,19 -1,14 1,9
68. spermidine/spermine N1-acetyltransferase M55580 6303 -1,12 1,4 1,02 1,97
69. inositol 1,3,4-triphosphate 5/6 kinase AF279372 3705 -1,11 -1,91 7,07 -2,26
70. plasminogen activator, urokinase receptor u08839 5329 1,92 1,85 -1,05 1,63
71. apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like 3A u03891 1,32 1,15 -1,13 2,22
72. folate receptor 1 (adult) AF000381 -2,29 -1,23 1,92 -1,25
73. interleukin 8 AF043337 3576 1,59 -1,18 1,26 2,11
74. cyclin G2 L49506 901 1,32 1,3 -1,05 1,77
75. cholinergic receptor, nicotinic, alpha polypeptide 3 M37981 1136 -1,47 -1,47 -1,43 -1,09
76. plasminogen activator, urokinase K03226 5328 1,35 1,2 1,12 1,52
7. Homo sapiens PNAS-20 AF274945 -1,77 1,08 2,54 7,51
78. parathyroid hormone-like hormone BC005961 5744 1,53 1,32 1,17 -1,7
79. plasminogen activator, urokinase receptor AY029180 5329 1,62 21 1,02 1,65
80. Homo sapiens cDNA: FLJ22515 fis, clone HRC12122 AK026168 -1,11 -1,66 -1,21 1,35
81. ras homolog gene family, member B Al263909 388 1,16 1,72 -1,14 1,56
82. dystroglycan 1 (dystrophin-associated glycoprotein 1) AW411370 1605 -1,49 -1,04 -1,7 -1,03
83. fibronectin 1 X02761 2335 1,31 -1,02 11 1,38
84. interferon induced transmembrane protein 1 (9-27) AA749101 8519 -1,11 -1,3 -1,46 -1,05
85. ADP-ribosylation factor 6 AA243143 382 -1,47 -1,31 -1,09 -1,49
86. phosphoinositol 3-phosphate-binding protein-2 BC000969 54477 1,49 1,28 1,73 1,59
87. peroxisome receptor 1 AW468717 5830 -1,88 -1,62 -1,9 -1,51
88. tr75d05.x1 NCI_CGAP_Panl Homo sapiens cDNA clone IMAGE:2224137 3' similar to contains Alu repetitive element Al590053 1,07 1,3 1,13 1,49
89. Homo sapiens Alu repeat (LNX1) AF222691 1,12 1,42 1,22 1,42
90. proline-rich protein BstNI subfamily 4 X07882 -1,2 -1,34 1,16 -1,3
91. small inducible cytokine subfamily B (Cys-X-Cys), member 14 (BRAK) NM_004887 9547 -1,72 -1,28 -1,76 -1,53
92. trichorhinophalangeal syndrome | NM_014112 7227 -1,54 -1,23 -1,46 -1,16
93. pseudouridylate synthase 1 NM_025215 80324 2,7 1,59 1,1 55
94. malonyl-CoA decarboxylase NM_012213 23417 -1,2 -2,03 -1,12 -1,98
95. RAB38, member RAS oncogene family NM_022337 23682 1,06 -1,32 1,07 -1,4
96. hypothetical protein FLJ21870 NM_023016 65124 1,27 14 -1,01 1,3
97. claudin 15 NM_014343 24146 -1,58 1,02 -1,31 11
98. hypothetical protein MGC2742 NM_023938 65995 1,34 1,05 1,32 -1,02
99. mucin 16 NM_024690 94025 -1,39 -4,14 1,96 -2,32
100.  hypothetical protein FLJ22795 NM_025084 80154 -3,04 2,2 -1,76 2,36
101.  NICE-1 protein NM_019060 54544 14 -1 1,12 1,65
102.  inorganic pyrophosphatase NM_006903 27068 -1,43 -1,1 -1,14 -1,36
103. Homo sapiens non-functional folate binding protein (HSAF000381) NM_013307 -2,04 -1,73 -1,25 -1,82
104.  hypothetical protein FLJ20258 BC004907 54869 1,64 1,08 1,05 1,59
105.  AV741657 CB Homo sapiens cDNA clone CBMALGO1 5' AV741657 1,35 1,31 1,11 1,36
106. y31h06.x1 Soares_parathyroid_tumor_NbHPA Homo sapiens cDNA clone IMAGE:1667483 3' AI057637 -1,77 1,42 -2,86 5,36
107. leucine-rich repeat protein, neuronal 1 Al631881 4034 -1,31 -1,03 -1,3 1

Die Expressionsprofile der hier aufgelisteten Gereden als Rohdaten (Signalintensititen) und &ive Vergleichswerte (Quotient der Rohdaten) datgilt. Die Array-Rohdaten und die entsprechertandardfehler (SE) wurden ftfKeratinozyten
(wt), “M"Keratinozyten (c-jurf’), "**Keratinozyten (HGF)<®FKeratinozyten (KGF) unf™“SfKeratinozyten (GM-CSF) angegeben. Fiir die Berechrmilen relativen Vergleichswerte dienten die Rohdaker®"" Keratinozyten als Referenzwerte.



Tabelle N: Gemeinsame Zielgene von HGF und GM-CSF

Anhang 14C

‘gene bank ‘LocusLink ID no.’ HGF A HGF B GM-CSF A GM-CSF B
Gen acession no.’ : c-jun” A c-jun” B c-jun™ A c-jun” B
1. histone acetyltransferase NM_007067 11143 -1,4 -1,45 -1,31 -1,11
2. paired box gene 8 X69699 7849 -1,38 -1,07 -1,31 1,04
3. hypothetical protein FLJ23282 AWO001436 79874 -1,36 -1,04 -1,34 1,05
4. pituitary tumor-transforming 1 interacting protein NM_004339 754 1,35 1,1 1,32 1,01
5. membrane component, chromosome 11, surface marker 1 NM_005898 4076 1,43 1,05 1,31 -1,02
6. GNAS complex locus NM_000516 2778 -1,34 -1,06 -1,43 -1,08
7. ribosomal protein S10 NM_001014 6204 -1,37 -1,14 -1,3 -1,13
8. heterogeneous nuclear ribonucleoprotein AO NM_006805 10949 -1,44 1,11 -1,36 -1,01
9. paired basic amino acid cleaving enzyme (furin, membrane associated receptor protein) NM_002569 5045 -1,39 -1,11 -1,45 1,08
10. tight junction protein 2 (zona occludens 2) NM_004817 9414 1,56 1,14 1,4 -1,21
11. upstream transcription factor 2, c-fos interacting NM_003367 7392 -1,34 -1,12 -1,34 1,08
12. peptidylglycine alpha-amidating monooxygenase NM_000919 5066 1,34 -1,04 1,35 -1,01
13. fatty acid binding protein 5 (psoriasis-associated) NM_001444 2171 -1,59 -1,02 -1,37 -1,04
14. discs, large (Drosophila) homolog 1 AW139131 1739 1,46 1,16 1,46 1,08
15. insulin-like growth factor binding protein 2 (36kD) NM_000597 3485 -1,72 1,12 -1,6 1,25
16. 3-hydroxymethyl-3-methylglutaryl-Coenzyme A lyase (hydroxymethylglutaricaciduria) NM_000191 3155 -1,43 -1,09 -1,34 -1
17. SKIP for skeletal muscle and kidney enriched inositol phosphatase NM_016532 51763 -1,46 -1,09 -1,4 -1,09
18. interleukin 8 NM_000584 3576 1,63 -1,08 1,37 -1,2
19. protein tyrosine phosphatase, non-receptor type substrate 1 D86043 8194 -1,42 -1,04 -1,48 -1,11
20. nucleoporin 88kD NM_002532 4927 -1,4 1,22 -1,33 1,12
21. fibulin 5 NM_006329 10516 -1,86 -1,05 -1,61 1,09
22. tissue inhibitor of metalloproteinase 2 NM_003255 7077 -1,48 1,12 -1,45 1,12
23. RNA 3'-terminal phosphate cyclase NM_003729 8634 1,72 1,13 1,76 -1,17
24. diphtheria toxin receptor (heparin-binding epidermal growth factor-like growth factor) NM_001945 1839 1,36 1,13 1,12 -1,31
25. aldo-keto reductase family 1, member C1 (dihydrodiol dehydrogenase 1; 20-alpha (3-alpha)-hydroxysteroid dehydrogenase) NM_001353 1645 -1,51 -1,04 -1,33 -1,08
26. coagulation factor Ill (thromboplastin, tissue factor) NM_001993 2152 1,36 1,27 1,4 1,09
27. KIAA0537 gene product NM_014840 9891 -1,87 1,07 -1,43 1,16
28. 0-6-methylguanine-DNA methyltransferase NM_002412 4255 -1,78 -1,11 -3,28 1,29
29. protease, serine, 2 (trypsin 2) NM_002770 5645 -1,42 -1,4 -1,39 -1,18
30. keratin 1 (epidermolytic hyperkeratosis) NM_006121 3848 -1,4 -1,08 -1,33 1,11
31. lymphocyte antigen 6 complex, locus D NM_003695 8581 -1,34 -1,13 -1,31 1,01
32. development and differentiation enhancing factor 2 NM_003887 8853 1,45 -1,27 1,29 -1,6
33. keratin 10 (epidermolytic hyperkeratosis; keratosis palmaris et plantaris) NM_000421 3858 -1,45 -1,32 -1,41 -1,12
34. transferrin receptor (p90, CD71) NM_003234 7037 1,28 1,54 1,19 1,3
35. protease, serine, 3 (trypsin 3) NM_002771 5646 -1,4 -1,09 -1,45 -1,06
36. keratin 13 NM_002274 3860 1,7 1,38 1,51 1,05
37. transferrin receptor (p90, CD71) BC001188 7037 1,25 1,48 1,31 1,18
38. ring finger protein 11 AB024703 26994 1,34 -1,14 14 -1,1
39. eukaryotic translation initiation factor 3, subunit 1 (alpha, 35kD) BC002719 8669 1,64 -1,06 1,54 -1,08
40. polyadenylate binding protein-interacting protein 1 BF248165 10605 -1,4 1,07 -1,35 1,01
41. serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 3 BC005224 6317 -1,36 -1,38 -1,31 -1,15
42. Microfibril-associated glycoprotein-2 u37283 8076 1,4 1,07 1,43 1,02
43. microfibrillar-associated protein 2 AL049569 4237 -1,81 -1,27 -1,3 1
44. tumor suppressing subtransferable candidate 3 AF001294 7262 1,46 -1,09 1,37 1,06
45. calmodulin-like 3 M58026 810 -1,49 -1,32 -15 -1,08
46. uroplakin 1B NM_006952 7348 1,33 11 1,31 1,08
47. polyadenylate binding protein-interacting protein 1 BC005295 10605 -1,44 -1,07 -1,5 -1,08
48. four and a half LIM domains 1 AF098518 2273 -1,38 -1,1 -1,35 -1,03
49. serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 4 U19557 6318 -1,53 -1,18 -1,4 1,02
50. spermidine/spermine N1-acetyltransferase M55580 6303 -1,12 1,4 -1,1 1,55
51. spermidine/spermine N1-acetyltransferase M55580 6303 -1,05 -2,23 2,52 1,36
52. inositol 1,3,4-triphosphate 5/6 kinase AF279372 3705 -1,11 -1,91 3,4 1,49
53. apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like 3A u03891 1,32 1,15 -1,24 -1,48
54. interleukin 13 receptor, alpha 1 u81380 3597 -2,18 1,28 -1,84 1,29
55. folate receptor 1 (adult) AF000381 -2,29 -1,23 1,09 -1,34
56. cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (melanoma, p16, inhibits CDK4) AF115544 1029 -1,45 1,07 -1,47 1,03
57. interleukin 8 AF043337 3576 1,59 -1,18 1,37 -1,15
58. cholinergic receptor, nicotinic, alpha polypeptide 3 M37981 1136 -1,47 -1,47 -1,43 -1,16
59. CREBBP/EP300 inhibitory protein 1 AF349444 23741 1,78 1,14 1,98 1,06
60. dystroglycan 1 (dystrophin-associated glycoprotein 1) AW411370 1605 -1,49 -1,04 -1,43 1,01
61. SEC24 related gene family, member A (S. cerevisiae) AJ131244 10802 -1,33 -1,06 -1,33 -1,02
62. myosin IF BF740152 4542 -2,98 1,95 -3,35 1,14
63. trefoil factor 2 (spasmolytic protein 1) NM_005423 7032 -1,54 -1,15 -1,57 -1,11
64. upstream transcription factor 2, c-fos interacting AY007087 7392 -1,39 -1,15 -1,45 1,04
65. phosphoinositol 3-phosphate-binding protein-2 BC000969 54477 1,49 1,28 1,39 1,4
66. small inducible cytokine subfamily B (Cys-X-Cys), member 5 (epithelial-derived neutrophil-activating peptide 78) BG166705 6374 1,73 1,02 1,74 -1,43
67. poly(A) binding protein, cytoplasmic, pseudogene 3 U64661 26978 -1,38 1,05 -1,32 -1,01
68. chromosome 11open reading frame 9 AC004770 745 -1,54 1,06 -1,37 1,05
69. Homo sapiens Alu repeat (LNX1) AF222691 1,12 1,42 1,45 1,21
70. breast carcinoma amplified sequence 4, thymosin-like 6 AL133228 1,33 -1,01 1,37 1,03

Die Expressionsprofile der hier aufgelisteten Gereden als Rohdaten (Signalintensititen) und &ive Vergleichswerte (Quotient der Rohdaten) datgilt. Die Array-Rohdaten und die entsprechertandardfehler (SE) wurden ftfKeratinozyten
(wt), “M"Keratinozyten (c-jurf’), "**Keratinozyten (HGF)<®FKeratinozyten (KGF) unf™“SfKeratinozyten (GM-CSF) angegeben. Fiir die Berechrmilen relativen Vergleichswerte dienten die Rohdaker®"" Keratinozyten als Referenzwerte.



Fortsetzung von Tabelle N: Gemeinsame Zielgene von H

GF und GM-CSF

Anhang 141

‘gene bank ‘LocusLink ID no.’ HGF A HGF B GM-CSF A GM-CSF B
Gen acession no.’ : c-jun” A cjun” B c-jun” A cjun” B
71. Human HL14 gene encoding beta-galactoside-binding lectin, 3' end, clone 2 M14087 -1,36 1,04 -1,4 1,03
72. Homo sapiens aconitase precursor (ACON) AF086790 -1,43 -1,21 -1,38 -1,14
73. 40S ribosomal protein S27 isoform NM_015920 51065 1,36 1,28 1,32 1,01
74. likely ortholog of mouse testis expressed gene 27 NM_021943 60685 -1,58 1,62 -1,43 1,26
75. trichorhinophalangeal syndrome | NM_014112 7227 -1,54 -1,23 -1,62 -1,11
76. pseudouridylate synthase 1 NM_025215 80324 2,7 1,59 -2,34 1,04
77. malonyl-CoA decarboxylase NM_012213 23417 -1,2 -2,03 -1,36 -1,95
78. claudin 15 NM_014343 24146 -1,58 1,02 -1,66 1,03
79. erythroid differentiation-related factor NM_016633 51327 -1,46 1,04 -1,44 -1,03
80. hypothetical protein MGC2742 NM_023938 65995 1,34 1,05 1,35 -1,03
81. hypothetical protein FLJ22795 NM_025084 80154 -3,04 2,2 -3,58 1,54
82. inorganic pyrophosphatase NM_006903 27068 -1,43 -1,1 -1,39 -1,07
83. Homo sapiens non-functional folate binding protein (HSAF000381) NM_013307 -2,04 -1,73 1,43 1,5
84. y31h06.x1 Soares_parathyroid_tumor_NbHPA Homo sapiens cDNA clone IMAGE:1667483 3' AI057637 -1,77 1,42 -1,73 1,25

Tabelle O: Gemeinsame Zielgene von HGF, KGF und GM- CSF

‘gene bank ‘LocusLink ID HGF A HGF B KGF A KGFA GM-CSFA GM-CSFB
Gen acession no.’ no’  cjun®™A  c-un” B cjun” A cun” A cjun” A cjun”B
1. pituitary tumor-transforming 1 interacting protein NM_004339 754 1,35 1,1 1,32 1,36 1,32 1,01
2. tight junction protein 2 (zona occludens 2) NM_004817 9414 1,56 1,14 1,23 1,37 1,4 -1,21
3. fatty acid binding protein 5 (psoriasis-associated) NM_001444 2171 -1,59 -1,02 -1,34 -1,22 -1,37 -1,04
4. interleukin 8 NM_000584 3576 1,63 -1,08 1,45 1,81 1,37 -1,2
5. tissue inhibitor of metalloproteinase 2 NM_003255 7077 -1,48 1,12 -1,32 -1,08 -1,45 1,12
6. RNA 3'-terminal phosphate cyclase NM_003729 8634 1,72 1,13 1,54 1,12 1,76 -1,17
7. diphtheria toxin receptor (heparin-binding epidermal growth factor-like growth factor) NM_001945 1839 1,36 1,13 1,09 1,54 1,12 -1,31
8. KIAA0537 gene product NM_014840 9891 -1,87 1,07 -1,45 1,24 -1,43 1,16
9. 0-6-methylguanine-DNA methyltransferase NM_002412 4255 -1,78 -1,11 -1,89 -1,05 -3,28 1,29
10. keratin 1 (epidermolytic hyperkeratosis) NM_006121 3848 -1,4 -1,08 -1,35 -1,14 -1,33 1,11
11. lymphocyte antigen 6 complex, locus D NM_003695 8581 -1,34 -1,13 -1,45 -1,02 -1,31 1,01
12. keratin 10 (epidermolytic hyperkeratosis; keratosis palmaris et plantaris) NM_000421 3858 -1,45 -1,32 -1,28 -1,69 -1,41 -1,12
13. transferrin receptor (p90, CD71) NM_003234 7037 1,54 1,3 1,05 1,19 1,3
14. protease, serine, 3 (trypsin 3) NM_002771 5646 -1,09 -1,36 -1,11 -1,45 -1,06
15. transferrin receptor (p90, CD71) BCO001188 7037 1,48 1,34 -1,03 1,31 1,18
16. eukaryotic translation initiation factor 3, subunit 1 (alpha, 35kD) BC002719 8669 -1,06 1,59 -1,24 1,54 -1,08
17. serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 3 BC005224 6317 -1,38 -1,37 1,41 -1,31 -1,15
18. calmodulin-like 3 M58026 810 -1,32 -1,52 -1,66 -15 -1,08
19. serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 4 U19557 6318 -1,18 -1,35 1,58 -1,4 1,02
20. spermidine/spermine N1-acetyltransferase M55580 6303 1,4 1,02 1,97 -1,1 1,55
21. inositol 1,3,4-triphosphate 5/6 kinase AF279372 3705 -1,91 7,07 -2,26 3,4 1,49
22. apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like 3A u03891 1,15 -1,13 2,22 -1,24 -1,48
23. folate receptor 1 (adult) AF000381 -1,23 1,92 -1,25 1,09 -1,34
24. interleukin 8 AF043337 3576 -1,18 1,26 2,11 1,37 -1,15
25. cholinergic receptor, nicotinic, alpha polypeptide 3 M37981 1136 -1,47 -1,43 -1,09 -1,43 -1,16
26. dystroglycan 1 (dystrophin-associated glycoprotein 1) AW411370 1605 -1,04 -1,7 -1,03 -1,43 1,01
27. phosphoinositol 3-phosphate-binding protein-2 BC000969 54477 1,28 1,73 1,59 1,39 1,4
28. Homo sapiens Alu repeat (LNX1) AF222691 1,42 1,22 1,42 1,45 1,21
29. trichorhinophalangeal syndrome | NM_014112 7227 -1,23 -1,46 -1,16 -1,62 -1,11
30. pseudouridylate synthase 1 NM_025215 80324 1,59 1,1 55 -2,34 1,04
31. malonyl-CoA decarboxylase NM_012213 23417 -2,03 -1,12 -1,98 -1,36 -1,95
32. claudin 15 NM_014343 24146 1,02 -1,31 11 -1,66 1,03
33. hypothetical protein MGC2742 NM_023938 65995 1,05 1,32 -1,02 1,35 -1,03
34. hypothetical protein FLJ22795 NM_025084 80154 2,2 -1,76 2,36 -3,58 1,54
35. inorganic pyrophosphatase NM_006903 27068 -1,1 -1,14 -1,36 -1,39 -1,07
36. Homo sapiens non-functional folate binding protein (HSAF000381) NM_013307 -1,73 -1,25 -1,82 1,43 1,5
37. y31h06.x1 Soares_parathyroid_tumor_NbHPA Homo sapiens cDNA clone IMAGE:1667483 3' AI057637 1,42 -2,86 5,36 -1,73 1,25

Die Expressionsprofile der hier aufgelisteten Gereden als Rohdaten (Signalintensititen) und &ive Vergleichswerte (Quotient der Rohdaten) datgilt. Die Array-Rohdaten und die entsprechertandardfehler (SE) wurden ftfKeratinozyten
(wt), “M"Keratinozyten (c-jurf’), "**Keratinozyten (HGF)<®FKeratinozyten (KGF) unf™“SfKeratinozyten (GM-CSF) angegeben. Fiir die Berechrmilen relativen Vergleichswerte dienten die Rohdaker®"" Keratinozyten als Referenzwerte.



Anhang 14z

8.2 Kurzzusammenfassung

HGF (,hepatocyte growth factor‘ist ein pleiotrophes Zytokin, das in einer mesenchymal-
epithelialen Interaktion an den transmembranen Rez&MEX bindet, wodurch in der Ziel-
zelle Proliferation, Morphogenese, Angiogenese und Mamastimuliert sowie Apoptose
inhibiert werden kénnen. Das HGF/MET-Signaltransduktionsey$teeinflul3t somit wesent-
liche Prozesse der kutanen Wundheilung, wobei die spezi molekularen Wirkmecha-
nismen in Abgrenzung zu anderen Zytokinen bislang nichtareen sind. Deshalb wurde in
dieser Arbeit der Einflul3 von HGF im Vergleich zu KGRIUGM-CSF auf das Expressions-
muster in Keratinozyten wahrend der kutanen Wundheilung einem Kokultur-
Wundheilungsmodell analysiert.

Mittels Oligonukleotid-Array-Analysen wurden gemeinsamel @pezifische Zielgene von
HGF, KGF und GM-CSF identifiziert und deren Regulationnepdarisch an FRAL, CTGF,
TNFAIP3, uPAR und K10 in der gPCR bestatigt. Am Beispiel vBAR wurde nachgewie-
sen, dal} sich die zytokinabhangige mRNA-Syntheseregulatioh auf die Proteinbiosynthe-
se auswirkt. Funktionelle Konsequenzen dieser HGF-abip@mgbenregulation wurdein
vitro durch einen Migrationstest mit neutralisierendem uPAR-Anp&d belegt. Dartber hin-
aus konnte die Koexpression von MET und uPAR in aktivierteratthozyten der Wundhei-
lung in vivo insbesondere innerhalb demigration tonguébei gleichzeitiger Bioverfligbar-
keit von HGF nachgewiesen werden. Demnach tUbt HGF wateBeteiligung von uPAR
wahrscheinlich einen zentralen und spezifischen Einfldf8liguBildung der migration ton-

gué aus.

In dieser Arbeit wurde eiim vivo nahes System etabliert und verifiziert, mit dem der spezif
sche Einflul3 von HGF und anderen wundheilungsrelevantewkifign auf die Expression

von Zielgenen in primaren Keratinozyten analysiert werkiam. Am Beispiel von uPAR

wurde gezeigt, dal3 die Expression der identifizierten Zielyemezentraler Bedeutung fur

das Verstandnis der Wirkung von HGF in der kutanen Wuhdigist.
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8.3 Abstract

HGF (hepatocyte growth factpis a pleiotrophic cytokine that activates its recepET in a
mesenchymal-epithelial interaction, leading to a variefycellular responses such as
proliferation, migration, morphogenesis, angiogenesisaahieapoptosis. By these effects the
HGF/MET signal transduction system aligns cellular véte#s during cutaneous wound
healing, whereas the molecular mechanisms in compatisoother cytokines are not
completely understood. Therefore the impact of HGFugekKGF and GM-CSF on the gene
regulation of primary keratinocytes during cutaneous woundrigehbls been analysed in a
model based on a heterologous feeder-layer coculture. haysrimary influences of these
growth factors could be evaluated while their secondary comdpensatory effects were
omitted.

Common and specific target genes of HGF, KGF and GM-C&IFe Ibeen identified by
oligonucleotide array analysis. The regulation of thgmases could be exemplarily confirmed
for FRALl, CTGF, TNFAIP3, K10 and uPAR by gPCR, and for titéef also by Western
Immunoblot. Further, HGF-specific, functional conseqesnaf the uPAR upregulation were
provenin vitro by a scratch test with a neutralising uPAR-antibodyfati, the coexpression
of MET and uPAR in activated keratinocytes particularishim the migration tongue as well
as the bioavailability of HGF could be detectedivo during wound healing, indicating both
that HGF has a major and specific impact on the fadomaof the migration tongue and that

UPAR is involved in this process.

Therefore a wound healing model close to ithevivo situation could be established and
verified within this thesis, which enables the analysispefific influences of HGF and other
significant cytokines in wound healing on the expressiontasfiet genes in primary

keratinocytes. The expression of the identified targaegédears a pivotal relevancy for the
understanding of the HGF function within cutanous woundirgeal



Anhang 144

8.4 Danksagung

Lieber Herr Prof. Dr. Schirmacher, ich mdchte michlbeen sehr bedanken, dal3 Sie mir
ermoglicht haben, die Promotionsarbeit bei Ihnen undieritachlichen Unterstiitzung von
Kai durchzuflihren. Weiterhin mdchte ich Ihnen, Prof.Ahgel und Axel danken, dal3 Sie
mir die aul3erst fruchtbare Kooperation im DKFZ ermdglizaben!

Lieber Kai, vielen lieben Dank besonders fiir Deinen gro3esaEa beim sehr hilfreichen

Korrekturlesen!

Lieber Axel, lieber Frank und liebe Frau Prof. Dr. Dtauch, Euch bzw. lhnen mdchte ich
vor allem fir die fachliche Beratungen und Gesprache gamdidh danken! Aul3erdem
mdochte ich mich bei Frank, Prof. Dr. Dohmen und Prof. &chomburg bedanken, dal3

Du/Sie sich bereit erklart hast/haben, mich zu prifen!

Liebe Laborfeen, insbesondere liebe Eva und liebe Teien lieben Dank flr das schone,
freundliche und ehrliche Arbeitsklima, sowie die unglalbtolle Unterstitzung besonders

zum Ende hin!

Mein geliebter Ehemann Jens, bei Dir mochte ich rmdiefer und inniger Liebe bedanken,
dal3 Du immer fur mich da bist und mich aufbaust, wenn ich Briabche, fur den Rickhalt,

den Du mir gibst und die kulinarische Motivation!!!

Liebe Mama und lieber Papa, vielen Dank, daf3 Ihr meierésse fir die Natur geweckt,

mein Studium ermdglicht und mich als Kind nicht auf depkfallen gelassen habt!
Liebe Ingeburg, vielen lieben Dank fur Deine wegweisendengtiitzung!

Lieber Herr Liptow, Herr Prof. Dr. Burda, Herr Profr.lHensel und Frau Dr. Klauer, vielen

Dank, dal3 Sie die Biologie mit so viel ansteckender FrandeBegeisterung gelehrt haben!

Einen ganz herzlichen Dank auch an alle anderen liebeisdien, die mir bei der Durchfiih-
rung der Arbeit direkt oder indirekt geholfen haben, allerweg Katharina und Silke, meine

Geschwister Sue, Christian und Michi, sowie meine Setperieltern und Liane!



Anhang 14t

8.5  Erklarung gemanR der Promotionsordnung (8 3 Abs. 1 Nr. 10)

Ich versichere, dal ich die von mir vorgelegte Dissertaelbstandig angefertigt, die benutz-
ten Quellen und Hilfsmittel vollstandig angegeben und dideBtder Arbeit - einschliel3lich
Tabellen, Karten und Abbildungen -, die anderen Werken imtlgib oder dem Sinn nach
entnommen sind, in jedem Einzelfall als Entlehnung kedmgiemacht habe; dal’ diese Dis-
sertation noch keiner anderen Fakultat oder UniversitdPrifung vorgelegt hat; dal3 sie -
abgesehen von den unten angegebenen Teilpublikationerh-niebt veréffentlicht worden
ist sowie, dal ich eine solche Verdffentlichung vordkihs? des Promotionsverfahrens nicht
vornehmen werde. Die Bestimmungen dieser Promotionsogdsind mir bekannt. Die von
mir vorgelegte Dissertation ist von PD Dr. Sprenger urad. Br. Schirmacher betreut wor-
den.

-keine Teilpupblikationen-



Anhang 14¢€

8.6 Lebenslauf

Personliche Daten Kontaktdaten

Stephanie Schnickmann

geboren am 27.06.1974 Am Leerberg 35

in Kdéln 69239 Neckarsteinach

verheiratet 06229 933600

deutsche Nationalitit Stephanie.Schnickmann@web.de
Promotionsarbeit

07.2001 — 08.2004 Universitit zu Koéln, Institut fir Pathologie, Prof.. Dr.. Schitmacher/PD Dr. Sprenger

08.2004 —07.2005 Universitit Heidelberg, Pathologisches Institut, Prof. Dr. Schitmacher/PD Dr. Sprenger
Hochschulausbildung

WS 95/96 — Lehramtstudiengang fiir ST und SII in den Fichern Biologie und Padagogik an der UGH

WS 00/01 Essen

WS 96/97 - SS 99 Diplomstudiengang Erzichungswissenschaft an der UGH Essen
Hochschulabschliisse

06/1999 Diplom Erziehungswissenschaften an der UGH Essen

11/2000 Erstes Staatsexamen fiir die Lehrdmter SI und SII in den Fichern Biologie und Pidago-

gik an der UGH Essen

Schulausbildung

1981 - 1985 Grundschule Neunkirchen

1985 - 1991 Gymnasium Antonius Kolleg Neunkirchen

1991 -1992 Highschool Shawnee Mission North, Kansas City (USA, Schiileraustausch)

1992 -1994 Gymnasium Antonius Kolleg Neunkirchen
Schulabschliisse

1992 Highschool Diplom an der Highschool Shawnee Mission North

1994 Abitur am Gymnasium Antonius Kolleg Neunkirchen

Praktische Titigkeiten

04/1999 — 03/2000 Studentische Hilfskraft im Grundkurs Genetik (Genetisches Institut/ UGH Essen)

08/1994 —06/1995 Freiwilliges Soziales Jahr bei der DRK Schwesternschaft ,,Bonn‘ e.V.
(Klinik fur Neurologie und Augenheilkunde/Universitit Bonn)

1992 -1994 Kinder- und Jugendbetreuung im evangelischen Pfarramt Neunkirchen



