UNTERSUCHUNG ALTERSBEDINGTER
VERANDERUNGEN VON KOLLAGEN XVII

SONJA HUTTENLOCHER

INAUGURAL-DISSERTATION

zur Erlangung des Grades eines
Dr. med. vet.
beim Fachbereich Veterinarmedizin
der Justus-Liebig-Universitat GielSen

édition scientifique

VVB LAUFERSWEILER VERLAG



Das Werk ist in allen seinen Teilen urheberrechtlich geschitzt.

Jede Verwertung ist ohne schriftliche Zustimmung des Autors
oder des Verlages unzuléssig. Das gilt insbesondere fur
Vervielfaltigungen, Ubersetzungen, Mikroverfilmungen
und die Einspeicherung in und Verarbeitung durch
elektronische Systeme.

1. Auflage 2007

All rights reserved. No part of this publication may be
reproduced, stored in a retrieval system, or transmitted,
in any form or by any means, electronic, mechanical,
photocopying, recording, or otherwise, without the prior
written permission of the Author or the Publishers.

1* Edition 2007

© 2007 by VVB LAUFERSWEILER VERLAG, Giessen
Printed in Germany

VVB LAUFERSWEILER VERLAG
édition scientifique
STAUFENBERGRING 15, D-35396 GIESSEN
Tel: 0641-5599888 Fax: 0641-5599890
email: redaktion@doktorverlag.de

www.doktorverlag.de



Aus der Klinik fur Kleintiere
des Fachbereichs Veterindrmedizin
der Justus-Liebig-Universitat Giel3en
Betreuer: Prof. Dr. Reto Neiger

und

der Klinik fir Dermatologie und Allergologie
des Hautzentrums des Universitatsklinikums Gief3en und Marburg
Standort Marburg
Betreuer: Prof. Dr. Michael Hertl

UNTERSUCHUNG ALTERSBEDINGTER
VERANDERUNGEN VON KOLLAGEN XVII

INAUGURAL-DISSERTATION
zur Erlangung des Grades eines
Dr. med. vet.
beim Fachbereich Veterindrmedizin
der Justus-Liebig-Universitat Giel3en

eingereicht von

Sonja Huttenlocher

Tierarztin aus Leonberg

GielRen 2007



Mit Genehmigung des Fachbereichs Veterindrmedizin

der Justus-Liebig-Universitat Giel3en

Dekan:

Prof. Dr. Manfred Reinacher

Gutachter:
Prof. Dr. Reto Neiger

Prof. Dr. Michael Hertl

Tag der Disputation: 25.05.2007



Meinen Eltern






Inhaltsverzeichnis [

Inhaltsverzeichnis

Einleitung 1
1.1 Blasenbildende Erkrankungen der Haut 1
1.1.1 Einteilung dieser Krankheiten 1
1.1.2 Das Bullése Pemphigoid (BP) 1

1.1.2.1 Vorkommen bei Menschen 2

1.1.2.2 Atiologie und Pathogenese 2

1.1.2.3 Klinik 2

1.1.2.4 Diagnose 3

1.1.2.5 Therapie 3

1.1.2.6 Veterinarmedizinische Relevanz des BP bei Haussaugetieren 3
1.2 Kollagen XVl 4
1.2.1 Die Entdeckung von Kollagen XVII 6
1.2.2 Vorkommen und Funktion 6
1.2.3 Struktur 6
1.2.4 Abspaltung der Ektodomane von der Vollform des Kollagen XVII (Shedding) 7
1.2.5 Beide Formen von Kollagen XVII sind Autoantigene des BP 10
1.2.6 Das Gen von Kollagen XVII 11
1.3 Plasmin und seine Aktivatoren 11
1.3.1 Plasmin und die proteolytische Kaskade 11
1.3.2 Plasminogenaktivatoren (PA) 12
1.3.3 Der Nachweis von Plasminogenaktivatoren in dieser Arbeit 12
1.4  Ziel und Hintergrund dieser Arbeit 14
Materialien 15
2.1 Gerate 15
2.2  Verbrauchsmaterialien 15
2.3 Chemikalien 16
2.4  Haufig verwendete L6sungen 17
2.5 Marker 19
2.6  Antikorper 20

2.6.1 Primare Antikorper gegen Kollagen XVII aus Kaninchen 20



Inhaltsverzeichnis I

2.6.2 Sekundarer Antikorper aus Ziege gegen Kaninchen-AK 20
2.7 Molekularbiologische Kits 20
Methoden 21
3.1  Zellkultur 21
3.1.1 Kultivierung von humanen Hautzellen 21
3.1.2 Isolierung der Keratinozyten aus humanen Hautbiopsien 22
3.1.3 Passagieren der Zellen 23
3.1.4 Einfrieren von Keratinozyten 23
3.1.5 Auftauen von Keratinozyten 23
3.1.6 Ascorbat-Behandlung der Keratinozyten 24
3.2 Proteinanalyse 24
3.2.1 Herstellung von Proteinextrakten aus Keratinozyten 24
3.2.2 Proteingehaltbestimmung 25
3.2.3 Methanolpréazipitation der Proteine 26
3.2.4 Diskontinuierliche SDS-PAGE zur Auftrennung der Proteine 26
3.2.5 Immunoblot der aufgetrennten Proteine 27
3.2.6 Proteinnachweis durch Immunodetektion 28
3.3 RNA-Analyse 30
3.3.1 Isolierung der mRNA aus einer Keratinozyten -Kultur 30
3.3.2 Photometrische Bestimmung der Konzentration der Nukleinsauren 31
3.3.3 RT-PCR 31
3.3.4 Agarosegel -Elektrophorese zur Auftrennung der cDNA-Fragmente 34
3.4  Statistik 34
Ergebnisse 35
4.1 Immundetektion der Vollform von Kollagen XVII und seiner

l6slichen Ektodomane 35
4.1.1 Nachweis der Vollform des Kollagen XVII als Mal3stab der Expression 36
4.1.2 Immundetektion der freigesetzten loslichen Kollagen XVII -Ektodomane 38
4.2. Nachweis der mRNA-Expression 40
4.2.1 RT-PCR-Nachweis der Vollform des Kollagen XVII, seiner Protease TACE und

deren Inhibitor TIMP-3 40

4.2.2 Nachweis der mRNA -Expression von den Plasminogenaktivatoren 42



Inhaltsverzeichnis 1

Diskussion 45
5.1 Kollagen XVII -Expression im Alter 45
5.2 Vermehrtes Shedding von Kollagen VXIl im Alter 45
5.3 Die Expression der Sheddase TACE und ihres Inhibitors TIMP-3 ist

altersunabhangig 47
5.4 Die Expression der Plasminogenaktivatoren ist nur teilweise

altersabhéngig 48
5.5 Ausblick 50
Zusammenfassung 51
Summary 53
Literatur 55
Abbildungsverzeichnis 65
Tabellenverzeichnis 66
Abkulrzungsverzeichnis 67
Danksagung 70

Lebenslauf 71






Einleitung 1

Kapitel 1

Einleitung

1.1 Blasenbildende Erkrankungen der Haut

1.1.1 Einteilung dieser Krankheiten

Der Begriff ,Blasenbildende Erkrankungen® fasst chronisch verlaufende
Hautkrankheiten verschiedener Genese zusammen, denen allen Blasen als
Priméareffloreszenzen gemeinsam sind. Man unterscheidet dabei angeborene
Gendermatosen und erworbene, immunologisch bedingte Dermatosen. Die letzteren
Autoimmundermatosen teilt man selbst wieder in folgende drei Hauptgruppen auf
(Fritsch 1998):

a.)  Dermatosen mit intradermaler Akantholyse (Pemphigusgruppe)
b.)  Dermatosen mit subepidermaler Blasenbildung (Pemphigoidgruppe)
c.) Dermatosen mit sublaminérer, dermolytischer Spaltbildung

(z.B. Dermatitis herpetiformis)

1.1.2 Das Bullése Pemphigoid (BP)

Das Bullése Pemphigoid (BP) gehdrt der Pemphigoid-Gruppe an, einer heterogenen
Gruppe, deren Mitgliedern allen subepidermale Spaltbildung gemeinsam ist (Effendy
et al. 2005). Das BP stellt somit eine blasenbildende Autoimmundermatose
besonders des alteren Menschen, selten von Kindern, dar (Schmidt et al. 2000). Es
handelt sich um eine erworbene, schwere Hautkrankheit mit chronischem und zum
Teil lebensbedrohlichem Verlauf (Rassner 1997). Beschrieben wurde die Krankheit
erstmals im Jahre 1953 von Lever (Lever 1953). Knapp 15 Jahre spater wurden von
Jordon und seinen Mitarbeitern die zirkulierenden und gewebsgebundenen
Antikorper des Bulldsen Pemphigoids gefunden (Jordon et al. 1967), die 1993 den

immunbedingten Autoantikdrpern zugeordnet werden konnten (Liu et al. 1993).
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1.1.2.1 Vorkommen bei Menschen

Das Bullose Pemphigoid ist die mit Abstand h&ufigste blasenbildende
Immundermatose des Menschen. Ihr Auftreten wird mit einer Inzidenz von etwa 6 / 1
Million Einwohner / Jahr beziffert (Bernard et al. 1995; Zillikens et al. 1995). Das BP
tritt weltweit auf und zeigt keine ethnische Préadisposition (Fritsch 1998). Wahrend die
Haufigkeit des Auftretens im Alter < 60 Jahren bei 0,6 Fallen pro Million Einwohner
und Jahr liegt, erkranken in der Altersklasse > 90 Jahren knapp 400 Personen pro

Million Einwohner jedes Jahr neu (Jung et al. 1999).

1.1.2.2 Atiologie und Pathogenese

Die Atiologie ist vielfaltig (Brenner et al. 2003). Das BP entsteht meist spontan.
Jedoch sind als Ausloser Arzneimittel, besonders Neuroleptika, und UV-Licht
beobachtet worden. Tumoren, aber auch eine genetische Pradisposition, wurden
beschrieben (Delgado et al. 1996). Die Blasenbildung ist Folge der Freisetzung von
hochaffinen Autoantikbrpern gegen zwei Strukturproteine der Hemidesmosomen. Im
Jahr 1981 wurde das Bulldse Pemphigoid-Antigen 1, BPAG-1, identifiziert (Stanley et
al. 1981). Es ist auch als BP230 bekannt, da es ein 230 kDa schweres Protein der
Plakin-Familie darstellt. Wenige Jahre spater wurde das zweite Strukturantigen
BPAG-2, das auch als BP180 oder Kollagen XVII bezeichnet wird, beschrieben
(Labib et al. 1986). Die dagegen gerichteten Antikdrper binden im Bereich der
Junktionszone und aktivieren das Komplement-System. Chemotaktisch angelockte
neutrophile und eosinophile Leukozyten sowie Mastzellen schadigen durch
Freisetzung von Proteasen und Mediatoren wiederum die Hemidesmosomen und

beeintrachtigen so die dermoepidermale Haftung (Fritsch 1998).

1.1.2.3 Klinik

Das BP ist gekennzeichnet durch das schubweise Auftreten von erbsen- bis
haselnussgrofRen, prallen Blasen auf normaler oder erythemattser Haut. Sie liegen
subepidermal und sind daher relativ stabil, denn die Blasendecke besteht aus der
gesamten Epidermis (Fritsch 1998). Besonders das untere Abdomen, die
Innenseiten der Oberschenkel und Unterarme sowie Korperfalten gelten als
Préadilektionsstellen. Schleimhaute sind selten betroffen. In der Regel bleibt die

Erkrankung auf die Haut begrenzt und umfasst lediglich Blasen und deren
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Folgeerscheinungen wie Erosionen und Narben. Durch Reduktion des
Allgemeinzustands oder Superinfektionen kann es allerdings auch zu
Systemerkrankungen und Organzeichen kommen. Ansonsten heilen die Erosionen
oft auch spontan unter gelegentlichem Juckreiz von den R&andern ausgehend ab
(Fritsch 1998).

1.1.2.4 Diagnose

Altere Menschen mit gespannten Blasen auf ansonsten gesunder Haut deuten auf
ein Bulloses Pemphigoid hin. Abgesichert wird die Diagnose histologisch,
immunhistologisch sowie serologisch. Histologisch zeigen sich subepidermale
Blasen, die nur mit Serum geflllt sind. Die darunter liegende Dermis ist im oberen
Korium mit Leukozyten chronisch-entzindlich infiltriert. Immunhistologisch fallt in der
direkten Immunfluoreszenz an Kryoschnitten entlang der Basalmembran in vivo
abgelagertes 1gG und Komplement C ins Auge (Franzke et al. 2003). Im Serum der
Patienten sind eventuell zirkulierende Autoantikdrper gegen BPAG-1 und BPAG-2

nachweisbar (Schumann et al. 2000).

1.1.2.5 Therapie

Eine Immunsuppression durch systemische Glukokortikoidgabe ist angezeigt, in sehr
hartnackigen Fallen notfalls auch Uber Zytostatika und Immunsuppressiva wie
Azathioprin (Effendy et al. 2005). Lokal reicht meist eine desinfizierende Behandlung
(Rassner 1997).

1.1.2.6 Veterinarmedizinische Relevanz des BP bei Haussaugetieren

Das Bullose Pemphigoid wurde bei Hund, Katze, Schwein und Pferd beobachtet und
beschrieben (lwasaki et al. 1995; Olivry et al. 1999; Olivry et al. 2000; Scott et al.
2000). Es stellt bei diesen Tierarten eine seltene Autoimmunkrankheit dar. Berichtet
wurde vom BP in 0,01% bis 0,1% der dermatologischen Erkrankungen beim Hund,
basierend aber nur auf klinischer Diagnose und Histopathologie. Nach einer Studie
von Olivry im Jahr 1999 missen diese Zahlen bei Antigennachweis noch mal
drastisch nach unten korrigiert werden (Scott et al. 2000). Der Pathomechanismus
entspricht dem des Menschen. Auch bei Tieren konnten zirkulierende Autoantikérper
gegen bestimmte Epitope von Kollagen XVII, besonders Epitope der NC16A-Region,
nachgewiesen werden (Olivry et al. 1999; Olivry et al. 2000; Scott et al. 2000).
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Vermutlich kann das BP bei Tieren ebenfalls durch Medikamente, wie Penicillin,
Furosemid oder Sulfonamide, provoziert werden, aber auch durch UV-Licht (Scott
1987; Ruocco et al. 1991). Bei Hunden wurde keine Geschlechts- und keine
Altersdisposition beobachtet, wohl aber eine Rassedisposition fur Collie, Dobermann
(Scott 1987; Scott et al. 2000; Wiesner et al. 2000) und Sheltie (Niemand et al.
2001). Im Gegensatz zum Menschen sind bei den Haussaugetieren neben der Haut
besonders auch mukokutane Ubergange und die Maulschleimhaut betroffen
(Freudiger et al. 1997; Scott et al. 2000). In der seltener diagnostizierten,
abgeschwachten Form beschrankt sich das BP auf Blasenbildung in Leiste und
Achseln sowie auf mukokutane Ubergange an Anus und Praputium (Scott 1987).
Meistens breitet sich die Krankheit aber generalisiert iber den ganzen Korper aus.
Makroskopisch gleicht sie dann dem Pemphigus vulgaris, der aber histologisch durch
intradermale Spaltbildung gekennzeichnet ist (Freudiger et al. 1997). Die Blaschen
platzen meist, statt ihrer findet man stark entziindete, ulzerative, gut begrenzte
Hautveranderungen, die ineinander flieBen und durch Pyodermien verkompliziert
werden (Niemand et al. 2001). Schmerzhaftigkeit und Juckreiz sind sehr
unterschiedlich (Scott et al. 2000). Veterinarmedizinische Diagnosestellung,
Prognose und Therapie entsprechen dem humanmedizinischen Stand der
Wissenschaft (Wiesner et al. 2000). Bei der Therapie ist jedoch zu beachten, dass
Hunde meist erst auf sehr hohe Dosen an Glukokortikoiden ansprechen, 3 mg/kg
Prednisolon alle 12 Stunden, was die Behandlung durch auftretende

Nebenwirkungen erschwert (Scott et al. 2000).

1.2 Kollagen XVII

Kollagene sind charakteristische Strukturproteine der extrazellularen Matrix in allen
Binde- und Stitzgeweben. Sie sind der mengenmallig wichtigste Faserbestandteil
und machen bei Saugetieren circa 25 % der gesamten Korperproteine aus. In
Organen sind sie nur in relativ geringen Anteilen vorhanden. Die Biosynthese von
Kollagenen findet hauptsachlich in den Bindegewebszellen, den Fibroblasten, statt.
Die Hauptfunktion der Kollagene besteht darin, Geweben und Organen mechanisch
Stabilitat zu verleihen (Loffler 1999; Stryer et al. 2003). Alle Kollagenmolekile sind
Trimere aus drei Polypeptidstrangen, genannt a-Ketten. Als spezifisches Merkmal
bestehen diese Ketten aus repetitiven Gly-X-Y-Sequenzen, die fir die stabférmige,
tripelhelikale Struktur verantwortlich sind (Prockop et al. 1995; Stryer et al. 2003). Die
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rechtsgangige Tripelhelix wird von drei a-Ketten mit linksgangiger Helixstruktur
gebildet. Da den Polypeptidketten unterschiedliche Gene zu Grunde liegen kdnnen
gibt es sowohl Homo- als auch Heterotrimere. Die drei Ketten sind tber senkrecht
zur Helixachse stehende Wasserstoffbricken miteinander verbunden (Stryer et al.
2003). Essentiell fur das Ausbilden der tripelhelikalen Struktur ist ein Glycin-Rest an
jeder dritten Position der a -Kette, der als einzige Aminosaure ins Zentrum der Helix
passt und der so ein Anndhern der Ketten ermdglicht. Die X- und Y-Reste befinden
sich auf3en an der Helix und binden dort geladene, hydrophobe Seitenketten. Diese
Seitenketten sind fir die spontane Polymerisation vieler Kollagene verantwortlich und
bilden die Grundlage fur Interaktionen mit anderen Molekilen (Prockop et al. 1995).
Prolin und Hydroxyprolin binden oft an die X- oder Y-Position und stabilisieren das
Kollagen durch Wechselwirkung vieler sterischer Effekte. Wahrend friher nur
Proteine mit gro3en tripelhelikalen Domanen den Kollagenen zugeordnet wurden,
zahlen heute auch Proteine mit kleinem tripelhelikalem und somit kollagenem Anteil
zu dieser Klasse, auch wenn sie ansonsten weitgehend aus globuléren, nicht-
kollagenen Doménen bestehen (Prockop et al. 1995). Die vielfaltigen Funktionen der
Kollagene werden durch ihre strukturelle Verschiedenheit verdeutlicht.

Die Kollagenfamilie lasst sich in fibrillenbildende und nicht-fibrillare Kollagene teilen
(Loffler 1999). Die erste Gruppe zeichnet sich durch Bildung starrer, kollagener
Mikrofibrillen aus, indem sich je finf ununterbrochene Tripelhelices versetzt
zusammenlagern und so beachtlich lange Ketten bilden. Zu dieser Gruppe, die 90%
aller Korperkollagene beinhaltet, gehort z.B. Kollagen |, 11 und Ill.

Die heterogene Gruppe der nicht-fibrillaren Kollagene ist nur in geringem Ausmalf3 im
Korper vertreten. Sie befinden sich in sehr spezifischen Geweben, wie z.B. in der
Basalmembran (Kollagen 1V), oder haben ihre Aufgabe in der Interaktion mit anderen
Kollagenen und Matrixproteinen (Kollagen VI). Auch Kollagen XVII, das dieser Arbeit
zugrunde liegt, gehort dieser zweiten Gruppe an. Ihr gemeinsames Merkmal liegt in
der Flexibilitat, die durch die nicht-kollagenen Unterbrechungen der Tripelhelix zu
begriinden ist. Fibrillare Doméanen sind bei ihnen kirzer oder gar nicht vorhanden
(Loffler 1999).
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1.2.1 Die Entdeckung von Kollagen XVII

1986 wurde das Kollagen XVII erstmals beschrieben. Es wurde im Zusammenhang
mit der Erforschung des Bulldsen Pemphigoids (BP) gefunden. Da Kollagen XVII als
zweites Autoantigen des BP entdeckt wurde, wird es auch als BPAG-2,
beziehungsweise wegen seines Molekulargewichts als BP180, bezeichnet (Labib et
al. 1986). Abnormalitditen des Kollagen XVII -Molekils durch Mutationen oder
Kollagen XVII -Autoantikbrper gehen mit subepidermaler Blasenbildung der Haut
einher. Von der Gruppe der Transmembran -Kollagene ist Kollagen XVII das am

besten erforschte Protein (Franzke et al. 2003).

1.2.2 Vorkommen und Funktion

Kollagen XVII ist ein membrangebundenes, epitheliales Strukturprotein der Haut und
der Schleimhaute, besonders vertreten in den basalen Keratinozyten. Als nicht-
fibrillares Transmembran-Kollagen spielt es eine wichtige Rolle bei der
Aufrechterhaltung der Struktur von Hemidesmosomen (Zillikens et al. 1999; Franzke
et al. 2003). Unter Hemidesmosomen versteht man etwa 0,5 pm grof3e,
charakteristische Zellstrukturen, die die Verbindung der Zellen zur Basalmembran
herstellen und somit in der Haut fir den dermoepidermalen Kontakt zustandig sind
(Wiesner et al. 2000). Wie alle Transmembranmolekiile hat auch Kollagen XVII zwei
Funktionen: zum einen als Rezeptor und zum anderen als Bestandteil der

extrazellularen Matrix (Franzke et al. 2003; Powell et al. 2005).

1.2.3 Struktur

Das Transmembranprotein Kollagen XVII hat eine Typ-lI-Orientierung, d.h. der N-
Terminus des Proteins liegt intra- und der C-Terminus extrazellular (Balding et al.
1997; Schmidt et al. 2000). Als homotrimeres Kollagen besteht Kollagen XVII aus
drei identischen a-Ketten, die jeweils 1497 Aminosauren lang und 180 kDa schwer
sind (Giudice et al. 1992; Franzke et al. 2003). Mit einem Molekulargewicht von somit
insgesamt 540 kDa ist Kollagen XVII das grofdte der Transmembrankollagene. Der
intrazellulare Abschnitt bildet einen globularen Kopf, darauf folgt ein kurzer
Transmembranabschnitt, der mit dem membranproximal gestreckten und zum C-

terminalen Ende hin sehr flexiblen extrazellularen Schwanz verbunden ist (Hirako et
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al. 1998). Die zytosolische Endodomane, auch NC16C genannt, umfasst 466
Aminosduren und endet mit dem N-Terminus, der mit den intrazellularen
Hemidesmosom-Proteinen assoziiert ist. Die gestreckte Ektodomane ist 1008
Aminosauren grof3 und besteht aus 15 kollagenen (COL1-COL15) und 16 nicht-
kollagenen (NC1-NC16A) Domanen (Franzke et al. 2005). Die Nummerierung
beginnt im Gegensatz zu anderen Kollagenen am C-terminalen Ende des Kollagens
(Giudice et al. 1992). Die Kollagendomé&nen haben eine Grol3e zwischen 242 und 14
Aminosauren (Giudice et al. 1992) und entsprechen dem typischen tripelhelikalen
Bauplan aus drei Poly-(Gly-X-Y)-Ketten. Der juxtamembrandse Teil der Ektodoméne,
der Bereich zwischen Zellmembran und dem ersten kollagenen Abschnitt, genauer
die NC16A-Doméane (Balding et al. 1997), wird als ,Linker Region“ (Junktionszone)
bezeichnet. Diese Region, die eine so genannte ,coiled-coil* -Struktur enthalt, ist
wahrscheinlich als Anfangsstruktur fir die Trimerisierung des Kollagens
verantwortlich (Areida et al. 2001; Franzke et al. 2004). Die Endo- und Ektodoméne
des Kollagens sind, wie bei allen transmembrantsen Kollagenen, durch eine
einzelne, hydrophobe Transmembrandomane uber die Zellmembran verbunden
(siehe Abbildung 1). Im Falle des Kollagen XVII umfasst diese als NC16B-Domane

benannte Region 23 Aminoséauren (Franzke et al. 2003).

1.2.4 Abspaltung der Ektodomane von der Vollform des Kollagen XV
(Shedding)

Kollagen XVII kommt in zwei Formen vor: als Vollform, bestehend aus drei 180 kDa -
schweren Ketten, und als I6sliche Ektodoméane der Grofl3e 120 kDa (Hirako et al.
1998; Schacke et al. 1998). Beide Formen sind in Abbildung 1 dargestellt, rechts
schematisch und links im Immunoblot. Trotz zwei Proteinformen existiert jedoch nur
eine mMRNA, die fur die Kollagen XVII-Vollform kodiert (Schacke et al. 1998).
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Zellmembran

M 180 kDa-Form

o ) T T 0 0 IR T A
I |

]
Endo-2 NC16 A
Shedding von
der Zelloberflache
E M
kba —— —

s <«— 180 kDa 120 kDa-Form

w| | b T IO T L IR 2 A

J
81 NC16 A

Abbildung 1: Schematische Darstellung der beiden Formen des humanen BP180-Proteins
und eines Immunoblots. Modifiziert nach Franzke et al. 2003

180 kDa-Form (oben): Vollform des Kollagen XVII, 120 kDa-Form (unten rechts): l6sliche
Ektodoméane von Kollagen XVII, senkrechte graue Linie: Zellmembran, TM: transmembranése
Region Uber die Zellmembran, N-terminaler Anteil (links der Zellmembran) liegt intrazellular, C-
terminaler-Anteil (rechts der Zellmembran) liegt extrazellular, graue Bereiche der Ektodomane:
Kollagensequenzen, weil’e Bereiche der Ektodomaéane: nicht-kollagene Bereiche, dunkelgraue
Kastchen: Epitop-Regionen fir doménenspezifische polyklonale Antikérper (Franzke et al. 2002). Der
Antikérper Endo-2 erkennt die intrazellulare Doméane, der Antikbrper NC16A dagegen die
juxtamembranése extrazellulare NC16A-Sequenz der Ektodomane.

Schaubild unten links: Immunoblots an Keratinozyten mit den oben genannten Antikérpern Endo-2
und NC16A: Zellextrakt (E) und Zellkultur-Medium (M). In den Zellextrakten ist die 180 kDa schwere
Vollform des Kollagen XVII prasent (oberer Pfeil), im Kulturmedium konnte nur die 120 kDa-
Ektodomane (unterer Pfeil) nachgewiesen werden.

Biochemische Untersuchungen haben gezeigt, dass die Kollagen XVII -Ektodoméane,
katalysiert durch die ebenfalls membrangebundene Proteasen TACE, ADAM-9 und
ADAM-10, in Hohe der ,Linker Region® konstitutiv von der Zelloberflache freigesetzt
wird. Dieser Vorgang wird als Shedding bezeichnet. Abbildung 2 verdeutlicht
schematisch diese Freisetzung. Die l6sliche Ektodomane ist sehr stabil und kann
neben der gebundenen Form im Korper nachgewiesen werden. Die Ablosung der
Ektodoméne ist fur viele physiologische Vorgange der Keratinozyten essentiell, zum
Beispiel zur Differenzierung oder bei der Wundheilung (Franzke et al. 2005). Die
Zelle wird von einigen Bindungspartnern gelost, was als Startsignal fir neue
Aufgaben gesehen werden kann. Die genauen Ablaufe des Shedding sind komplex

und in groRen Teilen noch nicht bekannt.



Einleitung 9

intrazellular extrazellular
TACE
< 180 kDa-Form
C I ERERN e
I

Endo-2 | NC16 A

120 kDa-Form

1

Zellmembran

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Shedding-Vorgangs.

Die Ektodoméane wird von der Zelloberflache durch die Proteinase TACE abgeldst (Franzke et al.
2002). TACE: ein membrangebundenes Enzym der ADAM-Familie (a disintegrin- and
metalloproteinase) 180 kDa-Form (oben): Vollform des Kollagen XVII, 120 kDa-Form (unten):
I6sliche Ektodoméne des Kollagen XVII, senkrechte graue Linie: Zellmembran, graue Bereiche der
Ektodomaéne: Kollagensequenzen, weil3e Bereiche der Ektodoméne: nicht-kollagene Bereiche,
dunkelgraue Kastchen: Epitop-Regionen fir domanenspezifische Autoantikoérper (Franzke et al.,
2002). Der Antikérper Endo-2 erkennt die intrazellulare Doméane, NC16A-Antikdrper dagegen die
juxtamembrandse extrazellulare NC16A-Sequenz der Ektodoméne.

Die als Kollagen XVII -Sheddasen bezeichneten Proteasen gehdren der Familie der
ADAMs (a disintegrin-and-metalloproteinase) an, die selbst integrierte
Membranproteine sind und Uber Furinkonvertasen aktiviert werden mussen (Franzke
et al. 2002; Hirako et al. 2003). Die Proteasenschnittstelle von Kollagen XVII befindet
sich wahrscheinlich innerhalb der NC16A-Doméane im Bereich zwischen Aminosaure
528-547 (Franzke et al. 2005). Durch Einsatz von NC16A-Deletionsmutanten konnte
gezeigt werden, dass kein Shedding stattfindet, wenn dieser Abschnitt fehlt (Franzke
et al. 2004). Viele Versuche weisen darauf hin, dass ADAM-17, auch bekannt unter

dem Namen TACE (TNF-a converting enzyme), die Hauptsheddase von Kollagen
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XVII darstellt (Franzke et al. 2002). TACE ist auch fur die TNF-o-Freisetzung
verantwortlich (Black et al. 1997). TNF-o, auch Kachexin genannt, hat wiederum
proinflammatorische Wirkung indem es Makrophagen aktiviert (Mirastschijski et al.
2005). Der ebenfalls in dieser Arbeit untersuchte physiologische Haupt-Inhibitor von
TACE heil3t TIMP-3 (Tissue-inhibitor of metalloproteinases) (Amour et al. 1998).
TIMP-3 bindet mit der nicht inhibitorisch aktiven Seite an die extrazellulare Matrix und

ist somit in unmittelbarer Umgebung von Enzym und Substrat lokalisiert.

1.2.5 Beide Formen von Kollagen XVII sind Autoantigene des Bullésen
Pemphigoids
Die im Zusammenhang mit dem Bullosen Pemphigoid auftretenden
gewebsgebundenen und zirkulierenden I1gG -Autoantikdrper sind hauptsachlich
gegen Epitope in der NC16A -Sequenz und zu 30% gegen den COOH-Terminus der
BP180-Ektodomane gerichtet (Hofmann et al. 2002; Thoma-Uszynski et al. 2004).
Verschiedene IgG-Klassen detektieren dabei das gleiche Epitop (Suzuki et al. 1994).
Sowohl die Vollform als auch die abgeloste Ektodomane wird von zirkulierenden 1gG-
und IgA -Antikorpern detektiert (Schumann et al. 2000). Die alleinige Bindung von
Autoantikdrpern fuhrt jedoch noch nicht zur Blasenbildung. Zusatzlich ist das
Einwandern von Entziindungszellen in die Haut und die Freisetzung verschiedener
Entzindungsmediatoren einschliel3lich Zytokinen und Proteasen eine zwingende
Voraussetzung (Zone et al. 1990; Schumann et al. 2000). Das Bullése Pemphigoid
ist immunhistopathologisch gekennzeichnet durch 1gG- und Komplement C3-
Ablagerungen entlang der Basalmembran der Haut. Das BP180 spielt jedoch auch
bei anderen Immundermatosen eine Rolle als Antigen, so zum Beispiel im
Zusammenhang mit dem Pemphigoid gestationis (PG) oder der Linearen IgA-
Dermatose (LAD) (Haase et al. 1998; Zillikens 2002; Hirako et al. 2003).
Interessanterweise beruht die Auslosung der Linearen IgA -Dermatose ebenfalls auf
Antikdrpern gegen die gesheddete Kollagen XVII 120-kDa-Ektodomane (daher auch
LAD-1 genannt), beziehungsweise gegen ein 97 kDa-grofRes Teilstiick von dieser
(LABD97). Diese Ektodoménen-Form ist am C-Terminus verkirzt, wahrscheinlich
durch Einwirkung von Proteasen (Zone et al. 1990; Marinkovich et al. 1996). Jedoch
enthalt LABD97 auch die Haupt-Epitop-Domane NC16A (Zone et al. 1998). Im Falle
der LAD spielen im Gegensatz zum BP nicht IgG sondern IgA die Hauptrolle, welche
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allerdings zum Teil die gleichen Epitope erkennen wie die IgG des BP (Zillikens et al.
1999). Bei der LAD erkennen die Antikorper aber nie die Vollform von BP180 (Hirako
et al. 2003).

1.2.6 Das Gen von Kollagen XVII
Kollagen XVII wird durch das Gen COL17A1 kodiert. Dieses Gen konnte dem langen

Arm von Chromosom 10 zugeordnet werden (Li et al. 1991). Mutationen in diesem
Gen fiuhren zu ganzlichem Fehlen von Kollagen XVII oder zu einem strukturell
veranderten Protein. Folge sind Adhéasionsprobleme der Epidermis und
Blasenbildung. Ein Beispiel fur eine angeborene Gendermatose ist die Junktionale
Epidermiolysis Bullosa (JEB) (McGrath et al. 1995).

1.3 Plasmin und seine Aktivatoren

1.3.1 Plasmin und die proteolytische Kaskade

Plasmin ist ein Schliisselenzym der Blutfibrinolyse (siehe Abbildung 3) indem es das
Fibrin in seine Fragmente spaltet. Es sammelt sich um Wunden, entziindetes
Gewebe und Tumoren an und tragt hier zum Umbau und zur Reparatur des
Gewebes bei. Eine wichtige Rolle spielt Plasmin auch durch dessen Fahigkeit direkt
extrazellulare Matrixproteine und Matrixmetalloproteinasen (MMPS) zu degradieren
(Mullins et al. 1983). Es stellt eine doppelkettige Serinproteinase dar und wird durch
Plasminogenaktivatoren (PA) aus dem Proenzym Plasminogen zu der aktiven Form
Plasmin proteolytisch aktiviert (Robbins et al. 1967). Plasminogen, der inaktive
Enzymvorlaufer der Protease Plasmin, wird in der Leber gebildet und ins Plasma
sezerniert. Uber das Plasma tritt Plasmin in alle entziindlichen Gewebe ein, so auch
in Blasen der Haut. Im Blasenserum des Bulldsen Pemphigoids kann Plasmin immer
in hohen Konzentrationen nachgewiesen werden. Plasmin wird von den meisten

Serinproteinase -Inhibitoren gehemmt, so z.B. auch von Leupeptin.
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tPA, uPA
Plasminogen = Plasmin
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Fibrin Em———=  Spaltprodukte des Fibrins

Abbildung 3: Schematische Darstellung der proteolytischen Kaskade bei der Fibrinolyse
Die Plasminogenaktivatoren bilden aus der inaktiven Vorstufe Plasminogen das aktive Enzym
Plasmin. Dieses wiederum spaltet Fibrin in Fragmente auf. Plasmin wirkt also fibrinolytisch und

antikoagulatorisch.

1.3.2 Plasminogenaktivatoren (PA)

Plasminogenaktivatoren (PA) sind korpereigene Enzyme, die unter anderem auch
von normalen humanen Keratinozyten produziert werden. Es gibt verschiedene Arten
dieser Proteine, wie z.B. den Urokinase-type PA (uPA) oder den Gewebe-Typ
Tissue-type PA (tPA). Die Fibrinolyse wird von zwei Systemen gesteuert: intrinsisch
und extrinsisch. Zum intrinsischen System gehdren Plasminogenaktivatoren des
Blutplasmas wie beispielsweise die Blutgerinnungsfaktoren XI und XII, zum
extrinsischen System gehoéren die Plasminogenaktivatoren des Gewebes wie tPA
und uPA. Als weitere Funktion bindet besonders uPA an den spezifischen zellularen
Rezeptor u-PAR, was die Aktivitat des zellgebundenen Plasminogen erhoht (Lijnen
2002). Plasminogenaktivatoren reduzieren die Zelladhasion, indem sie die
extrazellulare Matrix degradieren und spielen so bei der Blasenbildung des Bullésen
Pemphigoids eine Rolle (Jensen et al. 1990).

Dagegen wird die Zelladhasion durch Fibrinolyse-Inhibitoren verstarkt (Hellebrekers
et al. 2000; Mirastschijski et al. 2005). AuRerdem ist das Plasminogensystem in
Kombination mit den Matrixmetalloproteinasen am Gewebsheilungsprozel} beteiligt.
Plasminogenaktivatoren finden auch klinischen Einsatz, so z.B. Streptokinase oder
rekombinantes humanes tPA in der Thrombolyse-Therapie.

1.3.3 Der Nachweis von Plasminogenaktivatoren in dieser Arbeit

In diese Arbeit wurde zusétzlich auch die Expression der Plasminogenaktivatoren

(PA) in Keratinozyten mit aufgenommen, da 2004 erstmals stark erhéhte Plasmin-
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und Plasminogenaktivatoren -Spiegel in Blasenflissigkeit von Bulloésen Pemphigoid-
Patienten beschrieben wurden (Schmidt et al. 2004). Damals wurde die These
aufgestellt, dass es durch Bindung von Antikérpern an BP180 zur Freisetzung von
uPA und tPA aus den Keratinozyten kommt und damit der Plasminspiegel steigt
(Schmidt et al. 2004). Fur tPA und Plasmin konnte dies in der Studie belegt werden.
In bisher nicht veroffentlichten Studien an Keratinozytenkulturen oder aufgereinigtem
Kollagen XVII (personliche Mitteilung Dr. Franzke) konnte gezeigt werden, dass
Plasmin auch direkt vom Kollagen XVII-Molekul eine 97 kDa -schwere Ektodoméne,
wie das LABD97 abspalten kann. Diese Abspaltung ist mit einer pathologischen
Fragmentierung gleichzusetzen. Im Gegensatz zum Shedding ist dieser Vorgang
unphysiologisch, also nicht von einem kontrollierten Enzymsystem gesteuert. Die
l6sliche Form ist kirzer als die von TACE abgespaltene 120 kDA —Form, da ihr am
C-terminalen Ende Domaéanen fehlen. Aber auch LABD97 beinhaltet die NC16A-
Doméne und kénnte so zum Verlust der natirlichen Toleranz gegen BP180 bei der
Entstehung des Bullésen Pemphigoids beitragen.

In der vorliegenden Arbeit wurde von der Hypothese ausgegangen, dass é&ltere
Menschen mdglicherweise mehr Plasminogenaktivatoren bilden und somit potentiell
mehr Plasmin aktivieren koénnen. Dieses wirde die Wabhrscheinlichkeit der
vermehrten Entstehung des LABD97 und somit die Auslosung des Bulldsen
Pemphigoids erhéhen.



Einleitung 14

1.4 Ziel und Hintergrund dieser Arbeit

In dieser Studie sollte die Beteiligung von Kollagen XVII bei der Entstehung von
blasenbildenden Autoimmunkrankheiten der Pemphigoid-Gruppe, insbesondere dem
Bulldsen Pemphigoid, untersucht werden. Da beide Formen von Kollagen XVII als
Hauptautoantigen erkannt werden und diese Erkrankung beim Mensch erst im
fortgeschrittenen Alter (>50 Jahre) auftritt, wurden altersbedingte Veranderungen von
Kollagen XVII analysiert. Der Versuchsansatz ging von Hautproben von jeweils 15
jungen (Alter zwischen 0-12 Jahren) und 23 alten (Alter >50 Jahre) Probanden aus.

Von den Hautproben wurden Zellen fir die Zellkultur gewonnen, an denen dann die
Expression von Kollagen XVII und dessen Proteasen, sowie die Ektodoméanen -
Freisetzung auf molekularbiologischer und proteinchemischer Basis bestimmt
wurden. Von dieser Studie erhofften wir uns Aufschluss daruber, ob es im Alter zu
Verédnderungen in der Biologie des Kollagen XVII kommt, die zur Entstehung des
Bullésen Pemphigoids beitragen. Es wurde in dieser Arbeit von der These
ausgegangen, dass eine gegebenenfalls erhdhte Expression von Kollagen XVII bei
alteren Menschen und/ oder vermehrtes Kollagen XVII -Shedding zum Erreichen des
Hypersensibilisierungs -Schwellenwertes beitragt. Dadurch kénnte das Auftreten von
BP -Autoantikdrpern und somit die Erkrankungshaufigkeit bei alteren Menschen

erklart werden.
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2.1 Gerate
Agarosegelkammer

Blotkammer

Brutschrank HeraCell 240

Gel Jet Imager 2000 (Dokumentation)
Heizblock ,Test Tube Thermostat*
Kihlzentrifuge Biofuge fresco
Kahlzentrifuge 5417 R

Mikroskop CKX 41

Magnetriihrer KMO2

pH-Elektrode

Photometer

Pipettboy plus

Schuttelplattform Duomax 1030T
Spannungsquelle ,PowerPac 300“
Spannungsquelle ,PowerPac P30“
Sterilbank Herasafe

Thermocycler ,Mastercycler gradient”
Thermolab Multiskan Ex

Vortex Genie 2

Wasserbad GFL

Zentrifuge ,Labofuge 400e"

2.2 Verbrauchsmaterialien

Blotting-Papier 3MM Chr
Kryordhrchen (1 ml)

Klvetten
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Kapitel 2

Materialien

Biometra, Gottingen
Biometra, Gottingen
Heraeus, Hanau

Intas GmbH, Géttingen
Roth, Karlsruhe

Heraeus, Hanau
Eppendorf, Hamburg
Olympus, Stuttgart

Janke & Kunkel, Staufen
Sartorius, Goppingen
Eppendorf, Hamburg
TecnoMara, Wallisellen (CH)
Heidolph, Darmstadt
Bio-Rad, Minchen
Biometra, Gottingen
Heraeus, Hanau
Eppendorf, Hamburg
ThermoLabsystems (China)
Scientific Industries, USA
Lauda, Konigshofen

Heraeus, Hanau

Whatman, Kent (GB)
Nunc, Wiesbaden

Eppendorf, Hamburg
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Mikrotiterplatten (96 well-Elisa-Reader-Platten)
Nitrocellulosemembran Protran BA 85
Petrischalen, steril

Pipetten ,Costar Stripette 5/ 10/ 25 ml*
Polypropylenréhrchen 15/ 50 ml
Sterilfilteraufsatz fur Spritzen Millex 0,22 pum
Zellkulturflaschen 25 cm?/ 70 ml

Zellschaber, 23 cm

2.3 Chemikalien

Acrylamidstammlésung, 30% mit 0,8% Bisacrylamid
Agarose

APS, 10% (w/v)
Antibiotika/ Antimykotika
Antipain

Aqua ad iniectabilia

BCIP

Bovines Serumalbumin
Bromphenolblau
Chloroform

Chymostatin
Citronensaure-Monhydrat
Dimethylsulfoxid (DMSO)
DTT

DMEM

Ethanol
Ethidiumbromidlésung, 10 mg/ml
EDTA

FCS

Glycerin

Glycin

Harnstoff

Leupeptin
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Nunc, Wiesbaden
Schleicher & Schuell, Dassel
Falcon, Heidelberg

Corning Inc., Corning (USA)
Falcon, Heidelberg

Millipore, Molsheim

Falcon, Heidelberg

Nunc, Wiesbaden

Roth, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Braun, Melsungen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Fluka, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

Fluka, Taufkirchen

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
MP Biomedicals, Eschwege
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

Biochrom AG, Berlin

Roth, Darmstadt

Roth, Darmstadt

Qiagen, Hilden

Fluka, Taufkirchen
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Magermilchpulver
3-Mercaptoethanol

Methanol
Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT)
Nonidet P40

PBS-Dulbecco

Pefabloc SC

Pepstatin

Prestained SDS-PAGE Standards
rEGF

Rinderhypophysenextrakt (BPE)
Salzsaure

SDS

SFM + Supplements (EGF+BPE)
TEMED

Trizma base

Trypsin/ EDTA in PBS (0,05%/ 0,02%)

2.4 Haufig verwendete Loésungen

Blue sample buffer (BSB) fur SDS-Page

Acrylamidlésung

TBE-Puffer
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Humana, Herford
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Bio-Rad, Minchen
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Biotech, Ebersberg

0,8 M Harnsaure

0,1 M Tris-HCI, pH 6,8
2% SDS

5% Glycerol

I1mMDTT

0,0001% Bromphenolblau

30% Acrylamid-Stammlésung +

0,8% Bisacrylamid

1M Tris
1 M Borsaure
20 mM EDTA
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TBS

PBS

Sammelpuffer (4,5%ig) fur Gelelektrophorese

Trenngelpuffer (7%ig) fur Gelelektrophorese

Laufpuffer fur Gelelektrophorese

Elektrotransferpuffer fir Immunoblot

Lysispuffer

Lysispuffer mit Inhibitoren
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0,15 M NacCl
0,05 M Tris, pH 7,6

0,138 M NacCl
0,0027 M KCI
pH 7,6

0,5 M Tris-HCI, pH 6,8
0,1% SDS

1,5 M Tris-HCI, pH 8,8
0,1% SDS

25 mM Tris, pH 8,3
192 mM Glycin
0,1% SDS

25 mM Tris, pH 8,3
192 mM Glycerol
0,1% SDS

20% Methanol

1% Nonidet P-40
20 mM Tris/ HCI, pH 7,4
100 mM NacCl

Lysispuffer

1% 200 mM EDTA
1% 100 mM Pefabloc
1% Chymostatin

1% Antipain

1% Pepstatin

1% Leupeptin
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Inkubationspuffer P3

NBT-Stammlosung

BCIP-Stammlésung

2.5 Marker

Trackit 100 bp DNA Ladder
Prestained SDS-PAGE Proteinstandards

Tabelle 1: SDS-PAGE Proteinstandards
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100 mM Tris, pH 9,5
100 mM NacCl

50 mg/ mlin 70%

Dimethylformamid

50 mg/ ml in 100%

Dimethylformamid

Invitrogen, Karlsruhe
Bio-Rad, Minchen (s. Tab.1)

Marker Protein Molekulargewicht/ kDa
Low Range (LR) Phosphorylase B 103
Rinderserumalbumin 77
Ovalbumin 50
Carboanhydrase 34,3
Soja-Trypsininhibitor 28,8
Lysozym 20,7
High Range (HR) Myosin 204
3-Galactosidase 123
Rinderserumalbumin 80
Ovalbumin 48
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2.6 Antikorper

2.6.1 Priméare Antikorper gegen Kollagen XVII aus Kaninchen

Endo-2 laboreigene Herstellung
Polyklonale Kaninchen-AK gegen die intrazellulare Kollagen XVII-Endodomane. Das
Antiserum wurde nach Immunisierung mit einem rekombinant hergestellten
Glutathion-S-Transferase ~ (GST)-Fusionsprotein  eines  Teilfragments  der
Endodoméane (AS 367-466) gewonnen. Die Spezifitat fir Kollagen XVII wurde zuvor
erfolgreich nachgewiesen (Franzke et al. 2002).

Verdinnung 1:1000

NC16A laboreigene Herstellung
Polyklonale Kaninchen-AK gegen die extrazellulare Kollagen XVII-NC16A Doméne.
Das Antiserum wurde nach Immunisierung mit einem rekombinant hergestellten
GST-Fusionsprotein der NC16A Domane (AS 490-566) gewonnen. Die Spezifitat fur
Kollagen XVII wurde zuvor erfolgreich nachgewiesen (Schumann et al. 2000).
Verdinnung 1:1000

Anti-y-Tubulin Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Polyklonale Kaninchen-AK (Bindungsregion AS 38-53)
Verdinnung 1:5000

2.6.2 Sekundéarer Antikérper aus Ziege gegen Kaninchen-AK

Polyklonale Anti-Kaninchen-1gG aus Ziege Sigma-Aldrich, Taufkirchen
AP-gekoppelt

Verdinnung 1:20000

2.7 Molekularbiologische Kits

Dc Protein Assay (Reagent A,B,S) Bio-Rad, Minchen
QIAamp RNA Blood Mini Kit Qiagen, Hilden
Titan One Tube RT-PCR-Kit Roche, Mannheim
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Kapitel 3

Methoden

3.1 Zellkultur

Samtliche Arbeiten mit den Zellkulturen wurden unter sterilen Arbeitsbedingungen
durchgefuhrt. Medien- und Pufferiberstdande wurden mit Hilfe von Pasteurpipetten

und einer Membranvakuumpumpe abgesaugt.

3.1.1 Kultivierung von humanen Hautzellen

Der Versuchsansatz hatte einen Stichprobenumfang von insgesamt 38 humanen
Probanden, bestehend aus 15 jungen (alle mannlich; Alter unter 12 Jahren) und 23
alten Menschen (6 weiblichen und 17 mannlichen; Alter zwischen 51 und 92 Jahren),
von denen Hautproben entnommen wurden.

Die Hautproben der jungen Probanden waren Vorhaute aus der Urologie des
Universitatsklinikums Freiburg, die Proben der alten Probanden entstammten der
Hautklinik des Universitatsklinikums Freiburg und bestanden aus gesunder,
belichteter Haut. Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen der Studie ,Entziindliche
Autoimmunkrankheiten der Haut: Molekulare Charakterisierung des Autoantigens
Kollagen XVII* (Forschungsvorhaben Nr. 44/03) durchgefuhrt. Dabei fand die Arbeit
als Substudie Nr. 299/ 05 zur Untersuchung altersbedingter Veranderungen von
Kollagen XVII statt. Sie wurde durch die Ethikkommission der Albert-Ludwig-
Universitat Freiburg positiv begutachtet. Von den Hautproben wurden Keratinozyten
fur die Zellkultur gewonnen, an denen die Expression von Kollagen XVII und deren
Proteasen, sowie die Ektodomanen-Freisetzung auf molekularbiologischer und
proteinchemischer Basis bestimmt wurden. Die Zellen wuchsen in serumfreiem
Keratinozyten-Medium supplimiert mit rekombinantem epidermalem
Wachstumsfaktor rEGF und Rinderhypophysenextrakt BPE (Boyce et al. 1983). Alle
Zellen wurden in einem Brutschrank bei 37°C unter Wasserdampfsattigung und mit

einer CO,-Begasung von 5% kultiviert. Als KulturgefaRe dienten 25 cm2-
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Zellkulturflaschen, die mit 7,5 ml vorgewarmtem Medium befillt wurden. Alle zwei bis
drei Tage erfolgte ein Mediumwechsel und taglich eine optische Kontrolle des

Wachstumsverhaltens.

3.1.2 Isolierung der Keratinozyten aus humanen Hautbiopsien

Die Hautproben wurden postoperativ in sterilem, serumfreiem Medium mit DMEM,
Hepes und 1% Antibiotika/ Antimykotika bei +4°C fur maximal drei Tage bis zur
Praparation aufbewahrt. Zur Gewinnung von Primarkulturen der Keratinozyten wurde
eine menschliche Hautbiopsie mechanisch von Blut und Fettgewebe befreit und
mehrmals mit PBS mit 10% Antibiotika/ Antimykotika sorgféltig gespult. Sodann
wurde die Probe in einer sterilen Petrischale prapariert. Die Dermis wurde so weit wie
maoglich entfernt und die Ubrige Epidermis wieder mehrfach in PBS mit 10%
Antibiotika/ Antimykotika gewaschen. Die in kleine 5 x 5 mm grof3e Stlckchen
zerschnittene Probe wurde in 30 ml PBS mit Trypsin/ EDTA (0,05%/ 0,03%)
uberfuhrt. Die bei +37°C im Brutschrank durchgefiihrte nichtenzymatische Ablésung
der Keratinozyten dauerte je nach Hautprobe etwa 60 bis 90 Minuten. Alternativ
konnte auch im Kuhlschrank bei +4°C tber Nacht trypsinisiert werden. Nach dieser
Zeit war ein Abspalten der Epidermis von der Dermis zu erkennen und die
Trypsinisierung wurde durch Umtransferieren der Hautstiickchen in eine zweite
Petrischale mit 30 ml PBS und 10% FCS gestoppt. Die epidermale Seite der
Hautstlickchen wurde vorsichtig mit einer Pinzette abgeschabt um maoglichst viele
Keratinozyten zu bekommen. Das dermale Bindegewebe wurde entfernt. Die Zellen
wurden durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren in Suspension gebracht und
sodann in einem 50 ml-Falcon-Rdhrchen bei 200 g fur funf Minuten zentrifugiert.
Nach Absaugen des Uberstands wurde das Zellsediment in 7,5 ml kérperwarmem
Keratinozyten-Medium gel6st und in eine 25 cm2-Kulturflasche uberfiihrt. Fur eine
Primarkultur in einer 25 cm2-Flasche bendtigt man etwa 1 cm? Haut. Die Zellkulturen
wurden mikroskopisch auf Zellkontaminationen von Fibroblasten oder Melanozyten
untersucht, wobei nur Kulturen fur die Versuche benutzt wurden, die mindestens
90% Keratinozyten enthielten. Die Zellen wurden nun bei +37°C und 5% CO; in
Keratinozyten-Medium inkubiert.
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3.1.3 Passagieren der Zellen

Die Passage konfluenter Kulturen (d.h. die Zellen bedeckten den Boden der
Zellkulturflasche vollstéandig einschichtig) in mehrere Kulturflaschen erfolgte durch
Zugabe von Trypsin, welches ein Ablésen der Zellen vom Untergrund bewirkt.

Nach Absaugen des Mediums wurde die Zellschicht mit PBS gewaschen, um eine
Hemmung des Trypsins durch Serumreste auszuschlieBen. Danach erfolgte die
Zugabe von 2 ml Trypsin/ EDTA. Nach etwa fiinf Minuten konnte eine Ablésung des
Zellrasens beobachtet werden. Die Enzymwirkung wurde durch Zugabe von 4 ml
PBS mit 10% FCS gestoppt. Um die Zellen nicht zu schadigen sollte die
Inkubationszeit so kurz wie moglich gehalten werden. Die Zellsuspension wurde in
ein 15 ml -Polypropylenréhrchen gefillt, bei 200 g fur funf Minuten abzentrifugiert
und das Zellpellet dann mit je 7,5 ml vorgewarmtem Medium in neue Kulturschalen
uberfuhrt.

Je Proband wurden drei Kulturplatten angeztichtet, eine zur Proteinanalyse, eine zur

RNA-Analyse und eine um sie als Reserve im flissigen Stickstoff tiefzugefrieren.

3.1.4 Einfrieren von Keratinozyten

Vor dem Tiefgefrieren wurden die Zellen wie oben beschrieben trypsinisiert und
abzentrifugiert. Das Sediment einer 25 cm2-Kulturflasche wurde in 1 ml
Einfriermedium, bestehend aus Keratinozyten-Medium und 10% DMSO als
Kryoprotektans, aufgenommen und in ein 1 ml -Kryoréhrchen Uberfiihrt. Nach einer
Aufbewahrung bei -80°C Uber Nacht setzte man die Kryogefale am néachsten Tag in
einen Flussigstickstoff-Container um, in dem sie auf diese Art mehrere Jahre
konserviert und somit haltbar sind.

3.1.5 Auftauen von Keratinozyten

Die aus dem Container mit Flussigstickstoff entnommenen Kryoréhrchen wurden
kurz geoffnet um eingedrungenen Stickstoff entweichen zu lassen. Dann fand das
Auftauen der Zellen bei Zimmertemperatur statt, wonach ein rasches Uberfiihren in
eine Zellkulturflasche mit vorgewarmten Medium notig war. Gleich am nachsten Tag

wurde das Medium gewechselt um noch vorhandene DMSO -Reste zu entfernen.
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3.1.6 Ascorbat-Behandlung der Keratinozyten

Die an der Kollagen -Biosynthese beteiligten Enzyme Prolin-Hydroxylase und Lysin-
Hydroxylase, das sind Dioxygenasen mit einem Eisen (II)-Atom im aktiven Zentrum,
bendtigen Ascorbat als Reduktionsaquivalent bei der Hydroxylierung von Prolin zu 4-
Hydroxyprolin und von Lysin zu 5-Hydroxylysin. Dieses Reduktionsmittel halt das
Eisenatom im zweiwertigen Zustand und gewahrleistet damit katalytische Aktivitat
der Enzyme. Die Hydroxylierungsreaktion findet an spezifischen Stellen der langen
Polypeptidseitenketten statt, bevor diese helikale Struktur annehmen, was eine
Lokalisation des Prolinrestes auf der Aminoseite eines Glycinrestes erfordert (Stryer
et al. 2003). Ein weiteres Enzym hydroxyliert einige Prolinreste am C-3, falls sich
diese auf der Carboxylseite eines Glycinrestes befinden. Diese Hydroxylierungen
bewirken eine Stabilisierung der tripelhelikalen Struktur von Kollagenen und sind
damit fur die Ausbildung von funktionsfahigen Kollagenmolekilen unerlasslich. Die
Ascorbatzugabe erfolgte bei einsetzender Subkonfluenz der Kulturen.

48 Stunden vor der Extraktion wurden die Zellen durch Zugabe von Ascorbat (5 mg
Ascorbat pro ml H,O) zur Bildung von Kollagen stimuliert (Prockop et al. 1995). Pro
25 cm2-Flasche wurden 7,5 ml Keratinozyten -Medium mit allen Zusatzen (1% AA,
EGF, BPE) und 75 pl Ascorbat (Stocklésung 10 pl / ml) zugegeben. Nach diesen 48
Stunden wurde das Medium aus den Zellkulturflaschen abgesaugt und einmal mit
PBS gespdlt.

Nun folgte die Shedding-Assay: Zugabe von 5 ml Mangelmedium (Keratinozyten-
Medium mit 1% AA, EGF, ohne BPE) mit 50 pl Ascorbat und fiinf Stunden Inkubation
bei 37°C im Brutschrank.

3.2 Proteinanalyse

3.2.1 Herstellung von Proteinextrakten aus Keratinozyten

Die Extraktion bendétigte insgesamt 2,5 Tage Vorlaufzeit in der die Zellen wie oben
beschrieben mit Ascorbat inkubiert wurden. Dies galt auch fir RNA-Extrakte. Das
Detergenz Nonidet P40 solubilisiert die schwer I6slichen Basalmembranproteine und
fuhrt zur Zelllyse. Die zugesetzten Proteinase-Inhibitoren EDTA und Pefabloc sollten

den enzymatischen Proteinabbau im Verlauf der Probenaufbereitung einschranken,
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wobei EDTA Metalloproteasen hemmt, Pefabloc dagegen inhibiert Serinproteasen
und Proteinase K.

Zur Proteinextraktion wurden die 5 ml Mangelmedium abgenommen und in einem 15
ml -Zentrifugenrohrchen mit 50 pl EDTA und 50 pl Pefabloc bei 200 g fur 10 Minuten
zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand in neues Réhrchen uberfihrt und im
Gefrierschrank bei -80°C gelagert (Zone et al. 1996).

Der Zellrasen wurde zweimal mit +4°C -kaltem PBS gewaschen und dann nach
Zugabe von 330 pl Lysispuffer (Marinkovich et al. 1996; Schacke et al. 1998) pro 25
cmz? -Zellkulturflasche 30 Minuten auf Eis geschuttelt.

Danach wurden die angelosten Zellen mit einem Zell-Schaber vom Gefallboden
abgekratzt, in ein 1,5 ml -Eppendorfgefald pipettiert und in der Biofuge 30 Minuten bei
+4°C und 13000 U/ min zentrifugiert. Dann wurde der Uberstand zu je 100 pl in
Eppendorfgefal3e aliquotiert und ebenfalls bei -80 °C gelagert.

3.2.2 Proteingehaltbestimmung

Die Proteingehalte der Zellextrakte wurden mit dem DC Protein Assay (detergent
compatible (DC) Protein Assay Kit von Bio-Rad, modifizierte Lowry Assay (Lowry et
al. 1951)) im Thermolab Multiscan bestimmt, der Proteinbestimmungen bei einer
Wellenlange von 650 nm spektrophotometrisch ermdglichte. Dieser Schritt ist zum
einen wichtig, damit die gleichen Mengen an Protein fur die SDS-PAGE-Auftrennung
eingesetzt werden konnten. Zum anderen galten diese Proteinwerte als Mal3 fur die
Zellzahlen, um so die jeweiligen Mengen an Medium fir die Fallung (Methanol/
Chloroform-Fallung) zu bestimmen.

Gemessen wurde in 96 Loch-Mikrotiter-Platten (ELISA-Reader-Platten) im
Doppelansatz, einmal mit 5 pl der Proteinprobe und einmal mit je 2,5 ul Probe und
2,5 pl Lysispuffer. Die Farbelésungen wurden gemafll DC Protein Assay -Handbuch
angesetzt und zugegeben. Nach Durchmischen und 15 Minuten Wartezeit folgte das
Auslesen der Absorptionen bei 650 nm und die Bestimmung der Proteingehalte der
Proben mit Hilfe einer Eichgraden und dem Computerprogramm Ascent Software
Multiscan.
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3.2.3 Methanolprazipitation der Proteine und Vorbereitung der Proben auf die
Gelelektrophorese

Vorbereitend wurden die Proben zuerst mit dem gleichen Volumen Methanol und
20% des totalen Volumens Chloroform durch 30 Sekunden Vortexen gut gemischt.
Das Methanol féllte dabei die Probe. Nach Zentrifugation bei 13000 U/ min fur funf
Minuten bei +4°C in der Biofuge wurde die obere, wassrige Phase vorsichtig
abpipettiert. Dann wurde nochmals das gleiche Volumen Methanol wie beim ersten
Mal zugeflugt, durch Vortexen fir 30 Sekunden wieder gut gemischt und nochmals
bei 13000 U/ min fiir zehn Minuten bei +4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit
einer Vakuumpumpe abgesaugt und das Pellet durfte einige Minuten lufttrocknen.
Nach Resuspendieren des Pellets in BSB-Puffer wurde die Lésung bei +95°C fur funf
Minuten erhitzt. Das im BSB-Puffer im Uberschuss vorhandene Detergens SDS sorgt
in Kombination mit der 95°C-Inkubation fir die Auflosung der Sekundar- und
Tertiarstrukturen der Proteine indem es die Wasserstoffbriickenbindungen aufbrach.
DTT fuhrt zu einer quantitativen Reduktion von Disulfidbricken zu Thiolgruppen und
bewirkt auf diese Weise die Denaturierung der Tertiarstruktur der Proteine in
Kombination mit Detergenzien. Das fuhrt zur Dissoziation der a-Ketten, die dann
beim Nachweis der Vollform von Kollagen XVII durch Western Blot -Analyse eine
Bande bei 180 kDa zeigen.

3.2.4 Diskontinuierliche SDS-PAGE zur Auftrennung der Proteine

Die gelelektrophoretische Auftrennung fand unter denaturierenden (SDS) und
reduzierenden (DTT) Bedingungen wie oben naher erlautert statt. Die SDS-Anionen
binden im definierten Zahlenverhaltnis von etwa zwei Anionen pro Aminosaure an die
Aminosaurereste der Hauptketten. Dabei entsteht ein Komplex, dessen stark
negative Ladung in etwa der Masse des Proteins proportional ist. Die Beweglichkeit
der Proteine im Gel ist dem Logarithmus ihrer Masse direkt proportional (Laemmli
1970).

Das Gel zur Elektrophorese besteht aus langen linearen Polyacrylamidketten, die
durch N,N’-Methylbisacrylamid quervernetzt sind. Die PorengréRe des Gels kann je
nach GroRe der aufzutrennenden Proteine durch den Anteil an beiden Substanzen
variiert werden. Die Polymerisationsreaktion wird durch freie APS-Radikale induziert.

TEMED, das die Entstehung von freien Radikalen katalysiert, beschleunigt diese
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Reaktion. Das diskontinuierliche Gelsystem zeichnet sich durch ein engmaschiges
Trenngel und ein dariber gelagertes weitmaschiges Sammelgel aus. Durch
unterschiedliche Zusammensetzung und unterschiedlichen Puffer-pH wird ein pH-
und Spannungs-Gradient erzeugt. Dies bewirkt eine Fokussierung der Proteine im
oberen Sammelgel, bevor eine Auftrennung in distinkte Banden im unteren
Trenngelabschnitt erfolgt.

Es wurde das Minigel-System von Biometra gemal Tabelle 2 verwendet.

Tabelle 2: Pipettierschema fur Minigele (Biometra)

Trenngel 7 % Sammelgel 4,5 %
2 7,5ml 2 25ml
H.O 3875 ul 1500 pl
Trenngelpuffer 1875 ul 625 pl
Acrylamid/Bisacrylamid 1750 pl 375 ul
TEMED 7,5 ul 2,5 ul
APS 10 % (w/v) 75 pl 25 pl

Fur eine gleichmalige horizontale Trennlinie zwischen den beiden Geltypen
Uberschichtet man das Trenngel nach dem Giel3en mit Wasser bis es nach
spatestens 30 Minuten polymerisiert ist. Nach Absaugen des Wassers,
Uberschichten mit Sammelgel und dessen Polymerisation wurden die Proben
aufgetragen. Zur spateren Molekulargewichtsbestimmung wurden die Proben
maoglichst beidseitig von je 7 pl eines kommerziell erhaltlichen Proteinmarkers
flankiert. Zur Elektrophorese liel3 man die Proben bei einer geringen Stromstarke von
10 mA in das Gel einlaufen und sich da fokussieren. Bei Erreichen des Trenngels
nach etwa zehn Minuten wurde die Spannung erhdht, so dass eine Stromstarke von
25 mA erreicht und fur circa 90 Minuten gehalten wurde, bis die blaue Leitbande aus

dem Gel gelaufen war.

3.2.5 Immunoblot der aufgetrennten Proteine

Fiar den immunologischen Nachweis der im SDS-Gel aufgetrennten Proteine wurden

diese auf eine Nitrozellulosemembran immobilisiert (Towbin et al. 1979). Auf der
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Oberflache von derartigen Membranen sind die Proteine den Reagenzien frei
zuganglich und dabei doch ortlich fixiert. Zum Transfer der Proteine wurden vertikale
Tank-Transfer-Systeme (Biometra, Bio-Rad) benutzt. Der Elektrotransfer erfolgte fur
90 Minuten bei 300 mA.

3.2.6 Proteinnachweis durch Immunodetektion

Die hier verwendete indirekte Methode des Proteinnachweises beruht auf
spezifischen Wechselwirkungen von priméren, polyklonalen proteinspezifischen
Antikorpern (AK) mit markierten, gegen den Primé&r -Antikbrper gerichteten
sekundaren Antikérpern (Bruckner-Tuderman et al. 1995).

Der Nachweis der Vollform von Kollagen XVII in den Extrakten wurde mit primaren,
polyklonalen Antikérpern gegen die Kollagen XVII -Endodoméne (Endo-2)
durchgefuhrt, um exklusiv die Vollform und nicht zusatzlich auch noch die 120 kDa
schwere Kollagen XVII -Ektodoméane nachzuweisen.

Als zusatzliche BezugsgrofRe der Kollagen XVII -Expression wurden die auf
Nitrozellulose transferierten Extraktproteine auf ihre +y-Tubulin -Expression
untersucht. y-Tubulin hat ein Molekulargewicht von 48 kDa. Es ist als Baustein der
Mikrotubuli in jeder Zelle enthalten und wird konstitutiv in konstanten Mal3 produziert.
Somit diente es als allgemeines Mal? fir die Zellproteinproduktion bei der Western
Blot -Analyse und als Bezugsgrofie fur die Kollagen XVII -Expression. Zum Einsatz
kam hier der primare Antikdrper Anti-y-Tubulin.

Die freigesetzte Kollagen XVII-Ektodoméane in den Zellkulturmedien wurde nach
Methanol-Fallung ebenfalls durch Western Blot -Analyse nachgewiesen. Eingesetzt
wurden dabei primdre NC16A-Domanenspezifische Antikdrper, die gegen die
extrazellular gelegene NC16A-Region (Aminosauren 490-566 des Kollagen XVII-
Molekuls) gerichtet sind. Die Quantifizierung der Ektodomanen im Medium wurde
wieder Uber Bezugsetzung zur y-Tubulin-Expression vollzogen.

Der Sekundar-Antikérper kann zur abschlieRenden Kenntlichmachung mit einem
Enzym, einem fluoreszierenden Farbstoff oder einem Metall konjugiert sein (Liddel et
al. 1996). In der vorliegenden Arbeit wurde erstere Methode mit Enzym -gekoppelten
Antikorpern gewahlt. Das konjugierte Enzym, in diesem Fall Alkalische Phosphatase,
setzt ein zugegebenes Substrat entweder zu einem farbigen Niederschlag um oder

katalysiert eine chemilumineszente Reaktion.
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Vor Uberschichtung der Nitrozellulosemembran mit den primaren und sekundéren
Antikodrper-Losungen wurden deren unspezifische Bindungskapazitaten durch eine
30 -mindtige Inkubation mit Milchproteinen (TBS mit 2% Magermilchpulver) auf einer
Schittelplattform bei Raumtemperatur abgeséttigt. Dann wurde die Milch-
Pufferlosung vollstandig entfernt und der primére Antikérper in TBS mit 2%
Magermilch hinzu gegeben. Es folgte die Inkubation der Membran tber Nacht auf
einer Schuttelplattform bei +4°C im Kuhlschrank. Am nachsten Morgen schlossen
sich funf Waschschritte im Blockierungspuffer TBS fur jeweils vier Minuten an. Nach
dem letzten AbgieRBen der Waschlésung erfolgte die Uberfiihrung in die Schale mit
dem sekundaren Antikdrper, der ebenfalls in TBS und 2% Magermilch gel6st vorlag.
Die Inkubationszeit hierin betrug 60 Minuten. AnschlieBend wurde die Membran
zweimal vier Minuten in TBS gewaschen und dann die Detektionsreaktion
ausgefuhrt. Zum Einsatz kamen sekundare, Alkalische Phosphatase (AP) -
gekoppelte Antikorper. Die Immunodetektion beruht auf einer durch AP katalysierten
Umsetzung von NBT und BCIP zu einem violetten Produkt. Die Membran wurde erst
in P3 -Puffer gewaschen und dann mit Farbelésung Uberschichtet. Die Farbelésung
bestand aus 66 pl NBT- und 33 pl BCIP -Stammldsung in 10 ml P3 -Puffer. Die
Membran wurde solange darin inkubiert, bis die detektierten Proteinbanden gut als
braune Anfarbungen auf der Nitrozellulose sichtbar waren. Es zeigten sich Banden
bei 180 kDa (Vollform Kollagen XVII), 120 kDa (gesheddete Ektodomé&ne) und bei 48
kDa (y-Tubulin). Dann wurde die Reaktion durch Umtransferieren in destilliertes
Wasser abgebrochen und die Membran danach trocken und dunkel gelagert.

Zur Auswertung wurden die Nitrozellulosestreifen digitalisiert und die Proteinbanden
Uber die Ermittlung der Flachenintegrale densiometrisch ausgewertet. Die erhaltenen
Werte der Kollagen XVII-Expression und der freigesetzten Ektodomane wurden dann

durch Division mit den y-Tubulin-Banden- Flachenintegralen ins Verhaltnis gesetzt.
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3.3 RNA-Analyse

3.3.1 Isolierung der mRNA aus einer Keratinozyten -Kultur

Um die Expression von Kollagen XVII, seiner Sheddase TACE und dessen
physiologischem Hauptinhibitor TIMP-3 in den Keratinozyten auf mRNA -Ebene zu
ermitteln, wurde die mRNA der angeziichteten NHK-Zellen wie folgt isoliert.

Als Ausgangsmaterial diente je Proband eine konfluente Keratinozytenkultur in einer
25 cm? -Kulturflasche.

Auch die RNA -Extraktion benétigte insgesamt 2,5 Tage Vorlaufzeit, in der die Zellen
mit Ascorbat inkubiert wurden. 48 Stunden vor der Extraktion wurden die Zellen
durch Zugabe von Ascorbat (5 mg pro ml H,O) zur Bildung von Kollagen stimuliert.
Dazu wurden pro 25 cm? -Flasche je 7,5 ml Keratinozyten-Medium mit allen Zusatzen
(1% AA, EGF, BPE) und zusatzlich 75 pl Ascorbat (Stocklésung 10 pl/ ml)
beigegeben. Dann wurde das Medium aus den Zellkulturflaschen abgesaugt und
einmal mit PBS gespult. Nun folgte die Shedding-Assay: Zugabe von 5 ml
Mangelmedium (1% AA, EGF, ohne BPE) mit 50 pl Ascorbat (5 mg pro ml H,O) und
funf Stunden Inkubation bei +37°C im Brutschrank. Das Medium wurde abgesaugt
und wie das in Kapitel 3.2.1 beschriebene Mangelmedium der Proteinextraktion
versorgt. Die Zellen wurden nach Abnahme des Mediums zweimal mit PBS
gewaschen, durch Trypsinisierung vom Flaschenboden gelést und abzentrifugiert
(siehe Kapitel 3.2.1).

Dann folgte die Aufreinigung der totalen RNA-Fraktion mit dem ,QlIAamp RNA Blood
Mini Kit* gemafd Handbuch. Anschliel3end wurde die enthaltene RNA -Konzentration
photometrisch bestimmt. Eine typische Saugerzelle enthalt etwa 10-30 pg Gesamt-
RNA, wovon jedoch nur etwa 1 - 1,5% auf mRNA fallen. Die mRNA -Menge spaltet
sich in bis zu 30.000 verschiedene Arten auf, von denen einige nur noch in sehr
geringer Kopienzahl vorliegen. Daher ist eine hohe Effektivitdt der RNA -Isolation
wichtig, damit der gesuchte mRNA -Typ am Ende mit hoher Wahrscheinlichkeit

vorhanden ist.
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3.3.2 Photometrische Bestimmung der Konzentration und Reinheit der

Nukleinsauren

Die Konzentration der RNA wurde photometrisch bestimmt. Die Purin- und
Pyrimidinbasen der Nukleinsauren besitzen ein Absorptionsmaximum bei einer
Wellenlange von 260 nm. Eine Konzentrationsbestimmung von RNA und DNA erfolgt
durch Bestimmung der Extinktion in diesem Wellenl&angenbereich. Eine optische
Dichte (OD) entspricht hierbei 33 pg/ ml einzelstrangiger RNA, bzw. 40 pg/ ml
einzelstrangiger DNA oder 50 pg/ ml doppelstrangiger DNA (hyperchromatischer
Effekt). Zur Reinheitsbestimmung der gewonnenen Nukleinsduren bezieht man das
Absorptionsmaximum der aromatischen Aminosauren von Proteinen, welches bei
280 nm liegt, mit ein. Der Quotient OD2s0/ OD2go gibt somit einen relativen Wert fur
die Reinheit der Proben an. Der Wert einer reinen RNA-L6sung betragt 2,0 (einer
reinen DNA-LOsung 1,8). Ist die Nukleinsaureldsung mit Protein kontaminiert ist der
Wert signifikant kleiner (circa 1,5 bei 50 %iger Protein/ DNA-L6sung).

3.3.3 RT-PCR
Mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase, einer RNA -abhangigen DNA-

Polymerase aus Retroviren, ist es mdglich, DNA -Kopien von mRNA -Matrizen
herzustellen. Diese komplementdare DNA (cDNA), welche nur die kodierten
Sequenzen der genomischen DNA enthalt (Taylor et al. 1976), kann dann ihrerseits
als Template in Polymerase-Ketten-Reaktionen mit DNA-abhéangigen DNA-
Polymerasen eingesetzt werden. Mit Hilfe der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)
konnen geringe Mengen spezifischer DNA-Fragmente mittels geeigneter Primer und
einer hitzestabilen Polymerase effizient vervielfaltigt werden (Saiki et al. 1988).
Template fir die RT-PCR war mRNA, von der je Probe 100 ng eingesetzt wurde. Die
Mischungen wurden gemall dem ,Titan One-step RT-PCR Kit* -Handbuch wie in

Tabelle 3 angegeben zusammen pipettiert.
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Tabelle 3: Pipettierschema fur die RT-PCR

Mastermix 1: pl Mastermix 2: pl
Template-RNA (X= 100 ng) X 5 -fach Puffer 10
Primer-foreward 10 pM 1 dNTP-freies Wasser 14
Primer-reversed 10 uM 1 Enzym-Mix 1
dNTP 4
DTT LOsung 2,5
Wasser ad iniect. Y
RNAse Inhibitor 0,3
25 pl total 25 pl total

Nach Vereinigung und Durchmischung beider Ansatze auf Eis im sogenannten Kalt-
Start-Verfahren wurde die RT-PCR in einem Schritt in einem Thermocycler
durchgefuhrt. Insgesamt wurden im Rahmen dieser Arbeit unabhéangige
Doppelansatze fur jede Probe durchgefuhrt. Die PCR-Bedingungen sind im
Folgenden aufgefuihrt, wobei die Annealing-Temperaturen der verwendeten
Primerpaare experimentell bestimmt wurden. Die Amplifikation erfolgte in 31 Zyklen.
Die komplette RT-PCR dauerte circa 100 Minuten.

RT-Reaktion: 50°C 30 min
PCR: Denaturation 94°C 2 min
31 Zyklen: Denaturation: 94°C 30 sec
Annealing: 60°C 30 sec
Extention: 68°C 45 sec
Elongation 68°C 10 min

Abklhlung 4°C

Die verwendeten Primer, aufgelistet in Tabelle 4, wurden bei Biomers.net GmbH
Ulm/ Deutschland, hergestellt und die Spezifitat durch Sequenzierung aller
Amplifikate verifiziert. Der Primer fur Kollagen XVII liegt im 5 -Bereich auf der mRNA,
also im N-terminalen Bereich des Typ ll-orientierten Transmembranmolekils und
kodiert so die Endodoméne von Kollagen XVII. Der ADAM-17-Primer liegt im 3'-
Bereich von TACE, also naher am C-Terminus des Typ I-orientierten

Transmembranproteins und kodiert so die Endodomane von TACE. Die restlichen
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Primer fur die Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH), TIMP-3, tPA
und uPA liegen relativ mittig in der kodierten Region der jeweiligen Proteine.

Die entstandenen DNA -Fragmente wurden im Anschluss fur Kollagen XVII, TACE,
TIMP-3 und GAPDH, bzw. fur tPA und uPA, gelelektrophoretisch aufgetrennt und
densiometrisch ausgewertet.

Die Amplifikate der GAPDH wurden dabei als Bezugspunkt fur die Zellzahl
eingesetzt, da GAPDH ubiquitér in jeder Zelle im gleichen Mal3 konstitutiv exprimiert
wird. GAPDH ist an der Glykolyse beteiligt, einem Teil des Glucose-Katabolismus der
Zelle. Dieser Abbauweg der Kohlenhydrate im Rahmen des Stoffwechsels findet im
Cytosol der Zellen statt. GAPDH ist ein Enzym dieses Abbaus und oxidiert mit einem
Coenzym die Carbonyl-Gruppe zur Carboxyl-Gruppe, d.h. den Ubergang vom
Zucker(-Phosphat) zum Carbonséaure(-Phosphat).

Tabelle 4 : Auflistung der Primer, die in der vorliegenden Arbeit Verwendung fanden.

Ziel- Bezeichnung Fragment Region Sequenz Annealing-
molekil groRe Temp
Kollagen | Endo-2_Screen F 1203-1224 |5 -cag cgg gaa ggt ctt tac agc c-3° 60°C

XVII

Endo-2_Screen R | 302 bp 1505-1486 |5 -cac ttc cac cag ctg cag ca-3’ 60°C
ADAM- | TACE-HIN-F 2132-2153 |5 -gac cag ctg agc atc aat act t-3 60°C

17
(TACE) | TACE-HIN-R 352 bp 2484-2463 |5 -tcg tcc ata tgt gag tct gtg c-3° 60°C
TIMP-3 | TIMP3KZ-F 1381-1404 |5 -aag cag atg aag atg tac cga ggc-3’ 60°C

TIMP3KZ-R 326 bp 1707-1686 |5 -acc gaa att gga gag cat gtc g-3’ 60°C

GAPDH | h-GAPDH-F 445-467 5"-gga gcc aaa agg gtc atc atc tc-3° 62°C
h-GAPDH-R 185 bp 629-607 5°-gtc atg agt cct tcc acg ata cc-3’ 62°C

tPA tPA-F 1381-1404 |5 -ggc tgt gga cag aag gat gt-3° 60°C
tPA-R 234 bp 1707-1686 |5 -tgc act ctt ccc tct cct gt-3° 60°C

uPA uPA-F 1707-1686 |5 -agg ctc tgc aca gat gga tt-3° 62°C
uPA-R 197 bp 1707-1686 |5 -atg ccc tgc cct ttt taa ct-3° 62°C
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3.3.4 Agarosegel -Elektrophorese zur Auftrennung der cDNA-Fragmente

Die elektrophoretische Auftrennung der im vorherigen Schritt produzierten
Nukleinséduren basierte auf der negativen Ladung ihres Zucker-Phosphat-Ruckrats,
wodurch sie in einem elektrischen Feld in Richtung Anode wanderten. Die
Beweglichkeit eines doppelstrdngigen Fragments ist in etwa umgekehrt proportional
zum Logarithmus seiner Grol3e (Helling et al. 1974). Durch Einsatz eines geeigneten
kommerziell erhaltlichen Proteinmarkers am Rand der Proben lasst sich die Grol3e
der aufgetrennten Fragmente leicht bestimmen. Die Visualisierung erfolgte durch
Ethidiumbromid, das in den DNA-Doppelstrang interkalliert und bei Bestrahlung mit
UV-Licht der Wellenlange 260 nm zu orangefarbener Fluoreszenz angeregt wird. Da
DNA-Fragmente der GroR3e 180-350 bp erwartet wurden benutze man ein 1% -iges
Agarosegel, das mit TBE -Puffer unter Zugabe von 0,01% Ethidiumbromid
hergestellt wurde.

8 ul der PCR -Produkte wurden mit jeweils 1,5 yl Schwerepuffer versetzt, als
GroRRenmarker wurde eine ,,100 bp Oligonukleotid -Leiter* verwendet. Die Gele liefen
30 Minuten bei einer Spannung von 120V.

Danach wurden die Gele mit einem Photodokumentationssystem bei 260 nm
abphotographiert und als Bild abgespeichert. So konnten spater alle Bilder
gleichzeitig mit Hilfe des Computerprogramms ,Gel -Pro Analyzer* der Firma Media
Cybernetics, Siver Spring (USA), densiometrisch bearbeitet und ausgewertet

werden.

3.4 Statistik

Die Versuchsergebnisse sind als Medianwerte mit Variationsbreite (R) angegeben,
wobei n die Anzahl der jeweils eingesetzten Proben wiedergibt. Die Uberpriifung der
Daten auf Normalverteilung (mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test fur kontinuierliche
Variable und dem Chi-Quadrat-Test fur diskrete Variable) ergab zum Teil nicht-
normalverteilte Stichproben. Deshalb wurde zur Prifung der Signifikanz der nicht-
parametrische zweiseitige Mann-Whitney-U-Test flr ungepaarte Stichproben
angewandt. Ein Ereignis mit der Irrtumswahrscheinlichkeit <5 % (p < 0,05) wurde als
signifikant betrachtet. Signifikante Differenzen sind im Text erw&hnt und in den

Abbildungen gekennzeichnet.
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Kapitel 4
Ergebnisse

Fir diese Studie konnten Hautproben von 38 humanen Probanden gewonnen
werden. Die Versuchsgruppe der jungen Probanden war ausschlief3lich mannlich und
im Median (Variationsbreite) 3 Jahre (1-12) alt. Die Gruppe der alten Probanden war
im Median (Variationsbreite) 67 Jahre (51-92) alt, wobei die 6 Frauen mit im Median
73 Jahren (56-92) deutlich, aber nicht signifikant, &lter waren als die 17 Manner mit
im Median 66 Jahren (51-90).

4.1 Immundetektion der Vollform von Kollagen XVII und seiner

l6slichen Ektodomaéane

Kollagen XVII existiert in zwei Formen: als membrangebundenes, Typ Il orientiertes
Transmembrankollagen mit einem Molekulargewicht von 180 kDa und als I6sliche
120 kDa schwere Ektodomane. Die l6sliche Ektodomane wird durch Proteolyse von
der Zelloberflache freigesetzt und besteht aus 15 unterschiedlich grofRen
Kollagendoménen, die von nicht -kollagenen Sequenzen unterbrochen werden. Der
Nachweis beider Formen erfolgte durch Western Blot —Analyse.

Fur die Western Blot -Analyse der Keratinozytenextrakte wurden normalisierte
Volumina mit jeweils 20 pg Gesamtprotein -Anteil verwendet. Nach der Auftrennung
auf einem 7 %igen SDS-Gel wurden die Proben auf Nitrocellulose tbertragen und
mit Hilfe von domanenspezifischen Kollagen XVII -Antikorpern visualisiert. Abbildung
4 zeigt einen reprasentativen Immunoblot von Zellextrakten und Zellkulturmedien der
NHK-Zellen.
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Abbildung 4: Western Blot -Analyse von Zell-Extrakten und konzentrierten Zellkulturmedien
aus humanen Keratinozyten.

Zellextrakte: Reihe 1-3 zeigt einen Western-Blot mit NHK-Zellextrakten, der einer Immundetektion mit
Endo-2- und y-Tubulin-Antiserum unterzogen wurde. Es treten je Bahn zwei deutliche Banden auf. Die
obere Bande auf Hohe 180 kDa ist Kollagen XVII und die untere Bande liegt bei 48 kDa und entspricht
v-Tubulin.

Zellkulturmedien: In Reihe 4-6 wurden die Proteine aus dem Zellkulturmedium mit NC16A-
Antikérpern inkubiert. Die Banden auf der Hohe von 120 kDa entsprechen der gelésten Ektodoméane
von Kollagen XVII.

Von den insgesamt fir diese Studie zur Verfiigung stehenden 38 Hautproben wurden
bei 14 jungen und 22 alten Proben auswertbare Ergebnisse erzielt. Die Ergebnisse
der Proteinextrakte und -medien von 2 Proben wurden aufgrund verwischter
Immunoblotbahnen verworfen und kamen in der Proteinanalyse nicht zur

Auswertung.

4.1.1 Nachweis der Vollform des Kollagen XVII als Mal3stab der Expression

Die Nitrozellulosestreifen der Extrakte aus der Western-Blot-Analyse wurden
digitalisiert und die Proteinbanden Uuber die Ermittlung der Flachenintegrale
densiometrisch ausgewertet. In Tabelle 5 und Abbildung 5 sind die so erhaltenen
Relativwerte der Kollagen XVII -Expression dargestellt. Fur die Kollagen XVII -

Expression zwischen der jungen und der alten Versuchsgruppe ergaben sich keine
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signifikanten Unterschiede. Auch im Vergleich der Expression von Mannern zu

Frauen wurden keine Differenzen ermittelt.

Tabelle 5: Nachweis der Vollform des Kollagen XVII.

Eingesetzte Zellextrakte, n=36 Kollagen XVII -Expression
Median R

NHK der jungen 6,57 3,10-13,02

Versuchsgruppe, n=14

NHK der gesamten alten 6,72 3,75-15,20

Versuchsgruppe, n= 22

NHK der alten mannlichen 6,72 3,75-15,20

Teilgruppe, n=16

NHK der alten weiblichen 6,58 4,82-9,96

Teilgruppe, n=6

Zur Immundetektion wurden die Zellextrakte von insgesamt 36 Probanden untersucht. Die 14 jungen
Probanden (Alter <12 Jahren) waren alle mannlich, von den 22 alten Probanden (Alter >50 Jahre)
waren 16 mannlich und 6 weiblich. Die in Spalte 2 dargestellten Medianwerte der Bandenstarken
stellen Relativwerte, Kollagen XVII-Bandenstérke dividiert durch die y-Tubulin-Bandenstéarke, dar. Zu
jedem Wert wurde die Variationsbreite (R) in Spalte 3 mit angegeben.

10

EJung, n=14
OAIlt, n=22

Abbildung 5: Vergleich der Kollagen XVII -Expression in humanen Keratinozyten von jungen
und alten Probanden.

Die reprasentative Abbildung der Ergebnisse dieses Versuchsabschnittes zeigt die Mediane der
Kollagen XVII -Expression der gesamten jungen und alten Probanden aus Tabelle 5 im Vergleich. Es
konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den jungen und alten Keratinozyten ermittelt werden.
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4.1.2 Immundetektion der freigesetzten loslichen Kollagen XVII -Ektodomane

im Zellkulturmedium als Nachweis des Sheddings

Die freigesetzte Kollagen XVII-Ektodoméne in den Zellkulturmedien wurde nach
Methanol-Fallung ebenfalls durch Western Blot -Analyse nachgewiesen. Zum Einsatz
kamen dabei NC16A-Domanenspezifische Antikorper, die gegen die extrazellular
gelegene NC16A-Region (Aminoséduren 490-566 des Kollagen XVII-Molekiils)
gerichtet sind. Die Antikdrper visualisieren eine Proteinbande bei 120 kDa auf der
Nitrozellulose.

Die Freisetzung der Ektodoméne erfolgt hauptsachlich durch eine ebenfalls
membrangebundene Disintegrin-Metalloproteinase, genauer das TNF-a converting
enzyme (TACE). Das Vorhandensein der Ektodomane im Medium zeigt daher an,
dass die Vollform des Kollagen XVII prozessiert ,geshedded” wurde. Vermindertes
oder vermehrtes Auffinden der Ektodomane im Medium ist also ein indirektes Mal3
fur die Prozessierungsrate von Kollagen XVII. Die Quantifizierung der Ektodoméanen
im Medium wurde wiederum densiometrisch durchgefuhrt, wobei die ermittelten
Werte mit den zuvor ermittelten Werten der y-Tubulin -Expression ins Verhaltnis
gesetzt wurden. Tabelle 6 zeigt eine Aufstellung aller ermittelten Werte.

Bei den Keratinozten der alteren Probanden konnte ein signifikant (p<0,05) erhdhtes
Auftreten der Ektodomanen im Medium nachgewiesen werden (Abbildung 6). Hierbei
stellte sich auch heraus, dass die Keratinozyten der weiblichen Probanden im
Vergleich zu den Keratinozten der Manner signifikant mehr shedden (Abbildung 7,
p<0,01).
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Tabelle 6: Nachweis der Kollagen XVII -Ektodoméane im Medium.

Eingesetzte Medien, n=36 Ektodomé&ne im Medium
Median R
Gesamte junge Versuchsgruppe, n=14 2,67 1,03-6,93
Gesamte alte Versuchsgruppe, n=22 4,07 1,67-6,78
Teilgruppe der alten M&nner, n=16 3,80 1,67-6,78
Teilgruppe der alten Frauen, n=6 5,59 4,82-5,81

Zur Immundetektion wurden insgesamt Keratinozytenmedien von 36 Probanden untersucht. Die 14
jungen Probanden (Alter <12 Jahren) waren alle ménnlich, von den 22 alten Probanden (Alter >50
Jahre) waren 16 mannlich und 6 weiblich. Spalte 2 zeigt die Mediane der detektierten Ektodoméane im
Medium. Es sind Relativwerte, berechnet aus den densiometrisch bestimmten Werten der
Ektodomane dividiert durch die Werte von v -Tubulin der gleichlang belichteten Extrakt -Nitrozellulose.
Zu jedem Medianwert wurde die Variationsbreite (R) berechnet.

4,5

3,5

2,5 EJung, n=14

OAlt, n=22

15

0,5

Abbildung 6: Nachweis der Kollagen XVII-Ektodomé&ne im Zellkulturmedium.

Die Abbildung zeigt die Medianwerte des Ektodomanen-Sheddings der Keratinozyten der gesamten
jungen und alten Probanden aus Tabelle 5. Beim Vergleich der jungen mit der alten Versuchsgruppe
wird ein signifikant (p<0,05) vermehrtes Shedding bei den Keratinozyten der Alteren beobachtet.
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EAlte Manner, n=16
OAlte Frauen, n=6

Abbildung 7. Vergleich des Ektodomanen-Sheddings von Keratinozyten alter Manner zu

Keratinozyten alter Frauen.

Die Abbildung zeigt die Medianwerte des Ektodomé&nen-Sheddings der Keratinozyten der alten
Probanden aus Tabelle 5 im Geschlechtervergleich. Beim Vergleich zeigt die weibliche
Versuchsgruppe signifikant (p< 0,01) vermehrtes Shedding.

4.2. Nachweis der mRNA-Expression

4.2.1 RT-PCR-Nachweis der Vollform des Kollagen XVII, seiner Protease TACE
und deren Inhibitor TIMP-3

Von jeder Probe wurden 100 ng totale RNA fur die RT-PCR Reaktion eingesetzt. Die
entstandenen DNA -Fragmente wurden fir Kollagen XVII, TACE, TIMP-3 und die
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) gelelektrophoretisch
aufgetrennt und densiometrisch ausgewertet. Alle der Studie zur Verfigung
gestellten 38 Hautproben konnten auf mMRNA-Ebene ausgewertet werden. Abbildung

8 zeigt ein reprasentatives Gel.
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M 1 2 3 4 M

Kollagen XVII TACE TIMP-3 GAPDH

Abbildung 8: Reprasentatives Bild eines Agarosegels mit den spezifischen DNA-Amplifikaten.

M: 100-bp-DNA-Marker, Bahn 1: Kollagen XVII, Bahn 2: TACE, Bahn 3: TIMP-3, Bahn 4. GAPDH.
Jeweils 8 pl des PCR-Ansatzes wurde auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen. Die einzelnen Signale
wurden densiometrisch ausgewertet.

In Tabelle 7 sind die Ergebnisse aller mRNA -Expressionen dargestellt. Die
densiometrische Auswertung der Ergebnisse konnte keinen signifikanten
Unterschied zwischen der Kollagen XVII-Expression der jungen und der alten
Versuchsgruppe aufzeigen. Auch ein Vergleich alter Ménner zu alten Frauen ergab
keinen signifikanten Unterschied.

Die mRNA-Expressionen von TACE und dem Inhibitor TIMP-3 zeigten ebenfalls
keine altersabhéngigen Unterschiede. Bei der Ermittlung dieser Expressionen zeigte
sich jedoch eine sehr starke individuelle Streuung bei den ermittelten Werten, so
dass der Probenumfang fir eine abschlielende Aussage mdglicherweise zu klein

war.
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Tabelle 7: Relative Expression von Kollagen XVII, TACE und TIMP-3 in Keratinozyten aller

Probanden.

Eingesetzte RNA- Kollagen XVII TACE TIMP-3
Proben

Median R Median R Median R

Junge Versuchsgruppe,| 1,39 |0,75-2,03| 0,89 | 0,06-1,64 | 0,78 |0,04-1,42
n=15

Alte Versuchsgruppe 1,60 |1,02-432| 055 |0,00-3,23| 0,19 |0,00-3,89

gesamt, n=23

Teilgruppe der alten 1,60 |1,034,32| 0,42 |0,00-3,23 | 0,13 |0,00-3,89
Manner, n=17
Teilgruppe der alten 1,90 |1,02-251| 0,79 |0,10-1,09| 0,76 |0,18-1,71
Frauen, n=6

Zur RT-PCR wurden insgesamt 38 Proben eingesetzt. Die 15 jungen Probanden (Alter <12 Jahren)
waren alle mannlich, von den 23 alten Probanden (Alter >50 Jahre) waren 17 mannlich und 6 weiblich.
Die dargestellten Medianwerte der Bandenstarken der jeweiligen Amplifikate sind Relativwerte,
berechnet aus den densiometrisch ausgewerteten Banden von Endo-2-/ TACE-/ TIMP-3- dividiert
durch die GAPDH-Bande. Zu jedem Median wurde die Variationsbreite (R) ermittelt.

4.2.2 Nachweis der mRNA -Expression von den Plasminogenaktivatoren tPA
und uPA

Da eine Plasminaktivierung zu einer verstarkten Produktion der Kollagen XVII-
Ektodoméane (die C-terminal trunkierte 97 kDa-Form) fihren kann, wurden in einem
zusatzlichen Ansatz alle Proben der mannlichen Probanden auf die Expression der
beiden Plasminogenaktivatoren (PA), dem ,Urokinase-type“ (uPA), bzw. dem
~Tissue-type“ (tPA), studiert (aus Kostengriinden konnten die weiblichen Proben
nicht untersucht werden). Je Durchlauf wurden auch wieder 100 ng totale RNA als
Ausgangsprobe und die GAPDH -Expression als Bezugsgrofie eingesetzt.
Abbildung 10 zeigt ein reprasentatives Gel der Amplifikate nach RT-PCR.

Hierbei konnte ein signifikanter Unterschied zwischen der uPA-Expression der
jungen und der alten Méanner (p<0,05) festgestellt werden. Die Medianwerte dazu
fasst Tabelle 8 zusammen. Diese erh6hte uPA -Expression bei der alteren Gruppe ist

in Abbildung 11 bildlich dargestellt. Auch bei der Ermittlung dieser Expressionswerte
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zeigten sich wieder starke individuelle Schwankungen, was an den grof3en

Variationsbreiten ersichtlich wird.

bp
400 -

300 -

200 -

100 -

Abbildung 9: Reprasentatives Agarosegel der Amplifikate fir die Plasminogenaktivatoren.

M: 100-bp-DNA-Marker, Bahn 1+4: tPA, Bahn 2+5: uPA, Bahn 3+6: GAPDH. Jeweils 8 ul pro RT-
PCR-Reaktion wurden auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen. Aufgetragen sieht man links (Bahn 1-
3) die DNA-Amplifikate aus der RNA eines jungen, rechts (Bahn 4-6) aus der RNA eines alten
Probanden. Die Gele wurden photographiert, digitalisiert und die Banden densiometrisch ausgewertet.
Die Flachenintegrale der tPA- und uPA-Werte wurden mit denen fir die GAPDH ins Verhaltnis
gesetzt. Auf diesem Gel wird bei beiden Probanden tPA deutlich schwéacher exprimiert als uPA.
Auffallend ist die deutlich starkere uPA -Expression beim alteren Probanden (Bahn 5) im Vergleich zu
dem jiingeren (Bahn 2).

Tabelle 8: Nachweis der tPA- und uPA-Expression.

RNA-Proben Tissue-type Urokinase-type
Plasminogenaktivator | Plasminogenaktivator
n=32
Median R Median R
Junge Probanden, n=15 0,02 0,00-0,53 0,77 0,31-1,14
Alte Probanden, n=17 0,00 0,00-0,45 0,94 0,18-2,01

Zur Ermittlung der Expressionswerte durch RT-PCR wurden insgesamt 32 mannliche Personen
untersucht, 15 junge Probanden (Alter <12 Jahren) und 17 alte Probanden (Alter >50 Jahre). Die
dargestellten Werte stellen Medianwerte der tPA- und uPA-Signale im Verhéltnis zum GAPDH-Signal
dar. Zu jedem Wert wurde die Variationsbreite (R) mit angegeben.



Ergebnisse 44

15
1
EJung, n=15
OAIt, n=17
0,5
0

Abbildung 10: Nachweis der Urokinase-type Plasminogenaktivatoren -Expression.

Die Abbildung zeigt die Mediane der uPA -Expression der jungen und alten Probanden aus Tabelle 3
im Vergleich. Die altere Versuchsgruppe zeigt eine signifikant erhéhte uPA -Expression im Vergleich
zu den jungeren Probanden (p<0,05).
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Kapitel 5

Diskussion

5.1 Kollagen XVII -Expression im Alter

Kollagen XVII spielt eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der Struktur von
Hemidesmosomen (Zillikens et al. 1999; Franzke et al. 2003) und damit bei der
dermoepidermalen Haftung. Da die Blasenbildung beim Bullésen Pemphigoid auf der
Bildung von hochaffinen Autoantikérpern gegen Kollagen XVII beruht, wurde eine
eventuell erhdhte Kollagen-XVII-Expression im Alter vermutet. Diese Erhéhung bei
alteren Menschen konnte Veradnderungen in der Biologie des Kollagen XVIi
verursachen oder gar das Erreichen des Hypersensibilisierungs-Schwellenwertes
ermdglichen.

In der vorliegenden Arbeit konnten in den Keratinozyten jedoch keine signifikanten
Unterschiede der Kollagen XVII-Expression auf mRNA- und Protein-Ebene
nachgewiesen werden. Alte wie auch junge Keratinozyten exprimierten &hnliche
Mengen an Kollagen XVII. Kein Unterschied wurde auch im Geschlechtervergleich
nachgewiesen. Die in dieser Arbeit gesammelten Daten sprechen somit daflr, dass
altersabhangige Expressionsunterschiede des Kollagen XVII nicht zu der Entstehung

des Bullésen Pemphigoids beitragen.

5.2 Vermehrtes Shedding von Kollagen VXII im Alter

Kollagen XVII existiert in zwei Formen: als Vollform, bestehend aus drei o-Ketten von
180 kDa, und als I6sliche Ektodoméane aus drei o-Ketten der Grof3e von 120 kDa
(Hirako et al. 1998; Schacke et al. 1998). Beide Formen sind in Hautextrakten
nachgewiesen worden (Schacke et al. 1998). Die Blasenbildung beim Bullésen
Pemphigoid ist dabei Folge der Bildung hochaffiner Autoantikbrper gegen zwei
Strukturproteine von Hemidesmosomen, das intrazellulare Plaqueprotein BP-230 und
das BP-180 (Kollagen XVII), wobei Kollagen XVII vermutlich als Hauptautoantigen
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fungiert. Dieses konnte auch in einem Mausmodell des Bulldsen Pemphigoids
nachgewiesen werden, in dem Blasenbildung nach subkutaner Injektion von
Kollagen XVII-Antikérpern induziert werden konnte (Liu et al. 1993). Die im
Zusammenhang mit der Erkrankung des Bulldsen Pemphigoids auftretenden
gewebsgebundenen und zirkulierenden IgG-Autoantikorper sind dabei hauptsachlich
gegen Epitope innerhalb der NC16A-Region und in 30% gegen den C-Terminus der
Ektodoméane gerichtet. Wie Zillikens et al. (1997) belegen konnte, binden die IgG-
Autoantikdrper dabei an vier bestimmte Epitope der 45 Aminosduren in dem N-
terminal gelegenen Ende der NC16A -Doméane. Die 31 Aminosduren am C-
terminalen Ende der NC16A -Region spielen dabei wohl keine Rolle (Zillikens et al.
1997). Sowohl die Vollform als auch die abgeloste Ektodomane wird von
zirkulierenden 1gG- und IgA -Antikdrpern detektiert (Schumann et al. 2000). Zur
subepidermalen Blasenbildung ist der Adhasionsverlust der Keratinozyten von der
Basalmembran essentiell. Die alleinige Bindung von Autoantikdrpern fihrt jedoch
noch nicht zur Blasenbildung und damit zur Autoimmundermatose. Zusatzlich ist das
Einwandern von Entziindungszellen in die Haut und die Freisetzung verschiedener
Entzindungsmediatoren einschliel3lich Zytokinen und Proteasen eine zwingende
Voraussetzung (Zone et al. 1990; Schumann et al. 2000). Die derzeitige Hypothese
ist, dass hierbei die Proteasen aus den rekrutierten Immunzellen wichtig sind, wie
z.B. die Plasminogenaktivatoren, die indirekt durch eine Enzymaktivierungskaskade
einwirken oder die humane Leukozytenelastase (HLE), die zur direkten Degradation
der subepidermalen Adhasionproteine beitragt (Liu et al. 2005). An dem Verlust der
dermo-epidermalen Adhasion konnte aber auch das Kollagen XVII -Shedding
beteiligt sein, das im normalen Rahmen physiologische Zellprozesse, wie die
Zellteilung, die Zellmigration und die Keratinozyten-Differenzierung ermdglicht. Wenn
das Shedding jedoch in vermehrtem Umfang auftritt, kbnnte es an der Entstehung
des Bulldsen Pemphigoids beteiligt sein. Zum einen konnte dies zur direkten
Entstehung der Blasen fiihren, beispielsweise durch vermehrte Destabilisation der
Hemidesmosomen als Folge vermehrten Kollagen XVII -Shedding. Zum anderen und
eher wahrscheinlich ist die Annahme, dass das vermehrte Shedding zu einer
Akkumulation der Ektodomane im Korper fiihrt, was eine Uberschreitung der
Hypersensibilisierungsschwelle und die Auslosung der Autoimmunantwort gegen

Kollagen XVII zur Folge hat. Diese Annahme wird auch dadurch erhartet, dass die
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Kollagen XVII-Ektodomane eine aulRerordentliche Stabilitit gegen Degradation
aufweist (Schacke et al. 1998; Franzke et al. 2002).

Die dieser Arbeit unter anderem zu Grunde liegende Frage war darum, ob das
Shedding bei alten Probanden vermehrt stattfindet und so eventuell in die Pathologie
des Bulldsen Pemphigoids involviert ist. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass
Keratinozyten von Probanden >50 Jahren signifikant mehr freie Ektodomé&nen
abgeben (shedden) als Keratinozyten von Probanden <12 Jahren. Dies korreliert mit
vielen Literaturangaben, die das BP als Alterskrankheit des Menschen beschreiben.
Wahrend die Haufigkeit des Auftretens im Alter <60 Jahren bei 0,6 Fallen pro Million
Einwohner und Jahr liegt, erkranken in der Altersklasse >90 Jahren knapp 400
Personen pro Million Einwohner jedes Jahr neu (Jung et al. 1999).

In der vorliegenden Arbeit konnte auch gezeigt werden, dass Keratinozyten von
Frauen im Alter >50 Jahren signifikant erhdhtes Kollagen XVII -Shedding aufweisen
als Manner im Alter >50 Jahren. Das kdnnte zum einen an dem Stichprobenumfang
der Frauen liegen, der ein um 7,4 Jahre erh6htes Durchschnittsalter gegentber den
Mé&annern aufweist, was ja die Wahrscheinlichkeit des Auftretens von BP erhdht oder
zum anderen mit einer verstarkten Anfalligkeit alterer Frauen flir das Auftreten eines
Bulldsen Pemphigoids in Zusammenhang stehen. Letztere Annahme wird durch die
Ergebnisse von Nanda et al. (Nanda et al. 2004; Nanda et al. 2006) bestarkt. Jedoch
sollte erwdhnt werden, dass eine andere Studie sogar eine leichte Préavalenz des

Bullésen Pemphigoids bei Mannern nachgewiesen hat (Jung et al. 1999).

5.3 Die Expression der Sheddase TACE und ihres Inhibitors
TIMP-3 ist altersunabhéangig

Eingehende zellbiologische und biochemische Untersuchungen haben gezeigt, dass
die Ektodomane von Kollagen XVII hauptsachlich durch ADAM-17, auch TACE
(TNF-a converting enzyme) genannt, freigesetzt wird (Franzke et al. 2002). Ihr
physiologischer Hauptinhibitor ist TIMP-3 (Tissue-inhibitor of metalloproteinases 3)
(Amour et al. 1998).

Die gesteigerte Kollagen XVII-Sheddingrate kdnnte gegebenenfalls auf Grund einer
erhohten Expression von TACE oder durch eine verringerte Expression seines
Hauptinhibitors TIMP-3 ausgelost werden. Die Daten dieser Studie haben jedoch

keine signifikanten altersabhangigen Veranderungen der mRNA -Expression von
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TACE oder TIMP-3 nachweisen kdnnen. Aus finanziellen (teure Antikérper gegen
TACE und TIMP-3) und zeitlichen Grinden konnte leider keine Western Blot -
Analyse der Expression auf Proteinebene durchgefiihrt werden, so dass die Frage,
ob das gesteigerte Shedding mdglicherweise auf posttranslatorischer Regulation der
TACE- oder TIMP-3-Proteine beruht, in dieser Studie nicht beantwortet werden
konnte. Diese Moglichkeit ist gerade fir TACE nicht unwahrscheinlich, da diese
Disintegrin-Metalloprotease als inaktive Proform exprimiert wird und dann durch Furin
-Konvertasen aktiviert werden muss (Franzke et al. 2004). Somit kdnnte eine
verstarkte Aktivierung der TACE-Proformen die hohere Sheddingrate in den
Keratinozyten der alteren Probanden auslosen. Eine verstarkte Abbaurate (turnover)
des TIMP-3 -Proteins hatte den gleichen Effekt zur Folge.

Als vorlaufiges Ergebnis kann nur festgestellt werden, dass das gesteigerte
Shedding der Alteren nicht direkt durch die Expression von TACE oder TIMP-3 auf
RNA-Ebene reguliert wird, sondern hochstens auf postranskriptionaler Ebene. Oder
es spielen bis jetzt noch unbekannte Enzyme/ Inhibitoren oder Steuerungsvorgange

eine Rolle. Diese Fragen erfordern zu ihrer Klarung weitere Untersuchungen.

5.4 Die Expression der Plasminogenaktivatoren ist nur teilweise
altersabhéangig

In dieser Studie wurde noch die mMRNA-Expression von Plasminogenaktivatoren (PA)
mitberlcksichtigt, da stark erhéhte Plasmin- und Plasminogenaktivatoren-Spiegel in
Blasenflussigkeit von BP-Patienten beschrieben wurden (Schmidt et al. 2004). Es
zeigte sich, dass die Bindung Kollagen XVllI-spezifischer Autoantikérper die
Freisetzung von tPA aus Keratinozyten induziert, und es damit zu einer verstarkten
Plasminaktivierung kommt (Schmidt et al. 2004).

Unser Ansatz sollte die Frage klaren, ob erhdhte Plasminogenaktivatoren-Spiegel im
Alter auf mMRNA -Ebene nachzuweisen sind. Falls das der Fall ware, kdnnten sie zu
einer Erhéhung von aktiviertem, katalytisch aktivem Plasmin fihren und dadurch
indirekt zur erhdhten Freisetzung des Antigens LABD97 beitragen. In Pilotversuchen
an kultivierten Keratinozyten konnte gezeigt werden, dass Zugabe von Plasmin direkt
eine verstarkte Abgabe des LABD97 verursacht und Plasmin somit unter
pathologischen Bedingungen potentiell als ,Kollagen XVII -Sheddase” fungieren kann

(Franzke, unpublizierte Ergebnisse). Erreicht man dabei den Schwellenwert fir die
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Hypersensibilisierung, so ware dies ein weiterer Baustein auf dem Weg zur
Ursachenfindung fur das Auftreten des Bulldsen Pemphigoids.

Die in dieser Arbeit gewonnenen Daten zeigen keinen signifikanten Unterschied in
den Expressionsraten von tPA in den Keratinozyten von jungen und alten
mannlichen Probanden. Wohl aber zeigen die alteren Manner signifikant erhéhte
uPA-Expressionsraten im Vergleich zu den jungen Probanden. Die tissue type-
Plasminogenaktivatoren scheinen somit keine Rolle bei der Induktion der erhéhten
Kollagen XVII-Sheddingrate zu haben, wohl aber die urokinase type-
Plasminogenaktivatoren. Die genauen Ablaufe ihrer Wirkung muss in weiteren

Studien aufgeklart werden.
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5.5 Ausblick

Die hier erhobenen Befunde er6ffnen interessante Aspekte hinsichtlich der Frage der
Funktion der Ektodomanenablésung des Kollagen XVII in Keratinozyten. Zukunftige
Arbeiten durften das Wissen zur Pathophysiologie des Bullésen Pemphigoid und zur
physiologischen Interaktion der Autoantigene dieser Autoimmunerkrankung mit der
dermoepidermalen Junktionszone vermehren. Gerade die Signalwege nach Bindung
der Autoantikorper, z.B. die Antikorper-vermittelte Bildung von
Entziindungsmediatoren und die Funktionsablaufe der Proteasen, gilt es zu
charakterisieren. Wodurch findet im Alter vermehrtes Shedding statt und ist dies in
einem erweiterten Probenumfang wirklich abzusichern? Sind postranslationale
Regulationsmechanismen fir TACE oder TIMP-3 fir das verstarkte Shedding
verantwortlich oder welche zusatzlichen Enzyme sind noch beteiligt? Ist uPA wirklich
an der Ausbildung des BP beteiligt und wenn ja auf welche Weise? Zur Klarung
dieser und anderer Fragen sind weitere molekularbiologische Arbeiten mit gré3eren
Stichprobenumfangen zu Kollagen XVII und seinen Enzymkaskaden winschenswert.
Auch die Frage, ob bei Tieren wirklich keine Altersdisposition zur Entstehung des BP
vorliegt und wenn ja aus welchem Grund, gilt es zu beantworten. Denn jeder
Fortschritt zum Verstéandnis der Entstehung des Bullésen Pemphigoids ermdglicht
es, Verbesserungen in der spezifischen Therapie dieser relativ haufigen
Autoimmunerkrankung zu entwickeln. Dies kdnnte besonders bei dem Versuch der
Wiederherstellung verstarkter Toleranz gegen Kollagen XVII und damit bei der

Verhinderung der Blasenbildung entscheidend sein.
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Kapitel 6

Zusammenfassung

Kollagen XVII ist der am besten studierte Vertreter der Proteingruppe der
Transmembran-Kollagene. Dieses membranstandige Protein, das urspringlich als
das 180 kDa -Antigen des Bullésen Pemphigoids (BP180) identifiziert wurde, ist
Bestandteil der epidermal-dermalen Verknipfungszone der Haut. Als Komponente
der Hemidesmosomen ist sein zytosolischer N-Terminus mit dem Zellskelett
verbunden, wogegen sein extrazellularer Teil in der Basalmembranzone bindet. Als
Homotrimer besteht Kollagen XVII insgesamt aus drei o-Ketten mit einer
Molekilmasse von jeweils 180 kDa. Die Ektodoméane von Kollagen XVII besteht aus
15 kollagenen (COL1-COL15) und 16 nicht-kollagenen (NC1-NC16A) Sequenzen.
Kollagen XVII wird konstitutiv von der Zelloberflache gesheddet. Dabei wird der
groRte Teil der extrazellularen Ektodomane abgegeben, welcher ein
Molekulargewicht von 120 kDa hat. Die Ablésung wird von membrangebundenen
Proteinasen der ADAM-Familie katalysiert, welche wiederum zuvor durch Furin
aktiviert werden mussen. Der Prototyp der Sheddasen ist ADAM-17, auch TACE
genannt, der von seinem physiologischen Inhibitor TIMP-3 reguliert wird. Die
physiologische Bedeutung des Sheddings ist noch nicht endglltig geklart. Vermutet
wird die Beteiligung an der Ablosung von Keratinozyten zur Zellteilung,
Differenzierung und bei der Migration, z. B. bei der Wundheilung. Kollagen XVII spielt
aber auch als Autoantigen eine Rolle. Bei der Autoimmundermatose des Bullésen
Pemphigoids treten gewebsgebundene und zirkulierende Autoantikorper gegen
Kollagen XVII auf, besonders gegen dessen NC16A-Region der Ektodomane. Die
Bindung von Antikérpern zusammen mit entziindlichen Prozessen fuhrt zum Verlust
der dermoepidermalen Haftung und so zur subepidermalen Blasenbildung.

Der Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit war die Frage, ob es im Alter zu einer
verstarkten Expression von Kollagen XVII, beziehungsweise zu vermehrtem
Shedding kommt. Bei Erreichen eines Schwellenwertes zum natirlichen
Toleranzverlust konnte dies eine Erklarung fur das gehaufte Auftreten des Bulldsen

Pemphigoid im Alter sein. In diesem Zusammenhang wurde auch die Rolle von
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TACE, TIMP-3 und den Plasminogenaktivatoren anhand ihrer Expression studiert.
Die Proteinexpression wurde mit Western Blot -Analyse dargestellt und fir die
Genexpression kam RT-PCR zum Einsatz.

In dieser Arbeit konnte belegt werden, dass die Expression von Kollagen XVII in
Keratinozyten nicht altersabhangig ist. Allerdings konnte gezeigt werden, dass im
Alter verstarktes Shedding auftritt. Zur Absicherung dieser Daten sind Studien mit
einem erhodhten Probenvolumen erstrebenswert. Die Frage, wodurch das verstarkte
Shedding stattfindet konnte nicht eindeutig geklart werden, da unsere Studien keine
altersabhangigen Expressionsunterschiede der Sheddase TACE und ihres Inhibitors
TIMP-3 auf RNA-Ebene aufzeigen konnten. Eventuell spielt aber die erhohte mRNA-
Expression des ,urokinase-type“ -Plasminogenaktivators in Keratinozyten alter
Spender, die in dieser Arbeit nachgewiesen werden konnte, eine indirekte Rolle in

der Atiogenese vom Bullésen Pemphigoid.
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Kapitel 7
Summary

Collagen XVII is the best studied member of the collagenous transmembrane
proteins. This membrane bound protein, initially identified as the 180-kDa bullous
pemphigoid antigen (BP180), is a surface protein of the basal keratinocytes. Its
cytosolic N-terminus is located within the hemidesmosomal plaque, whereas the
extracellular domain resides in the region of the anchoring filaments in the basement
membrane zone. The collagen XVII molecule comprises three o-chains with a
molecular mass of 180 kDa. The ectodomain contains 15 collagenous (COL1-
COL15) and 16 non-collagenous sequences (NC1-NC16A). Collagen XVII is
constitutive shed from the cell surface yielding a shorter and soluble form of the
molecule that essentially spans the entire ectodomain. This soluble form has a
molecular mass of 120 kDa. It is cleaved by membrane bound proteinases of the
ADAM family, which in turn are activated by furin. The prototype sheddase is ADAM-
17, or TACE, which can be inhibited by TIMP-3. The biological consequences of
collagen XVII shedding are likely the contribution of the keratinocyte detachment
during differentiation and migration, because cleavage of collagen XVII releases the
cell from some of its binding partners and allows it to embark on other functions. But
collagen XVII also plays a role as an autoantigen. In bullous pemphigoid there exist
tissue-bound and circulating autoantibodies against collagen XVII, especially directed
to the NC16A-domain in the ectodomain. The binding of autoantibodies together with
inflammation-related processes leads to epidermal-dermal separation and skin
blistering.

The aim of this study was to answer the question whether there are differences in the
expression of collagen XVII in young and old volunteers. Loss of tolerance could
initiate the pathogenesis of BP. Additionally, the role of the sheddase TACE and its
inhibitor TIMP-3, further more the role of plasminogen activators, was examined to
figure out the pathway for the initialization of bullous pemphigoid. Protein expression
levels were detected by SDS-PAGE and Western blot analysis. The genomic
expression was determined by RT-PCR.
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It has been shown that the expression of collagen XVII is not different in
keratinocytes derived from young and old donors, but the shedding of collagen XVII
was significantly increased in the cells of older persons. This result needs to be
confirmed by further studies with larger sample size. To explain the higher shedding
rate, the mRNA expression of TACE, and TIMP-3 have been analyzed, but failed to
give an explaination, since no significant differences in young and old persons have
been observed. In addition, a significantly higher level of urokinase-type plasminogen
activator mRNA has been found in keratinocytes of older people. This could play an

indirect role in the pathogenesis of BP.
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