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Einleitung

1.Einleitung

1.1 Protein Tyrosin Phosphatase | nteragierendes Protein 51

Reversible Proteintyrosinphosphorylierung ist ein zentraler Mechanismus zur Regulation
verschiedenster zellulérer Vorgange wie Proliferation, Stoffwechsel, Migration, Adhésion,
Apoptose und Differenzierung. Deshalb ist es zwingend notwendig, den zelluldren
Phosphotyrosinspiegel prézise zu kontrollieren. Dies erfolgt nicht Gber die durch Protein
Tyrosin Kinasen (PTK) katalysierte Phosphorylierungsreaktion, sondern tber die Kontrolle
der Dephosphorylierung mittels Protein Tyrosin Phosphatasen (PTP), da deren Aktivitét die
der Kinasen um mehrere Potenzen Ubersteigt. Dies impliziert eine genaue Kontrolle der
Aktivitét der verschiedenen PTP. Aufgrund ihrer zentralen Stellung in der Signaltransduktion
sind natirrlich die Substrate der PTPs von grofiem Interesse. Bei der Suche nach mdglichen
Interaktionspartnern bzw. Substraten der Non Rezeptor PTP PTP1B und der ihr sehr
ahnlichen T-Zell-PTP (TCPTP), wurde in einem Yeast Two Hybrid Screen aus einer Jurkat
Zell DNA Bibliothek ein bisher noch nicht beschriebenes Protein identifiziert: Tyrosin
Phosphatase interagierendes Protein 51 (PTPIP51: SwissProt Accession code Q96SD6,
EMBL: HAS 24271) (Welte 2000, Porsche 2001). Eine vollstandigere cDNA Sequenz wurde
spater aus einer humanen Brain Library gewonnen (Ota et a. 2004; EMBL accession No.
AK001441). Das entsprechende Protein besteht aus 470 Aminoséuren mit einem kalkulierten
Molekulargewicht von 52118 Dalton (Porsche 2001). Das Protein ist beim Menschen auf
Chromosom 15 (15g15.1) kodiert.

Biochemische Analysen zeigten, dass das Protein auf3er mit den Non Rezeptor PTPs mit dem
C-terminalen Antell eines hypothetischen Proteins FLJ36029 interagiert. Dieses Protein ist
verwandt mit dem Nuf2 Protein, das am Zentromer lokalisiert ist und essentiell ist fur die
Progresson der Mitose in Vertebratenzellen (Hori et a. 2003). Ein welterer
Interaktionspartner ist das hypothetische CHG6 Protein, das verwandt ist mit dem Chicken
Homebox Genprodukt Prox1, einem Transkriptionsfaktor, der essentiell fir normale
Entwicklung ist (Tomarev et al. 1996, Bittel 2000).

Wie quantitative Untersuchungen zeigten, ist die Interaktion des PTPIP51 mit der PTP1B
stérker as mit der TCPTP (Burklen 2001).

Durch weitere Anaysen, sowohl der DNA- as auch der Aminosauresequenzen, wurde eine
Wahrscheinlichkeit von 57,4% fir a-Helices, 12,1% fir b-Faltblattstrukturen und 30,5% fiir
Loops ermittelt (Welte 2000).
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Die Sequenz von P51 zeigte weiterhin 5 Sequenzmotive fir potentielle Proteinkinase C
Phosphorylierungsstellen. Sie lagen an den Positionen 51-53, 91-93, 166-168, 181-183, 272-
274 und 324-326. 10 Sequenzmotive in P51 deuten auf mdgliche Caseinkinase Il
Phosphorylierungsstellen an folgenden Positionen hin: 143-146, 145-148, 160-163, 166-169,
202-205, 210-213, 249-252, 324-327, 357-360, 375-378, 428-431. Mit welcher
Wahrscheinlichkeit diese Abschnitte auch wirklich Phoshorylierungsstellen darstellen ist
nicht zu sagen, da die dreidimensionale Struktur des Proteins noch nicht bekannt ist (Welte
2000, Burklen 2001).

Potentielle Transmembrandomanen konnten nach Durchftihrung von Hyrophobizitétsanal ysen
nicht beschrieben werden (Welte 2000).

Das Protein wird in vitro durch src Kinase tyrosinphosphoryliert, wahrscheinlich jedoch nur
an ener Aminosdure (Welte 2000). Die Dephosphorylierung in vitro erfolgt durch
Zellextrakte, die PTP1B oder src Kinase Uberexprimieren. Aul3erdem wurde eine
hypothetische Phosphorylierungstelle durch cAM P-abhéngige Proteinkinasen an der Position
186-189 beobachtet (Burklen 2001).

Die PTPIP51 ist auf Grund ihrer Struktur zu einer Dimerisierung (Region 77 — 176) und
eventuell auch zur Trimerisierung mit sich selbst befahi gt (Buttel 2000).

Die Grole des P51-Transrkipts von 3 kB bel der Spezies Schwein entspricht der Grof3e des
humanen Transkripts aus Jurkat-T-Lymphomzellen, was auf einen einheitlich verteilten
Genotyp des Proteins unter den verschiedenen Spezies hinwei st (Welte 2000).

Biochemische Anaysen zeigten, dass PTPIP51 ein relatv leicht |6sliches und
cytoplasmatisch lokalisiertes Protein darstellt (Welte 2000).

Vorlaufige Untersuchungen zeigten sowohl die Expression als auch das Protein in
verschiedenen Saugetiergeweben: Muskel, Hoden, Kinozilien tragende Flimmerzellen,
Nervengewebe und Haut (Stenzinger et al. 2005).

Dabel fand es sich in Geweben, die einer prazise Regulation der Proliferation und
Differenzierung unterworfen sind wie Keimepithelien und Epidermis (Stenzinger et al. 2005).

1.2 Die Haut, I ntegmentum commune

Das Integmentum commune ist ein flachenhaftes Organ, das eine physikalische Abgrenzung
zur Aullenwelt bildet und das Korperinnere schitzt, sowie Temperatur-, Salz- und
Wasserhaushalt reguliert. Ferner beherbergt es Sinnesorgane und spielt eine wichtige Rolle

bei immunologischen Prozessen.
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Die Haut gliedert sich in:
Cutis, im engeren Sinne
Tela subcutanea, Subcutis, Unterhaut
Hautanhangsgebilde (z. B. Haare und Drisen)
Die Cutis wiederum besteht aus mehreren Schichten, die in der Regel gut vonenander
absetzbar sind:
Epider mis, Oberhaupt, ein mehrschichtig verhornendes Plattenepithel
Dermis, Corium, Lederhaut ein straffes faserreiches Bindegwebe mit einem Stratum

papillare und einem Stratum reticulare

11lgtlms¢‘ndt i1
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Abb. 1 Ubersichtszeichnung von Achsel hthlenhaut eines Menschen mit ihren verschiedenen
Drisen (Abbildung modifiziert nach Leonhardt 1990)
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ﬁ Squames

Stratum Comeum

Spinous Layers:
z K1, E!irﬂ

Basal Layers:
K5, Ki4

s Basement Membrane

Abb. 2 Epidermis. Mitotisch aktive Zellen des Stratum basale exprimieren die K5 und 14.
Beim Eintritt ins Stratum spinosum induzieren die Keratinocyten die Expression von
K1 und 10 (Schema nach Fuchs 1996).

1.2.1 DieEpidermis
Die Epidermis ist ein mehrschichtig verhornendes Plattenepithel, das sowohl aus epidermaen
Symbionten (Melanocyten, Langerhans- und Merkelzellen) und Keratinocyten, die etwa 90%
der epidermalen Zellpopulation stellen, besteht. Die Keratinocyten durchlaufen komplexe
Differenzierungsvorgénge, um sich am Ende zu toten, aber funktionstragenden Corneozyten
(Hornzellen) umwandeln.
Der Verhornungsprozess der Keratinocyten lasst sich durch die deutlich abgrenzbaren
Schichten der Epidermis charakterisieren. Dabei enthdlt jede Schicht Zellen, die sich im
gleichen Stadium der Differenzierung befinden.

Stratum basale

Stratum spinosum

Stratum granulosum

(Stratum lucidum)

Stratum corneum
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1.2.1.1 Stratum basale

Die Keratinocyten des Stratum basale liegen der Basallamina auf und sorgen fir eine
mechanische Befestigung der Epidermis an das Substratum. Die Basalzellen sind die
Vorlaufer der sich differenzierenden Zellen der suprabasalen Schichten. Sie produzieren
charakteristische Proteine wie hemidesmosomale Komponenten, Integrine und die Keratine
K5 und K14 (Eckert 1989, Fuchs 1990, Blumenberg 1993), die als Marker fur diese Zdlart
dienen konnen.

Integrine sind transmembranére Proteine, die jeweils aus einer a— und einer b—Untereinheit
bestehen. Keratine sind die Uberwiegende cytoskelettale Komponente von stratifizierenden
Epithelien. Etwa 30 Vertreter dtellt diese multigen codierte  Familie von
Intermediarfilamenten.

Keratinproteine werden aufgrund ihrer unterschiedlichen Sequenz und Zusammensetzung von
Aminosauren in zwel Familien unterteilt: Eine Typ-I-Familie mit aciden Proteinen (Keratin 9-
20) und eine Typ-lI-Familie mit basischen bis neutralen Proteinen (Keratin 1-8). In jedem
moglichen epithelialen Zelltyp werden zumindest 2 Keratinproteine (ein Mitglied der Typ-I-
und eines der Typ-ll-Familie) coexprimiert. Diese beiden Proteine lagern sich zu
Heteropol ymeren zusammen und bilden die Keratinintermediarfilamente.

Hemidesmosome stellen als eine prominente Struktur des Strastum basale physikalische
Haften der Desmosomen dar, unterscheiden sich biochemisch jedoch erheblich von diesen.
Wichtig ist, dass sowohl Desmosomen wie Hemidesmosomen Uber das Keratincytoskel ett mit
dem Cytoplasma verbunden sind (Schwarz et a. 1990). Hemidesmosomen enthalten
desweiteren ein spezifisches Integrin, das eine as- und eine bs-Untereinheit beinhaltet. Die bs-
Integrin-Untereinheit enthélt einen auf¥erordentlich langen cytoplasmatischen Schwanz, den
man fur Interaktionen zwischen Hemidesmosomen und Keratin-Intermediarfilamenten
verantwortlich macht (Jones et al. 1991).

Die Zelloberflache der basalen Keratinocyten enthalten mehrere verschiedene Integrine, die
als Rezeptoren fUr extracelluldre Matrixkomponenten, wie Kollagen, Laminin, Fibronectin
und Kalinin, dienen (Hynes 1992). Binden die Integrine an ihre Liganden, so stellt das eine
wesentliche Komponente der Verankerung der basalen Keratinocyten an die Basalmembran
dar. Einige dieser Integrine, zum Beispiel die b;-Familie sind bevorzugt in lateralen
Oberflachen der basalen Keratinocyten lokalisiert, wahrend andere, wie das oben erwéhnte
agh4-Integrin, primér basal lokalisiert sind (Grinnell 1992, Tennenbaum et al. 1996).
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Die Basalzellen sind nicht nur an der Basallamina befestigt, sondern kénnen auch aktiv einige
ihrer Proteinkomponenten, wie zum Beispiel Laminin, Heparansulfat, Fibronectin und TyplV -
Kollagen, produzieren (O Keefe et al. 1987).

Zu einem bestimmten Zeitpunkt verlassen die Basalzellen die Basalmembran und starten die
Differenzierung. Das Signal zur Differenzierung ist noch unbekannt, jedoch ist das asb;-
Integrin, der Fibronectinrezeptor, ein sehr wahrscheinlicher Kandidat fur diesen Vorgang
(Adams and Watt 1989). Ist der Ligand gebunden, so hélt dieses Integrin den Kontakt zur
Basalmembran. Kommt es zur Freisetzung des Liganden verandert sich die Konformation des
Integrins derart, dass dies von der Zele as Signa zur Differenzierung registriert wird.
Spezifische Antikorper, die das Integrin asb; binden und den Effekt von Fibronektin
simulieren, konservieren den Rezeptor in seiner urspringlichen Konformationen und

inhibieren damit das Signal zur Differenzierung (Blumenberg and Tomic-Canic 1997).

1.2.1.2 Stratum spinosum

Beim Ubergang vom Stratum basale ins Stratum spinosum kommt es zur Abflachung der
Keratinocyten mit Ausbildung polygona kubischen Form. Charakteristisch sind die
Cytoplasmaauslaufer, an deren Ende Desmosomen lokalisiert sind, die die benachbarten
Zellen mechanisch miteinander verbinden. Im Stratum spinosum kommt es erstmalig zur
Exprimierung sogenannter friher Differenzierungsmarker.

So exprimieren alle suprabasalen Keratinocyten das Keratinpaar K1 und K10, statt dem fur
das Stratum basale charakteristische K5 und K14. K1 ist der frihste Marker terminaler
Differenzierung und geht der Exprimierung von K10 voraus, sodass K1 gelegentlich auch in
den Zellen vorzufinden ist, die noch Kontakt zur Basalmembran haben (Roop et a. 1987).

Die Keratine K1 und K10 besitzen sehr lange glycinreiche terminale Doméanen mit
Subdomaénen, die aus kurzen Segmenten mit 4 bis 10 Aminosauren bestehen und sich drei- bis
funfzehnmal wiederholen. Durch Analyse dieser glycinreichen Segmente erkannte man, dass
diese Wiederholungen durch hintereinander liegende Duplikationen hervorgerufen werden.
Aufgrund der Hydrophobizitdt des Glycins ist dem Polyglycin mdglich sich in extrem dicht
gepackten hydrophoben Aggregaten anzuordnen, die resistent gegentiber Proteolyse sind und
ein ideales Materia zur Bildung des schiitzenden Stratum corneum bilden (Crick and Rich,
1955).

Obwohl K1 und K10 sehr charakteristisch fur die suprabasalen Schichten der Epidemis ist,
wird es, wenn auch in wesentlich geringeren Konzentrationen, in nicht verhornendem
Plattenepithel nachgewiesen (Presland and Dale 2000).
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Gewisse Keratinocyten-Proteinmarker sind dafir bestimmt in den verhornten Envelope
eingebaut zu werden. Es handelt sich dabei um eine hillenartige, vernetzte Struktur, die direkt
unterhalb der Zellmembran lokalisiert ist und einen entscheidenden Teil zur Barrierefunktion
der verhornenden Plattenepithelien beitragt (Presland and Dale 2000). Der wahrscheinlich
bekannteste Vertreter ist das polymorphe, 68 kDa schwere, gertenformige Involucrin (Y affe et
al. 1992). Involucrin besitzt eine hoch repetitive Struktur, die aus einer Sequenz von 10
Aminosauren besteht, wobei jeweils dreimal die Aminosdure Glutamin vorliegt (Y affe et al.
1992). Glutamin ist ein Substrat fur die Quervernetzung zweier Proteine durch die epidermale
Transglutaminase. Die Gertenstruktur erlaubt es dem Involucrin der Quervernetzung mit
anderen Proteinen des verhornten Envelopes zu dienen, da diese in der Lage sind,
Lysylgruppen zu den Lysyl-Glutamyl-Bindungen beizusteuern. Die grof3e Zahl und
gleichmdaiige Vertellung von Glutamin gestattet es, dass Involucrin relativ ausgiebig mit
anderen Proteinen quervernetzt werden kann. Dabel geht das Protein von einer |6slichen in
eine unlésliche Form dber (Blumenberg and Tomic-Canic 1997). Die Exprimierung von
Involucrin hangt von einer hohen Ca?*-Konzentration, Freisetzung des Keratinocyts von der
Basalmembran und einem Rickzug aus dem Zellzyklus ab (Carroll et al. 1993).

Ein weiteres Protein, das relativ frih, wahrend der epidermalen Differenzierung erscheint, ist
das Loricrin (Hohl et al. 1993). Loricrin ist sehr reich an Glycin und Serin, die nicht weniger
as 47 bzw. 23% der Gesamtmasse des Proteins ausmachen. In den verhornten Envelopes
kommen diese beiden Aminosduren ebenfals sehr héufig vor. Es wird angenommen, dass
auch Loricrin grundlegend am Aufbau des Envelopes betelligt ist (Blumenberg and Tomic-
Canic 1997). Loricrin enthdlt aul3erdem viele Cysteine, die Uber das ganze Molekil verteilt
sind. Deshalb nimmt man an, dass es auch eine Hauptkomponente der Granula des Stratum
granulosum (s. u.) reprasentiert. Zwischen den glycin- und serinreichen Domanen befinden
sich lysin- und glutaminreiche Verbindungsstiicke. Wie oben erwdhnt sind diese beiden
Aminosauren Substrate von Transglutaminasen, die Loricrin wahrend der Formation des
Envelopes miteinander quervernetzen. Aufgrund seiner ungewohnlichen
Aminosaurenzusammensetzung ist Loricrin auch schon vor der Quervernetzung und Einbau
in den Envelope ein héchst unlésliches Protein (Blumenberg and Tomic-Canic 1997).

In der Epidermis wird Loricrin immer begleitend mit Filaggrin (s.u.), jedoch zeitlich nach
Involucrin exprimiert. Die Transkription wird durch Retinoide supprimiert und durch Ca®,
einen Promoter der Differenzierung, induziert (Blumenberg and Tomic-Canic 1997).
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1.2.1.3 Stratum granulosum

Beim Ubertritt der Keratinocyten vom Stratum spinosum ins Stratum granulosum kommt es
zu einer weiteren starken Abflachung der Zellen. Diese Schicht ist etwa 3 bis 5 Zelllagen
stark.

Auch auf dem Gebiet der Proteinexprimierung kommt es zu einer deutlichen Veranderung.
Die Keratinocyten beenden die Exprimierung friher Differenzierungsmarker, wie K1 und 10
und beginnen damit, spéte Marker wie Loricrin, Profilaggrin/Filaggrin, Transglutaminase
usw. zu synthetisieren.

Filaggrin ist en basisches, relativ kleines Protein, das man assoziiert mit
Keratinintermediarfilamenten im Stratum granulosum und corneum vorfindet (Dale et a.
1985). Seine namensgebende Funktion ist die Aggregation verschiedener Filamente in dicke
lateral assoziierte Bundel. Filaggrin wird im Stratum corneum zu freien Aminosauren
abgebaut, die eine Rolle in der Regulation der Osmolaritét des Stratum corneums spielen
konnten (Dale et a. 1990). In der granul&ren Schicht wird Filaggrin aus einem grof3em
Precursor, dem Profilaggrin, synthetisiert. Die Transkription von Profilaggrin  wird
supprimiert durch Retinoide und ist streng beschrankt auf die sich differenzierenden
Schichten der Keratinocyten. Profilaggrin enthélt ungefahr 10 bis 12 identische Kopien eines
reifen Filaggrinproteins, die aufeinander folgend angeordnet, durch Linkersequenzen
voneinander getrennt und umschlossen sind von den amino- und carboxyterminaen
Polypeptiden. Profilaggrin ist reichlich phosphoryliert und in Keratohyaingranula (s. u.)
verpackt. Die Phosphorylierung schitzt Profilaggrin vor Proteolyse bis Filaggrin fur die
Aggregation der Filamente bendtigt wird. Die Dephosphorylierung der Linkerregionen setzt
das Protein der Proteolyse aus, was schlieffdlich in Filaggrinmonomeren resultiert. Die
Prozessierung von Profilaggrin bendtigt die Anwesenheit von Calcium (Blumenberg and
Tomic-Canic 1997). Interessanterweise enthdt die aminoterminale Doméne 2 Segmente, die
homolog sind zu caciumbindenden Sequenzen in anderen Doménen (Presland et al. 1995).
Die Funktion dieser calciumbindenden Doménen ist momentan noch unbekannt. Da jedoch
eine der involvierten Phosphatasen und die proteolytische Prozessierung zu Filaggrin von
Calcium beeinflusst werden, vermutet man, dass es sich bei diesen Doménen um
calciumabhangige Trigger fur die Profilaggrinprozessierung handelt (Presland et al. 1995).
Spezifische Proteine, die im Stratum granulosum synthetisiert werden, ordnen sich direkt
unterhalb der Zellmemebran an und werden in einem unléslichen verhornten Envelope
quervernetzt. Dieser Vorgang wird durch ein Enzym, die epidermae Transglutaminase,

katalysiert. Dieser Envelope ist Teil, einer sich verhartenden Zeloberflache und



Einleitung

zunehmenden Barrierefunktion im Laufe einer irreversibel ablaufenden terminalen
Differenzierung von mehrschichtig verhornenden Epithelien wie Epidermis und verhornender
oraler Schleimhaut (Reichert et al. 1993). Die Querbindungen sind resistent gegentber
proteol ytischen und peptidolytischen Enzymen. ES resultiert somit eine stabile Hllstruktur
gegentiber Umwelteinfliissen. Die Transglutaminase, die im Zusammenhang mit epidermaler
Verhornung eine wichtige Rolle spielt, ist die keratinocytenspezifische und
membrangebundene Transglutaminase K. Diese wird ganz spezifisch im Stratum granulosum
exprimiert (Nonomura et a. 1993). Posttranglationale Acylierung mit Palmitin- oder
Myristinsduren verankern Transglutaminase mit der Plasmamembran und bringen sie damit in
geradezu perfekte Position, Proteine an der Zellmembran anzuordnen und miteinander zu
vernetzen (Blumenberg and Tomic-Canic 1997).

Ein sehr markantes Charakteristikum der suprabasalen Schichten sind die protein- und
lipidreichen Granula (Manabe and O'Guin 1992). Die proteinreichen Granula sind
vorwiegend aus Profilaggrin zusammengesetzt und werden Keratohyalingranula genannt. Sie
vereinigen sich im weiteren Verlauf der Differenzierung zu grof3eren sternférmigen Granula.
Im Stratum corneum I6sen sie sich auf. Kleinere, glatte und fast sphérische Granula werden
oft assoziiert mit Keratohyalingranula vorgefunden. Sie enthalten Loricrin und werden L-
Granula genannt, um sie von den Profilaggrin enthaltenden F-Granula zu unterscheiden. Die
Funktion dieser kleineren Granula scheint darin zu liegen, Loricirn zu speichern, bis es im
Laufe der Verhornung benétigt wird (Blumenberg and Tomic-Canic 1997).

Im Gegensatz zu den proteinreichen Keratohyalingranula tragen die Lamellengranula
vorwiegend zur Lipidzusammensetzung des Stratum corneums bei. Sie werden auch
Odlandbodies genannt und besitzen eine Phospholipidmembran. Diese fusioniert mit der
Plasmamembran und extrudiert ihren Inhalt in den Interzellularraum. Einmal extrazellul&r
bildet sich aus dem ausgestossenen Lipiden und Materia der apikaem Zellmembran
kontinuierliche Scheiden, die die Lipidpermeabilitétsbarriere des Stratum corneum darstellen.

1.2.1.4 Stratum corneum

Das sich an das Stratum granulosum anschlielende Stratum corneum besteht je nach
Korperregion aus unterschiedlich vielen Zelllagen Die Hornschicht ist in sich uneinheitlich.
Sie kann in zwei Zonen unterteilt werden, von denen die mehr basal liegende noch eher dem
Stratum granulosum gleicht, die mehr apikal liegende zu Hornschuppen umgestaltete Zellen

aufweist.
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Es kommt zum Abbau der Nuclel und der Zellorganellen. Die bereits miteinander vernetzten
Keratinintermediarfilamente (Tonofilamente) fusionieren weiter unter Mithilfe des aus den
Keratoyalingranula stammenden Filaggrin zu einer homogenen Masse. Auch die anderen
oben angesprochenen Vorgange der Differenzierung kommen in dieser Schicht zum
Abschluss.

1.2.1.5 Regulation von Proliferation und Differenzierung in der Epidermis

Proliferation und Differenzierung in der Epidermis werden von verschiedenen Hormonen
gesteuert.

Vitamin 1,25 (OH),D3;, die biologisch aktive Form des Vitamin D, induziert
Keratinozytendifferenzierung und unterdriickt die Proliferation (Hosomi et a. 1983,
Matsumoto et al. 1990, Bikle and Pillai 1993). Itin et al. (1994) und Gniadecki (1996) jedoch
beschrieben einen mitogenen Effekt von Vitamin 1,25 (OH).,Ds; auf Keratinocyten. Die
Wirkung ist in vitro konzentrationsabhangig: Konzentrationen geringer als 10°M stimulierten
das Wachstum bzw. Proliferation in definiertem Serum freilen Medium, wohingegen
K onzentrationen von 10°®M das Wachstum supprimieren (Gurlek et a. 2002).

Retinolsaure, die biologisch aktive Form des Vitamin A, stimuliert die Proliferation der
Keratinozyten in der Epidermis und supprimiert die terminale Differenzierung in kultivierten
Keratinozyten, was sich in einer Inhibition der Expression von Differenzierungsmarkern wie
K1 und 10 (Fuchs et a. 1981, Fisher et al. 1996) oder Filaggrin (Asselineau et al. 1990)
darstellt.

Ein weiterer Faktor stellt der epidermale Wachtumsfaktor (EGF) dar (Cohen et a. 1963). Er
ist ein im Organismus weit verbreitetes kleines Polypeptid, das weitesgehend die Proliferation
stimuliert und die Expression von Differenzierungsmarkern in Zellkulturen von Keratinozyten
(Marchese et a. 1990; Cha et a. 1996; Wakita and Takigawa 1999; Hashimoto 2000, De
Potter et al. 2001) inhibiert. Es gibt eine Rethe EGF-dhnlicher Molekiile wie z. B. humaner
Transforming Growth Factor-a (TGF-a), der Poxvirus Growth Factor, Heparinbinding
Growth Factor, Amphiregulin, Epiregulin und Betacellulin. Sie zeichnen sich, genau wie EGF
selbst, durch eine hohe Affinitdt zum EGF Rezeptor (EGFR, HER1 oder ErbB-1), ihre
proliferative bzw. mitogene Wirkung und eine hohe strukturelle Homol ogie untereinander aus
(Todaro et al. 1980, Cohen et a. 1990, Wujcik et al. 2006). Einige Autoren haben aber auch
einen differenzierenden Effekt des EGFR Uber eine mogliche Tyrosinphosphorylierung einer
Proteinkinase Co (PKCd) beschrieben (Denning et a. 2000). Der EGFR besitzt eine

hydrophobe Transmembrandomane, die eine extrazellulare Bindungsstelle fir den Liganden

10



Einleitung

von einer cytoplasmatischen Domane trennt, die fur die vom EGF regulierte Tyrosinkinase
kodiert (Ullrich et al. 1984, Carpenter et a. 1978, Ushiro et al. 1980). Nach Bindung des
Liganden kommt es zundchst Uber die Transmembrandoméne zur Dimerisierung des
Rezeptors und zu einer Autophosphorylierung der cytoplasmatischen Domane. Verschiedene
Pfade der Signaltransuktion werden nun beschritten. Der am besten charakterisierte ist wohl
die Aktivierung der Phospholipase Cg (PLCg) mit anschlieffender Freisetzung von
Diacylglycerol (DAG) und Inositoltriphosphat (1P3) (Wahl et al. 1989, Wang et a. 2006). Mit
Hilfe von Adapterproteinen wie Grb2 und SOS kommt es zur Ras-Aktivierung. Dabei handelt
es sich um ein kleines G-Protein, dessen Aktivierung eine ganze Kaskade von Proteinkinasen
(z. B. mitogenassoziierte Proteinkinase (MAPK) anstofdt (Carpenter et al. 1990, Yarden et a.
2001, Fickova 2002, Wujcik 2006). Uber die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PlzK) wird
schliefdlich die Proteinkinase B (PKB, Akt) aktiviert (Hanada et a. 2004, Wang et a. 2006).
Die verschiedenen ausgel 6sten Mechanismen fuhren zu Zellproliferation, Mobilitét einzelner
Zellen, Apoptose oder auch Angiogenese (Yarden and Slikowski 2001). An anderer Stelle
wurde gezeigt, dass Inaktivierung des EGFR, der hauptsachlich in den Basal zell schichten der
Epidermis und auch in der auferen Wurzelscheide des Haarapparates exprimiert wird
(Nanney et al. 1984, Fukuyama et al. 1991), die Proliferation der humanen Keratinocyten in

vitro inhibiert und die terminale Differenzierung initiiert (Peus et al. 1997).

1.2.2 Hautanhangsgebilde

1.2.2.1Haare

Haare sind Keratinfaden, die aus spezifischen Einstilpungen, den Haarfollikeln (Haarbé gen)
entstehen. Grundsétzlich lasst sich das Haar in einen freien Haarschaft und eine Haarwurzel,
die in ener rohrenformigen Wurzelscheide steckt, unterteilen. Man unterscheidet die
epithelidle Wurzelscheide, welche innen zu liegen kommt, von der bindegewebigen
Wurzelscheide, die die epitheliale umgibt. Die epitheliale Wurzelscheide kann as eine
rohrenformige Einstilpung der Epidermis verstanden werden. Sie ist in einen kompliziert
gebauten inneren und in auf¥eren Antell unterteilt. Die innere epitheliale Wurzelscheide wird
nochmals in Henlesche und Huxlesche Schicht unterteilt. Beide exprimieren K1 und 10 und
sind mit dem sich differenzierenden Stratum spinosum zu vergleichen (Stark et al. 1990,
Fuchs 1990). Die Zdllen der aulReren epithelialen Wurzelscheide transkribieren die Gene von
K5 und 14 und stammen aus dem Stratum basale der Epidermis (Fuchs 1996)
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Abb. 3 Zeichnung eines Querschnitts durch den Haarfollikel in Schweinehaut (Schema nach
Bloom and Fawcett 1994)
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Abb. 4 Haarfollikel. In der Wachstumsphase des Haarzyklus interagieren Zellen der dermalen

Papille mit den proliferierenden Matrixzellen des Bulbus. Ein bisher unbekannter Trigger
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bewegt diese Zellen zur Zdlteilung und Migration isthmuswérts. Dabei formen sie
konzentrische Ringe mit unterschiedlich differenzierten Stadien: das Haar mit
haarspezifischen Keratinen, die innere epitheliale Wurzelscheide (IRS) mit den Keratinen K1
und 10 und die &uf3ere Wurzelscheide (ORS) mit den Keratinen K5 und 14 (Fuchs 1996).

1.2.2.2 Talgdrisen

Talgdrisen sind bis auf wenige Ausnahmen an Haare gekoppet (Glandulae sebaceae
pilorum).

Talgdrisen sind holokrine Driisen, die ihr Sekret durch das Zugrundegehen der Driisenzellen
produzieren. Deswegen mussen sténdig neue Zellen gebildet werden. Dies erfolgt in basalen
Schichten von Epithelzellen, die der Basalmemebran der Glandula aufliegen. Als Sekrete
werden eine Mischung von Triacyglycerinen, frelen Fettsduren, Cholesterin und anderen
Arten von Estern in Form von Lipidtropfen ins Cytoplasma eingelagert. Wahrend dieses
Prozesses wandern die Zellen ins Zentrum der Driuse, werden pyknotisch und platzen
schliefllich, wobei ihr Sekret (Talg, Sebum) freigegeben wird. Uber den Ductus sebaceus in
gelangt der Talg in den Haarfollikel. Spezifische Keratine fur Talgdrisen sind K 5 und 14 (s.
Abb. 4)

1.2.2.3 Schweil3dr tisen

Im menschlichen Organismus finden wir zwei unterschiedliche Arten von Schwei(3driisen vor:
Die ersteren liegen vorwiegend in Achsel- und Perianagegend und sind an Haarfollikel
gekoppelt. Thr Sekretionsmechanismus ist apokriner Art. Die letzteren verteilen sich tber den
ganzen Korper und sind von Haarfollikeln unabhangig. Ihr Sekretionsmechanismus ist
ekkriner Art. Die Funktion der apokrinen Driisen wird hinsichtlich kommunikativer Aspekte
gedeutet. Die ekkrinen Drisen haben ene wichtige Rolle in der Regulation des
Wéarmegleichgewichts inne. Das Stratum corneum wir durch ihr Zutun in einem hydrierten
Zustand gehalten und damit widerstandsfahig gegentiber Reibungstraumen.

1.2.2.3.1 Ekkrine Schweif3dr tisen

Bei den ekkrinen SchweiRdriisen handelt sich um einfache tubulére Drisen. Sie bestehen aus
einem Drisenendstiick, die als unregelmaldiges Knauel in der tiefen Dermis oder Subkutis
lokalisiert sind, und einem senkrecht nach oben ziehenden Ausfiihrungsgang. Das
Drisenendstiick ist einschichtig mit relativ weiteren Lumen als die Ausfihrungsgénge. Der

Basallamina der Driisenendstiicke anliegend befinden sich die Myoepithelzellen. Sie haben

13



Einleitung

keine sekretorische Funktion, sondern dienen dem Schutz vor Sekretstau durch Kontraktion
der Endstiicke.

Das Epithel des Ausfihrungsganges ist ein zwei- bis dreischichtiges. Die Zellen der
Ausfuhrungsgénge sind untereinander durch Desmosomen verbunden und verhornen in ihren
intrakornealen Portionen. Das Epithel der ekkrinen Schweil3driisen exprimiert verschiedene
Cytokeratine. Die K5 und K14 werden von den Driisenendstiicken exprimiert. Einige Autoren
berichten auch von K10 und K11 in Epithelzellen der Endstiicke (Y amamoto et a. 2000). Die
basalen Zellen der Ausfihrungsgange synthetisieren die K5 und 14, genau wie das Stratum
basde der Epidermis (Moll et a. 1992, Fuchs 1996). Die luminden Zellen der
Ausfuhrungsgange exprimieren neben K14 noch u. a K1, 10, und 11 (Stark et a. 1990,
Eckert et al. 1992, Yamamoto et al. 2000)

1.2.2.3.2 Apokrine Schweil3dr Gisen

Apokrine Schweil3driisen kommen gehauft in Achsel- und Genitoanalregion sowie auf den
Mamillen vor. Beziiglich des Aufbaus liegen ganz dhnlich wie bei den ekkrinen auch bel den
apokrinen Schweil’driisen einfache tubuldre Drisen vor. Sie haben ebenfals als
sekretorischen Antell ein kndueliges Konvolut, dasin tiefer Dermis bzw. Subkutis liegt und in
einen senkrecht aufsteigenden Ausfihrungsgang miindet. Der mindet, im Unterschied zu den
ekkrinen Drisen, im infundibuléren Teil des Haarfollikels, entspricht vom Aufbau aber den
Ausfuhrungsgéngen der ekkrinen Schwel (3drtisen.

Ein weites Lumen und einschichtiges Epithel kennzeichnen den sekretorischen Anteil, der nur
aus einer Zellart besteht. Die zipfeligen Fortsétze des Epithels ragen in das Lumen hinein und
erwecken bei ungunstiger Schnittfihrung den Eindruck, dass Zellfortsdtze frel im Lumen
liegen. Daraus wurde auf die apokrine Sekretion dieser Driisen geschlossen.

Nach heutiger Ansicht wird das Sekret jedoch in eektronendichten, PAS-positiven
Sekretgranula produziert, die durch Exocytose an das Lumen abgegeben werden.

Die Keratinexpression entspricht in Struktur und Qualitét dem der ekkrinen Schweil3driisen (s.
0., Fuchs 1996, Y amamoto et a. 2000).

1.3 Fragestellung
Ziel der hier vorliegenden Doktorarbeit war einerseits die morphologische Analyse des
PTPIP51 in der Haut verschiedener Spezies. Weiterhin sollte untersucht werden, ob das

Protein in Beziehung zu epidermalen Differenzierungsmarkern steht. Dies erfolgte am
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Beispiel von K5 und 14 as Marker fur die Basalzellen und K1 und 10 as Beispid fir frih
differenzierende K eratinocyten.

Die Genexpression wird in den basalen und suprabasalen Zellschichten der Epidermis durch
Faktoren beeinflusst, die Proliferation bzw. Differenzierung induzieren (Jetten 1990, Denning
et a. 1996). Diese Faktoren wirken Uber Signatransduktionswege, bel denen
Tyrosinphosphorylierung von zentraler Bedeutung ist (Filvaroff et a. 1990). Deshalb war es
von Interesse am Beispiel von EGF den Effekt eines solchen Faktors auf die Expression des
PTPIP51 zu untersuchen. Hierzu wurde eine immortalisierte Linie humaner Keratinocyten
(HaCaT) verwendet.
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2. Material und Methoden

2.1 Gewebegewinnung und Gewebverarbeitung

Die zu untersuchenden Gewebe wurden von AVB-Mausen (Harlan—Winkelmann, Borchen;
n=5) mit einem Gewicht von 25-30g und Wistar-Ratten (Tierstall des Physiologischen
Instituts, Universitdt Giefsen; n=5) mit einem Gewicht von 200-300g entnommen. Zusétzlich
stellte und das Pysiologische Institut der Universitét Gief3en unterschiedliche Hautproben von
Meerschweinchen zur Verfigung. Nach T6tung der Tiere durch Inhalation von Halothan
(Rusch, Bdblingen) wurden die Tiere thorakotomiert und der Herzbeutel erdffnet. Fir
histologische Untersuchungen wurde der linke Ventrikel kandliert und das Blut mit
Vorspullésung (25g/1 Polyvinylpyrrolidon MW 40000, 99/l NaCl, 5g/I Procainhydrochlorid in
aq. bidest., eingestellt auf pH 7,4) aus dem Kreislauf gewaschen. Zuvor wurde Uber einen
kleinen Schnitt im rechten Vorhof ein Abfluss geschaffen, um so die orthograde
Durchstrébmung und die retrograde Durchstrémung des kleinen Kreislaufs zu ermdglichen.
Anschlief3end wurde das Tier durch die liegende Kanile mit Zamboni-Fixativ (150ml/l
geséttigte Pikrinsdure; Merck, Darmstadt), 50ml/I Formaldehyd (37%; Roth, Karlsruhe),
500ml/l Phosphatpuffer (0,2M, pH 7,4), mit Aqua bidest. auf 1000 ml aufgeftillt) perfundiert
und die bendtigten Gewebe entnommen. Anschlieffend wurden die Gewebeproben in
Zamboni-L6sung fir durchschnittlich 3-4h bei Raumtemperatur nachfixiert. Dann wurden die
Proben mindestens viermal fir eine Stunde in 0,1M Phosphatpuffer (PB) pH 7,4 gewaschen.
Zur Kryoprotektion wurden die Proben anschlief3end Uber Nacht in Saccharose-Ldsung (PB +
18% Saccharose; Merck, Darmstadt) Uberfihrt, in dem Gefriereinbettmedium Tissue Tek
(Sarkura, Zoeterwoude, Niederlande) orientiert und in fltissigem Stickstoff schockgefroren.
Alle Gewebe wurden bis zur weiteren Verwendung bei —80°C aufbewahrt.
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Humane Hautproben wurden mir freundlicherweise vom Institut fir Pathologie des
Universitétsklinikums Gief3en unter der Leitung von Prof. Dr. Andreas Schulz und von
Leichenmaterial des Instituts fir Anatomie und Zellbiologie des Universitatsklinikums
Giefien unter der Leitung von Prof. Dr. Wolfgang Kummer zur Verfigung gestellt. Fur
weitere histologische Untersuchungen wurden die entnommenen humanen Hautproben in
Zamboni-Fixativ fur durchschnittlich 4-6h bei Raumtemperatur fixiert und anschlieRend im
gleichen Procedere wie die Gewebeproben von Maus und Ratte weiterverarbeitet.

Hautproben, die nach dem Western Blot-Verfahren weiterverarbeitet werden sollten, wurden

in schmelzendem Isopentan schockgefroren und bis zur weiteren Verarbeitung be —80°C

gelagert.

2.2 Lichtmikroskopische | mmunhistochemie
Um das Protein P51 in der Epidermis und in anderen Epithelien in situ zu lokalisieren,

wurden die Methoden der lichtmikroskopischen |mmunhistochemie verwendet.

2.2.1 Einfache Immunofluor eszenz
Es wurde die Technik der indirekten Immunofluoreszenz gewahlt, bel der im Gegensatz zur

direkten Immunofluoreszenz der Primérantikorper nicht mit einem Fluorochrom markiert ist.

Abb. 5 Kryostat (Leica Modell 1900M, Nussloch)

Dadurch wurden eine grof3ere Sensitivitdt und eine hohere Flexibilitét beim Einsatz der
Detektionssysteme ermdglicht.

Gefrierschnitte mit einer Dicke von 7-10um wurden am Kryostat (Leica Modell 1900M,
Nussloch; Boxtemperatur je nach Gewebe —18- -22°C, Prdparattemperatur je nach Gewebe —
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21- -25°C, s. Abb. 5) angefertigt und auf mit Chromalaun/Gelatine beschichtete Objekttrager
(Kaiumchromsulfat-12-Hydrat; Riedel-de-Haen, Seelze) aufgenommen.

Nach einer Stunde Lufttrocknung bei Raumtemperatur wurden die Schnitte mit einem Pap
Pen (SCI Sciences Sevices, Munchen) umfahren. Die immunhistochemische Inkubation
begann mit der Zugabe des Primérantikorpers gegen das Protein PTPIP51 in der optimal
ausgetesteten Verdinnung (Menge ca. 20ul pro Schnitt, Verdinnung s. unten). Verdinnt
wurde der Antikdrper in Blockldsung (10% normales Ziegenserum,

5% Rinderserumalbumin (BSA, Serva, Heidelberg), 0,1% Cold Water Fish Skin Gelatine in
PB mit 9g/I NaCl), um zusétzlich unspezifische Proteinbindungsstellen zu blocken (Hauri and
Bucher 1986). Die Inkubation der Schnitte erfol gte Gber Nacht in einer feuchten Kammer bel
Raumtemperatur.

Nach der Inkubation wurden die Schnitte dreimal fr jeweils zehn Minuten in PB mit 9g/|
NaCl (PBS) gewaschen. Anschlieffend wurde der FlUssigkeitsrest abgesaugt und der
Sekundérantikorper gelost in  Inkubationspuffer (PB mit 18g/l NaCl) in geeigneter
Verdinnung (s. Tab. 1) aufgetragen. Nach der Inkubation mit dem Sekundérantikorper (eine
Stunde bel Raumtemperatur in der feuchten Kammer und bel Bedarf in Dunkelheit) wurde
erneut dreimal zehn Minuten mit PBS gesptilt. Alle Schnitte wurden mit gepuffertem Glycerol
(pH 8,6) as Medium eingedeckelt und zur Stabilisierung der Immunofluoreszenz im
Khlschrank bei 4°C aufbewahrt.

2.2.2 Doppelimmunofluor eszenz

Zur simultanen Darstellung von zwei Antigenen in einem Schnitt wurde das
Doppelimmunofluoreszenzverfahren durchgefiihrt. Das grundsétzliche Vorgehen entspricht
dem zuvor beschriebenen. Jedoch wird zusétzlich zu dem PTPIP51 Antikorper ein weiterer
Primérantikdrper der Inkubationslésung hinzugefligt. Voraussetzung ist, dass der weitere
Primérantikorper aus ener unterschiedlichen Spezies stammt. Seine verwendete
Endkonzentration entspricht dem jeweiligen Verdinnungsoptimum bei  einfacher
Immmunofluoreszenz. Zur Detektion kamen Cy3- und FITC-markierte Sekundarantikorper
zeitgleich zum Einsatz. Wurden biotinilierte Sekundérantikdrper eingesetzt, verwendete man
diesen zunéchst alein und schloss anschlief3end die Inkubation mit einem Gemisch aus dem

FITC-markierten Sekundarantikérper und dem Streptavidin-Texas-Rot-Komplex ab.
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2.2.3 Primarantikor per

Der in der vorliegenden Arbeit verwendete polyklonale Antikérper gegen PTPIP51 wurde in
dem Labor von Herrn Prof. Dr. W. Hofer hergestellt (Welte 2000) und wurde bereits in der
Studie von Frau Welte eingesetzt und charakterisiert. Zur Herstellung verwendete man ein
gereinigtes und rekombinantes Proteinfragment von PTPIP51. Zur Immunisierung wurde
einem Kaninchen Uber einen Zeitraum von 35 Tagen hinweg in steigenden Dosen das
entsprechende Antigen injiziert.

Es zeigte sich, dass die Immunisierung zu einer Zunahme von anti-P51-1gG fuhrte.

In eilgenen Versuchsrethen mit den Antiseren konnte eine optimale Verdiinnung des PTPIP51-
Antikorpers fur die Immunhistochemie von 1:250 ermittelt werden.

Um eine eventuelle Kolokalisation zwischen PTPIP51 und spezifischen Keratinen aus der
Epidermis nachweisen zu konnen, wurde ein zweiter Primérantikorper verwendet. Es handelte
sich hierbei um einen monoklonalen Antikérper Anti-Cytokeratin 8.60 (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, USA), der mit den Cytokeratinen K10 und 11, mit geringerer Reaktivitdt auch mit K1,
reagiert. Der AntikOrper markiert somit die suprabasalen, sich differenzierenden Schichten
der Epidermis, aber auch individuelle Zelen anderer Plattenepithelien. Als
Arbetsverdiinnung wurde die vom Hersteller empfohlene Verdinnung von 1:20 verwendet,
womit zufriedenstellende Ergebnisse erzielt wurden.

AuRerdem wurde ein weiterer monoklonaler Antikorper Anti-Cytokeratin 37 (Sigma-Aldrich,
Saint Louis, USA) verwendet, der die basalen Zellen (K5 und 14) von verhornenden
Plattenepithelien identifiziert, verwendet. Eingesetzt wurde der AntikOrper in ener
Verdinnung von 1:400, die wiederum vom Hersteller empfohlen worden waren.

Zur Untersuchung von Kolokaisationen der PTP1B bzw. der TCPTP mit dem potentiellen
Interaktionspartner des PTPIP51 zu untersuchen, wurden die beiden monoklonalen
AntikOrper gegen diese beiden Phosphatasen (Oncogene Research  Products,
Cambridge/England) jewells in einer Verdiinnung von 1:20 verwendet.

Weitere Antikorper kamen bei der Markierung subzelluldrer Strukturen zum Einsatz:

Das Endoplasmatische Retikulum wurde mit Hilfe von Anti-PDI (Abcam, Cat.# ab5484,
Chicago, IllinoisUSA) markiert. Die verwendete Verdinnung betrug 1:100. Der Golgi-
Apparat lief3 sich mit dem Marker Anti-Golgin-97 (MoBiTeC, Cat.# A-21270, Gottingen,
Deutschland) detektieren. Die Arbeitsverdinnung betrug 1:200. Mitochondrien wurden mit
Hilfe einer Farbung von Cytochrom Komplex V (Molecular Probes, Cat# 70B 1-3,
Leidern/Niederlande) identifiziert. Dieser Antikdper reagiert mit der Untereinheit o des

Komplexes und wurde mit einer Verdiinnung von 1:200 eingesetzt.

19



2.2.4 Sekundar antikor per

Material und M ethoden

Eine genaue Liste der verwendeten Sekundarantikorper, der Wirtsspecies, ihrer Hersteller und

der eingesetzten Verdinnungen findet sich in Tab. 1.

Sekundarantikor per

Erkannte Spezies Konjugat Wirtsspecies Verdinnung Quelle
Fluorescein- Organon
Kaninchen | sothiocyanat Ziege 1:500 Teknika,
(FITC) Eppelheim
_ Indocarbocyanin _ Dianova,
Kaninchen Ziege 1:250
(Cy 3) Hamburg
Amersham-
Kaninchen Biotin Schaf 1:100 Buchler,
Braunschweig
Molecular
Kaninchen Alexa Fluor 555 Ziege 1:1000 Probes, Leiden/
Niederlande

Tabelle 1. Liste der verwendeten Sekundarantikdrper und I mmunreagenzien.
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Molecular
Y AlexaFluor 488 Ziege 1:500 Probes, Leiden/
aus
Niederlande
Fluorescein- )
. Dianova,
Maus | sothiocyanat Esdl 1:400
Hamburg
(FITC)
Indocarbocyanin Dianova,
Maus Esdl 1:1000
(Cy 3 Hamburg
Amersham-
Maus Biotin Schaf 1:400 Buchler,
Braunschweig
Tertiarreagenz
Erkanntes ) Bindendes
Konjugat Verdinnung Quelle
Mol ekl Mol ekl
Amersham-
Biotin Texas-Rot Streptavidin 1:200 Buchler,
Braunschweig

Tabelle 1.(Fortsetzung) Liste der verwendeten Sekundéarantikorper und Immunreagenzien.

2.2.5 Spezifitatskontrollen

Kontrollen auf unspezifische Bindungen wurden durch eine Préabsorption des polyklonalen
PTPIP51-Antiserums Uber Nacht bei 4°C mit korrespondierenden PTPIP51-Protein
(Konzentration: 20pg Antigen/ml Antiserum) durchgefihrt. Danach erfolgte eine welitere
immunhiostochemische Bearbeitung wie oben beschrieben. Eine Positivkontrolle ohne
Antigenzugabe wurde mitgefhrt.

Als weitere Kontrolle wurde der Primérantikorper unter Beibehaltung aller anderen Schritte

ausgelassen, um somit unspezifische Bindungen durch die Sekundéarantikorper nachzuweisen.

2.2.6 Fluor eszensmikroskopie
Die Untersuchung der Gewebe, die mit den Methoden der Immunofluoreszenz markiert
worden waren erfolgte mittels Fluoreszenzmikroskopen (Fotofluoreszensmikroskop BX 60 F

der Firma Olympus, Hamburg, Konfokales Laserscanning Mikroskop TCS SP2 der Firma
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Leica Microsystems GmbH, Heidelberg und Universalmikroskop Axioplan 2 imaging der
Firma Carl Zeiss Jena GmbH, Jena, s. Abb. 6).

Diese Methode der Fluoreszenzmikroskopie beruht auf dem Prinzip, dass verschiedene
Fluorchrome, durch Bestrahlung mit kurzwelligem oder ultraviolettem Licht angeregt werden
und in Folge Licht einer langeren Wellenlange emittieren. Zur Kontrolle autofluoreszierender
Strukturen wurden Sperrfilter und Anregungsfilter mit unterschiedlichen Wellenldngen
verwendet (s. Tab. 2).

Je nach Filterkombination passiert emittiertes Licht eines bestimmten Wellenlangenbereichs

den Sperrfilter und kann wahrgenommen werden.

i __'-:---' ’.'
- 1
Abb. 6: Universalmikroskop Axioplan 2 imaging der Firma Carl Zeiss Jena GmbH, Jena.
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Filterkombination Fluorchrom Erregerfilter Sperrfilter
U-MNIB FITC band pass Bandpass
470-490 nm 515-550 nm
U-MWIY Texas-Rot band pass long pass
545-580 nm 610 nm
U-M41007A Cy-3 band pass band pass
525-560 nm 420-460 nm
U-M41007A UV-Filter band pass 475nm
390-560nm longpass

Tab. 2 Liste der verwendeten Filterkombinationen

2.2.7 Dokumentation

Zur Dokumentation und Auswertung der Untersuchungsreihe wurden Schwarz-Weil3-Fotos
und Farbdia mittels eines an das Mikroskop angeschlossenen Fotoapparates angefertigt. FUr
Schwarz/Weiss-Aufnahmen wurden 400 ASA-Filme  (Kodak TMY 400) und fir
Farbdiapositive 64 ASA-Filme (AGFA EPY 64) verwendet.

Zusétzlich wurden die mikroskopischen Bilder mit einem Videodokumentationssystem
(Scion-Image, Jena) ds TIFF-Dateien gespeichert. Diese Bilder wurden mit einer
Bildverarbeitungssoftware (Adobe Photo-Shop 2.0) nachgearbeitet und konnten Gber einen
Fotodrucker (Codonics Modell NP-1660M) ausgegeben werden.

Bereits fotografisch dokumentierte Befunde wurden eingescannt und ebenfalls als TIFF-

Dateien gespeichert.

2.3 1n Situ Hybridisierung

2.3.1 Gewebevor bereitung

Die Hautproben, die der In Situ Hybridisierung unterzogen wurden, wurden wie oben
beschriebenen entnommen, fixiert und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Es wurden
Kryostatschnitte mit einer Schnittdicke von 5-10um angefertigt und auf Superfrost-Plus-
Objekttréger (Menzel-Glaser, Deutschland) aufgenommen. Es folgte eine einstiindige
Antrockenzeit.

Um HaCaT-Zellen, die auf Culture Slides gewachsen waren, nach der Methodik der In Situ
Hybridisierung zu untersuchen, wurden diese fir 10min in 4% Paraformaldehyd fixiert. Die
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weitere Verarbeitung erfolgte analog der oben beschriebenen Methode fir Kryostatschnitte.
Verwendete Lésungen wurden bis einschliefdlich dem Schritt der Hybridisierung in RNAse
freiem ag. bidest. (0,1% Diethylpyrocarbonat (DEPC)) angesetzt bzw. verdinnt.

2.3.2 Prahybridisierung

Um die Zellmembranen im Gewebe zu permeabilisieren, wurden die Objekttrager 10 min in
PBS mit 0,25% Triton-X-100+ 0,25% Nodidet P-40 gegeben.

Anschlief3end folgte eine einstiindige Inkubation in 20 % Glycerol.

2.3.3 Hybridisierung

Nach der Préhybridisierung wurden die Schnitte mit DIG-markierten Sense- bzw. Antisense
cRNA-Proben in einer Verdiinnung von 1:100 inkubiert. Dazu wurde ein Sondengemisch mit
den cRNA, 10 pg/ml Salmon-Sperm-DNA und 10ug/ml Y east tRNA zusammengegeben. Der
Hybridisierungspuffer bestand aus 50% deionisiertem Formamid, 10% Dextransulfat, 2x SSC
(300mM NaCl, 30mM Natriumzitrat, pH 7.0), 1x Denhardt-Reagenz (2% BSA, 2% Ficall
400, 2% Polyvinylpyrrolidon). Sondengemisch und Hybridisierungspuffer wurden
zusammenpipettiert und auf die Schnitte gegeben (ca. 50ul pro Schnitt).

Die Objekttrager wurden fur 10min auf einer Heizplatte bei 70°C abgelegt, um anschlief3end
auf einem Kiuhlakku abgeschreckt zu werden. Es folgte eine Inkubation in einer
Hybridisierungskammer bel 42°C Uber Nacht.

2.3.4 Posthybridisierung

Zu Beginn der Posthybridisierung wurden die Objekttrager viermal 10-15min in 4fachem
SSC-Puffer bei 42°C gewaschen. Dann folgte ein 15-20min Waschen in 2fachem SSC-Puffer
bei 60°C gefolgt 15-20min in 0,2fachem SSC-Puffer bei 42°C. Anschlief3end wurde 5min bel
Raumtemperatur in 0,1fachem SSC-Puffer und abschlief3end in 2fachem SSC-Puffer fir
ebenfalls 5min bei Raumtemperatur gewaschen.

2.3.5 Immunhistochemie

Zu Beginn wurden die Objekttrager fur 10min bei Raumtemperatur in einfacher Tris-
Natriumchlorid-Magnesiumchlorid-Triton-Base (TNMT) gewaschen. Es folgte eine
einstiindige Inkubation in 3% BSA-Blockpuffer bei Raumtemperatur. Uber Nacht bei 4 °C in
Feuchter Kammer erfolgte die Inkubation des Sekundarantikdrpers Anti-DIG-Fab-
Antikdrpers mit einer Verdinnung von 1:500 in 1% BSA-Puffer.
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Am né&chsten Tag wurde zundchst zweimal 10min in einfachem TNMT-Puffer gewaschen. Es
folgte ein weiterer Waschschritt in Nitroblautetrazoliumchlorid-Puffer (NTB) fur 5min und
weitere 5min in 5mM Levamisol in einfachem NTB-Puffer.

Anschlief3end erfolgte das Entwickeln mit Nitroblautetrazolium/Brom-Chlor-1ndolyl phosphat
(NTB-BCIP)-Losung in volliger Dunkelheit. Die benttigte Zeit fur das Entwickeln war dabei
sehr variabel (min-h).

Anschlieflend wurde nochmals 5min in 5mM Levamisol in einfachem NTB-Puffer
gewaschen. Nach kurzem Waschen in ag. bidest. wurde in Glycergel eingedeckelt.

2.4 Zelkultur

2.4.1 Zédllinie

Fur die Untersuchung der Exprimierung von PTPIP51 in Abhangigkeit der
Differenzierungsstadien in lebenden Keratinocyten wurde eine immortalisierte humane
Keratinocyten-Zellinie (HaCaT, Boukamp et al. 1988) verwendet. Die Zellinie wurde uns
freundlichst von Herrn Prof. Dr. H.-J. Teschemacher der Abteillung Pharmakologie der
Justus—Liebig-Universitét Giel3en Uberlassen (Genehmigung: DKFZ Heidelberg, MTA L-
4598).

2.4.2 Kulturbedingungen

Zur Anzucht wurden 75cm? Zellkulturflaschen (Falcon, Heidelberg) fir 1h mit fetalem
Kélberserum (FKS; PAA, Marburg) beschichtet. Danach wurden die Zellen in RPMI 1640
Medium (SIGMA, Desenhofen), das je 500ml mit 50ml Fetalem Kaberserum und 5ml
Penicillin/Streptomycin/Amphotericin (PSA; Invitrogen) angereichert wurde, suspendiert. Die
HaCaT-Zellen wurden dreima wochentlich eitnem Mediumwechsel unterzogen und bel 37°C
und 5% CO, inkubiert.|

2.4.3 Splitting

Die HaCaT-Zelen wurden nach 7-10 Tagen gesplittet. Hierfir wurden die adhérent
wachsenden Zellen durch Zugabe von 3ml 100mM PBS / 0,05%-EDTA inkubiert und
anschlief3end mit 3ml Trypsin-EDTA (PAA, Marburg) von der Zellkulturflasche geldst und
10min bei 500g zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde mit Hilfe einer silikonisierten
Pasteurpipette mehrmals trituiert und dann im Verhdtnis 1:3 auf neue Zellkulturflaschen mit

frischem Medium verteilt.
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2.4.4 Kryokonservierung

Die sich im expotentieller Wachstumsphase befindlichen HaCaT -Zellen wurden 10 Minuten
bei 500g zentrifugiert, um eine Mindestmenge von 5x10° Zellen pro ml zu erhaten.
Anschlief3end wurde das Zellpellet im Einfriermedium (RPMI 1640, 10% FKS, 1% PSA,
10% Dimethylsulfoxid(DMSO)) resuspendiert und in 1,8 ml fassende Kryoréhrchen
(Cryogenic Vids, Nalgene Rockester/USA) portioniert. Die Kryordhrchen wurden zunéchst
in einen Cryo 1° Freezing Container (Nalgene Rockester/USA) positioniert, der die Zellen mit
einer gleichmaldigen Geschwindigkeit von 1°C/min auf —70°C kihlte. Schliefdich wurden die
Zéellenin flussigen Stickstoff Gberfihrt.

2.4.5 Auftauen

Bel Bedarf wurden die Kryoréhrchen fir 2-3min im Wasserbad bel 37°C aufgetaut. Der Inhalt
wurde in 9ml angewarmtes Kulturmedium pipettiert und 10min bei 500g zentrifugiert, um
die Bestandteile des Einfriermediums mdglichst grindlich zu entfernen. Das entstandene
Zellpellet wurde mit frischem Kulturmedium versetzt und in einer 75cm? Zellkulturflasche
ausgesét. Anschlief3end wurden die Zellen wie Gblich inkubiert.

2.5 Zdlversuch mit EGF

2.5.1 Durchfihrung

Zu Beginn der Versuchsreihe wurden die HaCaT-Zellen nach einem weiteren Splitting pro
Versuchsansatz in jeweils zwei 75cm?® Kulturflaschen und auf einen "Culture Slide" pro
Versuchsbedingung ausgesét. Die Zelldichte betrug bei Aussaat 1000 Zellen/100ul. Die
Kammerung des Objekttragers in  acht N&pfe ermoglichte es, unter gleichen
Versuchsbedingungen in mehreren Né&pfen paralled HaCaT-Zellen auszuséen und zu
behandeln und in der sich anschlieffenden Immunhistochemie zusétzlich 2 Néapfe fir
Spezifitatskontrollen zu nutzen. Nach Erreichen einer ausreichende Konfluenz — ca. nach 4
Tagen bel taglichem Mediumwechseal (400ul frisches Medium pro Napf) wurden die Zellenin
ein Kulturmedium mit 1% FKS Oberfihrt, um Interferenzen mit etwaigen endogen
Bestandteilen des FKS auf die Versuchsansédtze zu vermeiden. Parallel wurde in einer anderen
Versuchsrethe mit zu diesem Zeitpunkt alternativ auf 5% Panexin (Pan Biotech GmbH,
Aidenbach, Deutschland) gewechselt. Panexin ist ein Mediumzusatz fur Zellkulturen, der
nach Angabe (mundliche) des Herstellers kein endogenes EGF enthdlt. Nach weiteren 24h
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wurden nun das EGF, in den entsprechenden Konzentrationen (s. Tab. 3) im Nahrmedium
gel0st, den Zellen zugegeben.

Dabel wurden die Mediumzusdtze, 5% Panexin und 1% FKS, jewells beibehaten. Die
Inkubation erfolgte weitere 24h. Danach wurden in die Kulturflaschen 500l 2fach
Laemmlipuffer (125mM Tris/HCI pH 6,6 + 4% Natrium Dodecylsulfat (SDS) + 5% Glycerol
+ 0,005% Bromphenol Blau) gegeben und die Zellen mit einem Cellscraper (23cm, Nalge
Nunc International, USA) von Flaschenboden gel6st, im Puffer fir 10min bei 70°C erhitzt
und anschlief3end bei 15000rpm fur 10min abzentrifugiert. Bis zur Weiterverarbeitung mittels
Westernblotverfahren wurden die Proben bel —80°C tiefgefroren.

Die Zellen, die auf den Culture Slides gezlichtet worden waren, wurden nach Absaugen des
Kulturmediums fir 20min in Zamboni fixiert und dann einer Immunhistochemie unterzogen.
Im Anschluss an die Immunhistochemie wurden die Kerne mittels DAPI-Férbung dargestellt,
um bel der Auswertung die Gesamtzahl der Zellen erfassen zu konnen. Dazu wurden die
Culture Slides fur 5min in einer Kivette mit 0,5ug/ml DAPI gelést in Methanol inkubiert,
dann 5min in reinem Methanol gespiilt. Anschlief3end wurden die Slides nochmals fir 10min
in PBS gespllt, bevor sie in gepufferten Glycerol eingedeckelt wurden.

2.5.2 Auswertung

Zur Klérung der konzentrationsabhangigen EGF Effekte (Konzentrationen siehe Tab. 3) auf
die Exprimierung von PTPIP51, wurden pro Versuchsansatz und Versuchsbedingung en
Culture Slide mit 8 Né&pfen einer bestimmten EGF-Konzentration jeweils entweder mit 1%
FKS oder 5% Panexin as Mediumszusatz verwendet. Unter 400facher Vergréf3erung wurde
dann zuféllig sechs verschiedene Felder innerhalb eines Napfes mit jewells einer Flache von
ca 0,04 mm? sowohl mit PTPIP51 Farbung (Filter U-MNIB fiir FITC bzw Filter U-
M41007A fur Cy3) as auch mit Kernfarbung (Filter U-M41007A fur DAPI) aufgenommen
(s. Abb. 7). Die Gesamtzahl der PTPIP 51 positiven Zellen eines Bereiches wurde in Relation
zur Gesamtzellzahl dieses Bereiches gesetzt. Dabel wurden bis zu 1000 Zellen in 6 Feldern
ausgezahlt. Der Versuch wurde sechsmal wiederholt (n=6). Die Ergebnisse wurden in
Tabellen vermerkt (s. Abb. 8) und anschlief3end in Microsoft Excel eingegeben, um
Mittelwerte, zugehodrige Standardabweichungen und den SEM fir den Anteil der reaktiven
Zellen zu bestimmen. Daraufhin wurden geeignete Diagramme im selbigen Programm
erstellt.

Eine weitere statistische Analyse wurde mit Hilfe eines SPSS-Programmes durchgefihrt
(SPSS Inc. Chicago, IllinoiyUSA). Die Verhdtnisse zwischen PTPIP51 positiven Zellen und
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der Gesamtzahl der Zellen wurden anhand eines nichtparametrischen Mann-Whitney-U-Tests
Uberprift. Ein Unterschied wurde as statistisch signifikant betrachtet, wenn der P-Wert

kleiner als 0,05 war.

Abb. 7 HaCaT-Zellen bel 400facher VergrolRerung auf Culture Slides gewachsen; linkes Bild:
DAPI-Kernfarbung (Filter U-M41007A); rechtes Bild: dieselbe Lokalisation mit Filter U-
M41007A (Cy3) zur Darstellung der PTPIP51 positiven Zellen.

Tab. 3 Daten und Konzentrationen des verwendeten Wachstumsfaktors in der Zellkultur

Name Abklrzung Konzentration in Herkunft
mol/|
Epiderma Growth EGF 10°° SIGMA, Saint
Factor Louis’lUSA
10°®
107
10°
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HaCaT projekt:

Kulturmedium mit Zusatz:
Inkubationsdauer (Stunden):

Wachstumsfaktor (Konzentration):

Primérantikorper (Verdinnung):

Sekundar antikor per (Verdunnung):

DAPI -positiv P51-positiv

Notizen:

Abb. 8 Auswertungsbogen fur den EGF-Versuch.

2.6 Western Blot

2.6.1 Durchfihrung

Nach Auftauen der in Laemmlipuffer eingefrorenen Zellen, wurden den Proben 0,2%
Mercaptoethanol zugegeben, um die in den Proteinen enthaltenen Disulfidbriicken
aufzuspalten. Zur Inkubation wurden die Proben erneut 10min bei 95°C belassen.
Anschlief3end wurde kurz anzentrifugiert.

Als Trenngel wurde ein SDS-Polyacrylamid-Gel (10% Acrylamid) verwendet und auf
Immobilon-PVDF-Membran (Millipore, Schwalbach) geblotet. Unspezifische
Proteinbindungen wurden mit 10% Magermilchpulver, geldst in TTBS (0,025M Tris-HCl, pH
8,0, 0,15 M NaCl, Tween 20 0,05% (v/v)), fur 1h geblockt und anschliefend mit Anti-
PTPIP51-AntiSerum (1:500) in TTBS mit 2,5% Magermilchpulver Uber Nacht inkubiert.
Nach einem Waschschritt mit TTBS (3x10min) erfolgte die Inkubation mit anti-Kaninchen
[gG-Antikorper, gekoppelt an akalische Phosphatase (1:10000; Promega, Mannheim), in
TTBS mit 2,5% Magermilchpulver fur 1h, gefolgt von einem weiteren Waschschritt mit
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TTBS (2x10min). Abschlief3end wurde nochmals fir 20min mit TM (0,1M Tris-HCI, pH 8,0,
0,AM NaCl, 5mM MgCl,) gespllt. Dann wurde die Aktivitét der an das Sekudarreagenz
gekoppelten akalischen Phosphatase mit NTB-BCIP Phosphatase Substrate 1-C (KPL,
Maryland USA) Uber eine Farbreaktion nachgewiesen.
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3. Ergebnisse

3.1. Einfache | mmunofluor eszenz

3.1.1 Lokalisation des PTPIP51 in der Haut

In Vorversuchen mit entsprechenden Verdiinnungsreihen wurde eine optimale Konzentration
fur den aus Kaninchen gewonnenen Antikérper gegen PTPIP51 von 1:250 fir
Rattengewebsschnitte bel Epidermis und Dermis ermittelt. Diese Konzentration fuhrte auch in
humanem und Mausegewebe zu einem optimaen Verhdtnis zwischen Signa und
Hintergrund.

Im Folgenden wurden immuncytochemische Untersuchungen an Proben von Maus, Ratte,

M eerschweinchen und humaner Haut durchgefihrt.

3.1.1.1 Epidermis

Wie in Abbildung 9 dargestellt ist, reagiert die Epidermis aller untersuchten Spezies in
charakteristischer Weise einheitlich: Das Stratum basale war in alen untersuchten Proben
PTPIP51 negativ. Eine Reaktivitdt des Antikorpers gegen PTPIP51 war nur in den
suprabasalen Schichten zu finden. Eine detaillierte Analyse zeigte Unterschiede in der
Reaktivitét zwischen den verschiedenen Spezies. Wéahrend be tierischen Geweben die
Resaktivitét sich langsam Uber den Verlauf des Stratum spinosum mit einem Maximum an
Reaktivitdt im Stratum granulosum und Stratum corneum einstellte (Abb. 10 a), zeigte sich
beim Menschen eine gleichmaliig starke Reaktivitét ab dem Stratum spinosum, die auch das
Stratum granulosum einschloss (Abb. 10 b). Das Stratum corneum war in seiner Reaktivitét
durchwegs uneinheitlich (s. Abb. 11).
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Abb. 9 Immunreaktivitét von PTPIP51 in humaner Epidermis. Das Stratum basale weist keine
Reaktion auf (s. Pfeile).

Abb. 10 a) Immunreaktivitét von PTPIP51 in der Epidermis einer Ratte,
b) PTPIP51 Immunreaktivitdt in humaner Epidermis

Zusatzlich wurden den Tieren Gewebeproben an unterschiedlichen Stellen enthommen, wie
Kopf, Pfote/lHand, Bauch, Brust und im Bereich der Achsal, um so die Lokalisation des
PTPIP51 in Felderhaut, Leistenhaut und behaarter Haut vergleichen zu kdnnen. Wie Abb. 11
a) und b) belegen, zeigt sich, dass die Epidermis in alen Arealen beziglich ihrer
Immunreaktivitét des PTPIPS1 identisch reagiert - namlich mit einem negativem Stratum
basale und stark positiven suprabasalen Zelllagen.
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Abb. 11 a) Immunreaktivitdt von PTPIP51in humaner Leistenhaut (Sekundarantikorper Alexa
Fluor),

b) Immunreaktivitdt von PTPIP51 in humaner Kopfhaut (Sekundérantikorper FITC)

Auf cytologischer Ebene (Abb. 12) zeigt sich, dass die positive Reaktion innerhalb der
Keratinocyten in vivo, wie Ubrigens auch in den meisten anderen Epithelzellen (s. Abb. 13,

16, 17 und 18), auf das Cytoplasma beschrankt ist. Nucleus und Zellmembran bleiben
dagegen in der Regel ausgespart.

Abb. 12 Immunreaktivitat von PTPIP51 in humaner Epidermis (Sekundarantikorper Alexa
Fluor). Ausbleibende Reaktion in Nucleus (weil3e Pfeile) und Zellmembran (rote Pfeile)
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3.1.1.2 Lokalisation des PTPIP51 in den Anhangsgebilden der Haut

3.1.1.2.1 Ekkrine Schwel3dr isen

Immuncytochemische Reaktionen mit dem Antikdrper gegen PTPIP51 in den
Hautanhangsgebilden fiel schwécher aus as in der Epidermis. Wie Abb. 13 zeigt, sind die
Ausfuhrungsgange und Endstiicke der ekkrinen Schwel l3driisen PTPIP51 immunreaktiv. Die
etwas diffus erscheinende Reaktion ist in allen Zellen zu beobachten, wobel die Nuclei
wiederum ausgespart bleitben (Abb. 13 a).

3.1.1.2.2 Apokrine Schweif3dr tisen

Apokrine Drisen sind vorwiegend auf die Arede von Achseln, Genitoanaregion,
Brustwarzen beschrankt. Auch ihre Endstlicke weisen eine positive PTPIP51 Reaktion auf
(Abb.13 b). Das einschichtige Epithel der Drisenendstlicke weist eine positive Reaktion flr
PTPIP51 auf, diein ihrer Intensitét in etwader der ekkrinen Endstiicke vergleichbar ist.

Spm

Abb. 13a) PTPIP51 Immunreaktivitét ekkriner SchweiRdriisen in humaner Haut. Es handelt
sich hier um Ausfuhrgange,

b) PTPIP51 Reaktivitédt einer apokrinen Schwel (3drise in humaner Haut. Das einschichtige
Epithel der Endstiicke weist eine positive Reaktion auf (weil3e Pfeile).

3.1.1.2.3 Talgdr iisen
Die Glandulae sebaceae weisen mit dem Antikorper gegen PTPIP51 positive Reaktionen auf.
Diese sind von der Intensitdt mit denen der Schweil3driisen vergleichbar, wobei eine starke

Reaktivitéat in den basalen Ersatzzellen zu verzeichnen ist. AuRerdem erscheinen sowohl die
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Zellmembran as auch die Kernmembran sowie die perinucleare Regionen positiv. Ebenso

sind auch die pyknotischen Zellkerne der sich in Talg umwandelnden Zellen markiert.

100pm ~b) Shum

Abb. 14 a) PTPIP51 Immunreaktivitét in einer hol okrinen Drise humaner Haut, 200fache
VergrofRerung,

b) gleiche Drise bel hdherer Vergroferung (400fach). Positive Reaktionen der pyknotischen
Zellkerne (weil3e Pfeile), der Zellmembran (rote Pfeile) und der Basalzellen (blaue Pfeile).

3.1.1.2.4 Haarfollikel

Im Haarapparat zeigt sich eine sehr charakteristische Verteilung des PTPIP51. So findet sich
im Kortex und der Medulla mit sich nach peripher anschlief3ender Cuticula keine Reaktion
mit dem Antikdrper gegen PTPIP51. Dagegen hebt sich die innere Wurzelscheide auf Grund
ihrer sehr starken Reaktion mit dem Antikérper gut davon ab, was sowohl im Querschnitt als
auch im Langsschnitt deutlich zu erkennen ist (Abb. 15). Die auRere epitheliae
Wurzelscheide bleibt weitesgehend negativ, bis auf die aul3erste Zelllage, deren
Zellmembranen oder cytoplasmatische Strukturen, die raumlich eng mit der Zellmembran

assoziiert sind, eine eindeutig positive Reaktion aufweisen (s. Abb. 15 b).
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Abb. 15 PTPIP51 Immunreaktion im Haarapparat

a) Langsschnitt durch ein humanes Haar mit Reaktivitat von PTPIP51 in der inneren
epithelialen Wurzel scheide (welil3e Pfelle) und ausbleibender Reaktion in der dul3eren
Wourzelscheide (*),

b) Querschnitt durch ein humanes Haar mit gleicher Reaktivitdtsverteilung und der
Unterteilung des Haares in Medulla (M) und Cortex (C), Vergroferung im Bild zeigt die
positive Reaktion der Zellmembranen oder zellmembrannahen Strukturen der &uf3eren

Zelllage der aul¥eren epithelialen Wurzel scheide.

3.1.2 Lokalisation des PTPIP51 in anderen Epithelien

3.1.2.1 Mehrschichtig verhorntes Plattenepithel

Das mehrschichtige verhornte Epithel der Zunge und oraler Muccosa von Ratte und Maus
weist eine der Epidermis vergleichbare Reaktion mit dem Antikorper gegen PTPIP51 auf. Die
basale Schicht der Keratinozyten ist nahezu negativ, suprabasalwérts wird die Reaktion mit
dem Antikorper gegen PTPIP51 zunehmend stérker. Die Reaktivitét des Epithels bildet einen
zur Oberflache hin gerichteten Gradienten (s. Abb. 16).
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Abb.16 PTPIP51 Immunreaktivitdt des Oberflachenepithels der Rattenzunge,
a) bei 200facher VergrofRerung,
b) bei 400facher VergrofRerung

3.1.2.2 Mehrschichtig unverhor ntes Plattenepithel

Es zeigte sich in dieser Art von Epithel eine ebenfalls eine positive Reaktion der suprabasalen
Schichten. AufRerdem ist auch der schon oben erwéhnte von basal nach suprabasal
entstehende Gradient zu beobachten (Abb. 17). Da jedoch nur Osophagusgewebe von Ratte
und Meerschweinchen zur Verfigung stand und beide einen gewissen Grad der Verhornung
zeigten, ist ein Stratum corneum zu sehen. Diesist in seiner Reaktivitét weitesgehend negativ
(s. Abb 17). Zudem sind im Stratum basde die Zellmembranen oder peripher
cytoplasmatische Strukturen der Epithelzellen markiert (Abb 17, weil3e Pfeile), ganz ahnlich
denen der aulieren epithelialen Wurzelscheide im Haar (s. Abb. 15 b).
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100pum h) S0pm

Abb.17 PTPIP51 Immunreaktivitat im Epithel des Osophagus einer Ratte

a) UbersichtvergroRerung (200fach),

b) 400fache Vergroferung: Die Zellmembranen oder periphere cytoplasmatische Strukturen
des Stratum basal e zeigen elne positive Reaktion (weil3e Pfeile).

3.1.2.3 Mehrreihiges Epithe (Urothel)

PTPIP51 ist in alen Schichten des Urothels mittels Immuncytochemie nachweisbar. Die
Reaktion des Antikorpers beschrénkt sich auf das Cytoplasma. Die Zellkerne bleiben
weitesgehend ausgespart. Perinucledr fallt gelegentlich eine verstérkte Reaktionen auf (s.
Abb. 18).

100pum S0pm

Abb. 18 PTPIP51 Immunreaktivitét im Urothel einer Ratte
a) UbersichtsvergroRRerung,
b) 400facher VergroRerung: Die weil3en Pfeile markieren verstérkte positive perinucleédre

Bereiche.
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3.2 Doppelimmunofluor eszenz

Zur Charakteriserung der PTPIP5lhaltigen Zellen wurden Doppelimmunreaktionen
durchgeftihrt. Zur Markierung der proliferativen Zellschicht wurde ein Antikorper gegen die
Cytokeratine K5 und 14 verwendet. Die Markierung von differenzierenden Zellen wurde ein
Antikorper gegen die K1 und 10 verwendet.

3.21 PTPIP 51 und K5/14 Immunr eaktivitat

Die Doppelmarkierung der Antigene PTPIP51 und K5 und 14 zeigt innerhalb der Epidermis
keine gleiche Verteilung. Wéahrend die Markierung mit den Antikérpern gegen PTPIP51 wie
gewohnt erfolgt (s. Abb. 19 a), ist das Stratum basale mit dem Antikérpern gegen K5 und 14
positiv, wahrend die suprabasalen Schichten nicht reagieren (s. Abb. 19 b).

100pm ] : 100pm

Abb. 19 Doppelimmunreaktion von PTPIP51 und K5 und 14

a) PTPIP51 Reaktion (Sekundarantikorper Alexa Fluor) und

b) K5 und 14 Reaktion (Sekundarantikorper FITC) in humaner Epidermis.

Das Stratum basale (wei3e Pfeile) zeigt eine positive Immunreaktion bel K5 und 14.

3.2.2 PTPIP51 und K1/10 I mmunr eaktivitat

Die Doppelmarkierung der Antigene PTPIP51 und K1 und 10 zeigt innerhalb der Epidermis
eine identische Verteillung. Das Stratum basae ist mit beiden Antikdrpern negativ, wahrend
die suprabasalen Schichten stark positiv reagieren (s. Abb. 20).

39



Ergebnisse

Abb. 20 Doppelimmunreaktion von PTPIP51 und K1 und 10 in humaner Epidermis
a) PTPIP51 (Sekundarantikorper Alexa Fluor),
b) K1 und 10 (Sekundarantikorper FITC

Diese Gleichverteilung findet sich nicht fur die Hautanhangsgebilde wie Haar, Schwei 3driisen
und Talgdriisen. PTPIP51 ist in der inneren epithelialen Wurzel scheide nachzuwei sen, nicht
aber K1 und 10 (s. Abb. 21 aund b).

Lediglich in den luminalen Anteilen der ekkrinen Drilsenendstiicke kam es zu einer
Ubereinstimmung der Reaktion beider Antikérper (s. Abb.21 ¢ und d).

Eine identische Verteilung der beiden Antigene findet sich nur bei den mehrschichtigen
Epithelien aus Oesophagus und Zunge, die Verhornung zeigen.
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Abb.21 PTPIP51 und K1 und 10 Immunreaktivitat in Hautanhangsgebilden von humaner
Haut

a) Haar im Langsschnitt mit Markierung von PTPIP51 (Sekundérantikorper Alexa Fluor),

b) gleiches Haar mit Markierung von K1 und 10 (Sekundérantikorper FITC),

¢) Ausfihrungsgéange ekkriner Schweil3driisen mit verstarkt basaler Markierung des PTPIP51,
d) gleiche Stelleim Schnitt mit dem Antikorper gegen K1 und 10, vorwiegend luminal
reagierenden Anteilen.

3.2.3 Doppédimmunofluoreszenz mit Antikdpern gegen TCPTP und PTP1B

Zur Uberprifung eventueller Gleichverteilung von potentiellen Interaktionspartnern der
PTPIP51 wurden Doppelfarbungen mit den Antikdrpern gegen PTPIP51 und die beiden in
Frage kommenden PTPs, PTP1B und TCPTP, durchgefihrt.

3.2.3.1 PTPIP51 und TCPTP Immunreaktivitat
In der Epidermisin Abb. 22 ist die Lokalisation des PTPIP51 auf die suprabasalen Schichten
beschrankt. Bei der TCPTP kam es lediglich zu einer sehr schwachen Reaktion in den

suprabasalen Schichten der Epidermis humaner Haut mit einem sich nach apikal
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verstarkendem Gradienten. Bei den Hautanhangsgebilden wie ekkrinen Schweil3driisen und
Haarfollikel mit Talgdrtsen lief3 sich keine Gleichvertellung von PTPIP51 und den zum Tell

extrem geringen Markierungen der TCPTP erkennen.

Sthan M St

Abb. 22 Doppelmarkeirung der PTPIP51 und TCPTP in humaner Haut
a) PTPIP51 (Sekundarantikorper Alexa Fluor),
b) TCPTP (Sekundarantikorper FITC)

3.2.3.2 PTPIP51 und PTP1B I mmunreaktivitat

Die Doppelimmunreaktion der Haut mit dem Antikérper gegen PTPIP51 und PTP1B zeigte
ein ganzlich unterschiedliches Verteilungsmuster fir die beiden Proteine in der Epidermis
humaner Haut. Wéhrend PTPIP51 in erwahnter Lokalisation zu finden war, zeigte sich mit
dem gegen PTP1B gerichteten Antikdper lediglich eine Reaktion in den einzelnen Zellen, die
nach morphol ogischen Gesichtspunkten Langerhans-Zellen entsprachen (s. Abb. 23). Auch in
den Hautanhangsgebilden zeigten sich keinerlei Ubereinstimmungen in der Lokalisation von
PTPIP51 und PTP1B. Hier sind ebenfalls dendritische Zellen PTP1B positiv (s. Abb. 24).
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Abb. 23 Immunreaktivitat von PTPIP51 und PTP1B in humaner Epidermis

a) PTPIP51 (Sekundérantikorper Alexa Fluor)

b) PTP1B (Sekundarantikorper FITC)

Well3e Pfeile markieren eine Langerhanszelle, die fir PTP1B positiv markiert ist (keine
Markierung bei Anti-PTPIP51).

100pm 100

Abb. 24 Immunreaktivitat von PTPIP51 und PTP1B einer Tagdrise in humaner Dermis
a) PTPIP51 (Sekundarantikorper Alexa Fluor)
b) PTP1B (Sekundarantikorper FITC)

Weil3e Pfeile markieren Langerhanszellen, die fur PTP1B positiv markiert sind.

3.31n Situ Hybridisierung
Zum Nachwels der Expression des Proteins PTPIP51 in der Epidermis und ihren
Anhangsgebilden wurde die mRNA des Proteins in Schnitten mit Hilfe von In Situ

Hybridisierungsexperimenten nachgewiesen.
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3.3.1 Lokalisalisation der mRNA von PTPIP51 in der Epidermis

Mittels In Situ Hybridisierung konnte die mRNA der PTPIP51 in der Epidermis detektiert
werden (Abb. 25 a@). Auch hier ist eine stérkere Reaktion in den suprabasalen Schichten mit
ansteigendem Gradienten zum Stratum ganulosum zu beobachten. Das Stratum corneum ist
negativ. Im Gegensatz zur Immunofluoreszenz Reaktion findet sich eine schwache Farbung in
der Basalschicht. Intrazellulér zeigt sich eine Konzentrierung der mRNA perinucledr (Abb. 25
b).

humaner Haut

a) UbersichtsvergroRerung
b) 400fache Vergrélierung.
Beide Bilder zeigen das schwécher reagierende Stratum basale (schwarze Pfeile) und das

negative Stratum corneum (rote Pfeile).

3.3.2 Lokalisation der mRNA von PTPIP51 in den Hautanhangsgebilden

Auch in den Hautanhangsgebilden entsprach der Nachwels der mRNA der mittels
Immuncytochemie gefundenen Verteilung.

So zeigte sich beim Haar eine ausgesprochene Reaktivitét der inneren Wurzelscheide (s. Abb.
26 a). Auch das einschichtige Epithel der ekkrinen Schwelldriisenendstiicke weist eine
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cytoplasmatische Lokalisation der mRNA auf (s. Abb. 26 b). Fir die Glandulae sebaceae
beschrankt sich die MRNA auf die basalen Ersatzzellen (s. Abb. 26 c).

Abb. 26 In Situ Hybridisierung der PTPIP51 in Hautanhangsgebilden humaner Haut

a) Haarfollikel mit positiver Reaktion der inneren epithelialen Wurzel scheide (schwarze
Pfelle),

b) ekkrine Schweil3drisen,

c) holokrine Driise mit positiver Reaktion in den Basalzellen (schwarze Pfeile)
3.4 Zdlkultur

Zur Untersuchung der Faktoren, die moglicherweise Einfluss auf die Verteilung des PTPIP51
in der Epidermis haben, wurden Versuche mit einer spontan immortalisierten humanen
Keratinozytenzellinie (HaCaT)durchgefthrt.
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3.4.1 Zdluldre und subzdlulére L okalisation von PTPIP51 in HaCaT Keratinocyten

In den Zelen der HaCal Linie lasst sich das Protein PTPIPS1  mittels
Immunfluoreszenztechnik nachweisen (Abb. 27). Dieses Protein ist sowohl generell im
Cytoplasma ds auch verstéarkt perinucledr und gelegentlich auch an der Zellkernmembran
lokalisiert. Vereinzelt wurden auch Zellkerne markiert.

Abb. 27 PTPIP51 Immunreaktivitét in humanen Keratinozyten (HaCaT) mit

cytoplasmatischer Lokalisation, besonders perinucleédr (weil3e Pfeile).

Die subzelluldre Lokalisation ist nicht gleichmaldig, sondern einzelne Bereich reagieren
wesentlich stérker als andere. In hoher Auflésung zeigt sich, dass das Protein in granul&rer
Form in den Keratinocyten vorliegt.

Weitere subzelluldre Anayse mittels Doppelmarkierung der Keratinozyten mit dem
Antikorper gegen PTPIP51 und jeweils einem spezifischen Marker des Golgi-Apparates, des
Endoplasmatischen Reticulum (ER) und der Mitochondrien zeigt, dass das Protein weder mit
dem Golgi-Apparat (s. Abb. 28 @ noch mit dem ER (s. Abb. 28 b) assoziiert ist. Eine
Kolokalisation des Proteins mit Mitochondrien ist abhangig von der Konfluenz, mithin von
dem Differenzierungsgrad der Kultur (s. Abb. 28 c).
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Abb. 28 Subzellulére Lokalisation von PTPIP51
a) Doppelimmnuofluoreszenz von PTPIP51 (Alexa 555, rot) und dem Golgi-Apparat (Alexa
488, grin),

b) Doppelimmnuofluoreszenz von PTPIP51 (Alexa 555, rot) und PDI Antikorper zur
Detektion des Endoplasmatischen Reticulums (ER, Alexa 488, grin). Doppellokalisationen
erscheinen gelb.

¢) Doppelimmnuofluoreszenz von PTPIP51 (Alexa 555, rot) und Complex V Antikorper zur
Detektion der Mitochondrien (Alexa 488 ,grin). Doppellokalisationen erscheinen gelb.

Konfluentes Wachstum der Keratinocyten, fuhrt zu einer Reduktion der Reaktivitat mit dem
Antikorper gegen PTPIP51 in den basal gelegenen Zellen, wohingegen die dartiber gelegenen
Zellen weiterhin eine starke Resktion aufweisen. Fixation der noch nicht konfluenten
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Keratinocyten nach 6-12h zeigt in diesen Zellen eine wesentlich stérkere Reaktivitéat fur
PTPIP51 im Vergleich zu den fir léngere Zeit gewachsenen Keratinocyten (z.B. nach 48h).

Es lasst sich beobachten, dass direkt nach Aussaat der Anteil der PTPIP51 positiven
Keratinocyten besonders hoch ist. Dieser Antell reduziert sich bel langerem Wachstum. Mit
der Verdichtung zu einem konfluenten der Zellrasen, dem Wachstum in zwei Schichten und
der damit verbundenen Differenzierung der oberen Keratinocyten steigt die Zahl der positiven

Zellen wieder an.

3.4.2. Doppelimmunofluoreszenz mit Anti-PTPIP51 und Antikdr pern zur Detektion

von K1/10 bzw. K5/14

Um die Abhangigkeit der PTPIP51 Reaktion vom Differenzierungsgrad der Zellen zu
untersuchen, wurden Doppelmarkierungen mit dem Antikorper gegen PTPIP51 und dem
Antikorper gegen K1 und 10 an den HaCaT-Zellen vorgenommen. Wie Abb. 29 zeigt, ist
auch in diesem Fall eine ausgesprochen hohe Kol okalisation festzustellen.

Die Verwendung des Proliferationsmarkers (Antikdrper gegen K5 und 14) zeigt eine geringe
bis gar keine Kolokalisation (s. Abb. 30)

25am

Abb. 29 Doppdlimmunrektivitét von PTPIP51 und K1 und 10 in humanen keratinocyten
a)PTPIP51 (Alexa 555),
b) K1 und 10 (Alexa 488) mit hoher Kolokalisation beider Proteine (weil3er Pfeil).
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Abb. 30 Doppelimmunreaktivitdt von PTPIP51 und K5 und 14 in humanen Keratinocyten
a)PTPIP51 (Alexa 555),

b) K5 und 14 (Alexa 488): keine Kolokalisation (weil3er Pfeil)

3.4.31n Situ Hybridisierung an P51-mRNA mit HaCaT -K eratinocyten

Bel der In Situ Hybridisierung ergibt sich ein zur Immunofluoreszenz. vergleichbares Bild.
Die mRNA ist im Cytoplasma nachzuweisen mit perinucleérer hoherer Konzentration. Nicht
alle Zellen erwiesen sich als reaktiv, sondern nur Zellen bel hdherer Konfluenz, die sich zu
differenzieren beginnen (s. Abb. 31).

Shpm ) RILITHIT

Abb. 31 In Situ Hybridisierung der PTPIP51 in HaCaT Zellen
a) anti-Sense Sonde: cytoplasmatische und verstérkt perinucledrer Reaktivitat
b) Sense Sonde (Negativ-Kontrolle).
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3.4.4 EGF-Zellversuch mit HaCaT -K eratinocyten

3.4.4.1 Auswertung des Versuchs

Nach Feststellung der Vergleichbarkeit der HaCaT-Zellen mit Keratinozyten der Epidermis
konnten Versuche zur Differenzierungsabhangigkeit der Zellen durchgefihrt werden. Hierzu
wurden die Zellen mit dem proliferationsinduzierenden und differenzierungshemmenden EGF
behandelt.

Durch Zugabe von EGF zum Kulturmedium in ansteigenden Konzentrationen wurde
untersucht, ob die Expression des PTPIP51 vom Vorhandensein des Wachstumsfaktors
abhangig ist. Die Experimente wurden entweder mit reduzierter Konzentration des FKS
durchgefthrt oder mit Medium, dem das EGF-freie Panexin (Auskunft des Herstellers)
zugesetzt wurde. Durch das , Shiften” des FKS von 10% auf 1% im Medium sollte, die
verbleibende EGF-Konzentration vernachléssigbar sein. Beide Versuchsansdtze fuhrten zu
vergleichbaren Ergebnissen. Zugabe von EGF wirkte sich auf die Expression von PTPIP51
aus.

Die Auswertung erfolgte Uber das Zahlen der Gesamtzellpopulation(DAPI Kernfarbung) und
der Bestimmung der PTPIP51 positiven Zellen. Zugabe von EGF in Konzentrationen von 10
M, was in etwa eine ,physiologische® Konzentration fir die Keratinocyten darstellt,
reduzierte den Anteil PTPIP51 reaktiver Zellen statistisch signifikant fir beide
Mediumzusitze (FK'S und Panexin). Auch die nachst hdhere Konzentration von 10°M EGF
bei Mediumzusatz Panexin unterschied sich in ihrem Ergebnis statistisch signifikant von der
Kontrolle. Ausgangswerte waren die Kontrollen, die lediglich mit dem gewohnten Medium
zuzuglich 1% FKS bzw. 5% Panexin behandelt wurden. Fur erstere betrug der Anteil der
PTPIP51 reaktiver Zellen 34%, fir letztere 15%. Bei Zugabe von 10°M EGF zum FKS
haltigem Medium ergab sich eine Senkung der reaktiven Antells um ca. 13% auf 21%, mit
dem Mediumzusatz Panexin etwa um 11% auf 4%. Bel Applikation einer Konzentration von
10®M EGF, stieg auch der Anteil der reaktiven Zellen: bei Panexin auf 6% und bei FKS auf
28%, was einer Steigerung im Vergleich zur 10fach niedrigeren EGF-Konzentration bei
Panexin von 2% und bei FKS von 7% entsprach. Bei einer weiteren Erhéhung der
Konzentration von EGF auf 10'M ergab sich eine Steigerung des Anteils an reaktiven Zellen
im Vergleich zur néchst niedrigeren EGF-Konzentration (10®M) bei Panexin um 11% auf
17% und bel FKS um ebenfals 11% auf 39%. Diese Werte Uberstiegen sogar die
Kontrollwerte, der unbehandelten Keratinocyten, die fur Panexin bei 15 % und fir FKS bei
34% lagen. Die héchste Konzentration des EGF mit 10°M zog dann wieder eine leichte
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Senkung des Anteils der reaktiven Zellen fur PTPIP51 nach sich. So ergab sich bei Panexin
eine Senkung von 3% (bezogen auf eine EGF-Konzentration von 10'M) auf insgesamt 14%.
Ein Wert, der knapp unter dem Kontrollwert von 15% lag. Bel FKS erniedrigte sich der Anteil
um 8% (bezogen auf eine EGF-Konzentration von 107M) auf 31%, was 3% unter der

Kontrollwert von 34% lag (s. Diagramm 1 und 2).
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Diagramm 1 Einfluss von EGF auf den Antell an PTPIP51 positiven Keratinocyten mit 5%
Panexin als Mediumzusatz. Kontrollen entsprechen Zellen mit Mediumzusatz 5% Panexin.
SD=Standardabweichung, * = statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrolle (p<0,05),

** =gtatistisch signifikanter Unterschied zur Kontrolle (p<0,01)
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Diagramm 2 Einfluss von EGF auf den Anteil von PTPIP51 positiven Keratinocyten mit 1%
FKS als Mediumzusatz. Kontrollen entsprechen Zellen mit Mediumzusatz 1% FKS. SD=
Standardabwei chung, * = statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrolle (p<0,05)

3.4.4.2 mRNA Nachweis des PTPIP51 an mit EGF behandelten HaCaT -K eratinocyten
Die Expression von PTPIP51 konnte auch unter dem Einfluss von EGF in HaCaTl Zelen
nachgewiesen werden. Hierzu wurden die Keratinocyten auf , Culture Slides* gezogen und
mit agquivalenten EGF-K onzentrationen behandelt.

Wie schon zuvor beobachtet, |&sst sich auch hier eine relative Reduktion der mRNA nach
Gabe von EGF in Konzentration von 10°M erkennen. Eine Erhthung der Konzentration auf
Werte von 10°M bzw. 10’M EGF filhrte zu einer gewissen Erhéhung des mRNA Gehaltes (s.
Abb. 33 und 34). Dies gilt fur beide Mediumzusétze (Panexin und FKS)
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Abb. 33 In Situ Hybridisierung an mit EGF behandelten Keratinocyten (HaCar), gewahlter
M ediumzusatz:5% Panexin, a) Kontrolle, b) EGF 10°M, c) EGF 10®M, d) EGF 10'M
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Abb. 34 In Situ Hybridisierung an mit EGF behandelten Keratinocyten (HaCar) bei 1% FKS
a) Kontrolle, b) EGF 10°M, c) EGF 10°®M, d) EGF 10'M

34.4.2 Western Blotting an mit EGF behandelten HaCaT Keratinocyten und an
humaner Haut

Weitere Untersuchungen der mit EGF behandelten Zellen wurden im Western Blot Verfahren
durchgefuhrt. PTPIP51 zeigte eine Bande bel ca. 31 und 62kDa, die unabhangig von den
Konzentrationen des zugegeben EGF war. Zusétzlich wurde eine Bande bel ca 52kDa
sichtbar, die ebenfalls in allen Zellen unabhéngig von den Konzentrationen des zugegebenen
EGF detektiert werden konnte. Eine ~45kDa Form von PTPIP51 wurde nur in unbehandelten
Zellen und Zellen, die mit niedriger EGF-Konzentration behandelt wurden, detektiert (s.
Abb.35)

Bei Untersuchungen im Western Blot Verfahren mit humanen Hautproben wurde lediglich
eine Bande bel 45K Da detektiert (s. Abb. 35).
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Konirolle EGF/ FKS 1% humane
Epid i
FKS 1% 109 108 107 190 pidermis
66 kDa- 66 kDa
45 kDa- -3 kD2
315 kDa- -35kDa

Abb. 35 Western Blotting von HaCaT Zellen, die mit EGF behandelt waren (links)

und an humaner Haut (rechts).
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4. Diskussion

4.1 Einfache | mmunofluor eszenz

4.1.1 Epidermis

Der Nachwels des PTPIP51 mittels Immunfluoreszenzmethoden in der Epidermis der Ratte
ergab ein charakteristisches Muster: Im Stratum basale war in keiner der untersuchten Proben
PTPIP51 Protein nachweisbar, wohingegen die suprabasalen Schichten eine ausgeprégte
positive Reaktion aufwiesen. Dieses Muster mit negativer Basalschicht und stark positivem
suprabasalen Zelllagen war innerhalb einer Spezies in verschiedenen Areden der Haut-
Leisten-, Felder- und Kopfhaut zu beobachten. In weiteren Untersuchungen konnte gezeigt
werden, dass dies ebenso fir die Epidermis anderer Spezies, z. B. Maus, Meerschwein und
Mensch gilt. Dies weist auf einen hohen Grad der Konservierung in der Evolution hin
(Wimmer, personliche Mitteilung).

Da PTPIP51 auf suprabasale Zelllagen limitiert ist, ist anzunehmen, dass dieses Protein in die
Differenzierungsvorgange der Epidermis involviert ist. In der Epidermis vollzieht sich ein
Wechsel von der mitotisch aktiven Basalschicht zu den sich zunehmend differenzierenden
Keratinocyten der suprabasalen Schichten. Es kommt zur Expression von frihen und spéten
Differenzierungsmarkern wie Involucrin und K1 und 10 einerseits und Filaggrin, Loricrin und
Transglutaminase andererseits. Diese Differenzierungsmarker sind in der Regel suprabasal
lokalisiert. Die frihen Differenzierungsmarker werden genau wie PTPIPS1 schon ab dem
Stratum spinosum exprimiert (Fuchs 1996, Presland und Dale 2000, Gibbs et a. 2000).

Die cytoplasmatische Loklisation des PTPIP51 in vivo konnte auf eine Beteiligung an
differenzierungsassoziierten Vorgangen hinweisen, da es sich be den meisten
Differenzierungsmarkern um cytoplasmatische Proteine handelt, die Teile des Cytoskeletts
bilden oder eng mit ihm assoziiert sind.

Beim Vergleich von Epidermis der Ratte und humanem Gewebe zeigt sich fir die Ratte eine
Zunahme der Reaktivitét des PTPIP51 von basal nach suprabasal, wohingegen im humanem
Gewebe alle Strata eine gleichmaliig hohe Reaktivitédt zeigen. Dies kann aus Unterschieden im
Ablauf von Differenzierungsvorgéngen in der Epidermis von verschiedenen Species
resultieren, wie Banks-Schlegel e a (1983) anhand qualitativer und quantitativer
Unterschiede der Keratinexpression in der Epidermis von Mensch und Ratte belegen konnten.
Das Stratum corneum war in einem Teil der Proben PTPIP51 negativ. Dies ist Folge der
Umwandlung der Keratinocyten des Stratum granulosum in Corneocyten des Stratum
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corneum, was zu einem Abbau des Nucleus und dem Sistieren der Proteinexpression fuhrt.
Das bereits vorhandene PTPIP51 kdnnte durch Protein abbauende Prozesse, wie sie fur das
Stratum granulosum und corneum typisch sind, eiminiert werden (Caubet et a. 2004,
Brattsand et a. 2005).

Eine positive Reaktion des Stratum corneum koénnte unspezifisch sein oder moglicherweise
die Folge einer Funktionsanderung der Keratinocyten ausgelést durch angeborene oder
erworbene Faktoren. Solche &uf3ere oder erworbene Faktoren, die den Abbau von Proteinen
im Stratum corneum beeinflussen konnen, sind fur Retinolsaure, Cholecalciferol,
psychologischer Stress oder auch das hoheres Lebensalter beschrieben worden (Egelrud et al.
1993, Ghadialy et al. 1995, Elias et a. 2002, Fischer et a. 2004, Choi et a .2005).
Angeborene Faktoren konnen Stoffwechseldefekte wie das Netherton-Syndrom sein, bei dem
es u. a durch gesteigerte Aktivitdt von Proteasen in der Hornschicht zum vermehrten
Proteinabbau kommt (Descargues et a. 2006).

4.1.2 Hautanhangsgebilde

Die Anhangsgebilde der Haut sind Bildungen der Epidermis unter Beteiligung des
Bindegewebes. Wie die Ergebnisse zeigen, exprimieren diese Strukturen das PTPIP51. In den
Hautanhangsgebilden finden sich spezifische Expressionsmuster der Cytokeratine, wie z. B.
die Differenzierungsmarkers K1 und 10 (Stark et al. 1990, Eckert et al. 1992, Fuchs 1996,
Y amamoto et al. 2000). Welitere Differenzierungsmarker wie Involucrin und Filaggrin wurden
in Ausfuhrungsgéangen von Talgdrisen, innerer epithelialer Wurzelscheide von Haarfollikeln,
und Ausfuihrungsgéngen ekkriner Driisen nachgewiesen (Kanitakis et a. 1986, Imcke et al.
1988, Wollina et a 1992, Ishida-Yamamoto et al. 1996, Ishida-Yamamoto et a. 1997,
Komine et a. 2000).

Die typische Schichtung der Epidermis findet sich in gewisser Weise in den Haarfollikeln und
der Talgdriisen wieder.

PTPIP51 war in der inneren epithelialen Wurzel scheide nachzuweisen. Die innere epitheliale
Wourzelscheide stellt ein Aquivalent zu den suprabasalen Schichten der Epidermis dar (Limat
et al. 1991, Fuchs 1996), somit war die Lokalisation des PTPIP51 in dieser Schicht zu
erwarten. AuRerdem markierte der PTPIP51 Antikorper die Zellmembranen und die direkt
anliegenden Cytoplasmabereiche der basalen Zellen der &ufieren epithelialen Wurzelscheide.
In dieser Zellschicht wurde ein eigenes Cytokeratin K15 beschrieben, das den Beginn des
frihesten Stadiums der terminalen Differenzierung markiert. K15 findet sich ausserdem nur

noch in der Basdschicht von holokrinen Drisen, der Epidermis und der Basalschicht des

57



Diskussion

Oesophagus beim Schaf. Beim Menschen wurde es im gesamten Epithel des Oesophagus
detektiert (Whitbread et al. 1998). Eine Gleichverteilung des PTPIP51 mit diesem Protein war
nur teilweise feststellbar. Eine raumliche Interaktion ist deswegen aber eher unwahrscheinlich
ist.

Die Basalschicht der Talgdriisen, die die mitotisch aktive Schicht dieser Drise darstellt, ist in
fir PTPIP51 positiv. Diese Zellen der Basalschicht exprimieren K5 und 14, Keratine, die
identisch mit denen des Stratum basale der Epidermis sind (Fuchs 1996). Bel der Epidermis
war im Bereich der K5 und 14 positiven Basalzellschicht keine PTPIP51 nachzuweisen. Dies
spricht gegen eine strikte Assoziation von PTPIP51 mit spezifischen Cytokeratinformen bzw.
gegen eine ausschlieffdliche Assoziation von PTPIP51 und Differenzierungsmarkern wie K1
und 10.

Bel der Wanderung der Sebocyten aus der Drisenperipherie ins Zentrum der Driise werden
die Zellen apoptotisch. Die Apoptose wird auch as programmierter Zelltod bezeichnet. Im
Gegensatz zur Nekrose handelt es sich dabei um ein von der Zelle selbst herbeigefihrtes
Absterben, in dem so genannte Caspasen eine e ementare Rolle spielen. Diese aktivieren u. a.
in den Nuclei Endonukleasen, die eine Fragmentierung der DNA herbeifiihren (Enari et al.
1998). In den untersuchten holokrinen Talgdrisen konnte das PTPIP51 auf3erdem in den
pyknotischen Zellkernen der inneren Drisenschichten festgestellt werden, was auf eine
maogliche N&he zu apoptotischen Prozessen schliefden l&sst. Dies wird zusétzlich untermauert
durch weitere Versuchsreihen aus unserem Labor, bel denen gezeigt werden konnte, dass das
sonst cytoplasmatisch vorkommende PTPIP51 in apoptotischen Zellen nachzuweisen ist und
hier im Speziellen im Kern lokalisiert ist. In diesem Zusammenhang kann auch die verstérkte
Reaktion in Zellmembranen der Talgdriisen gesehen werden, da ein wichtiger Weg der zur
Induktion der Apoptose fihrt, Gber Rezeptoren in der Zellmembran abléuft. Diese Rezeptoren
starten bei Bedarf im Cytoplasma die Aktivierung der Caspase-Kaskade Uber die Caspase 8
(Sheikh et al. 1998, Cho et al. 2002).

Solche apoptotischen Vorgdnge wurden anhand fragmentierter DNA auch im Stratum
granulosum der Epidermis und in der inneren epithelialen Wurzelscheide des Haarfollikels
beobachtet (Tamada et al. 1994). Dabel handelt es sich um Zellschichten, in denen ebenfalls
PTPIP51 detektiert werden konnte. Auch in diesen Féllen wére eine Interaktion mit PTPIP51
denkbar. So wurden in weiteren Strukturen wie in der Basalschicht der duf3eren epithelialen
Wurzelscheide des Haarfollikels und dem Epithel des Oesophagus PTPIPS1 mit der
Zellmembran assoziiert detektiert. Denkbar ist eine Verknipfung der Funktionsbereiche der

Differenzierung und der Apoptose von PTPIP51.
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4.1.3 Weitere untersuchte Epithelien

Mehrschichtig, leicht verhornendes Plattenepithel, wie es in der Zunge vorkommt, zeigt ein
der Epidermis vergleichbares Verteilungsmuster des PTPIP51. Die Lokalisation von PTPIP51
in der Zunge, untersucht am Beispiel von Ratte und Maus, passt sehr gut zu der bisher
aufgestellten Hypothese einer Betelligung der PTPIP51 an spezifischen Zellprozessen ein.
Auch fur orale mehrschichtige Plattenepithelien ist das Vorkommen der spezifischen
Differenzierungsmarker K1 und 10, Involucrin und Filaggrin, analog der Verteilung in der
Epidermis, beschrieben worden (Banks-Schlegel et al. 1981, Presland et a. 2000).

Im humanem Oesophagus, einem Organ mit mehrschichtig unverhornten Plattenepithel, findet
sich fur die Verteilung des PTPIP51 wie schon in der Epidermis beobachtet, ein Gradient von
der Basalschicht zu den sich hoher differenzierenden Zelllagen. Auch fir diese Form des
Epithels ist, wenn auch in quantitativ geringerem Ausmal3, das Vorkommen von
Differenzierungsmarkern wie K10 und Involucrin beschrieben worden (van Dorst et al. 1998,
Moraes et a. 2003).

Bei Urothel handelt es sich ebenfalls um ein mehrreihiges Epithel, das aus Basalzellen,
Intermediérzellen und einer Superfiziaschicht besteht. In alen Zellrethen war das PTPIP51
im Cytoplasma nachzuweisen. Dieses Epithel unterliegt eigenen Differenzierungsvorgangen,
was sich an dem Muster der Cytokeratinexpression erkennen l&sst. Die Keratine K5 und 17
werden nur basal exprimiert, wéhrend K13 in allen Zellen auf3er denen der Superfizial schicht
vorkommt. Diese exprimiert wiederum relativ spezifisch K20 (Moll et a. 1992, Southgate et
a. 1999, Varley et a. 2004). Darlber hinaus wird auch das Protein Involucrin, ein weiterer
Differenzierungsmarker, im gesamten Urothel synthetisiert (Walts et a. 1985). Das
Vorkommen des PTPIP51 kann im Zusammenhang mit Differenzierungsprozessen, die wie
die Présenz des Involucrin zeigt, offenbar in alen Schichten des Urothels ablaufen, gesehen
werden. Es lasst sich wiederum kein Zusammenhang mit der Expression spezifischer

Cytokeratine erkennen.
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4.2 Doppelimmunofluor eszenz

4.2.1 Proliferationsmarker K5/14, Differenzierungsmarker K1/10
Doppelimmunofluoreszenz Studien mit  den  typischen  Proliferations-  bzw.
Differenzierungsmarkern an Epidermis und Hautanhangsgebilden zeigte eine hohe
Kolokalisation von PTPIP51 und K1/10, aber keine Gleichverteilung von K5/14 und
PTPIP51. Dies unterstitzt die Annahme einer Assoziation von PTPIPS1 und
Differenzierungsprozessen in der Epidermis. Der verwendete K10 Antikdrper zeigte keine
Reaktion in der inneren epithelidlen Wurzelscheide des Haarfollikels, obwohl in der Literatur
Uber das Vorkommen von K10 in dieser Schicht berichtet wird (Fuchs 1996). Es ist zu
vermuten, dass die Cytokeratine in der Epidermis und inneren epithelialen Wurzelscheide
nicht vollig identisch sind, sondern nur einen gewissen Grad der Homologie aufweisen, was
dazu fuhrt, dass der monoklonae Antikorper, der in der Epidermis reagiert, das gleichnamige
Cytokeratin im Haarfollikel nicht markiert (Stark et a. 1990).

422TCPTP

Diese Phosphatase, die genau wie PTP1B ein moglicher Interaktionspartner von PTPIP51 sein
konnte (Welte, 1999, Porsche 2001), ist funktionell und strukturell sehr dhnlich der PTP1B
(Romsicki et al. 2003). Sie existiert in zwel verschiedenen Splicevarianten, von der die eine
nucledr, die andere cytoplasmatisch lokalisiert ist. Es besteht eine Interaktion zum EGFR,
dessen cytoplasmatischen Anteill sie dephosphorylieren kann. Dadurch wird die weitere
Signaltransduktion des Rezeptors inhibiert (Tiganis et a. 1998, Ibarra-Sanchez et a. 2000,
Klingler-Hoffmann 2001, Matilla et a. 2005). In der Epidermis fand sich eine schwache
suprabasale Reaktion fur TCPTP, obwohl auch diese Phosphatase as ubiquitar
vorkommendes Protein beschrieben wird (Ibarra-Sanchez et a. 2000, Klingler-Hoffmann et
a. 2001). Da die Hautanhangsgebilde keine nennenswerte Kolokalisation zeigte, ist eine
réumliche Interaktion mit dieser zumindest in der Haut nicht wahrscheinlich.

4.2.3 PTP1B

PTPT1B, eine ubiquitdr vorkommende nichttransmembrandse Phosphatase, ist in der
Epidermis eng assoziiert mit dem EGFR und wird verstérkt in basalen Schichten exprimiert.
Es wurde beschrieben, dass PTP1B sowohl an den cytoplasmatischen Teil des Rezeptors
bindet und dort an Tyrosin phosphoryliert wird, as dass es auch selbst Substrate des EGFR
dephosphoryliert. Eine Phosphorylierung der PTP1B durch den EGFR zieht eine erhebliche
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Steigerung der katalytischen Aktivitét nach sich (Gunaratne et al. 1994, Liu et d. 1997). Ein
Nachweis der PTP1B in humaner Haut konnte nur fur einzelne Zellen innerhalb der
Epidermis erbracht werden. Ihrer Morphologie nach handelte es sich dabei um Langerhans-
Zellen. Dabel handelt es sich um eine Zdlart des spezifischen Abwehrsystems, die zur
Antigenaufnahme beféhigt ist. Dies steht im Gegensatz zu den Literaturdaten, die ein
Vorkommen in der ganzen Epidermis, besonders in basalen Schichten, beschreiben. Hinweise
auf ein spezielles Vorkommen von PTP1B in Langerhans-Zellen ist nicht beschrieben
worden. Da auch in den Hautanhangsgebilden keine Kolokalisation der PTP1B und dem
PTPIP51 zu beobachten war, ist zumindest in humaner Haut eine Interaktion eher

unwahrscheinlich.

4.3 In Situ Hybridisierung

Die Spezifitét des Antikorpers gegen PTPIP51 wurde bestétigt durch In Situ Hybridisierungs
Experimente. Dabei ergab sich beim Nachweis der PTPIP51 mRNA eine nahezu identische
Lokalisation von mRNA und Protein in Epidermis und Hautanhangsgebilden.

4.3.1 Epidermis

In der Epidermis war in den suprabasalen a's auch in den basalen Schichten, wenn auch hier
in wesentlich geringerem Mal3e, PTPIP51 mRNA nachzuweisen. Das Protein des PTPIP51
erscheint erst in den suprabasalen Schichten. Dies zeigt, dass die Transkription bereits in der
Basal zellschicht beginnt, die Tranglation erst in den anschlief3enden Zellschichten stattfindet.
Da PTPIP51 schon sehr frih im Differenzierungsprozess des Keratinocyten bendtigt wird, ist
es denkbar, dass die Transkription bereits in den Basalzellen beginnt, um den sich abldsenden
und damit differenzierenden Keratinocyten mit Abschluss der Translation moglichst schnell
das bendtigte Protein zur Verfligung zu stellen. Solche Prozesse sind in der Epidermis nicht
unbekannt. Die Markerproteine fur hyperproliferative Epidermis K6 und 16, die z. B. im
Rahmen der Wundheilung auftreten, werden von den Keratinocyten kontinuierlich
transkribiert, aber nicht weiter trandatiert. Erst bei Bedarf, z. B im Rahmen einer Verletzung,
kommt es innerhalb weniger Stunden zur Exprimierung der beiden Keratine (Tyner und Fuchs
1986).
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4.3.2 Hautanhangsgebilde

Der Nachweis von PTPIPS51-mRNA in den Hautanhangsgebilden entspricht in seiner
L okalisation weitesgehend dem Muster der Proteinexpression.

Der Nachwels von mRNA in der proliferativen und undifferenzierten Basalschicht der
Talgdrisen weist auf eine nicht ausschliefdich differenzierungsassoziierte Funktion hin
(Latham et al. 1989). Vorstellbar ist auch eine Beteiligung an Proliferationsvorgangen, da
Ergebnisse von Stenzinger und Mitarbeitern (2005) und neuere Untersuchungen an humanen
Keratinocyten auf eine Expression in mitotischen Zellen hinweisen. Die in Apoptose
Ubergehenden Zellen zeigen eine Umlagerung des PTPIP51 in den pyknotischen Zellkern.
Dies kann interpretiert werden als eine Beteiligung des PTPIP51 an Apoptose. Diese
Vermutung wird gestiitzt durch neuere Untersuchungen an humanen Keratinocyten bei denen
ebenso ein Vorkommen von PTPIP51 in Kernen apoptotischer Zellen beobachtet werden
konnte. Transkription und Translation sind also nur in der Basalschicht zu beobachten. Das
Protein wird aber in der voranschreitenden Apoptose der Sebocyten, entsprechend der
antizipierten Funktionen, umgelagert. Ein ahnlicher Prozess ist auch fur K5/14 in der
Epidermis beschrieben, bei dem die RNA beider Keratine lediglich in der Basalschicht
exprimiert wird, die Proteine aber noch in suprabasalen Schichten nachweisbar sind (Denning
2004).

4.4 Z€elkultur

4.4.1 Immunofluroreszenz und In Situ Hybridisierung an HaCaT Keratinocyten

Mittels In Situ Technik und Immunfluoreszenz wurde gezeigt, dass die Keratinocyten der
humanen Zelllinie HaCaT sowohl mRNA von PTPIP51 als auch das Protein aufweisen. In
diesen Zellen konnte das Protein PTPIP51 sowohl im Cytoplasma als auch im Kern gezeigt
werden. Detaillierte Analyse der subzellularen Verteilung des mit dem Antikorper markierten
Proteins zeigte nur eine Assoziation mit den Mitochondrien in nicht konfluenten Zellen. Eine
nucleére Lokalisation des PTPIP51 neben der mitochondrialen Assoziation kann als Hinweis
auf eine Verknipfung von PTPIP51 und Apoptose bei in vitro kultivierten Keratinocyten
gedeutet werden (Enari et a. 1998). So wird ein im Verlauf der Apoptose eingeschlagener
Weg Uber die Abgabe von Cytochrom c aus Mitochondrien getriggert. Dies hat wiederum die
Aktivierung von Caspase 9 zur Folge, die ein elementares Enzym des programmierten
Zelltodes darstellt (Li et al. 1999, Ssang-Goo und Eui-Jo 2002).
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Die Beobachtung, dass HaCaT -K eratinocyten, in den ersten Stunden nach Aussaat auf Culture
Slides noch eine sehr starke Resktion fur PTPIP51 aufweisen, die dann im Verlauf der
néchsten 24 bis 48h sich verringert, um erst bel Konfluenz der Zellen bzw. bel Stratifizierung
und damit Differenzierung sich zu verstérken, wurde dhnlich fir K1 und 10 von anderen
Autoren beobachtet (Ryle et al. 1989, Pivarcs et al. 2001). Dies weist auf eine Abhangigkeit

des Vorkommens von PTPIP51 von Differenzierungsvorgangen in vitro hin.

4.4.2 Doppdimmunofluoreszenz mit K1/10 bzw. K5/14
Der Nachweis einer hohen Kolokalisation von K1 und 10 mit PTPIP51 und einer sehr
geringen Kolokalisation mit den Proliferationsmarkern K5 und 14 bestétigt die in situ im

Préparat der Epidermis gemachten Beobachtungen.

4.4.3 Stimulation von K eratinocyten mit EGF

Wie die Ergebnisse zeigten, hat EGF einen signifikanten Einfluss auf die Zahl der PTPIP51
positiven HaCaT-Zellen.. Ausserdem wird durch EGF Applikation die Expression von
Formen mit unterschiedlichen Mol ekulargewichten induziert.

Wiein der Literatur beschrieben wurde (Wahl et al. 1989, Carpenter et a. 1990, Yarden et al.
2001, Fickova 2002, Hanada et al. 2004,Wang et a. 2006, Wujcik 2006), ist EGF in eine
Fllle von Signatransduktionswegen involviert, die zu Proliferation und seltener zu
Differenzierung in epidermalen Zellen fuhren. Dies wurde bestétigt durch die Beobachtung,
dass EGF, wenn es in geringer, proliferativ wirkender Konzentration appliziert wurde, zu
einer Herunterregulierung von PTPIPS1 positiven Zellen fihrte. Dies deckt sich mit der
Beobachtung einer Assoziation des PTPIPS1 mit Differenzierungsprozessen. Die
insignifikante Zunahme von PTPIP51 positiven Zellen, die man be EGF-Konzentrationen
von 107 bis 10®M beobachtete, konnte eine Folge der Herunterregulierung des EGF
Rezeptors (Wiley et a. 1991, Nanney et a. 1992, Fickova 2002, Ono et a 2004) sein.
Andererseits konnte diese Zunahme der PTPIP51 positiven Zellen bedingt sein durch eine
konzentrationsabhangige Reduktion der Affinitét des EGF zum Rezeptor (Huang et al. 2004),
was wiederum zur Reduktion der Proliferation fhrt.

Wie von Gandarillas (2000) und Candi et al. 2005 beschrieben, besteht eine direkte
Beziehung und Abhangigkeit zwischen Proliferation, Differenzierung und programmiertem
Zdlltod, um die physiologische Hautbarriere zur Umwelt zu erhalten. Es ist denkbar, dass
PTPIP51 in die Regulation dieser Abhangigkeiten involviert ist, was bedeutet, dass PTPIP51

sowohl in Differenzierungsvorgéngen als auch in Apoptose von HaCaT-Zellen involviert sein
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kann. Die suprabasde Expresson von PTPIP51 in der Epidermis und anderen
mehrschichtigen Epithelien, sowie ihr Vorkommen in Kernen apoptotischer Zellen impliziert
ein vergleichbare Rollein vivo.

Abschlief3end ist zu bemerken, dass aufgrund des wesentlich geringeren Anteils von PTPIP51
positiven Zelen und verringerter Zellzahlen unter dem Mediumzusatz Panexin, dieser

M ediumzusatz vermutlich keine Alternative zum bisher verwandten FKS darstdllt.

4.4.41n Situ Hybridisierung an mit EGF behandelten Keratinocyten

Obwohl In Situ Hybridisierung an HaCaT-Zellen, die mit Wachstumsfaktor behandelt
wurden, nur qualitativ ausgewertet wurden, liefd sich ein Trend erkennen, der die mittels
immuncytochemischem Nachweis gewonnenen Erkenntnis zur Lokalisation des PTPIP51
bestétigt: Die Zugabe von 10°M EGF verringerte die Reaktivitdt, wohingegen hohere
Konzentrationen (10® und 10°M), die Resktivitidt wieder ansteigen liefen. Folglich ist es
wahrscheinlich, dass EGF schon auf Transkriptionsebene die Genexpression von PTPIP51

beai nflussen kdnnte.

4.4.5 |mmunblotting von mit EGF behandelten Keratinocyten

Im Western Blot von HaCaT-Zelllysaten zeigte sich ein spezifisches Bandenmuster in
Abhangigkeit von der Konzentration des Wachstumsfaktor EGF. Die Bandenstruktur des
immunoreaktiv detektierten PTPIP51 in HaCaT-Keratinocyten unterschied sich wesentlich
von der einzelnen Bande mit 45kDa, die in humaner Haut detektiert wurde (Stenzinger et d.
2005). Dies bedeutet, dass in kultivierten humanen Keratinocyten weitere Formen der
PTPIP51 exprimiert werden.

Dies stimmt mit vorherigen Beobachtungen Uberein, die zeigten, dass PTPIP51 eine zell- und
gewebeabhangige Expression mit unterschiedlichen Molekulargewichten besitzt, die
wahrscheinlich Isoformen dieses Proteins darstellen (Stenzinger et al. 2005). Diese Isoformen
werden durch dasselbe Gen kodiert werden. Es beinhaltet 12 Exons und ist auf dem
Chromosom 15 (15q15.1) lokalisiert. Die Variationen im Molekulargewicht koénnten
moglicherweise auf Splicingvarianten zurlckzufiihren sein oder auf die Verwendung
verschiedener AUG-Tripletts als Startcodons in den unterschiedlichen Geweben hindeuten.
AUG Tripletts ohne Kozak-Sequenz finden sich am Beginn von Exon 1, 2 und 3. Ein anderes
Startcodon mit begleitender K ozak-Sequenz ist am Beginn von Exon 4 lokalisiert. Wenn diese
Tripletts as Startpunkte der Transkription genutzt wirden, kdnnten dabei Proteine generiert

werden mit Molekulargewichten von 52, 45, 38 und 30 kDa. Das entspricht denin einer SDS-
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Page ermittelten Molekulargewichten von PTPIP51-Protein. Obwohl die experimentellen
Befunde und die theoretischen Uberlegungen ibereinstimmen, ist das hypothetische Auftreten

verschiedener Isoformen Gegenstand weiterer Studien.
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5. Zusammenfassung

Reversible Tyrosinphosphorylierung bzw. -dephosphorylierung von Proteinen ist ein zentraler
Mechanismus zur Regulation verschiedenster zellulérer Vorgange wie z. B. Proliferation,
Apoptose und Differenzierung. Die Dephosphorylierung ist die dabei zu kontrollierende
Instanz und erfolgt sehr prézise mittels verschiedener Protein Tyrosin Phosphatasen.

Bel der Suche nach mdglichen Interaktionspartnern der eng verwandten PTP PTP1B und
TCPTP, wurde mit Hilfe eines Y east Two Hybrid Screen das PTPIP51 entdeckt.

Ziel der vorliegenden Dissertation war zundchst die morphologische Analyse des PTPIP51 in
der Haut verschiedener Spezies. Dabei ergab sich der Nachweis des PTPIP51 mittels
Immunfluoreszenzmethoden in der Epidermis aller untersuchten Spezies und Hautareale in
einem charakteristischen Muster: Im Stratum basale war PTPIP51 nicht nachweisbar,
wohingegen die suprabasalen Schichten eine ausgepragte positive Reaktion aufwiesen. Aus
der Gleichverteilung mit Differenzierungsmarkern der Epidermis und der cytoplasmatischen
Lokalisation lief3 sich auf eine mogliche Assoziation mit Differenzierungsvorgéngen
schlie3en.

Dies wurde auch durch das Verteilungsmuster innerhalb der Hautanhangsgebilde gestiitzt, die
einen Nachweis von PTPIP51 in den Schichten ergaben, die sich dhnlich zu denen der
suprabasalen Zelllagen der Epidermis differenzieren. Ein Nachweis in pyknotischen
Zellkernen und Zellmembranen von Sebocyten deuteten auf eine mogliche Assoziation mit
Vorgangen der Apoptose hin. Esist denkbar, dass PTPIP51 in beide Vorgange involviert ist.
Die Spezifitét des Antikorpers gegen PTPIP51 wurde bestétigt durch In Situ Hybridisierungs
Experimente. Dabei ergab sich beim Nachweis der PTPIP51 mRNA eine nahezu identische
Lokalisation im Vergleich zum Protein in Epidermis und Hautanhangsgebilden.

Proliferation und Differenzierung werden in der Epidermis durch Faktoren induziert, die die
Genexpression  beeinflussen.  Tyrosinphosphorylierung — spielt im  Rahmen  der
Signaltransduktion dabel eine entscheidende Rolle.

In diesem Zusammenhang wurde anhand von EGF mit seiner weitgehend proliferativen
Wirkung und einer immortalisierten Keratinocytenzelllinie (HaCaTl) gezeigt, dass es bel
niedrigen Konzentrationen von EGF zu einer signifikant geringeren Expression von PTPIP51
kommt. Dieser Effekt war bei steigender Konzentration ricklaufig, was auf einer
Herunterregulierung des EGFR beruhen konnte. Eine Assoziation von PTPIP51 mit
Mitochondrien und Nucleus deuteten daraufhin, dass auch in vivo eine Verknipfung mit

apoptotischen Vorgangen denkbar wére.
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Die Beobachtung eines spezifischen Bandenmusters in Abhangigkeit von der Konzentration
des EGF im Immnublotting stimmte mit vorherigen Beobachtungen Uberein. Sie zeigten, dass
PTPIP51 ene zel- und gewebeabhangige Expression mit unterschiedlichen

Molekulargewichten besitzt. Dabel handelt es sich wahrscheinlich um Isoformen dieses
Proteins.
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6. Summary

Reversible protein tyrosine phosphorylation and dephosphorylation are central mechanisms of
the regulation of the most different cellular processes as for example proliferation, apoptosis
and differentiation. Dephosphorylation has occurred to be the switch point in this process
which hasto be controlled precisely. Thisis done by different protein tyrosine phosphatases.
With the search for possible interaction partners of the narrowly related PTP PTP1B and
TCPTP, PTPIP51 was discovered with the help of aY east Two Hybrid Screen.

The first purpose of the present thesis was the morphological analysis of the PTPIP51 in the
skin of different species. Besides, PTPIP51 was detected by means of immune fluorescence
methods in the epidermis of all examined species and skin areas in a typical pattern: In the
Stratum basale PTPIP51 was not found, while the suprabasal layers showed a distinctive
positive reaction. From the same distribution with differentiation markers of the epidermis
and the cytoplasmatic localization of the protein can be infered on a possible association with
differentiation processes.

This was aso supported by the distribution pattern within the skin appendages which showed
PTPIP51 in the layers which differentiate similarly to those of the suprabasal strata of the
epidermis. Detection in pycnotic nuclei and cell membranes of sebocytes pointed to a possible
association with processes of apoptosis.Therefore it is conceivable that PTPIP51 is involved
in both functional areas.

The specificity of the antibody against PTPIP51 was confirmed by In Situ Hybridisation
experiments. Besides, the PTPIP51 mRNA had a nearly identical localization like the protein
in epidermis and skin appendages.

Proliferation and differentiation are induced in the epidermis by factors which influence
genetic expression. Herein tyrosine phosphorylation as a part of signaltransduction pathways
playsacrucid role.

In this context it was shown on the example of EGF with his mostly proliferative effect and an
immortalized human keratinocyte cell line (HaCaT) that low concentrations of EGF lead to a
significantly lower expression of PTPIP51. This effect disappeared with rising concentrations
what is probably due to downregulation of the EGFR.

An association of PTPIP51 with mitochondria and nuclel also indicated that in vivo alinking
of PTPIP51with apoptopic processes could be conceivable.

The observation of a specific band pattern in dependence of different concentrations of EGF
in the immnublotting agreed with previous observations which showed that PTPIP51 has a
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Summary

cell and tissue dependent expression of different molecular weights. Besides, isoforms of this

protein are probably concerned.
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Abkurzungsver zeichnis

Abb.
Akt
bp

bzw.

Abbildung

Protein Kinase B (im englischen Sprachgebrauch)
Basenpaare

beziehungsweise

Rinderserumalbumin

Calcium

klonale Desoxyribonukleinsdure

klonale Ribonukleinsaure
carboxy-terminal

Indocarbocyanin

Diacylglycerol
4',6-Diamidino-2-phenylindol
Diethylpyrocarbonat

Digoxygenin

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
Ethylendiamintetraessigsaure

Epiderma er Wachstumsfaktor
Epidermaler Wachstumsfaktor Rezeptor
endoplasmatisches Retikulum
Epimdermaler Wachstumsfaktor Rezeptor
Fluorescein-1sothiocyanat

fotales Kalberserum

einfache Erdbeschleunigung

GTPase aktivierendes Protein

Growth Factor Receptor Binding Protein
Humaner Epidermaler Wachtumsfaktor Rezeptor
Immunglogulin G

Stunde

Inositol triphosphat

Keratin

Kilo-Basenpaare
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M molar

MAPK Mitogen aktivierte Proteinkinase
MRNA messenger-Ribonukleinsaure

MW Mol ekulargewicht

NaCl Natriumchlorid

NTB Nitroblautetrazoliumchlorid-Puffer

NTB-BCIP  Nitroblautetrazolium/Brom-Chlor-Indolyl phosphat

N-terminal amino-termina

PAGE Polyacrylamid Gelelektrophorese

PB Phosphatpuffer

PBS Phosphatgepufferte SalzI6sung

pH negativer dekadische Logarithmus der Aktivitdt der Oxoniumionen

Pl3K Phosphatidylinositol-3-Kinase

PLCqg Phospholipase Cg

PKB Protein Kinase B

PKCd Protein Kinase Co

PSA Penicillin, Streptomycin, Ampicillin

PTK Protein Tyrosin Kinase

PTP Protein Tyrosin Phosphatase

PTPIP51 Protein Tyrosin Phosphatase Interagierendes Protein 51

PTP1B Protein Tyrosin Phosphatase 1B

PVDF Polyvinylidenfluorid

Ras » Rat sarcoma’‘ (Rattensarkom): ein Proto-Onkogen

RNA Ribonukleinsaure

rpm Umdrehungen pro Minute

RPMI Rowswell Park Memorial Institut: ein Zellkulturmedium

SDS Natriumdodecylsulfat

SEM Standard error of mean (Standardfehler des Mittelwerts in der Statistik)

SH2 Src Homologie Region 2

S. Seite

S. siehe

S.0. siehe oben

SOS » 90N of sevenless®- ein (Guanin-Nukleotid-Austausch-Faktor (GEF)) von
Ras
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Src ,TOuUS sarcomavirus® - eine proto-onkogeneT yrosinkinase
S u. siehe unten

Tab. Tabelle

TCPTP T-Zéll Protein Tyrosin Phosphatase

TGFa Transformierender Wachstumsfaktor a.

TNMT Tris-Natriumchlorid-M agnesiumchlorid-Triton-Base
Tris Trishydroxymethyl-Aminomethan

tRNA transfer-Ribonukleinséure

TTBS Tris gepufferte Salzlésung mit 0,5ml Tween 20 auf 11 TBS
U Unit

u.a unter anderem

z.B. zum Beispiel
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