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Zusammenfassung

Die Homdostase der Epidermis basiert auf einem exakt kontrollierten Gleichgewicht
zwischen Proliferation und Differenzierung der Keratinozyten und ist charakterisiert durch
die spezifische Expression bestimmter Keratine, Zelladhdsionsmolekiile und Proteasen.
Ziel der biomedizinischen Forschung ist die Identifizierung von Proteinen, die typisch fiir
pathologische Verdnderungen der Haut sind und als Biomarker in der Diagnostik oder
Therapie eingesetzt werden kénnen.

In einem experimentellen Ansatz zur Identifizierung von Genen, deren Expression
in der Riickenhaut der Maus durch den Tumorpromotor TPA und somit in entziindli-
cher und hyperplastischer Haut stark induziert wird, wurde eine neue Aspartylprotease
(Taps = TPA-inducible aspartic proteinase-like gene in skin) entdeckt. In einer detail-
lierten Analyse von Mausgeweben konnte nachgewiesen werden, dass Taps ausschlieflich
in Epithelzellen exprimiert wird und dass die Expression mit der terminalen Differen-
zierung von mehrschichtigen Epithelien und Driisenzellen korreliert. Die Regulation der
Taps-Expression ist komplex und erfolgt auf der Ebene der TPA-induzierten Transkripti-
on iiber die AP-1-Untereinheiten c-Fos und JunB, der Proteinsynthese durch alternative
Translationsstartstellen und posttranslational durch Autoproteolyse.

Die Epidermis von Taps-iiberexprimierenden, transgenen Mausen entwickelt nach chro-
nischer TPA-Behandlung der Riickenhaut ein deutlich verdicktes Stratum granulosum.
Dieser Hypergranulose-Phanotyp ist zellautonom fiir Keratinozyten und wird moglicher-
weise durch den KEinfluss von Taps auf Zelladhésionsproteine, wie z.B. E-cadherin, ver-
mittelt.

Die Analyse von murinen und humanen Hauttumoren sowie nicht-neoplastischen, hy-
perkeratotischen Hautldsionen macht deutlich, dass die Expression von Taps mit aberran-
ter Differenzierung jedoch nicht mit neoplastischer Transformation assoziiert ist. Vielmehr
zeichnen sich maligne Hauttumore durch die Abwesenheit von Taps-exprimierenden Zellen
aus. Somit stellt Taps einen neuen potentiellen Biomarker fiir die klinische Differential-

diagnose pathologischer Verdnderungen der Haut dar.



Summary

The homeostasis of the epidermis is based on the tightly controlled balance between
proliferation and differentiation of keratinocytes and is characterized by the specific ex-
pression pattern of certain keratins, adhesion molecules and proteases. A major aim of
today’s biomedical research is the identification of proteins typical for pathological changes
in the skin that might be used for diagnostic or therapeutic purposes.

A novel aspartic protease (Taps — TPA-inducible aspartic proteinase-like gene in skin)
has been discovered in an experimental approach to identify genes, the expression of which
is strongly induced in inflamed and hyperplastic back skin of mice upon treatment with
the tumor promoter TPA. In a detailed analysis of murine tissues, the expression of Taps
was found to be confined to epithelial cells and to correlate with terminal differentiation
of stratified epithelia and glandular cells. The regulation of Taps expression is complex
and occurs on the level of TPA-induced transcription by the AP-1 family members c-Fos
and JunB, on the level of protein synthesis by use of alternative translation initiation sites
and posttranslationally through autoproteolysis.

After chronic TPA treatment the epidermis of Taps-overexpressing, transgenic mice
develops a markedly thickened stratum granulosum. This hypergranulotic phenotype is
cell autonomous for keratinocytes and might be based on the influence of Taps on cell
adhesion molecules like E-cadherin.

The analysis of murine and human skin tumors as well as non-neoplastic, hyperke-
ratotic skin lesions reveals that the expression of Taps is associated with aberrant dif-
ferentiation rather than neoplastic transformation. Moreover, malignant skin tumors are
characterized by the absence of Taps-expressing cells. Hence, Taps represents a novel

potential marker for the differential diagnosis of pathological alterations in the skin.
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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Die Haut

Die Haut ist eines der grofiten Organe des menschlichen Korpers. Sie hat eine Gesamtfla-
che von 1,5-2 m? und ein Gewicht von 3,5-10 kg [60]. Die Haut iibernimmt eine wichtige
Rolle beim Schutz des Korpers vor mechanischen Einwirkungen (Zug und Druck), vor
chemischen Agenzien, vor Infektionen, vor der Austrocknung und gegeniiber Strahlenein-
wirkungen. Eine der wichtigsten Austauschfunktionen der Haut ist die Warmeabgabe an
die Umgebung durch Schweifbildung und Wasserdiffusion. Dariiber hinaus ist die Haut in

der Lage, iiber Rezeptoren Tast-, Temperatur- und Schmerzempfindungen zu vermitteln.

1.1.1 Der Aufbau der menschlichen Haut

Die Haut wird unterteilt in Epidermis (Oberhaut), Dermis (Lederhaut) und Subkutis
(Unterhautfettgewebe). Die Epidermis ist ein mehrschichtiges, verhorntes Plattenepithel,
das hauptséchlich aus Keratinozyten besteht. Weitere Zellen, die in der Epidermis spezi-
fische Funktionen iibernehmen, sind Melanozyten, Langerhans-Zellen, Merkel-Zellen und

Leukozyten.



KAPITEL 1. EINLEITUNG 2

Aufbau der Epidermis

Im histologischen Bild der Epidermis kénnen mehrere Schichten unterschieden werden
(Abb. 1.1): Das Stratum basale ist die Schicht der Epidermis, die direkt der Basalmem-
bran anliegt. Sie besteht aus kubischen Zellen mit grofsen Kernen und wenig Zytoplasma.
Es ist die Zellschicht der Epidermis, in der proliferierende Zellen zu finden sind. Einige
wenige Zellen sind sogenannte Stammzellen |29, 96, 113|, die fiir die nahezu unbegrenzte
Erneuerungsfiahigkeit der Haut verantwortlich sind. Bei der Mitose teilen sich diese Zellen
in eine neue Stammzelle und eine Tochterzelle, die trans(ien)t amplifying cell genannt
wird |95, 21, 6, 91]. Diese Zelle teilt sich einige Male und beginnt dann mit dem Prozess
der terminalen epidermalen Differenzierung und der damit verbundenen Wanderung hin
zur Oberfldche.

Uber dem Stratum basale befindet sich das Stratum spinosum. Hier sind die Kerati-
nozyten grofer und polygonal. Sie werden in héheren Schichten zunehmend flacher. Eine
Verbreiterung von Stratum basale und Stratum spinosum bezeichnet man als Akanthose.

Das zur Oberfliche hin auf das Stratum spinosum folgende Stratum granulosum
kann eine bis mehrere Zelllagen umfassen. Die Keratinozyten in dieser Schicht sind durch
ihre basophilen Keratohyalingranula in Hamatoxylin-Eosin-gefarbten Gewebeschnitten
deutlich zu erkennen. Eine Verbreiterung des Stratum granulosum bezeichnet man als
Hypergranulose, eine Verringerung als Hypogranulose.

Die oberste Schicht der Epidermis ist das Stratum corneum. Die Keratinozyten die-
ser Schicht sind ganz flach, kernlos und dicht gefiillt mit Keratinfilamenten. Entsteht bei
der Verhornung ein kernloses Stratum corneum, so spricht man von orthokeratotischer
Verhornung (Orthokeratose), im Gegensatz zur parakeratotischen Verhornung (Para-
keratose), bei der in den Hornzellen Kerne erhalten bleiben. Vom Stratum corneum wer-
den diese Zellen als Hornschuppen abgeschilfert. Die Wanderungszeit vom Stratum basale
bis zum Stratum granulosum betrigt normalerweise zwei bis drei Wochen, vom Stratum
granulosum bis zur Hornschuppe noch einmal zwei Wochen [60, 86].

Keratinozyten bestehen im Stratum corneum zu einem wesentlichen Teil aus Keratin,

das schon in den Basalzellen in Form von Keratinfilamenten gebildet und wihrend der
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Abb. 1.1: Schematische Darstellung der menschlichen Haut und der Lokalisierung
differenzierungsspezifisch exprimierter Proteine veridndert nach [12]

terminalen Differenzierung biochemisch verdndert wird. Die Keratinfilamente werden aus
Polypeptiden, den Zytokeratinen, aufgebaut, die in bestimmten Kombinationen und in
einer bestimmten Reihenfolge im Laufe der Differenzierung exprimiert werden. So wer-
den in den Basalzellen die Zytokeratine K5 und K14 produziert [42, 90|. Sie bilden ein
dichtes intrazelluldres Netzwerk, das an Desmosomen, welche die Verbindung zwischen
benachbarten Zellen herstellen, verankert ist. In den Zellen des Stratum spinosum wird
die Proteinsynthese dahingehend umgestellt, dass statt der Keratine 5 und 14 die Zy-
tokeratine 1 und 10 [42] sowie das Hiillprotein Involucrin gebildet werden. Die Zellen
des Stratum granulosum produzieren keine Keratine mehr, sondern vor allem Profilag-
grin und Loricrin [84, 107, 41|. Im Stratum corneum entsteht durch die Vernetzung von
Involucrin und Loricrin mit der Keratohyalin-Matrix eine feste Hiille, der sogenannte ,,cor-
nified envelope®, die fiir die Barrierefunktion der Haut notig ist |[118|. Die hier genannten
Polypeptide werden in Immunfluoreszenz- und immunhistochemischen Experimenten als
Differenzierungsmarker zur Kennzeichnung der entsprechenden Schichten der Epidermis

verwendet.
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Der Aufbau der Dermis

Die Dermis ist das unter der Epidermis liegende Bindegewebe und kann in zwei Schichten
gegliedert werden: das oberflachliche, schmale Stratum papillare, das sich in die Raume
zwischen den epidermalen Reteleisten erstreckt, und das breite Stratum reticulare, das
kraftige Kollagenfaserbiindel enthélt. Hier entspringen die Haarfollikel und Schweiftdrii-
sen, die von hier bis zur Oberfliche der Epidermis reichen. Fibroblasten, die haufigsten
Zellen der Dermis, synthetisieren Kollagen-, Retikulin- und elastische Fasern sowie Ver-
ankerungsfibrillen. Die Kollagenfasern sorgen wesentlich fiir die mechanische Stabilitit
und Dehnbarkeit der Dermis, wihrend Retikulinfasern die Hautanhangsgebilde und die
Basalmembran umgeben. Elastische Fasern sind fiir die Festigkeit und Elastizitit der Der-
mis wesentlich. Verankerungsfibrillen ziehen von der Lamina densa der Basalmembran zu
Kollagenfasern der obersten Dermis und sorgen so fiir die Verankerung der Epidermis in
der Dermis.

Weitere Zelltypen in der Dermis sind Histiozyten (aktive Makrophagen), die abgestor-
bene Zellen und Abbaustoffe wie Melanin, Fette und Proteine speichern und immunolo-
gisch aktiv sind, sowie Mastzellen, die allergische und entziindliche Reaktionen vermit-
teln. Alle Zellen und Fasern sowie Blutgefdfe und Nerven sind in eine Matrix aus Wasser,
Proteinen, Kohlenhydraten und Proteoglykanen eingebettet. Unter der Dermis liegt das
Unterhautfettgewebe, das durch locker angeordnetes Bindegewebe unterteilt wird [60].

1.1.2 Die Riickenhaut der Maus

Die Epidermis der Maus entwickelt sich aus einem einschichtigen Ektoderm, das den ge-
samten Embryo bedeckt [70] und an Tag E5-E6 der Embryonalentwicklung gebildet wird
[125]. Die Bildung der Epidermis aus dem Ektoderm wird durch den Wachstumsfaktor
BMP4 (bone morphogenetic protein 4) induziert [16, 79]. Im Laufe der weiteren Entwick-
lung beginnt das Epithel mehrschichtig zu werden. Die Initiation der Mehrschichtigkeit
wird durch den Transkriptionsfaktor p63 gesteuert [69]. An Tag E10,5 der Embryonal-

entwicklung wird eine zweite Zellschicht, das Periderm, gebildet, das den Embryo vor
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dem Fruchtwasser schiitzt bis die Epidermis die Barrierefunktion iibernehmen kann. Die
néchste Zellschicht (Stratum intermedium), zwischen Ektoderm und Periderm wird an
Tag E13,5 gebildet [132]. Diese Zwischenschicht besteht aus proliferierenden Zellen und
ist nur so lange vorhanden bis die eigentliche Schichtenbildung beginnt. Die ersten Zellen
des Stratum spinosum kénnen ab Tag K155 identifiziert werden; sie proliferieren nicht
und sind durch die Expression von K1 und K10 charakterisiert [11]. Bei der weiteren
Reifung der Epidermis konnen ab Tag E17-E18 Loricrin und Filaggrin im neu gebildeten
Stratum granulosum und Stratum corneum detektiert werden |11, 84, 107, 125|. Hierbei
wird das Periderm abgeschilfert.

Die Epidermis der neugeborenen Maus, die ca. vier Zelllagen und das Stratum corneum
umfasst, ist noch weiteren Verdnderungen auf dem Weg zur adulten Epidermis ausgesetzt,

die nur noch aus ein bis maximal drei Zelllagen unterhalb des Stratum corneum besteht.

1.1.3 Pathologische Veranderungen der Epidermis

In der Haut werden Proliferation, Differenzierung und Abschilferung der Hornschuppen
genau koordiniert, um die Homoostase, die Aufrechterhaltung des physiologischen Gleich-
gewichts, der Epidermis zu gewihrleisten. Gerédt das Verhéltnis von Proliferation und
Differenzierung durch die Einwirkung energiereicher Strahlung, chemischer Substanzen,
durch Entziindungsreaktionen oder durch eine genetische Prédisposition aus dem Gleich-
gewicht konnen verschiedenste Hautlasionen entstehen. Als Beispiele konnen hier Ekzeme,
Psoriasis, Lichen ruber, das Keratoakanthom und die aktinische Keratose genannt werden.
Ein Ekzem ist laut Definition eine nicht kontagiose Epidermodermitis, die klinisch durch
Rotung, Knotchen, Blaschen, Nassen und Schuppenbildung, histopathologisch durch herd-
formige Spongiose, Akanthose und Parakeratose gekennzeichnet ist. Psoriasis, die Schup-
penflechte, ist eine erbliche Dispositionskrankheit, bei der die mitotische Aktivitit der
Basalzellschicht sehr stark erhoht ist, was zu einer Aufquellung der Epidermis (Akan-
those) und einer beschleunigten Differenzierung fithrt. Dadurch fehlt in der Regel ein
Stratum granulosum und es kommt zur Hyperkeratose. Die klassische Hautverdnderung

bei Psoriasis sind scharf begrenzte, entziindliche Papeln mit nicht fest haftender parake-
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ratotischer Schuppung. Bei Lichen ruber handelt es sich um eine chronisch entziindliche,
nicht kontagiose und nicht erbliche Erkrankung der Haut und der hautnahen Schleimhéau-
te. Bei der hdufigsten Form, dem Lichen ruber planus, treten gerdtete, scharf begrenzte
Papeln in Gruppen oder netzférmigen Feldern auf. Charakteristisch fiir diese Gruppen
oder Felder ist eine feine weifliche Streifung (WICKHAM-Streifung), bei der es sich um
die durchscheinende Verdickung des Stratum granulosum (Hypergranulose) handelt [60].

Das Keratoakanthom ist eine sogenannte Pseudokanzerose. Als solche werden Epi-
thelhyperplasien bezeichnet, die mit Entziindung einhergehen und chronisch progredient
verlaufen. Ein Keratoakanthom ist ein schnell wachsender epithelialer Tumor, der die Fa-
higkeit zur Spontanremission besitzt. Die aktinische Keratose (Keratosis actinica) gehort
zu den Prikanzerosen. Es handelt sich um eine keratotische Verdnderung, eine intraepi-
dermale Krebsvorstufe, die in ein Plattenepithelkarzinom (Spinaliom) iibergehen kann.
Sie tritt auf chronisch lichtexponierter Haut auf, bei der durch UVB-Exposition ein irre-

parabler Schaden an der DNA der Basalzellen hervorgerufen wurde [60].

1.2 Karzinogenese

Die Entstehung epithelialer Tumore ist ein Mehrstufenprozess, der in die Phasen Initia-
tion, Promotion, Progression und Metastasierung unterteilt werden kann [131]. Ursache
der Krebsentstehung ist die Ansammlung genetischer und epigenetischer Verinderungen
innerhalb einer Zelle [51, 138]. Diese Verdnderungen kénnen durch mutagene Chemika-
lien aber auch durch Viren, energiereiche Strahlung oder Fehler bei der Replikation der
DNA hervorgerufen werden. Sie fithren dazu, dass streng regulierte zelluldre Prozesse wie
Proliferation, Differenzierung und Apoptose nicht mehr ausreichend kontrolliert werden
konnen [48].

Die Karzinogenese beginnt mit einer Mutation, der sogenannten Initiation. Bei dieser
Initiation wird die DNA derart geschidigt, dass die Zelle daraus einen Wachstumsvorteil
erhilt. Dieser Wachstumsvorteil ermoglicht das klonale Auswachsen der initiierten Zelle

und damit eine Dysplasie und Hyperplasie des betroffenen Gewebes. Zusitzliche geneti-
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sche und epigenetische Verdnderungen in initiierten Zellen wihrend der Promotion konnen
zur Bildung eines Priméartumors fiihren, der zunachst lokal begrenzt wichst. Im Stadium
der Progression akkumulieren in Zellen eines solchen benignen Tumors weitere geneti-
sche Verdnderungen, u.a. in Tumorsuppressorgenen und Onkogenen, die schlieflich zur
Ausbildung eines malignen und schlieklich auch metastasierenden Tumors fithren (Abb.
1.2, [135]). Andererseits kommt es in benignen Tumoren, die diese Verdnderungen nicht

aufweisen, hiufig zu einer Regression und der Tumor bildet sich zuriick |135].

genetische genetische genetische
Verdnderung Veridnderung Verdnderung
Q ®)
o Q oS0 o oo
50 200 g o090 o) 99 ®
G — &> — S —gnes— SSigle — ofsese
Umweltfaktor
normales Gewebe pramaligne Schidigung Primértumor Metastasierung
O : normale Zelle O : pramaligne Zelle @ : maligne Zelle ohne o: maligne Zelle mit
metastatisches Potential metastatischem Potential

Abb. 1.2: Modell der Karzinogenese Diese Abbildung zeigt die schrittweise maligne Pro-
gression von Krebszellen durch Akkumulation genetischer Verédnderungen (nach [135]).

Genetische Verdnderungen, die sich wihrend der Tumorprogression ereignen, sind Mu-
tationen in Onkogenen, z.B. dem ras-Gen, die dadurch aktiviert werden, sowie der Verlust
von Chromosomenabschnitten und damit der Verlust bestimmter Tumorsuppressorgene
[34]. Zu den epigenetischen Verdnderungen, die mit der Tumorprogression in Zusammen-
hang gebracht werden, gehéren Verdnderungen in der Methylierung der DNA, die einen
Einfluss auf die Aktivierung und damit der Transkription bestimmter Gene hat |74]. Ein
Beispiel fiir die Mehrstufigkeit der Karzinogenese ist das Kolonkarzinom. Hier konnte
gezeigt werden, dass Mutationen in mindestens vier bis fiinf Genen nétig sind, um ein
Karzinom hervorzurufen. Eine geringere Anzahl von Mutationen kann jedoch zur Ausbil-
dung benigner Tumore (Adenome) fiithren |34, 129].

Charakteristisch fiir die Progression vom benignen zum malignen Tumor ist die In-
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vasion der Tumorzellen durch die Basalmembran und die Wanderung der Zellen in das
darunterliegende Stroma. Diese Entwicklung setzt entscheidende Verdnderungen in der
Zell-Zell-Adhésion sowie der Interaktion der Zellen mit der sie umgebenden Matrix vor-

aus |138].

1.2.1 Mausmodelle zum Studium der Hautkarzinogenese

Fiir Studien der Hautkarzinogenese existiert ein sehr gut untersuchtes und seit vielen
Jahren etabliertes experimentelles Modellsystem: Die Entwicklung von Plattenepithelkar-
zinomen in muriner Haut nach initiierender Applikation von DMBA, das unter ande-
rem zur Mutation im Ha-ras-Proto-onkogen fiihrt, gefolgt von mehrfacher Behandlung
mit Tumorpromotoren (Abb. 1.3) [26, 81, 43]. Tumorpromotoren, wie z.B. der Phorbol-
ester 12-O-Tetradecanoyl-phorbol-13-acetat (TPA), der aktive Bestandteil des Krotondls
[30, 49, 101|, verstérken die karzinogen-induzierte Tumorbildung und verédndern die Ex-
pression von Proto-Onkogenen, Transkriptionsfaktoren, sezernierten Proteasen und Vi-
ren [101]. Diese Verédnderungen kénnen zur Ausbildung gutartiger, sogenannter benigner
Tumore (Papillome) fiithren, von denen sich einige spontan zu malignen Plattenepithel-
karzinomen weiter entwickeln. In diesem Modellsystem kann daher die Entwicklung eines
normalen Keratinozyts iiber das Stadium eines Papilloms bis hin zum Plattenepithelkarzi-
nom und die dabei ablaufenden genetischen und epigenetischen Verdnderungen untersucht
werden.

Phorbolester rufen in der Haut eine akute Entziindungsreaktion mit Odembildung
und inflammatorischem Infiltrat hervor, die in einer iiber Tage anhaltenden epidermalen
Hyperplasie endet. Diese Reaktion ist unabhéngig davon, ob die Haut zuvor mit einem in-
itilerenden Agens behandelt wurde. Der Phorbolester TPA reguliert die meisten Gene auf
transkriptioneller Ebene. Dariiber hinaus sind wenige Beispiele bekannt, die eine verdn-
derte zytoplasmatische Stabilitdt der mRNA oder Verdnderungen im Export der mRNA
aus dem Zellkern aufweisen [101]. Zu den durch TPA induzierten Transkriptionsfaktoren
gehoren z.B. AP-1 (Aktivator-Protein-1), NF-xB und Ets |75, 120, 111, 15]. Die transkrip-

tionelle Regulation erfolgt durch die Beeinflussung intrazelluldrer Signaltransduktionswe-
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Abb. 1.3: Schematische Darstellung der chemisch induzierten Mehrstufenkarzinoge-
nese der Maushaut

1. Die einmalige Behandlung mit DMBA fiihrt zu irreversiblen DNA-Schiden.

2. Durch mehrfache Applikation des Phorbolesters TPA, eines Tumorpromotors, kommt es zur
reversiblen, klonalen Expansion der initiierten Zellen und zur Ausbildung von benignen Papillo-
men.

3. Durch die Akkumulation weiterer genetischer Verdnderungen entwickeln sich einige wenige
Papillome weiter zu malignen Plattenepithelkarzinomen.

ge, bei der TPA die Stimulierung der Proteinkinase C-Familie iiber Diazylglyzerol imitiert
[81]. Gene, die durch TPA reguliert werden kénnen, spielen eine wichtige Rolle in der Si-
gnaltransduktion, in der Zellzykluskontrolle, der Apoptose, der Zelladhésion, der Differen-
zierung von Epithelien, dem Zellmetabolismus und der Zellstruktur [112, 56|. Jene Gene,
die iiber die Aktivierung von AP-1 direkt auf die Behandlung von Zellen mit TPA reagie-
ren, verfiigen iiber ein gemeinsames Sequenz-Element nahe des Transkriptionsstarts, das
sogenannte , TPA Responsive Element“ (TRE) |2|. Analysen des humanen Kollagenase-
Promotors ergaben eine Konsensus-Sequenz von sieben Basenpaaren (TGAY/cTCA) |1].

Im Vergleich zu gesundem Gewebe tritt im Tumorgewebe eine verdnderte Expressi-
on verschiedenster Proteine auf. Die verdnderte Expression und/oder Aktivitit betrifft
Proteine, die an der Reaktion der Zelle auf wachstumsstimulierende oder wachstumsin-
hibierende Faktoren beteiligt sind. Sie ermoglichen es den Zellen, apoptoseinduzierenden

Signalen zu widerstehen und sich unbegrenzt zu teilen. Dariiber hinaus ist die Expression
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von Proteinen verdndert, die das Wachstum von Blutgeféifsen (Angiogenese) stimulieren,
oder die Invasion in andere Gewebe und die Metastasierung in anderen Organen ermaog-
lichen |48|. Diese Verédnderungen in der Physiologie der Tumorzellen im Vergleich zu nor-
malen Zellen konnen auf eine verdnderte Signaltransduktion zuriickgefiihrt werden, die
Ausloser oder Resultat einer verdnderten Proteinexpression sein kann. Die Genexpression
ist abhingig von verschiedenen Transkriptionsfaktoren. Eine der bekanntermafsen mit der
Genexpression nach Strahlung, Karzinogen- und Tumorpromotor-Einwirkung in Zusam-
menhang stehende Gruppe von Transkriptionsfaktoren ist die Familie der AP-1(Aktivator-
Protein-1)-Transkriptionsfaktoren [3]. AP-1 steht fiir eine Gruppe von Transkriptionsfak-
toren, deren dimere Proteinkomplexe aus Mitgliedern der Jun (c-Jun, JunB und JunD),
Fos (c-Fos, FosB, Fra-1 und Fra-2) und ATF (ATFa, ATF-2, und ATF-3) Familien aufge-
baut werden. Die unterschiedlichen Homo- und Hetero-Dimere binden an TPA responsive
elements (TREs) in der Promotorregion der Zielgene und konnen jeweils spezifische Reak-
tionen der Zelle regulieren, z.B. Proliferation und Differenzierung. In der Epidermis zeigen
die AP-1-Untereinheiten ein spezifisches Expressionsmuster in den unterschiedlichen Ke-
ratinozytenschichten |5, 4, 83|. Die vorhandenen Daten sprechen dafiir, dass AP-1 sowohl
an der normalen Entwicklung der Epidermis wie auch an pathologischen Reaktionen der
Haut beteiligt ist. Die Zielgene schlieken GM-CSF und KGF [121, 4], die Transglutami-
nase, verschiedene Zytokeratine (K1, K5, K6, K8, K14, K19) |54, 88|, sowie Involucrin
und Loricrin ein (|5] und darin angefiihrte Literaturquellen). Dariiber hinaus ist mittler-
weile bekannt, dass diverse Zytokine (Pleiotrophin, SDF-1, Gro-1, Mip-2, Lipocalin-2),
welche eine Rolle in der dermalen-epidermalen Kommunikation spielen, von c-Jun bzw.
JunB reguliert werden |37, 39, 38|. In zahlreichen Studien in der Zellkultur und in Miusen
konnte gezeigt werden, dass AP-1 eine regulatorische Funktion in der Wundheilung, der
vorzeitigen Hautalterung durch UV-Einwirkung und der Krebsentstehung tibernimmt (|[5]
und darin angefiihrte Literaturstellen, [38]). Mause, die in der Epidermis eine dominant-
negative Mutante von c-jun (TAMG67) exprimieren, bilden nach Behandlung mit DMBA
und TPA sehr viel seltener Papillome als Wildtyp-Méause |136]. Bei c-Fos-defizienten Méu-

sen entwickeln sich Papillome nicht zu malignen Tumoren weiter [109]. Insgesamt weniger
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Hauttumore werden in M&usen gebildet, in denen c-Jun nicht N-terminal phosphoryliert
werden kann und in deren Zellen der Ras-Signaltransduktionsweg durch eine aktivierte
Form von SOS (K5-SOS-F) konstitutiv aktiv ist |8, 117|. In Mausen, die in der Haut sowie
den Immunzellen kein JunB exprimieren, kommt es nach Verwundung oder Behandlung
mit TPA zu einer iiberschiefenden epidermalen Proliferations- und Immunreaktion [38]
und bei transgenen Méausen, die weder c-Jun noch JunB in der Epidermis exprimieren,
zeigt die Haut Léasionen, die Psoriasis dhneln [140]. Diese Ergebnisse deuten darauf hin,
dass AP-1 fiir die Antwort auf Stressstimuli, die Promotion und die Progression von Tu-

moren eine bedeutende Rolle spielt.

1.3 Die Identifizierung von Taps

Mit Hilfe einer Suppression Subtractive Hybridisation (SSH) wurden verschiedene Gene
identifiziert, deren Expression in der Maushaut nach Behandlung mit dem Phorbolester
12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetat (TPA) induziert ist [13].

Eines der hierbei identifizierten, bisher unbekannten Gene wurde zunichst TAP70
(Tumor-Assoziiertes Protein 70) genannt. Die durch den SSH identifizierte cDNA wur-
de sequenziert und ersten Analysen unterzogen. Ein Vergleich der Sequenz mit Gen-
Datenbanken zeigte, dass das Gen fiir TAP70 bei der Maus auf Chromosom 6 liegt und
keine Introns besitzt. Homologe des tap70-Gens konnten bei Mensch (Chromosom 2) und
Ratte (Chromosom 4) identifiziert werden. Wihrend der vergangenen drei Jahre wurden
dariiber hinaus auch Homologe bei Schimpanse (Chromosom 2), Rind (Chromosom 11)
und Hund (Chromosom 10) bekannt. Die Analyse der Proteinsequenz zeigte eine poten-
tielle Transmembrandoméne und eine Proteasedoméne, die Ahnlichkeit mit der funktio-
nellen Doméne retroviraler Aspartylproteasen hat. Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde
tap70 umbenannt in taps (T PA-inducible aspartic proteinase like gene in skin). In si-
tu-Hybridisierungen zeigten, dass die Expression von taps in der Embryonalentwicklung
zwischen Tag E12,5 und E16,5 in Epidermis, Zunge und Nasenschleimhaut beginnt. In der

adulten Maus konnte taps in Haarfollikeln der Haut sowie in suprabasalen Keratinozyten
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von Zunge, Osophagus und Lippe detektiert werden [99]. Hautproben aus Experimenten
zur Mehrstufenkarzinogenese nach DMBA /TPA-Behandlung zeigten taps-Expression in
suprabasalen Keratinozyten hyperplastischer Haut, in Papillomen sowie in Plattenepithel-
karzinomen [105].

Durch Transfektion eines Expressionsplasmids, das die kodierende ¢cDNA-Sequenz fiir
Taps enthielt, und die Analyse von Proteinextrakten und Kulturiiberstinden, konnten
in HT1080-Fibrosarkomzellen drei intrazellulire und eine extrazellulire Proteinvariante
von Taps nachgewiesen werden. Daher konnte Taps sowohl innerhalb als auch auferhalb
der Zellen, die es exprimieren, eine Funktion iibernehmen. Es wurde angenommen, dass
die Bildung der Varianten durch Proteolyse und ein alternatives Startkodon reguliert
wird. In den verwendeten HT1080-Zellen konnte bei Wachstum in Kulturmedium mit
10% FCS keine Verdnderung der Morphologie, wohl aber der Wachstumsrate in Taps-
transfizierten Zellen gegeniiber Kontrollzellen nachgewiesen werden. Unter Serumentzug
16sten sich die Kontrollzellen von der Kulturschale, wihrend Taps-exprimierende Zellen
am Untergrund haften blieben. Serumentzug bewirkte dariiber hinaus eine Abnahme der
im Kulturiiberstand nachweisbaren extrazelluldren Form von Taps [99].

Aufgrund der Proteinsequenz von Taps besteht, wie bereits erwidhnt, eine Homolo-
gie zu retroviralen Aspartylproteasen. Aus der Literatur [134] war bekannt, dass diese
Aspartylproteasen dimerisieren miissen, um funktionell aktiv werden zu kénnen (s. Ab-
schnitt 1.4). Sdulenchromatografische Experimente mit Kulturiiberstinden und Zellex-
trakten transfizierter Zellen zeigten, dass Taps ebenfalls dimerisiert und sogar Teil eines

grokeren Proteinkomplexes sein kann [99)].

1.4 Aspartylproteasen

Aspartylproteasen, auch saure oder Carboxyproteasen genannt, bilden neben Serin-,
Threonin-, Metallo- und Cysteinproteasen die fiinfte Gruppe der proteolytischen Enzy-
me. 3,8% aller Proteasen beim Menschen und 4,3% aller Proteasen bei der Maus sind

Asparytylproteasen. Damit stellen sie nur einen recht kleinen Anteil an der Gesamt-
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zahl der Proteasen, deren grokte Gruppe die Metallo- (Mensch) bzw. die Serinproteasen
(Maus) sind [100]. Charakteristisch fiir Aspartylproteasen ist die zweifach vorhandene
Asp-Thr/Ser-Gly-Sequenz (DT /sG) im aktiven Zentrum |119]. Die Mutation eines der
Aspartylreste im aktiven Zentrum geniigt, um eine enzymatische Aktivitat zu verhindern
[46, 76, 68, 116, 133]. Abgesehen von der iiblichen Einteilung der Aspartylproteasen in ver-
schiedene Gruppen aufgrund der katalytischen Reste (s. MEROPS Peptidase Datenbank,
http://merops.sanger.ac.uk/, |7|) wire eine Klassifizierung in zwei Gruppen anhand der
Anzahl proteolytischer Doménen moglich. Die erste Gruppe verfiigt nach dieser Einteilung
schon als Monomer iiber ein funktionsfihiges aktives Zentrum mit zwei proteolytischen
Doménen (Pseudodimere). In diese Gruppe gehoren z.B. Renin, das bei Sdugetieren An-
giotensinogen in Angiotensin umwandelt |20], sowie Pepsin, Cathepsin D und Cathepsin
E. Die zweite Gruppe verfiigt nach dieser Einteilung nur iiber eine proteolytische Doméne
und bildet daher erst nach Dimerisierung ein funktionsfihiges aktives Zentrum. In die-
se Gruppe gehoren die retroviralen Aspartylproteasen, z.B. die HIV-Protease. Da Taps
ebenfalls nur iiber eine dieser DSG-Sequenzen verfiigt, die fiir die Bildung des aktiven Zen-
trums bendtigt werden, ist der Aufbau vermutlich vergleichbar mit dem der retroviralen
Aspartylproteasen.

Aspartylproteasen werden als inaktive Zymogene mit einem N-terminalen Fragment
synthetisiert, das ca. 45 Aminosduren lang ist und zur Aktivierung der Protease abgespal-
ten werden muss. Diese Abspaltung des Propeptids vom Zymogen findet autoproteolytisch
bei niedrigem pH statt [22|. Fiir einige Aspartylproteasen (Angiotensin converting enzy-
me (ACE), Cathepsin D) sind mehrere proteolytische Spaltungen der Pro-Form bis hin
zum aktiven Protein beschrieben. Fiir Cathepsin D ist beispielsweise bekannt, dass es als
Procathepsin D von 52 kDa Molekulargewicht synthetisiert wird, dann aktiviert und an-
schlieffend weiter proteolytisch in das reife Cathepsin D (31 und 14 kDa) gespalten wird
[20].

Aspartylproteasen kénnen sowohl intrazelluldr, z.B. Cathepsin D und Cathepsin E,
als auch als sezernierte Formen, z.B. Renin, Pepsin und ebenfalls Cathepsin D (s.u.),

ihre Funktion ausiiben. Es gibt verschiedene Beispiele fiir die Beteiligung von Aspartyl-
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proteasen an tumorigenen und anderen pathologischen Vorgidngen: Die Expression von
Cathepsin D spielt eine wichtige Rolle beim invasiven Wachstum der Tumorzellen im
Plattenepithelkarzinom der Speiserdhre |58|. Berchem et al. vermuten, dass humanes Ca-
thepsin D als mitogener Faktor auf endotheliale Zellen und Tumorzellen wirkt [9]. Kawada
et al. zeigen, dass Cathepsin D an der lokalen Invasion von Plattenepithelkarzinomen be-
teiligt ist [63, 64].

Dariiber hinaus ist Cathepsin D die einzige Aspartylprotease, deren Funktion in der
Epidermis bisher analysiert wurde. Cathepsin D ist an der Regulation von Transglutami-
nase 1 und der epidermalen Differenzierung beteiligt. Es wird in allen suprabasalen Schich-
ten der Epidermis exprimiert, allerdings liegt es nur im Stratum granulosum und im
Stratum corneum in der aktiven Form vor [52]|. Cathepsin D aktiviert Transglutamina-
se, welche fiir die Verkniipfung von Involucrin und Loricrin und damit bei der Bildung
des cornified envelope eine entscheidende Rolle spielt [33]. Fiir die Homdoostase der Haut
wird Cathepsin D noch eine weitere wichtige Funktion zugeschrieben: die Wanderung der
Keratinozyten in der Haut endet damit, dass sie als Hornschuppen von der Oberfliche
des Stratum corneum abgeschilfert werden. Die Desmosomen, welche die Keratinozyten
in der Epidermis verbinden, miissen dazu proteolytisch gespalten werden. Diese wichtige
Funktion iibernimmt Cathepsin D, das in den oberen Schichten des Stratum granulosum
und am Ubergang zum Stratum corneum in die interzelluliren Zwischenriiume sezerniert

wird [53, 57].

1.5 Fragestellungen

Taps wurde als TPA-induzierbares Gen in der Riickenhaut der Maus identifiziert. Aus
Vorarbeiten |99| war bekannt, dass die Expression von taps-mRNA in mehrschichtigen,
unverhornten Epithelien, in einzelnen Keratinozyten der Epidermis sowie in Zellen des
Haarfollikels detektiert werden kann. Ferner war in Hauttumoren aus dem chemisch in-
duzierten Karzinogenesemodell der Maushaut die mRNA-Expression von taps auf diffe-

renzierende Zellen beschrinkt. In der Sequenz des Taps-Proteins konnte in Vergleichen
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mit Proteindatenbanken Homologien zu retroviralen Aspartylproteasen identifiziert wer-
den und die bisher durchgefiihrten Analysen haben ergeben, dass Taps in verschiedenen
Varianten in Fibrosarkomzellen exprimiert wird.

Ziel der vorliegenden Dissertation ist es, die molekulare Funktion von Taps innerhalb
der Differenzierung und Homdoostase mehrschichtiger Epithelien zu identifizieren, um seine
Eignung als Biomarker fiir epitheliale Lasionen und als Zielstruktur fiir therapeutische
Ansiétze beurteilen zu kénnen. Im Hinblick darauf wurden die folgenden Themenkomplexe

zur Charakterisierung von Taps bearbeitet:

1. Das Expressionsprofil:
Wie wird Taps als Protein in normalen und pathologisch verdnderten Geweben bei

Maus und Mensch exprimiert?

2. Die biochemische Charakterisierung:
Welche Taps-Varianten gibt es in Epithelzellen und wie entstehen sie? Ist Taps eine

funktionell aktive Aspartylprotease?

3. Die funktionelle Charakterisierung:
Welche Wirkung hat die exogene Expression von Taps in Zellkultursystemen (in

vitro) und Mausmodellen (in vivo)?
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Materialien und Losungen

2.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Abi prism 310 Genetic Analyser
Bakterienplatten
Bakterienschiittler
Begasungsbrutschrank (Zellkultur)
Binokular

Brutschrank (Bakterien)
,Corex“-Rohrchen
DNA-Gelkammern

Drehrad

Einbettungsmaschine Tissue Tek TES
Eismaschine
Elektrophorese-Kammer
Elisa-Reader

Eppendorf-Reaktionsgefife

Falcon-Rohrchen

Feinwaage
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Abi prism, Darmstadt
Greiner, Frickenhausen
Infors AG, Bottmingen
Heraeus, Hanau

Leica, Wetzlar

Heraeus, Hanau

Schott, Mainz
Cadillac-Plastic, USA

cti, Idstein

Vogel, Giessen

Scotsman Ice Systems, USA
BioRad, Miinchen

Titertek, USA
Steinbrenner Laborsysteme,
Wiesenbach

Greiner, Frickenhausen

Ohaus, Giessen
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Fettstift
Filmkassetten
Fusselfreie Tiicher
Handschuhe
Heizblock
Hybridisierungsofen

Kryorohrchen Lip Seal 2ml

Kimwipes

Kiihlzentrifuge J2-21
Kiihlzentrifuge 2K-15

Kiivetten

Mikroskope

Mikrotom RM 2155
Mikrowellengerét

Northern Blot Hybond N+ Membran
Objekttrager

Parafilm

Pasteurpipetten

PCR-Clycler

PCR-Gefiéfe

PE-Geféfe (Maxi-Priaparation)
pH-Messgerét

Photoaufsatz (Mikroskop DMIL)
Photometer GeneQuant pro
Pipetboy

Pipetten

Pipettenspitzen, gestopft
Plastikkassetten (Paraffineinbettung)

Proteingel-Kammern
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Vectorlabs, USA

Rego, Augsburg
Kimberly-Clark, USA
Kimberly-Clark, USA

Grant, UK

Bachhofer, Reutlingen
Steinbrenner Laborsysteme,
Wiesenbach

Kimberly-Clark Corporation, USA
Beckman, Miinchen

Sigma, Miinchen

Hellma, Miillheim /Baden

Leica, Wetzlar

Leica, Wetzlar

Bosch, Karlsruhe

Amersham Pharmacia, Freiburg
Langenbrinck, Emmendingen
American National Can, USA
WU, Mainz

MJ Research, USA

Greiner, Frickenhausen
Nalgene, USA

Knick, Berlin

Leica, Wetzlar

Amersham Pharmacia, Freiburg
BrandTech, USA

Gilson, USA

Biozym, Hessisch Oldendorf
Polysciences, USA
Sigma-Aldrich, USA
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RNA-Gelkammern
Rontgenfilme Fuji RX
Rontgenfilm-Entwickler
Sicherheitswerkbank

Spannungsgerit
Szintillationszédhler
Schiittler (waagrecht)
Thermoblock
Tischzentrifuge
Trockenschrank
Ultra- Turrax 'T25
UV-Leuchttisch
UV-Stratalinker
Waage (Wigeraum)
Wasserbader

Wassermann-Réhrchen
Western Blot-Apparatur
Western Blot-Membran
Whatman 3 MM-Papier
Zellzéhlgerat Coulter Counter
Zellkulturschalen

Zentrifuge Megafuge 1.0
Zentrifuge J2-HS

Zentrifuge Varifuge 3.0R
Zentrifuge 5403

Zentrifuge Biofuge 13

Kodak, Stuttgart

Fuji, Diisseldorf

Optimax Protec, Diisseldorf
The BAKER Company, USA
Heraeus, Hanau

BioRAD, USA

Hidex, Finnland

Ika Labortechnik, Staufen
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
Tomy Kogyo Co. Litd, Japan
Heraeus, Hanau

Ika Labortechnik, Staufen
Stratagene, Niederlande
Stratagene, Niederlande
Sartorius, Gottingen

Leica, Wetzlar
Rommelsbacher, Dinkelsbiihl
GFL, Burgwedel

Schott, Mainz

BioRAD, Miinchen
Schleicher & Schuell, Dassel
Sartorius, Gottingen
Beckman Coulter, USA
Greiner, Frickenhausen
Heraeus, Hanau

Beckman, Miinchen

Heraeus, Hanau

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf

Heraeus, Hanau
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2.2 Chemikalien

Azeton

Acrylamid/Bisacrylamid

Agar fiir Bakteriologie

Agarose

Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ampicillin

Bisbenzimid H33342 Fluorochrom
Borsaure

Bromphenolblau

Casaminosiuren

Chloroform

Deoxycholsidure Nat-Salz
Dextransulfat

3’.3’Diaminobenzidin (DAB)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat (NayHPO,)
Dithiothreitol (DTT)

DNA-Marker

Entellan

Enhanced Chemoluminescence Losung (ECL)
Eosin

Essigsiure

Essigsdureanhydrid

Ethanol (EtOH)

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsiaure (EDTA)
Folin-Reagenz

Formaldehyd

Formamid

Glyzerin

Fisher Scientific, UK

Roth, Karlsruhe

AppliChem, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen

Roche, Mannheim
Calbiochem, USA

Fluka Chemicals, Schweiz
Merck, Darmstadt

Becton Dickinson, Heidelberg
J.T.Baker, USA

Fluka Chemicals, Schweiz
Sigma, Taufkirchen

Linaris, Wertheim

Merck, Darmstadt

Fluka Chemicals, Schweiz
Sigma, Taufkirchen

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Merck, Darmstadt
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Perkin Elmer LAS, Rodgau-Jiigesheim

Merck, Darmstadt
J.T. Baker, USA
Merck, Darmstadt
Riedel-deHaén, Seelze
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
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Glyzerin fiir die Fluoreszenzmikoskopie
Glycin
Hématoxylin

Harnstoff (Urea)

Hefeextrakt fiir die Bakteriologie

4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethan-sulfonséure

(HEPES, CgH sN»0,S)

Isopropanol (2-Propanol)
Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumhydrogenphosphat (KH5PO,)
Kalziumchlorid (CaCly)

Kanamycin

Kupfersulfat (CuSO,)
(-Mercaptoethanol

Methanol

Milchpulver
Morpholinopropansulfonsédure (MOPS)
Natriumacetat-Trihydrat (NaOAc)
Natriumcarbonat (NayCO3)
Natriumcitrat

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO, - HyO)

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid (NaOH)
Natrium-Kalium-Tartrat

Nonidet P40 (NP-40)
Paraformaldehyd (PFA)

Paraffin

Phenol

Phalloidin Alexa Fluor®488
Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF)
Polyethylenglycol 400 (PEG 400)

Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Fluka Chemicals, Schweiz

GERBU Biotechnik, Gaiberg

GERBU Biotechnik, Gaiberg
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Ferck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Riedel-deHaén, Seelze

Roth, Karlsruhe

GERBU Biotechnik, Gaiberg
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Fluka Chemicals, Schweiz
Fluka Chemicals, Schweiz
Merck, Darmstadt

Gerbu Biotechnik, Gaiberg
Merck, Darmstadt

Fluka Chemicals, Schweiz
Fluka Chemicals, Schweiz
AppliChem, Darmstadt
Vogel, Giessen

Roth, Karlsruhe

Molecular Probes, USA
Sigma, Taufkirchen

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
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Ponceau S-Losung Sigma, Taufkirchen
Proteinmarker (denaturiert, gefirbt) MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Rinderserumalbumin (BSA) Sigma, Taufkirchen
Salzséure (HCI) Riedel-deHaén, Seelze
Szintillationsfliissigkeit Beckman, Miinchen
Talon Metal Affinity Resin/Talonbeads BD Biosciences Clontech,
Heidelberg
12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetat (TPA) Sigma, Taufkirchen
N,N,N’.N’-Tetramethylethylenediamin (TEMED) Roth, Karlsruhe
Triethanolamin Sigma, Taufkirchen
Tris-base Roth, Karlsruhe
Tris-hydrochlorid Roth, Karlsruhe
Triton-X-100 Sigma, Taufkirchen
Trypsin (THC) Invitrogen, Karlsruhe
Trypsin-Inhibitor (IHC) Sigma, Taufkirchen
Tween 20 Fluka Chemicals, Schweiz
Trypton fiir die Bakteriologie AppliChem, Darmstadt
Wasserstoffperoxid (Hy0O5) AppliChem, Darmstadt
Xylencyanol Serva, Heidelberg
Xylol Fluka Chemicals, Schweiz

Zusitzliche allgemein gebrduchliche Chemikalien wurden von den Firmen Merck (Darm-

stadt), Roth (Karlsruhe) oder Sigma (Taufkirchen) bezogen.
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2.3 Kits

peqGOLD RNAPure™

DAB Substrate Kit

redi prime™ I1

PureYield™ Plasmid Midiprep System
QIAquick Gel-Extraktions- Kit
Nuchp® Probe Purification Columns

Vectastam® ABC Kit

peqlLab, Erlangen

Vectorlabs, USA

Amersham Pharmacia, Freiburg
Promega, Mannheim

QIAgen, Hilden

Stratagene, Niederlande

Vectorlabs, USA

2.4 Molekulargewichtsmarker

Gene Ruler™ DNA Ladder Mix

PageRuler™ Prestained Protein Marker

2.5 Antikorper

2.5.1 Primarantikorper

Anti-Taps (Kaninchen)
Anti-myc (Maus)
Anti-Aktin (Kaninchen)
Anti-Caspase-14 (Ziege)
Anti-Keratin 5 (Kaninchen)
Anti-Keratin 10 (Kaninchen)
Anti-Loricrin (Kaninchen)
Anti-Filaggrin (Kaninchen)
Anti-PCNA (Maus)
Anti-PDI (Ziege)

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Eurogentec, Belgien
Invitrogen, Karlsruhe
Santa Cruz, Heidelberg
Santa Cruz, Heidelberg
Lutz Langbein, DKFZ
Covance, USA
Covance, USA

Abcam, USA

Santa Cruz, Heidelberg

Stressgen, Kanada
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2.5.2 Sekundarantikorper

Anti-Kaninchen (Ziege), HRP DAKO, Hamburg
Anti-Maus (Ziege), HRP DAKO, Hamburg
Anti-Ziege (Esel), HRP DAKO, Hamburg
Anti-Kaninchen (Ziege), Cy3 Dianova, Hamburg
Anti-Maus (Ziege), Cy3 Dianova, Hamburg
Anti-Ziege (Esesl), Cy3 Dianova, Hamburg
Anti-Kaninchen (Ziege), Alexa Fluor 488 Molecular Probes, USA
Anti-Maus (Ziege), Alexa Fluor®488 Molecular Probes, USA

2.6 Radiochemikalien

2p.dCTP Amersham, Freiburg
35S-ATP Amersham, Freiburg

2.7 Oligonukleotide

Tabelle 2.1 gibt die Sequenzen der Oligonukleotide an, die fiir Sequenzierungsreaktionen

verwendet wurden.

‘ Oligonukleotid ‘ Sequenz

T7 forward b’ - gta ata cga ctc act ata ggg c - 3’
M13 reverse D’ - gga aac agc tat gac cat g - 3’

Tabelle 2.1: Oligonukleotide zur Sequenzierung
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Tabelle 2.2 listet die Oligonukleotide auf, die fiir den Nachweis der endogenen Tapsexpres-
sion (m/hTaps forward / m/hTaps reverse) bzw. der Transgen-Expression (mTaps sen-
se/mTaps myc) und zur Kontrolle der cDNA-Qualitéit und -quantitit verwendet wurden.

Dariiber hinaus enthélt sie die Oligonukleotidsequenzen, die zur Klonierung der dominant

negativen Taps-Variante verwendet wurden.

Tabelle 2.2: Oligonukleotide zur Bestimmung des internen Standards und Taps-spezifische Oli-

gonukleotide

Oligonukleotid ‘

Sequenz

mTaps forward

57

- aag ctt gce caa gge cgg gea agt ¢ - 3

mTaps reverse 5’ - ggg cce cag agt cca cca g - 3
mTaps sensel 5’ - aga caa agc tga agg ccg ag - 3’
mTaps myc 5’ - cct ctt ctg aga tga gtt ttt gtt cg - 3
hTaps forward?2 5’ - agc cac ctg ccc aaa gag at - 3’
h'Taps reverses 5’ - aca ccc agg atc ttc att tca gc - 3
cre neu forward | 5 - ggc geg gea aca cca ttt tt - 3
cre neu reverse 5’ - ccg gge tge cac gac caa - 3’
DN-Taps forward | 5’ - tcc tga agg cct ttg ggg tc - 3
DN-Taps reverse | 5’ - ggt gaa ttc tgg gge cca ggt ¢ - 3’
mHprt forward 5’ - gct ggt gaa aag gac cte t - 3’
mHprt reverse 5’ - cac agg act aga aca cct gc - 3’
gapdh forward 5’ - acc aca gtc cat gee atc act - 3’
gapdh reverse 5’ - tac agc aac agg gtg gtg ga -3’
B-tubulin forward | 5 - gga aca tag ccg taa act gc - 3’
B-tubulin reverse | 5’ - tca ctg tge ctg aac tta cc- 3’
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Tabelle 2.3 enthélt die Sequenzen der Oligonukleotide, die fiir die Proteinbindungsanaly-
sen (EMSA) verwendet wurden.

‘ Oligonukleotid ‘ Sequenz
Ko-TRE forward 5" - agc taa agt ggt gac tca tca ctat - 3’
Ko-TRE reverse 5" - agc tat agt gat gag tca cca ctt t - 3’
Taps-TRE forward 5" - agc tga atg tat gag tca cct tat ¢ - 3’
Taps-TRE reverse D’ - agc tga taa ggt gac tca tac att ¢ - 3’

MutTaps-TRE forward | 5’ - age tga atg tat gge gea cct tat ¢ - 3
MutTaps-TRE reverse | 5’ - age tga taa ggt geg cca tac att ¢ - 3
Oct forward 5" - geg gac ctg ggt aat ttg cat ttc taa aat - 3’
Oct reverse 5" - tgg acc cat taa acg taa aga ttt tag gecg - 3’

Tabelle 2.3: Oligonukleotide fiir Proteinbindungsanalysen

Tabelle 2.4 listet die Oligonukleotide auf, die verwendet wurden, um das offene Le-
seraster der murinen Caspase-14 iiber die Schnittstellen EcoRI und Xhol in den Vektor
pcDNA3.1(C) zu klonieren. Die Oligonukleotide fiir die humane Caspase 14 enthielten
die Sequenzen fiir EcoRI- und BamHI-Schnittstellen, um eine Klonierung in das offene

Leseraster des pBSK-NFlag-Vektors zu ermdglichen.

‘ Oligonukleotid ‘ Sequenz

mCaspase-14 EcoRI forward | 5" - tge tga att cca gac atg gag tca - 3’
mCaspase-14 Xhol reverse 5" - tge cct cga gtt tat tge aaa tag ag - 3’
hCaspase-14/EcoRI forward | 5’ - acc cga att ccc aat gag caa tcc geg gte ttt g - 3’
hCaspase-14/BamHI reverse | 5’ - ccg gga tee cta ctg cag ata cag ccg tt - 3’

Tabelle 2.4: Oligonukleotide zur Klonierung von Caspase-14
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2.8 Zellkultur

a-MEM

BioWhittaker, Belgien

Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM) PAA Laboratories, Osterreich
Fotales Rinderserum (FCS)

L-Glutamin

Geneticin (G418)

Trypsin

GenePORTER™ Transfection Reagent

Sigma, Taufkirchen

PAA Laboratories, Osterreich
PAA Laboratories, Osterreich
BioWhittaker, Belgien

PeqLab, Erlangen

2.9 FEukaryontische Zelllinien

Zelllinie Beschreibung | Spezies | Quelle Literaturnachweis
HT1080 Fibrosarkom- human | DKFZ, Heidelberg [102]
Zellen
HeLa Zervixkarzinom- | human | DKFZ, Heidelberg
zellen
HEK 293 | embryonale Nie- | human [47]
renzellen
HEK 293T | embryonale Nie- | human S. Textor, DKFZ, Hei-

renzellen, trans-
formiert mit lar-
ge T Antigen des
SV40 Virus

delberg
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Zelllinie | Beschreibung | Spezies | Quelle Literaturnachweis
MCA3D | Keratinozyten; | murin [72]
nicht tumorigen

Reb Keratinozyten; murin /
nicht tumorigen

SP1 Keratinozyten; | murin /
benigne Tumore

308 Keratinozyten; | murin [137]
benigne Tumore

PMK-R3 | Keratinozyten; | murin G. Firstenberger und | [103]
maligne Tumore F. Marks, DKFZ, Hei-

delberg

3P2 Keratinozyten; | murin [128|
maligne Tumore

Peca Keratinozyten; | murin [71]
maligne Tumore

PDV Keratinozyten; murin
maligne Tumore 144, 45|

CarB Keratinozyten; murin
maligne Tumore

2.10 Murines Tumormaterial

2.10.1 TPA-behandelte Haut

Die Riickenhaut von C57/BL6- bzw. NMRI-Méausen wurde vorsichtig rasiert und anschlie-

fend mit 10 nmol TPA in 100 ul Azeton behandelt [112]. Fiir die Analyse der Hautreak-

tion auf die einmalige Applikation von TPA wurden die Tiere nach den im Text bzw. den

Analyse der Reaktion auf eine chronische Behandlung, wurde die Applikation von TPA
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im Abstand von jeweils 48 Stunden noch zweimal wiederholt und die Tiere 48 Stunden

nach der letzten Behandlung durch Genickbruch getétet.

2.10.2 Papillome und Plattenepithelkarzinome

Die durch die chemisch induzierte Mehrstufenkarzinogenese der Maushaut hervorgerufe-
nen Papillome und Plattenepithelkarzinome wurden freundlicherweise von G. Fiirstenber-

ger, DKFZ, bereitgestellt [43].

2.11 Humanes Hautmaterial

Haut-Biopsien mit Ekzemen, Psoriasis, aktinischer Keratose und Lichen ruber wurde
freundlicherweise von C. Mauch, Universitdtsklinik Koln, zur Verfiigung gestellt. Die Pa-
tienten unterzeichneten die Einverstdndniserkldrung der Abteilung fiir Dermatologie der
Universitat Koln mit der Genehmigung der Ethikkommission (Az. 9645/96). Die Gewebe-
Microarrays wurden freundlicherweise von Kai Breuhahn, Unversitatsklinikum Heidelberg

zur Verfiigung gestellt.

2.12 Klonierungen

Vektor pcDNA3.1®/His—myc(C) Invitrogen, Karlsruhe
Vektor pBluescript 1T SK-+ Stratagene, Niederlande
Vektor pGEM-T Promega, Mannheim

2.13 Bakterienstamme

E. coli X1.-1 blue
Genotyp: F’::Tnl0 proAB+lacl? AZM15, recAl, endAl, gyrA96, (Nal”), thi, hsdR17
(rk-, mr+), supE44, relAl, lac
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2.14 Enzyme, Puffer

Alkalische Phosphatase (+ Puffer) Roche, Mannheim

AMYV Reverse Transkriptase (+ Puffer) Promega, Mannheim

DNAse I (+ Puffer) Promega, Mannheim
Klenow-Polymerase (+ Puffer) Promega, Mannheim

dNTPs Promega, Mannheim
oligo(dT) Invitrogen, Karlsruhe
Proteinase K Sigma, Taufkirchen
Restriktionsenzyme (+ Puffer) MBI Fermentas, St. Leon-Rot

New England Biolabs, Frankfurt/Main

Promega, Mannheim

RNAse A Roche, Mannheim

RNAsin Promega, Mannheim

T4-DNA-Ligase (+ Puffer) MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Taq-Polymerase Steinbrenner Laborsysteme, Wiesenbach

2.15 Losungen

e 10x PBS~/~:1,5 M NaCl, 27 mM KCl, 82 mM Na,HPO,- 2 H,O , 17mM NaH,PO,-
Hy0O

e 10x GB-Puffer fiir PCR: 166 mM (NH4)>SO4, 670 mM Tris pH 8,8, 67 mM
MgCly, 67 uM EDTA, 54 mM g-Mercaptoethanol

e 10x DNA-Ladepuffer: 50% Glyzerin, 0,2% Xylencyanol, 0,2% Bromphenolblau,
40 mM EDTA

e 10x TBE: 1 M Tris, 1 M Borsaure, 20 mM EDTA

e RIPA-Puffer: 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 150 mM NaCl, 0,1% SDS, 0,5% Deoxychol-
saure Na™-Salz, 1% NP-40
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PP100-Puffer: 25 mM Tris-HCI pH 7,8, 5 mM NaCl, 100 mM KCI, 10% Glyzerin,
0,1% NP-40

Lowry-Losungen:

— Lowry-I: 2% NayCO3 in 0,1 N NaOH = 10 g Na,CO3 + 2 ¢ NaOH in 500 ml
ddH,O

Lowry-1T: 2% Na-K-Tartrat — 2 g Na-K-Tartrat in 100 ml ddH,O

— Lowry-IIT: 1% CuSO4 — 1 g CuSOy in 100 ml ddH,0O

Lowry-IV: 100 pl Lowry-I1 + 10 ml Lowry-I mischen, + 100 pl Lowry-111,

immer frisch ansetzen

Mowiol:
Glyzerin 6g
Mowiol 4-88 24 g
H,O 6 ml

auf einem Drehrad iiber Nacht mischen. Am néchsten Tag werden 12 ml 200 mM Tris
pH 8.5 hinzugegeben und die Mischung 30 Minuten bei 50-60°C inkubiert. Nachdem
das Mowiol auf Raumtemperatur abgekiihlt ist, wird es 10 Minuten bei 4000 rpm
und 4°C zentrifugiert und der Uberstand anschliekend aliquotiert und bei -20°C
gelagert.

10x Natriumdodecylsulfat(SDS)-Laufpuffer: 250 mM Tris-base, 1,92 M Gly-
zin, 1% SDS,

2x Lammli-Puffer: 125 mM Tris-HCI, pH 6,8, 4% SDS, 20% Glyzerin, 2% (-

Mercaptoethanol, Bromphenolblau
Western-Transferpuffer: 25 mM Tris-base, 190 mM Glyzin, 20% Methanol

Ponceau S-L6sung: 0,1% Ponceau S-Stocklosung, 1,5% Trichloressigsaure in HoO
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TY-Medium: 5 g NaCl, 10 g Bacto-Trypton, 10 g Hefe-Extrakte, 1 g Casamino-

sauren auf einen Liter Medium

e 1 M Phosphatpuffer (Northern Blot): 0,5 M Na,HPOy, 85% ortho-Phosphorsiure

Zitratpuffer fiir Immunfluoreszenz:
Losung A (0,1 M Zitronensiure): 21,0 g Zitronensduremonohydrat auf 1 1 HyO
Losung B (0,1 M Natriumzitrat): 29,4 g Trinatriumcitratdihydrat auf 1 1 HoO

PBS~/~/EDTA: 100 ml 10x PBS™/~, 200 mg EDTA - 2Na - 2H,0O auf einen Liter

10x RB-Restriktionspuffer

Konzentration | 20x RB™— | 10 mM DTE | 5 M NaCl | HyO ad 100 ul
0|50 pul 10 pl 0 pl 40 pl
5 150 pul 10 pl 1 pl 39 pl
10 | 50 wl 10 pl 2 pl 38 pl
20 | 50 pl 10 pl 4 pul 36 pl
30 | 50 pl 10 pl 6 pl 34 ul
50 | 50 pl 10 pl 10 pl 30 wl
100 | 50 pl 10 pl 20 pl 20 pl
150 | 50 pl 10 pl 30 pl 10 pl

e 20x RB~: 200 mM Tris pH 7,8, 200 mM MgCl,



Kapitel 3

Methoden

3.1 Molekularbiologische DNA-Methoden

3.1.1 Isolierung genomischer DNA

Fiir die Isolierung genomischer DNA wurden 100 mg Gewebe oder 1x107 Zellen in einem
Eppendorf-Gefif mit 500 pl Lyse-Puffer (50 mM Tris pH 8.0, 100 mM NaCl, 100 mM
EDTA, 1% SDS) und 25 pl Proteinase K (10 mg/ml) iiber Nacht bei 55 °C inkubiert. Am
nichsten Tag wurden 200 ul 6 M NaCl zugegeben und die Losung 5 Minuten auf einem
Eppendorf-Mixer geschiittelt. Durch eine anschliekende Zentrifugation fiir 7 Minuten bei
13 000 rpm (Biofuge 13, Heraeus) wurden Proteine aus der Losung gefillt. Der Uberstand
wurde in ein neues Eppendorf-Gefif iiberfiithrt. Nach Zusatz von 500 pl Isopropanol wurde
die genomische DNA bei 13 000 rpm (Biofuge 13, Heraeus) innerhalb von 15 Minuten
pelletiert, das Pellet getrocknet und je nach Grofe in 250-400 pul TE-Puffer (10 mM Tris,
1 mM EDTA, pH 8,0) bei 37 °C (3 Stunden oder iiber Nacht) gelost.

3.1.2 Plasmidpréparation im kleinen Mafistab (Minipraparation)

Einzelne Bakterienklone wurden mit gelben Pipettenspitzen von der Agarplatte gepickt
und iiber Nacht in einem Wassermann-Rohrchen mit 2 ml Selektionsmedium (TY-Medium

mit Antibiotikum) bei 37 °C im Bakterienschiittler kultiviert. Am néchsten Morgen wur-

32



KAPITEL 3. METHODEN 33

den die Bakterien aus der Minikultur in Eppendorf-Gefife iiberfiihrt und diese 1 Minute
bei 10 000 rpm (Biofuge 13, Heraeus) zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und
das Bakterienpellet in 100 pl Puffer 1 (50 mM Tris/HCIl pH 8,0; 10 mM EDTA; 100
pug/ml RNAse A) resuspendiert. Nachdem die Bakterien ausreichend resuspendiert wa-
ren, wurden 100 pl Puffer 2 (200 mM NaOH; 1% SDS) zugegeben, die Eppendorf-Geféife
5-6mal invertiert und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliefend wurden
100 pl Puffer 3 (3 M KAc pH 5,5) hinzupipettiert, die Eppendorf-Gefife erneut 5-6mal
invertiert und dann 10 Minuten bei 13 000 rpm (Biofuge 13, Heraeus) zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein neues Eppendorf-Gefif iiberfiihrt und durch Zugabe von 750 pul
100% Ethanol (-20 °C) und Zentrifugation fiir 15 Minuten bei 13 000 rpm (Biofuge 13,
Heraeus) gefillt. Das Pellet wurde mit 200 pl 75% Ethanol (-20 °C) gewaschen, getrocknet
und in 30 pl ddH,0O aufgenommen.

3.1.3 Plasmidpriparation im grofien Mafistab (Maxipriaparation
mit Promega-Kit)

Die Maxi-Ubernachtkultur wurde bei bei 6 000 rpm (Zentrifuge J2-HS, Rotor JA-14,
Beckman) 10 Minuten bei Raumtemperatur in einem Kunststoff-Gefifs abzentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 6 ml Resuspensions-Puffer (50 mM Tris
pH 7,5, 10 mM EDTA, 100x/ml RNase A) gut resuspendiert. Die Bakterien im resuspen-
dierten Pellet wurden mit 6 ml Lyse-Puffer (0,2 M NaOH, 1% SDS) 4-6mal invertiert
und 5 Minuten bei RT lysiert. Nach Ablauf der 5-miniitigen Inkubationszeit wurden 10
ml Neutralisierungs-Puffer (4,09 M Guanidinhydrochlorid pH 4,8, 759 mM Kaliumacetat,
2,12M Eisessig) hinzugefiigt, die Losungen sofort gemischt und anschliefend durch 30-
miniitige Zentrifugation bei Raumtemperatur und 10 000 rpm (Zentrifuge J2-HS, Rotor
JA-14, Beckman) die Bakterienbruchstiicke pelletiert. Der Uberstand wurde durch Anle-
gen eines Vakuums durch zwei Filtersidulen gesaugt, wobei die erste der Filterung groferer
Membranbruchstiicke diente. An die zweite Sdule band anschliefend die Plasmid-DNA.

Die Sdaule wurde gewaschen, um Endotoxine und andere Verunreinigungen der Plasmid-
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DNA 7u entfernen (Waschpuffer: 162,8 mM Kaliumazetat, 22,6 mM Tris (pH 7,5), 0,109
mM EDTA). Zur Elution der Plasmid-DNA wurden 600 pl destilliertes Wasser auf die
Séule gegeben, diese auf ein 50 ml-Falcon-Rohrchen gesetzt und bei 2000 rpm (Varifuge
3.0R, Heraeus) 5 Minuten zentrifugiert.

3.1.4 Schneiden von DNA mit Restriktionsenzymen

Restriktionsendonukleasen zur Analyse von klonierter DNA wurden unter den von den
Herstellerfirmen angebenen Reaktionsbedingungen eingesetzt. Um 1 pg Plasmid-DNA mit
Restriktionsenzymen zu schneiden, wurde die DNA mit der zwei- bis fiinffachen Enzym-
menge (2-5 U) fiir 1-2 Stunden in der entsprechenden Verdiinnung der Restriktionspuffer
inkubiert. Die Inkubationstemperatur richtete sich dabei nach dem angegebenen Wirkop-

timum der Restriktionsenzyme.

3.1.5 Dephosphorylierung von DNA

Um die Religation eines linearisierten Vektors zu verhindern, wurde nach beendetem Re-
striktionsverdau des Vektors dem Ansatz 1/10 Volumen 10x Dephosphorylierungspuffer
und 1 pl 1 U/pl Alkalische Phosphatase zugegeben. Die Reaktion wurde fiir 30 Minuten
bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss wurde die Vektor-DNA iiber ein Agarosegel aufgereinigt,
extrahiert (s. Abschnitt 3.1.12) und fiir die Ligation verwendet (s. Abschnitt 3.1.7).

3.1.6 Auffiillen von 5’-Uberhiingen

Fiir das Auffiillen von 5-Uberhingen wurde die DNA nach dem Restriktionsverdau ge-
fallt und das Pellet getrocknet. Anschliefend wurde das Pellet in 1/10 Volumen 10x
Polymerase-Puffer, 2 ul Klenow-Polymerase (1 U/ul und 2 pl ANTPs (2,5 mM) im 20
pl-Ansatz fiir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert.
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3.1.7 Ligation von DNA

Fiir eine Ligation eines Vektors mit einem Fragment wurde der folgende Ansatz vorberei-
tet: 50 ng Vektor, 100-200 ng Fragment, 1/10 Volumen 10x Ligase-Puffer, 1/10 Volumen
PEG 4000 und 1-2 U T4-DNA-Ligase. Die Volumina fiir Vektor und Fragment miissen der
Konzentration in der Ausgangsldsung entsprechend angepasst werden. Der Ansatz wurde

2-4 Stunden bei RT oder iiber Nacht bei 16 °C inkubiert.

3.1.8 Herstellung chemo-kompetenter E. coli-Bakterien

100 ml TY-Medium () wurde mit dem Bakterienstamm XL-1 blue angeimpft und unter
Schiitteln bei 180 rpm und 37 °C bis zu einer ODggy von etwa 0,48 inkubiert. Anschliefsend
wurde die Zellsuspension in zwei sterile 50 ml-Réhrchen iiberfithrt und fiir 10 Minuten
auf Eis gestellt. Nach Zentrifugation (3 000 rpm; 10 Min., 4 °C, Varifuge 3.0R, Heraeus)
wurden die Pellets in eiskalter Losung I (100 mM RbCly, 50 mM MnCls, 30 mM KAc,
10 mM CaCly, 15% (v/v) Glyzerin; pH 5,8) resuspendiert und fiir 3 Stunden auf Eis
inkubiert. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (3 000 rpm, 10 Min., 4 °C, Varifuge
3.0R, Heraeus) wurde der Uberstand verworfen und die Bakterien in 10 ml eisgekiihlter
Losung I (10 mM MOPS, 10 mM RbCly, 75 mM CaCly, 15% (v/v) Glyzerin; pH 7)
resuspendiert. 100 pl Aliquots wurden angefertigt, in fliissigem Stickstoff gefroren und bei
-80 °C gelagert.

3.1.9 Transformation chemo-kompetenter E. coli-Bakterien

Ein Aliquot chemokompetenter E. coli-Bakterien wurde auf Eis aufgetaut. Die Bakterien
wurden mit 10 pl Ligationsansatz gemischt und 20 Minuten auf Eis inkubiert. Es folgte ein
Hitzeschock von 90 Sekunden bei 42 °C. Anschliefend wurde der Bakterien/DNA-Mix kurz
auf Eis abgekiihlt und dann 500 pl TY-Medium zugegeben. Die Bakterien wurden nun 30
Minuten bei 37 °C auf dem Thermoschiittler inkubiert und anschlieffend auf Selektions-

Agarplatten ausgestrichen. Die Platten wurden bei 37 °C iiber Nacht inkubiert.
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3.1.10 Klonierung des Konstruktes hTaps(D212N)

Zur Generierung einer dominant-negativen Mutante von hTaps (hTaps(D212N)) wurde
durch die Wahl geeigneter Oligonukleotide (s. Tab. 2.2) in einer PCR-Reaktion mit dem
Vektor pBSK-hTaps (von J. Hess zur Verfiigung gestellt) zwei Basen im DSG-Motiv der
Taps-Sequenz so ausgetauscht. Dieses PCR-amplifizierte Fragment wurde mit Stul und
Apal verdaut und das Fragment aufgereinigt. Das pBSK-Taps-Plasmid wurde ebenfalls
mit Stul und Apal linearisiert und das aufgereinigte, mutierte Taps-Fragment in den li-
nearisierten Vektor ligiert. Die Mutation wurde durch eine Sequenzierung kontrolliert.
Anschliefsend wurde das pBSK-Taps(D212N)-Plasmid mit Xhol und HindIII verdaut und
das erhaltene Taps(D212N)-Fragment in einen mit den gleichen Restriktionsenzymen be-

handelten pcDNA3.1(+)C-Vektor ligiert.

3.1.11 Elektrophoretische Auftrennung von DNA

Fiir die Gelelektrophorese von DNA wurde fiir ein 1%iges Gel in einem Erlenmeyerkolben
0.5 g Agarose mit 50 ml 1x TBE- Puffer (1 mM Tris, 1 mM Borsidure, 2 mM EDTA) in der
Mikrowelle aufgekocht bis die Agarose vollstindig gelost war. Nach Abkiihlen der Losung
auf ca. 60°C wurden 2 pl Ethidiumbromid hinzupipettiert und die Lésung durch Schwen-
ken des Kolbens gut gemischt. Die Agarose-Losung wurde in eine Elektrophorese-Kammer
gegossen und ein passender Kamm eingesetzt. Nach Erstarren der Agarose-Losung wurde
das Gel vollstindig mit 1x TBE-Puffer als Laufpuffer iiberschichtet und der Kamm heraus-
gezogen. In die Aussparungen, die durch die Zdhne des Kammes gebildet wurden, konnte
die mit 10x-DNA-Ladepuffer (50% Glyzerin, 0,2% Xylencyanol, 0,2% Bromphenolblau,
40 mM EDTA) versetzte DNA-Probe pipettiert werden. Die Aussparungen fassen 25 pul.
Anschliefsend wurden die Elektroden der Spannungsquelle angeschlossen, die Kathode auf
Hohe der Geltaschen, die Anode am entgegengesetzten Ende des Gels. Die Elektrophorese
fand bei 100-120 V statt.
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3.1.12 Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen mit dem QIA-
quick Gel Extraction Kit Protokoll

Die gewiinschte DNA-Bande wurde auf einem UV-Leuchttisch aus dem Agarosegel aus-
geschnitten und gewogen. Das Gelstiick wurde in einem Eppendorf-Gefiaft mit 3 Volumen
Puffer QG () auf 1 Volumen Gel (100 mg — 100 ul) bei 50 °C gelést. Pro Volumen des
Gelstiickes konnte 1 Volumen Isopropanol zugesetzt werden, was die Aufreinigungseffizi-
enz bei Fragmenten, die kleiner als 500 bp oder grofer als 4 kb sind, erhoht. Nun wurde
eine QIAquick-Saule auf ein Sammelrohrchen gesetzt, die Probe geladen und zentrifu-
giert. Alle Zentrifugationsschritte in diesem Protokoll erfolgten bei 13 000 rpm, 1 Minute
(Biofuge 13, Heraeus). Die QIAquick-Séule fasst ein Volumen von héchstens 800 pul, so
dass grofere Volumina evtl. in zwei Schritten auf die Sdule geladen werden mussten. Der
Durchfluf wurde verworfen. Zum Waschen der Sdule wurden 0.5 ml Puffer QG auf die
Séule geladen und diese wieder zentrifugiert. Anschlieflend wurden 0,75 ml Puffer PE ()
auf die Saule geladen, diese 5 Minuten bei RT stehen gelassen und schlieklich zentrifugiert.
Der Durchfluff wurde verworfen und die Séule erneut zentrifugiert, um etwaige Reste des
ethanolischen Puffers zu entfernen. Nun wurde die Saule auf ein 1,5 ml-Eppendorf-Gefify
gesetzt, 30 pul HyO direkt auf die Membran pipettiert und bei RT eine Minute inkubiert.
Durch die nachfolgende Zentrifugation wurde die DNA aus der Sdule eluiert und kann bei

-20 °C gelagert werden.

3.1.13 Phenol-Chloroform-Extraktion von DNA bzw. RNA

Durch eine Phenol-Chloroform-Extraktion werden Nukleinsdure-Losungen von Verunrei-
nigungen durch Proteine gereinigt. Die zu reinigende Nukleinsdure liegt in einer wéssrigen
Losung vor, deren Volumen bekannt ist. Im ersten Schritt wurde diese wéssrige Losung
mit dem gleichen Volumen Phenol (Tris-gepuffert fiir DNA-Extraktion, HoO-gepuffert fiir
RNA-Extraktion) gemischt, gut gevortext und 10 Minuten bei 13 000 rpm (Biofuge 13,
Heraeus) zentrifugiert. Dabei trennen sich wiéssrige und organische Phase wieder. In der

Interphase befanden sich nun die Proteine. Die obere wissrige Phase wurde nun in ein
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neues Eppendorf-Gefaf iiberfiihrt, wobei keine Interphase sowie keine organische Phase
verschleppt werden durfte. Die wissrige Phase wurde nun mit einem gleichen Volumen
Chloroform gemischt, wieder gut gevortext und 2 Minuten bei 13 000 rpm (Biofuge 13,
Heraeus) zentrifugiert. Die obere Phase wurde erneut in ein frisches Eppendorf-Geféf
transferiert und mit gleichem Volumen Chloroform gemischt, gevortext und zentrifugiert.
Anschliefsend wurde die wissrige obere Phase wieder in ein frisches Eppendorf-Gefifs pi-
pettiert. Bei diesem Schritt durfte kein Chloroform verschleppt werden, da dieses spétere

enzymatische Reaktionen hemmen konnte.

3.1.14 Ethanolprizipitation

Die Féllung von Nukleinsduren aus wissrigen Losungen erfolgt durch Zugabe von 1/10
Volumen 3 M Natriumacetat- Losung, pH 5,3 und 2,5 Volumen 100% Ethanol. Die Féllung

kann durch Lagerung der Probe bei -20 °C verbessert werden.

3.1.15 Photometrische Bestimmung der Nukleinsiure-

Konzentration in Losung

RNA wird in der Fillungsreaktion bei -20°C gelagert. Fiir die Konzentrationsbestimmung
wurde die RNA-Suspension sehr gut gevortext, ein Aliquot in ein neues Eppendorfgefifs
tiberfiihrt und durch Zentrifugation (15 Minuten, 13 000 rpm, Biofugel3, Heraeus) geféllt.
Das Ethanol wurde abgenommen, das Pellet kurz getrocknet und in 500 pl HoO gelost.
DNA wird in wissriger Losung gelagert. Hier konnte direkt ein Aliquot entnommen, auf
500 pl aufgefiillt und die Konzentration durch photometrische Messung der Absorption
bei 260 nm im Abgleich gegen das verwendete Losungsmittel bestimmt werden. Im All-
gemeinen gilt:

fiir doppelstrangige DNA: ODggp = 1 entpricht einer Konzentration von 50 pug/ml in einer
unverdiinnten Losung,

fiir RNA: ODggp — 1 entpricht einer Konzentration von 40 pg/ml,

fiir einzelstringige Oligonukleotide: ODsgy = 1 entpricht einer Konzentration von 33
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pg/ml.

Eine Kontamination mit Proteinen (Absorptionsmaximum bei 280 nm) lisst sich durch
Erstellen des Quotienten ODygy/ODagg erkennen. Reine DNA bzw. RNA ist durch einen

Quotienten von 1,8-2,0 charakterisiert.

3.1.16 Amplifikation von DNA durch Polymerase-Kettenreaktion
(PCR)

Eine Standard-Reaktion zur Amplifikation von DNA wurde unter den folgenden Bedingun-
gen in einem Thermo-Cycler durchgefithrt: 1/10 Volumen 10x Tag-Puffer (Steinbrenner
Laborsysteme) bzw. 10x GB-Puffer (166 mM (NH,)»SO,4, 670 mM Tris pH 8,8, 67 mM
MgCl,, 67 puM EDTA, 54 mM S-Mercaptoethanol), 1/10 Volumen 10x dNTP-Lésung,
je 1/10 Volumen 10x Oligonukleotide (2,5 mM), 1-2 U Tag-Polymerase und 10-500 ng
Matrizen-DNA wurden mit ddH,O auf das entsprechende Gesamtvolumen (meist 20 bzw.
25 pul) aufgefiillt. Die Denaturierung der DNA erfolgte bei 94 °C fiir 1 Minute, die Hy-
bridisierung bei der fiir die verwendeten Oligonukleotide optimalen Temperatur und die
DNA-Synthese bei 72 °C (Taqg-Puffer) bzw. 65 °C (GB-Puffer) fiir 0,5-1,5 Minuten abhén-

gig von der Lénge des zu amplifizierenden Produktes.

3.1.17 Quantitative RT-PCR

Die quantitative RT-PCR wurde im MylI() Real-Time PCR-Detektionssystem durchge-
fithrt. 12,5 pl der SYBR Green-Losung wurde mit jeweils 0,4 yM Oligonukleotiden und
der zu bestimmenden cDNA gemischt und mit ddH,O auf 25 ul Gesamtvolumen auf-
gefiillt. Vor den Amplifikationszyklen wurde die in der SYBR Green-Losung enthaltene
Hot Start-Tag-Polymerase durch Erhitzen auf 95 °C fiir 15 Minuten aktiviert. Die Tem-
peraturbedingungen richteten sich nach den zuvor in der Standard-PCR etablierten Tem-
peraturoptima der verwendeten Oligonukleotide. Die Synthesetemperatur betrug 72 °C.
Die DNA-Fragmente wurden in 45 Zyklen amplifiziert und der Verlauf der Reaktion mit
dem Programm Myl(@Q) verfolgt und aufgezeichnet. Zum Abgleich der eingesetzten cDNA
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wurden die Mengen an cDNA in einer HPRT-PCR und in der PCR des zu bestimmen-
den Zielgens verglichen. Uber den Vergleich der Amplifikationszyklen bei denen ein zuvor
festgelegter Schwellenwert erreicht wurde, konnte das Verhéltnis von HPRT zum Zielgen

bestimmt werden.

3.1.18 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung erfolgte nach dem Kettenabbruchverfahren [110] unter Verwendung von
fluoreszenzmarkierten dNTPs aus dem DYFEnamic ET Terminator Cycle Sequencing Kit
der Firma GE Healthcare (Amersham). In einem 20 pl-Ansatz wurden 800 ng Plasmid-
DNA mit 10 pmol Primer und 2 pl Sequenzierungs-Premix gemischt. In einem Thermo-
Cycler wurde mit diesem Ansatz folgendes Programm durchlaufen: [96 °C, 20 Sekunden;
55 °C, 15 Sekunden; 60 °C, 1 Minute| x 25. Zur Aufreinigung der Sequenzierungsprodukte
wurde der Ansatz mit Ethanol gefillt, mit 70% Ethanol gewaschen und getrocknet. Das
Pellet wurde in 20 pul Formamid aufgenommen, 3 Minuten auf 90 °C erhitzt, auf Eis

abgekiihlt und im AbiPrism 310 Genetic Analyser analysiert.

3.2 Molekularbiologische RN A-Methoden

3.2.1 Isolierung von Gesamt-RNA

Die Isolierung der RNA aus Geweben und Zellen erfolgte mit peqGOLD RNAPure™.

Isolierung von Gesamt-RNA aus Geweben

50-100 mg Gewebe wurden mit je 1 ml peqGOLD RNA Pure™ homogenisiert. Eine gute Ly-
se wurde durch Verwendung eines Ultra- Turraz-Homogenisators T25 (Ika Labortechnik)
erreicht.

Die Proben blieben fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur stehen, um eine Dissoziation
der Nukleotidkomplexe zu gewihrleisten. Je eingesetztem Milliliter pegGOLD RNA Pure™

wurden 0.2 ml Chloroform (frei von Zusétzen wie z.B. Isoamylalkohol) zugegeben und die
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Proben 15 Sekunden kriftig geschiittelt. Anschliefend sollten die Proben 3-10 Minuten
bei Raumtemperatur stehen, gefolgt von einer Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 13 000
rpm (Biofuge 13, Heraeus). Hierdurch wurde eine Trennung der Probe in drei Phasen
erreicht: eine untere gelbe Phenol-Chloroform-Phase, eine obere farblose wéssrige Phase
und eine dazwischenliegende Interphase. Die RNA befand sich in der wéssrigen Phase,
wiahrend DNA und Proteine sich in der Interphase und der Phenolphase anreicherten. Die
wissrige Phase nahm ca. 60% des Probenvolumens ein.

Die wissrige Phase wurde in ein neues Rohrchen iiberfithrt und die RNA mit 0,5
ml Isopropanol pro eingesetztem Milliliter peqGOLD RNA Pure™ préazipitiert. Die Proben
wurden 5-15 Minuten bei Raumtemperatur gelagert und anschliefsend fiir 10 Minuten bei
13 000 rpm und 4°C (Zentrifuge 5403, Eppendorf) zentrifugiert. Das RNA-Prizipitat hatte
eine gelartige Konsistenz und befand sich an der unteren Seite des Réhrchens.

Der Isopropanol-Uberstand wurde vorsichtig entfernt und das Pellet zweimal mit 1 ml
75% Ethanol durch Vortexen und anschliefende Zentrifugation (10 Minuten, 13 000 rpm,
4°C, Zentrifuge 5403, Eppendorf) gewaschen.

Das RNA-Pellet wurde kurz an der Luft getrocknet und durch mehrmaliges Auf- und

Abziehen mit der Pipette in autoklaviertem ddH,O gelost.

Isolierung von Gesamt-RINA aus Zellen

Adhérent wachsende Zellen wurden direkt in der 10 cm-Kulturschale durch Zugabe von

2 ml peqGOLD RNAPure™ und durch mehrmaliges Aufziehen mit der Pipette lysiert.
Die darauffolgenden Schritte (Dissoziation der Nukleotidkomplexe, Phasentrennung,

Prézipitation, sowie Féllung und Losen in Wasser) entsprachen denen bei der Isolierung

von RNA aus Geweben (s. Abschnitt 3.2.1)

3.2.2 Synthese von cDNA

2-3 pg total RNA wurden gefillt und das Pellet getrocknet, anschliefend mit 0,2 ul oli-
go(dT)(500 ng/1 ug RNA) und 14,8 ul HoO 5 Minuten bei 70 °C inkubiert, dann 5 Minuten
auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 5 pl 5x AMV RT-Puffer, 1 ul 25 mM dNTP-Mix, 1 pul
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RNAsin und 3 pl AMV RT (10 U/pul) lief die Reaktion der cDNA- Synthese in 1 Stunde
bei 42 °C ab.

3.2.3 Elektrophorese von RNA

Der Agarose-Flachbettschlitten wurde an den Enden mit Isolierband abgeklebt und der
Kamm in die vorgesehenen Aussparungen gesteckt. 1 g Agarose wurde mit 76 ml HyO
in einem Erlenmeyer-Kolben in der Mikrowelle aufgekocht. Die Lésung musste auf ca.
65°C abkiihlen, bevor 5 ml 20x MOPS (400 mM Morpholinopropansulfonsdaure (MOPS),
100 mM Natriumacetat-Trihydrat (NaOAc), 10 mM EDTA) und 18 ml Formaldehyd
hinzupipettiert werden. Die Losung wurde in den Flachbettschlitten gegossen und erkaltet.
Das Gel wurde in die Elektrophorese-Apparatur iiberfithrt und mit 1x MOPS- Puffer
iiberschichtet. Unter Puffer wurde der Kamm aus dem Gel gezogen.

Die RNA /Ethanol-Suspension wurde gut gevortext, eine Volumenmenge entnommen,
die der gewiinschten RNA-Menge entspricht und in ein neues Eppendorf-Gefaf iiberfiihrt.
Die RNA-Suspension wurde 10 Minuten bei 13 000 rpm (Biofuge, Heraeus) zentrifugiert
und das Ethanol mit einer Pipette vorsichtig entfernt. Das RNA-Pellet wurde mit 100 pul
70% Ethanol gewaschen, der Uberstand komplett abgenommen und das Pellet fiir ca. 10
Minuten getrocknet. Das getrocknete RNA-Pellet wurde in 20 pl Probenpuffer-Mix (10
pl Formamid, 3,5 pl Formaldehyd, 1 ul 20x MOPS, 5,5 ul HoO) gelost.

Die RNA wurde im Probenpuffer bei 56°C fiir 15 Minuten hitzedenaturiert. Anschlie-
fend wurden 2 pl 10x- Farbmarker (50% Glyzerin, 0,2% Xylencyanol, 0,2% Bromphenol-
blau, 40 mM EDTA) zugegeben und 20 ul in die Taschen des Gels pipettiert. Die elek-
trophoretische Auftrennung konnte iiber Nacht bei 20 V durchgefiihrt werden, wobei der
Puffer durch eine peristaltische Pumpe umgewélzt wurde (von + nach -), oder tagsiiber
bei ca. 110 V.

Nach beendeter Elektrophorese wurde das Gel in eine Schale mit H,O {iberfiihrt und

fiir 15 Minuten gewiéssert. Anschliefiend wurde das Gel in Ethidiumbromid-Losung trans-
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feriert und 10 Minuten gefirbt. Nach Ablauf der 10 Minuten wurde das Gel wieder in
eine Schale mit HoO gelegt und entfirbt (3 x 10 Minuten). Das Gel konnte nun auf einem
UV-Tisch mit Léngenstandard (Lineal) photographiert werden.

3.2.4 Northern Blot

Northern Blot bezeichnet den Transfer von elektrophoretisch aufgetrennter RNA aus ei-
nem RNA-Gel auf eine Membran.

Fiir den Transfer wurde folgender Versuchsaufbau gewdhlt: Auf eine Kunststoffschale
wurde eine Glasplatte gelegt. Auf diese Glasscheibe wurden zwei Stiicke SMM What-
man-Filterpapier gelegt, so dass die Enden in den 10x SSC-Puffer (1,5 M NaCl, 0,15 M
Na-Zitrat) in der darunterstehenden Schale reichen. Auf diese beiden Stiicke Filterpapier
wurden 3 weitere Stiicke Filterpapier gelegt, die mit 10x SSC-Puffer getrankt und mit ei-
nem Glasstab glatt gestrichen wurden. Darauf wurde das Gel so gelegt, dass die Seite des
Gels, die in der Elektrophorese-Kammer mit Puffer bedeckt war, nach unten auf die Filter-
papiere zu liegen kam. Auf das Gel wurde ein Stiick Hybond N+ Northern Blot-Membran
gelegt, das nur wenig groker als das Gel zugeschnitten war. Die Membran wurde auf dem
Gel glatt gestrichen, so dass sich keine Luftblasen zwischen Gel und Membran befanden.
Auf die Membran wurden 3 weitere Stiicke Filterpapier gelegt, ebenfalls geglittet und mit
einem Stapel Papierhandtiicher bedeckt. Auf die Papierhandtiicher wurde eine Schale mit
einer gefiillten Glasflasche gestellt, um den Blotaufbau zu beschweren.

Der Transfer der RNA aus dem Gel auf die Membran bendtigt einige Stunden, wes-
halb am iiber Nacht geblottet wurde. Am néchsten Tag konnte der Blot vorsichtig abge-
baut werden, die Membran wurde beschriftet und die Positionen der Geltaschen auf der
Membran markiert. Die Membran wurde auf einem Papiertuch getrocknet und in einem
UV-Gerit bestrahlt. Dadurch wurde die RNA auf der Membran fixiert, so dass sie auch
durch anschliefende Inkubations- und Wasch-Schritte nicht abgewaschen werden konnte.

Fiir den Nachweis einer spezifischen mRNA auf einem Northern Blot wurde ein DNA-
Fragment isoliert, das die Sequenz fiir die nachzuweisende mRNA enthilt. Das Fragment

wurde in 45 pul Endvolumen mit ddH,O aufgenommen, 5 Minuten aufgekocht und 2 Minu-
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ten auf Kis abgekiihlt. Die Probe wurde geméf den Angaben des Herstellers mit Hilfe des
rediprime™ I1-Kits (Fa. Amersham Pharmacia) radioaktiv markiert und anschliefend iiber
NucTrap®Probe Purification Columns der Firma Stratagene aufgereinigt. Hierzu wurden
die Séulen mit 70 pl 1x TNE-Puffer (10 mM Tris pH 7.5, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA)
dquilibriert, dann die 50 pl Probe + 20 pl 1x TNE-Puffer aufgetragen und durch die
Saule in ein Eppendorf-Gefif gedriickt. Die Sdule wurde mit 70 pl 1x TNE-Puffer nach-
gewaschen, so dass sich zum Schluss insgesamt 100-140 ul Probe im Eppendorf-Gefiafs
befanden. Die markierte Probe wurde erneut 5 Minuten aufgekocht und kann dann zu-
sammen mit 10 ml Hybridisierungslésung (7% SDS, 0,5 M Phosphatpuffer, 1 mM EDTA)
zu der prahybridisierten Northern Blot-Membran in eine Glasrohre gegeben werden, in
der die Membran im Hybridisierungsofen wihrend der Hybridisierung bewegt wurde.

Zur Prahybridisierung der Membran wurde diese in einer Glasrohre ca. 1 Stunde bei
65°C mit 10 ml Hybridisierungslésung im Hybridisierungsofen inkubiert.

Die Hybridisierung der Membran mit der radioaktiv markierten Probe erfolgte iiber
Nacht bei 65°C.

Am néchsten Tag wurde die Membran einmal 15 Minuten mit Waschlésung 1 (40 mM
Phosphatpuffer, 1 mM EDTA, 5% SDS) und dreimal mit Waschlosung 2 (40 mM Phos-
phatpuffer, 1 mM EDTA, 1% SDS) bei 65°C gewaschen. Anschliefend wurde die Membran
in Frischhaltefolie gepackt; es konnte eine Phosphoimager-Platte oder ein Rontgenfilm auf-
gelegt werden. Beim Auflegen eines Filmes sollten Verstirkerfolien hinter die Membran

und hinter den Film gelegt und die Filmkassette bei -80°C gelagert werden.

3.3 Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 Herstellung von Gesamt-Proteinextrakten
Gesamtproteinextrakte aus Geweben

Ein Gewebestiick von ca. 100 mg wurde mit 2 ml kaltem RIPA-Puffer (50 mM Tris-HCI
pH 8,0, 150 mM NaCl, 0,1% SDS, 0,5% Deoxycholsdure Na™-Salz, 1% NP-40) in einem
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Rundboden-Rohrchen mit Hilfe des Ultra-Turrax homogenisiert. Das Homogenisat wur-
de 10 Minuten auf Eis inkubiert, anschlieflend auf zwei 1,5 ml-Eppendorf-Gefiafe verteilt
und 10 Minuten bei 15000 rpm in einer Kiihlzentrifuge bei 4 °C (Zentrifuge 5403, Ep-
pendorf) abzentrifugiert, um Membranbestandteile abzutrennen. Der Uberstand wurde
in neue Eppendorf-Gefife iiberfiihrt. Ein 5 pl-Aliquot wurde zur Bestimmung der Prote-
inkonzentration abgenommen, der Rest auf Trockeneis eingefroren und bis zur weiteren

Verarbeitung bei -80 °C gelagert.

Gesamtproteinextrakte aus Zellen

Die Zellen wurden auf der Platte zweimal mit PBS™/~ gewaschen. Mit einem Gummischa-
ber wurden die Zellen anschlieffend von der Zellkulturschale abgeschabt und mit 1 ml
PBS~/~ in ein Eppendorf-GefiR iiberfiihrt. Die Zellen wurden 5 Minuten bei 4 000 rpm
und 4 °C (Zentrifuge 5403, Eppendorf) pelletiert, der Uberstand entfernt und die Zellen
in 2-3 Volumen (meist 100 pl) RIPA (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 150 mM NaCl, 0,1% SDS,
0,5% Deoxycholsdure Na*-Salz, 1% NP-40)- oder PP100 (25 mM Tris-HCI pH 7,8, 5 mM
NaCl, 100 mM KCI, 10% Glyzerin, 0,1% NP-40)-Puffer (4 °C) lysiert und 5 Minuten auf
Eis inkubiert. Der Extrakt wurde 10 Minuten bei 4 °C und 15 000 rpm (Zentrifuge, 5403,
Eppendorf) zentrifugiert und der Uberstand in ein neues Eppendorf-GefiR pipettiert. Ein
5 pul-Aliquot wurde zur Bestimmung der Proteinkonzentration abgenommen, der Rest auf

Trockeneis eingefroren und bei -80 °C gelagert.

3.3.2 Herstellung von Kern- und Zytoplasmaextrakten

Fiir die Praparation von Kern- und Zytoplasmaextrakten wurden die Zellen zweimal mit
eiskaltem PBS~/~ gewaschen und in ca. 1 ml PBS™/~ abgeschabt. Die Zellen wurden in
Eppendorf-Gefife iiberfiihrt und in einer Kiihlzentrifuge (5 Minuten, 4 000 rpm, 4°C,
Zentrifuge 5403, Eppendorf) pelletiert. Das Pellet wurde anschliefend in 100 pul CE(+)-
Puffer (10 mM HEPES KOH pH 7,9, 10 mM KCI1, 1 mM EDTA, 0,5% NP-40, 1 mM DTT,
1 mM PMSF) resuspendiert. Durch die darauffolgende Inkubation auf Eis (5 Minuten)

wurden die Zellmembranen aufgebrochen. Die Kerne wurden dann bei 3 000 rpm, 4°C
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(Zentrifuge 5403, Eppendorf) fiir 5 Minuten abzentrifugiert.

a) Der nun erhaltenen Uberstand, der zytosolische Extrakt wurde mit 50 ul NE-Puffer
(250 mM Tris pH 7.8, 60 mM KCI, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF) versetzt, 15
Minuten bei 12 000 rpm (Zentrifuge 5403, Eppendorf) zentrifugiert und der Uberstand
bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C eingefroren.

b) Das Pellet (die Kerne) wurden mit 250 pl CE(-)-Puffer (10 mM HEPES KOH pH 7.9, 10
mM KCI, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF) vorsichtig gewaschen und erneut durch
Zentrifugation (5 Minuten, 3 000 rpm, 4 °C, Zentrifuge 5403, Eppendorf) pelletiert. Das
Pellet wurde in 60 ul NE-Puffer resuspendiert. Die Unversehrtheit der Kerne wurde unter
dem Mikroskop kontrolliert. Es folgten drei Gefrier-Tau-Zyklen, um die Kernmembranen
aufzubrechen. Anschlieffend wurden die Proben fiir 15 Minuten bei 12 000 rpm und 4 °C
(Zentrifuge 5403, Eppendorf) zentrifugiert und der erhaltenen Uberstand bis zur weiteren

Verwendung bei -80 °C eingefroren.

3.3.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Benotigte Losungen:

Lowry-I: 2% NayCO3 in 0,1 N NaOH — 10 g Na,CO3 + 2 ¢ NaOH in 500 ml ddH,O

Lowry-11: 2% Na-K-Tartrat — 2 g Na-K-Tartrat in 100 ml ddH,O

Lowry-I1I: 1% CuSO4 = 1 g CuSOy in 100 ml ddH>O

Lowry-IV: 100 pl Lowry-II + 10 ml Lowry-I mischen, + 100 pl Lowry-II1,

immer frisch ansetzen

Fiir die klassische Proteinbestimmung nach Lowry [80] wurde eine BSA-Eichkurve an-

gelegt:
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0,0 50| 10,0 20,0] 30,0| 40,0| 60,0 | ul BSA (1mg/ml)

50 50| 50| 50| 50| 50| 50/ pl Extraktions-Puffer

145,0 | 140,0 | 135,0 | 125,0 | 115,0 | 105,0 | 85,0 | ul Lowry-1

250,0 | 250,0 | 250,0 | 250,0 | 250,0 | 250,0 | 250,0 | ul Lowry-1V

Gut mischen und 5 Minuten bei RT inkubieren.

In jedes Eppendorf-Gefiafs 30 ul Folin-Reagenz (1:1 verdiinnt mit Wasser) pipettieren,
wieder gut mischen und 30-90 Minuten bei RT im Dunkeln inkubieren.

Fiir die Bestimmung der Proteinkonzentration in Proteinextrakten wurden 5 ul Pro-
teinextrakt gemischt mit 145 pl Lowry-I, 250 ul Lowry-IV und 30 pl 50% Folinreagenz.
Diese Proben wurden ebenfalls gut gemischt und bei RT 30-90 Minuten im Dunkeln in-
kubiert. Anschlieffend wurden die Proben erneut gemischt und je 100 ul Lowry-Reaktion
in eine Mikrotiterplatte pipettiert und im ELISA-Reader bei 600 nm gemessen.

Die Proteinkonzentration der Proteinextrakte konnte dann anhand der erstellten BSA-

Eichkurve berechnet werden.

3.3.4 Ionenaffinititschromatische Aufreinigung von Proteinen mit

Talonbeads

Zuerst wurden die Talonbeads (Talon Metal Affinity Resin, BD Biosciences Clontech)
pra-aquilibriert. Hierzu wurden 100 pul Talonbeads pro aufzureinigende Probe in ein 15
ml-Falcon-Réhrchen pipettiert. Die Talonbeads wurden zweimal mit 10 ml kaltem PBS~/~
bzw. Proteinextraktionspuffer gewaschen und anschliefend 5 Minuten bei 4 000 rpm (Va-
rifuge 3.0R, Heraeus) zentrifugiert. Die Talonbeads wurden in 1 ml PBS™/~ bzw. 100 pul
Extraktionspuffer pro aufzureinigende Probe resuspendiert und gleiche Mengen auf so-
viele 15 ml-Réhrchen /Eppendorf-Geféfe verteilt wie Aufreinigungen vorgesehen sind. Die
Beads wurden noch einmal abzentrifugiert und der Uberstand verworfen.

Nun wurde der Zellkultur-Uberstand abzentrifugiert (4 000 rpm, 5 Minuten, Varifuge

3.0R, Heraeus), um tote Zellen und Zellbruchstiicke aus dem Medium zu entfernen. Der
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Uberstand /Proteinextrakt wurde dann mit den Talonbeads vereinigt und 2 Stunden bei 4
°C auf einem Drehrad inkubiert. Nach Ende der Inkubationszeit wurden die Beads abzen-
trifugiert, dreimal mit kaltem PBS~/~ gewaschen und der Uberstand griindlich entfernt.
Anschliefend wurden die Talonbeads in 50 pl 2x Lammli-Puffer (125 mM Tris-HCI, pH
6,8, 4% SDS, 20% Glyzerin, Bromphenolblau) mit 2% [-Mercaptoethanol resuspendiert,

auf Trockeneis schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

3.3.5 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen erfolgte mit einer sogenannten SDS-
PAGE, der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Lammli (|73]).
Ein SDS-Gel besteht aus einem Trenngel und einem Sammelgel. Die Prozentangabe be-
zieht sich hierbei immer auf den Polyacrylamid-Anteil des Trenngels und richtete sich nach
dem Molekulargewicht des nachzuweisenden Proteins. Das Trenngel (Trenngel-Losung: 6-
15% Acrylamid/Bisacrylamid, 375 mM Tris-HCI pH 8.8, 0,1% SDS, 0,1% APS, 0,05%
TEMED) sollte zwischen den beiden verwendeten Glasplatten ca. 2/3 des Volumens ein-
nehmen. Sobald das Trenngel die erforderliche Hohe (bis ca. 4 cm unterhalb des obereren
Randes) erreicht hatte, wurde es mit 70% Ethanol iiberschichtet (ca.l ml). Dadurch wur-
den Luftblasen entfernt und das Gel konnte mit einer glatten Oberfliche polymerisieren.

Sobald das Gel vollstéindig polymerisiert war, konnte das Sammelgel (Sammelgel-
Losung: 4% Acrylamid/Bisacrylamid, 125 mM Tris-HCI pH 6,8, 0,1% SDS, 0,1% APS,
0,1% TEMED) gegossen und ein Kamm eingesetzt werden. Die durch den Kamm ge-
bildeten Taschen fassten ein Volumen von ca. 80 pl bei den meist verwendeten grofen
Glasplatten und ein Volumen von ca. 20 ul bei sogenannten Minigelen.

Die mit Lammli-Puffer versetzten Proteinproben wurden nach dem Aufkochen (5 Mi-
nuten, 95°C) in die Taschen des SDS-Polyacrylamidgels pipettiert. Als Laufpuffer fiir die
Gelelektrophorese diente 1x SDS-Laufpuffer (250 mM Tris-base, 1,92 M Glyzin, 1% SDS).
Der Sammelgellauf erfolgte iiblicherweise bei konstanten 26 mA und die Lénge des sich
anschliefenden Trenngellaufes bei 26-36 mA richtete sich nach Grofe und gewiinschter

Auftrennung der zu analysierenden Proteine.
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3.3.6 Transfer von Proteinen auf eine Nitrozellulosemembran

(Western Blot)

Der Transfer der im Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine aus auf eine Nitrozellulose-
Membran Optitran BA-S 83 erfolgte mittels einer semi-dry Western Blot-Apparatur. Hier-
fiir wurden in der Blot-Apparatur 3 Stiicke Whatman 3MM-Papier, die Nitrozellulose-
Membran, das Trenngel und 3 weitere Stiicke Whatman 3MM-Papier in 1x Western-
Transferpuffer (25 mM Tris-base, 190 mM Glyzin, 20% Methanol) getrankt und luftbla-
senfrei aufeinander gelegt. Der Transfer erfolgte bei RT und konstanten 18 V fiir 1-2 Stun-
den. Die Ubertragung der Proteine auf die Membran wurde mit einer Ponceau S-Firbung
iberpriift. Anschliefend wurde die Membran 30 Minuten bei RT mit 7.5% Milchpulver in
PBS~/~ mit 0,5% Tween20 inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen der Membran mit
Protein abzuséttigen. Danach konnte die Membran mit einem entsprechenden Erstanti-
korper (1:1000 anti-Myc; 1:250 anti-Caspase-14; 1:100 anti-Taps; 1:500 anti-E-cadherin;
1:500 anti-f-Aktin, anti-S-catenin 1:500) inkubiert werden, der gegen das nachzuweisende
Protein gerichtet war. Die Inkubation erfolgte fiir 2 Stunden bei RT oder bei 4°C iiber
Nacht. Nicht gebundene Antikérper wurden durch dreimaliges Waschen mit PBS/0,5%
Tween20 fiir 10 Minuten entfernt. Es folgte eine einstiindige Inkubation mit einem gegen
den Erstantikorper gerichteten Zweitantikorper (1:2000 anti-Maus; 1:2500 anti-Kaninchen;
1:5000 anti-Ziege), der an eine Meerrettich-Peroxidase gekoppelt war. Auch nach dieser
Inkubation wurde durch Waschen mit PBS_/_/O,E)% Tween20 unspezifisch gebundener
Antikorper entfernt.

Fiir den Nachweis der gebundenen Antikérper wurde die Membran 1 Minute mit ECL-
Losung bedeckt, anschliefiend in Frischhaltefolie gepackt und in der Dunkelkammer ein
Rontgenfilm aufgelegt. Die Exposition des Films richtete sich nach der Intensitit des

Signals.
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3.3.7 DNA-Proteinbindungsanalyse

Bei dieser Methode, auch FElectromobility Shift Assay (EMSA) genannt, bewirkt die Bin-
dung eines Transkriptionsfaktors an radioaktiv markierte Oligonukleotidsonden eine Ver-
langsamung der Wanderung der Komplexe in einem Polyacrylamid-Gel im Vergleich zur
ungebundenen Sonde. Dadurch koénnen im Autoradiogramm Banden oberhalb der un-
gebundenen Sonden nachgewiesen werden. Zur Identifizierung der Proteine, die an die
Sonden gebunden haben, konnen spezifische Antikérper gegen Transkriptionsfaktoren ein-
gesetzt werden, die die Bildung der Protein/DNA-Komplexe verhindern oder eine weitere
Verlangsamung des Komplexes bewirken (Supershift).

Fiir die Reaktion, in der aus zwei komplementéren Oligonukleotiden eine doppelstrian-
gige Sonde entsteht, wurden jeweils 10 ul der beiden Oligonukleotide mit 20 ul 1x TE-
Puffer (10 mM Tris pH 8,0, 1 mM EDTA) gemischt, das Gemisch 5 Minuten im Wasserbad
aufgekocht, in ein zweites Wasserbad iiberfiihrt, das auf 65°C vorgeheizt wurde und darin
auf RT abgekiihlt. Fiir die radioaktive Markierung der Oligonukleotidsonden wurden die
doppelstrangigen Sonden in einer Endkonzentration von 1 pmol/ul mit 1/10 Volumen 10x
Polymerase-Puffer, 1/10 Volumen **P-dCTP, 1/20 Volumen dATG (jeweils 5 mM) und
1/20 Volumen Klenow (5 U/ul) in einem Gesamtansatz von 20 ul versetzt und 30 Minu-
ten bei RT inkubiert. Die radioaktiv markierten Sonden werden iiber Nuchp®—Séiulen
aufgereinigt und die Stirke der radioaktiven Markierung in einem Szintillationszihler be-
stimmt.

Fiir die Proteinbindungsanalyse wurden 2 pg Kernextrakt mit 1/10 Volumen 10x Puf-
fer, 1/20 Volumen polydl/dC (unspezifische Kompetitions-DNA), 1/10 Volumen BSA
und 1/10 Volumen der markierten Sonde in 20ul Gesamtvolumen fiir 30 Minuten bei
RT inkubiert. Fiir einen Supershift wurden die Kernextrakte vor der Inkubation mit der
markierten Sonde zunéchst fiir 30 Minuten auf Eis mit 1 pul Antikorper gegen einen Tran-
skriptionsfaktor inkubiert.

Fiir die Gelelektrophorese wurde ein Polyacrylamidgel (20 ml Acrylamid /Bisacrylamid,
7,5 ml 5x TBE, 121 ml H50, 1,25ml 10% APS, 125 ul TEMED) gegossen. In 0,5x TBE
(50 mM Tris, 50 mM Borsdure, 1 mM EDTA) als Laufpuffer lief das Gel fiir 30 Minuten
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bei 100 V bevor die Proben geladen wurden. Die Proben wurden ohne Ladepuffer (Gly-
zerin ist im 10x Puffer schon vorhanden) auf das Gel aufgetragen. Der Gellauf erfolgte
fiir ca. 3 Stunden, in der ersten Stunde bei 100 V, dann bei 150 V bis die Proben noch
ca. 3-4 cm vom unteren Rand des Gels entfernt waren. Das Gel wird anschliefend auf 2
Whatman-Papieren fiir ca. 2 Stunden getrocknet und die Banden durch Auflegen eines

Rontgenfilms sichtbar gemacht.

3.4 Histologische Methoden

3.4.1 Fixierung von Geweben und Einbettung in Paraffin

Das einzubettende Gewebe wurde entnommen, eventuell kurz in PBS™/~ gewaschen und
anschliefend in 4% PFA pH 7.2 iiber Nacht bei 4 °C fixiert. Am néchsten Tag wurde das
fixierte Gewebe zunichst 30 Minuten mit PBS™/~ und anschliefend 30 Minuten mit einer
0,85%igen NaCl-Losung bei 4°C gewaschen. Zur Entwiisserung des Gewebes folgten zwei
15-miniitige Inkubationen mit 0,85% NaCl/Ethanol (1:1), gefolgt von einer 15-miniitigen
und einer 30-miniitigen Inkubation mit 70% Ethanol /0,85% NaCl bei RT. Die 30-miniitige
Inkubation kann durch eine Inkubation {iber Nacht ersetzt werden. Zur weiteren Entwisse-
rung folgten Inkubationen mit 85% und 95% Ethanol/0,85% NaCl fiir jeweils 30 Minuten,
dann dreimal 100% Ethanol fiir jeweils eine Stunde. Nach zweimaliger Inkubation in Xylol
fiir 30 Minuten und abschlieftender Inkubation in Xylol iiber Nacht wurde das Gewebe zur
Einbettung in ein Paraffin/Xylol(1:1)-Gemisch iiberfiihrt und 1 Stunde bei 56 °C inku-
biert. Schliefslich wurden die Priparate mit Hilfe des Einbettungsgerites Tissue Tek TES
dreimal fiir jeweils eine Stunde in ein Bad mit fliissigem Paraffin gegeben. Aus dem Bad
entnommen wurden die Priaparate in Plastik-Kassetten mit Paraffin eingegossen und bei
RT gelagert. Um eine RNAse-Exposition des Gewebes zu vermeiden, die eine Verwendung
der Gewebeschnitte fiir in situ-Hybridisierungen unmdoglich machen wiirde, mussten bei

der Bearbeitung der Gewebe stets Handschuhe getragen werden.
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Besonderheit bei der Einbettung von Haut

Bei der Einbettung von Haut, insbesondere Maushaut, aber auch sehr kleinen Organen,
war es hilfreich, diese nach der ersten Fixierung in 4% PFA in 3%ige Agarose (3% Bacto-
Agar in PBS™/7) einzubetten. Dazu wurde die Bacto-Agar-Masse erhitzt, eine Schicht
Agar auf eine Glasplatte aufgebracht, die Haut glatt darauf ausgebreitet und mit einer wei-
teren Schicht Agar iiberschichtet. Nach dem Auskiihlen wurde das Gewebestiick mit dem
Agar zurechtgeschnitten und erneut mindestens 3 Stunden in 4% PFA/PBS~/~ fixiert.

Anschliefsend folgte das Entwiisserungsprotokoll wie unter Abschnitt 3.4.1 beschrieben.

3.4.2 Anfertigung von Paraffin-Gewebeschnitten

Mit Hilfe eines Weichschnittmikrotoms RM2155 wurden von Paraffinblécken (s. Abschnitt
3.4.1) Schnitte von 6 um Dicke angefertigt und auf Objekttréger aufgezogen. Diese wur-
den zum Trocknen der Schnitte iiber Nacht bei 42°C inkubiert und anschliefend bei RT

gelagert.

3.4.3 Hamatoxylin-Eosin-Firbung

Zur histologischen Begutachtung der Gewebeschnitte wurden die Priaparate mit Hama-
toxylin und Eosin angefarbt, wobei das Hamatoxylin die basophilen Zellkerne blau und
das Eosin die eosinophilen Strukturen des Zytoplasmas, der Kollagene und der Muskeln
rot gefiarbt. Die Priparate wurden zunichst durch zweimalige Inkubation fiir 10 Minuten
in Xylol deparaffiniert und dann durch eine absteigende Ethanolreihe jeweils 2 Minuten in
100%, 95%, 90%, 80%, 70%, 50% und 30% Ethanol hydratisiert. Anschliefend wurden die
Priaparate 8 Minuten in Mayer’s Himatoxylinlsung gefirbt, 1 Minute in Leitungswasser
gewaschen und fiir 20 Sekunden in 0,5% HCI1/70% Ethanol gebldut. Danach wurden die
Schnitte fiir 15 Minuten unter fliellendem Leitungswasser gewdssert, gefolgt von einem
Bad in 0,5%iger Eosin-Losung fiir 20 Sekunden. Nach der darauffolgenden aufsteigenden
Ethanolreihe aus 70%, 80%, 100% Ethanol fiir jeweils 1 Minute, gefolgt von zwei zweimi-

niitigen Inkubationen in Xylol zur erneuten Entwisserung der Schnitte wurden diese in
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Entellan eingebettet und mit einem Deckgldschen abgedeckt.

3.4.4 Immunhistochemie (IHC)

Die immunhistochemischen Farbungen wurden auf sogenannten Gewebe-Microarrays
(TMA) von Plattenepithelkarzinomen, Basaliomen, aktinischen Keratosen, Melanomen
und normaler Haut durchgefiihrt. Fiir einen solchen Gewebe-Microarray wurden Stanz-
biopsien aus zahlreichen Gewebeproben der genannten Lésionen senkrecht in einen neuen
Paraffinblock eingesetzt. Dieser Block wurde anschlieffend so geschnitten, dass sich in je-
dem Schnitt die Querschnitte aller Stanzbiopsien vorhanden sind, und die Schnitte auf
Objekttriger gezogen.

Diese TMAs wurden fiir zweimal 10 Minuten in Xylol entparaffiniert und in einer
absteigenden Ethanolreihe (jeweils 2 Minuten 100% , 95%, 90%, 80%, 70%, 50% und
30% Ethanol) gewéssert. Anschliefend wurden die TMAs einem Protokoll fiir die Anti-
gendemaskierung in Zitratpuffer unterzogen. Hierzu wurden die Objekttriger 10 Minuten
in siedendem Zitratpuffer inkubiert. Nach 10 Minuten wurde die Schale mit Zitratpuffer
(9 ml 0,1 M Zitronenséure, 41 ml 0,1 M Natriumcitrat) und den Objekttragern von der
Heizplatte genommen. Die Objekttriger verblieben noch 10 Minuten in dem heifsen Puffer
und wurden anschliefend kurz in PBS™/~ und Leitungswasser gewaschen. Zur Blockierung
endogener Peroxidaseaktivitit folgte eine Inkubation mit frisch hergestelltem 0,3% Hy0,
in Methanol fiir 10 Minuten. Nach erneutem Waschen der Objekttriger in PBS™/~ wur-
den die TMAs fiir 10 Minuten mit 0,1% Trypsin in PBS™/~ bedeckt. Das Trypsin wurde
anschliefend durch eine fiinfminiitige Inkubation in Trypsin-Inhibitor-Losung (0,1 ug/ml
Trypsin-Inhibitor in PBS™/~) inaktiviert. Zur Differenzierung folgte eine Inkubation der
TMAs in 2N HCI/PBS~/~ fiir 20 Minuten. Die Objekttriiger wurden anschliefend erneut
in PBS™/~ gewaschen und dann 30 Minuten bei RT mit Blockierungslésung behandelt,
um unspezifische Bindungsstellen abzusittigen. Fiir die folgenden Schritte wurden die
Komponenten des Vectastain ABC Kits verwendet. Als Blockierungslosung diente 0,1%
BSA in PBS™/~ mit Normalserum (150 gl auf 10 ml Blockierungslésung) der Spezie, aus

welcher der Sekundédrantikorper stammte. Der Priméarantikorper wurde in Blockierungs-
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16sung verdiinnt (anti-Taps 1:200) und fiir 2 Stunden bei RT auf die Schnitte gegeben.
Fiir einen Kontrollansatz wurde Blockierungslosung ohne Primérantikorper verwendet. Es
folgte ein erneuter Waschschritt fiir 5 Minuten in PBS™/~. Der entsprechende biotinylier-
te Sekundirantikorper wurde 1:200 in Blockierungslosung verdiinnt und fiir 30 Minuten
bei RT auf den Priiparaten inkubiert. Ein weiterer Waschschritt (5 Minuten, PBS™/7)
entfernte nicht gebundenen Sekundirantikorper von den TMAs. Zur Verstarkung des Si-
gnals wurden die Gewebeschnitte fiir 30 Minuten mit ABC-Reagenz (5 ml Blockierungs-
l6sung, 2 Tropfen Reagenz A, 2 Tropfen Reagenz B), welches 30 Minuten vor Gebrauch
angesetzt werden musste, inkubiert. Danach wurden die Objekttriger erneut in PBS™/~
gewaschen. Fiir die Substratreaktion wurden die Préparate mit DAB (Diaminobenzidin)-
Losung (DAB Substrat Kit: 5 ml destilliertes Wasser, 2 Tropfen Pufferkonzentratlosung, 4
Tropfen DAB-Konzentratlosung, 2 Tropfen HyOs) im Dunkeln inkubiert. Die Farbereak-
tion wurde in dH,O gestoppt und die Praparate mit Himatoxylin und Eosin gegengefiarbt
(s. Abschnitt 3.4.3).

3.4.5 Indirekte Immunfluoreszenz
Immunfluoreszenz auf Gewebeschnitten

Paraffinschnitte wurden in Xylol entparaffiniert (zweimal 10 Minuten) und anschliefsend
in einer absteigenden Ethanolreihe jeweils 2 Minuten in 100%, 95%, 90%, 80%, 70%, 50%
und 30% Ethanol rehydratisiert. Zur Demaskierung der Antigene standen zwei verschie-
dene Protokolle zur Verfiigung:

Fiir Immunfluoreszenz-Farbungen auf die Differenzierungsmarker Keratin 10 und Keratin
6 wurden die Schnitte 10 Minuten in einem siedenden Zitratpuffer (9 ml 0,1 M Zitro-
nensdure, 41 ml 0,1 M Natriumcitrat) inkubiert, anschliefend wurde der Zitratpuffer mit
den Schnitten von der Heizplatte genommen, so dass der Puffer auskiihlen konnte. Dabei
verblieben die Objekttriger noch 10 Minuten in dem heifen Puffer. Nach Ablauf dieser
zweiten 10 Minuten wurden die Schnitte mit einem Fettstift umrandet.

Fiir Immunfluoreszenz-Féarbungen auf Filaggrin, Loricrin, Taps und PCNA wurden die
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Priaparate nach der Rehydratisierung mit einem Fettstift umrandet und zur Antigen-
Demaskierung mit einem Triton-X-100-Puffer (0,1% BSA /0,5% Triton-X-100 in PBS™/7)
inkubiert. Nach 30 Minuten Inkubationszeit wurden die Schnitte in PBS gewaschen.

Die nachfolgenden Schritte waren dann fiir alle Farbungen gleich:

Nach der Demaskierung wurden die Schnitte fiir 30 Minuten mit einer Blockierungslosung
inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen der Antikorper zu blocken. Die verwendeten
Primérantikérper wurden in der Blockierungslosung verdiinnt (Keratin 10 1:250, Keratin
6 1:500, Filaggrin 1:500, Loricrin 1:400, Taps 1:400, PCNA 1:300).

Die Schnitte wurden nach Inkubation mit dem Priméarantikérper dreimal mit PBS
gewaschen und anschlieflend 1 Stunde bei RT mit einem Sekundérantikérper (1:500 anti-
Kaninchen, Cy3 oder Alexa488, 1:500 anti-Maus, Alexa488) sowie 1 ug/ml Bisbenzimid
H33342 Fluorochrom zur Gegenfirbung der Zellkerne in Blockierungslésung inkubiert.
Nach erneutem Waschen in PBS wurden die Schnitte mit Mowiol (6 g Glyzerin, 2,4 g
Mowiol 4-88, 6 ml HoO, 12 ml 200 mM Tris pH 8,5) eingedeckt und bis zur Dokumentation

dunkel gelagert.

Immunfluoreszenz auf kultivierten Zellen

Die zu analysierenden Zellen wurden in gewiinschter Zellzahl auf Deckgldschen in Zell-
kulturschalen kultiviert, zweimal mit PBS™/~ gewaschen und anschliefend mit 4% PFA/
PBS~/~ 15 Minuten fixiert. Danach wurden die Zellen dreimal mit PBS™/~ gewaschen. Zur
Blockierung unspezifischer Bindungsstellen sowie zur Perforierung der Zellmembran er-
folgte eine Inkubation fiir 30 Minuten mit Triton-X-100-Puffer (0,1% BSA/0,5% Triton-X-
100/PBS~/7). Der Priméirantikérper wurde in Blockierungslosung verdiinnt (0,1% BSA/
0,2% Tween20/PBS~/~, PDI 1:250, E-cadherin 1:100) und die Zellen 2 Stunden damit
inkubiert. Anschlieffend wurden die Zellen erneut mit PBS gewaschen bevor der Sekun-
dérantikorper, ebenfalls in Blockierungslosung verdiinnt (1:500 anti-Kaninchen, Cy3 bzw.
1:500 anti-Ziege, Cy3) und mit 1 pg/ml Bisbenzimid H33342 Fluorochrom fiir 0,5-1 Stun-
de zur Inkubation auf die Zellen pipettiert wurde. Nach Ende der Inkubationszeit wurden

die Zellen mit PBS~/~ gewaschen und die Deckglischen mit Mowiol auf Objekttrigern
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eingedeckt.

3.4.6 Phalloidin-Farbung

Phalloidin, ein Toxin des weifen Knollenblédtterpilzes, bindet Aktinfilamente und kann
aus diesem Grund dazu verwendet werden, das Zytoskelett von Zellen anzufarben, wenn
es an einen Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt vorliegt. Die Phalloidin-Farbung auf kultivier-
ten Zellen wurde parallel zur indirekten Immunfluoreszenzfarbung vorgenommen. Dazu
wurden die Zellen wie in Abschnitt 3.4.5 beschrieben behandelt und zu dem Sekundéran-
tikdrper mit Bisbenzimid H33342 in der Blockierungslosung Phalloidin Alexa Fluor ©488

in einer Verdiinnung von 1:40 zugegeben.

3.5 Zellkulturmethoden

3.5.1 Kulturbedingungen

Die verwendeten HT1080-, HeLa- und HEK293-Zellen wurden in Dulbecco’s Modified
Eagles Medium (DMEM) mit 10% FCS bei 37°C und 6% COq kultiviert. Die murinen
Keratinozyten-Zelllinien MCA3D und MCA3D/AT3 wurden in a-MEM-Medium mit 10%
fotalem Rinderserum bei 34°C und 6% CO, kultiviert. Simtliche Arbeitsginge wurden
unter Einhaltung steriler Bedingungen an einer Sicherheitswerkbank der Klasse 2 durch-

gefiihrt.

3.5.2 Passagieren von Zellen

Die verwendeten Zelllinien wurden bei Erreichen einer Konfluenz von ca. 80-90% tryp-
siniert. Dazu wurde das Medium abgesaugt, die Zellen zweimal mit PBS~/~ gewaschen
und mit 1 ml Trypsin/EDTA-Losung (0,2% Trypsin in PBS™/~/EDTA) abgelost. Die
Ablosung der Zellen wurde mikroskopisch kontrolliert, um die optimale Einwirkzeit des
Trypsins festzustellen. Sobald die Zellen abgelost waren, wurde die Reaktion durch Zuga-

be von 5-10 ml Medium gestoppt. Die Zellen wurden durch Auf-und Abpipettieren mit
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einer Pipette vollstindig von der Kulturschale gelost und in ein 15ml-Falcon-Réhrchen
tiberfiihrt. Anschlieend wurden die Zellen durch Zentrifugation (3 Minuten, 1 000 rpm,
Megafuge 1.0, Heraeus) pelletiert, das Medium entfernt, die Zellen in 5 ml Medium resus-
pendiert, ein Aliquot 1:200 verdiinnt und im Coulter Counter gezéhlt. Danach wurde die

gewiinschte Zellzahl auf einer neuen Kulturschale ausgesit.

3.5.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zellen, die eingefroren werden sollten, wurden, wie unter 3.1.2 beschrieben, von der Kultur-
schale abgelost, zentrifugiert und anschliefend in vorgekiihltem Medium mit 10% DMSO
resuspendiert. Je 1 ml wurde in ein Kryo-Rohrchen iiberfiithrt und auf Eis gestellt. Nach
einigen Minuten auf Eis wurden die Kryo-Rohrchen in einer Styropor-Box langsam auf
-80°C abgekiihlt und konnten dann bei -80°C oder in fliissigem Stickstoff gelagert werden.

Aufzutauende Zellen wurden im Kryo-Gefiaft im Wasserbad bei 37°C rasch aufgetaut
und in der Sterilbank in ein 15 ml-Falcon-Rohrchen iiberfiihrt, in das 10 ml Medium
vorlegt wurden. Die Zellen wurden abzentrifugiert (3 Minuten, 1 000 rpm, Megafuge 1.0,
Heraeus), das Medium abgesaugt, die Zellen in 10 ml frischem Medium resuspendiert und

in einer 10 cm-Zellkulturschale ausgesit.

3.5.4 Mykoplasmen-Test

Um eine Kontamination der verwendeten Zelllinien mit Mykoplasmen auszuschliefsen,
wurden in regelméfigen Abstédnden Kontrollen durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellen alle
4-8 Wochen durch eine Féarbung mit Bisbenzimid H33342 Fluorochrom iiberpriift. Nach-
dem die Zellen mindestens eine Woche ohne Antibiotika kultiviert worden waren, wurden
sie auf Deckgliaschen ausgesit. Am darauffolgenden Tag wurden die Zellen gewaschen, mit
4% PFA/PBS™/~ 15 Minuten fixiert und anschliefend 10 Minuten mit 1 pg/ml Bisben-
zimid H3342 Fluorochrom in PBS™/~ inkubiert. Danach wurden die Zellen mit PBS~/~
gewaschen und die Deckgldschen mit Mowiol auf Objekttragern eingedeckt. Mykoplasmen-

freie Zellen wurden unter dem Fluoreszenzmikroskop durch einen klarabgegrenzten Kern



KAPITEL 3. METHODEN 58

ohne zuséatzliches Muster kleiner blauer Piinktchen, das im Falle einer Kontamination auf-
tritt und die DNA der Bakterien anzeigt, identifiziert. Fiir alle im Rahmen dieser Arbeit

durchgefiihrten Versuche wurden ausschlieflich Kulturen ohne Mykoplasmen eingesetzt.

3.5.5 Transfektion eukaryontischer Zellen
Transfektion mit Kalziumphosphat

Am ersten Tag wurden Zellen in der gewiinschten Dichte ausgesit. Am zweiten Tag folgte
die Transfektion: Je nach Zellzahl, die transfiziert werden sollte und je nach Grofe der
Kulturschale wurden 2-10 pg Plasmid-DNA (fiir 12-well-Schale bzw. 10 cm-Kulturschale)
mit einer Ethanolpréizipitation (s. Abschnitt 3.1.14) gefillt, mit 70% Ethanol gewaschen
und in der Sterilbank getrocknet. Die getrocknete DNA wurde in steril-filtriertem dH,O
gelost (je nach DNA-Menge in 112,5 (2 pg) - 450 (10 pg) pl). Zur gelosten DNA wurde
1/9 Volumen 2,5 M CaCl,-Losung pipettiert. Unter Schiitteln des Eppendorfgefifses, be-
vorzugt mit Hilfe eines Vortex-Gerites, wurden zum DNA-CaCl,-Gemisch tropfenweise 1
Volumen 2x HBS-Puffer (280 mM NaCl, 50 mM HEPES, 1,5 mM Na,HPOy, ph 7,05 mit
NaOH, steril filtriert) hinzugefiigt. Zur Bildung eines Kalziumphosphat-DNA-Prézipitats
wurde die Losung 20-30 Minuten bei RT inkubiert und anschlieffend vorsichtig auf die
Zellen pipettiert. Der Transfektionsansatz blieb bis zum nédchsten Morgen auf den Zellen

und wurde dann durch frisches Kulturmedium ersetzt.

Transfektion mit GenePORTER™-Reagenz

Die Transfektion mit GenePORTER™-Reagenz beruht auf dem Prinzip der Lipofektion,
bei der die zu transfizierenden Plasmide in Mizellen aus amphiphilen Molekiilen einge-
schlossen werden und so von den Zellen aufgenommen werden. Das Plasmid wurde mit
einer Ethanol-Natriumacetat-Mischung gefillt (s. 3.2), mit 70% Ethanol gewaschen und
in der Sterilbank getrocknet. Die getrocknete DNA wurde in 125 ul serum-freiem Medi-
um pro pg DNA gelost. 5 ul GenePORTER™-Reagenz pro pg DNA wurden in 125 pl
serum-freiem Medium pro pug DNA verdiinnt. Anschliefend wurden die geloste DNA und
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das verdiinnte GenePORTER™-Reagenz gemischt und 30 Minuten bei RT inkubiert. Das
Medium wurde von den Zellen abgesaugt, durch den DNA-GenePORTER™-Mix ersetzt
und die Zellen fiir 3-5 Stunden bei 37°C inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde
1 Transfektions-Volumen Medium mit 20% FCS zu dem Mix auf die Zellen gegeben. 24
Stunden nach der Transfektion wurde das Transfektionsmedium gegen frisches Kulturme-

dium ausgetauscht.

3.5.6 Etablierung stabil transfizierter Zelllinien

Nach der Transfektion von Zellen mit einer der oben genannten Methoden wurden die
Zellen zuerst drei Tage mit normalem Kulturmedium inkubiert. Nach drei Tagen wurde
das Medium gegen Selektionsmedium mit G418 (Neomycin) ausgetauscht und die Zel-
len 14 Tage inkubiert. Zellen, die aufgrund der Transfektion das Expressionsplasmid mit
dem Neomycin-Resistenzgen stabil in ihr Genom integriert hatten, iiberlebten den Selek-
tionsdruck und wuchsen klonal aus. Wéhrend der 14 Tage wurde das Selektionsmedium
jeden dritten Tag erneuert, zuletzt entfernt und die Zellklone mit PBS iiberschichtet.
Unter mikroskopischer Kontrolle wurden die Klone mit sterilen Pipettenspitzen gepickt
und einzeln in 48-well-Platten iiberfiihrt in deren Vertiefungen Trypsin/EDTA vorgelegt
wurde. Sobald die Zellen durch das Trypsin vereinzelt waren, wurden die Zellen in Selekti-
onsmedium aufgenommen und in neue Vertiefungen iiberfiihrt. Die Zellen wurden weiter

kultiviert und in grofere Kulturschalen umgesetzt sobald 80%ige Konfluenz erreicht ist.



Kapitel 4

Ergebnisse

4.1 Taps - Sequenz und Proteasedomane

Die kodierende ¢cDNA-Sequenz des murinen Taps, die in einem SSH-Ansatz gefunden
wurde, umfasst 1020 Basenpaare und kodiert fiir ein Protein von 339 Aminosiduren (Abb.
4.1). Das Protein verfiigt iiber eine Doméne, die typisch fiir retrovirale Aspartylproteasen,
wie z.B. die HIV-Protease, ist. Dariiber hinaus konnte im richtigen Leseraster ein zweiter
Translationsstart (Methionin 84) identifiziert werden, der zur Bildung einer kleineren
Proteinvariante fiihrt.

Zu Beginn dieser Doktorarbeit war Taps eine neue potentielle Aspartylprotease, zu
deren Lokalisation, Regulation und Funktion es nur sehr wenige Erkenntnisse gab. Die
funktionelle und biochemische Charakterisierung von Taps stand daher im Mittelpunkt

dieser Dissertation.

4.2 Herstellung eines polyklonalen Taps-spezifischen An-
tikorpers

Fiir die Charakterisierung der Taps-Expression in humanen und murinen epithelialen Ge-

weben war es unerlésslich, nicht nur die mRNA von Taps mit Hilfe der in situ-Hybridisierung

60
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AACAARGEAGART GAGEAACCCT GEEEECCCAGET T GEGCATCAARAAGGCCCCT GCAGRAGAAGCAGAACACAGCCT GC
M R N P & G P &G W A &5 K R P L Q0 K KE O N T A C
CTCTGETGCCCAGCAGCCAGCCAGACACTTT GTACCGECTCCCT TCAACTCGTCCAGGCAGGECAAGAACACGGCCCAGCC
L ¢ A 9 Q P A R H F ¥ P A P F N & 8 R Q @ K N T A Q P
GACAGAGCCCTCGCT CTCCAGCETCGATT GO GCCCACACTCTTCTETCCGTTTCTT TACTT GECTT STETTACT GCT GAAC
T E P & L & & ¥ I A P T L F C A F L ¥ L A C W T A E
T TCCAGAGGT GAGCAGAAGGAT GECCACCAGCGEAGT CAGAAGCAAGGAAGGACGCCGEEAGCAT GCCTT CGT COCAGAR
L P E Vv 8 R E M A T & ¢ VvV R &8 K E & R R E H A F ¥V P E
CCTTTCACTGGTACTAACTTAGCTCCCAGCCTT TEECT GCACCGCT TT GAAGT CAT TEAT GACCT CAACCATT GEEAT CA
P F T - T N L A P 353 L W L H E F E Vv I D D L N H W D H
TEECACCAAACTEAGETTCCT GAAAGACTCGOT CAAGEGAGAT CCCCTGEATGTCTACAAT CEACT CAGT TCCCAGECECC
A T K L. R F L K E & L K & D A L D % Y N G L &8 & 0O A
AGCECCGATTT CAGTT T TETGAACCAACCCCT CCTGAGECCCTTTEEEECCCCT CEEEAGGCCT TCACT CAGCCCEGAACAG
Q & D F 8 F ¥V K Q A L L R A F < A P ¢ E A F B8 E P E E
ATTTTCTTTGCCAACACCAT CEETAACCCCTACTACCT TAAACCEAACCT TCECCATCTCGCCTCT CACAT TCCTGETEEA
I L F A N &8 M G EKE ¢ Y ¥ L K & KV ¢& H V P VvV R F L V D
CTCTEEEECT CAGGT GTCTGT GETTCACCCCGCOCT TAT GEGAGEAGET CACTGAT GGT GACCT GEATACT CTTCETCCTT
5 & A Q VvV § ¥V vV H P A L W E E ¥V T D & D L D T L E F
TTAACAATGT GET CAAAGT GGCCAAT GEGECAGAGAT CAAGAT CT T GEGET GT T GEEACACAGAAATTAGC CT GEECAAG
F N N VvV ¥ E V A N - A E M K I L ¢ v W D T E I & L & K
ACARAGCT GAAGECCGAGTT T CT GET GECCAACGCCAGCECASAAGACGCTAT TAT TGECACAGACETCT T GCAGGACCA
T K L K A E F L ¥v A N A § A E E A I I & T D % L © D H
CAATGCCETCCTGEACTT CEAACACCGCACCTGCACCCT GAACCECAAGAACT TCCGCCT GCTCCCTETC CEEAGCTCCT
N A ¥ L D F E H R T ¢ T L K & K K F R L L P %V & & &
TEEACCGAT GAGTT TCACCTCEGAGCT TAT TCAGCGAACACGACCECT CTT CT GCACCEGAGEGCT CCCACTARGAAACCCCA
L E D E F D L E L I E E E E & 8 8 A P E G & H *
TTTCTTGTTCCCAGCATT GET AGEEEGACT TTGTGT TEEEEEEAGCAGAT GTCOT GEEEEETATCATC CGGOC TAGCCAG
TCTTTACACCGETTCTCAGT T TCCCTCOTT CTACAGGEGCCTTGOTTTGCCTTTGT TT GEGEAGGEAGGLCAGCT TGETE
GCCTAAAGCAGTGTCCCCAAGET CT GCARRGACTT CCAAGGCT GECAGEGAGCT TCT GAGEARAGCCAGEAAT GTCAATCTT
GAGAGAGGACCCTTT TAGAT COCCT GAAGT ATGECT CAGT CACTT TCACGT CCCCAAGCCT GOTGAGC TEAGCCT GIT CT
TGEECTAAGACCCT CACAATCCAGAT GCT TGEAGGAGACT GECAGCTGCTT T GEEAGTCCT COCCTEAGT COT CCCACCT GO
ACAACCATGCTCCCTCOTSTCOCTETCACTT GCCTT GAATC T CATCGCACCCTGT AT CAATAATTCAATTAT T TCAAAACAC
CAATAAAGATCTGTT CAT GGAAAAADAARARARADALAAAD AR ARAD

Abb. 4.1: Taps-Sequenz. Sequenz der murinen Taps-cDNA mit dem offenen Leseraster von
1020 Basenpaaren. Das Leseraster kodiert fiir ein Protein von 339 Aminosiuren. Start- und
Stopkodon sind durch Fettdruck hervorgehoben. Das fiir retrovirale Aspartylproteasen typische
Motiv ist durch rote Buchstaben gekennzeichnet (AS 207-218). Der Sequenzteil, der iiber den
SSH-Ansatz kloniert wurde, ist unterstrichen.

nachweisen zu konnen, sondern auch das Protein selbst. Aus diesem Grund wurden von
der Firma Eurogentec (Seraing, Belgien) zwei polyklonale Kaninchen-Antikérper gene-
riert, die sowohl das humane als auch das murine Taps binden kénnen. Fiir die Immu-
nisierung der Kaninchen wurden zwei Peptidsequenzen (LWEEVTDGDLDTL (AS 224
- 236, EP050131) und LEDEFDLELIEE (AS 319 - 330, EP050132), s. Abb. 4.2) ausge-
wihlt, die bei Mensch und Maus zu 100% homolog sind. Beiden Kaninchen wurde dreimal
eine Mischung beider Peptide injiziert, um die Wahrscheinlichkeit fiir einen funktionellen

Antikorper zu erhéhen.
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Abb. 4.2: Multi-Alignment der bekannten Taps-Homologe. Die Aminosiduresequenzen
von Taps beim Menschen (hTaps), Schimpansen (cTaps), bei der Maus (mTaps), der Ratte
(rTaps) und beim Rind (bTaps) wurden untereinander aufgelistet, um Homologien und gemein-
same Sequenzabschnitte zu verdeutlichen. Das schwarze Dreieck zeigt das zweite Startkodon
im richtigen Leseraster, das in allen Spezies konserviert ist. Griine Buchstaben zeigen die Ami-
nosduren, die fiir das aktive Zentrum von Aspartylproteasen charakteristisch sind. Die Peptid-
sequenzen, die genutzt wurden, um einen spezifischen polyklonalen Antikérper gegen Taps zu
generieren, sind rot markiert.
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4.2.1 Spezifitit des Anti-Taps-Antikorpers in Western Blot- und

Immunfluoreszenz- Analysen

Von der Firma Eurogentec wurden Praimmunserum beider Kaninchen, Serum nach der
zweiten und dritten Injektion (Boost) und nach dem Ausbluten der Tiere geliefert. Zu-
sitzlich stand eine kleine Menge aufgereinigten Antikorpers und jeweils zwei Milligramm
der beiden Peptide zur Verfiigung. Bevor das Serum, das den neu generierten Anti-Taps-
Antikorper enthalten sollte, fiir gezielte Expressionsanalysen eingesetzt werden konnte,
musste zunédchst seine Spezifitéit fiir das Taps-Protein sichergestellt werden.

Zur Beantwortung dieser Frage wurden HT1080-Zellen mit einem Expressionsplasmid
transient transfiziert, das fiir ein Taps-Protein mit C-terminalem Myc/His-tag kodiert.
Affinitdtschromatografisch aufgereinigte Zellextrakte und Zellkulturiiberstinde dieser Zel-
len wurden in einem SDS-Gel aufgetrennt, die Western Blot-Membran geteilt und je ein
Teil mit Praimmunserum, mit Serum nach dem zweiten Boost oder einem Anti-Myc-
Antikorper inkubiert. Auf der mit Pradimmunserum inkubierten Membran wurden keine
Banden sichtbar (Abb. 4.3, links). Auf dem Teil des Blots, der mit dem zu priifenden Anti-
Taps-Antiserum inkubiert wurde, wird im Uberstand der transfizierten Zellen (US) eine
Bande sichtbar und im Extrakt drei Banden (Abb. 4.3, Mitte). Das gleiche Ergebnis wurde
mit dem Anti-Myc-Antikorper erzielt (Abb. 4.3, rechts). Der Vergleich beider Antikorper
machte dabei deutlich, dass das Anti-Taps-Antiserum spezifische Banden erkennt, die in
Bezug auf das Molekulargewicht den verschiedenen Taps-Varianten entsprechen (vergl.
Abschnitt 4.8). Damit wurde nachgewiesen, dass sich im Serum der Kaninchen nach dem
zweiten Boost Antikorper befinden, die spezifisch an Proteine aus Taps-transfizierten Zel-
len binden, und die im Serum vor der ersten Peptidinjektion (Praimmunserum) noch nicht
vorhanden waren. Dieser Versuch wurde ebenfalls mit dem zweiten zur Verfiigung stehen-
den Serum durchgefiihrt, welches jedoch im Western Blot mehr unspezifische Banden
sichtbar werden lieff. Aus diesem Grund wurde fiir alle weiteren Experimente das erste
getestete Serum verwendet.

Zum weiteren Nachweis der Spezifitit des Antikorpers wurden mehrere Peptidkompe-
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Abb. 4.3: Der Anti-Taps-Antikorper erkennt Taps-Protein im Western Blot. In einem
Western Blot wurden Zellkulturiiberstinde (US) und Zellextrakte (Extr) von Taps-transfizierten
Zellen in mehreren Spuren aufgetragen. Je ein Teil des Blots wurde mit Prédimmunserum, mit
Anti-Taps-Antiserum (jeweils 1:100 in Blockierungslosung) bzw. mit einem Anti-Myc-Antikérper
(1:2000 in Blockierungslosung) iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Als Sekundarantikérper diente ein
HRP-gekoppelter Anti-Kaninchen- (1:2500, Prdimmunserum und Antiserum) bzw. Anti-Maus-
Antikorper (1:2000, Anti-Myc).

titionsexperimente durchgefiihrt.

In einem Western Blot wurden Zellextrakte von transient transfizierten Hel.a-Zellen
(Leervektor und hTaps) aufgetragen. Eine Hilfte der Membran wurde mit dem neuen
Anti-Taps-Antikorper (gereinigt gegen das Peptid EP050132) inkubiert, die zweite Halfte
wurde mit einer Mischung aus Anti-Taps-Antikérper und 100-fachem Uberschuss an Pep-
tid EP050132 inkubiert (Abb. 4.4A). Fiir die Peptidkompetition wurden Antikérper und
Peptid 30 Minuten bei Raumtemperatur vorinkubiert. Bei der Auswertung der beiden
Blot-Hélften wurden nach der Inkubation mit dem Anti-Taps-Antikorper in der Leer-
vektorkontrolle (Spur 1) keine spezifischen Banden sichtbar, wihrend in Spur 2 mehrere
Banden fiir die verschiedenen Taps-Varianten detektiert wurden. Im Vergleich hierzu war
mit der Mischung aus Anti-Taps-Antikorper und kompetitierendem Peptid die Starke der
Signale in Extrakten der Taps-transfizierten Zellen deutlich reduziert (Spur 4). Das Ex-
periment zeigt somit, dass durch Vorinkubation des Antikérpers mit einem Uberschuss an
Taps-Peptid die Bindung des Antikorpers an Taps-Protein verhindert werden kann.

Um die spezifische Bindung des Antikorpers an Taps-Protein in Immunfluoreszenz-

Analysen nachzuweisen, wurden zwei weitere Peptidkompetitionsexperimente durchge-
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Abb. 4.4: Der Anti-Taps-Antikorper erkennt spezifisch endogenes und rekombinan-
tes Taps. A Western Blot nach Inkubation mit Anti-Taps-Antikorper (1:100) allein (links,
Spuren 1 und 2) oder in Kombination mit dem Peptid EP050132 gegen das der Antikoérper pro-
duziert wurde (rechts, Spuren 3 und 4). Das Peptid wurde im 100-fachen Uberschuss eingesetzt.
Als Proben wurden Proteinextrakte von transient transfizierten Hel.a-Zellen nach affinitdtschro-
matografischer Aufreinigung (Spuren 1 und 3: Leervektor, Spuren 2 und 4: Taps) geladen. B Indi-
rekte Immunfluoreszenz mit dem Anti-Taps-Antiserum (1:400) auf Paraffinschnitten eines Maus-
Papilloms ohne (links) oder mit kompetitierendem Peptid in zwei verschiedenen Konzentrationen:
im 50-fachen Uberschuss gegeniiber dem Taps-Antikorper (Mitte) oder im 100-fachen Uberschuss
(rechts). Fiir die Peptidkompetition wurde der Antikérper 30 Minuten bei RT vorinkubiert. Als
Sekundéarantikérper diente ein Cy3-gekoppelter Anti-Kaninchen-Antikorper (1:500, rotes Signal).
Die Schnitte wurden mit H33342 (1 pg/ml, blau) gegengefiarbt, um die Zellkerne sichtbar zu ma-
chen. (Grofenmarker: 50 pm) C Indirekte Immunfluoreszenz mit Anti-Taps-Antiserum (1:400)
bzw. Anti-Loricrin-Antikérper (1:400) auf Paraffinschnitten eines Maus-Papilloms ohne (linke
Spalte) oder mit 100-fachem Peptidiiberschuss (rechte Spalte). Die Durchfithrung erfolgte wie
unter B beschrieben. (Grofenmarker: 25 pm)

fiihrt. Der erste Ansatz sollte kldren, ob der Anti-Taps-Antikérper an Taps-Protein in

Paraffinschnitten von epithelialen Gewebe binden kann und ob diese Bindung durch Vor-
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inkubation des Antikérpers mit einem Uberschuss an Taps-Peptid gehemmt wird. Hier-
fiir wurde eine indirekte Immunfluoreszenz-Analyse auf einem Papillom der Maushaut
durchgefiihrt, da eine starke Taps-Expression auf mRNA-Ebene fiir Papillome bereits
nachgewiesen werden konnte. Gewebeschnitte des Papilloms wurden entweder mit Anti-
Taps-Antikorper allein oder mit einer Mischung von Antikérper und Peptid EP050132
inkubiert, wobei das Peptid im 50-fachen bzw. 100-fachen Uberschuss im Vergleich zur An-
tikdrperkonzentration eingesetzt wurde. Nach der Inkubation mit einem Cy3-gekoppelten
Sekundarantikorper konnte auf dem nur mit Antikorper inkubierten Gewebeschnitt ein
deutliches Signal (rote Fluoreszenz) fiir Taps detektiert werden, wihrend das Signal bei
Inkubation mit Antikérper und Peptid stark reduziert (bei 50-fachem Peptidiiberschuss)
bzw. kaum noch detektierbar (bei 100-fachem Peptidiiberschuss) war (Abb. 4.4B). Eine
Peptidkompetition ist demzufolge auch in Immunfluoreszenz-Analysen moglich und die
Effizienz der Kompetition steht in direktem Zusammenhang mit der Menge des eingesetz-
ten Peptids.

Das zweite Experiment sollte zeigen, ob das Peptid in der Kompetition spezifisch
die Bindung des Antikorpers an Taps hemmt oder ob es unspezifisch auch die Bindung
anderer Antikorper in der Immunfluoreszenz-Analyse verhindert. Die hierzu durchgefiihrte
indirekte Immunfluoreszenz- Analyse ergab, dass Taps und Loricrin stark in differenzierten
Stellen des Papilloms exprimiert werden. Nach Inkubation mit der Antikorper-Peptid-
Losung ist das Signal fiir Taps stark reduziert, wihrend fiir Loricrin keine Verminderung

des Signals erkennbar wird (Abb. 4.4, rechte Spalte).

4.3 Expression von Taps-Protein in adultem
Mausgewebe

In situ-Hybridisierungen (ISH) hatten bereits ergeben, dass taps-mRNA suprabasal in
mehrschichtigen, unverhornten Epithelien, z.B. der Mundschleimhaut, der Zunge und dem
Osophagus exprimiert wird. Es stellte sich nun die Frage, ob Taps-Protein ausschlieklich in

den Zellen nachgewiesen werden kann, die taps-mRNA exprimieren oder ob aufgrund der
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nachgewiesenen Sekretion [99] Taps zusétzlich an anderen Stellen im Gewebe lokalisiert
wird. Durch die Generierung eines Taps-spezifischen Antikorpers (vergl. 4.2) konnte nun
die Proteinexpression von Taps und dessen Lokalisation im Gewebe bestimmt werden. Zu
diesem Zweck wurden indirekte Immunfluoreszenz-Analysen auf Paraffinschnitten jener
adulten Mausgewebe durchgefiihrt, die bereits fiir die ISH-Experimente verwendet wur-
den. Dadurch konnte die Lokalisation von taps-mRNA und Taps-Protein direkt verglichen

werden.

4.3.1 Expression in normalem adultem Gewebe

Zunge Osophagus Magen Darm
A B gy C D
7 -

i W \ .

e T f

Abb. 4.5: Expression von Taps mRNA und Protein in adultem Maus-Gewebe. In
situ-Hybridisierung mit einer 3°S-markierten anti-sense Probe (schwarzes Signal in A bis D)
und indirekte Immunfluoreszenzanalyse mit einem Taps-spezifischen Antiserum (1:400) in Kom-
bination mit einem Cy3-gekoppelten Sekundarantikérper (1:500, rotes Signal in E bis H) zeigten
Taps-Expression in mehrschichtigen Epithelien der Zunge (A, E), des Osophagus (B, F) und
des Vormagens (C, G). In einschichtigen Epithelien, z. B. im Kolon (D, H), konnte keine Taps-
Expression nachgewiesen werden. Die Gewebeschnitte wurden mit Himatoxylin und Eosin oder

H33342 (1 pug/ml, blau) gegengeférbt. (Grokenmarker: 100 pm)

In Abbildung 4.5 sind die Ergebnisse beider Nachweise zusammengestellt: Als Beispiele
fiir die suprabasale Expression in mehrschichtigen Geweben sind die Zunge (A und E), der
Osophagus (B und F) und der Vormagen (C und G) der Maus abgebildet. Das Kolon (D
und H) dient als Negativ-Beispiel: Hier und in anderen einschichtigen Epithelien (s. [99])
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wird Taps auf mRNA-Ebene kaum exprimiert. Die Analyse der Proteinexpression mit Hilfe
der indirekten Immunfluoreszenz unter Verwendung des Taps-spezifischen Antikorpers
belegte, dass das Taps-Protein in denselben Zell-Schichten (suprabasal, aber nicht in den
obersten Schichten) lokalisiert ist wie die taps-mRNA. Dariiber hinaus ergab die Analyse
der Proteinexpression in der Haut eine zusétzliche Farbung in differenzierten Zellen der
Talgdriisen, die direkt in die Haarfollikel miinden. Dieses Ergebnis konnte anschlieftend

auch in den Proben der ISH fiir die mRNA-Expression bestitigt werden (Daten nicht

gezeigt).

4.4 Expression von Taps-Protein nach TPA-Behandlung

und in Hauttumoren

4.4.1 Expression nach TPA-Behandlung

Taps wurde urspriinglich als Gen identifiziert, dessen Expression nach TPA-Behandlung
der Maus-Riickenhaut stark induziert wird. Um herauszufinden, wie rasch nach einer TPA-
Behandlung die Induktion der Taps-Expression erfolgt, wurde eine Kinetik angefertigt, bei
der die Riickenhaut von Mausen mit TPA behandelt und anschliefend zu den angegebenen
Zeitpunkten (unbehandelt, nach 1, 4, 6, 24 und 48 Stunden) fiir Gewebeschnitte priapariert
wurde. Zuséitzlich wurde aus Hautproben der Zeitpunkte 0 (unbehandelt), 1, 4 und 6
Stunden nach der TPA-Behandlung Gesamt-RNA extrahiert. Mit dieser Gesamt-RNA
wurde ein Northern Blot mit einer *?P-markierten Taps-spezifischen Sonde durchgefiihrt.
Die Auswertung der Signale (Abb. 4.6A) zeigte, dass basal eine geringe Menge taps-mRNA
vorliegt und eine erhohte Menge an taps-Transkript schon nach einer Stunde nachgewiesen
werden kann. Die Menge an taps-mRNA nahm bis mindestens sechs Stunden nach der
TPA-Behandlung stetig zu.

Auf den Gewebeschnitten wurde eine indirekte Immunfluoreszenz mit dem Anti-Taps-
Antikérper und einem Cy3-gekoppelten Sekundérantikérper (rote Fluoreszenz) durchge-

fiihrt. Dabei wurde deutlich, dass in unbehandelter Haut nur eine sehr schwache basale
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Abb. 4.6: Kinetik der Taps-Expression in der Maushaut nach TPA-Behandlung. Die
Riickenhaut der Miuse wurde zu den angebenen Zeitpunkten nach der TPA-Behandlung pra-
pariert und entweder zur RNA-Priparation verwendet oder in Paraformaldehyd fixiert und in
Paraffin eingebettet. A Ein Northern Blot mit Gesamt-RNA aus TPA-behandelter Riickenhaut
wurde mit einer 3?P-markierten Taps-spezifischen Probe hybridisiert und das Signal durch Aufle-
gen eines Rontgenfilms sichtbar gemacht. Als Kontrolle der RNA-Qualitéit und -quantitit diente
eine 32P-markierte Probe gegen 18S-rRNA. Dieser Northern Blot wurde von Dr. U. Breitenbach
zur Verfiigung gestellt. B Fine indirekte Immunfluoreszenz-Analyse mit dem Taps-spezifischen
polyklonalen Antiserum (1:400) wurde auf 6 um dicken Paraffinschnitten durchgefiihrt. Das Taps-
Protein wurde mit einem Cy3-gekoppelten Sekundérantikorper (1:500, rot) sichtbar gemacht. Die
Kerne wurden mit H33342 (1 pug/ml, blau) gegengefirbt und die Bilder mit einem Fluoreszenz-
mikroskop aufgenommen. (Grofenmarker: 100 pum (grofe Aufnahmen) bzw. 25 pm (Einsétze))
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Taps-Proteinmenge in einzelnen Keratinozyten, im Haarfollikel und in Talgdriisen detek-
tiert werden kann. Sechs Stunden nach Behandlung war die Expression bereits deutlich
verstirkt, erreichte ihr Maximum ca. 24 Stunden nach der Behandlung und nahm dann
wieder ab. 48 Stunden nach der Behandlung war die Taps-Proteinmenge schon fast wieder

auf die Intensitiat der unbehandelten Riickenhaut reduziert.

4.4.2 Expression in der Mehrstufenkarzinogenese der Maushaut

Taps ist nicht nur ein TPA-induzierbares Gen in der Riickenhaut, sondern wird auch in Tu-
morproben der chemisch induzierten Hautkarzinogenese der Maushaut stark exprimiert.
In benignen Tumorproben, den Papillomen, konnten in einer in situ- Hybridisierung starke
Signale fiir taps detektiert werden (Abb. 4.7A, oben links), in spéten, malignen Stadien
der Karzinogenese, dem Plattenepithelkarzinom (PEK), exprimierten nur noch vereinzel-
te Tumorzellen im Bereich verhornter Einschliisse (Hornperlen) taps (Abb. 4.7A, oben
rechts).

In einer quantitativen RT-PCR (RQ-PCR) wurden die Ergebnisse der ISH {iberpriift
und quantifiziert. Fiir die Analyse der taps-mRNA-Mengen standen ¢cDNA-Proben von
normaler Riickenhaut (als Kontrolle) sowie von Papillomen und Plattenepithelkarzinomen
(PEK) zur Verfiigung. Die quantitative RT-PCR ergab eine etwa acht-fache Induktion der
taps-mRNA-Expression in Papillomen gegeniiber normaler Riickenhaut, wohingegen im
PEK praktisch keine Induktion im Vergleich zur unbehandelten Riickenhaut detektiert
werden konnte.

In einer indirekten Immunfluoreszenz konnte das Expressionsmuster auf Proteinebene
bestitigt werden: In Papillomen und verhornten Bereichen von Plattenepithelkarzinomen
kann Taps detektiert werden. In undifferenzierten und unverhornten Bereichen eines PEK

war jedoch keine Expression nachweisbar (Abb. 4.7A, mittlere und untere Reihe).
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Abb. 4.7: Taps-Expression in der Mehrstufenkarzinogenese. Aus normaler Riickenhaut
der Maus (Ko) sowie benignen (Pap) und malignen (PEK) Tumorproben, die iiber das Proto-
koll der chemisch induzierten Mehrstufenkarzinogenese generiert wurden, wurde Gesamt-RNA
isoliert und cDNA synthetisiert. A In situ-Hybridisierung mit einer 3°S-markierten anti-sense
Probe (schwarzes Signal, oberen Reihe) und indirekte Immunfluoreszenz-Analysen mit einem
Taps-spezifischen Antiserum (1:400) auf Gewebeschnitten eines Papilloms und eines gut differen-
ziertem Plattenepithelkarzinoms (PEK, rotes Signal, mittlere Reihe) sowie eines dedifferenzierten
malignen Tumors (unten rechts). Als Kontrolle wurde ein Gewebeschnitt eines Papilloms nur mit
dem Zweitantikérper (1:500) inkubiert (unten links). (Grofenmarker: 100 pum) B Die quantita-
tive RT-PCR wurde mit hprt als internem Standard durchgefiihrt. Die relative Taps-Expression
der normalen Riickenhaut wurde auf eins gesetzt. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler
eines Experimentes wieder, das dreimal wiederholt wurde.

4.5 Taps-Expression in Keratinozyten-Zelllinien

Eine Analyse der Taps-Expression auf mRNA- und Proteinebene in verschiedenen Kerati-
nozyten-Zelllinien wurde durchgefiihrt um herauszufinden, ob das spezifische Expressions-
muster, das fiir benigne und maligne Tumore identifiziert werden konnte, auch in Kerati-

nozyten in vitro nachgewiesen werden kann. Dariiber hinaus konnten durch diese Analyse
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Zelllinien identifiziert werden, die aufgrund ihrer endogenen Taps-Expression fiir Expe-
rimente zur Funktion von Taps in vitro geeignet sind. Die analysierten Keratinozyten-
Zelllinien unterscheiden sich in ihrer Morphologie unter Kulturbedingungen und ihrer
Féhigkeit, nach subkutaner Injektion in Nacktméuse benigne oder maligne Tumore zu bil-
den. Zur Verfiigung standen ,Reb“Zellen (immortalisierte primére Mauskeratinozyten),
sowie die beiden Zelllinien SP1 und 308, die zu benignen Tumoren fiihren. Keratinozyten
der Zelllinien PMK-R3 und 3P2 bilden maligne Tumore und die subkutane Injektion von
Zellen der Zelllinien Peca, PDV und CarB in Nacktméuse ruft maligne, metastasierende
Tumore hervor.

Fiir die quantitative RT-PCR (RQ-PCR) wurde RNA aus den Zelllinien pripariert,
c¢DNA synthetisiert (von B. Klucky zur Verfiigung gestellt) und eine RT-PCR mit taps-
spezifischen Oligonukleotiden durchgefiihrt. Als interner Standard und Mafs fiir Qualitit
und Quantitiat der cDNA diente eine gleichzeitig durchgefiihrte RT-PCR. auf hprt (Abb.
4.8A). Das Ergebnis der RQ-PCR bestétigte, dass taps auf mRNA-Ebene vor allem in
den Zelllinien exprimiert wird, die nach Injektion in Nacktméause zu benignen und ma-
lignen Tumoren fithren (SP1 und 308(benigne), PMK-R3 und 3P2 (maligne)) und unter
normalen Kulturbedingungen noch eine epitheliale Morphologie aufweisen. In Zelllinien,
die in Nacktméausen aggressive, maligne Tumore bilden und in der Zellkultur eine eher
spindelférmige, Fibroblasten-ahnliche Morphologie haben (PDV und CarB) und priméren,
immortalisierten Keratinozyten (Reb), konnten dagegen nur sehr geringe Mengen taps-
mRNA nachgewiesen werden.

Die Analyse der Proteinexpression im Western Blot mit dem Taps-spezifischen An-
tikorper zeigte signifikante Mengen an Taps-Protein in den Zelllinien 308, PMK-R3 und
3P2, wiahrend in den Zelllinien PDV und CarB nur sehr schwache Signale fiir Taps detek-
tiert werden konnten (Abb. 4.8B).

4.5.1 Expression von Taps in humanen Hauttumoren

Um zu kldren, ob die Ergebnisse aus der Mehrstufenkarzinogenese der Maushaut auch

auf humane Tumore iibertragbar sind, wurden indirekte Immunfluoreszenz-Analysen auf
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Abb. 4.8: Taps wird verstirkt in benignen Zelllinien exprimiert. Die ausgewahlten
Maus-Keratinozytenzelllinien unterscheiden sich in ihrem Potential, nach subkutaner Injektion in
Nacktméuse benigne oder maligne Tumore auszubilden. Aus diesen Zelllinien wurden Gesamt-
RNA und Zellextrakte priapariert. A Eine quantitative PCR auf taps mit hprt als internem
Standard wurde durchgefiihrt. Die Balken zeigen die Mittelwerte des Experiments, das im Drei-
fachansatz durchgefiithrt wurde. Der Standardfehler war so gering, dass Fehlerbalken bei der hier
verwendeten Skalierung nicht mehr sichtbar sind. B Ein Western Blot mit dem polyklonalen
Anti-Taps-Antikorper (1:100) zeigt die Proteinexpression in den verwendeten Zelllinien. Dersel-
be Blot wurde aufkerdem mit einem polyklonalen anti-3-Aktin- Antikérper (1:2000) inkubiert, um
die Menge und Qualitét der verwendeten Proteinextrakte zu bestimmen.

Proben von normaler, an Tumorgewebe grenzender Haut, von Keratoakanthomen und
Plattenepithelkarzinomen durchgefiihrt. Abbildung 4.9 zeigt, dass Taps in normaler Haut
in Keratinozyten des Stratum granulosum exprimiert wird und ein deutliches Signal in den
verhornten Bereichen des Keratoakanthoms und des Plattenepithelkarzinoms sichtbar ist
(griine Fluoreszenz). In unverhornten, dedifferenzierten Arealen des PEK konnte jedoch

kein Taps nachgewiesen werden.
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Abb. 4.9: Expression von Taps im humanen Plattenepithelkarzinom. Indirekte
Immunfluoreszenz-Analyse mit dem polyklonalen Anti-Taps-Antiserum (1:400) zeigte die Ex-
pression von Taps-Protein (griines Signal) im Stratum granulosum der normalen Haut, die an
das Tumorgewebe angrenzt (A), im Keratoakanthom (B), sowie in verhornten (C), jedoch nicht
in unverhornten Bereichen des Plattenepithelkarzinoms (D). Die Farbung wurde mit einem
Alexa488-gekoppelten Sekundédrantikorper (1:500, griin) sichtbar gemacht und die Kerne mit
H33342 (1 pg/ml, blau) gegengeférbt. Die Bilder wurden mit einem Fluoreszenzmikroskop auf-
genommen. (Grofenmarker: 100 pm.)

Um zu iiberpriifen, ob dieses Expressionsmuster von Taps (Abb. 4.9) allgemein giiltig
ist, wurde die Expressionsanalyse auf eine grofere Anzahl von Tumoren ausgeweitet. Es
wurden zwei sogenannte Gewebe-Mikroarrays (TMAs) in einer immunhistochemischen
Analyse mit dem Anti-Taps-Antikorper verwendet, die Proben von 77 Plattenepithel-
karzinomen bzw. Gewebeproben normaler Haut (16 Proben), aktinischer Keratosen (32
Proben), von in situ-Karzinomen (26 Proben) und von Basaliomen (7 Proben) enthielten.

Die immunhistochemische Farbung der TMAs mit dem Taps-spezifischen Antikorper
ergab eine deutliche Farbung differenzierter Zellen der normalen Haut und der aktinischen
Keratose, die iibrigen Zellen zeigten nur eine sehr geringe Férbung (Abb 4.10A; weitere
Daten nicht gezeigt). Im Basaliom war keine spezifische Farbung fiir Taps in Tumora-
realen zu erkennen (Abb. 4.10B). Bei den Plattenepithelkarzinomen (PEK) konnte eine
starke Farbung verhornter Zellen im gut differenzierten PEK (Abb. 4.10C) nachgewiesen
werden, wihrend in der Tumorprobe des gering differenzierten PEK keine spezifische Fér-
bung fiir Taps erkennbar war (Abb. 4.10D). Die hier abgebildeten Beispiele fiir die unter-
schiedlichen Tumorproben sind reprisentativ fiir alle auf den TMAs vorhandenen Proben

eines Tumortyps. Zusammenfassend bestéitigen diese Daten, dass eine Taps-Expression
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Abb. 4.10: Expression von Taps in humanen primalignen und malignen Lisionen der
Haut. Eine immunhistochemische Analyse mit dem polyklonalen Anti-Taps-Antiserum zeigt die
Expression von Taps-Protein (dunkelbraunes Signal) im Stratum granulosum der aktinischen Ke-
ratose (A) und in verhornten Bereichen eines gut differenzierten Plattenepithelkarzinoms (PEK)
(C). Im Basaliom (B) und in einem gering differenzierten PEK (D) ist keine spezifische Farbung
nachweisbar. Die TMAs wurden nach der immunhistochemischen Féarbung mit Himatoxylin und
Eosin zur Visualisierung der Zellkerne und des Zytoplasmas gegengefiarbt. (Grofenmarker: 50

pm.)

auf gut differenzierte Bereiche der normalen Haut und jener Hautldsionen beschriankt ist,
bei denen noch eine Differenzierung der Zellen stattfindet. In gering bis undifferenzier-
ten Bereichen eines PEK oder eines Basalioms kann keine Taps-Expression nachgewiesen

werden.
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4.6 Expression von Taps-Protein in nicht-neoplastischen
Hautlasionen

Taps wird den bisherigen Erkenntnissen zufolge in differenzierenden Zellen mehrschichti-
ger, unverhornter Epithelien, in der Haut und in benignen und malignen Tumoren expri-
miert, die noch differenzierte Bereiche aufweisen.

Um die Hypothese zu iiberpriifen, dass die Expression von Taps in Hauttumoren Zei-
chen einer gestorten Differenzierung und nicht einer neoplastischen Transformation ist,
wurden nicht-neoplastische Hautldsionen, bei denen die terminale Differenzierung gestort
ist, mittels Immunfluoreszenz-Farbung auf Taps-Expression untersucht. Zu den untersuch-
ten Lésionen gehorten Psoriasis (Schuppenflechte), Lichen ruber, Ekzem und aktinische
Keratose. Von mehreren Proben jeden Typs wurden Gewebeschnitte (Paraffin, 10 pm)
hergestellt und zur histologischen Begutachtung mit Himatoxylin und Eosin gefarbt. Dar-
iiber hinaus wurden Immunfluoreszenz-Farbungen mit dem Taps-spezifischen Antikorper
und einem Cy3-gekoppelten (rot) Sekundéarantikorper angefertigt. In allen Hautlésionen
zeigte sich eine starke Farbung in Keratinozyten des Stratum granulosum (Abb. 4.11B,
D, F, H; rote Fluoreszenz). Dariiber hinaus konnte bei Psoriasis eine zusétzliche Féarbung
im Stratum corneum nachgewiesen werden (Abb. 4.11B).

Die Schlussfolgerung aus diesem Experiment ist, dass die Expression von Taps an die

Anwesenheit eines histologisch erkennbaren Stratum granulosum gekoppelt ist.

4.7 Transkriptionelle Regulation der Taps-Expression

Die Expression von Taps wird nach Behandlung der Maushaut mit dem Tumorpromotor
TPA stark induziert (s. Abschnitt 4.4.1). Ein Transkriptionsfaktor, der mafgeblich an der
Genexpression nach TPA-Behandlung beteiligt ist, ist AP-1 (s. Abschnitt 1.2.1).

Um einen Hinweis darauf zu erhalten, ob AP-1 auch an der transkriptionellen Regulati-
on der Taps-Expression nach TPA-Behandlung beteiligt ist, wurde Maus-Riickenhaut mit
Azeton (Ko), TPA oder einer Kombination aus TPA und Dexamethason (T+D) behan-
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Abb. 4.11: Expression von Taps in humanen Hautlidsionen. Indirekte Immunfluoreszenz-
Analyse mit dem polyklonalen Anti-Taps-Antiserum (1:400) zeigte die Expression von Taps-
Protein (rotes Signal) im Stratum granulosum in verschiedenen Hautlésionen wie Psoriasis (B),
Lichen ruber (D), im Ekzem (F) und in aktinischer Keratose (H). Die Kerne wurden mit H33342
gefarbt (1pg/ml, blaues Signal). Die HE-Férbungen (A, C, E und G) zeigen eine geringere
Vergrofserung des entsprechenden Immunfluoreszenzbildes. Die schwarzen Rechtecke markieren
jeweils den Bereich, der in der Immunfluoreszenz vergrofert dargestellt ist. (Grofenmarker: 100
pm (HE), 50 pm (IF)).



KAPITEL 4. ERGEBNISSE 78

delt. Dexamethason ist ein synthetisches Glukokortikoid, das TPA-induzierte Hyperplasie
und Entziindungsreaktionen blockiert, indem es mit der Funktion von AP-1 aber auch
anderen Transkriptionsfaktoren interferiert [50],|62].

Die Behandlung der Maushaut mit Azeton fiihrte nicht zu einer Verédnderung der ba-
salen Taps-Expression. Die Applikation von TPA und Dexamethason fiihrte zu einer ver-
minderten Induktion von taps-mRNA im Vergleich zu einer Behandlung mit TPA allein,
was mittels eines Northern Blots gezeigt werden konnte (Abb. 4.12A, wt). Dieses Ergeb-
nis lieferte den ersten Hinweis darauf, dass AP-1 an der transkriptionellen Regulation der
taps-Expression beteiligt sein konnte. Um diese Annahme weiter zu untermauern, wurden
c-Fos defiziente Mause mit Azeton, TPA bzw. TPA und Dexamethason behandelt. Der
anschliefsend durchgefiihrte Northern Blot mit RNA aus Riickenhaut dieser Méuse ergab,
dass die basale taps Expression mit der Expression in Wildtyp-Mausen vergleichbar war.
Eine Induktion der Expression in c-Fos-defizienten M&usen nach TPA-Behandlung konnte
jedoch nicht nachgewiesen werden (Abb. 4.12A, fos™/).

Diese Erkenntnisse zur mRNA-Expression wurden mit dem Taps-spezifischen Antikor-
per und Gewebeschnitten der Riickenhaut in einer indirekten Immunfluoreszenz-Farbung
auf Proteinebene verifiziert. Abbildung 4.12B belegt, dass in c-Fos-defizienten M#usen
keine Induktion der Expression nach TPA-Behandlung stattfindet, wihrend bei Wildtyp-
Maéausen, die als Kontrolle dienten, eine deutliche Induktion der Expression erkennbar ist
(vergl. Abb. 4.12B, TPA). Nach Applikation von TPA und Dexamethason konnte weder in
Wildtyp-Mausen noch c-Fos-defizienten Mausen eine erhohte Taps-Expression detektiert
werden.

Diese Ergebnisse belegen, dass c-Fos ein AP-1-Mitglied ist, das an der transkriptionel-
len Regulation der Taps-Expression nach einem TPA-Stimulus beteiligt ist, jedoch keinen
Einfluss auf die basale Taps-Expression hat. Dies konnte durch ISH-Analysen mit der
Taps-spezifischen Probe auf Gewebeproben (Haut, Zunge, Osophagus) von Wildtyp- und
c-Fos-defizienten Mausen bestitigt werden (Daten nicht gezeigt).

Durch eine detaillierte Inspektion der Promotor-Region des taps-Gens konnte eine

in Mensch und Maus konservierte AP-1-Bindestelle (TRE-Motiv) identifiziert werden.
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Abb. 4.12: Taps-Expression nach TPA-Behandlung ist c-Fos-abhingig. Die Riicken-
haut von Wildtyp (wt) und c-Fos-defizienten Miusen (fos~/~) wurde mit Azeton (Kontrolle),
TPA oder TPA und Dexamethason (TPA + Dex) behandelt. Die Tiere wurden 6 Stunden nach
der Behandlung getotet und Hautproben zur RNA-Priparation und Northern Blot-Analyse ver-
wendet oder fiir Paraffinschnitte vorbereitet. A Fiir die Analyse der mRNA-Expression wurde
die Gesamt-RNA in einem Northern Blot mit einer 32P-markierten Taps-spezifischen Probe hy-
bridisiert. Als Kontrolle der RNA-Qualitdt und -quantitit diente eine Hybridisierung mit einer
spezifischen Probe gegen 18S-rRNA. Dieser Northern Blot wurde von Dr. U. Breitenbach zur
Verfiigung gestellt. B Die Schnitte wurden einer indirekten Immunfluoreszenz mit dem Taps-
spezifischen Antiserum (1:400) und einem Cy3-gekoppelten Anti-Kaninchen-Sekundérantikorper
(1:500) unterzogen und mit einem Fluoreszenzmikroskop analysiert. Die Gegenfarbung der Zell-
kerne erfolgte mit H33342 (1pug/ml, blau). Der Gréfsenmarker entspricht 50 pm.

Im Taps-Promotor der Maus liegt diese potentielle Bindestelle 297 Basenpaare vor dem
Transkriptionsstart (Abb. 4.13 A).

Um festzustellen, ob AP-1-Dimere an das potentielle TRE-Motiv im Taps-Promotor
binden, wurde eine Proteinbindungs-Studie (FElectromobility Shift Assay (EMSA)) mit
Kernextrakten aus TPA- und kontrollbehandelten (- TPA) PMK-R3-Keratinozyten durch-

gefiihrt. Fiir den Bindungsassay wurden verschiedene Oligomere verwendet: Ein Kontroll-
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TRE aus dem Promotor des murinen kollagenase-3-Gens, das identifizierte Taps-TRE,
ein mutiertes Taps-TRE (Mut-TRE) und als Kontrolle fiir die Qualitit und Quantitét
der Kernextrakte ein Oligomer mit der Bindungsstelle fiir das Oct1-Protein (Oct, 4.13B).

A
TGAGTCA Ko-TRE  Taps-TRE Mut-TRE Oct
ACTCAGT
—297bp TPA - . - . -,
—>
— e
i
B D - TPA 4+ TPA
. , S = m A 2 . m A
Ko.TRE 5 - AGCTAAAGTGGI GACTCATCACTAT - 3 _ E £ g B = =
o- 3’ _ TTTCACCACTGAGTAGTGATATCGA - 5’ g SR = & 3 s A
g 8 3 S g 3 3 3
Tans TRE 5 - AGCTGAATGTA GAGTCACCTTATC - 3
aps-TRE 3’ - CTTACATACTCAGTGGAATAGTCGA - 5’
5 - AGCTGAATGTATGGCGCACCTTATC - 3’
Mut-TRE 3’ — CTTACATACCGCGTGGAATAGTCGA - 5’
. 5 - GCGGACCTGGGTAATTTGCATTTCTAAAAT - 3’
3’ - TGGACCCATTAAACGTAAAGATTTTAGGCG - 5’

Abb. 4.13: JunB bindet an eine AP1-Bindestelle im Taps-Promotor. A Schematische
Darstellung des murinen Taps-Promotors. Der Promotor enthélt eine potentielle AP-1-Bindestelle
(TRE) 297 Basenpaare vor dem Transkriptionsstart. B In wvitro-Proteinbindungs-Assay mit
Kernextrakten aus kontroll(-)- und TPA(+)-behandelten PMK-R3-Zellen mit Oligonukleotiden,
die die potentielle AP-1-Bindestelle enthalten. Als Positivkontrolle fiir die Bildung der AP-1-
Komplexe dienten Oligonukleotide mit dem TRE aus dem Promotor des Maus-kollagenase-3-
Gens, als Negativkontrolle dienten Oligonukleotide mit einem mutierten TRE im gleichen Kon-
text wie bei dem zu testenden TRE. C Supershift-Assay: Hierbei wurden die Kernextrakte vor
der Inkubation mit dem TRE-Primer aus dem murinen Taps-Promotor (s. B) mit spezifischen
Antikorpern (a-cJun, a-JunB, a-JunD) gegen verschiedene AP-1-Untereinheiten 30 Minuten auf
Eis vorinkubiert.

Der durchgefiihrte EMSA bewies durch das Signal in den Spuren des Kontroll-TRE
(Ko-TRE) aus dem Promotor der humanen Kollagenase-3, dass bindungsfihige AP-1-

Komplexe in den Extrakten vorhanden waren und dass nach TPA-Behandlung eine deut-
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liche Induktion der Bindungsaktivitiat auftritt. Ein vergleichbares Bild ergab sich mit dem
potentiellen TRE aus dem Taps-Promotor. Im Gegensatz dazu kénnen an die mutierte
AP-1-Bindungsstelle tatsichlich keine AP1-Komplexe mehr binden (Abb. 4.13B).

Das Ergebnis des FMSA unterstiitzt also die Hypothese, dass der Transkriptionsfaktor
AP-1 die TPA-induzierte transkriptionellen Regulation von Taps vermitteln kann. Um
einen Hinweis auf den Dimerisierungspartner von c-Fos zu erhalten, wurden Supershift-
Assays mit Kernextrakten von TPA- bzw. kontroll-behandelten PMK-R3-Keratinozyten
in Anwesenheit von spezifischen Antikorpern gegen Jun-Untereinheiten (c-Jun, JunB und
JunD) durchgefiihrt. Die Bindung eines Antikorpers an den TRE-AP-1-Komplex bewirkt
dabei eine verdnderte Wanderung des TRE-AP-1-Komplexes im Gel.

Mit dieser Methode konnte nachgewiesen werden, dass JunB im AP-1-Komplex am
Taps-TRE enthalten ist. Im Gegensatz dazu konnte eine Beteiligung von JunD oder c-Jun
nicht detektiert werden (Abb. 4.13C).

Somit scheint die TPA-induzierte Taps-Expression in Keratinozyten hauptséchlich
tiber c-Fos/JunB-Dimere vermittelt zu werden.

Fiir den Nachweis der Beteiligung von JunB an der TPA-induzierten Taps-Expression
in vivo wurden JunB~/~ubi-JunB-Miuse [114, 115] verwendet. In dieser Mauslinie wird
die embryonale Letalitit des JunB-knockouts durch die Expression eines JunB-Transgens
unter der Kontrolle des humanen Ubiquitin C-Promotors kompensiert. Im adulten Ge-
webe der Maus ist der Ubiquitin-Promotor in einigen Geweben, u.a. der Haut, fast voll-
stdndig inaktiv, so dass diese Gewebe dann nur minimale JunB-Mengen aufweisen. Die
Riickenhaut dieser Mause wurde mit TPA behandelt, sechs Stunden nach der Applikation
préapariert, fixiert und in Paraffin eingebettet.

In einer indirekten Immunfluoreszenz- Analyse wurden Gewebeschnitte einer Wildtyp-
Maus (Azeton-behandelt und sechs Stunden nach TPA), einer c-Fos-defizienten Maus
(sechs Stunden nach TPA) und der JunB~/~ /ubiJunB-Maus (sechs Stunden nach TPA)
mit dem Taps-spezifischen Antikorper inkubiert. Die Analyse der Farbungen zeigte er-
neut die geringe basale Taps-Expression in der Haut der unbehandelten Wildtyp-Maus
und die deutliche Induktion der Taps-Expression nach Applikation von TPA (Abb. 4.14,
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Abb. 4.14: Taps-Expression nach TPA-Behandlung in Fos (fos/~)- und JunB
(junB~/~ubi-JunB)-defizienten Miusen Wildtyp (wt)-, c-Fos-defiziente (fos™/~) und JunB-
defiziente (junB~/~ubi-JunB) Miuse wurden mit TPA behandelt und die Riickenhaut 6 Stunden
nach der Behandlung prapariert. Die Haut wurde in Paraffin eingebettet und 6 pm-dicke Ge-
webeschnitte hergestellt. Kine indirekte Immunfluoreszenz-Féarbung mit dem Taps-spezifischen
Antiserum wurde durchgefithrt wie in Abb. 4.6 beschrieben. Als Kontrolle diente die kontroll-
behandelte Riickenhaut einer Wildtyp-Maus. Der Gréflenmarker entspricht 50 pum.

obere Reihe). Die Stirke des Immunfluoreszenz-Signals in c-Fos-defizienter Haut nach
TPA-Behandlung bestétigte die zuvor bereits beschriebene fehlende Induktion der Taps-
Expression in diesen M#usen (s. Abb. 4.12). Abbildung 4.14 macht auch deutlich, dass in
JunB-defizienten Miusen (JunB~/~ /ubi-JunB) nach TPA-Behandlung keine Verstiirkung
der Taps-Expression iiber das basale Niveau heraus erfolgt.

Dieses Experiment belegt, dass in vivo JunB neben c-Fos an der TPA-induzierten

Taps-Expression in der Haut beteiligt ist.

4.8 Expression von Taps-Varianten

Taps wird in verschiedenen Varianten intra- und extrazelluldr exprimiert [99], deren Ent-
stehung bisher ungeklart war. Da das taps-Gen keine Introns enthilt, konnte ausgeschlos-
sen werden, dass es sich um Spleifsvarianten handelt. Es war ebenfalls bekannt, dass im
offenen Leseraster von taps ein zweiter potentieller Translationsstart vorhanden ist. Um

zu iiberpriifen, ob eine der detektierten Varianten durch Verwendung dieses alternati-
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ven Startkodons entsteht, wurde ein Expressionsplasmid kloniert, welches das offene Le-
seraster von taps ab dem potentiellen zweiten Translationsstart enthélt (hTapsAATGI).
Anschliefend wurden HT1080-Zellen transient mit den Vektoren pcDNA3.1-hTaps und
pcDNA3.1-hTapsAATG1 (Abb. 4.15 A) transfiziert. In beiden Vektoren ist das offene Le-
seraster fiir Taps an einen Myc/His-tag gekoppelt und steht unter der Kontrolle des viralen
CMV-Promotors. Als Kontrolle wurden HT1080-Zellen mit einem pcDNA3.1-Leervektor
transfiziert.

Der Nachweis der Taps-Expression in HT1080-Zellen erfolgte durch Western Blot-
Analyse. Hierfiir wurden Zellextrakte und Kulturiiberstdnde der transfizierten Zellen einer
Affinitdtschromatographie unterzogen, bei welcher der an Taps gekoppelte Polyhistidin-
tag an Kobaltionen bindet, die an einen immobilisierten Chelator gebunden sind ( Talon-
beads). Durch diese Affinitdtschromatographie konnte Taps iiber den His-tag aufgereinigt
und die verschiedenen Varianten im Western Blot iiber den Myc-tag mit Hilfe eines mo-
noklonalen Anti-Myc-Antikorpers nachgewiesen werden (Abb. 4.15B).

Der Western Blot zum Nachweis von Taps in Zellextrakten und Kulturiiberstinden
zeigte Taps-spezifische Banden in den Proben der mit pcDNA3.1-hTaps und pcDNA3.1-
hTapsAATGI transfizierten Zellen, nicht jedoch in der Leervektor-Kontrolle. In den Zell-
extrakten konnten fiir hTaps drei spezifische Banden unterschiedlicher Gréfe identifiziert
werden, fiir hTapsAATGI1 jedoch nur eine Bande (*). Ein Vergleich mit dem Grofen-
standard ergab fiir die grofte Bande ein Molekulargewicht von ca. 49 kDa (hTaps49), fiir
die mittlere Bande ein Molekulargewicht von ca. 43 kDa (hTaps43) und fiir die kleinste
Bande ein Gewicht von ca. 37 kDa (hTaps37). Die kleinste Variante wurde als einzige in
den pcDNA3.1-hTapsAATG1 transfizierten Zellen detektiert. Im Uberstand der hTaps-
transfizierten Zellen konnten zwei Varianten nachgewiesen werden: Eine Bande von ca. 47
kDa (hTaps47) und eine Bande von ca. 37 kDa (hTaps37). Fiir hTapsAATG1 war auch
hier nur die Variante hTaps37 detektierbar (Abb. 4.15C).

Dieses Experiment bestéitigte die Hypothese, dass Taps37 durch die Proteinsynthese
an einem alternativen Translationsstarts gebildet wird. Dies wurde zusitzlich bestatigt

durch Transfektionsexperimente mit einem Expressionsplasmid, in dem der zweite Trans-



KAPITEL 4. ERGEBNISSE 84

lationsstart im offenen Leseraster fiir taps mutiert wurde. Die damit transfizierten Zellen
exprimieren keine hTaps37-Variante (B. Hartenstein, personliche Mitteilung).

In transienten Transfektionen von HeLa- und HEK293-Zellen mit den Konstrukten, die
das offene Leseraster fiir humanes bzw. murines Taps (hTaps bzw. mTaps) beinhalten,
konnten die Ergebnisse zur Taps-Expression in HT1080-Zellen iiberpriift und bestatigt
werden. Dariiber hinaus konnten in diesen Epithelzellen zwei weitere Varianten von 28
kDa (Taps28) und 14 kDa (Tapsl4) Molekulargewicht detektiert werden. Dabei wurde
aukerdem deutlich, dass in hTapsAATGI1-transfizierten Zellen préferentiell die Variante
Tapsl4 gebildet wird (Abb. 4.16).

4.9 Taps ist eine funktionelle Aspartylprotease

Aufgrund der bereits genannten Sequenzhomologie (vergl. Abschnitt 4.1) wurde vermutet,
dass Taps eine funktionelle Aspartylprotease sein konnte. Fiir andere eukaryontische und
retrovirale Aspartylproteasen wie z.B. Cathepsin D und die HIV-Protease ist die Bildung
verschiedener Varianten durch Autoproteolyse beschrieben [20, 130]. Aus diesem Grund
stellte sich die Frage, ob auch im Falle von Taps einige der genannten Proteinvarianten
durch Autoproteolyse entstehen.

Zur Beantwortung dieser Frage wurde eine Taps-Mutante kloniert, bei der durch ge-
zielten Austausch der Aminosdure Aspartat im aktiven Zentrum der Protease eine pro-
teolytisch inaktive Variante entsteht.

Zur Generierung einer proteolytisch inaktiven Mutante von Taps wurde in einer PCR-
Reaktion aus der Sequenz fiir humanes Taps mit Oligonukleotiden (Primer) ein Fragment
amplifiziert, bei dem durch die Wahl der Primer die Basensequenz durch den Austausch
zweier Basen verdndert wurde. Das PCR-amplifizierte Fragment ersetzte im pcDNA3.1-
hTaps-Vektor den Teil der Sequenz, in dem der kodierende Bereich fiir das aktive Zen-
trum liegt. Der Austausch der beiden Basen fiihrte bei Translation dieser mRNA zu ei-

nem Aminosdureaustausch im aktiven Zentrum: Aspartat wurde durch Asparagin ersetzt

(hTaps(D212N)) (s. Abb. 4.15B, unten).
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Abb. 4.15: HT1080-Fibrosarkomzellen exprimieren drei intrazellulire und eine ex-
trazellulire Variante von Taps. A HT1080-Zellen wurden mit drei verschiedenen Expres-
sionsplasmiden transfiziert: Einem Leervektor (pcDNA3.1-Myc/His(C), oben), einem hTaps-
Vektor, der das offene Leseraster von Taps enthélt (pcDNA3.1-hTaps-Myc/His, Mitte) und ei-
nem hTapsAATGI1-Vektor (pcDNA3.1-hTapsAATG1-Myc/His, unten), dessen Leseraster erst
am zweiten Startkodon beginnt. B Die oberen beiden Schemazeichnungen zeigen die erwarteten
Proteinvarianten fiir hTaps und hTapsAATG1 mit der als griine Box markierten Proteasedo-
méne. Das untere Schema zeigt die proteolytisch inaktive Taps-Mutante hTaps(D212N). Die
Kennzeichnung ,D212N“ markiert die Stelle des Aminosdureaustauschs von Aspartat zu As-
paragin. C Fiir den Western Blot wurden Zellextrakte und Kulturiiberstinde mit Talonbeads
inkubiert, um rekombinantes Taps anzureichern. Die Membran wurde mit einem monoklonalen
Anti-Myc-Antikorper (1:2000) inkubiert.
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Um herauszufinden, ob die Mutante hTaps(D212N) proteolytisch inaktiv ist, wur-
den HelLa-Zellen transient mit den Expressionsplasmiden fiir hTaps und hTaps(D212N)
(Abb. 4.15A und B) transfiziert. Als Kontrolle diente der pcDNA3.1-Leervektor. Von den
transfizierten Zellen wurden Extrakte hergestellt, die ebenso wie die Zellkulturiiberstin-
de affinitdtschromatografisch aufgereinigt und im Western Blot analysiert wurden. Zur
Detektion diente hier der Anti-Taps-Antikorper (s. Abschnitt 4.2). Auf dem Blot wurden
durch den Antikorper in dem Extrakt und dem Uberstand der hTaps-transfizierten Zellen
alle bekannten Taps-Varianten detektiert. Im Extrakt der mit der Mutante hTaps(D212N)
transfizierten Zellen konnten die Varianten h'Taps49, hTaps43 und hTaps37, nicht jedoch
die Variante hTaps28, nachgewiesen werden. Im Uberstand dieser Zellen war ein starkes
Signal fiir hTaps47 und schwéchere Signale fiir hTaps43 und hTaps37 detektierbar. Auch
hier konnte die hTaps28-Variante nicht nachgewiesen werden (Abb. 4.16 A). Durch dieses
Experiment konnte also gezeigt werden, dass die proteolytisch inaktive Taps-Mutante
hTaps(D212N) die hTaps28-Variante nicht bilden kann. Demnach handelt es sich bei
Taps um eine funktionell aktive Aspartylprotease, deren Protein-Varianten hTaps28 und
hTaps14 durch Autoproteolyse entstehen konnen.

Taps muss, dhnlich den retroviralen Aspartylproteasen, dimerisieren, um eine funk-
tionsfdhige Protease mit zwei Proteasedoménen im aktiven Zentrum zu bilden. Eine
solche Dimerisierung von Taps konnte bereits mit mehreren sdulenchromatografischen
Experimenten bestétigt werden (|99] und Daten nicht gezeigt). Um herauszufinden, ob
die Expression des mutierten Taps die autoproteolytische Aktivitdt von Taps inhibieren
kann und damit dominant-negativ wirkt, wurden HEK293-Zellen transient mit Leervek-
tor alleine, Leervektor und hTaps(D212N), hTapsAATG1 alleine oder hTapsAATG1 und
hTaps(D212N) transfiziert. Eine solche Hemmung wére denkbar, wenn in der Zelle Dimere
aus mutiertem und funktionsfihigem Taps gebildet werden.

Im Western Blot mit affinitdtschromatografisch gereinigten Extrakten konnte in Zel-
len, die nur mit hTapsAATG1 transfiziert wurden, ein deutliches Signal fiir die hTaps14-
Variante nachgewiesen werden. In Zellen, die mit einer Kombination aus hTapsAATG1

und der Mutante hTaps (D212N) (1:1) transfiziert wurden, ist hTaps14 kaum noch de-
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Abb. 4.16: Nachweis der Proteaseaktivitit von Taps. A Western Blot mit Proteinextrak-
ten und Uberstinden von transient transfizierten HEK293-Zellen nach Talonbead-Inkubation.
Transfiziert wurden der Leervektor (1 und 4), hTaps (2 und 5) und hTaps(D212N) (3 und 6),
die Mutante, bei der das Aspartat in der Protease-Doméne des Proteins gegen Asparagin ausge-
tauscht wurde. Die verschiedenen Taps-Varianten wurden mit dem Anti-Taps-Antikérper (1:100)
detektiert. B Western Blot mit Proteinextrakten von transient transfizierten HEK293-Zellen.
Hier wurden der Leervektor oder der hTapsAATG1-Vektor jeweils alleine oder in Kombination
mit dem hTaps(D212N)-Vektor transfiziert. Die Extrakte wurden mit Talonbeads aufgereinigt
und die Taps-Varianten mit dem Anti-Taps-Antikorper (1:100) nachgewiesen.

tektierbar (Abb. 4.16B).
Dieses Experiment liefert den Nachweis dafiir, dass es sich bei der hTaps(D212N)-

Mutante tatsdchlich um eine dominant-negative Mutante handelt.

4.10 Lokalisation von Taps-Protein in Epithelzellen

Aufschluss iiber die intrazelluldre Lokalisation von Taps und damit Hinweise auf eine mog-
liche Funktion dieser Protease sollte ein hTaps-EGFP-Fusionsprotein liefern. Fiir dieses
Fusionsprotein wurde die kodierende Sequenz von hTaps in einen EGFP-Expressionsvektor
kloniert. In einem Pilotexperiment wurden HEK293-Zellen auf Deckgléschen ausgesit

und mit diesem Expressionsplasmid transfiziert. Als Kontrolle diente der Vektor pMSCV-
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IRES-EGFP, durch den EGFP allein in den Zellen exprimiert wird (Abb. 4.17). 72 Stun-
den nach der Transfektion wurden die Zellen mit Paraformaldehyd fixiert und mit Mo-
wiol auf Objekttrigern eingedeckt. Die Analyse der Lokalisation erfolgte an einem Laser-
Scanning-Mikroskop. Hierbei konnte fiir hTaps-EGFP eine Lokalisation an der Zellmem-
bran und in intrazelluldren Strukturen nachgewiesen werden. Im Nukleus konnte hingegen
kein Taps-EGFP-Signal detektiert werden. EGFP alleine war diffus in der Zelle verteilt
und an keine spezielle zelluldre Struktur gebunden (Abb. 4.18A).

>

*—_—l EGFP H pA I

> —

Abb. 4.17: Taps-EGFP-Expressionsplasmide. Zur Analyse der intrazelluliren Lokalisation
dienten Plasmide, iiber die ein Taps-EGFP-Fusionsprotein (hTaps-EGFP oder hTapsAATG1-
EGFP) exprimiert werden konnte. Als Kontrolle diente bei diesen Experimenten ein pMSCV-
IRES-EGFP-Vektor, bei dem EGFP (EGFP-Kontrolle) allein exprimiert wird.

Um die Identitat der zelluldren Struktur, in welcher Taps intrazellular lokalisiert
ist, zu analysieren, wurden Taps-EGFP-transfizierte Zellen indirekten Immunfluoreszenz-
Féarbungen mit Antikorpern gegen verschiedene zelluldre Proteine, die spezifisch fiir be-
stimmte Kompartimente sind, unterzogen.

Die indirekten Immunfluoreszenz-Analyse mit einem polyklonalen Antikérper gegen
die im Endoplasmatischen Retikulum (ER) lokalisierte Protein-Disulfid-Isomerase (PDI)
und einem Cy3-gekoppelten Anti-Ziege-Sekundirantikorper lieft das ER als rotes Signal
im Fluoreszenzmikroskop sichtbar werden (Abb. 4.18B). Die Einzelaufnahmen der Im-
munfluoreszenz auf PDI (a und d) und der Fluoreszenz von EGFP bzw. hTaps-EGFP
(b bzw. e) wurden elektronisch iibereinandergelegt (¢ und f). Das Ergebnis zeigt, dass
hTaps-EGFP im gleichen Kompartiment der Zelle, dem Endoplasmatischen Retikulum,
lokalisiert ist wie die Protein-Disulfid-Isomerase. In der entsprechenden Aufnahme (f)
wird ein deutliches gelbes Signal als Zeichen der Ko-Lokalisation in der Zelle erkennbar.

In kontroll-transfizierten Zellen wird durch die elektronische Uberlagerung des griinen
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(EGFP) und des roten (PDI) Signals nur ein leicht diffuses gelbliche Signal sichtbar, das
kein Zeichen einer Ko-Lokalisation ist. Fiir Marker gegen Mitochondrien- und lysosomale
Proteine konnte keine Ko-Lokalisation nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

Taps ist demzufolge intrazelluldr an der Zellmembran und im Endoplasmatischen Re-

tikulum lokalisiert.
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Abb. 4.18: Lokalisation von hTaps-EGFP in HEK293-Zellen. A In transient mit hTaps-
EGFP-Expressionsplasmiden transfizierten HEK293-Zellen wurde die Lokalisation von EGFP
(links) bzw. hTaps-EGFP mit Hilfe eines Laser-Scanning-Mikroskops dokumentiert. (Grofen-
marker: 10 pm) B EGFP- bzw. hTaps-EGFP-exprimierende HEK293-Zellen (a-c bzw. d-f) wur-
den in einer indirekten Immunfluoreszenz-Analyse mit einem Antikérper gegen PDI (1:50) inku-
biert. Die Detektion von PDI erfolgte durch einen Cy3-gekoppelten Sekundérantikorper (1:500)
(a bzw. d, rot). Die Lokalisation von EGFP bzw. hTaps-EGFP (griin) in denselben Zellen zeigen
die Bilder b und e, die Bilder ¢ und f die Addition beider Fluoreszenzen. (Grofenmarker: 25

pm)
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4.11 FEtablierung Taps-iiberexprimierender Mauskera-
tinozyten

Fiir funktionelle Untersuchungen zum Einfluss einer Taps-Uberexpression auf verschiedene
zellbiologische Parameter wurde die Keratinozyten-Zelllinie MCA3D, die endogen nur sehr
wenig Taps exprimiert, stabil mit den Expressionsplasmiden fiir hTaps und hTapsAATG1
transfiziert.

Zur Herstellung konstitutiv Taps-exprimierender Keratinozyten wurden diese mit den
entsprechenden Expressionsvektoren (pcDNA3.1-Leervektor, pcDNA3.1-hTaps,
pcDNA3.1-hTapsAATG1; Abb. 4.19A) transfiziert und anschliefend selektioniert. Nach
der Selektion wurden einzelne Klone etabliert und die stabile Integration der Plasmide
ins Genom iiber eine Southern Blot-Analyse iiberpriift (J. Hess, personliche Mitteilung).

In einer RT-PCR-Analyse wurden einzelne Klone auf ihre Expression des Taps-Kon-
strukts untersucht. In dieser Analyse konnte durch die Verwendung von Oligonukleotiden
fiir exogenes Taps nachgewiesen werden, dass alle verwendeten Klone mRNA fiir hTaps-
Myc/His bzw. hTapsAATG1-Myc/His exprimieren.

Jeweils zwei Zell-Klone, die im Western Blot die starkste Taps-Expression gezeigt
hatten, wurden fiir Experimente verwendet, die den Einfluss von Taps auf verschiedene

zelluldre Prozesse aufklaren sollten.

4.12 Einfluss der Taps-Expression auf zellulare
Prozesse

Die durchgefiihrten Analysen der Proliferation und der Migration ergaben in Taps- so-
wie TapsAATGI1-iiberexprimierenden Keratinozyten keinen Unterschied im Vergleich zu
Leervektor-transfizierten und Wildtyp-Zellen (Daten nicht gezeigt). die Expression von
Taps hat demzufolge keine Auswirkung auf diese beiden zellbiologischen Parameter.

In logarithmisch wachsenden Zellen konnte in den Taps-transfizierten MCA3D-Kerati-

nozyten eine veranderte Morphologie der Zellen festgestellt werden. Kontrollzellen zeigten
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Abb. 4.19: Expression von Taps-mRNA in stabil transfizierten MCA3D-
Mauskeratinozyten. A MCA3D-Keratinozyten wurden mit den Expressionsplasmiden fiir hu-
manes Taps (hTaps, oben) bzw. humanes Taps mit mutiertem erstem Startkodon (hTapsAATGI,
unten) transfiziert und durch Behandlung mit dem Antibiotikum G418 (Neomycin) auf die Zellen
selektioniert, die das Plasmid stabil in ihr Genom intergriert hatten. B RT-PCR auf cDNA von
Wildtyp-MCA3D, sowie stabil hTaps- und hTapsAATGI1-transfizierte MCA3D-Keratinozyten.
Die PCR zeigt durch die Wahl der Oligonukleotide spezifisch die Expression von exogenem Taps
(hTaps tg).

eine flache, epitheliale Morphologie und wuchsen als eine homogene Zellschicht mit zahl-
reichen Zell-Zell-Kontakten. Taps- und TapsAATG1-exprimierende Zellen hingegen waren
spindelférmig, bildeten weniger Zell-Zell-Kontakte zu benachbarten Zellen aus und wuch-
sen iibereinander (Daten nicht gezeigt). Eine Phalloidin-Farbung von 100% konfluenten
Zellen verdeutlichte den Phénotyp Taps-exprimierender Zellen: Wihrend Leervektor-trans-
fizierte Zellen, die Konfluenz erreichen, sehr dicht gepackt nebeneinander auf dem Glasp-
ldttchen wachsen und dabei immer kleiner werden (Abb. 4.20A), wachsen Taps-transfi-
zierte Zellen iiber Nachbarzellen hinweg (Abb. 4.20D, G).

Dieser Phianotyp wurde in klonal wachsenden Zellen besonders deutlich. 72 Stunden

nach dem Aussden der Zellen auf Deckgldschen wurden die Klone mit Paraformaldehyd fi-



KAPITEL 4. ERGEBNISSE 92

xiert und das Zytoskelett mit Alexa488-gekoppeltem Phalloidin sichtbar gemacht. Bei der
Auswertung im Fluoreszenzmikroskop war zu erkennen, dass Leervektor-transfizierte Zel-
len in Kolonien wuchsen (Abb. 4.20B), in denen bereits mikroskopisch ein enger Kontakt
zwischen Nachbarzellen sichtbar wurde. Taps-exprimierende Zellen dagegen bildeten in-
nerhalb eines Klons verstiarkt Filopodien aus und entfernten sich von ihren Nachbarzellen
(Abb. 4.20E, H).

Der fehlende Kontakt zwischen Taps-exprimierenden Zellen konnte durch einen Defekt
in der Zelladhésion, die durch E-cadherin vermittelt wird, erklart werden. Zur Analyse
der Zelladhdsion wurde auf denselben konfluenten Zellen eine indirekte Immunfluoreszenz-
Analyse mit einem polyklonalen Antikorper gegen E-cadherin durchgefiihrt. In dieser
Féarbung wurde in Kontroll-transfizierten Keratinozyten E-cadherin an der Zellmembran
detektiert (rote Fluoreszenz, Abb. 4.20 C). Im Gegensatz dazu ist E-cadherin in Taps-
exprimierenden Keratinozyten in der iiberwiegenden Zahl der Zellen eher zytoplasma-
tisch als membransténdig lokalisiert (Abb. 4.20F, I). Dies legt den Schluss nahe, dass
in Taps- und TapsAATGI1-exprimierenden Zellen die Zelladhésion durch eine verdnder-
te Lokalisation von E-cadherin verringert ist. In allen bisher genannten Experimenten
war der beobachtete Effekt in TapsAATGI1-exprimierenden Zellen etwas stérker als in
Taps-exprimierenden Keratinozyten, so dass fiir die nachfolgenden Analysen bevorzugt
TapsAATG1-exprimierende Klone verwendet wurden.

Die verringerte Menge an E-cadherin in den Zellmembranen Taps-iiberexprimierender
Zellen warf die Frage auf, ob nur die Lokalisation von E-cadherin an der Membran veran-
dert ist oder ob die Expression von Taps eine verminderte Bildung von E-cadherin in den
Zellen bewirkt. Diese Frage konnte mit Hilfe einer Western Blot-Analyse beantwortet wer-
den. Zellextrakte von Kontrollzellen (MCA3D wt), Leervektor-transfizierten Zellen und
zwei Klonen, die hTapsAATGI1 stabil {iberexprimierten, wurden elektrophoretisch aufge-
trennt. Der Blot wurde anschlieend mit einem polyklonalen Anti-E-cadherin-Antikorper
inkubiert. Auf der Hohe von 110 kDa wurde in Extrakten aus Taps-exprimierenden Zellen
eine etwa gleiche Menge an E-cadherin detektiert (Abb. 4.21, obere dicke Bande) wie in
Kontroll- und Leervektor-transfizierten Zellen. Da die Zell-Zell-Adhésion iiber E-cadherin
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Abb. 4.20: Exogene Taps-Expression bewirkt ein verindertes klonales Wachstum
und verminderte E-cadherin-Expression in den Zellmembranen. Taps-exprimierende
MCA3D-Keratinozyten wurden auf Deckgldschen ausgesit und einer Phalloidin-Férbung (A, B,
D, E, G und H, 1:40, griines Signal) bzw. einer indirekten Immunfluoreszenz-Farbung gegen
E-cadherin (C, F und I, 1:200, rotes Signal) unterzogen. Die Detektion von E-cadherin erfolgte
mit einem Cy3-gekoppelten Sekundarantikorper (1:500). Zur Visualisierung der Kerne wurden
die Zellen mit H33342 (1 ug/ml, blau) gegengefirbt. (Grofenmarker: 50 pum in den Bildern A,
D und G und 25 pm in den Bildern B-C, E-F und H-I.

auch von einer Bindung des E-cadherin-Proteins an [-catenin abhingig ist, wurde die Ex-
pression dieses Proteins auf derselben Membran mit einem polyklonalen Anti-3-catenin-
Antikorper getestet. Auch die Expression von [-catenin war diesem Blot zufolge in den

Taps-exprimierenden Zellen gegeniiber den Kontrollen nicht verindert (Abb. 4.21).

4.13 Generierung einer Taps-transgenen Mauslinie

Wie in vorangegangenen Abschnitten (Abschnitte 4.3, 4.5.1, 4.6) bereits dargelegt wurde,
wird Taps endogen spezifisch in mehrschichtigen unverhornten Epithelien, Keratinozy-

ten der Haut, Haarfollikeln und Talgdriisenzellen exprimiert. Die Expression konnte aus-
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Abb. 4.21: Die E-cadherin-Gesamtmenge ist in Taps-transfizierten Zellen unverin-
dert gegeniiber Wildtyp-Zellen. Western Blot mit Proteinextrakten aus MCA3D-Wildtyp-
Zellen (MCA3D wt), Leervektor-transfizierten Zellen und hTapsAATG1-iiberexprimierenden Zel-
len. Die Membran wurde mit polyklonalen Antikérpern gegen E-cadherin (1:500), (-catenin
(1:500), und B-Aktin (1:2000) sowie dem monoklonalen Antikérper gegen Myc (1:2000) inku-
biert. Der Nachweis von (3-Aktin diente hierbei als Maf fiir die Qualitit und die Quantitat der
Proteinextrakte.

schlieflich in suprabasalen Zellen nachgewiesen werden, was auf eine wichtige Funktion
in der terminalen Differenzierung von Epithelzellen hindeutet. Um die Rolle von Taps
bei der Differenzierung und Homdostase von Epithelien zu untersuchen, wurden Taps-

iiberexprimierende transgene Mauslinien generiert.

4.13.1 Ubiquitire Uberexpression von Taps

Zur Untersuchung der ektopischen Taps-Uberexpression in der Maus, wurde zuerst der
Ansatz einer induzierbaren Uberexpression gewihlt, da nicht ausgeschlossen werden konn-
te, dass Taps-Uberexpression einen Einfluss auf die Embryonalentwicklung der Maus hat.

Fiir diesen Transgenansatz wurde ein Konstrukt kloniert, bei dem die Expression eines
Taps-Myc/His-Fusionsproteins unter der Kontrolle des humanen Ubiquitin C-Promotors
(h-ubi C) steht (von B. Hartenstein zur Verfiigung gestellt). Dieser Promotor wurde be-
reits friiher erfolgreich fiir die Uberexpression von JunB verwendet [114]. In dem Transgen-
Konstrukt (ubi-lacZ?"/f-mTapsMyc/His) liegt dariiber hinaus ein von LoxP-Stellen flan-
kiertes (3-Galaktosidase-Gen mit einer Translations-STOP-Sequenz zwischen Promotor

und taps-Gen. Die Entfernung dieser Genkassette iiber die Cre-Rekombinase ist notwen-
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dig, um die transgene Taps-Expression zu ermdoglichen (Abb. 4.22).
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Abb. 4.22: Ubiquitire Uberexpression von Taps durch den hUbiquitin C-Promotor.
In diesem induzierbaren Transgen-Konstrukt steht die Expression von Taps unter der Kontrolle
des humanen Ubiquitin C-Promotors (h-ubi C). Der taps-cDNA-Sequenz (mTaps) voran geht
das Gen fiir G-Galaktosidase (LacZ), das von zwei LoxP-Stellen flankiert wird und ein Stop-

kodon beinhaltet. Bei der Rekombination des Lokus durch eine Cre-Rekombinase wird das (-
Galaktosidase-Gen inklusive des Stopkodons entfernt. Das Taps-Protein trégt nach Translation
dieses Konstrukts den Myc/His-tag, der eine Aufreinigung des Proteins iiber Talonbeads und
Detektion mit Hilfe des Myc-Antikorpers ermdglicht.

Die Funktionsfahigkeit des Transgenkonstruktes wurde zunéchst in Transfektionsex-
perimenten in Zellen iiberpriift. Die Expression des Taps-Transgens konnte dabei nur in
Zellen nachgewiesen werden, in denen das ubi-lacZ///-mTaps und ein Cre-Rekombinase
Expressionsplasmid ko-transfiziert wurde. In Abwesenheit der Cre-Rekombinase war keine
Taps-Expression detektierbar (J. Hess, personliche Mitteilung). Nach dem erfolgreichen
Test des Transgenkonstruktes in der Zellkultur wurde das Konstrukt unter Mithilfe der
Transgeneinheit des DKFZ in die Vorkerne befruchteter Oozyten injiziert und zunéchst

fiinf ubi-LacZ///"-mTaps-transgene C57/BL6-Mauslinien etabliert.

Herstellung der ubi-Taps Mauslinie

Die ubi-LacZ//f-mTaps transgenen Tiere wurden mit Miusen verpaart, die ein Transgen
fiir die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des viralen CMV-Promotors trugen. Gewe-
beproben von zahlreichen Organen wurden aus den daraus resultierenden Nachkommen
prapariert und zur Analyse der Taps-Transgenexpression auf mRNA- und Proteinebene
verwendet. Die Zucht der Mauslinien, bei deren Nachkommen keine Expression des Taps-

Transgens auf mRNA- und Proteinebene nachweisbar war, wurde eingestellt. In zwei der
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fiinf Mauslinien konnte eine Expression des Transgens in mehreren Organen (v. a. Le-
ber und Gehirn) nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Es wurde festgestellt, dass
die Anzahl Nachkommen bei transgenen und Wildtyp-Méuse etwa gleich war und sowohl
transgene als auch Wildtyp-Tiere geboren wurden. Daher kann angenommen werden, das
die Aktivitat des Ubiquitin-Promotors wihrend der Embryonalentwicklung und die damit
einhergehende ubiquitdre Expression von Taps keinen Einfluss auf die Entwicklung der
transgenen Méuse hatte (Daten nicht gezeigt). Daher wurden die Nachkommen einer Linie
ein zweites Mal mit M&usen verpaart, die das Transgen fiir die Cre-Rekombinase besa-
flen, um eine Deletion der LacZ-Kassette in der Keimbahn zu erreichen. Die Nachkommen
dieser Zucht begriindeten die sogenannte ubi-mTaps-Linie und zeigten die Expression des

Taps-Transgens selbst in der Abwesenheit der Cre-Rekombinase.

Mausentwicklung und Phéinotyp

Gewebeschnitte zahlreicher Organe (u.a. Riickenhaut, Schwanzhaut, Gehirn, Leber, Nie-
re) der ubi-Taps-Linie sowie von Wildtyp- und ubi-LacZ"//-mTaps-Kontrollen wurden
mit Hilfe von Himatoxylin-Eosin(HE)-Farbungen auf histologische Verdnderungen unter-
sucht. Hier konnte in keinem der analysierten Gewebe ein Effekt einer exogenen Taps-

Expression nachgewiesen werden (Abb. 4.23 und Daten nicht gezeigt).

Hypergranulose-Phinotyp nach chronischer TPA-Behandlung

Da die Taps-transgenen Mause keine Verdnderung in der Entwicklung der Haut zeigten,
wurde durch Behandlung mit TPA der Einfluss eines Stress-Stimulus auf die Homdostase
der Riickenhaut untersucht. Fiir diesen Versuch wurde die Riickenhaut von transgenen und
Kontroll-Mausen rasiert und anschliefsend dreimal im Abstand von 48 Stunden 100 pM
TPA appliziert. 48 Stunden nach der dritten TPA-Behandlung wurden die Riickenhiute
priapariert, fixiert und in Paraffin eingebettet. Gewebeschnitte von 6 yum Dicke wurden
mit Hamatoxylin gefirbt und mikroskopisch analysiert. Die Epidermis war sowohl bei
den Wildtyp-Mausen als auch bei den Taps-transgenen Méusen stark hyperplastisch. Ein
wesentlicher Unterschied konnte jedoch in der Schichtung der hyperplastischen Epider-
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Abb. 4.23: Die histologische Analyse der Riicken- und Schwanzhaut von Taps-
transgenen Tieren zeigt keine Unterschiede zu ubi-LacZ/!//\-Tieren. Fiir diese Analyse
wurden Paraffinschnitte von Riickenhaut und Schwanzhaut von Taps-transgenen (Taps tg) und
Kontrolltieren (fl/fl) mit Himatoxylin und Eosin gefirbt und in Entellan eingebettet. (Grofen-
marker: 25 pm)

mis festgestellt werden. Bei ubi-LacZ///'-mTaps-Kontrollen bestanden von den Zelllagen
unterhalb des Stratum corneum 31% aus Keratinozyten des Stratum granulosum. Im Ver-
gleich dazu waren es bei den Taps-transgenen Méusen 48% (Abb. 4.24).

Eine ubiquitire Taps-Uberexpression in der Epidermis fiihrt nach Einwirken eines
Stress-Stimulus wie TPA demnach zu einer Verdickung des Stratum granulosum und somit

zur Ausbildung eines Hypergranulose-Phéanotyps.
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Abb. 4.24: Taps-transgene Miuse haben ein verdicktes Stratum granulosum nach
chronischer TPA-Behandlung. A Fiir die histologische Analyse der chronisch TPA-
behandelten Riickenhaut wurden Paraffinschnitte von Taps-transgenen (Taps) und Kontrolltieren
(fi/fl) mit Himatoxylin und Eosin gefirbt und in Entellan eingebettet.(Grofenmarker: 25 pym)
B Die Grafik zeigt den Prozentsatz der Zelllagen in hyperplastischer Epidermis von Wildtyp
(fi/fl) und transgenen (Taps) M&usen nach TPA-Behandlung an, der histologisch zum Stratum
granulosum gehort. Hierfiir wurden insgesamt 15 bzw. 16 Bilder der Epidermis von 4 bzw. 5
Maiusen ausgewertet. Die Fehlerbalken geben den jeweiligen Standardfehler an.

4.13.2 Etablierung einer Mauslinie mit gewebespezifischer

Taps-Uberexpression

Nachdem die ubiquitiire Uberexpression von Taps zu einer verinderten Differenzierung
der Maushaut fiihrte, stellte sich nun die Frage, ob es sich dabei um einen zellautonomen
Phéanotyp der Keratinozyten handelt oder ob er durch eine Wechselwirkung mit anderen
Taps-exprimierenden Zellen zustande kommt. Zur Beantwortung dieser Frage wurde eine
Taps-transgene Mauslinie etabliert, die Taps spezifisch in basalen Keratinozyten der Haut

iiberexprimiert.
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Beschreibung und funktioneller Test der Transgenkonstrukte

Das Konstrukt, das zu diesem Zweck kloniert wurde, enthélt die kodierende c¢DNA-
Sequenz fiir murines Taps unter der Kontrolle des Rinder-Keratin 5-Promotors (Abb.
4.25). Das Konstrukt beinhaltet aukerdem das #-Globin-Intron, was zu einer effizienteren
Transgenexpression beitrigt [14, 94|, sowie den Myc/His-tag, der eine Aufreinigung des
transgenen Taps aus Proteinextrakten verschiedener epithelialer Gewebe mit Hilfe der

[onenaffinitdtschromatografie erméglicht (von B. Hartenstein zur Verfiigung gestellt).

Abb. 4.25: Transgen-Konstrukt zur gewebespezifischen Uberexpression von Taps.
Fiir die gewebespezifische Uberexpression von Taps in Epithelien wurde ein Konstrukt kloniert, in
dem das offene Leseraster des murinen Taps unter der Kontrolle des Rinder-Keratin 5-Promotors
(bK5) steht. Die Taps-cDNA besitzt in diesem Konstrukt ebenfalls den Myc/His-tag, so dass eine
Aufreinigung von Taps aus Proteinextrakten mit Talonbeads {iber den 6xHistidin-Rest und ein
Nachweis im Western Blot mit einem Anti-Myc-Antikérper weiterhin mdéglich ist. Das 5-Globin-
Intron (5-Glo) dient der Verbesserung der Proteinexpression.

Die Funktionsfihigkeit des Transgen-Konstruktes wurde in Rinderepithelzellen getes-
tet (J. Hess, personliche Mitteilung), bevor eine Injektion der DNA in murine Oozyten

erfolgte.

Herstellung der bK5-Taps Mauslinie

Zur Herstellung der bK5-Taps Mauslinie wurde in Zusammenarbeit mit der Transgen-
einheit des DKFZ das Transgen-Konstrukt in befruchtete murine Eizellen injiziert und
diese Eizellen dann in die Gebarmiitter scheinschwangerer NMRI-Mause eingesetzt. Die
daraus entstandenen M&use wurden in einer transgenspezifischen PCR und mit Hilfe von
Southern Blots dahingehend untersucht, ob die DNA des Transgenkonstrukts in das Maus-
Genom intergriert worden war (Daten nicht gezeigt). Diejenigen Méuse, die in beiden
Analysen positiv fiir das Transgenkonstrukt getestet worden waren, wurden mit Wildtyp-
Mausen verpaart, um anhand der Nachkommen festzustellen, ob das Transgen auch wei-

tervererbt wird. Nach dieser Selektion und dem Nachweis, dass die Tiere das Transgen
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auch auf Proteinebene exprimieren (J. Hess, personliche Mitteilung), konnte eine bK5-
Taps Mauslinie weitergeziichtet werden, die Taps konstitutiv in Keratinozyten der Haut

exprimiert.

Mausentwicklung und Einfluss exogener Taps-Expression auf die Homds6ostase

der Haut

Ein Vergleich der Zahlen fiir transgene und Wildtyp-Nachkommen dieser Linie bestatigte,
dass die Uberexpression von Taps, wie bereits fiir die ubi-mTaps-Linie beschrieben, auch
in dieser Maus-Linie keinen Einfluss auf die Embryonalentwicklung hat. Um den Einfluss
der exogenen Taps-Expression auf die Homdostase der Haut zu analysieren, wurde die
Riickenhaut von Wildtyp (wt) und transgenen (tg) Mausen an Tag 8, 10, 12 und 14 nach
der Geburt préipariert, fixiert und in Paraffin eingebettet. Das Alter der Méause wurde so
gewihlt, da in diesem Zeitfenster aus der Epidermis der neugeborenen Maus, die ca. 4-5
Zelllagen umfasst, die typische adulte, 1- bis 3-lagige Epidermis wird. In neugeborenen
Mausen ist dariiber hinaus die endogene Taps-Expression noch sehr hoch, wéihrend in
der adulten Haut die endogene Taps-Expression sehr niedrig ist (Daten nicht gezeigt).
Es schien daher moglich, dass am Ubergang von Neugeborenen-Haut zu adulter Haut
die Uberexpression von Taps einen Effekt auf die Homgostase und Histologie der Epider-
mis zeigt. Gewebeschnitte der genannten Proben wurden anschlieend mit Hamatoxylin
und Eosin gefirbt, um etwaige Verdnderungen der Histologie in Taps-transgenen M&usen
gegeniiber ihren Wildtyp-Geschwistern feststellen zu konnen.

Die mikroskopische Analyse der HE-Farbungen ergab, dass die exogene Expression
von Taps in basalen Keratinozyten wihrend der Entwicklung der adulten Maushaut nicht
zu einer Verdnderung der Histologie der Epidermis fiihrt.

Da die Ergebnisse der Analysen der humanen und murinen Hautldsionen auf eine
Funktion von Taps in der Homd6ostase der Epidermis schliefen liefsen, wurde in Wildtyp
und Taps-transgenen Mausen verschiedenen Alters Histologie, Proliferation und Differen-
zierung der epidermalen Keratinozyten mit indirekten Immunfluoreszenz-Analysen auf

entsprechende Markerproteine analysiert. Ziel war es herauszufinden, ob durch die Uber-
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Abb. 4.26: Die exogene Taps-Expression in basalen Keratinozyten hat keinen
Einfluss auf die Entwicklung der adulten Maushaut. Von Wildtyp (wt) und Taps-
iiberexprimierenden (tg) M&ausen wurde zu den angegebenen Zeitpunkten nach der Geburt die
Riickenhaut prapariert, fixiert und in Paraffin eingebettet. Paraffinschnitte von 6 pm Dicke wur-
den mit Hamatoxylin und FEosin gefirbt, lichtmikroskopisch begutachtet und dokumentiert. (Gro-
flenmarker: 25 pm.)

expression von Taps in basalen Keratinozyten Verdnderungen in einem oder mehreren
dieser Parameter detektiert werden konnen und ob diese Verdnderungen abhéngig vom
Alter der transgenen Maus sind. Als Marker dienten PCNA (proliferating cell nuclear an-
tigen), das nur in sich teilenden Zellen exprimiert wird, sowie Keratin 10 und Loricrin als
Marker fiir suprabasale und terminal differenzierende Keratinozyten. Himatoxylin-Eosin
gefdrbte Gewebeschnitte dienten der Beurteilung der Histologie.

Bei der Auswertung der Farbungen wurde deutlich, dass in der HE-Farbung zu keinem
Zeitpunkt deutliche Unterschiede zwischen transgener und Wildtyp-Epidermis detektiert
werden konnen. Bei den Férbungen auf PCNA, Loricrin und Keratin 10 wurden keine
signifikanten Unterschiede sichtbar (Abb. 4.27). Die Homdostase der Epidermis Taps-
iiberexprimierender Méuse unterscheidet sich diesen Experimenten zufolge zu keinem der
untersuchten Zeitpunkte von der Homd6ostase der Haut bei Wildtyp-Méausen oder den

transgenen Tieren der ubi-mTaps-Linie.

Hypergranulose nach chronischer TPA-Behandlung bei Taps-Uberexpression

Die bisherigen Versuche zur Charakterisierung der Taps-transgenen Miuse zeigten keine

Unterschiede in der Homoostase der Epidermis im Vergleich zu Wildtyp-Geschwistern.
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Abb. 4.27: Taps-Expression in basalen Keratinozyten hat keinen Einfluss auf die Ho-
moostase der Maushaut. Die Riickenhaut von Wildtyp (wt) und Taps-iiberexprimierenden
(tg) Mausen wurde zu den angegebenen Zeitpunkten prépariert, in Paraformaldehyd fixiert und in
Paraffin eingebettet. Gewebeschnitte (6 pm dick) der einzelnen Proben wurden mit Hdmatoxy-
lin und Eosin gefarbt und lichtmikroskopisch analysiert bzw. in indirekten Immunfluoreszenz-
Analysen mit Antikérpern gegen PCNA (1:300), Loricrin (1:400) oder Keratin 10 (1:250) in-
kubiert. Zur Visualisierung dienten Cy3 (Loricrin und Keratin 10)- bzw. Alexad88 (PCNA)-
gekoppelte Sekundarantikorper (1:500). Die Bilder dieser Féarbungen wurden mit einem Fluores-
zenzmikroskop aufgenommen. (Grofenmarker: 25 pm)

Bei ubiquitiirer Taps-Uberexpression wurde nach Behandlung der Riickenhaut mit TPA
eine deutliche Hypergranulose in Taps-transgener Haut im Vergleich zu Kontrolltieren
sichtbar. Nun wurde auch bei transgenen Mausen, die Taps unter der Kontrolle des Kera-
tin 5-Promotors spezifisch in Keratinozyten iiberexprimieren, die Reaktion der Epidermis
auf Behandlung mit TPA untersucht. Fiir dieses Experiment wurde die Riickenhaut von
transgenen und Wildtyp-Mé&usen rasiert und anschliefsend dreimal im Abstand von 48
Stunden mit 100 uM TPA behandelt. 48 Stunden nach der dritten TPA-Applikation wur-
den die Riickenhdute prapariert. Um herauszufinden, ob in Taps-transgenen Méusen nach
chronischer TPA-Behandlung grofere Mengen von Taps nachgewiesen werden konnen als
in Wildtyp-Tieren, wurde aus behandelter Haut RNA isoliert und ¢cDNA synthetisiert.

Das Ergebnis der durchgefiihrten RT-PCR-Analyse mit taps-spezifischen Oligonukleoti-
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den zeigt, dass bei gleicher Menge eingesetzter cDNA deutlich mehr Signal fiir taps in der
Haut der transgenen Maus nachgewiesen werden kann als in der Haut des Kontrolltieres

(Abb. 4.28).

tg wt HQO

S Bes S taps

Abb. 4.28: Taps-mRNA-Expression nach TPA-Behandlung. Aus TPA-behandelter
Riickenhaut einer Taps-transgenen und einer Wildtyp-Maus wurde RNA isoliert und ¢cDNA syn-
thetisiert. Die RT-PCR-Analyse der Gesamt-Taps-Expression (transgen + endogen) zeigt, dass
in der transgenen Maus mehr taps exprimiert wird als in der Wildtyp-Kontrolle. Als Kontrolle
der cDNA-Qualitdt und -Quantitdt diente eine PCR mit hprt-spezifischen Oligonukleotiden.

Nach TPA-Behandlung ist die Transkription von Taps in den transgenen M&usen also
deutlich stiarker als in Wildtyp-Kontrollen, was darauf zuriick gefiihrt werden kann, dass
sowohl das endogene Taps als auch die Expression des Transgens unter der Kontrolle des
bK5-Promotors als Reaktion auf TPA induziert wird.

Chronisch TPA-behandelte Riickenhaut wurde auferdem in Paraformaldehyd fixiert,
in Paraffin eingebettet und fiir Gewebeschnitte verwendet. Eine Himatoxylin-Eosin-Far-
bung dieser Gewebeschnitte zeigte, dass die Riickenhaut bei TPA-behandelten Wildtyp-
und Taps-transgenen Mausen im Vergleich zu unbehandelter Haut deutlich hyperplastisch
war. In Taps-transgenen Tieren konnte auferdem eine verdnderte Schichtung der hyper-
plastischen Haut festgestellt werden (Abb. 4.29A). Das Stratum granulosum nimmt in
transgenen Tieren einen Anteil von ca. 51% der Zelllagen unterhalb des Stratum corneum
ein, in Wildtyp-Mé&usen hingegen nur einen Anteil von ca. 38% (Abb. 4.29 B).

Dieser Phinotyp und das Ergebnis der RT-PCR-Analyse weisen darauf hin, dass ein
Zusammenhang zwischen der Expression von Taps und der Homd6ostase der Epidermis

bestehen konnte.
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Abb. 4.29: Exogene Taps-Expression fiihrt zu einer verinderten Histologie nach
TPA-Behandlung. A Die Riickenhaut von Wildtyp und Taps-transgenen Mausen wurde ra-
siert, dreimal im Abstand von 48 Stunden mit TPA behandelt und 48 Stunden nach der letzten
Behandlung prapariert. Als Vergleich dient hier unbehandelte Maushaut. Die Haut wurde mit
Paraformaldehyd fixiert und in Paraffin eingebettet. Die Gewebeschnitte (6 pum dick) wurden
mit Hamatoxylin und Eosin gefdrbt. Die Bilder wurden mit einem Lichtmikroskop aufgenom-
men. (Grofenmarker: 25 pm) B Die Grafik zeigt den prozentualen Anteil, den das Stratum
granulosum an allen Zelllagen unterhalb des Stratum corneum in TPA-behandelter Haut ein-
nimmt. Ausgewertet wurden insgesamt 12 bzw. 15 Bilder (von 4 bzw. 6 M&usen) von Wildtyp-
bzw. Taps-transgener Haut nach TPA-Behandlung. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler
iiber alle je Genotyp ausgewerteten Bilder.

Charakterisierung durch IF-Analysen

Die beschriebene Verdnderung in der Homdoostase der Epidermis nach TPA-Behandlung,
die in einer Verdickung des Stratum granulosum sichtbar wird, wurde durch Immunfluores-
zenz-Farbungen mit Antikorpern gegen Proliferations- und Differenzierungsmarker wie
PCNA (proliferating cell nuclear antigen), Loricrin, Keratin 6 und 10, sowie Filaggrin
weiter analysiert. Bei Taps-transgenen Tieren konnen durch die Farbung auf PCNA nicht
signifikant mehr proliferierende Zellen detektiert werden als bei Wildtyp-Tieren und die
Expression von Loricrin ist nicht verdndert. Unterschiede werden hingegen in den Farbun-
gen gegen Keratin 6, Keratin 10 und Filaggrin sichtbar: Die Anzahl Zellen, die Keratin

6 als Marker fiir eine Aktivierung nach einem Stress-Stimulus exprimieren, ist reduziert.
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Im Gegensatz dazu werden die Differenzierungsmarker Keratin 10 und Filaggrin in mehr
Zellschichten bzw. verstérkt exprimiert (Abb. 4.30). Diese Ergebnisse unterstiitzen die Hy-
pothese, dass ein Zusammenhang zwischen der Taps-Expression und der Differenzierung

von Keratinozyten besteht.
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Abb. 4.30: Exogene Taps-Expression in basalen Keratinozyten verindert die Dif-
ferenzierung nach TPA-Behandlung. Wildtyp (wt) und Taps-transgene (tg) Mause wur-
den rasiert und dreimal im Abstand von 48 Stunden mit TPA behandelt. 48 Stunden nach
der letzten Behandlung wurde die Riickenhaut prépariert, fixiert und in Paraffin eingebettet.
Die Gewebeschnitte wurden entweder mit Hamatoxylin und Eosin gefirbt oder einer indirekten
Immunfluoreszenz-Féarbung mit spezifischen Antikérpern gegen Loricrin (1:500), PCNA (1:300),
Keratin 6 (1:500), Keratin 10 (1:250) und Filaggrin (1:500) unterzogen. Die Visualisierung der
Immunfluoreszenz-Signale erfolgte mit Cy3 (Loricrin, Keratin 6, Keratin 10 und Filaggrin)- bzw.
Alexa488 (PCNA)-gekoppelten Sekundéarantikérpern (1:500) und H33342 (1ug/ml) zur Férbung
der Zellkerne. Die Bilder wurden mit Hilfe eines Lichtmikroskops (HE-Farbung) bzw. eines Fluo-
reszenzmikroskops aufgenommen. (Grofenmarker: 25 pm.)



Kapitel 5

Diskussion

5.1 Taps - Expression in gesundem Gewebe

Taps wird auf mRNA-Ebene und Proteinebene in mehrschichtigen Epithelien exprimiert.
Die Expression ist auf einzelne Keratinozyten in der Epidermis als mehrschichtigem, ver-
horntem Epithel und auf Zellen im Haarfollikel beschréankt. In mehrschichtigen, unver-
hornten Epithelien wird Taps spezifisch in Zellen des Stratum intermedium transkribiert.
Im Thymus, einem lympho-epithelialen Gewebe, dessen Hassall-Korperchen aus Epithel-
zellen bestehen und verschiedene Markerproteine fiir Keratinozyten exprimieren, konnte
Taps ebenfalls nachgewiesen werden. Finen Hinweis darauf liefern RT-PCR-Analysen auf
Taps mit RNA aus dem Maus-Thymus. Diese Daten werden von den Expressionsanalysen
bei Matsui et al. bestétigt [82].

Dariiber hinaus konnte eine Expression von Taps in Driisenzellen nachgewiesen werden,
so dass Taps nicht nur fiir die Funktion von Oberflichenepithelien sondern auch von
Driisenzellen wichtig zu sein scheint. Aufgrund der fehlenden Expression von Taps in der
Leber [82] ist jedoch eine Funktion in komplexen Driisengeweben nicht zu erwarten.

Das zeitlich und lokal eng begrenzte Auftreten der Taps-Expression in der Homd&ostase
mehrschichtiger Epithelien und nach TPA-Behandlung deutet auf eine kurze Halbwertszeit
von taps-mRNA und Protein hin. Die Behandlung der Haut mit dem Phorbolester TPA

fiihrt rasch zu Hyperplasie und Entziindungen durch die Imitation des Signaltransdukti-

106
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onsweges liber Proteinkinase C und Diazylglyzerol [81] und induziert die Differenzierung
von Keratinozyten. Hierbei iibernehmen Proteine, deren Expression durch TPA reguliert
wird, eine wichtige Funktion in der Zellzykluskontrolle, der Zelladhésion und der Diffe-
renzierung von epithelialen Zellen |5|. Die Expression von Taps gleicht der Expression
verschiedener anerkannter Differenzierungsmarker, die auf mRNA-Ebene alle streng auf
bestimmte Zelllagen begrenzt exprimiert werden. Die mRNAs der Keratine 5 und 14 wer-
den nur in Basalzellen, der Keratine 1 und 10 nur in Zellen des Stratum spinosum und
die mRNAs von Loricrin und Filaggrin ausschlieflich im Stratum granulosum exprimiert,
wobei die Induktion eines Gens strikt an die Repression anderer Gene gekoppelt ist [28].
Taps kann demnach als weiterer Marker fiir terminal differenzierende Epithelzellen gel-
ten, wobei die strikt begrenzte Lokalisation auf eine sehr spezifische Funktion von Taps

hindeutet.

5.2 Transkriptionelle Regulation der Taps-Expression

Die durchgefiihrten Experimente weisen darauf hin, dass Taps ein AP-1 Zielgen ist. Dafiir
spricht, dass die TPA-induzierte Expression durch Dexamethason inhibiert werden kann,
sowie das Vorhandensein eines funktionellen TPA responsive element (TRE). Ein TRE
ist eine konservierte Sequenz, die haufig in den Promotorregionen der Gene vorhanden
ist, die durch TPA induziert werden [1, 2|. Proteinbindungsexperimente sowie Immun-
fluoreszenzanalysen auf Gewebeschnitten identifizierten c-Fos/JunB-Heterodimere als die
AP-1-Komplexe, welche die TPA-induzierte Taps-Expression regulieren. Die Regulation
der taps-Expression dhnelt daher der basalen Expression von Loricrin, dessen Expression
ebenfalls durch ein c-Fos/JunB-Heterodimer reguliert wird. Hier konnte auferdem gezeigt
werden, dass im loricrin-Promotor ein negativ wirkendes Element lokalisiert ist, welches
bewirkt, dass Loricrin, wie Taps, spezifisch nur im Stratum granulosum exprimiert wird
[27]. Welche Basensequenz dieses negativ wirkende Element hat, ist bisher nicht bekannt,
so dass kein Sequenzvergleich mit dem taps-Promotor durchgefiihrt wurde, iiber den ein

dhnliches Motiv fiir die Regulation von Taps zu identifiziert werden konnte.
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Im Gegensatz zur induzierten Expression von Taps in Keratinozyten der Epidermis
konnte bisher nicht nachgewiesen werden, welche Transkriptionsfaktoren die basale Ex-
pression von Taps in mehrschichtigen Epithelien regulieren. Es ist jedoch bekannt, dass die
korrekte lokale und zeitliche Expression von Genen durch das Zusammenspiel bestimmter
Transkriptionsfaktoren, darunter Komplexen der AP-1-Familie, festgelegt wird [106]. Die
basale Expression von Taps scheint unabhéngig von c-Fos zu sein, da in unbehandelten
c-Fos-defizienten Méausen keine Unterschiede zu Wildtyp-Méusen in der Taps-Expression
detektiert werden konnten. C-Fos wird in der Maushaut vor allem im Stratum basale und
nur sehr schwach in suprabasalen Zellschichten exprimiert [5]. Eine Beteiligung an der
basalen Expression von Taps im Stratum granulosum ist daher eher unwahrscheinlich.
Ob JunB an der Regulation der basalen Expression von Taps beteiligt ist, konnte bis-
her nicht abschliefsend geklidrt werden. Fiir eine solche Regulation spricht jedoch, dass
die Expression von JunB im Stratum granulosum bei Maus und Mensch nachgewiesen
werden konnte [18, 108, 5|. Im Gegensatz zur murinen Haut wére in der humanen Haut
die basale Regulation der Taps-Expression durch c-Fos und JunB denkbar, da hier beide

AP-1-Untereinheiten im Stratum granulosum exprimiert werden |5, 83].

5.3 Taps-Expression in pathologischen Verianderungen

der Haut

5.3.1 Taps in der Karzinogenese der Maushaut

Der Phorbolester TPA ist ein in Mausmodellen der Hautkarzinogenese verwendeter Tu-
morpromotor. Die unter der Einwirkung von TPA entstehenden Hauttumore umfassen
vor allem benigne Papillome, aber auch maligne Plattenepithelkarzinome. Von der Ana-
lyse der Gene, die in diesem mehrstufigen Prozess differentiell exprimiert werden, erhofft
sich die biomedizinische Forschung Einsichten in den Ablauf der Verdnderungen, die fiir
den Weg einer normalen zu einer transformierten Zelle eines malignen Tumors charakte-

ristisch sind [81, 138]. Gene, die in verschiedenen Stadien der Karzinogenese differentiell



KAPITEL 5. DISKUSSION 109

exprimiert werden, sind in diesem Zusammenhang besonders interessant als mégliche Ziele
diagnostischer oder therapeutischer Ansétze. Taps wird auf mRNA- und Proteinebene in
Hautproben aus Experimenten zur chemisch induzierten Hautkarzinogenese, in Papillo-
men und malignen Plattenepithelkarzinomen ausschliefslich in verhornten und damit gut
differenzierten Bereichen der Karzinome exprimiert. In gering differenzierten Arealen des
Karzinoms kann keine Taps-Expression nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse legen die
Vermutung nahe, dass die Expression von Taps mit dem Prozess der terminalen Diffe-
renzierung der Haut und nicht mit dem Prozess der Transformation der Keratinozyten
assoziiert ist und als Biomarker fiir maligne Progression dienen koénnte. Dieses Ergeb-
nis wird weiterhin durch Experimente mit Keratinozyten-Zelllinien mit unterschiedlich

tumorigenem Potential unterstiitzt.

5.3.2 Taps - ein neuer Biomarker fiir die maligne Progression?

Um herauszufinden, ob das Expressionsmuster fiir Taps, das sich aus den in vitro-Experi-
menten und Tierversuchen ergab, fiir humane Gewebeproben ebenfalls Giiltigkeit besitzt
und Taps damit als Biomarker relevant sein konnte, wurden die Analysen zur Taps-
Expression in verschiedenen Stadien der Tumorigenese u.a. mit Gewebe-Microarrays in
immunhistochemischen Experimenten wiederholt. Hierbei wurde deutlich, dass die Taps-
Expression in humanen Tumorproben und Prikanzerosen exakt die gleichen Charakteris-
tika zeigt wie in murinen Proben. Die Expression von Taps kann suprabasal in gesunder
Haut im Stratum granulosum und in neoplastischen Lasionen ausschlieflich in Kerati-
nozyten in der unmittelbaren Umgebung verhornter Einschliisse nachgewiesen werden.
In dedifferenzierten Bereichen der Tumore wird kein Taps exprimiert. In Basaliomen,
die durch die unkontrollierte Proliferation basaler Keratinozyten entstehen, denen die
Féhigkeit zur terminalen Differenzierung fehlt, kann keine spezifische Taps-Expression
nachgewiesen werden. Aus diesen Ergebnissen resultiert die Frage, ob der Verlust von
Taps kausal fiir die maligne Progression eines Tumors verantwortlich sein konnte. Ein
solcher kausaler Zusammenhang wire iiber die Repression der Taps-Expression aufgrund

epigenetischer Verdnderung der DNA im taps-Gen oder -Promotor moglich. Epigeneti-



KAPITEL 5. DISKUSSION 110

sche Verdanderungen wie z.B. die Methylierung von Tumorsuppressorgenen wurden u.a.
fiir die Hautkarzinogenese bereits identifiziert [40, 127]. Erste Experimente mit 5-Aza-
2’-desoxycytidin deuten darauf hin, dass die Expression von Taps durch Methylierung
der DNA in spiten Stadien der Hautkarzinogenese reprimiert sein konnte. Im Gegensatz
dazu wére ebenfalls denkbar, dass die Dedifferenzierung von Tumorzellen wihrend der
Progression die Konsequenz aus dem Verlust differenzierender, Taps-exprimierender Ke-
ratinozyten ist. Alle bisherigen Ergebnisse stiitzen die Hypothese, dass die Expression von
Taps fiir die Differenzierung von Keratinozyten und anderen Epithelzellen wichtig ist und
keine Rolle fiir die Transformation dieser Zellen spielt.

Um dieser Vermutung weiter nachzugehen, wurden Gewebeschnitte von Patienten mit
nicht-neoplastischen Hautldsionen, die durch Hyperkeratose verschiedenen Schweregrades
gekennzeichnet sind, und von aktinischer Keratose als einer hyperkeratotischen Prikanze-
rose, die sich zu einem Plattenepithelkarzinom weiterentwickeln kann, auf die Expression
von Taps-Protein untersucht. Zu den untersuchten Hautldsionen zédhlen Ekzeme, die durch
Akanthose und Parakeratose gekennzeichnet sind und Lichen ruber, fiir den ein deutlich
verdicktes Stratum granulosum (Hypergranulose) und eine Degeneration der klaren Ab-
grenzung von Epidermis und Dermis durch die Basalzellschicht charakteristisch ist. Taps
wird in allen diesen Léisionen im Stratum granulosum stark exprimiert, sofern dieses noch
vorhanden ist und nicht aufgrund einer beschleunigten Differenzierung unterhalb von pa-
rakeratotischen Arealen fehlt. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit der kiirzlich er-
schienenen Publikation von Bernard et al., welche die Identifizierung der Skin Aspartic
Protease (SASPase), die mit dem humanen Taps identisch ist beschreibt [10]. Bernard et
al. weisen in Psoriasis ebenfalls eine SASPase(Taps)-Expression im Stratum granulosum
sowie im Stratum corneum nach [10]. In ulzerierender Epidermis konnte von Bernard et
al. eine Expression von SASPase ausschliefslich in intakter, an den Ulcus angrenzender
Epidermis nachgewiesen werden. Im Bereich des Ulcus, der einer nicht-heilenden Wunde
entspricht und daher keine normale Differenzierung zeigt, konnte keine Expression detek-
tiert werden. Auch diese Ergebnisse unterstiitzen die Interpretation, dass die Expression

von Taps eng mit der Differenzierung der Epidermis assoziiert ist.
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5.4 Taps-Uberexpression bewirkt die Ausbildung einer
Hypergranulose

Um die Funktion der Taps-Expression im Kontext eines komplexen Organismus zu un-
tersuchen, wurden Taps-iiberexprimierende M#use generiert, deren Analyse weder nach
ubiquitiirer noch nach Epidermis-spezifischer Taps-Uberexpression einen Phinotyp ergab.
Die Uberexpression von Taps hat demnach keinen Einfluss auf die normale Entwicklung
oder Homdostase der Mausgewebe. Grund dafiir konnte die hohe endogene Expression in
der Embryonalentwicklung und in mehrschichtigen Epithelien sein, die durch die Uber-
expression des Transgens nicht signifikant gesteigert werden kann. Auch ein fehlender
Stimulus, der die Aktivierung von Taps und damit die Bildung des funktionellen Proteins
verhindert, konnte der Grund dafiir sein, dass in unbehandelten Mausen kein Phénotyp
auftritt. Nach TPA-Behandlung jedoch ist die Schichtung der Epidermis dahingehend
verdandert, dass in der hyperplastischen Epidermis Taps-transgener Tiere im Vergleich
zu Kontroll-Geschwistern eine relative Verdickung des Stratum granulosum, eine Hyper-
granulose” | auftritt. Diese zellautonome Reaktion der Keratinozyten konnte durch das
Uberschreiten eines Schwellenwertes oder eine verstirkte Aktivierung von Taps aufgrund
des Stress-Stimulus erkldrt werden. Eine Immunfluoreszenz-Analyse der hyperplastischen
Haut nach TPA-Behandlung ergab, dass in Taps-transgenen M&ausen weniger Keratin
6-exprimierende Keratinozyten vorhanden sind als in der Haut von Kontrolltieren. Im
allgemeinen beinhaltet die Antwort eines Epithels auf eine physikalische oder chemische
Noxe wie TPA den Schutz vor weiterer Schidigung durch verstirkte Expression u.a. von
Keratin 6 |97|, das ein Markerprotein fiir aktivierte und hyperproliferierende Keratinozy-
ten [123] ist. Zu dieser Reaktion auf eine Noxe sind nur epidermale Stammzellen, transient
amplifying cells und Keratinozyten in einem frithen Differenzierungsstadium in der Lage.
Ein Keratinozyt, der auf aktivierende Signale nicht mehr reagieren kann, hat unwiderruf-
lich den Weg der terminalen Differenzierung eingeschlagen [87|. Im Gegensatz dazu finden
sich in der Haut der transgenen Mause nach TPA-Behandlung deutlich mehr Keratin 10-

und Filaggrin-positive Keratinozyten. Keratinozyten, die bereits Pro-Filaggrin zu Filag-
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grin prozessieren konnen, sind in einem spaten Stadium der Differenzierung angekommen
[98]. Durch die verstirkte Expression bzw. Aktivierung von Taps sind demnach mehr Ke-
ratinozyten der hyperplastischen Haut in einem spiten Stadium der Differenzierung und
konnen auf eine Noxe wie TPA nicht mehr mit der Expression von Keratin 6 reagieren.

Der Hypergranulose-Phénotyp der Taps-iiberexprimierenden Mause nach TPA-Be-
handlung ist das genaue Gegenteil zum Phénotyp JunB-defizienter Miuse nach TPA-
Applikation [38]. Dariiber hinaus ist bekannt, dass eine verminderte bzw. fehlende Ex-
pression von JunB bei Maus und Mensch mit der Entwicklung einer Psoriasis in Zusam-
menhang steht [140]. Es wére daher denkbar, dass die fehlende oder reduzierte JunB-
Expression bewirkt, dass kein Taps exprimiert wird und anschliefsend aufgrund der ge-
storten Differenzierung die typischen psoriatischen Papeln entstehen.

Durch Generierung einer Maus, die in der Epidermis defizient fiir JunB ist und Taps
{iberexprimiert, konnte untersucht werden, ob diese Annahme richtig ist. Durch die Uber-
expression von Taps konnte die gestorte Differenzierung eventuell wieder normalisiert
werden und nach TPA-Behandlung konnte die verstirkte Differenzierung durch die Uber-
expression von Taps der typischen Hyperproliferation der JunB-defizienten Epidermis

entgegenwirken.

5.5 Taps - eine neue Aspartylprotease in der Differen-
zierung mehrschichtiger Epithelien

Nach der Identifizierung des Expressionsprofils und der transkriptionellen Regulation von
Taps nach TPA-Behandlung stellte sich die Frage, wie die proteolytische Aktivitit von

Taps reguliert ist und welche Substrate von Taps prozessiert werden.

5.5.1 Autoproteolyse und Lokalisation von Taps

Lange Zeit wurde angenommen, das Proteasen ausschlieflich fiir die intralysosomale De-

gradation verantwortlich sind. Heute ist bekannt, dass die Regulation der Aktivitit proteo-
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lytisch aktiver Enzyme essentiell fiir die Homoostase von Zellen und Geweben ist [139, 25].

Typisch fiir alle zelluldren, bakteriellen und viralen proteolytischen Enzyme ist ihre
Synthese als inaktive Vorstufen (Zymogene), um ungewollten Proteinabbau zu verhindern
[65]. Die Aktivierung der Zymogene erfolgt durch limitierte Proteolyse eines ,Aktivierungs-
segments” innerhalb eines bestimmten zelluliren Kompartiments oder in einem speziellen
extrazelluldren Milieu. Die Aktivierung erfolgt entweder autoproteolytisch, z.B. nach einer
Veranderung des pH-Wertes, oder durch andere Proteasen bzw. akzessorische Molekiile.
Viele Zymogene verfiigen iiber einen N-terminalen Abschnitt, der die Bindung eines Sub-
strates verhindert und entfernt werden muss, um die Prozessierung des Substrates zu
ermoglichen [65].

Taps dhnelt aufgrund seiner Aminosduresequenz retroviralen Aspartylproteasen und
wird als Vorstufe synthetisiert, wie durch die Arbeiten von Bernard et al. und Matsui et
al. bestitigt wird [10, 82|. Die bisher durchgefiihrten Experimente weisen darauf hin, dass
Taps in mehreren intrazelluldren Varianten exprimiert wird, die durch posttranslationale
Modifikationen, ein alternatives Startkodon bzw. durch autoproteolytische Prozessierung
gebildet werden. Alle diese Taps-Varianten enthalten die Aspartylprotease-Doméne. Ber-
nard et al. beschreiben ausschlieflich die Varianten, die durch Autoproteolyse entstehen
und geben an, keine anderen Varianten detektiert zu haben [10].

Durch die Klonierung einer Taps-Mutante, bei der das Aspartat in der proteolyti-
schen Doméne gegen Asparagin (D212N) ausgetauscht wurde, wurde nachgewiesen, dass
Taps tatsichlich eine funktionelle Aspartylprotease ist und die Mutante bei Uberexpres-
sion in Zellen eine dominant-negative Wirkung hat. Eine erfolgreiche Inaktivierung der
Aspartylprotease-Doméne durch Austausch des Aspartats gegen eine andere Aminosiu-
re wurde zuvor bereits fiir Pepsinogen, die HIV-Protease und Cathepsin D beschrieben
[76, 68, 116, 133, 46]. Eine Autoproteolyse von SASPase (Taps) konnte von Bernard et al.
und Matsui et al. ebenfalls festgestellt und durch Mutation des Aspartats in der proteoly-
tischen Doméne zu Alanin (D212A/D212A) oder Glutamat (D212E) bzw. durch Zugabe
des HIV-Protease-Inhibitors Indinavir inhibiert werden [10, 82|.

Kenntnisse aus Zellkulturexperimenten mit transfizierten Zellen belegen, dass es nicht
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nur intrazelluldre Varianten sondern auch sezernierte Varianten von Taps gibt. In Studi-
en der intrazelluliren Lokalisation mit Hilfe von Taps-EGFP-Fusionsproteinen und Im-
munfluoreszenzen gegen Markerproteine fiir bestimmte zellulire Kompartimente wird die
Lokalisation von Taps in der Zellmembran und im Endoplasmatischen Retikulum deut-
lich, die durch eine potentielle Transmembrandoméne im N-Terminus des Taps-Zymogens
hervorgerufen werden kénnte. Diese Lokalisation von Taps deutet darauf hin, dass einige
Taps-Varianten iiber den sekretorischen Pfad vom Endoplasmatischen Retikulum iiber
den Golgi-Apparat in die Aufenmembran der Zelle transportiert werden. Da Taps nicht
iiber ein typisches Sequenzmotiv fiir den sekretorischen Pathway verfiigt und es in der
Epidermis hauptsachlich im Stratum granulosum lokalisiert ist, wére auch eine Sezernie-
rung iiber Granula (lamellar granules) moglich, fiir die eine besondere Regulation der

Beladung und Sezernierung diskutiert wird |92, 93, 59|.

5.5.2 Welche Substrate vermitteln die Funktion von Taps in vivo?

Bisher wurden nur Casein und Insulin als in vitro-Substrate von Taps beschrieben. Mit
Hilfe dieser Proteine wurde von Bernard et al. der Nachweis gefiihrt, dass rekombinante
SASPase (Taps) aus Bakterien eine funktionelle Aspartylprotease ist [10|. Es ist jedoch
aufgrund des Expressionsmusters in vivo anzunehmen, dass diese beiden Proteine in vivo
keine Substrate fiir Taps darstellen. Daher stellt sich die Frage, welche Substrate durch

Taps bei der Differenzierung von Epithelien prozessiert werden.

Taps beeinflusst die Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten

Zell-Zell-Kontakte {ibernehmen in der Epidermis wichtige Funktionen: Sie verbinden epi-
theliale Zellen miteinander und die Keratinfilamente mit der Zelloberfliche. Zell-Zell-
Kontakte werden durch desmosomale Cadherine wie Desmoglein und Desmocollin, aber
auch durch E- und P-cadherin ausgebildet. Fehlt in epithelialen Zellen das E-cadherin, so
bilden sich keine adherens junctions und die Zellen zeigen eine mesenchymale Morpholo-
gie (23| und darin genannte Referenzen). Dieser Effekt wird auch bei Taps-transfizierten

Keratinozyten beobachtet. Hier ist zwar die Menge an E-cadherin in der Zelle im Ver-
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gleich zu Kontrollzellen nicht reduziert, es ist jedoch nicht in der Zellmembran lokalisiert
und kann daher nicht zur Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten dienen. Die fehlenden Zell-
kontakte fiihren zu der beobachteten Fibroblasten-dhnlichen Morphologie. Taps konnte
demnach in differenzierenden Keratinozyten der Epithelien und der Epidermis bewirken,
dass nach dem Abbau der Corneodesmosomen kein neues E-cadherin in die Membran

eingebaut wird und die Hornschuppen einzeln abgeschilfert werden kénnen.

Proteasen und epidermale Differenzierung

Die Verhornung der Epidermis bendtigt die massive Aktivierung epidermaler Proteasen.

Diese Proteasen bewirken mindestens drei Prozesse der Hautdifferenzierung [17]:
1. Prozessierung der Pro-Formen verschiedener Proteine des cornified envelope.
2. Proteolytischer Abbau von Nuklei und Mitochondrien der Keratinozyten.

3. Abbau der Corneodesmosomen fiir die Abschilferung der Hornschuppen (Desqua-

minierung).

Zu den Proteasen, die bekanntermafen an der Differenzierung der Epidermis betei-
ligt sind, gehoren Calpain, das Transglutaminase 1 aktiviert [66] und Pro-Filaggrin zu
Filaggrin prozessiert [104], die Cathepsine C [124], L [122] und D |52 sowie Caspase-14
[126]. Dies sind Beispiele fiir Proteasen, die am Ubergang vom Stratum granulosum zum
Stratum corneum aktiv sind.

Cathepsin D ist hierbei ein Beispiel fiir eine Aspartylprotease, die eine Rolle in der
Differenzierung der Epidermis spielt. Cathepsin D wird im Stratum granulosum proteo-
lytisch prozessiert, aktiviert dadurch Transglutaminase 1 und triagt so zur Bildung des
cornified envelope bei [89, 53|. Zahlreiche weitere Proteasen und Nukleasen sind in der
Ubergangszone vom Stratum granulosum zum Stratum corneum aktiv |52, 61].

In diesem Zusammenhang spielt vermutlich auch Taps eine Rolle. Bisher konnte jedoch
weder ein Protein, das die Aktivitdt von Taps steuert, noch Substrate, die von Taps

prozessiert werden, identifiziert werden.
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Potentielle Substrate von Taps

Ein mogliches Substrat von Taps in vivo konnte Transglutaminase 3 (TG3) sein, die in
Haarfollikeln und terminal differenzierenden Keratinozyten exprimiert wird. Die Protease,
die TG3 prozessiert und damit aktiviert, ist bisher nicht bekannt. Hinweise darauf, dass
Taps an der Bildung des cornified envelope durch die Aktivierung von Transglutaminase
3 beteiligt sein konnte, finden sich in einer kiirzlich erschienenen Publikation von Matsui
et al. [82|. Die darin beschriebenen mSASPase (= Taps)-defizienten Méuse zeigen als
einzigen Phénotyp eine verstirkte epidermale Faltenbildung, die durch Wassermangel der
Epidermis hervorgerufen werden konnte. Dieser Wassermangel kdnnte eventuell durch eine
fehlende Aktivierung der Transglutaminase in Taps-defizienten Mausen bedingt sein. Die
Generierung von Méusen, die induzierbar die dominant-negative Taps(D212N)-Mutante
iberexprimieren, kénnte Aufschluss dariiber geben, ob die proteolytische Aktivitit von
Taps fiir den von Matsui et al. beobachteten Phanotyp verantwortlich ist. Dariiber hinaus
konnte in vitro die Prozessierung von TG3 in An- bzw. Abwesenheit einer Taps-Expression
analysiert werden.

Ein weiteres mogliches Substrat ist Caspase-14. Diese Caspase wurde 1998 entdeckt
[126, 55|. Caspasen werden als Teile der proteolytischen Kaskade, die zur Apoptose ei-
ner Zelle fiithrt, proteolytisch aktiviert |24|. Caspase-14 wird jedoch nach Einwirken eines
apoptotischen Stimulus wie TNF oder Zykloheximid nicht prozessiert, so dass sie offen-
bar nicht Teil der klassischen apoptotischen Signalkaskade ist [77, 78]. Die Expression
von Caspase-14 konnte bisher vor allem suprabasal in differenzierten Keratinozyten des
Stratum granulosum |32, 31|, in der inneren und Auferen Haarwurzelscheide, in Talg-
driisen und in Hassall-Kérperchen des Thymus nachgewiesen werden [78] und stimmt
daher im Expressionsmuster mit Taps iiberein. In epithelialen Tumoren, wie z.B. Lungen-
epithelkarzinomen und im Zervixkarzinom, wird Caspase-14 wie Taps ausschlieflich in
differenzierten Zellen exprimiert [67|. Fischer et al. postulieren Caspase-14 als Marker fiir
eine normale Ausbildung der Epidermis, da ihre Expression und Prozessierung in Haut
mit gestorter Differenzierung, wie z.B. in Psoriasis, vermindert ist [36]. In der Embryo-

nalentwicklung wird sie ab Tag K145 suprabasal in der Epidermis exprimiert, allerdings
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erst an Tag 17,5 in die katalytisch aktiven Untereinheiten prozessiert [35]. Die Tatsache,
dass die Protease, durch die Caspase-14 prozessiert wird, nicht bekannt ist [19, 85| sowie
die Ubereinstimmung im Expressionsmuster von Caspase-14 und Taps geben Anlass zu
Uberlegungen, ob Taps in diesem Zusammenhang eine Rolle spielen kinnte. Fiir erste Ex-
perimente zur Beantwortung dieser Frage wurden Expressionsplasmide kloniert, die das
offene Leseraster von muriner Caspase-14 beinhalten. Erste Transfektionsexperimente in
HEK?293-Zellen mit diesem Plasmid und in Kombination mit Taps-Expressionsvektoren
zeigen, dass Caspase-14 offenbar nicht von Taps prozessiert wird, jedoch die Effizienz der
Autoproteolyse von Taps positiv beeinflusst. Dies weist darauf hin, dass Taps sich mogli-

cherweise innerhalb einer Signaltransduktionskaskade unterhalb von Caspase-14 befindet.

5.6 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit postulieren, dass Taps eine wichtige Rolle in der Differen-
zierung und Homdoostase mehrschichtiger Epithelien spielt. In weiteren Experimenten soll
nun geklart werden, welche endogenen Substrate Taps hat. Dariiber hinaus wird der Zu-
sammenhang zwischen der Aktivitdt von Caspase-14 bzw. Transglutaminase 3 und Taps
untersucht, der durch das praktisch identische Expressionsprofil bzw. die Ergebnisse von
Matsui et al. [82] naheliegt. Dariiber hinaus werden Experimente durchgefiihrt, um die
Regulation der spezifischen Taps-Expression in differenzierten Zellen, z.B. iiber DNA-
Methylierung zu analysieren.

Die Experimente mit den transgenen Mausen werden in Wundheilungsstudien wei-
tergefiihrt, die zeigen sollen, ob in Taps-iiberexprimierenden Méusen die Wundheilung
durch die verdnderte Differenzierung der Keratinozyten gestort ist. Die bereits begonnene
Generierung von Méausen, die in der Epidermis JunB-defizient sind und Taps iiberexpri-
mieren, wird zeigen, ob durch die Uberexpression von Taps die gestorte Differenzierung in
der Epidermis JunB-defizienter Mause nach TPA-Behandlung normalisiert werden kann.
Eine TPA-Behandlung der Taps-defizienten Méuse von Matsui et al. [82] kénnte zeigen,

welche Auswirkungen ein Fehlen von Taps auf die Stress-Antwort der Epidermis hat bzw.
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ob der gleiche Phinotyp wie bei JunB-defizienten Mausen beobachtet werden kann.

Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass Taps ausschlieflich in differenzierten Tumorzel-
len exprimiert wird und als Biomarker fiir die Unterscheidung verschiedener Stadien der
Hautkarzinogenese geeignet sein konnte. Darauf konnten Experimente zur Evaluierung
von Taps als Marker fiir die Differentialdiagnose von malignen und metastasierenden Tu-

moren verschiedener mehrschichtiger Epithelien aufbauen.
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