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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Panel monoklonaler Antikdrper gegen Hautbestandteile
hergestellt und zur Identifizierung und Charakterisierung der korrespondierenden Antigene
eingesetzt.

Durch die Verwendung junger Maushaut ist es gelungen, eine komplexe Mischung
verschiedenster Proteine unter schonenden nativen Bedingungen aus dem Gewebe zu
isolieren. Die Immunisierung von zwei Ratten mit der so hergestellten Proteinl6sung fuhrte in
zwei unabhangigen Fusionen zu einer betrachtlichen Zahl monoklonaler Antikorper, welche
nach einer ersten Charakterisierung zur ldentifizierung der entsprechenden Antigene zur
Verfligung stehen.

Der monoklonale Antikorper 4B2 wurde zur Anreicherung des korrespondierenden Antigens
aus Hautextrakt verwendet. Die massenspektrometrische Sequenzierung mittels Q-TOF fihrte
zur Identifizierung von AHNAK.

AHNAK ist ein extrem grof3es intrazelluléres Protein mit einem Molekulargewicht von etwa
680 kDa.

Mit Hilfe des monoklonalen Antikorpers wurde die Proteinlokalisation in embryonalem und
adultem Gewebe untersucht. AHNAK ist ein sehr breit exprimiertes Protein. Die stérkste
Expression findet man in epithelialen und endothelialen Geweben.

AHNAK wird von Epithelzellen, Keratinozyten, Endothelzellen, Fibroblasten, und
Myoblasten exprimiert. Das Protein ist in epithelidlen Zellen vorwiegend an der
Plasmamembran lokalisiert, meistens kann jedoch zudem eine cytoplasmatische und leicht
nukledre Verteilung beobachtet werden. Auch in nicht-epithelialen Zellen wurde AHNAK
nach subzellulérer Fraktionierung hauptsachlich in der Membranfraktion nachgewiesen,
obwohl in der Literatur eine cytoplasmatische Verteilung beschrieben wird. In Abhangigkeit
von der analysierten Zellinie konnte AHNAK in der Cytoplasma- und Membranfraktion
nachgewiesen werden.

Mit Hilfe der Doppelimmunfluoreszenzfarbung konnte eine Kolokalisation von AHNAK mit
Cadherin als auch mit [3-Catenin in Keratinozyten gezeigt werden. In beiden Fallen konnte
eine Ubereinstimmend Verteilung der Proteine festgestellt werden. AHNAK und 3-Catenin
zeigten zudem unter modifizierten Kultivierungsbedingungen, d.h. nach der Reduktion der
extrazelluldgren Calciumkonzentration, eine Translokation von der Plasmamembran zum

Cytoplasma. Diese Trandokation konnte in beiden Falen durch Zugabe von Calcium wieder
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rickgangig gemacht werden. Eine direkte Bindung von AHNAK an [3-Catenin konnte mit
Hilfe von Co-Immunprazipitationen nicht nachgewiesen werden.

Im Hinblick auf die erzielten Ergebnisse ist anzunehmen, dal3 AHNAK eine Rolle bel der
Ausbildung von Zedll/Zell-Kontakten in Epithelzellen spielt. Ferner ist es mdglich, dal3
AHNAK aufgrund der beobachteten cytoplasmatischen Lokalisation in epithelialen und nicht-
epithelialen Zellen an Signal Ubertragungen beteiligt ist.

Das 8F10-Antigen weist in der SDS-PAGE eine starke Heterogenitét im Laufverhalten auf,
die im Fal des bovinen Proteins zum Teil auf eine Anheftung von Keratansulfatketten
zurlckgefuhrt werden kann. Ein charakteristisches Bandenmuster zwischen 100 und 600 kDa
wird sowohl bei dem endogenen Protein aus Zellen als auch aus verschiedenen murinen sowie
bovinen Geweben detektiert.

Die Anreicherung des Proteins aus Gewebeextrakten sowie Zellkulturiberstanden gestaltete
sich extrem schwierig. Das 8F10-Antigen konnte mittels Antikorper-Affinitats-
chromatographie sowie mittels anderer chromatographischer Verfahren angereichert werden.
Die verschiedensten Ansétze fuhrten jedoch auch nach zahlreichen Modifikationen nicht zu
Proteinmengen, die flr eine Sequenzierung ausreichend waren.

Das 8F10-Antigen wird von spezialisierten Epithelzellen exprimiert und sekretiert. Eine
generelle Expression in epithelialen Zellen liegt nicht vor. Es konnte gezeigt werden, dal3 das
Protein von exprimierenden Zellen unter Kultivierungsbedingungen sekretiert wird, aber nicht
an der Ausbildung extrazellulérer Strukturen beteiligt ist und nicht an der Zelloberflache
gebunden vorliegt.

Das Protein wurde in immunhistochemischen Untersuchungen in der Haut sowie im oberen
Verdauungstrakt lokalisiert. In diesen Geweben kann eine starke Expression im Bereich der

Haarfollikel und Hautdriisen sowie in verschiedenen Speicheldriisen festgestellt werden.
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I Einleitung

1.1 Haut

Die Haut ist mit fast 2 m? Oberflache beim erwachsenen Menschen das grofite Organ des
Korpers und vereinigt mannigfaltige Aufgaben. Durch sie wird der Korper vor mechanischen,
thermischen und chemischen Schaden geschiitzt. Durch Verhornung des Epithels und
verschiedene Drisensekrete stellt sie eine Barriere gegen viele Krankheitserreger dar. Die
Haut tragt weiterhin entscheidend zur Temperaturregulierung des Organismus bei. Durch
Erweiterung oder Verengung der Hautblutgefé3e und durch Flissigkeitsabgabe kann die
Warmeemission reguliert werden. Auch der Wasserhaushalt des Korpers unterliegt einer
Regulierung Uber die Haut. Durch zahlreiche Rezeptoren kdnnen zudem mechanische und
thermische Reize sowie Schmerzrei ze wahrgenommen und weitergel eitet werden.
Systemische Dysfunktionen kénnen Uber die Haut erkannt und so zur Klinischen Diagnostik
herangezogen werden. Zahlreiche Symptome von Allgemeinerkrankungen (z.B. Rétungen bei
Infektionskrankheiten, Zyanose bei Herzerkrankungen) konnen durch eine genaue
Beobachtung der Haut erkannt werden.

Der Aufbau der Haut zeigt generell eine Unterteilung in drel verschiedene Schichten,

Epidermis, Dermis sowie Subcutis (Abb. 1). Je nach spezieller Funktion sind einzelne
Bereiche jedoch regional unterschiedlich stark ausgepragt.
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Abb. 1: Aufbau junger Maushaut. Die Epidermis (E) ist die oberste, epitheliale Hautschicht. lhre
Starke wechselt von Korperstelle zu Koérperstelle. Unter der Epidermis liegt die Dermis (D) mit zwel
Schichten, einem oberflachlichen, lockeren Stratum papillare und einem strafferen Stratum reticulare,
das den Hauptanteil ausmacht. Die tiefste Hautschicht, die Subcutis (S), besteht im wesentlichen aus
Fettgewebe. Das abgebildete Préparat wurde mit Hamatoxylin-Eosin (HE) geférbt.
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Die Epidermis stellt den aulBersten Bereich der Haut dar. Sie besteht aus einem
mehrschichtigen, verhornenden Plattenepithel, welches in vier unterschiedliche Schichten
unterteilt werden kann, die jeweils durch einen unterschiedlichen Reifungszustand der
Keratinozyten gekennzeichnet sind (Abb. 2). Das Stratum basale, die unterste Schicht, besteht
aus teilungsfahigen Keratinozyten. Die Zellen sind durch Hemidesmosomen mit der
Basalmembran, die sie von der darunterliegenden Dermis trennt, und mit den benachbarten
Basalzellen durch Desmosomen verankert. Uber dem Stratum basale befinden sich das
Stratum spinosum, das Stratum granulosum sowie das Stratum corneum. Im Laufe der
Reifung wandern die Keratinozyten zur Oberflache. Hierbel erfahren die Epithelien eine
Verhornung. Die verhornten Zellverbénde werden in der obersten Schicht als Hornschuppen
abgestofien. In gesunder humaner Haut besteht ein Gleichgewicht zwischen Proliferation und
Abschilferung, was zu einer vollstandigen Erneuerung in etwa 28 Tagen fuhrt. Wahrend
dieser Differenzierung werden verschiedene Gene aktiviert bzw. inaktiviert, was zu einer

veranderten Proteinexpression fihrt.

Abb. 2: Aufbau der humanen Epidermis. In der Leistenhaut kénnen die vier verschiedenen
Zellschichten der Epidermis unterschieden werden. Das Stratum basale (B) liegt auf der
Basalmembran, dariiber folgen das Stratum spinosum (S), das Stratum granulosum (G) sowie das
Stratum corneum (C). In der Leistenhaut tritt eine dicke Hornschicht aus dichtem zellfreiem Keratin
auf. Weiterhin sind Langerhans-Zellen (L) und Melanozyten (M) zu erkennen. Die verschiedenen
Strukturen wurden mit einer HE-Férbung sichtbar gemacht.

Die Basalmembran der Haut ist eine diinne Schicht aus spezialisierter extrazellulérer Matrix,

deren Hauptkomponenten Kollagen Typ IV, Perlecan, Laminin und Nidogen untereinander



Einleitung

vernetzt sind. Sie beeinflufdt die Polaritét, den Differenzierungs- und Proliferierungszustand
und die Mobilitét der Keratinozyten. Das darunterliegende Bindegewebe der Dermis wird
durch Verankerungsfibrillen (Kollagen Typ VII) verknupft.

Die Dermis besteht aus einem dichten Kollagenfasergeflecht (Kollagen I, 111, V), durchsetzt
von elastischen Netzen (Elastin, Fibrillin), welches der Haut Reil¥festigkeit und reversible
Verformbarkeit verleiht. Blut- und Lymphgefdl3e, Nervenaufzweigungen sowie
Bindegewebszellen und Zellen der Abwehr sind in dieses Bindegewebe eingebettet.
Haarwurzeln al's auch Hautdriisen (beides epitheliale Gebilde) reichen in diese Schicht hinein.
Aufgrund der Faseranordnung unterscheidet man zwei verschiedene Schichten. Das Stratum
papillare grenzt unmittelbar an die Epidermis, gefolgt vom Stratum reticulare, welche sich bis
zur Subcuitis erstreckt. Aus der papillaren Dermis ragen Bindegewebspapillen in Vertiefungen
der Epidermis und sorgen somit fir eine Verzahnung beider Schichten. Im Gegensatz zur
papillaren Dermis zeichnet sich die reticulare Dermis durch eine geringere Anzahl von
Fibroblasten aus. Die Kollagen- und Elastin-Fibrillen sind deutlich dicker und dienen der
Festigkeit des Gewebes.

In der darunterliegenden Subcutis verlaufen zwischen den Fettzellen zahlreiche Blut- und
Lymphgefal3e und periphere Nerven. Die Adipocyten sind sowohl ein wichtiges Fettreservoir
als auch Isolierungsschicht fur die inneren Organe.

Biosynthese und Abbau der Matrixbestandteile werden durch eine Vielzahl von Enzymen
bewerkstelligt, deren Aktivitat durch Zytokine reguliert wird. Diese Prozesse spielen eine
besondere Rolle wahrend der Embryogenese und bei der Wundheilung. Stérungen dieser
komplexen Vorgadnge bilden die Grundlage von Organfibrosen oder Invasion und
Metastasierung im Rahmen der Tumorerkrankungen.

1.2 Epithe- und Bindegewebe

Bel der Betrachtung des Aufbaus der Haut fallt auf, dal3 zwei Haupttypen von Geweben mit
einander verknipft sind: Epithel- und Bindegewebe. Zell-Zell-Adh&sionen des Epithel-
gewebes sowie die extrazelluldre Matrix des Bindegewebes besitzen grundsétzlich
unterschiedliche Strukturaufgaben. Im folgenden werden die Struktur und Organisation der
Z€ll-Zell- und Zell-Matrix-V erbindungen eingehender beschrieben.
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1.2.1 Ze€ll-Zell-Adhasion

Im Epithelgewebe nehmen die Zellen den grofiten Tell des Gewebevolumens ein.

Mechanische Belastungen werden durch Transmembranproteine der Plasmamembran von

Zelle zu Zelle Ubertragen und durch intrazelluléare Proteinfilamente des Cytoskeletts

aufgenommen. Die Verkniipfung zwischen den Epithelzellen verlauft zum einen tiber Ca®*-
abhangige Zell-Zell-Adhasionsmolekiile (Cadherine), zum anderen tber Ca’*-unabhangige

Adhasionsmolekiile, die vorwiegend aus der Immunglobulin-Superfamilie stammen.

Cadherine sind Transmembran-Glykoproteine, deren grof3er extrazelluldrer Teil in der Regel

zu funf @hnlichen Doménen gefaltet ist. Drei dieser Doménen enthalten Bindungsstellen fir

ca.

Plasmamembran

Catenine

Actin

Abb. 3: Schematische Darstellung eines Cadherin-Molekiils.
Der extrazelluldre Teil des Proteinmolekils ist zu funf dhnlichen
Doménen gefaltet, drei davon enthalten Bindungstellen fir
Calcium. Der ins Cytoplasma ragende Schwanz tritt Uber mehrere
intrazellulédre Anheftungsproteine mit Actin des Cytoskeletts in
Wechselwirkung. Zu den Anheftungsproteinen gehort die Familie
der Catenine. X bezeichnet noch nicht charakterisierte
Anheftungsproteine, die an der Verbindung zwischen Cadherin,

Catenin und den Actin-Filamenten betelligt sind.

Der ins Cytoplasma ragende Tell des Moleklls tritt Uber mehrere intrazellulare
Anheftungsproteine mit dem Actin des Cytoskeletts in Wechselwirkung (Abb. 3). Zu diesen

Anheftungsproteinen gehdrt unter anderem die Familie der Catenine (Ozawa et al., 1989;

Rimm et al., 1995).

Wie sich bei in vitro und in vivo Experimenten gezeigt hat, sind Cadherine die wichtigsten

Adhasionsmolekiile, die Zellen im jungen Embryonal gewebe zusammenhalten (Geiger et al.,

1992).
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1.2.2 Integrine

Wechselwirkungen zwischen der extrazellularen Matrix und dem Cytoskelett der Zellen
werden in beiden Richtungen durch Transmembran-Proteine vermittelt. Integrine, eine grof3e
Familie homologer Transmembran-V erbindungsproteine, sind die wichtigsten Rezeptoren fur
die meisten Matrixproteine. Die Ligandenbindung der Integrine ist von extrazellularen
zweiwertigen lonen (Ca®* oder Mg®* je nach Integrin-Typ) abhangig. Durch die Bindung an
extrazelluldre Komponenten werden Integrine aktiviert und in der Zelle verschiedene
Signal tbertragungskaskaden in Gang gesetzt (Juliano et al., 1993).

Der extrazellulére Raum kann somit Polaritét, Bewegung, Stoffwechsel und Entwicklung der
Zéellen beeinflussen.

Rezeptoren der Integrin-Familie gewéhrleisten die Adhasion der Keratinozyten an die
extrazelluldre Matrix (Watt und Hertle, 1994). Wéhrend der Differenzierung erfolgt eine
Inaktivierung von 31 Integrin und anschliefiender Abbau des Rezeptors (Adams und Waitt,
1990, Hotchin et a., 1993).

Desweiteren werden Interaktionen zwischen den Zellen und der extrazellul&ren Matrix durch

Transmembran-Proteoglykane (z.B. Syndecan) vermittelt.

1.3 Extrazdluldre Matrix

Die extrazelluldre Matrix bestimmt die physikalischen Eigenschaften des Bindegewebes und
beeinflud die Zellen in ihrer Differenzierung, Migration und Proliferation. Die Matrix wird
von den in ihr liegenden Zellen (Fibroblasten, Myofibroblasten, Lipoblasten, Osteoblasten
und Chondroblasten) gebildet. Nach Art und Funktion des betreffenden Organs besitzt die
Matrix eine unterschiedliche Zusammensetzung und vielfatige Strukturen, von steinhartem
Knochen Uber elastische Bander bis zu speziaisierten Grenzschichten (Basalmembranen). Die
Makromoleklle, aus denen die extrazelluldre Matrix aufgebaut ist, bestehen aus zwei
Hauptgruppen: 1. Glykosaminoglykane (GAG), die gewdhnlich an Proteine gekoppelt in
Form von Proteoglykanen vorliegen, und 2. Faserproteine, die man anhand ihrer Funktion in
zwei Gruppen einteilen kann: Strukturproteine (z.B. Kollagen und Elastin) und Adhésions-
proteine (z.B. Laminin und Fibronektin). Eine extrem hohe Zahl unterschiedlicher
Zusammensetzungen der extrazelluldren Matrix wird sowohl durch eine grofRe Zahl
verschiedener Familienmitglieder als auch durch alternativ gespleifdte Varianten dieser

Komponenten mdglich.
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1.3.1 Glykosaminoglykane

Glykosaminoglykane (GAG) sind unverzweigte Polysaccharidketten aus sich wiederholenden
Disaccharideinheiten (70-200 Reste), die unterschiedlich haufig im Gewebe vorkommen. Die
Anwesenheit spezieller Glykosaminoglykantypen in verschiedenen Geweben verleiht der
extrazelluldren Matrix besondere Eigenschaften in Hinblick auf Diffusion oder Bindung
anderer extrazellulérer Substanzen. Durch Sulfatierung tragen die Molekile stark negative
Ladungen, wodurch eine Retention von Kationen und Wasser erleichtert wird.
Charakteristisch ist weiterhin ein stark hydrophiles Verhalten dieser Verbindungen. Die
Glykosaminoglykane kénnen aufgrund ihrer Zusammensetztung in vier Gruppen eingeteilt
werden: 1. Hyaluronsdure, 2. Chondroitinsulfat und Dermatansulfat, 3. Keratansulfat,
4. Heparansulfat und Heparin.

Mit Ausnahme der Hyaluronsdure werden die Glykosaminoglykane mit Proteinen zu
Proteoglykanen verknupft (Hassel et a., 1986). Die molare Masse des Proteinkerns der
Proteoglykane variiert von 10 bis 600 kDa, und durch eine unterschiedliche Zahl und Art der
angehefteten Glykosaminoglykanketten ergibt sich zusétzlich eine enorme Heterogenitét. Der
Proteinanteil  dieser  Verbindungen liegt bel  6-70%. Somit koénnen die
Glykosaminoglykanketten bis zu 94% des Gesamtgewichts ausmachen.

Die Funktion der Proteoglykane ist wie ihre Struktur sehr vielseitig (Ruoslathi, 1988). Neben
der Ausbildung hydrathaltiger Gele haben Proteoglykane vermutlich eine wichtige Funktion
bei der Signal Uibertragung zwischen Zellen as auch der Regulation der Funktion und Aktivitét
anderer Proteine (Ruoslathi und Y amaguchi, 1991).

Proteoglykane sind jedoch nicht nur Bestandteil der extrazelluléren Matrix, sondern kommen
auch in der Plasmamembran vor wie z.B. Syndecan. Der Proteinkern durchspannt die
Membran wahrend die extrazelluldre Domane unterschiedlich viele Glycosaminoglykan-
Ketten tragt und der in der Zelle liegende Teil mit dem Actin-Cytoskelett in Wechselwirkung
tritt. Sie dienen unter anderem zusammen mit Integrinen as Rezeptoren fur extrazellulére

Komponenten (Woods und Couchman, 1994).
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1.3.2 Fibrillare Strukturproteine

Die drei wichtigsten Proteine, die Fibrillen in der extrazelluldren Matrix bilden, sind
Kollagen, Fibrillin und Elastin.

Kollagene bilden eine Familie nah miteinander verwandter Proteine und stellen die
zahlreichsten fibrilldren Proteine des extrazelluldren Raums dar. Das charakteristische
Merkmal eines Kollagenmoekils ist eine dreistrangige Trippelhelix, die von drei identischen
oder unterschiedlichen a-Ketten gebildet wird. Bisher wurden 19 verschiedene Kollagen-
Typen in Vertebraten identifiziert, die als Typ I-XIX bezeichnet werden. Die Mitglieder der
Proteinfamilie der Kollagene konnen nach den dreidimensionalen Strukturen, die sie
ausbilden, in zwel Hauptklassen eingeteilt werden. Hierbel unterscheidet man zwischen
fibrillaren Kollagene und nicht-fibrillaren Kollagenen. Fibrilldare Kollagene (Typ I, II, 111, V,
X1) zeichnen sich durch eine lange, ununterbrochene Tripelhelix aus, wahrend die restlichen
Kollagene nicht in der Lage sind, Fibrillen zu formen. Sie zeigen eine enorme strukturelle
Vidfalt, verschiedenste makromolekulare Organisationen, unterschiedlichste Gewebever-
teilungen sowie Funktionen. Die nicht-fibrillaren Kollagene kénnen in mehrere Gruppen
eingeteilt werden. Man unterscheidet zwischen netzbildenden Kollagenen (Typ IV, VIII und
X), Fibrillen-assoziierten (FACIT) Kollagenen (z.B. Typ IX, XII, X1V, XVI und XIX), die
sich durch langere nicht helikale Regionen auszeichnen, sowie Filament-bildendem Kollagen
Typ VI und einer Gruppe aus den Kollagenen des Typs XV und XVIII. Die Molekile des
Kollagen Typ VII bilden Dimere, die sich zu Verankerungsfibrillen verbinden und
Basalmembranen an das darunterliegende Bindegewebe kniipfen, wahrend Kollagen Typ XllI
ein hexagonales Gitter ausbildet. Weiterhin existieren Kollagene (z.B. Kollagen Typ XVII),
die nicht sekretiert werden sondern as Bestandteil von Hemidesmosomen eine
transmembrane Domaine besitzen (Li et al., 1993).

Obwohl Fibroblasten den Hauptteil des Kollagens herstellen, kann Kollagen auch von
anderen vom Mesenchym abstammenden Zellen gebildetet werden. Epithel- und
Endothelzellen exprimieren z.B. Typ I1V-Kollagen der Basalmembran.

Elastische Fasern verleihen dem Bindegewebe Flexibilitét. Die elastischen Fasern bestehen
aus interagierenden Molekilen, vorrangig Elastin und Fibrillin. Elastin ist ein hydrophobes
Protein, welches nach der Sekretion Uber Lysinreste stark untereinander quervernetzt wird.
Wie Kollagen wird auch Elastin von Fibroblasten gebildet. Eine weitere Haupstruktur-
komponente der Fasern ist Fibrillin, welches wesentlich an der Organisation der Fibrillen

beteiligt zu sein scheint.
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1.3.3 Adhasionsproteine

Die Interaktion zwischen Zellen und der extrazelluldren Matrix wird weiterhin durch
verschiedene nichtfilamentése Glykoproteine, z.B. Laminin, Nidogen, Fibronektin und
Tenascin vermittelt.

Laminin wird von Epithel- und Endothelzellen als heterotrimeres Protein gebildet und stellt in
seinen diversen Isoformen einen essentiellen Bestandteil aler Basalmembranen dar. Alle
bekannten Laminine sind aus drei Polypeptidketten (a, 3, y) zusammengesetzt. Bis heute sind
12 verschiedene Laminine bekannt, die sich aus 11 genetisch verschiedenen Ketten bilden
(a1-a5, B1-B3 sowie y1-y3)(Tungga et al., 2000). Zusétzlich zu dieser Vielfalt kann es
durch alternatives Spleil’en und proteolytische Prozessierung zu weiteren Veranderungen
kommen, die sich auf die Funktion der Isoformen auswirken. Jede Isoform besitzt eine
charakteristische Gewebeverteilung. Die Expression einiger Isoformen bzw. Lamininketten ist
zudem abhangig vom embryonalen Entwicklungsstadium (Miner et a., 1997).

Das am besten charakterisierte Laminin ist das Laminin-1 (a1fB1yl). Es besteht aus einem
langen und drei kurzen Armen (Engel et al., 1981). Durch multiple bindende Liganden
(Nidogen, Perlecan, Kollagen Typ 1V, Fibulin etc.) fungiert es als Bindemolekil zwischen
Zellen und extrazelluldrer Matrix. Laminin bildet durch Selbstaggregation im Bereich der
kurzen Arme ein hexagonales Netzwerk aus. Die Vernetzung zwischen Laminin und Kollagen
IV geschieht Uber das Glykoprotein Nidogen, einem sehr vielseitigen Protein in
Basalmembranen.

In der humanen Haut findet man Laminin-5 (a3B33y2), sowie in geringeren Mengen
Laminin-6 (a3B1yl) sowie Laminin-10 (a5B31y1) (Nievers et a., 1999). Laminin-5 ist ein
essentieller Bestandteil der hemidesmosomalen Verankerungsfilamente (Rousselle et al.,
1991). Das Protein wird von basalen Keratinozyten sekretiert und bildet ein spezifisches
Substrat fur die Adh&sion verschiedener Zellen. Laminin-5 beeinflufldt unter anderem das
Zellwachstum sowie die Zellmigration.

Defekte der Laminin-Gene, insbesondere die zum Fehlen oder zur starken Veranderung der
B1 oder yl-Kette fuhren, sind im frihen Entwicklungsstadium letal (Smyth et al., 1999).
Mutationen der Lamininketten o3, 3 und y2fihren zu schweren Hauterkrankungen
(epidermolysis bullosa junctionalis) (Kivirikko et al., 1995; Pulkkinen et a., 1994a,b).
Fibronektin ist ein gut charakterisiertes, aus vielen Domanen bestehendes grof3es
Glykoprotein, welches in Bindegeweben weit verbreitet ist. Die |6sliche Form des

Fibronektins ist hauptsachlich Bestandteil von Blutplasma und wird von Hepatozyten
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produziert (Tamkun und Hynes, 1983). In der extrazelluldren Matrix wird Fibronektin von
Endothel- und Epithelzellen sowie von vielen verschiedenen Bindegewebszellen wie
Fibroblasten, Chondrozyten, Myoblasten und glatten Muskelzellen exprimiert. Es bildet
fibrillare Netzwerke aus, an denen Zellen adherieren (Hynes, 1989).

Ein besonders in embryonalen Geweben exprimiertes und wahrend der Wundheilung
hochreguliertes Protein ist Tenascin-C. Zu den Funktionen dieses Glykoproteins zéhlt vor
allem die Zelladhasion (Chiquet-Ehrisman, 1991).

Zusétzlich zu den hier beschriebenen Bestandteilen der extrazelluléren Matrix, der Zell-
Matrix- sowie Zell-Zell-Interaktionen trégt eine grofle Anzahl weiterer Verbindungen zum
Zusammenspiel zwischen Zellen und extrazelluldrem Raum bei.

1.4 Wundhelung

Waundheilung ist ein extrem komplexer Vorgang, der Entzindung, Zellwanderung, Re-
Epithelisierung, Matrix-Neubildung sowie -Umwandlung beinhatet. All diese Vorgange
mussen koordiniert werden, was eine konstante Kommunikation aller beteiligten
Komponenten voraussetzt. Zur Heillung dermaler Wunden missen Keratinozyten, Endothel-
zellen, Fibroblasten usw. tber Cytokine und andere Mediatoren miteinander kommunizieren.
Diese Signale werden durch die extrazellulare Matrix vermittelt (Nathan und Sporn, 1991).
Eine zeitlich fein abgestimmte Interaktion zwischen Zellen, Cytokinen und Matrix ist somit
Vorraussetzung zur Wundheilung.

Der Prozel3 kann in drei sich Uberlagernde Phasen eingeteilt werden: Entziindung,
Proliferation und Regeneration. Der Wundheilung geht eine Verletzung voraus, durch die
Blutplattchen und Mastzellen aktiviert werden. Wahrend der Entziindungsphase erfolgt die
Blutgerinnung, der Abbau von zerstortem Gewebe sowie die Aktivierung verschiedener
Wachstumsfaktoren (TGF, PDGF), die im weiteren Verlauf zur Bildung des Granulations-
gewebes fuhren. Miteinander verflochtene Fibrin- und Fibronektinmolektle verschlief3en die
Wunde und stimulieren die Zellmigration aus dem umgebenden Gewebe (Clark, 1993). In der
Proliferationsphase nehmen Zellzahl und Interzellularsubstanz unter Bildung des
Granulationsgewebes zu. Das Granulationsgewebe ist hochvaskularisiert und besteht aus
Makrophagen, Fibroblasten und Endothelzellen, die in eine Matrix aus Fibronektin,
Proteoglykanen und Kollagenen eingebettet sind. Die beteiligten Zellen andern ihre

Morphologie, Polarisierung, Wanderungsaktivitét und Wechselwirkungen untereinander. Die
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durch die Hamatostase entstandene Fibrin-Matrix wird langsam abgebaut, wahrend
gleichzeitig eine Synthese neuer extrazelluldrer Komponenten einsetzt. Im weiteren Verlauf
der Proliferationsphase entwickeln sich die Fibroblasten des Granulationsgewebes zu
Myofibroblasten. Diese sind verantwortlich fir die Wundkontraktion. Keratinozyten werden
zur raschen Proliferation und Migration in Richtung des Wundbereichs angeregt (O’ Leary,
1997). In der Regenerationsphase wird schliefdlich das Granulationsgewebe durch
Narbengewebe mit wenigen Zellen und Blutgefél3en ersetzt.

Wie die extrazellulére Matrix die Wundheilung dirigiert, ist bisher nur in Ansdtzen bekannt.

In den letzten Jahren wurden zahlreich extrazelluldre Matrixkomponenten auf der Ebene der
MRNA sowie Protein-Expression hinsichtlich ihrer Beteiligung und Funktion in der
Wundheilung untersucht. Hierbei zeigte sich, dald die Expression von verschiedenen
Kollagentypen, Fibronektin und anderen Matrixbestandteilen eine wichtige Rolle spielt (Gailit
et al., 1994; Reed et a., 1993). Es kann zudem eine Expression von Proteinen im
Granulationsgewebe festgestellt werden, die in adultem, gesunden Gewebe kaum exprimiert
werden (z.B. Tenascin-C) (Latijnhouwers et a., 1996). Zum Verstdndnis des
Wundheilungsprozef3es auf molekularer Ebene ist die weitere Identifizierung und detailierte

Charakterisierung der beteiligten Komponenten essentiell.

1.5 Auf der Suche nach neuen Proteinen

Zur ldentifizierung bisher unbekannter Bestandteile eines Gewebes kdnnen mehrere Ansétze
gewahlt werden.

Eine sehr geléufige Methode, die vorrangig bei der Suche nach neuen Mitgliedern einer
Proteinfamilie eingesetzt wird, ist das Durchsuchen von EST(expressed sequence tags)-
Datenbanken mit bekannten Domanen dieser Proteine. EST-Datenbanken enthalten kleine,
teilsequenzierte cONA-Sequenzen, welche a's Klone bestellt, vollstandig sequenziert und zur
weiteren Durchsuchung von cDNA- oder genomischen Bibliotheken genutzt werden kénnen.
Auf diese Weise wurde in den letzten Jahren eine grof3e Anzahl neuer Mitglieder von
Proteinfamilien wie z.B. Fibulin-3 und —4 (Giltay et al., 1999), Matrilin-3 und —4 (Wagener et
al., 1998) identifiziert und teilweise charakterisiert.

Eine weitere Methode ist die Suche nach Interaktionspartnern bekannter Proteine mittels
Affinitétschromatographie, Co-Immunpréazipitation oder der Two-Hybrid-Technologie. Mit
Hilfe dieser Verfahren sollte es moglich sein, bisher unbekannte Bindungspartner fur ein
bestimmtes Protein zu isolieren. Das Two-Hybrid-System bietet gegeniber dem
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Prézipitationsansatz den Vorteil, dal3 direkt Informationen zu den kodierenden cDNASs des
Interaktionspartners erhalten werden konnen und fir die eventuell anschlief3ende Expression
des Proteins vorliegen.

Wahrend der letzten Jahre wurde aufgrund der enormen Anstrengungen in verschiedenen
Genomprojekten eine grof3e Anzahl an Proteinsequenzen in Datenbanken verdffentlicht.
Einige der Sequenzen stammen von rekombinant exprimierten und gut untersuchten
Proteinen, der grofRe Teil der Sequenzen wird jedoch nur aus Nukleinsduresequenzen
abgeleitet. Funktionen dieser Proteine werden routineméldig auf Basis von Motivanalysen und
Vergleich mit bereits charakterisierten Proteinen postuliert. In einigen Falen kann jedoch
auch keine Vorhersage Uber die Funktion gemacht werden (Wilkins et al., 1997). Neben der
stetig wachsenden Anzahl von Informationen in diversen Protein- und Nukleinsdure-
Datenbanken wurden in den letzten Jahren auch hochauflésende Trenntechniken zur
Isolierung von Proteinen aus komplexen Zell- oder Gewebeextrakten (2D-Gel elektrophorese)
sowie die massenspektrometrische Sequenzierung (MALDI-TOF bzw. ESI MSMS)
weiterentwickelt bzw. verfeinert. Das Detektionslimit dieser Mikrosequenzierung liegt bel
etwa 2 pmol Protein. Die erhatenen experimentellen Daten kbnnen mit den Informationen aus
genomischen und EST-Datenbanken verglichen werden und erlauben im giunstigsten Fall eine
Identifizierung des Proteins.

Eine Kombination dieser Techniken wird in der sogenannten Proteomanalyse verwendet.
Hierbei wird das gesamte Proteinexpressionsmuster einer Zelle, eines Gewebes oder
Organismus nach quantitativer Darstellung mittels 2D-Gelelektrophorese  massen-
spektrometrisch analysiert. Die hervorragende Auftrennung von Proteingemischen in 2D-
Gelen erlaubt es, Proteine zu lokalisieren, kartieren und gegebenenfalls zu identifizieren.
Neben der Kartierung verschiedener Proteinextrakte unter genau definierten Bedingungen
kann auch in einem , subtraktiven Ansatz* das Proteinexpressionsmuster einer Zelle unter
verschiedenen Zustanden verglichen werden. Dies ermdglicht die ldentifizierung von
Proteinen, die unter bestimmten Umstanden, wie z.B. in verletztem Gewebe unterschiedlich
reguliert werden. Eine veradnderte Umgebung kann jedoch nicht nur eine unterschiedliche
Expressionsrate  hervorrufen, sondern auch enen Einflu@ auf posttransliationale
Modifikationen wie z.B. Glykosylierung oder Sulfatierung eines Proteins, welche einen ganz
entscheidenden Einflul3 auf die Funktion der Proteine haben, besitzen. Die Lokalisierung
solcher Modifikationen kann erheblich zum Versténdnis der Funktion eines Proteins

beitragen.
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Problematisch ist hierbei jedoch zur Zeit die Darstellung und Identifizierung seltener Proteine,
da diese oft in nur wenigen Kopien in der Zelle vorkommen (z.B. Transkriptionsfaktoren)
sowie ene fehlende Automatiserung und eingeschrénkte Reproduzierbarkeit der
zweidimensionalen Gelelektrophorese.

Ein weiterer systematischer Ansatz zur Identifizierung neuer Proteine ist die Herstellung
monoklonaler Antikorper gegen ein Gemisch isolierter Komponenten aus einem Gewebe. Es
kdnnen komplexe Proteingemische zur Immunisierung verwendet werden. Die aus der Fusion
hervorgehenden Antikorper werden schrittweise selektiert und zur ldentifizierung der
korrespondierenden Antigene verwendet. Ein grof3er Vorteil dieser Methode liegt in der
Chance auch gering exprimierte Proteine detektieren zu konnen. Die monoklonalen
Antikorper bieten weiterhin  eine hervorragende Maglichkeit zur anschlief3enden
Charakterisierung der Proteine. In den letzten Jahren wurde mit Hilfe dieser Technologie
zahlreiche neue Proteine identifiziert und charakterisiert (Lunstrum et al., 1987; Maekawa et
al., 1989; Kinch et a., 1998).

Die verschiedenen Wege zur Identifizierung der korrespondierenden Antigene mit Hilfe der
monoklonalen Antikodrper sind im folgenden Abschnitt zusammengestellt.

1.6 Verschiedene Wege zur Proteinidentifizierung und Charakterisierung

mittels monoklonaler Antikor per

Zur ldentifizierung neuer Proteine mittels eines Panels monoklonaler Antikérper gibt es
verschiedene Vorgehensweisen. Mit den hergestellten monoklonalen Antikorpern kénnen
zum einen cDNA-Expressionsbibliotheken durchsucht werden, zum anderen kann mit Hilfe
der Antikérper eine Anreicherung bzw. Reinigung der entsprechenden Antigene
vorgenommen werden (Abb. 4).

Nach abgeschlossener Identifizierung besitzt man zudem ein wichtiges Hilfsmittel zur
weiteren Charakterisierung des Proteins, da der Antikorper z.B. zur Bestimmung der
Gewebeverteilung mittels Immunhistochemie oder zur Immunpréazipitation potentieller
Bindungspartner verwendet werden kann (Abb. 4).

cDNA-Expressionshibliotheken kénnen sowohl mit DNA-Sonden als auch mit Antikorpern
oder anderen bindenden Liganden durchsucht werden. Hierbel bietet sich nicht nur die
Maoglichkeit, das produzierte Protein eines Klons zu sequenzieren, sondern auch die

kodierenden DNA-Fragmente zu isolieren. Diese kénnen entweder zur Identifizierung des
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Antigens oder auch zur Vervollstandigung der Proteinsequenz eingesetzt werden. Im
gunstigsten Fall kann mit Hilfe dieser Methode auch ein in Geweben sehr gering exprimiertes

Protein identifiziert werden.

™

+ .
>— Identifizierung

™

_

Abb. 4: Zusammenstellung verschiedener Einsatzmdglichkeiten monoklonaler Antikérper zur
Identifizierung und Charakterisierung der korrespondier enden Antigene.

Die Antikoérper konnen zudem zur Isolierung der korrespondierenden Antigene aus
Gewebeextrakten eingesetzt werden. ES bestent zum einen die Moglichkeit die
entsprechenden Antigene mittels Immunprézipitation oder Affinitétschromatographie
anzureichern oder den Verlauf anderer Chromatographieschritte mit Hilfe der Antikérper zu
analysieren (Abb. 4). Die Reinigungsstrategie ist hierbel fur jedes Protein individuell zu
entwickeln.

Gereinigte Proteine erlauben im Anschlu? eine Mikrosequenzierung auf Proteinebene
(MALDI-TOF bzw. Q-TOF). Die hierbei erhaltenen Sequenzen kénnen mit unterschiedlichen
Datenbanken verglichen werden und lassen unter Umstanden eine Identifizierung des Proteins
Zul.

Gelingt dies nicht, kann die erhaltene Sequenzinformation verwendet werden um cDNA-
Datenbanken zu durchsuchen, Primer zu konstruieren und das unbekannte Protein zu

klonieren.



Zielsetzung

Il Zielsetzung

Die extrazellulare Matrix der Haut besteht aus einer grof3en Vielfalt verschiedener
Makromolekile, die miteinander vernetzt sind. Bisher ist die Organisation des spezifischen
Netzwerks sowie der Mechanismus, mit dem die Zellen Synthese und Abbau der Proteine
regulieren, nur wenig verstanden. In den letzten Jahren wurden zudem vermehrt neue
Familien extrazelluléarer Proteine entdeckt bzw. bereits bekannte Familien erweitert. Die
Identifizierung und Charakterisierung weiterer essentieller Hautbestandteile sollte zu einem
detaillierteren Verstéandnis der vielfatigen und komplexen Wechselwirkungen der beteiligten
Komponenten fuhren. Die Kenntnis des Zusammenspiels einzelner Bestandteile ist von
wesentlicher Bedeutung zur Etablierung neuer therapeutischer Strategien z.B. im Rahmen der
Haut-Wundheilung.

Zur Entdeckung bisher unbekannter Proteine in der Haut soll ein Panel monoklonaler
Antikorper hergestellt werden. Nach einer ersten Selektion der Antikorper produzierenden
Klone mittels ELISA, Immunfluoreszenz und Immunoblot sollen einige vielversprechende
Klone subklonieriert und zur Identifizierung der korrespondierenden Antigene herangezogen
werden. Die Bestimmung der Reaktivitdt dieser Antikorper in verschiedenen Methoden
(Immunfluoreszenz, Immunoblot sowie Immunprazipitation) unter nativen und
denaturierenden Bedingungen sowie die Typisierung der Antikorper ermoglicht eine erste
Charakterisierung der Antikorper.

Abhangig vom Potential der Antikorper werden diese im weiteren Verlauf in verschiedenen
Methoden zur Identifizierung der entsprechenden Antigene mittels Durchmustern von cDNA-
Expressionsbanken as auch zur Reinigung des Protein und anschlief3ender Sequenzierung
eingesetzt.

Die Bestimmung der GrofRe der Proteine sowie der Art und Anzahl der potentiellen
Untereinheiten ist in Immunoblots mdglich.

Die monoklonalen Antikorper konnen weiterhin zur Lokalisation der Proteine im
embryonalen und adulten Gewebe mittels Immunfluoreszenz verwendet werden. Schliefdlich
kann eine Bestimmung potentieller Bindungspartner kann mit Hilfe von ELISA-Style-
Bindungsstudien, Co-Immunprézipitationen und Co-Immunfluoreszenzen auf Geweben

durchgefiihrt werden.
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11 Ergebnisse

Zur gezielten Identifizierung neuer Proteine in einem gegebenen biologischen System kdnnen
die verschiedensten Methoden gewahlt werden. Eine Moglichkeit besteht in der Herstellung
monoklonaler Antikdrper (mAK) gegen ein Gemisch verschiedener Proteine mit
anschlief3ender Identifizierung der korrespondierenden Antigene mit Hilfe dieser Antikorper.
Generell konnen hierzu verschiedene Ansétze gewahlt werden.

Zum einen kann eine Expressions-cDNA-Bibliothek mit diesen Antikdrpern durchsucht
werden, zum anderen kénnen die Antikorper direkt sowie indirekt zur Reinigung der Antigene
eingesetzt werden (Abb. 5).

Der Vorteil des Durchsuchens einer Expressions-cDNA-Bibliothek liegt darin begrindet, dal3
auch Proteine, die im Gewebe nur in geringen Mengen vorhanden sind, identifiziert werden
konnen, da eine geringe Proteinexpression die Anreicherung eines Proteins aus
Gewebeextrakten erschwert bzw. verhindert.

Desweiteren kann die DNA positiver Klone aus der Expressions-cDNA-Bibliothek
sequenziert und damit Informationen Uber das gesuchte Protein erhalten werden. Die
erhaltenen Sequenzinformationen kdnnen zum einen eine ldentifizierung des Antigens
ermoglichen, bilden jedoch auch die Basis fur die weitere Durchsuchung anderer cDNA-
sowie genomischer Bibliotheken zur Komplettierung der Proteinsequenz.

Eine andere Mdoglichkeit besteht in der Reinigung des Antigens mit den vorliegenden
Antikorpern. Hierzu kann der Antikorper zum einen direkt (Immunprézipitationen und
Affinitdtsreinigungen) as auch indirekt zur Detektion des Proteins in anderen
chromatographischen Verfahren (Gelfiltration, lonenaustauscher etc.) verwendet werden.
Liegt das Antigen nach einigen Anreicherungsschritten als SDS-PAGE-Bande vor, so kann
nach proteolytischem Verdau eine Sequenzierung erhatener Peptide mittels MALDI-TOF
bzw. LC MSMS vorgenommen werden. Ein Vergleich dieser Peptidsequenzen mit
Datenbanken ermdglicht unter Umstéanden die ldentifizierung des korrespondierenden
Antigens.

Die Wahl der Identifizierungsmethoden ist vom Potential der Antikorper in den einzelnen
Methoden abhangig. Weiterhin ist die Expressionsrate des Antigens im Gewebe en
entscheidender Faktor.

Von grundlegender Bedeutung fur eine erfolgreiche Identifizierung bisher unbekannter
Proteine ist zudem die Auswahl der Spezies, des Gewebes sowie der Proteinextraktions-
Bedingungen.
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Die Auswahl der Spezies Maus zu Beginn dieses Projektes ist in dem relativ grof3en
Repertoire von verflgbaren Antikérpern gegen murine extrazelluldre Matrix-Proteine
begrindet. Viele dieser Antikorper, die zur ldentifizierung oder Verifizierung eingesetzt
werden konnen, sind in anderen Arbeitsgruppen in unserem Institut bereits vorhanden oder
kommerziell erhdltlich.

Ein weiterer Vortell ist die grofe Verflugbarkeit von diversen Mausgeweben zur Gewinnung
von Proteinen sowie die umfassenden Sequenzinformationen in Maus-spezifischen
genomischen wie auch in EST-Datenbanken. Dies erleichtert eine mdgliche Identifizierung
der Proteine beim Durchsuchen von Datenbanken mit kleineren Sequenzstiicken.

Die Verwendung von Haut 3-4 Tage dter Tiere bietet den Vortel, da in diesem
Entwicklungsstadium noch kein Fell vorhanden ist. Haarfollikel sowie Drisen sind jedoch
schon ausgebildet und somit sollte ein voll differenziertes Spektrum von gewebespezifischen
Antigenen abgedeckt sein. Die Abwesenheit der Haare erleichtert das Zerkleinern des
Gewebes und damit die Isolierung der Proteine. Zudem ist zu diesem Zeitpunkt die
Quervernetzung der extrazelluldren Proteine untereinander weniger stark ausgepragt und die
Proteine kdnnen unter schonenderen Bedingungen extrahiert werden.

Die folgende Abbildung falét die unterschiedlichen Schritte, die zur Identifizierung eines

Proteins mit Hilfe von monoklonalen Antikdrpern flihren kénnen, schematisch zusammen.

Monoklonaler Antikorper

N\ /

/
ot o

Abb. 5: Schematische Darstellung der verschiedenen Mdglichkeiten zur Identifizierung eines

/.

Proteins mit monoklonalen Antikérpern.
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3.1 Herstellung monoklonaler Antikorper gegen ein komplexes Gemisch

dermaler Proteine

Fur die Herstellung monoklonaler Antikorper (mAk) gegen ein Gemisch diverser dermaler
Proteine wurde Haut aus dem Bereich des Riickens von 3-4 Tage aten Mausen prépariert.
Dermis und Epidermis der isolierten Haut wurden mittels hyperosmolarem Schock
voneinander getrennt. Die Spaltung wird unter diesen Bedingungen in der Basamembran
vollzogen. Die Bestandteile der Basalmembran befinden sich anschlief3end zu gleichen Teilen
in beiden Fraktionen.

Die Proteine der Dermis wurden anschlieflend sequentiell extrahiert. Die schrittweise
Isolierung der Proteine aus einem Gewebe ermdglichte die Bestimmung idealer
Extraktionsbedingungen fur einzelne Bestandteile.

In einem ersten Schritt wurden isotonische Pufferbedingungen (Puffer A) und daran
anschlief3end ein EDTA-haltiger Puffer mit erhohter Salzkonzentration (Puffer B) verwendet.
Durch die Abfolge dieser beiden Extraktionsmethoden sollte es gelingen, im ersten Schritt
sehr leicht 16sliche Proteine zu isolieren. Im zweiten Schritt wurden Proteine angereichert, die
durch Calcium-abhangige Interaktionen mit anderen Matrix-Bestandteilen verbunden sind.
Bis dahin unldsliche Proteine wurden unter denaturierenden Bedingungen (Puffer C), sowie
anschlief3endem proteolytischen Verdau mit Pepsin (Puffer D) extrahiert. Unter diesen

Bedingungen wurden kovalent quervernetzte Proteine, wie z.B. Kollagene, herausgel 0st.

Den verwendeten Puffern wurden jeweils 1 mM PMSF sowie 1 mM NEM als Protease-
inhibitoren zugefugt. Die Extraktionen A und B wurden zur quantitativen Proteinisolierung
jeweils zweifach durchgefihrt. Die folgende Auflistung zeigt die Zusammensetzung der

verschiedenen Puffer:

Puffer A 150 mM NaCl, 50 mM TrigHCl, pH 7,4

Puffer B 1 M NaCl, 10 mM EDTA, 50 mM Trig/HCI pH 7,4
Puffer C 6 M GuHCI, 50 mM Tris/HCI pH 7,4

Puffer D 0,5 M Essigsaure, pH 1,8, 10 mg Pepsin/g Dermis.

Eine erste Uberprifung der verschiedenen Extraktionen mittels SDS-PAGE zeigte, dal? ein
grof3er Teil der Proteine sehr leicht aus dem Gewebe zu isolieren ist. Der grofdte Teil der zu
extrahierenden Proteine (ca. 75%) befand sich schon in Extrakt A (Abb. 6). Durch die
anschlief3ende Behandlung des Gewebes mit einem EDTA-haltigen Puffer konnten weitere
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Proteine extrahiert werden. Die absolute Proteinkonzentration bzw. —menge war hierbei
jedoch deutlich niedriger. Der Einsatz denaturierender sowie proteolytischer
Extraktionsbedingungen fihrte nur zur Isolierung einiger stark quervernetzter Proteine
(Abb. 6).

A1 A2 B1 B2 C D

kDa
400 -
20- |
116 -

97 -
66 -

Abb. 6: Analyse der sequenziellen Proteinextraktion aus Maus-Haut. Das Gewebe wurde
zerkleinert und schrittweise unter den folgenden Bedingungen extrahiert: (A) isotonischer Puffer, (B)
Hochsa z-EDTA-Puffer, (C) denaturierender Puffer, (D) Pepsin-Verdau. Jeweils gleiche Mengen der
Extrakte wurden in einem 3-15%igen SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen aufgetrennt und
anschlieffend mit Coomassie Brilliant Blue geféarbt. Extrakt C wurde zuvor mit Ethanol préazipitiert.
Die Extraktionen A und B wurden hierbei doppelt durchgefiihrt (A1, A2 und B1, B2).

Die weitere Anayse der Proben mittels Immunoblot ergab, dal? eine Vielzahl von bekannten
Bestandteilen der extrazellul&ren Matrix (z.B. Laminin, Fibronektin, BM-40 etc.) unter
nativen, isotonischen Bedingungen zu isolieren ist und somit schon in Extrakt A enthalten ist.
Abbildung 3 zeigt eine hohe Konzentration von Laminin und BM-40 in Extrakt A im
Gegensatz zu den Extrakten B, C und D. Die Verwendung eines Hochsalz-Puffers, EDTA
oder denaturierender Reagenzien zur Isolierung dieser Komponenten ist somit nicht nétig.
Auch Fibronektin kann zum Teil leicht aus dem Gewebe isoliert werden. Die Anreicherung
des Proteinsin Puffer A ist jedoch in diesem Fall nicht vollstandig (Abb. 7).
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A B c D A B C D A B C D
kDa kDa l' kDa
B = 400 -
- <= 200 -
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— 116 -
116 - 97- i
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) 43 - <
30- -
43-
a) Antikorper gegen b) Antikérper gegen c) Antikorper gegen
Laminin-1 Fibronektin BM-40

Abb. 7: Untersuchung der verschiedenen Extrakteim Immunoblot mit Antikérpern gegen einige
bekannte extrazellulére Matrix-Proteine. Jeweils 150 pl der Extrakte A-D wurden in 3-15%igen
SDS-Polyacrylamid-Gelen reduziert (a, ¢) bzw. nicht reduziert (b) aufgetrennt, auf Nitrocellulose-
Membran transferiert und mit Antikérpern gegen Laminin-1 (a), Fibronektin (b) und BM-40 (c)
entwickelt. Die entsprechenden Banden sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Die verwendeten
polyklonalen Antikorper gegen Fibronektin und BM-40 zeigten neben diesen Banden jedoch auch
Kreuzreaktivitdten zu Kollagen Typ | (b) bzw. Keratin (c) auf, die bel der Auswertung vernachlassigt

werden konnen.

Aufgrund diese Analysen wurden die weiteren Experimente mit dem TBS-Extrakt (Extrakt A)
durchgefuhrt. Dieser Extrakt gewdahrleistet ein breites Spektrum an verschiedenen Proteinen
in nativer Form zur Herstellung eines Pools monoklonaler Antikérper. Die Identifizierung

bisher unbekannter Hautbestandteile sollte somit méglich sein.

Zur Eingrenzung von Matrix-Proteinen, welche zumeist hochmolekulare Bestandteile
darstellen, bzw. zur Abtrennung kleinerer intrazelluléarer Proteine wurde eine Grolen-
ausschluf3-Chromatographie durchgefiihrt. Nach Konzentrierung wurde diese Protein-
Mischung fir die Immunisierung verwendet. Weitere Reinigungsschritte (z.B. mittels
lonenaustauscher-Chromatographie) wurden unterlassen, um nicht eventuell wichtige
Bestandteile abzutrennen. Proben der erhaltenen Proteinlésung wurden zur Immunisierung
von zwei Ratten verwendet. Das Serum dieser Tiere wurde zur Bestimmung des Titers etwa
ale zwei Wochen in verschiedenen Verdinnungen immunhistochemisch auf Maus-Haut-
Schnitten und im ELISA getestet. Nach Erreichen eines Titers von 1:10000 wurde die
Immunisierung gestoppt und die Milzzellen der beiden Tiere getrennt voneinander fir zwel

Fusionen verwendet.
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Die Herstellung monoklonaler Antikérper erfolgte mittels der von Kohler und Milstein (1975)
entwickelten Lymphozyten-Hybridom-Technik (Abb. 8). Hierbel werden die Antikorper-
produzierenden Milzzellen einer immunisierten Ratte mit den Zellen einer geeigneten Zellinie
(Myelom-Zé€llen), die permanent in vitro kultivierbar ist, gemischt und durch Zusédtze zur
Fusion gebracht. Die entstehenden Hybridomzellen enthalten sowohl genetisches Material der
Milzlymphozyten als auch der Myelomzellen. Nach Selektion und Durchmustern der
Hybridzellen werden die Klone mit der gewtinschten Spezifitét zur Produktion der Antikorper

weiter kultiviert.
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Abb. 8: Schematische Dar stellung zur Herstellung monoklonaler Antikor per. Hybridomzellen, die
durch Fusion von Milzzellen mit Myelomzellen enstanden sind, werden in HAT-Medium kultiviert,
selektioniert und die Zellkulturtibersténde der Klone auf die Spezifitét der Antikorper getestet.

Fusion, Selektion und erste Analyse der erhaltenen Klone wurde von mir unter Anleitung von
Dr. L. Sorokin am Institut fir Experimentelle Medizin in Erlangen durchgefthrt und
anschlief3end am Institut fir Biochemie Il in Kdln etabliert und fortgefuhrt.
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3.2 Charakterisierung der Antikor per

Die beiden unabhangigen Fusionen ergaben zusammen einen Pool von ca 800 verschiedenen
Klonen. Eine erste Analyse dieser Klone wurde mit Hilfe eines ELISA-Assays durchgefihrt.
Hierzu wurden ELISA-Platten mit TBS-Haut-Extrakt (Extrakt A) beschichtet, mit den
Zellkulturtbersténden der verschiedenen Klone inkubiert und auf ihre Reaktivitét getestet.
Etwa 150 der untersuchten Antikorper zeigten wéahrend dieser Untersuchungen signifikante
Signale und wurden weiter untersucht. Ihre Aktivitdt wurde sowohl in der Immunfluoreszenz
(IF) auf Kryostat-Schnitten von muriner Haut als auch im Immunoblot (I1B) auf Haut-Extrakt
getestet. In Abb. 9 sind die Ergebnisse dieser ersten Untersuchungen zusammengefalt.

Fusion Nr.1 Fusion Nr.2
44
40
35
20

2 1
Lo Ly
ELISA ELISA ELISA ELISA ELISA ELISA

+ + + +

IF IF IF IF

+ +

1B IB

Abb. 9: Klassifizierung der verschiedenen monoklonalen Antikérper hinsichtlich ihrer
Reaktivitat gegeniiber Maus-Haut. Die unverdiinnten Zellkulturlibersténde der Hybridomzell-Klone
wurden jeweilsim ELISA mit Haut-Extrakt, in der Immunfluoreszenz (IF) auf Haut-Schnitten und im
Immunoblot (IB) auf Haut-Extrakt analysiert. Die Klone wurden entsprechend ihrer Reaktivitét in drei
verschiedene Kategorien eingeteilt: griin = nur im ELISA reaktiv; gelb = im ELISA und der IF positiv;
rot = reaktivim ELISA, der IFundim IB.

Etwa 17% der 800 untersuchten Klone zeigten deutliche Reaktionen im ELISA-Test. Die
weitere Analyse dieser Klone mittels IF und IB fuhrte zu der in Abb. 9 dargestellten
Einteilung der Antikorper. Fast die Halfte dieser Antikorper wiesen neben ihrer Reaktivitat im
ELISA-Test zudem die unterschiedlichsten Farbemuster auf Maus-Haut-Schnitten in der
Immunfluoreszenz auf. Drei der produzierten Antikorper waren zusétzlich reaktiv im
Immunaoblot (Abb. 9).
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Einige Ergebnisse dieser ersten immunhistochemischen Analysen sind im folgenden
(Abb. 10) zusammengestellt.

BEF_hit

HE 9D10 1E2

1F2

4B3 4B2 8F10

Abb. 10: Farbemuster einiger ausgewahlter Antikérper in der Immunfluoreszenz auf Haut-
Schnitten von neugeborenen Mausen. Die Antikorper wurden entsprechend ihrer Position in den
96-Loch-Platten mit Nummern versehen (9D10, 1E2 etc.). Haut-Schnitte wurden mit den
unverdinnten Zellkulturibersténden der Klone inkubiert und die Signale anschlielfend mit
fluoreszenzmarkierten Sekundarantikdrpern detektiert. Als Orientierungshilfe wurde zudem eine
Hematoxylin-Eosin-Farbung (HE) angefertigt. Epidermis (Ep), Dermis (D), Fett (F), Haarfollikel (Hf),
Blutgefaiie (Bg).

Die obige Zusammenstellung zeigt, dal3 die einzelnen Klone zu deutlich unterschiedlichen
Farbemustern fihren.
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Die Lokalisierung der korrespondierenden Antigene ist hierbel zum Teil auf einen bestimmten
Bereich der Haut beschrankt ( mAk 9D10, 2G7, 7C8, 4B3 und 8F10). In anderen Féllen sind
die Proteine eher ubiquitér verteilt (mAk 1E2, 1F2, 4B2) (Abb. 10).

Die Farbungen mit den monoklonalen Antikorpern 2G7 und 4B3 legen die Vermutung nahe,
dal’ es sich um extrazelluldre Proteine handelt, da in beiden Félen die Ausbildung von
Netzwerken in der Dermis beobachtet werden kann.

Der mAk 9D10 zeigt eine kontinuierliche Farbung entlang der Basalmembran sowie der
oberen Bereiche der Dermis. Epidermis als auch Fettgewebe weisen keinerlei Expression des
Antigens auf. Die Antigene 1E2 und 1F2 besitzen eine breitere Verteilung in der Haut. Neben
der Lokalisierung in basalen Keratinozyten der Epidermis werden die Proteine auch in alen
Bereichen der Dermis und im Fettgewebe exprimiert. Das Erscheinungsbild ist hierbei jedoch
jeweils unterschiedlich.

Eine extrazellulédre, netzartige Proteinverteilung in der gesamten Dermis erhdlt man mit mAKk
2G7, wahrend das Antigen zu mAKk 7C8 nur in der Epidermis exprimiert wird.

Der monoklonale Antikérper 4B3 zeigte bel diesen Untersuchungen, dal3 das entsprechende
Protein eine breite Verteilung in der Dermis und Subcutis besitzt, in der Epidermis als auch
der Basalmembran jedoch nicht vorhanden ist. Das 4B2-Antigen weist eine starke Expression
in der Epidermis und eine eher breitere Verteilung in der Dermis auf wahrend die Expression
des 8F10-Antigens in der Haut auf einen Bereich um die Haarfollikel herum beschrénkt ist
(Abb. 10).

Keines dieser Antigene konnte aufgrund der beobachteten Proteinverteilung in Haut einem
bekannten Protein zugeordnet werden. Die Verteilung dieser Antigene in verschiedenen
Hautbereichen zeigt, dal3 eine sehr grof3e Zahl verschiedener monoklonaler Antikorper
produziert wurde, mit deren Hilfe im weiteren Verlauf des Projektes eine Identifizierung der
korrespondierenden Antigene vorgenommen werden kann. Liegen erste Hinweise zur
Identifizierung eines dieser Antigene vor, kann, falls es sich um ein bereits bekanntes Protein
handelt, durch den Vergleich immunhistochemischer Daten eine Bestédtigung oder
Widerlegung der Vermutungen gelingen.

Um herauszufinden, ob es sich bei den oben beschriebenen Antigenen um Haut-spezifische
Proteine handelt oder ob eine Expression auch in anderen Geweben zu beobachten ist, wurden
16,5 Tage ate Mausembryonen immunhistochemisch untersucht. Da die verschiedenen

Gewebe und Organe zu diesem Zeitpunkt bereits vollstandig entwickelt sind, kann ein
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Uberblick tiber das Expressionsmuster erhalten werden. Die Detektion der Signale erfolgte
mit einem Peroxidase-gekoppelten Zweitantikorper, der die AEC-Farbung (3-Amino-9-
ethylcarbazol) katalysiert.

Die Ergebnisse sind in Abb. 11 zusammengestellt.

He

HE 1F2 2G7

7C8 4B3 8F10

Abb. 11 : Immunhistochemische Untersuchung mit ausgewahlten Zelkulturtberstanden auf
16,5 Tage alten Mausembryonen. Kryostat-Schnitte von 16,5 Tage alten Mausembryonen wurden
mit unverdinnten Zellkulturiberstanden einiger Klone inkubiert und die Signale nach Inkubation mit
HRP-gekoppeltem Sekundarantikorper mit AEC detektiert. Zum Vergleich wurde eine HE-Farbung
angefertigt. Gehirn (G), Auge (A), Herz (He), Lunge (L), Muskeln (M), Haut (H), Dérme (D).

Es zeigt sich, dal3 die Antigene 1F2, 2G7, 4B3 und 8F10 nicht nur in Haut sondern auch in
anderen Geweben exprimiert werden. Im Gegensatz hierzu handelt es sich bei dem Antigen
7C8 um ein Haut-spezifisches Protein.

Mit dem monoklonalen Antikdrper 1F2 konnen neben der Farbung in der Haut weiterhin
deutliche Signale im Herzen und in den Skelettmuskeln im Bereich des Riickens beobachtet
werden. Das Antigen 2G7 besitzt eine sehr breite Verteilung im gesamten Organismus. Starke
Signale sind im Herzen, der Lunge, dem Auge, den Muskeln und der Haut vorhanden
(Abb. 112).
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Die Expression des Antigens 7C8 beschrankt sich auf die Haut. 4B3 wiederum besitzt eine
ubiquitére Proteinverteilung. Herz, Lunge, Muskeln, Darme sind Gewebe mit einer starken
Expression des Proteins, wahrend keinerlei Farbung im Gehirn zu beobachten ist. Mit dem
mAKk 8F10 kann keinerlel Farbung im Herzen, Gehirn, Lunge und Muskeln beobachtet
werden. Haut und bestimmte Teille des Gaumens und Rachenraumes sind hier deutlich
gefarbt.

Diese Ergebnisse bestétigen erneut, dal? ein grof3es Panel verschiedener Antikorper hergestellt
wurde, welches zur Identifizierung unbekannter Proteine genutzt werden kann. Die meisten
dieser Antigene scheinen zudem nicht nur in der Haut vorzukommen, sondern eine breitere
Verteilung im Organismus zu besitzten. Diese Gewebe kdnnten somit auch zur Identifizierung

der korrespondierenden Antigene herangezogen werden.

Zusétzlich zu den in der Immunfluoreszenz erhaltenen Daten konnte mit den monoklonalen
Antikorpern 4B3, 4B2 und 8F10 auch ein erster Eindruck Uber die Grofie der Antigene
gewonnen werden, da die mAKk auch im Immunoblot reaktiv waren. Im Immunoblot liegen die
Proteine im Vergleich zum ELISA oder der Immunfluoreszenz in denaturierter Form vor.
Denaturierung oder reduktive Spaltung von Disulfidbriicken kann zu einer Verénderung der
antigenen Determinante flhren. Die Folge ist eine mdgliche Verminderung der Antikorper-
Antigen-Bindung.

Der Antikorper 4B3 detektiert im Immunoblot unter reduzierten und nicht reduzierenden
Bedingungen (ohne Abbildung) eine Bande in der GrofRenordnung von ca. 400 kDa. Diese
hochmolekulare Bande wurde auch bel Immunprézipitationen mit dem Antikorper erhalten
(Abb. 12).

Die mAk 4B2 und 8F10 farbten mit und ohne Reduktion Banden im Bereich von etwas tber
200 kDa, wobei mAk 8F10 eine eher diffuse Farbung aufwies.

Alle drei Antigene stellen somit hochmolekulare Hautbestandteile dar. Die entsprechenden
Antikorper (4B3, 4B2 und 8F10) sind sehr vielseitig einsetzbar, da sie unter nativen und
denaturierenden Bedingungen reaktiv sind.

Esist ersichtlich, dal3 beide Fusionen eine betréchtliche Anzahl an verschiedenen Antikorpern
mit unterschiedlichem Potential hervorgebracht haben. Die einzelnen Klone wurden zur
Aufbewahrung eingefroren. Aus diesem Vorrat kénnen nach und nach einzelne Antikorper
selektiert und zur Reinigung und Identifizierung der korrespondierenden Antigene verwendet

werden.
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Abb. 12: Analyse der monoklonalen Antikdrpern 4B3, 4B2 und 8F10 im Immunoblot und
Immunpr &zipitation mit Hautextrakt. Fir die dargestellten Immunoblots wurden jeweils 30 pl von
Extrakt A aus Maus-Haut unter reduzierenden Bedingungen im 3-15%igen SDS-PAGE aufgetrennt,
auf Nitrocellulose-Membran Uberfihrt und mit den Zellkulturtiberstdnden der entsprechenden Klone
inkubiert. Die Immunprézipitation mit dem mAk 4B3 wurde mit 1 ml Extrakt A durchgefihrt. Die
Hauptbanden sind jeweils mit Pfeilen gekennzeichnet, * markiert eine Bande des zur IP verwendeten
Antikorpers.

Alle im weiteren verwendeten Klone wurden vor Beginn der sich anschlief3enden
Untersuchungen subkloniert, d.h. die Zellen wurden vereinzelt. So konnte garantiert werden,
dai3 die von diesem Klon produzierten Antikérper monoklonal waren.

Der Klon 4B3 konnte zwar vereinzelt werden, keiner der erhaltenen Einzel-Klone war jedoch
positiv und zusétzlich verlor auch der Ursprungs-Klon zunehmend an Reaktivitdt. Die
weiteren Arbeiten mit diesem instabilen Klon wurden daher eingestellt.

Die Bestimmung der Subklassen der subklonierten monoklonalen Antikérper erfolgte mit
einem kommerziellen Idiotyping Kit. Hierbei ergab sich, dal’ der Grofdteil der Antikorper vom
Typ IgM war. Diese Tatsache ist von grof3er Bedeutung, da die verschiedenen Subklassen in
diversen Anwendungsbereichen (wie z.B. Affinitétsreinigung und Immunprézipitation)

unterschiedliche Eigenschaften besitzen.

Die weitere Arbeit konzentrierte sich auf die Identifizierung und Charakterisierung der
korrespondierenden Antigene der Antikorper 4B2 und 8F10, da diese Antikorper in alen drei
getesteten Verfahren (ELISA, Immunfluoreszenz und Immunoblot) reaktiv waren und eine

Identifizierung dieser Antigene am vielversprechendsten erschien.
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3.3 Durchmustern einer Haut-Expressions-cDNA-Bibliothek

Eine mogliche Vorgehensweise zur Identifizierung eines Proteins mit Hilfe eines Antikorpers
ist das Durchmustern einer Expressionsbank. Im vorliegenden Fall wurde hierzu eine Haut-
Expressions-cDNA-Bank der Firma Stratagene verwendet. Es handelt sich hierbel um eine
cDNA-Bibliothek, die entweder mit entsprechenden DNA-Proben oder auch mit Antikorpern
durchsucht werden kann.

Ein grofRer Vorteil dieser Methode liegt darin, dal3 es auch moglich ist Sequenzinformationen
von Proteinen zu erhalten, die in Geweben nur sehr gering exprimiert werden. Eine geringe
Proteinexpression erschwert bzw. verhindert die Reinigung eines Proteins. Ohne eine
ausreichende Menge des gereinigten Proteins ist eine Proteinsequenzierung und damit die
Identifizierung nicht mdglich.

Das Durchmustern einer solchen Bibliothek mit Antikdrpern ist jedoch zumeist nicht einfach,
sondern bereitet grof3e methodische Schwierigkeiten. Ein extrem wichtiger Punkt ist die
Auswahl des verwendeten Antikorpers. Dieser sollte idealerweise das korrespondierende
Antigen unter nativen, sowie denaturierenden Bedingungen erkennen, einen hohen Titer und
eine hohe Spezifitét besitzen. Obwohl generell ein polyklonales Antiserum einem
monoklonalen Antikorper vorzuziehen ist, kann auch ein Gemisch von mAk, die gegen
verschiedene Epitope desselben Proteins gerichtet sind, eingesetzt werden. Ein Vorteil von
monoklonalen Antikdrpern im Vergleich zu polyklonalen Antikérpern ist zudem eine
geringere unspezifische Reaktivitét. Vor Beginn des Durchmusterns sollte fur jeden
Antikorper einzeln die optimale Verdiinnung gefunden werden.

Die Haut-Expressions-Phagen-Bibliothek wurde ausplattiert und die Expression der Proteine
mit IPTG induziert. Hierzu wurden IPTG-haltige Nitrocellulose-Filter auf die Oberflache der
Platten aufgel egt.

Die so hergestellte Matrizen wurden mit monoklonalen Antikoérpern durchmustert. Da eine
korrekte Faltung der Antigene nach Expression in E. coli nicht zu erwarten ist, wurde die
Auswahl, der zum Durchmustern verwendeten monoklonalen Antikorper (4B2 und 8F10), auf
der Grundlage ihrer Reaktivitdt unter denaturierenden Bedingungen im Western-Blot
getroffen.

Als Positivkontrolle wurde ein polyklonales Serum gegen Laminin-1 und als Negativkontrolle
der Sekundarantikorper aleine verwendet. Hiermit sollten Fehler bei der Herstellung und dem
Durchmustern der Matrizes ausgeschl ossen werden kdnnen.

Das Durchmustern der Haut-Expressionsbank mit den mAk 4B2 (Abb. 13) und 8F10 fihrte
zu zahlreichen Klonen, die sich aber allesamt in den anschlief3enden Vereinzelungsschritten
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as , fasch positiv' herausstellten (Tab. 1). Bei der Entwicklung der einzelnen Filter ergaben
sich fur beide monoklonalen Antikorper jeweils ca. 60 verschiedene Klone mit
unterschiedlicher Intensitét. Digenigen Klone, die am vielversprechendsten erschienen,
wurden gepickt, erneut ausplattiert und die Filter durchsucht. Keiner dieser Klone war jedoch
im weiteren positiv (Tab. 1). Ein ahnliches Bild ergab sich mit dem Antikérper gegen
Laminin-1.

Abb. 13: Durchmustern einer Matrize mit dem monoklonalen Antikorper 4B2. Positive Klone
wurden umrandet, mit Nummern versehen, auf der entsprechenden Platte gepickt, erneut ausplattiert
und durchmustert.

Die Ergebnisse der Experimente sind in der folgenden Tabelle zusammengestelIt.

Antikorper gepickteKlone | vereinzelteKlone | postive Klone
mAKk 4B2 62 50 0
mAk 8F10 57 40 0
anti Laminin-1 55 20 0

Tab. 1. Durchsuchung einer Haut-cDNA-Expressions-Bibliothek mit den mAk 4B2, 8F10 sowie
einem anti-Laminin-1 Antikdrper. Die praparierten Nitrocellulose-Filter wurden mit unverdiinnten

Zellkulturtbersténden der Klone 4B2 und 8F10 sowie einem Antikorper gegen Laminin-1 durchsucht.

Dakeiner der durchgefiihrten Ansdtze zum gewiinschten Ergebnis fihrte, wurden im weiteren
Verlauf proteinchemische Methoden zur Identifizierung verwendet.
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3.4 Aufreinigung und I dentifizierung des 4B2-Antigens

Zur ldentifizierung des korrespondierenden Antigens ist eine Anreicherung des Proteins,
jedoch keine vollstandige Reinigung notwendig. Liegt das Protein z.B. as mit Coomassie
Brilliant Blue geféarbte Gelbande vor, kann nach proteolytischem Verdau eine Sequenzierung
des Proteins mit Hilfe der Massenspektroskopie (MALDI- bzw. Q-TOF) vorgenommen
werden. Die Auswahl der Anreicherungsmethoden und Bedingungen ist hierbel jeweils auf

das Potential des monoklonalen Antikorpers abzustimmen.

Die Charakterisierung des monoklonalen Antikorpers 4B2 (siehe Ergebnisse Tell B) ergab,
dal3 der Antikorper unter nativen und denaturierenden Bedingungen reaktiv ist. Die Detektion
des korrespondierenden Antigens ist somit immunhistochemisch als auch im Immunoblot
maoglich. Zur Kl&rung der Frage, ob der Antikdrper auch zur Affinitétsreinigung des Proteins
eingesetzt werden kann, wurde eine Immunprazipitation mit Zellkulturiiberstand des Klons

versucht.
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Abb. 14: Immunprazipitation mit dem monoklonalen Antikdrper 4B2. Zellkulturiberstand des
Klons 4B2 und Maus-Haut-Extrakt wurden prézipitiert und in einem 3-15%igen SDS-PAGE unter
reduzierenden Bedingungen aufgetrennt. Als Positivkontrolle wurden 30 ul des Haut-Extraktes mit
aufgetragen. Die Detektion erfolgte im Immunoblot mit mAk 4B2.

Der Antikorper detektierte im Immunoblot auf Maus-Haut-Extrakt unter reduzierenden und
nicht reduzierenden Bedingungen eine Doppelbande bei ca. 220 kDa sowie weitere Banden
bei geringerem Molekulargewicht. Die Immunprézipitation mit Haut-Extrakt unter
Verwendung von Protein G verlief im Gegensatz hierzu negativ (Abb. 14). Der Antikorper
vom Typ IgM konnte zwar zum Teil an Protein G gebunden werden, eine Prazipitation des
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Antigens aus Haut-Extrakt war jedoch unter diesen Bedingungen nicht moglich. Aus diesem
Grund wurde im weiteren der Antikorper gereinigt, kovalent an CNBr-Sepharose gekoppelt
und in dieser Form erneut in Prézipitations-Studien eingesetzt. Das Antigen konnte aber auch
unter den variierten Bedingungen nicht prézipitiert werden (ohne Abb.).

Eine Anreicherung des Proteins mittels Immunprazipitation oder Antikorper-
Affinitdtschromatographie ist unter den bisher verwendeten Bedingungen mit diesem
Antikorper somit nicht moglich.

Zur Reinigung von Proteinen aus komplexen Gewebe-Extrakten konnen verschiedene andere
chromatographische Verfahren kombiniert werden. Die diversen Fraktionen eines
Reinigungsschrittes werden hierbei mittels Immunoblot sowie Coomassie Brilliant Blue- bzw.
Silber-Farbung analysiert.

Immunaoblot-Analysen ergaben, dal3 das Antigen nicht nur in Haut-Extrakten sondern auch in
grof3en Mengen in Lungen-Extrakt zu finden ist. Weiterhin ist die Reaktivitdt des Antikorpers
nicht auf die Spezies Maus beschréankt. Positive Signale ergaben sich auch bel der

Verwendung von Rinder-Proben sowie mit humanem Material (Abb. 15).

21 q\’ 66
kDa
i &
200 - ‘ ;e
116 - -4
97 = B
66 - S e
43 =

Abb. 15: Analyse verschiedener Gewebeextrakte im Immunoblot mit mAk 4B2. Maus-Haut,
Maus-Lunge und Rinder-Lunge wurden extrahiert und nach Auftrennung im 3-15%igen SDS-PAGE
auf Nitrocellulose-Membran transferiert und mit mAk 4B2 entwickelt.

Aufgrund der guten Verflgbarkeit wurden nun im weiteren die Reinigungsversuche mit
Rinder-Lungen-Extrakt durchgefihrt. Das Protein konnte auch aus diesem Gewebe unter
isotonischen Bedingungen mit TBS, pH 7,4, (Puffer A) extrahiert werden.

Nach zahlreichen Vorversuchen zur Bestimmung der geeignetsten Séulenmaterialien und
Chromatographiebedingungen wurde fur die Anreicherung des 4B2-Antigens aus Rinder-
Lungen-Extrakt folgendes Protokoll verwendet (Abb. 16).
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50 g Rinder-Lunge

Extraktion
mit
TBS,pH 7.4

lonenaustauscher -Chromatogr aphie
CM-Sepharose

A: 50 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, pH 7,4
B: 50mM Tris-HCI, 1 M NaCl, pH 7,4
Elutionsgradient: 0-100% B tiber 800 ml

Gelfiltration
Sepharose CL-6B

Laufpuffer: 50 mM Tris, 50 mM NaCl, pH 7,4

Abb. 16: FluRdiagramm der Chromatographieschritte zur Anreicherung des 4B2-Antigens aus
Rinder-Lungen-Extrakt.

Nach einer 1:3-Verdinnung mit 50 mM Tris, pH 7,4 wurde Rinder-Lungen-Extrakt auf eine
CM-Sepharose-Saule aufgetragen, die Saule mit Puffer A gespllt und die gebundenen
Proteine mit einem linearen Gradienten Uber vier Saulenvolumen (800 ml) von 50 mM bis
1M NaCl euiert.

a) b)
300 mM NaCl
100 mM
kDa ca. 150-200 mM NaCl
900 -
kDa
200- ¥ 200 - - -
-y
16 116 -
66— 97 -
66 -
43-
43 =
121416 18 20 22 24 26 28 30 32 38 1214 16 18 20 22 24 26 28 30 32 38

Abb. 17: Analyse ausgewahlter CM-Sepharose-Fraktionen. Jeweils 30 pl der Fraktionen werden
unter reduzierten Bedingungen im 3-15%igen SDS-PAGE analysiert. Coomassie Brilliant Blue
Farbung des Gels (@), Immunoblot mit mAk 4B2 (b).
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Die einzelnen Fraktionen wurden reduziert (Abb. 17) und nicht-reduziert (ohne Abb.) in SDS-
Polyacrylamid-Gelen und mit Immunoblots (mMAk-4B2) analysiert. Hierbei zeigte sich, dal3
das Protein unter obigen Bedingungen bel relativ geringen Salzkonzentration (150 bis
200 mM NaCl) in den Fraktionen 16-22 eluiert wird.

Die positiven Fraktionen wurden vereinigt, konzentriert und auf eine Sepharose CL-6B-Saule
aufgetragen. Die einzelnen Fraktionen des Gelfiltrationslaufs wurden mittels Immunoblot
analysiert (Abb. 18). Das Protein eluiert hierbei nach 350 bis 450 ml (d.h. nach 70-90% des

Saulenvolumens) in den Fraktionen 75-92.

kDa

200-
116-

7-
6_

50 60 65 70 75 80 85 90 100
Vo Vi
Abb. 18: Immunoblot von Fraktionen der Sepharose CL-6B. 30 pl der einzelnen Fraktionen

wurden aufgetragen, mit einem reduzierten 3-15%igen SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrocellulose-
Membran transferiert und das Antigen mit mAk 4B2 detektiert.

Die vereinten Fraktionen vom Gelfiltrationslauf wurden wiederum konzentriert und analysiert
(Abb. 19). Das mit Coomassie Brilliant Blue geférbte SDS-Polyacrylamidgel zeigte, dal3 eine
Doppelbande im Bereich von ca. 220 kDa angereichert werden konnte. Die Anayse der
Proteinlésung im Immunoblot mit mAk 4B2 wies an dieser Stelle ebenfalls eine Doppelbande
auf, wobei die obere Bande deutlich stérker geféarbt wurde, und bestétigte somit das es sich bel

der angereicherten Doppel bande um das 4B2-Antigen handelt.

kDa kDa Abb. 19: Analyse des 4B2-Pools nach Konzentrierung.
Jeweils 150 pl der Fraktionen werden unter reduzierten
o0p e = 200- o e Bedingungen im 3-15%igen SDS-PAGE aufgetrennt.
7 116 - Coomassie Brilliant Blue Farbung des Gels (a), Immunabl ot
s : 97 mit mAk 4B2 (b). Die entsprechenden Banden sind mit
“ % einem Pfeil gekennzeichnet.
43 -5 43-
a) b)
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Proben dieser Doppelbande wurden aus einem SDS-Polyacrylamidgel ausgeschnitten, mit
Trypsin verdaut und die resultierenden Peptide von Dr. J. Fox, University of Virginia,
sequenziert. Dr. Fox gelang es mittels LC MS/MS zwei verschiedene Proteine in der
abgegebenen Proteinbande zu identifizieren. Seine Resultate ergaben zum einen Talin und
zum anderen AHNAK (Tab. 2).

Talin
Nr. gefundene Sequenzen Position
Talin_Maus P26039
1 | MATNAAAQNAIK 988 — 910
2 | VLVONAAGSQEK 2032 —2043
3 |TMLESAGGLIQTAR 1605 — 1618
4 | DHFGLEGDEESTMLEDSVSPK 407 — 427
5 |TSTPEDFIRMTKGITMATAK 2169 — 2188
6 | SNTSPEELGPLANQLTSDYGR 1875 —1895
7 | GSQAQPDSPSAQLALIAASQSFLQPGGK 972 — 999
8 |TLAESALQLLYTAK 1767 — 1780
AHNAK
Nr. gefundene Sequenzen Positionen
AHNAK_Human AC004230
1 |FKMPEMNIK (13x) 559 — 567, 687 — 695, 2448 — 2456, 2704 — 2712,
2832 — 2840, 2960 — 2968, 3412 — 3420, 3614 — 3622,
3742 — 3750, 3998 — 4006, 4126 — 4134, 4200 — 4208,
4590 — 4598
2 |ADIDVSGPK (6x) 1034 — 1042, 2418 — 2426, 2546 — 2554, 3840 — 3847,
4432 — 4440, 4560 — 4568
3 | FSMPGFK (18x) 638 — 644, 1015 - 1021, 1143 — 1149, 1271 - 1277,
1473 — 1479, 1809 — 1815, 2004 — 2010, 2271 — 2277,
2399 — 2405, 2655 — 2661, 2783 — 2789, 3363 — 3369,
3565 — 3571, 3821 3827, 3949 — 3955, 4077 — 4083,
4413 — 4419, 4541 — 4547
4 | VEGDLKGPEIDVK (1x) 1357 - 1369
5 |VKGDVDVTLPK (1x) 4488 — 4498
6 | GEGPEVDVNPK (4x) 894 — 905, 2011 — 2022, 2918 — 2929, 3828 — 3839
7 |ISMPDIDLNLKGPK (5x) 2844 — 2857, 3296 — 3309, 3498 — 3511, 3626 — 3639,
4474 — 4487
8 |VDTNAPDLSLEGPEGK (1x) 787 — 802
9 |VDINTPDVDVHGPDWHLK (1x) 4515 — 4532

Tab. 2. Resultate der Peptidsequenzierung. Die entsprechenden Banden wurden aus dem Gel
herausgeschnitten und die nach In-Gel-Trypsin-Verdau entstandenen Peptide mittels LC MSMS
sequenziert. Ein Vergleich dieser Sequenzen mit Sequenzinformationen aus Datenbanken flhrte zur
Identifizierung von 2zwei verschiedenen Proteinen. Die Aminosaurepositionen der einzelnen
Sequenzen sind jeweils aufgelistet. Im Fall einer mehrfachen Zuordnung der Sequenzen ist die Anzahl
dieser Wiederholungen in Klammern angegeben.

Beide M6glichkeiten erschienen auf den ersten Blick recht unwahrscheinlich. AHNAK ist ein
sehr grof3es intrazelluléres Protein (680 kDa), wahrend es sich bei Talin um einen Bestandtell
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der Fokalkontakte handelt. Mit dem mAk 4B2 konnte jedoch weder ein Protein in der Grofie
von 680 kDa detektiert, noch mittels Immunhistochemie Fokalkontakte angefarbt werden.
Zudem konnte es im Bereich des Mdglichen liegen, dal3 sich neben diesen Proteinen noch
weitere Proteine in dieser einen Gelbande befinden.

Ein Vergleich der Informationen aus der Literatur Gber die Proteine AHNAK und Talin mit
den mittels mAk 4B2 gewonnenen Daten zeigte im folgenden, dal3 Talin als 4B2-Antigen sehr
wahrscheinlich ausgeschlossen werden kann, da Talin im Gegensatz zum Antigen 4B2 eine
breitere Verteilung im gesamten Organismus besitzt und mit dem mAk 4B2 keinerlei
Fokalkontakte angeféarbt werden konnten. Das Studium der AHNAK-Literatur zeigte gewisse
Ahnlichkeiten zu den mit mAk 4B2 in der Immunfluoreszenz gewonnen Daten — vor allemim
Vertellungsmuster der Proteine in der Haut. Jedoch handelt es sich bei AHNAK um ein
Protein mit einem Molekulargewicht von ca. 680 kDa, was nicht mit der bis dahin gefundenen
Grole des 4B2-Antigens von ca. 220 kDa zu vereinbaren ist. Méglich wére jedoch ein
proteolytischer Abbau des Proteins unter den verwendeten Extraktions- und Lagerungs-
bedingungen, da bel den bisherigen Extraktionen nur PMSF und NEM als Protease-
Inhibitoren verwendet wurden.

Aus diesem Grund wurden erneut Proteinextrakte unter der Verwendung eines kommerziellen
Protease-Inhibitor-Mixes hergestellt. Ein Teil der Probe wurde sofort nach der Extraktion bei
—20°C eingefroren, ein anderer Teil bei 37°C gelagert und nach unterschiedlichen Zeit-
perioden eingefroren. Das Degradationsverhalten der verschiedenen Proben wurde mittels
Immunaoblot Uberpruft (Abb. 20).

B
S A
kDa kDa —
e h
200- I3 .
116 - [ —
116- .
66 - 66-
39- 39-

Abb. 20: Immunablot mit frisch isolierten Gewebe-Extrakten und Zugabe von Proteaseinhibitor
(A) sowie dem Degradationsverhalten (B). Es wurden je 30 ul der verschiedenen Proben reduziert
auf einem 3-15%igen SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrocellulose-Membran Uberfiihrt und der Blot mit
mAKk 4B2 inkubiert. (A) Gewebeextrakte unter Verwendung eines Protease-Inhibitor-Mixes, (B) Haut-
Gewebe-Extrakt wurde bei 37°C inkubiert und nach verschiedenen Zeitpunkten analysiert.
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Es zeigt sich, dal3 der mAk 4B2 unter den modifizierten Bedingungen in den verschiedensten
Gewebeextrakten (Haut, Herz, Lunge, Gehirn) ein Protein in der GréfRenordnung von ca.
700 kDa erkennt. Eine Lagerung des Extraktes bel 37°C bestétigt einen starken Abbau des
Proteins bei l1angerer Lagerung. Diese Tatsache macht es sehr wahrscheinlich, dal3 es sich bei
dem 4B2-Antigen um AHNAK handelt und gibt einen ersten wichtigen Hinwels zur
Widerlegung der Hypothese, das es sich um Talin handeln kénnte.

Da bisher kein Antikoérper gegen AHNAK ké&uflich zu erwerben ist, wurde nach einer
aternativen Methode gesucht, diese Hypothese zu bestétigen oder zu widerlegen. Zur Klérung
der Fragestellung wurde nun versucht das AHNAK-Protein in voller Lange zu isolieren und
dieses Protein erneut zu sequenzieren. Im Gegensatz zum ersten Reinigungsversuch wurde in
diesem Ansatz unter denaturierenden Bedingungen gearbeitet. Dies sollte schon zu Beginn
eine Degradation des Proteins durch Proteasen verhindern. Weiterhin wurde ein anderes
Gewebe zur Extraktion verwendet. Die Entscheidung, von Rinder-Lungengewebe zu Rinder-
Haut zu wechseln, wurde aus Griinden der geringeren proteol ytischen Aktivitét getroffen.
Nach der Extraktion der Proteine aus der Haut wurde die Lésung direkt durch Zufiigen einer
8 M Harnstoff-Losung auf eine Endkonzentration von ca. 7M Harnstoff eingestellt.

Fur die Reinigung bzw. Anreicherung des 700 kDa Proteins wurde folgendes Protokoll

verwendet:

50 g Rinder-Haut

Extraktion
mit
50 mM Tris-HCl,
50 mM NaCl,

— "

Einstellen
auf

50 mM Tris-HCI, pH 8,6
50 mM NaCl
7 M Harngtoff

N

lonenaustauscher-Chromatographie
CM-Sepharose

A: 50 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, 7 M Harngtoff, pH 8,6
B: 50 mM Tris-HCI, 1 M NaCl, 7 M Harnstoff, pH 8,6
Elutionsgradient: 0-100% B tber 600 ml

e

Gelfiltration
Sepharose CL-4B

Laufpuffer: 50 mM Tris, 50 mM NaCl, 7M Harnstoff, pH 8,6

Abb. 21: FluRdiagramm der Chromatographie-Schritte zur Anreicherung des 4B2-Antigens als
700 kDa Protein.
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Eine CM-Sepharose-Saule wurden mit einem Tris-Harnstoff-Puffer (7 M Harnstoff, 50 mM
Tris, pH 8,6) aquilibriert und mit dem vorbehandelten Extrakt aus boviner Haut beladen. Die
gebundenen Proteine wurden mittels eines linearen Salzgradienten eluiert und die einzelnen
Fraktionen mittels Immunoblot (mAKk-4B2) analysiert.

a) b)
400 MM NaCl
50 mM
R - rFq ‘

kDa kDa
200 - 200 - '

116 - "4
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66 - 66 -
43 - . 43 -
29 - 29 -

147 101316 19 22 25 28 31 1 47 10 13161922 25 28 31

Abb. 22: Analyse ausgewahlter Fraktionen der CM-Sepharose-Sdule. Es wurden jeweils 30 pl
ausgewahlter Fraktionen aufgetragen und in einem 3-15%igen SDS-PAGE aufgetrennt. Coomassie
Brilliant Blue Farbung des Gels (a) sowie Immunoblot mit mAk 4B2 (b).

Die positiven Fraktionen 13-40 wurden vereinigt. Neben einer ersten Abtrennung zahlreicher
anderer Proteine diente dieser Schritt vor allem der Konzentrierung des zu reinigenden
Proteins.

Die Proteine der vereinigten Fraktionen wurden anschlief3end portionsweise nach ihrer Grof3e
Uber eine Gelfiltration (Sepharose CL-4B) getrennt. Die Fraktionen, die das 4B2-Antigen
enthielten, wurden abschlieffend konzentriert und unter reduzierenden und nicht

reduzierenden Bedingungen analysiert (Abb. 23).

a) b)
kDa kDa
r' !. < Abb. 23: Analyse des Konzentrierungs
schrittes nach der Gdfiltration. Jeweils
t. 30 pl wurden unter reduzierenden (a) und
200 -
200 - | i nicht reduzierenden (b) Bedingungen auf
16 116 - einem 3-15%igen SDS-PAGE aufgetrennt
97 - 22 ) und mit Coomassie Brilliant Blue geférbt.
- E
39 - 39 =
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Es zeigte sich, dal3 unter denaturierenden Bedingungen in wenigen Schritten ein 700 kDa
Protein angereichert werden kann. Die Haupt-Verunreinigung, die wahrend dieser Prozedur
nicht abgetrennt werden konnte, besteht grofiteils aus K eratinen des Haut-Extraktes (Abb. 23).
Die entsprechende Bande wurde aus dem reduzierten Coomassie Brilliant Blue geféarbten
SDS-Polyacrylamidgel ausgeschnitten und fir die Ansequenzierung mittels Q-TOF
vorbereitet. Hierzu wurde ein In-Gel-Trypsin-Verdau durchgefuihrt und die resultierenden
Peptide aus dem Gel eluiert.

Die Analyse der erhaltenen Peptide wurde von Dr. M. Macht im Servicelabor, ZMMK, der
Med. Fakultdt Koln, durchgefihrt. Es konnten drei verschiedene Peptide mit einer Lénge
zwischen 14 und 19 Aminosauren komplett sequenziert werden (Tab. 3). Der Vergleich dieser
Daten mit der in Datenbanken vorliegenden humanen AHNAK-Sequenz bestétigte, dal3 es
sich bei dem untersuchten Protein um AHNAK handelt.

Nr. M asse gefundene Sequenzen Positionen
(Da) AHNAK_Human AC004230
1 1555,83 | ISMPDIDLNLKGPK (6x) 2460 — 2473, 2844 — 2857, 3296 — 3309,
3498 — 3511, 3626 — 3639, 4474 — 4487
2 1541,82 | ISMPDVDLNLKGPK (2x) 1076 — 1089, 2206 — 2219
3 2064,23 | FSMPGFK GEGPEVDVNLPK (2x) 2004 — 2022, 3821 — 3839

Tab. 3: Resultate der Peptidsequenzierung der 700 kDa-SDS-PAGE-Bande. Die entsprechende
Bande wurden aus dem SDS-PAGE-Ge herausgeschnitten und die nach In-Gel-Trypsin-Verdau
entstandenen Peptide mittels LC MSMS sequenziert. Ein Vergleich dieser Sequenzen und
Peptidgroéfzen mit der humanen AHNAK-Sequenz bestétigte, dal3 der monoklonale Antikorper 4B2
gegen AHNAK gerichtet ist. Alle drei erhaltenen Sequenzen befinden sich im mittleren repetetiven
Bereich des Proteins und konnten mehrfach zugeordnet werden (in Klammern).

AHNAK/Desmoyokin, ein sehr grof3es intrazellulares Protein, wurde urspringlich sowohl als
nuklegres Phoshoprotein, das in humanen Neuroblastomen und zahlreichen anderen
Tumorzellen herunterreguliert wird, identifiziert (Shivelman et al., 1992) as auch als ein
desmosomales Protein in Epithelzellen (Hashimoto et a., 1993). Anhand von
el ektronenmikroskopischen Untersuchungen wurde eine direkte Lokalisierung des Proteinsin
Desmosomen jedoch widerlegt (Masunaga et a., 1995).

In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dal3 AHNAK in Kardiomyozyten assoziiert mit
L-Typ Caciumkandlen vorliegt (Haase et al., 1999). Weiterhin wurde nachgewiesen, dal3
AHNAK Phospholipase C-yl1 in Anwesenheit von Arachidonsdure bindet und aktiviert
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(Sekiya et a., 1999). Neueste Ergebnisse haben zudem gezeigt, da3 AHNAK in der
Anwesenheit von Calcium an S100B, ein Mitglied der S100-Calmodulin-Troponin-
Superfamilie, bindet (Gentil et al., 2001).

AHNAK besitzt eine breite Verteilung in verschiedenen Zelltypen und zelluldren
Kompartimenten. Das Protein wurde in Neuroblastomen und Hela-Zellen vorrangig aber
nicht ausschliefdlich im Nukleus lokalisiert (Shivelman et al., 1993). Im Gegensatz hierzu
wurde fur epitheliale Zellen eine Assoziation des Proteins mit der Plasmamembran
beschrieben sowie ene cytoplasmatische Verteilung in Melanomzellen beobachtet
(Hashimoto et al., 1993; Hashimoto et al., 1995).

AHNAK kann in drei verschiedene strukturelle Regionen eingeteilt werden: 251
Aminosduren N-terminal, gefolgt von einem grof3en mittleren Bereich mit ca 4300
Aminosauren bestehend aus Uber 30 repetitiver Motiven, sowie 1002 Aminosauren C-terminal
(Abb. 24). Eine Analyse der verschiedenen repetitiven Motive ergibt eine 80%ige Identitét
untereinander. Der C-terminadle Bereich enthdt sowohl einige mdgliche Nukleus-
lokalisierungssignale, ein Leuzin-Zipper Motiv als auch potentielle Phosphorylierungsstellen
(Shtivelman et al., 1992).

Durch Vergleich genomischer DNAS verschiedener Spezies wurde festgestellt, dald AHNAK

phylogenetisch hoch konserviert vorliegt.
Die im Laufe der Identifizierung der 220 kDa-Fragmente sowie des AHNAK-Proteins in

voller Lange erhatenen Sequenzen befinden sich im mittleren repetitiven Bereich. Keine der

Sequenzen konnte dem N- bzw. C-Terminus zugeordnet werden (Abb. 24).
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NPSLKGEGPE FDVNLSKANV
SAPKI EGENR VPDVDIRGPK
DVSLEGPEGK LKGPKFKNMPE
PDWHLKNPKN KNP
VDLNLKGPKL KGDVDVSLPE
KADVDVSGPK NDAEVPDVNI
KGPKVDINAP DVEVHGPDWH
KNPSNNLQTH KISNPDVGLN
EKAPKI SNPD VDLHLKGPKV
EGPEVDVNLP KADIDVSGPS
GDLRGPQVDV KGPEVEAEVP
SVGVEVPDVE LECPDAKLKG
PDAKLKGPKE KNPENHEKTP
NPKNKNPKER GPE
GPKVKGDVDV SLPKLEGDLT
KVEGENKVPD VDI RGPKVDIt
LEGPEGKLKG PKFKNPENHE
KWKTPKFKNP DNHFEKAPKE S
FKAPNII SNPD VDLNLKGPKI
PEVDVNLPKA DVDI SGPKVD
LKGPEVDILKG PKVDINAPDV
GKLKGPKFKM! PEMNIKAPKI
KIKNPKISNP GFKGEGPDVD
KILKGDVDVTG PKVEGDLKGP
PKVDVEGPDV NIEGPEGKLK
VPDVGVQGPD WHLKNPKVKN!
AP EREER <G

DLDVSGPKVD
LKGPALDIKG PKIr BVDAPDI
DIKGPEVDVS GPKLNIEGKS
LSk SSPKVSM PDVELNLKSP
KAEGPDVAVD LPKGDINLEG
LEGDLKGPEV DIKGPKVDIN
EGPDAKLKGP KFKMPEMNIK
FKGPKFKIPE MHLKAPKEH
KNP HGEGPDVDVN
VEGDNKVPDL
EGPDAKLKGP
LKNPKVKNPK
N LKGPKNKGDV
DVSGPKVDILD
VDI DAPDVDV
LKGPKFKMPE. MITKAPKI SN
KMPEMNIKAP K SNPDFDLH
LKGPKI KGDM DI SVPKLEGD
KGDNDISLPK VEGDLKGPEV
VDVDVPDVNE  EGPDAKLKGP
S [ PKVKNPK
KISIPDVDLD LKGPKVKGDE
PKI GFSGPKL EGGEVDLKGP
ETPEI SVGGK GKKSKFKNPK
NYFPDVEFDL KSPKFKAEAP
LGAPDINIEG LDAKVKTPSE
NEGGGAEVHA QLPSLEGDLR
GLNLSGVGGK NQVGGEDGVKV
LPQFGI STPG SDLHVNAKGP
LEGNLQNPGL KSSGCDVNLP
GGADVSGGVS APDIr SLGEGH
HLESGSGKVT FPKNKIIPKFT
VTGSPEASLS GSKGDLKSSK

GPEVDIKGPK

5643

TNKVPKFGVS TGREGQTPKA
GAKPQGHII GV DASAPQIGGS
DVSLPELATG GLEGKNKGTK
LEGTLTGPRL GSPSGKTGTC
MPKNKMPTFS TPGAKGEGPD
GTKVKGEYDV TVPKLEGELK
TAPDVSLEEP EGKLKGPKEFK
VQGPDMHLKM

NMPDVDLHINKG PKVKVEYDNIT
Dit SAPKVDTN APDLSLEGPE
VDILKAPDVEG QGLDWSLKLP
NMHEKTPKLE S\ PDVDLHLKGP
HGEGREVDWN LPKEDEINEE
VEGENKVPDV DI KGPKVDIS
EGPDAKLKGP KFKMPENBIK

LKNPKVKNPK GEG
DVSL

LKAPKLKTDV
KGDNDVSVPK VEGENKVPDV
VDTDAPDLDI EGPEGKLKGS
DVDLECPDAK LKGPKFKNPE
PKFKNPDNHE KAPKI SNPDV
K SNPDVDLH LKGPKVKGDM
VDVNLPKADV VWSGPKVDVE
GPSVDVEVPD VELECPDAKL
DAPDVDVHGP DMHLKNPKNK
DENLKGPKIK

KTPKI SNPDV

NPDLDLHLKS PKAKGEVDVD
KGDVDVSVPE VEGKLEVPDM
EGPDVNI EG PEGKLKGPKL
GVQGPDWHLK NPK!
SNPDIDLNLK GPKVKGDVDV
VNLP DVECP
EVDLKGPKVD L DVPDVNVQG
GPKFKMPEMNI IKAPKI PNPD
PKESEBEEEG EGPDVDVNLP
DNDVSLPKVE GDNKVPDVDI
VDVPDVNLEG PDAKLKGPKE
DI HGPDAKLK GPKLKNPDNH
KKSRFKLPKF NFSGSKVQTP
KVKGDLDIAG PNLEGDFKGP
PSMNIL EGPDL NVEGPEGGLK
APDVDVHGPD WHLKNPKVKM
APKI SNPDFD LNLKGPKNKG
BENDENNGE FV<GDVDVSL
LPKADLDVSG PKVDIDVPDV
DI KGPKVDIN APDVDVRGPD
KFKMPEMNIK APKI SNPDFD

[ESMEGEKGEG PEVDVNLPKZ
DVSLPKVEGD LKGPEVDLKG
VPDVNIEGPD AKLKGPKEKMI
HGPDWHL KNP

PDIt DFNLKGP KVKGDVDVSL
LKGPKVKGDV DVSLPKVESD
LKGPKVDVKG PKVGI DTPDI
DLRDPKVDID VPDVDVQGPD
KFKMPENBIT K
EBEEEEECEG PDVDVSL
DVSVPKVEGT LKGPEVDLKG
KVEAPSLDVH MDSPDINIEG
It HNBGPKI KA KKQGFDLNVP
LPSPKLEGEL. QAPDLELSLP
Gl SAPQVSIP DVNVNLKGPK
GPDVKLEGPD VSLKGPGVDL
PGIDATTKLN VGAPDVTLRG
QVSGELKGPG VDVNLKGPRI
GVMWVKLPTGR I SGPELKGGL
LSVKGSGGEW KGPQVSSALN
FSGRELVGRE NGVDVHFPKA
ASLGSLEGEA EAEASSPKGK

EFSGPSTPTG TLEFEGGEVS LEGEKVKGKH GKLKFGTFGG LGSKSKGHYE VTGSDDETGK

KKSRLSSSSS NDSGNKVGIQ LPEVELSVST KKE

repetitiven Bereich befinden, sind farbig markiert.
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Abb. 24: Komplette AHNAK-Sequenz. Es konnen drei verschiedene strukturelle Regionen
unterschieden werden: N-Terminus (251 Aminosduren), ein grof3er mittlerer Bereich mit zahlreichen
repetitiven Motiven (4391 Aminosduren) sowie 1002 C-terminale Aminosauren. Die neun
verschiedenen Sequenzen der Identifizierung des 220 kDa-Fragmentes, welche sich alle im mittleren
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3.5 Gewebevertellung von AHNAK

Mit Hilfe der immunhistologischen Technik sowie anhand von Gewebe-Extrakten wurde die

Expression von AHNAK im Mausgewebe bestimmt.

3.5.1 Analysevon Gewebe-Extrakten

Zur Bestimmung der Gewebeverteilung wurden verschiedene Gewebe und Organe aus
adulten Mausen prépariert. Wie schon zuvor zur Reinigung des Proteins wurde auch hier zur
Extraktion unter nativen Bedingungen ein Puffer unter Zusatz eines Protease-Inhibitor-
Cocktails verwendet. Die so hergestellten Protein-Extrakte wurden im Immunoblot analysiert
(Abb. 25).
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97~ fuhrt und der Blot mit mAk 4B2 umge-
66 -
setzt.
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AHNAK weist eine sehr breite Expression in diversen Geweben und Organen auf (Abb. 25).
Speziell Haut und Lunge sind Gewebe mit einer sehr hohen Expression des Proteins. Aber
auch in Herz, Skelettmuskel, Ovar, Thymus und Speiseréhre kann das Protein a's ca. 700 kDa
Bande detektiert werden. Neben dieser hochmolekularen Bande bei etwa 700 kDa kdnnen in
einigen Geweben zusédtzlich Degradationsbanden zwischen 700 und 150 kDa entdeckt
werden. Extrakte aus Gehirn, Hoden und Luftrohre zeigten nach langeren Belichtungszeiten
des Blots ebenfalls Banden im Bereich von ca. 700 kDa. Keinerlei AHNAK-Expression

konnte in Milz- und Nieren-Extrakten nachgewiesen werden.

42



Ergebnisse

3.5.2 Immunfluoreszenz

Zur detailierteren Analyse der Lokalisation von AHNAK im Gewebe wurden Kryostat-
Schnitte verschiedener adulter Gewebe sowie von 16.5 Tage aten Mausembryonen
angefertigt. Zur Bestimmung der Verteilung in Haut wurden Tiere im Alter von 3-4 Tagen
verwendet, da die Herstellung der Kryostat-Schnitte einfacher ist. Die Detektion der
AHNAK-Signale erfolgte mit Hilfe fluoreszenzmarkierter Sekundarantikorper.

Hf

Bg

Ep D F

HE (Haut) A (Haut, Ubersicht)

B (Epidermis) C (Dermis)

Abb. 26: Immunfluoreszenz-Farbung zur Lokaliserung von AHNAK in Haut von neugeborenen
Mausen mit mAk 4B2 (A-C). Die Baken entsprechen (A) 400 um sowie (B, C) 50 pm. Als
Orientierungshilfe wurde zudem eine Hematoxylin-Eosin-Farbung (HE) angefertigt. Epidermis (Ep),
Dermis (D), Fettgewebe (F), Haarfollikel (Hf), Blutgefale (Bg).
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Abb. 26 zeigt die Lokalisation von AHNAK in der Haut von neugeborenen Méausen (A-C). Es
kann eine starke Farbung der Epidermis beobachtet werden (A, B). Bei genauerer Betrachtung
Ist eine Farbung im Bereich der Keratinozyten-Zellmembran im Stratum basale und Stratum
spinosum zu erkennen (B). In der Dermis besitzt das Protein ebenfalls eine breite Verteilung
(A, ©). In allen drei Dermisschichten (Stratum papillare, Stratum reticulare und Subcutis)
kann AHNAK detektiert werden. Der mAk 4B2 féarbt hierbei unter anderem hautversorgende
Gefél3e und Drusen an (C). Eine Basalmembranférbung konnte nicht gefunden werden.

In der Lunge werden die Wéande der Bronchioli und Alveolen mit mAk 4B2 angefarbt
(Abb. 27A). Das Bronchiaepithel weist in den gréf3eren Bronchien eine mehrreihige und in
den kleineren peripheren Asten eine weniger umfangreiche Schicht aus Zylinderepithel auf.
Dieses Epithelgewebe wird von einem kollagenfaserigen subepithelialen Gewebe und glatter
Muskulatur gestitzt.

Auf Herzschnitten werden Kapillare geféarbt (Abb. 27B). Die Wande von grof3eren
Blutgeféiien, Kapillaren und Venen bestehen aus Intima (Endothel und Subendothel), Media
(ringformig angeordnete glatte Muskelfaser) und Adventitia (Bindegewebe mit elastischen
Fasern).

Mit Hilfe der vorliegenden Farbungen auf Kryostat-Schnitten kann zwar nicht unterschieden
werden, in welchen Teilen der Kapillar- bzw. Bronchial-Wande AHNAK exprimiert wird, die

Expression im Endothelgewebe erscheint jedoch al's sehr wahrscheinlich.

A (Lunge) B (Her2)

Abb. 27: Immunfluor eszenz-Férbung zur Lokalisierung von AHNAK in der Lunge (A) und dem
Herzen (B) von adulten M&ausen. Die Balken entsprechen (A) 100 um sowie (B) 50 pum.
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Im Gehirn ist eine hohe Expression des Proteins im Cerebellum zu finden. Es kann eine
deutliche Farbung in der dreischichtigen Kleinhirnrinde beobachtet werden (Abb. 28A, B).
Diese besteht aus einer aufReren Molekularzellschicht, in der nur wenige Nerven- und
Gliazellen liegen, einer kernreichen Kornerzellschicht und einer dazwischen-liegenden
Ganglienzellschicht der Purkinje-Zellen. Die Expression von AHNAK kann zum einen in den
grofRen Purkinje-Zellen sowie auch in der gesamten Kornerzellschicht beobachtet werden
(Abb. 28B). AHNAK ist zudem in den Gefél3wanden kleiner und grof3erer Blutgefélie
vorhanden (Abb. 28B, C). Abb. 28D zeigt weiterhin die Lokalisation des Proteins in der

Grofzhirnhaut.
P
K
Bg
A (Kleinhirn, Ubersicht) B (Klenhirnrinde)
l Hh
Bg

C (Gehirn) D (GroRhirnrinde)

Abb. 28 : Immunfluoreszenz-Farbung zur Lokalisierung von AHNAK im Gehirn einer adulten
Maus. (A) 5-fache, (B-D) 40-fache VergroRRerung. Purkinjezellen (P), Kérnerzellschicht (K),
Blutgefale (Bg), Hirnhaut (Hh). Die Balken entsprechen (A) 400 um sowie (B-D) 50 pm.
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In der Skelettmuskulatur ist AHNAK im Bereich des Endomysiums zu finden. Blut- und
Lymphgefal3e, sowie Nervenfasern verlaufen in diesem Supportgewebe. Neben der starken
Farbung von grofReren Blutgefaien (Abb. 29A) ist auch eine breite Verteilung von AHNAK
um die Muskelfasern zu finden. Es handelt sich hierbei um eine eher diskontuierliche Farbung
(Abb. 29B).

In der embryonalen Leber (Abb. 29C) ist eine starke Expression von AHNAK zu beobachten.
Neben einer Farbung von groferen Blutgefden ist weiterhin eine Férbung im gesamten
Gewebe zu erkennen. Es handelt sich hierbei sehr wahrscheinlich auch um die endothelialen
Gefal3auskleidungen der einzelnen Sinusoide.

Ein Gewebe mit einer sehr hohen AHNAK Konzentration stellt weiterhin das Diaphragma
zwischen Leber und Lunge dar (Abb. 29D).

Bg
Em Em
A (Skelettmuskel, Ubersicht) B (Skelettmuskel)
Lg
D
S
Le

C (Leber) D (Diaphragma)

Abb. 29 : Immunfluoreszenz-Farbung zur Lokalisierung von AHNAK im Skelettmuskel einer
adulten Maus (A, B), sowie in der Leber (C) und dem Diaphragma (D) eines 16.5 Tage alten
Maus-Embryos. Blutgefée (Bg), Endomysium (Em), Sinusoid (S), Lunge (Lg), Diaphragma (D),
Leber (Le). Die Balken entsprechen (A) 400 um sowie (B-D) 50 um.
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Bel der Betrachung eines Querschnittes durch die Mundhdhle fallt eine sehr starke Farbung
der verschiedenen Speicheldriisen auf. Hier ist exemplarisch ein Ausschnitt der Farbung in
der Glandula submandibularis dargestellt (Abb. 30A). Es handelt sich hierbei um eine
gemischt seromukdse Drise, deren sezernierende Azini Uberwiegend aus Epithelgewebe
bestehen. In diesem epithelialen Gewebe wird AHNAK exprimiert. Es ist deutlich ein
geféarbter Ausfiihrungsgang zu erkennen. Auch in der Schilddriise konnte die Expression von
AHNAK im Epithel gewebe nachgewiesen werden (Abb. 30B).

Ein weiteres Gewebe, in dem AHNAK exprimiert wird, stellt der Hoden dar (Abb. 30C). Der
Hoden wird von einer Kapsel (Tunica albuginea) umschlossen. Innerhalb der Kapsel befinden
sich die einzelnen Samenkanalchen (Tubuli seminiferi) sowie Blut- und Lymphgefél3e. Eine
AHNAK Expression kann in den Blutgeféen, die sich in den Zwischenrédumen der Tubuli
befinden, sowie wahrscheinlich im Keimepithel, welches die Tubuli auskleidet, beobachtet

werden.

A (Speichddriise) B (Schilddr iise) C (Hoden)

Abb. 30: Immunfluoreszenz-Farbung zur Lokaliserung von AHNAK in der Speichedrise (A),
Schilddrise (B) und Testes (C) einer adulten Maus. Ausfiihrungsgang (A), Samenkanalchen (Sk).
Die jeweiligen Balken (A-C) entsprechen 50 pm.

Eine deutliche Expression des Proteins konnte auch in den Verdauungsorganen gefunden
werden. Diunndarm (Abb. 31A) und Speiserthre (Abb. 31B, C) weisen mit mAk 4B2 eine
starke Farbung im Epithel-Gewebe auf, wahrend die darunterliegenden Schichten nicht
gefarbt werden. AHNAK ist hierbei an der epithelialen Zellmembran zu finden (Abb. 31C).
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Eine ahnliche Verteilung kann auch in der Zunge beobachtet werden. Im unverhornten
Plattenepithel an der Zungenunterseite sowie im verhornten Epithel an der Oberseite befindet

sich AHNAK jewells an der Zellmembran der epithelialen Zellen (Abb. 31D).

A (Speiser dhre, Uberblick) B (Speiserohre)

C (Dunndarm) D (Zunge)

Abb. 31: Immunfluoreszenz-Farbung zur Lokalisierung von AHNAK in der Speiseréhre (A, B),
Dinndarm (C) und der Zunge (D) einer adulten Maus. Die Balken entsprechen (A) 200 um und

(B-D) 50 um.

Anhand der durchgefihrten Untersuchungen kann festgestellt werden, dal3 AHNAK sowohl in
epithelialen als auch endothelialen Zellen unterschiedlicher Gewebe exprimiert wird.
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3.5.3 Lokaliserung von AHNAK in adulter humaner Haut

Zur Lokalisierung von AHNAK in humaner Haut wurde eine adulte Hautgewebeprobe
untersucht. Wahrend AHNAK in der Haut von neugeborenen Mausen in der Epidermis as
auch der Dermis eine breite Verteilung besitzt (Abb. 26), kommt es in adulter humaner Haut
nur in der Epidermis und in Blutgeféf3en vor (Abb. 32A, B). In anderen Bereichen der Dermis
konnte bei diesen Untersuchungen AHNAK nicht nachgewiesen werden.

Bg

A (Epidermis) B (Dermis, Blutgefafde)

Abb. 32: AHNAK Expression in adulter humaner Haut. Ausschnitte aus der Epidermis (A) sowie
der Dermis (B). Keratinozyten (K), Blutgefalie (Bg). Der Balken entspricht jeweils 50 um.
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3.5.4 Analyseder endogenen Expression von AHNAK in verschiedenen
Zdlinien

Um eine eindeutige Bestimmung der AHNAK produzierenden Zelltypen zu ermdglichen,
wurden verschiedene Zellinien auf ihre endogene Expression von AHNAK untersucht. Hierzu
wurden zum einen Zell-Extrakte analysiert sowie auch das Expressionsmuster mittels

Immunfluoreszenz-Farbung auf kultivierten Zellen ermittelt.

Wester n-Blot-Analyse
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Abb. 33: Endogene Expression von AHNAK in verschieden Zelltypen. Es wurden jeweils 30 ul der
Extrakte unter reduzierenden Bedingungen im 3-15%igen SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrocellul ose-
Membran transferiert und AHNAK mit mAk 4B2 detektiert.

Die Analyse der angefertigten Zell-Extrakte ergibt, dal3 AHNAK von allen Zelltypen, d.h.
epidermoiden Karzinomzellen (A431), Epithelzellen (HBL100), Keratinozyten (Pam212,
HACAT) sowie Fibroblasten (Wi26, 3T3), Fibrosarcomzellen (HT1080), Myoblasten (C2/7)
und auch Endothelzellen (ECV304), as ca 700 kDa-Protein endogen exprimiert wird.
Weiterhin ist ersichtlich, dal3 auch bel der Verwendung eines Protease-Inhibitor-Cocktails
eine Degradation des Proteins nicht vollsténdig verhindert werden kann (Banden zwischen
150 und 700 kDa) (Abb. 33).

Diese Ergebnisse bestdtigen die immunhistologische Lokaliserung von AHNAK in
epithelialen und endothelialen Zellen unterschiedlicher Gewebe. Zusétzlich wurde jedoch
auch eine endogene Expression des Proteins in Fibroblasten und Myoblasten nachgewiesen.
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Unter suchung mittels Immunfluor eszenz-Mikr oskopie

Um ein genaueres Bild Uber die Verteilung des Proteins in den verschiedenen Zelltypen zu
erhalten, wurden Zellen auf geeigneten Objekttréagern ausplattiert. Nach einigen Tagen
erfolgte die Untersuchung der konfluenten Zellen mittels Immunfluoreszenz. Die Zellen

wurden hierzu vor der Inkubation mit dem Priméarantikorper fixiert und permeabilisiert.

A 431

HACAT

HT 1080 373

Abb. 34: Immunfluoreszenz auf verschiedenen Zelltypen. Die Zellen wurden fixiert,
permeabilisiert, mit mAk 4B2 inkubiert und die Signale mit Cy3-konjugiertem Sekundérantikorper
markiert. Humane epidermoide Karzinomzellen (A431), humane Keratinozyten (HACAT), humane
Fibrosarcomzellen (HT1080) und Maus-Fibroblasten (3T3) wurden untersucht. Der Balken entspricht

jeweils 50 um.

In alen untersuchten Zellinien konnte eine endogene Expression des Proteins nachgewiesen
werden (Abb. 34). AHNAK zeigt jedoch ein unterschiedliches Expressionsmuster zwischen
Epithelzellen und nicht epithelialen Zellen. In epidermoiden Karzinomzellen (A431) und
Keratinozyten (HACAT) scheint AHNAK vorrangig mit der Plasmamembran assoziiert
vorzuliegen, wahrend Fibroblasten (3T3) eine eher cytoplasmatische Farbung zeigen. Im Fall
der humanen Fibrosarcomzellen HT1080 kann eine Farbung im Cytoplasma sowie an der
Zellmembran beobachtet werden. Die Betrachtung einzelner Keratinozyten-Inseln zeigt

zudem eine verstarkte Farbung im Bereich von Zell-Zell-K ontakten.
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3.6 Funktionsstudien von AHNAK

AHNAK weist eine starke Expression in Epithelzellen verschiedener Gewebe sowie in
kultivierten Zellen auf. Mit Hilfe der weiteren Experimente sollte die Frage geklart werden,
ob AHNAK in Keratinozyten eine Rolle bel der Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten spielt

oder ob das Expressionsmuster mit einer anderen Funktion in Einklang gebracht werden kann.

3.6.1 Doppel-Immunofluoreszenz mit AHNAK und [-Catenin bzw.
Cadherin

Um sicherzustellen, dald es sich bei der beobachteten Farbung in Keratinozyten um eine
Expression des Proteins an der Plasmamembran handelt, wurden Doppel-lmmunfluoreszenz-
Farbungen mit Antikdrpern gegen AHNAK, Cadherin und (-Catenin gemacht. Cadherine
sind transmembrane Zelloberflachenglykoproteine, die in der Anwesenheit von Calcium
Zelladhasion vermitteln. 3-Catenin bindet an den cytoplasmatischen Teil von Cadherin und
vermittelt den Kontakt mit dem mikrofilamentdren System. Beide Proteine sind gut
charakterisiert und somit geeignete Marker fur Zell-Zell-K ontakte.

Die Verwendung geeigneter Zweitantikorper, die jewells mit unterschiedlich fluoreszierenden
Gruppen markiert waren (cy3, rot und Alexa488, grin), ermoglicht es, zwei
Fluoreszenzsignale paralel zu detektieren. Die raumliche Kolokalisation von zwei Proteinen
zeigt sich in der Uberlagerung beider Signale, diein gelber Farbung resultiert.

In den folgenden Abbildungen ist die Lokalisation der Proteine in humanen epidermoiden
Karzinomzellen (A431, Abb. 35) bzw. epithelialen Karzinomzellen (CaCo2, Abb. 36) unter
normalen Kultivierungsbedingungen dargestel|t.

Abb. 35: Immunfluoreszenzfarbung auf epidermoiden Karzinomzellen (A431) mit Antikérpern
gegen AHNAK und B-Catenin. B-Catenin (Alexad88, grun) (A), AHNAK (cy3, rot) (B),

Doppelimmunfluoreszenz (C). Die Balken entsprechen jeweils 50 um.
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-

Abb. 36: Immunfluoreszenzfarbung auf epithelialen Karzinomzellen (CaCo2) mit Antikérpern
gegen AHNAK und Cadherin. Cadherin (Alexad488, grin) (A), AHNAK (cy3, rot) (B),

Doppelimmunfluoreszenz (C). Die Balken entsprechen jeweils 50 um.

Die Doppelimmunfluoreszenzbilder von AHNAK und (-Catenin bzw. AHNAK und Cadherin
zeigen eine Kolokalisation der Proteine in der Zellmembran epithelialer Zellen besonders im
Bereich der Zellkontakte. Neben der starken Féarbung im Bereich der Zellmembran wurde fir
beide Proteine jedoch weiterhin eine zusdtzliche Vertellung des Proteins im Cytoplasma
festgestellt.

3.6.2 Calcium-abhangige L okalisation

Unter den bisher verwendeten Bedingungen konnte keine ausreichende Vereinzelung der
Zellen vorgenommen werden, da diese eine grof3e Neigung zur Aggregation besitzen. Zur
Analyse des Expressionsmusters von AHNAK in Keratinozyten, die ohne Kontakt zu anderen
Zellen vorliegen, wurden die bisherigen Zellkultur-Bedingungen daher modifiziert. Werden
Keratinozyten in Calciumfreiem Medium kultiviert kann die E-Cadherin vermittelte
Ausbildung von Zell-Kontakten nicht stattfinden. Die Keratinozyten wachsen weiterhin
adhérent, bilden aber keine mehrschichtigen Strukturen mehr aus. Dies ermdglicht das

Studium auch an vereinzelten Zellen.
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Abb. 37: Vertellung von AHNAK und B-Catenin in A431-Zellen unter verschiedenen

Kultivierungsbedingungen. Die Zellen wurden entweder mit 1,8 mM Calcium (A-C) oder mit 30 uM
Calcium (D-F) im Medium kultiviert. 3-Catenin (Alexa488, grin) (A, D), AHNAK (cy3, rot) (B, E),

Doppelimmunfluoreszenz (C, F). Die Balken entsprechen jeweils 50 um.

Die Abbildung zeigt, da3 sowohl AHNAK as auch (-Catenin unter den veranderten
Bedingungen ein komplett anderes Erscheinungsbild zeigen. Werden Zellen, welche in
Medium mit normaler Calciumkonzentration (1,8 mM) ausplattiert wurden, fur weitere
24-48 h in Medium mit einer minimalen Calciumkonzentration (30 uM) kultiviert, so besitzen
beide Proteine anschlief3end eine zunehmend cytoplasmatische Verteilung (Abb. 37). Die
Translokation dieser Proteine kann durch Zugabe von 1,8 mM Calcium wieder rickgangig
gemacht werden (ohne Abb.).

Die Verteilung von AHNAK in epithelidlen Zellen ist somit abhangig von den
Kultivierungsbedingungen. Das ahnliche Verhaten beider Proteine unter den verschiedenen
Bedingungen, d.h. die beobachtete Kolokalisation von AHNAK und (3-Catenin, konnte darauf
hinweisen, dal3 neben (3-Catenin auch AHNAK eine Rolle bel der Ausbildung von Zell-Zell-
Kontakten spielt und eine Interaktion von AHNAK mit 3-Catenin vorliegt.

In einem weiteren Experiment wurde getestet, ob sich die Translokation dieser Proteine
ungefdhr im gleichen zeitlichen Rahmen bewegt. Zur Beobachtung des Verhaltens wurden
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wiederum Doppelimmunfluoreszenzen angefertigt. Keratinozyten wurden fur ca. 2 Tage in
normalem Medium kultiviert und in Medium mit wenig Calcium Uberfuhrt. Nach 24 h wurde
das Medium wieder gegen Calcium-haltiges Medium (1,8 mM) ausgetauscht. Nach
bestimmten Zeitpunkten wurden Proben entnommen und analysiert.

Ein Vergleich der Geschwindigkeit der Translokation zwischen AHNAK und -Catenin zeigt,
dal3 sich beide Proteine schnell auf veranderte Kultivierungsbedingungen einstellen kénnen.
Schon 30 min nach Calcium-Zugabe konnen wieder erste Signale an der Zellmembran
beobachtet werden. Diese Translokation vom Cytoplasma zur Zellmembran scheint sich bei
[-Catenin jedoch deutlich schneller zu vollziehen, wohingegen die umgekehrte Translokation
(d.h. von der Zellmembran ins Cytoplasma) langsamer bzw. nicht so vollsténdig zu verlaufen
scheint (Abb. 38).

A B C D
E F G H

Abb. 38: Zeitlicher Verlauf der Transglokation von AHNAK und (-Catenin. Epidermoide

Karzinomzellen (A431) wurden zunéchst bis zur Konfluenz in normalem Calcium-haltigen Medium
kultiviert (A, E). Anschlieflend wurden die Zellen Uber 24 h ohne Calcium inkubiert (B, F) und nach
erneuter Calcium-Zugabe zum Medium nach bestimmten Zeitpunkten analysiert (C, G: nach 30 min;
D, H nach 60 min). AHNAK (cy3, rot) und B-Catenin (Alexad88, griin). Die Balken entsprechen

jeweils 50 um.
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3.6.3 Zell-Fraktionierung

Das unterschiedliche Expressionsmuster in Epithelzellen im Vergleich mit Fibroblasten wurde
im folgenden eingehender mittels Zell-Fraktionierungs-Experimenten untersucht. Hierzu
wurden Zellen konfluenter Kulturen nacheinander mit verschiedenen Puffern extrahiert. Esist
somit moglich, eine Cytoplasma- und eine Membran-Fraktion voneinander zu separieren und
getrennt zu analysieren.

Pam212  A431  HT1080 3T3

-

200-

116-
97 -

66— .

39-
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Abb. 39: Zdl-Fraktionierung von epithelialen und nicht-epithelialen Zellen. Je 30 pl der
verschiedenen Fraktionen wurden unter reduzierenden Bedingungen im 3-15%igen SDS-PAGE
aufgetrennt, auf Nitrocellulose-Membran Uberfihrt und diese mit mAk 4B2 umgesetzt. Cytoplasma-
Fraktion (C) sowie Membran-Fraktion (M).

Jeweils gleiche Volumina der verschiedenen Fraktionen wurden im Immunoblot mit mAk
4B2 analysiert. Hierbel wurde deutlich, da? AHNAK in alen untersuchten Zellinien
(epithelidler und nicht-epithelialer Herkunft) hauptséchlich in der Membran-Fraktion
enthalten ist (Abb. 39) und somit erst durch die Verwendung eines Detergenz-haltigen Puffers
aus den lysierten Zellen herausgel6st werden konnte. Bel einigen Zellinien (Pam212 und
HT1080) konnte AHNAK jedoch auch in der Cytoplasma-Fraktion nachgewiesen werden.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen der Immunfluoreszenz-Untersuchungen mit mAk 4B2
konnte anhand der durchgefiihrten Zell-Fraktionierungen kein grundsétzlicher Unterschied
zwischen dem Erscheinungsbild epithelialer und nicht-epithelialer Zellen gefunden werden.
Die membransténdige Lokalisierung von AHNAK in Epithelzellen konnte bestétigt werden,
wahrend eine vorrangig cytoplasmatische Verteilung von AHNAK in Fibroblasten nicht

beobachtet wurde.
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Der Vergleich der Verteilungsmuster von AHNAK und (-Catenin zeigt, dal3 beide Proteinein
den analysierten Zellen eine nahezu gleiche Verteilung besitzen (Abb. 39 und 40). Beide
Proteine kommen vorrangig in der Membran-Fraktion vor, kénnen aber auch im Cytoplasma

nachgewiesen werden.
Pam212 A431 HT1080 3T3

x B s

cC M C M C M cC M

Abb. 40: Analyse der Zell-Fraktionierung von epithelialen und nicht-epithelialen Zellen.

Immunoblot entwickelt mit Antikdrper gegen B-Catenin. Cytoplasma-Fraktion (C) sowie Membran-
Fraktion (M).

Auch das Verhalten von AHNAK und (3-Catenin in Keratinozyten, die in unterschiedlichen
Caciumkonzentrationen kultiviert wurden, wurde im folgenden mit Hilfe von Zell-
Fraktionierungs-Studien Uberprift. Hierbel zeigte sich, da3 AHNAK auch bei Zellen, diein
einer niedrigen Caciumkonzentration kultiviert wurden, hauptséchlich in  der
Membranfraktion enthalten ist. Eine cytoplasmatische Verteilung des Proteins konnte mit
dieser Methode nicht nachgewiesen werden (Abb. 41). Auch die Verteilung von B-Catenin

war unter unterschiedlichen Kulturbedingungen unverandert.

Canormal  Caniedrig

- . AHNAK
kDa
200 - .
116 -
97 - _' <«— R-Catenin
66 -
39 -

cC M CM

Abb. 41: Analyse von verschiedenen Zellfraktionen von A431-Zellen, die bel unterschiedlichen
Calciumkonzentrationen kultiviert wurden. Die Zellen wurden entweder in der Anwesenheit von
1,8 mM Cacium (Ca normal) oder 30 uM Calcium (Ca niedrig) kultiviert. Der Immunoblot wurde
paralel mit Antikérpern gegen AHNAK und (3-Catenin entwickelt. Cytoplasma- (C) sowie Membran-
Fraktion (M).
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3.6.4 Suche nach Bindungspartnern - Co-Immunprézipitation mit
Antikor pern gegen 3-Catenin

Aufgrund der Co-Lokalisation von AHNAK mit B-Catenin an der Zellmembran von
Keratinozyten, dem Ubereinstimmenden Verhalten in der Zell-Fraktionierung und dem
dhnlichen Trandokations-Verhalten in Keratinozyten, die unter unterschiedlichen
Bedingungen kultiviert wurden, stellte sich die Frage, ob eine direkte Interaktion von
AHNAK und B-Catenin vorliegt.

Hierzu wurden Co-Immunpréazipitationen durchgefiihrt. Protein G-Agarose wurde mit
Antikorper gegen [-Catenin und anschlief3end mit der Cytoplasma-Fraktion von Pam212-
Zellen inkubiert. Als Negativkontrollen wurde parallel eine Inkubationen ohne Antikorper
durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte im Western-Blot mit Antikorpern gegen AHNAK und 3-
Catenin (Abb. 42).

ad ¢— AHNAK
kDa

200 -
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Abb. 42: Co-lmmunpr azipitations-Experiment. Protein G Agarose wurde mit Antikdrper gegen [3-
Catenin (Spur A) und anschlief3end mit der Cytoplasma-Fraktion von Pam 212 inkubiert. Spur B zeigt
die Negativkontrolle ohne Antikorper gegen 3-Catenin. Die Prézipitate (A, B) wurden im Immunoblot
mit Antikérpern gegen 4B2 und [-Catenin analysiert. In Spur C wurden 30 pl der verwendeten
Cytoplasma-Fraktion nach der Prézipitation as Positivkontrolle aufgetragen. Die mit einem *

gekennzeichneten Banden sind K eratin-K reuzreaktivitéten des verwendeten 3-Catenin-Antikorpers.

Spur A und B (Abb. 42) zeigen, dal3 hierbei mit dem Antikorper gegen (-Catenin das
korrespondierende Protein, nicht aber AHNAK prézipitiert werden konnte. Spur C belegt
eindeutig, dal3 beide Proteine in der verwendeten Losung enthalten waren. Die Analyse der
entsprechenden Blots 183 den Schlul® zu, dald unter diesen Bedingungen keine direkte

Wechselwirkung zwischen AHNAK und 3-Catenin nachgewiesen werden konnte.
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3.7 Aufreinigung und I dentifizierung des 8F10-Antigens

Der monoklonale Antikdrper 8F10 ist sehr vielseitig einsetzbar. Er erkennt sein Antigen in
einer Vielzahl von verschiedenen Experimenten (ELISA, IF, 1B und IP) unter nativen und
denaturierenden Bedingungen. In den folgenden Abbildungen sind die Ergebnisse dieser
Studien zusammengefalt.

d)
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Abb. 43: Zusammenstellung des Verhaltens von mAk 8F10 im Immunoblot (@), in der
Immunfluoreszenz (b) und in der Immunprazipitation (c, d). (a) 30 yl Maus-Haut-Extrakt wurde
unter reduzierten Bedingungen in einem 3-15%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt, auf
Nitrocellulose-Membran Uberfihrt und mit mAk 8F10 detektiert; (b) Farbung eines Maus-Haut-
Kryostat-Schnittes mit mAk 8F10; (c, d) Analyse einer Immunprézipitation mit mAk 8F10.
Zellkulturtberstand des Klons 8F10 und Maus-Haut-Extrakt wurden mit Protein G Agarose
prézipitiert. Das resultierende Pellet wurde gewaschen und unter sauren sowie akalischen
Bedingungen eluiert. Proben der Matrix vor und nach der Elution und die Eluate wurden reduziert (c)
und nicht-reduziert (d) in einem 3-15%igen SDS-PAGE aufgetrennt und im Immunoblot mit mAk
8F10 anaysiert. Spur 1: Haut-Extrakt; Spur 2: Matrix vor Elution; Spur 3: Elution pH 2,5; Spur 4:
Elution pH 11; Spur 5: Matrix nach Elution.

Der Antikorper detektierte im Immunoblot auf Maus-Haut-Extrakt unter reduzierten und
nicht-reduzierten Bedingungen eine Hauptbande bei ca. 220 kDa. Neben dieser definierten
Bande wurden weitere hohermolekulare und niedermolekulare Banden gefarbt. Bei der
Verwendung des Antigens in einer hoheren Konzentration wurde das Signal meist sehr diffus.
Unter diesen Umstanden ergab sich ein komplexes heterogenes Farbemuster zwischen 100
kDa bis etwa 600 kDa (Abb. 433, c, d).

Das gleiche Bandenmuster wurde in Immunprézipitationen erhalten. Das Antigen zu mAKk
8F10 konnte hierbel recht schonend unter alkalischen Bedingungen (Abb. 43 ¢, d Spur 4) von

der Matrix eluiert werden.
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In der Immunfluoreszenz auf Kryostat-Schnitten von Maus-Haut féarbte der Antikorper

bestimmte Bereiche um die Haarfollikel.

Das korrespondierende Antigen konnte somit Uber die Kombination verschiedener
chromatographischer Methoden angereichert oder aber auch, da der Ak zur Prézipitation
eingesetzt werden kann (Abb. 43), Uber eine Antikorper-Affinitétssaul e abgetrennt werden.

Zur Isolierung des Proteins wurden diverse Verfahren ausprobiert - ausgehend von den
verschiedensten Startmaterialien. Keiner dieser Reinigungsversuche verlief jedoch erfolg-
reich. Ein grof3es Problem war hierbei die geringe Menge des Antigens in Haut-Extrakten und
Zellkulturtibersténden sowie das heterogene Verhalten des Proteins.
Antikorper-Affinitdts-Chromatographie ermdglichte zwar die schrittweise Isolierung des
Proteins aus komplexen Gewebeextrakten, fuhrte jedoch auch nach mehrmaliger Wieder-
holung nicht zu Proteinmengen, die fir eine Sequenzierung des Proteins ausreichend waren.
Auch die Affinitdéts-Reinigung aus serumfreiem Zellkulturiberstand einer Maus
Keratinozytenzellinie (PVDAI-Zellen), die das Antigen ins Medium sekretiert, war nicht
erfolgreich.

Das heterogene Verhaten des Proteins erschwerte zudem eine Isolierung mittels eher
konventioneller Verfahren. Reinigungen ausgehend von serumfreiem Maus-Keratinozyten—
Zdlkulturiiberstand (PVDAI-Zellen) sowie Maus- und Rinder-Haut-Extrakt wurden
unternommen. Es zeigte sich, dal3 das Protein bei pH 7,4 an eine Anionenaustauscher-Saule
gebunden und mit einer erhdhten Salzkonzentration eluiert werden konnte. Die Abtrennung
einiger niedermolekularer Bestandteile aus diesen vereinigten Fraktionen gelang mittels
anschlief3ender Grofenausschlufl3chromatographie.

Weder die Rechromatographie auf einer lonenaustauscher-Saule noch hydrophobe
Interaktionschromatographie oder andere Affinitatssaulen (wie z.B. Heparin- oder Lectin-
Saulen) fuhrten jedoch im néchsten Schritt zu einer ausreichenden Anreicherung des Proteins
oder zur Abtrennung anderer Bestandteile.

Die grofiten Chancen zur Anreicherung des Proteins ergaben sich durch die im folgenden

beschriebene Kombination chromatographischer Verfahren.
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Abb. 44: FluRdiagramm der Chromatographie-Schritte zur Anreicherung des 8F10-Antigens aus
Maus-Haut-Extrakt.

Die Haut von neugeborenen Mausen wurde mit einem isotonischen Puffer, pH 8,6 extrahiert,
1:3 auf eine finale Salzkonzentration von 50 mM verdiinnt und auf eine aquilibrierte DEAE-
Sepharose Saule aufgetragen. Nach ausgiebigem Waschen der Matrix wurden die Proteine mit
einem linearen NaCl-Gradienten von 50-500 mM in 6 Saulenvolumen eluiert. Das 8F10-

Antigen eluierte hierbei nicht nur in einzelnen Fraktionen sondern Uber den gesamten
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Gradienten verteilt. Aufgrund einer Uberladung der Matrix befand sich das gesuchte Protein
zudem im DurchfluR. Eine Wiederholung des Chromatographie-Schrittes mit den im ersten
Schritt nicht gebundenen Proteinen ergab ein @hnliches Bild.
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Abb. 45: Analyse des DEAE-Chromatographie-Schrittes. Je 30 pl ausgewahlter Fraktionen wurden
unter reduzierenden Bedingungen in einem 3-15%igen SDS-PAGE aufgetrennt. Coomassie Brilliant
Blue Férbung des Gels (a), Immunoblot mit mAk 8F10 (b). Fraktionen 65 bis 68, die zur weiteren
Reinigung verwendet wurden, sind mit einem Balken gekennzeichnet.

Einzelne Fraktionen der DEAE (65 — 68) wurden im nachsten Schritt auf eine
Gelfiltrationssaule (CL-4B) geladen. Die Fraktionen des Gelfiltrationslaufs wurden mittels
Coomassie Brilliant Blue Farbung und Immunoblot analysiert (Abb. 46). Das 8F10-Antigen
eluierte hierbel nach 225 bis 325 ml (d.h. nach 45-65% des Saulenvolumens) in den
Fraktionen 45-65 und zeigte das in Abbildung 42 beschriebene Verhalten.
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Abb. 46: Analyse des CL4B-Gdfiltrationdaufes. Je 30 pl ausgewahlter Fraktionen wurden unter
reduzierenden (a, ¢) und nicht reduzierenden Bedingungen (b, d) im 3-15%igen SDS-PAGE aufge-
trennt. Coomassie Brilliant Blue Farbung des Gels (a, b), Immunoblot mit mAk 8F10 (c, d).
Fraktionen 45 bis 65, die hohe Konzentrationen des 8F10-Antigens enthalten, sind jeweils mit einem
Balken markiert. Das Ausschluvolumen der Gelfiltrationssaule ist mit Vo und das Total volumen mit
V. bezeichnet.

Zur Aufkonzentrierung und eventuellen weiteren Reinigung der Proben wurden diese
vereinigt und auf eine kleinere DEAE-Sepharose-Saule geladen und wieder mit einem
Gradienten von 50-500 mM NaCl in 6 Saulenvolumen sowie anschlief?end 500-1000 mM
NaCl in 2 Saulenvolumen eluiert. Hierbel zeigte sich, dal3 das Protein bei einer sehr geringen
Salzkonzentration (ca. 240-320 mM NaCl) von der Saule eluiert und von einigen

Verunreinigungen getrennt werden konnte.

a) b)
800 mM NaCl
500 mM
s

kDa kDa
200 - : 200 - I 3 -
116 i 116 . A
A o -

39 - i = 39 -

29 - 29 -

9121518 212427 3033 36 9 121518212427 30 33 36

Abb. 47. Analyse der DEAE-Rechromatographie. Je 30 pl ausgewahlter Fraktionen wurden
reduziert in einem 3-15%igen SDS-PAGE aufgetrennt. Coomassie Brilliant Blue Farbung des Gels (a),
Immunoblot mit mAk 8F10 (b). Fraktionen 14 bis 19, die fur die weiteren Reinigungsschritte vereinigt

wurden, sind mit einem Balken gekennzeichnet.
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Die positiven Fraktionen 14-19 wurden erneut vereinigt und anschlief3end reduziert und
alkyliert. Nach einer 1:10-Verdinnung der Probe wurde diese erneut mit der DEAE-Saule und
anschlief3ender Gelfiltration der positiven Fraktionen aufgetrennt und abschlief3end mit einer
1 ml Hi-Trap Q-Saule aufkonzentriert.

Die 8F10-haltige Fraktion wurde mit Ethanol gefdlt, auf einem 3-15%igen SDS-Gel
aufgetrennt und mit Silber geféarbt. Im Bereich von 220 kDa konnte nun eine Bande sichtbar
gemacht werden (Abb. 48). Diese Bande wurde ausgeschnitten, zur Sequenzierung mittels
Q-TOF vorbereitet und im Servicelabor, ZMMK, der medizinischen Fakultét Koln untersucht.

Die Analyseist zur Zeit noch nicht abgeschl ossen.
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Abb. 48: SDS-PAGE mit Silber-Farbung zur Ansequenzierung der gefarbten 220 kDa-Bande.
Die Position der ausgeschnittenen Bande ist mit einem Pfeil gekennzeichnet.

Die dargestellte Prozedur zur Anreicherung des 8F10-Antigens kann, fals die bisherigen
Mengen nicht ausreichend waren, in weiteren Experimenten zur Isolierung grof3erer Mengen
des Proteins herangezogen werden.
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3.8 Charakterisierung des 8F10-Antigens

Die Expression des Proteins in verschiedenen Mausgeweben wurde anhand von Gewebe-

Extrakten und mittel s immunhistologischer Untersuchungen bestimmit.

3.8.1 Gewebeverteilung des 8F10-Antigens

Zur Analyse der Gewebeverteilung wurden Kryostat-Schnitte verschiedener adulter Gewebe
sowie von 16.5 Tage aten Mausembryonen mit dem mAk 8F10 geféarbt. Die Detektion der
Signale erfolgte mit Hilfe fluoreszenzmarkierter Sekundéarantikdrper sowie mit Hilfe eines
Peroxidase-gekoppelten Zweitantikorpers, der die AEC-Farbung (3-Amino-9-ethylcarbazol)
katalysiert.

Um einen Uberblick Uber verschiedene Gewebe und Organe zu erhalten, wurden Kryostat-
Schnitte von Mausembryonen angefertigt und mit dem mAk 8F10 gefarbt. Hierbel zeigte sich,
dal3 der Antikorper hauptsachlich in der Haut und im Bereich des oberen Verdauungstraktes
farbt. Keinerlei Signale konnten in Gehirn, Herz, Lunge, Leber und Skelettmuskulatur
festgestellt werden. Die Expression des 8F10-Antigens ist somit auf einige Gewebe im

Organismus begrenzt.

——— He
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HE kontrolle
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Abb. 49: Immunhistologische Lokaliserung des 8F10-Antigens in einem 16,5 Tage alten
Mausembryo. Kryostat-Schnitte von 16,5 Tage aten Mausembryonen wurden mit Zellkulturiber-
stand vom Klon 8F10 inkubiert und die Signale nach Inkubation mit HRP-gekoppeltem Sekundar-
antikdrper mit AEC detektiert. Zum Vergleich wurde eine Negativkontrolle ohne Priméarantikorper
sowie eine Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE) angefertigt. Gehirn (G), Auge (A), Herz (He), Lunge
(L), Muskeln (M), Haut (H), Darme (D).
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Zur genaueren Lokalisierung des Antigens wurden im folgenden einzelne Gewebe prépariert
und analysiert.

Zur Bestimmung der Verteilung in Haut wurden Tiere im Alter von 3-4 Tagen verwendet, die
restlichen Gewebe wurden aus adulten Tieren entnommen.

Der mAk 8F10 zeigte in der Haut eine starke Farbung um die Haarfollikel und in einzelnen
Drisen. In anderen Bereichen der Dermis konnte das 8F10-Antigen nicht gefunden werden.
Zusétzlich konnte eine Féarbung in der &ulRersten Schicht der Epidermis entdeckt werden
(Abb. 50).

Abb. 50: Immunfluoreszenz-Farbung zur Lokaliserung des 8F10-Antigens in Haut. Epidermis
(E), Dermis (D), Fettgewebe (F), Haarfollikel (Hf), Drisen (Dr). Der Balken entspricht 200 pm.

Die Analyse der Gewebeverteilung im Embryo (Abb. 49) zeigte verstarkt Signale im Bereich
des Mund- und Rachenraumes. Das gleiche Ergebnis wurde anhand eines Querschnittes durch
die Mundhdhle eines adulten Tieres erhalten. In beiden Fallen konnte eine starke Farbung der
verschiedenen Speicheldriisen beobachtet werden. Hier sind exemplarisch Ausschnitte aus
zwei verschiedenen Driusengeweben dargestellt. Abb. 51A zeigt die Farbung in ener
Trachealdrise. In der Luftrohre konnten in keinem anderen Bereich Signale detektiert werden.
Ein Drusengewebe mit hoher 8F10-Antigen Expression ist weiterhin die Glandula
submandibularis (Abb. 51B). Es sind mehrere geféarbte Ausfiihrungsgange zu erkennen.

Die Speiseréhre wies eine starke Farbung im Epithelgewebe auf, wahrend die
darunterliegenden Schichten nicht geférbt wurden. Auch im Thymus konnte die Expression

des 8F10-Antigens nachgewiesen werden (Abb. 51D).

Das 8F10-Antigen wird in den untersuchten Geweben von epithelialen Zellen exprimiert.
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A (Trachealdriise) B (Speicheldriise)
C (Speiserohre) D (Thymus)

Abb. 51: Immunfluoreszenz-Farbung zur Lokaliserung des 8F10-Antigens in verschiedenen

Geweben. Die Balken entsprechen jeweils 50 pm.

Ein dhnliches Erscheinungsbild ergab sich bel der Analyse von Gewebe-Extrakten im
Immunaoblot. Speziell Haut ist ein Gewebe mit einer sehr hohen Expression des Proteins. Aber
auch in Extrakten aus der Speise- und Luftréhre kann das 8F10-Antigen nachgewiesen
werden. In Ubereinstimmung mit den imunhistologischen Ergebnissen konnte in Gehirn-,
Herz-, Lungen-, Skelettmuskel-, Hoden-, Ovar-, Milz- und Nieren-Extrakten keine Expression
des Proteins nachgewiesen werden. Bel der Analyse von Thymus-Gewebe konnte ebenfalls
kein 8F10-Antigen detektiert werden, obwohl das Protein mittels Immunfluoreszenz in
diesem Gewebe nachgewiesen wurde (Abb. 52).
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Abb. 52: Analyse von Gewebe-Extrakten mit mAk 8F10. Es wurden je 30 pl der verschiedenen
Extrakte unter reduzierenden Bedingungen in einem 3-15%igen SDS-PAGE aufgetrennt, auf
Nitrocellulose-Membran transferiert und mit mAk 8F10 umgesetzt.

3.8.2 Endogene Expression des 8F10-Antigensin verschiedenen Zelltypen

Zur genaueren Bestimmung der Zelltypen, die das 8F10-Antigen exprimieren, wurden
verschiedene Zellen auf ihre endogene Expression untersucht. Hierzu wurden sowohl Zell-
Lysate a's auch Zellkulturibersténde analysiert.

kDa

t
200 -

19 -
97 -
66 -
39 -
29 -

Abb. 53: Analyse der endogenen Expression des 8F10-Antigens mittels Zell-Lysat epithelialer
und nicht-epithelialer Zellen. Es wurden jeweils gleiche Mengen der Extrakte unter reduzierenden
Bedingungen im 3-15%igen SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrocellulose-Membran transferiert und mit
mAKk 8F10 detektiert.
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In keinem der angefertigten Lysate verschiedener epithelialer Karzinomzellen (SCC25,
A431), Keratinozyten (HACAT), Fibrosarcomzellen (HT1080) sowie anderer nicht-
epithelialer Zellen (C2/7, L132, Wi26 und 3T3) humaner und muriner Herkunft konnte das
8F10-Antigen nachgewiesen werden (Abb. 53).

Im Gegensatz hierzu zeigte die Analyse serumfreier Zellkulturtiberstande dieser Zellen, dal3
das korrespondierende Antigen zum mAk 8F10 von einigen epithelialen Zellen gebildet und
sekretiert wird. Eine hohe Expression konnte vor allem in PVDAI-Zellen (Maus
Keratinozyten) und OV CAR-Zellen (humane epitheliale Karzinomzellen) beobachtet werden.
Aber auch in Uberstanden von HACAT- und Pam212-Zellen wird das Protein in geringem
Mal3e gebildet. Es zeigte sich jedoch auch, dal3 keine generelle Expression in Epithelzellen
vorliegt, da das Protein z.B. in HBL100- und CaCo2-Zelluberstédnden nicht gefunden wurde
(Abb. 54).
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Abb. 54: Analyse der endogenen Expresson des 8F10-Antigens mit Zellkulturiberstanden

verschiedener epithelialer und nicht-epithelialer Zellen. Jeweils 100 pl  serumfreier
Zdlkulturtiberstand wurden auf Nitrocellulose-Membran aufgebracht und mit mAk 8F10 analysiert.

Die Untersuchungen legen die Vermutung nahe, dal3 es sich bei dem 8F10-Antigen um ein
extrazelluldres Protein handelt, welches von einigen epithelialen Zellen exprimiert wird. Die

Verteilung des Proteins im Organismus ist auf bestimmte Gewebe beschrankt.
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3.8.3 Analyseder Glykosylierung des bovinen 8F10-Antigens

Bel den Reinigungsversuchen des 8F10-Antigens ausgehend von PVDAI-Zellkulturiiber-
stdnden bzw. Hautextrakten wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten wiederholt eine
unspezifische Bindung des Proteins an Sdulenmatrizes sowie ein sehr heterogenes
Laufverhalten beobachtet. In Abb. 55 ist das Laufverhaten des 8F10-Antigens aus Rinderhaut
wéahrend eines Gelfiltrationsschrittes dokumentiert. Das Protein eluierte hierbei in einem
grof3en Volumen in den Fraktionen 44 bis 68 (d.h. nach 45-70% des Saulenvolumens). Im
Immunaoblot wurden Banden zwischen 100 und 600 kDa detektiert. Diese Heterogenitét
erschwert zum einen die Reinigung des Proteins und zum anderen die Identifizierung, d.h. die
Sequenzierung mittels MALDI-TOF.
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Abb. 55: Analyse des heterogenen Verhaltens des 8F10-Antigens aus Rinderhaut wahrend eines
CL4B-Gdfiltrationdaufes. Jeweils 30 pl ausgewahlter Fraktionen wurden reduziert in einem
3-15%igen SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrocellulose-Membran transferiert und mit mAk 8F10
umgesetzt.

Die beobachtete Heterogenitét kdnnte eine Folge von posttrans ationalen Modifikationen sein.
Um zu kléren, ob N- oder O-verknlpfte Oligosaccharide die Ursache fur das diffuse
Laufverhalten des Proteins sind, wurden folgende Experimente mit angereicherten
Proteinproben aus Rinderhaut durchgefihrt. Proben dieser Proteinlosungen wurden mit
verschiedenen Enzymen (Chondroitinase, Keratanase, Heparitinase und Neuramidase)
behandelt sowie auch ein kompletter Abbau O-verknipfter Oligosaccharide mittels
Ammoniak-Behandlung durchgefihrt. Eine Abspaltung N-verknUpfter Zucker erfolgte durch
Behandlung der Probe mit N-Glykosidase F. Die im Immunoblot detektierten Bandenmuster
unterschieden sich nach den Verdauen mit N-Glykosidase F, Heparitinase, Chondroitinase
und Neuramidase nicht von den unbehandelten Proben. Im Gegensatz hierzu fihrten die

enzymatische Behandlung der Probe mit Keratanase sowie die Ammoniak-Behandlung zu
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einem deutlich anderen Bandenmuster. In beiden Fallen konnte eine Verminderung bzw. das
Verschwinden hochmolekularer Banden beobachtet werden (Abb. 56). Die breite Bande im
Bereich von 100 kDa war auch nach dem Verdau noch zu beobachten und stellt vermutlich
eine nicht-glykosylierte Form des Proteins dar.

Abb. 56: Enzymatischer Verdau des 8F10-Antigens aus Rinderhaut mit Chondroitinase,
Heparitinase, Neuramidase, N-Glykosidase F und K eratanase sowie chemische Behandlung mit
Ammoniak. Die Proben wurden nach Reduktion in einem 3-15%igen SDS-PAGE aufgetrennt,
anschlief3end geblottet und die Signale mit mAk 8F10 detektiert.

Mit diesen Experimenten konnte gezeigt werden, dal3 das bovine 8F10-Antigen O-
glykosidisch verknipfte Keratansulfatketten trégt. Die Abspaltung dieser Oligosaccharide
fihrte zu einer deutlichen Verminderung der Heterogenitédt des Molekils. Weitere
posttrans ationale Modifikationen sind jedoch sehr wahrscheinlich, da die Behandlung nicht
zu einer scharf abgegrenzten Bande fihrte.
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IV Diskussion

4.1 Herstellung eines Panels monoklonaler Antikorper gegen Haut-

Proteine

Durch die Verwendung von Haut neugeborener Mause konnte eine Vielzahl verschiedenster
dermaler Bestandteile unter nativen Bedingungen isoliert werden. Es wurde gezeigt, dai3
bekannte und gut charakterisierte extrazelluldre Matrixproteine unter diesen Bedingungen
extrahiert werden kdnnen. Die effiziente Proteinextraktion aus der Haut jingerer Tiereist sehr
wahrscheinlich auf eine geringere Quervernetzung extrazelluldrer Proteine untereinander
zurtickzufihren. Hiermit war ein breites Spektrum gewebsspezifischer Proteine in nativer
Form zur Herstellung monoklonaler Antikorper gewéhrleistet.

In zwel unabhangigen Fusionen mit dieser Proteinlosung wurde eine sehr grofRe Anzahl
verschiedener monoklonaler Antikdrper erhalten.

Zur Charakterisierung der monoklonalen Antikorper wurden diese einer Typisierung
unterzogen. Die Kenntnis des Isotyps der produzierten Antikorper ist von essentieller
Bedeutung, da unterschiedliche Subklassen in diversen Anwendungsbereichen verschiedene
Eigenschaften besitzen. Alle hierbei analysierten Antikorper waren vom Typ IgM.
IgM-Antikdrper werden im allgemeinen beim ersten Kontakt eines Organismus mit einem
Fremdantigen gebildet, bei weiterer Antigenexposition werden jedoch zusétzlich 1gG-
Antikorper gebildet, welche eine verbesserte Lodlichkeit sowie Stabilitét besitzen. IgM-
Antikorper besitzen zudem den Nachteil einer moglichen unspezifischen Bindung an alle
maoglichen Oberflachen. Eine langere Immunisierung der Versuchstiere, d.h. eine erhohte

Zahl an Booster-Injektionen, ist unter diesem Aspekt in zukunftigen Projekten zu empfehlen.

Die entsprechenden antikorperproduzierenden Klone wurden subkloniert und die
verschiedenen Antikorper in unterschiedlichen Methoden getestet. Eine Einteilung der
monoklonalen Antikorper wurde entsprechend ihrer Reaktivitét in ELISA-Style Assays, der
Immunfluoreszenz und im Immunaoblot vorgenommen.

Eine grol3e Zahl an Antikdrpern konnten zur Detektion der korrespondierenden Antigene in
immunhistochemischen Untersuchungen eingesetzt werden, welche unterschiedlichste
Farbemuster auf Maushaut ergaben. Ein Vergleich dieser Daten mit immunhistochemischen
Informationen aus der Literatur fihrte zu keinerlei Ubereingtimmung mit schon

charakterisierten Proteinen. Die Lokalisierung der korrespondierenden Antigene war hierbei
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zum einen auf bestimmte Bereiche der Haut, z.B. Epidermis, Dermis oder Subcutis,
beschrankt. Zum anderen konnte jedoch auch bei anderen Proteinen eine ubiquitére
Verteilung Uber alle Hautbereiche beobachtet werden. In zwei Félen konnte deutlich die
Ausbildung extrazellulérer Netzwerke in der Dermis visualisiert werden. Zusétzlich zur
Maushaut wurde weiterhin eine Analyse der Lokalisation der Antigene in embryonalen
Geweben vorgenommen. Die meisten dieser Antigene zeigten ein  komplexes
Expressionsmuster im gesamten Organismus. Es scheint sich somit um Bestandteile zu
handeln, welche nicht nur in Haut sondern auch in einer Vielzahl anderer Gewebe exprimiert
werden. Die erhaltenen Informationen Uber die Gewebeverteilungen der einzelnen Proteine
konnen sowohl zur Identifizierung oder Verifizierung als auch zur Isolierung dieser

Komponenten herangezogen werden.

Drei der hergestellten Antikorper (4B2, 4B3 und 8F10) waren zudem reaktiv im Immunoblot,
d.h. eine Erkennung und Bindung der antigenen Determinante erfolgte auch unter
denaturierenden Bedingungen. Unter diesen Umsténden ergibt sich eine grof3e Bandbreite an
Einsatzmoglichkeiten der Antikorper. Sie konnen zum einen zur Durchsuchung von cDNA-
Expressionsbibliotheken as auch zur Detektion des Antigens mittels Immunoblot in zahl-

reichen Reinigungsschritten eingesetzt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die monoklonalen Antikdrper 4B2 und 8F10 zur
Durchsuchung einer murinen Haut-cDNA-Expressionsbibliothek verwendet. In beiden Fallen
wurden zahlreiche Klone erhalten, die sich jedoch in den weiteren Vereinzelungsschritten als
falsch positiv herausstellten.

Die Verwendung einzelner monoklonaler Antikorper bietet den Vortell eines geringeren
Hintergrundes im Vergleich zu polyklonalen Antikdrpern, auf der anderen Seite ist die hdhere
Spezifitdt der mAk jedoch auch nachteilig. Monoklonale Antikorper erkennen spezifisch nur
ein bestimmtes Epitop. Eine nicht 100%ig korrekte Faltung einzelner Proteinfragmente nach
Expression in E. coli kann die Erkennung dieses Epitops verhindern oder die
Bindungsaffinitét stark herabsetzten.

Weiterhin besteht die Moglichkeit, dal die antigenen Determinanten nicht in den untersuchten
Klonen enthalten waren, da aufgrund der cDNA Synthese mittels Oligo d(T) Primern
vorwiegend C-terminale Bereiche der Proteine in der Bibliothek représentiert sind.

Es ware jedoch empfehlenswert, die vorhandene Bibliothek zukinftig erneut mit einer

Mischung verschiedener monoklonaler Antikorper zu durchsuchen. Hierzu kodnnte eine
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Vielzahl gereinigter Antikdrper — auch digjenigen, die nur unter nativen Bedingungen reaktiv
sind — kombiniert und paralel zur chromatographischen Reinigung der korrespondierenden
Antigene zur Durchsuchung eingesetzt werden. Auch die Verwendung anderer Expressions-
cDNA-Bibliotheken konnte von Vorteil sein. Die grofen Chancen bieten hierbel
erfahrungsgemaid Bibliotheken, welche mittels ,random” Primern oder einer Mischung von
Oligo d(T) und ,random“ Primern hergestellt wurden. Desweiteren kénnten cDNA-
Expressionsbibliotheken anderer Gewebe oder Organe, welche auf der Grundlage der
Gewebeverteilung einzelner Antigene ausgewahlt werden koénnen, mit den entsprechenden

Antikorpern durchsucht werden.

Die monoklonalen Antikorper 4B2 und 8F10 wurden im weiteren Verlauf des Projektes zur
Isolierung der korrespondierenden Antigene aus Gewebeextrakten verwendet. Die Antikorper
wurden hierbei direkt (Affinitétsreinigungen oder Immunprézipitationen) oder indirekt
(Detektion des Proteins wéahrend anderer chromatographischer Verfahren) zur Reinigung
eingesetzt.

Auch Antikorper, die ihre korrespondierenden Antigene ausschliefdlich unter nativen
Bedingungen erkennen, koénnen zur Isolierung und ldentifizierung der entsprechenden
Antigene herangezogen werden. Sie kdnnen zur Affinitatsreinigung sowie auch mittels Dot-
Blot zur Detektion der Proteine in zahlreichen anderen Reinigungen eingesetzt werden.
Aufgrund der Vielfalt monoklonaler Antikorper gegen Hautbestandteile ist die Identifizierung
bisher unbekannter Proteine mittels dieser Antikdrper sehr wahrscheinlich. Die

Identifizierungsmethoden sind hierbei fir jeden Antikdrper einzeln zu optimieren.

Nach der Isolierung der entsprechenden Antigene besteht die Mdglichkeit, diese anhand ihrer
Proteinsequenz zu identifizieren. Es kann eine N-terminale Sequenzanalyse oder auch eine
massenspektrometrische Sequenzierung durchgef iihrt werden.

Das grofte Problem einer Aminosduresequenzanalyse nach Edman stellt eine N-terminale
Blockierung dar. Etwa 50% aller natlrlich vorkommenden Proteine weisen eine solche
Modifikation auf. Eine N-terminale Blockierung kann auch unabsichtlich wahrend der
Proteinreinigung oder Probenvorbereitung eingefiihrt werden.

Die massenspekrometrische Analysen mittels MALDI-TOF bzw. Q-TOF, welche in den
letzten Jahren extrem weiterentwickelt wurden, erlauben eine Proteinidentifizierung im
Bereich von 200 fmol ausgehend von SDS-PAGE-Banden. Diese Methoden sind relativ
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unempfindlich gegentiber Verunreinigungen der Proben durch Salze und stellen somit sehr
sensitive Methoden zur Identifizierung von Proteinen dar. Zum einen kann hierbei ein durch
enzymatischen Verdau entstandenes Peptidgemisch aufgetrennt und das resultierende
Peptidmuster analysiert werden (MALDI-TOF). Im gunstigsten Fall kann nach Vergleich
dieser Informationen mit Datenbanken eine Identifizierung des Proteins erfolgen.
Speziesspezifische Variationen enzelner Aminosduren als auch posttrandationae
Modifikationen erschweren jedoch zumeist eine Zuordnung der Peptide anhand der
beobachteten Grof3en. Eine spezifischere Datenbank-Suche kann mit Sequenzinformationen
durchgefuihrt werden. Die de novo Sequenzierung der Peptide erfolgt mittels Q-TOF mit
eingebauter Elektronenspray-Technologie. Die hohe Auflésung des Gerdtes erlaubt es, aus
dem Peptidgemisch einzelne Peptide zu isolieren und getrennt zu fragmentieren. Bel hoher
Massen-Genauigkeit und guter Auflésung erhdt man hierbel Sequenzen mit einer
durchschnittlichen Lange zwischen 5 und 15 Aminosauren. Die Suche in Datenbanken kann
mit der Sequenzinformation aleine oder durch eine Kombination der Aminosduren mit der
entsprechenden Peptidmasse vorgenommen werden.

Aufgrund des geringen Detektionslimits und eventuell vorhandener posttrangationaler
Modifikationen (z.B. Glykosylierung) wurde im Rahmen dieser Arbeit die
Proteinsequenzierung und Identifizierung mittels Q-TOF angewendet.

4.2 |solierung und Identifizierung von AHNAK

Der monoklonale Antikorper 4B2 ist in der Lage, das korrespondierende Antigen unter
nativen und denaturierenden Bedingungen wie auch speziestibergreifend zu erkennen. Erste
Informationen konnten somit mittels Immunoblot und Immunhistochemie gesammelt werden.
In Immunprazipitationen konnte dieser Antikorper jedoch nicht erfolgreich eingesetzt werden.
Vermutlich liegt in diesem Fall eine zu geringe Affinitét des AntikOrpers zum Antigen vor.
Auch eine Reduktion der Waschschritte sowie der Salz- und Detergenzkonzentration fuhrte
nicht zum erwiinschten Ergebnis.

Die Isolierung des Antigens wurde aus diesem Grund mittels einer konventionellen
Reinigungsstrategie durchgefuhrt. Der Antikorper wurde hierbei zur Analyse der einzelnen
Fraktionen mittels Immunoblot verwendet. Ausgehend von einem nativen TBS-Extrakt aus
Rinderlunge wurde in wenigen Schritten ein 220 kDa Protein angereichert. Die

massenspektrometrische Sequenzierung dieses Proteins, ausgehend von SDS-PAGE-Banden,
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fihrte nach Vergleich der erhaltenen Sequenzinformationen mit Datenbanken zu zwei
potentiellen Kandidaten —Talin und AHNAK-.

Der Vergleich, der mit dem monoklonalen Antikdrper 4B2 erhatenen experimentellen Daten
(ua Gewebeverteilung sowie subzelluldre Lokalisierung) mit Informationen Uber diese
beiden Proteine ergab erste Hinweise, dal3 es sich um einen Antikdrper gegen AHNAK

handeln konnte.

Talin, ein ca. 230 kDa grof3es intrazelluléares Protein (Rees et al., 1990), ist neben Proteinen
wie Vinculin, Paxillin und Tensin Bestandteil von Fokalkontakten (Burridge et al., 1988).
Diese Proteine koppeln Integrine an die Aktinfasern im Zellinneren. Talin ist ubiquitér im
gesamten Organismus verteilt (Ben-Y osef et al., 1999) und ist wesentlich an der Verankerung
der Zelen an die extrazelluld&re Matrix beteiligt. Aulerdem ist Tain eine essentielle
Komponente wahrend der Ausbreitung und Migration verschiedener Zelltypen, z.B.
Fibroblasten (Nuckolls et al., 1992).

Aufgrund der Tatsache, dal? mit dem monoklonalen AntikOrper 4B2 in immunhisto-
chemischen Untersuchungen keinerlei Fokalkontakte angeféarbt werden konnten und auch
keine Ubereinstimmende Gewebeverteilung beobachtet wurde, konnte Talin als

korrespondierendes Antigen ausgeschlossen werden.

AHNAK, en ca 680 kDa grofies intrazelluléres Protein, wurde vor ca. zehn Jahren von zwel
verschiedenen Gruppen entdeckt. Zum einen wurde es als desmosomales Protein in
Keratinozyten beschrieben und Desmoyokin genannt (Hieda et al., 1989). In den letzten
Jahren wurde jedoch mit Hilfe der Elektronenmikroskopie festgestellt, dal? das Protein kein
direkter Bestandteil von Desmosomen ist (Masunaga et al., 1995).

Zum anderen wurde es as Produkt eines Gens identifiziert, welches in humanen
Neuroblastomen herunterreguliert wird, und aufgrund der enormen Gréf3e des Proteins der
Name AHNAK (Hebraisch: sehr grof3) vergeben (Shtivelman et a., 1992).

AHNAK besitzt eine breite Verteilung in verschiedenen Zelltypen und zelluldren
Kompartimenten. Eine nukledre, aber auch cytoplasmatische und mit der Plasmamembran
assoziierte Lokalisation des Proteins wurde beschrieben. In Keratinozyten scheint AHNAK
vorwiegend mit der Plasmamembran assoziiert zu sein, wahrend in Fibroblasten eine eher
cytoplasmatische und teilweise nukleére Verteilung vorliegt (Hashimoto et al., 1993). Daher
wird vermutet, da3 das Protein in epithelialen und nicht-epithelialen Zellen ene
unterschiedliche Funktion besitzt (Hashimoto et al., 1993).
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4.3 AHNAK ist dasAntigen fir den monoklonalen Antikorper 4B2

Zur Uberpriifung der Hypothese, dal es sich bei dem monoklonalen Antikorper 4B2 um einen
Antikorper gegen AHNAK handelt, wurden verschiedene Gewebeextrakte unter
Bedingungen, die einen proteolytischen Abbau vermindern, hergestellt und untersucht. Mit
dem monoklonalen Antikorper konnte neben mehreren kleineren Fragmenten ein Protein im
Bereich von ca. 700 kDa detektiert werden. Die Anreicherung dieses Proteins aus Rinderhaut
unter denaturierenden Bedingungen fihrte nach massenspektrometrischer Sequenzierung zur
Identifizierung von AHNAK.

AHNAK zeichnet sich durch ene charakteristische Molekilstruktur aus und scheint
phylogenetisch hoch konserviert vorzuliegen (Shtivelman et al., 1992). Aus der genomischen
Sequenz kann eine Lange von 5643 Aminosauren fir AHNAK abgeleitet werden. Das Protein
kann in drei verschiedene strukturelle Bereiche eingeteilt werden: 251 Aminosauren N-
terminal, gefolgt von einem grof3en mittleren Bereich mit ca. 4300 Aminosauren, sowie 1002
Aminosauren C-terminal. Die zentrale Region des Proteins besteht aus Uber 30
Wiederholungen mit einer Lange von ungeféhr 128 Aminosduren. Eine Analyse der
verschiedenen repetitiven Motive ergibt eine 80%ige Identitét untereinander.

Eine Analyse der Proteinsequenz ergab Hinweise auf mogliche Nukleuslokalisierungssignale
sowie Phosphorylierungstellen im C-terminalen Bereich (Shivelman et al., 1992).

In der genomischen Sequenz kénnen keine Introns gefunden werden. Dies impliziert, dal3 es
sich bei dem angereicherten 220 kDa-Protein um ein proteolytisches Fragment und nicht um
aternativ gespleifdte Formen von AHNAK handelt. Diese Vermutung wurde in zahlreichen
Untersuchungen mit und ohne Proteaseinhibitoren bestétigt. Eine Lagerung des Proteins bei
37°C fuhrt ebenfalls zu einem schnellen Abbau des Proteins.

Die Lokalisierung der experimentell erhaltenen Sequenzen des 220 kDa-Fragments innerhalb
der humanen AHNAK Sequenz zeigt, dal3 alle diese Sequenzen im mittleren repetitiven
Bereich des Proteins vorzufinden sind. Keine der Sequenzen konnte dem N-terminalen oder
C-terminalen Bereich zugeordnet werden. Aufgrund der zahlreichen Wiederholungen der
Sequenzabschnitte im repetitiven Bereich ist es sehr wahrscheinlich, dal3 die nach
proteolytischem Verdau entstandenen Peptide des N- bzw. C-Terminus im Gegensatz zu
Peptiden aus dem mittleren Bereich moglicherweise in der Q-TOF-Analyse nicht detektierbar
oder sequenzierbar waren. Es kann somit keine detallierte Aussage Uber die
Zusammensetzung die 220 kDa-Fragmente gemacht werden. Theoretisch konnte ein
Molekulargewicht von 220 kDa, bel einer proteol ytischen Spaltung innerhalb des repetitiven
Bereichs, einem AHNAK-Fragment mit vollstandigem N-Terminus und den ersten 17
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repetitiven Einheiten bzw. einem kompletten C-Terminus und zusétzlichen acht Repeats mit
einer durchschnittlichen Lange von 128 Aminosduren entsprechen. Moéglich ware weiterhin
die Anwesenheit eines Fragments aus etwa 15 repetitiven Einheiten. Aufgrund der Tatsache,
dal3 seltenere Sequenzstiicke jeweils nur in der Ndhe des N-Terminus as auch des C-
Terminus lokalisiert wurden, ist es wahrscheinlich, dal3 die 220 kDa Doppelbande, die zur
Sequenzierung herangezogen wurde, aus einer Mischung N- und C- terminaler Fragmente

bestand. Die Vollstandigkeit der terminalen Bereiche ist jedoch fraglich.

4.4 AHNAK wird in vielen verschiedenen Geweben exprimiert und von

ver schiedene Zelltypen produziert.

Die Lokalisation von AHNAK in Mausgewebe wurde mit Hilfe des monoklonalen
Antikorpers 4B2 analysiert. Die Expression des Proteins war bisher nur in Haut beschrieben.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde AHNAK zudem in Gehirn, Herz, Lunge, Skelettmuskel,
Ovar, Testis, Speiserthre, Luftréhre und Leber nachgewiesen. AHNAK zeigt ein komplexes
Expressionsmuster sowohl bei Embryos (d16,5 p.c.) als auch bei adulten Mausen. Am
Embryona entwicklungstag 16,5 p.c. wird AHNAK bereits in allen Geweben exprimiert, in
denen das Protein auch in neugeborenen und adulten Geweben lokalisiert ist.

AHNAK wird in Geweben exprimiert, die hauptséchlich durch Endothel- und Epithelzellen
aufgebaut werden. Eine genaue Bestimmung der Zelltypen war anhand von Kryostat-
Schnitten dieser Gewebe nicht moglich. Eine bessere Auflosung und detailliertere
Lokalisierung von AHNAK konnte z.B. mit Hilfe von Paraffinschnitten erzielt werden. Der
monoklonale Antikorper 4B2 ist jedoch nicht in der Lage auf Geweben nach
Paraffineinbettung und der anschlief3enden Behandlung dieser Gewebeschnitte sein Antigen
zu erkennen.

Um zu Uberprifen, welche Zellen in der Lage sind, AHNAK zu produzieren, wurden
Zéellinien auf Proteinexpression anaysiert. Fibroblasten, Keratinozyten, Epithelzellen,
Myoblasten sowie Endothel zellen exprimieren AHNAK als ca 700 kDa Protein. Neben dieser
hochmolekularen Bande werden in den untersuchten Zellysaten meistens zusétzlich
Degradationsprodukte beobachtet. Auch die Verwendung einer komplexen Mischung von
Proteaseinhibitoren kann eine Degradation des Proteins nicht vollstandig verhindern.
Maoglicherweise liegt AHNAK in Geweben und in kultivierten Zellen sowohl in voller Lange

as auch tellweise fragmentiert vor. Diese Heterogenitéat konnte Auswirkungen auf die
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Affinitdt von AHNAK zu makromolekularen Liganden haben. So kénnte das Protein in
verschiedenen Kompartimenten der Zellen unterschiedlich stark fragmentiert vorliegen und
maoglicherweise unterschiedliche Funktionen erfillen. Auch eine Aktivierung von AHNAK
durch Proteolyse ist vorstellbar.

45 AHNAK wird in humaner Haut hauptsachlich in der Epidermis und

in Blutgefal3en exprimiert.

Wahrend AHNAK in der Haut von neugeborenen Mausen sowohl in der Epidermis als auch
in der gesamten Dermis exprimiert wird, konnte es in der humanen Haut (Patientenalter Gber
35 Jahre) hauptséchlich in der Epidermis und in dermalen Blutgefal3en detektiert werden. Die
geringere Expression von AHNAK in der humanen Dermis ist moglicherweise auf die
unterschiedliche Zusammensetzung der Haut in Maus und Mensch oder auf Unterschiede, die
auf dem Alter des Gewebes beruhen, zurtickzufthren.

Wahrend des Alterungsprozef3es nimmt die Hautdicke um ca. 20% ab und die Zusammen-
setzung der extrazellularen Matrix wird stark veréndert. Junge Haut enthdt mehr
Hyaluronsdure und das Mengenverhéltnis der Kollagene des Typs I, V, VI zu Kollagen
Typ | ist deutlich hoher (Lavker et al., 1987). Kollagen- und Elastinfasern werden in diesem
Stadium verbunden und die Kollagenfibrillendicke reguliert (Cleary und Gibson, 1983). Eine
verdnderte Zusammensetzung im extrazellularen Raum mit fortschreitendem Alter kann auch
die Expression transmembraner sowie intrazellulérer Proteine, wie AHNAK, beeinflussen.

Es wére somit vorstellbar, dal3 im Rahmen eines Wundheilungsprozel3es oder in
Tumorgewebe eine veranderte Expression und Funktion von AHNAK zu beobachten ware.
Waundheilung ist ein extrem komplexer Vorgang, der unter anderem durch eine Neubildung
bzw. Umwandlung extrazelluldrer Komponenten sowie eine standige Kommunikation intra-

und extrazellulérer Proteine gekennzeichnet wird.

46 AHNAK ist in epithdialen Zelen hauptsachlich an der

Plasmamembran lokalisiert.

In den AHNAK exprimierenden Geweben wird das Protein vorwiegend im Bereich
epithelialer und endothelialer Zellen gefunden.
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Es wurden verschiedene Zellinien (Fibroblasten, Keratinozyten, Epithelzellen, glatte
Myoblasten und Endothelzellen) zur subzelluléren Lokaliserung von AHNAK mittels
Immunfluoreszenz untersucht.

In Epithelzellen ist das Protein vorwiegend an der Plasmamembran lokalisiert, wdhrend in
Fibroblasten eine Verteilung Uber die gesamte Zelle beobachtet wurde. Neben der
Plasmamembranfarbung in Epithelzellen, welche verstarkt im Bereich von Zell/Zell-
Kontakten zu beobachten ist, konnte jedoch auch eine cytoplasmatische und teilweise
nukledre Farbung (Zellkernmembran) nachgewiesen werden.

Eine subzellulére Fraktionierung mit darauffolgender Analyse von Cytoplasma- und
Membran-Fraktionen dieser Zellen bestétigte, dal? AHNAK in Epithelzellen hauptséachlich in
der Membran-Fraktion enthalten ist. Eine zusétzliche Lokalisierung des Proteins im
Cytoplasma konnte bei einigen Zellinien nachgewiesen werden.

Die Analyse der Zellfraktionen nicht-epithelidler Zellen ergab ein dhnliches Ergebnis. Der
grofdte Teil von AHNAK ist auch hier erst durch die Verwendung eines detergenzhaltigen
Puffers aus den Zellen herauszuldsen und somit in der Membranfraktion enthalten. In
Abhangigkeit von der untersuchten Zellinie wurde zudem auch eine cytoplasmatische
Lokalisierung beobachtet. Die Untersuchung dieser Zellen mittels Immunfluoreszenz zeigten
im Gegensatz hierzu eine Verteilung des Proteins in der gesamten Zelle. Eine vorrangige
Plasmamembranféarbung konnte nicht explizit beobachtet werden. Die Resultate lassen den
Schlul® zu, dal3 es sich zum Teil um eine Assoziation des Proteins mit kleineren Vesikeln
handeln konnte. Die Frage nach der zeluléaren Verteilung von AHNAK in Fibroblasten
konnte weder anhand der immunhistochemischen Untersuchungen noch der Zell-
Fraktionierungsexperimente eindeutig beantwortet werden. Die potentielle Assoziation des
Proteins mit Vesikeln kénnte im weiteren Verlauf mittels einer Fraktionierung verschiedener
Zellorganellen untersucht werden. Eine Trennung verschiedener Organellen sowie eine
Abtrennung der Plasmamembran von diesen Bestandteilen kann mittels Ultrazentrifugation
erfolgen. Eine Anadyse der erhatenen Fraktionen sowie der Vergleich mit gut
charakteriserten Markern (wie z.B. Katalase (Peroxisome), Succhinatdehydrogenase
(Mitochondrium)) kann eine Zuordnung des Proteins zu bestimmten Zellkompartimenten
ermaoglichen.

Die Untersuchungen bestétigen, da? AHNAK in Epithelzellen hauptsdchlich an der
Plasmamembran aber auch im Cytoplasma und moglicherweise an der Kernmembran oder im
Kern zu finden ist. Es ist anzunehmen, dal3 das Protein in verschiedenen Kompartimenten

dieser Zellen unterschiedliche Funktionen besitzt.
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Die Plasmamembran-Assoziation von AHNAK deutet auf eine mogliche Beteiligung des
Proteins im Bereich von Zell-Zell-Kontakten hin. Die cytoplasmatische und nukledre
Verteilung suggeriert eine Funktion in Signaltransduktionsprozef3en zwischen der
Plasmamembran und dem Zellkern. Letztere Vermutung wird durch die Anwesenheit
potentieller Nukleuslokalisierungssignale sowie eines Leuzin-Zipper Motivs im C-terminalen
Bereich des Proteins unterstitzt. Leuzin-Zipper Motive werden in ener Vielzahl
verschiedener Proteine gefunden, welche an der Gen-Regulation beteiligt sind (Busch et al.,
1990).

Eine weitere mogliche Funktion von AHNAK im Cytoplasma konnte die Beteiligung an
Calciumabhangigen Signalkaskaden sein. In den letzten Jahren wurde nachgewiesen, dal3
AHNAK in Kardiomyozyten mit L-Typ Calciumkanden assoziiert vorliegt. In diesen Zellen
konnte AHNAK eine Rolle bei adrenerg vermittelten Signaltransduktionen spielen (Haase et
a., 1999). Weiterhin konnte die direkte Bindung und Aktivierung von Phospholipase C-y1
durch AHNAK charakterisiert werden (Sekiya et al., 1999). Es wurde gezeigt, dal} die
repetitiven Bereiche von AHNAK an der Bindung der Phospholipase C-yl beteiligt sind.
Neueste Ergebnisse haben zudem gezeigt, dald AHNAK in der Anwesenheit von Calcium an
S100B bindet (Gentil et a., 2001). S100B, ein Mitglied der S100-Calmodulin-Troponin-
Superfamilie, besitzt eine Vielzahl regulativer Funktionen bei intrazellul&ren Wachstums-,
Differenzierungs- und Stoffwechselvorgangen.

Die Interaktion von AHNAK mit L-Typ Calciumkanden, Phospholipase C-yl sowie S110B
weist auf eine Funktion des Proteins bel der Regulation der Calcium-Homa&ostase hin. Die
Lokalisierung des Proteins in Keratinozyten impliziert zudem ein Beteiligung von AHNAK
an der Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten. Aufgrund der GrofRe von AHNAK ist eine
Bindung zahlreicher verschiedenen Liganden sowie die Ausbildung von Multiprotein-
komplexen wahrscheinlich.

4.7 Die Lokaliserung von AHNAK in Epithézdlen ist von den
Kultivier ungs-bedingungen abhéangig.

Das Verhalten kultivierter epithelialer Zellen ist wesentlich von der Cal ciumkonzentration des
Mediums abhangig. Wenn die Ca®*-Konzentration im Kulturmedium abnormal niedrig ist
(30 uM), wirken die Ca’*-abhangigen Zell/Zell-Adhasionssysteme nicht, und die
Keratinozyten wachsen als einzellige Schichten, in der teilende und sich differenzierende
Zellen vermischt sind. Steigert man nun die Calciumkonzentration, &ndert sich nach kurzer

81



Diskussion

Zeit die raumliche Anordnung der Zellen. Zell/Zel-Kontakte und somit mehrlagige
Strukturen werden wieder ausgebildet.

In den letzten Jahren wurden bei verschiedenen Proteinen, z.B. B-Catenin (Ito et al., 1999)
und Desmoplakin (Sheu et al., 1989), eine Calcium-abhangige Lokalisierung in epithelialen
Zellen festgestellt. Auch AHNAK zeigte in Ubereinstimmung mit Literaturdaten (Hashimoto
et al., 1995) unter verschiedenen Kultivierungsbedingungen eine verénderte Lokalisierung in
Keratinozyten. Werden Keratinozyten in Calciumfreiem Medium kultiviert, so wird eine
cytoplasmatische Verteilung von AHNAK beobachtet. Die Translokation des Proteins kann
durch Zugabe von 1,8 mM Calcium wieder riickgangig gemacht werden. Ein &hnliches
Verhalten konnte fir [3-Catenin nachgewiesen werden.

Die Translokation von AHNAK vom Cytoplasma zur Plasmamembran kann zudem in
Caciumfreiem Medium durch die Zugabe eines Proteinkinase-C Aktivators induziert und
mittels eines Proteinkinase-C Inhibitors selektiv inhibiert werden (Hashimoto et al., 1995).
Proteinkinase-C ist wesentlich an der Proliferation, Differenzierung sowie Zelladhasion
epidermaler Keratinozyten beteiligt (Nagao et al., 1989; Kitgjimaet al., 1992).

Ein Vergleich der Geschwindigkeiten der Transokationen beider Proteine zeigte, dal3
B-Catenin deutlich schneller als AHNAK auf eine Erhdhung der Calciumkonzentration
reagieren kann. Im Gegensatz hierzu verlauft die Trandokation von der Plasmamembran ins
Cytoplasma bel einer Erniedrigung der Calciumkonzentration jedoch langsamer as bei
AHNAK. Eine moglicher Erklarung fur dieses Verhaten konnte eine festere Verankerung
von (B-Catenin an der Plasmamembran gegeniber AHNAK sein. B-Catenin besitzt eine
wesentliche Rolle bel der Verknipfung von Zell-Adhasionsmolekilen mit dem Cytoskelett
der Zellen sowie in Signaltransduktionsprozef3en (Behrens, 1999; Ben-Ze€' ev, 1999).

Die Ubereinstimmende Lokalisierung und aufgrund der Tatsache, dal3 (B-Catenin sowie
AHNAK unter veranderten Kultivierungsbedingungen der Zellen eine Trandokation
aufweisen, legt die Vermutung nahe, dal3 AHNAK in diesen Prozessen eine Rolle spielen
konnte.

Diese Vermutung wiirde auch durch die beobachtete Anderung der Expressionsrate und des
Phosphorylierungszustandes des Proteins in Zellen wahrend einer Differenzierung oder
Wachstums unterstiitzt (Shtivelman et al., 1993).

Eine direkte Bindung von AHNAK an [-Catenin konnte mit Hilfe von Co-
Immunpr&zipitationen nicht nachgewiesen werden.

Es ist jedoch nicht auszuschlief3en, dal3 eine Wechselwirkung beider Proteine vorliegt. Es

bedarf noch weiterer Untersuchungen, in denen weitere potentielle Bindungsparntner oder
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Aktivatoren, die bei diesen Vorgangen eine Rolle spielen, charakterisiert werden. So kénnte
die Bindung von AHNAK an 3-Catenin vom Phosphorylierungszustand des Proteins oder der

Interaktionspartner sowie auch von der Anwesenheit zweiwertiger 1onen abhangen.

4.8 Das8F10-Antigen ist in hohem Mal3e heter ogen.

Das 8F10-Antigen lauft unter reduzierenden als auch unter nicht reduzierenden Bedingungen
in der SDS-PAGE in Form mehrerer Banden zwischen 100 kDa und 600 kDa. Aufgrund
dieses Laufverhaltens kann eine Disulfidverbriickung zu Oligomeren ausgeschlossen werden.
Die Heterogenitét des Proteins wurde sowohl nach Extraktion aus Gewebe as auch im
Zellkulturtiberstand beobachtet. Das diffuse Erscheinungsbild ist weiterhin nicht auf die
Spezies Maus beschrankt, sondern kann in dhnlicher Form auch bei bovinen Proben
beobachtet werden. Die Heterogenitét ist zudem kein Resultat unspezifischer proteol ytischer
Degradation, da das charakteristische multiple Bandenmuster sofort nach der Extraktion des
Proteins aus Gewebe zu beobachten ist und auch nicht durch eine léngerer Lagerung des
Proteins bei 37°C verstarkt wird. Ein gewebs- oder zellspezifischer Abbau des Antigens oder
posttrand ationale Modifikationen konnten die Ursache der beobachteten Heterogenitat sein.
Weliterhin konnte eine unvollstandige Denaturierung des Proteins ausgeschlossen werden.
Eine Behandlung der Probe mit Harnstoff flhrte nach elektrophoretischer Auftrennung zum
selben Ergebnis.

Zur ldentifizierung des 8F10-Antigens wurde wiederholt versucht das Protein aus
Gewebeextrakten oder Zellkulturtberstanden zu isolieren. Hierzu wurden zum einen
Immunprézipitationen und Affinitdtsreinigungen mit dem monoklonalen Antikorper
durchgefiihrt sowie Reinigungsstrategien mittels lonenaustauscher und  Gelfiltration
angewendet. Keiner dieser Ansétze fuhrte jedoch bisher zu einer ausreichenden Anreicherung
des Proteins. Ein grofes Problem ist hierbei die geringe Menge des Antigens in
Gewebeextrakten und Zellkulturiberstanden sowie das extrem heterogene Verhaten des
Proteins. Auch eine mehrfache Wiederholung einzelner Reinigungsschritte oder ene
veradnderte Kombination verschiedener Methoden fihrte nicht zu Proteinmengen, die fir eine
Sequenzierung des Proteins ausreichend sind.

Die Sequenzierung des Proteins konnte sich zudem aufgrund eventueller posttranslationaler
Modifikationen als schwierig erweisen. Zur Vermeidung einer solchen Problematik wurde
wahrend der Reinigung eine Abspaltung von Glykosaminoglykanketten und anschlief3ende
Konzentrierung der Proteinprobe durchgefihrt. Einen guten Ansatzpunkt bietet weiterhin die
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Reduktion und Alkylierung der Proteinlosung im Laufe der Reinigung. Auch diese
Veranderungen fuhrte jedoch nicht zum Ziel.

Zur genaueren Bestimmung eventueller posttransglationaler Modifikationen wurden Proben
des bovinen Antigens mit verschiedenen Enzymen behandelt und das Laufverhalten des
Proteins mit unbehandelten Proben verglichen. Die Inkubation mit Keratanase fiihrte zu einer
deutlichen Verminderung des heterogenen Verhaltens. Im Immunoblot kann nach dem
Verdau nur noch eine Bande im Bereich von ca. 100 kDa beobachtet werden. Diese Bande
stellt vermutlich eine Keratansulfatfreie Form des Proteins dar. Weitere posttransationale
Modifikationen sind jedoch sehr wahrscheinlich, da die Behandlung nicht zu einer scharf
abgegrenzten Bande fihrte. Eine weitere Anheftung von Glykosaminoglykanen (z.B.
Chondroitinsulfat, Heparansulfat) konnte nicht nachgewiesen werden. Auch eine Abspaltung
N-verknupfter Zucker mit N-Glykosidase F fulhrte zu keiner Anderung des Laufverhaltens.
Die Anwesenheit O-verknipfter Zuckerketten wurde zusétzlich durch eine Behandlung des
Proteins mit Ammoniak Uberprift. Unter diesen Bedingungen werden alle O-verknipften
Zucker abgespalten. Die Behandlung bestétigte die zuvor erhaltenen Resultate.

Mit diesen Ergebnissen konnte gezeigt werden, dald3 das aus Rinderhaut isolierte 8F10-
Antigen O-glykosidisch verknupfte K eratansul fatketten tragt.

Die Glykosylierung des Proteins konnte jedoch in verschiedenen Zellen, Geweben oder
Organismen unterschiedlich sein.

Zur Sequenzierung muld das zu untersuchende Protein enzymatisch in kleinere Fragmente
zerlegt werden. Zur Spaltung des 8F10-Antigens wurde das Protein im Polyacrylamidgel
einem Trypsin-Verdau unterzogen. Trypsin katalysiert die Spaltung von Peptidbindungen
C-terminal von Arginin und Lysin. Die geringe Ausbeute der hierbei erhatenen Peptide
erschwerte eine Durchsuchung von Datenbanken mit diesen Informationen sowie die
Sequenzierung dieser Peptide. Die geringen Peptidausbeuten konnten zum einen auf eine zu
geringe Menge des Antigens oder aber auch auf eine unzureichende proteol ytische Spaltung
des Proteins aufgrund sterisch anspruchsvoller posttranslationaler Modifizierungen
zurlckzufiihren sein. Es bietet sich allerdings die Moglichkeit, in weiteren Versuchen auf eine
Vielzahl anderer Endoproteasen (z.B. ArgC, AspN, LysC, Chymotrypsin) auszuweichen.

Auch eine Mischung verschiedener Enzyme konnte hilfreich sein.
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4.9 Das 8F10-Antigen wird nur in bestimmten Geweben exprimiert und

von epithelialen Zellen exprimiert.

Mit Hilfe des monoklonalen Antikorpers wurde die Lokalisation des 8F10-Antigens in
Mausgewebe mittels Immunoblot und Immunhistochemie bestimmt. Die Expression des
Proteins scheint sich auf einige Gewebe zu beschranken. Signale wurden in Haut und dem
oberen Verdauungstrakt nachgewiesen. In diesen Geweben wird das Protein vorwiegend in
Bereichen von Zellen epithelialen Ursprungs gefunden, wie z.B. Haarfollikeln und Drisen. In
Gehirn, Herz, Lunge, Leber, Skelettmuskulatur, Niere und Testis konnte keine Expression
nachgewiesen werden.

Um Aufschluld dartiber zu erhalten, welche Zellen das 8F10-Antigen exprimieren, wurden
verschiedene Zellinien (Keratinozyten, Epithelzellen, Endothelzellen, Fibroblasten und
Myoblasten) auf Proteinexpression untersucht. Nur bel Epithelzellen konnte ein positives
Signal im Zellkulturiiberstand detektiert werden, alle anderen untersuchten Uberstande waren
negativ.

Es handelt sich jedoch nicht um eine generelle Expression in epithelialen Zellen, da das
Protein nicht in alen untersuchten Zellinien nachgewiesen wurde. Deshalb ist anzunehmen,
dal’ nur bestimmte Epithelzell-Populationen dieses Protein exprimieren und sekretieren oder
da3 die Biosynthese dieses Proteins unter Zellkulturbedingungen von der Anwesenheit
bestimmter Faktoren abhangt.

Obwohl das Protein von einigen epithelialen Zellen produziert und ins Medium sekretiert
wird, konnten mit Hilfe der Immunfluoreszenztechnik keine Signale im Bereich einer
perizelluldren oder extrazelluldren Matrix detektiert werden. Die Abwesenheit des Proteinsin
diesen Netzwerken ist moglicherweise auf eine andere Funktion des Proteins oder fehlende
Bindungspartner unter den gewahlten Kultivierungsbedingungen zurlckzufihren. Weiterhin
wéare es moglich, da die antigene Determinante durch die Assoziation weiterer
makromolekularer Liganden abgeschirmt oder strukturell veréndert vorliegt und somit eine
Erkennung bzw. Bindung des monoklonalen Antikorpers verhindert wird.

Zudem konnte auch nach Permeabilisierung kein Signal in den Zellen nachgewiesen werden.
Dies konnte ein Hinweis auf einen sehr schnellen Umsatz des Proteins sein.

Auch die Verteillung des Proteins im Gewebe impliziert eine Lokalisation des Proteins im
Bereich spezialisierter Epithelzellen. In der Haut kann keine Expression des Proteins in den
basalen Keratinozyten der Epidermis beobachtet werden, wahrend eine starke Expression in

Haarfollikeln und Drisen zu erkennen ist. Auch in den verschiedenen Speicheldriisen ist das
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8F10-Antigen vorhanden. Keinerlei Expression wurde jedoch in einer Vielzahl anderer

Epithelgewebe (z.B. Bronchia epithel, Keimepithel des Hodens) nachgewiesen.

4.10 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ein Panel monoklonaler Antikorper gegen Hautbestandteile
hergestellt. Nach einer ersten Charakterisierung wurden zwei monoklonale Antikorper
selektiert und zur ldentifizierung und Charakterisierung der korrespondierenden Antigene

herangezogen.

Es konnte gezeigt werden, dal3 AHNAK das Antigen fur den mAKk 4B2 darstellt. Mit Hilfe des
monoklonalen Antikdrpers wurde die Lokalisation des Proteins in murinen Geweben sowie
die subzellulére Verteilung in epithelialen und nicht-epithelialen Zellen analysiert. Auf der
Basis der vorliegenden Ergebnisse sind eine Reihe weiterfihrender Studien denkbar. Bisher
liegen zwar erste Studien Uber Bindungspartner vor, die Hinweise in Bezug auf die
Funktionen des Proteins liefern, es ist jedoch anzunehmen, dald aufgrund der komplexen
Gewebeverteilung, subzelluldren Lokalisierung sowie der GrofRe von AHNAK eine Reihe
weiterer Bindungspartner vorliegen.

Aufschlul¥reich kénnte zudem die Untersuchung der Gewebeverteilung von AHNAK wéhrend
der Embryonalentwicklung sein. Die Lokalisierung des Proteins in diversen Geweben sowie
die potentielle Funktion von AHNAK in Zell-Zell-Kontakten und Signaltransduktions-
prozessen impliziert eine komplexe Regulation der Proteinexpression wahrend der

Organentwicklung.

Die Anreicherung des 8F10-Antigens gestaltete sich extrem schwierig und fuhrte bisher nicht
zu Proteinmengen, die fUr eine ldentifizierung ausreichend waren. Im Laufe zahlreicher
verschiedener Reinigungsversuche manifestierte sich jedoch eine Strategie, die in naherer
Zukunft zur Isolierung groRerer Proteinmengen verwendet werden kann. Grolere
Proteinmengen und/oder die Verwendung anderer Proteasen sollten die de novo

Sequenzierung des Antigens ermoglichen.
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Aufgrund der Tatsache, da3 es sich beim 8F10-Antigen um ein extrazelluléares Protein
handelt, welches von Epithelzellen exprimiert wird, konnen andere extrazellulare
Matrixproteine zur Charakterisierung potentieller Bindungspartner verwendet werden.

Zur préziseren Lokalisierung des Proteins in Geweben konnten elektronenmikroskopische

Untersuchungen mit Gold-markiertem monoklonalem Antikorper durchgefihrt werden.

In zukinftigen Projekten konnten zudem weitere dermale Proteine mit Hilfe der hergestellten
monoklonalen Antikdrper identifiziert sowie charakterisiert werden und somit zum besseren
Verstandnis des komplexen Zusammenspiels dermaler Proteine in gesunder und verwundeter

Haut beitragen.

87



Material und Methoden

V Material und Methoden

5.1 Reagenzien, allgemeine L 6sungen und Puffer

Alle Chemikalien hatten die Qualitét p.a. und wurden, wenn nicht anders angegeben, von den

Firmen Fluka, Merck, Serva und Sigma bezogen. Zellkulturmedien, Trypsin, Foétales
Kéaberserum (FCS), Pyruvat und L-Glutamin wurden von GibcoBRL bezogen. Zur

Exposition der Chemolumineszenzreaktionen dienten Rontgenfilme des Typs Super RX

(Fuji). Soweit von Bedeutung wird auf die Hersteller im Text gesondert hingewiesen.

Losungen und Reaktionen wurden in hochreinem, deionisiertem Wasser angesetzt (Milli-Q

PF Plus System, Millipore). Angaben des pH-Wertes beziehen sich auf Raumtemperatur

(~25°C). Zur langeren Lagerung wurde den entsprechenden Puffern 0,1% Natriumazid

zugefugt.

Azid

PBS, pH 7,4 (Zellkultur)
PMSF

TBS

serumhaltiges Medium:

serumfreies Medium:

HAT-Medium:

HT-Medium:

Hybridoma-SFM-M edium:

10% Natriumazid

140 mM NaCl, 10 mM KCI, 8 mM Na,HPO,4, 2 mM KH,PO,
500 mM PMSF in Methanol

150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, pH 7,4

DMEM (Dulbecco’'s modifiziertes Eagel Medium) mit10% FCS.
Pro 500 ml Medium werden aul’erdem 5 ml Glutamin
(200 mM), 5 ml Pyruvat (100mM) und 10 ml P/S (100 mM)
zugegeben.

S.0. ohne Zugabe von FCS

serumhaltiges Medium mit 10 ml / 500 ml steriler HAT-
Stammldsung (Sigma)

serumhaltiges Medium mit 10 ml / 500 ml steriler HT-
Stammldsung (Sigma)

Zusatz von L-Glutamin, P/S und Pyruvat (s.0.)
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5.2 Herstellung eines Protein-Pools zur Immunisierung

Haut von 3-4 Tage alten Mausen wurde prépariert und zweima mit PBS gewaschen, um
eventuelle Verunreinigungen zu beseitigen. Durch Inkubation mit einer 1 M NaCl-L6sung
(12 h, 4°C) wurden Dermis und Epidermis voneinander geldst und vorsichtig mit Hilfe einer
Pinzette getrennt. Die Proteine der Dermis wurden, nachdem das Gewebe mittels eines
Polytrons zerkleinert worden war, bei 4°C mit 150 mM NaCl, 50 mM Trig/HCl, pH 7,4 (TBYS)
far 2 h extrahiert. Die unloéslichen Bestandteile wurden durch Zentrifugation bei 15000 g
abgetrennt.

Die Anreicherung groferer Proteine aus dem TBS-Extrakt wurde mittels mehrerer
hintereinander geschalteter Gelfiltrationslaufe mit einer CL-4B-Sepharose-Matrix (500 ml
Saulenvolumen) erreicht. Die Fraktionen mit hochmolekularen Bestandteilen (Elution nach
20-50% des Saulenvolumens) wurden vereint und fir die Immunisierung von zwei Ratten

verwendet.

5.3 Herstellung monoklonaler Antikérper (mAK)

5.3.1 Immunisierungsschema

Als Immunogen wurde die Proteinmischung, die wie unter 5.1 hergestellt wurde, verwendet.
Die Immunisierung der Ratten erfolgte intraperitoneal. Den Ratten wurde dreimal im Abstand
von 3-4 Wochen jewells 200 pl des Proteinmixes zusammen mit der gleichen Menge Freuds
Adjuvantsinjiziert. 10 bzw. 5 Tage vor der Zellfusion erhielten die Tiere Boosterinjektionen
von je 200 ul Proteinmix ohne Adjuvants.

Die Blutentnahmen erfolgten aus der Schwanzvene der Ratten. Das entnommene Blut wurde
zur Entfernung der fibrillaren und zelluldren Fraktionen fir 1 h bel RT gelagert. Die
unldslichen Bestandteile wurden durch 30minitige Zentrifugation bei 15000 g entfernt.

Zur Kontrolle der fortschreitenden Immunisierungen wurden mit dem entnommenen Blut
mehrfach Titerbestimmungen durchgefihrt. Hierzu wurden verschiedene Verdiinnungen des

Serumsin der Immunofluoreszenz auf Maus-Embryo-Schnitten und im ELISA getestet.
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5.3.2 Herstellung der Feeder-L ayer

Das Wachstum von Hybridomzellen wird zum einen durch die von Makrophagen sezernierten
Interleukine und zum anderen durch Zell-Zell-Kontakte gefordert. Die Beschichtung der zur
Fusion verwendeten 96-Loch-Platten mit einer Schicht von Peritonealmakrophagen fordert
somit die Uberlebensschancen der Hybridome.

Zur Isolierung der Makrophagen wird eine Maus mit Ether oder durch Genickbruch getttet,
das Bauchfell entfernt und mit einer Spritze, die ca. 10 ml kaltes Medium (DMEM / 20%
FCS) enthédlt, werden mehrere Peritonealspulungen durchgefihrt. Die resultierende Zell-
Suspension wird gesammelt, die Zellzahl bestimmt und auf 96-Loch-Platten ausplattiert, so
daR sich pro Kavitéat ca 10% — 10* Zellen befinden. Die Platten werden zwei Tage bei 37°C
inkubiert, um eine eventuelle Kontamination der Zellen auszuschlief3en, und anschlief3end zur
Fusion eingesetzt.

5.3.3 Préaparation der Milzzellen und Zellfusion

Hybridomzellen wurden durch die Fusion von Milzzellen der immunisierten Ratten mit der
Maus-Myeloma-Zellinie SP2/0 (Shulman et a., 1978) produziert.

Die Milz einer immunisierten Ratte wurde steril entnommen, die Zellen mit serumfreiem
Medium herausgespuilt und tber ein Netz gestrichen. Rattenmilzzellen al's auch SP2/0-Zellen
wurden mit obigem Medium zweimal gewaschen und anschlief3end die Zellzahl bestimmt.
SP2/0 und Milzzellen wurden im Verhdltnis 1:10 in einem 50 ml Falconréhrchen gemischt,
abzentrifugiert, der Uberstand vorsichtig abgenommen und die Zellen leicht aufgeschiittelt.
Anschlief3end wurde tropfenweise tber 1 min 1 ml der auf 42°C vorgewérmten PEG-L6sung
(5 g Polyethylenglycol gelést in 7 ml DMEM/10% DM SO) zugegeben. Die chemische Fusion
wurde durch die langsame Zugabe von 10 ml 37°C warmem serumhatigem Medium
abgerundet. Hierzu wurden in den ersten 2 Minuten 1 Tropfen / 30 sec, dann 1 Tropfen / 5 sec
und zuletzt ca. 200 pl Medium ale 5-10 sec zugegeben. Die Zellen mussen wéahrend dieser
Prozedur konstant geschiittelt werden. Nach dem Abzentrifugieren der Zellen wurden diesein
8 x 7,5 ml serumhaltigem Medium aufgenommen und auf acht 96-Loch-Platten, auf die zuvor
Feeder-Zellen ausplattiert wurden (5.2.3), aufgebracht. Dies entsprach in etwa 75 ul der
obigen Suspension/Loch. Die Zellen wurden bei 37°C und 7,5% CO, inkubiert. Nach
ungeféhr 3 Tagen wurden 50 pl HAT-Medium pro Kavitét dazuzugeben und 7 Tage nach der
Fusion wurde das Medium vorsichtig komplett gegen HAT-Medium ausgewechselt. 10-14

Tage nach der Fusion erschienen die ersten Klone.
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5.3.4 Selektion der Hybridomzellen

Da bel der Fusion mit PEG nur en Teil der Zellen fusioniert, bleibt ein grof3er Teil der
Ausgangspopulation an Milz- und Myelomzellen unfusioniert. Die Lymphozyten sterben nach
einiger Zeit in Kultur ab, die schnell wachsenden Myelomzellen konnten die Hybridomzellen
jedoch in kurzer Zeit GUberwuchern.

Um die Hybride leicht selektieren zu kdnnen, wird eine mutante Myelomzellinie verwendet.
Diesen Zellen fehlt die Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase (HGPRT). Der
Zusatz von Hypoxathin, Aminopterin und Thymin zum Medium (das sogenannte HAT-
Medium) fuhrt zum Absterben der nichtfusionierten Myelomzellen. Hybridomzellen dagegen
Uberleben, da sie den neoplastischen Charakter ihrer Myelomelternzelle und die HGPRT-

Geneihrer Milzelternzelle besitzen.

5.3.5 Hybridomanalyse

Sobald die Zellkolonien makroskopisch sichtbar sind, kann der Uberstand aus den
entsprechenden Kavitdten zum Antikorpertest enthommen werden. Eine erste Analyse der
Aktivitat der Antikorper wird mittels ELISA-Test durchgefiihrt. Uberstande, welche sich bei
dieser Analyse als positiv herausstellten, wurden weiterhin in der Immunfluoreszenz und im
Immunaoblot getestet.

5.3.6 Klonierung und Reklonierung

Um sicherzustellen, dal3 die Zellkulturlibersténde von nur einem Zellklon produziert werden,
also monoklonal sind, wurden die Antikorper-produzierenden Populationen subkloniert.
Hierzu wurden die Zellen der positiven Kavitdten in Medium resuspendiert, das mit
Interleukin 6 (Strathmann Biotech) (20U/ml) versetzt war, um die Zellen zu stabilisieren. Es
wurde eine Verdinnung von 1 Zelle pro 100 pl eingestellt und pro Kavitd der
Zellkulturplatten 100 pl abgelegt (Einzelzellablage). Im Mikroskop wurde die tatséchliche
Anzahl der abgelegten Zellen Uberprtift. Kavitdten, deren Populationen wirklich nur aus einer
einzigen Zelle gewachsen waren (Klone) und in weiteren Analysen (s.0.) positiv reagierten,
wurden zur Kultivierung in Kulturflaschen tberfihrt.

Vor jedem Selektionsschritt wurden die Hybridome aliquotiert und ein Teil bel —70°C in
flussigem Stickstoff gelagert. Auf diese Weise war gewdhrleistet, dal3 bei Mifdlingen eines

Schrittes auf Zellen des vorhergehenden Stadium zurtickgegriffen werden konnte.
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5.3.7 Kultur der Hybridome

Die subkloniereten Zellen wurden zur Gewinnung Antikorper-haltiger Uberstande von HAT-
haltigem Medium zuerst in HT-haltiges Medium und anschlief3end in DMEM Uberfuhrt. Fur
die Reinigung wird das Medium durch serumfreies Hybridoma-Medium (Hybridoma-SFM)
ersetzt. Hierdurch wird zum einen der Anteil endogener Immunglobuline sowie die hohe
BSA-Konzentration herabgesetzt, welche die Reinigung der monoklonalen Antikérper aus
dem Zellkulturiberstand erschweren. Das Medium wird alle 5 bis 7 Tage gesammelt,
abzentrifugiert und bei —20°C bis zur Aufreinigung der Antikorper gelagert.

5.3.8 Typisierung der Antikorper

Die Bestimmung der Subklassen der monoklonalen Antikorper erfolgte mit einem
kommerziellen Idiotyping Kit nach Anweisung des Herstellers (ICN) mittels der Ouchterlony
Immundiffusionstechnik. Hierbei konnen 1gG1, 1gG2a, 1gG2b, 1gG2c, IgA sowie IgM
unterschieden werden.

5.3.9 Reinigung monoklonaler Antikor per

Die Aufreinigung der mAk aus den serumfreien Zelltberstanden wurde chromatographisch
Uber eine Bakerbond ABXx-Matrix (Baker, Gross-Gerau) durchgefihrt. Hierbei handelt es sich
um einen Mixed-Bett-lonenaustauscher auf Silicagelbasis, welcher eine Affinitdt und
Spezifitét fur alle Immunglobuline besitzt. Auf Grund der hohen Kapazitét und Trennleistung
des Materials konnen grof3e Antikorpermengen schnell und effizient gereinigt werden. Die
Chromatographie erfolgt bei niedriger lonenstarke und im physiologischen pH-Bereich.

Eine Saule (70 ml) wurde nach Anleitung des Herstellers gepackt und mit 25 mM
2-Morpholinoethansulfonsdure (MES) pH 5,6 aquilibriert. 500 ml serumfreier Zelllberstand
wurden 1:3 mit 25 mM MES pH 4,0 verdinnt. Der pH-Wert sollte nach der Verdiinnung bei
ungefahr pH 5,6 liegen. Der vorbereitete Zellkulturiberstand wurde mit einer Peristaltik-
Pumpe aufgetragen, die Saule mit drei Saulenvolumen Aquilibrierungspuffer gewaschen und
die gebundenen Antikdrper durch graduelle Erhéhung der Salzkonzentration und des pH-
Wertes (Gradient: 25 mM MES pH 5,6 bis 1 M NaOAc pH 7,0 Uber 5 Saulenvolumen)
eluiert. Die Antikorper werden in Fraktionen von 5 ml gesammelt und ihre Reinheit mittels
SDS-PAGE Uberpriift. Alle Reinigungsschritte werden bel 4°C durchgefihrt. Positive
Fraktionen wurden vereint, bis zu einer Endkonzentration zwischen 0,1-0,5 mg/ml eingeengt,

gegen TBS dialysiert und bis zur weiteren Verwendung bei —20°C gel agert.
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54 Durchmustern einer Haut-cDNA-Expressionsbank

5.4.1 Ausplattieren der Lamda cDNA-Expressions-Bibliothek

Zur Isolierung individueller 4B2- bzw. 8F10-kodierender Klone wurde eine Haut-
Expressionsbank murinen Ursprungs der Firma Stratagene durchmustert. Zu diesem Zweck
wurden 2x10° Plaque-formende Einheiten (PFU) nach Anleitung des Herstellers mit einer
eingestellten Menge an Bakterien des Typs XL1 (E.coli) fur 15 min bei 37°C inkubiert. Auf
acht quadratische LB-Agar Schalen (22 x 22 cm) wurde ein Phagenanteil in je 40 ml
erwarmter LB-Soft-Top-Agarose ausgebracht. Nach Erhérten der Oberflache wurden die
Platten zur Ausbildung der Plaquesfiir 4 h bei 42°C inkubiert.

5.4.2 Transfer der Phagenplaques auf Filter

Quadratische Nitrocellulosefilter (20 x 20 cm) wurden zur Herstellung einer Matrize fir etwa
10 min in einer 10 mM IPTG-L6sung gebadet, 20 min an der Luft getrocknet, auf die
Oberflache der teil-lysierten Phagenplatten aufgelegt und ihre genaue Position durch
Einstiche markiert. Die Platten mit den aufgelegten IPTG-Filtern wurden nun zur Induktion
der Proteinexpression fur 4 h bei 37°C inkubiert. Anschliefiend wurden die Membranen
abgenommen, mit der Phagenseite nach oben nacheinander grindlich mit TBS gewaschen
und Uber Nacht bel 4°C mit ener 5%igen Milchpulver-Losung zur Blockierung
unspezifischer Bindungsstellen inkubiert.

5.4.3 Analyse der Bibliothek mittels monoklonaler Antikor per

Die blockierten Filter wurden fur 1 h bei RT mit serumhaltigem Zellkulturiiberstand der
monoklonalen Antikorper inkubiert. Nach 3xigem Waschen mit TBS fir eine weitere Stunde
folgte die Inkubation mit HRP-konjugiertem Sekundarantikorper. Zur Visualisierung
spezifischer Signale wurden die Filter mittels ,,ECL* (siehe 5.7.6 Immunoblot) entwickelt.

Rontgenfilme mit positiven Signalen wurden mit den entsprechenden Phagenplatten pal3genau
ausgerichtet und die Bereiche um die Signale aus den Phagenplatten mit Hilfe einer
Pipettenspitze ausgestochen. Zur Isolierung der Phagen aus den erhaltenen Agar-Stiickchen
inkubiert man dieses Uber Nacht bel 4°C in 500 pl SM-Puffer (50 mM Tris-HCI, 100 mM
NaCl, 10 MM MgSO,, 0.01% Gelatine, pH 7,5) mit einem Zusatz von 20 pl Chloroform. Die
so erhaltenen Phagen wurden erneut mehrmals in geringerer Dichte ausplattiert und wie oben
beschrieben durchmustert. Dieses Verfahren sollte es ermdglichen, einzelne homogene

Phagenkolonien zu erhalten.

93



Material und Methoden

55 Zdlkultur

55.1 Verwendete Zdlinien

Zdlinie Organismus Morphologie

3T3 Maus, Embryo Fibroblasten

Wi26 Human, Lunge Fibroblasten

L132 Human, Lunge Fibroblasten
HT1080 Human, Fibrosarcom Fibrosarcomzellen
C2/7 Maus, Skelettmuskel Myaoblasten
PVDAI Maus, Haut Keratinozyten
Pam212 Maus, Haut Keratinozyten
HACAT Human, Haut Keratinozyten
HBL 100 Human, Brust Epithelzellen

A431 Human, Epidermis epitheliale Karzinomzellen
SCC25 Human, Zunge epitheliale Karzinomzellen
OVCAR Human, Ovarien epitheliale Karzinomzellen
CaCo2 Human, Dickdarm epitheliale Karzinomzellen
ECV304 Human, Nabel schnur Endothel zellen

5.5.2 Inkubationsbedingungen und Medium

Die Zellen werden auf Zellkulturschalen (Durchmesser 10 cm, Falcon) bel 37°C in einer
wassergesdattigten Atmosphéare mit 5% - 7,5% CO, in einem Begasungsbrutschrank (Heraeus)
kultiviert.

Je nach Dichte der Zellen wurde das verbrauchte Medium etwa ale 2-3 Tage abgesaugt und

die Zellen mit 10 ml frischem Medium versorgt.

55.3 Verenzen

Die kultivierten Zellen wachsen unter den verwendeten Bedingungen adhdrent. Zellen
konfluent bewachsener Zellkulturschalen werden enzymatisch vom Boden der Schale gel 6st
und vereinzelt. Dazu wird zuerst das serumhaltige Medium abgesaugt, die Zellen einmal mit
PBS gespilt, um letzte Mediumreste zu entfernen, und anschlieffend mit 1 ml einer
Trypsin/EDTA-L6sung in PBS (10-fach-Stockldsung mit 0,5 g Trypsin/ 0,2 g EDTA, Gibco)
fir ca. 5 min bei 37°C inkubiert. Die Trypsinaktivitdt wird durch Zugabe von 10 ml
serumhaltigem Medium gestoppt und in Aliquots von z.B. 1 ml (d.h. 1:10) auf neue Schalen

mit frischem Medium verteilt.
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5.5.4 Lagerung

Zur langfristigen Lagerung der Zellen wurden die abgel6sten und vereinzelten Zellen einer
konfluenten Platte vorsichtig in DMEM mit 20% FCS und 10% DM SO aufgenommen und
langsam auf —80°C abgekuhlt. Die endgultige Lagerung erfolgte in fllissigem Stickstoff.

555 Ernte

Zur Uberpriifung der endogenen Expression einzelner Proteine im Zellkulturiiberstand werden
die Zellen zuvor serumfrei gesetzt. Hierzu werden Reste des FCS mit PBS weggewaschen
und die Zellen Gber 2448 h in serumfreéiem Medium kultiviert. Die so gewonnenen
Uberstande wurden abgenommen, mit 1 mM PMSF versetzt und bis zur weiteren
Verwendung bel —20°C gel agert.

5.6 Immunhistologische Arbeiten

5.6.1 Verwendete Antikor per
Zur Detektion spezifischer Signale mit den hergestellten monoklonalen Antikorpern wurden
die serumhaltigen Zellkulturtbersténde der entsprechenden Klone direkt, d.h. ohne weitere
Verdinnung eingesetzt. Vergleichsfarbungen wurden mit den folgenden Antikérpern und
angegebenen V erdiinnungen angefertigt:
anti Pan-Cadherin (aus Kaninchen, Sigma, Best. Nr. ) 1:1000
anti [3-Catenin (aus Maus, Transduction Laboratories, Best. Nr.C19220) 1: 50
anti EHS-Laminin (aus Kanninchen) 1:1000.

5.6.2 Immunhistochemie auf Gewebe
Mausorgane bzw. Embryos werden prapariert, in Tissue Tec (Sakura) eingebettet und in
flussigem Stickstoff eingefroren. Mit Hilfe eines Kryostaten werden 7 um dinne Schnitte
angefertigt und auf Objekttrégern plaziert. Die Schnitte werden bel RT mehrere Stunden
getrocknet, um die Anhaftung des Gewebes an den Objekttrager zu erhthen. Die fertigen
Schnitte werden entweder bei —20°C gelagert oder direkt gefarbt.
Die indirekte immunhistol ogische Farbung wird nach folgendem Protokoll durchgefthrt:

- Schnitte fixieren mit 2% PFA/PBS fir 10 min bei RT

- waschen mit TBS, umranden der Schnitte mit Dako Pen
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- 1 hmit 1% BSA/TBS unspezifische Bindungsstellen abséttigen

- 1 hmit mAK (unverdinnter Zellkulturiberstand) inkubieren

- 3x 10 min mit TBS waschen

- 1 h mit 2.Ak (anti-Ratte-Antikorper, HRP-konjugiert, Dako) in 1:1000-V erdinnung
in 1% BSA/TBS inkubieren

- 3x 10 min mit TBS waschen

- zwischen 10 und 30 min farben in der AEC-Ldsung

- 2x mit TBS waschen und kurz mit Wasser absptilen

- bei RT trocknen

AEC-LGsung:
1 Tablette 3-Amino-9-Ethylcarbozol (Sigma) wird in 10 ml Dimethylformamid, DMF,
gel6st, 10 ml 10-fach Imidazol-Puffer zugeben, auf 100 ml mit Wasser auffillen. Kurz
vor dem Reaktionsstart wird die Losung mit 20 pl H,O, versetzt.

10x Imidazol-Puffer:
1 M NaCl, 0.2 M Zitronenséure, 1 M Imidazol (1,3-Diaza-2,4-cyclopentadien, Sigma),
pH 7.,0.

5.6.3 Immunfluoreszenzfarbung von Zellen und auf Gewebe

Zellen werden auf speziell geeigneten Kunststoff-Objekttragern (plastic chamber slides,
Nunc) ausplattiert und nach Erreichen der Konfluenz mit PBS gewaschen. Sie werden mit
2% PFA/PBS fur 10 min bel RT oder mit eiskaltem Methanol fir 10 min bei —20°C fixiert
und gegebenenfalls anschliefend fir 3 min mit 0,5%igem Nonidet-P40 in PBS
permesabilisiert. Kryostat-Gewebeschnitte wurden vor der Entwicklung ebenso mit eiskaltem
Methanol fixiert und anschlief3end hydrophob umrandet. Das weitere Vorgehen ist im
folgenden fUr beide Farbungen (auf Zellen und Gewebe) zusammengefalit.

Unspezifische Bindungsstellen werden 1 h mit 1% BSA/PBS blockiert und 1 h mit dem
priméaren Antikorper (bei den monoklonalen Antikérpern wird der serumhaltige Zellkultur-
Uberstand ohne Verdinnung eingesetzt; ansonsten werden die Antikdrper in Blockierungs-
|6sung wie unter 5.6.1 angegeben verdinnt) inkubiert. Es folgt viermaliges Waschen mit TBS
und eine einstindige Inkubation mit dem Sekundérantikorper (z.B. Cy-3 markiertes anti-
Ratten 1gG, DAKO, 1:800 in Blockierungsldsung). Nach erneutem Waschen (viermal 5 min
TBS) wurde zum Schutz vor Ausbleichen mit DAKO Mount eingedeckelt.
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Fur Co-Immunfluoreszenzféarbung wurden zur Minimierung unspezifischer Kreuz-

reaktivitdten fol gende Sekundérantikdrper in den angegebenen Verdiinnungen eingesetzt:

anti AHNAK (mAk 4B2, aus Ratte) / anti 3-Catenin (aus Maus):
Alexad88-markiertes anti Maus 1gG (Molecular Probes, Best. Nr. A-11029) 1:1000
Alexab46-markiertes anti Ratten 1gG (Molecular Probes, Best. Nr. A-11081) 1:1000

anti AHNAK (mAk 4B2, aus Ratte) / anti Pan-Cadherin (aus Kaninchen):
Cy3-markiertes anti Ratten 1gG (Dianova, Best. Nr. 711-165-152) 1:800
Alexad88-markiertes anti Kaninchen 1gG (Molecular Probes, Best. Nr. A-11034)
1:1000

5.7 Protenchemische Arbeiten

Um Proteine aus Geweben oder Zellkulturibersténden zu isolieren, kdnnen verschiedene
chromatographische Verfahren verwendet werden. In Abhéngigkeit von Ihren individuellen
Eigenschaften wie Ladung, Grof3e oder Hydrophobizitét binden Proteine unterschiedlich stark
an die verschiedenen Matrices und kénnen durch eine geeignete Kombination verschiedener
Methoden gereinigt bzw. angereichert werden. Die verwendeten Puffer werden zuvor durch

0,22 pum Filter filtriert und gegebenenfalls entgast.

5.7.1 lonenaustauscher

Bel der Chromatographie mittels eines lonenaustauschers kénnen aufgrund der hohen
Kapazitat und Trennleistung der Sdulenmaterialien grof3e Proteinmengen schnell und effizient
getrennt werden. Diese Eigenschaften machen lonenaustauscher zur ersten Wahl, um eine
Proteinreinigung zu beginnen.

Die Proteine binden reversibel an die geladenen Gruppen der Saulenmatrix, wobel die
Bindungsstarke mit der Nettoladung des Proteins variiert. Durch Erhohung der lonen-
konzentration im Laufpuffer werden die Proteine von den Bindungsstellen verdrangt und
eluiert.

Bel der Reinigung der verschiedenen Proteine wurden folgende lonenaustauscher nach

Anleitung des Herstellers (Pharmacia Biotech) verwendet:
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DEAE-Sepharose Fast Flow (Anionenaustauscher)

Q-Sepharose-HiTrap (Anionenaustauscher)
CM-Sepharose Fast Flow (K ationenaustauscher)
SP-Sepharose-HiTrap (K ationenaustauscher)

Bei der Reinigung des 4B2-Antigens aus Rinderlunge wurde am Anfang eine CM-Sepharose
Matrix verwendet. Als Puffer diente 50 mM Tris, 50 mM NaCl, pH 7,4. Die aquilibrierte
Saule (200 ml Saulenvolumen) wurde mit 1000 ml Extrakt (1:3 mit 50 mM Tris pH 7,4
verdunnt) beladen (1 ml/min), mit Puffer gewaschen und mit einem Salzgradienten (50 mM —
1 M NaCl Uber 800 ml) eluiert. Dabei wurden Aliquots von 10 ml aufgefangen. Alle
Chromatographieschritte erfolgten bei 4°C.

Zur Reinigung des 4B2-Antigens in voller Lange (700 kDa) aus Rinderhaut wurde im ersten
Schritt ebenfals eine CM-Sepharose-Séule (200 ml Saulenvolumen) verwendet. Die Saule
wurde nach Herstellerangaben (Pharmacia) gepackt und mit 7 M Harnstoff, 50 mM Tris,
pH 8,6 aquilibriert. Anschlief3end wurde Rinderhautextrakt (200 ml Extrakt verdinnt mit
1400 ml 8 M Harnstoff, 50 mM Tris, pH 8,6) auf die Saule geladen (2 ml/min), mit Puffer
gewaschen und mit einem Salzgradienten (50 mM — 1 M NaCl Uber 600 ml) eluiert. Dabel
wurden Aliquots von 10 ml aufgefangen.

Nach weiterer Auftrennung der Proteinlésung mittels Gelfiltration wurde zur abschlief3enden
Konzentrierung eine HiTrap SP-Saule (1 ml) verwendet. Die Saule wurde mit 7 M Harnstoff,
50 mM Tris, pH 8,6 &quilibriert, die Proteinlosung auf die Saule geladen (0,5 ml/min),
gewaschen und in 500 pl-Fraktionen eluiert (7 M Harnstoff, 50 mM Tris, 1 M NaCl, pH 8,6).
Alle Schritte erfolgten bei 4°C.

Im Falle des 8F10-Antigens wurde zuerst eine DEAE-Sepharose Matrix verwendet. Die Saule
(100 ml Saulenvolumen) wurde gepackt und mit Puffer (50 mM Tris, 50 mM NaCl, pH 8,6)
aquilibriert. 100 g Maushaut wurde in obigem Puffer extrahiert (4 ml/g Gewebe) und auf die
Saule geladen (1,5 ml/min). Nach ausgiebigem Waschen wurden die gebundenen Proteine mit
einem linearen Salzgradienten (50 MM — 500 mM NaCl in 600 ml) eluiert. Es wurden
Aliquots von 10 ml aufgefangen. Der Durchflul? dieses Saulenlaufs wurde nach
Aquilibrierung der Matrix erneut aufgetragen und unter den gleichen Bedingungen el uiert.

Nach einem Gelfiltrationsschritt wurde ein Teil der Proteinlésung wiederum auf eine DEAE-

Saule (15 ml Sdulenvolumen) aufgetragen. Zur Elution der Proteine wurde ein linearer
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Salzgradient (50 mM — 500 mM NaCl in 6 Saulenvolumen und 500 mM — 1 M NaCl in
2 Saulenvolumen) verwendet. Es wurden Fraktionen von 3 ml aufgefangen. Positive
Fraktionen wurden mit 10 mM DTT fur 4 h bel RT reduziert und anschlief?end mit 30 mM
lodacetamid Uber Nacht bel 4°C alkyliert und unter denselben Bedingungen auf obiger
DEAE-Saule rechromatographiert.

Nach erneuter Gelfiltration wurde zur Konzentrierung eine HiTrap Q-Saule (1 ml) verwendet.
Die Saule wurde mit 50 mM Tris, 50 mM NaCl, pH 8,6 aquilibriert, die Proteinldsung auf die
Saule geladen (0,5 ml/min), gewaschen und in 1 ml-Fraktionen eluiert (50 mM Tris, 1 M
NaCl, pH 8,6). Alle Schritte erfolgten bel 4°C.

5.7.2 Gdfiltration

Eine Gdfiltrationssaule trennt Proteine nach ihrer Grof3e auf. Fir die Trennung spielt neben
dem Molekulargewicht auch die Form der Proteine eine Rolle. Je kleiner ein Protein ist, desto
leichter kann es in die Poren eindringen und um so langer ist seine Verwelldauer auf der
Saule. Grole Moleklle werden zuerst eluiert. Die Qualitat der Trennung ist stark von dem
Probenvolumen (maximal 5% des Saulenvolumens), der Lange der Saule und von langsamen
FluRraten abhangig. Bei der Reinigung der Proteine wurden folgende Saulen nach Angaben
des Herstellers (Pharmacia Biotech) verwendet:

CL-4B-Sepharose Fast Flow

CL-6B-Sepharose fast Flow
Die begrenzte Kapazitdt der Saulen erforderte die mehrfache Wiederholung von
Reinigungsschritten, um ale relevanten Fraktionen des vorhergehenden Schrittes
aufzuarbeiten.

Im Falle des 4B2-Antigens aus Rinderlunge wurde im zweiten Reinigungsschritt eine CL6B-
Sepharose Matrix mit einem Saulenvolumen von ca. 1800 ml verwendet. Als Laufpuffer
diente 50 mM Tris, 50 mM NaCl, pH 7,4. Die Fluf3geschwindigkeit betrug 1 ml/min und es
wurden Fraktionen von 10 ml gesammelt.

Zur Reinigung des 4B2-Anigens aus Rinderhaut wurde nach erfolgter lonenaustauscher-
chromatographie eine CL4B-Sepharose Saule (500 ml) verwendet. Als Laufpuffer diente 7 M
Harnstoff, 50 mM Tris, pH 8,6. Die Fluf3geschwindigkeit betrug 0,5 ml/min. Es wurden
Fraktionen von 10 ml gesammelt.
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Positive Fraktionen der 8F10-DEAE-Saulen wurden auf eine CL4B-Sepharose-Saule (500 ml
Saulenvolumen) geladen und mit Puffer (50 mM Tris, 50 mM NaCl, pH 8,6) mit einer
Geschwindigkeit von 0,5 ml/min eluiert. Fraktionen von 5 ml wurden gesammelt und

anaysiert.

5.7.3 Affinitatsreinigung mittels Antikor per
Bel der Affinitdtschromatographie wird ein Ligand oder AntikOrper des anzureichernden
Proteins kovalent an eine inerte porése Matrix gebunden. Nach Beladen der Affinitdts-Saule
mit einem Proteingemisch, kann unter optimalen Bedingungen reines Protein eluiert werden.
Die Bindungs-, Wasch- und Elutionsbedingungen mussen fir jede Reinigung einzeln variiert
werden. Weiterhin ist zu beachten, dal3 einige Antikorper in diesem Verfahren nicht reaktiv
sind und somit nicht verwendet werden kénnen.
Zur Anreicherung des 8F10-Antigens wurde mAk 8F10 kovalent an Sepharose gekoppelt.
Hierzu wurden 1,5 ml CNBr-4B-Sepharose mit ca. 50 ml einer 1 mM HCI (pH 2) gewaschen
und aktiviert. Anschliefend wurden 5 mg gereinigter und gegen Kupplungspuffer (0,1 M
NaHCO;3, 0,5 M NaCl, pH 8,3) dialysierter mAk 8F10 tber Nacht bei 4°C an die cyanbromid-
aktivierte Sepharose gekoppelt. Die Matrix wurde bei 1000g zentrifugiert und vier Stunden
bei RT mit 0,1 M Tris-HCI, pH 8,0 zur Abséttigung der freien Bindungsstellen inkubiert. Die
Matrix wird in zwei kleine 800 ul-Saulen (Typ Mobicol, Fa. Mo Bi Tec) gegossen und mit
jeweils 20 ml der folgenden Puffer gewaschen:

0,1 M NaAc, 0,5M NaCl, pH 4,0

0,1 M Tris, 0,5M NaCl, pH 8,0

10 mM Tris,pH 7,4
Die Proteinlésung wird im Batch-Verfahren mit der fertigen Affinitétsmatrix G.N. bei 4°C
inkubiert oder mehrmals langsam Uber die Saule gegeben. Durch die lange Inkubationszeit
wird die Bindungseffizienz des Antigens erhoht. Danach wurde die Matrix wiederum in die
Saulen gegossen und mit 50 ml 10 mM Tris, 0,5 M NaCl, pH 7,4 gewaschen.
Die Elution erfolgt mit 3 M KSCN in TBS, pH 7,4 in 1 ml Portionen. Die ersten Fraktionen,
die das eluierte Antigen enthalten, wurden sofort gegen Wasser diaysiert, mittels Speed Vac
auf ca. 100 pl eingeengt und bei —20°C eingefroren.
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5.7.4 Proteinextraktion aus Gewebe

V erschiedene Mausgewebe und -Organe wurden prapariert, mit PBS gewaschen, im Polytron
unter Eiskihlung in Extraktionspuffer (5 ml pro g Gewebe) zerkleinert und fir weitere 30 min
auf Eisinkubiert. Nach Zentrifugation bei 150009 bei 4°C wurde der Uberstand abgenommen
und entweder bel —20°C bis zur weiteren Verwendung gelagert oder mit der entsprechenden
Menge 4x Probenpuffer versetzt und im SDS-PAGE analysiert.

Extraktionspuffer:  TBS, pH 7,4 mit Proteaseinhibitormix (Boehringer)

5.7.5 Proteinextraktion aus Zellen

Eine konfluente 10 cm-Platte der zu analysierenden Zellinie wird zweimal mit PBS
gewaschen. Anschlief3end werden ca. 200 ul Extraktionspuffer auf die Platte gegeben, die
Zellen mit einem Zellschaber abgekratzt und in ein Eppi Uberflhrt. Nach ca. 30 min
Inkubation auf Eis werden die Zellreste abzentrifugiert (15 min, 15000 g, 4°C), der Uberstand
abgenommen und entweder bel —20°C bis zur weiteren Verwendung gelagert oder mit der
entsprechenden Menge 4fach Probenpuffer versetzt und im SDS-PAGE analysiert.
Extraktionspuffer: 50 mM Tris, pH 8,0

0,5% NP-40

Proteaseinhibitormix (Boehringer)

5.7.6 Zell-Fraktionierung
Zur Lokalisierung eines Proteins in verschiedenen Zellen wurde eine differentielle Protein-
Extraktion durchgefuhrt. Hierzu wurde je 1 konfluente Platte pro Zellinie zweimal mit PBS
gewaschen, mit 1,5 ml isotonischem Puffer C1 versetzt und 15-30 min bei RT inkubiert.
Anschlief3end wurden die Zellen von der Platte abgeschabt und mit Hilfe eines Dounce-
Homogenisators vollstandig aufgeschlossen (ca. 25x). Zur Abtrennung der unter diesen
Bedingungen |6slichen Proteine (Cytosol-Fraktion) wurde 45 min bei 15000 g zentrifugiert,
das resultierende Pellet in 1,5 ml Detergenz-haltigem Puffer M2 resuspendiert und 60 min
unter mehrmaligem Vortexen bel RT inkubiert. Die loslichen Bestandteile (Membran-
Fraktion) wurden wiederum durch Zentrifugation (30 min, 15000 rpm, 4°C) abgetrennt. Zur
Analyse wurden jeweils 30 pl der verschiedenen Fraktionen im Immunoblot untersucht.
Puffer C1: 25 mM NaHCOg3, 340 mM Saccharose, 2 mM EDTA, pH 8,3
Proteaseinhibitormix (EDTA-frei) (Boehringer)
Puffer M2: 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 5 mM MnCl, 1 % Triton X-100, pH 7,4
Proteaseinhibitormix (EDTA-frei) (Boehringer)
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5.7.7 ELISA

Beim ELISA-style Assay wird ein gereinigtes Protein oder Proteingemisch an die Oberflache
einer 96-Well-Mikrotiterplatte (Maxisorb, Nunc) gebunden. Hierzu wurden 30 pl Protein-
l6sung (Dermisextrakt) pro Kavitét auf die Platte gegeben und 1 h bel 37°C oder tber Nacht
bei 4°C inkubiert. Nach dreimaigem Waschen mit PBS werden unspezifische
Bindungsstellen mit einem Blockierungsreagenz (1 % BSA in PBS) fur 10 min bel 37°C
abgesdttigt und fur 1 h bei RT mit primarem Antikorper inkubiert (100 pl pro Kavitét, bel
mAKk wurden die serumhaltige Zellkulturiberstande verwendet). Nach ausgiebigem Waschen
mit PBS wird anschlieRend fir 1 h bel RT mit einem enzymgekoppelten Zweitantikorper
inkubiert (z.B. Peroxidase konjungierter anti-Ratte-lgG Antikorper (DAKO), 1:1000 in
Blockierungs-reagenz).

Die Reaktion wird Uber eine Farbreaktion mit einem geeigneten Farbstoff sichtbar gemacht.
Die Intensitét der Farbreaktion ist ein direktes Mal3 fir die Starke der Bindung des mAKk an
die immobilisierten Proteine und wird bel 450 nm im ELISA-Reader (Labsystem Multiscan
MS) gemessen. Negativkontrollen, bei denen das immobilisierte Proteingemisch durch
Blockierungsmittel ersetzt wird, wurden parallel zu alen Messungen durchgefiihrt.

Substratl 6sung: 18 ml ddH,O
2ml 1 M NaOAc/Zitronensaure-Puffer, pH 6,0
125 pl 3,3'-5,5'-Tetramethylbenzidin in DM SO (10 mg/ml)
15 pl 3,5% H,0,

Stop-L 6sung: 20 % H>SO4

5.8 Allgemeine Proteinchemische Verfahren

5.8.1 Proteinfallung mit Ethanol

Die Proteinlosung wird im Verhaltnis 1:10 mit eiskaltem 96%igem Ethanol und eventuell mit
50-200 mM NaCl versetzt und Uber Nacht im Kuhlraum inkubiert. Die prézipitierten Proteine
werden 15 min bei 4°C mit 20000 g zentrifugiert, mit eiskaltem 70%igem Ethanol gewaschen
und erneut zentrifugiert. Das Pellet wird an der Luft getrocknet und in Puffer resuspendiert.
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5.8.2 Proteinfallung mit Trichloressigsdure (TCA)

Proteine werden durch Sauren ausgefdlt, da die pH-Verschiebung die Loslichkeit des
Proteins beeinflufét. Die Proteinldsung wird mit Triton X-100 (Endkonzentration 0,1%) und
YaVolumen 50% TCA versetzt und 30 min auf Eis inkubiert. Die prazipitierten Proteine
werden 15 min bei 4°C mit 20000 g zentrifugiert, mit eiskaltem Aceton gewaschen und erneut
15 min bei 4°C mit 20000 g zentrifugiert. Das Pellet wird an der Luft getrocknet und in Puffer

resuspendiert.

5.8.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wird nach dem Protokoll von Lammli (1970)
durchgefihrt. Bei der diskontinuierlichen SDS-PAGE durchlaufen die zu trennenden Proteine
Zuerst ein grof3poriges Sammelgel (pH 6,8), bevor sieim Trenngel (pH 8,6) nach ihrer Grofie
aufgetrennt werden. Das Sammelgel wird in Acrylamidkonzentrationen von 3-4% benutzt.
Die Acrylamidkonzentration des Trenngels richtet sich nach der Grof3e der aufzutrennenden
Proteine. Es wurden Gradientengele mit Acrylamidkonzentrationen im Trenngel von 3-15%
verwendet, die einen besonders hohen Trennbereich aufweisen. Nach elektrophoretischer
Auftrennung konnen die Proteinbanden mit Coomassie Brilliant Blue oder Silber gefarbt

werden.

Elektrophorese-Puffer: 192 mM Glycin, 0,1% SDS, 20 mM Tris
4 fach-Probenpuffer: 8% SDS, 40% Glycerin, 1% Bromphenolblau, 250 mM Tris-HCI,
pH 6,8)

Marker: z.B. HMW (High Molecular Weight)-Marker, Boehringer

Myosin 205 kDa
[3-Galactosidase 116 kDa
Phosphorylase b 97 kDa
Albumin, bovine 67 kDa
Aldolase 39 kDa

Zusétzlich zu den Markerproteinen werden Laminin-1 (ca. 800 kDa ohne Reduktion, 220 kDa
und 400 kDa nach Reduktion) und IgM (ca. 900 kDa ohne Reduktion) verwendet.
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5.8.4 Coomassie Brilliant Blue Farbung

Das Gel wird 30 min in frisch angesetzter Farbel 6sung (0,1% Coomassie Brilliant Blue R250
in 50% Methanol, 5% Essigsaure) geschwenkt, und anschlief3end in die Entfarbel 6sung (40%
Methanol, 10% Essigsdure) uberfuhrt. Diese wird mehrfach gewechselt bis die gewiinschte
Farbintensitét erreicht ist. Zur Lagerung wird das Gel abschliefend in 7% Essigsdure
Uberfuihrt. Die Nachweisgrenze der Coomassie Brilliant Blue Farbung liegt bei ca. 0,1 ug
Protein/ Bande.

5.8.5 Silber-Farbung

Die Farbung mit Silber erlaubt den Nachweis von 0,1 ng Protein. Sie beruht auf der
Reduktion von Silberionen zu metallischem Silber durch schwefelhaltige und basische
Aminosaurereste. Alle Silberféarbungen beinhalten eine Fixierung der Proteinbanden im Gel
durch Essigsdure, eine Sensibilisierung mit Natriumthiosulfat, der Behandlung mit einer
Silbersalzlosung und der Entwicklung unter akalischen Bedingungen. Da die meisten
Protokolle zur Silberfarbung Glutaraldeyd, welches fir eine Quervernetzung der Proteine mit
Polyacrylamid verantwortlich ist, enthalten, sollte, falls eine MS-Analyse angeschlossen

werden soll, ein modifiziertes Protokoll ohne Glutaraldeyd verwendet werden.

5.8.6 Immunoblot

Der Immunoblot ist eine sehr sensitive Methode, um Proteine nach einer SDS-PAGE mit
Hilfe spezifischer Antikorper identifizieren zu konnen. Die Proteine werden elektrophoretisch
aus dem Gel auf eine Nitrocellulose-Membran (Protran NC, Schleicher und Schuell)
transferiert. Der Transfer erfolgt in Boratpuffer (50 mM Borat, 10% MeOH, pH 8,5) fir ca
90 min bel 1000 mA bzw. Uber Nacht bei 200 mA und 4°C. Die Membran wird mit
Ponceau S geférbt und die Position des Proteinmarkers mit einem Bleistift markiert.

Um unspezifische Bindungen des Antikorpers an die Nitrocellulose-Membran zu verhindern,
werden potentielle Bindungsstellen mit einer 5%igen Milchpulverlésung in TBS abgeséttigt.
Anschlieffend wird die Membran 1 h bei RT mit dem 1. Ak inkubiert. Hierbel wird eine
geeignete Verdinnung des Antikorpers in Blocklésung verwendet. Sollen monoklonale Ak
verwendet werden, so kdnnen hierbel direkt die serumhaltigen Zellkulturiberstande eingesetzt
werden. Nach mehrmaligem Waschen mit TBS wird 1 h bei RT mit dem zweiten Antikorper
(z.B. anti-Ratte-1gG, HRP-konjugiert, 1:1000) inkubiert. Die Detektion des Meerrettich-
Peroxidase konjugierten Zweitantikorpers erfolgte mit ,ECL". Hierbel werden die markierten
Proteine mittels Chemolumineszenz sichtbar gemacht.
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»ECL": 10 ml 0,1 M Tris, pH 8,5 + 25 ul 90 mM p-Coumarinsaure (Fluka)
+ 50 pl 250 mM Luminol (Fluka)
+ 3 ul 30% H,0,

Neben den hergestellten monoklonalen Antikdrpern wurden folgende Antikorper in den
angegebenen V erdiinnungen eingesetzt:

anti-EHS-Laminin (aus Kaninchen) 1:1000

anti-Fibronektin (aus Kaninchen) 1:500

anti-BM-40 (aus Kaninchen) 1:500

anti-Pan-Cadherin (aus Kaninchen, Sigma, Best. Nr. C3678) 1:2000

anti-f3-Catenin (aus Maus, Transduction Laboratories, Best. Nr. C19220) 1:500

5.8 Protein-ldentifizierung

Im Laufe der letzten Jahre entwickelte sich die Massenspektrometrie zu einer Methode, mit
der sich Proteine aus einem ein- oder zwei-dimensionalen Gel schnell und sensitiv
identifizieren lassen.

Zu den Vorteilen der Massenspektroskopie gegeniber herkémmlichen Methoden zéhlen unter
anderem das extrem geringe Detektiondimit (ca. 2 pmol) und die direkte Verwendung
Coomassie Brilliant Blue gefarbter Banden, da der Transfer des Proteins auf eine spezielle
Membran vermieden wird. Weiterhin kénnen sehr viele Proben parallel bearbeitet werden als
auch mehrere Proben gleichzeitig aus einem Gemisch identifiziert werden.

Nach dem Ausschneiden einer Bande aus einem SDS-PAGE-Gel (Coomassie Brilliant Blue
oder Silber geférbt), wird nach entsprechender Vorbehandlung ein enzymatischer Verdau im
Gel durchgefiihrt. Die entstehenden Peptide kénnen aus dem Gel herausgel0st und mittels
MALDI-TOF bzw. LC MS/MS analysiert werden.

5.9.1 Probenvorbereitung

Commassie Brilliant Blue bzw. Silber geféarbte Banden werden aus einem SDS-
Polyacrylamidgel herausgeschnitten, zerkleinert und far 10 min in 500 pl Acetonitril
inkubiert, der Uberstand danach abgenommen und restliche Fliissigkeit fiir 2 min in der Speed
Vac abgezogen. Die dehydrierten Gelstlickchen werden in 100 pl 10 mM DTT aufgenommen
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und 1 h bel 55°C reduziert. Die DTT-L6sung wird abgezogen, durch 100 pl 50 mM
lodacetamid ersetzt und diese Mischung zur Alkylierung fur 1 h bei 40°C inkubiert. Nach
ausgiebigem Waschen mit einer 100 mM Ammoniumbicarbonatlésung werden die
Gelstuckchen erneut dehydriert und anschlief3end mit einer frisch hergestellten Trypsinldsung
behandelt. Hierzu fugt man 100 pl Trypsinldsung (20 ng/pl in 50 mM Ammoniumbicarbonat)
Zu den dehydrierten Gelstiickchen, inkubiert 20 min auf Eis, entfernt die Uberschissige
Losung und fugt 20 pl 50 mM Ammoniumbicarbonatl 6sung hinzu. Nach Inkubation bei 37°C
uber Nacht werden die resultierenden Peptide durch Zugabe von 200 pl Extraktionslsung
(50% Acetonitril, 5% Ameisensaure) herausgel6st und diese Losung in der Speed Vac auf
etwa 20 pl eingeengt.

5.9.2 Analyseder Peptide

Ein Teil der Probe (ca. 2%) kann mittels MALDI-TOF analysiert und ein Peptidmuster des
Proteins bestimmt und hiermit eine erste Durchsuchung von Datenbanken durchgefiihrt
werden. Eine spezifischere Datenbank-Suche kann erst mit  Sequenzinformationen
vorgenommen werden. Die Sequenzierung der Peptide erfolgte mittels LC MS/MS. Die hohe
Auflésung des Gerétes erlaubte es, aus einem Peptidgemisch einzelne Peptide zu isolieren und
somit getrennt zu fragmentieren. Bel hoher Massengenauigkeit und guter Auflésung erhielt

man hierbel Sequenzen mit einer durchschnittlichen Lénge zwischen 5 und 15 Aminoséuren.

5.9.3 Vergleich mit Datenbanken

Zur ldentifizierung eines Proteins konnen die erhaltenen Daten mit den Informationen aus
verschiedenen Datenbanken verglichen werden. Zum einen kann eine Suche mit dem
vorliegenden Peptidmuster durchgefihrt werden. Konnte eine grof3e Anzahl an Peptiden
erhalten und deren Masse bestimmt werden, so kann alleine mit diesen experimentellen Daten
eine ldentifizierung erfolgen. Eine posttranslationale Modifizierung (z.B. Glykosylierung)
erschwert bzw. verhindert jedoch eine Identifizierung des Proteins nach obigem Schema.
Kann bel der Analyse einzelner Peptide zusétzlich Sequenzinformationen erhalten werden, so
ist ene spezifischere Datenbanksuche maoglich. Hierzu werden entweder die
Aminosduresequenzen aleine oder eine Kombination dieser Sequenzen mit den
entsprechenden Peptidmassen verwendet. Diese Prozedur wird mit jedem einzelnen Peptid
wiederholt und fuhrt im gunstigsten Fall zur Identifizierung des Proteins.

Zur Durchsuchung der Datenbanken wurden unter anderem die Programme ,MS-Fit* und
»MS-Edman“ (http://prosector.ucsf.edu/) verwendet.
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5.10 Protein-Charakterisierung

5.10.1 Analyse der Glykosylierung mittels enzymatischem Verdau

30 ul affinitdtsgereinigtes Protein werden mittels Speed Vac eingeengt, in einem fir das
Enzym geeigneten Puffer (s.u.) aufgenommen und nach Enzymzugabe fur 12-18 h bei 37°C
inkubiert. Als Kontrolle werden jeweils 30 ul Protein ohne Zugabe von Enzym auf gleiche
Weise behandelt. 25 pl Aliquots werden reduziert einer Gelelektrophorese unterzogen,
anschlief3end geblottet und mit mAk 8F10 detektiert.

Die Enzyme wurden von den folgenden Firmen bezogen: Chondroitinase (Seikagaku),
Keratanase sowie Heparinase I/111 (Sigma), N-Glykosidase F und Neuramidase (Boehringer).

Chondroitinase-Verdau 25muU 50 mM Tris, 60 mM NaAc, 50 mM NaCl, pH 8,0
Keratanase-Verdau 85 muU 50 mM NaAc, pH 5,8
Heparinasel/Il1-Verdau jelmu 100 mM NaAc, 0,2 mM CaAc;, pH 7,0
N-Glycosidase-F-Verdau  5U TBS, pH 7,4
Neuramidase-Verdau 50U 50 mM NaAc, 150 mM NaCl, 10 mM CaCl,,

pH 5,8

5.10.2 Chemische Entfernung aller O-Glykoside

30 pl affinitétsgereinigtes und salzfreies Protein wird mittels Speed Vac bis zur Trockne
eingeengt, mit 150 pl reinem Ammoniak versetzt und G.N. bel 42°C inkubiert. Die Probe wird
erneut bis zur Trockne eingeengt, in 30 pl Wasser aufgenommen und zusammen mit einer
unbehandelten Kontrolle unter reduzierenden Bedingungen einer Gelelektrophorese
unterzogen, geblottet und mit mAk 8F10 detektiert.
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Summary

Summary

A panel of monoclonal antibodies directed against components of a crude skin extract was
established. More than 50 monoclonal antibodies were subcloned and the monoclonal
antibodies analysed in immunofluorescence microscopy and western blotting. These
monoclonal antibodies can be used to identify and characterise the corresponding antigens.
The 4B2-antigen was purified from bovine lung tissue using a combination of ion exchange
chromatography and gelfiltration. Coomassie Blue stained SDS-PAGE bands were excised
and digested with trypsin. The resulting peptides were subjected to sequence anaysis by
LC MS/MS. A search of databases |ed to the identification of the 4B2-antigen as AHNAK.
AHNAK is a extremely large intracellular protein with a molecular weight of 680 kDa. The
monoclonal antibody was used to analyse the protein localisation. AHNAK was found to be
an abundant and ubiquitous protein occurring in a variety of tissues (e.g. skin, brain, heart,
testis). The strongest expression was observed in epithelial and endothelial tissues, but the
protein is expressed in epithelial and non-epithelial cells. Immunofluorescence analysis
showed a main localisation at the plasma membrane in epithelial cells (especialy at sides of
cell-cell contacts), whereas in non-epithelial cells a cytoplasmic staining was observed.
Subcellular fractionation of these cells, however, showed that AHNAK isfound mainly in the
membrane fraction also in fibroblasts. When epithelial cells were kept in low calcium medium
AHNAK was mainly found in the cytoplasm but translocated to the plasma membranes with
an increase in extracellular calcium. Immunohistochemical analysis showed a colocalisation
of AHNAK and (3-catenin in epithelial cells cultured under different conditions, but no direct
interaction was detected by co-immunoprecipitation.

The second antibody 8F10 detects several bands between 100 and 600 kDa in the SDS-PAGE
analysis. For the bovine 8F10-antigen it could be shown that this heterogeneity is partly due
to the attachment of keratan sulphate chains.

The protein was enriched from skin extracts using antibody-affinity- and ion-exchange-
chromatography. Even with different modifications of those methods the amount of the
8F10-antigen were not sufficient for sequencing.

Some epithelial cells express and secrete the protein into the medium, but the formation of
extracellular structures or a cell membrane binding was not observed.

Immunohistochemical analysis with the monoclonal antibody showed a localisation of the
protein in skin and in the digestive tract. A strong expression could be detected around hair
follicles and glands in the skin and also in severa other glands (e.g. submandibular gland and
tracheal glands).
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