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1 EINLEITUNG

1.1 Disintegrin-dhnliche Metalloproteasen

Die Enzymfamilie der Disintegrin-dhnlichen Metalloproteasen —kurz ADAMs
(a disintegrin and metalloprotease) — besteht aus einer Gruppe transmembraner Typ I
Glykoproteine, welche sich durch eine Disintegrin- und eine Metalloprotease-Domane
auszeichnen. Durch diese zwei charakteristischen Domanen sind ADAMs in der Lage die
Zelloberflache vielseitig zu modellieren, weil sie zum einen Zell-Zellkontakte vermitteln
und diese zum anderen durch ihre proteolytische Aktivitdt, welche in dieser Arbeit im
Fokus steht, auch aufheben kénnen.

Sie gehodren innerhalb der Gruppe der Zink-abhangigen Metalloproteasen zu den
Metzinkinen. Diese sind durch eine hochkonservierte Anordnung von drei
Histidinresten (HExxHxxGxxH) im aktiven Zentrum charakterisiert und gliedern sich in
vier Untergruppen (Bode et al., 1993): Matrix-Metalloproteasen (MMPs), Astacine,
Serralysine und Adamalysine, wobei ADAMs den Adamalysinen zugeordnet werden

(siehe Abbildung 1).

MMWM
e F—

Abbildung 1: Metzinkinfamilie der an+-abh§ngigen Metalloproteasen. Zu der Metzinkinfamilie
gehoren Matrix-Metalloproteasen (MMPs), Astacine, Serralysine und Adamalysine. Die Disintegrin-
dhnlichen Metalloproteasen (a disintegrin and metalloproteases, ADAMs) gehdren ebenso wie die
Schlangengift Metalloproteinasen (snake venom metalloproteinases, SVMPs) zu der Gruppe der
Adamalysine (nach Huxley-Jones et al., 2007).

ADAMs sind abhangig von der Funktion ihrer Substrate in diverse physiologische und
pathologische Prozesse involviert. Das Repertoire an Substraten, die von ADAMs
proteolytisch prozessiert werden, ist sehr vielfaltig. Eine Gemeinsamkeit aller ADAM-
Substrate ist jedoch die Eigenschaft mit der Cytoplasmamembran assoziiert zu sein. Die

Substrate sind entweder selbst transmembrane Proteine, (Uber einen
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Glykosylphosphatidylinositol (GPl)-Anker mit der Membran verbunden oder durch
Wechselwirkungen mit integralen Membranproteinen mit der Membran assoziiert.
Losliche Proteine sind bisher noch nicht als ADAM-Substrate beschrieben worden. Auch
wenn bis heute keine einheitliche Erkennungssequenz fiir Substrate oder eine typische
Sequenz fir die Schnittstelle bestimmt werden konnte, findet die proteolytische
Spaltung des Substrates immer im juxtamembranen Bereich, also dicht (iber der
Lipiddoppelschicht statt (Reiss & Saftig, 2009). Die proteolytische Freisetzung der
Ektodomane von Proteinen wird als Shedding bezeichnet, weshalb die beteiligten

Proteasen auch Sheddasen genannt werden (siehe Abbildung 2).

membran-
gebundenes l6sliche
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Abbildung 2: Ektodomanen-Shedding eines transmembranen Proteins. Die ADAM-vermittelte
Proteolyse eines membrangebundenen Proteins setzt dessen Ektodomdne in den extrazellularen
Raum frei, wahrend ein Fragment in der Cytoplasmamembran verbleibt (nach Blobel, 2005).

Zu den typischen ADAM-Substraten gehoéren zum Beispiel Adhadsionsmolekiile und
Wachstumsfaktoren. Letztere werden meist als inaktive, membrangebundene
Proformen synthetisiert und erst durch die proteolytische Freisetzung aktiviert, wie z.B.
HB-EGF (heparin-binding EGF-like growth factor) oder TGFa (transforming growth
factor &) (Sunnarborg et al, 2002). Dies ist besonders wahrend der
Embryonalentwicklung aber auch im adulten Leben eines Organismus von grof3ter
Bedeutung.

Des Weiteren werden Cytokine, die dhnlich wie die Wachstumsfaktoren bis zu ihrer

Freisetzung inaktiv sind, von ADAMs prozessiert. Die Freisetzung solcher Mediatoren
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spielt in chronisch entziindlichen Krankheiten wie Rheumatoider Arthritis eine Rolle
und die Modulation der ADAM-Aktivitat ist ein vielversprechender Ansatz fir
therapeutische Strategien (Saftig & Reiss, 2011).

ADAMs wurden in einer Vielzahl von Spezies gefunden, u.a. in der Spalthefe
Schizosaccharomyces pombe, dem Fadenwurm Caenorhabditis elegans, der Taufliege
Drosophila melanogaster, dem Krallenfrosch Xenopus laevis sowie in etlichen
Vertebraten. In Bakterien und Pflanzen wurden bisher keine ADAMs nachgewiesen
(Stone et al., 1999).

Bis heute wurden insgesamt 40 ADAM-Proteasen in verschiedenen Sdugetier-Genomen
identifiziert. Das Maus-Genom zum Beispiel enthdlt 37 ADAM-Gene, wohingegen im
menschlichen Genom nur 22 Gene, die fir diese Proteasefamilie codieren, gefunden
wurden. Nur etwa die Halfte der humanen ADAMs ist proteolytisch aktiv, der anderen
Halfte fehlt das typische Zink-Bindungsmotiv im aktiven Zentrum. Die proteolytisch
aktiven Mitglieder der Enzymfamilie sind ADAMS, 9, 10, 12, 15, 17, 19, 20, 21, 28, 30
und 33 (Moss & Lambert, 2002). Die beiden am besten charakterisierten Vertreter
dieser Familie, die in dieser Arbeit hauptsachlich untersucht wurden, sind ADAM10 und

ADAM17.

1.1.1 Domainenstruktur von ADAMs

ADAMs sind generell aus folgenden Doméanen aufgebaut: Pro-, Metalloprotease-,
Disintegrin-, Cystein-reiche, EGF-dhnliche, Transmembran- und cytoplasmatische
Domaéne (Seals & Courtneidge, 2003). Ein Schema der allgemeinen Domanenstruktur ist
in Abbildung 3 dargestellt.

ADAMs werden an den Ribosomen des rauen Endoplasmatischen Retikulums (ER) als
Zymogene, also als zundchst enzymatisch inaktive Vorlduferproteine, synthetisiert
(Schlondorff et al., 2000). Fir die vorldufige Inaktivierung der Protease ist die
N-terminale Prodomane verantwortlich, welche lber einen konservierten Cystein-Rest
das Zn’*-lon im aktiven Zentrum koordiniert und dadurch die katalytische Domine
blockiert. Dies wird als Cystein-Switch bezeichnet (van Wart & Birkedal-Hansen, 1990).
Nach der Synthese am ER wird das Enzym auf dem sekretorischen Weg im Golgi-
Apparat durch komplexe Glykosylierungen modifiziert und schlielllich an die

Zelloberflache transportiert (Schléndorff et al., 2000).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Domanenstruktur von ADAMs. Die katalytisch aktiven
ADAMs besitzen eine Prodomdne, eine Metalloprotease-Domane mit dem konservierten
HExxHxxGxxH-Motiv, eine Disintegrin-, eine Cystein-reiche, eine EGF-dhnliche, eine Transmembran
(TM)-Domane sowie einen cytoplasmatischen Rest (nach Arribas & Esselens, 2009). Einigen ADAMs,
wie ADAM10 und ADAM17, fehlt die cysteinreiche Doméne.

Im Trans-Golgi-Netzwerk erfolgt die Maturierung, d.h. die Abspaltung der Prodomane
durch Furin oder andere Proprotein-Konvertasen. Die Prodomane bleibt zundchst tUber
nicht-kovalente Bindungen mit der Metalloprotease-Domdne assoziiert, bis sie
endglltig abgelost wird. Solange die Prodomane noch mit der Protease verbunden ist,
wird diese in einer inaktiven Konformation gehalten (Milla et al., 1999; Li & Fan, 2004).
Die Prodomane hat auBerdem die Funktion eines intramolekularen Chaperons und
sorgt durch die Stabilisierung von Intermediaten fiir eine korrekte Faltung des Proteins
(Leonard et al., 2005).

Die sich an die Prodomane anschlieBende Metalloprotease-Doméane enthédlt das
katalytisch aktive Zentrum mit dem Zink-bindenden Konsensusmotiv (HExxHxxGxxH).
Dieses Motiv fehlt den proteolytisch inaktiven Mitgliedern der ADAM-Familie, die in
dieser Arbeit jedoch nicht ndaher besprochen werden. Die Zink-Bindungsregion mit den
drei Histidin-Resten wird durch einen konservierten Methionin-Rest und die darauf
folgenden Aminosauren, den sogenannten Met-turn, stabilisiert, da dieser eine
hydrophobe Tasche formt und somit fiir die Konformation und die strukturelle
Integritdt des aktiven Zentrums sorgt (Bode et al., 1993; Pérez et al., 2007). Der in der
Konsensussequenz enthaltene Glutamat-Rest dient wahrend der Reaktion als
katalytische Base und halt das flr die Proteolyse benétigte Wasseratom im aktiven
Zentrum (Bode et al., 1993; Gomis-Rith, 2003).

Die Nomenklatur der auf die Metalloprotease-Domane folgenden Domanen ist in der
Literatur missverstandlich und nicht einheitlich, insbesondere, weil nicht jedes Mitglied
der ADAM-Familie alle flinf extrazelluldr vorhergesagten Domidnen besitzt. Die
folgenden Ausfiihrungen beziehen sich daher der Einfachheit halber auf die in dieser

Arbeit untersuchte Protease ADAM17.
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Reddy und Kollegen fassen den Bereich C-terminal zur Protease-Domane zum Beispiel
als cysteinreichen Bereich zusammen, der sich wiederum in Disintegrin- und EGF-
dhnliche Domane aufteilt (Reddy et al., 2000). Andere Arbeiten postulieren hingegen,
es gdbe keine EGF-dahnliche Domane bei ADAM10 und ADAM17 (Takeda, 2009).
Strukturanalysen, die in der Arbeitsgruppe von Prof. Grotzinger (Biochemisches Institut,
Universitat Kiel) durchgefiihrt wurden, ergaben wiederum, dass ADAM10 und ADAM17
jeweils sehr wohl eine EGF-adhnliche, jedoch keine Cystein-reiche Domane besitzen. Die
von dieser Gruppe vorgeschlagene Nomenklatur unterteilt den Bereich zwischen
Metalloprotease-Domane und Plasmamembran in Disintegrin-dhnliche und
membranproximale Domédne (MPD). Letztere beinhaltet zwar insgesamt
10 Cysteinreste, gilt jedoch strukturbiologisch nicht als Cystein-reiche Domane
(Lorenzen et al., 2011).

Auch die Funktion dieser Domanen ist bislang kaum verstanden. Die Disintegrin-
Domane ist hochstwahrscheinlich durch die Fahigkeit zur Interaktion mit Integrinen an
der Vermittlung von Zelladhasion beteiligt, was hauptsachlich bei den proteolytisch
inaktiven ADAMs relevant zu sein scheint. Dies spielt zum Beispiel bei der Fusion von
Spermium und Eizelle eine Rolle, wo ADAM2 (auch Fertilin B) auf der Oberflache von
Spermien den Kontakt mit agBi-Integrinen auf der Eizelloberflaiche vermittelt (Evans,
2001). Fiur die Cystein-reiche Domane, bzw. im Fall von ADAM17 die EGF-ahnliche
Domane, wird eine Rolle bei der spezifischen Substraterkennung diskutiert (Janes et al.,
2005; Lorenzen et al., 2012). AuBerdem wird angenommen, dass diese Doméanen an der
endgiltigen Ablésung der Prodoméane beteiligt sind (Milla et al., 1999). Durch die
C-formige Konformation des extrazellularen Bereichs ist die membranproximale
Domane von ADAM17 nahe der katalytischen Domane lokalisiert (Takeda et al., 2006),
was fir die vorgeschlagenen Rollen bei der Substraterkennung und —bindung als auch
bei der Aktivierung durch Ablésung der Prodomane spricht.

Die cytoplasmatischen Domanen der verschiedenen ADAMs unterscheiden sich sowohl
in der Lange als auch in der Sequenz deutlich voneinander (Gooz, 2010).

Insbesondere  fiir die cytoplasmatische Domadne von ADAM17 wurden
Phosphorylierungsstellen und potentielle SH3-Domanen-Bindungsstellen beschrieben,
was eventuell eine Rolle bei der Regulation der Proteaseaktivitat spielen konnte (siehe
Kapitel 1.1.2). Moglicherweise spielt die cytoplasmatische Domane auch bei der
Regulation des Transportes und somit fiir die zelluldre Lokalisation ein Rolle (Seals &

Courtneidge, 2003).
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1.1.1.1 Die Transmembrandomaéne

Die sich an die EGF-dhnliche Domane anschlieBende Transmembran (TM)-Domane ist
eine ca. 23 Aminosduren umfassende a-Helix. Untersuchungen, bei denen die
Transmembrandomanen von ADAM10 und ADAM17 untereinander ausgetauscht
wurden oder durch die von beliebigen anderen transmembranen Proteinen ersetzt
wurden, haben gezeigt, dass diese Domane eine Rolle fiir die Substraterkennung
und -spezifitdt spielen konnte (Le Gall et al., 2010). Auch Experimente mit Substrat-
Chiméaren, bei denen die TM-Domédnen von ADAM17 Substraten gegen die von
ADAM10-Substraten ausgetauscht wurden oder andersrum, deuten darauf hin, dass es
eine Interaktion innerhalb der Lipidmembran zwischen Protease und Substrat gibt
(Horiuchi et al., 2007b). Dass die Cytoplasmamembran eine geeignete Umgebung fiir
derartige Interaktionen zwischen den TM-Domaéanen einzelner Proteine ist, zeigt das
Beispiel des T-Zell-Rezeptors, der sich aus mehreren Unterheiten zu einem Komplex
zusammenlagert. Die Bindung wird durch polare Aminosadure-Reste in der TM-Domane
vermittelt, ohne die sich der Komplex nicht bilden kann und der Rezeptor nicht
aktivierbar ist (Call & Wucherpfennig, 2005).

Ye und Kollegen haben vor einigen Jahren beschrieben, dass ein Prolin-Rest in der
Transmembrandomane einen Helix-Bruch verursachen kann. Dieser fliihrt dazu, dass
das Protein ein Stlick aus der Plasmamembran herausgeschoben wird. Dies wurde als
Schliisselmechanismus fiir die Aktivitdt einer membranstdandigen Protease postuliert,
da es das Substrat rdaumlich in die richtige Postition bringt, um von der Protease
geschnitten zu werden (Ye et al., 2000). Auch die TM-Doméane von ADAM17 enthalt
einen Prolin-Rest.

Im Rahmen von strukturellen Untersuchungen zur Zusammensetzung von bestimmten
Cholesterin-reichen Membranbereichen (Lipid rafts) wurde eine direkte Interaktion von
Transmembranproteinen mit Cholesterolmolekiilen postuliert (Taieb et al., 2004). Diese
wird Uber aromatische Aminosduren vermittelt, wie sie auch in der TM-Domane von
ADAM17 vorkommen. Bisher ist nicht bekannt, welche Interaktionen zwischen den TM-
Domanen von ADAMs und Substraten stattfinden und ob es direkte Wechselwirkungen
zwischen bestimmten Aminosdureresten der TM-Domane und der Lipidschicht gibt.

Dies soll daher in dieser Arbeit untersucht werden.
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1.1.2 Aktivierung und Regulation der proteolytischen Aktivitat

Wie die proteolytische Aktivitdt von ADAMs reguliert wird ist sehr umstritten. Dadurch,
dass Uber die Jahre immer mehr Substrate identifiziert wurden, ist es immer
schwieriger geworden endgiiltige Aussagen zu diesem Thema zu machen, da viele
Befunde Zelltyp- oder Substrat-spezifisch und daher nicht universell anzuwenden sind.
Obwohl die ADAMs hauptsachlich auf der Zelloberflaiche, wo sie auf ihre Substrate
treffen, proteolytisch aktiv sein sollten, wurde unter anderem fiir ADAM10 und
ADAM17 gezeigt, dass ein Groldteil der Enzyme in intrazelluldiren Kompartimenten
lokalisiert ist (Schlondorff et al., 2000; Gutwein et al., 2003). Es ist unklar, wie der
Transport an die Zelloberflache reguliert ist, jedoch gibt es Hinweise, dass auch in
intrazellularen Kompartimenten Shedding-Prozesse stattfinden kénnen (Skovronsky et
al.,, 2000; Evans et al., 2011). Letzteres hangt davon ab, ob die entsprechenden
Substrate in den Kompartimenten vorhanden sind, was wiederum von Zelltyp zu Zelltyp
unterschiedlich sein kann.

Grundsatzlich wird zwischen dem konstitutiven und dem induzierbaren Shedding
unterschieden. Unphysiologische Stimulantien wie der Phorbolester PMA (Phorbol-12-
Myristat-13-Acetat) oder das Calcium-lonophor lonomycin, aber auch physiologische
Stimuli wie Wachstumsfaktoren und Cytokine kénnen die proteolytische Aktivitdt von
ADAM s steigern (Huovila et al., 2005). Uber welchen Mechanismus diese Stimulantien
letztendlich die Proteasen regulieren und ob es einen generellen Schliisselmechanismus
gibt, ist bisher unklar. Signalmolekiile wie die Proteinkinase C (PKC) sind an der
Aktivierung durch PMA beteiligt und die Gegenwart von lonomycin bewirkt einen Ca*'-
Einstrom in das Cytoplasma, welcher die Aktivitat vieler ADAMs stimuliert. Obwohl es
sehr wahrscheinlich erscheint, dass es sich bei der Aktivierung der ADAMs um einen
Mechanismus handelt, der aus dem Zellinneren lber die cytoplasmatische Domane an
die Protease-Domdne vermittelt wird, ist die Beteiligung der cytoplasmatischen
Domane nicht eindeutig.

Auf Grund der vorhandenen Phosphorylierungsstellen und der vorhergesagten
SH3-Domanen-Bindungsstellen in der cytoplasmatischen Domane, wie sie insbesondere
fir ADAM17 beschrieben sind, wird der intrazellularen Domane oft eine Rolle bei der
Regulation der stimulierten Aktivitdt zugesprochen (Scheller et al., 2011). Studien
haben gezeigt, dass Mitogen-aktivierte Protein-Kinasen (MAP-K), wie z.B. p38 in der

Lage sind, ADAM17 am intrazelluldar gelegenen Tyrosin-Rest 735 zu phosphorylieren
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(Diaz-Rodriguez et al., 2002). Andere Veroffentlichungen hingegen zeigen, dass der
cytoplasmatische Teil von ADAM17 und somit alle darin vorhandenen
Phosphorylierungsstellen verzichtbar fiir die stimulierte Aktivitat sind (Reddy et al.,
2000; Doedens et al., 2003; Le Gall et al., 2010).

Kirzlich wurde gezeigt, dass die Aktivierung von ADAM17 mit Protein-
Disulfidisomerasen (PDIs) zusammenhangt, welche einen Einfluss auf die Konformation
des Enzyms haben, da sie mit Thioredoxinmotiven (CxxC) in der Disintegrin- und der
EGF-ahnlichen Domane interagieren. Die PDI bewirkt durch Isomerisierung der
Disulfidbricken innerhalb des cysteinreichen Bereichs, dass die Protease in einer
geschlossenen Konformation vorliegt, so dass die Substratumsetzung sterisch
verhindert wird. Durch PMA wird die Freisetzung reaktiver Substanzen aus den
Mitochondrien ausgeldst, welche die freien Thiolgruppen der PDI oxidieren und somit
die Isomerase-Funktion unterbinden. ADAM17 geht dadurch in eine offene
Konformation tGiber wodurch die Aktivitat gesteigert wird (Willems et al., 2010).

Neben Induktoren gibt es auch Inhibitoren des ADAM-vermittelten Sheddings. Ein
endogener Inhibitor fir ADAM17 ist TIMP3 (tissue inhibitor of metalloproteases 3),
eines von vier Mitgliedern einer Gruppe sekretierter Inhibitoren, die Matrix-
Metalloproteasen hemmen und dadurch eine Rolle bei der Gestaltung der
extrazellularen Matrix spielen (Amour et al.,, 1998). Die strukturelle Aufklarung der
spezifischen Bindung von TIMP3 im aktiven Zentrum von ADAM17 hat zu der
Entwicklung von synthetischen Inhibitoren beigetragen. Der Einsatz solcher
Hydroxamat-basierten  Verbindungen, wie zum Beispiel dem Breitband-
Metalloprotease-Inhibitor Marimastat tragt dazu bei, den Einfluss von Shedding in

vielen biologischen Prozessen besser zu verstehen (Wisniewska et al., 2008).

1.1.3 Funktion und Relevanz von ADAM17

ADAM17 knockout-Mause weisen einen sehr dhnlichen Phanotyp auf, wie Mause,
denen der Epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor (epidermal growth factor receptor,
EGFR) oder dessen Liganden (z.B. HB-EGF oder TGFa) fehlen (Peschon et al., 1998). Dies
zeichnet sich durch perinatale Letalitat auf Grund von gravierenden
Entwicklungsdefiziten aus. So ist zum Beispiel die Entwicklung des Herzens, der Augen

und der Haut stark gestért (Jackson et al., 2003). Diese Ahnlichkeit zwischen ADAM17-
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und EGFR-defizienten Mausen ist durch die Funktion von ADAM17 als Haupt-Sheddase
von EGFR-Liganden begriindet. Die Liganden werden als membrangebundene
Vorlauferproteine synthetisiert und erst durch die proteolytische Freisetzung aktiviert.
Sobald sie von der Zelloberflache abgespalten werden sind sie in der Lage Rezeptoren
auf der gleichen Zelle (autokrine Aktivierung) oder auf benachbarten Zellen (parakrine
Aktivierung) zu aktivieren (Blobel, 2005).

Auch Zelloberflachen-Rezeptoren selbst kdnnen durch ADAM17 prozessiert werden.
Dies kann einerseits zu einem Verlust der Responsivitat flihren, wie im Fall des vaskular-
endothelialen Wachstumsfaktor-Rezeptors (vascular endothelial growth factor
receptor, VEGFR) (Swendeman et al., 2008) zum anderen aber auch eine aktivierende
Funktion haben, wie im Fall des Interleukin-6 (IL-6)-Rezeptors. Dieser kann auch in der
|6slichen Form seinen Liganden IL-6 binden und dann als Rezeptor-Ligand-Komplex
andere Zellen, die diesen Rezeptor selbst nicht auf der Oberflache tragen, aktivieren.
Dieses Phanomen wird als trans-signalling bezeichnet und ist ein Beispiel dafiir, dass
das Shedding eines Rezeptors auch eine aktivierende Funktion haben kann (Millberg et
al., 1993; Rose-John & Heinrich, 1994). Durch die Fahigkeit sowohl Wachstumsfaktoren
als auch deren Rezeptoren zu prozessieren ist ADAM17 auf vielfdltige Weise in
Signaltransduktions-Prozesse sowohl wahrend der Embryonalentwicklung als auch im
adulten Leben involviert.

Es spielt auRBerdem eine grofRe Rolle in pathologischen Situationen, zum Beispiel in
chronisch inflammatorischen Krankheiten wie Rheumatoider Arthritis oder in der Sepsis
(Saftig & Reiss, 2011). Dies ist hauptsachlich durch seine Funktion als TNFa (tumor
necrosis factor a) freisetzende Protease bedingt. Durch die Identifizierung dieses
Substrats hat ADAM17 auch den Beinamen TACE (TNFa converting enzyme) erhalten
(Black et al., 1997; Moss et al., 1997). Die Freisetzung dieses Cytokins ist als Antwort auf
eine Infektion notwendig, um Immunzellen zu rekrutieren. Wird TNFa jedoch
unkontrolliert oder (ibermiRig freigesetzt, kommt es zu entziindlichen Uberreaktionen,
was im schlimmsten Fall zu einer Sepsis fiihren kann, wenn die systemische
Konzentration an l6slichem TNFa zu stark ansteigt (Horiuchi et al., 2007a). Die gezielte
Regulation von ADAM17 ist daher in diesem Zusammenhang ausgesprochen wichtig.
Weitere typische Substrate von ADAM17 sind Adhasionsproteine wie L-Selektin
(Condon et al., 2001) oder JAM-A (junctional adhesion molecule A) (Koenen et al.,
2009). Die Spaltung von Adhédsionsproteinen hat Konsequenzen fir den Zell-Zell-

Verbund innerhalb eines Gewebes und erhoht, wie im Fall von JAM-A, beispielsweise
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die Permeabilitdit von BlutgefaBen fir Leukocyten (Dreymdiiller et al., 2012). Das
Shedding von L-Selektin, welches fiir das charakteristische Rollen von Leukocyten am
Endothel verantwortlich ist, beeinflusst die Rollgeschwindigkeit und somit die
Leukocytenrekrutierung zu Entziindungsherden (Hafezi-Moghadam et al., 2001). Diese
Beispiele untermauern die Bedeutung von ADAM17 in immunologischen Prozessen.

Es sind insgesamt Uber 75 ADAM17-Substrate aus unterschiedlichen Proteinklassen

beschrieben worden, von denen einige exemplarisch in Tabelle 1 aufgelistet sind.

Tabelle 1: ADAM17-Substrate

Substratgruppe Substrat Referenz
Wachstumsfaktoren | pro-HB-EGF Merlos-Sudrez et al., 2001
pro-TGFa Peschon et al., 1998
Epiregulin Sahin et al., 2004
Amphiregulin Sunnarborg et al., 2002
Rezeptoren TNF-R 1&lII Peschon et al., 1998; Reddy et al., 2000
VEGFR Swendeman et al., 2008
Notchl Brou et al., 2000
HER4 Rio et al., 2000
IL-6R Althoff et al., 2000
Cytokine pro-TNFa Black et al., 1997; Moss et al., 1997
Fraktalkine (CX3CL1) | Garton etal., 2001
Adhdsionsmolekiile | I-CAM Tsakadze et al., 2006
V-CAM Garton et al., 2003
L-Selektin Peschon et al., 1998
andere Proteine APP Buxbaum et al., 1998
MUC-1 Thathiah et al., 2003

2010 wurde der erste Mensch mit einer Mutation in dem Gen fiir ADAM17, die zu einer
funktionellen Deletion der Protease fiihrt, aber dennoch nicht letal ist, entdeckt. Dieser
Patient weist schwere Hautdefekte auf und hat verdanderte Haar- und Nagelstrukturen,
ahnlich wie sie bei ADAM17- oder EGFR-knockout Mausen auftreten. Er leidet
auBerdem unter Reizungen des Darms und wiederkehrenden Infektionen der Haut mit
Staphylococcus aureus und Candida albicans. Dass der ADAM17-defiziente Patient im
Gegensatz zu den knockout-Mausen lebensfahig ist und auller den Veranderungen in
der Haut und dem Darm keine gravierenderen gesundheitlichen Probleme hat, deutet
darauf hin, dass im Menschen im Gegensatz zum Mausmodell das Fehlen von ADAM17

kompensiert werden kann (Blaydon et al., 2011).
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Eine hypomorphe Maus, bei der die Expression von adaml17 bis auf ein Minimum
reduziert ist (ADAM17%/%), weist einen &hnlichen Phinotyp auf und ist besonders
empfindlich gegeniber DSS (dextran sulfate sodium)-induzierter Colitis. Das
Darmepithel ist dabei starker entziindet als bei Kontroll-Mausen, was auf die
mangelnde Fahigkeit zur Regeneration des Epithels nach der DSS-Behandlung
zuriickgefuhrt wird, da die protektiven EGFR-vermittelten Signale vermindert sind,
wenn ADAM17 fehlt (Chalaris et al., 2010).

Dies unterstreicht die Relevanz von ADAM17 in vivo und macht es zu einem attraktiven,
potenziellen Target fir therapeutische Ansdtze gegen chronisch entziindliche
Krankheiten. Dabei muss allerdings bedacht werden, dass ADAM17 nicht nur pro-
inflammatorische sondern auch regeneratorische Prozesse reguliert, die beide
gleichermalien fiir die Bekdmpfung von Infektionen wichtig sind. Wird ADAM17 bei
chronischen Entziindungen inaktiviert, kann dies zwar die exzessive Freisetzung von
TNFa verhindern und damit anti-inflammatorisch wirken, jedoch kann eine
Inaktivierung von ADAM17 auch unerwiinschte Nebeneffekte haben, wenn wichtige
regenerative Prozesse inhibiert sind (Scheller et al., 2011).

Das Verstandnis der Regulation von ADAM17 ist daher enorm wichtig, um diese gezielt

modulieren zu kdnnen.
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1.2 Signaltransduktion und Zelloberflachenrezeptoren

Um Signale aus der Umwelt wahrzunehmen und um innerhalb eines mehrzelligen
Organismus die Kommunikation zwischen den einzelnen Zellen zu ermdoglichen, sind
Botenstoffe sowie Rezeptoren auf der Zelloberflaiche notwendig. Im Menschen gibt es
eine grolRe Vielfalt solcher Signalmolekile; darunter fallen Proteine, Peptide,
Aminosauren, Steroide, Nukleotide oder Fettsdurederivate. Die meisten Signalmolekiile
treten nach ihrer Freisetzung mit einem spezifischen Rezeptor der Zielzelle in
Wechselwirkung, um einen bestimmten Signaltransduktionsweg in Gang zu setzen.
Viele Rezeptoren sind transmembrane Proteine, die nach ihrer Aktivierung das
extrazellulare Signal in ein intrazellulares konvertieren, welches haufig die temporare
Freisetzung intrazellularer Botenstoffe (second messenger) wie cAMP, cGMP,
Diacylglycerol, Inositolphosphate oder Calcium zur Folge hat.

Die Zelloberflaichenrezeptoren werden in drei Klassen eingeteilt, die durch ihren

verwendeten Signalumwandlungsmechanismus definiert sind (siehe Abbildung 4 ).

RTK
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der drei Hauptklassen von Zelloberflichen-Rezeptoren.
Ligandengesteuerte lonenkanadle, Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTKs) aus der Klasse der
enzymgekoppelten Rezeptoren und G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs). Die Bindung des
Liganden an den lonenkanal bewirkt eine Offnung desselben und erméglicht so den Ein- oder
Ausstrom von lonen. Bei RTKs flihrt die Ligandenbindung zur Dimerisierung zweier
Rezeptormolekiile, welche sich dann intrazellular gegenseitig phosphorylieren (P). Die Bindung eines
Liganden an einen GPCR aktiviert ein intrazelluldr assoziiertes G-Protein, welches dann wiederum
andere Enzyme aktiviert.
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Eine Rezeptorklasse stellen ligandengesteuerte lonenkanale dar, wie zum Beispiel der
nikotinische  Acetylcholin-Rezeptor, der an der schnellen synaptischen
Signallbertragung im Nervensystem beteiligt ist und dessen Aktivierung eine
Veranderung des Membranpotenzials bewirkt (Burnstock et al., 2011).

Die zweite Klasse der Zelloberflichenrezeptoren ist die Familie der G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren (GPCRs). Sie vermitteln Antworten auf eine Vielfalt von
Signalmolekiilen, zu denen Hormone, Neurotransmitter und Cytokine gehoren.
Beispiele fiir diese Rezeptorklasse sind der lichtaktivierbare Photorezeptor Rhodopsin
im Auge von Wirbeltieren oder olfaktorische Rezeptoren (Deupi et al., 2012).

Die dritte Klasse bilden die enzymgekoppelten Rezeptoren, die aus einem N-terminalen
extrazellularen Rezeptorteil und einer C-terminalen intrazelluldaren Proteinkinase
bestehen. Zu dieser Klasse gehoren die Rezeptor-Tyrosinkinasen, welche im folgenden

Abschnitt ndher beschrieben werden.

1.2.1 Rezeptor-Tyrosinkinasen

Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTKs) vermitteln Antworten auf die Mehrheit aller
Wachstumsfaktoren und haben somit Einfluss auf das Zellwachstum, die Proliferation
und die Differenzierung von Zellen. Stérungen in der SignallUbertragung durch RTKs
kénnen die Grundlage fiir gravierende Krankheiten wie Krebs sein, da Abnormalitdten
z. B. in der EGFR-vermittelten Signaltransduktion eine wichtige Rolle bei der Entstehung
dieser Art von Erkrankungen spielen (Choura & Rebai, 2011).

Die Signaltransduktion erfolgt bei RTKs durch die Liganden-vermittelte Dimerisierung
von zwei Rezeptormolekiilen. Diese wird teilweise dadurch stabilisiert, dass sich die
Liganden ihrerseits als Dimere zusammenlagern und somit die Rezeptormolekiile
quervernetzen. Die raumliche Zusammenfiihrung der beiden Rezeptormolekile
bewirkt, dass sich die Kinasedomanen, die sich im cytoplasmatischen Teil des Rezeptors
befinden, gegenseitig an mehreren Tyrosin-Seitenketten phosphorylieren. Diese dienen
dann als Bindungsstellen fiir weitere intrazellulare Signalproteine. Eines der ersten
typischen Adapterproteine von RTKs ist GRB2 (growth factor receptor-bound protein-2),
welches konstitutiv mit SOS (son of sevenless) assoziiert ist. SOS ist ein Guanidin-
Nukleotid-Austauschfaktor, der Ras, ein GTP-bindendes Protein, aktiviert. Dies setzt

eine Phosphorylierungskaskade Giber MAP (mitogen activated protein)-Kinasen in Gang,
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die Gber mindestens drei ,,in Reihe geschaltete” Proteinkinasen verlauft und eine MAP-
Kinase-Kinase-Kinase (MAP3K), eine MAP-Kinase-Kinase (MAP2K) und eine MAP-Kinase
(MAP-K) umfasst (McKay & Morrison, 2007). Diese Kinasen phosphorylieren sich
nacheinander und kdénnen so das Signal verstarken und verteilen. Die letzte Kinase in
der Kaskade aktiviert Transkriptionsfaktoren im Zellkern, die die Expression spezifischer
Gene regulieren.

Die verschiedenen MAP-Kinase-Wege werden in Kapitel 1.2.2 ndher beschrieben.
Nachfolgend werden der Fibroblasten-Wachstumsfaktor-Rezeptor (fibroblast growth
factor receptor, FGFR) und der epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor (epidermal
growth factor receptor, EGFR), die in dieser Arbeit eingehender untersucht werden,
naher vorgestellt. Die postulierten Signalwege dieser beiden RTKs sind in Abbildung 5

dargestellt.

FGFR EGFR
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Signalkaskaden des epidermalen Wachstumsfaktor-
Rezeptors (EGFR) und des Fibroblasten-Wachstumsfaktor-Rezeptors (FGFR). Jeweils zwei Liganden
(HB-EGF bzw. FGF) vermitteln die Dimerisierung der entsprechenden Rezeptoren, was zu einer
intrazelluldren Autophosphorylierung fiihrt (P). Uber verschiedene Adapterproteine wird eine
dreistufige Mitogen-aktivierte Protein-Kinase (MAP-K)-Kaskade aktiviert, welche die MAP3K Raf, die
MAP2K MEK und letztlich die MAP-Kinase ERK phosphoryliert. Dies fuhrt zur Stimulation von
Transkriptionsfaktoren und schlieflich zur Regulation der Genexpression (nach Goldfarb, 2001 &
Katzel et al., 2009).
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1.2.1.1 Fibroblasten-Wachstumsfaktor-Rezeptor (FGFR)

Die ersten Fibroblasten-Wachstumsfaktoren (fibroblast growth factors, FGFs) wurden in
den 1970er Jahren entdeckt und beschrieben (Gospodarowicz, 1974). Heute sind 23
dieser Wachstumsfaktoren bekannt, die nicht nur, wie urspriinglich angenommen,
einen Einfluss auf das Fibroblasten-Wachstum haben, sondern auch die Proliferation
und Differenzierung von fast allen anderen Zelltypen beeinflussen kénnen. Sie spielen
eine wichtige Rolle in der Angiogenese und werden auf Grund ihrer vielseitigen
mitogenen Aktivitdt als therapeutischer Ansatz z. B. bei Knorpelschdaden (Arthrose)
diskutiert. Es handelt sich um Peptide mit einem Molekulargewicht von 7 — 38 kDa,
welche Uber den sekretorischen Weg freigesetzt werden (Eswarakumar et al., 2005).
Erkannt und gebunden werden diese Wachstumsfaktoren von der Familie der FGFRs
(fibroblast growth factor receptors), welche vier Mitglieder umfasst (FGFR1-4). Von
FGFR1-3 gibt es unterschiedliche Spleivarianten, welche mit ,b“ und ,c“ benannt
werden, so dass insgesamt sieben verschiedene Isoformen dieser Rezeptorfamilie
bekannt sind. Alle FGFRs besitzen drei extrazellulare Immunglobulin (Ig)-dhnliche
Domaéanen (D1-3), welche die Ligandenbindung vermitteln, sowie eine intrazellulare
Domédne mit Tyrosinkinase-Aktivitat. Die unterschiedlichen Varianten der Rezeptoren,
die durch alternatives SpleiRen entstehen, unterscheiden sich in der Ig-dhnlichen
Domaéane D3 und weisen unterschiedliche Ligandenbindungs-Spezifitdten auf (Plotnikov
et al., 2000). Manche Isoformen werden exklusiv in bestimmten Zellen exprimiert,
wohingegen auf anderen Zellen verschiedene Isoformen vorkommen. Die
SpleiRvariante FGFR2b ist beispielsweise Keratinocyten-spezifisch und hat eine sehr
hohe spezifische Affinitat zu dem Liganden FGF7, welcher deshalb auch als KGF
(keratinocyte growth factor) bezeichnet wird. FGF7 bindet aufler FGFR2b keinen
anderen Rezeptor aus der FGFR-Familie und wird von Fibroblasten synthetisiert. Es hat
selbst keinen mitogenen Effekt auf Fibroblasten oder Endothelzellen, sondern nur auf
Keratinocyten (Eswarakumar et al., 2005; de Giorgi et al., 2007).

Der Signalweg, der bisher fiir die Aktivierung von FGFRs beschrieben ist, umfasst
Adaptermolekiile wie FRS (FGF receptor substrate)2a und FRS2B und fuhrt letztendlich
zu einer direkten Phosphorylierung der MAP-Kinasen ERK1/2 (extracellular-signal

regulated kinases 1/2) (Cotton et al., 2008) (siehe Abbildung 5).
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1.2.1.2 Epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR)

Der epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) ist ein Mitglied der ErbB-Rezeptor-
Familie, welche aus vier nah verwandten RTKs besteht: EGFR (ErbB1), Her2/c-neu
(ErbB2), Her3 (ErbB3) und Her4 (ErbB4) (Lurje & Lenz, 2010). Der EGFR ist fir viele
biologische Prozesse essentiell, was dadurch unterstrichen wird, dass die Komponenten
der EGFR-vermittelten Signalkaskade in vielen Spezies konserviert sind (White et al.,
2012).

Zu den Liganden fir diesen Rezeptor zahlen TGFa (transforming growth factor o), EGF
(epidermal growth factor), HB-EGF (heparin-binding EGF-like growth factor),
Betacellulin, Epiregulin und Amphiregulin (Harris et al., 2003). Diese Liganden werden,
wie in Kapitel 1.1.3 beschrieben, als membrangebundene Vorlauferproteine
synthetisiert und erst durch die proteolytische Freisetzung durch ADAM-Proteasen
aktiviert. ADAM10 ist die Haupt-Sheddase fiir Betacellulin und EGF, wohingegen die
anderen Liganden bevorzugt von ADAM17 gespalten werden (Sahin et al., 2004).

Der EGFR vermittelt Antworten, welche in der Regel eine anti-apoptotische Wirkung
haben und daher das Uberleben von Zellen férdern. Dies umfasst Prozesse wie
Zellwachstum, Proliferation und Differenzierung. In vielen Tumoren ist der EGFR
Uberexprimiert oder wird unreguliert dauerhaft stimuliert, was dann zu dem
charakteristischen unkontrollierten Zellwachstum bei Krebserkrankungen fiihrt
(Dhomen et al., 2012).

Der klassische Signalweg, der fiir die EGFR-Aktivierung beschrieben ist, flihrt direkt zu
der Phosphorylierung der MAP-Kinasen ERK1/2 (Xue & Lucocq, 1998). 1999 wurde
gezeigt, dass die Stimulation eines G-Protein-gekoppelten Rezeptors indirekt ebenfalls
zur Aktivierung des EGFR fiihrt. Dieser Mechanismus kann als Transaktivierung
bezeichnet werden und wird durch die Metalloprotease ADAM17 vermittelt, da diese
die Freisetzung der EGFR-Liganden bewirkt (Prenzel et al., 1999). Diese Art der
Transaktivierung wurde auflerdem fiir einige Rezeptor-Tyrosinkinasen wie den VEGFR
(vascular endothelial growth factor receptor) (Swendeman et al., 2008) und den PDGFR
(platelet derived growth factor receptor) (Mendelson et al., 2010) gezeigt. In diesen
Fillen fUhrten zwei Wege zur Phosphorylierung von ERK1/2: Zum einen wurden diese
MAP-Kinasen direkt durch den primaren Rezeptor stimuliert und zum anderen

zusatzlich durch den EGFR. In dieser Arbeit soll untersucht werden, ob auch die
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Keratinocyten-spezifische Isoform FGFR2b dazu in der Lage ist, den EGFR zu

transaktivieren.

1.2.2 MAP-Kinasen

In Sadugetieren sind drei Haupt-Signalwege bekannt, in die verschiedene Mitogen-
aktivierte Protein-Kinasen (MAP-K) involviert sind. Benannt sind sie jeweils nach den
terminalen MAP-Kinasen, die Uber diese Wege aktiviert werden. Man unterscheidet
den ERK (extracellular-signal regulated kinase)-, den JNK (c-Jun N-terminal kinase)- und
den p38-MAP-K-Signalweg (Davis, 1994).

Alle MAP-Kinase-Kaskaden funktionieren nach dem gleichen Schema: GTP-bindende
Proteine (,kleine GTPasen’ genannt) fungieren als molekulare Schalter und aktivieren
eine mindestens dreistufige Kaskade, die eine MAP-Kinase-Kinase-Kinase (MAP3K), eine
MAP-Kinase-Kinase (MAP2K) und eine MAP-Kinase (MAP-K) umfasst. Diese
nacheinander geschalteten Kinasen phosphorylieren sich jeweils gegenseitig und
potenzieren das Signal innerhalb der Zelle (Johnson & Vaillancourt, 1994; Robinson &
Cobb, 1997). Der bekannteste Vertreter der kleinen GTPasen, welcher in vielen
Signaltranduktionswegen involviert ist, ist Ras (Robbins et al., 1992).

In der Kaskade, die zu einer Aktivierung der MAP-Kinasen ERK1/2 fiihrt, ist Raf die
typische MAP3K und MEK1/2 eine typische MAP2K. Stimulatoren fir diesen Signalweg
sind hauptsachlich Wachstumsfaktoren, welche Effekte wie Zellwachstum, Proliferation
und Differenzierung zur Folge haben (Garrington & Johnson, 1999).

Die Signalwege, die zur Aktivierung von JNK und p38 fiihren, weisen in den oberen
Ebenen zum Teil Gemeinsamkeiten auf. So sind zum Beispiel MAP3-Kinasen wie TAK1
(TGF8 activated kinase-1) in der Lage, sowohl eine JNK- als auch eine p38-
Phosphorylierung einzuleiten. Auch manche MAP2-Kinasen, wie MKK4, sind relativ
unspezifisch und aktivieren beide MAP-Kinasen, wohingegen andere spezifisch
entweder INK (MKK7) oder p38 (MKK3) phosphorylieren. Durch diese
Uberschneidungen gibt es nur wenige Stimuli, die gezielt nur JNK-MAP-Kinasen
aktivieren ohne gleichzeitig auch p38 zu stimulieren oder andersherum. Beide
Signalwege sind sensitiv fir Stressmediatoren wie Cytokine, UV-Bestrahlung, Hitze oder
osmotischen Stress und sind daher an Prozessen wie Zelldifferenzierung und Apoptose

beteiligt (Ip & Davis, 1998; Nebreda & Porras, 2000).
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1.2.3 Toll-like Rezeptoren

Neben den oben beschriebenen Rezeptoren werden in dieser Arbeit auch Toll-like
Rezeptoren (TLRs) untersucht. Toll-like Rezeptoren werden der Gruppe der PRRs
(pattern recognition receptors) zugeordnet und dienen als Bestandteil des angeborenen
Immunsystems der Erkennung von pathogenen Strukturen (pathogen associated
moelcular patterns, PAMPs). Zu diesen Strukturen zdhlen charakteristische Bestandteile
von Bakterien, Viren oder Pilzen. TLRs sind in Pflanzen, adulten Insekten und in
Vertebraten an der Abwehr von Krankheitserregern beteiligt, da sie es ermdglichen,
zwischen selbst und nicht-selbst zu unterscheiden (Beutler, 2004).

Sie induzieren die Produktion von Effektormolekiilen, welche zum einen Reaktionen des
angeborenen und zum anderen das adaptive Immunsystem anregen.

Zu den Liganden zdhlen beispielsweise Lipopolysaccharide (LPS), welche in der duBReren
Membran von gramnegativen Bakterien vorkommen, und Lipoproteine. Auch
Bestandteile der bakteriellen Zellwand, wie Lipoteichonsdure (LTA) oder Peptidoglykan
(PGN) oder die Hauptkomponente der bakteriellen Geil3eln, Flagellin, werden von den
Rezeptoren erkannt. Intrazelluldire TLRs wie TLR3 erkennen beispielsweise
doppelstrangige RNA, wie sie von Viren in die Zelle eingebracht werden kann (Tsan &
Gao, 2004).

Alle elf bekannten TLRs besitzen eine einfache, die Membran durchspannende Domane.
Nur sieben Mitglieder dieser Rezeptorfamilie befinden sich auf der Zelloberflache,
wahrend vier in der Membran von intrazellularen Kompartimenten lokalisiert sind. Ein
Strukturmerkmal, das allen TLRs gemeinsam ist, sind die extrazelluldren Leucin-reichen
Bereiche (leucine rich repeats, LRRs), von denen mehrere Kopien hintereinander
gelagert sind. Am C-terminalen cytoplasmatischen Ende besitzen TLRs eine Domane, die
homolog zu der des Interleukin (IL)-1-Rezeptors ist und daher als Toll/IL-1-Rezeptor
(TIR)-Domane bezeichnet wird (Takeda & Akira, 2005).

Von dieser geht nach der Ligandenbindung die Signalkaskade aus, wobei das erste
direkte Adapter-Protein, das sich an die intrazellulare TIR-Domadne anlagert, meist
MyD88 (myeloid differentiation factor 88) ist. MyD88 enthilt ebenfalls eine TIR-
Doméane und rekrutiert die Serin/Threonin-Kinasen IRAK (I/L-1 receptor associated

kinase) 1 und 4.
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der TLR-vermittelten Signalkaskade. Die Bindung des
Liganden bewirkt die Assoziation von MyD88 (myeloid differentiation factor 88) an den Toll-like
Rezeptor (TLR). Uber dieses Adapter-Molekiil werden die Kinasen IRAK (IL-1 receptor associated
kinase) 1 und 4 phosphoryliert, was TRAF6 (TNF receptor associated factor 6) aktiviert und dariber
zu einer Phosphorylierung der Kinase TAK1 (TGF8 activated kinase 1) fiihrt. Diese bewirkt sowohl die
Aktivierung von MAP-Kinase-Kaskaden als auch die Dissoziation und Aktivierung des IkB-Kinase (IKK)-
Komplexes, was zur Freisetzung des Inhibitors IkB von dem NFkB-Dimer (Untereinheiten p50 und
p65) fiihrt. NFKkB transloziert anschlieBend in den Zellkern, wo es als Transkriptionsfaktor die
Expression von fir die Pathogen-Abwehr relevanten Genen reguliert (nach Akira & Takeda, 2004).

Uber das Adaptermolekiil TRAF-6 (TNF receptor associated factor-6) wird die MAP-
Kinase-Kinase-Kinase TAK1 (TGFB activated kinase-1) aktiviert, welche dann MAP-
Kinasen aus der Familie der JNK oder p38-MAP-K stimulieren kann (Akira & Takeda,
2004). Auch die MAP-Kinasen ERK1/2 werden in einigen Veroffentlichungen direkt mit
dem TLR-Signaltransduktionsweg in Verbindung gebracht (Adamo et al., 2004; Huang et
al., 2005; Sharma et al., 2010). Der klassische und fiir die antipathogene Funktion von
Toll-like Rezeptoren wahrscheinlich entscheidende Signalweg flihrt nach der
Aktivierung der Kinase TAK1 jedoch zur Auflésung des IkB-Kinase (IKK)-Komplexes,
welcher sich aus den drei Untereinheiten IKKa, B und y zusammensetzt. Dies fihrt
letztendlich zur Freisetzung des Transkriptionsfaktors NFkB, der im Cytosol durch die

Bindung eines Inhibitors (IkB) inaktiv gehalten wird. Die Aktivierung der IkB-Kinasen
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flihrt schlieflich zu einer Phosphorylierung, Ubiquitinierung und folglich zur
Degradation von IkB, woraufhin NFkB in den Zellkern translozieren kann und dort als
Transkriptionsfaktor fungiert (Barton & Medzhitov, 2003). NFkB setzt sich als Homo-
oder Heterodimer aus Mitgliedern der Familie der Rel-Proteine zusammen. Die
bekannteste Form von NFkB ist das Heterodimer p50:p65Rel (siehe Abbildung 6).

Die Gene, die durch NFkB reguliert werden, codieren hauptsachlich fir
proinflammatorische Cytokine wie IL-1pB, IL-6 und TNFa und fiir Chemokine wie IL-8, die
dann der Aktivierung und Anlockung von Immunzellen dienen. Zusatzlich wird aber
auch die Expression von Genen wie zum Beispiel von B-Defensinen induziert, welche fiir
Proteine codieren, die Pathogene direkt bekdampfen (Steubesand et al., 2009; Pahl et
al., 2011).

Es handelt sich bei dem hier beschriebenen und in Abbildung 6 dargestellten Signalweg
um eine beispielhafte Kaskade, wie sie z.B. fir TLR4 und seinen Liganden LPS
ausfihrlich untersucht wurde. Eine dhnliche Kaskade wird im Prinzip von allen TLRs
aktiviert, jedoch ermoglichen unterschiedliche Adapter-Molekile, die von den
verschiedenen TLRs benutzt werden, eine differenziertere Antwort (Hacker et al.,
2006).

Wahrend der Toll-like Rezeptor-vermittelte Signalweg, der zur Aktivierung von NFkB
fuhrt, recht ausfiihrlich untersucht worden ist, ist noch unklar, welche Rolle die
unterschiedlichen MAP-K-Signalkaskaden im Kontext der TLR-Aktivierung spielen,
welche Effekte sie genau haben und ob diese direkt oder indirekt stimuliert werden.
Insbesondere iber die Aktivierung des ERK/MAP-K-Signalweges durch TLRs ist wenig
bekannt. Untersuchungen mit Lungenepithelzellen haben gezeigt, dass TLRs in der Lage
sind Uber den oben beschriebenen, ADAM17-vermittelten Transaktivierungs-
Mechanismus den EGFR zu aktivieren, was ebenfalls zu der Phosphorylierung von
ERK1/2 fuhrt (Koff et al., 2008).

In dieser Arbeit soll daher untersucht werden, ob TLRs auch auf Keratinocyten den
EGFR transaktivieren kdonnen und wie die MAP-Kinasen ERK1/2 in diesen Signalweg

involviert sind.
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1.3 Zielsetzung

Die durch den epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) vermittelte
Signaltransduktion spielt eine wichtige Rolle in physiologischen Prozessen wahrend der
Entwicklung eines Organismus und ist auBerdem in pathologische Ereignisse wie Krebs
involviert. Ein genaues Verstdandnis der Aktivierung und Regulation dieses wichtigen
Signalweges ist notwendig, um mogliche therapeutische Strategien gegen Krankheiten
zu entwickeln, bei denen dieser Rezeptor eine Rolle spielt. Die Metalloprotease
ADAM17 ist an der Aktivierung dieses Signalweges beteiligt, da sie EGFR-Liganden
proteolytisch von der Membran ablost und sie somit aktiviert. Vor einigen Jahren
wurde beschrieben, dass die Stimulation eines G-Protein gekoppelten Rezeptors zu
einer Aktivierung des EGFRs fiihrt und dass ADAM17 dabei eine Schlisselrolle als EGFR-
Liganden freisetzende Sheddase zukommt. AnschlieBend wurde dieser Mechanismus
der ADAM17-abhangigen EGFR-Transaktivierung auch fiir andere Rezeptoren, u.a. aus
der Klasse der Rezeptor-Tyrosinkinasen beschrieben.

Ziel dieser Arbeit war, zu untersuchen, ob auch die Keratinocyten-spezifische Isoform
des Fibroblasten-Wachstumsfaktor-Rezeptors (FGFR2b) in der Lage ist, den EGFR zu
transaktivieren und wenn ja, ob ADAM17 in diesem Zusammenhang eine Rolle spielt.
Insbesondere liber die Mechanismen der physiologischen Regulation dieser Protease ist
heute wenig bekannt, deshalb sollte in dieser Arbeit auSerdem untersucht werden, wie
die  Aktivierung der proteolytischen  Aktivitdit durch  Stimulation  mit
Wachstumsfaktoren, aber auch mit unphysiologischen Stimuli wie PMA oder lonomycin
vermittelt wird. Vorangegangene Arbeiten haben gezeigt, dass die
Transmembrandomadne von ADAM17 eine Rolle bei der Regulation der Shedding-
Aktivitat spielen kénnte, weshalb die Aminosdaurezusammensetzung dieser a-Helix in
der vorliegenden Arbeit genauer analysiert wurde.

Auch eine andere Rezeptorklasse, die Toll-like-Rezeptoren (TLRs), sollten auf ihre
Fahigkeit zur Transaktivierung des EGFR in Abhangigkeit von ADAM17 untersucht
werden. TLRs sind als Bestandteil des angeborenen Immunsystems in Keratinocyten
besonders wichtig, da die Haut als Barriere zwischen Organismus und Umwelt vielen
Pathogenen ausgesetzt ist. In anderen Epithelien wie dem Lungenepithel wurde bereits
beschrieben, dass TLRs ADAM17 und somit den EGFR-Signalweg aktivieren kénnen. In
dieser Arbeit sollte dies nun fiir das dermale Epithel in Keratinocyten am Beispiel des

TLR1/2-Komplexes untersucht werden.
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2 MATERIAL & METHODEN

2.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

12-Loch-Zellkulturplatten, BD Falcon™
6-Loch-Zellkulturplatten
-80°C-Schrank Forma 900 Series

Absaug-Pumpe BVC professional

BioPhotometer
Brutschrank HERA cell 150

Einfrier-Behalter Nalgene® Mr. Frosty

Fotokamera EOS 1100D, mit Mikroskop-Aufsatz
Frischhaltebox, luftdicht
Fusion FX7

Gel-Blotting-Papiere, Whatman 1,5mm
Kippschittler Unitwist-RT
Lichtmikroskop, invers

Mikro-Schraubrohre, 2 ml
Mikrotiterplatten, 96-Loch, flacher Boden
Mikrotiterplatten-Photometer £L800

Pasteurpipetten

PerfectBlue™ Doppelgelsystem Twin S,
Modellnr.: 45-1010-i

PerfectBlue™ Gelsystem Mini S,
Modellnr.: 40-0708

PerfectBlue™ Semi Dry Elektroblotter,
Modellnr.: 52-2020

PerfectBlue™ Tank-Elektroblotter Web S,
Modellnr.: 52-WEB-10
Praparationsbesteck

ReaktionsgefiBe, 2 ml/ 1,5 ml /0,5 ml
Rollentisch Stuart SRT6
Roti®-PVDF-Membran, 0,45 um

Schiittelinkubator Minitron
Schiittelkolben, 1000 ml und 300 ml
Serologische Pipetten, 5 ml, 10 ml und 25 ml

BD Biosciences, New Jersey
Sarstedt, Niumbrecht
Thermo Scientific, Massachusetts

Vacuubrand, Wertheim

Eppendorf, Hamburg
Thermo Scientific, Massachusetts

Thermo Scientific, Massachusetts
Canon, Tokio

EMSA, Emsdetten

Peqlab, Erlangen

Roth, Karlsruhe

Uniequip, Planegg

Hund, Wetzlar

Sarstedt, Nimbrecht

Sarstedt, Niimbrecht

BioTek, Vermont

Roth, Karlsruhe

Peglab, Erlangen
Peglab, Erlangen
Peglab, Erlangen

Peglab, Erlangen
FST, Heidelberg

Sarstedt, Nimbrecht
Bibby Scientific Ltd, Staffordshire
Roth, Karlsruhe

Infors HT, Bottmingen
Schott, Mainz
Sarstedt, Nimbrecht



Spannungsgeber EV231
Spritzenfilter, 0,45 um Porendurchmesser

Thermozykler peqSTAR 96 universal
Uberkopfschiittler, MACS Mix

Vortexer Vortex Genie

Wiarmeschrank
Wasseraufbereitungssystem TKA GenPure
Wasserbad GFL1004

Zellkulturflaschen, 75 cm?
Zellkulturschalen, @ 10 cm
Zellschaber, 16 cm und 25 cm
Zellsieb, 40 pm Nylon

Zentrifuge Centrifuge 5417R
Festwinkelrotor F45-30-11
Zentrifuge Centrifuge 5424
Festwinkelrotor FA45-24-11
Zentrifuge Centrifuge 5804R
Festwinkelrotor F34-6-38
Zentrifuge Centrifuge 5810R
Ausschwingrotor A-4-62
Zentrifuge Heraeus Multifuge X3R
Festwinkelrotor F14-6x250LE
Zentrifugenrohrchen, 50 ml und 15 ml

2.2 Chemikalien

1,10-Phenanthrolin

Agar Agar
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ampicillin

Apyrase aus Kartoffel

Bapta AM
Betaisodona®
BCIP'/NBT, Sigma FAST " (#B5655)

Calciumchlorid (CaCl,)
Cetuximab C225
Choleratoxin

Coomassie Plus” Protein Assay Reagent
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Peqlab, Erlangen
Sarstedt, Niimbrecht

Peglab

Miltenyi Biotech, Bergisch
Gladbach

IKA, Staufen
Memmert, Schwabach
TKA, Niederelbert
GFL, Burgwedel
Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, Niimbrecht

Sarstedt, Nimbrecht
BD Biosciences, New Jersey

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Thermo Scientific

Sarstedt, Niimbrecht

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen

Tocris Bioscience, Bristol
Mundipharma, Limburg
Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Fermentas (jetzt Thermo Scientific,
Massachusetts)




Dimethylsulfoxid (DMSO)
Di-Natriumphosphat (Na,HPO,)
Diphterietoxin CRM197

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium,

High Glucose (4,5 g/l)

ECL Advanced

EDTA, Dinatriumsalz
EGF, rekombinant murin
EGTA

Ethanol, 96 % (EtOH)

Fetales Kdlberserum (FKS)

FGF7, rekombinant human
Flagellin aus Pseudomonas aeruginosa

GI254023X (Gl)
Glucose

Glycerin

Glycin

G66976
GW280264X (GW)

HB-EGF, recombinant human
Hefeextrakt

Hexokinase aus Saccharomyces cerevisiae

lonomycin (10)
Isopropanol

Kaliumchlorid (KCl)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)
KGM2 Keratinocyte growth medium 2,
ready-to-use

Kollagen aus Rattenschwanz

Lipopolysaccharid (LPS) aus E. coli
Lipoteichonsaure (LTA) aus S. faecalis

LY294002

Magnesiumchlorid (MgCl,)
Magnesiumsulfat (MgS0,)
Marimastat (MM)
Mercaptoethanol
Methanol (MeOH)
Milchpulver

Natriumchlorid (NacCl)
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Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

PAA (jetzt GE Healthcare,
New Jersey)

GE Healthcare, New Jersey
Roth, Karlsruhe
Immunotools, Friesoythe
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

PAA (jetzt GE Healthcare,
New Jersey)
Immunotools, Friesoythe
Dr. U. Gerstel

GlaxoSmithKline, London
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
GlaxoSmithKline, London

PeproTech, New Jersey
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen

Calbiochem, Schwalbach
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Promocell, Heidelberg
Roche, Grenzach-Whylen
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
EMD Chemicals (jetzt

EMD Millipore, Massachusetts)

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Tocris Bioscience, Bristol
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe



Natriumdodecylsulfat (SDS)

Pam;Cys-SKKKK
Penicillin/Streptomycin (100-fach)

Peptidoglykan (PGN) aus S. aureus
Phosphatase-Inhibitor-Mix, PhosStop
PMA (Phorbol-12-Myristat-13-Acetat)
pNPP-Tabletten

PP2

PPADS

Protease-Inhibitor-Mix, Complete

Proteinmarker PageRuler”

Rotiphorese Gel 30

Saccharose
Salzsdure, rauchend (HCI)
Suramin

Tamoxifen
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Transfektionsreagenz HiPerFect

Transfektionsreagenz TurboFect

Tris
Triton X-100

Trypsin-EDTA

Trypton/Pepton aus Casein
Tween 20

(Polyoxyethylen-(20)-Sorbitan-Monolaurat)

Tyrphostin AG1478

U73122

2.3 Kits

QuickChange® Il Site-directed Mutagenesis

PureYield " Midiprep-Kit

GenelJET Plasmid Miniprep-Kit
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Roth, Karlsruhe

Genaxxon BioScience, Ulm
PAA (jetzt GE Healthcare,
New Jersey)

Sigma, Deisenhofen
Roche, Grenzach-Whylen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Calbiochem, Schwalbach
Sigma, Deisenhofen
Roche, Grenzach-Whylen
Fermentas (jetzt Thermo Scientific,
Massachusetts)

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Quiagen, Hilden

Fermentas (jetzt Thermo Scientific,
Massachusetts)

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

PAA (jetzt GE Healthcare,

New Jersey)

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Stratagene, Kalifornien
Promega, Wisconsin

Fermentas (jetzt Thermo Scientific,
Massachusetts)
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2.4 Software

Adobe Photoshop CS4 Extended
AxioVision 4.8

Bio 1D
Clone Manager 9

Fusion 15.17

GraphPad Prism 5

Mendeley 1.8.3

Microsoft Office Word, Excel, Powerpoint 2010

QuickChange® Primer Design
(http://www.stratagene.com/qcprimerdesign)

Adobe Systems, Kalifornien
Carl Zeiss, Jena
Vilber Lourmat, Eberhardzell

Scientific & Educational Software,
North Carolina

Vilber Lourmat, Eberhardzell
GraphPad Software, Kalifornien
Mendeley Ltd., London

Microsoft Corp., Washington

Stratagene, Kalifornien

Die Abbildungen Abbildung 2, Abbildung 4, Abbildung 5, Abbildung 6, Abbildung 25 und

Abbildung 26 wurden mit Hilfe der Powerpoint-Vorlagen von Servier Medical Art

angefertigt (http://www.servier.com/Powerpoint-image-bank).
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2.5 Stimulantien und Inhibitoren

Die in dieser Arbeit verwendeten Stimulantien und Inhibitoren wurden in den in
Tabelle 2 aufgefiihrten Konzentrationen eingesetzt, sofern dies nicht anders

gekennzeichnet ist.

Tabelle 2: verwendete Stimulantien und Inhibitoren

Bezeichnung Verwendung eingesetzte
Konz.
AG1478 EGFR-Kinase-Inhibitor 1uM
Apyrase ATPase 2 U/ml
Ca”*-Chelator
Bapta AM (membrangangig) >0 uM
. EGFR-blockierender
Cetuximab Antikérper 10 pg/ml
CRM197 HB-EGF-Inaktivator 10 pg/ml
EGTA Ca’*-Chelator 3mM
FGF7 (fibroblast growth factor 7) FGFR2b-Ligand 20 ng/ml
Flagellin TLR5-Ligand 1 ug/ml
praferentieller ADAM10-
G1254023X (Gl) Inhibitor 3uM
G066976 PKC-Inhibitor 5uM
GW280264X (GW) préfe_rentieller ADAM17/10- 3 UM
Inhibitor
HB-EGF .
(Heparin-binding EGF-like growth factor) EGFR-Ligand 50 ng/ml
Hexokinase ATP-Hydrolase 2 U/ml
lonomycin (10) Ca”*-lonophor 1uM
Kaliumchlorid (KCI) Aufhebung des lonen- 10 mM
Konzentrationsgefalles
Lipopolysaccharid (LPS) TLR4-Ligand 1 ug/ml
Lipoteichonsaure (LTA) TLR2/6-Ligand 10 pg/ml
LY294002 PI3-Kinase-Inhibitor 10 um
Marimastat Metalloprotease-Inhibitor 5-10 uM
Pam;Cys TLR1/2-Ligand 20 pg/ml
Peptidoglykan (PGN) TLR2/6-Ligand 10 pg/ml
PMA (Phorbol-12-Myristat-13-Acetat) PKC-Agonist 200 ng/ml
PP2 Src-Kinase-Inhibitor 10 uMm
PPADS P2X-Rezeptor-Inhibitor 100 uM
Suramin P2-Rezeptor-Inhibitor 50 uM
u73122 PLC-Inhibitor 10 uM




2.6 Antikorper
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Tabelle 3: verwendete primare Antikorper

. . . immunisierte | Verdiinnung
Antigen/Bezeichnung Firma Spezies WB
ADAM17 C. Blobel (HSS, NY) Kaninchen 1:1000
EGFR Cell signaling Kaninchen 1:1000
ERK Cell signaling Maus 1:1000
FGFR2b Sigma Kaninchen 1:1000
GAP-DH (POD-gekoppelt) Santa Cruz Kaninchen 1:1000
HA (3F10) Roche Ratte 1:3000
NFkB Santa Cruz Kaninchen 1:1000
phospho-EGFR Cell signaling Kaninchen 1:1000
phospho-ERK Cell signaling Kaninchen 1:1000
Tabelle 4: verwendete sekundare Antikérper
Bezeichnung Firma Kopplung | Verdiinnung WB
Schaf-a-Maus IgG Jackson ImmunoResearch POD 1:10.000
Ziege-a-Kaninchen IgG | Jackson ImmunoResearch POD 1:10.000
Ziege-a-Ratte IgG Jackson ImmunoResearch POD 1:10.000
2.7 Plasmide
Tabelle 5: verwendete Plasmide
Bezeichnung Vektor Bezug

ADAM10-E/A

pcDNA3.1 (Invitrogen)

C. Blobel (HSS, New York)

ADAM10-WT

pcDNA3.1 (Invitrogen)

AG Saftig (Inst. f. Biochemie, Kiel)

ADAM10-Acyto

pcDNA3.1 (Invitrogen)

AG Saftig (Inst. f. Biochemie, Kiel)

ADAM17 CD62L

C. Blobel (HSS, New York)

ADAM17-E/A

pcDNA3.1 (Invitrogen)

. Blobel (HSS, New York)

ADAM17-WT

(
(
pcDNA3.1 (Invitrogen)
(
(

pcDNA3.1 (Invitrogen)

. Blobel (HSS, New York)

ADAM17-Acyto

pcDNA3.1 (Invitrogen)

. Blobel (HSS, New York)

Betacellulin-AP

pAPtag5 (GenHunter)

. Blobel (HSS, New York)

elisliclielielieliclielieslie]

CD40-AP pAPtag5 (GenHunter) . Blobel (HSS, New York)
FGFR2b pcDNA3.1 (Invitrogen) . Blobel (HSS, New York)
FGFR2b-AP pAPtag5 (GenHunter) . Blobel (HSS, New York)
HB-EGF-AP pAPtag5 (GenHunter) . Blobel (HSS, New York)
TGFa-AP pAPtag5 (GenHunter) . Blobel (HSS, New York)
TNFa-AP pAPtag5 (GenHunter) . Blobel (HSS, New York)
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2.8 Mauslinien

Zur Untersuchung der Rolle von ADAM17 bei der Signallibertragung vom FGFR2b
(Fibroblast Growth Factor Receptor 2b) auf den EGFR (Epidermal Growth Factor
Receptor) wurden Keratinocyten aus konditionalen knockout-Mausen verwendet. Die
Mause wurden im Labor von Carl Blobel (Hospital for Special Surgery, New York)
generiert und tragen eine Tamoxifen-induzierbare Cre-Rekombinase, sowie einen loxP-

flankierten Genabschnitt, der fiir ADAM17 codiert.

Um die spezifische Deletion des Zielgens (ADAM17) zu erlangen, wurden zwei genetisch
veranderte Mauslinien verpaart. Eine Linie tragt eine Liganden-aktivierbare Cre-
Rekombinase, welche mit einer mutierten Ligandenbindungsdomane des
Ostrogenrezeptors fusioniert ist. Diese inhibiert die Rekombinaseaktivitit solange, bis
ein synthetischer Ligand, in diesem Fall Tamoxifen, bindet. Die Liganden-
Bindungsdomane des Steroidrezeptors besitzt keine Affinitdt gegeniber dem
endogenen Liganden (z.B. Ostradiol), so dass eine friihzeitige oder unkontrollierte
Aktivierung der Cre-Rekombinase verhindert wird. Eine aktive Cre-Rekombinase
erkennt, schneidet und religiert DNA an definierten loxP-Stellen, so dass der von diesen
flankierte (,,gefloxte”) Genabschnitt entfernt wird.

Der verwendete Mausstamm, der die Tamoxifen-induzierbare Cre-Rekombinase unter
Kontrolle des Chicken beta actin-Promoters exprimiert, wurde vom Jackson Laboratory
(Bar Harbor, USA) bezogen und wird im Folgenden als CAG/Cre bezeichnet (offizielle
Bezeichnung: B6.Cg-Tg(CAG-cre/Esr1*)5Amc/)).

Die zweite Mauslinie tragt ,,gefloxte” Allele des Gens, das flir ADAM17 codiert und wird
als Adam17flox/flox bezeichnet. Die loxP-Sequenzen befinden sich in den Introns, die
Exon 2 des ADAM17-Gens flankieren, so dass keine Beeintrachtigung der
Genexpression besteht, bis die DNA an den loxP-Stellen durch eine Cre-Rekombinase
geschnitten wird (Horiuchi et al., 2007a).

Die beiden Mauslinien wurden miteinander verpaart und Tiere aus der F2 Generation
(Adam17flox/flox/CAG/Cre x Adam17flox/flox) wurden fir die Praparation der
Keratinocyten verwendet (siehe 2.9.7).

Die Induktion des Gen-knockouts erfolgte in vitro durch Zugabe von Tamoxifen zu den
primdren Keratinocyten. Es wurde alle zwei Tage 1uM Tamoxifen in das

Keratinocytenmedium gegeben, bis diese 80 % Konfluenz erreicht haben.
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2.9 Zellkultur

Alle verwendeten Losungen und Materialen waren steril.

2.9.1 Zelllinien

A431
Die A431-Zelllinie wurde aus einem epidermoiden Karzinom aus der Haut einer
85-jahrigen Patientin gewonnen und zeichnet sich durch eine erhéhte Expression des

EGF-Rezeptors auf der Zelloberflache aus.

cos7
Die COS7-Zelllinie entstand aus Nierenzellen der afrikanischen griinen Meerkatze

(Cercopithecus aethiops), die mit dem SV-40 Virus transformiert wurden.

HaCaT (Human adult low Calcium high Temperature Keratinocytes)
HaCaT-Zellen sind spontan immortalisierte, nicht-kanzerogene Keratinocyten. Die
Zelllinie entstand im deutschen Krebsforschungszentrum Heidelberg (Boukamp et al.,

1988) aus kultivierten Keraratinocyten eines 62-jahrigen Mannes.

Murine embryonale Fibroblasten (meFs)

Die murinen embryonalen Fibroblasten wurden aus entsprechenden knockout-Mausen
im Biochemischen Institut der Universitat Kiel gewonnen (Hartmann et al., 2002). Es
wurden ADAM10- bzw. ADAM17-defiziente Fibroblasten verwendet, sowie Zellen,
denen beide Proteasen fehlen (ADAM10/17 dKO). Als Kontrolle dienten Fibroblasten

aus Wildtyp-Geschwistertieren.
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2.9.2 Kultivierung von Zelllinien

Medium und Losungen:

Kulturmedium 10 % FKS (v/v)

100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

PBS 137 mM NaCl

pH 7,2 2,7 mM KCI

1,8 mM KH2POa4
10,1 mM NazHPOa4

Trypsin-EDTA 10-fach

Es wurden ausschlieRlich adhdrent wachsende Zelllinien und Zellen verwendet.
Samtliche Zelllinien wurden bei 37 °C in einem mit 5% CO, begasten Brutschrank
kultiviert. Die Kultivierung erfolgte in Zellkulturschalen in einem Volumen von 10 ml
Kulturmedium. Die verwendeten Losungen wurden bei 4 °C gelagert und vor dem
Gebrauch in einem Wasserbad auf 37 °C erwarmt.

Die Zellen wurden bei einer Konfluenz von 80— 90 % passagiert. Dazu wurde das
Kulturmedium entfernt, die Zellen mit 5 ml PBS gewaschen und mit 1 ml Trypsin-EDTA-
Losung fir 5 Minuten inkubiert, so dass sie sich von der Zellkulturschale ablésen.

Um die proteolyische Aktivitat des Trypsins zu beenden, wurden 5 ml serumhaltiges
Medium hinzugefligt und die Zellen in ein Zentrifugationsréhrchen lberfihrt. Die Zellen
wurden bei 200 x g fiir 5 Minuten sedimentiert (Centrifuge 5810R, Eppendorf). Das
Zellsediment wurde in frischem Zellkulturmedium resuspendiert und in gewiinschter
Verdiinnung, abhangig von der Proliferationsrate der Zellen, in neuen Zellkulturschalen
subkultiviert oder fir Stimulationsversuche in 6- oder 12-Loch-Zellkulturplatten

ausgesat.

2.9.3 Kryokonservierung eukaryotischer Zellen

Einfriermedium DMEM mit 20 % FKS (v/v) und 10 % DMSO (v/v)

Zur Konservierung von eukaryotischen Zellen wurden diese in flissigem Stickstoff

(-196 °C) aufbewahrt. Die Zellen wurden bei einer Konfluenz von 90 — 100 % mit Hilfe
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von Trypsin von der Zellkulturschale abgel6st, in 5 ml Zellkulturmedium aufgenommen
und bei 200 x g fir 5 Minuten sedimentiert. Das Zellsediment wurde in 1 ml eiskaltem
Einfriermedium resuspendiert und in ein Kryorohrchen lberfiihrt. Die Zellen wurden in
einem  Einfrier-Behalter (Nalgene®, Mr. Frosty), der eine schonende
Abkiihlgeschwindigkeit von 1 °C/min gewaéhrleistet, fiir 2 Tage bei -80 °C gelagert, bevor

sie in einen Tank mit flissigem Stickstoff zur endglltigen Lagerung Gberfiihrt wurden.

2.9.4 Auftauen von eukaryotischen Zellen

Kulturmedium 10 % FKS (v/v)
100 U/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin
in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

Die Zellen wurden nach der Entnahme aus dem Stickstoffbehdlter so schnell wie
moglich im Wasserbad bei 37°C aufgetaut und in 10ml vorgewdarmtem
Zellkulturmedium aufgenommen. Das Einfriermedium wurde durch eine 5 miniitige
Zentrifugation bei 200 x g entfernt. Die sedimentierten Zellen wurden in frischem
Medium resuspendiert und in eine Zellkulturschale transferiert. 24 Stunden nach dem

Auftauen wurde das Medium gewechselt.

2.9.5 Kollagenisierung von Zellkulturgefiaen

Um die Anhaftung der priméaren Keratinocyten an die Oberflachen der ZellkulturgefalRe

zu erleichtern, wurden diese mit dem Strukturprotein Kollagen beschichtet.

Puffer und L6sungen:

Kollagen-Lésung 20 pg/ml Kollagen in 0,02 M HCI
PBS 137 mM NaCl
pH 7,2 2,7 mM KClI

1,8 mM KH2PO4

10,1 mM Na2HPO4
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Die Zellkulturplatten und —flaschen wurden mit einem entsprechenden Volumen
Kollagenlésung versehen, so dass die Oberflache vollstandig benetzt war. AnschlieRend
wurden sie fir 30 min bei 37 °C inkubiert und dreimal mit PBS gespdlt. Bis zu ihrer
Verwendung wurden die kollagenisierten ZellkulturgefalRe bei Raumtemperatur trocken

gelagert.

2.9.6 Praparation und Kultivierung von primdren humanen Keratinocyten

Primdare humane Keratinocyten wurden aus juvenilen oder adulten Vorhauten
gewonnen, die aus der Praxis fir Kinderchirurgie (Dr. A. Eckstein, Kiel) oder aus dem
Stadtischen Krankenhaus Kiel bezogen wurden. Es wurden auBerdem primare
Keratinocyten von der Firma Promocell (Heidelberg) verwendet, die zur Unterscheidung
im Folgenden als NHEKs (Normal Human Epidermal Keratinocytes) bezeichnet werden.

Die Kultivierung erfolgte bei 37 °Cin einem Brutschrank, der mit 5 % CO, begast wurde.

Medium und Losungen:

DMEM-Kulturmedium 10 % FKS (v/v)

100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

Keratinocytenmedium SupplementMix
0,004 mg/ml Bovine Pituitary Extract
0,125 ng/ml Epidermal Growth Factor (rekombinant human)
5 ug/ml Insulin (rekombinant human)
0,33 pg/ml Hydrokortison
0,39 pg/ml Epinephrin
10 pg/ml Transferrin, holo (human)
100 U/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin
0,06 mM CacCl,
in Keratinocyte Growth Medium 2 (KGM2)

PBS 137 mM NacCl

pH 7,2 2,7 mM KCI

1,8 mM KH2POa4
10,1 mM NazHPOa4

Trypsin-Losung 0,1 % Trypsin in PBS
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Nach der Zirkumzision wurden die Vorhaute in DMEM-Kulturmedium bei 4 °C gelagert
und innerhalb von einem Tag verarbeitet.

Die ringférmigen Vorhdute wurden aufgeschnitten und flach ausgebreitet, um Fett- und
Bindegewebe sowie die Unterhaut mit Blutgefdlen zu entfernen. Die Haut wurde
anschlieBend mit einem Skalpell in moglichst schmale Streifen zerschnitten. Diese
wurden in Trypsin-Losung bei 4 °C inkubiert und nach 24 Stunden mit DMEM
Komplettmedium versetzt, um die proteolytische Aktivitat des Trypsins zu unterbinden.
Mit einer Pinzette wurde die Epidermis von den einzelnen Hautstreifen abgezogen und
in frisches Keratinocytenmedium Uberfihrt. AuBerdem wurden moglicherweise noch
an der Dermis anhaftende Zellen mit einer Pinzette abgeschabt und ebenfalls in
Keratinocytenmedium aufgenommen.

Die Zellen sowie die Epidermis-Stiicke wurden vereinzelt und durch ein Zellsieb (40 um)
gepresst. AnschlieBend wurde die Zellsuspension bei 200 x g fir 5 min zentrifugiert
(Centrifuge 5810R, Eppendorf). Die sedimentierten Zellen wurden in frischem
Keratinocytenmedium resuspendiert und in kollagenisierten Zellkulturflaschen ausgesat
(Wiedow et al., 1998). Sobald die Zellen eine Konfluenz von 90 % erreicht hatten,
wurden sie passagiert oder flir Stimulationsversuche in kollagenisierte 6- oder 12-Loch-
Zellkulturplatten ausgesat.

Die Zellen wurden bis zur Passage 7 flir Versuche eingesetzt.
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2.9.7 Praparation und Kultivierung von primdren murinen Keratinocyten

Primare murine Keratinocyten wurden aus den Schwanzen von mindestens 6-8 Monate
alten Mausen gewonnen. Die Kultivierung erfolgte bei 37 °C in einem Brutschrank, der

mit 5 % CO, begast wurde.

Medium und Losungen:

lodl6sung Betaisodona®
Maus- SupplementMix
Keratinocytenmedium 0,004 mg/ml Bovine Pituitary Extract

0,125 ng/ml Epidermal Growth Factor (rekombinant human)
5 pg/ml Insulin (rekombinant human)
0,33 pg/ml Hydrokortison
0,39 pg/ml Epinephrin
10 pg/ml Transferrin, holo (human)
100 U/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin
0,06 mM CaCl,
8 ng/ml Choleratoxin
20 ng/ml murines EGF
in Keratinocyte Growth Medium 2 (KGM2)

PBS 137 mM NaCl

pH 7,2 2,7 mM KCI

1,8 mM KH2POa4
10,1 mM NazHPOa4

Trypsin-Losung 1 % Trypsin in DMEM

Der Mausschwanz wurde zunachst fir 5 min in Betaisodona-L6sung inkubiert und
anschlieend dreimal in 70 % EtOH gewaschen, um eine Kontamination der Zellkultur
mit Bakterien weitestgehend zu vermeiden. Mit sterilisiertem Praparierbesteck wurde
die Haut der Lange nach aufgeschnitten und der Knorpel entfernt. Die Haut wurde in ca.
2 cm lange Sticke geschnitten und mit der Dermis nach unten flach auf sterilem
Filterpapier ausgebreitet, um fir die anschlieBende Trypsinbehandlung moglichst
groRflachig zuganglich zu sein. Diese erfolgte fiir 90 Minuten bei 37 °C, wobei das
Filterpapier mit der darauf aufliegenden Haut in einer 1 %igen Trypsinlosung inkubiert
wurde. Danach konnte die Epidermis von der darunter liegenden Dermis abgezogen
werden. Die Epidermisstiicke wurden in PBS mit 10 % (v/v) FKS uberfihrt und darin mit

einem Spritzenstempel durch ein Zellsieb (40 um) gepresst, um Haare aus der
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Praparation zu entfernen und die Zellen zu vereinzeln. AnschlieRend wurden die Zellen
bei 200x g fir 5min sedimentiert und in frischem Maus-Keratinocytenmedium
resuspendiert. Die Zellen wurden in kollagenisierte 6 — oder 12 —Loch-Zellkulturplatten

ausgesat und bei einer Konfluenz von 80-100 % fiir Stimulationsversuche eingesetzt.

2.10 Transiente Transfektion von eukaryotischen Zellen

Medium und Loésungen:

Kulturmedium 10 % FKS (v/v)

100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

Transfektionsreagenz TurboFect (Thermo Scientific)

Das Einbringen von Expressionsvektoren in eukaryotische Zellen erfolgte mit Hilfe der
Lipofektion.

Das Pipettierschema flir einen einfachen, doppelten oder dreifachen
Transfektionsansatz ist in Tabelle 6 aufgefiihrt. Der fertige Transfektionsansatz wurde
20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Transfektion erfolgte in 12-Lochplatten. Es
wurden pro Vertiefung 100 ul Transfektionsansatz tropfenweise zu 500 ul serumfreiem
Medium ohne Antibiotika gegeben.

Der Zeitpunkt der Zugabe des Transfektionsansatzes wurde als Zeitpunkt t=0
betrachtet. Nach 6 Stunden wurde das Medium auf Kulturmedium gewechselt und nach

24 bis 48 Stunden wurden die Zellen fur Stimulationsversuche verwendet.

Tabelle 6: Pipettierschema fiir Transfektionsansatze

Serumfreies Plasmid Turbofect,
Medium, pl aa ul
Einfach Transfektion 100 0,5 (z.B. AP-Substrat) 1
Doppel-Transfektion 100 0,5 ug AP-Substrat +0,5 ug ADAM- 1,5
Protease/Rezeptor
Dreifach- 100 0,4 ug AP-Substrat + 0,4 ug ADAM- 5

Transfektion Protease + 0,7 ug Rezeptor
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2.11 siRNA Transfektion

Medium und Losungen:

Keratinocytenmedium | SupplementMix
0,004 mg/ml Bovine Pituitary Extract
0,125 ng/ml Epidermal Growth Factor (rekombinant human)
5 pug/ml Insulin (rekombinant human)
0,33 pg/ml Hydrokortison
0,39 pg/ml Epinephrin
10 pg/ml Transferrin, holo (human)
100 U/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin
0,06 mM CacCl,

in Keratinocyte Growth Medium 2 (KGM2)

Transfektionsreagenz HiPerFect (Quiagen)

Zur Herunterregulierung der Genexpression von ADAM17 und NFkB wurde siRNA mit
Hilfe des Transfektionsreagenzes HiPerFect (Quiagen) in die Zellen eingebracht.

Fur ADAM17 wurde Stealth”™ siRNA (HSS186181, Invitrogen) verwendet und flir NFkB
wurde Stealth™ SiRNA  (HSS109159, Invitrogen) eingesetzt, die gegen die
Transaktivierungsdoméne RelA/p65 des p65/p50 NF-kB Komplexes gerichtet ist. Als
Kontrolle diente Stealth™ low GC control siRNA (12935-200, Invitrogen), die aus einer
zufélligen Sequenz zusammengesetzt ist und keine Homologie zu bekannten Genen
aufweist.

Die Zellen wurden bei 40 —50 % Konfluenz mit einer finalen siRNA-Konzentration von
20 nM in 12-Loch-Platten transfiziert. Es wurden pro Ansatz 3 ul HiPerFect und 1 pul der
20 uM siRNA Stamm-Losung zu 96 pul KGM2-Basalmedium pipettiert und fiir 15 min
inkubiert. Dieser Transfektionsansatz wurde tropfenweise auf die Zellen in 900 ul
Keratinocytenmedium ohne Antibiotika gegeben.

Der Zeitpunkt der Zugabe des Transfektionsansatzes wurde als Zeitpunkt t=0
betrachtet. Nach 21 Stunden wurde der Transfektionsansatz entfernt, indem das
Medium gewechselt wurde und nach 48 bis 60 Stunden wurden die Zellen fir
Stimulationsversuche verwendet.

Um die Effizienz des Gen-knockdowns und vor allem die Degradation bereits
vorhandenen Proteins zu Uberprifen, wurden Western-Blot-Analysen von Zelllysaten

durchgefihrt.
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2.12 Stimulation von Zellen und Herstellung von Zelllysaten

Lésungen:
Lysepuffer 5 mM Tris
Western Blot 1 mM EGTA
pH7,4 250 mM Saccharose
1 % (v/v) Triton-X-100
10 mM 1,10-Phenanthrolin vor jeder
1 x Complete Protease-Inhibitor-Mix (Roche) A"'}ﬁ:ﬁ)""g
1 x PhosStop Phosphatase-Inhibitor-Mix (Roche) 2ugefiigt
Lysepuffer 1 mM EDTA
AP-Assay 10 mM 1-10-Phenanthrolin
2,5 % (v/v) Triton-X-100 in H,0

Alle Zellen wurden vor der Stimulation mindestens eine Stunde in zusatzfreiem
Basalmedium inkubiert und die Stimulation erfolgte anschliefend ebenfalls in diesem
Basalmedium.

Vor der Stimulation mit Wachstumsfaktoren wurden die Zellen 8 Stunden in
serumfreiem Basalmedium inkubiert, um die Zellen fir die Zugabe von
Wachstumsfaktoren zu sensibilisieren und zu gewahrleisten, dass Riickstdnde von
Wachstumsfaktoren aus dem Kulturmedium verbraucht sind.

Inhibitoren wurden, wenn nicht anders beschrieben, 15 min vor der Stimulation zu den
Zellen gegeben, damit die entsprechenden Ziel-Molekiile bereits blockiert bzw.
inhibiert sind, wenn die Stimulation erfolgt.

Es wurden entsprechende Losungsmittelkontrollen fiir die einzelnen Stimulantien und
Inhibitoren eingesetzt.

Nach Beendigung der Stimulation wurde das Medium abgenommen und vor der
weiteren Verwendung flir 5 min bei 15 000 x g und 4 °C zentrifugiert (Centrifuge 5417R,
Eppendorf), um Zellen oder Zelltriimmer zu entfernen. Wurden die Uberstidnde nicht
sofort fiir weitere Analysen verwendet, wurden sie bei -20 °C eingefroren.

Je nach Art der Analyse wurden unterschiedliche Lysepuffer verwendet. Der Protease-
Inhibitor-Mix Complete sowie der Phosphatase-Inhibitor-Mix PhosStop wurden jeweils
frisch aus einer 25- bzw. 10-fachen Stammlésung zugegeben. Auch das
1,10-Phenathrolin wurde erst kurz vor der Verwendung hinzugefiigt.

Die Zellen wurden direkt in der 12-Loch-Platte mit 150 pl gekiihltem Lysepuffer
versehen und mindestens 30 min bei 4 °C auf einem Kippschittler geschiittelt. Die

Zellen wurden anschlieRend in dem Lysepuffer aufgenommen, in ein Reaktionsgefal



MATERIAL & METHODEN| 39

Uberfiihrt und gevortext. Nach einer 30 minitigen Inkubation auf Eis und wiederholtem
Vortexen wurden alle unldslichen Zellbestandteile fiir 5 min bei 15 000 x g und 4 °C
sedimentiert (Centrifuge 5417R, Eppendorf). Der Extrakt wurde in ein frisches

ReaktionsgefalR Gberfihrt und ggf. bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

2.13 Proteinbestimmung nach Bradford

Der Proteingehalt der Zellextrakte wurde nach Bradford ermittelt (Bradford, 1976). Es
wurde eine gebrauchsfertige Coomassie-Losung (Thermo Scientific) verwendet. Die
Bestimmung der Proteinkonzentration wurde in  Mikrotiterplatten nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Fir die Kalibrierreihe wurde BSA eingesetzt. Die

Messung erfolgte im Plattenphotometer EL800 von BioTek bei 595 nm.

2.14 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrer molekularen Masse erfolgte nach dem von

Laemmli beschriebenen System (Laemmli, 1970).

Puffer und L6sungen:

Elektrophoresepuffer 25 mM Tris
pH 8,8 192 mM Glycin

0,1 % (w/v) SDS
Rotiphorese Gel 30 Acrylamid/Bisacrylamid 37,5:1
Roth
Sammelgelpuffer 0,5 M Tris
pH 6,8 0,4 % (w/v) SDS
Trenngelpuffer 1,5 M Tris
pH 8,8 0,4 % (w/v) SDS
APS 10 % (w/v) APS in H,0
SDS-Probenpuffer 2 % (w/v) SDS

10 % (w/v) Glycerin

125 mM Tris

1 mM EDTA

20 mM DTT

0,01 % Bromphenolblau
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Es wurden vertikale Gelsysteme (Modellnr.: 45-1010-i, Peglab) verwendet. Ein Gel hat
eine GroRevonca.9cm x 7 cm x 1,5 mm.

Die Trennung der Proteine erfolgte in einem diskontinuierlichen Gel, das aus einem
4,5 %-igen Sammelgel und einem 7,5 %-igen Trenngel bestand (siehe Tabelle 7). Das Gel
wurde direkt vor dem Gellauf in der Elektrophorese-Apparatur gegossen. Die Kammern,
in der sich die Anode bzw. die Kathode befinden, wurden beide mit
Elektrophoresepuffer beflllt. Die Auftragstaschen waren vollstandig mit Puffer bedeckt
und wurden mit diesem ausgesplilt und das gegeniiberliegende Ende des Gels tauchte
ebenfalls in den Puffer ein.

Die aufzutrennenden Proben wurden mit SDS-Probenpuffer versehen und fir
5 Minuten bei 95 °C denaturiert, bevor sie in die Geltaschen geflllt wurden. Zusatzlich
wurden 5 pl des Protein-GréRenstandards PageRuler™ Plus von Thermo Scientific
aufgetragen. Der Gellauf erfolgte fiir 30 Minuten bei 70 V und wurde bei 90 V

fortgesetzt, bis die Lauffront das Gelende erreicht hat.

Tabelle 7: Zusammensetzung von SDS-Gelen nach Laemmli. Die Angaben beziehen sich
auf ein Gel.

Trenngel Sammelgel
Acrylamidkonzentration (%) 7,5 4,5
Rotiphorese Gel 30 2,33 ml 0,835 ml
Sammelgelpuffer - 1,25 ml
Trenngelpuffer 2,5 ml -
H,0 5,0 ml 2,9 ml
TEMED 30 ul 15 pl
APS 60 ul 30 ul
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2.15 Western-Transfer von Proteinen

Puffer und Lésungen:

Transfer-Puffer 25 mM Tris
pH 8,3 192 mM Glycin
10 % (v/v) Methanol

100 % Methanol

Um Proteine aus einem SDS-Gel (siehe 2.14) auf eine PVDF-Membran zu libertragen
wurde das Verfahren des Tank-Blottings angewendet. Es wurde Filterpapier auf die
GroRe des Trenngels zugeschnitten und in Transferpuffer getrankt. Die PVDF-Membran
wurde ebenfalls entsprechend zugeschnitten und in Methanol aktiviert. Zum
Proteintransfer wurde eine Tank-Blot-Apparatur mit 8,5 x 9,5 cm Elektrodenflachen
verwendet. Die Membran und das Gel wurden zwischen je zwei Filterpapierblattern
und einer Fasermatte auf beiden Seiten in die Blotting-Kassette eingelegt. Die Kassette
wurde in die Apparatur eingesetzt, wobei sich die Membran auf der Seite der Anode
befand und das Gel auf der der Kathode zugewandten Seite. Der Transfer wurde bei

80 mA fiir 12 — 15 Stunden durchgefiihrt.

2.15.1 Immunologische Detektion der transferierten Proteine

Puffer und L6sungen:

Blockierlésung 5 % (w/v) Milchpulver in TBST-Puffer
TBS-Puffer 20 mM Tris
pH 7,4 140 mM NaCl
1 mM EDTA
TBST-Puffer 0,001 % (v/v) Tween-20 in TBS-Puffer

Um unspezifische Bindungen zu verhindern, wurde die Membran fiir eine Stunde in
Blockierlésung langsam geschiittelt. Im Anschluss folgte eine einstiindige Inkubation
mit dem primaren Antikorper, welcher in Blockierldsung verdinnt wurde (siehe
Tabelle 3). Antikorper der Firma Cell Signaling wurden den Herstellerangaben

entsprechend (ber Nacht bei 4 °C rollend auf der Membran inkubiert. Nachdem
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ungebundener Antikérper dreimal fiir 5 min mit TBST abgewaschen wurde, wurde die
Membran mit speziesspezifischen Sekundarantikérpern inkubiert, welche direkt an eine
Peroxidase gekoppelt waren und in TBST-Puffer verdiinnt wurden (siehe Tabelle 4). Es
erfolgte abermals ein dreimaliger Waschschritt fiir 5 min in TBST, um ungebundenen
Sekundarantikérper zu entfernen.

Die Antikorper-markierten Proteine wurden mit Hilfe des Peroxidase-Substrates ECL
Advanced sichtbar gemacht, welches nach Herstellerangaben verwendet wurde. Die
emittierte Chemilumineszenz wurde mit der CCD-Kamera des Fusion FX7-Instruments

(Peglab) aufgenommen.

2.15.2 Strippen von PVDF Membranen

Puffer:
Stripping-Puffer 62,5 mM Tris
pH 6,7 20 % (w/v) SDS

+0,7 % (v/v) 2-Mercaptoethanol frisch zugefiigt

Durch das Ablésen der gebundenen primaren und sekundaren Antikorper von der
PVDF-Membran ist es moglich, einen Blot mehrmals mit unterschiedlichen Antikérpern
zu markieren. Der Vorgang des Ablosens der Antikorper wird als Stripping bezeichnet.
Die Membran wurde hierfiir je nach Intensitat der zuvor detektierten Banden fir
15 - 45 min bei 65 °C in Stripping-Puffer inkubiert. AnschlieRend wurde die Membran

grindlich in TBST gewaschen und erneut fiir 1 hin 5 % Blockierungslosung inkubiert.

2.16 Shedding-Experimente_mit Alkalische-Phosphatase-gekoppelten
Substraten

Puffer und L6sungen:

AP-Puffer 100 mM NacCl
pH 9,5 100 mM Tris
20 mM MgCl,
Substratlésung 1 Tablette p-NPP in AP-Puffer ( 2 1mg/ml)
NBT-BCIP-Losung 1 Tablette BCIP/NBT in 10 ml H,0
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Um die proteolytische Aktivitat verschiedener ADAM-Proteasen zu vergleichen und um
deren Stimulierbarkeit und Substratspezifitdit zu untersuchen, wurden Alkalische
Phosphatase (AP)-gekoppelte Substrate verwendet. Dies sind Substrate, die an ihrer
extrazellularen Domane mit einer Alkalischen Phosphatase fusioniert sind und in
eukaryotische Zelllinien transfiziert wurden (siehe 2.10).

Die Aktivitat der Alkalischen Phosphatase kann durch den Umsatz des chromogenen
Substrates p-Nitrophenylphosphat (pNPP) nachgewiesen werden. Durch das Verhéltnis
der AP-Aktivitdt im Zellkulturiberstand und der AP-Aktivitat im Zelllysat, wurde
bestimmt, wie viel Prozent des gesamten Protease-Substrates in den
Zellkulturtberstand freigesetzt wurde.

Die Bestimmung erfolgte in Dreifachwerten. Es wurden je 100 pl Zellkulturiberstand
und 10 pl Zelllysat, welches in 90 ul AP-Puffer verdiinnt wurde, fir die Messung in einer
Mikrotiterplatte eingesetzt. Pro Vertiefung wurden 100 ul der Substratldsung
zugegeben. Die Umsetzung von pNPP zu p-Nitrophenol wurde durch Messung der
Extinktion bei einer Wellenldnge von 405 nm im Plattenlesegerdt EL800 (BioTek)
gemessen. Um die gleichméaBige Expression dieser AP-gekoppelten Substrate zu
Uberprifen, wurden die Zelllysate unter nicht denaturierenden Bedingungen mit Hilfe
der SDS-PAGE aufgetrennt. Das Gel wurde fiir 30 — 60 min bei 37 °C mit NBT-BCIP-
Losung inkubiert, so dass die Umsetzung dieses Substrates durch die Alkalische

Phosphatase im Gel durch eine Farbreaktion sichtbar wurde.

2.17 In vitro Wundheilungs-Versuch

Um den Einfluss untersuchter Signaltransduktionswege auf die Migration von
Keratinocyten zu bestimmen, wurden in vitro Migrationsversuche durchgefiihrt. Dazu
wurde eine 100 % konfluente Zellschicht aus Keratinocyten mit einem sterilen
Zahnstocher zerstort. Abgeldste Zellen wurden mit PBS entfernt. AnschlieBend wurden
die Zellen mit Basalmedium in An- oder Abwesenheit von Inhibitoren oder Stimulantien
flr 24 Stunden im Brutschrank inkubiert.

Der zellfreie Bereich wurde nach 0,12 und 24 Stunden betrachtet und mit einer
Mikroskop-Kamera fotografiert. Eine Markierung auf der Unterseite der Platte stellte
sicher, dass jeweils der gleiche Bereich aufgenommen wurde. Die Vermessung der
zellfreien Bereiche erfolgte mit dem Programm Axio Vision Rel. 4.8 (Zeiss). Die Flache

zum Startzeitpunkt entspricht 100 %.
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2.18 Mutagenese

2.18.1 Ausgangsplasmid

Das Plasmid pcDNA-ADAM17, das fiir die Herstellung verschiedener Transmembran-
Mutanten von ADAM17 verwendet wurde, setzt sich aus dem pcDNA3.1-
Expressionsvektor von Invitrogen (Carlsbad, USA) und dem 2484 bp groRen Fragment,
das fir murines ADAM17 codiert, zusammen. Dieses Fragment beinhaltet sowohl die
Sequenz fiir die 214 AS lange Prodomaéne als auch fiir das mature Protein, das aus
613 AS besteht. Der Expressionsvektor codiert zusatzlich fiir eine neun AS lange
Hamagglutinin (HA)-Markierung, die C-terminal an die intrazellulire Domane von
ADAM17 angefigt wird. Das Plasmid wurde von Carl Blobel (Hospital for Special
Surgery, New York) zur Verfligung gestellt. Die Nukleotidsequenz und die daraus
abgeleitete AS-Sequenz der Transmembrandomane sind in Abbildung 7 dargestellt. Rot

markiert sind die Aminosauren, die mutiert wurden.
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Abbildung 7: A) Nukleotid- und abgeleitete AS-Sequenz der Transmembran-Domane
von murinem ADAM17, B) schematische Darstellung der Transmembran-Domé&ne von
ADAM17 (erstellt durch Prof. J. Grotzinger, Inst. f. Biochemie, Kiel; nach Kraulis, 1991).
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2.18.2 Verwendete Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von der Firma Sigma Aldrich bezogen. Die
Schmelztemperaturen wurden mit dem Programm QuickChange® Primer Design von
Stratagene berechnet.

(http://www.stratagene.com/qcprimerdesign).

Verwendete Oligonukleotide:

ADAM 17 TMpuid:

A17Fs76A mutagenese:
5’-CATCGTTGGGTCTGTTCTGGTTGCCTCCTTGATATTTTGGATTC-3’

A17Fs,6A antisense:
5’-GAATCCAAAATATCAAGGAGGCAACCAGAACAGACCCAACGATG-3’

ADAM 17 TMpui2:

A17Fgg3A mutagenese:
5'-GTCTGTTCTGGTTGCCTCCTTGATAGCTTGGATTCCTTTCAGCATTC-3’

A17Fss3A antisense:
5’-GAATGCTGAAAGGAATCCAAGCTATCAAGGAGGCAACCAGAACAGAC-3’

ADAM 17 TMpui3:

A17F¢,A mutagenese:
5’-CTCCTTGATAGCTTGGATTCCTGCCAGCATTCTTGTCCACTGTGTG-3’

Al7Fss,A antisense:
5’-CACACAGTGGACAAGAATGCTGGCAGGAATCCAAGCTATCAAGGAG-3’

ADAM 17 TMp.i4:

Al17Gg74567,sAA mutagenese:
5’-CTGGCAGATAACATCGTTGCGGCTGTTCTGGTTTTCTCCTT-3’

A17Gs745675AA antisense:
5’-AAGGAGAAAACCAGAACAGCCGCAACGATGTTATCTGCCAG-3’

ADAM 17 TMpui5:
A17Pg9sA mutagenese:
5 -TCTCCTTGATATTTTGGATTGCTTTCAGCATTCTTGTCCAC-3’
A17Pgs95A antisense:
5’-GTGGACAAGAATGCTGAAAGCAATCCAAAATATCAAGGAGA-3’

ADAM 17 TMpi6:

Al17Hg9,A mutagenese:
5’-TTCCTTTCAGCATTCTTGTCGCCTGTGTGGATAAGAAACTGG-3’

Al7Hgq,A antisense:
5’-CCAGTTTCTTATCCACACAGGCGACAAGAATGCTGAAAGGAA-3’
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2.18.3 Mutagenese-Reaktion

Die Mutationen wurden mit Hilfe des QuickChange® Il Site-directed Mutagenesis Kits
der Firma Stratagene (#200523) in die Sequenz eingefiigt.

Hierbei konnen spezifische Mutationen in doppelstrangige Plasmid-DNA eingefiigt
werden, indem zwei synthetische Oligonukleotide (Primer) verwendet werden, die
jeweils beide komplementar zu gegenliberliegenden Strangen eines Abschnitts sind und
die gewiinschte Mutation enthalten (siehe 2.18.2).

Die Primer wurden durch eine PCR mit der PfuUltra HF DNA-Polymerase verlangert,
ohne dass die Ausgangs-Oligonukleotide entfernt und durch neusynthetisierte DNA
ersetzt wurden. Dadurch entstanden mutierte, neusynthetisierte Plasmide, welche
versetzte Bruchstellen beinhalteten. Das Pipettierschema fiir einen PCR-Ansatz ist in
Tabelle 8 beschrieben und die Amplifikation erfolgte nach den in Tabelle 9 aufgefiihrten

Bedingungen im Thermozykler (pegSTAR 96 universal, Peglab).

Tabelle 8: Pipettierschema fiir einen PCR-Ansatz

Volumen, ul
Reaction buffer (10 x) 5
Plasmid-DNA (12,5 ng/ul) 2
dNTP-Mix 1
Oligonukleotid #1 (125 ng/ul) 1
Oligonukleotid #2 (125 ng/ul) 1
PfuUltra HF DNA-Polymerase 1
H,0 39
Tabelle 9: PCR-Programm der Mutagenese-PCR
. Denaturierung Annealing Elongation
Schritt 95°C 60°C * 68°C Zyklen
1 30 sek --- --- 1
2 30 sek 1 min 8 min ** 12
3 Kihlung 4°C oo

* Primer-spezifische Hybridisierungstemperatur
** Amplifikat-spezifische Elongationszeit (1000 bp/min)

Das PCR-Produkt wurde anschliefend bei 37 °C fiir eine Stunde mit 10U der Dpnl

Endonuklease behandelt. Diese Endonuklease erkennt und spaltet nur methylierte und




MATERIAL & METHODEN | 47

hemimethylierte DNA, so dass nur die bakterielle, unmutierte Ausgangs-DNA abgebaut
wurde.

Die verbleibende, mutierte Plasmid-DNA wurde mittels Transformation in
superkompetente E.coli-Bakterien des Stammes XL1 blue eingebracht (siehe 2.18.5).
Nach der Amplifikation in den Bakterien wurde das Plasmid isoliert (siehe 2.18.7) und

die Mutation durch Sequenzierung Gberprift (siehe 2.18.8).

2.18.4 Herstellung chemisch kompetenter Zellen

Puffer und L6sungen:

LB-Medium 171 mM NaCl
pH 7,0 10 % (w/v) Trypton/Pepton
5 % (w/v) Hefeextrakt
Tris-Puffer 0,1 M NacCl
pH 7,0 5 mM Tris
5 mM MgCl,
CaCl,-Losung 0,1 M CacCl,
pH 7,0 5 mM Tris
5 mM MgCl,
Glycerin

Zur Herstellung kompetenter E. coli-Zellen wurden die Bakterien des Stammes XL1 blue
mit CaCl, behandelt.

Die Bakterien einer Ubernachtkultur wurden 1:100 in LB-Medium verdiinnt und bis zum
Erreichen einer Optischen Dichte (ODgy) von 0,4 - 0,6 bei 37 °C und 200 rpm kultiviert.
Die Bakterien wurden anschlieBend 20 min auf Eis abgekiihlt und 5 min bei 5000 x g
und 4 °C zentrifugiert. Das Zellsediment von 50 ml Bakterienkultur wurde in 20 ml
eiskaltem Tris-Puffer resuspendiert und erneut fiir 10 min bei 5000 xg und 4 °C
zentrifugiert (Heraeus Multifuge X3R). AnschlieRend wurde das Zellsediment in 20 ml
vorgekiihlter CaCl,-Lésung aufgenommen und flir mindestens 20 min auf Eis inkubiert.
Die Losung wurde danach erneut zentrifugiert (10 min, 5000 x g, 4 °C) und das
Zellsediment wurde in 2 ml CaCl,-Lésung aufgenommen. Nach einstiindiger Inkubation
auf Eis wurden 500 ul Glycerin zu der Losung gegeben und durch vortexen mit dieser
vermischt. Diese Zellsuspension wurde auf Eis zu je 50 ul aliquotiert, in fliissigem

Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.
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2.18.5 Transformation von chemisch kompetenten Bakterien

Medien und Losungen:

SOC-Medium 0,5 % (w/v) Hefeextrakt
2,0 % (w/v) Trypton

10 mM NacCl

2,5 mM KCl

10 mM MgCl,

10 mM MgSO,

20 mM Glucose

LB/Amp-Platten 171 mM NaCl

1 % (w/v) Trypton/Pepton
0,5 % (w/v) Hefeextrakt
1,5 % (w/v) Agar-Agar

0,1 mg/ml Ampicillin

Fiir die Transformation wurden 50 ul chemisch kompetente E. coli XL1 blue-Zellen auf
Eis aufgetaut, mit 1 pl Plasmid versetzt und 45 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend
wurde der Transformationsansatz fiir 40 s auf 42 °C erhitzt (Hitzeschock) und fir 5 min
auf Eis abgekiihlt. Nachdem 300 ul SOC-Medium zu den Zellen gegeben wurden,
wurden diese bei 37 °C fir eine Stunde bei 800 rpm geschiittelt und anschlieRend auf
einer LB-Platte mit Antibiotikum ausgestrichen. Diese wurden dann bei 37 °C im
Brutschrank tber Nacht inkubiert.

Einzelne Kolonien wurden von der Platte mit einer sterilen Pipettenspitze abgenommen
und in 5 ml LB-Medium mit ensprechendem Selektions-Antibiotikum Gberfihrt. Diese
Vorkultur wurde bei einer ODgg von ca. 0,5 zum Anlegen eines Glycerol-Stammes

verwendet.

2.18.6 Anlegen eines Glycerol-Stammes

Zur langfristigen Lagerung transformierter Bakterien wurden Glycerol-Stamme
angelegt. Es wurden 850 pl einer Bakterienkultur mit 150 pl Glycerin durch Vortexen
gemischt und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Anschliefend wurden die Stamme

bei -80 °C gelagert.
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2.18.7 Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli

Um Plasmide zu amplifizieren und anschliefend zu isolieren wurden 250 ml LB-Medium
mit Selektions-Antibiotikum mit Bakterien aus einem Glycerol-Stamm angeimpft.

Die Isolierung von Plasmiden aus Bakterien erfolgte mit Hilfe des PureYield™ Midiprep-
Kits (Promega) nach Herstellerangaben.

Fiir die Isolierung kleinerer Mengen DNA, welche fiir Sequenzierungen eingesetzt
wurde, wurde ein Kultur-Volumen von 5 ml und das GeneJET Plasmid Miniprep-Kit

(Fermentas, heute Thermo Scientific) verwendet.

2.18.8 Sequenzierung von DNA

Zur Uberpriifung der eingefiigten Mutationen in die Transmembrandomine von
ADAM17 wurde die Plasmid-DNA von der Firma Seglab (Gottingen) sequenziert. Dazu
wurden 650ng Plasmid-DNA zusammen mit 20 pmol des Oligonukleotids
SeqpcDNA3.1BGHrev (5-CTAGAAGGCACAGTCGAG-3‘) in einem Volumen von 7 pl

eingeschickt.
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3 ERGEBNISSE

Der Ergebnisteil dieser Arbeit gliedert sich in drei Teile. Der erste beschaftigt sich mit
der Transaktivierung des epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors (epidermal growth
factor receptor, EGFR) durch Stimulation des Fibroblasten-Wachstumsfaktor-Rezeptors
(fibroblast growth factor receptor, FGFR) in Keratinocyten und beschreibt die
potenzielle Rolle von Metalloproteasen in diesem Prozess. Der zweite Teil behandelt
die Frage, ob auch Toll-like-Rezeptoren (TLRs) in der Lage sind, ein Signal nach
Stimulation durch einen Liganden auf den EGFR umzuleiten.

Der dritte und letzte Teil beschreibt Analysen zur Relevanz der
Aminosdurezusammensetzung der Transmembran-Domane von ADAM17 und deren

Bedeutung fiir die Regulation der Aktivitat der Protease.

3.1 Transaktivierung des EGFR durch FGFR2b

Es ist bekannt, dass manche Zelloberflaichen-Rezeptoren nach Stimulation mit ihren
spezifischen Liganden ADAM17 aktivieren. Dies fuhrt zu einer vermehrten Freisetzung
von ADAM17-Substraten, u. a. EGFR-Liganden, und letztendlich zu einer Aktivierung des
ERK/MAPK-Signalweges, vermittelt durch die Aktivierung des EGF-Rezeptors.

Dieser Weg der indirekten EGFR-Aktivierung oder auch Transaktivierung des EGFR
wurde zuerst fiir G-Protein-gekoppelte Rezeptoren beschrieben (Prenzel et al., 1999).
Auch fiir Rezeptor-Tyrosinkinasen, wie den vaskuldr endothelialen Wachstumsfaktor-
Rezeptor (vascular endothelial growth factor receptor, VEGFR) und den Rezeptor fir
von Blutpldttchen abgeleiteten Wachstumsfaktoren (platelet derived growth factor
receptor, PDGFR) wurde gezeigt, dass diese ADAM17 und somit die EGFR-vermittelte
ERK1/2-Signalkaskade aktivieren kdnnen (Swendeman et al., 2008; Mendelson et al.,
2010). Zusatzlich werden die MAP-Kinasen ERK1/2 in diesen Fallen jedoch auch auf
direktem Wege aktiviert, was der allgemeinen Lehrmeinung zu diesen Rezeptoren
entspricht.

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob auch die Keratinocyten-spezifische FGFR-
Isoform 2b (FGFR2b) aus der Familie der Rezeptor-Tyrosinkinasen ADAM17 und somit
den EGFR-Signalweg aktivieren kann. Der spezifische Ligand fiir den FGFR2b ist FGF7.
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3.1.1 Die Stimulation von ERK1/2 nach FGFR2b-Aktivierung ist Metalloprotease-
abhdngig

Um festzustellen, ob eine Metalloprotease an der Phosphorylierung von ERK1/2 nach
der Stimulation des FGFR2b beteiligt ist, wurden Keratinocyten fiir 5 bis 60 min mit
FGF7 stimuliert. Die Metalloproteasen wurden dabei durch den unspezifischen Inhibitor
Marimastat (MM) gehemmt. Die Zelllysate wurden anschlieBend mittels Western Blot-
Analyse mit spezifischen Antikdrpern untersucht, die zwischen der phosphorylierten
und der nicht-phosphorylierten Form von ERK1/2 unterscheiden.

Abbildung 8 zeigt den Western Blot der Zelllysate von der humanen Keratinocyten-
Zelllinie HaCaT nach verschiedenen Stimulations-Zeitrdumen (a) sowie die
densitometrische Quantifizierung der Banden aus drei unabhangigen Experimenten (b).
Die Stimulation mit FGF7 fihrt zu einer Phosphorylierung von ERK1/2 (pERK), welche in
der Gegenwart von Marimastat vollkommen unterbunden ist. Die Phosphorylierung
tritt bereits nach 5 min auf und wird durch Marimastat vollstandig unterdriickt. Dieser

Effekt ist Gber den gesamten untersuchten Zeitraum zu beobachten.
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Abbildung 8: Metalloprotease-abhéngige Signaliibertragung zwischen FGFR2b und EGFR/ERK.
HaCaT-Zellen wurden fur 5 bis 60 min mit 20 ng/ml FGF7 mit oder ohne 5 uM Marimastat (MM)
behandelt (a,b) oder fiir 15 min mit MM oder Cetuximab (10 pg/ml) vorbehandelt und anschlieRend
15 min mit 20 ng/ml FGF7 bzw 50 ng/ml HB-EGF stimuliert (c,d). Es ist je ein reprasentativer Western
Blot (a,c) und die densitometrische Auswertung (Mittelwert und Standardabweichung) von drei
unabhangigen Experimenten abgebildet (b,d).

* p<0,05 im Vergleich zu der FGF7-stimulierten Kontrolle (Student’s t-Test).
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Abbildung 8 c/d zeigt, dass die MM-vermittelte Inhibition der ERK1/2-Phosphorylierung
durch die Zugabe des EGFR-Liganden HB-EGF aufgehoben werden kann.

Die Inhibition, die durch den EGFR-blockierenden Antikérper Cetuximab bedingt ist,
wird jedoch nicht durch HB-EGF kompensiert, was darauf hindeutet, dass die
ERK1/2-Phosphorylierung allein vom EGF-Rezeptor abhéangig ist und nicht durch den
FGFR2b direkt vermittelt wird. Auch der Phosphorylierungszustand des EGFR wurde
analysiert und ist in Abbildung 8 c/d dargestellt. Die Stimulation mit FGF7 fihrt zu einer
Phosphorylierung des EGF-Rezeptors, welche durch den Metalloprotease-Inhibitor MM
und durch den EGFR-blockierenden Antikdrper Cetuximab unterbunden wird. Diese
Inhibition der EGFR-Phosphorylierung kann wie bei ERK1/2 ebenfalls nur bei MM, nicht
aber bei Cetuximab durch HB-EGF riickgangig gemacht werden.

Experimente mit primdren humanen Keratinocyten zeigen das gleiche Ergebnis, sind
jedoch in dieser Arbeit nicht abgebildet (siehe Anhang: Maretzky et al., 2011).

Die Tatsache, dass die Phosphorylierung von ERK1/2 bereits nach 5 min vollstindig
durch Marimastat unterbunden wird, deutet darauf hin, dass es sich dabei um einen
komplett Metalloprotease-abhdngigen Prozess handelt wahrend eine direkte,
intrazelluldre Signalweiterleitung vom FGFR2b zu ERK1/2, wie sie bisher angenommen

wurde, nicht stattfindet.

3.1.2 Vergleich von FGFR2b und VEGFR vermittelter ADAM17-Aktivierung

Fiir die im Endothel vorkommende Rezeptor-Tyrosinkinase VEGFR2 wurde bereits
beschrieben, dass diese nach Stimulation mit ihrem Liganden VEGF-A ADAM17 aktiviert
(Swendeman et al., 2008). Die nachfolgend beschriebenen Versuche mit HUVEC-Zellen
wurden im Rahmen einer Kooperation mit Prof. Carl Blobel von Dr. Steven Swendeman
(Hospital for Special Surgery, NY) durchgefiihrt und sind hier deshalb nicht abgebildet
(siehe Anhang: (Maretzky et al., 2011)).

Eine Kinetik mit VEGF-A stimulierten HUVEC-Zellen zeigte, dass es einen friihen,
direkten und einen spaten, indirekten Weg zur Aktivierung von ERK1/2 zu geben
scheint, wahrend Keratinocyten keine direkte Signallibertragung vom FGFR2b zu
ERK1/2 zu haben scheinen. Dies ist ein entscheidender Unterschied zwischen den

beiden Rezeptor-Tyrosinkinasen FGFR2b und VEGFR.
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Um zu untersuchen, ob es sich bei der Aktivierung von ERK1/2 durch den FGFR2b und
den VEGFR um ganzlich unterschiedliche Mechanismen handelt, wurde die Freisetzung
von EGFR-Liganden in beiden Zelltypen untersucht und verglichen. Als Readout-System
dienten A431-Zellen, eine EGFR-Uberexprimierende epidermoide Karzinom-Zelllinie, die
mit den Uberstanden von vorher stimulierten Keratinocyten oder HUVECs behandelt
wurden. Primdre humane Keratinocyten (phK) wurden mit FGF7 und HUVECs mit VEGF-
A stimuliert. Dies geschah jeweils in An- und in Abwesenheit von Marimastat.

Die A431-Zellen besitzen weder den FGFR2b, um auf FGF7-Stimulation direkt zu
reagieren, noch den VEGFR2, um den Liganden VEGF-A zu binden (Abbildung 9 a/b).
Wenn in diesen Zellen ein Signal ausgeldst wird, muss es von in den Uberstand

freigesetzten, endogenen Liganden, hochstwahrscheinlich fir den EGFR, stammen.
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Abbildung 9: Aktivierung von ERK1/2 in A431-Zellen durch konditionierte Uberstinde von FGF7-
stimulierten Keratinocyten. Western Blot-Analysen von A431-Zellen, die mit 25 ng/ml VEGF-A oder
20 ng/ml FGF7 stimuliert wurden (a,b). Primdre humane Keratinocyten (phK) wurden in An- oder
Abwesenheit von 5 uM Marimastat (MM) fir 5 bis 60 min mit 20 ng/ml FGF7 (c,d) behandelt, bevor
die Uberstinde auf A431-Zellen uiberfiihrt wurden. PhKs wurden jeweils 10 min mit 20 ng/ml FGF7 in
An- oder Abwesenheit von MM (5 uM), CRM197 (10 pg/ml), AG1478 (1 uM) oder Cetuximab
(10 pg/ml) inkubiert, bevor die Uberstinde auf A431-Zellen tiberfithrt wurden (e,f).

Abgebildet sind jeweils Western Blot-Analysen der A431-Zellen nach 10 mindtiger Inkubation mit den
konditionierten Uberstanden und die densitometrische Quantifizierung der Banden, dargestellt als
Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhangigen Experimenten.

* p<0,05 im Vergleich zu der FGF7-stimulierten Kontrolle (Student’s t-Test).
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Abbildung 9 zeigt, dass die Keratinocyten bereits nach 5 minttiger Stimulation des
FGFR2b Botenstoffe in den Uberstand freisetzen, welche in der Lage sind A431-Zellen
zu aktivieren. Diese Freisetzung von Liganden ist Metalloprotease-abhdngig, da sie in
Gegenwart von Marimastat unterdriickt ist und halt Gber einen Zeitraum von 60 min
konstant an (Abbildung 9 c/d). Identische Ergebnisse waren bei den endothelialen
HUVEC-Zellen zu beobachten, so dass davon auszugehen ist, dass in diesen Zellen auch
in der fruhen, Metalloprotease-unabhédngigen Phase der ERK1/2-Phosphorylierung
bereits Metalloproteasen aktiviert und EGFR-Liganden freigesetzt werden (siehe
Anhang: Maretzky et al., 2011).

Alle Uberstinde wurden nach der Stimulation auf die gleiche Konzentration mit MM
eingestellt, bevor sie auf die A431-Zellen Uberfiihrt wurden, damit ein direkter Einfluss
von MM auf die ERK1/2-Phosphorylierung in den A431-Zellen ausgeschlossen werden
konnte.

Um die Beteiligung des EGFR an der Aktivierung der A431-Zellen durch konditionierte
Uberstinde zu bestitigen, wurden die ungiftige Diphterietoxin-Form CRM197, die
selektiv humanes HB-EGF bindet und somit inaktiviert, der EGFR-Kinase-Inhibitor
AG1478 und der EGFR-blockierende Antikorper Cetuximab eingesetzt. Alle Substanzen
verhinderten die Aktivierung von ERK1/2 in A431-Zellen durch die Stimulation mit den
konditionierten Uberstianden (Abbildung 9 e/f). Diese Ergebnisse zeigen, dass sowohl in
HUVECs (nicht abgebildet, siehe Anhang: Maretzky et al.,, 2011) als auch in
Keratinocyten bereits nach 5 Minuten EGFR-aktivierende Liganden wie HB-EGF
freigesetzt werden und dass dieser Vorgang in beiden Zelltypen Metalloprotease-

abhangig ist.

Zusatzlich zu diesem Transaktivierungsmechanismus, der das Signal tiber ADAM17 auf
den EGFR weiterleitet und der in beiden Zelltypen gleichermallen vorkommt, gibt es in
HUVECs offensichtlich einen zweiten, direkten Weg der Signalweiterleitung, der in
Keratinocyten nicht vorhanden zu sein scheint. Dieser direkte Weg vom VEGFR zu
ERK1/2 scheint nur in der frithen Phase der Aktivierung von Bedeutung zu sein, da die

ERK-Phosphorylierung nach 15 min nur noch Metalloprotease-abhangig stattfindet.
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3.1.3 ADAMA17 wird durch FGFR2b aktiviert

Um die FGF7-vermittelte Aktivierung von ADAMs weiter zu untersuchen und zwischen
den beiden bekanntesten Vertretern dieser Protease-Familie, ADAM10 und ADAM17,
zu unterscheiden, wurden Shedding-Experimente mit Alkalischer Phosphatase (AP)-
gekoppelten ADAM-Substraten durchgefiihrt. Diese wurden zusammen mit dem
FGFR2b in COS7-Zellen transfiziert, da der Rezeptor endogen nicht auf den Zellen
vorkommt. Wird das extrazellular AP-markierte Substrat von der Zelloberflache
abgespalten, wird die Alkalische Phosphatase in den Uberstand freigesetzt, wo deren
Aktivitdit photometrisch bestimmt werden kann. Es wurde die proteolytische
Freisetzung von HB-EGF, einem ADAM17-Substrat, und Betacellulin (BTC), einem
ADAM10-Substrat, nach Stimulation mit FGF7 untersucht.
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Abbildung 10: Shedding-Experimente zur

c Aktivierung von ADAM10 und ADAM17 durch
Cos7 FGF7/FGFR2b. COS7-Zellen wurden mit FGFR2b
* *mror und AP-gekoppeltem HB-EGF, Betacellulin (BTC),
CD40, TNFa oder TGFa transfiziert und fiir 15 min

mit 0,1 - 20 ng/ml (a,b) oder 20 ng/ml (c) FGF7

stimuliert. Dargestellt ist die relative Shedding-

Rate im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle als

CD40  TNFo.  TGFa Mittelwert und Standardabweichung aus drei
kDa AP-Substrate

unabhangigen Experimenten. Zur
100» H ' H H . . < AP Transfektionskontrolle sind AP-Gele und ein

immunologischer Nachweis fiir FGFR2b nach
150 ’ F . . . ! <«FGFR2b Western Transfer abgebildet.

*p<0,05 im Vergleich zu der unstimulierten
Kontrolle (Student’s t-Test).

*

x-fache Erhéhung

o

Die Zellen wurden mit zunehmenden Konzentrationen von FGF7 (0,1 - 20 ng/ml) fir
einen Zeitraum von 15 min stimuliert. AnschlieRend wurde die Aktivitat der Alkalischen

Phosphatase in den Uberstanden und im Zelllysat bestimmt.
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Der prozentuale Anteil der im Uberstand befindlichen AP-Aktivitit an der Gesamt-
Aktivitat wurde fir jede Probe bestimmt und zu dem Wert der unstimulierten Kontrolle
ins Verhaltnis gesetzt. Fir HB-EGF-AP wurde eine dosisabhangige Zunahme der
Shedding-Rate beobachtet (Abbildung 10 a), wohingegen BTC auch bei der héchsten
Konzentration nicht prozessiert wurde (Abbildung 10 b).

Drei weitere AP-gekoppelte ADAM17-Substrate (CD40, TGFa und TNFa) wurden
zusatzlich in diesen Shedding-Experimenten untersucht. Diese wurden ebenfalls nach
Stimulation mit FGF7 von der Zelloberfliche abgespalten. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 10 c dargestellt.

Die Shedding-Experimente zeigen, dass ADAM17 durch die Stimulation des FGFR2b mit
FGF7 aktiviert wird. ADAM10 hingegen scheint durch diesen Signalweg unter diesen

Bedingungen nicht reguliert zu sein.

3.1.4 Die cytoplasmatische Domdne von ADAM17 ist nicht erforderlich fiir die
Aktivierung

Die Beteiligung der cytoplasmatischen Domane an der Regulation von ADAM17 wird
kontrovers diskutiert. Um dies fiir die Aktivierung von ADAM17 durch den FGFR2b zu
Uberprifen, wurden weitere Shedding-Experimente durchgefiihrt.

Es wurden ADAM17-defiziente murine embryonale Fibroblasten (ADAM17 -/- meFs)
verwendet, welche mit FGFR2b und verschiedenen, mutierten ADAM17-Konstrukten
transfiziert wurden. Als Substrat diente AP-gekoppeltes TGFa. Eine inaktive ADAM17-
Mutante, die einen Aminosaure-Austausch von Glutaminsdure zu Alanin im aktiven
Zentrum enthélt (A17 E/A), diente als Negativkontrolle und konnte nicht durch FGF7
stimuliert werden (Abbildung 11, weilRe Balken). Wurde hingegen Wildtyp-ADAM17
(A17 WT) zusammen mit FGFR2b und TGFa-AP in die Zellen eingebracht, war sowohl
das konstitutive Shedding als auch die Stimulierbarkeit durch FGF7 erhoht
(Abbildung 11, dunkel graue Balken). Eine Mutante, der die cytoplasmatische Domane
und somit alle Phosphorylierungsstellen fehlen (A17 Acyto), war in gleichem MaRe im
Stande, die konstitutive und die stimulierbare Aktivitdt wieder herzustellen wie das

Wildtyp-Konstrukt (Abbildung 11, schwarze Balken).
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Wurde jedoch eine ADAM17-Mutante transfiziert, deren Transmembrandomane gegen
die des membranstandigen Adhédsionsmolekiils CD62-L ausgetauscht wurde, konnte die

Aktivitat nicht mehr durch FGF7 stimuliert werden (Abbildung 11, hellgraue Balken).
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Abbildung 11: Shedding-Experimente zur Aktivierung von ADAM17 durch FGF7/FGFR2b. ADAM17
defiziente murine Keratinocyten wurden mit FGFR2b, TGFa-AP und ADAM17 Wildtyp (WT) oder der
inaktiven Mutante ADAM17 E/A oder einer Mutante, der die cytoplasmatische Domane fehlt (Acyto)
oder einer Mutante, die die Transmembrandoméane von CD62-L (A17 CD62-L) enthalt transfiziert und
fir 15 min mit 20 ng/ml FGF7 stimuliert. Dargestellt ist die relative Shedding-Rate im Vergleich zur
unstimulierten Kontrolle sowie AP-Gele und FGFR2b-Western Blots zur Transfektionskontrolle.
Abgebildet sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhdngigen
Experimenten.*p<0,05 im Vergleich zu der unstimulierten Kontrolle (Student’s t-Test).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass nicht die cytoplasmatische Domane von
ADAM17 entscheidend fir die Aktivierung der Protease durch FGF7 ist, sondern die

Transmembrandomane.

3.1.5 Die FGF7 stimulierte Migration von Keratinocyten ist abhangig von
ADAM17

Die Aktivierung von FGFR2b durch den Liganden FGF7 reguliert unter anderem die
Zellmigration von Keratinocyten. Um zu lberprifen, ob auch die ADAM17-abhangige
ERK1/2-Phosphorylierung an diesem physiologischen Prozess beteiligt ist, wurden in

vitro-Wundheilungsversuche durchgefiihrt. Dazu wurde eine kiinstliche Wunde in eine
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konfluente Keratinocyten-Zellschicht gekratzt. Nach 12 Stunden wurde dokumentiert,
wie weit die Zellen in die ,Wunde” migriert waren. Abbildung 12 zeigt die
mikroskopischen Aufnahmen der zellfreien Flachen zu Beginn und nach 12 Stunden

sowie die Quantifizierung von drei unabhangigen Experimenten.
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Abbildung 12: FGF7-stimulierte Keratinocyten-Migration. Eine kiinstliche Wunde wurde mit einer
Pipettenspitze in eine konfluente Schicht aus HaCaT-Zellen gezogen. Diese wurden anschliefend mit
50 ng/ml FGF7 oder HB-EGF in An- oder Abwesenheit von 5 uM Marimastat (MM), 10 pg/ml
Cetuximab, 10 pg/ml CRM197 oder im Voraus mit siRNA gegen ADAM17 inkubiert. Mikroskopische
Aufnahmen wurden zu Beginn und nach 12 Stunden von dem zellfreien Bereich gemacht. Der
Malstabsbalken entspricht 100 um. Dargestellt sind Bilder aus einem reprédsentativen Experiment (a)
und die Mittelwerte und Standardabweichungen der Quantifizierung von drei unabhdngigen
Versuchen (b). Western Blot-Analyse zur Uberpriifung des ADAM17-knockdowns durch siRNA (c).
*p<0,05 im Vergleich zu der FGF7-stimulierten Kontrolle (Student’s t-Test).
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Unstimulierte Zellen konnten die Wunde nach 12 Stunden nicht schliefen. Eine
Behandlung mit FGF7 flhrte jedoch zu einem vollstdndigen Zusammenwachsen der
Keratinocyten. Diese gesteigerte Migration wurde sowohl durch den Metalloprotease-
Inhibitor Marimastat (MM) als auch durch den EGFR-blockierenden Antikorper
Cetuximab gehemmt. Die Zugabe des EGFR-Liganden HB-EGF konnte nur den Effekt von
Marimastat, nicht aber den von Cetuximab aufheben, da der Antikérper die Bindung
des Liganden an den EGF-Rezeptor verhindert. Dies zeigt, dass die Signalliberleitung auf
den EGFR essentiell fiir die Migration von Keratinocyten ist und nicht allein durch die
Aktivierung des FGFR2b reguliert werden kann. Der Einsatz der HB-EGF-bindenden
Form des Diphterietoxins (CRM197) bestatigt dies, da auch diese die FGF7 stimulierte
Migration inhibiert, indem der EGFR-Ligand inaktiviert wird. Da HB-EGF in den
Signalweg involviert zu sein scheint und bekanntermallen von ADAM17 freigesetzt
wird, wurde in diesem Versuchsaufbau ebenfalls ADAM17 siRNA eingesetzt, um die
Bedeutung von ADAM17 in der Regulation der Migration von Keratinocyten zu
unterstreichen.

Die Herunterregulation von ADAM17 durch den Einsatz von siRNA fiihrte zu einer
signifikant verringerten Migrationsrate der Keratinocyten, welche jedoch durch Zugabe
von HB-EGF wieder normalisiert werden konnte. Die Transfektion von Kontroll siRNA
hatte keinen Effekt auf die Migration. In Abbildung 12 c ist ein Western Blot zur
Uberpriifung des ADAM17-knockdowns dargestellt, der zeigt, dass zum

Versuchszeitpunkt nahezu kein ADAM17 mehr in den Zellen vorhanden war.

3.1.6 Rolle von ADAM17 in vivo

Nachdem alle Ergebnisse darauf hindeuten, dass die Stimulation des FGFR2b mit FGF7
zu einer Aktivierung von ADAM17 fihrt, welches wiederum ein vermehrtes Freisetzen
von EGFR-Liganden und somit die Aktivierung des EGFR/ERK1/2-Signalweges zur Folge
hat, wurde dies im Mausmodell mit Hilfe von konditionalen ADAM17-knockout-Mausen
Uberprift.

Dabei wurden Mause, die sowohl eine Tamoxifen-induzierbare Cre-Rekombinase als
auch zwei loxP-Stellen im Gen fiir ADAM17 tragen (fl/fl-Cre) mit M3usen verglichen, die
nur die loxP-Stellen im ADAM17-Gen, jedoch keine Cre-Rekombinase besitzen (fl/fl). Ist

ein Gen von zwei loxP-Stellen flankiert, bezeichnet man dies als ,gefloxt”. Aus den
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Mausschwidnzen von beiden Stammen wurden Keratinocyten gewonnen, die mit
Tamoxifen behandelt wurden, um die Cre-Rekombinase zu aktivieren und somit
ADAM17 zu deletieren.

Mit den primdaren murinen Keratinocyten wurden FGF7-Stimulationsversuche
durchgefiihrt, um mittels Western Blot-Analyse zu lberpriifen, ob die Phosphorylierung
von ERK1/2 in den Keratinocyten durch das Fehlen von ADAM17 beeintrachtigt ist.
AuBerdem wurden die Zellen fiir in vitro-Wundheilungsversuche eingesetzt, um den
Einfluss von ADAM17 auf die Migration der Zellen zu bestimmen und somit einen

genetisch gestitzten Beweis fiir die physiologische Relevanz von ADAM17 zu erhalten.
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Abbildung 13: FGF7-vermittelte ERK1/2-Aktivierung in primdren murinen Keratinocyten aus
konditionalen ADAM17-knockout-Mausen. Primdre murine Keratinocyten wurden aus Mausen mit
zwei ,gefloxten“ ADAM17-Allelen (fl/fl) oder mit Tamoxifen-induzierbarer Cre-Rekombinase und
»gefloxten” ADAM17-Allelen (fl/fl-Cre) prapariert und mit oder ohne 1 uM Tamoxifen flr 48 Stunden
kultiviert. Die Zellen wurden fir 15 min mit 20 ng/ml FGF7 oder 50 ng/ml HB-EGF mit oder ohne
5 UM Marimastat (MM) behandelt. Es ist je ein reprasentativer Western Blot (a) und die
densitometrische Auswertung (Mittelwerte und Standardabweichungen) von drei unabhéingigen
Experimenten abgebildet (b). Western Blot-Analyse zur Uberpriifung der ADAM17 Expression (c).

* p<0,05 im Vergleich zu der unstimulierten Kontrolle (Student’s t-Test).

Abbildung 13 zeigt eine Western Blot-Analyse von Zelllysaten der primaren murinen
Keratinocyten. Die Behandlung der fl/fl-Cre-Keratinocyten mit Tamoxifen flhrte zu

einer vollstandigen Herunterregulation von ADAM17. In den unbehandelten Zellen und



ERGEBNISSE]|61

in den fl/fl Zellen sind hingegen sowohl die Proform als auch die prozessierte mature
Form von ADAM17 nachweisbar (Abbildung 13 c).

Die Western Blot-Analysen der Stimulationsexperimente in Abbildung 13 zeigen, dass
sich die murinen Zellen in gleicher Weise mit FGF7 stimulieren lassen, wie es auch in
Abschnitt 3.1.1 bei humanen Keratinocyten beobachtet wurde.

Die Stimulation von ERK1/2 kann durch Marimastat inhibiert werden, was wiederum
durch die Zugabe von HB-EGF aufgehoben wird. Bei den Keratinocyten, die nur die
»gefloxten” ADAM17-Allele ohne Cre-Rekombinase (fl/fl) enthalten hat die Behandlung
mit Tamoxifen keinen Einfluss auf die Stimulierbarkeit der MAP-Kinasen. Nur bei den
fl/fl-Cre-Zellen, die mit Tamoxifen behandelt wurden, fiihrte die Zugabe von FGF7 nicht
zu einer Phosphorylierung von ERK1/2. Der Einsatz von HB-EGF zeigt, dass die Zellen
durch das Fehlen von ADAM17 nicht prinzipiell die Fahigkeit verloren haben, ERK1/2 zu
phosphorylieren. ADAM17 scheint also eine Schlisselrolle bei der Aktivierung des MAP-
Kinase-Signalweges nach FGF7-Stimulation zu spielen. Die Ergebnisse bestatigen
aulerdem, dass es keinen direkten Weg vom FGFR2b zu ERK1/2 gibt, wie urspriinglich
in der Literatur angenommen wurde.

Mit den primaren murinen Keratinocyten wurden auRerdem Migrationsversuche
durchgefiihrt, deren Ergebnisse in Abbildung 14 dargestellt sind. Die fl/fl-Zellen
migrieren bei FGF7-Stimulation trotz Tamoxifen-Behandlung in den zellfreien Bereich
und schlieRen diesen nach 18 Stunden anndhernd vollstindig. Bei den fl/fl-Cre-Zellen,
die ohne Tamoxifen inkubiert wurden, ist die ,Wunde” ebenfalls nach 18 Stunden
zugewachsen. Ist jedoch ADAM17 durch die Zugabe von Tamoxifen zu diesen Zellen
herunterreguliert, sind die Zellen nicht mehr in der Lage durch FGF7-Stimulation zur
Migration angeregt zu werden. Die Zugabe von HB-EGF zu diesem Ansatz zeigt, dass die
Zellen auch ohne ADAM17 grundsatzlich dazu in der Lage sind, die ,Wunde” zu
schlieBen, dass dafir allerdings die Stimulation des EGFR essentiell ist. Diese bleibt
durch das Fehlen von ADAM17 offensichtlich aus, da keine oder nur noch sehr wenige

EGFR-Liganden freigesetzt werden kénnen.
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Abbildung 14: FGF7-stimulierte Keratinocyten-Migration in primdren murinen Keratinocyten aus
konditionalen ADAM17-knockout-Mausen. Primdre murine Keratinocyten wurden aus Mausen mit
zwei ,gefloxten” ADAM17-Allelen (fl/fl) oder mit Tamoxifen-induzierbarer Cre-Rekombinase und
»gefloxten” ADAM17-Allelen (fl/fl-Cre) prapariert und mit oder ohne 1 uM Tamoxifen flr 48 Stunden
kultiviert. Eine klnstliche Wunde wurde mit einer Pipettenspitze in die konfluente Zellschicht
gezogen. Die Zellen wurden anschlieBend mit 50 ng/ml FGF7 oder HB-EGF inkubiert. Mikroskopische
Aufnahmen wurden zu Beginn und nach 18 Stunden von dem zellfreien Bereich gemacht. Der
MaRstabsbalken entspricht 100 um. Dargestellt sind Bilder aus einem reprasentativen Experiment
und die Mittelwerte und Standardabweichungen der Quantifizierung von drei unabhéangigen
Versuchen. *p<0,05 im Vergleich zu der unstimulierten Kontrolle (Student’s t-Test).

3.1.7 FGFR2b als Substrat fiir ADAM-vermittelte Proteolyse

Da einige Zelloberflachen-Rezeptoren von ADAMs geschnitten werden kénnen, sollte
untersucht werden, ob auch der FGFR2b proteolytisch prozessiert wird und falls dies
zutrifft, welche Protease dafiir verantwortlich ist. Fir den VEGFR2 wurde gezeigt, dass
er von ADAM17 proteolytisch geschnitten und somit inaktiviert werden kann. Es
handelt sich dabei also um einen negativen Riickkopplungsmechanismus, da ADAM17

durch die Aktivierung des VEGFR stimuliert wird (Swendeman et al., 2008).
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Fir die Untersuchung des FGFR2b als ADAM-Substrat wurde der Rezeptor C-terminal
mit Alkalischer Phosphatase gekoppelt und in COS7-Zellen oder murine embryonale
Fibroblasten (meFs) transfiziert.

Die Ergebnisse der so durchgefiihrten Shedding-Experimente sind in Abbildung 15

dargestellt.
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Abbildung 15: Shedding-Experimente mit AP-gekoppeltem FGFR2b.

COS7-Zellen oder murine embryonale Fibroblasten (meFs) wurden mit AP-gekoppeltem FGFR2b
(FGFR2b-AP) transfiziert und fur 30 min mit 1 uM lonomycin (10) oder fiir 2 h mit 200 ng/ml PMA
stimuliert (a,b). ADAM10-defiziente meFs wurden mit FGFR2b-AP und Wildtyp-ADAM10 (WT) oder
inaktivem ADAM10 (A10 E/A) transfiziert und das konstitutive Shedding tber 6 h gemessen (c).
Dargestellt ist die relative Shedding-Rate im Vergleich zur Kontrolle. Abgebildet sind die Mittelwerte
und Standardabweichungen aus drei unabhangigen Experimenten.

*p<0,05 im Vergleich zu der unstimulierten Kontrolle (Student’s t-Test).

Abbildung 15 a zeigt, dass in COS7-Zellen das Shedding von FGFR2b durch lonomycin
stimulierbar ist. Eine Inkubation mit PMA fiihrt ebenfalls zu einer leichten Erhéhung der
Shedding-Rate, welche jedoch nicht signifikant ist. Die durch lonomycin hervorgerufene
Aktivitatssteigerung ist in Gegenwart von Marimastat unterbunden. Dass nur
lonomycin, nicht aber PMA das Shedding von FGFR2b stimuliert deutet darauf hin, dass
die verantwortliche Protease eher ADAM10 und nicht ADAM17 ist, da lonomycin zwar
ADAM10 und ADAM17 aktivieren kann, PMA jedoch eher als spezifischer ADAM17-
Stimulus betrachtet werden kann.

Dies wurde durch Shedding-Experimente mit FGFR2b-AP in jeweils ADAM10- oder
ADAM17-defizienten meFs lberprift. Die Stimulation mit lonomycin fiihrte in Wildtyp-
Fibroblasten zu einer Erhéhung der Shedding-Rate. Auch in Fibroblasten, die kein
ADAM17 exprimieren, konnte lonomycin die Freisetzung des FGFR2b stimulieren. In

ADAM10-defizienten meFs blieb dies jedoch aus (Abbildung 15 b).
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Das Shedding von FGFR2b konnte in ADAM10 -/- meFs durch die Retransfektion von
Wildtyp-ADAM10 wiederhergestellt werden, jedoch nicht durch die inaktive Mutante
(ADAM10 E/A), bei der im aktiven Zentrum Glutaminsdure zu Alanin ausgetauscht ist
(Abbildung 15 c).

Zusammengefasst deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass ADAM10 die Protease ist,
die den FGF-Rezeptor 2b prozessiert und dass dieser kein Substrat fir ADAM17
darstellt. Da ADAM10 jedoch nicht durch die Stimulation des FGFR2b mit dem Liganden
FGF7 aktiviert wird, sondern nur ADAM17 (siehe 4.1.3), scheint es sich bei diesem
Prozess nicht um einen negativen Riickkopplungsmechanismus zu handeln, wie er fir

das Shedding von VEGFR2 durch ADAM17 postuliert wurde.

3.1.8 Andere Mitglieder der FGFR-Familie

Nachdem fiir die Keratinocyten-spezifische Isoform des FGF-Rezeptors, FGFR2b, und
den spezifischen Liganden FGF7 gezeigt werden konnte, dass die Stimulation zu einer
Aktivierung von ADAM17 fihrt, sollte Uberprift werden, ob auch die anderen
Mitglieder der FGFR-Familie diese Fahigkeit besitzen. Es konnte jedoch kein weiteres
spezifisches Liganden-Rezeptor-Paar gefunden werden, um diese Untersuchungen
durchfiihren zu kénnen. Die meisten Liganden aktivieren mehrere Rezeptoren und auf
den meisten Zellen werden verschiedene Isoformen exprimiert, so dass eine eindeutige

Zuordnung der Aktivierung nicht moglich gewesen ware.
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3.2 Transaktivierung des EGFR durch Toll-like Rezeptoren (TLRs)

Auf Epithelien, die als Abgrenzung zur AulRenwelt mit vielen Pathogenen in Kontakt
kommen, sind Rezeptoren, die bestimmte Bakterien-assoziierte Muster (pathogen
associated molecular patterns — PAMPs) erkennen, essentiell. Eine wichtige Gruppe
dieser Rezeptoren sind die Toll-like Rezeptoren (TLRs).

Wenn grolRe Rezeptorfamilien wie die G-Protein gekoppelten Rezeptoren und mehrere
Vertreter der Rezeptor-Tyrosinkinasen nach Bindung ihrer Liganden ADAM17 aktivieren
und somit das Signal auf den EGFR weiterleiten kdnnen, stellt sich die Frage, ob auch
andere Rezeptor-Familien wie zum Beispiel TLRs dazu in der Lage sind. Diese
Signallberleitung auf einen zweiten Rezeptor konnte wichtige funktionelle
Konsequenzen fiir die Zelle haben.

Die klassische TLR-vermittelte Signaltransduktion endet in der Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NFkB, der spezifisch Gene fiir die antimikrobielle Abwehr
reguliert.

Es werden auch MAP-Kinasen mit dem TLR-Signalweg in Verbindung gebracht,
allerdings hauptsachlich c-Jun-N-terminale Kinasen (JNK) oder p38 Mitogen-aktivierte
Kinasen, und weniger ERK1/2 (Sharma et al., 2010). AuBerdem gibt es Hinweise aus
Studien mit Zellen aus Atemwegsepithelien, die ebenfalls eine Aktivierung des EGFR-
Signalweges nach TLR-Stimulation beschreiben (Koff et al., 2008).

Da auch die Haut ein Epithel ist, das standig mit Mikroorganismen in Kontakt kommt,
wurden in dieser Arbeit Keratinocyten fir die Analyse der TLR-Aktivierung und der
potenziellen EGFR-Transaktivierung verwendet. Keratinocyten besitzen eine Vielzahl
von TLRs, sowohl auf der Zelloberflache als auch intrazellular.

Es wurde untersucht, ob in diesen Zellen ebenfalls ein Metalloprotease-abhangiger
Transaktivierungsmechanismus von TLRs zum EGFR vorliegt und wenn ja, in wie weit
die zwei Signalwege unabhiangig voneinander sind und welche Effekte sie jeweils
haben.

Zunachst wurden verschiedene TLRs auf primaren humanen Keratinocyten mit den
unterschiedlichen PAMPs stimuliert. PamsCys ist ein synthetisches Analogon zu
bakteriellen Lipoproteinen, das von dem Rezeptor-Heterodimer TLR1/2 erkannt und
gebunden wird. Die Bestandteile der bakteriellen Zellwand, Lipoteichonsdure
(Lipoteichoic acid, LTA) und Peptidoglykan (PGN), aktivieren ebenfalls TLR2. Das

Lipopolysaccharid (LPS), das in der duReren Membran von gram-negativen Bakterien
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vorkommt, ist ein Ligand flr TLR4, wohingegen der Hauptbestandteil der bakteriellen
Flagellen, Flagellin, TLR5 aktiviert.

Die primdren humanen Keratinocyten wurden fir 15 Minuten mit den jeweiligen
Stimulantien inkubiert und anschlieRend fiir die Western Blot-Analyse eingesetzt um
die Phosphorylierung von ERK1/2 zu Uberprifen. Marimastat wurde als unspezifischer
Metalloprotease-Inhibitor eingesetzt, um zu testen, ob Metalloproteasen an der
Aktivierung von ERK1/2 beteiligt sind. Bei allen verwendeten TLR-Liganden wurde eine
Metalloprotease-abhangige  Stimulation der  ERK-MAP-Kinasen beobachtet
(Abbildung 16).

Primare humane Keratinocyten

K
S “: Q () @ (7} \h (] @ o x ®®
\0\\ o0V OV R\ o R\ O A\ < \\\° A\

N oY
P O SR e R

e |

44 — - <

Abbildung 16: Metalloprotease-abhingige Phosphorylierung von ERK1/2 durch TLR-Liganden.
Primdre humane Keratinocyten wurden fiir 15 min mit 20 pg/ml PamsCys, 1 pg/ml LPS, 10 pg/ml
LTA, 10 pg/ml PGN oder 1 pug/ml Flagellin mit oder ohne 10 uM Marimastat (MM) behandelt. Es ist je
ein reprasentativer Western Blot von drei unabhangigen Experimenten abgebildet.

Um diese ERK-Aktivierung durch Toll-like-Rezeptoren naher zu untersuchen, wurden
weitere Analysen exemplarisch mit PamsCys, einem Liganden fiir TLR1/2, durchgefiihrt,
da diese Rezeptoren besonders stark in Keratinocyten exprimiert sind (Mempel et al.,
2003).

Um die optimalen Bedingungen fiir die Stimulation mit PamsCys zu bestimmen, wurden
eine Zeit- und eine Konzentrationsreihe erstellt. Abbildung 17 zeigt die Western Blot-
Analyse und die densitometrische Auswertung einer Zeitreihe, bei der HaCaT-Zellen
Uber einen Zeitraum von 5 bis 120 min mit 50 pg/ml Pam3Cys stimuliert wurden.
Bereits nach 15 Minuten erreicht die Rate der ERK1/2-Phosphorylierung ein Maximum.
Nach 60 Minuten konnte keine Phosphorylierung mehr nachgewiesen werden.
Verglichen mit den Verhaltnissen bei der Stimulation des FGFR2b und des VEGFR
handelt es sich bei der Aktivierung von ERK1/2 durch den TLR um einen relativ kurzen

Impuls.
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Abbildung 17: Zeitabhingige Phosphorylierung von ERK1/2 durch Pam;Cys. HaCaTs wurden fir 5
bis 120 min mit 20 pg/ml Pam;Cys stimuliert und anschlieRend flir Western Blot-Analysen eingesetzt.
Es ist ein reprasentativer Western Blot (a) und die densitometrische Auswertung von drei
unabhangigen Experimenten abgebildet (b). Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen aus drei unabhangigen Experimenten. *p<0,05 im Vergleich zu der
unstimulierten Kontrolle (gem&aR ANOVA und Bonferroni post-hoc Analyse).

Die Ergebnisse der Konzentrations-abhangigen Stimulation mit PamsCys sind in
Abbildung 18 dargestellt.

Verglichen mit der unstimulierten Kontrolle ist bei 15 minitiger Inkubation mit nur
1 ug/ml PamsCys bereits eine leichte Stimulation der ERK1/2-Phosphorylierung
festzustellen, die mit steigenden Konzentrationen zunimmt und ab einer Konzentration
von 10 pg/ml signifikant erhoht ist. Auch der Phosphorylierungszustand des EGF-
Rezeptors wurde in Abhdngigkeit der Pams;Cys-Konzentration betrachtet.
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Abbildung 18: Konzentrationsabhingige Phosphorylierung von ERK1/2 und EGFR durch Pam;Cys.
Primare humane Keratinocyten wurden fiir 15 min mit den angegebenen Konzentrationen Pam;Cys
stimuliert und anschlieBend flir Western Blot-Analysen eingesetzt. Es ist ein reprdsentativer Western
Blot fur den Phosphorylierungsgrad von EGFR und ERK1/2 (a) sowie die densitometrische
Auswertung von drei unabhadngigen Experimenten abgebildet (b,c). Abgebildet sind die Mittelwerte
und Standardabweichungen aus drei unabhangigen Experimenten.

**%* p<0,001 im Vergleich zu der unstimulierten Kontrolle (gemaf ANOVA und Bonferroni post-hoc
Analyse).
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Wie in Abbildung 18 dargestellt, kommt es auch bei dem Rezeptor zu einer
konzentrationsabhangigen Zunahme der Phosphorylierung, was darauf hindeutet, dass
die Phosphorylierung von ERK1/2 auch in diesem Fall durch die Aktivierung des EGFR-
Signalweges zustande kommt.

Um zu Uberprifen, welche Metalloprotease an der Aktivierung von ERK1/2 beteiligt ist,
wurden neben dem unspezifischen Metalloprotease-Inhibitor Marimastat zusatzlich die
fir ADAM10 und ADAM17 spezifischeren Inhibitoren Gl und GW eingesetzt.

Diese beiden Hydroxamat-basierten Inhibitoren hemmen préaferentiell ADAM10 (Gl)
bzw. ADAM17 (GW), wobei GW auch in geringem MaRe die Aktivitdit von ADAM10

inhibieren kann.
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Abbildung 19: Metalloprotease-abhingige Phosphorylierung von ERK1/2 durch Pam;Cys. Primare
humane Keratinocyten wurden fir 15 min mit 10 uM MM, 3 uM Gl oder 3 uM GW vorinkubiert und
anschlieBend 15 min mit 10 pug/ml Pam;Cys stimuliert. Ein reprdsentativer Western Blot fir den
Phosphorylierungsgrad von ERK1/2 (a) sowie die densitometrische Auswertung von drei
unabhidngigen Experimenten ist abgebildet (b). Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen aus drei unabhdngigen Experimenten.

** p<0,01 im Vergleich zu der unstimulierten Kontrolle (gemaR ANOVA und Bonferroni post-hoc
Analyse).

Abbildung 19 zeigt, dass eine Stimulation von primaren humanen Keratinocyten mit
PamsCys zu einer Phosphorylierung von ERK1/2 fiihrt. Diese ist in Gegenwart von MM
und GW, dem fir ADAM17 praferentiellen Inhibitor, signifikant gehemmt. Auch der fiir
ADAM10 praferentielle Inhibitor Gl fihrt zu einer leichten Abnahme der
Phosphorylierungsrate im Vergleich zu der stimulierten Probe, kann diese jedoch nicht

vollstandig verhindern.
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Im Folgenden sollte die Beteiligung von ADAM17 an der TLR-vermittelten Aktivierung
von ERK1/2 mit Hilfe von siRNA-Experimenten verifiziert werden. Zusatzlich wurde
siRNA gegen den Transkriptionsfaktor NFkB eingesetzt, um zu Uberpriifen, ob dieser
typische Bestandteil des klassischen TLR-Signalweges fiir die ERK1/2-Phosphorylierung
notwendig ist.

AulRerdem wurde der EGFR-blockierende Antikdrper Cetuximab verwendet, um eine
Beteiligung des EGF-Rezeptors an der ERK1/2-Phosphorylierung zu bestatigen. In
Abbildung 20 sind Western Blot-Analysen zur Uberpriifung des knockdowns fiir
ADAM17 und NFkB sowie des Phosphorylierungszustandes der MAP-Kinasen ERK1/2
abgebildet. Die Aktivierung von ERK1/2 wird durch MM, Cetuximab und den Einsatz von
ADAM17 siRNA gehemmt. Das Fehlen von NFkB hat keinen Einfluss auf die Stimulation
von ERK1/2. Diese Ergebnisse lassen darauf schlieRen, dass auch TLRs nach ihrer
Stimulation mit einem Liganden ADAM17 aktivieren, was eine verstarkte Freisetzung
von EGFR-Liganden und somit eine Aktivierung des EGFR/ERK-Signalweges zur Folge
hat. Es scheint sich hier allerdings um einen Signalweg zu handeln, der unabhangig von

der klassischen TLR-Signaltransduktion ablauft, da NFkB nicht darin involviert zu sein

scheint.
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Abbildung 20: ADAM17- aber nicht NFkB-abhéngige Phosphorylierung von ERK1/2 durch Pam;Cys.
Primdre humane Keratinocyten wurden fir 15 min mit 10 pM MM oder 10 pg/ml Cetuximab
vorinkubiert bzw. mit siRNA gegen ADAM17 oder NFkB vorbehandelt und anschlieBend 15 min mit
10 pg/ml Pam;Cys stimuliert. Ein reprédsentativer Western Blot zur Uberpriifung des knockdowns von
ADAM17 und NFkB und des Phosphorylierungsgrades von ERK1/2 (a) sowie die densitometrische
Auswertung von drei unabhangigen Experimenten ist abgebildet (b). Dargestellt sind die Mittelwerte
und Standardabweichungen aus drei unabhdngigen Experimenten. Fir die Abbildung wurden von
dem Western Blot die Spuren 7-8 entfernt, es handelt sich jedoch um eine einzige Membran.
*p<0,05; *** p<0,001 im Vergleich zu der stimulierten Kontrolle (gemaR ANOVA und Bonferroni
post-hoc Analyse).
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AbschlieBend sollte der Mechanismus, der zur Aktivierung von ADAM17 und somit dem
EGFR/ERK1/2-Signalweg flihrt untersucht werden. Fir diese Analysen wurden
verschiedene Inhibitoren eingesetzt, die bestimmte Molekiile, die mit der Aktivierung
von ADAM17 in Verbindung gebracht werden kénnten, hemmen. In Abbildung 21 sind
die Western Blot-Analysen sowie die densitometrische Quantifizierung der Banden aus
drei unabhangigen Experimenten fir die Stimulation mit PamsCys in Verbindung mit
diversen Inhibitoren abgebildet. Die Inhibitoren wurden jeweils eine Viertelstunde vor
der 15 minitigen PamsCys-Stimulation zu den Zellen gegeben.

Eine typische Signal-Kaskade, die z. B. nach der Stimulation von G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren aktiviert wird, ist die Stimulation der Proteinkinase C (PKC) Uber die
Phospholipase C (PLC). Fir beide Enzyme wurden Inhibitoren in Kombination mit der
Stimulation durch PamsCys eingesetzt. Sowohl der PKC-Inhibitor G66976, als auch der
PLC-Inhibitor U73122, haben die ERK1/2-Phosphorylierung leicht, jedoch nicht
vollstandig, inhibiert (Abbildung 21 a/b).

Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3K) sind ebenfalls wichtige Bestandteile in vielen
Signaltransduktionsprozessen, da sie Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PIP3)
phosphorylieren, welches als Andockstelle fir weitere Botenproteine dient. Der
PI3-Kinase-Inhibitor LY294002 hat ebenfalls einen leicht hemmenden Einfluss auf die
PamsCys-vermittelte ERK1/2-Phosphorylierung (Abbildung 21 a/b).

Die Untersuchungen im Rahmen der FGFR2b-vermittelten ADAM17-Aktivierung, die in
dieser Arbeit nicht dargestellt sind (siehe Anhang: Maretzky et al., 2011), haben gezeigt,
dass die Proteinkinase Src an der Aktivierung der Protease beteiligt ist. Daher wurde
auch in diesen Untersuchungen der Src-Inhibitor PP2 eingesetzt, der einen stark
hemmenden Einfluss auf die ERK1/2-Phosphorylierung zeigte (Abbildung 21 a/b). Die
Phosphorylierung der MAP-Kinasen ERK1/2 war in gleichem MaRe gehemmt, wie auch
durch den Metalloprotease-Inhibitor MM und den EGFR-blockierenden Antikorper
Cetuximab (Abbildung 21 a/b), was darauf schlieBen lasst, dass Src maRgeblich an der
Aktivierung von ADAM17 in Keratinocyten beteiligt ist.

Es ist bekannt, dass die Aktivierung von P2-Rezeptoren zu einer Aktivierung von ADAMs
flihren kann (Sengstake et al., 2006). Der ATP-bindende Rezeptor P2X7 ist ein Mitglied
dieser Rezeptor-Familie und es sollte Gberprift werden, ob dieser oder ein anderer P2-
Rezeptor bei der Transaktivierung des EGFR moglicherweise zwischen den TLR und
ADAM17 geschaltet sein konnte bzw. ob ATP vielleicht eine Rolle bei der Aktivierung
von ADAM17 spielt.
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Abbildung 21: An der Phosphorylierung von ERK1/2 durch Pam;Cys beteiligte Molekiile. Priméare
humane Keratinocyten wurden fir 15 min mit 10 uM MM, 10 pg/ml Cetuximab, 5 UM GO 6976,
10 uM U73122, 10 uM PP2, 10 uM LY294002, 50 uM Suramin, 100 uM PPADS, 2 U/ml Apyrase, 2
U/ml Hexokinase, 3 mM EGTA, 50 uM Bapta AM oder 10 mM KCI vorinkubiert und anschlieRend
15 min mit 10 pg/ml Pam;Cys stimuliert. Ein reprasentativer Western Blot zur Uberpriifung des
Phosphorylierungsgrades von ERK1/2 (a,c,e) sowie die densitometrische Auswertung von drei
unabhangigen Experimenten ist abgebildet (b,d,f). Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen aus drei unabhangigen Experimenten.

*p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001 im Vergleich zu der stimulierten Kontrolle (gemaf ANOVA und
Bonferroni post-hoc Analyse).
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Dazu wurden der allgemeine P2-Rezeptor-Inhibitor Suramin, der P2X-Rezeptor-Inhibitor
PPADS, die ATPase Apyrase sowie Hexokinase, welche 6-fach Zucker unter Umsetzung
von ATP phosphoryliert, eingesetzt.

Wahrend Suramin und PPADS einen deutlichen Einfluss auf die ERK-Phosphorylierung
nach Pam;Cys-Stimulation zeigten, hatten die ATPase, die freigesetztes ATP zu ADP und
AMP degradiert, und die Hexokinase, die ebenfalls ATP fiir die Bindung an den P2X-
Rezeptor unbrauchbar macht, lediglich einen schwachen Effekt auf die
Phosphorylierung der MAPKinasen (Abbildung 21 c/d). Der Mechanismus, der zu der
Aktivierung von ADAM17 und entsprechend zu der Freisetzung von EGFR-Liganden
flhrt, scheint nach diesen Ergebnissen also unabhangig von freigesetztem ATP zu sein.
Ein P2-Rezeptor ist jedoch moglicherweise daran beteiligt.

Zuletzt wurde der Einfluss von bestimmten lonen auf den Transaktivierungs-
Mechanismus Uberpriift. Die Aktivierung von ADAMs mit dem lonophor lonomycin wird
direkt mit dem Ca*"-Influx in das Cytoplasma in Verbindung gebracht und auch die
Proteinkinase C, die wie in Abbildung 21 a/b gezeigt zumindest anteilig eine Rolle bei
der Aktivierung von ADAM17 spielen konnte, ist Ca’*-lonen-abhingig. Der Chelator
EGTA, der im extrazellularen Raum Ca’"-lonen bindet, hatte, wie in Abbildung 21 e/f zu
sehen, kaum einen Effekt auf die ERK1/2-Phosphorylierung. Der membrangingige
Calcium-Chelator Bapta AM hingegen, der intrazellulir Ca**-lonen bindet, hat die
Phosphorylierungsrate signifikant herabgesetzt, was auf eine Beteiligung von
cytoplasmatischen Ca**-lonen an der Aktivierung von ADAM17 durch TLR1/2 schlieRen
lasst (Abbildung 21 e/f).

Der Einfluss von K" und CI” lonen-Ausstrom aus der Zelle im Kontext der Stimulation mit
Pam3Cys wurde ebenfalls iberprift, da dies mit pro-apoptotischen Prozessen nach der
Erkennung einer bakteriellen Infektion durch TLRs in Verbindung gebracht wird. Es
sollte geklart werden, ob die Phosphorylierung von ERK1/2 ebenfalls in diesen
Signalweg involviert ist, obwohl dies untypisch fir den EGFR/ERK-Signalweg ist, da
dieser normalerweise eine anti-apoptotische Wirkung hat. Durch Zugabe von
10 mM KCI zum Zellkulturmedium wurde ein Ausstrom der beiden lonen aus der Zelle
verhindert, da der Extrazellularraum mit diesen lonen Ubersattigt war und das fiir den
Efflux essentielle Konzentrationsgefalle fehlte. Dies hatte jedoch wie erwartet nur einen
leichten, aber keinen signifikanten Einfluss auf die Phosphorylierung von ERK1/2 nach

der Stimulation mit Pam3Cys.



ERGEBNISSE|73

3.3 Regulation der proteolytischen Aktivitit von ADAM17 in
Abhadngigkeit von der Transmembrandomane

Die Aktivitdt von ADAM-Proteasen kann durch verschiedene physiologische und nicht
physiologische Stimuli, wie zum Beispiel Wachstumsfaktoren, PMA oder lonomycin,
reguliert werden. An der Aktivierung sind wie bereits beschrieben Signalmolekile wie
zum Beispiel die PKC oder Ca**-lonen beteiligt. Auch die Struktur der Proteasen selbst
scheint von groRer Bedeutung fir die Regulation der Aktivitdit zu sein. Welcher
Mechanismus letztendlich zu einer Aktivierung der Proteasen fiihrt ist jedoch noch
weitgehend unklar. Es gibt kontroverse Befunde dariber, welche Domanen tatsachlich
in die Aktivierung involviert sind. Insbesondere die Beteiligung der cytoplasmatischen
Domane ist umstritten. So gibt es verschiedene Publikationen, die zeigen, dass die
cytoplasmatische Domane von ADAM17 auf Grund ihrer Phosphorylierungsstellen
notwendig fir die stimulierbare und die konstitutive Aktivitat ist (Diaz-Rodriguez et al.,
2002; Fan et al.,, 2003; Xu & Derynck, 2010). Andere Veroffentlichungen zeigen
wiederum, dass auch ADAM17-Mutanten, deren cytoplasmatische Domane fehlt,
konstitutiv aktiv und stimulierbar sind (Reddy et al., 2000; Doedens et al., 2003; Le Gall
etal., 2010).

Eine weitere Domédne, die in die Aktivierung und Regulation der proteolytischen
Aktivitdt von ADAMs involviert sein kdnnte, ist die Transmembran (TM)-Domane. Es
wurde gezeigt, dass das Austauschen der TM-Domane gegen die transmembrane a-
Helix eines anderen membranstandigen Proteins zu einer Veranderung der Shedding-
Eigenschaften von ADAM17 und ADAM10 gefiihrt hat (Horiuchi et al., 2007b; Le Gall et
al., 2010). Auch das Ergebnis aus Abbildung 11 (siehe 3.1.4) zeigt, dass ADAM17 nicht
mehr durch FGF7 stimulierbar ist, wenn die Transmembran-Domane durch die von
CD62-L ersetzt ist, wohl aber, wenn die cytoplasmatische Domane fehlt. Es ist
vorstellbar, dass die Transmembran-Domane Wechselwirkungen mit den
Transmembran-Domanen der entsprechenden Substrate eingeht und dadurch zur
ebenfalls noch kaum verstandenen Substratspezifitat beitragt.

Um dies zu untersuchen wurden Shedding-Experimente mit Alkalischer-Phosphatase
(AP)-gekoppelten Substraten in ADAM10/17 doppel-defizienten murinen Fibroblasten
(ADAM10/17 dKo meFs) durchgefiihrt, die die Substratspezifitdt sowie die Spezifitat

einzelner Stimuli bestimmen sollten.
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Um die Beteiligung der cytoplasmatischen Domanen von ADAM10 und ADAM17 an der
proteolytischen Prozessierung der jeweiligen Substrate Betacellulin (BTC) und
Transforming Growth Factor alpha (TGFa) zu untersuchen, wurden in den Shedding-
Versuchen verkiirzte Protease-Konstrukte eingesetzt, deren Sequenz intrazellular kurz
hinter der Cytoplasmamembran aufhort.

Die relative Umsetzung des ADAM10-Substrates Betacellulin ist in Abbildung 22 gezeigt.
Die Freisetzung des AP-gekoppelten Substrates in den Uberstand wurde photometrisch
bei einer Wellenldange von 405 nm gemessen und zu der an der Zelloberflache
verbleibenden AP-Aktivitat ins Verhaltnis gesetzt. Als Kontrolle wurden die Zellen mit
einem Wildtyp-ADAM10-Konstrukt transfiziert, dessen gemessene Aktivitat als
Referenzwert diente. Wie in Abbildung 22 zu sehen ist, ist nur ADAM10, nicht aber
ADAM17 in der Lage, Betacellulin zu prozessieren. Des Weiteren zeigt Abbildung 22,
dass nur das Calcium-lonophor lonomycin fahig ist, die Aktivitit von ADAM10 zu
stimulieren. Der Phorboldiester PMA hat keinen Einfluss auf die Aktivitat von ADAM10.
Die Mutante von ADAM10, der die cytoplasmatische Domane fehlt, hat zwar nur eine
halb so hohe Shedding-Rate wie das Wildtyp-Konstrukt, die Aktivitat ist jedoch immer

noch um ein vierfaches durch lonomycin erh6ht.
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Abbildung 22: Shedding von Betacellulin durch ADAM-Proteasen.

ADAM10/17 defiziente murine Fibroblasten wurden mit Alkalischer Phosphatase-gekoppeltem
Betacellulin (BTC-AP) transfiziert. Gleichzeitig wurde entweder Wildtyp-ADAM10 (A10 WT), Wildtyp-
ADAM17 (A17 WT), ADAM10 ohne cytoplasmatische Doméane (A10 Acyto) oder eine proteolytisch
inaktive ADAM10-Mutante (A10 E/A) in die Zellen eingebracht. Nach 24 h wurden die Zellen mit
200 ng/ml PMA fiir 2 h oder mit 1 uM lonomycin (10) fiir 30 min stimuliert. Die Shedding-Rate wurde
relativ zu der Aktivitdt des WT-Konstruktes dargestellt. Abgebildet sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen aus mindestens drei unabhangigen Experimenten.

*** p<0,001 im Vergleich zu der unstimulierten Kontrolle (gemaf ANOVA und Bonferroni post-hoc
Analyse)
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Im Gegensatz zu Betacellulin ist TGFa, wie in Abbildung 23 gezeigt, ein spezifisches
ADAM17-Substrat und wird nicht von ADAMI10 prozessiert. Abbildung 23 zeigt
aulerdem, dass die Aktivitat von ADAM17 sowohl durch lonomycin als auch durch PMA
stimuliert werden kann. Dadurch kann PMA in diesem Versuchsaufbau und fiir diese
Substrate als praferenzieller ADAM17 Stimulus in Abgrenzung zu ADAM10 betrachtet
werden.

Im Fall von ADAM17 und TGFa ist die Aktivitdt der Mutante ohne cytoplasmatische
Domaiane in gleichem MaRe wie das Wildtyp-Molekil durch lonomycin und PMA
stimulierbar (siehe Abbildung 23).
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Abbildung 23: Shedding von TGFalpha durch ADAM-Proteasen.

ADAM10/17 defiziente murine Fibroblasten wurden mit Alkalischer Phosphatase-gekoppeltem TGFa
(TGFa-AP) transfiziert. Gleichzeitig wurde entweder Wildtyp-ADAM10 (A10 WT), Wildtyp-ADAM17
(A17 WT), ADAM17 ohne cytoplasmatische Doméane (A17 Acyto) oder eine proteolytisch inaktive
ADAM17-Mutante (A17 E/A) in die Zellen eingebracht. Nach 24 h wurden die Zellen mit 200 ng/ml
PMA fiir 2 h oder mit 1 uM lonomycin (10) fir 30 min stimuliert. Die Shedding-Rate wurde relativ zu
der Aktivitit des WT-Konstruktes dargestellt. Abgebildet sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen aus mindestens drei unabhangigen Experimenten.

*** p<0,001 im Vergleich zu der unstimulierten Kontrolle (gemaR ANOVA und Bonferroni post-hoc
Analyse)

Neben der Beteiligung der cytoplasmatischen Domane an der Regulation der Aktivitat
von ADAM10 und ADAM17, wurde auflerdem die Rolle der Transmembran-Domane
von ADAM17 untersucht. Vorangegangene Untersuchungen haben gezeigt, dass ein
Austauschen der Transmembrandomdne einer ADAM-Protease durch die

Transmembran-Domane einer anderen Protease aus dieser Familie oder eines
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beliebigen membrandurchspannenden Proteins, zu dem Verlust der spezifischen
Aktivitat der Protease flhrt (Horiuchi et al., 2007b).

Um dies genauer zu untersuchen, wurden strukturell auffillige Motive in der
Transmembran-Domadne von ADAM17 verandert, so zum Beispiel die drei
aromatischen, von der a-Helix in die Lipidschicht hineinragenden Phenylalanin-Reste
A17 TM:1-3). Zudem wurde der Histidin-Rest 692, der sich an der Grenzschicht der
Membran zum Cytoplasma befindet und in dieses hineinragt, ausgetauscht
(A17 TMu6). Weiterhin wurde in Al7 TM,4 das Glycin-Serin-Motiv (Position
674/675) ausgetauscht, da diese beiden Aminosauren a-helikale Strukturen
unterbrechen koénnen, was wiederum Konformationsanderungen zur Folge haben
konnte (Li & Deber, 1994; Fluhrer et al., 2012). Ein solcher Helixbruch wurde ebenfalls
in Zusammenhang mit dem Shedding eines membranstandigen Substrates der Site-2-
Protease (S2P) beschrieben (Ye et al., 2000). In dieser Studie wird die Hypothese
aufgestellt, dass ein Prolin-Rest in der Transmembran-Domane des Substrates SREBP
(sterol regulatory element-binding protein) einen Helixbruch bewirkt, der ein
»,Herausschieben” des Proteins aus der Lipid-Membran zur Folge hat, was dann
wiederum den Zugang zur Spaltstelle fir die Site-2-Protease freilegt. Der Prolin-
Rest 686 wurde daher in A17 TM,.5 zu Alanin mutiert, um zu untersuchen, ob ein
solcher Federmechanismus ebenfalls bei ADAM17 vorliegt und moglicherweise an der
Aktivierung beteiligt ist.

In Tabelle 10 sind die verschiedenen Aminosaure-Sequenzen der Transmembran-
Domanen der einzelnen Mutanten gegeneinander verglichen. Die hervorgehobenen

Aminosaurereste wurden jeweils durch eine Alanin-Seitenkette ersetzt.

Tabelle 10: Transmembran-Mutanten von ADAM17. Durch Alanin ausgetauschte
Aminosaurereste sind orange markiert

Bezeichnung | Aminosaure-Sequenz Mutierte Aminosauren
ADAM17WT | [ IVGSVLVFSLIFWIPFSILVHCV... |-

Al7TMmel | .IVGSVLVASLIFWIPFSILVHCV.. | F679

Al7TMmnw2 | .IVGSVLVASLIAWIPFSILVHCV.. | F679, F683
Al7TMmi3 | .IVGSVLVASLIAWIPASILVHCV.. | F679, F683, F687

Al7 TMmed | L.IVAAVLVFSLIFWIPFSILVHCV.. | G674, 5675
Al7TMme5 | .IVGSVLVFSLIFWIAFSILVHCV.. | P686

Al7TMmub6 | .IVGSVLVFSLIFWIPFSILVACV.. | H692
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Die verschiedenen Mutanten wurden in Shedding-Experimenten mit AP-gekoppeltem
TGFa als Substrat untersucht.

Abbildung 24 zeigt, dass die ADAM17 Mutanten TMl, TMnu2 und TMp,3 zwar
jeweils eine leicht geringere Grundaktivitdt aufweisen als das Wildtyp-Enzym, jedoch
trotzdem noch durch PMA aktivierbar sind. Ob dabei eine, zwei oder drei der
ringférmigen, aromatischen Phenylalanin-Seitenketten deletiert sind, macht fiir die
Stimulierbarkeit und die Aktivitdt keinen Unterschied.

Der Austausch von Histidingg;, einer basischen und ebenfalls aromatischen Aminosaure,
die sich an der Grenzschicht der Plasmamembran zum Cytoplasma befindet
(A17 TM6), hat auf die Aktivitat und Stimulierbarkeit von ADAM17 in Bezug auf das
TGFa-Shedding in diesem Ansatz ebenfalls keinen Einfluss.

Die Transmembran-Mutanten 4 und 5 zeigen eine leicht erhohte Grundaktivitat, die im
Fall von A17 TM,,.:5 im Vergleich zu Wildtyp-ADAM17 sogar signifikant gesteigert ist.
Auch die PMA-stimulierte Aktivitat ist bei beiden Konstrukten entsprechend leicht

erhoht, wobei die Stimulation bei A17 TM,,+4 jedoch nicht signifikant ist.

3 [ Kontrolle
=+ Il PMA
§J *k%k
L5 29 s
13 "
o Y
24
= 1
£
x
0-

N ] O o
& FE I PP FF
Mar A (G LN
AEESEEE S S S S S e

Abbildung 24: Shedding von TGFa durch ADAM17-Transmembran-Mutanten.

ADAM10/17 defiziente murine Fibroblasten wurden mit Alkalischer Phosphatase gekoppeltem TGFa
(TGFa-AP) transfiziert. Gleichzeitig wurde entweder Wildtyp-ADAM17 (A17 WT), ADAM17 ohne
cytoplasmatische Doméane (A17 Acyto), eine der ADAM17 Transmembran-Mutanten (A17 TMmut1-
6) oder eine proteolytisch inaktive ADAM17-Mutante (A17 E/A) in die Zellen eingebracht. Nach 24 h
wurden die Zellen mit 200 ng/ml PMA fiir 2 h stimuliert. Die Shedding-Rate wurde relativ zu der
Aktivitat des  WT-Konstruktes dargestellt. Abgebildet sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen aus mindestens drei unabhangigen Experimenten.

*** p<0,001; ** p<0,01 im Vergleich zu der unstimulierten Kontrolle; # p<0,05 im Vergleich zu A17
WT Kontrolle (gemadR ANOVA und Bonferroni post-hoc Analyse).

Diese Ergebnisse lassen keine eindeutige Aussage zu den fiir die Regulation von

ADAM17 essentiellen Aminosduren und Motiven zu.
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4 DISKUSSION

Das Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob Zelloberflachen-Rezeptoren wie die
Keratinocyten-spezifische Rezeptor-Tyrosinkinase FGFR2b und Toll-like-Rezeptoren
(TLRs) nach Bindung ihrer spezifischen Liganden in der Lage sind, den epidermalen
Wachstumsfaktor-Rezeptor EGFR in Abhangigkeit von der Metalloprotease ADAM17 zu
transaktivieren. AuSerdem sollte in diesem Zusammenhang untersucht werden, wie die
proteolytische Aktivitat von ADAMSs im Allgemeinen und von ADAM17 im Speziellen

reguliert wird.

4.1 Transaktivierung des EGFR durch den FGFR2b

Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTKs) haben spezifische Liganden, die innerhalb einer Familie
von Rezeptoren entweder mehrere oder nur eine ganz spezifische Isoform aktivieren
kénnen. Es wird angenommen, dass die Aktivierung jedes einzelnen Rezeptors eine
Signalkaskade anschaltet, welche liber verschiedene Zwischenstufen am Ende direkt zur
Phosphorylierung der MAP-Kinasen ERK1/2 fiihrt (McKay & Morrison, 2007). Die
Beteiligung bestimmter intrazelluldrer Adaptermolekiile, welche fiir jedes Signal
definiert sind, ermaoglicht der Zelle eine sehr spezifische und differenzierte Antwort auf
die unterschiedlichen Faktoren und Signale, die extrazelluldar vermittelt werden. Diese
kann durch die Menge an Botenstoffen, durch Rickkopplungsmechanismen, die die
Dauer der Stimulation beeinflussen sowie durch das Zusammenspiel verschiedener
Signalmolekiile wie Wachstumsfaktoren und Hormone zusatzlich moduliert werden
(Wetzker & Bohmer, 2003). Die Entdeckung, dass verschiedene Rezeptorklassen den
EGF-Rezeptor transaktivieren kénnen, erweitert das Spektrum an moglichen zellularen
Antworten auf einen einzigen Stimulus, der dann gleich zwei synergistische Signalwege
auf einmal aktiviert. Diese zwei Signalwege konnen verwandt und daher recht dhnlich
sein, wie in den Beispielen, in denen der EGFR von anderen RTKs, wie dem PDGFR
(Mendelson et al., 2010) oder dem VEGFR (Swendeman et al., 2008) transaktiviert wird.
Sie kdnnen jedoch auch unterschiedlicher Natur sein, wie im Fall der GPCR-vermittelten

Transaktivierung des EGFR (Saito & Berk, 2001). In jedem Fall aber erweitert sich das
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Spektrum an moglichen Antworten, mit der die Zelle auf einen Stimulus reagiert, was
als Konsequenz daraus eine starkere Spezifizierung ermoglicht.

In dieser Arbeit wurde mit dem FGFR2b das erste Beispiel beschrieben, bei dem ein
Rezeptor aus der Klasse der RTKs keinen eigenen, direkten Signalweg induzieren kann,
sondern bei dem die Phosphorylierung der MAP-Kinasen ERK1/2 ausschlieRlich durch
den EGFR und damit in Abhangigkeit von ADAM17 vermittelt wird.

Dies zeigte sich insbesondere daran, dass in der Stimulations-Zeitreihe mit dem
FGFR2b-Liganden FGF7 bereits nach 5 Minuten das Signal der ERK-Phosphorylierung
vollstandig durch den Metalloprotease-Inhibitor Marimastat (MM) unterbunden wurde
(siehe Abbildung 8). Dieser Effekt trat bei der Stimulation des VEGFR auf HUVEC-Zellen
erst nach 30 Minuten auf (siehe Anhang: Maretzky et al., 2011; Abb. 1), was darauf
hindeutet, dass es in dem Fall mindestens zwei Signaltransduktionswege gibt, die zur
Phosphorylierung von ERK1/2 fiihren: einen direkten, Metalloprotease-unabhangigen
sowie einen Metalloprotease-abhangigen Weg, wobei die Rolle der Metalloprotease
erst nach langeren Stimulationszeitraumen sichtbar wird, wenn der friihe, direkte
Signalweg nachldsst. Dass jedoch in beiden Fallen (beim FGFR2b und beim VEGFR)
bereits 5 Minuten nach Stimulation des Rezeptors mit dem entsprechenden Liganden
eine Metalloprotease aktiviert wird, welche EGFR-Liganden freisetzt, zeigt sich in den
Untersuchungen mit der EGFR-liberexprimierenden Karzinom-Zelllinie A431. Die A431-
Zellen, welche weder den VEGFR noch den FGFR2b auf der Oberflache tragen und somit
nicht auf direkte Stimulation mit den entsprechenden Liganden VEGF-A und FGF7
reagieren, wurden mit konditionierten Uberstinden von HUVECs oder primaren
humanen Keratinocyten (phKs) stimuliert. Es konnte gezeigt werden, dass die
Uberstiande von den Zellen, die vorher mit VEGF-A oder FGF7 inkubiert wurden, in der
Lage waren, eine Phosphorylierung von ERK1/2 in A431-Zellen auszulGsen. In beiden
Fallen wurde dieser Effekt bereits nach 5 Minuten festgestellt und konnte durch die
Zugabe von Marimastat zu den urspriinglich stimulierten Zellen aufgehoben werden.
Dies bedeutet, dass sowohl der FGFR2b als auch der VEGFR innerhalb von 5 Minuten
nach Ligandenzugabe eine Metalloprotease aktivieren, welche EGFR-Liganden freisetzt,
was wiederum zur Transaktivierung des EGFR fiihrt. Auch wenn die Versuche, bei denen
ausschlieBlich ein Zelltyp verwendet und somit im engeren Sinne nur die autokrine
Signaltransduktion betrachtet wurde, auf den ersten Blick unterschiedliche Ergebnisse

fur die ERK1/2-Aktivierung durch den VEGFR auf HUVECs und den FGFR2b auf
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Keratinocyten zeigten, handelt es sich moglicherweise bei beiden RTKs um einen
dhnlichen Mechanismus, der zur Aktivierung einer Metalloprotease fiihrt.

Dass das beobachtete Signal der phosphorylierten MAP-Kinasen ERK1/2 durch den
EGFR vermittelt wird und nicht durch einen anderen Rezeptor konnte durch den Einsatz
des EGFR-blockierenden, monoklonalen Antikérpers Cetuximab sowie verschiedener
Inhibitoren, die die EGFR-vermittelte Signaltransduktion stéren, gezeigt werden. Alle
diese Substanzen haben die ERK1/2-Phosphorylierung vollstindig verhindert, was nicht
der Fall gewesen ware, wenn die Kinasen durch den FGFR2b direkt aktiviert werden
koénnten, wie bisher allgemein angenommen wurde (Schlessinger, 2004).

HB-EGF wurde in dieser Arbeit durch den Einsatz der Diphterietoxin-Isoform CRM197
als ein an der EGFR-Transaktivierung beteiligter Ligand identifiziert. Diese ungiftige
Mutante des Diphterietoxins bindet spezifisch an humanes HB-EGF (Naglich et al.,
1992) und macht es deshalb fiir die Bindung an den EGFR untauglich, was dazu fihrte,
dass der Effekt von FGF7 zum Beispiel in den Migrationsversuchen stark gehemmt war
(siehe Abbildung 12). Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass neben HB-EGF
eventuell auch andere EGFR-Liganden nach Stimulation des FGFR2b durch ADAM17
freigesetzt werden und zur Transaktivierung des EGFR beitragen. Es kommen die
Liganden TGFa, Amphiregulin und Epiregulin in Frage, da diese ebenfalls durch
ADAM17 prozessiert werden (Sahin et al., 2004). Da ADAM10 nicht durch den FGFR2b
aktiviert wird (siehe Abbildung 10), sind die EGFR-Liganden Betacellulin und EGF,
welche als ADAM10-Substrate beschrieben wurden (Sahin et al., 2004), vermutlich
nicht an der EGFR-Transaktivierung durch den FGFR2b beteiligt.

Die Verwendung von konditionalen ADAM17-knockout-Mausen in dieser Arbeit zeigte,
dass dies hochstwahrscheinlich die verantwortliche Metalloprotease bei der
Transaktivierung des EGFR in Keratinocyten ist. Dass TACE als Sheddase von HB-EGF
malgeblich an solchen Prozessen beteiligt ist, wurde auch in den meisten anderen
Arbeiten, die sich mit der Metalloprotease-abhangigen Transaktivierung des EGFR
befasst haben, vermutet (Gschwind et al., 2003; Schafer et al., 2004a; Mifune et al.,
2005). Manche Arbeiten beschreiben allerdings auch ADAM10 oder ADAM12 als
hauptverantwortliche Protease im Zusammenhang mit GPCR-vermittelter EGFR-
Transaktivierung, wobei ebenfalls HB-EGF der entscheidende Ligand gewesen sein soll
(Asakura et al., 2002; Yan et al., 2002). Diese Unstimmigkeiten in der Zuordnung von
spezifischen Substraten zu einer bestimmten Protease ist wahrscheinlich dadurch

begriindet, dass den einzelnen Studien unterschiedliche Ansatze zugrunde liegen. So



DISKUSSION | 81

zeigten zum Beispiel grundlegende /oss of function-Versuche mit knockout-Zellen, dass
ADAM17 unverzichtbar fir das Shedding der EGFR-Liganden TGFa, HB-EGF,
Amphiregulin und Epiregulin ist, wohingegen ADAM10 fiir das Shedding von EGF und
Betacellulin essentiell ist (Merlos-Sudrez et al., 2001; Sunnarborg et al., 2002; Sahin et
al., 2004; Sanderson et al., 2005; Horiuchi et al., 2007b). Uberexpressions-Studien
lassen jedoch den Schluss zu, dass auch andere ADAMs, wie ADAMS, 12 und 19,
prinzipiell in der Lage sind eben diese Substrate zu spalten (Kurisaki et al., 2003;
Gschwind et al., 2003; Schafer et al., 2004b; Horiuchi et al., 2005). Beide Ansatze sind
wichtig und auch berechtigt, allerdings mussen sie differenziert betrachtet werden.
Wahrend loss of function-Untersuchungen zeigen, welche Protease unter
physiologischen Bedingungen unverzichtbar fiir das Shedding eines bestimmten
Substrates ist, geben gain of function-Experimente, bei denen einzelne ADAMs
Uberexprimiert werden, dariber Auskunft, welche Proteasen generell die Fahigkeit
haben, das Substrat zu erkennen und zu prozessieren. Dies kann beispielsweise unter
pathologischen Bedingungen wie in einigen Tumoren eine Rolle spielen, in denen
manche ADAMs hochreguliert sind und somit eventuell doch an Shedding-Prozessen
beteiligt sein kdnnen, obwohl sie das bestimmte Substrat unter normalen Bedingungen
gar nicht schneiden wiirden (Kveiborg et al., 2005; Mazzocca et al., 2005; Peduto et al.,
2005; Peduto et al., 2006). Dieses Phdanomen, dass verschiedene ADAM-Proteasen zwar
das gleiche Substrat prozessieren kénnen, dies aber abhangig vom Kontext jeweils nur
von einer Protease Uibernommen wird, ist zum Beispiel auch beim Shedding des Notch-
Rezeptors zu beobachten, welcher kontextabhiangig entweder von ADAM10 oder von
ADAM17 gespalten und somit aktiviert wird (Christian, 2012). Wahrend ADAM10
insbesondere fiir die Liganden-induzierte Signaltransduktion essentiell ist, hat ADAM17
eine Funktion bei der Liganden-unabhangigen Aktivierung des Notch-Rezeptors
(Bozkulak & Weinmaster, 2009).

Weiterhin ist zu bemerken, dass auch der jeweilige Stimulus, der in den Experimenten
eingesetzt und untersucht wird einen Einfluss auf die Substratspezifitat einer Protease
haben kann (Herrlich et al., 2008), was laut der Gruppe um Harvey Lodish auf die
Beteiligung unterschiedlicher PKC-lsoformen bei der Aktivierung von ADAMs
zuriickzufihren ist (Dang et al., 2011). Demnach aktivieren die verschiedenen
physiologischen und auch unphysiologischen Stimuli, die bekanntermaBen eine
Steigerung der proteolytischen Aktivitdt von ADAMs induzieren, unterschiedliche PKC-

Isoformen, welche dann wiederum entweder mit einem spezifischen Substrat oder mit
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einer bestimmten Protease oder mit beiden interagieren und dadurch die Substrat-
spezifische Proteolyse vermitteln.

Auch die Verwendung unterschiedlicher Zelltypen in den verschiedenen Studien kann
ein moglicher Grund fir die unterschiedliche Benennung der hauptverantwortlichen
Protease sein.

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass ADAM17 maRgeblich an der
Transaktivierung des EGFR durch den FGFR2b in Keratinocyten beteiligt ist, was sowohl
durch Uberexpression der Protease in Fibroblasten als auch durch den genetischen
knockout von ADAM17 in primdren murinen Keratinocyten gezeigt wurde. Dass nur
ADAM17, nicht jedoch ADAM10 durch die Stimulation mit FGF7 aktiviert werden kann,
wurde in Shedding-Experimenten mit fiir die jeweilige Protease spezifischen Substraten
gezeigt (siehe Abbildung 10).

Zusammengefasst fihrten die Ergebnisse der Untersuchungen zur Transaktivierung des

EGFR durch den FGFR2b zu dem in Abbildung 25 dargestellten Modell.
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Abbildung 25: Model zur Transaktivierung des EGF-Rezeptors durch Stimulation des FGFR2b in
Abhéngigkeit von ADAM17. Da dieser Signalweg die Plasmamembran dreimal Gberquert, wird er als
triple membrane spanning pathway bezeichnet. Die Bindung von FGF7 fiihrt zur Aktivierung des
FGFR2b, welcher das Signal ins Zellinnere leitet (1). ADAM17 wird aktiviert, was zu einem
extrazelluldren Shedding-Ereignis fliihrt, bei dem HB-EGF freigesetzt wird (2). Dieser EGFR-Ligand
bindet an den Rezeptor, was letztendlich intrazelluldr zur Aktivierung der MAP-Kinasen ERK1/2 fiihrt

(3).
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Der Signalweg, der nach der Stimulation des FGFR2b mit FGF7 zur Phosphorylierung
von ERK1/2 fuhrt, kann als triple membrane spanning pathway bezeichnet werden, da
das Signal die Plasmamembran dreimal iberquert, bevor letztendlich die MAP-Kinasen
ERK1/2 phosphoryliert werden. Der erste Schritt ist die Aktivierung des FGFR2b,
welcher das Signal in die Zelle leitet (1) und Uber einen bislang unbekannten
Mechanismus die Metalloprotease ADAM17 stimuliert. Diese vermittelt anschlieRend
die extrazelluldre Spaltung eines EGFR-Liganden (2), z.B. HB-EGF, welcher dann an den
EGF-Rezeptor bindet und diesen aktiviert. Dies leitet das Signal wieder zuriick ins
Zellinnere (3) und fiihrt letztendlich zu der Phosphorylierung von ERK1/2.

Diese Signalweiterleitung, die mehrfach die Plasmamembran Uberwindet, wurde
urspriinglich fir die Transaktivierung des EGFR durch GPCRs beschrieben (Wetzker &
Bohmer, 2003). Gleichzeitig wurde auch eine intrazelluldre, direkte Aktivierung von
MAP-Kinasen durch GPCRs postuliert, bei der G-Proteine lber die Proteinkinase A
direkt Raf und somit die MAP-Kinase Kaskade aktivieren, die letztendlich zur
Phosphorylierung von ERK1/2 fihrt (Schmitt & Stork, 2000). Es wurde auBerdem
angenommen, dass cytoplasmatische Kinasen wie Src oder Pyk2 durch GPCRs aktiviert
werden und anschlieBend den EGFR intrazellular phosphorylieren, was einer
Aktivierung ohne Liganden-Bindung entsprechen wiirde und ebenfalls zur Aktivierung
von ERK1/2 fuhrt (Andreev et al., 2001). Diese beiden intrazelluldren Protein-Kinasen
werden heute jedoch eher als downstream-Effektoren des EGFR betrachtet
(Schauwienold et al., 2008) oder mit der zwischengeschalteten Aktivierung einer
Metalloprotease in Verbindung gebracht (Maretzky et al., 2011). Aligemein kann davon
ausgegangen werden, dass die Transaktivierung des EGFR in den meisten Fallen durch
die extrazelluldre Ligandenbindung erfolgt und die Aktivitdt einer Metalloprotease
erfordert, auch wenn es Ausnahmen gibt, die einen alternativen, Metalloprotease-

unabhangigen Weg benutzen (Blobel, 2005).

Es stellt sich zwangslaufig die Frage, warum es so viele verschiedene Rezeptoren fiir
unterschiedliche Liganden auf der Zelloberflache gibt, wenn am Ende doch immer
wieder ein bestimmter Signaltransduktionsweg, namlich der EGFR-vermittelte,
angeschaltet wird - insbesondere im Fall von FGFR2b, der als einzige bekannte RTK
keinen eigenen, direkten Weg zur Aktivierung von ERK1/2 hat. Es kann naturlich nicht

ausgeschlossen werden, dass die Aktivierung des FGFR2b noch weitere
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Signaltransduktionswege im Zellinneren induziert, welche bislang allerdings noch
unbekannt sind.

Eine mogliche Erklarung fir die Verknlipfung von Signalwegen ist in diesem Fall, dass
die Stimulation eines bestimmten, zelltypspezifischen Rezeptors (FGFR2b) zur
Freisetzung anderer Liganden (z.B. HB-EGF) fiihrt, welche auch benachbarte Zellen
erreichen konnen: Neben der autokrinen Transaktivierung des EGFR, bei der die
Rezeptoren auf der gleichen Zelle oder im weiteren Sinne auf dem gleichen Zelltyp
aktiviert werden, stellt die parakrine Aktivierung eine Moglichkeit dar, das
Zusammenspiel unterschiedlicher Zelltypen innerhalb eines Gewebes zu regulieren.
Durch diesen Mechanismus kdnnen auch angrenzende Zellschichten aktiviert werden,
welche keinen passenden Rezeptor fiir das urspriingliche Signal haben. Im Falle der in
dieser Arbeit untersuchten Keratinocyten koénnten beispielsweise die Zellen des
Bindegewebes (z. B. Fibroblasten) stimuliert und zur Proliferation angeregt werden, was
im weitesten Sinne zum Beispiel beim Prozess der Wundheilung forderlich sein kénnte.
Es wurde aulRerdem beschrieben, dass es unterschiedliche Effekte haben kann, wenn
der EGFR direkt mit einem Liganden stimuliert wird oder wenn die Aktivierung indirekt
Uber einen GPCR erfolgt, obwohl diese nachweislich auch zur Freisetzung endogener
Liganden fiihrt (Drube et al., 2006). Wie dieses Paradigma zu erklaren ist, ist unbekannt,
es konnte jedoch klinische Relevanz haben, wenn man bedenkt, dass eventuell nur ein
ganz bestimmter Transaktivierungsweg flr pathologische Befunde verantwortlich sein
konnte und dass die physiologischen Funktionen des Signalwegs unbeeintrachtigt
blieben, wenn man die vorangehenden Transaktivierungswege inhibieren wirde. Dies
genauer zu untersuchen ist schwierig, da es sich bei der EGFR-vermittelten
Signaltransduktion offensichtlich sowohl ,upstream” als auch ,downstream” des
Rezeptors um ein sehr komplexes Netzwerk von moglichen beteiligten Molekilen und
Wegen handelt.

Wie oben schon erwdhnt fuhrt die Stimulation von Zellen mit unterschiedlichen
Faktoren zur proteolytischen Freisetzung einzelner, wahrscheinlich sehr genau
definierter Substrate und nicht zu einer generellen und unspezifischen Aktivierung von
ADAM17. Dariber hinaus wird angenommen, dass die verschiedenen EGFR-Liganden
jeweils eine etwas unterschiedliche, spezifische Zellantwort vermitteln (Dang et al.,
2011). Es ist denkbar, dass die Stimulation mit FGF7 zu einer sehr speziellen Aktivierung
des EGFR fihrt, welche dann ganz spezifische Effekte auf die Proliferation und die

Migration von Keratinocyten hat. Andere Aktivatoren der Keratinocytenmigration
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und -proliferation, wie PAR1 (Gao et al., 2010), der Angiotensin Il Typ 1-Rezeptor
(Yahata et al., 2006) oder das antimikrobielle Peptid LL-37 (Tokumaru et al., 2005)
wurden ebenfalls mit der Aktivierung des EGFR in Verbindung gebracht.
Moglicherweise ist ADAM17 in diesen Fallen ebenfalls involviert. Die Rolle des EGFR fiir
die Homoostase der Haut sowie flr die Wundheilung ist gut bekannt (Schneider et al.,
2008) und die Ergebnisse dieser Arbeit legen die Vermutung nahe, dass diese
malgeblich durch die ADAM17-bedingte Freisetzung von EGFR-Liganden begriindet ist.
Dies konnte in nachfolgenden Untersuchungen der Arbeitsgruppe um Prof. Blobel mit
konditionalen knockout-Mausen, bei denen ADAM17 in der Haut ausgeschaltet ist,
bestatigt werden (Franzke et al., 2012). Diese Studie zeigte, dass sich die Haut in
Abwesenheit von ADAM17 zwar zunachst normal entwickelte, kurz nach der Geburt
jedoch gravierende Defekte in der epidermalen Barriere aufwies, welche auf eine
reduzierte EGFR-Signaltransduktion zuriickzufiihren sind und zur Entstehung von
chronischer Dermatitis fihrten.

Ob es sich bei der Transaktivierung des EGF-Rezeptors durch den FGFR2b um einen
generellen Mechanismus fiir Fibroblasten-Wachstumsfaktor-Rezeptoren oder sogar fir
RTKs allgemein handelt, konnte in dieser Arbeit nicht herausgefunden werden. Die
Unspezifitdt der Ubrigen Rezeptor-Liganden-Paarungen innerhalb der FGFR-Familie hat
eine eindeutige Zuordnung von Signalen unmoglich gemacht. Es ist jedoch reizvoll zu
spekulieren, dass auch andere FGFRs einen Mechanismus zur Transaktivierung des
EGFRs vermitteln kénnen. Auch innerhalb der Klasse der RTKs gibt es neben dem
PDGFR (Mendelson et al., 2010), dem VEGFR (Swendeman et al., 2008) und dem
FGFR2b (Maretzky et al., 2011) sicherlich noch andere Rezeptoren, die die
Transaktivierung des EGFR induzieren. Es wdre interessant zu untersuchen, ob auch
andere Mitglieder ebenso wie der FGFR2b keinen eigenen, direkten Signalweg zu den
MAP-Kinasen ERK1/2 aktivieren.

Eine weitere Frage, die in dieser Arbeit nicht abschlieRend geklart werden konnte, ist
die Frage nach dem Mechanismus, der in diesem Kontext zur Aktivierung von ADAM17
fuhrt. Dies soll im folgenden Abschnitt vor allem im Hinblick auf die Domanenstruktur

von ADAM17 ausfiihrlicher diskutiert werden.
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4.2 Bedeutung der Domanenstruktur fiir die Aktivitat von ADAM17

Es gibt verschiedene Hypothesen zur Regulation der Aktivitat von ADAM17. Da es sich
um einen sehr schnellen Prozess handelt, der zur Steigerung der Shedding-Aktivitat von
ADAM17 fihrt, kann davon ausgegangen werden, dass es sich um ein
posttranslationales Ereignis handelt, welches nicht auf der Neusynthese des Enzyms
beruht. Welche Domanen an der Aktivierung von ADAM17 beteiligt sind ist unklar und
umstritten. Es gibt zudem Theorien, welche eine externe Regulation der
Metalloprotease unabhangig von der Domanenstruktur vorschlagen.

So wird die konstitutive Aktivitdit von ADAM17 in vivo durch den extrazelluldren,
endogenen Inhibitor TIMP3 (tissue inhibitor of metalloproteinases 3) reguliert. Die
Relevanz dieses negativen Regulators von ADAM17 wurde in Versuchen mit JunB/c-Jun-
defizienten Mausen deutlich, in welchen die Expression von TIMP3 herunterreguliert
ist, da es unter der direkten Kontrolle der beiden Transkriptionsfaktoren JunB und c-Jun
steht. Diese Mause weisen Psoriasis-dhnliche, inflammatorische Hautveranderungen
auf, welche auf eine UbermaRige TNFa-Freisetzung zurilickzufiihren sind. Diese ist
wiederum durch die erhohte TACE-Aktivitat zu erklaren, welche durch das Fehlen des
Inhibitors TIMP3 begriindet ist (Guinea-Viniegra et al., 2009). Auch wenn Studien wie
diese zeigen, dass TIMP3 die Aktivitat von ADAM17 beeinflusst und dass dieser
endogene Inhibitor dadurch eine physiologische Relevanz in der Entwicklung und in
Entziindungen hat, gibt es keine Studien, die TIMP3 direkt mit der stimulierten
Aktivierung durch externe Faktoren in Verbindung bringen. Es wurde stattdessen in
TIMP3-knockout-Fibroblasten gezeigt, dass TIMP3 keine Rolle bei der PMA-stimulierten
Aktivierung von ADAM17 spielt (Le Gall et al., 2010), weshalb man davon ausgehen
kann, dass diesem Inhibitor moglicherweise nur eine Rolle bei der Kontrolle des
konstitutiven Sheddings zukommt, nicht jedoch bei der des stimulierten.

Ein weiteres Enzym, das moglicherweise einen externen Einfluss auf die Aktivitat von
ADAM17 hat, ist die Protein-Disulfid-lsomerase (PDI). Es wurde mehrfach beschrieben,
dass die Aktivierung von ADAM17 auf eine sehr schnelle Konformationsanderung
zuriickzufihren ist, welche die Metalloprotease-Domane von einer geschlossenen,
inaktiven in eine offene, aktive Form versetzen soll (Willems et al., 2010; Le Gall et al.,
2010; Xu et al., 2012). Diese Anderung der Konformation ist moglicherweise durch eine
Umverteilung von intramolekularen Disulfidbriicken bedingt, welche unter anderem

durch PDIs vermittelt werden kann. Wie wiederum PDIs durch die ADAM17-
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aktivierenden Stimuli reguliert werden ist unklar. Es wird jedoch vermutet, dass
reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) daran beteiligt sein konnten,
welche ebenfalls bereits mit der ADAM17-Aktivierung durch PMA oder
Stressmediatoren in Verbindung gebracht wurden (Zhang et al., 2001; Fischer et al.,
2004; Wang et al., 2009; Myers et al., 2009). Sie verdandern den Redox-Status innerhalb
und auch auRerhalb der Zelle und reduzieren so verfligbare Thiolgruppen, was die PDI
hemmt. Die Inhibition der Isomerase fiihrte zu einem gesteigerten HB-EGF-Shedding,
weshalb vermutet werden kann, dass die PDI die inaktive Konformation von ADAM17
beglinstigt und dadurch ebenfalls als Negativ-Regulator betrachtet werden kann
(Willems et al., 2010). Reaktive Sauerstoffspezies und Isomerasen konnen auch Effekte
auf die Substrate von ADAM17 haben, wie zum Beispiel fir L-Selektin und HB-EGF
gezeigt wurde (Bennett et al., 2000; Kim et al., 2005). Diese sind hauptsachlich auf die
Veranderung der Verfligbarkeit durch Modulation der Lokalisation in der Zelle
zurtickzufihren.

Wenn man davon ausgeht, dass die stimulierte Aktivitdit von ADAM17 nicht nur durch
externe Proteine reguliert sondern auch auf die eigene Domanenstruktur
zurilickzufUhren ist, erscheint der cytoplasmatische Teil der Protease ein plausibler
Mediator fiir verschiedene Stimuli zu sein. Verschiedene intrazelluldre Signalmolekile,
welche durch externe Stimuli aktiviert werden, kénnen mit der cytoplasmatischen
Domaéne interagieren. So sind zum Beispiel SH3-Bindungsdoméanen bekannt und auch
die Phosphorylierung einiger bestimmter Threonin- und Serin-Reste innerhalb der
cytoplasmatischen Domane von ADAM17 wurde beschrieben (Diaz-Rodriguez et al.,
2002; Fan et al., 2003). Es konnte jedoch nie eindeutig und Uberzeugend gezeigt
werden, dass diese Phosphorylierungs-Ereignisse, die beispielsweise durch die MAP-
Kinasen p38 oder ERK vermittelt werden, direkt mit der Aktivierung von ADAM17 durch
bekannte Stimuli zusammenhangen, auch wenn dies postuliert wurde (Xu & Derynck,
2010). Es wurde lediglich gezeigt, dass die Phosphorylierung von ADAM17 an
Threonin 735 zur Maturierung der Protease beitrdgt und den Transport an die
Zelloberflache fordert (Soond et al., 2005). Es wurde in diesem Zusammenhang ein
Modell vorgeschlagen, nach dem die Phosphorylierung von ADAM17 an seiner
cytoplasmatischen Domane zu einer Dissoziation von TACE-Dimeren flihrt, wie sie
hauptsachlich auf der Zelloberflaiche vorkommen sollen und welche durch die EGF-

dhnliche Domane vermittelt werden (Lorenzen et al., 2011). Die Auflésung der Dimere
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soll die Ablosung des endogenen Inhibitors TIMP3 zur Folge haben und somit zur
Aktivierung von ADAM17 fiihren (Xu et al., 2012).

Dass dies zu einer erhohten Substrat-Freisetzung fihrt ist denkbar, wenn zum einen
mehr Proteasemolekiile an die Oberflache transportiert werden und zum anderen
TIMP3 abgelost wird, es scheint jedoch nicht der Hauptmechanismus zu sein, der die
stimulierte Shedding-Aktivitat - insbesondere von den Protease-Molekilen, welche sich
bereits auf der Zelloberfliche befinden - reguliert. Dies wird durch Studien mit
ADAM17-Konstrukten, denen die cytoplasmatische Domdadne und somit jegliche
Phosphorylierungsstellen fehlen, deutlich, da diese trotzdem durch diverse Stimuli
normal aktivierbar waren (Reddy et al., 2000; Doedens et al., 2003; Le Gall et al., 2010).
Auch die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass nicht die cytoplasmatische
sondern die Transmembran-Domane entscheidend fiir die Stimulation von ADAM17 mit
FGF7 sowie PMA und lonomycin ist. Der Einsatz von verschiedenen ADAM17-Mutanten,
von denen eine keine cytoplasmatische Domaéane besitzt (ADAM17 Acyto) und die
andere eine durch die a-Helix von L-Selektin ersetzte TM-Doméane hat (ADAM17-
CD62L), zeigt dies in Bezug auf das Shedding von zwei verschiedenen ADAM17-
Substraten. Die Stimulierbarkeit des HB-EGF-Sheddings mit FGF7 war in COS7-Zellen
durch ADAM17 Acyto vollstindig gegeben, wohingegen sich ADAM17-CD62L nicht
mehr durch FGF7 stimulieren lieR (siehe Abbildung 11). Auch in ADAM17-defizienten
murinen Fibroblasten konnte das Shedding von TGFa durch ADAM17 Acyto in gleichem
Mafe wie durch Wildtyp-ADAM17 durch lonomycin und PMA stimuliert werden (siehe
Abbildung 23).

Dass der Austausch der Transmembrandomdne von ADAM17 zu einem Verlust der
stimulierbaren, nicht jedoch der konstitutiven Aktivitat fihrt, zeigt, dass das Enzym
offensichtlich korrekt synthetisiert wird und die Fahigkeit zur proteolytischen Spaltung
des Substrates nicht beeintrachtigt ist. Die Hypothese, dass die Transmembran-Domane
maRgeblich an der Regulation der Aktivitat beteiligt ist, wird in der Literatur durch
verschiedene Befunde untermauert. Zum einen wurde postuliert, dass ADAM17
hauptsachlich in bestimmten Cholesterol-reichen Membrankompartimenten (lipid
rafts) lokalisiert ist und dass die Depletion von Cholesterol zu einem erhéhten IL6-
Rezeptor-Shedding fiihrt (Matthews et al., 2003). Dies tragt insofern zur Regulation der
Aktivitat bei, als dass die Einteilung in besondere Membranbereiche die Zuganglichkeit
zu Substraten limitiert, deren Eintritt in /ipid rafts wahrscheinlich spezifisch reguliert ist

und ebenfalls von deren TM-Domane abhangt (Tellier et al., 2006; D’Alessio et al.,
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2012). Dass der membrannahe Bereich moglicherweise ebenfalls zur Substratspezifitat
beitragt, wurde durch den Einsatz von Chimdren aus ADAM17 und den
Transmembrandomanen von anderen membranstandigen Proteinen gezeigt (Li et al.,
2007; Le Gall et al., 2010). Es wurden in diesem Zusammenhang auBerdem Substrat-
Chimaren untersucht, wobei festgestellt wurde, dass ein ADAM17-Substrat (TGFa), das
die juxtamembrane Doméane eines ADAM10-Substrates (Betacellulin) trégt, nicht mehr
durch ADAM17 gespalten werden konnte (Horiuchi et al., 2007b). Diese Versuche, bei
denen Proteine nach dem Baukasten-Prinzip aus einzelnen Domanen zusammengesetzt
werden, sind natdrlich sehr artifiziell und missen durch weitere Untersuchungen mit
physiologischeren Ansatzen Uberprift werden. Nichts desto trotz geben sie einen
Hinweis darauf, dass die cytoplasmatische Domane verzichtbar fiir das stimulierte
Shedding ist und der Bereich rund um die Plasmamembran eine wichtige Rolle spielt.
Dies passt zu dem Befund, dass Apoptose zur Induktion von ADAM17-vermitteltem
L-Selektin- und IL6-Rezeptor-Shedding fiihrt (Walcheck et al., 2006; Chalaris et al.,
2007). Die Aktivierung von ADAM17 durch Faktoren, welche Apoptose induzieren (z. B.
Fas Stimulation, UV-Licht, Cytokine), ist abhangig von der Aktivitdit von Caspasen,
jedoch unabhdngig von der Caspase- und auch PMA-aktivierbaren Proteinkinase C
(PKC). Wie Caspasen unabhdngig von der PKC ADAM17 aktivieren ist unklar. Der
Mechanismus dahinter kann eventuell durch einen Effekt der Caspase auf die fiir die
Apoptose charakteristischen Verdnderungen an der Plasmamembran erklart werden
(Chalaris et al., 2007). Es handelt sich bei diesen Membranverdnderungen um die
Exposition von Phosphatidylserin in der duReren Schicht der Lipidmembran, was sich
direkt auf die TM-Domane und den juxtamembranen Bereich auswirken kénnte und
moglicherweise einen Einfluss auf die Konformation des Enzyms hat (Scheller et al.,
2011).

Kirzlich wurde ein weiteres Molekil entdeckt, das einen signifikanten Einfluss auf die
Maturierung und den intrazelluldaren Transport von ADAM17 hat und somit an dessen
Aktivierung beteiligt ist. Es handelt sich um die proteolytisch inaktive Rhomboid-
Protease, iRhom2 (Lichtenthaler, 2013). Es wird vermutet, dass dieses
membrandurchspannende Protein im ER mit ADAM17 interagiert und den Ubergang
vom ER in den Golgi-Apparat unterstiitzt. In Makrophagen von iRhom2-defizienten
Mausen ist die Expression von TACE zwar normal, es konnte jedoch kein aktives
ADAM17 auf der Zelloberflache nachgewiesen werden, was darauf schlieBen lasst, dass

der Transport durch das Fehlen von iRhom2 unterbunden ist (Adrain et al., 2012;
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Mcllwain et al., 2012). Der genaue Mechanismus, wie iRhom2 die Maturierung und den
Transport von ADAM17 reguliert ist noch unklar, es ist jedoch denkbar, dass iRhom?2 als
Protein mit sieben Transmembrandomanen direkt mit der TM-Doméane von ADAM17
interagiert.

Obwohl es sich bei der Aktivierung von ADAM17 sicherlich um einen vielschichtigen,
mehrstufigen und streng regulierten Prozess handelt, der die Translokation innerhalb
der Zelle und innerhalb der Zellmembran, die Modulation von Disulfidbriicken und die
Wirkung extrazellularer, inhibitorischer Proteine umfasst, deuten die Ergebnisse dieser
Arbeit darauf hin, dass im Hinblick auf die Domanenstruktur von ADAM17 der TM-
Domane dabei eine entscheidende Rolle zukommt, wahrend die cytoplasmatische
Domane daran nicht beteiligt zu sein scheint.

Deshalb wird nachfolgend die Aminosdaurezusammensetzung der TM-Domane von

ADAM17, welche in dieser Arbeit untersucht wurde, diskutiert.

4.2.1 Die Transmembrandomadne von ADAM17

Es wurde bereits flir andere Proteasen an der Zelloberfliche gezeigt, dass deren
Transmembran-Domane oder auch die Transmembran-Domane eines Substrates fiir die
Vermittlung der spezifischen Spaltung notwendig ist. Es wurden dabei bestimmte
Motive in der Aminosauresequenz von Transmembran-Helices identifiziert, auf deren
Grundlage die Mutation der TM-Sequenz von ADAM17 in dieser Arbeit erfolgte.
Aullerdem gibt es Hinweise darauf, dass bestimmte Aminosaure-Reste innerhalb der
TM-Domane oder im juxtamembranen Bereich mit Strukturen in der Lipidschicht
interagieren koénnen (Anderson & Jacobson, 2002). So sind zum Beispiel
Wechselwirkungen zwischen den aromatischen Seitenketten von Phenylalaninen und
den aliphatischen Ketten von Cholesterol, welches in lipid rafts angereichert ist,
beschrieben (Taieb et al., 2004). Da ADAM17 in lipid rafts lokalisiert sein soll (D’Alessio
et al., 2012) und eine Reduktion der Anzahl an Phenylalanin-Resten innerhalb einer
o-Helix zu einem Ausschluss aus diesen Membranbereichen fihren kann (Bock &
Gulbins, 2003), wurden in dieser Arbeit die drei Phenylalanin-Reste in der TM-Domaéne
von ADAM17 (F679, F683 und F687) durch Alanin-Reste ausgetauscht, um zu
Uberpriifen, ob dies einen Einfluss auf die PMA-stimulierte Aktivitdt hat. Dies war nicht

der Fall. Es misste jedoch in weiteren Analysen Uberpriift werden, ob die Mutation der
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Phenylalanin-Gruppen Uberhaupt zu einer Verdanderung der Lokalisation von ADAM17
auf der Zelloberflache flihrt oder ob das Enzym trotzdem mit lipid rafts assoziiert ist.
Eine weitere Moglichkeit der Interaktion von Transmembranproteinen mit lipid rafts
bieten die membranproximalen Bereiche des Proteins. Da die innere Halfte der
Lipiddoppelschicht in diesen Bereichen normalerweise reich an negativ geladenem
Phosphatidylserin (PS) ist, ist eine elektrostatische Interaktion mit positiv geladenen,
basischen Aminosauren wie Arginin, Lysin oder Histidin denkbar (Taieb et al., 2004). Der
Histidinrest 692 von ADAM17, welcher sich an der Grenzschicht zwischen der
Plasmamembran und dem Cytosol befindet wurde ebenfalls zu Alanin mutiert, was
jedoch keinen Effekt auf die stimulierbare Aktivitdit der Protease hatte. Die
Wechselwirkungen einer einzigen Aminosaure mit der Membran sind wahrscheinlich zu
schwach um in diesem Kontext wirklich relevant zu sein.

Der membrandurchspannende Bereich eines Proteins liegt normalerweise in einer
a-helikalen Struktur vor, bei der unpolare Aminosaurereste den Lipiden zugewandt sind
und das polare Rickgrat der Peptidkette abschirmen. Studien zur regulierten
intramembranen Proteolyse (RIP), einem sehr speziellen und bislang wenig
verstandenen proteolytischen Vorgang, der im Inneren der Plasmamembran
stattfindet, haben gezeigt, dass a-Helices nicht oder nur schwer von den Proteasen
gespalten werden kénnen (Ye et al., 2000; Lemberg & Martoglio, 2002; Akiyama &
Maegawa, 2007). Daher sind fir die intramembrane Proteolyse bestimmte
Aminosauren in der Sequenz notwendig, die als Helix-Brecher fungieren und somit die
gewundene Struktur auflésen (Urban & Freeman, 2003). Bekannt als Helix-Brecher sind
die Aminosauren Glycin, Asparagin, Prolin und Serin (Li & Deber, 1994). Ein Helix-Bruch
kann ein Protein nicht nur fiir die intramembrane Proteolyse zugdnglich machen
sondern stellt auch eine sterische Strukturveranderung dar, welche das Protein ein
Stick aus der Membran herausschieben kénnte, wenn die Helix ab einer gewissen
Stelle linearisiert wird. Ein solcher Mechanismus, der die Schnittstelle eines Substrates
aus der Membran heraushebt und somit fiir die Protease zugadnglich macht, wurde von
Ye und Kollegen postuliert (Ye et al., 2000). Andersherum kann man sich vorstellen,
dass auch ein Helix-Bruch in der Transmembrandomane einer Protease wie ADAM17 zu
einem solchen Effekt fihrt. Die katalytische Domane koénnte so in eine Position
gebracht werden, in der sie die Schnittstelle eines Substrates besser erreichen kann.
Deshalb wurden die als Helix-Brecher bekannten Aminosduren innerhalb der TM-

Domane von ADAM17 in dieser Arbeit mutiert, jedoch hatte weder die Mutation von



DISKUSSION | 92

Glycin 674 und Serin 675 noch die Mutation von Prolin 686 einen Effekt auf die
stimulierbare Aktivitat von ADAM17.

Es ist moglich, dass diese Aminosduren, obwohl sie das Potential haben eine a-helikale
Struktur zu unterbrechen, dies nicht immer tun. So wurde zum Beispiel fir das
Transmembran-Protein Bri2 beschrieben, dass nur einer von drei Glycin-Resten
innerhalb der Transmembrandomane einen Helix-destabilisierenden Effekt hatte
(Fluhrer et al., 2012). Es wurde auRerdem vermutet, dass es sich bei diesen
Aminosduren moglicherweise um ,Sollbruchstellen” handelt, welche nur unter
bestimmten funktionalen Bedingungen induziert werden (Page et al., 2008; Dong et al.,
2012). Eventuell kdnnen andere Stimuli, die die Aktivitdt von ADAM17 steigern, jedoch
nicht PMA, einen Helix-Bruch an den entsprechenden Stellen induzieren. Die
Konstrukte missten dafiir in Kombination mit verschiedenen Substraten und
verschiedenen Stimulantien getestet werden. Des Weiteren sollten die
transmembranen Regionen von diversen ADAM17-Substraten auf solche potenziell
Helix-brechenden Motive untersucht werden.

Da keiner der untersuchten Aminosaure-Austausche einen signifikanten Effekt auf die
stimulierbare Aktivitat von ADAM17 hatte, sollte die TM-Domane in nachfolgenden
Untersuchungen nach einem strukturierten Schema, zum Beispiel in Blécken von
jeweils drei Aminosdauren mutiert werden, um das Motiv -wenn es denn eins gibt- zu
finden, welches fiir die Regulation der stimulierten Aktivitit von ADAM17
ausschlaggebend ist. Dabei sollte auch der juxtamembrane Bereich zu beiden Seiten der
Plasmamembran mit eingeschlossen werden, da dieser zum einen ebenfalls noch mit
Strukturen der Plasmamembran interagieren konnte (Taieb et al., 2004) und zum
anderen mit der Multimerisierung von ADAM17 in Verbindung gebracht wird (Lorenzen
et al., 2011). Da ADAM17 in einer dimerisierten Form vorliegend inaktiv und nur als
Monomer aktiv sein soll (Xu et al., 2012), misste der Verlust des Motivs, welches die
Dimerisierung vermittelt zu einer erhdhten Shedding-Aktivitdit von ADAM17 fiihren.
Dies steht im Gegensatz zu der Bedeutung von Dimerisierungen bei anderen
Mitgliedern der Metzinkin-Familie: Fir Meprine und MT1-MMP (membrane type 1
matrix  metalloproteinase) ist beispielsweise gezeigt worden, dass eine
Multimerisierung essentiell fir die Aktivitat der Proteasen ist (Bertenshaw et al., 2003;
Sterchi et al., 2008; Tochowicz et al., 2011). Auch wenn das fir die Regulation von

ADAM17 entscheidende Motiv innerhalb der TM-Domane in dieser Arbeit nicht
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bestimmt werden konnte, deuten die Ergebnisse darauf hin, dass diese Doméane sowie

die angrenzenden Bereiche dabei eine wichtige Rolle spielen.

4.3 Transaktivierung des EGFR durch Toll-like Rezeptoren (TLR)

Das angeborene Immunsystem basiert darauf, dass in den Koérper eindringende
pathogene Mikroorganismen schnell erkannt und bekdampft werden. Insbesondere der
Haut, aber auch anderen Epithelien, welche direkt mit der AuRenwelt in Kontakt
kommen, wie das Lungen- und das Darmepithel, kommt dabei eine wichtige Funktion
zu. Keratinocyten besitzen daher eine Vielzahl von Rezeptoren (pathogen recognition
receptors, PRRs) auf der Zelloberflache aber auch im Zellinneren, welche Pathogene
anhand von spezifischen molekularen Strukturen erkennen (pathogen associated
molecular patterns, PAMPs). Zu diesen PRRs zdhlen die Toll-like-Rezeptoren (TLRs),
welche als Antwort auf Pathogene typischerweise die Freisetzung von
proinflammatorischen Mediatoren, wie dem chemotaktisch aktiven Cytokin IL-8, oder
von antimikrobiellen Peptiden (AMPs) wie den humanen B-Defensinen 2 und 3
(hBD2/hBD3) induzieren (Pivarcsi et al., 2003; Sumikawa et al., 2006; Selleri et al.,
2007).

Untersuchungen mit Keratinocyten haben gezeigt, dass sowohl die Expression als auch
die Freisetzung von IL-8 durch Stimulation mit Cytokinen von der Aktivierung des EGF-
Rezeptors abhdngig ist (Mascia et al., 2003) und dass auch die MAP-Kinasen ERK1/2 in
diesen Prozess involviert sind (Pastore et al., 2005). Auch als Folge von Verletzungen
wurde in in vivo- und ex vivo-Modellen der Haut eine Aktivierung des EGFR
beschrieben, welche die Freisetzung von IL-8 und von AMPs reguliert (Sgrensen et al.,
2006; Roupé et al., 2010). Da Wunden oder Barrierestorungen allgemein das Eindringen
von Pathogenen in den Korper beglinstigen, ist die praventive Rekrutierung von
Immunzellen durch Chemokine und die Freisetzung von AMPs wichtig. Diese Vorgange
missen noch verstarkt werden, wenn die angrenzenden Zellen -hauptsachlich
Keratinocyten im Falle der Haut- Pathogene mit Hilfe der TLRs wahrnehmen. Es ist also
denkbar, dass der EGFR auch in der TLR-vermittelten Induktion dieser Effektormolekile
des angeborenen Immunsystems involviert sein kdnnte.

Eine differenzielle Regulation der Expression von hBD2 und hBD3 wurde zum Beispiel

im Rahmen eines in vitro-Modells fiir Candida albicans-Osophagitis beschrieben. Dabei
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war die Expression von hBD2 auf die Aktivierung des TLR-abhangigen
Transkriptionsfaktors NFkB zurlickzufiihren, wahrend die Expression von hBD3 in
Abhéangigkeit eines EGFR/ERK1/2-Signalweges erhoht war (Steubesand et al., 2009).

Ein Transaktivierungsmechanismus, bei dem der EGFR durch Toll-like-Rezeptor-
Liganden indirekt aktiviert wird, wurde ebenfalls bereits in Lungenepithel-Zellen
beschrieben. Es wurde gezeigt, dass die Stimulation von TLR2, TLR3, TLR5 und TLR6 mit
jeweils spezifischen Liganden zu einer ADAM17-abhdngigen Phosphorylierung des EGFR
fihrte, welche wiederum essentiell fiir die Expression und Freisetzung von IL-8 zu sein
scheint (Koff et al, 2008). Ein wichtiger Bestandteil des EGFR-vermittelten
Signaltransduktionsweges sind die MAP-Kinasen ERK1/2, welche in anderen Studien mit
Lungenepithelzellen ebenfalls bereits im Zusammenhang mit der Freisetzung von IL8
beschrieben wurden (Kuwahara et al., 2007; Le Quément et al., 2008).

Auf Grund dieser verschiedenen beschriebenen Befunde sollte in dieser Arbeit
untersucht werden, ob sich das Modell der TLR-vermittelten Transaktivierung des EGFR
auch auf die Zellen der Haut Gbertragen lasst. Es sollte auBerdem untersucht werden,
ob die beschriebene EGFR-abhdngige Freisetzung von IL-8 oder hBD3 in Keratinocyten
nicht nur durch Cytokine oder mechanische Stérungen sondern auch in Abhangigkeit
von TLRs induziert werden kann und wenn ja, welche Signal- und Effektormolekiile an
der Uberleitung des Signals vom TLR an den EGFR beteiligt sind.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Stimulation verschiedener TLRs in
Keratinocyten zu einer Phosphorylierung von ERK1/2 fihrt (siehe Abbildung 16). Die
Phosphorylierung von ERK1/2 und anderen MAP-Kinasen wurde in verschiedenen
Veroffentlichungen auch unmittelbar mit dem klassischen TLR-Signalweg in Verbindung
gebracht (Adamo et al., 2004; Oda & Kitano, 2006; McNamara et al., 2006; Sharma et
al., 2010). Es erscheint jedoch wahrscheinlich, dass diese Phosphorylierung nicht direkt
vermittelt wird, sondern auf eine Transaktivierung des EGF-Rezeptors zurickzufihren
ist. Dies wird unter anderem dadurch deutlich, dass die ERK-Phosphorylierung in den in
dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen vollstandig durch die Anwesenheit des
EGFR-blockierenden Antikorpers Cetuximab unterbunden wurde (siehe Abbildung 20).
Auch die Inhibition von Metalloproteasen durch Marimastat fiihrte in diesem
Zusammenhang zu einer drastischen Reduzierung der Phosphorylierung von ERK1/2,
was wahrscheinlich auf die bereits diskutierte Rolle von ADAM10 und ADAM17 als
Haupt-Sheddasen von EGFR-Liganden zurlickzufiihren ist. Der Einsatz von spezifischeren

Inhibitoren sowie von siRNA gegen ADAM17 hat gezeigt, dass ADAM17 eher als
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ADAM10 im Kontext der PamsCys-vermittelten EGFR-Transaktivierung in Keratinocyten,
eine entscheidende Rolle spielt (siehe Abbildung 19 & Abbildung 20). Dies stimmt mit
den Befunden von Koff und Kollegen (iberein, die fir den entsprechenden TLR-
vermittelten EGFR-Transaktivierungsmechanismus in Atemwegsepithelien ebenfalls
ADAM17 als verantwortliche Protease sowie TGFa als beteiligten Liganden identifiziert
haben (Koff et al., 2008). Darliber hinaus deckt sich dies mit den bereits in Kapitel 4.1
diskutierten Rezeptoren aus anderen Klassen, welche in der Lage sind den EGFR in
Abhangigkeit von ADAM17 zu stimulieren. Auch im Fall der Stimulation von ADAM17
durch TLRs ist allerdings unklar, welcher Mechanismus die Aktivierung vermittelt.
Substanzen wie Melittin, welche mit der Plasmamembran von Zellen interagieren,
beeinflussen die Aktivitit von ADAM-Proteasen durch P2-Rezeptor-Aktivierung
(Sommer et al., 2012). P2-Rezeptoren gliedern sich in zwei groRe Familien, wobei P2X-
Rezeptoren zu den ATP-gesteuerten lonenkanadlen zdhlen und P2Y-Rezeptoren zur
Klasse der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren gehoren (Fredholm et al., 1994). Mehrere
dieser Rezeptoren wurden bereits als Aktivatoren fir die proteolytische Aktivitdt von
ADAMs diskutiert (Moon et al., 2006; Sengstake et al., 2006; Ratchford et al., 2010).
Zusatzlich wurde kurzlich gezeigt, dass der TLR1/2-Komplex den P2X1-Rezeptor auf
Thrombocyten aktivieren kann (Fung et al.,, 2012). Darauf, dass P2-Rezeptoren
tatséchlich als Mediatoren zwischen TLR1/2 und ADAM17 fungieren kénnten und somit
an der Transaktivierung des EGFR beteiligt sind, deuten die signifikant inhibitorischen
Effekte der beiden in dieser Arbeit verwendeten Inhibitoren PPADS und Suramin auf die
Phosphorylierung von ERK1/2 nach Stimulation mit PamsCys hin (siehe Abbildung 21).
Da es sich bei diesen beiden Substanzen allerdings um recht unspezifische Inhibitoren
handelt, die eine Bandbreite an Molekiilen beeinflussen kénnen, muss der Befund, dass
P2-Rezeptoren an der Aktivierung von ADAM17 nach TLR-Stimulation beteiligt sind, in
anderen Systemen Uberprift werden. Eignen wirden sich dafiir HEK293-Zellen, welche
weder die TLRs 2 und 4 exprimieren (Brightbill, 1999; Smith et al., 2003) noch P2X-
Rezeptoren auf der Oberflache tragen (Humphreys et al., 1998). Untersuchungen mit
diesen Zellen, in die man die Rezeptoren einzeln oder in Kombination durch
Transfektion einbringen kénnte, kdnnten Aufschluss dariiber geben, ob zumindest P2X-
Rezeptoren fiir die Phosphorylierung von ERK1/2 nach Stimulation der TLRs notwendig
sind.

Ein Ligand, der P2-Rezeptoren aktivieren kann ist ATP und es wurde gezeigt, dass dieses

nach Stimulation mit TLR-Liganden freigesetzt wird (Piccini et al., 2008). AulRerdem
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wurde ATP mit der Flagellin-induzierten = ERK1/2-Phosphorylierung in
Lungenepithelzellen in Verbindung gebracht (McNamara et al., 2006). Die beiden ATP-
abbauenden Enzyme Apyrase und Hexokinase hatten in dieser Arbeit allerdings wenig
Einfluss auf die Phosphorylierung von ERK1/2 nach der Stimulation von Keratinocyten
mit PamsCys (siehe Abbildung 21). Dies ist moglicherweise allerdings darauf
zurilickzufihren, dass es sich bei der ATP-Freisetzung aus Zellen um einen lokal sehr
begrenzten Effekt handelt (Fung et al., 2012). Eventuell sind die zugegebene
Hexokinase und Apyrase raumlich nicht in der Lage gewesen, freigesetztes ATP zu
hydrolysieren, da dieses durch die extrazelluldre Matrix abgeschirmt war. Eine mogliche
Beteiligung von ATP an der Aktivierung von ADAM17 kann in diesem Kontext also nicht
ausgeschlossen werden und bedarf weiterer Untersuchungen.

Weitere Signalmolekiile, welche durch den Einsatz diverser Inhibitoren mit der
ADAM17-Aktivierung nach TLR-Stimulation in Verbindung gebracht werden konnten
sind intrazelluldre Calcium-lonen, die Proteinkinase C (PKC), Phospholipase C (PLC),
sowie Src-und PI3-Kinasen (siehe Abbildung 21).

All diese Faktoren sind bekannte Aktivatoren von ADAM-Protease-Aktivitdt (Ohtsu et
al., 2006; Le Gall et al., 2009), auch wenn bisher nicht bekannt ist, welche genauen
molekularen Mechanismen dem zugrunde liegen.

Ein entscheidender Schritt, der bei der Aktivierung von ADAM17 durch TLR-Liganden in
den Epithelzellen der Atemwege benannt wurde, ist die Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) (Koff et al., 2008). ROS-Produktion
wurde aullerdem mit der P2R-Aktivierung (Lenertz et al., 2009) und der Induktion von
ADAM-vermitteltem Shedding in Verbindung gebracht (Wang et al., 2009; Myers et al.,
2009) und sollte daher unbedingt in diesem Zusammenhang durch den Einsatz von
Radikalfangern (scavengern) iberprift werden.

Weiterhin bleibt zu klaren, ob Adaptermolekiile des klassischen TLR-Signalweges an der
Transaktivierung des EGFR bzw. an der Aktivierung von ADAM17 beteiligt sind. Die
Herunterregulation von NFkB durch siRNA hatte keinen Einfluss auf die
Phosphorylierung der MAP-Kinasen ERK1/2, was jedoch auch zu erwarten war, da es
sich um das finale Effektormolekiil des TLR-Signalweges handelt. Es ware interessant zu
prifen, ob MyD88 -das direkte Adapterprotein von nahezu allen TLRs- an der
Aktivierung von ADAM17 und nachfolgend der Transaktivierung des EGFR beteiligt ist.
Versuche mit MyD88-siRNA oder mit Keratinocyten von MyD88-defizienten Mausen

kénnten dariiber Auskunft geben.
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Abbildung 26: Hypothetische Darstellung eines Mechanismus, der zur Transaktivierung des EGFR
durch Toll-like-Rezeptoren fiihren kdnnte. Die Bindung eines Liganden an Toll-like-Rezeptoren
(TLRs) fuhrt einerseits zur Aktivierung von NFkB, was wahrscheinlich zur Expression und Freisetzung
von Interleukin-8 (IL8) und humanen B-Defensinen (hBDs) fiihrt. Desweiteren wird vermutlich unter
Mitwirkung von P2-Rezeptoren ADAM17 aktiviert, was zu einem extrazellularen Shedding-Ereignis
fihrt, bei dem EGFR-Liganden freigesetzt werden. Dieser EGFR-Ligand bindet an den Rezeptor, was
letztendlich intrazellulér zur Aktivierung der MAP-Kinasen ERK1/2 fiihrt und wahrscheinlich fiur die
Zell-Homoostase wichtige Prozesse induziert. An der Aktivierung von ADAM17 sind in einer noch
ungeklarten Art und Weise Src-Kinasen, die Proteinkinase C (PKC), die Phospholipase C (PLC) und
intrazelluldre Ca**-lonen beteiligt.

In Abbildung 26 ist ein hypothetisches Modell der EGFR-Transaktivierung durch TLRs
dargestellt. Der Mechanismus sowie die funktionelle Bedeutung dieser moglichen
Interaktion der beiden Rezeptoren muss jedoch eingehender untersucht werden, daher

sind die spekulativen Bereiche mit Fragezeichen markiert.
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Welche Auswirkungen die Transaktivierung des EGFR durch TLRs in Keratinocyten hat
und ob es sich bei den beiden Signalwegen um getrennte Kaskaden handelt konnte in
dieser Arbeit nicht abschlieBRend geklart werden und muss in weiterfiihrenden
Experimenten analysiert werden. Vorlaufige Ergebnisse, die in dieser Arbeit nicht
dargestellt sind, deuten jedoch darauf hin, dass es sich um zwei unabhangige Kaskaden
handelt, die unterschiedliche Effekte zur Folge haben. So deuten z. B. ELISA-
Untersuchungen und mRNA-Expressionsanalysen darauf hin, dass die Freisetzung und
auch die Expression von IL-8 und den humanen B-Defensinen 2 und 3 nach TLR-
Aktivierung unabhangig von der EGFR-Signalkaskade sind. Dies steht im Gegensatz zu
den bisher in der Literatur zu findenden Hinweisen auf einen Zusammenhang von EGFR-
Signaltransduktion und IL-8-Produktion (Koff et al., 2008; Steubesand et al., 2009).

Es ist jedoch durchaus vorstellbar, dass der TLR-Signalweg eher Verteidigungs-
mechanismen wie die Freisetzung von Chemokinen und AMPs induziert, wahrend der
EGF-Rezeptor durch die Regulation von anti-apoptotischen Prozessen wie
Zellproliferation und -Wachstum fiir das Uberleben der Zellen verantwortlich ist, da
dies den klassischen Funktionen fiir diese Rezeptoren entsprechen wiirde.

Fiir das Uberleben eines Organismus ist es essentiell, dass beide Wege in einer Balance
gehalten werden, weshalb es wichtig ist, dass sie -zum Beispiel durch einen solchen hier
vorgeschlagenen Mechanismus- auf einander abgestimmt und miteinander verbunden

sind.
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4.4 Ausblick

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass sowohl der zu den Rezeptor-Tyrosin-Kinasen
gehorige Rezeptor FGFR2b als auch einige Toll-like-Rezeptoren — insbesondere der
Komplex TLR1/2 — in der Lage sind den EGFR zu transaktivieren. Dies erfolgt
hochstwahrscheinlich Uber einen die Plasmamembran dreimal durchspannenden
Mechanismus, deren molekulare Einzelheiten noch nicht bis ins Detail geklart werden
konnten. So bleibt zum Beispiel die Frage offen, wie Disintegrin-dhnliche
Metalloproteasen generell und ADAM17 im Speziellen durch verschiedene
physiologische und unphysiologische Stimuli aktiviert werden kénnen. Dies muss durch
weitere Studien geklart werden, bei denen beispielsweise spezifischere Inhibitoren fir
einzelne Molekiile eingesetzt werden, welche an der Regulation beteiligt sein kénnten.
Die spezifische Deletion oder Inaktivierung einzelner intrazelluldrer Signalmolekiile
gestaltet sich bis heute allerdings schwierig, da diese meist in ein hochkomplexes
Netzwerk eingegliedert sind, in dem es extrem kompliziert ist, einzelne Komponenten
ausfindig zu machen. Des Weiteren kann der Verlust eines einzelnen Mediators
moglicherweise oft durch andere, verwandte Proteine ausgeglichen werden. Trotzdem
gibt es vielversprechende Kandidaten, wie die P2-Rezeptoren welche insbesondere im
Kontext mit der TLR-Stimulation weiter analysiert werden sollten. In diesem
Zusammenhang ist aulerdem zu klaren, welche Funktion die Aktivierung des EGF-
Rezeptors parallel zu TLRs hat.

Die Untersuchungen dieser Arbeit haben gezeigt, dass im Fall der Aktivierung von
ADAM17 durch die FGF7-Stimulation des FGFR2b nicht die cytoplasmatische sondern
die Transmembrandomédne von ADAM17 eine entscheidende Rolle spielt. Es konnte
allerdings durch Mutationsversuche kein essentielles Motiv innerhalb der
Transmembrandomane ausfindig gemacht werden, welches fiir die Stimulierbarkeit von
ADAM17 durch PMA verantwortlich ist. Daher sind weitere, systematische Analysen der
Aminosauresequenz der Transmembrandomane von ADAM17 aber auch von den durch
diese Protease gespaltenen Substraten vonnoten. Diese Analysen sollten den
membranproximalen Bereich mit einschlieflen, da dieser moglicherweise strukturelle
Relevanz fir die Shedding-Funktion von ADAM17 hat.

Ein genaues Verstandnis der Regulation von ADAM17 ist wichtig, da es dazu beitragen
kann, Ansatze fur die Therapie von Krankheiten wie Rheumatoider Arthritis und Krebs

zu entwickeln.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Der EGF-Rezeptor ist sowohl wahrend der Embryonalentwicklung als auch im adulten
Organismus einer der wichtigsten Rezeptoren auf der Oberflache vieler Zellen. Er
reguliert durch die Bindung von Wachstumsfaktoren wie HB-EGF oder TGFa
hauptsachlich Prozesse wie Migration, Differenzierung und Wachstum von Zellen. Die
Liganden werden als membrangebundene Vorlauferproteine synthetisiert und erst
durch die proteolytische Spaltung durch spezifische Proteasen aktiviert.

Friihere Untersuchungen haben gezeigt, dass der EGFR nicht nur direkt, sondern auch
indirekt nach Stimulationen von einigen anderen Rezeptoren wie G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren oder dem VEGFR aktiviert werden kann. Dieser Vorgang wird
als ,,EGFR-Transaktivierung” bezeichnet und wird malgeblich durch die
membranstdandige Metalloprotease ADAM17 beeinflusst, da diese u. a. die Freisetzung
von fast allen EGFR-Liganden vermittelt. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass auch die
keratinocytenspezifische Isoform des FGF-Rezeptors -FGFR 2b- nach der Bindung seines
Liganden FGF7 ADAM17 aktiviert, was eine Transaktivierung des EGFR zur Folge hat. Bei
den anderen zuvor in der Literatur beschriebenen Rezeptoren, die in der Lage sind den
EGFR zu transaktivieren, war der EGFR-vermittelte Signalweg als zusatzlicher, zweiter
Signalweg zu betrachten. Der in dieser Arbeit untersuchte FGFR2b ist das erste
bekannte Beispiel fiir einen EGFR-transaktivierenden Rezeptor, bei dem im Gegensatz
zu friheren Annahmen keine direkte, ADAM17-unabhdngige Signaltransduktion
stattfindet. Dies und vor allem die Rolle von ADAM17 in diesem Prozess wurden in
dieser Arbeit in in vitro- sowie in ex vivo-Versuchen nachgewiesen.

Es wurde ebenfalls untersucht, ob eine solche Signaltberleitung auf den EGFR auch von
Toll-like-Rezeptoren (TLRs) ausgehen kann, da kontrovers diskutiert wird, ob MAP-
Kinasen, welche fiir die EGFR-vermittelte Signalkaskade charakteristisch sind, direkt
durch TLRs aktiviert werden konnen oder nicht. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten
darauf hin, dass TLRs nach Stimulation mit ihren spezifischen Liganden ebenfalls den
EGFR transaktivieren, da die Phosphorylierung der MAP-Kinasen ERK1/2 in diesem
Kontext sowohl Metalloprotease- als auch EGFR-abhangig war. Durch siRNA-
Experimente sowie den Einsatz von spezifischen Inhibitoren konnte ADAM17 auch in

diesem Zusammenhang als verantwortliche Protease identifiziert werden.
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Der Mechanismus, der der Regulation der proteolytischen Aktivitdt von ADAMs im
Allgemeinen und von ADAM17 im Speziellen zu Grunde liegt, ist bislang kaum
verstanden und wurde in dieser Arbeit ebenfalls untersucht. Die Beteiligung der
cytoplasmatischen Domane an der Regulation der stimulierten Aktivitat ist ebenso wie
die Rolle der Transmembran (TM)-Domane dabei noch nicht eindeutig geklart. Die
Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass nicht die cytoplasmatische Domane
sondern die TM-Domane essentiell fir die stimulierte Aktivitdt von ADAM17 ist. Es
wurden daher bestimmte Motive in der Aminosauresequenz der TM-Domane mutiert,
welche in a-Helices generell mit Konformationsanderungen in Verbindung gebracht
werden, da diese zu einer Regulation der Aktivitdt beitragen konnten. Da diese
Mutationen keinen Effekt auf die Aktivierbarkeit von ADAM17 hatten, konnten diese
Analysen jedoch keine Antwort auf die Frage liefern, wie die Aktivitat von ADAM17
reguliert wird und welcher molekulare Mechanismus der Aktivierung zu Grunde liegt.

Zusammenfassend hat diese Arbeit neue Erkenntnisse (iber die Aktivierung des EGFR-
Signaltransduktionsweges geliefert und die Bedeutung von ADAM17 an diesem
essentiellen Signalweg unterstrichen. Das genaue Verstandnis dieses Signalweges und
seiner Regulation ist wichtig, da er sowohl in physiologischen Prozessen wie der
Entwicklung als auch bei der Entstehung von Krankheiten wie Krebs eine Rolle spielt

und deshalb einen Ansatz zur Entwicklung therapeutischer Strategien darstellt.



SUMMARY | 102

6 SUMMARY

The EGF receptor plays an essential role in embryonic development as well as in adult
life and is of major importance on the surface of many cells. It regulates processes like
cell migration, differentiation and proliferation by binding its specific ligands (e. g. HB-
EGF or TGFa). EGFR ligands are synthesized as membrane-bound precursors that
remain inactive until they are cleaved and thereby released from the cells by distinct
proteases.

Recent studies showed that the EGFR can be activated either directly by ligand binding
or indirectly after stimulation of other receptors like G-protein coupled receptors or
VEGFR for example. The indirect stimulation event is termed EGFR transactivation and
is mediated mainly by ADAM17, since this protease is the major sheddase for almost all
EGFR ligands. In this work, the keratinocyte specific isoform of FGF receptors -FGFR2b-
was investigated with regard to its ability to activate ADAM17 and subsequently
transactivate the EGFR. FGFR2b was found to be the first EGFR transactivating receptor
that has no autonomous signaling pathway leading to the activation of ERK MAP-
kinases. Instead, the phosphorylation of these kinases following stimulation with the
FGFR2b ligand FGF7 is entirely dependent on the EGFR and the activity of ADAM17 as
shown by using both in vitro and ex vivo approaches.

Furthermore, the transactivation of EGFR upon stimulation of Toll-like receptors (TLRs)
was analyzed, since the interaction of TLRs and MAP-kinase signaling is a highly
controversial issue. The results presented in this study indicate that TLR stimulation by
specific ligands does not directly lead to phosphorylation of ERK1/2 but that instead
ADAM17 and EGFR transactivation are required to induce MAP-kinase signaling. These
findings were obtained by siRNA experiments and the use of specific ADAM17
inhibitors.

How the activity of ADAMs in general and of ADAM17 in particular is regulated is still
unknown and thus a matter of investigation. In this context there are contrary opinions
about the role of the cytoplasmic and the transmembrane (TM) domain. The results of
the present study point towards an involvement of the TM-domain and suggest that
the cytoplasmic tail of ADAM17 is dispensable for the stimulated proteolytic activity.
Therefore several mutations were introduced into the amino acid sequence of the TM-

domain of ADAM17. Specific amino acids that are known to disrupt a-helical structures
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in general were mutated, because this could lead to a conformational change affecting
the whole molecule and therefore might have an impact on the proteolytic activity
under certain conditions during stimulation. Since the introduced mutations had no
effect on the activity of ADAM17, the question which molecular mechanism regulates
ADAM17 activity remains unanswered.

Taken together, the results of this thesis provide new insights into the activation and
regulation of EGFR signaling and emphasize the importance of ADAM17 in this essential
signaling pathway. As EGFR signaling is implicated not only in embryonic development
but also in severe diseases like cancer, the detailed understanding of this pathway and
of ADAM17 regulation is of great benefit for the development of new therapeutic

strategies.
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7 ABKURZUNGSVERZEICHNIS
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Migration of growth factor-stimulated epithelial
and endothelial cells depends on EGFR
transactivation by ADAM17

Thorsten Maretzky'*, Astrid Evers®*, Wenhui Zhou', Steven L. Swendeman’, Pui-Mun Wong?, Shahin Rafii*#,
Karina Reiss? & Carl P. Blobel'*#

The fibroblast growth factor receptor 2-lllb (FGFR2b) and the vascular endothelial growth
factor receptor 2 (VEGFR2) are tyrosine kinases that can promote cell migration and
proliferation and have important roles in embryonic development and cancer. Here we show
that FGF7/FGFR2b-dependent activation of epidermal growth factor receptor (EGFR)/ERK1/2
signalling and cell migration in epithelial cells require stimulation of the membrane-anchored
metalloproteinase ADAM17 and release of heparin-binding epidermal growth factor (HB-EGF).
Moreover, VEGF-A/VEGFR2-induced migration of human umbilical vein endothelial cells also
depends on EGFR/ERK1/2 signalling and shedding of the ADAMI7 substrate HB-EGF. The
pathway used by the FGF7/FGFR2b signalling axis to stimulate shedding of substrates of
ADAM17, including ligands of the EGFR, involves Src, p38 mitogen-activated protein-kinase
and PI3K, but does not require the cytoplasmic domain of ADAM17. Based on these findings,
ADAMI17 emerges as a central component in a triple membrane-spanning pathway between
FGFR2b or VEGFR2 and EGFR/ERK1/2 that is required for cell migration in keratinocytes and
presumably also in endothelial cells.
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USA. * Departments of Medicine and Physiology, Biophysics and Systems Biology, Weill Medical College, Cornell University, New York, New York 10021,
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(FGFR2b) by the fibroblast growth factor 7 (FGF7), also

referred to as keratinocyte growth factor, is known to stimu-
late phosphorylation of the extracellular signal-regulated kinases
ERK1/2 and to regulate the proliferation and migration of epithe-
lial cells', yet much remains to be learned about the underlying
mechanism. Previous studies have shown that the cell surface met-
alloproteinase ADAM17 (a disintegrin and metalloproteinase 17)
responds to stimulation by tyrosine kinases such as the vascular
endothelial growth factor receptor 2 (VEGFR2) or G-protein cou-
pled receptors, resulting in the release of ligands of the epidermal
growth factor receptor (EGFR) and activation of ERK1/2 signal-
ling*7. ADAM17 has also emerged as a crucial physiological regula-
tor of EGFR signalling during development, mainly because mice
lacking ADAM17 resemble mice lacking the EGFR* or certain
EGFR-ligands. Specifically, Adam17—/- mice have open eyes at
birth (also seen in Tgfor—/— and hb-egf—/— mice'"™"), defects
in cardiovascular morphogenesis with thickened and misshapen
heart valves (also found in hb-egf—/— mice and in animals with a
knock-in mutation in the cleavage site of heparin-binding epider-
mal growth factor-like growth factor (HB-EGF)"*"), and defects in
branching morphogenesis in the developing mammary gland (also
observed in mice lacking amphiregulin'), Thus, EGFR signalling
is impaired in Adam17 -/~ mice, most likely because the soluble
active forms of these EGFR-ligands are not generated at sufficient
levels to stimulate EGFR when ADAM17 is deleted. The main goal
of the current study was to evaluate what role, if any, ADAM]17 has
in the activation of EGFR/ERK1/2 in keratinocytes and in promot-
ing their migration in response to FGF7/FGFR2b signalling'**. In
addition, as ADAM17 is known to be required for cross talk between
the VEGFR2 and ERK1/2 in human umbilical vein endothelial cells
(HUVECs)*, we were interested in determining the functional con-
sequences of this cross talk, and therefore tested whether ADAM17
is required for the migration of HUVECs in response to activation
of VEGF-A/VEGFR2 signalling.

Our results uncovered a crucial role for ADAMI17 in the FGF7/
FGFR2b-dependent stimulation of the EGFR/ERK1/2 signalling
pathway and of cell migration in primary human and mouse kerat-
incytes as well as in HaCaTs, a human keratinocyte cell line. Moreo-
ver, we found that the VEGF-A-stimulated migration of HUVECs
also depends on activation of a metalloproteinase and of the EGFR/
ERK1/2 signalling axis. Our results suggest that ADAM]17 is respon-
sible for mediating the transactivation of the EGFR/ERK1/2 signal-
ling pathway by two distinct receptor tyrosine kinases, FGFR2b and
VEGFR2.

Q ctivation of the fibroblast growth factor receptor 2-11Ib

Results

Stimulation of ERK1/2 by FGFR2b requires a metalloproteinase.
To determine whether FGFR2b-dependent phosphorylation of
ERK1/2 in keratinocytes requires activation of a metalloproteinase,
we tested how the hydroxamate metalloproteinase inhibitor
marimastat (MM) affects ERK1/2 phosphorylation at different
time points after addition of FGF7 to primary human keratinocytes
(Fig. 1a,b) or HaCaT cells, a human keratinocyte cell line (Fig. 1c,d).
Following addition of FGF7, ERK1/2 phosphorylation was
observed within 5min and persisted for at least 60 min in both cell
types (Fig. la,c shows representative western blots, and Fig. 1b,d
shows densitometric quantification of three western blots for each
cell type). Interestingly, the FGF7-dependent phosphorylation
of ERK1/2 was completely prevented by MM in primary human
keratinocytes and HaCaT cells, even as early as 5 min after addition
of FGF7 (Fig. la-d). This suggested that FGFR2b stimulated
ERK1/2 by the activation of a metalloproteinase, and not through
an intracellular signalling pathway*. In this respect, FGFR2b/
ERK1/2 cross talk in keratinocytes differs significantly from the
stimulation of ERK1/2 by VEGF-A/VEGFR2 in HUVECs, which

2 (ATLRECON

kDa 5 min 15min  30min 60 min
PPEES SRR EQUREE Tk £E
a2r <Erk %3
FGF7 — + + — + + — + + — + + 2~
MM - — &+ — — 4% — =4 - -+
5 15 30 60 Min
d s
kDa  Smin 15min  30min 60 min 4
Bremp came s = ik EFE
wug 8
42 P — — — — T £3 2
FOF? =+ + = + % =44 = 4 % wE
M S0S g Barle Sl B !
0
f =
kDa Smin  15min  30min 60 min -
44 o =
BE e= ==L Soossde gE
5 4
12 S . - ok %i . B
VEGF-A - + + —# + — 4 4+ = + + e~ 2
MM - = + == & - =4 = -4
OF5 5 a0 60 Min
g h .,
kDa  Smin 15min  30min 60 min 4
4 - TEE == 3k EE
42 — 3 gs &
42 b E—————— - —— < ET Eg 2
THR -+ 4+ —4 + —+ + —+ + K=
MM - = 4 == + ==+ == 4
0 5 15 30 60 Min
Figure 1| Metalloprotei dep t cross talk bet FGFR2b

or the VEGFR2 and EGFR/ERK-signalling. A time course of ERK1/2
phosphorylation is shown for primary human keratinocytes (a, b) or
HaCaT cells (¢, d) treated with or without 20 ngml~' FGF7; for HUVECs
treated with or without 25ngml~' VEGF-A (e, f) or for mEFs treated in the
presence or absence of 2Uml ™' thrombin (THR) (g, h), in each case with
or without addition of 5 LM marimastat (MM) to the treated sample, as
indicated. Representative western blot analyses of ERK1/2 phosphorylation
at different time points are shown in (a, c, e, g), with an immunablot of
total ERK1/2 included as loading control, and the results of a densitometric
quantification of ERK1/2 phosphorylation relative to total ERK are in (b, d, f, h).
An asterisk indicates a significant decrease in ERK1/2 phosphorylation in
the stimulated sample in the presence of 5LtM MM compared with in the
absence of MM. White bars: unstimulated cells, black bars: stimulated
cells, grey bars: stimulated cells in the presence of MM. n=3 for all
densitometric quantifications; * s.e.m; Student's t-test “P<0.05.

consists of an early component that is not sensitive to MM, and a
late component that is sensitive to MM (Fig. 1e,f; see also ref. 4).
Thus, a major distinction between the stimulation of ERK1/2 by the
tyrosine kinases FGFR2b and VEGFR2 is that VEGF-A/VEGFR2
can initially activate ERK1/2 via cross talk that is insensitive to
metalloproteinase inhibition and therefore most likely intracellular,
whereas FGFR2b apparently lacks the ability to stimulate ERK1/2
without the involvement of a metalloproteinase, at least in primary
human keratinocytes and HaCaT cells (similar results were obtained
with primary murine keratinocytes, see below). The activation of
ERK1/2 by the tyrosine kinase receptor FGFR2b thus resembles the
cross talk between several G-protein coupled receptors and ERK1/2,
which also depends entirely on activation of metalloproteinases™.
To corroborate this point, we treated mouse embryonic fibroblasts
(mEFs) with thrombin to stimulate the G-protein coupled protease-
activated receptor 1 (PAR1), which has previously been shown to
activate ERK1/2 via stimulation of a metalloproteinase and EGFR*.
We found a very similar time course and MM-sensitivity of ERK1/2
activation as we had observed in primary human keratinocytes
or HaCaT cells treated with FGF7 (Fig. 1gh). Thus, the FGF7/
FGFR2b-dependent activation of ERK1/2 between 5 and 60 min
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after addition of FGF7 appears to rely predominantly, if not entirely,
on a metalloproteinase.

FGFR2b and VEGFR2 stimulate shedding of HB-EGF. We next
tested whether activation of FGFR2b or VEGFR2 triggers the
release of EGFR-ligands in stimulated primary human keratinoc-
ytes or HUVECs, respectively. Previous studies had demonstrated
that activation of the VEGFR2 by VEGF-A stimulates ADAM17 to
release ligands of EGFR in a variety of different cell types, but these
studies relied on transfected alkaline phosphatase (AP)-tagged
EGFR-ligands as a readout’. We therefore decided to use condi-
tioned supernatants from FGF7-treated primary human keratino-
cytes to stimulate A431 cells (an EGFR-overexpressing cell line*!)
to provide evidence for the release of endogenous EGFR ligands
from human keratinocytes. When the conditioned supernatants
of human keratinocytes that had been stimulated with FGF7 for
5-60min were applied to A431 cells, we observed an increase in
ERK1/2 phosphorylation in the A431 cells, with the supernatant of
unstimulated human keratinocytes serving as control (Fig. 2a,b).
In all cases, supernatants of FGF7-stimulated human keratinoc-
ytes conditioned in the presence of MM elicited only background
levels of ERK1/2 phosphorylation in the A431 cells (note that all
conditioned supernatants were adjusted to the same concentration
of MM before addition to A431 cells to rule out that this metal-
loproteinase inhibitor affects ERK1/2 activation in A431 cells).
Moreover, stimulation of ERK1/2 phosphorylation in A431 by con-
ditioned supernatants of human keratinocytes treated with FGF7
could be reduced by the mutant diphtheria toxin CRM197, which
selectively inactivates the human form of HB-EGF*, by the EGFR-
kinase inhibitor AG1478 and the EGFR-function blocking antibody
Cetuximab (Fig. 2¢,d), further corroborating that activation of the
EGEFR by the conditioned supernatants is crucial for ERK1/2 phos-
phorylation in A431 cells. Identical experiments with conditioned
supernatants of VEGEF-A-treated HUVECs showed a comparable
metalloproteinase-dependent activation of ERK1/2 in A431 cells,
with activation of ERK1/2 elicited by supernatants of HUVECs that
had been treated with VEGF-A for as little as 5min (Fig. 2e,f). The
ERK1/2 phosphorylation in A431 cells triggered by supernatants
of VEGF-A-treated HUVECs could also be blocked by CRM197,
AG1478 and Cetuximab (Fig. 2g,h). Finally, we found that treat-
ment of A431 cells with VEGF-A or FGF7 did not stimulate ERK1/2
phosphorylation, ruling out that the activation of ERK1/2 in these
cells was stimulated directly by the VEGF-A or FGF7 present in the
conditioned supernatants (Fig. 2i,j).

FGF7-stimulated keratinocyte migration requires ADAM17. To
assess the functional relevance of metalloproteinase-dependent
EGFR/ERK1/2 signalling in FGF7-stimulated keratinocytes, we
performed in vitro scratch wound healing assays with HaCaT cells
(Fig. 3) or primary human keratinocytes (Supplementary Fig. S1)
in the presence or absence of MM or Cetuximab. Untreated HaCaT
cells or primary human keratinocytes did not repair scratch wounds
after 12h, but treatment with FGF7 led to complete closure of the
wound in 12h (Fig. 3a, Supplementary Fig. Sla). FGF7-stimulated
migration of HaCaT cells and primary human keratinocytes could
beblocked by MM and Cetuximab (Fig. 3a, Supplementary Fig. S1a).
The inhibition of FGF7-dependent cell migration by MM could
be rescued by addition of human HB-EGF (Fig. 3a, Supple-
mentary Fig. Sla), which is known to require processing by the
membrane-anchored metalloproteinase ADAM17 (a disintegrin
and metalloproteinase 17)"*'****%, However, HB-EGF did not rescue
the inhibition by Cetuximab, as this blocks binding of HB-EGF to
the EGFR (Fig. 3a, Supplementary Fig. Sla, a quantification of the
results of three separate experiments is shown in Fig. 3b and Sup-
plementary Fig. S1b, respectively). A western blot analysis of simi-
larly treated cultures demonstrated that addition of FGF7 increased
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Figure 2 | Conditioned supernatants from FGF7-stimulated human
primary keratinocytes or VEGF-A-stimulated HUVECs activate ERK1/2.
Western blot of ERK1/2 phosphorylation in A431 cells treated with
conditioned supernatants of primary human keratinocytes that had been
incubated for 5-60 min in the presence or absence of 20 ngml ' FGF7,
with or without 5tM MM (a) and densitometric quantification of ERK1/2
phosphorylation relative to total ERK (b, white bar: no FGF; black bar:
FGF7, grey bar: FGF7 plus marimastat). Representative immunoblot of
ERK1/2 phosphorylation in A431 cells treated for 10 min with conditioned
supernatants of primary human keratinocytes that were incubated for

10 min with control medium, or with medium containing FGF7, or FGF7
and 5uM MM, or 10 ug ml~" of the mutant diphtheria toxin CRM197, or
1uM of the EGFR-kinase inhibitor AG1478, or 10 ug ml~' the EGFR-function
blocking antibody Cetuximab (C225), respectively (¢), and densitometric
quantification (d). Representative immunoblot of ERK1/2 phosphorylation
elicited in A431 cells by a 10-min treatment with conditioned supernatants
of HUVECs that were cultured in the presence or absence of 25ngml™'
VEGF-A, or VEGF-A and 5uM MM for various amounts of time, as
indicated (e), and densitometric quantification (f, white bar: no VEGF;
black bar: VEGF; grey bar: VEGF plus marimastat). Western blot of
ERK1/2 phosphorylation in A431 cells treated for 10 min with conditioned
supernatants from HUVECs cultured for 10 min with or without VEGF-

A, or with VEGF-A and MM, CRM197, AG1478, or Cetuximab (g), and
densitometric quantification (h). Representative immunoblot of ERK1/2
phosphorylation in A431 cells treated with VEGF-A or FGF7 (i) and
densitometric quantification of three separate blots (j). An asterisk
indicates significantly decreased ERK1/2 phosphorylation in the stimulated
sample in the presence of various inhibitors compared with the absence of
those inhibitors, as indicated. n=3 for all densitometric quantifications;
+s.e.m; Student's t-test *P<0.05.
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Figure 3 | FGF7-stimulated epithelial cell migration depends on ADAM17 and EGFR. (a) HaCaT cells were treated with or without FGF7 (50 ngml™") or
HB-EGF (50 ngml~") in the presence or absence of MM (5uM), Cetuximab (10 ugml"), CRM197 (10 ugml ), siRNA against ADAM17 or control SiRNA
(50nM). A cell-free area was introduced with a pipette tip, and micrographs were taken at O and 12 h after scratch wounding. One representative of three
independent experiments is shown. Scale bar, 100 um. (b) Quantification of the results of three separate in vitro scratch wound assays. Asterisks (*)
indicate a significant decrease compared with FGF7-treated samples. Western blot analysis of the effect of MM and Cetuximab on the FGF7 stimulated
EGFR phosphorylation in HaCaT cells (€) and densitometric quantification (d). Cells were pre-incubated for 15 min with MM (5 tM) or Cetuximab
(10pgml~') and then stimulated with FGF7 or FGF7/HB-EGF. (e, f) Representative immunablot of ERK1/2 phosphorylation in FGF7-stimulated HaCaT
cells in the presence or absence of MM or Cetuximab (e), and quantification of ERK1/2 phosphorylation (f). Western blot of lysates of FGF7-stimulated
HaCaT cells show that neither MM nor Cetuximab significantly affect the stimulation of the FGFR2b target FRS2 (g) and densitometric quantification (h).
White bars: no stimulation, black bars: stimulation with FGF7. An asterisk indicates a significant decrease in ERK1/2 phospharylation in the stimulated
sample in the presence of various inhibitors compared with the absence of inhibitors. n=3 for all densitometric quantifications; +s.e.m; Student's t-test

*P<0.05.

phosphorylation of EGFR (Fig. 3c,d) and ERK1/2 in HaCaT cells
(Fig. 3e,f) and of ERK1/2 in primary human keratinocytes (Sup-
plementary Fig. S1¢,d), which could be prevented in both cell types
if FGF7 was applied together with MM or Cetuximab. Moreover,
EGFR and ERK1/2 phosphorylation was strongly stimulated by
adding HB-EGF to cultures treated with FGF7 and MM, whereas
HB-EGF did not activate EGFR or ERK1/2 in the presence of
Cetuximab (Fig. 3c-f, only ERK1/2 phosphorylation of primary
human keratinocytes is shown in Supplementary Fig. Slc,d).
Neither MM nor Cetuximab had any detectable effect on the
phosphorylation of the FGFR2b target FRS2 in HaCaTs, arguing
against direct effects of MM or Cetuximab on the activation of
FGFR2b by FGF7 (Fig. 3g,h).

4

Additional scratch wound healing experiments performed with
HaCaT cells in the presence of FGF7 showed that CRM197 also
significantly decreased cell migration (Fig. 3a). The requirement of
HB-EGF for FGF7-stimulated migration of HaCaT cells raised the
possibility that the HB-EGF sheddase ADAM17 (refs 13,14,26-28) is
a critical intermediate in the signalling pathway between the FGF7/
FGFR2b and EGFR/ERK1/2. To test this possibility, HaCaT cells
were treated with anti-ADAM17 short interfering RNA (siRNA),
which blocked FGF7-stimulated cell migration, whereas treat-
ment with control siRNA did not (Fig. 3a). HB-EGF could rescue
the defect in cell migration caused by treatment of FGF7-stimu-
lated cells with ADAM17 siRNA, but could not rescue migration of
cells treated with CRM197 (Fig. 3a). A quantification of the scratch
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Figure 4 | Tamoxifen-induced inactivation of ADAM17 reduces FGF7-stimulated keratinocyte migration and proliferation. Primary keratinocytes
from mice with two floxed Adam17 alleles, but no Tamoxifen-inducible Cre (Adami7flox/flox) (a) or from Tamoxifen-inducible conditional knockout

mice for ADAMI7 (Adam17flox/flox/CAG-Cre) (b) were treated with TuM Tamoxifen for 48 h and then cultured in keratinocyte growth medium for 12 h.
Subsequently a scratch wound was introduced and the cultures were treated with or without FGF7 (50 ngml~") or HB-EGF (50 ngml~"). Micrographs
were taken at O and 18 h after scratch wounding. Scale bar, 100 um, Quantification of three separate in vitro scratch wound assays with untreated
primary Adam17flox/flox keratinocytes (c), Tamoxifen-treated primary Adam17flox/flox keratinocytes (d), untreated primary Adam17flox/flox/CAG-Cre
keratinocytes (e) or Tamoxifen-treated primary Adam17flox/flox/CAG-Cre keratinocytes (). Asterisks (*) indicate a significant increase in cell migration in
the treated samples compared with untreated controls. The cells were collected after 60h and analysed for ADAMI7 expression by western blot (g).
(h-k) ERK1/2 phosphorylation in primary keratinocytes from Adam17flox/flox control mice (h, i) or Adam17flox/flox/CAG-Cre mice (j, k) treated with

or without Tamoxifen for 48 h. Representative western blots are depicted in h and j, and the corresponding densitometric quantifications of ERK1/2
phosphorylation in western blots of three separate experiments are shown in i and k. After 6 h recovery from Tamoxifen treatment, the cells were
incubated with or without FGF7 (20 ng ml~") or HB-EGF (50 ngml™') in the presence or absence of MM (5pM). Total ERK1/2 served as loading control.
(I-0) Proliferation of primary Adami7flox/flox keratinocytes (I}, Tamoxifen-treated primary Adam17flox/flox keratinocytes (m), primary Adam17flox/flox/
CAG-Cre keratinocytes (n) or Tamoxifen-treated primary AdamiZflox/flox/CAG-Cre keratinocytes (o) incubated with or without FGF7 (20 ngml~") or
HB-EGF (50 ngml™"), as indicated. White bars: no stimulation, black bars: stimulation with FGF7, grey bars: stimulation with FGF7 and HB-EGF. An
asterisk indicates a significant decrease in ERK1/2 phosphorylation in the stimulated sample with inhibitors compared with the sample without inhibitors.
n=3; £s.e.m; Student’s t-test *P<0.05.

wound healing results described above in three independent role of ADAMI7 in FGF7-stimulated keratinocyte migration.
experiments is shown in Figure 3b. A western blot analysis of HiCaT ~ For this purpose, primary keratinocytes were isolated from
cells confirmed that FGF7-stimulated ERK1/2 phosphorylation was ~ Tamoxifen-inducible conditional knockout mice for ADAM17
blocked by CRM197 (Supplementary Fig. S2a) by siRNA against  (Adam1i7flox/flox/CAG-Cre) or control mice that carried two floxed
ADAM17, but not by control siRNA (Supplementary Fig. S2b). An  alleles of ADAM17, but not the Tamoxifen inducible Cre-driver
immunoblot for ADAMI17 confirmed that the siRNA treatment  (Adaml7flox/flox, see Methods). In scratch wound healing assays,
strongly reduced expression of ADAMI17, whereas treatment with  treatment with FGF7 for 18h increased the migration of control
control siRNA had no effect compared with untreated cells (Sup-  primary keratinocytes from Adaml7flox/flox mice, regardless of
plementary Fig. S2c). Finally, we corroborated that Cetuximab did ~ whether they had been treated with Tamoxifen (Fig. 4a). However,
not block the FGF7-stimulated activation of ADAM17 in HaCaT  migration of Tamoxifen-treated keratinocytes from AdamI7flox/
cells, using shedding of transforming growth factor-o. (TGFat) asa  flox/CAG-Cre mice was only weakly stimulated by FGF7, whereas
readout (Supplementary Fig. S2d). the response of untreated Adam17flox/flox/CAG-Cre keratinocytes

was comparable with that of control Adam17flox/flox keratinocytes
Conditional inactivation of ADAMI7 in murine keratinoc- (Fig. 4b). Cell migration of Tamoxifen-treated keratinocytes from
ytes. As a next step, we wished to provide genetic evidence for a  Adam17flox/flox/CAG-Cre mice could be stimulated by addition of
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cells (HUVECs) were treated with or without VEGF-A (25ngml=") or HB-EGF (50 ngml~") in the presence or absence of 5ptM MM, 10 ugml~' Cetuximab,
10 ugmi~" CRM197 or 1uM AG1478. A scratch wound was introduced with a pipette tip, and micrographs of the same area on the tissue culture plate
were taken at 0 and 12 h after wounding. VEGF-A-stimulated migration was blocked by MM, Cetuximab, CRM197 and AG1478. Addition of HB-EGF could
rescue the migration of cells treated with VEGF-A and MM, and EGF could rescue migration of cells treated with VEGF-A and CRM197 (note that EGF
was used in this sample because CRM197 inactivates human HB-EGF but not EGF#*). One representative of three independent experiments is shown.
Scale bar, 100 um. (b) Quantification of the results of three separate in vitro scratch wound assays. (c-h) Western blot of phosphorylated ERK1/2 and
total ERK1/2 in lysates of HUVECs treated with VEGF-A for 15min in the presence or absence of MM or AG1478 (¢), Cetuximab (e) or CRM197 (g).
Quantification of the results in (¢, e, g) is shown in (d, f, h), respectively. Asterisks (*) indicate a significant decrease compared with the VEGF-A- or HB-
EGF-treated samples in the presence of any of the compounds listed above. n= 3 for all densitometric quantifications; +s.e.m; Student'’s t-test *P<0.05.

HB-EGF (Fig. 4b; a quantification of the results from three separate
experiments is shown in Fig. 4c-f). A western blot analysis con-
firmed that Tamoxifen treatment efficiently reduced the expression
of ADAMI17 in keratinocytes from Adam17flox/flox/CAG-Cre mice,
whereas it had no effect on controls from Adam17flox/flox mice
(Fig. 4g). In cross talk experiments like those shown in Figure 1,
FGF7 treatment activated ERK1/2 in a MM-sensitive manner in
Adam17flox/flox controls, and this response was not significantly
affected by pretreatment with Tamoxifen (Fig. 4h,i). However, in
Adam17flox/flox/CAG-Cre keratinocytes, ERK1/2 phosphorylation
in response to FGF7 was only seen in untreated cells, but not in cells
that were pretreated with Tamoxifen to induce excision of ADAM17
(Fig. 4j.k). Addition of HB-EGF resulted in ERK1/2 phosphoryla-
tion in Adam17flox/flox control cells and Adam17flox/flox/CAG-Cre
cells incubated with FGF7 and MM, regardless of whether they had
been pretreated with Tamoxifen (Fig. 4h-k), demonstrating that
deletion of ADAM17 did not affect the ability of EGFR to respond to
HB-EGE. Finally, the FGF7-stimulated proliferation of Tamoxifen-

treated or untreated Adam17flox/flox control keratinocytes over a
time course of 72h was comparable (Fig. 4,m), whereas the FGF7-
stimulated proliferation of Tamoxifen-treated primary mouse kerat-
inocytes from Adam17flox/flox/CAG-Cre mice was strongly reduced
compared with that of otherwise identical cells that were not treated
with Tamoxifen (Fig. 4n,0). The proliferation of Tamoxifen-treated
Adam17flox/flox/CAG-Cre keratinocytes could be stimulated by
HB-EGE, demonstrating that EGFR-dependent proliferation was
not affected (Fig. 40).

VEGF-A-stimulated migration of HUVECs depends on HB-EGF.
When similar experiments were performed with HUVEC cells, a
strong inhibition of VEGF-A-stimulated cell migration by treat-
ment with MM for 12h was observed, and this block in cell migra-
tion could be rescued by addition of HB-EGF (Fig. 5a). Pretreat-
ment of HUVECs with Cetuximab, CRM197 or AG1478 also
strongly reduced VEGF-A-stimulated migration. The inhibition
of cell migration could be reversed by addition of EGF following
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CRM197 treatment (please note that CRM197 does not bind to
EGF), whereas HB-EGF did not rescue the inhibition by Cetuximab
or AG1478 (Fig. 5a, a quantification of the results of three inde-
pendent experiments is shown in Fig. 5b). Western blot analysis of
ERK1/2 phosphorylation in VEGEF-A-stimulated HUVECs dem-
onstrated that AG1478, Cetuximab and CRM197 blocked ERK1/2
phosphorylation as efficiently as MM (Fig. 5¢c-h).

ADAMI17 is activated by FGFR2b. To provide additional insights
into the mechanism underlying the FGF7-stimulated release of
EGFR-ligands, we evaluated the proteolytic release of AP-tagged
HB-EGEF, a substrate for ADAM17, from Cos-7 cells cotransfected
with FGFR2b, We observed a significant dose-dependent increase
in the shedding of HB-EGF from Cos-7 cells stimulated with
0.1-20ngml~' FGF7 (Fig. 6a). These results further corroborate
that the FGF7/FGFR2b signalling axis activates ADAMI17. When
similar experiments were performed with Cos-7 cells expressing
the ADAMI10-substrate betacellulin (BTC)", no FGF7-stimulated
increase in shedding of BTC was observed, even at the highest con-
centration of FGF7 (20ng ml~', Fig. 6b), indicating that ADAM10 is
not activated by FGF7/FGFR2b signalling under these conditions.
To further confirm that FGFR2b stimulates shedding of HB-
EGF by activating ADAMI17, we performed similar experiments
in Adam17-/~ mEFs. When Adami7—/- mEFs were cotrans-
fected with FGFR2b, HB-EGF and an inactive form of ADAMI17
containing an E to A point mutation in its catalytic site, FGF7 was
unable to stimulate HB-EGF shedding (Fig. 6¢, white bars). When
wild-type ADAMI17 was cotransfected with FGFR2b and HB-EGF
into Adam17—-/- cells, this increased constitutive shedding and
restored the FGF7-induced shedding of HB-EGF (Fig. 6¢, grey bars).
A recent study has suggested that phosphorylation of the cytoplas-
mic domain of ADAM17 by mitogen-activated protein (MAP)-
kinase is required for ADAM17-mediated ectodomain shedding®.
However, a mutant ADAM17 lacking its cytoplasmic domain, and
therefore all potential cytoplasmic phosphorylation sites, was able to
rescue FGF7-stimulated shedding of HB-EGF equally well as wild-
type ADAMI17, arguing against a role of the cytoplasmic domain of
ADAM17 in its activation by FGF7/FGFR2b (Fig. 6c, black bars).
On the other hand, when the transmembrane domain of ADAM17
was replaced with that of one of its substrates, CD62L, this prevented
the response of ADAM17 to FGF7 (Fig. 6c, light grey bars), as also
previously described for other activators of ADAMI17 (ref. 30).
Finally, stimulation of Cos-7 cells with FGF7 increased shedding of
three other ADAM17 substrates, CD40, TGFo and tumour-necrosis
factor-o (TNFa; Fig. 6d). Very similar findings were obtained when
an essentially identical set of experiments was performed using
TGFa as a substrate to monitor the activity of ADAM17 (Supple-
mentary Fig. S3a,b). Taken together, these results demonstrate that
FGF7/FGFR2b activates ADAM17, but not ADAM10.

FGFR2b stimulates ADAM17 via a downstream signalling cas-
cade. To elucidate the signalling pathways involved in the FGF7/
FGFR2b-dependent activation of ADAMI17, we tested how various
inhibitors of intracellular signalling affected the FGF7-stimulated
shedding of HB-EGF (Fig. 6e) or TGFat (Supplementary Fig. $3c).
The Src-family kinase inhibitors PP2 and Dasatinib significantly
reduced constitutive and FGF7-stimulated shedding of HB-EGF
and TGFa, whereas the inactive control compound PP3 did not.
Moreover, the p38 MAP-kinase inhibitor SB202190 and the PI3-
kinase inhibitor LY294002 blocked FGF7-stimulated shedding of
HB-EGF and TGFe without significantly reducing its constitutive
shedding, whereas the MEK1/2 inhibitor U0126 and the EGFR-
selective AG1478 had no significant effect on constitutive or FGF7-
stimulated shedding. These results suggest that the activation of
ADAM17 by FGFR2b depends on Src, the p38 MAP-kinase and
the PI3-kinase, but does not require MEK1/2 or EGFR signalling.
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Figure 6 | FGF7/FGFR2b signalling activates ADAM17. (a) To measure
activation of ADAM17 by FGF7/FGFR2b, Cos-7 cells were transfected with
the alkaline phosphatase (AP)-tagged ADAM17-substrate HB-EGF' and
FGFR2b, and stimulated with 0.1-20ngml~' FGF7. (b) To assess the response
of ADAMI1O0 to stimulation by FGF7/FGFR2b, similar experiments were
performed with the AP-tagged ADAM10-substrate betacellulin (BTC)™.

(¢) Shedding of HB-EGF from Adam17 -/~ cells expressing FGFR2b and
inactive ADAMI7E > A (white bar), wild-type ADAMI7 (dark grey bar),
ADAM17A-cyto lacking its cytoplasmic domain (black bar) or ADAM17-
CD62L with the transmembrane domain of CD62L* (light grey bar), treated
with or without FGF7. The western blots show controls for expression

of FGFR2b, and of ADAMI7E > A and ADAM17wt, detected with anti-
cytoplasmic domain antibodies*” and wild-type ADAM17, ADAM17A-cyto
and ADAM17-CD62L, detected by western blot for an HA tag at the
carboxy-terminus of these constructs. Please note that expression of
ADAM17A-cyto is usually weaker than ADAM17wt, even though it can fully
rescue Adam17 -/~ mEFs?*°%, (d) Shedding of the ADAM17-substrates
CD40, TNFo: and TGFa from Cos-7 cells co-transfected with FGFR2b in the
absence or presence of FGF7 (white and dark bars, respectively). (e) Effect of
signalling inhibitors on HB-EGF shedding from FGF7-stimulated Cos-7 cells
transfected with FGFR2b. Constitutive and FGF7-stimulated shedding (white
and dark bars, respectively) was assessed either without further additions

or in the presence of 10 pM of the Src-family kinase inhibitors Dasatinib or
PP2, or the inactive PP2 analog PP3, the p38 MAP-kinase inhibitor SB202190
(10uM), the MEK1/2 inhibitor UO126 (10 uM), the EGFR inhibitor AG1478
(1M), the PI3-kinase inhibitor LY294002 (10pM) or MM (5 M), Panels

a, b, d and e include controls to document comparable expression of alkaline
phosphatase-tagged substrates and of FGFR2b. Ina, cand d, an asterisk
indicates significantly increased shedding in FGF7-treated cells compared
with untreated controls. In e, an asterisk indicates a significant decrease in
FGF7-stimulated shedding in the presence of an inhibitor compared with cells
treated with FGF7 only. n=3, £s.e.m; Student’s t-test *P<0.05.
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Figure 7 | Evaluation of the role of various signalling pathways in FGF7-stimulated migration of HaCaT cells. (a) HaCaT cells were treated with or
without 50 ngml~' FGF7 or 50 ng ml~" HB-EGF in the presence or absence of the Src kinase inhibitor Dasatinib (10 tM), the MEK1/2 inhibitor U0126

(10 M) or the EGFR-kinase inhibitor AG1478 (1LM). A cell-free area was introduced with a pipette tip, and migration was evaluated after 12h. One
representative example of cells at 0 and 12h from three independent experiments is shown. Scale bar, 100 um. (b) Quantification of the results of three
separate scratch-wound assays using the inhibitors described in a. (¢) In experiments like those described in a, the involvement of AKT, p38 MAP-kinase
and Src in FGF7-stimulated HaCaT migration was assessed by transfection with siRNA against these molecules in the presence or absence of HB-EGF.
The quantification of three separate experiments is shown in d. Asterisks (*) indicate a significant decrease in scratch wound healing compared with

the FGF7-treated samples without inhibitors. Black bars; treated with FGF7, grey bars: treated with FGF7 and HB-EGF. (e-g) Western blot analysis of

the expression of AKT (e), p38 MAP-kinase (f) and Src (g) corroborates the reduction in expression of these proteins following treatment with the
corresponding siRNAs, as indicated, with a blot for ERK serving as loading control. n=3, £s.e.m; Student’s t-test *P<0.05.

Experiments in Src—/— cells rescued with the inactive Src(K295A)
or ¢-5Src independently verified that c-Src is required for the FGF7-
stimulated shedding of HB-EGF or TGFo. from these cells (Supple-
mentary Fig. S4a,b).

When we tested how the inhibitors that block activation of
ADAMI17 by FGFR2b affect migration of HaCaT cells, we found
that Dasatinib and AG1478 blocked FGF7-stimulated migration,
whereas the MEK1/2 inhibitor U0126 did not (Fig. 7a, a quan-
tification of three separate experiments is shown in Fig. 7b). The
inhibitory effect of Dasatinib could only be partially reversed by
addition of HB-EGE, in contrast to the effect of AG1478. Dasatinib
weakly inhibited HB-EGF-stimulated migration of HaCaT cells,
demonstrating that it also has a direct effect on the EGFR pathway
(Fig. 7a). Finally, we found that siRNA against AKT, p38 MAP-
kinase or Src blocked FGF7-stimulated migration of HaCaT cells
(Fig. 7c). The block of FGF7-stimulated cell migration by siRNA
against AKT or p38 MAP-kinase could be rescued by HB-EGE,
whereas the block by siRNA against Src could not (Fig. 7¢, quan-
tification of three separate experiments shown in Fig. 7d). Separate
control experiments corroborated the reduction in the expression
of AKT, p38 MAP-kinase and c-Src in HaCaT cells treated with the
respective siRNAs (Fig. 7e-g).

FGFR2b is shed by ADAMI10. Finally, as the shedding of VEGFR2
by ADAMI7 is activated by VEGF-A', we wanted to determine
whether FGFR2b is itself shed, and if so, identify the responsible
sheddase and test whether it responds to stimulation with FGF7.
In shedding experiments with FGFR2b in cells lacking ADAMI10
or ADAM17 we identified ADAMI10 as the principal sheddase for
FGFR2b (Supplementary Fig. S5). However, as ADAMI10 is not acti-
vated by FGFR2b (see above), FGF7 stimulation most likely does
not trigger the shedding of FGFR2b itself. Instead, FGFR2 activates
ADAM17, leading to the release of HB-EGF and activation of the
EGFR/ERK1/2 pathways and cell migration in keratinocytes.

Discussion

The main goal of this study was to probe how the receptor tyro-
sine kinase FGFR2b activates ERK1/2 signalling and cell migration.
Using gain- and loss-of-function studies together with pharma-
cological inhibitors, we found that stimulation of FGFR2b in pri-
mary keratinocytes and HaCaT cells trigger ADAMI17-dependent
release of EGFR-ligands into the culture supernatants of these cells.
Moreover, we demonstrated that a signalling axis that depends on
ADAMI17>HB-EGF >EGFR is crucial for the activation of cell
migration in keratinocytes by FGF7. These results suggest that the
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well-established role of EGFR in skin homoeostasis and wound
healing® could also depend on the release of EGFR-ligands by
ADAM17, which will be addressed in future studies using condi-
tional knockout mice lacking ADAM17 in the skin. Moreover, the
finding that a metalloproteinase and the HB-EGF > EGFR signal-
ling pathway is also necessary for VEGF-A-stimulated migration of
HUVEC cells in vitro could help to explain the reduced pathological
neovascularization observed in mice lacking the principal HB-EGF
sheddase ADAM17 in endothelial cells”* and the impaired vessel
formation in ADAM]17-deficient mice™.

The cross talk between FGFR2b and ERK1/2 is the first example,
to our knowledge, of a tyrosine kinase receptor-dependent ERK1/2
phosphorylation that relies entirely on stimulation of ADAM17. By
comparison, activation of the VEGFR2 triggers ERK1/2 phospho-
rylation by at least two mechanisms, the first leading to an initial
strong activation of ERK1/2 that is not dependent on ADAM17 and
that overshadows the metalloproteinase-dependent component in
the first few minutes, and a second that only becomes apparent 15min
after addition of VEGF-A to HUVECs and that involves activation
of ADAM17 (ref. 4). The activity of the metalloproteinase-depend-
ent component in the first minutes could nevertheless be visualized
when the conditioned supernatants from VEGF-A-treated HUVECs
were applied to A431 cells, which provided a readout for the pres-
ence of soluble EGFR ligands in these supernatants. In these experi-
ments, the time course and MM-sensitivity of ERK1/2 phosphor-
ylation elicited in A431 cells by supernatants from VEGF-A-treated
HUVECs was comparable to that triggered by FGF7-stimulated
human keratinocytes. In both cases, the metalloproteinase-depend-
ent release of EGFR-ligands into the culture supernatants was acti-
vated rapidly, within 5min of addition of the growth factor.

Previous studies have shown that several other activators of
keratinocyte migration and/or proliferation, such as PARI, the
angiotensin II type 1 receptor or the anti-microbial peptide Cathe-
licidin hCAP18/LL-37, also depend on HB-EGF and activation of
EGFR*~*, As ADAM17 has emerged as the (patho)physiologically
relevant sheddase for HB-EGF in cell-based assays and in heart valve
development in vivo'*'**, it is tempting to speculate that these other
stimuli of keratinocyte migration also function via an activation of
ADAM17. Consistent with this hypothesis, ADAM17 is known to be
activated by a variety of distinct stimuli, including thrombin/PAR1
and TNFo™, angiotensin 117, LPS/Toll-like receptor 4 (ref. 38) and
G-protein coupled receptors’. However, even though ADAM17 is
evidently activated by a variety of different signalling pathways, the
mechanism underlying its rapid activation by FGF7 and other stim-
uli remains to be established. Several studies have implicated cyto-
plasmic phosphorylation of ADAM17 in its activation®***, yet our
results suggest that the activation of ADAMI17 by FGF7/FGFR2b
does not depend on its cytoplasmic domain. Instead, the trans-
membrane domain of ADAMI7 is critical for its ability to respond
to stimulation by FGFR2b, which is consistent with the findings of
a recent study that analysed the activation of ADAM17 by stimuli
such as lysophosphatidic acid, thrombin, TNFow and EGF*.

Taken together, the results presented here provide evidence for
a triple membrane spanning signalling pathway, in which stimula-
tion of the receptor tyrosine kinases FGFR2b or VEGFR2 activates
ADAM17, followed by release of HB-EGF and activation of EGFR
(see model in Fig. 8). Moreover, our results demonstrate that the
activation of ADAM17 by FGFR2b depends on Src, PI3-kinase and
p38 MAP-kinase. Interestingly, previous studies have shown that Sre,
which can activate ADAM17 (ref. 41), and PI3-kinase are important
for FGF7-stimulated keratinocyte migration®, suggesting that this
also depended on the activation of ADAM17. Thus, ADAM17 has
emerged as a critical component of the cross talk between the recep-
tor tyrosine kinases FGFR2b and VEGFR2 and the EGFR/ERK1/2
pathways with a key role in stimulating cell migration elicited by the
FGF7/FGFR2b and VEGF-A/VEGFR2 signalling pathways.

FGFR2b

Figure 8 | A model for transactivation of the EGFR/ERK1/2 signalling
pathway by FGF7/FGFR2b. Binding of FGF7 to FGFR2b (1) stimulates
ADAM17 in a manner that can be blocked by inhibitors of Src kinases,
p38 MAP-kinase and of phosphatidylinositol 3 (PI3) kinase, which is
responsible for the conversion of phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate
(PIP,) to phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate (PIP.) (2). Stimulation
of ADAMI17 by FGF7 requires its transmembrane domain, but not the
cytoplasmic domain. Activation of ADAM17 triggers release of membrane
proteins that include the EGFR-ligand HB-EGF (3), which activates EGFR
(4) and ERK1/2 (5), thereby promoting FGF7-stimulated cell migration in
keratinocytes. Both FGFR2b and EGFR are known to have critical roles in
skin repair and inflammation of the skin®=7.

Methods

Primary cells and cell lines. Cos-7 cells were from ATCC. HUVECs (provided
by S.R.) were cultured on gelatin-coated plates in EC medium: M199 (Bio-Whit-
taker), 20% fetal bovine serum, 90 U ml™" heparin and 20 ngml ™' endothelial
growth factor supplement (Sigma). The human keratinocyte line HaCaT* was
from N. Fusenig (Deutsches Krebsforschungszentrum, Heidelberg, Germany).
Adam10—/— mEFs were from Dr Paul Saftig (University of Kiel, Kiel, Ger-
many), $rc -/~ mEFs were from Dr Xin-Yun Huang (Cornell University, New
York) and Adam17—/— mEFs were from CB’s lab****, Primary human foreskin
keratinocytes (PromoCell) were cultured in keratinocyte growth medium-2
(KGM-2; PromoCell). Primary mouse keratinocytes were isolated and cultured in
KGM-2 supplemented with 20 ngml~' murine EGF and 8 ngml~' Cholera toxin
(Sigma). To generate ADAM17-deficient primary keratinocytes, B6.Cg-Tg(CAG-
cre/Esr1*)5Amec/] mice containing a Tamoxifen-inducible Cre expressed under the
control of the chicken beta actin promoter/enhancer (Jackson Labs, referred to as
CAG-Cre throughout) were crossed with mice carrying floxed alleles of ADAM17
(ref. 38), The littermate-offspring of matings between Adam 17flox/flox/CAG-Cre
and Adam17flox/flox mice were used for isolation of primary keratinocytes as
follows: 12-week-old mice were euthanized, and their tail was removed and disin-
fected for 5min in Triadine (Triad Disposables). After washing in 70% ethanol the
skin was removed and cut into small pieces, which were spread dermal side down
on sterile Whatman paper and incubated in serum-free DMEM with 1% trypsin
for 90 min at 37 °C. The epidermis was separated from the dermis, transferred to
PBS, 10% FCS and the resulting cell suspension was passed through a 40 pum cell-
filter and centrifuged for 5min at 200g. The sedimented cells were resuspended in
KGM-2, seeded in Collagen-coated six-well plates (Becton-Dickinson) and used
at a confluence of 80-90%. The medium was changed every second day. All animal
experiments were approved by the Internal Animal Use and Care Committee

of the Hospital for Special Surgery. All other cell lines were grown in DMEM
supplemented with antibiotics and 5% FCS.

Growth factors and inhibitors. Recombinant human heparin-binding EGF (HB-
EGF), Thrombin, Human vascular endothelial growth factor (VEGF-A), Murine
epidermal growth factor (EGF), and murine and human Fibroblast Growth Factor 7
(FGF7, also referred to as keratinocyte growth factor) were from R&D Systems. PMA
(phorbol-12-myristate- 13-acetate), the EGFR tyrosine kinase inhibitor Thyrphostin
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(AG1478) and the mutant diphtheria toxin CRM197 were from Sigma. The
MEK1/2 inhibitor U0126, the p38 MAP-kinase inhibitor SB202190, the Phosphati-
dylinositol 3-kinase inhibitor LY294002, the Calcium ionophore, lonomycin and
the Src-family kinase inhibitor PP2 and its inactive analogue PP3 were from EMD
Chemicals. Dasatinib was from Mark M . The metalloproteinase inhibitor
MM was from Ouathek Ouerfelli, Sloan-Kettering Institute, New York, New York*,
The EGFR-function blocking antibody Cetuximab (C225) was from Merck.

Antibodies. Rabbit anti-phospho ERK1/2, anti-phospho FRS2, anti-phospho
EGER, anti-EGEFR, anti-Src and anti-AKT were from Cell Signaling Technology.
Rabbit anti-ERK2, anti-p38 and anti-GAPDH were from Santa Cruz Biotech-
nology. Anti-FGFR2 antibodies were from Sigma and Anti-HA antibodies from
Covance. Rabbit polyclonal anti-ADAMI17 cytotail antibodies were from CB’s
laboratory*’.

Expression vectors. The expression vectors for ADAMI10 and ADAMI0E> A
were from Dr Paul Saftig®, for ADAM17 from Dr Gillian Murphy (University of
Cambridge, UK). The expression constructs for ADAMI7E> A, ADAMI17A-cyto,
ADAM17-CD62L7, full-length and AP-tagged FGFR2b***', AP-tagged CD40
(ref. 4), TNFor? and TGFo'* were from CB’s laboratory.

Transfection and ectodomain shedding assay. Fibroblasts and HaCaTs were
transfected with Lipofectamine2000, and Cos-7 cells were transfected with Lipo-
fectamine'**. For shedding experiments (performed one day after transfection),
cells were washed with OptiMEM, which was replaced after 1'h by fresh OptiMEM
with or without the indicated inhibitors or stimuli, and then incubated for 30 min
to 4h (ref. 14). The AP activity in the supernatant and cell lysates was measured at
A405 after incubation with the AP substrate 4-nitrophenyl phosphate'**!. No AP
activity was present in conditioned media of non-transfected cells. Three identical
wells were prepared, and the ratio between the AP activity in the supernatant and
the cell lysate plus supernatant were calculated for normalization. Each experiment
was performed in three tissue culture wells, and repeated at least three times.

Small interfering RNA transfection. For silencing of ADAM17, HaCaTs were
grown to 40-50% confluency and transfected with 2l Stealth Small Interfering
RNA (siRNA) duplex (HSS186-181, Invitrogen) using Lipofectamine 2000. For
silencing of AKT, p38 MAP-kinase or Src, HaCaTs were grown to 40-50% conflu-
ency and transfected with 50 nM Stealth siRNA duplex (#6211, #6510, #6564,
#6243 or #6568, Cell Signaling Technology or sc-29228 Santa Cruz Biotechnology)
using TransIT-TKO (Mirus). Random Stealth siRNA duplexes coding for non-
functional RNAs served as controls. After 60h incubation at 37°C, the cells were
starved in Opti-MEM for 8 h and used in scratch wound assays. Afterwards the
cells were processed for western blot analysis to analyze knockdown efficiency.

Western blot analysis. Cells were lysed on ice in Tris-buffered saline (TBS)
Triton-X100 (1%), 1 mM EDTA, 1,10-Phenanthroline (10 mM), Protease inhibitor
cocktail and Phosphatase-inhibitor (Roche Applied Science). Comparable amounts
of protein were separated on 10% SDS-polyacrylamide gels, and transferred onto
polyvinylidene difluoride membranes (BioTrace, Pall Corporation). These were
blocked with 3% skim milk in TBS, then incubated with primary antibodies,
washed in 0.1% Tween-TBS and bound primary antibodies were detected with
Peroxidase-conjugated goat anti-mouse or goat anti-rabbit antibodies (Promega)
using the ECL detection system (Amersham Biosciences) and a Chemdoc image
analyzer (BioRad). To generate the control blots for expression of ERK1/2, separate
western blots were prepared and probed as indicated, with the exception of the
control blots in Figures 2, 3¢, 4g and 5¢,e,g and Supplementary Figures S1c and
S2¢, which were incubated in stripping reagent (100 mM 2-mercaptoethanol, 2%
(w/v) SDS, 62.5mM Tris-HCL pH 6.7) at 55°C for 30 min and then re-probed with
anti ERK1/2 antibody.

In vitro scratch wound-healing assays. All cells used for in vitro scratch wound-
healing assays (primary mouse or human keratinocytes, HaCaTs or HUVECs)
were seeded in 12-well plates and cultured until they reached confluence. A scratch
wound was introduced with a 200l pipette tip. After washing with PBS the cells
were incubated with or without the indicated inhibitors or stimuli. After different
periods of time, cells at the same positions along the scratch wound (marked with
an indelible marker) were photographed using an Inverted phase-contrast micro-
scope (Nikon, Eclipse TS100), and NIH Image | software was used for quantifica-
tion of scratch wound assays™.

Cell proliferation assay. Primary mouse keratinocytes from Adam17flox/flox
control mice or Adam17flox/flox/CAG-Cre mice were treated with or without 1 uM
Tamoxifen for 48 h and then seeded at 2x10°* cells per well in 96-well plates. After

1 day, cells were treated with FGF7, HB-EGF or left untreated. The media was
removed after 72 h and replenished with fresh, untreated media and a MTS [3-(4,5-
dimethyl-2-yl)-5-(3 carboxymethoxyphinyl)-2-(4-sulphophenyl)-2H-tetrazolium]
assay was performed following the manufacturer’s instructions (Promega).

EGFR ligand release assay. Primary human keratinocytes or HUVECs on 6-well
plates were treated with either FGF7 or VEGF- A, respectively, and incubated in
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the presence or absence of different inhibitors for 5-60 min in Optimem medium.
Conditioned supernatants (500 ul) were removed and incubated for 10 min with
A431 cells, which express high levels of EGFR/ErbBI (ref. 56). The A431 cells were
serum-starved overnight before the addition of the conditioned supernatants. For
the experiments with AG1478 (1 M) or the EGFR-blocking antibody Cetuximab
(10ugml™"), these compounds were pre-incubated with A431 cells for 10 min in
Optimem before adding the conditioned media from stimulated cells, which was
adjusted to 1uM AG1478 or 10pigml~' Cetuximab as indicated. All conditioned
supernatants were adjusted to the same concentration of MM (5 M) before
addition to A431 cells to control for effects of this metalloproteinase inhibitor

on A431 cells.

Statistical analysis. All values are expressed as means+standard error of the
mean. The standard error values indicate the variation between mean values ob-
tained from at least three independent experiments. Statistics following a Student
t distribution were generated using the ¢-test. P values of <0.05 were considered as
statistically significant.
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