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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Struktur der Haut

Die Haut stellt das grofite Organ des Kérpers dar und dient sowohl als Barriere gegen
Umgebung und &uRere Einflisse als auch zur Aufrechterhaltung der physikalischen
Unversehrtheit des Korpers.

Die Haut schitzt den Kérper vor chemischen, mechanischen und thermischen Schaden,
vor zahlreichen Krankheitserregern und vor verschiedenen Strahlen. Sie dient der
Regulation von Temperatur und Wasserhaushalt und ist ein Teil des Immunsystems.
Durch nervése Strukturen ist die Wahrnehmung von Druck, Schmerz und Temperatur
maoglich [SCHIEBLER 1999; JUNG 2002].

Die beiden Hauptgewebe der Haut sind die Epidermis (Oberhaut) und die Dermis
(Lederhaut), die fest miteinander verbunden sind (Abb. 1.1).

Desmosom

Epidermis |-

Keratinozyten

[~ Stratum

papillare Hemides mosom

Basalmembran

Stratum
reticulars

Dermis

Koratinoeytn

Hemidesmosome

Caoliagon IV, Laminkns,
Midagen, Periocar,
BM-10, Fibullns,...

Laminin 5,67, .. BM

Subcutis

i

Anchosing flizells

77 Coagen Wi
li‘I

Abb. 1.1: Schematische Ubersicht der Haut

Auf der linken Seite ist die Struktur der Haut, bestehend aus Epidermis und Dermis, zu sehen, die
von der Basalmembran separiert werden.

Die Epidermis und die Basalmembranzone mit Desmosomen zwischen den einzelnen
Keratinozyten und Hemidesmosomen zwischen Keratinozyten und Basalmembran sind auf der
rechten Seite vergrof3ert dargestellt [nach KorRGE uND KRIEG 1996].

Die Epidermis besteht aus mehrschichtigem verhorntem Plattenepithel, welches die unter-
liegende Dermis bedeckt. Der primar vorkommende Zelltyp der Epidermis sind die Kera-
tinozyten, die Uber Desmosomen (Zell-Zell-Verbindungen) mit den Keratinozyten der
anderen Zellagen und uUber Hemidesmosomen (Zell-Matrix-Verbindungen) an die




EINLEITUNG

Basalmembran und die extrazellulare Matrix angeheftet sind UITTO UND CHRISTIANO 1992;
CHRISTIANO UND UITTO 1996A, 1996B; KIRFEL UND HERZOG 2004]. Als weitere Zellen findet man
die fur die Produktion des Pigmentes Melanin zustandigen Melanozyten, die Antigen-
prasentierenden Langerhans-Zellen und Merkel-Zellen als Mechanorezeptoren sowie
Lymphozyten (Immunabwehr) vor (Abb. 1.2) [SCHIEBLER 1999].

C\"_"-.‘T o e _—_- ~ Levprrhamaele
) J/
e L
v f = | .\i:_. .\.- s
b P e
i Ii - L= :
i i - L
Sl o s \
N e R e Ao h
S lh, o ﬁ i "
: s jﬁt T
%r-’ i f,l_f’\fl-\_:i%
S ket 2t Abb. 1.2: Zellen der Epidermis

Oben: Schematische elektronenmikroskopische
Darstellung der Keratinozyten und der dendriti-
schen epidermalen Zellen (Melanozyten,
Merkel- und Langerhans-Zellen). Keratinozyten
sind mitinander und mit Merkel-Zellen tber
Desmosomen verbunden [Jung 2002].

Unten: Schematische mikroskopische Darstel-
lung der Keratinozyten in den Hautschichten.
a: lichtmikroskopisch, b: elektronenmikrosko-
: i g i pisch [JunG 2002].

Die Dermis dagegen besteht aus kompaktem, fibroelastischem Bindegewebe, in das ein
komplexes Netzwerk aus Gefal3en, Nerven, sekretierenden und exkretierenden Driisen
und keratinizierten epidermalen Anhangen und Fortsatzen wie Haar und N&gel integriert
ist.

Die Neubildung von Epithelzellen erfolgt in der untersten Zellage. Von hier gelangen die
Zellen zur Oberflache, wobei es in mittleren Epithellagen zur Verhornung kommt.
SchlieR3lich bilden sich oberflachlich Hornschuppen, die abgestol3en werden. Die Regene-
ration erfolgt Uber Epithelzellverbéande, welche einer fortlaufenden physiologischen
Erneuerung unterliegen. Diese kann unterschiedlich schnell ablaufen (Epidermis ca. 30
Tage) [JunG 2002].

Fur die Befestigung der Epidermis an der Dermis spielt die Basalmembran, die dicht unter
den basalen Epithelzellen liegt, eine wichtige Rolle.

Die dermo-epidermale Verbindung der beiden Gewebe wird durch Hemidesmosomen an
basalen Keratinozyten und Ankerfasern aus dem Stratum papillare, der oberen Schicht
der Dermis gewahrleistet [SCHIEBLER 1999; JUNG 2002].




EINLEITUNG

1.1.1 Basalmembran

Die Basalmembran grenzt das Epithel gegen das daruntergelegene Gewebe ab. Sie ist
eine 20-200 nm dicke, extrazellular gelegene Struktur, an der die Epithelzellen durch
transmembrane Verbindungen befestigt sind [ScHIEBLER 1999].

Im Elektronenmikroskop erkennt man drei morphologisch unterscheidbare Schichten. Die
elektronendurchlassige Lamina lucida (oder Lamina rara) liegt unmittelbar an der
zellularen Plasmamembran an und enthalt Kollagen XVII und das Integrin a6b4. Darunter
befindet sich die elektronendichte Lamina densa, zu deren Hauptbestandteilen die
Glykoproteine Laminin und Nidogen sowie das nicht-fibrillenbildende Kollagen IV gehdren,
das der Basalmembran wichtige mechanische Eigenschaften wie Stabilitat und Flexibilitat
verleiht. Die dritte Schicht bildet die Lamina fibroreticulares, die Uber Verankerungsfibrillen
und -plaques von dem darunterliegenden Bindegewebe abgetrennt ist. Diese
Verankerungsfibrillen sind aus Kollagen VIl aufgebaut.

Weitere Bestandteile der Basalmembran sind das Glykoprotein Fibronektin,
Glykosaminoglykane wie Chondroitinsulfat und Heparansulfat sowie Proteoglykane (z.B.
Perlecan oder Decorin) [SCHIEBLER 1999; JUNG 2002].

1.1.2 Hemidesmosomen

Hemidesmosomen (Abb. 1.3) sind komplexe molekulare Verbindungen, die entlang der
basalen Schicht der Epithelzellen lokalisiert sind und die Adhéasion der Keratinozyten zur
unterliegenden Basalmembran durch Ankerproteine vermitteln (Abb. 1.4). Hemidesmo-
somen haben die charakteristische Struktur eines Desmosoms (umschriebene Zell-
kontakte zwischen zwei Zellen), allerdings weisen sie nur auf einer Seite eine Kontakt-
zone der Epithelzelle mit der extrazellularen Matrix auf. Sie sind aus einem intrazellularen
Plague und einer Transmembrankomponente zusammengesetzt, die sich in die Lamina
lucida der dermo-epidermalen Basalmembran ausdehnt (Abb. 1.3) [GARROD 1993]. Hemi-
desmosomen sind assoziiert mit subbasalen dichten Plagues in der Lamina lucida und
sind mit feinen, fadenartigen Ankerfilamenten mit der Lamina densa verbunden, wo sie
mit dickeren Ankerfibrillen in Kontakt treten und eine Verbindung zu darunterliegenden
Kollagenfibrillen des Bindegewebes herstellen [BORRADORI UND SONNENBERG 1999].

Der innere hemidesmosomale Plaque besteht aus zwei Proteinen der Plakin-Familie,
HD1/Plektin und BP230/BPAG1, die vermutlich eine wichtige Rolle bei der Verankerung
des Intermediarfilament-Netzwerkes (z.B. Keratine) am Hemidesmosom spielen
[UTTO UND PULKKINEN 1996].

HD1/Plektin ist ein grol3es, zytoskelett-assoziiertes Phosphoprotein von etwa 500 kD, das
in einer Vielzahl von einfachen und geschichteten Epithelien exprimiert wird, wo es als
multifunktioneller zytoskeletaler Linker fungiert [WicHE ET AL. 1998]. Es konnte gezeigt
werden, daf} die C-terminale Domane von Plektin Keratine, Neurofilamente und Vimentin
in vitro bindet. Die N-terminale Domane enthalt Sequenzen, die mit dem zytoplasma-
tischen Ende des b4-Integrin interagieren [REzNICZEK ET AL. 1998].

BP230 ist ein intrazellulares, nichtkollagenes, 230 kD grofRes Protein, das am inneren
hemidesmosomalen Plaque lokalisiert und vermutlich an der Adh&sion von Keratinen an
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den Hemidesmosomen beteiligt ist [SAawAMURA ET AL. 1991]. Die C-terminale Doméane von
BP230 kann mit Intermediarfilamenten assoziieren, was seine Rolle im Attachment der
Keratin-Intermediarfilamente zum hemidesmosomalen Plague zeigt [YANG ET AL. 1996].

& Epidermis

- Tonofilamente

Plasmamembran

derBasalzellen Hemidesmosom

Verankerungs-

Lamina lucida filamente

Lamina densa

Verankerungsfibrillen

Mikrofibrillen (= anchoring fibrils)

Dermis

Abb. 1.3: Schema der dermo-epidermalen Junktionszone

Die basalen Keratinozyten sind Uber Hemidesmosomen, die die Adhasion durch
Ankerproteine vermitteln, mit der Basalmembran (Lamina lucida und Lamina densa)
verbunden [Jung 2002].

Die transmembrane Komponente der Hemidesmosomen besteht aus dem epidermalen
Integrin  a6bb4 [HOGERVORSTET AL. 1990; TAMURA ET AL. 1990; KOSTER ET AL. 2003] und
Kollagen XVII, auch als BP180, BPAG2 oder HD4 bezeichnet [DIAz ET EL. 1990].

Integrin a6b4 ist begrenzt auf die ventrale Oberflache, die der Basalmembran gegen-
Uberliegt, was die Beteligung an der Zell-Matrix-Adhasion  unterstreicht
[CARTER ET AL. 1990]. Integrin a6b4 ist ein heterodimeres Transmembranprotein, bekannt
als Rezeptor fur verschiedene Laminin-Isoformen inklusive Laminin5 [HIRAKO UND
OWwARIBE 1998]. Die intrazellulare Domane bildet eine stabile Verbindung mit Plektin, und
dieser Komplex fungiert als initialer Kern bei der Bildung des Ankerkomplexes
[NiESSEN ET AL. 1996]. Dieses Integrin kann auch Signale von der extrazellularen Matrix in
die Zelle Ubertragen, welche Genexpression und Zellwachstum regulieren
[JONES ET AL. 1991; GREEN UND JONES 1996; GIANCOTTI 1996].

Die andere Komponente ist Kollagen XVII, das weiter unten in einem separaten Kapitel
(1.3) im Detail beschrieben wird.
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Hemidesmosoms wird durch Integrin a6b4 und
Kollagen XVII  gebildet und verbindet den
Proteinkomplex tiber Laminin 5 und Kollagen IV an

das darunterliegende Gewebe.

1.1.3 Die extrazellulare Matrix

Die extrazellulare Matrix (ECM) ist aus einer Vielzahl unléslicher Fasern, Mikrofibrillen,
I6slichen Proteinen und Glykoproteinen zusammengesetzt. Sie ist fir die mechanische
Stabilitdt von Geweben und deren physiochemische Eigenschaften und fur die strukturelle
und funktionelle Organisation von Zellen verantwortlich und dient zudem als Substrat fur
spezifische Zelladhasion und -migration [ADAMS UND WATT 1993]. Desweiteren bt die
extrazellulare Matrix Uber ihre Zusammensetzung und Struktur auch eine regulierende
Rolle bei der Forderung und Aufrechterhaltung der zelluléaren Differenzierung und pheno-
typischen Expression aus, wodurch eine spezifische und lokalisierte Signaltransduktion an
die Zellen erlaubt ist [BISSELL UND BARCELLOS-HOFF 1987].

Die Hauptbestandteile der extrazellularen Matrix bilden die Mitglieder der Familie der
Kollagene. Diese vielfaltige Proteinfamilie formt das Hauptstrukturelement des Binde-
gewebes. Viele weitere Proteine tragen zusatzlich zur einmaligen funktionellen und biolo-
gischen Charakteristik von Gewebe bei, wie z.B. Proteoglykane und Glykoproteine,
elastische Proteine und Glykosaminoglykane.
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1.2 Die Protein-Familie der Kollagene

Kollagene sind definiert als tripelhelikale Proteine mit sich wiederholender Gly-X-Y-Amino-
saurensequenz. Die Familie der Kollagene beinhaltet derzeit 27 Kollagene (Tab. 1.1), die
aus uber 40 spezifischen a-Ketten zusammengesetzt sind [ENGEL UND BACHINGER 2005].
Aufgrund ihrer strukturellen Charakteristik konnen die Kollagene in zwei Gruppen auf-
geteilt werden, die der fibrillenbildenden und der nicht-fibrillenbildenden Kollagene
[PROCKOP UND KIVIRIKKO 1995].
Die Kollagene der ersten Gruppe (Typen I, II, 1lI, V, XI, XXIV, XXVII) fagen sich zu auffal-
ligen fibrillaren Strukturen in vielen kollagen-enthaltenden Geweben zusammen. Diese
strukturell homologen Molekile sind charakterisiert durch eine lange, ununterbrochene
kollagene Tripelhelix.
Die Kollagene der anderen Gruppe sind nicht in der Lage, Fibrillen zu bilden und zeigen
eine beachtliche Diversitat in Struktur, makromolekularer Organisation, Gewebeverteilung
und Funktion. Ein gemeinsames besonderes Merkmal der nicht-fibrillenbildenden Kolla-
gene sind eine oder mehrere Unterbrechungen der kollagenen Gly-X-Y-Sequenz. Man
unterscheidet verschiedene Unterfamilien:
die Netzwerk-formenden Kollagene Typ IV (Basalmembrankollagen) und Typen VI
und X (short chain collagens),
die fibrillen-assoziierten Kollagene mit unterbrochenen Tripelhelices (FACIT: fibril
associated collagens with interrupted triple helices) Typen IX, XII, XIV, XVI, XIX, XX
und XXI),
das "aufgefadelte” Filament-bildende Kollagen Typ VI,
das Ankerfibrillenkollagen Typ VI,
die Multiplexine (multiple triple helix domains and interruptions) Typen XV und XVIII
und die Transmembran- (TM-) Kollagene (MACIT: membrane associated collagens
with interrupted triple helices) Typen XllI, XVII, XXIlII und XXV/CLAC-P mit einer
Transmembran-Doméne [ENGEL UND BACHINGER 2005].
Tripelhelix-formende Gly-X-Y-Repeats finden sich auch in Proteinen, die nicht zu den
Kollagenen gezéhlt werden, z.B. Makrophagen Scavenger Rezeptor A, MARCO
Rezeptor, Ektodysplasin A (alles membrane collagen-like proteins, den MACITs ent-
sprechend), Komplement Protein C1q, Lungen Surfactant Proteine A und D, Mannose
Bindungsprotein, Fikoline u.a. [ENGEL UND BACHINGER 2005].

1.2.1 Transmembran-(TM-)Kollagene und kollagene TM-Proteine

Die TM-Kollagene unterscheiden sich von den anderen nichtfibrillaren Kollagene, da sie
nicht in voller Lange in die extrazellulare Matrix sekretiert [PIHLAJANIEMI UND REHN 1995],
sondern mit ihrer TM-Region in die Zellmembran eingebaut werden [HAGG ET AL. 1998]. Die
vier Mitglieder dieser Gruppe sind bis auf die allen gemeinsame TM-Region nahe dem N-
Terminus strukturell nicht homolog.
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Tab. 1.1: Kollagene

Die zurzeit bekannten 27 Kollagen-Typen, die aus 42 verschiedenen Polypeptidketten zusammengesetzt

sind, aufgefihrt mit Informationen zu Kettenzusammensetzung, molekularer Zusammensetzung,
Unterfamilien, Gewebeverteilung und Pathologie [nach BRINCKMANN 2005].
Type Chain Molecules Subfamily Tissue distribution Pathol ogy
composition (selection)
| al(l),a2(l) [a1()]2a2(1); Fibrillar Widespread: skin, bone, Osteogenesisimperfecta
[a1(h]s tendon, ligament, cornea I-1V, Arthrochalatic type of
Ehlers-Danlos syndrome
(VIIA, VIIB), Classical type
of Ehlers-Danlos syndrome
I al(ll) [a1(1h]s Fibrillar Cartilage, vitreous Achondrogenesis||,
Hypochondrogenesis,
Spondyl oepi physeal
dysplasia congenita,
Kniest dysplasia, Late onset
Spondyl oepi physeal
dysplasia, Stickler dysplasia
I al(l) [a1(l1h)]s Fibrillar Skin, vessel, intestine, Vascular type of
uterus Ehlers-Danlos syndrome,
Hypermobile type of
Ehlers-Danlos syndrome
(rare), familiar aortic
aneurysm
\% al(lv),a2(1v), [al(IV)]2a2(1V); Network Basement membranes Alport syndrome,
a3(v),a4(lVv), a3(IV)a4(Vv)a5(1V); Benign familial hematuria
a5(1Vv),a6(lVv) [a5(1V)]2a6(1V)
\ al(V),a2(V), [al(V)]2a2(V); Fibrillar Widespread: Bone, skin, Classical type of
a3(V), a4(V) [al(V)]3; cornea, placenta, Schwann Ehlers-Danlos syndrome
(rat) al(V)azv)a3(Vv) cell (rat)
\ al(Vvl),a2(Vvl), al(vVha2(Vl)a3(Vvl) Network Widespread: Bone, Bethlem nyopathy,
a3(vl) (also: microfibrils, cartilage, Ullrich congenital muscular
broad banded structures)  cornea, skin, vessel dystrophy
Vil a1Vl [al(VID]s Anchoring fibrils Skin, bladder, oral mucosa,  Epidermolysis bullosa
umbilical cord, amnion dystrophica
VIl al(Vvii, [aL(VIID]za2(VII) Network Widespread: Descemet’s Fuchs endothelial corneal
a2(Vvill [al(VIID]s membrane,vessel, bone, dystrophy
[a2(viin]s brain, heart, kidney, skin,
cartilage
IX al1(Ix),a2(Ix), al(IX)a2(1X)a3(IX) FACIT* Cartilage, cornea, vitreous Multiplt_aepiphyseal
a3(IXx) dysplasia
X al(X) [a1(X)]s Network Hypertrophic cartilage Schmid metaphyseal
chondrodysplasia
Xl al(Xl),a2(xl), al(Xha2(Xha3(Xl) Fibrillar Cartilage, intervertebral Stickler syndrometypell,
a3(Xl) disc Marshall syndrome
Xl al(xin [a1(XIN]s FACIT* Skin, tendon, cartilage ?
Xl al(Xll) Homotrimer ? Transmembrane Endothelial cells, skin, eye,  ?
heart, skeletal muscle
XV al(XIv) [aL(XIV)]s FACIT* Widespread: vessel, bone, ?
skin, cartilage, eye, nerve,
tendon, uterus
XV al(Xv) Homotrimer ? MULTIPLEXIN* Capillaries, skin placenta, ?
kidney, heart, ovary, testis
XVI al(Xxvl) Homotrimer ? FACIT* Heart, kidney, ?
smooth muscle, kin
XV al(Xvil) [al(XVI)]s Transmembrane Hemidesmosomesin Generalized atrophic benign
epithelia epidermolysis bullosa,
junctional epidermolysis
bullosalocalisata
XV al(xvill) Homotrimer ? MULTIPLEXIN* Perivascular basement Knobloch syndrome
membrane, kidney, liver,
lung
XIX al(XIX) Homotrimer ? FACIT* Basement menbrane zone ?
in skeletal muscle, spleen,
prostate, kidney, liver,
placenta, colon, skin
XX al1(XX), (chick) Homotrimer ? FACIT* Corneal epithelium (chick)  ?
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Type Chain Molecules Subfamily Tissue distribution Pathology
composition (selection)
XXI al(Xxl) Homotrimer ? FACIT* Vessel, heart, stomach, ?
kidney, skeletal muscle,
placenta
XXH al(Xxll) Homotrimer ? FACIT* Tissuejunctions ?

(myotendinous junction in
skeletal and heart muscle,
articular cartilage-synovial
fluid juncti on, border
between the anagen hair
follicle and the dermisin

the skin
XXM al(xXxIy Homotrimer ? Transmembrane Heart, retina, metastatic ?
cancer cells
XXIV al(XXIV) Homotrimer ? Fibrillar Bone, cornea ?
XXV al(XXv) Homotrimer ? Transmembrane Brain, heart, testis, eye ?
(CLAC
P
XXVI al(XxVvl) Homotrimer ? ? Testis, ovary ?
XXVII al(XXVll) Homotrimer ? Fibrillar Cartilage ?

*

Fibril associated collagens with interrupted triplehelices.
*x Multiple triple helix and interruptions.
***  Collagendike Alzheimer amyloid component precursor.

Kollagene TM-Proteine sind eine herausragende Gruppe von biologisch vielseitigen
Molekilen, die als Zelloberflachen-Rezeptoren und als Matrix-Molekile fungieren. Die
Gruppe der kollagenen TM-Proteine enthalt gegenwartig sieben Mitglieder, die in einer
grol3en Varietat von Geweben vorkommen: die eng verwandten TM-Kollagene Xlll, XVII,
XXIII (wahrscheinlich in Zelladhé&sion involviert) und XXV/CLAC-Precursor (hirnspezifisch,
eine Komponente von amyloiden Alzheimer-Plaques) und die weitlaufiger verwandten
Proteine Ektodysplasin A, Klasse A Makrophagen Scavenger Rezeptor und MARCO
[PIHLAJANIEMI UND REHN 1995; TENNER 1999; SNELLMAN ET AL. 2000; CHEN ET AL. 2001;
FRANZKE ET AL. 2003].

Diese sieben Gruppen-Mitglieder haben interessante strukturelle Ahnlichkeiten. Sie sind
integrale Membran-Proteine in Typ Il Orientierung - eine seltene Orientierung, die nur in
5% der gesamten Membran-Proteine vorkommt - und haben eine oder mehrere kollagene
Domanen im extrazellularen C-Terminus, durchsetzt mit nichtkollagenen Strecken, die der
Ektodoméne strukturelle Flexibilitdt verleihen. Alle Membrankollagene enthalten eine
hydrophobe TM-Domane [TeENNER 1999] und mindestens eine konservierte Coiled-coil-
Sequenz (Linkerdoméne), die direkt an die extrazelluldare Oberseite der Zellmembran
angrenzt und vermutlich eine essentielle Rolle bei der Trimerisierung und Tripelhelix-
Faltung spielt [RICARD-BLUM ET AL. 2005; SNELLMANET AL. 2000; LATVANLEHTO ET AL. 2003;
MCALINDEN ET AL. 2003]. Die Ektodoméanen von zumindest einigen dieser Molekile werden
durch Proteinasen selektiv von der Zelloberflache freigesetzt (Shedding), was eine
kirzere Form des Kollagens in der extrazellularen Matrix ergibt. Diese loslichen
Matrixmolekule liegen nach Ihrer Freisetzung in den extrazellularen Raum als Trimere vor
[SCHACKE ET AL 1998; FRANZKE ET AL. 2002]. Diese gesheddeten Ektodoméanen der
Membrankollagene kdnnen strukturelle und regulatorische Aufgaben haben und sind fir
Bindungen an andere ECMKomponenten verantwortlich  [NYKvIST ET AL. 2000;
NYKVIST ET AL. 2001].
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Die kollagenen TM-Proteine werden in vielen verschiedenen Geweben und Zellen
exprimiert und sind in ein breites Spektrum von biologischen Funktionen eingebunden, die
von Epithel- und Neural-Zell-Adhasion und epithelial-mesenchymalen Interaktionen
wahrend der Morphogenese bis zu Wirtabwehr gegen mikrobielle Einflisse reichen.
Verschiedene Gruppenmitglieder sind auch in die molekulare Pathologie von genetischen
und erworbenen Krankheiten wie Epidermolysis bullosa, Ektodermale Dysplasie, Bulléses
Pemphigoid oder Alzheimer involviert. Ein umfassend untersuchtes Mitglied ist
Kollagen XVII, ein Keratinozyten-Oberflachen-Protein, das die Epidermis an die Basal-
membran anheftet.

1.3 Kollagen XVII

Kollagen XVII, auch BP180 oder BPAG2 genannt, wurde erstmals als durch
Autoantikdrper gebundenes Autoantigen von Patienten mit Bulldésem Pemphigoid erkannt,
einer subepidermalen blasenbildenden Hauterkrankung, die typischerweise in &lteren
Patienten auftritt. Inzwischen ist Kollagen XVII auch als Teil der Autoantikdrper von
Patienten mit anderen immunobulldsen Erkrankungen bekannt. Eine gegen
Kollagen XVII-Antigene gerichtete autoimmune Antwort ist mit verschiedenen bulldsen
Erkrankungen  assoziiert: Bulldses Pemphigoid, Vernarbendes Pemphigoid,
Schwangerschaftspemphigoid, Schleimhautpemphigoid, Lineare IgA-Dermatose und
Lichen Planus Pemphigoid [VANDENBERGH UND GIUDICE 2003], die in Kap. 1.4.1 naher
beschrieben werden.

Zusétzlich zu seiner Rolle in diesen erworbenen Autoimmun-Hauterkrankungen konnte
gezeigt werden, dal} Defekte im Gen COL17Al1, das fur Kollagen XVII codiert,
verantwortlich fur verschiedene Formen von Junktionaler Epidermolysis Bullosa sind, bei
der die Ankerkomplexe inkomplett geformt sind (siehe Kap. 1.4.2) [VANDEN BERGH
UND GIUDICE 2003].

Kollagen XVII befindet sich im Hemidesmosom -Ankerfilament-Komplex, wo es mit den
hemidesmosomalen Komponenten BP230, Plektin und Integrin aéb4 (Abb. 1.4) interagiert
[KosTER ET AL. 2003] und eine wichtige Funktion beim Attachment der basalen
Keratinozyten an die unterliegende epidermale Basalmembran einnimmt
[FRANZKE ET AL. 2003; VAN DEN BERGH UND GIUDICE 2003]. AulRerdem gehdort Kollagen XVII zu
den biologisch wichtigen Transmembranmolekilen, die durch Shedding von der
Zelloberflache freigesetzt werden, um ihre Funktionen zu regulieren. Nicht zuletzt stellt die
l6sliche Ektodoméne von Kollagen XVII ein zuséatzliches Autoantigen dar, das eine Rolle
bei den bullésen Autoimmunerkrankungen spielt.

1.3.1 Priméarsequenz

Kollagen XVII ist ein 180 kD grol3es, integrales, transmembranes Typ lI-Glykoprotein. Es
besteht aus 1497 Aminosduren (aa) und besitzt eine aminoterminale intrazellulare
Domane (466 aa), eine hydrophobe transmembrane Domane (23 aa) und eine carboxy-
terminale extrazellulare Doméane (1008 aa) [GIupICE ET AL. 1992]. Diese C-terminale Ekto-
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doméne enthalt 15 kollagene Untereinheiten (COL1-15), die von 16 Kkurzen, nicht-
kollagenen Sequenzen durchsetzt sind (NC1-16) und die kollagen-&hnliche Tripelhelices
bilden [GIUDICE ET AL. 1992; HOPKINSON ET AL. 1992; LIET AL. 1993; NISHIZAWA ET AL. 1993;
FRANZKE ET AL. 2003]. Aufgrund seiner Strukturmerkmale wurde das Protein spater den
Kollagenen zugeordnet, der urspringliche Name Bulléses Pemphigoid-Antigen 2
(BPAG2) bzw. BP180 in Kollagen XVII umgeandert und das zugehorige Polypeptid als
al(XVll)-Kette bezeichnet.

Chromosomale in situ-Hybridisierung zeigte, dafl3 das al1(XVIl)-Gen auf dem langen Arm
von Chromosom 10 am Locus 10g24.3 lokalisiert ist [LIET AL 1991]. Das Gen besitzt 56
ausgepragte Exons, die von 27 bis 390 bp variieren und von denen 17 Exons fir die
kollagenen Doménen codieren [LIET AL. 1991; LI ET AL. 1993].

1.3.2 Struktur

Kollagen XVII wurde erstmals aus Rinderhaut aufgereinigt [HIRAKO ET AL. 1996] und nach
Rotationsbedampfung im Elektronenmikroskop (EM) abgebildet. Die EM-Bilder zeigen ein
Molekdl, das, ahnlich einer Musiknote, aus einem globularen Kopf, einem zentralen Stab
und einem flexiblen Schwanz besteht (Abb.1.5). Diese Domanen wurden mit der
Primarsequenz korreliert. Man geht davon aus, daf3 der globulare Kopf ca. 25-35 nm im
Durchmesser betragt und der zytoplasmatischen Region entspricht. Das zentrale
Stabchen, das ca. 60-70 nm lang ist, korrespondiert mit der grof3ten kollagenen Doméne
C15, wahrend der flexible Schwanz mit ca. 100-130 nm Lange mit den unterbrochenen
kollagenen Doméanen der extrazellularen Region Ubereinstimmt (siehe Abb. 1.5)
[HIRAKO ET AL. 1996].

Diese Annahmen wurden durch die Analyse der 120 kD groRen Ektodoméne gestitzt.
Dieses Fragment besteht aus einem zentralen Stabchen und einem flexiblen Schwanz,
der globulére Kopf jedoch fehlt [HIRAko ET AL. 1998]. Daraus |af3t sich schliel3en, dal3 der
globulare Kopf dem zytoplasmatischen Anteil des Moleklils entspricht.

In der menschlichen Haut findet man Kollagen XVII in zwei molekularen Formen
[ScHACKE ET AL. 1998]. Die Vollangen-Form von Kollagen XVII liegt als homotrimeres trans -
membranes Molekil aus drei 180 kD-a1(XVIl)-Ketten vor. Die gesheddete Form ist ein
120 kD-Polypeptid, das der Ektodomane entspricht [BcHACKE ET AL. 1998]. Diese l6sliche
Ektodoméne wird aus der membrangebundenen Vollangen-Form freigesetzt. Dieser als
Shedding bezeichnete Vorgang erfolgt durch Proteinasen der ADAMs-Familie (A
Disintegrin And Metalloproteinase) und weiter unten ausfihrlicher beschrieben (siehe
Kap. 1.3.4).
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Abb. 1.5: Kollagen XVII

Links: Schematische Darstellung von Kollagen XVII. Form und Abmessungen des Models (oben)
basieren auf den elektronenmikroskopischen Bildern. Die schematische Domé&nen-Organisation von
humanem Kollagen XVII (unten) stutzt sich auf die primaren strukturellen Analysen von GIUDICE ET AL.
[1992]. Cyto: zytoplasmatischer, TM: transmembraner und Ext: extrazellularer Anteil
[HirAKO ET AL. 1996].

Rechts: Kollagen XVII nach Rotationsbedampfung im Elektronenmikroskop. Die Abbildung zeigt drei
reprasentative Molekule (A, B, C) und ihre Interpretation in gezeichneten Linien (a, b, c)
[HIRAKO ET AL. 1996].

In verschiedenen Studien wurde die Konformation der Kollagen XVII-Ektodomane unter-
sucht [SCHACKE ET AL. 1998; BALDING ET AL. 1997; TASANEN ET AL. 2000A]. Dabei wurde gezeigt,
dal3 eine tripelhelikale Struktur vorliegt und dal? - im Gegensatz zu fibrillenbildenen
Kollagenen - keine Propeptide fir die Faltung von Kollagen XVII erforderlich sind.
Korrekte Tripelhelixbildung von Fibrillen-assoziierten Kollagenen mit unterbrochenen
Tripelhelices (FACITs) findet sogar statt, wenn nichthelikale Enden am C-Terminus von
rekombinant produzierten kollagenen Molekilen entfernt werden, wie fur Kollagen XII
gezeigt werden konnte [MAzzoRANA ET AL. 1995]. Bei membrangebundenen Kollagenen wie
Kollagen XIll und XVII wurde gezeigt, dal3 die Tripelhelixbildung vom N- zum C-terminalen
Ende stattfindet [AREIDA ET AL. 2001; SNELLMANET AL. 2000].

Verschiedene Untersuchungen der Kollagen XVII-Ektodoméane zeigen, dal3 die Topologie
von Kollagen XVII im perizelluldren Raum noch nicht abschlieend geklart ist.
Immunogold-Labeling zeigte die Ko-Lokalisation des C-terminalen Endes der
Kollagen XVII-Ektodomane mit Laminin 5, was vermutlich auf eine (erweiterte) rdumliche
Ausdehnung der Ektodoméne in die Lamina densa-Region der Basalmembran hindeutet
[BEDANE ET AL. 1997]. Im Gegensatz dazu weist die Kennzeichnung mit doménen-
spezifischen monoklonalen Antikérpern auf eine ringformige Struktur des Gterminalen
Endes der Ektodoméane in der Lamina lucida hin [NONAKA ET AL. 2000].

11
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1.3.3 Funktionale Analyse

Aufgrund seiner transmembranen Lokalisation kann angenommen werden, daf3
Kollagen XVII als Anker fir basale Epithelzellen an die Basalmembran dient und fir die
Aufrechterhaltung der Verbindung zwischen intra- und extrazellularen strukturellen
Elementen und in der Verankerung des Epithels mit der unterliegenden Basalmembran
zustandig ist. Diese Aussage wird durch Untersuchungen an genetisch veranderten
Méausen und von Patienten mit blasenbildenden Hauterkrankungen gestiitzt BRUCKNER-
TUDERMAN UND BRUCKNER 1998]. Die Gesamitstruktur der Ektodoméane &hnelt der eines
flexiblen Stébchens, dessen extrazellularen Liganden a6-Integrin und Laminin5
[HOPKINSON ET AL. 1995; BORRADORI ET AL. 1997] und dessen intrazellularen Liganden b4-Inte-
grin, Plektin und BP230 im hemidesmosomalen Plaque beinhalten [KOSTER ET AL. 2003;
NIEVERS ET AL. 1999].

Untersuchungen des intrazellularen Domane von Kollagen XVII ergaben, dal’ dieser
Bereich mit der b4-Integrin-Untereinheit interagiert und essentiell fir den Einbau in die
Hemidesmosomen ist [BORRADORI ET AL. 1997; SCHAAPVELD ET AL. 1998], und dafl3 der N-
Terminus von Kollagen XVII direkt mit der N-terminalen Doméane des hemidesmosomalen
Proteins BP230 wechselwirkt [HopkiNSON UND JonEs 2000]. Uberexprimiert man die N-
terminale Doméne von BP230 in Zellen, die Hemidesmosomen ausbilden, so ist die
Verteilung von Kollagen XVII in den transfizierten Zellen gestort
[HoPKINSON UND JONES 2000]. Diese Beobachtungen fihren zu der Annahme, dafl} die
Interaktion zwischen Kollagen XVII und BP230 wichtig fir den Einbau von Kollagen XVII
in die Hemidesmosomen ist. Weiterhin konnte gezeigt werden, dal3 der N-terminale
Bereich des Molekiils die Polarisation von Kollagen XVII festlegt [HOPKINSON ET AL. 1995].

Die extrazellulare juxtamembrantse Teilstrecke bildet die ‘Linkerregion' zwischen der
Plasmamembran und der ersten tripelhelikalen kollagenen Doméne C15. Ein
charakteristisches Merkmal dieser Linkerregion sind zwei Coiled-Coil-Strukturen, von
denen vermutet wird, daR sie als Nukleus fur Trimerisierung und nachfolgender
Tripelhelix-Faltung der kollagenen Domé&nen dienen [ENGEL UND KAMMERER 2000;
SNELLMAN ET AL. 2000; LATVANLEHTO ET AL. 2003; MCALINDEN ET AL. 2003].
Coiled-Coil-Strukturen sind haufig vorkommende Oligomerisierungsdomanen, die in der
Lage sind, hochst spezifische Wechselwirkungen zu vermitteln [LuPASET AL. 1996;
KAMMERER ET AL. 1997]. Sie bestehen aus zwei bis funf a-Helices, die umeinander
gewunden eine linksgedrehte Supercoil bilden. Die Sequenz eines Coiled-Coil-Motivs
zeichnet sich durch die Wiederholung eines konservierten Musters von sieben Resten (a-
b-c-d-e-f-g), aus. Die erste (a) und die vierte (d) Position bilden die Interaktionsflache
zwischen den Helices und bestehen in der Regel aus hydrophoben (apolaren)
Aminosauren. Die anderen Aminosauren sind vorwiegend polar oder geladen und kdnnen
inter- und intrahelikale Interaktionen ausbilden, die zur Stabilitdt und Spezifitat der
Komplexbildung beitragen.
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Die Linkerregion verbirgt auch die Stelle, an welcher die Ektodoméane von Kollagen XVII
proteolytisch gespalten wird, was eine kirzere I6sliche Form des Kollagens zur Folge hat
[SCHACKE ET AL. 1998; FRANZKE ET AL. 2002] (siehe Kap. 1.3.4).

Untersuchungen der Region, die direkt hinter der membranumspannenden Domane liegt,
legt die Vermutung nahe, dal? die nichtkollagene Doméane NC16a der Ektodoméane in die
Stabilisierung der Wechselwirkung zwischen den hemidesmosomalen Proteinen involviert
ist HOPKINSON ET AL. 1995]. Es konnte auch gezeigt werden, dal3 die a6-Integrin-Unter-
einheit mit der extrazellularen NC16a-Domane interagiert [HOPKINSON ET AL. 1998]. Die
funktionellen Konsequenzen sind jedoch noch nicht bekannt.

Neben diesen funktionellen Analysen auf molekularer Ebene konnten weitere Erkennt-
nisse in der Funktion von Kollagen XVII aus pathologischen Zustdanden gewonnen
werden. Daher wird die Beteiligung von Kollagen XVII in autoimmunen und angebo-
renen/vererbten Krankheiten in einem separaten Kapitel (Kap. 1.4) genauer beschrieben.

Verschiedene Hinweise deuten darauf hin, daf} Kollagen XVII als membranstandiges
Protein auch in transmembrane Signaltransduktion involviert ist, da die Sequenz der
intrazellularen Doméane mehrere Tyrosin-Reste enthélt, die phosphoryliert werden kénnen
[KITAJIIMA ET AL. 1999; SUZUKIET AL. 1996; SUZUKI ET AL. 2002]. BP-assoziierte Autoantikdrper
der humanen Kollagen XVII-Ektodoméane triggern einen Vorgang der Signaltransduktion,
was zur Freisetzung von Interleukin-6 und -8 aus humanen Keratinozyten fihrt
[ScHmiDT ET AL. 2000]. Diese Zellantwort bedingt die de-novo-Synthese der beiden Inter-
leukine und zeigt eine Abhangigkeit sowohl von der Konzentration als auch von der Dauer
der Antikdrper-Behandlung. Diese Resultate stitzen die Hypothese, dal3 die Interaktion
der extrazellularen Domane von Kollagen XVII mit einem Antikérper (und vielleicht einem
extrazellularen Liganden) eine Signaltransduktion auslost.

Desweiteren konnte die Erzeugung einer loslichen Form eines Proteins mit nahezu
identischen oder nur gering von der membranstandigen Form abweichenden
Eigenschaften ein Weg fur feinregulierte Signaltransduktion und/oder Zellattachment
wahrend Proliferation und Differenzierung sein. Folglich kdénnte der Prozel3 des
Ektodomanenshedding die Interaktion von Zellen mit ihrer Umgebung in multipler Art und
Weise beeinflussen.

Auch wenn bis jetzt noch nicht alle Bindungspartner bekannt sind, so ist klar, daf3
Kollagen XVII in der Aufrechterhaltung der epithelialen Zelladhdsion durch multiple
Protein-Protein- Interaktionen involviert ist. Seine zentrale Rolle dabei ist durch genetische
und erworbene Hautkrankheiten demonstriert, bei denen das Fehlen oder der Verlust der
Funktion von Kollagen XVII zu verminderter epidermaler Adhasion und Blasenbildung der
Haut fihrt [MCGRATH ET AL. 1995; FLOETH ET AL. 1998; SCHUMANN ET AL. 1997, 2000].
Zusammenfassend werfen diese Beobachtungen noch viele ungeklarte Fragen auf, die
weiterfihrende Untersuchungen benétigen.
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1.3.4 Shedding

Es gibt zahlreiche Hinweise, daf} eine grol3e Vielfalt von biologisch aktiven Proteinen,
darunter auch Zelladhasionsmolekiile, in zwei verschiedenen Formen existiert: als Trans-
membran-Proteine und als kiirzere lsliche Molekile. Sie werden zunéchst als integrale
Typ | oder Il TM-Proteine synthetisiert. Die l6sliche Form entsteht dann durch selektive
posttranslationale Proteolyse von der Zelloberflache [HoopPeRET AL. 1997]. Die Spaltung
ereignet sich allgemein nahe der extrazellularen Oberseite der Membran (Abb. 1.6), ergibt
eine physiologisch aktive Ektodoméne und ist katalysiert durch eine Gruppe von
Enzymen, die kollektiv als Sheddasen bezeichnet werden. Dieses Shedding der Ekto-
domane generiert somit losliche Matrixmolekile und kann die Fahigkeit der Zellen,
bestimmte Liganden zu binden, regulieren [BLACK AND WHITE 1998].

zytoplasmisch %% extrazellular
NH, +1E{u{:r{ﬁ&ﬂx[$fﬁ’=iﬁf&@ COOH

E% " Sheddasen (Furin, ADAM)

Abb. 1.6: Shedding von Zelloberflachen-Kollagenen

Die schematische Darstellung verdeutlicht den Angriffspunkt der
Sheddasen nahe der extrazellularen Oberseite der Zellmembran
[GREENSPAN 2005].

Die Ektodoméanen von mindestens vier kollagenen TM-Proteinen (Kollagen XllI, XVII, XXV
und Ektodysplasin A) werden von der Zelloberflache freigesetzt. Derzeit ist nicht geklart,
ob die gleichen Sheddasen bei allen vier Proteinen beteiligt sind. Fur Kollagen XVII wurde
gezeigt, dal’3 Proteinasen der ADAMs Familie (A Disintegrin And Metalloproteinase), die
durch Furin aktiviert werden, die biologisch aktiven Sheddasen sind [FRANZKE ET AL. 2002].

ADAMSs gehoren zu Enzymen, die zusammen als Sekretasen oder Sheddasen bezeichnet
werden. Sie sind selbst integrale Membranproteine, die nach der Aktivierung nahe der
extrazellularen Oberflache der Membran wirken und viele 16sliche Formen von Typ |
oder Il TM-Proteinen freisetzen [HOOPER ET AL. 1997; BLACK UND WHITE 1998; PESCHON ET AL.
1998]. Die Ubereinstimmung der letzten Studien zeigt, daR der Precursor generell keine
Sequenzspezifitat fir die Spaltung braucht. Statt dessen spielen strukturelle
Beschaffenheit und Zuganglichkeit der Spaltungs-Site und die Entfernung der extra-
zellularen Oberflache der Membran eine wichtige Rolle [SCHLONDORFF UND BLOBEL 1999].

Kollagen XVII war das erste Kollagen, fiir das gezeigt werden konnte, daf3 es durch Furin-
vermittelte proteolytische Prozessierung von der Zelloberflache gesheddet wird (Abb. 1.7),
wodurch eine kirzere |l6sliche Form des Molekils entsteht [HiRAkO ET AL. 1998;
SCHACKE ET AL. 1998]. Doméanenspezifische Antikorper zeigen, daf? das Shedding-Produkt
die gesamte Ektodomé&ne umspannt, was darauf hinweist, daf? die Spaltung extrazelluléar
der Plasma-Membran in der NC16a-Linkerregion stattfindet. Analysen mit einer Vielzahl
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von Inhibitoren, rekombinanten Enzymen und Substraten sowie enzymdefiziente Zellen
zeigen, dafl3 Kollagen XVII von Proteinasen der ADAMs Familie gesheddet wird. ADAM-
10, ADAM-9 und die Prototyp-Sheddase TACE (TNF-alpha converting enzyme oder
ADAM-17), die alle in Keratinozyten exprimiert werden, wirken am Shedding von
Kollagen XVII mit, aber Inhibitons- und Stimulationsprofile deuten auf TACE als
Hauptprotease hin [BECHERER UND BLOBEL 2003; FRANZKE ET AL. 2003]. Verschiedene Experi-
mente konnten zeigen, dal3 die durch Shedding mittels TACE erhaltenen Fragmente
identisch mit den von Zellen produzierten Fragmenten sind. Auf3erdem zeigen
Keratinozyten von Knock-out-Mausen eine merkliche Abnahme in Kollagen XVII-Shedding
[FRANZKEET AL. 2002].

Da der Proteinkinase C-Aktivator PMA (ein Phorbolester) das Shedding von Kollagen XVII
stimuliert, ist anzunehmen, dal3 dieser Prozel3 intrazellular Uber bestimmte Signal-
transduktionswege gesteuert wird [BLUMER UND JOHNSON 1994]. Dies erfolgt entweder Uber
den MAP-Kinase-Weg (mitogen activated protein kinase), der z.B. Uber Wachstums-
faktoren und Zytokine wie TNF-a und IL-1 aktiviert wird, oder Gber den SAPK-Weg (stress
activated protein kinase), der durch ZellstreReinwirkung wie z.B. UV-Strahlung ausgeldst
werden kann [BLUMER UND JOHNSON 1994].

Die Spaltungs-Stelle in Kollagen XVII konnte bisher nicht identifiziert werden. Epitop-
Mapping lokalisiert die Site in die NC16a-Domane, aber eine Bestimmung der gespal-
tenen Peptidbindung wurde bisher verhindert, da der neu generierte N-Terminus blockiert
und fur Sequenzierung nicht zugdnglich ist [FRaNzkE ET AL. 2002]. Um die fir das Shedding
benttigte Sequenz zu lokalisieren, wurden COS-Zellen mit cDNA fur Vollangen-
Kollagen XVII mit verschiedenen Deletionsmutanten in der NC16A-Doméne transfiziert.
Die Analyse der verschiedenen kleinen Deletionen entlang der NC16A-Sequenz weist
darauf hin, da? die ADAMs-Spaltungs-Site in die Region der aa 528 bis 547 liegt
[FRANZKE ET AL. 2004].

Die funktionelle Konsequenz des Shedding von Kollagen XVII ist noch nicht klar. Es ist
anzunehmen, daf3 die Abspaltung der Ektodoméane die Ablésung, die Differenzierung und
die Beweglichkeit von Keratinozyten beeinflul3t [NykvisT ET AL. 2001]. Die proteolytische
Abspaltung der Ektodomé&ne scheint hierbei mit der Ablosung der Keratinozyten zu
korrelieren und ist auch mit veranderter Beweglichkeit der Keratinozyten in vitro assoziiert
[CHARVAT ET AL. 1999; SCHUMANN ET AL. 2000; FRANZKE ET AL. 2002]. Diese Prozesse sind
komplex und beziehen eine Vielzahl von Rezeptoren und Liganden mit ein, abh&ngig von
raumlichem und zeitlichem biologischen Kontext [BORRADORI UND SONNENBERG 1999].
Wahrscheinlich setzt die Spaltung von Kollagen XVII Zellen von einigen ihrer
Bindungspartnern frei und erlaubt ihnen so, andere Funktionen zu Gbernehmen.

Shedding kann auch neue Bindungsstellen generieren. Die l6sliche Domane von
Kollagen XVII stellt interessanterweise ein eigenstandiges Autoantigen dar. Inzwischen
konnte die Ubereinstimmung mit dem 120 kD Lineare-lgA-Dermatosis-Antigen bestatigt
werden [ZONE ET AL. 1998; ZILLIKENS ET AL. 1999; SCHUMANN ET AL. 2000]. Es sind jedoch
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detailliertere zellbiologische Analysen erforderlich, um die Rolle des Shedding von
Kollagen XVII fur Epithelzelladh&sion weiter zu analysieren.

S \ 180 kDa-Form

Prozessierung

E M durch ADAMs

e e 180kDa 120 kDa-Form
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Abb. 1.7: Shedding von Kollagen XVII

A: Schematische Darstellung der zwei Formen von Kollagen XVII.
Das Vollangen-Protein wird in der NC16a-Doméne gespalten, was
eine kurzere, lésliche Ektodoméne ergibt. Links im Bild: Immunoblot
einer Keratinozyten-Zellschicht (E) und Kulturmedium (M) mit
Antikdrpern gegen NC16a und den C-Terminus. Die Zellen enthalten
das 180 kD-Vollangen-Protein, das Medium nur die gesheddete
120 kD-Ektodoméne [FRANZKE ET AL. 2003].

B: Die Ektodoméne von Kollagen XVII wird von der Zelloberflache
von Enzymen der Familie der Disintegrin-Metalloproteinasen
(ADAMSs) gesheddet. Die Proteinasen TACE, ADAM-9 und ADAM-10
sind selbst membrangebunden, spalten Kollagen XVII in der
juxtamembranésen NC16a-Doméane und fihren zur Freisetzung der
Ektodomane in den extrazellularen Raum [FRANZKE ET AL. 2003].
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1.4 Pathologie

1.4.1 Kollagen XVII bei autoimmunen Erkrankungen

Bulloses Pemphigoid (BP) ist eine autoimmune blasenbildende Hauterkrankung
(Abb. 1.8), die durch Ablagerung von Immunglobulin IgG und Komplement C3 in die
kutane Basalmembranzone, Infiltration der oberen Dermis durch inflammatorische Zellen
und Ablésung der basalen epidermalen Schicht von der unterliegenden Dermis
gekennzeichnet ist [VANDEN BERGH UND GIUDICE 2003; YANCEY 2005]. Auferdem sind die
Zytokine L-6 und IL-8 am Krankheitsprozel3 beteiligt, sowohl bei humanem als auch bei
experimentellem murinen BP [ScHMIDT ET AL. 2000].

Es wurde beobachtet, dafR Patienten mit Bulléssem Pemphigoid Autoantikdrper
produzieren, die gegen Antigene in der kutanen Basalmembranzone gerichtet sind. Ultra-
strukturelle Lokalisierungsstudien konnten zeigen, dafd zirkulierende BP-Autoantikdrper
spezifisch den epidermalen Ankerkomplex binden [MuTAsIM ET AL. 1985; WESTGATE ET AL.
1985; KLATTE ET AL. 1989].

Das transmembrane Protein Kollagen XVII konnte als Hauptantigen der BP-Autoanti-
korper mittels Immunoprazipitation und Western Blotting identifiziert werden [LABIB
ET AL. 1986; STANLEY ET AL. 1981, 1984]. Um die antigenen Sites zu bestimmen, wurden
Epitop-Mapping-Studien mit rekombinanten Formen von Kollagen XVII durchgefunhrt.

Abb. 1.8: Bulloses Pemphigoid

Pralle Blasen unterschiedlicher Gré3e und Erytheme

Das erste krankheits-assoziierte Epitop wurde 1993 in der NC16a-Domoéne lokalisiert
[GiubicE ET AL. 1993]. Spéater konnte gezeigt werden, dal’ die NC16a Doméane insgesamt 4
BP-assoziierte Epitope in einem 45 AA langen Bereich nahe der TM-Region enthalt
[zILLkeNs ET AL. 1997]. Uber 90% der Seren von Patienten mit BP reagieren mit dieser
Region [MATSUMURA ET AL. 1996], jedoch sind noch weitere Antigene auf der extrazellularen
Domane zu finden.

Autoantikérper gegen Kollagen XVII sind neben BP noch in verschiedenen anderen
Formen blasenbildender Hautkrankheiten involviert.
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Kollagen XVII ist auch ein Zielmolekdl im vernarbenden Pemphigoid (cicatricial
pemphigoid, CP), einer autoimmunen subepidermalen Erkrankung, die durch die primére
Beteiligung von oralen und okularen mukdsen Membranen mit nachfolgender Narben-
bildung charakterisiert ist [BERNARD ET AL. 1990; DOMLOGE-HULTSCH ET AL. 1992]. CP-Autoanti-
korper erkennen die Lamina densa der Basalmembran ebenso wie die Lamina lucida und
verursachen eine Spaltung des Gewebes in der Lamina densa. Ubereinstimmend mit
diesen Beobachtungen finden sich Epitope auf der C-terminalen Ektodoméne von
Kollagen XVII zusétzlich zu der bekannten Region der NC16a-Domane als Ziel von Auto-
antikérpern [BALDING ET AL 1996; BEDANE ET AL. 1997]. Beim verwandten Schleimhaut-
pemphigoid (mucous membrane pemphigoid, MMP) konnte Reaktivitit gegen alle
Bereiche inclusive der intrazellularen Domane beobachtet werden [5I1UDICE ET AL. 1993;
MURAKAMI ET AL. 1998; DI ZENZO ET AL. 2004].

In anderen blasenbildenden Erkrankungen wie linearer IgA-Dermatose (LAD),
Schwangerschaftspemphigoid (Pemphigoid gestationis) und chronischer bullésen
Dermatose der Kindheit zielen die IgA-Autoantikbrper effizienter auf die l6sliche
Kollagen XVII-Ektodoméane als auf das Vollangen-Protein [SCHUMANN ET AL. 2000]. Bei
Patienten mit Lichen Planus Pemphigoid wurden auch IgG-Autoantikbrper gegen
Kollagen XVII entdeckt [Hsu ET AL. 2000].

Epitop-Mapping-Studien mit prokaryotischen und eukaryotischen rekombinanten
Fragmenten zeigen, dal3 immunodominante Epitope in der NC16a-DSomaéane lokalisiert
sind [ziLLKENs 2002], obwohl auch andere Epitope in der Ektodoméane identifiziert werden
konnten [PERRIARD ET AL. 1999;  NIE UND HASHIMOTO 1999;  SCHUMANN ET AL. 2000].  Die
gesheddete Ektodoméane von humanem Kollagen XVII ist auch Zielstruktur von IgG- und
IgA-Autoantikdrpern in blasenbildenden Hauterkrankungen. In Patienten mit LAD sind die
IgA-Autoantikorper direkt gegen die losliche Ektodoméne gerichtet [ZoNE ET AL. 1998;
NIE UND HASHIMOTO 1999; SCHUMANN ET AL. 2000]. Eine mogliche Erklarung dafur ware, dald
das Shedding von Kollagen XVII konformelle Anderungen im neu geschaffenen N-
Terminus der Ektodoméane induziert und so Neoepitope generiert werden.

Der molekulare Pathomechanismus von Autoantikdrper-induzierter Blasenbildung der
Haut bleibt zur gegenwartigen Zeit noch schwer fal3bar.

1.4.2 Kollagen XVII bei Erbkrankheiten

Neben seiner Rolle in erworbenen autoimmunen Hauterkrankungen konnten
verschiedene Studien zeigen, daf} Mutationen im Gen COL17Al1, welches fir
Kollagen XVII kodiert, fur eine bestimmte Form der junktionalen Epidermolysis Bullosa
(JEB), der JEB non-Herlitz (JEB-nH; friher Generalisierte Atrophische Benigne
Epidermolysis Bullosa (GABEB)), und eine seltene Subform der Epidermolysis Bullosa
(EB) simplex verantwortlich sind [VANDEN BERGH UND GIUDICE 2003]. Interessanterweise
haben die meisten dieser Patienten Null-Mutationen in COL17A1-Allelen und
infolgedessen fehlt das Protein komplett in der epidermalen Basalmembran. Der Ausfall
von Kollagen XVII resultiert in einem Krankheitsphanotyp, der von subepidermaler
Blasenbildung gekennzeichnet wird [VAN DEN BERGH UND GIUDICE 2003].
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Epidermolysis bullosa (EB) ist eine heterogene Gruppe von Genodermatosen, die durch
Fragilitdt und Blasenbildung der Haut charakterisiert ist und autosomal rezessiv vererbt
wird. Dabei kommt es zu Mutationen in einer Vielzahl von Proteinen der kutanen
Basalmembran-Zone [PULKKINEN UND UITTO 1999].  Beispielsweise verursachen u.a.
Mutationen im Gen fur Kollagen XVII, verschiedenen Laminin 5-Genen, Genen fir a6-
und b4-Integrine oder fur Plektin die verschiedenen Formen von EB

[UrTTO UND RICHARD 2004].

Die hemidesmosomale Variante von EB manifestiert sich klinisch in den Formen der junk-
tionalen EB non-Herlitz (JEB-nH; bisher: generalisierte atrophische benigne EB
(GABEB)), der JEB Herlitz (JEB-H), der EB mit pylorischer Atresie (JEB-PA), der EB mit
spat einsetzender Entstehung von muskularer Dystrophie (JEB late onset, JEB-lo) und
der JEB inversa (JEB-I) [FINE ET AL. 2000; HINTNER UND WOLLF 1982; HASHIMOTO ET AL. 1976].

Tab. 1.2: Formen der junktionalen Epidermolysis bullosa [aus FINE ET AL. 2000]

JEB-Unterform involviertes Protein oder Gen Kollagen XVII
JEB-nH (non-Herlitz) Laminin 5, Kollagen XVII reduziert oder fehlend
JEB-H (Herlitz) Laminin 5 normal oder reduziert
JEB-PA  (pylorische Atresie) a6b4-Integrin normal oder reduziert
JEB-I (inversa) Laminin 5 nicht bekannt
JEB-lo (late onset) unbekannt nicht bekannt

JEB-nH ist charakterisiert durch lebenslange Blasenbildung der Haut, assoziiert mit
Nageldystrophie, Hypoplasie des Zahnschmelzes und lokalisierter Alopezie der Augen-
lider.

Inzwischen wurden bei JEB-nH-Patienten mehrere Mutationen im Gen fur Kollagen XVII
identifiziert [TASANEN ET AL. 2000B; PULKKINEN UND UrTTo 1998]. Die  Mehrheit dieser
Mutationen fuihrt zu vorzeitigen Stop-Codons fir die Translation durch Nonsense-
Mutationen. Auch eine heterogene Mutation im Kollagen XVII-Gen wurde in einem
Patienten mit einer Variante der JEB identifiziert [FLOETH ET AL. 1998].

1.4.3 Kollagen XVII bei malignen Neoplasien

Immunofluoreszenz-Studien mit  Kollagen XVII-spezifischen  Antikérpern  haben
demonstriert, dal? Basalzellkarzinome (basal cell carcinoma, BCC) der Haut eine
schwéchere oder keine Farbung des Tumor-Stroma-Ubergangs aufweisen, verglichen mit
der beobachteten Farbung in der angrenzenden normalen Epidermis [FARLEY ET AL. 1995;
YAMADA ET AL. 1996]. Weil auch die Expression von BP230 und a6b4-Integrin in BCC
vermindert ist [FARLEY ET AL. 1995; CHOPRA ET AL. 1998], indiziert dies einen generalisierten
Defekt in Hemidesmosomen, eine Schadigung des Ankerkomplexes oder auch beides in
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bestimmten Karzinomen. Eine Verminderung der Kollagen XVII-Expression wurde in gut
differenzierten Plattenepithelkarzinomen der Haut (squamous cell carcinoma, SCC)
beobachtet [FAIRLEY ET AL. 1995; YAMADA ET AL. 1996].

Andere SCC-Typen, sowohl in der Haut als auch in anderen Geweben, und bestimmte
préakanzerdése Gewebe weisen eine veranderte Expression und abnormale Verteilung von
Kollagen XVII auf [YamapAa ET AL. 1996]. Diese Untersuchungen zeigten auch, daf3
Kollagen XVII in verschiedenen SCC-Zellinien phosphoryliert vorliegt.

Die Untersuchung der Expression von Kollagen XVII bei zwei haufigen epithelialen
Tumoren, Ameloblastom und Basalzellkarzinom, konnte zeigen, dal3 der Verlust der
Kollagen XVII-Bildung mit progressivem Tumorwachstum und Infiltration korreliert [PARIKKA
ET AL. 2001].

Die Aufdeckung des Bindungsmechanismus von Kollagen XVII im hemidesmosomalen
Komplex und Erkenntnisse Uber den Vorgang der Signaltransduktion kénnen zum
Verstandnis dieser pathologischen Situationen beitragen.

20



EINLEITUNG

1.5 Zieledieser Arbeit

Kollagen XVII ist ein wichtiger Bestandteil der Basalmembran und als Interaktionspartner
fir hemidesmosomale und extrazellulare Matrixproteine wie Integrin a6b4 und Laminin 5
bekannt. Es ist jedoch noch nicht geklart, welche Regionen von Kollagen XVII fur die
Bindung zustandig ist und welcher Bindungsmechanismus vorliegt. Auch Uber eine
mogliche Signaltransduktion von Kollagen XVII wurden bisher keine Kenntnisse erworben.
Im Bereich der ersten nichtkollagenen Domane NC16a befinden sich zwei Coiled-Coil-
Strukturen, fur die eine essentielle Rolle bei der Tripelhelixbildung angenommen wird.

Im Rahmen dieser Arbeit soll zum einen die Bedeutung der Coiled-Coil-Domanen fir die
Oligomerisierung von Einzelketten ohne tripelhelikale Strukturen untersucht werden.
Desweiteren soll die Grundlagen fir Bindungsstudien gelegt werden, die dazu beitragen,
Auskunft GUber den Bindungsmechanismus und die raumliche Identifizierung der
verantwortlichen Regionen sowie Uber die Signaltransduktion von Kollagen XVII zu
erhalten.

Fur diese Untersuchungen werden Konstrukte mit den fir die Bindung interessanten
Regionen der Ektodomane (Coiled-Coil-Region/NC16a, C15 und das C-terminale Ende)
entworfen, in die dafiir bendtigten Expressionsplasmide konstruiert und in Sdugerzellen
transfiziert. Diese Konstrukte enthalten erstmals sowohl grof3e Anteile der Ektodomane
zusammen mit der Transmembranregion und einem Anteil der intrazellularen Domane.
Nach der Expression der rekombinanten Polypeptide ins Zellkulturmedium und deren
Aufreinigung aus dem konditionierten Medium sollen die Proteine mit biophysikalischen
(CD-Spektroskopie), biochemischen  (Trypsin-vermittelter ~ Proteinabbau)  und
ultrastrukturellen Methoden (Elektronenmikroskopie nach Rotations schragbedampfung)
charakterisiert werden.

Dabei werden die Zellen mit den rekombinanten Transmembranproteinen auch auf ihre
maogliche Verwendung in Zellbindungsassays untersucht.

AbschlieRend soll geklart werden, ob Kollagen XVII ohne tripelhelikale Struktur, aber mit
der Coiled-Coil-Region oligomerisiert.
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2 MATERIAL UND METHODEN

Wenn nicht anders vemerkt, wurden alle Chemikalien in Reinstform von den Firmen
Sigma (Taufkirchen), Roth (Karlsruhe) und Merck (Darmstadt) bezogen.

Als Wasser (Aqua dest.) wurde gefiltertes deionisiertes Wasser benutzt (Purelab Plus).
Die Prozentangaben bei Puffern stehen fir Masse pro Volumen ([w/v]) bei Feststoffen und
fur Volumenprozent ([v/v]) bei Flussigkeiten.

2.1 Molekularbiologische Methoden
2.1.1 Polymerase-Kettenreaktion

Verwendete Chemikalien, Materialien und Geréate

10 mM dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, dTTP)  Gibco-Life Technologies (Eggenstein)
Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)

Ventz°-Polymerase New England Biolabs (Frankfurt a.M.)
10x Thermopol-Puffer New England Biolabs (Frankfurt a.M.)
Primer Eurogentec (Seraing, Belgien),

MWG Biotech (Ebersberg)
PCR-Cycler Biometra (Gottingen)
Photometer Ultrospec 3000 Pharmacia Biotech (Freiburg)

Bei der Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) werden gezielt
bestimmte Abschnitte einer DNA unter Zuhilfenahme von Oligonukleotiden (Primern),
einer DNA-Polymerase und einem bestimmten Temperaturprogramm vervielfaltigt (ca.
10° - 10’-fach). Die Oligonukleotide (Primer) wurden so synthetisiert, da wahrend der
PCR am 3'- und 5'-Ende definierte Restriktionsschnittstellen eingebaut wurden, um spater
das Klonieren der Fragmente in ein Plasmid zu ermdglichen (Tab. 2.1).

Tab. 2.1: Primerpaare mit zusétzlichen Restriktionsschnittstellen
(s: sense, a: antisense)

Fragment Primersequenzen
rColXVIl-d s 5'-CCA CCTI CTA GAC CCA GGC AAT GTG TGG TCC AGC ATC - 3
Xbal
as 5-GGATCC TCA CGG CTT GAC AGC AAT ACT TCT TC -3'

BamHI
rColXVll-e s 5-GTC GTAGGC TAG CAG ATA TCC ACA GCT ACA GCA GCA GTG-3'
Nhel EcoRV

as b5-TTAGGT CGA CTC TAG AAC GAT CTT GCC TGG AGC TCC TGG -3
Sall Xbal

rColXVII-f s 5-GTC GTA GGC TAG CAG ATA TCC ACA GCT ACA GCA GCA GTG-3'
Nhel EcoRV

as 5-TTAGGT CGA CTC TAG ACC TCG GAG ATT TCCATTTTCCTGTTCC -3'
Sall Xbal
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Fir die in dieser Arbeit durchgefiihrten PCR wurde die Vent®-Polymerase eingesetzt, da
sie im Vergleich zu anderen Polymerasen wegen der fehlerkorrigierenden 3'-5'
Exonuklease-Aktivitat eine geringere Fehlerrate (ca. 2.7 x 10°) bei der Amplifikation
aufweist.

Die PCR-Ansétze (50 ul) wurden auf Eis pipettiert:

30 ng Template-DNA pCEP-Pu-BM40-rColXVII-VL
1x Polymerase-Puffer

400 uM  dNTP-Mix

0.5uM sense (s) Primer

0.5uM antisense (as) Primer

2u Ventz®-Polymerase

In der Negativkontrolle wurde die Menge an DNA durch Aqua dest. ersetzt.

Die PCR-Reaktion wurde im Personal-Cycler (Biometra) entsprechend der Programme
(Tab. 2.2) durchgefuhrt. Nach Beendigung der Reaktion wurden 5pl-Aliquots der PCR-
Amplifikate in einem Agarosegel zur Kontrolle aufgetrennt.

Tab. 2.2: PCR-Programme

rColXVIil-d rColXVll-e rColXVII-f
Temp. Dauer Temp. Dauer Temp. Dauer
1 Denaturierung 95°C 2' 95°C 2 95°C 2"
2 Denaturierung 94°C 40" 94°C 1 94°C 1
3 Annealing 59°C 40" 64°C 1' 64°C 1
4 Elongation 72°C 110" 74°C 1'10" 74°C 27"
Anzahl Zyklen (2 - 4) 30 30 30

5 verléngerte Elongationszeit 72°C 8' 72°C 8 72°C 8
6 25°C 1 25°C 1 25°C 1

2.1.2 Agarose-Gelelektrophorese

Verwendete Puffer und Lésungen

50x TAE

1M Tris base
2M Essigsaure
05 M EDTA

pH 8.3

23



MATERIAL UND METHODEN

10x TBE

1M Tris base
800 mM Borsaure
25mM EDTA
pH 8.3

5x BJ-Auftragspuffer (fur die Agarose-Gelelektrophorese), sterilfiltriert
15 % Ficoll

100 mM LiCl

0.05% Bromphenolblau

100 mM EDTA

Agarose-Gelsysteme dienen zur Trennung und Analyse als auch zur praparativen
Isolierung von DNA-Fragmenten. Die Gelelektrophorese wurde in horizontalen
Flachbettgelen in den entsprechenen Apparaturen (Agagel Mini, Biometra, Gottingen)
durchgefihrt.

Der Nachweis der DNA erfolgte mit Hilfe von Ethidiumbromid, welches in der DNA
interkaliert und bei einer Wellenlange von 254 - 300 nm auf dem UV-Kasten detektiert
werden konnte.

Je nach GroRRe der aufzutrennenden Fragmente wurden Agarosegele in Konzentrationen
von 0.7 - 2.0 % verwendet.

Agarosepulver (Gibco-Life Technologies, Eggenstein) wurde in 1x TBE-Puffer zur Analyse
bzw. in 1x TAE-Puffer zur DNA-Isolierung unter Hitze geldst und mit 30 ng/ml Ethidium-
bromid (Roth, Karlsruhe) versetzt. Die Proben wurden mit BJ-Auftragspuffer (Endkonzen-
tration 1x) versetzt, in die Geltaschen einpipettiert und die Elektrophorese in 1x TBE- bzw.
1x TAE-Puffer bei 60 - 80 V fiur ca. 1 h durchgefiihrt.

Als Langenstandard wurde bei jeder Elektrophorese der 1kB-Marker der Firma New
England Biolabs (Frankfurt a.M.) aufgetragen.

2.1.3 Reinigung der PCR-Produkte

Um die PCR-Fragmente in die Plasmide einfiigen zu kdnnen, wurden diese zuerst tber
das 'Wizard DNA Purification System' von Promega (Mannheim) nach Herstellerangaben
gereinigt.

Die Konzentration der in dieser Weise gereinigten und in ca. 50 yl Aqua dest.
vorliegenden DNA wurde photometrisch bei 280 nm bestimmt (Ultrospec 3000, Pharmacia
Biotech, Ort) und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

2.1.4 Herstellung rekombinanter DNA
Verwendete Vektoren

pCEP-Pu-BM40 [KOHLFELDT ET AL. 1997]
pGEM2 (Invitrogen, Karlsruhe)
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Restriktionsenzym-Analysen

In dieser Arbeit wurden Restriktionsenzyme der Firmen MBI Fermentas (St.Leon-Rot) und
New England Biolabs (Frankfurta.M.) verwendet. Alle Restriktionsenzym-Analysen
wurden unter den vom Hersteller empfohlenen Pufferbedingungen und Temperaturen
durchgefuhrt. Als Standardreaktion wurde 1pg Plasmid-DNA mit 1u Enzym fir 1 h bei
37°C verdaut.

Die Restriktion einer DNA-Probe mit mehreren verschiedenen Restriktionsenzymen wurde
simultan durchgefuhrt, wenn alle Enzyme in einem gemeinsamen Puffer ausreichende
Aktivitat aufwiesen. War dies nicht moglich, so wurde die DNA zuerst mit einem Enzym
unter den optimalen Bedingungen geschnitten, mit dem 'Wizard DNA Purification System’
(Promega, Mannheim) wie unter 2.1.3 beschrieben aufgereinigt und dann mit dem
nachsten Enzym unter den empfohlenen Bedingungen geschnitten.

Dephosphorylierung von DNA durch alkalische Phosphatase

Durch die Dephosphorylierung wird die endstandige 5'-Phosphat-Gruppe linearer doppel-
strangiger DNA entfernt. Als Enzym wurde die 'calf intestine alkaline Phosphatase' (CIP,
MBI Fermentas, St.Leon-Rot) verwendet. Dieses Enzym spaltet im alkalischen Milieu
(pH 9.5 - 10) unspezifisch die 5'-Phosphatgruppen von DNA ab. Die internen Phospho-
diester-Brickenbindungen sind gegen das Enzym resistent. Die CIP kann durch Erhitzen
auf 85°C deaktiviert werden.

Eine Dephosphorylierung wurde durchgefuhrt, um eine Religation linearisierter Vektoren
nach dem Restriktionsverdau zu verhindern.

Dazu wurden dem Restriktionsverdau (30 pl) 1 u Alkalische Phosphatase (CIP) und
Reaction Buffer in einfacher Endkonzentration zugefligt. Dieser Reaktionsansatz wurde
dann 30 min bei 37°C und anschlielRend 30 min bei 56°C inkubiert.

Zur Inaktivierung des Enzyms erfolgte eine abschlieRende Inkubation des Reaktions-
ansatzes fur 15 min bei 85°C oder eine Aufreinigung mit dem 'Wizard DNA Purification
System' (Promega, Mannheim) vor der weiteren Verwendung.

Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Nach einer Spaltung durch Restriktionsenzyme im praparativen Maf3stab und Trennung
im Agarosegel konnte das gewilnschte Fragment auf dem UV-Kasten detektiert und aus
dem Gel ausgeschnitten werden. Die feste Agarose wurde dann durch Zentrifugation bei
13 000 rpm far 5min in einem Glaswolle-Reaktionsgefal3 geldst. Die Isolierung der DNA
erfolgte mit dem 'Wizard DNA Purification System' der Firma Promega (Mannheim) wie
unter 2.1.3 beschrieben.

Ligation

Zum Einbau von DNA-Fragmenten (Inserts) in extrachromosomale Plasmid-DNA (Vektor)
wurde das 'Rapid DNA Ligation Kit' der Firma Roche (Penzberg) nach Herstellerangaben
verwendet.

Vektor und Insert wurden nach der Aufreinigung im Verhaltnis 1:20 bis 1:50 eingesetzt.
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Der Ligationsansatz mit Vektor und Insert wurde auf 20 pl mit Aqua dest. aufgefullt und
bei RT fur 20 min inkubiert.

Transformation kompetenter E.coli

Verwendeter E.coli-Stamm: OneShot INV 110 Competente Cells (Invitrogen, Karlsruhe)

Im Anschlu3 an die Ligation wurden die Plasmide zur Vermehrung in kompetente
Bakterienzellen eingeschleust (Transformation).

200 ul einer kompetenten E.coli-Suspension wurden auf Eis aufgetaut und mit 10 pl eines
20 pl-Ligationsansatzes vermischt. Die Bakterien wurden zundchst 30 min auf Eis
inkubiert, dann folgte ein 'Hitzeschock' bei 42°C fur 30 - 45 sec. Dieser Suspension
wurden dann 250 pl SOC-Medium (Invitrogen, Karlsruhe) zugefigt und das Gemisch fur
1h bei 225 rpm und 37°C kultiviert. 100 ul dieses Ansatzes wurden im Anschlufd mit
einem Drzygalski-Spatel auf eine Agar-Platte mit geeigneten Antibiotika ausgestrichen.
Die Petrischalen wurden tber Nacht bei 37°C im Brutschrank mit dem Deckel nach unten
inkubiert. Die Plattenkulturen konnten auf dem Deckel liegend bei 4°C bis zu einem Monat
gelagert werden.

Aufgrund einer Plasmid-codierten Ampicillin-Resistenz vermehrten sich nur erfolgreich
transformierte, d.h. Plasmid-tragende Bakterien auf den ampicillinhaltigen Agar-
N&ahrboden.

Zur ldentifizierung der Klone wurden mit einer sterilen Pipettenspitze einzelne Kolonien
von der Agarplatte gepickt und eine 3.5-ml-UN-Kultur angeimpft. Die Klone wurden am
nachsten Tag nach einer Mini-Praparation (wie unter 2.1.6 beschrieben), einer
Restriktionsenzym-Analyse mit entsprechenden Restriktionsenzymen und der anschlies-
senden Kontrolle auf einem Agarosegel analysiert.

2.1.5 Kultivierung prokaryotischer Zellen

Die Arbeiten mit Bakterien wurden in einem Sl1-Labor unter semisterilen Bedingungen
neben der Flamme eines Bunsenbrenners mit sterilen Glas- bzw. Plastikartikeln
durchgefinhrt.

Zum Ausplattieren von Bakterien wurde ein Drzygalski-Spatel durch Eintauchen in
100 % EtOH und Abflammen sterilisiert.

Herstellung von Agarplatten

Fir die Herstellung von Agarplatten wurden 40 g/| des LB-Mediums Luria Agar (Miller's
LB-Agar) (Sigma, Taufkirchen) in Aqua dest. geldst und autoklaviert. Nach dem Abkuihlen
auf 60°C wurden die Selektionsantibiotika (Ampicillin in einer Konzentration von 100 pg/ml
und Tetracyklin in einer Konzentration von 10 pg/ml) dazugegeben und die Losung auf
Petrischalen gegossen. Nach dem Erkalten wurden die nunmehr festen Agarplatten durch
Aluminiumfolie vor Licht geschiitzt und bei 4°C auf dem Deckel liegend gelagert.
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Flassigkulturen von E.coli

Als Nahrlésung fur die Anzucht von E.coli diente das LB-Medium Luria Broth Base
(Miller's LB Broth Base) (Gibco-Life Technologies, Eggenstein). 25 g/l des Pulvers wurden
in Agqua dest. gelost und autoklaviert. Bis zur Verwendung wurde das LB-Medium bei 4°C
gelagert.

Flussigkulturen dienten dazu, Bakterien in gréBeren Mengen fir die Isolierung von
Plasmiden zu erhalten. Die Anzucht der Kulturen erfolgte in 15 ml-Zentrifugen-Réhrchen
(TPP, Trasadingen, Schweiz) oder Erlenmeyerkolben. Das Volumen an Nahrmedium, das
angeimpft wurde, richtete sich nach dem Verwendungszweck der Kultur: fiir Miniprapara-
tionen und Glycerinkulturen wurden 3.5 ml, fur Vorkulturen von Midipraparationen wurden
20 ml und fur Midipraparationen 80 ml LB-Medium eingesetzt. Die 3.5 ml-Kulturen wurden
mit Material aus einem Glycerin-Stock durch eine 10 pl-lmpfése (Nunc, Wiesbaden), mit
einer Einzelkolonie von einer Agarplatte durch eine autoklavierte 100 pl-Pipettenspitze
oder mit 100 pl einer Flussigkultur angeimpft. Die 20 ml-Vorkultur wurde mit 1.5 ml einer
3.5 ml-Kultur und die 80 ml-Kultur aus 5 ml der Vorkultur angeimpft.

Zur Vermehrung wurden die Bakterienkulturen tber Nacht (Vorkultur: Gber Tag) in einem
Schuttelinkubator (New Brunswick Scientific, Nurtingen) bei 37°C und 225 rpm inkubiert
(UN-Kultur). Dem Medium wurden dabei 100 pg/ml Ampicillin und 10 pg/ml Tetracyklin als
Antibiotika zur Selektion zugegeben.

Anlegen eines Bakterien-Gefrierstocks

Um transformierte Bakterienklone auf Dauer zu lagern und bei Bedarf daraus neue
Kulturen anlegen zu koénnen, wurden von allen klonierten Bakterien Glycerin-Stocks
angelegt. Dabei wurden 500 pl einer 3.5 mI-GN-Kultur in ein 1 ml-Kryoréhrchen Uberfuhrt,
mit 500 pul 87 % Glycerin (autoklaviert; Merck, Darmstadt) versetzt und sorgféltig
vermischt. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.

Fir die erneute Animpfung einer Flussigkultur wurde mit einer 10 pl-Impfése (Nunc,
Wiesbaden) Material aus dem Glycerinstock entnommen.

2.1.6 Isolierung von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA wurde entweder aus einer 3.5 ml-UN-Kultur (Mini-Praparation) oder aus
einer 80 ml-UN-Kultur (Midi-Préaparation), die aus einer 20 ml-Vorkultur angeimpft wurde,
isoliert. Dazu wurden die beiden Kits 'NucleoSpin Plasmid’ (Mini-Prép.) und 'NucleoBond
AX100' (Midi-Prép.) der Firma Macherey-Nagel (Duren) nach Herstellerangaben
verwendet.

Das Verfahren der Mini-Praparation wurde angewandt, um schnell und effizient Plasmid-
DNA aus 1 ml einer GUN-Kultur fur die Identifizierung positiver Klone zu erhalten.

Um Plasmid-DNA der positiven Klone in ausreichender Menge fiir die Sequenzierung und
die Transfektion von eukaryotischen Zellen zu gewinnen, wurde das Verfahren der Midi-
Praparation verwendet. Dabei wurden 80 ml einer UN-Kultur bei 5000 g und 4°C fir
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10 min pelletiert (Beckmann-Zentrifuge J2-21M/E; Beckmann, Muinchen), nach dem
empfohlenen Protokoll verarbeitet und das entstandene Plasmid-DNA-Prazipitat mit
70 % EtOH gewaschen (Zentrifugation kei 25 000 rpm und 4°C fir 10 min), getrocknet
und in Agua dest. resuspendiert.

Photometrische Konzentrationsbestimmung der isolierten DNA

Die Konzentrationsbestimmung der isolierten DNA erfolgte mit einem Photometer
(Ultrospec 3000, Pharmacia Biotech, Freiburg), indem die Extinktion bei einer
Wellenlange von 260 nm gegen Aqua dest. als Referenzwert gemessen wurde.

2.1.7 Sequenzierungen

Zur Kontrolle der Sequenzen und der korrekten in-frame-Insertion wurden DNA-Sequen-
zierungen aller Konstrukte von der Firma Agowa GmbH Sequenzier-Service (Berlin)
durchgefinhrt.

2.2 Zellkultur

Alle Arbeiten in der Zellkultur wurden unter sterilen Bedingungen ausgefihrt, alle
verwendeten Gerate wurden autoklaviert oder sterilisiert. Die Zellen wurden in einem CO,-
Inkubator (Binder, Tuttlingen und Heraeus, Hannover) unter 5% CO,-Begasung bei 37°C
kultiviert.

Gebrauchliche Zellkultur-Plastikmaterialien wie Gewebekulturschalen und -flaschen,
Zentrifugen- und Kryoréhrchen, Sterilfiltriereinheiten und Einwegpipetten wurden von den
Firmen TPP (Trasadingen, Schweiz), NUNC (Wiesbaden), Nalgene (Hamburg) und Fisher
Scientific (Schwerte) bezogen.

2.2.1 Nahrmedien, Additive und Chemikalien fur die Zellkultur

DMEM E15-011 PAA (Cdolbe)
(Glucose 4.5 g/l, Natriumpyruvat 110 mg/l)
DMEM E15-808 PAA (Colbe)
(Glucose 1.0 g/l, HEPES 25 mM, L-Glutamin 4 mM)
FKS Sigma (Taufkirchen), Biochrom (Berlin)
L-Glutamin PAA (Cdlbe)
Penicillin/Streptomycin Biochrom (Berlin), PAA (Colbe)
L-Ascorbinsaure Sigma (Taufkirchen)
Trypsin Biochrom (Berlin), PAA (Cdlbe)
EDTA Biochrom (Berlin), PAA (Cdlbe)
DMSO Sigma (Taufkirchen)
G418-Sulfat (Neomycin) PAA (Cdlbe), Calbiochem (Schwalbach)
Puromycin-Dihydrochlorid Roth (Karlsruhe), Fluka (Taufkirchen)
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Kultivierungsmedium fir 293-EBNA-Zellen

1x DMEM E15-011 versetzt mit

10 % FKS

10 mM L-Glutamin

0.1 mg/ml  Penicillin/Streptomycin

50 pg/ml L-Ascorbinsaure

0.25 mg/ml G418-Sulfat

1.0 pg/ml Puromycin (bei transfizierten Zellen)

Kultivierungsmedium fir Keratinozyten und NH-Zellen
1x DMEM E15-808 versetzt mit

10 % FKS

10mM  L-Glutamin

10 pl/ml  Penicillin/Streptomycin

50 pg/ml L-Ascorbinsaure

Einfriermedium
10 % DMSO in FK

Trypsin/EDTA-Gemisch
0.05 % Trypsin, 0.02 % EDTA in PBS

1x PBS, autoklaviert

137 mM NacCl

3mM KCI

8 mM Na,HPO, x 2H,0
1mM KH,PO,

pH 7.3

Verwendete Zellen

293-EBNA-Zellen HEK-(human embryonic kidney-)Zellen mit stabiler Expression des
Epstein-Barr-Virus EBNA1-Gens (Invitrogen, Karlsruhe)

[GRAHAM ET AL. 1977]
Keratinozyten humane Keratinozyten

(PD Dr. Brinckmann, Inst. f. Med. Molekularbiologie, Univ. Libeck)

Das Kultivierungsmedium fir 293-EBNA-Zellen wurde mit G418 (Neomycin) versetzt.
Bei den transfizierten 293-EBNA-Zellen wurde dem Medium zusatzlich Puromycin
beigefugt, um die Vermehrung nichttransfizierter Zellen zu unterdriicken.

2.2.2 Zellkulturtechniken

Kultivierung eingefrorener Zellen

Die eingefrorenen Zell-Aliquots wurden direkt aus dem Stickstoff im Wasserbad (37°C)
erwarmt, bis die Zellsuspension vollstandig aufgetaut war und in mit vorgewarmtem

Medium geflllte Zentrifugenréhrchen tberfihrt.

Mit der nachfolgenden Zentrifugation bei 200 g fir 5min (GPR-Zentrifuge; Beckmann,
Miinchen) wurden die Zellen pellettiert. Der Uberstand wurde dekantiert, das Pellet
anschliel3end in Kulturmedium resuspendiert und in eine mit Medium befllite Zellkultur-
Flasche Uberflihrt. Nach einem Tag wurde ein Mediumwechsel durchgefihrt.
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Abl6sen der Zellen zum Splitten/Passagieren oder Einfrieren

Nach dem Absaugen des Mediums wurden die konfluent gewachsenen Zellen einmal mit
PBS gespiilt, danach wurde die Trypsin/EDTA-LOsung aufgebracht. Nach einer Inkubation
von 5 min bei 37°C im Brutschrank konnten die abgeldsten Zellen mit Medium vom Boden
der Zellkulturflasche gespllt werden. Die Keratinozyten wurden vor Aufbringen der
Trypsin/EDTA-L6sung mit 0.05 % EDTA-LOsung fur ca. 20 min vorinkubiert, um die
Desmaosomen zu losen.

Die Zellsuspension wurde in ein Zentrifugenréhrchen dberfihrt und bei 200 g fir 5min
pelletiert. Das Zellpellet konnte dann zum Splitten/Passagieren in Medium bzw. zum
Einfrieren in Einfriermedium resuspendiert werden.

Kryokonservierung von Zellen

Die Zellen wurden durch Zugabe von Trypsin von der Kulturflasche abgelést und
pelletiert. Das Zellpellet wurde dann in 1.0 ml eisgekuhltem Einfriermedium resuspendiert,
in ein Kryordhrchen Uberfiihrt und zunéchst bei -80°C eingefroren. Am néchsten Tag
konnte das Kryoréhrchen zur Langzeitlagerung in flissigen Stickstoff (-196°C) uberfuhrt
werden.

Zellzahl-Bestimmung

Nach dem Resuspendieren des Zellpellets in 1ml Medium wurden 100 pl dieser Zell-
suspension in eine Neubauer-Zahlkammer tberfihrt und die unter dem Mikroskop sicht-
baren Zellen, die sich auf den 16 Quadranten der Zahlkammer verteilten, ausgezéhlt. Die
Bestimmung der Zellzahl erfolgte nach der Formel

(Anzahl der gezahlten Zellen) / 64 x 10° = Zellzahl pro ml Medium

2.2.3 Transfektion von 293-EBNA-Zellen

Zur Transfektion wurden ca. 5x 10° 293-EBNA-Zellen auf eine Zellkulturschale (Durch-
messer 10 cm) ausgebracht und fur etwa 24 h in 10 ml Zellkulturmedium inkubiert.

Prazipitationsansatz [CHEN UND OKAYAMA 1987]:

20-30pug Plasmid-DNA

50 ul 0.25 M CaCI2

500 pl 2x BBS pH 6.99 (50 mM BES, 280 mM NaCl, 1.5 mM Na2HPO4)

Der Ansatz wurde auf ein Endvolumen von 1 ml mit autoklaviertem Aqua dest. aufgefiillt,
bei RT fiir 20 min inkubiert und dann der Zellkulturschale zugegeben.

4-12 h nach der Transfektion wurde das Transfektionsmedium durch frisches Nahr-
medium ausgetauscht. Nach weiteren 24 h erfolgte ein erneuter Mediumwechsel mit
Zugabe von 1.5 pg/ul Puromycin.
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Am 3. Tag nach der Transfektion wurde die Zugabe von Puromycin auf 1.0 pg/ul als
Erhaltungsdosis reduziert. Diese Erhaltungsdosis wurde von diesem Zeitpunkt aus immer
dem Medium beigefugt.

Nach etwa 4Wochen waren auf der Zellkulturschale mehrere Kolonien gewachsen, die
dann trypsiniert, pelletiert und in eine Zellkulturflasche Uberfiihrt werden konnten.

Die Zellkulturflasche war nach weiteren 4- 5 Tagen konfluent bewachsen. Diese Zellen
wurden dann passagiert, kryokonserviert und fur die weiteren Versuche verwendet.

2.2.4 Kultivierung von Zellen fir die RT-PCR

Zum Nachweis positiv transfizierter Klone wurden die Zellen auf kleine Zellkulturflaschen
(25 cm?®) semikonfluent angeziichtet. Nach dem Spillen mit PBS wurden sie trypsiniert
und pelletiert. Das Pellet wurde dann in RLT-Puffer unter Zugabe von b-Mercaptoethanol
(1 %) aufgenommen und wie unter 2.3 beschrieben weiterverarbeitet.

2.2.5 Kultivierung von Zellen far Immunfluoreszenz-Farbungen

Fur die Immunfluoreszenz-Farbungen wurden Zellen auf Chamber Slides Kkultiviert.
Chamber Slides sind Objekttrager mit aufgesetzten Kultivierungskammern.

Transfizierte und Wildtyp-293-EBNA-Zellen sowie Keratinozyten wurden auf 150 cm?-
Zellkulturflaschen ausgesat. Die Zellen einer konfluent bewachsenen Flasche wurden
trypsiniert und pelletiert. Pro Kammer eines 8well-Chamber Slides wurden dann ca.
5x 10° Zellen in 250 pl Medium, pro Kammer eines 2-well-Chamber Slides ca. 2.5 x 10*
Zellen in 1 ml Medium ausgeséat und fur ein bis drei Tage inkubiert. Die Chamber Slides
wurden dann wie unter 2.4 beschrieben weiterverarbeitet.

2.2.6 Sammeln von Kultivierungsmedium

Transfizierte 293-EBNA-Zellen wurden auf 150 cm?-Zellkulturflaschen ausgesat. Die
Zellen von 9 konfluent bewachsenen Flaschen wurden trypsiniert, pelletiert und auf
9 Triple-Layer-Flaschen (500 cm?) ausgebracht. Nach zwei Tagen waren die Flaschen
konfluent bewachsen. Der Zellrasen wurde zweimal mit PBS gewaschen und
anschlieBend mit 60 ml serumfreiem Zellkulturmedium mit frisch zugesetzter L-Ascorbin-
séure pro Triple-Layer-Flasche gleichmafig bedeckt.

Das serumfreie Medium mit frisch zugesetzter L-Ascorbinsdure wurde alle 48 h
gewechselt. Das so gewonnene Medium wurde bei 2000 g und 4°C fur 10 min zentri-
fugiert (Beckmann-Zentrifuge J2-21M/E; Beckmann, Miinchen). Der Uberstand wurde mit
Proteinasen-Inhibitor versetzt (1 mM Pefablock (Roth, Karlsruhe) oder 1 mM PMSF
(Fluka, Taufkirchen)) und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C eingefroren. Mit dem
Medium wurde wie unter 2.5 beschrieben weiter verfahren.

Zusétzlich wurden 1 ml-Aliquots fur die Kontrolle abgenommen und bis zur Proteinfallung
(siehe Kap. 2.6.2) ebenfalls bei -20°C gelagert.
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2.2.7 Triton-Extrakt

Zur Gewinnung von Proteinen aus Zellmembranen und Zellen wurde ein Triton-Extrakt
der Zellen bereitet. Dafir wurden die 293-EBNA-Zellen konfluent auf 75cm?’-
Zellkulturflaschen angezuchtet. Nach zweimaligem Spilen mit PBS wurden 12 ml FKS-
freies Medium auf die Zellen gegeben.

Nach 48 h wurde das Medium abgenommen, mit Pefablock versetzt und fir eine TCA-
Fallung (siehe Kap. 2.6.2) aliquotiert und bei -20°C gelagert.

Der Zellrasen wurde in 10 ml PBS mit 1mM Pefablock aufgenommen und bei 600 g fur
15 min zentrifugiert (GPR-Zentrifuge; Beckmann, Minchen), um die Zellen zu pelletieren.
Der Uberstand wurde verworfen. Das Pellet wurde in 10 ml Extraktions-Puffer (0.3 M
NaCl, 0.07 M Tris, 0.2% Triton X-100) aufgenommen und bei 4°C fiur 30 min unter
standiger Rotation resuspendiert. Mit einem weiteren Zentrifugationsschritt bei 600 g fur
5 min wurde die Abtrennung der Zell-Reste von den Proteinen erreicht, die in Lésung
bleiben. Der so gewonnene Protein-Triton-Extrakt wurde dann aliquotiert und bei -20°C
gelagert, bis er fur eine SDS-PAGE (siehe Kap. 2.6.3) eingesetzt wurde.

2.3 RNA-Isolierung und RT-PCR

Durch Reverse Transkription wird die bei einer Gesamt-RNA-Isolierung erhaltene mRNA
in cDNA umgeschrieben.

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) ermdglicht die gezielte
Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente.

2.3.1 Verwendete Chemikalien, Materialien und Geréate

RNeasy Mini Kit Qiagen (Hilden)
Oligo(dT);2.1s-Primer Gibco-Life Technologies (Eggenstein)
First Strand Buffer Gibco-Life Technologies (Eggenstein)
0.1 MDTT Gibco-Life Technologies (Eggenstein)
10 mM dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Superscript™Il RNase H Transcriptase Gibco-Life Technologies (Eggenstein)
Ventz®-Polymerase New England Biolabs (Frankfurt a.M.)
10x Thermopol-Puffer New England Biolabs (Frankfurt a.M.)
Primer Eurogentec (Seraing, Belgien),

MWG Biotech (Ebersberg)
Photometer Ultrospec 3000 Pharmacia Biotech (Freiburg)
PCR-Cycler Biometra (Go6ttingen)

2.3.2 Gesamt-RNA-Isolierung

Zur Préparation der Gesamt-RNA aus den transfizierten 293-EBNA-Zellen wurde das
'RNeasy Mini Kit' der Firma Qiagen (Hilden) nach Herstellerangaben verwendet.

Die Konzentration der RNA wurde photometrisch bei 260 nm bestimmt (Ultrospec 3000,
Pharmacia Biotech, Ort), auf Eis fur die Reverse Transkription eingesetzt oder fiir die
weitere Verwendung bei -80°C aufbewabhrt.
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2.3.3 Reverse Transkription

Waéhrend der reversen Transkription werden die mRNA-Transkripte aus der Gesamt-RNA
mit Hilfe eines Oligo(dT)-Primers in komplementare DNA (complementary DNA, cDNA)
umgeschrieben, wobei ein RNA-DNA-Hybrid von jedem Transkript erzeugt wird.

Um mit der Synthese beginnen zu kénnen, benétigt die Reverse Transkriptase ein Stiick
doppelstrangige Nukleinsaure. Das Reaktionsgemisch enthélt daher Desoxythymidin-
Oligonukleotide (Oligo(dT)) als Startmolekile: die Oligo(dT)-Primer hybridisieren mit den
Poly(A)-Schwéanzen der mRNA-Molekile und bilden so die Startpunkte fur die cDNA-
Synthese. Auf diese Weise werden nur mRNA-Sequenzen in cDNA umgeschrieben und
so von der Ubrigen Zell-RNA getrennt.

500 ng der isolierten RNA wurden mit 500 ng 1 pl Oligo(dT);,.15 in einem Reaktionsgefal}
auf Eis zusammengefligt, mit Aqua dest. auf 12 pl Gesamtvolumen aufgefllt und bei
70°C fur 10 min inkubiert. Danach wurde die Probe auf Eis gestellt und 7 pl Mastermix
hinzugegeben (1x First Strand Buffer, 10 mM DTT, 500 uM dNTP-Mix). Nach einer
Inkubation bei 42°C fiir 2 min werden 20 u Superscript™Il RNase H Transcriptase
zugefigt. Die Probe wird dann bei 42°C fur 50 min inkubiert. Um die Reaktion zu
beenden, wird das Enzym durch eine Inkubation bei 95°C fur 5 min inaktiviert.

Die Probe wurde dann auf Eis gestellt und sofort fir die PCR genutzt oder fur die weitere
Verwendung bei -20°C aufbewahrt.

2.3.4 Polymerase-Kettenreaktion

Bei den durchgefiihrten Reaktionen wurde durch Reverse Transkription gewonnene cDNA
als DNA-Template eingesetzt.

Die PCR wurde wie unter 2.1.1 beschrieben durchgefunhrt.

Auf Eis wurde ein 50 pl- Reaktionsansatz mit 500 ng cDNA (revers transkribierte mRNA),
1x Polymerase-Puffer, 400 uM dNTP-Mix, 0.5 uM sense Primer, 0.5 uM antisense Primer
und 2u Vent®-Polymerase angesetzt. Als Negativkontrolle wurde in einem Ansatz die
Menge an cDNA durch Aqua dest. ersetzt. Die Temperaturprogramme wurden fir jedes
Primerpaar (Tab. 2.3) optimiert und sind in Tab. 2.4 angegeben.

Um den Erfolg der Reversen Transkription zu kontrollieren, wurde zuerst jeweils eine PCR
mit Primern fir das Housekeeping-Gen GAPDH (Glyceraldehyd-3-phosphatdehydro-
genase) [Foss ET AL. 1998] durchgefihrt. Dann wurden die PCR mit zwei verschiedenen
Primerpaaren fir die gewtinschten Fragmente von Kollagen XVII angeschlossen.

33



MATERIAL UND METHODEN

Tab. 2.3: Primerpaare

Gen Primers equenzen Lange d.
amplif.
Fragm.

s 5-GGATTT GGT CGT ATT GGG C -3

GAPDH as 5-TGA GCT TGA CAA AGT GGT CG -3'  [Foss ET AL. 1998] 1.1kb
cobxviLg S 5~ CCACCT CTA GAC CCA GGC AAT GTG TGG TCC AGC ATC -3 926 b
rolxvil- as 5-GGA TCC TCA CGG CTT GAC AGC AAT ACT TCT TC -3' P
cobxvif S 5-GTC GTAGGC TAG CAG ATA TCC ACA GCT ACA GCA GCA GTG -3 432 b
rolAvik as 5-TTA GGT CGA CTC TAG ACC TCG GAG ATT TCC ATT TTC CTG TTC C -3' p

Tab. 2.4: PCR-Programme

GAPDH rColXVil-d rColXVII-f
Temp. Dauer Temp. Dauer Temp. Dauer
1 Denaturierung 95°C 2 95°C 2' 95°C 2'
2 Denaturierung 95°C 2' 94°C 40" 94°C 1
3 Annealing 55°C 30" 59°C 40" 64°C 1'
4 Elongation 72°C 1'10" 72°C 1'10" 74°C 27"
Anzahl Zyklen (2 - 4) 31 30 30
5 verlangerte Elongationszeit 72°C 8' 72°C 8' 72°C 8'
6 4°C 10 25°C 1 25°C 1

2.3.5 Agarose-Gelelektrophorese

Die bei der RT-PCR amplifizierte cDNA wurde, wie unter 2.1.2 beschrieben, in
0.8 - 2.0 %igen Agarose-Gelen aufgetrennt, durch die Interkalierung von Ethidiumbromid
in die DNA unter UV-Licht detektiert und fiir die Auswertung fotografiert. Aufnahmen
wurden mit der Software 'Gel-Pro Analyzer' (IPS, North Reading, USA) und einer
‘Cellcam’-Kamera (Phase, Lubeck) gemacht.

2.4 Indirekte Immunfluoreszenz-Farbung

1x PBS, autoklaviert

137 mM NacCl

3mM KCI

8 mM Na,HPO, x 2H,0
1 mM KH,PO,

pH 7.3

Mit der indirekten Immunfarbung lassen sich Proteine (hier Kollagen XVII, Integrin a6 und
Integrin b4) in fixierten Zellen nachweisen. Dazu wurden die Zellen wie unter 2.2.5
beschrieben, auf Chamber Slides geziichtet.
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Die Zellen wurden zunachst mit PBS gewaschen, fir 10 min mit 100 % Aceton fixiert und
danach erneut in PBS gewaschen. Die so fixierten Zellen wurden fur 30 min bei RT in
einer feuchten Kammer mit 10 % Ziegenserum (DAKO, Hamburg) in PBS inkubiert, um
unspezifische Antikorperbindung zu verhindern. Nachfolgend wurde der priméare
Antikorper aufgebracht (siehe Tab. 2.5). Die Inkubationszeit betrug 1 h bei RT in der
feuchten Kammer. Nach dem Waschen in PBS erfolgte die Applikation des sekundéren
Antikorpers (siehe Tab. 2.6) in einer Verdinnung von 1:400 in PBS und die erneute
Inkubation in der feuchten Kammer fur wiederum 1 h bei RT. Die Zellen wurden danach
nochmals mit PBS gewaschen. Die aufgesetzten Kammern konnten entfernt werden, die
Zellen wurden abschlieRend mit Aqua dest. gespult und mit dem Einbettungsmedium
Vectashield Mounting Medium H-1000 (Alexis, Grunberg) tUberschichtet, um eine schnelle
Reduzierung der Fluoreszenzsignale zu verhindern. Das Praparat wurde dann mit einem
Deckglas bedeckt, mit Nagellack luftdicht eingeschlossen und bei 4°C lichtgeschiuitzt
aufbewahrt.

Als Negativkontrolle wurde bei jeder Immunfluoreszenzfarbung eine Inkubation ohne
Erstantikdrper durchgefiihrt.

Zum Mikroskopieren der gefarbten Zellen wurde das Axioplan 2-Mikroskop der Fa. Zeiss
(Jena) mit der entsprechenden Software Axiovision (Zeiss, Goéttingen) benutzt.

Tab. 2.5: Verwendete Primar-Antikdrper

Antigen Name Verdlinnung
Kollagen XVII anti-NC16a (5649 1V) 1:500 in PBS
Integrin a6 CBL 458 anti-Human CD49f 1:100in PBS

(Cymbus Biotechnology, Southampton, UK)

Integrin b4 MAB 1964 anti-Human b4 1:200 in PBS
(Chemicon, Hofheim)

Der Antikorper ant-NC16A (5649 1IV) wurde mir freundlicherweise von Frau Prof. Dr.
Leena Bruckner-Tuderman, Universitats-Hautklinik des Universitatsklinikums Freiburg, zur
Verflgung gestellt.

Tab. 2.6: Verwendete Sekundar-Antikdrper

Name Markierung Verdinnung

furanti-NC16a Ziege-antiKaninchen IgG Cy3-konjugiert 1:400 in PBS
(Dianova, Hamburg)

fur Integrine Ziege-antiMaus 1gG Cy3-konjugiert 1:400 in PBS
(Dianova, Hamburg)

35



MATERIAL UND METHODEN

2.5 Aufreinigung der rekombinanten Proteine

Um die von den transfizierten Zellen in das Zellkulturmedium exprimierten Proteine zu
reinigen, wurden verschiedene chromatographische Verfahren benutzt. In Abhangigkeit
von ihren individuellen Eigenschaften wie Ladung, GroRe oder Hydrophobizitat binden
Proteine unterschiedlich stark an die verschiedenen Matrices und kdnnen durch eine
geeignete Kombination verschiedener Methoden zur Homogenitat gereinigt werden.

2.5.1 Konzentration des Mediums / Ultrafiltration

Wie unter 2.2.6 beschrieben, wurden jeweils 3.5 - 4.5 | serumfreies Kultivierungsmedium
mit rekombinanten Proteinen pro Konstrukt und Kultivierung gesammelt und bis zur
Verwendung bei -20°C eingefroren.

Nach dem Auftauen bei 4°C wurde das Medium filtriert (PorengrofRe 3.0 um; Millipore,
Eschborn), um Verunreinigungen zu entfernen.

Die Konzentration des Mediums auf ca. 50 ml wurde mittels Ultrafiltration durchgefuhrt.
Fir das Medium der Zellen mit dem Konstrukt rColXVII-F wurden Amicon-Ruhrzellen
(Millipore, Eschborn) mit einer Ultrafiltrationsmembran mit 5 kD-Cutoff (Millipore,
Eschborn) benutzt. Die Membran wurde vor Gebrauch fir 1h bei RT in Aqua dest.
gewaschen. Die Filtration wurde bei 4°C und einem Druck von etwa 4.0 bar durchgefihrt.
Fur die Medien der Gbrigen Konstrukte wurde das ‘'Labscale TFF System' (Millipore,
Eschborn) mit Pellicon XL-Filtereinheiten mit einem Cutoff von 30 kD (Millipore, Eschborn)
bei 4°C verwendet.

2.5.2 Dialyse

Das konzentrierte Medium mit den rekombinanten Proteinen wurde vor den Reinigungs-
schritten mit verschiedenen chromatographischen Verfahren in Dialyseschlauchen mit
3.5 kD Cutoff (Spectrapor; Roth, Karlsruhe) fir rColXVII-F bzw. 12 - 16 kD Cutoff (Biomol,
Hamburg) fir die Ubrigen Konstrukte UN gegen 51 Puffer dialysiert. Die Membrane
wurden vor ihrer Benutzung fir 30 min bei RT in Aqua dest. gewaschen. Die verschie-
denen Dialyse-Puffer sind in Tab. 2.7 angegeben.

Im Anschlul3 wurde das Dialysat bei 7000 g und 4°C fur 20 min zentrifugiert. Der
partikelfreie Uberstand wurde dann fiir die Chromatographie verwendet.
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Tab. 2.7: Dialysepuffer der verschiedenen Medien

Konstrukt Molekular- Cutoff isoel. Dialyse-Puffer
gewicht Dialyse- Punkt
MW [kD] schlauch
(kD]
rColXVII-F 15.6 3 6.15 IEC:2 mM Tris-HCI pH 8.8
rColXVII-fd 46.7 12-16 6.4 IEC: 20 mM Tris-HCI pH 8.8
rColXVll-ed 69.9 12-16 8.7 IEC: 50 mM NaAc pH 4.8
12-16 HIC: 50 mM Na;HPOs pH7.0
12-16 IEC: 20 mM Tris-HCI pH 10.0
rColXVII-VL 180 12 -16 8.9 IEC: 50 mM HEPES pH 7.6

IEC: lonenaustausch-Chromatographie
HIC: Hydrophobe Interaktions -Chromatographie

2.5.3 Proteinreinigung mit Fast Performance Liquid Chromatography
(FPLC)

Nach der Konzentration und Dialyse des Mediums wurden die rekombinant erzeugten
Proteinfragmente durch verschiedene Chromatographieverfahren gereinigt.

Gerat und Saulen (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
Akta Purifier System, incl. Software Unicorn

Anionentauschersaule: HiTrap Q Sepharose HP, 5 ml
Kationentauschersaule: HiTrap SP Sepharose HP, 5 ml

Hydrophobe Interaktionsséaule: HiTrap Butyl Sepharose 4 FF, 5 ml
Gelfiltrationssaule: Superose 12 HR 10/30, 24 ml

Samtliche Laufmittel und Puffer wurden vor Gebrauch filtriert (Porengrof3e 0.2 um;
Millipore, Eschborn) und entgast. Die Saulen wurden nach der Benutzung gespdlt und in
20 % Ethanol gelagert. Die direkte Umpufferung der Saulen von 20 % Ethanol zu einem
salzhaltigen Eluenten oder umgekehrt wurde durch das Spuilen mit Aqua dest. (ebenfalls
filtriert und entgast) vermieden. Durch sorgfaltiges Verbinden der Anschlisse ‘drop to
drop' wurde das Eindringen von Luft in das System vermieden. Die FluRBraten und Driicke
waren immer im Toleranzbereich nach Herstellerangaben. Das Eluat wurde in silikoni-
sierten 1.7 ml-Reaktionsgefal3en (Sigma-Aldrich, Steinheim) gesammelt.

lonenaustausch-Chromatographie

Bei der lonenaustausch-Chromatographie (lon Exchange Chromatography, IEC) beruht
die Trennung auf elektrostatischen Interaktionen zwischen den Proteinen und den funktio-
nellen Gruppen des Saulenmaterials: geladenen Gruppen auf der Oberflache der Proteine
(geladene Proteinseitenketten) treten mit entgegengesetzt geladenen Gruppen auf der
Austauschmatrix in Wechselwirkung und flihren so zu einer Bindung an die S&ule, wobei
die Bindungsstarke von den individuellen Ladungseigenschaften der einzelnen Poly-
peptide abhangt. Die Elution erfolgt durch die Erhéhung der lonenstarke, die zu einer
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Schwachung der elektrostatischen Wechselwirkung zwischen Protein und Gelmaterial
erfolgt (steigender Salzgradient).

Der Vorteil einer groRen Bindungskapazitat auch bei kleinen Matrixmengen macht die
lonentauscher zur ersten Wahl, um eine Proteinreinigung zu beginnen.

Als Saulen wurden HiTrap Q (Anionentauscher) und HiTrap SP (Kationentauscher)
(Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) verwendet.

Die Saule wird zur Vorbereitung mit 6 Saulenvolumina (SV) Auftragungspuffer A
(Niedrigsalzpuffer) gespult und auf die Startbedingungen &quilibriert. Die in Puffer A
dialysierte Probe wurde unter Niedrigsalzbedingungen auf die Sdule aufgetragen und mit
einem linear ansteigenden Salzgradienten (Puffer B) eluiert (siehe Tab. 2.8). Die Fluf3rate
beim Auftragen der Probe betrug 1.0 ml/min, die Elutionsrate 1.0 ml/min bei einer
Fraktionsgrof3e von 1.4 ml.

Hydrophobe Interaktions-Chromatographie

Das Prinzip der hydrophoben Interaktions-Chromatographie (Hydrophobic Interaction
Chromatography, HIC) basiert auf der Wechselwirkung hydrophiler Proteinbereiche mit
hydrophobem Saulenmaterial. Durch die Auftragung der Proteine in einem Puffer mit
hoher lonenstarke entstehen starke Wechselwirkungen zwischen hydrophilen Ober-
flachenbereichen der Polypeptide und den hydrophoben Liganden der Saulenmatrix.
Treibende Kraft fir diese Wechselwirkung ist die Entropie, die durch die Aggregation
unpolarer Gruppen und polarer Umgebung zunimmt. Die Elution erfolgt durch eine
Verringerung der Polaritéat des Puffers (Reduzierung der lonenstarke).

Vor Auftragung der Probe wurde die Séule mit 6 SV des Auftragungspuffers A auf Hoch-
salzbedingungen aquilibriert. Die Probe muf3 sich ebenfalls in einem Milieu hoher lonen-
starke befinden. Dazu wurde sie mit 1M Ammoniumsulfat versetzt, wobei darauf zu
achten war, daB ein Aussalzen des Proteins durch lokale Uberkonzentrierung vermieden
wird (langsame Zugabe des Ammoniumsulfates unter standigem Ruhren). Die Elution
erfolgte im absteigenden Salzgradienten mit Niedrigsalzpuffer A in Stufen von 0 %, 25 %,
50 %, 75% und 100 % fur jeweils 3 SV bei einer FluRrate von 1 ml/min und einer
Fraktionsgrof3e von 1.4 ml, wobei mit Aqua dest. nacheluiert wurde, um auch stark hydro-
phobe Proteine wieder von der Saule zu losen.

Tab. 2.8: Saulen und Puffer fir die FPLC

Konstrukt MW isoel. Verf. Saule Auftragungspuffer A Elutionspuffer B pH
[kD] Punkt

rColXVII-F 156 6.15 IEC A 20 mM Tris-HCI 20 mM Tris-HCI, 1 M NaCl 8.8

rColXVIl-fd 46.7 6.4 IEC A 20 mM Tris-HCI 20 mM Tris-HCI, 1 M NaCl 8.8

rColXVll-ed 69.9 8.7 IEC K 50 mM NaAc 50 mM NaAc, 1 M NaCl 4.8
HIC H 50 mM NazHPO4,1 M (NH4)2SOs 50 mM NazHPO4 7.0
IEC A 20 mM Tris-HCI 20 mM Tris-HCI, 1 M NaCl 10.0

rColXVI-VL 180 8.9 IEC K 50 mM HEPES 50 mM HEPES, 7.6

A: Anionentauscher-Saule Q
K: Kationentauscher-Saule SP
H: Hydrophobe Interaktions -S&ule Butyl
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Gelfiltration

Bei der nicht-adsorptiven Methode der praparativen Gelfiltration werden Proteine aufgrund
eines unterschiedlichen hydrodynamischen Volumens getrennt. Je kleiner das hydrodyna-
mische Volumen eines Proteins ist, umso langsamer passiert es die Saule. GrolR3eren
Molekulen steht ein vergleichsweise kleines Verteilungsvolumen in der Gelmatrix zur
Verfuigung, so daf sie friher als kleinere Proteine eluieren.

Fir die Gelfiltration wurden die im Westernblot (siehe Kap. 2.6.4) positiven Fraktionen, die
das gewilnschte Protein enthielten, gepoolt und mit einer Amicon Ultra-4 Zentrifugal-
Filtereinheit mit 10 kD (rColXVII-F) bzw. 30 kD Cutoff (Ubrige Konstrukte) (Millipore,
Eschenbach) bei 2 000 g (Sepatech Varifuge 3.0 R; Heraeus, Hannover) auf ein Volumen
kleiner 250 pl eingeengt.

Vor dem Auftragen der Probe wurde die Superose 12-Gelfiltrationssaule mit 3SV TBS-
Puffer (20 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH 7.5) gespiilt. Die Probe wurde dann mit einer
FluRrate von 0.5 ml/min und einer Fraktionsgrof3e von 0.5 ml aufgetrennt.

2.6 Proteinbiochemische Methoden
2.6.1 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Gesamtproteinkonzentration

Die Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration wurde mit der Methode nach
BRADFORD [1976] durchgefuhrt. Das Prinzip dieser Methode beruht auf einer photometrisch
mel3baren Verschiebung des Absorptionsmaximums von Coomassie Brilliant Blue G250
in saurer Losung von 465 nm zu 595 nm durch die Bindung des Farbstoffes an Proteinen
(MW > 3 kD). Der Farbwechsel erfolgt jedoch nicht linear, daher muf3 zunachst eine
Eichkurve erstellt werden, anhand derer die Konzentrationsbestimmung erfolgte.

Farbeldosung (Bradford-Reagenz)

50 mg Coomassie Brilliant Blue G-250
25 ml Methanol

50 ml 85% Phosphorsaure

ad 500 ml Aqua dest., filtrieren.

1 ul Probe und 99 ul Aqua dest. wurden mit 1ml Bradford-Reagenz versetzt und die
Extinktion der L6sung nach 5 min bei 595 nm gegen den Leerwert (100 pl Aqua dest. mit
1 ml Bradford-Reagenz) in Doppelbestimmung gemessen. Fir die Messungen wurden
Kunststoff-Einmalkivetten (Sarstedt, Niumbrecht) verwendet.

Bei jeder Messung wurden definierte Verdinnungsreihen an Rinderserumalbumin (BSA)
als Standard mitgefuhrt (erstellte Eichkurven), mit denen die Proteinkonzentration der
Probe bestimmt wurde.
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Konzentration eines (rekombinanten) Proteins

Die Bestimmung der Konzentration eines bestimmten Proteins in den aufkonzentrierten
Medienproben wurde mit einem Guanidin-HCI-Verfahren und der Bestimmung des Wertes
e nach Edelhoch durchgefiihrt (Tab. 2.9) [PACE ET AL. 1995].

Dabei wurde die Absorption einer proteinhaltigen Probe bei 280 nm gemessen und die
Konzentration eines Proteins nach der folgenden Formel berechnet:

¢ [g/l] = MW [KD] x OD.s0 / €(280)

mit e(280) [M*cm™] = 5685 x Anzahl Trp + 1 285 x Anzahl Tyr + 125 x Anzahl Cys

50 ul der zu vermessenden Probe wurden mit 375 pl 8 M Guanidin-HCI in TBS (pH 7.4)
und 75 pl TBS (pH 7.4) vermischt. Fir den Leerwert wurden 375 pl 8 M Guanidin-HCI in
TBS (pH 7.4) und 125 ul TBS (pH 7.4) angesetzt. Beide Ansatze wurden fir 30 min bei
RT inkubiert. Die Messung der OD bei 280 nm wurde in Prazisions-Quarzkivetten
(Hellma, Mullheim) im Photometer Ultrospec 3000 (Pharmacia Biotech, Freiburg)
durchgefiihrt.

Tab. 2.9: Werte fur e(280) fur die einzelnen Konstrukte

Konstrukt MW [kD] #Trp  #Tyr # Cys e(280)
rColXVII-F 15.6 7 2 4 42 865
rColXVII-fd 46.6 8 14 4 63970
rColXVll-ed 69.9 8 14 4 63970
rColXVII-VL 180 10 36 7 103 985

2.6.2 TCA-Fallung

Zur Konzentrierung von Proteinen aus geringen Volumina, z.B. aus Aliquots des
gesammelten Kultivierungsmediums, wurde die TCA- (Trichloroacetic-Acid-) Fallung
angewandt.

1 ml der zu fallenden Probe wurde mit 252 ul 55 % TCA Endkonz. 10 %) und 139 ul
1 % Triton-X100 (Endkonz. 0.1 %) versetzt, gut vermischt und fiir 10 min auf Eis inkubiert.
Dann wurden die Proteine in der Losung bei 13 000 rpm und 4°C fur 5 min pelletiert. Der
Uberstand wurde verworfen, das Pellet mit 500 pl 100 % Aceton gemischt und erneut bei
13 000 rpm und 4°C fur 3min zentrifugiert. Das Aceton wurde dekantiert und das Pellet
sofort in reduzierendem Auftragspuffer (2x) (siehe Kap. 2.6.3) aufgenommen, resuspen-
diert und fur 5 min bei 95°C denaturiert. Die gefallten Proteine konnten dann durch SDS-
PAGE und anschlieBenden immunologischen Nachweis im Western-Blot (siehe
Kap. 2.6.4) analysiert werden.
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2.6.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Verwendete Puffer, Materialien und Gerate

Mini-Protean Il Elektrophorese-System BioRad (Munchen)
PowerPac 300 Power Supply BioRad (Munchen)
BenchMark™ Pre-Stained Protein Ladder Langenstandard Invitrogen (Karlsruhe)
Rotiphorese Gel 30 (30 % Acrylamid, 0.8 % Bisacrylamid) Roth (Karlsruhe)
Bromphenolblau Merck (Darmstadt)
Coomassie Brilliant Blue G-250 Merck (Darmstadt)
GelAir Cellophane Support BioRad (Munchen)
GelAir Drying System BioRad (Munchen)
1x Laufpuffer

25mM  Tris

192 mM Glycin

0.1% SDS

2x Auftragspuffer

05 M Tris-HCI (pH 6.8)
20 % Glycerin

4 % SDS

10 % b-Mercaptoethanol
0.05% Bromphenolblau

Farbeldsung Coomassieblau

0.2% Coomassie Brilliant Blue G-250
10 % Essigsaure

40 % Methanol

Entfarbelésung Coomassieblau
40 % Methanol
10 % Essigsaure

Die analytische Auftrennung von Proteinen erfolgte als denaturierende, diskontinuierliche
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach LAEMMLI [1970]. Durch Erhitzen
der Proben auf 95°C in SDS-haltigem Ladepuffer werden Proteine denaturiert und mit
negativen Ladungen abgesattigt, so dal die Eigenladungen vernachlassigbar und die
Wanderungseigenschaften der Proteine wahrend der Gelelektrophorese vorrangig durch
das Molekulargewicht bestimmt werden.

Das Gel fur die Elektrophorese besteht aus zwei Teilgelen. Zunachst wurde das Trenngel
gegossen. Dazu wurden die in Tab.2.10 angegebenen Agenzien vermischt, wobei
TEMED und APS erst zum Schlul3 zugegeben wurden, um den Vorgang der Polymeri-
sierung zu starten. Die Gelldsung wurde dann sofort in die vorbereitete GelgielRkammer
(Mini-Protean 1l, BioRad, Minchen) gegossen und mit wassergesattigtem Butanol
Uberschichtet. Nach erfolgter Polymerisation wurde das Butanol dekantiert, das
Sammelgel (4 %) zubereitet und lUber das Trenngel geschichtet. Zur Ausformung von
Ladetaschen wurde vor der Polymerisation ein Kunststoffkamm in das Sammelgel
eingesetzt.
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Nach dem Auspolymerisieren des Sammelgels wurde das Gel mit den Glasplatten in die
Gelkammer eingesetzt, die Kammer mit Laufpuffer beflllt, der Kamm vorsichtig entfernt
und die ausgebildeten Taschen mit dem Laufpuffer gespuilt.

Tab. 2.10: Zusammensetzungen der SDS-Gele fiir die verschiedenen
Konstrukte, 10 ml total

Trenngel 7.5 % 10 % 125 % 15%
Konstrukt rColXVI-VL  rColXVIl-ed rColXVII-fd rColXVII-F

1.5 M Tris-HCI, pH 8.8 2.5 ml 2.5 ml 2.5 ml 2.5 ml

30 % Acrylamid

0.8 % Bisacrylamid 25 ml 3.3 ml 4.2 ml 5.3 ml

Aqua dest. 4.7 ml 3.9ml 3.0ml 1.9 ml

10 % SDS 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl

TEMED 15 pl 15 pl 15l 15 pl

10 % APS 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl

Sammelgel 4%

1.0 M Tris-HCI, pH 6.8 1.25 ml

30 % Acrylamid

0.8 % Bisacrylamid 1.34 ml

Aqua dest. 7.0ml

0.25 % Bromphenolblau 50 ul

10 % SDS 200 pl

TEMED 24 ul

10 % APS 150 pl

Vor dem Auftragen wurden die Proteinproben mit reduzierendem Auftragspuffer (2x)
versetzt und der Ansatz bei 95°C fur 5 min denaturiert.

Das Gel wurde dann mit den Proben beladen. Zur Bestimmung des Molekulargewichts
wurde bei jedem Gel eine Tasche mit einem definierten Protein-Ladngenstandard
(Invitrogen, Karlsruhe) befullt.

Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte bei konstanter Stromstarke von
40 mA.

Nach beendeter Elektrophorese wurde das Sammelgel abgetrennt und verworfen. Die im
Trenngel aufgetrennten Proteine konnten dann je nach Verwendungszweck auf eine
Nitrocellulose-Membran geblottet (siehe Kap. 2.6.4) oder mit Coomassieldsung gefarbt
werden. Dazu wurde das Trenngel fur 15 min in Coomassie-Farbelosung bei RT
geschuttelt, anschlielend wurde die Farbelosung abgegossen und der nicht an Proteine
gebundene Farbstoff durch mehrfachen Wechsel der Entfarberlésung entfernt. Nach dem
Entfarben wurden die Gele luftblasenfrei auf Zellophan-Papier aufgebracht und fir 2 h in
einem Geltrockner getrocknet.
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2.6.4 Western-Blotting

Verwendete Puffer, Materialien und Gerate
Mini Trans-Blot Cell Tank-Blotting-Apparatur ~ BioRad (Miinchen)

PowerPac 300 Power Supply BioRad (Munchen)

Fiber Pads BioRad (Munchen)
Gel-Blotting-Papier Schleicher & Schuell (Dassel)
Transfer-Medium Nitrocellulose-Membran BioRad (Munchen)

Ponceau S Serva (Heidelberg)

Naturaflor Magermilchpulver Topfer (Dietmannsried)

1.AK anti-NC16a L. Bruckner-Tuderman (Uni Miinster)
2.AK Schwein-AntiKaninchen, HRP-konjugiert DakoCytomation (Hamburg)

ECL Detection System Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Medical X-ray Film Super RX Rontgenfilm Fuji Photo Film (Dusseldorf)
Rontgen-Entwickler LX24 Kodak (Stuttgart)

Rontgen Fixierbad AL4 Kodak (Stuttgart)

Blotpuffer

20mM  Borax

Ponceau S-Farbelésung
0.2 % Ponceau Sin 3% TCA
1:5 mit 10 % Essigsaure verdinnen

1x TBST

10 mM  Tris-HCI (pH 7.4)
150 mM NacCl

0.05%  Triton-X 100

Blockpuffer
5% Magermilchpulver in TBST

Antikorper-Inkubationslosung
0.1% BSA in TBST

Stripping Puffer

62.5 mM Tris

2% SDS

100 mM b-Mercaptoethanol

Im Western-Blotting werden Proteine nach deren elektrophoretischer Auftrennung in
Polyacrylamid-Gelen auf eine Membran mit Proteinbindungseigenschaften Ubertragen,
auf der die immobilisierten Proteine angefarbt und mittels Antikorper detektiert werden
kénnen. Der Proteintransfer erfolgte in einer elektrophoretischen Blotapparatur im
kontinuierlichen Puffersystem (Tank-Blotting- Verfahren).

Nach erfolgter SDS-PAGE wurde das Gel aus der Apparatur gespannt, eine Glasplatte
abgenommen und das Sammelgel entfernt. Nitrocellulose-Membran und Blotting-Papier
wurden auf die GréRe des Gels zurechtgeschnitten. Die Membran, das Blotting-Papier
und die Fiber Pads wurden in Blotpuffer getrdnkt und luftblasenfrei zu einem 'Blot-
Sandwich' zusammengefiigt, das dann in die Blotkammer eingespannt wurde.

Der Proteintransfer wurde mit einer konstanten Stromstarke von 400 mA bei 4°C fir 1h
durchgefihrt. Zur Kontrolle wurden die auf die Membran transferierten Proteine mit
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Ponceau S angeféarbt, der Hintergrund mit 10 % Essigsdure entfarbt und die sichtbar
gewordenen Proteinbanden mit Hilfe eines Scanners und geeigneter Software
gespeichert (Umax, Hsinchu, Taiwan). Die Proteinbanden wurden danach mit 1x TBST
entfarbt. Der Blot kann direkt im Anschlu® fir den immunologischen Nachweis von
Proteinen vorbereitet oder bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert werden.

Um den Erfolg des Blotting-Vorgangs zu kontrollieren, wurden die Gele wie unter 2.6.3
beschrieben mit Coomassie angefarbt.

Nachweis von Proteinen nach Western-Blotting mit AntikGrpern (Immunoblot)

Auf der Membran lassen sich einzelne Proteine mit Hilfe eines spezifischen
Erstantikbrpers nachweisen. Um den an das Protein gebundenen, priméren Antikdrper
sichtbar zu machen, wird ein zweiter Antikdrper benétigt, der den priméren Antikorper
detektiert. An diesen sekundaren Antikorper ist das Enzym Meerrettich-Peroxydase
(Horseradish-Peroxydase, HRP) gekoppelt. Die HRP spaltet H,O,, die dabei frei
werdenden Sauerstoffradikale konnen zur Oxidation anderer Substrate benutzt werden.
Das verwendete 'ECL Detection System' (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) nutzt
Luminol als Substrat, welches unter alkalischen Bedingungen und Anwesenheit von H,0,
oxidiert. Bei dieser Reaktion wird das Luminol kurzfristig in einen angeregten Zustand
versetzt; bei der Ruckkehr in den energiearmen Zustand wird die freiwerdende Energie in
Form von Lichtquanten (I nax = 428 nm) emittiert. Diese Lichtquanten kdnnen dazu benutzt
werden, einen aufgelegten Rontgenfilm zu schwérzen.

Der Western-Blot wurde zunachst in Blockpuffer bei 4°C UN inkubiert, um die proteinfreien
Bereiche der Membran abzusattigen und eine unspezifische Bindung des priméren
Antikorpers zu verhindern. Nachdem die Membran 3x fur 5min in TBST gewaschen
wurde, konnte der Erstantikorper aufgebracht werden. Dazu wurde die Membran mit dem
Erstantikorper (Anti-NC16a, 1:2000 in TBST mit 0.1 % BSA) in Folie eingeschweil3t und
bei RT fur 2 h geschttelt. Um ungebundene Antikorper zu entfernen, wurde die Membran
erneut 3x fur 5min in TBST gewaschen. Fur die Inkubation mit dem ZweitantikOrper
wurde wie bei der Hybridisierung des primaren Antikorpers verfahren (Schwein-
antiKaninchen, HRP-konjugiert, 1:1000 in TBST mit 0.1 % BSA). Nach erneutem
dreimaligem Waschen wurde die Membran fir 1min mit 2ml ECL Detection-Losung
(Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) behandelt und in Plastikfolie eingelegt. In der
Dunkelkammer wurde dann ein Rontgenfiim aufgelegt. Die Expositionszeit des
aufgelegten Films richtete sich nach der Intensitéat der Chemilumineszenz (2 - 5 min).

Der so belichtete Rontgenfilm wurde dann fur 5min in das Entwicklerbad getaucht, in
Aqua dest. gewaschen und anschlieBend im Fixierbad fixiert. Nach einem letzten
Waschschritt in Aqua dest. konnte der Film getrocknet und ausgewertet werden.

Strippen von Blotmembranen

Das Stripping bewirkt das Entfernen des aufgebrachten Antikdrpers durch dessen
Reduktion und Denaturierung. Dadurch wird die erneute Detektion des Proteins auf einer
Membran erméglicht.
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Die Blotmembran wurde dafir in 50 ml Stripping Puffer bei 60°C fuir 90 min unter leichtem
Schwenken inkubiert. Nach Entfernen des Puffers wurde die Membran 3x fiir 5 min bei RT
in 1x TBST gewaschen und konnte dann bis zur weiteren Verwendung eingefroren oder
fur die erneute Antikdrperbehandlung blockiert werden.

2.6.5 Analyse durch Trypsin-vermittelten Proteinabbau (Trypsin-Verdau)

Verwendete Puffer und Losungen
TV-Puffer

100 mM Tris-HCI

400 mM NaCl

pH 7.4

Trypsin-L6ésung

Typ 1I-S (aus Schweine-Pancreas; Sigma, Taufkirchen)

1 mg/ml in TV-Puffer

(wurde frisch angesetzt und bis zum Versuchsbeginn auf Eis gelagert)

Trypsin-Inhibitor-Losung
Typ IS (aus Sojabohnen; Sigma, Taufkirchen)

5 mg/ml in TV-Puffer
(wurde frisch angesetzt und bis zum Versuchsbeginn auf Eis gelagert)

5x Auftragspuffer mit DTT
315M  Tris-HCI pH 6.8
50 % Glycerol

10 % SDS
0.05% Bromphenolblau
100mM DTT

Nach der Aufreinigung der rekombinanten Polypeptide wurde mit einem Trypsin-Verdau
der Abbau der tripelhelikalen Bereiche der Proteine bei unterschiedlichen Temperaturen
untersucht [BRUCKNER UND PRoOckoP 1981]. Mit dieser Methode konnte der Tm-Wert mit den
Ergebnissen aus der CD-Spektroskopie (siehe Kap. 2.7.2) verglichen werden.

Die Proben mit den aufgereinigten rekombinanten Proteinen wurden vor dem Trypsin-
Verdau in Dialyseschlauchen mit 3.5 kD Cutoff (Spectrapor; Roth, Karlsruhe) fir rColXVII-
F bzw. 12 - 16 kD Cutoff (Biomol, Hamburg) fur die Gbrigen Konstrukte N bei 4°C gegen
11 TV-Puffer dialysiert. Fir Mengen kleiner 500 pul wurde die Probe in einem 2.0 pl-
Reaktionsgefald dialysiert, wobei ein Stiick des entsprechenden Dialyseschlauches als
Membran in eine Offnung im Deckel eingepaf3t wurde.

Fur den Trypsin-Verdau wurden jeweils 30 pyl Probe fir jede Zieltemperatur in ein
Reaktionsgefald gegeben und fir 5min bei der entsprechenden Temperatur vorinkubiert
(Tab. 2.11). Die Probe wurde dann fir 30 s auf Eis gestellt. Anschlieend wurden 10 pl
Trypsinlésung zur Probe pipettiert, gut vermischt und fir 2min im Wasserbad bei RT
inkubiert. Zur Inhibition der Trypsin-Wirkung wurden dann 210 pl Trypsin-Inhibitor
dazupipettiert und wiederum gut vermischt. Sofort im Anschlu? wurde die Probe mit
5x Auftragspuffer mit DTT versetzt und bis zur SDS-PAGE auf Eis gestellt bzw. bei -20°C
gelagert.
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Als Vergleich wurde bei jedem Gel eine unverdaute Probe mitaufgetragen.
Im Anschlu an die Gelelektrophorese wurde ein Immunoblot durchgefuhrt und der
belichtete Rontgenfilm eingescannt (Umax, Hsinchu, Taiwan).

Tab. 2.11: Thermale Inkubationsgradienten der Trypsin-Verdaus

Konstrukt Temperaturen

rColXVII-F 30-32-34-36-38-40-42-44-46-48-50-55-60-65-70-75-80°C
rColXVll-ed, fd, VL 30-34-38-42-46-50-60-70°C

2.7 Biophysikalische Analyse

2.7.1 Ultrastrukturelle Analyse: Rotations-Schragbedampfung fir nach-
folgende Elektronenmikroskopie

Das Verfahren der Rotations-Schragbedampfung (Rotary Shadowing, RS) (Abb. 2.1)
wurde als Probenvorbereitung zur Darstellung der Proteinmolekile mit Transmissions-
elektronenmikroskopie (TEM) durchgefiihrt.

Bei dieser Technik wird die abzubildende Probe im Hochvakuum auf einem rotierenden
Teller in einem Winkel von 5° mit einem dinnen Film eines Schwermetalls (Platin)
bedampft. Durch die Rotation erreicht man eine auf allen Seiten gleichmafiige Darstellung
der Umgebung der Probe, unabhangig von der Orientierung der Molekile. Es entsteht so
eine Kontrastierung durch 'Schattengul3’. Die Stabilisierung der Platin-Bedampfung wird
durch eine nachfolgende Kohlebedampfung bei einem Winkel von 90° erreicht (Abb. 2.2).
Diese Methode gewahrleistet einen hochaufldésenden Kontrast im TEM.

Zur Vorbereitung wurden die Proben mit den aufgereinigten rekombinanten Polypeptiden
in Dialyseschldauchen mit 3.5 kD Cutoff (Spectrapor; Roth, Karlsruhe) fur rColXVII-F bzw.
12 - 16 kD Cutoff (Biomol, Hamburg) fur die Ubrigen Konstrukte UN bei 4°C gegen 1l
0.05 % Essigsaure dialysiert. Fir Mengen kleiner 500 pl wurde die Probe in einem 2.0 pl-
Reaktionsgefall dialysiert, wobei ein Stiick des entsprechenden Dialyseschlauches als
Membran in eine Offnung im Deckel eingepal3t wurde.

40 pl einer vorbereiteten Probe wurden im Verhaltnis 1:1 mit Glycerol (Merck, Darmstadt)
vermischt und mit einer handelsublichen Airbrush-Apparatur auf die saubere Oberflache
von frisch gepaltenem Glimmer aufgespriht. Der Sprihfim wurde dann auf dem
Probenteller der Bedampfungsanlage Auto 306 (BOC Edwards, Kirchheim) bei RT und
910 bar fiir 2 h getrocknet.

Die auf dem Glimmer getrocknete Probe wurde bei einer Rotation des Probentellers von
etwa 120 rpm in einem 5°-Winkel fir 15 s mit 50 mA bei 2.5 kV aus einer Entfernung von
12 cm mit Platin bedampft. AnschlieRend wurde der Teller auf 90° gedreht und die Kohle-
bedampfung fir 2 s mit 100 mA bei 2.5 kV aufgebracht.
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Der so entstandene Film wurde auf eine saubere Aqua dest.-Oberflache abgefloatet. Mit
Kupfergrids (400 Maschen; Plano, Wetzlar) wurden Teile des Films von der Oberflache
aufgenommen (Abb. 2.2) und nach dem Lufttrocknen im TEM (EM 109; Zeiss, Ober-
kochen) untersucht und mit MegaView Il (Soft Imaging System, Minster) fotografiert. Die
aufgenommen Bilder konnten mit dem Programm AnalySIS (Soft Imaging System,
Minster) dargestellt und die Moleklle vermessen werden.
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2.7.2 CD-Spektroskopie

Zur weiteren Untersuchung konformeller Aspekte wurden die rekombinanten Proteine
durch spektrale und thermale CD-Analyse analysiert.

Unter Zirkulardichroismus (circular dichroism, CD; siehe auch Kap. 6.1) versteht man die
unterschiedliche Absorption von rechts und links zirkular polarisiertem Licht durch eine
Probe im UV/Vis-Bereich des elektromagnetischen Spektrums. Zirkulardichroismus wird
bei der Wechselwirkung von polarisiertem Licht mit chiralen Molekilen beobachtet.
Proteine besitzen viele chirale Zentren und eignen sich deshalb gut fur CD-
Untersuchungen in wal3riger Losung.

Linear polarisiertes Licht kann als Uberlagerung eines rechts und eines links zirkular
polarisierten Lichtstrahls beschrieben werden. Optisch aktive Substanzen absorbieren
rechts und links zirkular polarisiertes Licht unterschiedlich, was dazu fuhrt, daf3 zirkular
polarisiertes Licht elliptisch polarisiert wird. Die molare Elliptizitat Q ist ein MaR fiur die
unterschiedliche Schwachung des rechts und links zirkular polarisierten Lichtes beim
Durchtritt durch die chirale Verbindung. Jeder Sekundarstrukturanteil bringt einen eigenen
Anteil in das CD-Spektrum eines Proteins ein.

Unter Verwendung verschiedener Algorithmen kann man aus der molaren Elliptizitat die
Anteile an a-Helix, b-Faltblatt, Schleifen und ungeordneter Struktur (random coil) eines
Proteins abschatzen. Dariuiber hinaus kann man konformelle Ubergange eines Proteins
verfolgen.

Die CD-Spektren von Proteinen im Peptidbereich unterhalb von 250 nm sind besonders
empfindlich fir die Detektion von Sekundarstruktur. Dies gilt im speziellen fir die
Charakterisierung von a-helikalen Anteilen.

Die Proben mit den aufgereinigten rekombinanten Proteinen wurden vor der Messung in
Dialyseschlduchen mit 3.5 kD Cutoff (Spectrapor; Roth, Karlsruhe) fir rColXVII-F bzw.
12 - 16 kD Cutoff (Biomol, Hamburg) fur die Ubrigen Konstrukte UN bei 4°C gegen 1l
0.05 % Essigsaure dialysiert. Fir Mengen kleiner 500 pl wurde die Probe in einem 2.0 pl-
Reaktionsgefald dialysiert, wobei ein Stiick des entsprechenden Dialyseschlauches als
Membran in eine Offnung im Deckel eingepaf3t wurde.

Alle CD-Messungen wurden auf einem Jasco 715-A CD-Spektrometer mit
Temperaturkontroller (Jasco, Tokio, Japan) in Prazisions-Quarzkivetten (Quarzglas;
Hellma, Mullheim) mit einer Schichtdicke von 1.0 mm im fernen UV-Licht durchgefinhrt.
Die Parameter flr die Messungen sind in Tab. 2.12 aufgefuhrt. Zur Verbesserung des
Signal/Rausch-Verhéltnisses wurden bei der Aufzeichnung der CD-Spektren je drei
Messungen akkumuliert.
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Tab. 2.12: Parameter fur die Messungen der CD-Spektren und
die Schmelzpunktbestimmungen (Tm-Werte)

CD-Spektren Tm-Werte
Wellenléange 190 - 300 nm 221 nm
Temperatur 20°C bzw. 100°C 20-100°C
Geschwindigkeit 200 nm/min 30°C/h
Response-Zeit 1ls 1s
Auflésung 0.1 nm 0.2°C
Bandbreite 1.0 nm 1.0 nm
Empfindlichkeit 200 mdeg 100 mdeg
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3 ERGEBNISSE

3.1 Klonierung der rekombinanten Kollagen XVII-Expressions-
Konstrukte und Transfektion der Zellen

Zur weiteren biochemischen und biophysikalischen Charakterisierung von Kollagen XVII
und zur Vorbereitung der Zellbindungsstudien sollten zundchst verschiedene
Kollagen XVII-Fragmente kloniert und rekombinant exprimiert werden, die neben der
Transmembranregion auch das C-terminale Ende enthalten (siehe Abb. 3.2) Hierzu wurde
ein eukaryotisches System verwendet, da die Faltung und die posttranslationalen
Modifikationen von Proteinen in Prokaryonten abweichen kann. Als Expressionsvektor
diente das modifizierte Plasmid pCEP-Pu-BM40 (Abb. 3.1) [KOHLFELDT ET AL 1997], welches
auf dem kommerziell erhaltlichen pCEP-4 basiert und episomal in das Chromosom der
Zelle integriert wird.

3.1.1 Der Vektor pCEP-Pu und das BM40-Signalpeptid

Der in diesem Vektor enthaltene starke Promotor des Zytomegalie-Virus (CMV)
kontrolliert die Transkription des transfizierten Gens und bewirkt eine Uberexpression der
cDNAs. Zur Sekretion der rekombinanten Proteine in das Zellkulturmedium wurde das
Signalpeptid des Basalmembranproteins BM40 benutzt, dessen cDNA im Vektor nach
dem Promotor 5'-seitig zum einklonierten Fragment vorliegt und so in den Vektor integriert
wurde, dal3 es mdglich war, Konstrukte gerichtet Uber eine NhelSchnittstelle in diesen
einzuklonieren. Das Signalpeptid fuhrt zum Ausschleusen des Proteins aus der Zelle, was
insbesondere bei den Proteinen mit Transmembranregion von Bedeutung ist, und wird
dabei spezifisch abgespalten. Die Verwendung dieser Methode hat den groRen Vortell,
daf? das rekombinante Medium leichter gereinigt werden kann, als dieses nach einem
Zellaufschlul3 mdglich ware. Durch die proteolytische Abspaltung ergibt sich, dal3 vier
nicht authentische Aminosauren (APLA) in die N-Termini der rekombinanten Proteine
eingefuhrt werden. Aufgrund ihrer Ladungsneutralitdt ist jedoch keine substantielle
Veranderung der Proteineigenschaften zu erwarten.

Desweiteren enthélt der Vektor den Epstein-Barr-Virus-Replikationsursprung (origin of
replication, OriP) und das Epstein-Barr-Virus EBNA-1-Gen, die eine episomale high-copy
Replikation in einer Zellinie erlauben, welche das EBNA-1-Protein sezerniert. Zur
Selektion transfizierter Zellen ist das Puromycin-Resistenz-Gen Pac integriert.
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3 Nhe | 5-UTR
rCoIXVII-... BM40

Abb. 3.1: Der episomale Expressionsvektor

pCEP-Pu mit BM40-Signalsequenz [KOHLFELDTET
AL. 1997]

3.1.2 Klonierung der Kollagen XVII-Konstrukte

Fur die Amplifikation durch PCR mit entsprechenden Primern wurde als Template
humane cDNA, die fur Kollagen XVII codiert [GIUuDICEET AL. 1992], verwendet. Die
Numerierung der Nukleotide in der cDNA stimmt mit GiubicE ET AL. [1992] Uberein
(GenBank Acc.-Nr. M91669), wahrend die abgeleitete Proteinsequenz vom Methionin-
Startcodon (Position 36 in M 91669) gezahlt wurde.

Mit Hilfe der PCR wurden ein Kollagen XVII-Konstrukt in vollstandiger Lange (rColXVII-
VL, ntl-4596, Abb.3.2) und ein sehr kleines Konstrukt mit einem kurzen Stick der
intrazellularen NC16c-Domaéne, der Transmembranregion und der ersten nichtkollagen
extrazellularen Domane NC16a (rColXVII-F, nt 1374 - 1806, siehe Abb. 3.2) amplifiziert
und in den Vektor pCEP-Pu-BM40 einkloniert. Um die korrekten Amplifikationen zu
Uberprifen, wurde jeweils das gesamte Konstrukt sequenziert. Diese Konstrukte wurden
mir freundlicherweise von Frau Dr. Rosel Kretschmer-Kazemi Far, Institut fur Molekulare
Medizin der Universitat zu Libeck, zur Verfliigung gestellt.

Das Konstrukt rColXVII-E (nt 1374 - 2529, siehe Abb. 3.2), welches rColXVII-F um die
erste kollagene extrazellulare Doméane C15 erweitert, wurde in unserer Arbeitsgruppe von
Frau Gabriele Baines kloniert [noch nicht veroffentlicht, Daten in Vorbereitung].
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rColXVII - VL
™

intrazellulare Doméne l extrazellulare Doméane

ntl nt 4596

aal aa 1497
1 AT |

NC 102 NG oz (G Ca NCI

rColXVII - D H'I-I'I'
rColXVII - E a)-

rColXVII - F -))-

convi-ed =

rColXVII - fd a)—l-l-l—l-l-

I . kollagene Domanen C  m—

: nichtkollagene Doméanen NC

nt 1 — 4596 : 4596 bp
aa 1-— 1497 : 1497 aa

nt 3670 - 4596 : 926 bp
aa 1188 - 1497 : 309 aa

nt 1374 - 2529 : 1155 bp
aa 423 - 808 : 385 aa

nt 1374 - 1806 : 432 bp
aa 423-566: 144 aa

2081 bp
694 aa

1358 bp
454 aa

Abb. 3.2: Schematische Ubersicht der verwendeten rekombinanten Konstrukte des

humanen Kollagen XVIi

Die Konstrukte E, F, ed und fd enthalten neben einem kurzen Stiick der intrazellularen NC16c-Dom ane
und der Transmembranregion auch Teile der extrazellularen Doméne.

Die gesamte extrazellulare Doméne besteht aus einer Serie von 15 kollagenen Doménen (C1 bis C15,
dargestellt als hohe vertikale Boxen), die von nichtkollagenen Doménen (NC1 bis NC16a, dargestellt
als flacher Strich) unterbrochen werden. Die nichtkollagene Transmembranregion wird als NC16b und
die intrazellulare Doméne als NC16¢ bezeichnet.

Fiur die einzelnen Konstrukte sind die Nummern der Nukleotide und die entsprechenden Amino-
saurenpositionen (nt und aa, nach GenBank Acc.-Nr. M91669) sowie die Gesamtzahlen an
Basenpaaren (bp) und Aminosauren (aa) angegeben.

NC: nichtkollagene Domanen, TM: Transmembranregion (nt 1504 - 1572), C: kollagene Doménen,
rColXVII-...: rekombinantes Kollagen XViI-...

Als Ausgangsmaterial fur die Klonierung der Konstrukte rColXVIl-ed und rColXVII-fd
wurde das Vollangen-Konstrukt rColXVII-VL verwendet (Abb. 3.3). Zunéchst wurden
mittels PCR mit den in Tab. 3.1 angegebenen Primern die beiden Fragmente e und f
hergestellt, die sich von E und F durch das Fehlen des Stop-Codons am 3'-Ende
unterscheiden. Zusatzlich wurden durch die hierbei verwendeten Primer auf der 5'-Seite
eine Nhel- und auf der 3'-Seite eines Xbal- und eine Sall- Restriktionsschnittstelle in die
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Fragmente eingefihrt, die eine gerichtete Insertion der Fragmente in den Vektor
ermdglichten und fur die weitere Klonierung notwendig waren.

Die beiden amplifizierten Fragmente wurden anschlieRend mit den Endonukleasen Sall
und Nhel verdaut und praparativ mit dem Wizard aus einem Agarosegel aufgereinigt.

Der Vektor pCEP-Pu-BM40-VL wurde durch die Restriktion mit Nhel und Xhol so von
seinem Insert getrennt, daf3 das BM40-Signalpeptid im Vektor verblieben ist und ebenfalls
praparativ aus einem Agarosegel aufgereinigt, bevor das Fragment e bzw. f an das 3'-
Ende des BM40-Signalpeptids ligiert wurde. Durch die Ligation des Sall-3'-Ende des
Inserts an die kompatible  Xhol-Schnittstelle  des  Vektors fallt  diese
Restriktionsschnittstelle weg.

Die Vektoren pCEP-Pu-BM40-e und pCEP-Pu-BM40-f wurden dann in kompetente E.coli-
Zellen (INV110) transformiert und auf Agar-Platten kloniert. Von den UN-Kulturen der
gepickten Klone wurden Mini-Praparationen zur Plasmid-Gewinnung durchgefihrt und die
DNA mittels Restriktionsverdau charakterisiert. Die DNAs je eines positiven Klons wurden
durch Sequenzierung bestimmt. Die Sequenzen zeigten keine Abweichung zur
publizierten Sequenz [GiubicE ET AL. 1992] und korrekte in-frame-Insertion. Fiur die weitere
Klonierung wurden gréRere Plasmidmengen Uber Midi-Préaparationen isoliert.

Tab. 3.1: Primerpaare mit zuséatzlichen Restriktionsschnittstellen

Fragment Primersequenzen nt
rColXVIl-d s 5'-CCA CCT CTA GAC CCA GGC AAT GTG TGG TCC AGC ATC - 3'
Xbal 3670 -
4596

as b5- GGA TCC TCA CGG CTT GAC AGC AAT ACT TCT TC -3'
BamHI| Stop (926 bp)

rColXVil-e s 5-GTC GTAGGC TAG CAG ATA TCC ACA GCT ACA GCA GCAGTG-3'
Nhel EcoRV 1374 -
2529

as 5-TTAGGT CGA CTC TAG AAC GAT CTT GCC TGG AGC TCC TGG -3'
Sall Xbal (1155 bp)

rColXVIH s 5-GTC GTAGGC TAG CAG ATA TCC ACA GCT ACA GCA GCA GTG-3'
Nhel EcoRV 1374 -
1806

as b5-TTAGGT CGA CTC TAG ACCTCG GAGATTTCCATTTTCCTGTTCC -3'
Sall Xbal (432 bp)

nt: Nukleotide (und Lange) des zu amplifizierenden Fragments

Um im nachsten Schritt (Abb. 3.3) Uber die Xbal-Schnittstelle das Fragment d einzufigen,
muf3ten die Inserts BM40-e und BM40-f in einen Hilfsvektor umkloniert werden, da die
Xbal-Schnittstelle im pCEP-Pu-Vektor nicht unique ist.

Dafur werden die Konstrukte pCEP-Pu-BM40-e und pCEP-Pu-BM40-f mit HindlIll und
BamHI geschnitten und nach der Gelelution die Inserts BM40-e und BM40-f mit dem
Wizard aufgereinigt, bevor sie in den Hilfsvektor pGEM2 ligiert werden, der ebenfalls mit
Hindlll und BamHI geschnitten und gereinigt wurde. Die Transformation erfolgte wiederum
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in kompetente E.coli-Zellen. Positive Klone wurden, wie oben beschrieben, mit einem
Restriktionsverdau charakterisiert und fur die Ligation des Fragments d verwendet.

rColXVIl-d| Xbal

BamH |
Sal | Nhe | Hind Il BamH | Xba | Nhe | Hind 1l
rColXVll-e/-f BM40 | rColXVIl-e/-f BM40 |
Hind 1lI BamH I| [Hind I
Insert cut
— pGEM2
Hind Il / BamH |
BamH | Nhe Hind Il BamH | Nhe | Hind I
rColXVll-ed/-fd BM40 rColXVll-ed+fd BM40
BamH I| |Hind I BamH I| |Hind IlI
Insert cut
Hind Il / BamH |
S e
pGEM2 cut

EcoRV /Narl/Scal

Abb. 3.3: Klonierung der Konstrukte ed und fd

1. Schritt: Das Nhel/Sall-geschnittene Insert (e bzw. f) wurde in den Nhel/Xhol-geschnittenen Vektor pCEP-
Pu-BM40 ligiert.

2. Schritt: Das Insert wurde, verbunden mit dem BM40-Signalpeptid, mit Hindll/BamHI aus dem Vektor
ausgeschnitten und in den ebenfalls Hindlll/BamHI-geschnittenen Vektor pGEM2 ligiert.

3. Schritt: In das Konstrukt wurde dann das zusétzliche Insert d tiber eine Xbal/BamHI-Schnittstelle eingefligt.

4. Schritt: Das Insert BM40-ed bzw. BM40-fd wurde mit Hindlll/BamHI aus dem Vektor ausgeschnitten und in
den Hindlll/BamHI-geschnittenen Vektor pCEP ligiert. Fur diesen letzten Schritt mufte der Vektor pGEM2 mit
einem EcoRV/Narl/Scal-Verdau so zerkleinert werden, daf3 er beim Ligationsschritt nicht religieren wiirde.

Mit den in Tab. 3.1 angegebenen Primern wurde aus dem Template rColXVII-VL das
Fragment d mit einer Xbal-Schnittstelle am 5'-Ende und einer BamHI-Schnittstelle und
dem Stop-Codon am 3'-Ende amplifiziert. Nach der Restriktion mit den Endonukleasen
Xbal und BamHI und der Aufreinigung (Wizard) wird das Fragment in die ebenfalls mit
Xbal und BamHI geschnittenen Vektoren pGEM2-BM40-e und pGEM2-BM40-f ligiert
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(Abb. 3.3) und in kompetente E.coli (INV110) transformiert. Die Charakterisierung positiver
Klone erfolgte auch hier Giber Restriktionsverdaus.

Im letzten Schritt (Abb. 3.3) muf3ten die Fragmente BM40-ed und BM40-fd aus dem Vektor
pGEM wieder in den Vektor pCEP umkloniert werden. Dieser Schritt erwies sich als
unerwartet schwierig, da nach einer Auftrennung tber ein Agarosegel eine Klonierung des
Inserts in pCEP nicht mehr mdglich war. Daher wurde der Vektor pGEM mit einem
EcoRV-, Narl- und Scal-Verdau zerkleinert, nachdem das Insert durch einen BamHI- und
Hindlll Restriktionsverdau aus dem Vektor geschnitten wurde. Dieser nur mit dem Wizard
von seinen Restriktionsenzymen aufgereinigte Restriktionsansatz wurde mit einem
ebenfalls BamHI- und Hindlll-geschnittenen Vektor ligiert und in kompetente E.coli
(INV110) transformiert. Die Charakterisierung positiver Klone der Ligation pCEP-Pu-
BM40-ed und pCEP-Pu-BM40-fd wurde wiederum mit verschiedenen Restriktionsverdaus
erreicht. Zur Kontrolle wurde von beiden Konstrukten eine Sequenzierung durchgefihrt,
bei der die Sequenzen keine Abweichung zur erwarteten Sequenz [GIUDICE ET AL. 1992]
und keine Verschiebung des Leserasters aufwiesen, so dal die Plasmide pCEP-Pu-
BM40-ed und pCEP-Pu-BM40-fd fur die Kollagen XVII-Proteinfragmente rColXVIll-ed (aa
423 -808 und 1188 - 1497) und rColXVII-fd (aa 423 -566 und 1188 - 1497) codieren
(Abb. 3.2).

Den verwendeten Konstrukten wurde das BM40-Signalpeptid (siehe 3.1.1) vorgeschaltet,
um den rekombinanten Proteinen, die alle die Transmembran-Region enthalten, Sekretion
in das Zellkulturmedium und posttranslationale Modifikationen zu ermdglichen.

Das Design der Konstrukte im Bereich der 5-Region und die korrespondierende
Translation in Aminosauren ist in Tab. 3.2 angegeben.

Tab. 3.2: cDNA-Sequenzen der rekombinanten Kollagen XVII-Konstrukte im Bereich der
Abspaltungsstelle () des Signalpeptids und die korrespondierende Aminosauren-
translation (aa)

Konstrukt Sequenzen

rColXVII-E,ed cDNA ... GCA GCC CCG CTA GCA GAT ATC CAC AGC TAC AGC ...

aa .. Ala” Ala Pro Leu Ala Asp lle His Ser Tyr Ser ...
A _A P L A D I H S Y S.
BM40 Kollagen XVII %®
rColXVIl-F,fd cDNA ... GCA GCC CCG CTA GCA GAT ATC CAC AGC TAC AGC ...
aa .. Ala” Ala Pro Leu Ala Asp lle His Ser Tyr Ser...
A _A P L A D I H S Y S.
BM40 Kollagen XVII %®
rColXVII-VL cDNA ... GCA GCC CCG CTA GCA CCG GGG ATC CGT ATG GAT GTA ACC AAG ...
aa .. Ala” Ala Pro Leu Ala Pro Gly lle Arg Met Asp Val Thr Lys ..
A _A P L A P G | R M D V T K
BM40 Kollagen XVII %®
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3.1.3 Erzeugung transfizierter Zellinien

Die funf Expressionsvektoren pCEP-Pu-BM40-E, -F, -ed, -fd, und -VL, die fir die
verschiedenen rekombinanten Kollagen XVII-Fragmente E, F, ed, fd und VL codieren
(siehe Abb. 3.2), wurden dann benutzt, um humane Zellen zu transfizieren.

Der Vektor pCEP-Pu, der auch das Epstein-Barr-Virus EBNA-1-Gen fiir das Epstein-Barr-
Virus EBNA-1-Protein (Epstein-Barr nucleic antigen) tragt, bendtigt fur die extrachromoso-
male Replikation des Plasmids in Saugerzellen das EBNA-Protein. Daher wurden fiir die
Transfektionen 293-EBNA-Zellen (humane embryonale Nierenzellen, HEK-Zellen)
verwendet, eine Zellinie, in deren Genom das EBNA- und das Neomycin-Resistenz-Gen
integriert sind. Dadurch kommt es zu einer stabilen Expression des EBNA-Proteins. Die
Zellen sollten im Zellkultur-Medium unter der Zugabe von G418-Sulfat (Neomycin)
gehalten werden.

Diese Zellinie konnte fir die rekombinante Expression verschiedener extrazellularer
Proteine erfolgreich genutzt werden [BULLEID ET AL. 2000], da diese Zellen nur sehr wenig
endogenes extrazellulares Protein in das Zellkulturmedium exprimieren. Dies ist insofern
von Bedeutung, da alle zu exprimierenden rekombinanten Proteine die Transmembran-
region enthalten und zu erwarten ist, dal zumindest ein Teil von lhnen in die
Zellmembran eingebaut wird. Die Verbindung der Konstrukte mit dem heterologen BM40-
Signalpeptid sollte den Anteil der in das Kulturmedium sezernierten Proteine erhohen,
denn die Aufreinigung wird signifikant erleichtert, wenn eine relativ hohe Rate von
rekombinant exprimiertem Protein gegentiber endogenem Protein im Zellkulturmedium
vorliegt.

Weitere Vorteile der 293-EBNA-Zellen fir die Produktion von rekombinant exprimierten
Proteinen sind deren schnelles Wachstum und die feste Anhaftung an Kunststoff-
Oberflachen, die mehrere Zyklen von Mediuminkubation und Ernte zur Gewinnung von
konditioniertem Medium ermdglichen.

Da die Expressionsvektoren nach der Transfektion als extrachromosomale Episome
vorliegen, gibt es keine klonalen Unterschiede in den Expressionmustern, die durch eine
Integration in verschiedenen chromosomalen Bereichen verursacht sein kdnnte. Somit ist
es mdoglich, die Selektion fur die ganze transfizierte Zellpopulation durchzufihren. Das
Verfahren wurde fiur die Gewinnung von Kollagen XVII-Fragmenten, die Anteile der
Ektodoméne enthalten, bereits erfolgreich verwendet [AREIDA ET AL. 2001].

Die in Kap. 3.1.2 beschriebenen Konstrukte E, F, ed, fd, und VL wurden einzeln in 293-
EBNA-Zellen transfiziert. Es konnten keine Unterschiede in Zellform oder Wachstums-
charakteristik, verglichen mit untransfizierten (wild type-, wt-) 293-EBNA-Zellen,
beobachtet werden. Diese Zellinien wurden verwendet, um konditioniertes Medium zu
produzieren, aus dem die rekombinanten Kollagen XVIl-Fragmente fur die weiteren
Untersuchungen aufgereinigt werden sollten.
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Die auf einer Petrischale gewachsenen Zellen wurden mittels Calcium-Préazipitation
transfiziert. Nach der Transfektion wurde dem Zellkulturmedium G418-Sulfat zugesetzt.
Am zweiten Tag konnte die Selektion mit Puromycin mit der Initialdosis beginnen, am
vierten Tag wurde auf die Erhaltungsdosis reduziert. Nach etwa vier bis sechs Wochen
konnten die Kolonien auf eine Zellkulturflasche Uberfihrt werden. Die Zellen einer
konfluent bewachsenen Flasche wurden dann gesplittet, kryokonserviert und fur die
anstehenden Versuche verwendet.

Um den Erfolg der Transfektion zu kontrollieren, wurde die aus dem Plasmid transkribierte
RNA mittels RT-PCR nachgewiesen (3.2.1). Zur Uberpriifung der Translation von
Proteinen wurden Triton-Extrakte der Zellen (intrazellular) und TCA-Fallungen des
konditionieren Kulturmediums (extrazellular) angefertigt (3.2.2). Der Einbau der
Proteinfragmente in die Zellmembran wurde mit Immunfluoreszenz-Farbungen untersucht
(3.2.3).

3.2 Kontrolle der Zellen

3.2.1 Transfektion der Zellen: Nachweis der RNA mittels RT-PCR

Nach erfolgreicher Transfektion und Selektion von 293-EBNA-Zellen (siehe 3.1.3) mit den
Plasmiden, die fur das entsprechende Konstrukt (E, F, ed, fd, VL) codieren, wurde die
Transkription der Vektoren in den einzelnen Zellinien mittels RT-PCR untersucht. Auch
sollte ausgeschlossen werden, daf3 Wildtyp-(wt-)293-EBNA-Zellen  endogenes
Kollagen XVII transkribieren und translatieren.

Dazu wurde zunéchst eine Gesamt-RNA-Isolierung der einzelnen Zellinien durchgefihrt
(Kap. 2.3.2). Im Anschlul® an die Reverse Transkription der mRNA in cDNA erfolgte eine
PCR fur das Housekeeping-Gen GAPDH (1.1 kb) [Foss ET AL. 1998], die als Kontrolle fur
das Gelingen der RT durchgefiihrt wurde. Alle getesteten DNA zeigen die erwartete
Bande bei 1.1 kb (Abb. 3.4).

Die PCR fir den Bereich des Fragments rColXVIl-f (nt 1374 - 1806: 432 bp) wurde
durchgefihrt, um den zentralen Teil des Kollagen XVII mit der Transmembranregion und
der NC16a-Doméane mit den Coiled-Coil-Strukturen nachzuweisen.

Alle Zellinien, die die Plasmide fir die rekombinanten Kollagen XVII-Fragmente
rColXVII-E, -F, -ed, -fd, und -VL enthalten, sollten die RT-PCR-Bande bei 432 bp zeigen,
nicht jedoch die wt-293-EBNA-Zellen.

Die PCR fur den Bereich des Fragments rColXVII-d (nt 3670 - 4596: 926 bp) erfolgte, um
bei den langeren Fragmenten ed, fd und VL auch das C-terminale Ende (d) nachzuweisen
und so die Vollstandigkeit der Proteine zu gewabhrleisten.
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Alle rekombinanten Kollagen XVII-Fragmente enthalten den Anteil von f (nt 1374 - 1806:
432 bp), in der Bande knapp unter 0.5 kb zu sehen.

Zusatzlich konnte in den Zellinien fir rColXVll-ed, rColXVII-fd und rColXVII-VL das G
terminale Ende d (nt 3670 - 4596: 926 bp) in der Bande knapp unter 1.0 kb nachgewiesen
werden.

Mit den PCR fiir Kollagen XVII konnte gezeigt werden, daf3 alle transfizierte Zellinien das
Plasmid tragen und das Insert transkribiert wird.

Die 293-EBNA-wt-Zellen sind negativ fir beide Fragmente, aber positiv fir GAPDH. Wie

zu erwarten war, scheint kein endogenes Kollagen XVII vorzuliegen, was mit den weiteren
Versuchen noch bestétigt werden sollte.

kB M wt E F ed fd VL

i

30
20 ===
16
— — e e s — GAPDH
1.0 — e we — [COLXMI-d
0.5

— T — — — CoLMI -f

Abb. 3.4: RT-PCR der transfizierten 293-EBNA-Zellen

Zum Nachweis der Transkription des entsprechenden Plasmids und dem Ausschluf
von endogenem Kollagen XVII in wt-293-EBNA-Zellen wurde eine RT-PCR fir das
Housekeeping-Gen GAPDH (1.1 kb) [Foss ET AL. 1998] und fir die Fragmente rColXVII-
f(nt1374 - 1806: 432 bp) und rColXVII-d (nt 3670 - 4596: 926 bp) durchgefihrt.

Alle Zellen zeigen die Bande fir das Housekeeping-Gen GAPDH. In allen transfizierten
(plasmidtragenden) 293-EBNA-Zellinien wird das Insert transkribiert. Die Wildtyp-(wt-)
293-EBNA-Zellen sind negativ fir beide untersuchten Fragmente von Kollagen XVII.

M: Marker, wt: Wildtyp-293-EBNA-Zellen, E: rColXVII-E, F: rColXVII-F, ed: rColXVll-ed,
fd: rColXVII-fd, VL: rColXVII-VL.
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3.2.2 Translation der rekombinanten Proteine: Triton-Extrakte und TCA-
Fallung

Zur Uberpriifung der Translation von Proteinen wurden Triton-Extrakte zum AufschluR der
Zellen (Nachweis intrazellularer Proteine) und TCA-Féllungen des konditionieren
Kulturmediums (Nachweis extrazellularer Proteine) angefertigt. Die TCA-Féallungen des
Mediums dienten zusatzlich der Abschatzung, ob das Medium ausreichend
rekombinantes Protein fir die Aufreinigung mit Ultrafiltration und FPLC enthalt.

Durch den Vergleich der Banden im Western-Blot bzw. auf dem Rdntgenfilm zwischen der
TCA-Fallung und dem Triton-Extrakt sollte auch der Versuch gemacht werden, das
Mengenverhaltnis von sezerniertem (TCA-Fallung) zu nicht-sezerniertem Protein (Triton-
Extrakt) abzuschatzen.

Reprasentative Ergebnisse der Western-Blots der Triton-Extrakte und der TCA-Fallungen
des zugehdrigen konditionierten Mediums sind in Abb. 3.5 und Abb. 3.6 dargestellt.

Abb. 3.5 zeigt die Ponceau S-Farbung des Western-Blots und den belichteten Rontgenfilm
des Triton-Extraktes aller Protein-Fragmente. Als Kontrolle wurden wt-293-EBNA-Zellen
eingesetzt.

Die Ponceau S-Farbung verdeutlicht, dal3 sich bei Auftragung gleicher Extrakt-Mengen
auch etwa gleiche Mengen an endogenen Zellproteinen im Extrakt befinden. Die durch
den NC16a-Antikorper verursachten Farbungen im Rontgenfilm dagegen variieren stark.
Die Bande fur rColXVII-E ist um ein Vielfaches starker als fur rColXVII-F. Die kalkulierten
Molekulargewichte der verschiedenen rekombinanten Kollagen XVIl-Fragmente sind in
Tab. 3.3 angegeben. Diese Werte korrespondieren gut mit den auf dem Film
geschwarzten Banden.

Tab. 3.3:  Molekulargewichte (MW) der rekombinanten Kollagen XVII-

Fragmente
Konstrukt MW [kD]
rColXVII-E 38
rColXVII-F 16
rColXVll-ed 69
rColXVII-fd 47

rColXVIl-VL 180 (120 *)

* Ektodomane

In Abb. 3.6 sind die Ponceau S-Farbung des Western-Blots und der belichtete Rontgenfilm
der TCA-Fallung des Mediums aller transfizierten 293-EBNA-Zellen und wt-293-EBNA-
Zellen dargestellt. Auch hier wurden die gleichen Mengen aufgetragen. Die Ponceau S-
Farbung ist wiederum vergleichbar stark fir die verschiedenen Fragmente, wahrend die
Banden im Rontgenfilm sehr unterschiedlich stark ausgepragt sind, was besonders
rColXVII-E betrifft.
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M wt E F ed fd VL wt E F ed fd VL
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Abb. 3.5: Nachweis der intrazellularen rekombinanten Proteine: Triton-Extrakte

Die Ponceau S-Farbung des Western-Blot (links) zeigt in etwa gleiche Mengen an endogenen
Zellproteinen im Extrakt. Die vom AK NC16a verursachte Farbung des belichteten Rontgenfilms
(rechts) dagegen variiert stark trotz des Auftragens gleicher Extraktmengen. Als Kontrolle wurden
wt-293-EBNA-Zellen verwendet.

M: Marker, wt: wild-typ 293-EBNA-Zellen, E: rColXVII-E (38 kD), F: rColXVII-F (16 kD), ed:
rColXVll-ed (69 kD), fd: rColXVII-fd (47 kD), VL: rColXVII-VL (180 kD).

M wt E F ed fd VL wi E F ed fd V0L
180 — : T
12 _E b
84 = ﬂ = -
66 ¥ ol
50 = 20—
39 = 40 — r
28 - 30 —
- '1. I.‘
16w - i o 4 _

Abb. 3.6: Nachweis der extrazellularen rekombinanten Proteine: TCA-Féallungen

Die Ponceau S-Farbung des Western-Blot (links) zeigt in etwa gleiche Mengen an endogenen
Zellproteinen im Kulturmedium. Die vom AK NC16a verursachte Farbung des belichteten
Rontgenfilms (rechts) dagegen variiert stark trotz des Auftragens gleicher Mengen der TCA-Fallung
des Mediums. Als Kontrolle wurden wt-293-EBNA-Zellen verwendet.

M: Marker, wt: wild-typ 293-EBNA-Zellen, E: rColXVII-E (38 kD), F: rColXVII-F (16 kD), ed:
rColXVIll-ed (69 kD), fd: rColXVII-fd (47 kD), VL: rColXVII-VL (180 kD).

60



ERGEBNISSE

Bei Wiederholung der Versuche fielen die Banden wiederum unterschiedlich stark
zwischen den einzelnen Fragmenten aus. Beim gleichen Protein kommt es auf3erdem zu
verschieden starken Banden in den einzelnen Experimenten. Die Zellen translatieren und
sezernieren das rekombinante Protein nicht konstant Uber die Zeit, es kommt zu
variierenden Mengen bei gleicher Inkubationsdauer und gleichem Zeitpunkt der
Versuchsfiihrung. Auch waren in den ersten drei Tagen andere Mengen nachzuweisen
als in den nachsten drei Tagen.

Eine Abschétzung der Mengenverhéaltnisse zwischen sezerniertem und nicht-sezerniertem
Protein war aus diesem Grunde nicht mdglich.

3.2.3 Indirekte Immunfluoreszenz-Farbungen: Kollagen XVII

Um zu Uberpriufen, ob die Kollagen XVII-Proteinfragmente trotz des BM40-Signalpeptids
in die Zellmembran der 293-EBNA-Zellen eingebaut werden, wurden Immunfluoreszenz-
Farbungen gegen die erste nichtkollagene extrazellulare Domane NC16a durchgefinhrt.
Als Negativ-Kontrolle wurden wt-293-EBNA-Zellen verwendet.

Wenn die Proteinfragmente mit ihrer Transmembranregion in die Zellmembran eingebaut
werden, befindet sich die Antikbrperbindungsstelle NC16a extrazellular und kann somit
durch die Immunfluoreszenz -Farbung detektiert werden.

Bei allen transfizierten Zellinien 293-EBNA-rColXVII-E, -F, -ed, -fd und -VL erkennt man
einen deutlichen fluoreszierenden "Ring" im Bereich der Zellmembran. Die rekombinanten
Proteine werden in die Zellmembran eingebaut, daher ist die Immunfluoreszenz-Farbung
im Bereich der Zellmembran verstarkt.

Bei der Negativkontrolle, den wt-293-EBNA-Zellen, ist diese verstarkte ringformige
Farbung nicht zu beobachten.

Die transfizierten Zellen sind in unterschiedlichem Mal3e gefarbt. Nicht alle Zellen tragen
die charakteristische Ringfarbung. Das deutet darauf hin, dal’ die rekombinanten Proteine
teilweise durch das BM40-Signalpeptid sezerniert und teilweise trotz des Signalpeptids in
die Zellmembran eingebaut werden.
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293-rColXVII-E 293-rColXVII-F

293-rColXVIl-ed 293-rColXVII-fd

293-rColXVII-VL 293-wt

Abb. 3.7: Immunfluoreszenz-Farbungen

Bei allen transfizierten 293-EBNA-Zellen rColXVII-E, -F, -ed, -fd und -VL erkennt man einen
deutichen fluoreszierenden "Ring" im Bereich der Zellmembran. Die rekombinanten Proteine
werden in die Zellmembran eingebaut und die Antikdrperbindungsstelle NC16a befindet sich
extrazellular, daher ist die Immunfluoreszenz-Farbung im Bereich der Zellmembran verstéarkt.
Die als Negativkontrolle herangezogenen wt-293-EBNA-Zellen zeigen diese charakteristische
Féarbung im Bereich der Zellmembran nicht.
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3.3 Indirekte Immunfluoreszenz-Farbungen: Integrine

Um die hier verwendete 293-EBNA-Zellinie auf ihre Eignung fur spatere Bindungsstudien
zu Uberprifen, wurden Immunfluoreszenz-Farbungen von wt- und transfizierten 293-
EBNA-Zellen gegen die Integrin-Untereinheiten a6 und b4 durchgefuhrt. Da diese
Bindungsstudien auch mit Integrinen durchgefiihrt werden sollen, missen bei den 293-
EBNA-Zellen endogene a6- und b4-Integrine ausgeschlossen werden.

Als Positiv-Kontrolle wurden humane Keratinozyten herangezogen, als transfizierte Zellen
wurden in diesen Immunfluoreszenzfarbungen 293-EBNA-F und -VL verwendet.

Die Keratinozyten-Zellverbande sind Uberwiegend im Bereich der Zellmembran stark
angefarbt, jedoch sind z.T. auch intrazellulare Bereiche markiert (Abb. 3.8). Da sich die
Integrine vorwiegend im Bereich der Zellmembran befinden, fallt die Anfarbung in diesem
Bereich und in dieser Starke wie erwartet aus.

Bei den transfizierten wie auch bei den untransfizierten 293-EBNA-Zellen erkennt man nur
eine sehr schwache unspezifische Farbung der Zellen, die sich gleichmafiig tUber die
gesamte Zelle erstreckt (Abb.3.9). Im Vergleich mit den deutlich angefarbten
Keratinozyten sind die untransfizierten und auch die transfizierten 293-EBNA-Zellen
negativ sowohl fur a6- als auch fur b4-Integrine.

Keratinozyten: a6 Keratinozyten: b4

Abb. 3.8: Indirekte Immunfluoreszenz-Farbungen von Keratinozyten gegen
Integrine a6 und b4 (Positivkontrolle)
Die Keratinozyten-Zellverb&nde sind hauptséachlich im Bereich der Zellmembran stark angefarbt, aber

auch im intrazelluldaren Bereich markiert. Da sich die Integrine vorwiegend im Bereich der Zellmembran
befinden, ist diese Anfarbung gegen ? 6- und ? 4-Integrine wie erwartet positiv in Keratinozyten.
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293-wt: ab 293-wt: b4

293-F: a6 293-F: b4

293-VL: a6 293-VL: b4

Abb. 3.9: Indirekte Immunfluoreszenz-Farbungen von untransfizierten und
transfizierten (F und VL) 293-EBNA-Zellen gegen Integrine a6 und b4

Bei den untransfizierten Wildtyp- wie auch bei den transfizierten 293-EBNA-Zellen (hier F
und VL) erkennt man nur eine schwache unspezifische Farbung, die sich gleichmafig tber
die Zelle erstreckt. Verglichen mit den Keratinozyten sind diese Zellen in der indirekten
Immunfluoreszenz negativ fur a6- und b4-Integrine.
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3.4 Aufreinigung des konditionierten Mediums der rekombinan-
ten Kollagen XVII-Fragmente

Das konditionierte Medium mit den rekombinanten Kollagen XVII-Fragmenten wurde, wie
in Kap. 2.5 beschrieben, durch Ultrafiltration konzentriert und fir die FPLC im
entsprechenden Puffer dialysiert.

3.4.1 rColXVII-F

Der kalkulierte isoelektrische Punkt fiir rColXVII-F betragt 6.15. Aus diesem Grund wurde
fir den ersten Schritt der Aufreinigung mittels lonenaustausch-Chromatographie eine
Anionentauschersaule (HiTrap Q) in Verbindung mit einem Tris-HCI-Puffer (pH 8.8)
gewahlt. Die rekombinanten Proteinfragmente wurden vollstdndig an das Saulenmaterial
gebunden und konnten mit 125 - 165 mM NacCl eluiert werden (Abb. 3.10). Ein Grof3teil der
kontaminierenden Proteine eluieren bei anderen NaCl-Konzentrationen.

Mit SDS-Gelelektrophorese, Western-Blot und Antikorper-Detektion konnten die
Fraktionen detektiert werden, die rColXVII-F (MW: 16 kD) enthalten. Da diese Proben fir
weitere Untersuchungen noch zu stark durch andere Proteine verunreinigt waren, wurden
die 4 positiven Fraktionen 9- 12 gepoolt, konzentriert (siehe Kap. 2.5) und durch eine
Gelfiltration (Superose 12) weiter aufgereinigt (Abb. 3.11). Die Elution des rColXVII-F
erfolgte frih in den Fraktionen 11 und 12. Auch hier erfolgte die Detektion durch
Immunobilot.

Diese Fraktionen mit dem rekombinanten Kollagen XVII-F wurden fir die weiteren
Untersuchungen verwendet.

3.4.2 rColXVIl-fd

Far rColXVII-fd (MW: 47 kD) ergab die Berechnung des isoelektrischen Punktes 6.4. Aus
diesem Grund wurde das gleiche Aufreinigungs-Schema wie fur rColXVII-F verwendet.
Die rekombinanten Fragmente konnten mit 236 - 250 mM NacCl eluiert werden (Abb. 3.12),
im Vergleich zu rColXVII-F also bei héheren Konzentration von NacCl.

Im Anschlul? wurde auch hier eine Gelfiltration der konzentrierten Proben 17 bis 19
durchgefihrt. Die Elution erfolgte im Vergleich zu rColXVII-F deutlich spéater in den
Fraktionen 19 und 20 (Abb. 3.13).
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Abb. 3.10: Chromatogramm (oben), Ponceau-Farbung des Western-Blot (links) und
Rontgenfilm (rechts) der lonenaustausch-Chromatographie (IEC) fur rColXVII-F

Das Chromatogramm der lonenaustausch-Chromatographie (IEC, oben) zeigt die Absorption durch die Elution
der gebundenen Proteine bei einer Wellenldnge von 280 nm (blau) und einem Anstieg des Salzgradienten
(gruin). Die Fraktionen (rot) wurden mit Western-Blot (links) und Antikérper-Detektion (NC16a) im Rontgenfilm
(rechts) untersucht. Die positiven Fraktionen 9 bis 12 (Bande bei 16 kD, siehe Pfeil), deren Proteine bei einem
Gradienten von 125 - 165 mM NaCl eluierten, wurden gepoolt und weiter aufgereinigt.
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Abb. 3.11: Chromatogramm (oben), Ponceau-Farbung des Western-Blot (links) und
Rontgenfilm (rechts) der Gelfiltration fur rColXVII-F

Das Chromatogramm der Gelfiltration (oben) zeigt die Absorption durch die Proteine bei einer Wellenlange
von 280 nm (blau). Die Fraktionen (rot) wurden auch hier mit Western-Blot (links) und Antikérper-Detektion
(NC16a) im Rontgenfilm (rechts) untersucht. Die positiven Fraktionen 11und 12 (Bande bei 16 kD, siehe Pfeil),
enthielten das rekombinante Kollagen XVII-F, mit denen die weiteren Untersuchungen durchgefuhrt wurden.
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Abb. 3.12: Chromatogramm (oben), Ponceau-Farbung des Western-Blot (links) und
Rontgenfilm (rechts) der lonenaustausch-Chromatographie (IEC) fur rColXVII-fd

Das Chromatogramm der lonenaustauscher-Chromatographie (IEC, oben) zeigt die Absorption durch die
Elution der gebundenen Proteine bei einer Wellenlange von 280 nm (blau) und einem Anstieg des
Salzgradienten (gruin). Die Fraktionen (rot) wurden mit Western-Blot (links) und Antikdrper-Detektion (NC16a)
im Rontgenfilm (rechts) untersucht. Die positiven Fraktionen 17 bis 19 (Bande bei 47 kD, siehe Pfeil), deren
Proteine bei einem Gradienten von 236 - 250 mM NacCl eluierten, wurden gepoolt und weiter aufgereinigt.
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Abb. 3.13: Chromatogramm (oben), Ponceau-Farbung des Western-Blot (links) und Ront-
genfilm (rechts) der Gelfiltration fur rColXVII-fd

Das Chromatogramm der Gelfiltration (oben) zeigt die Absorption durch die Proteine bei einer Wellenlange
von 280 nm (blau). Die Fraktionen (rot) wurden auch hier mit Western-Blot (links) und Antikérper-Detektion
(NC16a) im Rontgenfilm (rechts) untersucht. Die positiven Fraktionen 19 und 20 (Bande bei 47 kD, siehe
Pfeil), enthielten das rekombinante Kollagen XVII-fd, mit denen die weiteren Untersuchungen durchgefuhrt

wurden.
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3.4.3 rColXVll-ed

Der kalkulierte isoelektrische Punkt fir rColXVIl-ed (MW: 69 kD) betragt 8.7. Fur den
ersten Schritt der Aufreinigung mittels lonenaustausch-Chromatographie sollte daher
zunachst eine Kationentauschersaule (HiTrap SP) mit einem NaAc-Puffer (pH 4.8)
verwendet werden.

Bei der vorhergehenden Dialyse des durch Ultrafiltration aufkonzentrierten Mediums bei
einem pH von 4.8 kam es jedoch zu einem starken Ausfall von Proteinen @bb. 3.14).
Nach einem Zentrifugationsschritt, mit dem das Dialysat in den Uberstand "Konzentrat"
und das ausgefallene Prazipitat "Pellet" getrennt werden konnte, wurden die beiden
Fraktionen im Western-Blot auf die rekombinanten Kollagen XVII-Fragmente rColXVIl-ed
untersucht. Dabei zeigte sich, daR die Fragmente sowohl im Uberstand geldst als auch im
Pellet ausgefallen vorliegen, was eine Aufreinigung deutlich erschwert und die zu
erhaltenden Mengen reduziert.

M  Konz Peliet Konz Pellet

—

ig - *iﬁiﬂkﬂ

Abb. 3.14: rColXVll-ed-Fragmente

Ponceau-Farbung des Western-Blot (links) und
Rontgenfilm (rechts) der beiden Fraktionen "Konzentrat"
und "Pellet" nach der Dialyse bei pH 4.8 und der
Zentrifugation (Bande bei 69 kD, siehe Pfeil).
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Konzentrat

Die im Uberstand "Konzentrat" vorhandenen Fragmente wurden wie geplant iiber die
Kationentauschersaule aufgereinigt und konnten bei einer NaCl-Konzentration von 220 -
250 mM eluiert werden (Abb. 3.15).

Dem zweiten Reinigungsschritt der Gelelution (Superose 12) wurden die konzentrierten
positiven Fraktionen 22 - 25 unterzogen. Die Elution erfolgte in Fraktion 20, jedoch
konnten im Western-Blot nur noch Spuren der rColXVIl-ed-Fragmente nachgewiesen
werden (Abb. 3.16).

Pellet

Die im Préazipitat "Pellet" nachgewiesenen Fragmente missen vor einer Aufreinigung erst
wieder in Losung gebracht werden. Dazu wurde der pH-Wert mit NaOH angehoben, bis
das Pellet bei pH 9 vollstandig resuspendiert war. Die Suspension wurde erneut dialysiert,
diesmal jedoch in einem Tris-HCI-Puffer bei einem pH-Wert von 9.6, bevor die
lonenaustausch-Chromatographie mit einer Anionentauscher-Saule (HiTrap Q, pH 9.6)
durchgefuhrt wurde. Die rekombinanten Proteinfragmente konnten mit 246 - 278 mM NaCl
eluiert werden (Abb. 3.17). Die positiven Fraktionen konnten im Immunoblot nur sehr
schwach nachgewiesen werden. Auch hier wurden im Anschlufd die positiven Fraktionen
19 und 20 gepoolt, konzentriert und in einem zweiten Schritt mit Gelfiltration
(Superose 12) weiter aufgereinigt. Die Elution erfolgte in Fraktion 19 (Abb. 3.18).

Durch den sauren pH (4.8) bei der Dialyse vor der geplanten Kationenaustauscher-
Chromatographie kommt es zum Ausfallen eines Grof3teils der Proteine. In diesem
Préazipitat finden sich auch Anteile der rekombinanten rColXVll-ed-Fragmente. Mit den
verschiedenen Aufreinigungsschritten kommt es zu grof3en Verlusten der rekombinanten
Proteine, so dal3 diese Methode der Aufreinigung optimiert werden muf3te.

Aus diesem Grund wurde versucht, die rekombinanten Proteine durch eine hydrophobe
Interaktions-Chromatographie zu separieren, wobei der hydrophobe Proteinbereich der
Transmembran-Region an das S&ulenmaterial binden und mit einem absteigenden
Salzstufengradienten eluiert werden sollte. Die rekombinanten Proteine banden jedoch
nicht ausreichend an das Saulenmaterial, und konnten schon im Durchlauf und nicht im
Eluat nachgewiesen werden.

Da die Aufreinigung der rColXVll-ed-Fragmente mittels Anionenaustauscher-
Chromatographie den grof3ten Erfolg hatte, wurden die konzentrierten Medien mit den
rekombinanten rColXVIl-ed-Fragmenten im folgenden in Anlehnung an das oben
ermittelte Protokoll aufkonzentriert: Dialyse in Tris-HCI, pH 10 und Anionenaustauscher-
Chromatographie (HiTrap Q) bei pH 10. Die Elution erfolgte bei einer NaCl-Konzentration
von 70 - 125 mM (Abb. 3.19). Um die Verunreinigungen durch andere Proteine fur die
folgenden Untersuchungen zu verringern, wurden die 5 positiven Fraktionen 5-9
wiederum gepoolt, konzentriert und durch eine Gelfiltration (Superose 12) weiter
aufgereinigt (Abb. 3.20). Die Elution erfolgte frih in den Fraktionen 12 bis 14 Auch hier
erfolgte die Detektion durch Immunoblot.
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Abb. 3.15: Chromatogramm (oben), Ponceau-Farbung des Western-Blot (links) und Ront-
genfilm (rechts) der lonenaustausch-Chromatographie (IEC) fur das rColXVll-ed-Konzentrat

Das Chromatogramm der lonenaustauscher-Chromatographie (IEC, oben) zeigt die Absorption durch die
Elution der gebundenen Proteine bei einer Wellenlange von 280 nm (blau) und einem Anstieg des
Salzgradienten (griin). Die Fraktionen (rot) wurden mit Western-Blot (links) und Antikdrper-Detektion (NC16a)
im Rontgenfilm (rechts) untersucht. Die positiven Fraktionen 22 bis 25 (Bande bei 69 kD, siehe Pfeil), deren
Proteine bei einem Gradienten von 220 - 250 mM NacCl eluierten, wurden gepoolt und weiter aufgereinigt.
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Abb. 3.16: Chromatogramm (oben), Ponceau-Farbung des Western-Blot (links) und Ront-
genfilm (rechts) der Gelfiltration fir das rColXVll-ed-Konzentrat

Das Chromatogramm der Gelfiltration (oben) zeigt die Absorption durch die Proteine bei einer Wellenlange
von 280 nm (blau). Die Fraktionen (rot) wurden auch hier mit Western-Blot (links) und Antikdrper-Detektion
(NC16a) im Rontgenfilm (rechts) untersucht. In Fraktion 20 konnten allerdings nur noch Spuren der rColXVII-
ed-Fragmente (siehe Pfeil) nachgewiesen werden.
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Abb. 3.17: Chromatogramm (oben), Ponceau-Farbung des Western-Blot (links) und Ront-
genfilm (rechts) der lonenaustausch-Chromatographie (IEC) fur das rColXVll-ed-Pellet

Das Chromatogramm der lonenaustauscher-Chromatographie (IEC, oben) zeigt die Absorption durch die
Elution der gebundenen Proteine bei einer Wellenlange von 280 nm (blau) und einem Anstieg des
Salzgradienten (griin). Die Fraktionen (rot) wurden mit Western-Blot (links) und Antikdrper-Detektion (NC16a)
im Rontgenfilm (rechts) untersucht. Die positiven Fraktionen 19 und 20 (Bande bei 69 kD, siehe Pfeil), deren
Proteine bei einem Gradienten von 246 - 278 mM NacCl eluierten, wurden gepoolt und weiter aufgereinigt.
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Abb. 3.18: Chromatogramm (oben), Ponceau-Farbung des Western-Blot (links) und Rdnt-
genfilm (rechts) der Gelfiltration fur das rColXVll-ed-Pellet

Das Chromatogramm der Gelffiltration (oben) zeigt die Absorption durch die Proteine bei einer Wellenlédnge
von 280 nm (blau). Die Fraktionen (rot) wurden auch hier mit Western-Blot (links) und Antikérper-Detektion
(NC16a) im Rontgenfilm (rechts) untersucht. Die positive Fraktion 19 (Bande bei 69 kD, siehe Pfeil) enthielt
das rekombinante Kollagen XVIled.
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Abb. 3.19: Chromatogramm (oben), Ponceau-Farbung des Western-Blot (links) und Ront-
genfilm (rechts) der lonenaustausch-Chromatographie (IEC) fiir rColXVll-ed

Das Chromatogramm der lonenaustauscher-Chromatographie (IEC, oben) zeigt die Absorption durch die
Elution der gebundenen Proteine bei einer Wellenldange von 280 nm (blau) und einem Anstieg des
Salzgradienten (grun). Die Fraktionen (rot) wurden mit Western-Blot (links) und Antikdrper-Detektion (NC16a)
im Rontgenfilm (rechts) untersucht. Die positiven Fraktionen 5 bis 9 (Bande bei 69 kD, siehe Pfeil), deren
Proteine bei einem Gradienten von 70 - 125 mM NacCl eluierten, wurden gepoolt und weiter aufgereinigt.
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Abb. 3.20: Chromatogramm (oben), Ponceau-Farbung des Western-Blot (links) und Ront-

genfilm (rechts) der Gelfiltration fir rColXVll-ed

Das Chrom atogramm der Gelfiltration (oben) zeigt die Absorption durch die Proteine bei einer Wellenlange
von 280 nm (blau). Die Fraktionen (rot) wurden auch hier mit Western-Blot (links) und Antikérper-Detektion
(NC16a) im Rontgenfilm (rechts) untersucht. Die positiven Fraktionen 12 bis 14 (Bande bei 69 kD, siehe Pfeil)
enthielten das rekombinante Kollagen XVII-ed, mit denen die weiteren Untersuchungen durchgefihrt wurden.
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3.4.4 rColXVII-VL

Aufgrund der problematischen Aufreinigung der rekombinanten Fragmente rColXVll-ed
und dem vergleichbaren pl der rekombinanten Kollagen XVIl-Vollangen-Proteine
rColXVII-VL (mW: 180 kD) von 8.9 wurden mit geringen Mengen des durch Ultrafiltration
konzentrieren Mediums zunachst die optimalen Bedingungen (Puffer und pH-Wert flr die
lonenaustauscher-Chromatographie) ermittelt (Abb. 3.21).

Bei der Dialyse des konzentrierten Mediums in NaAc-Puffer bei einem pH-Wert von 4.8
fur die Kationenaustauscher-Chromatographie kommt es wie erwartet wieder zum
Ausfallen von Proteinen. Im Immunoblot kénnen die rColXVII-VL-Proteine ausschlief3lich
im Pellet nachgewiesen werden.

Bei der Verwendung von Tris-HCI-Puffer (pH 10) fur die Dialyse vor der
Anionenaustausch-Chromatographie wie auch bei HEPES-Puffer (pH 7.6) fur die Dialyse
vor der Kationenaustausch-Chromatographie kommt es zu keinem Ausfallen von
Proteinen. Die rekombinanten rColXVII-VL-Proteine kbénnen im Immunoblot nachgewiesen
werden.

In allen Dialysemedien gleich ist das Auftreten nicht nur der 180 kD-Bande fiir das VL-
Protein, sondern auch immunoreaktive Banden bei 120 sowie 60 kD, was auf verklrzte
Anteile der Ektodomé&ne hindeutet.

M 1 2 3a 3b 1 2 3a 3b
180 13&—
120 £ a!
25 - A 35— - 3 1
60 s ...1.‘ e
50 =

e .. .|
—

;“

Abb. 3.21: Einstellung optimaler Bedingungen fir die Aufreinigung von
rColXVII-VL

Ponceau-Farbung des Western-Blot (links) und Roéntgenfiim (rechts) des in
verschiedenen méglichen Puffern dialysierten Mediums von rColXVII-VL.

Die Dialyse in Tris-HCI-Puffer, pH 10 (1) und HEPES-Puffer, pH 7.6 (2) verlief
problemlos. In 1 und 2 sind die Uberstande nach der Dialyse aufgetragen, in der die
erwarteten Banden bei 180 kD (Vollangen-Protein) und 120 kD (entspricht der Gro3e
der Ektodoméane von Kollagen XVII) sowie eine weitere Bande bei 60 kD (siehe Pfeile)
zu sehen sind.

Bei der Dialyse in NaAc, pH 4.8 jedoch kommt es wie bei rColXVIl-ed zum Ausfallen der

Proteine. 3a zeigt den Uberstand ohne Proteine und 3b die im Pellet ausgefallenen
Proteine, die sich nur schwer weiter aufreinigen lassen
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Um maoglichen Schaden durch Aufreinigungs- und andere Prozesse zu minimieren und
die Proteine bei moglichst neutralem pH aufzureinigen und um den pl von 8.9
einzubeziehen, wurde der HEPES-Puffer (pH 7.6) in der Kationenaustausch-
Chromatographie (HiTrap SP) verwendet. rColXVII-VL-Fragmente von 120 und 100 kD
konnten mit 97 - 125 mM NacCl eluiert werden, das Vollangen-Konstrukt von 180 kD ist
nicht mehr nachzuweisen und vermutlich in kleinere Bestandteile zerfallen (Abb. 3.22).

Da die positive Fraktion 7 verhaltnismaRig sauber vorlag, wurde auf einen zweiten
Reinigungsschritt durch Gelelution, bei dem es zu Verlusten an Protein kommen wirde,
verzichtet.

3.45 rColXVII-E

Die Daten fiir rColXVII-FE wurden von G. Baines, S. Areida und D. Korte erhoben
[VEROFFENTLICHUNG IN VORBEREITUNG].
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Abb. 3.22: Chromatogramm (oben), Ponceau-Farbung des Western-Blot (links) und R&nt-
genfilm (rechts) der lonenaustausch-Chromatographie (IEC) fur das rColXVII-VL-Konzentrat

Das Chromatogramm der lonenaustauscher-Chromatographie (IEC, oben) zeigt die Absorption durch die
Elution der gebundenen Proteine bei einer Wellenlange von 280 nm (blau) und einem Anstieg des
Salzgradienten (grun). Die Fraktionen (rot) wurden mit Western-Blot (links) und Antikdrper-Detektion (NC16a)
im Rontgenfilm (rechts) untersucht. Die in den positiven Fraktionen 7 bis 9 (Banden bei 120 und 100 kD, siehe
Pfeile) vorliegenden Proteine wurden bei einem Gradienten von 97 - 125 mM NacCl eluiert. Da die positive
Fraktion 7 verhdltnismaRig sauber vorlag, wurde auf einen weiteren Reinigungsschritt durch Gelelution
verzichtet.
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3.5 Charakterisierung der rekombinanten Kollagen XVII-Frag-
mente

Um die rekombinanten Kollagen XVII-Fragmente biochemisch und biophysikalisch zu
charakterisieren, wurden Analysen durch Trypsin-vermittelten Proteinabbau, CD-
Spektroskopie und Elektronenmikroskopie angewandt.

3.5.1 Trypsin-vermittelter Proteinabbau (Trypsin-Verdau)

Fuar alle rekombinanten Kollagen XVII-Konstrukte wurde eine Konformationsanalyse durch
einen trypsin-vermittelten Proteinabbau durchgeftihrt.

Dabei kann die Denaturierung der tripelhelikalen Regionen der Kollagen XVII-Fragmente
bei verschiedenen Temperaturen durch die Aufzeichnung der Degradation des Proteins
durch das Trypsin ermittelt werden.

Die Ergebnisse aus diesem Versuch sollen mit Daten der CD-Spektroskopie
(Schmelzpunktbestimmung) verglichen werden.

Der temperaturabhdngige Assay nach BRUCKNER UND PRoOckoP [1981] wurde, wie unter
2.6.5 beschrieben, durchgefuhrt.

Abb. 3.23 zeigt die Ponceau S-Farbung des Westernblots und den Rontgenfilm des
Assays fur rColXVIl-ed bei Temperaturen von 30 bis 50°C in 4°-Schritten und von 50 bis
70°C in 10°-Schritten. Die Bande flir das unbehandelte rColXVIl-ed liegt bei 70 kD. Schon
bei einer Temperatur von 30°C kann das Trypsin das Protein teilweise degradieren, was
in einer Doppelbande um 40 kD zu sehen ist. Diese Doppelbande verschwindet zwischen
50 und 60°C. Dies ist demnach der Temperaturbereich, in dem eine Auftrennung der
Tripelhelix stattfindet, sodaf? ein vollstandiger Abbau durch Trypsin stattfinden kann.

Auch der Rontgenfilm des Assays fir rColXVI-VL (Abb. 3.24) zeigt schon bei
Temperaturen von 30°C ein Verschwinden der in der unbehandelten Probe vorliegenden
Banden von 120 und 100 kD und eine Verstarkung der vorhandenen Bande bei 60 kD,
was auch hier auf eine teilweise Degradation des Proteins hindeutet. Eine Auftrennung
der Tripelhelix und ein vollstandiger Abbau finden bei Temperaturen zwischen 60 und
70°C statt, hier verschwindet auch die Bande bei 60 kD.

Abb. 3.25 zeigt die Ponceau S-Farbung des Westernblots und den Rontgenfilm des
Assays fur rColXVII-F bei Temperaturen von 30 - 50°C in 2°-Schritten und von 50 - 80°C
in 5°-Schritten.

Die unbehandelte Probe zeigt schwache Banden bei 16, 20 und 35 kD sowie eine
Doppelbande bei 25kD. Im gesamten Temperaturbereich erfolgt fir das kurze,
tripelhelixfreie Konstrukt keine Degradation durch das Trypsin, die Banden bleiben bis
80°C konstant vorhanden.
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Auch der Rontgenfilm des Assays fur rColXVII-fd (Abb. 3.26) zeigt keine Degradation der
schon in der unbehandelten Probe vorhandenen Bande bei 47 kD.

In beiden Fragmenten, rColXVII-F und -fd, sind viele nichtkollagene Doménen vorhanden,
die Arg- und Lys-Reste enthalten, trotzdem kommt es nicht zu einem vollstandigen Abbau
durch das Trypsin. Dies legt die Vermutung nahe, daf3 die nichtkollagenen Doménen
gegen proteolytischen Angriff von Trypsin unter den angewandten Konditionen geschiitzt
sind.
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Abb. 3.23: Ponceau S-Farbung des Western-Blot (links) und Rontgenfilm (rechts)
des Trypsin-vermittelten Proteinabbaus von rColXVll-ed

Die unbehandelte Probe (un) zeigt die Bande fur rColXVIl-ed bei 70 kD. Schon bei Temperaturen von
30°C wird das Protein von Trypsin teilweise degradiert, was in einer Doppelbande bei 40 kD
resultiert. Bei Temperaturen zwischen 50 und 60°C verschwindet diese Doppelbande dann, was auf
einen vollstandig Abbau nach Auftrennung der Tripelhelix hinweist.
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Abb. 3.24: Ponceau S-Farbung des Western-Blot (links) und Réntgenfilm (rechts)
des Trypsin-vermittelten Proteinabbaus von rColXVII-VL

Die unbehandelte Probe (un) zeigt die Banden fur rColXVII-VL bei 120, 100 und 60 kD. Schon bei
Temperaturen von 30°C wird das Protein von Trypsin teilweise degradiert, die Banden bei 120 und
100 kD verschwinden zugunsten einer Verstarkung der Bande bei 60 kD. Bei Temperaturen
zwischen 60 und 70°C kommt es zu einem vollstdndigen Abbau nach Auftrennung der Tripelhelix,
auch die Bande bei 60 kD verschwindet dann.
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Abb. 3.25: Ponceau S-Farbung des Western-Blot (oben) und Rdntgenfilm (unten)
des Trypsin-vermittelten Proteinabbaus von rColXVII-F
Die in der unbehandelten Probe (un) vorhandenen Banden bei 16, 20, 35 und 25 kD (Doppelbande)

zeigen fur den ganzen Temperaturbereich bis 80°C keine Anderung. Das kurze, tripelhelixfreie
Konstrukt wird nicht durch das Trypsin degradiert.
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Abb. 3.26: Ponceau S-Farbung des Western-Blot (links) und Réntgenfilm (rechts)
des Trypsin-vermittelten Proteinabbaus von rColXVII-fd

Die in der unbehandelten Probe (un) vorhandenen Bande bei 47 kD erfahrt auch bei Temperaturen
bis 70°C keine Anderung. Es kommt nicht zu einem Abbau durch das Trypsin.
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3.5.2 Analyse durch CD-Spektroskopie

Um weitere konformelle Aspekte zu untersuchen, wurde bei den Fragmenten eine
spektrale und thermale CD-Analyse durchgefiihrt. Dabei sollten auch die mit den Trypsin-
vermittelten Proteinabbau-Assays erhaltenen Ergebnisse bestatigt werden.

Fur die spektrale Analyse wurden die Spektren bei 20°C im Wellenlangenbereich von
190 - 300 nm vor thermaler Denaturierung und die Vergleichsspektren nach dem Erhitzen
der Probe auf 100°C wiederum bei 20°C im Wellenlangenbereich von 190 - 300 nm
aufgezeichnet.

Zur Bestimmung des Schmelzpunktes (Tm-Wert) wurde das Spektrum bei 221 nm im
Temperaturbereich von 20 - 100°C gemessen.

Abb. 3.27 zeigt die CD-Spektren fur rColXVIl-ed vor und nach thermaler Denaturierung.
Das Maximum bei 221 nm mit positiver Elliptizitat bei der nichtdenaturierten Probe ist
typisch fir eine kollagene Tripelhelix. Im Vergleichsspektrum nach thermaler
Denaturierung ist das Maximum bei 221 nm nicht mehr vorhanden, das Spektrum erreicht
keine Werte positiver Elliptizitat. Durch die Denaturierung wurde die vorhandene
tripelhelikale Struktur aufgeltst.

Die Schmelzkurve und die differenzierte Schmelzkurve sind in Abb. 3.28 dargestellt. Sie
zeigen einen Schmelzbereich von ca. 50 bis 65°C und einen Schmelzpunkt bei etwa
58°C, der gut mit den aus dem Trypsin-vermittelten Proteinabbau-Assay gut korreliert.

Auch das Spektrum fur rColXVII-VL (Abb. 3.29) zeigt in der nichtdenaturierten Probe ein
fur kollagene Tripelhelix typisches Maximum bei 221 nm mit positiver Elliptizitat, das nach
dem Denaturieren der Probe verschwindet. Wie bei rColXVIl-ed wurde durch das Erhitzen
die tripelhelikale Struktur aufgel6st.

Mit der Schmelzkurve und der differenzierten Schmelzkurve (Abb. 3.30) lassen sich der
Schmelzbereich auf ca. 48 bis 65°C und der Schmelzpunkt auf etwa 61°C bestimmen.
Auch diese Werte liegen in guter Ubereinstimmung mit den Daten des Trypsin-
vermittelten Proteinabbau-Assays.

Abb. 3.31 und Abb. 3.32 zeigen die Spektren fur rColXVII-F und rColXVII-fd vor und nach
thermaler Denaturierung. Die gereinigten Molekile, die keine (rColXVII-F) bzw. nur funf
sehr kurze kollagene Domanen (rColXVII-fd) enthalten, zeigen Schultern bei 221 nm, die
aber keine Werte positiver Elliptizitat erreichen, wie sie fur Tripelhelices typisch waren. Da
ohne bzw. mit den nur funf kurzen kollagenen Anteilen keine tripelhelikale Struktur zu
erwarten ist und auch die Trypsin-vermittelten Proteinabbau-Assays keinen
Schmelzbereich zeigen, konnte auf die Messung der Schmelzkurve verzichtet werden.
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Abb. 3.27: CD-Spektren fir rColXVll-ed
Die CD-Spektren fur rColXVIl-ed vor und nach thermaler Denaturierung wurden bei
Wellenlangen von 190 bis 300 nm bei einer Temperatur von 20°C gemessen.

Die Messung der nichtdenaturierten Probe zeigt das fur eine kollagene Tripelhelix typische
Maximum bei 221 nm mit positiver Elliptizitat. In der denaturierten Vergleichsprobe ist dieses
Maximum nicht mehr vorhanden, die kollagene Struktur wurde durch das Schmelzen der

Probe aufgeldst.
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Abb. 3.28: Schmelzkurve und differenzierte Schmelzkurve fir rColXVll-ed

Die Messung der Schmelzkurve wurde bei einer festen Wellenlange von 221 nm in einem
Temperaturbereich von 20 bis 100°C durchgefiihrt.

Die Schmelzkurve der Probe rColXVll-ed zeigt einen Schmelzbereich von ca. 50 bis 65°C.
Der Schmelzpunkt kann mit der differenzierten Schmelzkurve auf 58°C bestimmt werden.
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Abb. 3.29: CD-Spektren fir rColXVII-VL

Die CD-Spektren fiir rColXVII-VL vor und nach thermaler Denaturierung wurden bei
Wellenlangen von 190 bis 300 nm bei einer Temperatur von 20°C gemessen.
Die Messung der nichtdenaturierten Probe zeigt auch hier das fiir eine kollagene Tripelhelix

typische Maximum bei 221 nm mit positiver Elliptizitat. In der denaturierten Vergleichsprobe
ist dieses Maximum nicht mehr vorhanden, die kollagene Struktur wurde durch das

Schmelzen der Probe aufgeltst.
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Abb. 3.30: Schmelzkurve und differenzierte Schmelzkurve fiir rColXVII-VL

Die Messung der Schmelzkurve wurde bei einer festen Wellenlange von 221 nm in einem
Temperaturbereich von 20 bis 100°C durchgefuhrt.

Die Schmelzkurve der Probe rColXVll-ed zeigt einen Schmelzbereich von ca. 48 bis 65°C.
Der Schmelzpunkt kann mit der differenzierten Schmelzkurve auf 61°C bestimmt werden.
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Abb. 3.31: CD-Spektren fur rColXVII-F

Die CD-Spektren fiur rColXVII-F vor und nach thermaler Denaturierung wurden bei
Wellenlangen von 190 bis 300 nm bei einer Temperatur von 20°C gemessen.

Die Messung der nichtdenaturierten Probe ahnelt der Messung der denaturierten
Probe; sie zeigt eine Schulter bei 221 nm, die aber keine Werte positiver Elliptizit&t
erreicht, wie sie fur Tripelhelices typisch wéren. Da rColXVII-F keine kollagenen
Domanen enthalt, war auch keine tripelhelikale Struktur zu erwarten.

89



ERGEBNISSE

60

R

N
o
1

Elliptizitat [mdeg]
o

A
o
1

vor Schmelzen der Probe
- nach Schmelzen der Probe

N
N -

'80 T T T T T T
180 200 220 240 260 280 300 320

Wellenlange [nm]

Abb. 3.32: CD-Spektren fir rColXVIl-fd

Die CD-Spektren fir rColXVII-fd vor und nach thermaler Denaturierung wurden bei
Wellenlangen von 190 bis 300 nm bei einer Temperatur von 20°C gemessen.

Die Messung der nichtdenaturierten Probe ahnelt auch hier der Messung der denaturierten
Probe; sie zeigt eine Schulter bei 221 nm, die aber keine Werte positiver Elliptizitat erreicht,
wie sie fur Tripelhelices typisch wéaren. Da rColXVII-fd nur 5 unterbrochene, sehr kurze
kollagene Doméanen am Gterminalen Ende enthdlt, war keine tripelhelikale Struktur zu
erwarten.
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3.5.3 Ultrastrukturelle Analyse mit Elektronenmikroskopie nach Rotations-
Schragbedampfung

Um Informationen Uber Form und Lange der Molekile zu erhalten, wurden die
rekombinanten Kollagen XVII-Fragmente rColXVll-ed, -VL, -fd und -F durch Rotations-
Schragbedampfung mit nachfolgender Elektronenmikroskopie analysiert.

Die Molekile ed, VL und fd zeigen vorwiegend eine langgestreckte, z.T. leicht
geschlungene Form mit einem globuldren Kopf am einen Ende, wéhrend die Bilder von F
ein gewundenes Molekl, ebenfalls mit globularem Kopf, zeigen.

Bei allen vier Molekilen finden sich jedoch auch Bilder, auf denen der globuldre Kopf
nicht eindeutig zu erkennen ist oder sich an beiden Enden des Molekils zu befinden
scheint.

HIRAKO ET AL [1996] haben natives Kollagen XVII von 180 kD dargestellt und die verschie-
denen Doméanen mit der Primarsequenz korreliert. Aus diesen Proportionen errechnet
sich fir ed eine Lange von 150 = 15 nm. Die abgebildeten Molekiile (Abb. 3.33) haben
Langen von und 306 + 5 nm (links) und 293 £ 5 nm (rechts). Dies entspricht in etwa dem
Zweifachen der errechneten Lange bei 300 + 15 nm. Auch fir weitere Molekile konnte mit
322, 288 und 284 + 5 nm die doppelte Lange gemessen werden. Zusatzlich kommen
jedoch auch Molekile vor, die keinem Vielfachen der errechneten Lange zugeordnet
werden kdnnen.

Die Molekile von VL waren nach der Aufreinigung von 180 kD auf 120 bzw. 100 kD
verklrzt. Dies bedeutet fur die errechneten Langen, dal3 anstelle von 210 £ 20 nm
(180 kD) nur Langen von 140 + 15 (120 kD) bzw. 115 + 15 nm (100 kD) erwartet werden
koénnen.

Fur die abgebildeten Molekile (Abb. 3.34) konnten Langen von 298 + 5 nm (links) und
308 £ 5 nm (rechts) gemessen werden. Weitere vermessene Molekille zeigten Langen
von 322, 258 und 293 £ 5 nm.

Auch hier liegt die Lange der gemessenen Molekile oft im Bereiche der doppelten
errechneten Lange bei 230 bis 310 nm, es kommen jedoch ebenfalls Langen vor, de
keinem Vielfachen der errechneten Lange entsprechen.

Fur fd errechnet sich eine Lange von 100 + 15 nm. Die abgebildeten Molekile (Abb. 3.35)
haben Langen von und 307 + 5 nm (rechts) und 315, 305, 318, 316, 306, 300 und 307+ 5
nm (links). Diese Molekile haben etwa die dreifache der errechneten Lange, also 300 +
15 nm. Auch fur weitere Molekile konnte haufig die dreifache Lange gemessen werden.
AulRRerdem wurden groBeren Langen gemessen, die nicht mit einem Vielfachen der
errechneten Lange korreliert werden konnen.

Fur F liegen die gemessenen Molekile in einem weiten Bereich zwischen der einfachen
errechneten Lange von 48 + 8 nm und dem Dreifachen dieses Wertes. Das abgebildete
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Einzelmolekidl (Abb. 3.36) mi3t eine Lange von 136 = 5 nm (rechts). Aufgrund des
akkumulierten Auftretens der Molekiile (links) lassen sich die Langen nur schlecht und mit
groRer Unsicherheit vermessen, da Anfangs- und Endpunkt nicht klar zu erkennen sind.
Hier treten mit 92, 90, 138 und 87 * 5 nm haufig das zwei- und das dreifache der
errechneten Lange auf, jedoch wurden auch Werte gemessen, die mit keinem Vielfachen
der errechneten Werte Ubereinstimmen
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Abb. 3.33: Elektronenmikroskopische Bilder von ed nach Rotations-Schragbedam-
pfung

Fur die abgebildeten Molekile konnten Langen von 288 und 306 + 5 nm (links) und 293 + 5 nm
(rechts) gemessen werden, was dem Zweifachen der errechneten Léange von 150+ 15 nm [HIRAKO ET
AL. 1996] entspricht.

Abb. 3.34: Elektronenmikroskopische Bilder von VL nach Rotations-Schragbedam-
pfung
Da die Molekiile von VL nach der Aufreinigung von 180 kD auf 120 bzw. 100 kD verkirzt waren,

wurden anstelle von 210 + 20 nm (180 kD) nur errechnete Langen von 140 (120 kD) bzw. 115 * 15 nm
(100 kD) erwartet.

Die abgebildeten Molekille haben Langen von 298 (links) und 308 + 5 nm (rechts), was der doppelten
der errechneten Lange von 140 bzw. 115 + 15 nm [HIRAKO ET AL. 1996] entspricht.
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Abb. 3.35: Elektronenmikroskopische Bilder von fd nach Rotations-Schragbedam-
pfung
Fir die abgebildeten Molekile konnten Langen von 307 + 5 nm (rechts) und 315, 305, 318, 316, 306,

300 und 307 = 5 nm (links) gemessen werden, was der dreifachen der errechneten Lange von 100 +
15 nm [HIRAKO ET AL. 1996] entspricht.

Abb. 3.36: Elektronenmikroskopische Bilder von F nach Rotations-Schragbhedam-
pfung

Das abgebildete Einzelmolekil miRt 136 + 5 nm (rechts). Aufgrund des akkumulierten Auftretens der
Molekule (links) lassen sich die Langen nur schlecht und mit groRer Unsicherheit vermessen, da Anfangs -
und Endpunkt nicht klar zu erkennen sind. Hier treten mit 92, 90, 138 und 87 + 5 nm das zwei- und das
dreifache der errechneten Lange auf.
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4 DISKUSSION

Kollagen XVII ist ein tripelhelikales transmembranes Molekil mit einer aminoterminalen
intrazellularen Domdane, einer hydrophoben transmembranen Domane und einer
carboxyterminalen extrazellularen Doméne, die unterbrochene kollagene Untereinheiten
aufweist.

Kollagen XVII wurde als hemidesmosomale Komponente intrazellular und extrazellular in
Aufbau und Funktion intensiv untersucht, und auch tber die Bindungspartner liegen schon
viele Forschungsergebnisse vor g.B. MARINKOVICH 1993; JONES ET AL 1998; HIRAKO UND

OWARIBE 1998; NIEVERS ET AL 1998; BORRADORI UND SONNENBERG 1999; ZLLIKENS UND GIUDICE
1999; KOSTER ET AL 2003; MCMILLAN ET AL.2003; VAN DEN BERGH UND GIUDICE 2003; FRANZKE ET

AL. 2003; POWELL ET AL 2005]. Bisher nicht detailliert bestimmt und charakterisiert wurden
die Regionen, die fur die Bindung der extrazellularen Domé&ne mit ihren Bindungspartnern
im hemidesmosomalen Plaque in der Lamina lucida verantwortlich sind, und auch eine
mogliche Beteiligung an der Signaltransduktion des transmembranen Kollagens wurde
noch nicht ndher analysiert.

Um zu verstehen, wie Kollagen XVII in physiologischen als auch in pathologischen
Situationen funktionell zur Integritdt von Hemidesmosomen beitragt ist es wichtig,
Informationen Uber die genaue Lokalisation der Interaktion mit seinen Bindungspartnern
Zu gewinnen.

Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Arbeit Kollagen XVII-Fragmente
entworfen, rekombinant hergestellt und charakterisiert. Die Peptide wurden so entworfen,
dafd sie fur Bindungsstudien und fur Untersuchungen im Bereich der Signaltransduktion
herangezogen werden kdnnen.

Bei der Auswahl der extrazellularen Regionen wurden die fur die Untersuchungen der
Interaktionsregionen interessanten Bereiche der Ektodomane ausgewahlt: die erste
nichtkollagene Domane NC16a, die sehr grol3e, erste kollagene Doméane C15 und das C-
terminale Ende der Ektodomane NC1-6 mit den kollagenen Doménen C1-5. Die
verschiedenen rekombinanten Fragmente besitzen neben einem grolBeren Anteil der
Ektodomane erstmals auch die Transmembranregion und einen intrazellularen Bereich,
was fur den Einbau in die Zellmembran essentiell ist.

Mit diesen Fragmenten sollte au3erdem die Funktion der Coiled-Coil-Strukturen in der
nichtkollagenen Doméane NC16a naher betrachtet werden, die als Nukleus flr
Trimerisierung und Tripelhelixbildung zu fungieren scheint [AREIDA ET AL. 2001;
FRANZKE ET AL. 2003].
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4.1 Entwurf, Klonierung, Expression und Aufreinigung der ver-
schiedenen rekombinanten Kollagen XVII-Polypeptide

Um die verschiedenen entworfenen (siehe auch Abb. 3.2), genau definierten Konstrukte
von Kollagen XVII zu erhalten, wurde ein erprobtes Expressionssystem flr rekombinante
Proteine verwendet KOHLFELDT ET AL. 1997; AREIDA ET AL. 2001], das hier erstmals fur die
rekombinante Expression von Kollagen XVII-Fragmenten mit intrazellularem und trans-
membranem Anteil genutzt wurde.

Unter verschiedenen Expressionssystemen, die fur die Produktion von rekombinanten
Kollagenen genutzt werden, sind 293-HEK-Zellen (humane embryonale Nierenzellen) die
am besten geeignete Zellinie BuLLeD ET AL. 2000]. Dieser Zelltyp exprimiert alle fur die
posttranslationalen Modifikationen von Kollagenen erforderlichen Enzyme, die flr Faltung,
Sekretion und Stabilitat von rekombinanten Kollagenen entscheidend sind.

Als Expressionssystem wurde ein modifizierter pCEP-Vektor verwendet, der die
transkriptionale Kontrollregion des Zytomegalie-Virus (CMV) fir eine starke mRNA-
Expression der rekombinanten Konstrukte nutzt. Dieser Vektor wird episomal in das
Genom der Zelle integriert und bei jeder Zellteilung weitervererbt.

Alle Konstrukte wurden mit einer heterologen DNA-Sequenz fir ein Signalpeptid (BM40)
versehen, welches die Sekretion der rekombinanten Proteine mit der
Transmembranregion in das Zellkulturmedium ermoglicht. Die Aufreinigung der
rekombinant exprimierten Proteine wird durch diesen Schritt erleichtert, da diese nicht
durch einen aufwendigen Zellaufschlu? und anschlieRende Trennung von zelluléaren
Komponenten gewonnen werden missen.

Es wurden neben den vorhandenen Kollagen XVIl-Fragmenten E und F (Abb. 3.2) die um
den C-terminalen Anteil D erweiterten Konstrukte ed und fd kloniert. Wahrend F neben
einem kurzen intrazellularen Stick und der Transmembranregion nur die erste
nichtkollagene extrazellulare Doméane NC16a enthdlt, ist E zusatzlich um die erste
kollagene Doméane C15 erweitert. Diese beiden Fragmente wurden jeweils um den
Bereich NC1 bis NC6 mit den 5 kollagenen Doméanen C1-5, was dem Fragment D
entspricht, erganzt, sodal? die Konstrukte ed und fd entstanden sind.

Zusatzlich stand ein Vektor fur das Vollangen-Kollagen XVII VL zur Verfigung.

Mit allen funf Expressionsvektoren konnten stabile, episomale Zellklone erzeugt werden.
Alle rekombinanten Kollagen XVII-Polypeptide wurden in das Zellkulturmedium sezerniert.
Eine Sekretionsrate konnte nicht bestimmt werden, da die Menge der pro Tag
sezernierten Proteine an verschiedenen Tagen nicht konstant war. Vermutlich hangt dies
mit den konkurrierenden Befehlen der Transmembranregion, die fir den Einbau des
Proteins in die Zellmembran verantwortlich ist, und dem BM40-Signalpeptid, das fur die
Sekretion der Proteine in das Kulturmedium sorgen soll, zusammen.

Fir die rekombinante Expression von Kollagen XVII und seinen Fragmenten ist eine
ausreichende Versorgung der Zellen mit Ascorbinsaure im Kulturmedium wichtig, da
dieses Vitamin ein essentieller Co-Faktor fur die Hydroxylierung von Prolin in 4-
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Hydroxyprolin ist. Die Hydroxylierung von Prolin ist fur die Stabilisierung der kollagenen
Tripelhelix von grofRer Bedeutung [KiviRikko 1992]. Nach etwa 48 Stunden waren die
rekombinanten Proteine im Zellkulturmedium angereichert und konnten durch
Immunoblotting detektiert werden. Das mit dieser Methode konditionierte und Uber
mehrere 48-Stunden-Einheiten gesammelte Medium diente als Ausgangsmaterial fur die
Aufreinigung.

Fir die Konstrukte rColXVll-ed, -fd und -F wurde die Aufreinigung in zwei Schritten
durchgefiihrt. Nach dem ersten Schritt der Aufreinigung durch Anionenaustauscher-
Chromatographie lagen noch viele Verunreinigungen durch endogene Proteine der 293-
EBNA-Zellen vor. Mit SDS-Page konnte gezeigt werden, dal3 durch die nachfolgende
Gelfiltration eine adaquate Reinigung erreicht werden konnte.

Das rekombinante Vollangen-Kollagen XVII rColXVII-VL lag schon nach den ersten Schritt
der Aufreinigung ausreichend sauber vor, daher wurde auf den zweiten Schritt verzichtet.
Jedoch lag das rekombinante Vollangen-Kollagen XVII nicht mehr in der vollen L&nge von
180 kD, sondern in trunkierten Versionen von 120 und 100 kD vor.

Fir alle Konstrukte konnte nur ein kleiner Teil des Ausgangsmaterials erhalten werden.
Fur die Aufreinigung wurden nur nicht-denaturierende Puffersysteme benutzt, um den
Funktionalitatsverlust der rekombinanten Proteine zu minimieren.

4.2 Charakterisierung der rekombinanten Kollagen XVII-Poly -
peptide

Nach ihrer Aufreinigung wurden die rekombinanten Proteine auf Helixbildung bzw.
Oligomerisierung charakterisiert. Es wurde untersucht, ob die Fragmente rColXVIl-ed und
-VL mit der grofiten kollagenen Domane C15 als Einzelstrange oder als kollagene
Tripelhelices vorliegen, wie es bei nativem Kollagen XVII der Fall ist. Bei den Fragmenten
ohne C15 wurde untersucht, ob es zu einer Ausbildung von Multimeren kommt.

Fur diese Charakterisierungen wurden drei Methoden herangezogen: der trypsin-
vermittelte Proteinabbau (Trypsinverdau), die spektrale und thermale CD-Analyse und die
Elektronenmikroskopie nach Rotationsschragbedampfung.

4.2.1 Untersuchung der Struktur und Bestimmung des Schmelzbereiches
mit Trypsin-vermitteltem Proteinabbau (Trypsin-Verdau)

Bei einem Protease-vermittelten Proteinabbau konnen Enzyme wie z.B. Trypsin zwar
globulare  Strukturen  angreifen, nicht aber tripelhelikale = Konformationen
[BRUCKNER UND PROCKOP 1981]. Erst bei einer Auflésung der tripelhelikalen Struktur, z.B.
durch eine Temperaturerhbhung, kann das Trypsin an der freigesetzten Spaltstelle
angreifen und das Protein vollstandig abbauen. Die rekombinanten Kollagen XVII-
Fragmente lassen sich mit Hilfe eines Trypsin-Verdaus im Hinblick auf ihre tripelhelikale
Strukturen und deren Denaturierung, ihren Schmelzbereich und den Schmelzpunkt
untersuchen.
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Die Fragmente rColXVIl-ed und -VL beinhalten die grof3te kollagene Doméane C15 und
sollten somit Uber eine tripelhelikale Struktur verfugen.

Schon bei der Starttemperatur des Assays von 30°C werden beide Proteine teilweise
abgebaut. Hier greift das Trypsin zunachst an den Spaltstellen in den nichthelikalen
Strukturen an, wahrend die Spaltstellen in den tripelhelikalen Bereichen fur den Abbau bei
den niedrigen Temperaturen noch nicht zuganglich sind.

Das Molekulargewicht des unverdauten rColXVil-ed liegt bei 70 kD. Diese Bande ist
bereits bei einem Trypsinverdau bei 30°C nicht mehr zu beobachten, statt dessen findet
sich eine Doppelbande bei etwa 40kD. Diese Doppelbande verschwindet bei
Temperaturen zwischen 50 und 60°C, wo offensichtlich durch die Denaturierung der
tripelhelikalen Struktur die Spaltstellen freigesetzt werden und somit der komplette Abbau
des Proteins durch das Trypsin stattfinden kann.

Fir das unverdaute rColXVII-VL findet man im SDS-Page Molekulargewichte von 120,
100 und 60 kD. Der Trypsinverdau bei 30°C fuhrt zu einer Verstarkung der 60 kD-Bande,
wahrend die Banden bei 120 und 100 kD verschwinden. Erst bei Temperaturen zwischen
60 und 70°C kommt es zu einer Auftrennung der Tripelhelix und zu einem vollstandigen
Abbau des Proteins (siehe auch Tab. 4.1).

Im Gegensatz dazu stehen die Assays der Fragmente rColXVII-F und -fd.

Bei der unbehandelten Probe von rColXVII-F treten schwache Banden bei 16, 20 und
35 kD sowie eine Doppelbande bei 25 kD auf, die sich wahrend der Inkubation im
gesamten Temperaturbereich von 30 bis 80°C nicht verandern. Die Spaltregionen in
diesem kurzen tripelhelixfreien Konstrukt sind dem Enzym offensichtlich nicht zugénglich
und das Polypeptid wird nicht durch Trypsin abgebaut.

Das Molekulargewicht des unverdauten rColXVII-fd liegt bei 47 kD. Auch hier verandert
sich die Bande im gesamten Temperaturbereich zwischen 30 und 70°C nicht. Dieses
Konstrukt enthélt zwar die neben der vermutlich fur die Ausbildung der Tripelhelix
wichtigen Doméane NC16a auch die kollagenen Doménen C1-5 am C-terminalen Ende, es
kommt jedoch nicht zur Ausbildung einer Tripelhelix. Auch dieses rekombinante
Polypeptid verandert sich im gesamten Temperaturbereich nicht, und es findet kein Abbau
wie bei rColXVIl-ed und -VL statt (siehe auch Tab. 4.1).

Bei beiden Fragmenten muissen folglich Strukturen vorliegen, die dem Trypsin keinen
Zugang zum aktiven Zentrum der Angriffsregion erlauben. Dies deutet auf das Vorliegen
einer superhelikalen Struktur durch die Oligomerisierung von Einzelketten hin, bei der die
Spaltstellen fiir das Trypsin nicht zugénglich sind.
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Tab. 4.1: Ergebnisse der Trypsin-Verdaus der Kollagen XVII-Fragmente

Fragment Molekulargewicht des Molekulargewicht bei einem vollstandiger Abbau
unverdauten Proteins Trypsin-Verdau bei 30°C des Proteins

rColXVll-ed 70 kD Doppelbande bei etwa 40 kD zwischen 50 und 60°C

rColXVII-VL 120, 100 und 60 kD Verstarkung der 60 kD Bande zwischen 60 und 70°C

rColXVII-F 16, 20 und 35 kD keine Veranderungen zur keine Veranderung
sowie eine Doppelbande unverdauten Probe zwischen 30 und 80°C
bei 25 kD

rColXVII-fd 47 kD keine Veranderungen zur keine Veranderung

unverdauten Probe zwischen 30 und 80°C

4.2.2 Untersuchung der Struktur und Bestimmung des Schmelzpunktes
(Tm-Wert) mit spektraler und thermaler CD-Spektroskopie

Diese Ergebnisse kdnnen mit denen aus CD-Analysen verglichen werden. Bei Molekiilen
mit  kollagenen tripelhelikalen Strukturen werden in spektralen CD-Analysen
charakteristische Maxima bei 221 nm beobachtet [PELTONEN ET AL. 1980]. Mit thermalen
CD-Analysen kollagener tripelhelikaler Strukturen lafdt sich dann der Schmelzpunkt (Tm-
Wert) bestimmen.

Die rekombinanten Polypeptide wurden dann durch CD-Spektroskopie charakterisiert.
Hierbei wurden zunéchst spektrale CD-Analysen durchgefihrt, um zu ermitteln, ob
tripelhelikale Struktur vorliegt. Dabei wurde das Spektrum bei 20°C vor und nach
thermaler Denaturierung gemessen. Bei Vorliegen einer kollagenen Tripelhelix sollte ein
charakteristisches Maximum bei 221 nm beobachtet werden, das nach thermaler
Denaturierung nicht mehr nachweisbar ist.

Bei den rekombinanten Polypeptiden, bei denen eine tripelhelikale Struktur nachgewiesen
werden konnte, wurde dann mit thermaler CD-Analyse der Schmelzpunkt (Tm-Wert)
bestimmt, indem das Spektrum bei 221 nm im Temperaturbereich von 20 bis 100°C
gemessen wurde.

Die Fragmente rColXVIl-ed und -VL zeigen in der spektralen Analyse das erwartete
Maximum bei 221 nm mit positiver Elliptizitat, das nach thermaler Denaturierung nicht
mehr nachweisbar ist. Beide Fragmente enthalten folglich eine kollagene tripelhelikale
Komponente, die durch die Erhitzung aufgeltst wurde.

In der thermalen Analyse wurden die Schmelzkurven aufgezeichnet und daraus die
differenzierten Schmelzkurven berechnet, sodal} sich fir rColXVIl-ed ein Schmelzbereich
von 50 bis 65°C und der Schmelzpunkt bei etwa 58°C ergeben.

Far rColXVII-VL findet man einen Schmelzbereich von 48 bis 65°C. Der Schmelzpunkt
liegt mit 61°C geringfugig hoher als bei rColXVIl-ed (siehe auch Tab. 4.2).
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Fur die Fragmente rColXVII-F und -fd zeigen die CD-Spektren keine Maxima bei 221 nm.
Die bisherigen Ergebnisse werden hierdurch bestatigt. Diese Fragmente besitzen keine
kollagene Tripelhelix. Auf die Messung der Schmelzkurve konnte daher verzichtet werden.

Tab. 4.2: Ergebnisse der CD-Analysen der Kollagen XVII-Fragmente

Fragment Maximum bei 221 nm * kollagene Schmelz- Schmelz-
Struktur bereich ** punkt ***
rColXVll-ed ja; ja 50 - 65°C 58°C

nach thermaler Denaturierung
nicht mehr nachweisbar

rColXVII-VL ja; ja 48 - 65°C 61°C
nach thermaler Denaturierung
nicht mehr nachweisbar

rColXVII-F nein nein

rColXVII-fd nein nein

* inder spektralen CD-Analyse
**  pestimmt mit thermaler CD-Analyse
*** herechnet aus der differenzierten Schmelzkurve

4.2.3 Vergleich der gemessenen Tm-Werte mit der Literatur

Die gemessenen Tm-Werte von 58 bzw. 61°C fur rColXVIl-ed bzw. VL sind vergleichs-
weise hoch. In der Literatur wurden die Werte fir Tm mit CD-Spektroskopie bisher nur fir
rekombinante Fragmente gemessen, die ausschlief3lich im Bereich der Ektodoméane
liegen sowie fir natives Vollangen-Kollagen XVII, das aus humanen Keratinozyten
gewonnen wurde. Fiur die Bestimmung der Tm-Werte von rekombinant hergestellten
Fragmenten von Kollagen XVII, die intrazellulare und membrandurchspannende Anteile
enthalten, liegen bisher keine Vergleichswerte vor (Tab. 4.3).

Fur die rekombinante Ektodomane werden Tm-Werte von 41°C (komplette Ektodoméne
NC16a bis NC1) und 35°C (Doménen NC16a und C15), gemessen mit CD-Spektroskopie
[AREIDA ET AL. 2001] und fir die native Form des Vollangen-Kollagen XVII 41.5 bzw. 44°C,
gemessen mit Pepsin/Trypsin- bzw. Trypsin-vermitteltem Proteinabbau [SCHACKEET AL..
1998], angegeben.

Fur ein rekombinantes Fragment der Ektodomane, das die Doméne C15 ganz, aber nur
einen kleinen Teil der NC16a-Region enthélt, konnte ein Tm-Wert von nur 26.5°C
bestimmt werden [TASANEN ET AL. 2000A]. Diesem Fragment fehlt die in der NC16a-Region
liegende Coiled-Coil-Struktur, die fir die Tripelhelixbildung mitverantwortlich sein soll, da
dieser Struktur die Zusammenfuhrung der drei a-Ketten zugeschrieben wird. Aufgrund
des Fehlens dieser Strukturen ist der Tm-Wert deutlich niedriger als der von AREIDA ET AL.
auf 35°C bestimmte Wert [2001], was die Vermutung stitzt, da} diese Region zur
Stabilitat des Fragmentes beitragt.
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Tab. 4.3: Vergleich der gemessenen Tm-Werte mit der Literatur

Fragment kollagene Schmelz- Schmelz- Schmelz- Vergleich mit Literatur und
Struktur bereich bereich punkt Spezifikationen
(Trypsin-  (CD- (CD-
Verdau) Analyse)  Analyse)

rColXVil-ed ja 50-60°C 50-65°C 58°C 35°C*
nur rekombinante Ektodoméne:
NC16a und C15 (ohne intrazellu-
lare und transmembrane Anteile)
[AREIDA ET AL. 2001]

rColXVI-VL ja 60-70°C 48-65°C 61°C 41°ct
nur rekombinanten Ektodomaéane:
NC16a bis NC1 (ohne intrazellu-
lare und transmembrane Anteile)
[AREIDA ET AL. 2001]

41.5°C? bzw. 44°C*®
natives Kollagen XVII
(Vollange)

[SCHACKE ET AL. 1998]

! gemessen mit CD-Spektroskopie
gemessen mit Pepsin/Trypsin-Verdau
3 gemessen mit Trypsinverdau

Ursache fur die in dieser Arbeit gemessenen signifikant hoheren Tm-Werte kann durch
die rekombinante Herstellung von Kollagen XVII mit der intrazellularen und der
transmembranen Domane bedingt sein. Offensichtlich scheint, dal3 sich die rekombinant
hergestellten Polypeptide in ihren strukturellen Eigenschaften deutlich von den nativen
Proteinen unterscheiden, was die Tripelhelixbildung und die Stabilitat betrifft. Andererseits
werden hier erstmals Fragmente mit intrazellularem Anteil und der Transmembran-Region
vermessen und es ist wahrscheinlich, dal3 gerade die TM-Region einen signifikanten
Einflul3 auf die Struktur des rekombinanten Polypeptide hat, da auch die erste Coiled-Coil-
Region direkt an die TM-Region anschlief3t.

Zuletzt ist zu bemerken, dal3 bei den Untersuchungen mit dem als rekombinanten
Vollangen-Kollagen XVII-Protein bezeichneten rColXVII-VL keine Molekile mit 180 kD,
sondern trunkierte Molekile zugrunde lagen. Sowohl bei der Herstellung der kodierenden
DNA (siehe Kap. 3.2.1) als auch bei der Anzucht der Zellen (siehe Kap. 3.2.2) konnte
rColXVII-VL mit einer Grof3e von 180 kD nachgewiesen werden. Nach der Aufreinigung
waren jedoch nur noch Molekile mit einer Gré3e von 120, 100 und 60 kD vorhanden. Sie
beinhalten sicher die NC16a-Doméne, da dort der Antikdrper zum Nachweis im Western-
Blot bindet.
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Bei der Trunkierung wéren entweder der Verlust des intrazellularen und des
membrandurchspannenden Anteils oder die Abspaltung eines Teils der Ektodomane
maoglich.

Auf die erste Mdglichkeit kdnnte hinweisen, dall das rekombinante Polypeptid an der
gleichen Stelle "bricht" wie die zweite natirlich vorkommende, durch Shedding erzeugte
Variante mit einem Molekulargewicht von 120 kD.

Fur die zweite Moglichkeit sprechen die gemessenen hohen Tm-Werte, da die
intrazellulare- und die TM-Doméne bei den rekombinanten Molekilen vermutlich fir diese
Werte verantwortlich sind.

Eine Protein-Sequenzierung konnte dies abschlieRend klaren, jedoch war eine
Sequenzierung der Fragmente nicht moglich, da die N-Termini blockiert waren.

4.2.4 Untersuchung der Strukturen mit Elektronenmikroskopie nach Rota-
tions-Schragbedampfung

Die Strukturen biologischer Molekile kénnen mit Hilfe der Elektronenmikroskopie nach
Rotationsbedampfung untersucht werden. Bei diesem Verfahren werden durch die
Beschichtung der Originalmolekile mit einer Platin-Kohle-Schicht elektronendichte
Abbildungen erzeugt, die anschlieBend im Transmissionselektronenmikroskop (EM)
untersucht werden konnen.

Alle vier Molekule rColXVIl-ed, -VL, -fd und -F, im Folgenden nur als ed, VL, fd und F
bezeichnet, konnten elektronenmikroskopisch dargestellt werden. Bei vielen Molekdlen ist
jeweils eine globulére Struktur, der Kopf, zu erkennen, der mit der intrazellularen und der
Transmembran-Doméne korrespondiert [HIRAKO ET AL. 1996].

Dieser Kopf wird auch fiir das aufgereinigte VL-Polypeptid beobachtet. Dies erhartet die
unter 4.2.2 getroffene Vermutung, dafl} bei der Aufreinigung die Ektodoméane verkirzt
wurde, da diese globulare Struktur bei Fehlen der intrazellularen und transmembranen
Anteile sonst wahrscheinlich nicht zu beobachten wére.

An diese globulare Strukturen anschlie3end folgt bei ed und VL zunéchst ein gerades,
steif wirkendes Element, das mit der C15-Domane korreliert [HIRAKO ET AL. 1996], bevor der
Rest des Molekiils in etwas mehr gewundener Form folgt. Dieses Ergebnis stimmt mit den
bisher veroffentlichten Bildern Uberein [HIRAKO ET AL. 1996].

Dieses "Stabchen" ist bei den Aufnahmen von fd nicht so klar zu erkennen. Hier zeichnet
sich schon friher eine Krimmung des Molekils ab. Da bei diesem Konstrukt an die
Doméne NC16a gleich das C-terminale, gewundene Ende anschlief3t, entsprechen auch
diese Bilder der Erwartung [NONAKA ET AL. 2000].

In allen Fallen finden sich jedoch auch Aufnahmen, bei denen der globulare Kopf nicht
eindeutig zu erkennen ist.

Fur F waren vorwiegend Bilder zu beobachten, bei denen die Molekiile sehr akkumuliert
aufgetreten sind. Auch hier ist keine steife Region zu erkennen. Aul3erdem scheint es, als

101



DISKUSSION

ob die Molekulle langs miteinander verbunden oder aneinandergereiht vorliegen, und es
ist nicht méglich, Anfang und Ende eines einzelnen Molekils zu erkennen.

Langenmessung aller vier Molekile konnten die rechnerisch ermittelten Langen nicht
bestatigen. Die gemessenen Langen entsprechen vorwiegend dem zwei- und dreifachen
Wert der errechneten Langen, jedoch kommen auch Werte vor, die mit keinem Vielfachen
der errechneten Werte Ubereinstimmen.

Tab. 4.4: Korrelation von errechneten und gemessenen Langen der
Kollagen XVII-Fragmente

Fragment errechnete Léange gemessene Langen

rColXVlil-ed 150 £ 15 nm 306, 293, 322, 288, 284+ 5nm

140 + 15 nm (120 kD)

Colxvikve  115+15nm (100 kD) 298 308, 322, 258, 293 + 5 nm
70 £ 10 nm (60 kD)

rColXVII-F 48 +8 nm 136, 92, 90, 138, 87+ 5nm
rColXVII-fd 100 £ 15 nm 307, 315, 305, 318, 316, 306, 300, 307 £ 5nm

Die Molekile sind offensichtlich in der Lage, sich durch Aggregation in Langsrichtung
aneinanderzureihen. Dabei scheint sich die globulare Struktur am N-Terminus aufzulésen
und eine Wechselwirkung mit dem extrazelluldaren GTerminus des nachsten Molekils
einzugehen. Die Ursache fir diese Interaktion kénnte die hydrophobe Region der
intrazellularen und Transmembran-Doméane sein.

Auch bei den Untersuchungen von rColXVII-E [PUBLIKATION IN VORBEREITUNG] wurden
Molekule mit sehr unterschiedlichen Léangen beobachtet.

Bisher wurden jedoch noch keine elektronenmikroskopischen Aufnahmen nach
Rotationsschrdgbedampfung von rekombinantem Kollagen XVII oder Kollagen XVII-
Fragmenten mit intrazellularem und transmembranem Anteil zusammen mit Anteilen der
Ektodoméane verdoffentlicht.

Die Molekile F und fd enthalten keine bzw. nur die letzten 5 unterbrochenen kollagenen
Domaénen. Daher konnte nicht von einer Tripelhelixbildung ausgegangen werden, was
auch durch die Untersuchungen mit Trypsin-vermitteltem Proteinabbau und CD-
Spektroskopie bestatigt wurde. Somit dirfte keine elektronenmikroskopische Abbildung
moglich sein, da der Durchmesser von Einzelketten bei der hier angewandten
Untersuchung unterhalb der Auflésungsgrenze liegt und Monomere nicht darstellbar sind.
Da dennoch fir fd und F Molekile dargestellt wurden, missen sich mehrere Einzelketten
in einer Helix zu Multimeren verbunden haben, um die Dicke zu erhalten, die fir die
elektronenmikroskopische Aufnahme nétig ist. Als "Ausloser” fur die Oligomerisierung
oder Helixbildung kommen die Coiled-Coil-Strukturen in der NC16a-Region in Frage, die
in beiden Molekdlen vorliegen.
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4.3 Bedeutung der Coiled-Coil-Strukturen

Coiled-Coil-Strukturen sind haufig vorkommende Oligomerisierungsstrukturen in
Proteinen. Fast alle Mitglieder der Proteinfamilie der Kollagene enthalten diese
Strukturen, die die Trimerisierung induzieren [McALINDEN ET AL. 2003]. N-terminale Coiled-
Coil-Strukturen sind bekannt fur die Induktion der Tripelhelixbildung von Transmembran-
Kollagenen. Bei FACITs und MACITs wurden diese Strukturen zwischen kollagenen
Doméanen gefunden [MCALINDEN ET AL. 2003].

Um Coiled-Coil-Strukturen in Proteinen zu detektieren, kann man das Programm COILS
[Lupas ET AL. 1991] verwenden. Hierbei wird in der Priméarstruktur des Proteins nach den
typischen Heptad-Repeats, der Wiederholung eines konservierten Musters von sieben
Resten, gesucht, denen die Zusammenfuhrung der Einzelketten fur die Ausbildung der
"Supercoil" zugeschrieben wird.

In der Primarstruktur von Kollagen XVII finden sich mit dieser Methode zwei Coiled-Coil-
Strukturen. Die erste umfaldt sechs Heptad-Repeats (AA 471-509), die sich direkt am
Ubergang von der TM-Region zur ersten nichtkollagenen Domane NC16a befinden. Am
C-terminalen Ende von NC16a am Ubergang zu C15 fndet sich die zweite Coiled-Coil-
Struktur mit 2.5 Heptad-Repeats.

Coiled-Coil-Strukturen kénnen die Thermostabilitat eines oligomeren Molekils erheblich
erhéhen und auch fir die Oligomerisierung selbst (hier Tripelhelixbildung) Triggereffekte
haben. Das heil3t, dal3 durch die starken hydrophoben Wechselwirkungen eines Coiled-
Coil-Motivs die Alphaketten eines Kollagen-Molekils zusammengefiigt werden, woraufhin
die Tripelhelixbildung einsetzen kann.

Es wurde vermutet, dal3 die erste Coiled-Coil-Struktur im Kollagen XVII fur die Ausbildung
einer dreistrangigen Helix vor der Bildung der kollagenen Tripelhelix verantwortlich ist
[BALDING ET AL. 1997]. Untersuchungen fur Kollagen Xl von LATVANLEHTO ET AL. [2003]
lassen den Schluf3 zu, dalR die erste Coiled-Coil-Region nahe der TM-Domane (NC1)
notwendig fur die Zusammenfihrung der N-terminalen Enden der drei a1(XIll)-Ketten ist,
wahrend eine weiter entfernt liegende, zweite Region im Bereich von NC3 in die
Zusammenfuhrung des C-terminalen Anteils des Molekiils involviert ist.

Bei Kollagen XVII liegen beide Coiled-Coil-Strukturen vergleichsweise dicht beieinander
innerhalb derselben nichtkollagenen Domane (NC16a).

AREIDA ET AL [2001] schlagen vor, dal3 die erste Coiled-Coil-Struktur von Kollagen XVII fur
die Auswahl dreier korrekter Alpha-Ketten sorgt, die dann in der zweiten Coiled-Coil-
Struktur fur die Tripelhelixbildung zusammengefugt werden.

Dieser Vorschlag wird von der Beobachtung gestitzt, da es auch ohne kollagene
Regionen in Fragment F zu einer Helixbildung (Oligomerisierung) kommt. Die Molekile
kann man in den elektronenmikroskopischen Aufnahmen von F darstellen, obwohl der
Durchmesser von Einzelketten unterhalb der Auflésungsgrenzen des EM liegt.

Mit einer Untersuchung von rekombinanten Fragmenten, die die Coiled-Coil-Region nicht
enthalten, kann diese These letztendlich bewiesen werden.
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4.4 Ubersicht der Ergebnisse

In der nachfolgenden Tabelle sind zur besseren Ubersicht alle Ergebnisse aus den
Untersuchungen mit Trypsinverdau, mit CD-Spektroskopie, mit Elektronenmikroskopie

und die Folgerungen aus diesen Untersuchungen fur die Molekulstruktur aufgeftihrt.
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4.5 Voruntersuchung fur die Bindungsstudien

Mit den entworfenen Fragmenten konnen Bindungsstudien durchgefihrt werden, um die
fur die Bindung von Kollagen XVII an seine Interaktionspartner zustandigen Regionen zu
detektieren. Da auch Nierenzellen Uber verschiedene Integrine an eine Basalmembran
gebunden sind, mul3 vor der Verwendung der 293-EBNA-Zellen fur Zellbindungsstudien
ausgeschlossen werden, dal3 diese Zellinie die Integrine endogen exprimiert.

Durch die Immunfluoreszenz-Farbungen konnte gezeigt werden, dal’3 keine endogenen
Integrine vorliegen, die die Ergebnisse von Bindungsversuchen an Integrine verfalschen
wirden. Insofern kann mit den verwendeten Zellen auch in den Bindungsstudien
gearbeitet werden.

4.6 Schluf3folgerung

In dieser Arbeit wurden verschiedene definierte Kollagen XVII-Fragmente rekombinant
hergestellt und ihre Struktur untersucht.

Im Mittelpunkt des Interesses steht dabei zum einen ein Coiled-Coil-Motiv nahe der
Transmembran-Doméane, das auch bei Molekilen &hnlicher Struktur zu finden ist
(Kollagen XIII, Makrophagen Scavenger Rezeptor HAGG ET AL 2001]). Dieses Motiv hat
eine essentielle Funktion bei der Tripelhelixbildung und ist auch fir die Oligomerisierung
von nicht-kollagenen Anteilen verantwortlich.

Desweiteren kann der Bindungsmechanismus von Kollagen XVII und die
Wechselwirkungen mit anderen Basalmembran-Komponenten untersucht werden.
Besonders die raumliche Identifizierung der verantwortlichen Regionen ist von grof3em
Interesse und kann mit den in dieser Arbeit rekombinant hergestellten Fragmenten von
Kollagen XVII durchgefuihrt werden. Bei dem membranstandigen Protein, kann 2 die
Bindung der transfizierten Zellen an extrazellulare Matrixmolekile durch Zellbindungs-
assays untersucht werden. In diesen Zellen kann Kollagen XVII nicht im Zusammenspiel
mit anderen hemidesmosomalen Komponenten an Matrixkomponenten binden, sodaf? die
besondere Rolle der einzelnen Regionen von Kollagen XVII herausgearbeitet werden
kann.

4.7 Ausblick

Aus vorlaufigen Experimenten finden sich Hinweise, daf3 Kollagen XVII Zelladhasion
vermitteln kann. So wurde z.B. bei bulldsen Dermatosen beobachtet, dal3 Kollagen XVII
mit dem distalen C-Terminus der Ektodomé&ne an Laminin 5 bindet [TASANEN ET AL. 2004].
Um klarere Aussagen uber weitere potentielle Bindungspartner in der Basalmembranzone
zu erhalten, muf3 die Kollagen XVII-Bindung mit unterschiedlichen Vertretern der dermo-
epidermalen Junktion und der ECM analysiert werden.
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Noch nicht untersucht wurde die Méglichkeit, ob das membranstandige Molekul durch die
Anheftung an die Basalmembran Signale zur Regulation der Genexpression erzeugt
(Outside-In-Signalling). Da sich die Signaltransduktion mit Basalmembran-Komponenten
bisher auf die Wechselwirkung mit Integrinen konzentriert hat, kann jetzt mit transfizierten
Zellen untersucht werden, ob auch direkt vom Kollagen XVII Signale fir die
Genaktivierung produziert werden koénnen. FiUr die epithelialen Proteine wird eine
Beteiligung an der Regulation der Zelladh&sion und -migration vermutet. Diese Annahme
wird dadurch erhértet, dal3 Kollagen XVII Ligandeninteraktionen mit Integrin a6b4
[BORRADORI ET AL. 1997], Plektin und BP230 [NIEVERS ET AL. 1999] sowie Laminin5
[TASANEN ET AL. 2004] aufweist. Aul3erdem fungiert die Endodomane mdglicherweise als
SignalUbermittler, wéhrend die extrazellulare Doméne an der Matrixbindung an der
Basalmembran beteiligt ist.

Durch die Herstellung und rekombinante Expression definierter Kollagen XVII-Fragmente,
die neben den mdglichen Bindungsregionen der Ektodomane erstmals auch einen
intrazelluldaren und transmembranen Anteil besitzen, kdnnen jetzt Informationen zur
Strukturbildung, zur Bedeutung struktureller Parameter fur die Wechselwirkung mit
Basalmembran-Komponenten, zur Zellanhaftung und zur Kommunikation gewonnen
werden.

4.7.1 Bindungsstudien

Bei der Charakterisierung der Fragmente konnte gezeigt werden, dal3 nur ein Teil der
rekombinanten Polypeptide in die Zellmembran eingebaut werden. Das flr die Expression
verwendete BMA40-Signalpeptid ist jedoch hinderlich fiur Studien, bei denen ein
membranstandiges Polypeptid benétigt wird. Aus diesem Grund missen die Fragmente
vor ihrem Einsatz noch modifiziert werden. Dabei kann mit der bisher verwendeten
Klonierungsstrategie das BM40-Signal aus dem pCEP-BM40-Pu-Vektor herausgetrennt
werden. Mit den so entstandenen Vektoren pCEP-Pu, die fir die Konstrukte ohne BM40-
Signalpeptid kodieren, kdonnen wieder transfizierte Zellklone erzeugt werden. Diese Zellen
sollten dann das rekombinante Polypeptid in die Zellmembran direkt integrieren und
bieten eine gute Voraussetzung fur die Bindungsstudien.

Nachfolgend werden einige Experimente skizziert, die dazu beitragen konnten, Auskunft
Uber die Bindungspartner und Veranderungen in den Zellen durch die Ligandenbindung
zu erhalten.

Zellbindungsstudien

Mit der Durchfihrung von Zellbindungsassays mit verschiedenen Zellen, die mit
membranstandigen Kollagen XVII-Fragmenten transfiziert wurden, kann die fir den
Bindungsmechanismus verantwortliche Region raumlich identifiziert werden:

Der Boden von Zellkultur-Wells wird mit dem zu untersuchenden mobglichen
Bindungspartner von Kollagen XVII beschichtet. Anschlieend werden die transfizierten
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Zellen mit den membranverankerten Kollagen XVII-Fragmenten inkubiert und dann die
Anzahl der anhaftenden Zellen bestimmt.

Protein-Protein-Interaktionen

Um Informationen Uber die Wechselwirkung zweier Proteine zu erhalten, kénnen Solid-
Phase-Interaktionsuntersuchungen durchgefihrt werden:

Dabei wird ein Ligand an eine feste Phase (Plastik) adsorbiert, wahrend der andere
Ligand in der lgslichen Phase in seriellen Verdinnungen inkubiert wird. Die Detektion des
gebundenen Liganden erfolgt dann mittels spezifischer Antikbrper im ELISA-Verfahren.

Diese Methode liefert zwar klare Informationen dartber, ob die Liganden miteinander
interagieren, erlaubt jedoch nicht, die Starke einer solchen Bindung zu bestimmen, was
aber durch Oberflachen-Plasmon-Resonanz erreicht werden kann: ein Interaktionspartner
wird kovalent an einen Chip gebunden und der zweite Interaktionspartner in der fllissigen
Phase dazugegeben. Diese Biacore-Studien konnen zur Verfolgung der Bindung und zur
Ermittlung der reellen Bindungsstarken in Echtzeit eingesetzt werden und erlaubt die
Berechnung von Assoziations- und Dissoziationskonstanten.

Untersuchungen zur Signaltransduktion

Die Signaltransduktion auf basaler Ebene kann durch Einsatz von Antikdrpern gegen
phosphorylierte Proteine untersucht werden, um in den Zellen mit den rekombinanten
membranstandigen Konstrukten eine Signalerzeugung bei Adherierung an eine
beschichtete Oberflache oder an einen speziellen Liganden zu detektieren: liegt
Uberhaupt ein Outside-In-Signalling vor und kann man einen bestimmten extrazellularen
Bereich daflr verantwortlich machen.

4.7.2 Elektronenmikroskopische Aufnahmen nach Rotationsschragbedam-
pfung

Die Langenmessungen aller vier Molekiile konnten die rechnerisch ermittelten Langen
nicht bestatigen. Da in den vorliegenden Publikationen aufgereinigtes, bovines, natives
Kollagen XVII verwendet wurde [HIRAKO ET AL. 1996], sind weitere Untersuchungen nétig,
um die Ursache der abweichenden Langen zu verstehen bzw. die rekombinanten
Molektile so aufzureinigen und vorzubehandeln, dal’3 eine Abbildung in der erwarteten
Lange ohne Aggregatbildung méglich wird.

4.7.3 Bestimmung der Tm-Werte von rekombinanten Kollagen XVII-
Fragmenten mit intrazellularem und transmembranem Anteil

Die in dieser Arbeit ermittelten Tm-Werte von rekombinant hergestellten Kollagen XVII-
Fragmenten, die erstmals einen intrazellularen und einen transmembranen Anteil
besitzen, und die publizierten Werten von nativem Kollagen XVII bzw. rekombinant
hergestellten Fragmenten, die ausschlie3lich Anteile der Ektodomane umfassen, weisen
Diskrepanzen auf. Fur ein besseres Verstandnis der unterschiedlichen Werte zwischen,

107



DISKUSSION

rekombinanten  Kollagen XVII-Polypeptiden mit und ohne intrazellularen und
transmembranen Anteil sind daher weitergehende Untersuchungen notig.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Kollagen XVII ist ein kollagenes Transmembran-Protein und eine strukturelle Komponente
der Hemidesmosomen im dermo-epidermalen Ankerkomplex. Verschiedene Studien
konnten zeigen, dal3 es eine globulére, zytosolische, aminoterminale Domaéane, eine
Transmembran-Region und einen flexible, extrazellulare, carboxyterminale Doméne
besitzt. Der extrazellulare Anteil von Kollagen XVII kann durch ADAMSs-vermitteltes
Shedding auch von der Zelloberflache freigesetzt werden.

Kollagen XVII spielt eine wichtige Rolle in verschiedenen erworbenen und angeborenen
bulldsen Erkrankungen, die durch ein Ablésen der Epidermis von der unterliegenden
Basalmembran charakterisiert sind.

Kollagen XVII ist auch ein wichtiger Bestandteil der Basalmembran und als
Interaktionspartner fir hemidesmosomale und extrazellulare Matrixproteine wie
Integrin a6b4 und Laminin 5 bekannt.

Um die Frage zu untersuchen, welche Regionen von Kollagen XVII fur die Bindung
zustandig sind und welcher Bindungsmechanismus vorliegt, wurden im Rahmen dieser
Arbeit Konstrukte mit den fur die Bindung interessanten Regionen (Coiled-Coil-
Region/NC16a, C15 und das Gterminale Ende) entworfen. Die Konstrukte wurden so
gewdhlt, dal damit auch Untersuchungen zu einer mdglichen Signaltransduktion
durchgefihrt werden kénnen.

Im Bereich der ersten nichtkollagenen Domane NC16a befinden sich zwei Coiled-Coil-
Strukturen, fur die eine essentielle Rolle bei der Tripelhelixbildung angenommen wird. Mit
den entworfenen Fragmenten von Kollagen XVII wurde auch die Bedeutung der Coiled-
Coil-Doménen fir die Oligomerisierung von Einzelketten ohne tripelhelikale Strukturen
untersucht.

Fir diese Fragestellungen wurden erstmals rekombinante Fragmente entworfen, die
sowohl einen groRen Anteil der Ektodoméne als auch die Transmembranregion und einen
intrazellularen Bereich enthalten.

Die fur die Herstellung dieser Fragmente bendtigten Expressionsplasmide wurden
konstruiert und in Saugerzellen transfiziert. Nach der Expression der rekombinanten
Polypeptide ins Zellkulturmedium und deren Aufreinigung aus dem konditionierten
Medium wurden die Proteine mit biophysikalischen (CD-Spektroskopie), biochemischen
(Trypsin-vermittelter Proteinabbau) und ultrastrukturellen Methoden (Elektronen-
mikroskopie nach Rotations-Schragbedampfung) charakterisiert.

Dabei konnte gezeigt werden, dal3 sich alle konstruierten Fragmente mit intrazellularem,
transmembranem und extrazellularem Anteil rekombinant herstellen lassen.

Bei den beiden Fragmente rColXVIl-ed und -VL, die die gré3te kollagene Doméane C15
enthalten, konnte mittels Trypsin-Verdau und CD-Spektroskopie wie erwartet eine tripel-
helikale Konformation nachgewiesen werden.
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Fur die beiden Fragmente rColXVII-F und fd, die keine bzw. nur finf sehr kurze kollagene
Domanen besitzen, konnte mit Hilfe der CD-Spektroskopie gezeigt werden, dal3 keine
Tripelhelices vorliegen. Jedoch deuten die Ergebnisse des Trypsin-Verdaus bei beiden
Konstrukten auf eine Oligomerisierung von Einzelketten hin.

Durch elektronenmikroskopische Aufnahmen nach Rotations-Schragbedampfung der
Molekiile konnte diese Vermutung bestatigt und gezeigt werden, dal3 Kollagen XVII ohne
tripelhelikale Struktur, aber mit den Coiled-Coil-Regionen, oligomerisiert

Daneben wurden die verwendeten 293-EBNA-Zellen mit den rekombinanten
Transmembranproteinen auch auf ihre mdgliche Verwendung in Zellbindungsassays
untersucht. Mit Hilfe von Immunfluoreszenz-Farbungen konnte gezeigt werden, daf} diese
Zellen die fur die Studien interessanten Proteine nicht endogen exprimieren und somit das
verwendete 293-EBNA-Zellsystem fur die Bindungsstudien verwendet werden kann.

Damit wurden die Grundlagen fir Bindungsstudien gelegt werden, die dazu beitragen,
Auskunft Uber den Bindungsmechanismus und die rdumliche Identifizierung der
verantwortlichen Regionen sowie (ber die Signaltransduktion von Kollagen XVII zu
erhalten.
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6 ANHANG

6.1 Zirkulardichroismus

Ein wichtiges Merkmal vieler Biopolymere ist die Existenz von helikaler Sekundéarstruktur,
z.B. a-Helices von Polypeptiden und Proteinen, Einzel-, Doppel- und Tripelhelices von
Polynukleotiden oder die helikalen Konformationen von einigen Polysacchariden. Die
Detektion solcher Strukturen in Biopolymeren, die quantitativen Messungen dieser
Strukturen und der Strukturdnderungen spielen eine wichtige Rolle in unserem
Verstandnis der Funktion dieser Molekiile.

Proteine und Polypeptide besitzen eine genau definierte Konformation, die untrennbar an
ihre biologische Funktion geknupft ist. Molekllketten kénnen zu a-Helices oder b-
Faltblattstrukturen (Sekundéarstruktur) angeordnet sein, die wiederum in bestimmter Weise
gefaltet oder mit anderen verdrillt sein kénnen (Tertiarstruktur).

Konformationsanderungen der nativen Verbindungen (Denaturierung) durch Helix-Kn&uel-
Umwandlung lassen Rickschliisse auf die Art und Starke der verschiedenen zwischen-
molekularen Wechselwirkung zu.

Um helikale Strukturen zu untersuchen, ist eine physikalische Eigenschaft nétig, die
explizit von der Asymmetrie der Struktur geloster Molekile abhangt. Diese Eigenschaft
wird durch die Antwort der Molekule auf polarisiertes Licht geliefert.

Die Denaturierung kann thermisch durch das Erhitzen der zu untersuchenden Probe
ausgelost werden, aber auch durch pH-Anderungen oder Elektrolyte.

Um die Umwandlung spektroskopisch verfolgen zu kénnen, nutzt man die Methode der
Zirkulardichroismus-Spektroskopie (circular dichroism, CD), deren Grundlagen im
folgenden néher erlautert werden.

6.1.1 Polarisation von Licht

Licht ist eine elektromagnetische, transversale Welle, die durch die Amplitude und die
Orientierung ihrer Komponenten elektrisches und magnetisches Feld charakterisiert ist.

Wie in Abb.6.1 gezeigt wird, stehen der elektrische (E oder E) und magnetische
(H oder H) Feldvektor immer senkrecht zueinander und senkrecht zur
Ausbreitungsrichtung.

Aufgrund seines transversalen Charakters laf3t sich Licht polarisieren. Als Polarisations-
richtung einer Lichtwelle bezeichnet man meistens die Schwingungsrichtung des
elektrischen Feldvektors.

In dem Licht, das die Sonne oder eine thermische Quelle (glihender Kdrper) aussendet,
sind alle Polarisationsrichtungen gleichmaRig und ungeordnet vertreten. Der
Emissionstakt eines einzelnen Atoms ergibt zwar im allgemeinen polarisiertes Licht, da
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aber der Temperaturstrahler mehratomig ist, Uberlagern sich sehr viele solcher
Einzeltakte in vollig ungeordneter Weise. Dieses Licht ist unpolarisiert, d.h. keine
Schwingungsrichtung ist bevorzugt. Man spricht von natirlichem Licht.

Durch den Einsatz verschiedener optischer Gerdte kann von einem unpolarisierten
Lichtstrahl eine Strahlung separiert werden, die eine bestimmte Polarisationscharakteristik
aufweist.

Findet die Schwingung in nur einer bestimmten Ebene statt, so spricht man von einer
linear polarisierten Welle. Dies ist der einfachste Fall der Polarisation (Abb. 6.1). Hierbei
verlauft die Ausbreitungsrichtung entlang der xAchse, der elektrische Vektor zeigt in
Richtung der z-Achse und der magnetische Vektor in Richtung der y-Achse.

Gemessen an einem bestimmten Punkt im Raum schwingen die Feldvektoren (E und H)
mit einer Frequenz n (1/sec).

Abb. 6.1: Linear polarisiertes Licht

Der elektrische und der magnetische Feldvektor stehen immer senkrecht zueinander und
senkrecht zur Ausbreitungsrichtung. Die Schwingung findet bei linear polarisiertem Licht in
nur einer bestimmten Ebene statt. Hierbei verlauft die Ausbreitungsrichtung entlang der x
Achse, der elektrische Vektor E) zeigt in Richtung der zAchse und der magnetische
Vektor (H) in Richtung der y-Achse.

| : Wellenlange

Eine linear polarisierte Welle laRt sich auch als Uberlagerung zweier linear polarisierter
Wellen mit senkrecht zueinander stehenden Feldvektoren (E. * Er) und ohne

Phasendifferenz Dj darstellen. Diese beiden Polarisationen bilden eine Basis fiir die

Darstellung einer beliebigen Linearpolarisation. Die Amplitude der resultierenden
Vektorsumme der beiden Amplituden E, und Eg, ihr Betrag und ihre Richtung hdngen von
der relativen Grof3e von E, und Eg ab.
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Eine weitere Art von Polarisation entsteht, wenn die Wellen E. und Eg mit einer
Phasenverschiebung von Dj =1 /4 Uberlagert werden. Die Amplitude dreht sich um die
Ausbreitungsachse einmal pro Schwingung, ihr Betrag bleibt konstant. Diese Polarisation
nennt man zirkulare Polarisation (Abb. 6.2).

An jedem Punkt auf der x-Achse kann der elektrische Vektor als rotierend in einer Ebene
senkrecht zu dieser Achse mit n Rotationen/sec dargestellt werden. Die Wellenlange |
korrespondiert mit einer kompletten Umdrehung. Die Bewegung eines Punktes des
Feldvektors beschreibt einen helikalen Weg mit einer Ausbreitungsgeschwindigkeit
¢ =I n in z-Richtung.

Je nach Drehsinn (entsprechend Dj =+| /4 oder - | /4) wird eine zirkular polarisierte
Welle als rechtszirkular- (RZP) oder linkszirkular polarisiert (LZP) bezeichnet.

Abb. 6.2: Zirkular polarisiertes Licht

Zwei linear polarisierte Wellen EL und Er mit ihren Feldvektoren senkrecht zuein-
ander, besitzen eine relative Phasenverschiebung von Dj =-1 /4. Der resul-

tierende elektrische Feldvektor E dreht sich nach links wéahrend der
Wellenausbreitung (abgebildet in Ebene A), d.h. im Sinne einer Linksschraube.

Uberlagert man rechts- und linkszirkular polarisiertes Licht gleicher Amplitude
(Dj =+l /4 und -1 /4), so entsteht wieder eine linear polarisierte Welle, deren
Polarisationsebene von der Phasendifferenz der beiden Uberlagerten Wellen abhangt (der
Winkel Q des E-Feldvektors zur x-Achse ist gegeben durch Q =Dj /2). Das heifl3t, daf3

linear polarisiertes Licht als Summe von zwei zirkular polarisierten Komponenten
angesehen werden kann.
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Abb. 6.3: Linear polarisiertes Licht als Summe
zweier zirkular polarisierter Komponenten
gleicher Amplitude

Der Blick ist direkt auf die Quelle gerichtet. Die Vektor-
summe der zwei Feldkomponenten oszilliert entlang der
gestrichelten Linie, wenn E_ und Er rotieren.

YORQ

Abb. 6.4: Uberlagerung eines links- und rechtszirkular polarisierten
Lichtstrahls

Linear polarisiertes Licht &Rt sich auch als eine Uberlagerung von einem rechts - und
einem linkszirkular polarisierten Lichtstrahl gleicher Wellenlange und gleicher
Intensitat auffassen.

Wenn zwei zirkular polarisierte Komponenten ungleicher Amplitude kombiniert werden
(Abb. 6.5 und Abb. 6.6), ist das Ergebnis elliptisch polarisiertes Licht. Das wird sowohl von

der Elliptizitat (dem Verhaltnis der Achsen der Ellipse) als auch der Richtung der
Hauptachse charakterisiert.

Betragt die Phase 0<Dj <I /4, so dreht sich die Amplitude und andert ihren Betrag
gleichzeitig; dies wird als elliptische Polarisation bezeichnet.

Bei einer Annaherung an die Grenzen Dj € 0 oder Dj €| /4 nahert sich die elliptische
Polarisation wiederum der zirkularen bzw. linearen Polarisation.

9o Gé

g

Abb. 6.5: Uberlagerung eines links- und rechtszirkular polari-
sierten Lichtstrahls

Dargestellt sind Momentaufnahmen, alle zur selben Zeit, aber in grol3er
werdenden Abstéanden zur Quelle
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Abb. 6.6: Elliptisch polarisiertes Licht

Werden zwei zirkular polarisierte  Komponenten
ungleicher Amplitude kombiniert, so resultiert elliptisch
polarisiertes Licht.

6.1.2 Optische Rotation und Zirkulardichroismus

Grundlage dieser Methode ist die Wechselwirkung von polarisiertem Licht mit optisch
aktiver Materie. Dabei kdnnen grundsétzlich zwei verschiedene, aber eng verwandte
Effekte auftreten. Wird eine linear polarisierte Welle beim Durchlaufen des Mediums
wellenlangenabhangig in ihrer Polarisationsrichtung gedreht, spricht man von optischer
Rotationsdispersion (ORD). Werden die beiden zirkular polarisierten Komponenten, aus
denen eine linear polarisierte Welle zusammengesetzt ist, zusétzlich verschieden stark
absorbiert, so liegt Zirkulardichroismus (CD) vor.

Die Voraussetzung fur das Auftreten von ORD und CD ist die Chiralitdt des betreffenden
Molekuls, d.h. es mul3 eine Asymmetrie in der Elektronenverteilung vorliegen. Dies kann
durch die Struktur des Molekils, aber auch durch seine raumliche Anordnung gegeben
sein. Zusatzliche Bedingung fiir CD ist die Fahigkeit des Molekiils, Licht zu absorbieren.

Optische Rotationsdispersion (ORD)

Wenn linear polarisiertes Licht irgendeiner Wellenlédnge eine optisch aktive Substanz
passiert, rotiert die lineare Polarisation (Abb. 6.7). Der Winkel dieser Drehung (a) ist
abhangig von der Natur der Substanz, der Dicke der Probe (d) und der Konzentration (c)
der optisch aktiven Substanz in der Probe: a =[a]d C. [a] bezeichnet man als

spezifische Rotation. Idealerweise ist sie nur abhangig von der Natur der optisch aktiven
Substanz. Die Rotation der Polarisationsebene kann entweder in oder gegen die
Uhrzeigerrichtung stattfinden (Dextro- bzw. Levo-Orientierung). Die Beziehung zwischen
Zirkulardichroismus und optischer Rotation ist analog der Beziehung zwischen Absorption
und Refraktion von unpolarisiertem Licht.
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Abb. 6.7: Optische Rotation

Der einfallende Strahl ist linear polarisiert, der elektrische Vektor zeigt in Richtung der
z-Achse. Auch das ausfallende Licht ist immer noch linear polarisiert, aber die

Polarisationsebene ist um den Winkel a gedreht und die Losung in der Probenzelle ist
dextrorotierender Natur.

Zirkulardichroismus (CD)

Wenn zirkular polarisiertes Licht durch eine Losung einer optisch aktiven Substanz fallt, ist
die Absorptivitat von der Handigkeit des Lichts abhangig. Im Bereich optisch aktiver
Absorptionsbanden werden der links- und rechtszirkular polarisierte Strahl unterschiedlich
stark absorbiert (e, ' eg).

Man definiert den Zirkulardichroismus zu einer gegebenen Wellenldnge | als
De =e, - e;, die Differenz der Extinktionskoeffizienten fir links- bzw. rechtszirkular

polarisiertes Licht. Aus historischen Grinden verwendet man jedoch die Elliptizitat.
Zirkulardichroismus wird nur in Wellenlangenbereichen beobachtet, wo die Substanz das
Licht absorbiert.
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Man kann sich den Zusammenhang der beiden Grdl3en veranschaulichen, wenn man sich
das linear polarisierte Licht in zwei gegenlaufigen zirkular polarisierten Wellen zerlegt
vorstellt. Beim Durchtritt durch die MeRRl6sung wird die eine Welle starker absorbiert als
die andere. 'Addiert' man die beiden Wellen dann wieder, ist das Ergebnis nicht mehr
linear sondern elliptisch polarisiertes Licht.

Elliptizitat Q(l ) =k (e;-e, ) cd

mit eg, €, _: Extinktionskoeffizienten, c: Konzentration, d: Schichtdicke, k: Konstante oder
Q = arctan (b/a)

mit b, a = kleine, grofRe Achse der Ellipse.

Abb. 6.8: Zirkulardichroismus

Beim Austritt aus der optisch aktiven Sibstanz sind
die beiden Teilstrahlen unterschiedlich  stark
geschwécht, sodal? der Summenvektor eine Ellipse
beschreibt, deren Hauptachse gegeniber der
L} Ausgangsrichtung um den Winkel a geneigt ist.

Manche Substanzen haben verschiedene Lichtgeschwindigkeiten fir rechts- und links-
zirkular polarisierte Lichtkomponenten. Wenn linear polarisiertes Licht sie durchlauft, das
aus der Uberlagerung von rechts- und linkszirkular polarisierten Komponenten besteht,
werden die beiden Komponenten relativ zueinander phasenverschoben, je nach Proben-
dicke Dz. Dies produziert eine Drehung a der Polarisationsebene proportional zu Dz:
a=D /2=Kk(ng - Ngp) Dz/2,

mit n: Brechungsindizes fur links- bzw. rechtszirkular polarisiertes Licht, k: Konstante.

Bei Losungen ist die Drehung auch proportional zur Konzentration ¢ des optisch aktiven
Stoffes. Die Proportionalitatskonstante ist die spezifische Drehung ax, gemessen als
Drehwinkel / Probendicke (°/mm). Dieser Effekt beruht darauf, dald die optisch aktiven
Substanzen eine Chiralitat (Handigkeit) besitzen: ihre Polarisierbarkeit ist verschieden fir
rechts- und linkszirkular polarisierte Lichtwellen. Der Effekt ist wellenlangenabhéngig und
wird Zirkulardichroismus genannt.
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6.1.3 CD-Spektrometer

Als Lichtquelle im CD-Spektrometer dient eine Xenon-Hochdrucklampe mit einem
nachgeschalteten Monochromator. Der monochromatische Lichtstrahl fallt zunéchst durch
ein Polarisationsprisma (linear polarisiertes Licht), anschlie@end durch einen
elektrooptischen Modulator, der abwechselnd die rechts- oder die linkszirkular polarisierte
Komponente durchlaft, je nach Polung des elektrischen Feldes. Die beiden rechts- und
linkszirkular polarisierten Lichtstrahlen laufen dann durch die Probe in einer Quarz-
Klvette, die das Licht elliptisch polarisiert und werden dann in einem Photomultiplier als
Detektor verarbeitet, der eine Spannung in direktem Verhaltnis zur Elliptizitdt der
Polarisation des in ihn eingestrahlten Lichts erzeugt.

Lichtquelle %

Monochromator
:’{ monochromatisches Licht
T
Polarisationsprisma
i linear polarisiertes Licht
¥
elektrooptischer Modulator
! abwechselnd links- und rechtszirkular
! polarisiertes Licht
Probe
1!, elliptisch polarisiertes Licht

Detektor  ~_| »

Verstarker

Computer

Abb. 6.9: CD-Spektrometer: Diagramm des optischen Systems
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