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1. Arbeitshypothese und Fragestellung

1 Arbeitshypothese und Fragestellung

Der Alterungsprozess ist mit einer Vielzahl von Verdnderungen im Organismus verbunden.
Die Haut ist das Organ, bei dem der Alterungsprozess besonders deutlich sichtbar wird. Die
Hautalterung ist die Summe verschiedener genetisch determinierter Faktoren wie auch von
duBeren Stressoren. Der Alterungsprozess der Haut zeigt sich vor allem in dem Abbau der
dermalen Matrixproteine im Bereich der Dermis, welche schlieBlich als Faltenbildung
sichtbar werden. Uber die eigentliche ‘4ussere Schicht’ des Korpers, die Epidermis, welche

zum grofiten Teil aus Keratinozyten besteht, sind kaum Alterungsmechanismen bekannt.

Der Begriff “Proteomics” bezeichnet die Analyse von Proteinen, die als funktionelle Einheit
unter bestimmten Bedingungen exprimiert werden. Das Endprodukt der kodierenden Gene
einer Zelle sind Proteine, die nach Transskription und Translation weiteren
posttranslationalen Modifikationen wie Glykosylierungen und Phosphorylierungen
unterzogen werden konnen. Das Proteom beschreibt somit die Gesamtheit der Proteine einer

Zelle.

Im Rahmen dieser Arbeit soll mit Hilfe von Proteomics das Proteom von nativen
Keratinozyten als Hauptbestandteil der Epidermis untersucht werden. Darauf autbauend
sollen anhand verschiedener Expressionsmuster junger und gealterter Epidermis Riickschliisse
auf die in den Alterungsprozess involvierten Proteine gezogen werden. Da Keratinozyten nur
im Zellverband als Epidermis auftreten, werden Spalthdute zu den folgenden Untersuchungen

verwendet.
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2 Einleitunqg

2.1 Motivation und Ziel der Arbeit

Die Haut als dullere Barriere des Korpers hat vielfiltige Funktionen, unterliegt aber auch einer
grolen Anzahl von dusseren Stressoren. Diesen Stressoren folgen verschiedene direkte
Antwortmechanismen, sie beeinflussen aber auch die Entwicklung verschiedener
Antwortmechanismen iiber Jahrzehnte, die schlieBlich als Hautalterung sichtbar werden. Es
besteht gerade in der heutigen Zeit der Wunsch, die Hautalterung bzw. den Alterungsprozess
im Allgemeinen zu verlangsamen. Dabei bestehen verschiedene invasive und weniger

invasive Moglichkeiten, die Zeichen des Alterungsprozess abzuschwéchen.

Der Alterungsprozess der Haut zeigt sich vor allem in dem Abbau der dermalen
Matrixproteine und geht mit Faltenbildung einher. Uber die eigentliche ‘dussere Schicht’ des
Korpers, die Epidermis, sind kaum Alterungsmechansimen bekannt. Die Untersuchung von
nativer Epidermis verschieden alter Probanden sollte im Mittelpunkt stehen, um verschiedene
Stressoren der Epidermis wie sie im Laufe des Leben auftreten, zu beriicksichtigen.

In dieser Arbeit sollte eine Proteinkarte von Keratinozyten, den Hauptbestandteil der
Epidermis, mit Hilfe der zweidimensionalen Gelelektrophorese angefertigt werden. Anhand
verschiedener Expressionsmuster junger und gealterter Epidermis sollten Riickschliisse auf

die in den Alterungsprozess involvierten Proteine gezogen werden.

Ziel dieser Arbeit ist es, eine Proteinkarte nativer Epidermis in Form von
Spalthauthomogenaten zu erstellen. Auf eine Isolierung der Epidermis wurde verzichtet, da es
unter den Isolierungstechniken zu deutlichen Proteinabbauvorgingen kommen wiirde
(enzymatische Abpréiparation der Epidermis oder Hitzebehandlung). Die verschieden stark
exprimierten Proteine der Spalthdute von jungen und gealterten Probanden sollten mit Hilfe

massenspektrometrischer Untersuchungen analysiert werden.
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2.2 Aufbau und Funktion der Haut

Die Haut ist die physikalische Barriere des Korpers zur AuBBenwelt. Der komplexe Autbau
ermoglicht der Haut, sich den Bewegungen und Formverdnderungen des Korpers anzupassen
und gleichzeitig einer Vielzahl von Aufgaben gerecht zu werden, die sich aus dieser
Grenzstellung ergeben. Die Haut bildet einen wirksamen Schutz gegen physikalische,
chemische und mikrobiologische Noxen, ist ein sehr fein einstellbares thermoregulatorisches
System (Gefdlsystem und Schweilldriisen), besitzt exkretorische Funktionen und eine Reihe
von Sinnesrezeptoren. Die Haut eines erwachsenen Menschen bedeckt durchschnittlich 2m?
und ist zwischen 1,5 und 4 mm dick. Sie besteht aus zwei Schichten, der Epidermis und der

Dermis. Die Dermis stellt die Verbindung zur Subkutis dar, dem subdermalen Fettgewebe.

2.3 Die Epidermis: Aufbau und Funktion

Die Epidermis ist das terminale Abschlussgewebe der Haut. Thr kommt vor allem eine
Schutzfunktion zu. Sie reguliert den Wasserhaushalt des Korpers, bildet eine physikalische
Barriere gegen den Eintritt pathogener Mikroorgansimen und Viren, und bietet Schutz
gegeniiber schidlichen Umwelteinfliissen wie ultravioletter Strahlung und Einwirkung von
Chemikalien.

Die Epidermis ist ein mehrschichtig verhornendes Plattenepithel ektodermaler Herkunft, das
einer Basallamina aufsitzt und zu 90% aus Keratinozyten besteht. Daneben finden sich noch
die mit ihr symbiotisch lebenden Melanozyten, Langerhans-Zellen und Merkel-Zellen.

Die Keratinozyten weisen von innen nach aulen einen wachsenden Grad an Differenzierung
auf. Histologisch ldsst sich die Epidermis in 4 (bis 5) Zelllagen einteilen und weist
lokalisationsabhéngig eine Dicke von 0,04 - 1,5 mm auf. Die einzelnen Schichten entsprechen
den verschiedenen Differenzierungsstadien der Keratinozyten und produzieren als
funktionelles Endprodukt die Hornschicht, das Stratum corneum, als Tragerin der
Barrierefunktion der Haut. Nur die innerste Keratinozytenschicht, das Stratum basale, enthilt
mitotisch aktive Zellen, wihrend die drei suprabasalen Zellschichten, Stratum spinosum,
Stratum granulosum und Stratum corneum ausschlieBlich aus postmitotischen, sich
differenzierenden Zellen aufgebaut sind. Unter den mitotisch aktiven Zellen im Stratum
basale unterscheidet man zwei Zellpopulationen, die epidermalen Stammzellen und die

Htransit amplifying cells® (TA’s) (Jones PH 1997). Wiéhrend die epidermalen Stammzellen
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einen Vorrat undifferenzierter Zellen bereitstellen, die zeitlebens an der Oberfldche
abgestoflene Zellen ersetzen und das Epithel nach einer Verletzung regenerieren, sind die aus
ihnen hervorgegangenen TA’s bereits determinierte Keratinozyten, die nur noch ein
begrenztes Proliferationspotential besitzen. Sie stellen ein Zwischenstadium dar, iiber das

epidermale Stammzellen terminal differenzierte Zellen generieren.

Der Differenzierungsvorgang von den Keratinozyten in die funktionstragende Hornschicht ist
ein sich schlagartig, d.h. in Stunden, abspielender Prozess. Er wird eingeleitet, wenn Zellen
im Stratum basale sich plotzlich von der Basalmembran ablosen, im Zellzyklus arretieren und
in das folgende Stratum spinosum einwandern. Dort durchlaufen die Keratinozyten ein in
seiner Abfolge genau abgestimmtes Differenzierungsprogramm, das mit einer Reihe
morphologischer und biochemischer Verdnderungen im Stratum spinosum und Stratum
granulosum einhergeht. Nach einer Umstellung der Keratinsynthese werden zunehmend
differenzierungsspezifische Keratine gebildet, die sich zu tonofibrilliren Biindeln
zusammenlagern. Im Stratum granulosum werden die Tonofibrillen zu makrofibrilldren
Kabeln gebiindelt. Des Weiteren ist diese Schicht histologisch durch das Auftreten vieler
Granulae gekennzeichnet, die verschiedene Produkte der Keratinozytendifferenzierung
enthalten, die zur Ausbildung terminaler Keratinozyten Strukturen im Stratum corneum
benotigt werden. Am Ende des etwa 3-4wochigen Differenzierungsprozesses bilden sich im
Stratum corneum terminal differenzierte, kernlose Korneozyten, die in eine membrandse
Hiille kreuzvernezter Polypeptide, im ,,cornified envelope®, eingebettet sind. Diese Schicht

versiegelt die Haut nach auflen und ist fiir ihre Widerstandsfiahigkeit verantwortlich.

Die Epidermis enthélt keine Gefélle; die Versorgung erfolgt tiber Diffusion aus der darunter
liegenden gefidBreichen Dermis, mit der sie dreidimensional iiber epidermale Reteleisten und
bindegewebige dermale Papillen verbunden ist. Die Grenzfliche zwischen Epidermis und

Dermis wird als dermoepitheliale Junktionszone bezeichnet.
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2.4 Die Dermis: Aufbau und Funktion

Die Dermis ist mesodermalen Ursprungs und stellt eine bis zu 3mm dicke fibroelastische
Schicht aus kollagenem Bindegewebe dar, die der Haut ihre hohe Zug- und ZerreiB3festigkeit
verleiht. Der obere Anteil, das Stratum papillare, ist Trager des Gefd3- und Nervensystems
der Haut, wihrend der tiefe, straffe Anteil, das Stratum reticulare, der Haut mechanische
Festigkeit verleiht. Von der Dermis ziehen bindegewebige Septen in das darunter liegende
subkutane Fettgewebe (Subkutis), teilen es in Lappen auf und verankern es an den tiefen
Bindegewebsfaszien und am Periost (Retinacula cutis). Im Bindegewebe eingebettet liegen
die Hautanhangsgebilde (Haare, Néagel, Talg- und Schwei3driisen), die ektodermaler Herkunft

sind.

Dieser grundsitzliche Aufbau der Haut unterliegt starken regionalen Schwankungen, die der

Funktion und Charakteristik der jeweiligen Region angepasst sind.

Abbildung 1: Histologischer Schnitt der Haut eines jungen (oben) und eines alten Menschen (unten).
Man sieht im Gegensatz zur jungen Epidermis eine starke Abnahme der suprabasalen Zellschichten,
eine weniger scharf ausgerichtete Zellorganisation und eine Ausdiinnung der epidermalen Strukturen
im Alter.
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2.5 Der Alterungsprozess

Das Altern wird allgemein als ein progressiver Verlust der (Organ-) Funktionen mit
zunehmender Mortalitit im Alter definiert. Er ist ein unausweichlicher Prozess, dessen
biologische Mechanismen nur schwer zu definieren und erst unvollstindig erforscht sind. Das
Altern stellt im weitesten Sinne eine Funktion der Zeit dar und driickt sich durch nicht
umkehrbare Verdnderungen in einem Lebewesen aus. Der komplex ablaufende
Alterungsprozess beinhaltet ineinander greifende Prozesse, die sich von der molekularen
Ebene iiber Zellebene hin zu Geweben und Organen aufsummieren bis schlieBlich die
Zeichen des Alterns in einem Individuum deutlich sichtbar sind.

Eine einheitliche Alterungstheorie konnte noch nicht formuliert werden. Die Vielzahl der
derzeit existierenden Alterungstheorien greifen zwangsldufig nur Teilaspekte des Alterns
heraus. Im Mittelpunkt dieser Theorien stehen jeweils spezifische zelluldre und molekulare
Prozesse. Folgende Theorien geben einen Einblick in den Versuch den Alterungsprozess zu

beschreiben.

2.5.1 Das Hayflick-Limit

Hayflick und Moorehead (1961) beschrieben erstmals ein Phdnomen, das als zelluldre
Seneszenz bezeichnet wird. Humane vermehrungsfihige Fibroblasten kénnen in Kultur nur
eine begrenzte Zahl von Teilungen durchfiihren bis sie schlielich einen irreversiblen Zustand
des Wachstumsstillstands erreichen (,,Hayflick-Limit*). In der Kultur geht die
Teilungsfihigkeit verloren. Dieser Verlust ist irreversibel und mit charakteristischen
morphologischen, zellphysiologischen, molekularen und biochemischen Veridnderungen
verbunden. Die noch moglichen Zellteilungen sind dabei abhingig von der potentiellen
Lebenserwartung der Art sowie dem Alter des Individuums, dem sie entstammen. Bei dem
Verlust der Zellteilungsfahigkeit stehen der Mechanismus der Zellteilung, der Zellzyklus
sowie Zellzyklus-assoziierte Gene im Mittelpunkt. Die kontrollierenden Proteine gehdren zu
den Proteinkinasen. Die Familie der cyclinabhdngigen Proteinkinasen (CDK) kénnen durch
Phosphorylierung bestimmter Proteine Prozesse im Zellzyklus beeinflussen. Die aktivierten
Proteine sind die Cycline, die an CDK-Proteine binden koénnen und diese in ihrer
Phosphorylierungsaktivitét regulieren.

Daneben spielen noch verschiedene Gene eine zentrale Rolle fiir die Einleitung und das

Fortschreiten der replikativen Seneszenz. Tumorsuppressorgene wie p53, die



2. Einleitung

Transkriptionsfaktoren darstellen, zeigen in alternden Zellen eine verdnderte DNA-
Bindungskapazitdt. Ebenso ist die Aktivitdt der p53-induzierten Transkriptionsaktivierung

modifiziert (Bond 1996), so dass hier eine altersabhidngige Funktionsverdnderung vorliegt.

2.5.2 Die zellulare Seneszenz und Telomerlange

Ein Kontrollfaktor der zelluldren Seneszenz scheint im Zusammenhang mit der Aktivitdt der
Telomerase zu stehen. Telomere sind repetitive DNA-Sequenzen, die die Enden von
eukaryontischen Chromosomen bilden. Telomerase kann DNA-Verluste, wie sie nach jeder
Zellteilung an den Telomeren auftreten, durch Neusynthese kompensieren (Greider 1985). Sie
schiitzen die genomische DNA vor Degradation und Rekombinationsereignissen. Da die
DNA-Polymerase o die Enden linearer DNA nicht replizieren kann, werden Telomere in
normalen somatischen Zellen mit jeder Replikation kiirzer. Dieser Prozess limitiert
mafgeblich die maximale Zahl von Teilungen einer Zelle. Unterschreiten die Telomere eine
kritische Grenze, konnen keine weiteren Zellteilungen mehr erfolgen.

Aber nicht nur die Telomerldnge scheint Einfluss zu nehmen auf die Telomerfunktion.
Telomere kommen in einer ,,capped“ und ,uncapped“ Form vor (Blackburn, 2000).
,Uncapped“ Telomere sind DNA-Bruchstiicke, die je nach Zellart die p53-vermittelte
Apoptose oder einen seneszenten Phénotyp induzieren (van Steensel 1998, Karlseder 2002).
Eine auffallende Ahnlichkeit besteht zwischen der zelluliren Antwort auf DNA-Schiden
durch ionisierende und ultraviolette Strahlung und durch bestimmte Chemikalien im
Vergleich zu der experimentell hervorgerufenen Telomerschidigung. Die Telomer-DNA-
Sequenz TTAGGG ist ein Hauptangriffspunkt fiir unter anderem UVB-Strahlung, bei der
Pyrimdin-Dimere (Setlow 1966) und oxidative Schidigungen meist an Guanin-haltigen
Abschnitten der DNA entstehen (Kasai 1991). Durch die Destabilisierung oder Schadigung
der Telomerregion kann es somit zu einer vorzeitigen Telomer-Verkiirzung, Seneszenz und

Alterung kommen (Yaar 2002).

2.5.3 Alternsgene und Langlebigkeitsgene

Als eine weitere Komponente des Alterns konnen Alternsgene beschrieben werden, die den
Alterungsprozess einleiten und steuern. Bei einer Reihe von Erkrankungen, die durch eine

vorzeitige Alterung gekennzeichnet sind, finden sich Mutationen z.B. beim Cockayne

7
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Syndrom in der DNA-Helikase (Weeda 1990). Die Ataxia Telangiektasia wird durch eine
Mutation im ATM-Gen verursacht, das eine Kinase kodiert, die DNA-Schiden aufspiirt
(Savitsky 1995). Das Werner Syndrom, verursacht wahrscheinlich durch eine Mutation einer
DNA Helikase, ist durch ein erhohtes Auftreten von DNA-Fehlbildungen, erhohten
Telomerverlust und reduzierten Telomerreparaturmechanismen gekennzeichnet (Bohr 2003).
Als Gegenspieler hierzu werden Langlebigkeitsgene (,,longevity genes) diskutiert, die den
Prozess des Alterns hemmen. Die derzeit bekannten ,,Longevity“-Gene kodieren fiir Proteine,
die alle eine Aufgabe in der Kontrolle von Umweltstressoren besitzen. Das ras-2 Gen in
Hefezellen, dessen Uberexpression die Seneszenz verzogert, agiert als ein Sensor fiir
verschiedene umweltbedingte Stressfaktoren wie Hunger, UV-Strahlung, oxidative Schiden
und Hitzeschock (Sun 1994). Ebenso wie im Fadenwurm Caenorhabditis elegans als auch in
langlebigen Arten der Fruchtfliege Drosophila melanogaster zeigt sich eine hohere Expression
von Langlebigkeitsgenen. Sie verleihen diesen Arten zusitzlich eine hohere Resistenz
gegeniiber umweltbedingten Stressoren und konnen die Lebensspanne verdoppeln bis
verdreifachen (Johnson 1987, Dudas 1995, Jazwinski 1996).

Es wird angenommen, dass beim Altern ein Dualismus zwischen diesen beiden Genotypen

besteht, wobei der Einfluss der Alternsgene im Laufe des Lebens zunimmt.

2.5.4 Radikaltheorie

Die passive Komponente des Alterns ist vom Zellstoffwechsel abhingig, bei dem zahlreiche
freie Radikale entstehen, die zelluldre Strukturelemente und die DNA schidigen konnen.
Diese Defekte summieren sich mit der Zeit auf und fithren zu Zeichen der Alterung (Wallace
1992). Vor allem ist die DNA der Mitochondrien gefdhrdet. Der in den Mitochondrien durch
verschiedene Enzyme katalysierte Zitratzyklus liefert eine sehr hohe Energieausbeute,
allerdings werden auch infolge der Anwesenheit von Sauerstoff sehr viele freie Radikale
gebildet, die auch freigesetzt werden konnen. Schiden in der Mitochondrien-DNA, die auch
genetisch bedingt sein konnen, sind neben zahlreichen Erkrankungen auch fiir
Alterungsphianomene verantwortlich (Wallace 1992). So konnten Leistungseinschrankungen

im Alter aufgrund einer verminderten Energieausbeute in Mitochondrien erklart werden.
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2.5.5 Die Immuntheorie

Die Immuntheorie setzt eine Dysfunktion des Immunsystems voraus mit den sich daraus
ergebenen entziindlichen Prozesse sowie zerstorerischen Aktivititen von Immunmediatoren,

die fiir das Altern verantwortlich gemacht werden (Cheney 1974).

Zusammenfassend spielen die Seneszenz und/oder die Apoptose eine grundlegende Rolle im
Alterungsprozess. Diese durch bestimmte Gene verstdrkten oder abgeschwéchten Prozesse
tragen mit den zelluldren Stoffwechselprodukten stark zu der zelluldren, organischen und

schlieBlich den gesamten lebenden Mechanismus betreffenden Alterung bei.

2.6 Die Hautalterung: intrinsisches und extrinsisches Altern

An der Haut wird der Alterungsprozess des Organismus am deutlichsten sichtbar. Der
Alterungsprozess der Haut ist ein komplexer Prozess, wobei zwischen genetisch
determiniertem intrinsischen Altern und extrinsischen Altern unterschieden wird.

Unter der intrinsischen Hautalterung versteht man den vorprogrammierten, nicht zu
beeinflussenden physiologischen Alterungsprozess, der individuell verschieden schnell
fortschreitet. Er ist durch zunehmenden Verlust der Zellzahl, der Substanz und der Funktion
in allen Systemen der Haut gekennzeichnet (Uitto 1998).

Neben diesem nicht abwendbaren genetisch determinierten Prozess unterliegt die Haut auch
einem extrinsischen Alterungsprozess, der die intrinsische Hautalterung verstdrkt. Vor allem
die UV-Strahlung, aber auch Umweltfaktoren wie z.B. Nikotinkonsum tragen zur
Schiadigung des dermalen Bindegewebes bei (Wlaschek 2001). UV-A- und UV-B-Strahlen
16sen in der Haut iiber Interaktionen mit intrazelluldren Chromophoren und Photosensitizern
massiven oxidativen Stress aus, der zu transienten aber auch permanenten genetischen
Verdanderungen fithren kann. Sie aktivieren unter anderem zytoplasmatische
Signaltransduktionswege, die mit Wachstums-, Differenzierungs- und Abbauprozessen sowie
mit der Seneszenz vergesellschaftet sind. Sowohl zellulire Verdnderungen als auch
Anderungen der qualitativen und quantitativen Zusammensetzung extrazelluldrer dermaler
Matrixmetalloproteine zeigen sich in einer reduzierten Elastizitdt der Haut mit Faltenbildung,
Verdiinnung der Epidermis, Dermis und Subkutis sowie Verdnderungen des Immunsystems

und einer verzdgerten Wundheilung.
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Zu den Stressproteinen zdhlen verschiedene Proteine, darunter unter anderem die Gruppe der
Hitzeschock-Proteine. Dabei handelt es sich um eine Gruppe hoch konservierter Proteine, die
in Zellen als Antwort auf Hitze oder andere physikalische oder chemische Stressoren
exprimiert werden. Sie binden an andere =zellulire Proteine und nehmen an
Proteinfaltungsvorgéngen unter zelluldren Stress, aber auch wihrend der Neusynthese von
Proteinen teil. Hitzeschock-Proteine verhindern bzw. sind an Reparaturmechanismen UV-
geschéadigter DNA beteiligt. Hitzeschockproteine werden sowohl in der Dermis als auch in
der Epidermis exprimiert. In der Epidermis beeinflussen sie verschiedene zelluldre Prozesse
wie z.B. Entziindungs- und Immunantworten der Haut, und es scheint Verbindungen
zwischen der Exprimierung von Hitzeschockproteinen und Hauterkrankungen zu bestehen

(Charveron 1995).

Der Alterungsprozess wirkt sich unterschiedlich auf die verschiedenen Hautstrukturen aus.
Gealterte Haut ist auf den ersten Blick durch das Auftreten von Falten, Schlafftheit und
Altersflecken zu erkennen. Der Alterungsprozess wirkt sich in der Epidermis vor allem als
Verlangsamung des Keratinozytenstoffwechsels und der Keratinozytenproliferation aus
(Fenske 1986). Wie in der Abbildung 1 dargestellt nimmt die Dicke und die Zahl der
Zelllagen in der Epidermis wéhrend des Alterns - alle 10 Jahre etwa um 6% ab (Hadshiew
2000). Neben der Zahl der Langerhans-Zellen und Melanozyten sind davon vor allem die
suprabasalen Zellschichten betroffen. Die Dicke des Stratum corneums bleibt meist konstant

und betrégt zeitlebens etwa 15 Zelllagen.

Im Laufe des Lebens findet sich auch eine abnehmende Zell- und GefiaBdichte in der Dermis.
Im histologischen Schnitt ist zu erkennen, dass die Dermis unregelmiflige Strukturen und
Auflockerungen enthélt und weniger kompakt erscheint als in junger Haut (Abb.1). Bereits im
Alter von 30 Jahren kommt es zu einem graduellen Riickgang der Zahl der Mikrofibrillen der
elastischen Fasern (Varadi 1972). Des Weiteren nimmt mit dem Alter die Kollagensynthese
ab (Uitto 1998) und in der Dermis kommt es zu einem Riickgang des subkutanen
Fettgewebes. Es verdndert sich die Struktur der epidermalen-dermalen Junktionszone. In der
Basalmembran sind Dermis und Epidermis miteinander verankert. Untersuchungen haben
gezeigt, dass dieser Zusammenhalt von Dermis und Epidermis im Alter geschwécht wird
(Fenske 1986). Ein Grund ist die Abflachung dieser Grenzfldache, was zu einer Schwichung

der Kohésion zwischen Dermis und Epidermis fiithrt. Ein anderer Grund sind strukturelle und
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2. Einleitung

funktionelle Verdnderungen in den Komponenten der Basalmembran. Hier spielt das
Glykoprotein Laminin eine Schliisselrolle bei der Bildung von Ankerfibrillen, die die basalen

Keratinozyten mit der darunter liegenden Dermis verbinden.

Die UV-Bestrahlung der Haut fiihrt zu kurzfristigen reversiblen Reaktionen wie
Erythembildung und Pigmentation, und zu langfristigen permanenten Reaktionen wie der
Hautalterung und der Karzinogenese. Durch das sich gewandelte Freizeitverhalten ist eine
erhohte Inzidenz von malignen Melanomen schon im jungen Erwachsenenalter zu
verzeichnen (Bosetti 2004, Durnick 2004). Bei der {iber Jahrzehnte der Sonne ausgesetzten
Haut findet sich besonders bei hellhdutigen Menschen eine Akkumulation elastischen
Materials in der oberen Dermis, die als solare bzw. senile Elastose bezeichnet wird (Bernstein
1994). AbschlieBend ist zu bemerken, dass mit der Hautalterung nicht nur verschiedene
gutartige Hautverdnderungen und pramaligne Verdnderungen bis hin zu semimalignen bzw.

malignen Tumoren assoziiert sind.
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3 Material

3. Material

3.1 Herkunft der Spalthaute

Es wurden Reste von Spalthduten (0,3mm dick), die zur therapeutischen Wunddeckung an der

Hautklinik des Universitdtskrankenhauses Eppendorf entnommen wurden, verwendet. Das

Einverstidndnis der Patienten lag in schriftlicher Form vor.

3.2 Liste der verwendeten Materialien

3.2.1 Chemikalien

Nicht ausdriicklich erwéhnte Laborchemikalien wurden in p.a. Qualitéit von folgenden Firmen

bezogen:

Acrylamid-Bis, 29.1 : 0.9 (40%)
Agarose
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
BioRad Protein Fiarbereagenz
Boehringer Blockierungsreagenz
Brilliant Blau G 250
Bromphenolblau Na-Salz

Bovine Serum Albumin (BSA)
CHAPS

Dithiothreitol (DTT)

DryStrip Cover Fluid

PBS (Dulbeccos Phosphate Buffered Saline)
ECL-Reagenz

EDTA Dinatriumsalz Titriplex IIT
Eisessig

Ethanol vergillt

Formaldehyd 37%

Glycerol 86 %

Merck

Roth

Merck

BioRad

Boehringer

Roth

Roth

Merck

Roth

Roth

Amersham Pharmacia Biotech
Sigma

Amersham Pharmacia Biotech
Roth

Roth
Bundesmonopolverwaltung
Sigma

Roth
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Glycin

Harnstoff

HEPES

I-Block Reagenz Tropix

Iodacetamid

IPG-Buffer, pH 3-10 NL

IPG-Buffer, pH 4-7

IPG-Buffer, pH 6-11

Maleinsdure

Methanol

Natriumacetat Trihydrat
Natriumhydrogencarbonat

Natriumcarbonat wasserfrei

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydroxid Plitzchen
Natriumthiosulfat-Pentahydrat

NuPAGE" 4-12 % Bis-Tris Gel

NuPAGE"™ MES-Puffer 20 x

NuPAGE" Transfer-Puffer 20x
Ovalalbumin/ Albumin Chicken egg

PBS

Ponceau-S-Konzentrat

Pufferlsg. fir pH-Wert Kalibrierung pH 4,00
Pufferlsg. fiir pH-Wert Kalibrierung pH 7,00
Pufferlsg. fir pH-Wert Kalibrierung pH 9,00
Pufferlsg. fiir pH-Wert Kalibrierung pH 10,01
Regenbogenmarker

Roti-Load 4x-Konz. Reduzierend

Salzsdure 2N (HCL)

Salzsdure 25% (HCL)

Sealing gel

Silbernitrat

Sodiumdodecylsulfat (SDS)

Roth

Roth

Roth

Tropix, Bedford, MA, USA
Merck

Amersham Pharmacia Biotech
Amersham Pharmacia Biotech
Amersham Pharmacia Biotech
Roth

Roth

Merck

Roth

Roth

Merck

Merck

Merck

Roth

Invitrogen

Invitrogen

Invitrogen

Sigma

Sigma

Sigma

Merck

Merck

Merck

Roth

Amersham Pharmacia Biotech
Roth

Merck

Roth

Amersham Pharmacia Biotech
Roth

Roth
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Sodiumthiosulfat

TBS

TEMED

Thimerosal

Tricin

Tris [Tris(hydroxymethyl)-aminomethan]
Triton X-100

Tween-20

3.2.2 Gerite und Arbeitsmaterial

3. Material

Roth

Roth
Merck
Roth

Roth

Roth

Roth
AppliChem

Cleaning Solution, Strip Holder
Dispergierer DIAX 900 (Ultraturrax)
Equilibration Tube Set

Ettan DALT Buffer Seal Removal Tool
Ettan DALT Cassette Removal Tool
Ettan DALT Gel Casting Cassette, 1,0mm
Ettan DALT II Gel Casting System

Amersham Pharmacia Biotech
Heidolph Instruments GmbH & Co. KG
Amersham Pharmacia Biotech
Amersham Pharmacia Biotech
Amersham Pharmacia Biotech
Amersham Pharmacia Biotech

Amersham Pharmacia Biotech

Ettan DALT II System: Separation Unit and

Power Supply / Control Unit

Ettan DALT Separator sheets, 0,5mm
Féarbewannen

Filterpapier 3MM

Immobiline DryStrips pH 3-10 L, 24cm
Immobiline DryStrips pH 4-7 L, 24cm
Immobiline DryStrips pH 6-9 L, 24cm
IPGphor Isoelectric focusing unit

IPG Strip Holder

Mixermill

NuPAGE" 4-12 % Bis-Tris Gel
NuPAGE® Bis-Tris Electrophoresis Systems
PVDF Membran

Amersham Pharmacia Biotech

Amersham Pharmacia Biotech
Roth

Whatman

Amersham Pharmacia Biotech
Amersham Pharmacia Biotech
Amersham Pharmacia Biotech
Amersham Pharmacia Biotech
Amersham Pharmacia Biotech
Quiagen

Invitrogen

Invitrogen

Milipore, Eschborn
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Rontgenfilme

Rontgenfilmentwickler

Strip holders (Immobiline DryStrip, 24cm)
X-finity pro 42 Scanner

3.2.3 Losungen, Medien und Puffer

Fuji RX Super
Agfa
Amersham Pharmacia Biotech

Quatographic AG

3. Material

. Homogenisierungspuffer (HP)

10mM Tris, SmM EDTA, 1% Triton X-100, 1% (w/v) Chaps, ddH,O.

. Rehydratationspuffer

8M Harnstoff, 2% (w/v) Chaps, 0,5% (v/v) IPG-Puffer, ddH,O. Zum Einfirben einige
Kornchen Bromphenolblau. 18,2yl 1M DTT / 1000ul Rehydratationspuffer vor

Gebrauch hinzufiigen

. Equilibrierungspuffer 1

50 mM Tris/HCI pH 8.8, 6 M Harnstoft, 30 % (v/v) Glycerol, 2 % (w/v) SDS, ddH,O0.

Zum Einfirben einige Kornchen Bromphenolblau. Vor Gebrauch 100 mg DTT / 10 ml

Equilibrierungspuffer hinzufiigen.

. Equilibrierungspuffer 2

50 mM Tris/HCI pH 8.8, 6 M Harnstoff, 30 % (v/v) Glycerol, 2 % (w/v) SDS, ddH,O.

Zum Einférben einige Kérnchen Bromphenolblau. Vor Gebrauch 100 mg Iodacetamid /

10 ml Equilibrierungspuffer hinzufiigen.

. Elektrophoresepuffer 5-fach konzentriert:

25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0.1 % (w/v) SDS, ddH,0.

. Gel-Losung fiir 14 Gele (900 ml), 12.5%
287 ml Acrylamid-Bis, 29.1: 0.9 (40%), 225 ml 1.5M Tris/HCI, pH 8.8, 9 ml 10% SDS,
385 ml ddH,O0, 3.3 ml 10% APS, 0.6 ml TEMED
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3. Material

Verdringungslosung
25 ml 1.5 M Tris/HCI, pH 8.8, 50 ml Glycerol (86 %), 25 ml ddH,0O, einige Kérnchen

Bromphenolblau zum Anfédrben der Losung

Gel-Aufbewahrungslosung
250 ml/L 1.5 M Tris/HCI, pH 8.8, 10 ml/L 10 %-ige SDS

NuPAGE® 4-12 % Bis-Tris Gel

NuPAGE® MES-SDS-Running Buffer
5 % NuPAGE® MES-Puffer 20x , ddH,0.

NuPAGE® Transfer Buffer
5 % NuPAGE® Transfer-Puffer 20x , 10% Methanol, ddH,O.

10x Tris-gepufferte Kochsalzlosung (10x TBS)
1.37 M NaCl und 200 mM Tris in ddH,O gel6st und mit 25 %-iger Salzséure auf pH
7,4 eingestellt.

1x TBS-T
10 % 10x-TBS, 0.05 % Tween-20

Boehringer Blockierungspuffer, pH 7.5
100 mM Maleinsdure, 150 mM NaCl, 0.005 % Thimerosal, 1 % Boehringer

Blockierungsreagenz

Tropix-Blockierungspuffer

0,2 % I-Block Reagenz Tropix, 0,005 % Thimerosal in 1x TBS-T

BSA-Blockierungspuffer
5% BSA in 1x TBS-T
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3. Material

3.2.4 Farbungen fiir die 2D-PAGE und Westernblots

MALDI-kompatible Silberfirbung (nach Heukeskoven et al. 1985)

- Fixierungslosung: 40 % Ethanol, 10 % Eisessig

- Sensitivierungslosung: 30 % Ethanol, 0.4 % Sodiumthiosulfatlosung (2.5 % w/v),
0.125 M Natriumacetat-Trihydrat

- Silberlosung: 10 % Silbernitrat-Losung (2.5 % w/v), 0.04 % Formaldehyd (37 %w/v,
Merck)

- Entwicklungslosung: 0.06 M Natriumcarbonat, 0.02 % Formaldehyd (37 % w/v)

- Stop-Losung: 9.8 mM EDTA-NA x 2H,0

- Aufbewahrungslosung: 20 % Ethanol, 10 % Glycerol

. Ponceau-Firbung

20% Ponceau-S-Konzentrat in ddH,O

. ECL Reagenz
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3. Material

3.2.5 Antikorper

Primérantikorper

. Rabbit polyclonal IgG Anti-Prealbumin (sc-13098), Verdiinnung 1 : 1000, Santa Cruz
Biotechnology

. Mouse monoclonal 1gG,, Anti-HSP27 Ab-1 (clone G3.1, monoclonal), Verdiinnung 1 :
5000, Santa Cruz Biotechnology

Sekundirantikorper

. Rabbit anti-mouse, HRP conjugated (315-035-003), Verdiinnung 1 : 4000, Jackson

Immuno Research

. Mouse anti-rabbit IgG (H+L) (211-035-109), HRP conjugated, Verdiinnung 1 : 4000,

Jackson Immuno Research
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4. Methoden

4 Methoden

4.1 Herstellung von Spalthauthomogenaten

Die Proben wurden in physiologischer Kochsalzlosung transportiert, in PBS gewaschen,
ausgewogen und ca. 300mg wurden bendtigt, um eine ausreichende Proteinausbeute mit dem
Ultraturrax zu erreichen, nur ca. 100mg bei der Aufarbeitung mit einer Mixermill, die aber
erst zu einem spéteren Zeitpunkt zur Probenaufarbeitung eingesetzt wurde. Nichtbendotigtes
Probenmaterial wurde bei -86°C tiefgefroren. Die Probenaufbereitung erfolgte auf Eis bzw.

die Zentrifugation bei +4°C.

Aufarbeitung mit Ultraturrax: Die abgewogene Menge Spalthaut wurde mit einem Skalpell in
ca. 1 x 1 mm groBle Stiicke zerkleinert und anschlieBend in 1000ul Homogenisierungspuffer
suspendiert. Der entstandene Schaum  wurde zwischendurch immer wieder
herunterzentrifugiert. Nach Zentrifugation der Spalthautsuspension bei 800 x g fiir 5 Minuten
wurde der Uberstand abgenommen und dieser nochmals bei 10000 x g fiir 2 Minuten
zentrifugiert, um unldsliches Material zu entfernen. Aus diesem Uberstand wurde die

Proteinkonzentration nach Bradford mit dem Bio-Rad® Protein Assay bestimmt.

Aufarbeitung mit Mixermill: Die Spalthdute wurden mit einem Skalpell in ca.lx1mm grof3e
Stiicke zerkleinert, in ein Eppendorf Tube mit 250ul Homogenisierungspuffer und einer
kleinen Wolframkugel zusammengefiihrt. Bei 30Hz wurden die Spalthdute 3x 90sec
,zermahlen®, zwischen den einzelnen hochfrequenten Schiitteldurchgingen wurden die
Proben 2 Minuten bei 3500 x g zentrifugiert. Nach dem letzten Mahlvorgang 2 Minuten bei
1000 x g. Der Uberstand wurde abgenommen und nochmals bei 10000 x g 2 Minuten
zentrifugiert, um unlosliches Material zu entfernen. Aus diesem Uberstand wurde die
Proteinkonzentration nach Bradford bestimmt.

Die Spalthauthomogenate wurden entweder direkt fiir die isoelektrische Fokussierung, der
ersten Dimension der zweidimensionalen Gelelektrophorese, verwendet bzw. wurden sie bei
—86°C bis zu der weiteren Verwendung gelagert. Spalthautpoole junger und alternder Haut

wurden aus den Einzelproben zu gleichen Proteinanteilen gebildet.
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4. Methoden

4.2 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung erfolgte nach Bradford (Bradford, 1976). Als Standard wurden 0, 4,
8, 12 und 16pug Ovalalbumin verwendet, die zuvor angesetzt und in Aliquots tiefgefroren
waren. Zur Proteinbestimmung wurden die Aliquots aufgetaut, je 100ul Standard mit 600ul
ddH,0 und 100ul 0,5M NaOH, von den Proben wurden 5Sul mit 700ul ddH,O und 100ul 0,5M
NaOH zusammen pipettiert. AnschlieBend wurden die Standards und Proben mit 200ul
BioRad® Firbereagenz versetzt und gevortext, in Kiivetten umgefiillt und die Extinktion bei

595nm gemessen.

4.3 Zweidimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese (2D-PAGE)

Das Proteom einer Zelle oder eines Mikroorganismus besteht aus vielen tausend Proteinen.
Die Methode der Wahl zur Auftrennung eines komplexen Proteingemischs ist die
zweidimensionale Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (2D-PAGE) (O’Farrell 1975, Klose
1975), mit deren Hilfe Proteine gemdl ihrem isoelektrischen Punkt in der isoelektrischen
Fokussierung (IEF) und ihrer Grofe bzw. ihrem Molekulargewichts (MG) tiber die Sodium
Dodecyl Sulfat Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE) in der zweiten Dimension
aufgetrennt werden. Die zweidimensionale Gelelektophorese bietet damit die Moglichkeit, ein

komplexes Proteingemisch hoch auflésend aufzutrennen.

4.3.1 Die isoelektrische Fokussierung (IEF)

Proteine sind amphoterische Molekiile, d.h. sie tragen je nach dem pH-Wert ihrer Umgebung
positive oder negative Ladungen, bzw. verhalten sie sich an ihrem isoelektrischen Punkt (pI),
an dem ihre Nettoladung - die Summe aller negativen und positiven Ladungen an den
Aminosduren-Seitengruppen - Null betrégt, als ein neutral geladenes Molekiil. Wahrend der
isoelektrischen Fokussierung werden die Proteine unter denaturierenden Bedingungen
innerhalb eines pH-Gradienten in einem elektrischen Feld nach ihrem isoelektrischen Punkt
aufgetrennt. Die isoelektrische Fokussierung ist eine Endpunktmethode, bei der die Proteine

auf der gesamten Trennstrecke in scharfe Proteinzonen voneinander abgegrenzt werden.
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4. Methoden

Die isoelektrische Fokussierung wurde auf einem IPGphor™ Isoelectric Focusing System mit
immobilisierten linearen IPG-Strips (Immobiline DryStrips®) durchgefiihrt. Eine Ubersicht
der Proteinmuster wurde in dem pH-Bereich 3-10 erreicht, fiir die weitere Analyse wurden die
Proteine in Zoom-in-Bereichen pH 4-7 und pH 6-9 aufgetrennt. Dazu wurden 250ug Protein
fuir den pH-Bereich 3-10, 500ug Protein fiir pH 4-7 und 6-9 aufgetragen. Die
Spalthauthomogenate wurden mit dem Homogenisierungspuffer auf die folgenden
Konzentrationen verdinnt, um gleich bleibende Salzkonzentrationen widhrend der ersten
Dimension zu gewéhrleisten und somit auch eine bessere Vergleichbarkeit der 2D-Gele
miteinander: 2,5mg/ml fiir den pH-Bereich 3-10 und 5mg/ml fiir die pH-Bereiche 4-7 bzw. 6-
9. Jeweils 100ul Homogenat wurden mit Rehydratationspuffer auf ein Gesamtvolumen von
450ul gebracht. Die Proben wurden an ein Ende der IPG-Kammern (IPG strip holders)
pipettiert, die Immobiline DryStrips® mit der Gelseite zum Proben-Reydratationspuffer-
Gemisch aufgelegt, so dass die Probe den gesamten IPG-Strip benetzte. Die IPG-Strips
wurden darauthin mit Cover Fluid® tiiberschichtet, um ein Austrocknen des IPG-Strips und
der Probe wihrend der folgenden 12-stiindigen Rehydrierung bei 20°C zu vermeiden. Nach
dieser Rehydrierung wurde die isoelektrische Fokussierung mit ansteigendem
Spannungsaufbau automatisch gestartet (IPGphor isoelectric focusing system): 1h a 500V, 1h
a 1000V und abschlieend eine Spannung von 8000V angelegt, die je nach pH-Bereich
verschieden lange aufrecht erhalten wurde (sieche Tab.1). Nach der IEF wurden die Strips
entweder bei —86°C gelagert oder sofort equilibriert (siehe unten) und auf die zweite

Dimension aufgetragen.

Tabelle 1: Zeitschema fir die isoelektrische Fokussierung in den jeweiligen pH-Bereichen
fur das IPGphor isoelectric focusing system (Amersham).

IEF to the steady state Voltstunden (Vhrs) gesamt
IEF pH 3-10 7h a 8000V gesamt 56 000 Vhrs
IEF pH 4-7 8h a 8000V gesamt 64 000 Vhrs
IEF pH 6-9 12h a 8000V gesamt 96 000 Vhrs
IEF pH 4.5-5.5 14 h a 8000V gesamt 112 000 Vhrs
IEF pH 5.5-6.7 14 h a 8000V gesamt 112 000 Vhrs
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4.3.2 Die 2. Dimension (SDS-PAGE)

Es wurden Imm dicke, 12.5%-ige Acrylamid-Gele (24 cm x 18 cm) im EttanDalt II Gel
Casting System selbst gegossen. Wurden nicht alle Gele zugleich verwendet wurden die
Gelplatten in Gel-Aufbewahrungslosung bei +4°C aufbewahrt.

Die IPG-Strips wurden nacheinander in Equilibrierungspuffer 1 und anschliefend in
Equilibrierungspuffer 2 inkubiert. Dazu wurden die IPG-Strips in einen Plastiktube
(Equilibration Tube Set) gelegt und in 4ml Equilibrierungspuffer 1 bzw. 2 fiir jeweils 15
Minuten auf einem Taumelschiittler leicht geschwenkt. Nach dem zweiten
Equilibrierungsschritt wurden die IPG-Strips in Elektrodenpuffer getaucht, um
tiberschiissigen Equilibrierungspuffer zu entfernen, abgestreift und auf die 2. Dimension, dem
SDS-Gel, aufgetragen. Die equilibrierten IPG-Strips wurden mit der Plastikbeschichtung an
die hintere Glasplatte und mit dem sauren Ende zur linken Seite weisend auf die SDS-
Polyacrylamidgele gelegt, mit einem Spatel leicht ans Gel gedriickt und mit heifler 0.5%iger
Agarose (gelost im Elektrophoresepuffer) tiberschichtet. Als Molekulargewichtsmarker wurde
ein Regenbogenmarker verwendet. Es wurden 3pl auf ein ca. 2 x 2mm groBes Stiick
Filterpapier pipettiert, eine kleine Tasche mit einem Spatel in die erkaltete Agarose am sauren
Ende der IPG-Strips geritzt, das Filterpapier mit dem Regenbogenmarker neben dem IPG-
Strip platziert und anschlieBend die Tasche wieder mit warmer Agarose verschlossen.
Nachdem die Agarose erkaltet war, wurden bis zu 12 Gelkammern senkrecht hintereinander
in das EttanDalt II System platziert und die Elektrophoresekammer mit 10L
Elektrophoresepuffer aufgefiillt. Zunéchst lieB man die Proteinprobe 30 Minuten bei 5 W/Gel
in das Gel einlaufen, danach wurde die Elektrophorese bei 20 W/Gel (maximal 120 W
Gesamtspannung, 20°C) gestartet, bzw. bei 100 V iiber Nacht, bis die Bromphenolblau-Linie
das untere Ende des Gels erreicht hatte. Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die
Gelkammern geoffnet, die Gele mit Hilfe einer Folie von den Gelkammern aufgenommen, in
Farbewannen gelegt und je nach dem weiteren Féarbevorgang entsprechend fixiert (siche

MALDI-taugliche Silberfirbung).
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4.4 Gelanalyse

Die 2D-Gele wurden mit dem X-finity pro 42 Scanner digitalisiert. Die Bildanalyse erfolgte

anschliefend manuell auf dem Leuchttisch.

4.5 Spot-Picking

Nach der Auswertung der 2D-Gele wurden Spots, die unterschiedlich stark in Gelen
verschiedener Altersgruppen exprimiert waren, aus den Gelen gestanzt. Dies erfolgte mit
Hilfe einer Pipette. Die Pipettenspitze wurde auf die Groe des Spots zugeschnitten, der Spot
ausgestanzt, mit der Pipette angesaugt und in ein Eppendorf Tube iiberfiihrt. Um eine
moglichst hohe Konzentration an Protein fiir die Analyse im Massenspektrometer zu

erreichen, wurden dieselben Spots aus mehreren Gelen ausgestanzt und gepoolt.

4.6 Nu-PAGE® (eindimensionale Gelelektrophorese)

Zum Nachweis von quantitativen Verdnderungen der Proteinkonzentration zwischen alter und
junger Spalthaut der im MALDI-Q-TOF identifizierten Spots wurden die
Spalthauthomogenate zunichst durch eindimensionale Gelelektrophorese unter reduzierenden
Bedingungen bei neutralen pH-Bedingungen mit Hilfe des NuPAGE® Bis-Tris
Electrophoresis Systems entsprechend ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Die dazu
verwendeten Gele setzen sich aus einem Gradientengel (4-12%) zusammen. Die
Spalthauthomogenate wurden auf 13,3ug/10ul mit Homogenisierungspuffer eingestellt und
mit 4x SDS-Probenpuffer im Verhiltnis 4:1 gemischt. Die Endkonzentration betrug somit
lpg/ul. Die enthaltenen Proteine wurden anschlieend durch fiinfminiitiges Aufkochen bei
95°C mit Roti-Load denaturiert. Jeweils 20pug Probe pro Well wurde auf ein NuPAGE®-Gel
geladen, und die Proteine anschlieBend mit Hilfe eines kontinuierlichen MES-SDS-Puffers bei

einer konstanten Spannung von 200V pro Gel innerhalb von 35 Minuten fraktioniert.
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4.7 Western-Blot

Beim Western Blot werden elektrophoretisch aufgetrennte Proteine von einem Trenngel auf
einen Tragerfilter, hier eine PVDF-Membran, tibertragen. Dabei wird eine Kopie des Gels
erzeugt, wobei die Proteine auf den Filtern immobilisiert werden. Das urspriinglich im Gel
enthaltene Trennmuster der Proteinmolekiile bleibt nach der Ubertragung erhalten und unter
geeigneten Bedingungen bleibt beim Transfer sowohl die Immunreaktivitit als auch die
funktionelle Aktivitdt der Proteine erhalten. Nach dem Transfer sind die Proteine fiir die
Behandlung mit z.B. Antikdrpern zuginglich, so dass qualitative und quantitative
Bestimmungen einzelner Proteine in einem komplexen Proteingemisch als auch deren
Identifikation moglich sind.

Gleiche Mengen Spalthauthomogenat wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und
anschlielend in Transferpuffer bei einer Spannung von 30V pro Gel auf eine PVDF-Membran
in 60-90 Minuten iibertragen. Fiir den Elektrotransfer der Proteine auf die PVDF-Membran
wurde die NuPAGE® Blotkammer verwendet. Dazu wurden die acht Blotpads, zwei
Filterpapiere und die zuvor kurz in Methanol geschwenkte und anschlieend kurz in ddH,O
gespiilte PVDF-Membran mit Transferpuffer getridnkt. Zwei Blotpads wurden darauthin auf
die Kathode des Blotmodules gelegt, darauf das erste Filterpapier, das Gel, die PVDF-
Membran und schlieBlich das zweite Filterpapier. Zum Abschluss wurden die verbliebenen
Blotpads und die Anode aufgelegt, in die Apparatur gestellt und mit Transferpuffer aufgefiillt.
Durch Aufsetzen der Anode wurde das System geschlossen und fiir 1h eine Spannung von
30V angelegt.

Die Blockierung der Membran erfolgte mit Blockierungspuffer (Tropix-Boehringer- oder
BSA-Blockierungspuffer je nach dem Verhalten des primdren Antikorpers) fiir 1h bei
Raumtemperatur, um unspezifische Bindungen der spdter auf die Membran gebrachten
Antikorper weitestgehend zu reduzieren. Nach zweimaligen Schwenken der Membran in
TBS-T folgte die Inkubation des primédren Antikorpers fiir 1h bei Raumtemperatur. Nach
zweimaligem Waschen der Membran mit TBS-T folgte die einstiindige Inkubation mit dem
jeweiligen HRP-gekoppelten Sekundirantikérper. Die Membran wurde zur Entfernung von
unspezifisch gebundenem Sekundirantikérper erneut viermal fiinf Minuten mit TBS-T
gewaschen, und der HRP-gekoppelte Sekundirantikérper nach dem Prinzip der verstdrkten

Chemolumineszenz entsprechend dem Herstellerprotokoll nachgewiesen.
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5. Ergebnisse

5 Ergebnisse

5.1 Spalthaut zur Beurteilung der epidermalen Strukturen und

Veranderungen wahrend des Alterns

Zur Untersuchung der in Abschnitt 1 formulierten Fragestellungen galt es zunichst ein
geeignetes Modell zur Untersuchung von Epidermis zu finden. Epidermis ist mit der unter ihr
liegenden Dermis verzahnt und {iber die epidermale-dermale Junktionszone verankert. Diese
Junktionszone hélt massiven Scherkrdften statt. Um die Epidermis isoliert betrachten zu
konnen, muss man Vollhaut einer enzymatischen Behandlung unterziehen und anschlieend
die Epidermis abpriparieren. Unter der enzymatischen Behandlung mit Thermolysin werden
nicht nur Strukturproteine der Junktionszone zerstort, sondern auch die zu untersuchenden
Proteine der Epidermis. Um einen qualitativen Vergleich von 2D-Gelen durchfithren zu
konnen ist man auf scharf umschriebene Proteinspots und wenig ,Hintergrundrauschen’
angewiesen.

Im Folgenden wurde das Proteinmuster des epidermalen und dermalen Anteils Thermolysin-
behandelter Vollhaut, sowie Spalthaut eines Patienten untersucht (Proben wurden freundlicher
Weise von Prof. Das, Amsterdam zur Verfligung gestellt). Wie zu erwarten, ist das
Proteinmuster des epidermalen Anteils stark ,verunreinigt’. In Abbildung 2a) erkennt man die
durch eine Silberfarbung sichtbaren Proteinflichen, die scheinbar aus Proteinfragmenten
bestehen, die sich nicht weiter auftrennen lassen (um pl 5). Im dermalen Anteil (Abbildung
2b) zeigen sich weniger flichenhafte Proteinfelder, wahrscheinlich aufgrund der
Beschaffenheit der Dermis mit tiberwiegendem Anteil von Strukturproteinen (Kollagen), die
relativ Hitze- und Enzym-bestindig sind. Im Vergleich dazu zeigt Abbildung 2c¢) das

Proteinmuster nicht-enzymatisch behandelter Spalthaut desselben Probanden.
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Abbildung 2: 2D-PAGE von Thermolysin-behandelter Vollhaut zur Separation
von Epidermis (a) und Dermis (b) im Vergleich zu einer Spalthautprobe (c)
desselben Probanden (Proben wurden freundlicherweise von Prof. Das,
Amsterdam zur Verfigung gestellt). Es wurden je 500ug Proteinhomogenat auf
einen IPG-Streifen aufgetragen und mit Hilfe der isoelektrischen Fokussierung
nach ihrem isoelektrischen Punkt (pl) fokussiert. AnschlieBend erfolgte die zweite
Dimension, die elektrophoretische Auftrennung der Proteine auf einem 12,5%-
SDS-Gel nach den jeweiligen Molekulargewichten. Abb. 2 (a) zeigt ein rein
epidermales Proteinmuster. Es sind nur wenige markante Proteinspots
abgrenzbar. Ein Grofteil des Materials konnte zwischen pl 4 und 5 nicht sauber
aufgetrennt  werden, wahrscheinlich als Ausdruck von angedauten
Proteinfragmenten. In Abb. 2 (b) wurde das Homogenat des dermalen Anteils der
Thermolysin-behandelten Vollhaut aufgetrennt. Hier scheinen die Proteine
weniger stark durch die Enzymbehandlung geschadigt worden zu sein, was u.a.
auch auf den hohen Anteil an Kollagenen und anderen fibrilldren Proteinen
zuriickzufihren ist. Abb. 2 (c) zeigt ein Spalthauthomogenat desselben
Probanden. Hier finden sich die geringsten Artefakte und eine relativ scharfe
Proteinauftrennung.
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5. Ergebnisse

5.2 Unterschiede im Proteinmuster zwischen junger und gealterter Haut

Die von den Patienten gewonnenen Spalthdute wurden in zwei Gruppen beziiglich ihres
Alters aufgeteilt. Bis einschlieBlich dem 40. Lebensjahr wurden die Spalthdute der Gruppe A
(= jung) zugeteilt. Dieser Gruppe konnten insgesamt 9 Probanden zugeordnet werden. Der
Gruppe B (=alt) wurden alle Probanden &lter als 55 Jahre zugeordnet. Die Spalthdute wurden

aus gesunden Hautarealen zur Wunddeckung gewonnen.

Gruppe A:

ID 3 |4 |5 |6 |11 |12 |13 |15 |16

Age |33 (30 |25 (31 |19 |30 |29 |39 |32

Sex m m |[f |m |[f |[f |m |m |m

Gruppe B:

ID I (2 (7 |8 |9 |10 |17 |18 |19 (21 |22 |23 |24 |25 |26 |27 |40

Age |72 |67 |88 |65 |61 [78 |64 (61 |56 (64 |90 |65 |62 |69 |63 |90 |76

Sex |[(f |f |f |[f m |[f |m |[f lm 'm [m [m |[m |m |f |f |f

Die folgenden 2D-Gele zeigen die Proteinmuster aus homogenisierter Spalthaut. Die
Auftrennung mittels zweidimensionaler Gelelektrophorese von Proteinextrakten erfolgte
zunichst im pH-Bereich 3-10, um einen groben Uberblick iiber das Proteinmuster der
Keratinozyten zu erhalten. In einem weiteren Schritt lassen sich die Proteine in engeren pH-
Bereichen auftrennen, mit dem Ziel einzelne Proteinspots vergleichen und identifizieren zu
konnen. In den Abbildungen 3b) und 3c¢) sind Spalthauthomogenate in den isoelektrischen
Bereichen zwischen 4 und 7 sowie 6 und 9 aufgetrennt worden. Der Grofteil des Proteoms
von Keratinozyten scheint zwischen den isoelektrischen Punkten 4 und 7 zu liegen. Das
Ubersichts-2D-Gel ldsst sich mit dem ,,Zoom-in“-2D-Gel Gel nur relativ schlecht vergleichen.
Man kann aber einige grobe Proteinpunkte (Abbildung 3) aufgrund des ungefihren
Molekulargewichts einander zuordnen. Im ,,Zoom-in*“-Bereich zwischen pl 6 und 9 gestaltet
sich dies schwieriger, da weniger markante Proteinspots in den hoheren pH-Bereichen

vorhanden sind.
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Abbildung 3: 2D-PAGE von Spalthauthomogenaten im pH-Bereich 3-10 (a), 4-7 (b) und 6-9 (c).
Fir den pH-Bereich 3-10 wurden 250ug Protein aufgetragen, in den pH-Bereichen 4-7 und 6-9
jeweils 500ug Protein. Nach der isoelektrischen Fokussierung wurden sie auf einem 12.5% SDS-
Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Ein Grof3teil der Proteine findet sich zwischen pl 4 und 8, so
dass in den nachfolgenden Zoom-in-Bereichen die Proteine weiter aufgefachert wurden. Der
Hauptanteil der auftrennbaren Proteine liegt zwischen pl 4 und 7, so dass dieser Bereich fur die
folgenden Untersuchungen ausgewahlt wurde.

Da die Auftrennung in stark basischen (>10) und stark sauren (<3) pH-Bereichen sehr
schwierig und kaum reproduzierbar ist, wurde darauf nicht weiter eingegangen. Im pH-
Bereich 4-7 konnten die besten Ergebnisse beziiglich der Auflésung und der
Proteinverteilungsbreite der Spalthdute erreicht werden. Die einzelnen Proteinspots lassen
sich in diesem pH-Bereich gut auftrennen, ohne dass massive Uberlagerungen auftreten. Die
Auftrennung der hohermolekularen Proteine war nur moglich durch lédngere
Elektrophoresezeiten und den Verlust der niedermolekularen Proteine bei einer fraglichen
Reproduzierbarkeit, so dass ebenfalls auf die weitere Auftrennung der hoher molekularen

Proteine verzichtet wurde.
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5. Ergebnisse

Von den Spalthauthomogenaten der Gruppe A sowie von den Spalthauthomogenaten der
Gruppe B wurden jeweils zwei Spalthautpoole mit anteilig denselben Proteinkonzentrationen
gebildet, um zunichst eine grobe Ubersicht iiber die Proteinmuster zwischen Keratinozyten
junger und gealterter Probanden zu erhalten. Pool A enthilt Spalthauthomogenat 3, 4, 5, 6, 11
und 12, Pool B Spalthauthomogenat 1, 2, 7, 8, 9 und 10. Die Proteinauftrennung erfolgte
zwischen den isoelektrischen Punkten 4 und 7. Abbildung 4 zeigt die Pool-2D-Gele der
Gruppe A und Gruppe B. Wie zu vermuten war, zeigen sich unterschiedliche Proteinmuster in
den beiden Altersgruppen. Vor allem im niedermolekularen Bereich zeigen sich
Abweichungen im Proteinmuster. In den Bereichen hoheren Molekulargewichts konnen
aufgrund der schwiécheren Auftrennung keine eindeutigen Verdnderungen beschrieben
werden (siche Abb. 4). Einige ausgesuchte Spots der mit einer sensitiven Silberfairbung
(Heukeshoven/Dernick, 1985) dargestellten Proteinverdnderungen sind in den folgenden
beiden Gelen der gepoolten Spalthauthomogenate markiert. Es fillt auf, dass vor allem Spot 1
in der Gruppe A stédrker exprimiert zu sein scheint als in Gruppe B. Ebenso scheint dies der
Fall mit Spot 4 und Spot 7 zu sein. In der Gruppe B dagegen scheinen die Spots 2, 3, 5, 6, 8
und 9 stirker exprimiert zu sein. Die vergleichende Analyse der beiden Pool-2D-Gele liefie
noch weitere unterschiedliche Expressionsmuster bestimmter Proteinmotive zu. Die folgenden
Einzelgele der jeweiligen Poole werden zeigen, dass sich diese Verdnderungen nicht homogen
einer bestimmten Gruppe zuordnen lassen. Da in dieser Arbeit speziell auf altersabhéngige
Proteinverdnderungen eingegangen werden soll, wurden solche interindividuellen

Verdnderungen vernachléssigt.

Um die scheinbar verschieden stark exprimierten Proteine in den 2D-Gelen der Einzelproben
besser vergleichen zu koénnen, wurden die 2D-Gele tiberlappend in drei Fragmente unterteilt,

und diese mit dem entsprechenden 2D-Pool-Gel verglichen.
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Abbildung 4: Zweidimensionale Gelelektrophorese eines Spalthautpools der Gruppe A (oben) und
der Gruppe B (unten). Je 500 pg Protein wurden auf einen IPG-Strip pH 4-7 aufgetragen und
isoelektrisch fokussiert, bevor sie auf einem 12.5% SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt wurden.
Anschliefend wurden die Proteine mittels einer Silberfarbung dargestellt und die Gele digitalisiert.
Es sind mehrere Spots markiert, die unterschiedlich stark exprimiert scheinen.
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Spalthautpool Gruppe A Spalthautpool Gruppe B

20,1 kD < .i:}: }'I"

14,3 kD

Abbildung 5 zeigt Ausschnitte der 2D-Gele aus Spalthautpoolen und den Einzelproben im Bereich
um 14,3 bis 20,1 kD. Links sind die entsprechenden Einzelgele, die den Spalthaut-Pool Gruppe A
(jung) bilden, rechts die Einzelgele, die den Spalthaut-Pool der Gruppe B (alt) bilden. Spot 1 und 7
scheinen in den Einzelgelen der Gruppe A durchgéngig stéarker exprimiert zu sein. Zur besseren
Orientierung wurde ein in allen 2D-Gelen auftretendes Proteinmotiv markiert (Ellipse).

(98
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5. Ergebnisse

Spalthautpool Gruppe A Spalthautpool Gruppe B

Einzelproben der Gruppe A Einzelproben der Gruppe B

Abbildung 6 zeigt Ausschnitte der 2D-Gele aus Spalthautpoolen und den Einzelproben im Bereich
um 20,1 bis 30 kD. Links die entsprechenden Einzelgele der Gruppe A (jung), rechts die Einzelgele

der Gruppe B (alt). Spot 4 scheint in der Gruppe A, die Spots 2, 3, 5, 6, 7, 8 und 9 starker in der
Gruppe B exprimiert zu sein.

34



5. Ergebnisse

Spalthautpool Gruppe A Spalthautpool Gruppe B

Abbildung 7 zeigt Ausschnitte der 2D-Gele aus Spalthautpoolen und den Einzelproben im Bereich
um 45 bis 97 kD. Links die entsprechenden Einzelgele der Gruppe A (jung), rechts die Einzelgele
der Gruppe B (alt). Aufgrund der geringeren Aufldsung der Proteine in den héhermolekularen

Bereichen wird eine vergleichende Gelanalyse erschwert und es lassen sich nicht eindeutig
bestimmte Variationen der Proteinmuster identifizieren.



5. Ergebnisse

Es zeigt sich, dass bestimmte Proteinspots in der 2D-PAGE in der Gruppe A und der Gruppe
B etwa gleich exprimiert scheinen. Diejenigen Proteinspots, die in der vergleichenden
Gelanalyse eine abweichende Exprimierung zwischen den beiden Gruppen erfahren, wurden

markiert.

Im Folgenden wurden die markierten Spots aus den Gelen gestanzt, um sie einer weiteren
Analyse zu unterziehen. Dabei wurden die entsprechenden Proteinspots innerhalb einer
Gruppe aus verschiedenen Gelen heraus gestanzt, gepoolt und der weiteren Proteinanalyse im

MALDI-Q-TOF zugefiihrt.

36



5. Ergebnisse

5.3 Ansequenzierung und ldentifikation der Proteinspots

5.3.1 Transthyretin (TTR)

Die Identifizierung im MALDI-Q-TOF ergab, dass es sich bei Spot 1 um Transthyretin mit
einem theoretisch ermitteltem Molekulargewicht von 12,835 kDa und einem kalkulierten
isoelektrischen Punkt (pI) 5,33 handelt. Das aus dem 2D-Gel ermittelte Molekulargewicht
liegt etwa bei 18 kD und der isoelektrischen Punkt bei etwa 5,5. Mit Hilfe von zwei
Peptidfragmenten konnten die ermittelten Aminoséuresequenzen iiber die NCBInr-Datenbank
genau diesem Protein zugeordnet werden. Ein 28 Aminosduren umfassendes Peptid
TSESGELHGLTTEEEFVEGIYKVEIDTHit einem ,total score’ von 42 und ein zweites 24
Aminosduren umfassendes Peptid YTIAALLSPYSYSTTAVVTNPKnit einem ,total score’
von 56 konnten Transthyretin (Prealbumin) zugeordnet werden. In einer zusitzlichen
massenspektrometrischen Untersuchung konnte neben den bereits oben genannten Peptiden
ein weiteres, 13 Aminosduren umfassendes Peptid GSPAINVAVHVFRidentifiziert werden.

Die Peptide decken zusammen 44% von Transthyretin ab (Abbildung 8).

1 MASHRLLLLC LAGLVFVSEA GPTGIGESKC PLMVKVLDAV RGSPAINVAV

51 HVERKAADDT WEPFASGKTS ESGELHGLTT EEEFVEGIYK VEIDBYW

101 ALG SPFHEH AEVWWFTANDS GPRRYTIAAL LSPYSYSTTA VVTNPKE

Abbildung 8: Vergleich der im MALDI-Q-TOF identifizierten Peptide aus Spot 1 mit der Sequenz von
Transthyretin. Die Gibereinstimmenden Peptide sind unterstrichen.
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5.3.2 Heat shock 27 kD protein

Die MALDI-Q-TOF-Analyse von Spot 2 ergab, dass es sich um ein Heat Shock Protein von
27 kD handelt mit einem theoretisch ermittelten Molekulargewicht von 22 754 kD und einem
kalkulierten isoelektrischen Wert von 5,98. Das 17 Aminosduren groBe Peptid
LATQSNEITIPVTFESR sowie das 10 Aminosduren umfassende Peptid LFDQAFGLPR

stimmen in 12 % mit dem Heat Shock 27 kD Protein iiberein.

1 MIERRVPFSL LRGPSVWDPFR DWYPHSRLED QAFGLPRPE EWBQNLGGSS
51  WPGYVRPLPP AAI ESPAVAA PAYSRALSRQ LSSGVSElI RH TADRWRVSLD
101 VNHFAPDERT VKTKDGWVElI SGKHEELQDE HGYI SRCFTR KYTLPPGVDP

151 TQVSSSLSPE GTLTVEAPMP KLATQSNEIT IPVTFESRAQ LGGPEAAKSD

201 ETAAK

Abbildung 9: Vergleich der im MALDI-Q-TOF identifizierten Peptide aus Spot 2 mit der Sequenz von
Heat Shock 27 kD Protein. Die Ubereinstimmenden Peptide sind unterstrichen.

Die massenspektrometrischen Untersuchungen wurden von Herrn Dr. Friedrich Buck, Institut

fiir Zellbiochemie und klinische Neurobiologie, UKE, vorgenommen.

Die Spots 4, 7, 8 und 9 konnten nicht identifiziert werden, da keine Massen detektiert werden

konnten.
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5.4 Nachweis mittels Western Blot

5.4.1 Untersuchungen zum Gehalt von Transthyretin in Keratinozyten
(Spalthaut)

Die massenspektrometrische Untersuchung der identifizierten Proteine sollte in den folgenden
Versuchen verifiziert werden. Die Abbildung 10 zeigt einen Immunoblot mit Transthyretin
von Proben der Gruppe A und B. Nur die Proben 3, 2 und 7 sind die bereits bekannten Proben
aus den Pool-2D-Gelen. Zum weiteren Vergleich sind die dem identifizierten Transthyretin
entsprechenden Proteinspots zum Vergleich darunter dargestellt. Es besteht eine Korrelation
zwischen den durch die Silberfiarbung detektierten Proteine der 2D-Gele und der im Western

Blot nachgewiesenen Konzentrationen von Transthyretin.

17KD i s - TTR
PeoRAETR Y W oo
PatientID: 13 3 15 24 17 2 25 40 7 27
h Gruppe A o Gruppe B -

Abbildung 10: Transthyretin-lmmunoblot von Spalthauthomogenaten. Je 100ug Probe wurden
nach elektrophoretischer Auftrennung und anschlieRendem Blotting auf eine PVDF-Membran auf
Transthyretin detektiert. Die Proben zeigen verschieden starke Detektionsmuster, die in Relation
mit den entsprechenden Transthyretin-Spots der 2D-Gele (Ausschnitte) stehen.
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5.4.2 Untersuchungen zum Transthyretingehalt in Epidermis und Dermis im
Vergleich zu Spalthaut

Transthyretin lie} sich, wie es auch schon die Analyse der zweidimensional aufgetrennten
Proteine vermuten lie, iiberwiegend in der Gruppe A nachweisen. In einer Weiteren
Untersuchung wurden die Spalthautproben sowie die enzymatisch getrennte Epidermis und
Dermis von jeweils drei Probanden auf Transthyretin untersucht. Transthyretin konnte nur in
der Spalthaut und etwas schwicher in der enzymatisch behandelten Dermis detektiert werden.

In der enzymatisch behandelten Epidermis lief sich Transthyretin nicht nachweisen.

S1 D1 E1 S2 D2 E2 S3 D3 E3

Abbildung 11: Transthyretin-lmmunoblot von Spalthaut (S1, S2, S3), Thermolysin-behandelter
Dermis (D1, D2, D3) und Thermolysin-behandelter Epidermis (E1, E2, E3). Je 100pg Homogenat
wurden mit einem Antikdrper gegen Transthyretin (TTR) detektiert. Die Proben S1, D1 und E1, S2,
D2 und E2 bzw. S3, D3 und E3 stammen jeweils von einem Patienten.
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5.4.3 Untersuchungen zum Gehalt von Heat Shock 27 kD Protein (HSP 27) in
Keratinozyten (Spalthaut)

Der massenspektrometrische Nachweis vom Heat Shock 27 kD (HSP 27) Protein sollte in den
folgenden Versuchen verifiziert werden. Die Abbildung 12 zeigt einen Immunoblot von
Spalthauthomogenaten mit Nachweis von HSP 27. Die Proben wurden dabei chronologisch
nach dem Alter aufgetragen, um eventuelle altersabhingige Verdanderungen zu erkennen. HSP
27 wird in den drei Proben der Gruppe A relativ inkonstant exprimiert. In der Gruppe B
scheint es zundchst in hoheren Konzentrationen vorzuliegen, um dann wieder mit

zunehmendem Alter scheinbar abzufallen.

27KD o - e e e HSPZT

Patient ID: 13 3 15 24 17 2 25 40 7 27

v

Gruppe A Gruppe B
Alter (Jahre): 29 33 39 62 64 67 69 76 88 90

Abbildung 12: HSP 27-Immunoblot von Spalthauthomogenaten. Die Proben zeigen verschieden
stark ausgepragte Detektionsmuster von HSP 27.
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5.4.4 Untersuchung von HSP 27 und Transthyretin in Spalthauthomogenaten

Abbildung 13 zeigt einen direkten Vergleich zwischen Transthyretin und HSP 27 der
aufgetragenen Proben im Western Blot. In zwei Proben zeigt sich eine deutliche Expression
von HSP 27 (Probe 16 und 17), und eine etwas geringere in Probe 40. Es scheint, als wiirde
die Expression von HSP 27 und TTR negativ miteinander zu korrelieren mit der Ausnahme
von Probe 16. Zusitzlich zeigt dieser Immunoblot eine mit dem Alter eher zunehmende

Konzentration von HSP 27. In der Gruppe B wiederholen sich zu Versuch 5.4.3. nur die

Proben 17, 40 und 27.

2T KD - - e " S e e HsP27

1760 - MDA e dd W @ TR

Probe: 5 4 6 16 15 19 24 18 26 21 17 23 40 22
) Gruppe A i Gruppe B -
Alter: 25 30 31 32 39 56 62 61 63 64 64 65 76 90

Abbildung 13: Transthyretin- und HSP 27 von Spalthauthomogenaten. Jeweils 100ug
Spalthauthomogenat wurden elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran geblottet und
anschliefiend mit den entsprechenden Antikérpern detektiert.
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6 Diskussion

In den vorliegenden Untersuchungen wurde eine Kombination aus 2D-PAGE und
Massenspektrometrie angewendet, um Proteinmuster aus Keratinozyten, und im Besonderen
altersveranderliche Proteinexpressionen darzustellen. Als Modell dienten dabei Spalthdute,
um moglichst einen hohen Anteil nativer Keratinozyten zu erhalten. Es konnte gezeigt
werden, dass ein solches Spalthautmodell einsetzbar ist, und dass Proteine aus Keratinozyten
mittels 2D-PAGE dargestellt werden konnen. Es konnten in den Proteinmustern verschieden
stark exprimierte Proteine gezeigt werden. Massenspektrometrisch konnten zwei Proteine
identifiziert werden. Dazu zdhlen das Plasmaprotein Transthyretin und das kleine

Hitzeschockprotein HSP 27, das in mehreren Spots identifiziert werden konnte.

6.1 Das Keratinozyten-Proteom

In dieser Arbeit ist es gelungen, dass Proteom von Epidermis {iber Spalthdute mit der
Methode der zweidimensionalen Gelelektrophorese und anschlieBender Silberfirbung
darzustellen. Dabei wurde versucht, die Spalthautproben moglichst ziigig und nativ weiter zu
verarbeiten, um den Proteinabbau bzw. die Proteinmodifikationen gering zu halten.

Es konnten einige hundert Proteine dargestellt werden, und es zeigten sich Unterschiede in
der Proteinexpression zwischen junger und gealterter Haut. Von den markanten
Proteinverdanderungen in den gepoolten 2D-Gelen konnten allerdings nur zwei Proteinspots
identifiziert werden. Aufgrund der sensitiven Silberfirbung kombiniert mit einer relativ
geringen Probenmenge stand fiir die anschlieBende massenspektrometrische Analyse nicht
ausreichend Material zur Verfiigung. Die beiden Proteine konnten eindeutig als Transthyretin
und HSP 27 identifiziert werden.

Celis et al. (1995) konnten in einer Proteomics-basierten humanen Keratinozyten-Datenbank
tiber 3000 Proteine identifizieren, von denen ein Grofiteil auf post-translationale
Modifikationen zuriickzufiihren ist. Um reine Keratinozytenproben zu gewinnen wurden die
Hautproben einer mindestens 24-stiindigen enzymatischen Behandlung unterworfen, um die
Epidermis und damit im folgendem auch die Keratinozyten zu isolieren. Es bleibt fraglich,
welche Proteinmodifikationen allein diese Behandlung hervorrufen kann, da sich die Zellen in
einer Art Stresssituation befinden, und entsprechend neue Genprodukte produziert werden.
Der Vorteil in diesem Verfahren liegt eindeutig darin, dass reine Keratinozytenlysate
gewonnen werden konnen. Unter den hier identifizierten Proteinen finden sich auch die

kleinen Hitzeschock-Proteine, die im Zytoplasma lokalisiert sind. Es finden sich verschiedene
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Modifikationen von HSP 27 und HSP 28 mit variierenden pl-Werten, die am ehesten auf den
Phosphorylierungsgrad der kleinen Hitzeschockproteine zurtick schlieen lassen.

Da in den von Celis et al. durchgefiihrten Untersuchungen Keratinozytenlysate verwendet
wurden, wurde das reine Keratinozytenproteom untersucht. Proteine, die ebenfalls eine
essentielle Rolle im Verband der Keratinozyten, der Epidermis, haben konnten, wurden
hierbei nicht berticksichtigt. Transthyretin wurde nicht unter den von Celis et al. analysierten
Proteinen beschrieben. Als ein extrazelluldr vorliegendes Protein, das die Epidermis tiber die
sie versorgende Dermis erreicht (Torma et al. 1983), kann Transthyretin nicht als Bestandteil

des Keratinozytenproteoms nachgewiesen werden.

6.2 Transthyretin in alternder Epidermis

Transthyretin ist ein Plasmaprotein, das am Transport von Retinol iiber das Retinol-bindende
Protein (RBP) und von Schilddriisenhormonen beteiligt ist. Es wird tiberwiegend in der Leber
synthetisiert. Die Haut gehort neben der Skelettmuskulatur zu den Hauptabbauorten. Als
Transportprotein stellt es der Haut iiber RBP Retinol zur Verfiigung. Retinol stellt einen
kritischen Faktor des Differenzierungsprozesses der Keratinozyten dar. Es ist fiir das initiale
Wachstum und die Reifung der Epidermis notwendig (eine reduzierte Retinolkonzentration in
basalen epidermalen Strukturen fithrt zu vermindertem Heranreifen von transienten
Keratinozyten), andererseits fiithrt erst eine Abnahme der Retinolkonzentration zur
Differenzierung der Keratinozyten (Fuchs E, 1981). Der proliferative Effekt von Retinoiden
ist abhéngig vom aktuellen proliferativen Status der Zelle (Varani, 1998). Befinden sich die
Zellen in einem schnell proliferativen Zustand wirkt es inhibierend bzw. proliferativ bei sich
in Wachstumsstillstand befindlichen Zellen. Des Weiteren induziert es gleichermaflen das
Zellwachstum von UV-exponierter und auch UV-geschiitzter Haut (Varani, 1994). Le (2000)
konnte zeigen, dass Retinoide das Wachstum von Mamma-Karzinomzellen, Ovarial-
Karzinomzellen sowie von Plattenepithelkarzinomen (Sqamous cell carcinoma, SCC)
hemmen. Vahlquist (1996) stellte in einer Arbeit dar, dass die Retinoidkonzentration in
Keratoakanthomen und Plattenepithelkarzinomen wesentlich hoher ist im Vergleich zu
Basalzellkarzinomen und seborrhoischen Keratosen, deren Retinoidkonzentrationen in etwa
denen von gesunder Haut entsprachen. Daraus ldsst sich schlieBen, dass die Einnahme von
Vitamin A Préparaten einen gewissen Schutz vor der Entstehung bestimmter Tumorarten
bieten konnte. Einige Untersuchungen an Méusemodellen bestdtigten zunédchst die Theorie,
dass Vitamin A in Form von Retinolsédure die epitheliale Zelldifferenzierung beeinflusst, und

dass eine Tumorbelastung und ein Tumorprogress der Haut durch hoch dosierte Retinol-
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Didten reduziert werden kann (De Luca 1996). Fung et al. (2002 und 2003) zeigten dagegen,
dass die Einnahme von Vitamin A Komponenten keine protektive Maflnahme gegentiber der
Entstehung von Basalzellkarzinomen und von Plattenepithelkarzinomen darstellt. Es zeigte
sich in der ersten klinischen Studie vielmehr ein kleines, aber signifikant hoheres Risiko fiir
die Probanden an BCC zu erkranken, die hochdosiert Vitamin A und Retinol zu sich
genommen haben.

Unsere Untersuchungen zeigen, dass die epidermale Transthyretin-Konzentration im Alter
abnimmt. Sowohl in der zweidimensionalen als auch in dem anschlieBend durchgefiihrten
Western Blots konnte eine Abnahme der Transthyretin-Konzentration im Alter beobachtet
werden. Daraus lédsst sich schlieen, dass den Keratinozyten moglicherweise im Alter ein
entsprechend geringeres Angebot an Retinoiden zur Verfligung steht.

Ob die Abnahme von Transthyretin im Alter Ausdruck eines verringerten Retinolangebots,
einer verminderten Syntheseleistung oder durch eine unzureichende nutritive Versorgung
verursacht wird, ist nicht geklart. Eine ausreichende nutritive Versorgung stellt besonders bei
dlteren Menschen ein schwerwiegendes Problem dar. Ob dies im Zusammenhang mit den
niedrigen Transthyretin-Spiegeln steht, ldsst sich nicht eindeutig beantworten. Auffillig ist
zumindest, dass in unseren Versuchen die Transthyretin-Konzentrationen lediglich bei zwei
Probanden der Gruppe B erhoht waren, ndmlich bei einem 69-jdahrigen méannlichen Probanden
und einer 90-jdhrigen weiblichen Probandin. Chevalier (1999) hat den Retinol-Metabolismus
bei ldnger andauernder Nahrungsrestriktion bei Ratten untersucht. Er konnte zeigen, dass sich
zwar die hepatische Genexpression von RBP und Transthyretin weder mit dem Alter noch
durch eine Nahrungsrestriktion verdndert, allerdings waren die Plasma- und Leber-RBP-
Konzentrationen bei mangelernéhrten Tieren niedriger als in ad libitum erndhrten Tieren. Die
allgemein gering erhohten Plasma- Transthyretin und -Retinolsduren-Konzentrationen wertete
Chevalier als Adaptationsmechanismus auf post-transkriptionale Verdnderungen bzw. einem
erhohten Abbau von RBP, um Retinoid-abhingige Funktionen aufrechterhalten zu konnen.
Da wir keine Blutuntersuchungen der Probanden zu Transthyretin und Retinol vornahmen,
lassen sich diese Ergebnisse nur mit Vorbehalt auf die hier untersuchten Probanden
iibertragen.

Transthyretin scheint in der Epidermis nicht intrazelluldr vorzukommen, sondern nur
extrazelluldr in Form eines Transportproteins. Torma et al (1983) haben die Bestandteile bei
subepidermaler und intraepidermaler Blasenbildung untersucht. Sie konnten zeigen, dass
Transthyretin (= Prealbumin), RBP und Retinol extrazelluldre Bestandteile der Epidermis
sind, welche die Epidermis passiv iiber die sie mit Nédhrstoffen versorgende Dermis erreichen.
Aufgrund der Tatsache, dass Retinoide den Differenzierungsgrad der Keratinozyten erh6hen

konnen, konnte ein Mangel an Transthyretin (als ein Transportprotein fiir Retinol zusammen
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mit RBP) in alternder Epidermis die Entstehung von aktinischen Keratosen und Spinaliomen
begiinstigen. Andersson (2003) untersuchte die Wirkung von UV-Strahlung auf den zelluldren
Signalweg tiber die Expression von Retinoid-Rezeptoren in Keratinozyten und Melanozyten.
Er zeigte, dass UV-Strahlung ein rasches Abfallen der Retinoid-Rezeptoren zur Folge hatte,
die sich im Vergleich zu den Retinoid-Rezeptoren der Melanozyten nur langsam erholten.
Daneben wurde das Proto-Onkogen c-jun untersucht, welches nach UV-Strahlung in
Keratinozyten kaum verdndert, in Melanoyzten sogar stirker exprimiert wurde. Aufgrund
dieser Konstellationen stiinden insbesondere den Keratinozyten nach UV-Strahlung geringere
Retinolkonzentrationen bei relativ erhohten c-jun-Spiegeln gegeniiber, welche die zelluldre
Signaltransduktion beeinflussen und somit zu einer Tumorentwicklung mit beitragen konnten.
Des Weiteren zeigte sich eine deutlich erhohte Apoptoserate.

Transthyretin nimmt in der Differenzierung von Keratinozyten, zusammen mit RBP, als ein
Transportprotein fiir Retinol eine entscheidende Rolle ein. Ob Transthyretin zusitzlich einen
direkten Einfluss auf Keratinozyten ausiibt, neben der Funktion als ein Transportprotein fiir
Retinol, konnte in unseren Untersuchungen nicht gekldrt werden. Es scheint aber fiir das

intakte Wachstum der Epidermis unerlésslich zu sein.

6.3 HSP 27 in alternder Epidermis

Die Hitzeschock-Proteine (Heat Shock Protein, HSP) zdhlen zu den hoch konservierten
Stressproteinen. Sie werden sowohl unter physiologischen Bedingungen als auch unter
Stressbedingungen wie z.B. UV-Exposition und Hitzeeinwirkung vermehrt exprimiert. Sie
wirken als molekulare Chaperone im Proteinstoffwechsel. Molekulare Chaperone inhibieren
die Aggregation von denaturierten Proteinen und entfalten sie ATP-abhingig. Des Weiteren
sind Hitzeschockproteine an der Regulation und Kontrolle des Zellwachstums beteiligt, und
besitzen wichtige regulatorische Eigenschaften in der Kontrolle der Apoptose und bei der
Regulation von Rezeptoren, Kinasen und Strukturproteinen. Uber eine ,,Prekonditionierung®
konnen sie tief greifende Verletzungen bzw. Zerstérungen von Gewebe vermindern (Morris
1996). HSP 27 zéhlt zu den kleinen Hitzeschockproteinen, die sowohl in Tumorzellen als
auch in normalen Zellen auftreten. HSP 27 kann in verschiedenen humanen Zelltypen
nachgewiesen werden wie im Uterus, Cervix, Plazenta, Thrombozyten und auch in der Haut
(Ciocca 1993). Die Expression der HSP-Gene (HSPB1) wird iiber ein DNS-Motiv (heat shock
element) reguliert. Es wirkt als molekulares Chaperon und in verschiedenen
Signaltransduktionswegen als regulatorisches Protein nach dem Auftreten von zelluldrem

Stress und von toxischen Agenzien.
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In Endometrium-Karzinomen korreliert die Expression von HSP 27 mit der
Tumordifferenzierung, auch in Zervix-Karzinomen ldsst sich HSP 27 tiberwiegend in gut
differenzierten bis méBig differenzierten Plattenepithelkarzinomen nachweisen. In der Haut
wird HSP 27 hauptsdchlich in suprabasalen Keratinozyten exprimiert. In einigen
Hautveranderungen konnte HSP 27 ebenfalls nachgewiesen werden. Dazu zédhlen die
Psoriasis und seborrhoische Keratosen (Trautinger 1995, Gandour Edwards 1994). In der
Epidermis werden auch unter physiologischen Bedingungen neben HSP 27 vor allem die
Hitzeschock-Proteine 60, 90 und 110 exprimiert (Wilson 2000). Jedes Hitzeschock-Protein
iibt eine spezifische essentielle Funktion innerhalb der Haut aus, was in verschiedenen
Studien gezeigt wurde (Trautinger 1993, Chaveron 1995, Laplante 1998). HSP 27 korreliert
mit dem zunehmenden Differenzierungsgrad der Keratinozyten und schiitzt die sich
differenzierenden Zellen vor einer vorzeitigen Apoptose (Jantitsch 1998, Morris 2002).
Laplante (1998) zeigte durch indirekte Immunfluoreszenz-Untersuchungen an
Maiuseepidermis nur eine geringe Expression von HSP 27 in basalen und niedrigen
suprabasalen Keratinozyten. Dieses Phidnomen wurde bereits von Trautinger (1995)
beschrieben. HSP 27 wurde hier tiberwiegend in der suprabasalen Epidermis exprimiert,
wihrend in basalen Zellschichten keine Expression nachgewiesen werden konnte. Trautinger
stellte zur Diskussion, ob HSP 27 daher ein Marker fiir differenzierte Epidermis bzw. seine
Abwesenheit ein Marker fiir neoplastische Verdnderungen darstellen konnte.

Der Zusammenhang zwischen den kleinen Hitzeschock-Proteinen und neoplastisch entarteten
Zellen ist noch nicht vollstdndig geklirt. In verschiedenen Arbeiten wurde gezeigt, dass sie in
unterschiedlichen Geweben im Rahmen einer neoplastischen Verdnderung vermehrt
exprimiert werden, was unter anderem zu einer Hitze- und Medikamentenresistenz der
transformierten Zellen fithren kann (Landry 1989, Richards 1996). Sie zeigen auch, dass
Hitzeschockproteine mit p53 einen Komplex bilden konnen. Insbesondere wurde dies bei
HSP 70 nachgewiesen (Hainaut 1992, Pinhasi-Kimhin 1986). Quenneville (2002) untersuchte
den Einfluss von p53 auf die Expression des Hitzeschockproteins 72 in Keratinozyten. Es
zeigte sich eine deutliche Uberproduktion von HSP 72 in Keratinozyten von p53-Knock-out-
Maiusen bzw. eine Inhibition in Anwesenheit von p53. p53, das zu einem Grossteil in
humanen Neoplasien mutiert ist, wurde daher als ein entscheidender Regulator der
Stressantwort der Zelle gewertet.

In Versuch 5.4.3 zeigt sich in Gruppe B zunéchst eine erhohte Expression von HSP 27 (bei
den 60 bis 70-jdhrigen Probanden), dann mit zunehmendem Alter wieder eine verminderte
Expression. Dies konnte auf eine Abnahme der sich differenzierenden Zelllagen der
Epidermis im Alter zuriickzufithren sein. Bezogen auf die in der Einleitung erwédhnte

Alterungstheorie und direkt auf die in vivo Situation tibertragen, konnte das Hayflick-Limit
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bzw. die sich daraus indirekt ergebene Verkiirzung der Telomerregion zu einer verminderten
bis aufgehobenen Zellteilung fithren und damit zu einer verminderten Differenzierung und
Expression von HSP 27. Daneben konnte ein im Rahmen des Alterungsprozess’ auftretendes
Ungleichgewicht in verschiedenen physiologischen Systemen einen weiteren Ansatzpunkt fiir
die ungleichméBige Expression von HSP 27 darstellen. Als Folge eines Ungleichgewichts
verschiedener protektiver Funktionen konnten Hitzeschock-Proteine im Allgemeinen weniger
stark exprimiert werden. Studien haben gezeigt, dass die HSP 70-Expression in Hitze-
gestressten Zellen z.B. der Lunge, Leber, Milz und des Herzens, sowie in ischdmischen
Situationen mit dem Alter zuriickgeht. Als Ursache konnte eine altersabhéngige Zunahme von
funktionslosen oder denaturierten Proteinen vorliegen, die mit Hitzeschock-Faktoren (HSF)
interagieren, und nachfolgend die Bindung an Hitzeschock-Elementen (HSE) stéren und
somit nicht an die Hitzeschockproteingen-Promoter-Region binden und die Transkription
negativ beeinflussen (Pockley 2001).

Mit fortschreitendem Alter ist insgesamt eine hohere Belastung der Zellen mit fehlerhaft
exprimierten Proteinen z.B. aufgrund von Stérungen in Proteinfaltungsvorgéngen oder
erhohter Radikalbildung anzunehmen. Insofern sollte sich bei intakter Syntheseleistung eine
erhohte Expression von Hitzeschockproteinen einstellen. In Versuch 5.4.4 zeigt sich in der
Gruppe A eine relativ gleichmiBige Expression von HSP 27 und in Gruppe B vor allem bei
den élteren Probanden eine deutliche Expression von HSP 27. Diese vermehrte Expression
von HSP 27 koénnte analog zu den Experimenten von Quenneville (2002) einen Hinweis auf
den Stresszustand der Zelle geben. Direkte Stressfaktoren wie Hitze, UV-Strahlung,
zytotoxische Substanzen aber auch neoplastische Verdnderungen, die eine vermehrte
Expression von HSP 27 als zytoprotektiven Faktor induzieren, konnten ursidchlich in das
Geschehen involviert sein. In Basalzellkarzinomen, die zu den h&ufigsten neoplastischen
Verdanderungen der Haut zdhlen und tiberwiegend durch UV-Kumulation induziert werden,
konnte HSP 27 ebenfalls nachgewiesen werden (Bayerl 1999). Die Ergebnisse wurden
dahingehend interpretiert, dass HSP 27 eine protektive Funktion im Rahmen der
neoplastischen ~ Verdnderungen  der  Keratinozyten  ausiibt. = Dagegen  zeigen
Plattenepithelkarzinome, keine Expression von HSP 27 (Gandour-Edwards 1994). Da
Basalzellkarzinome zu den undifferenzierten Tumoren der Epidermis zdhlen, sollte HSP 27
eher weniger als ein Differenzierungsmarker betrachtet werden. Seine Abwesenheit konnte
vielmehr einen Hinweis auf ein neoplastisches Geschehen geben kénnen.

Ob die geringere Expression von HSP 27 in Versuch 5.4.3 auf einen geringeren
Differenzierungszustand, auf neoplastische Verdnderungen oder nur auf Zellen in weniger

gestressten Zustand zuriickzufiihren ist, bleibt unklar.
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6.4 HSP 27 und TTR in der alternden Epidermis

In Versuch 5.4.4 (Abbildung 13) ist der Immunoblot von HSP 27 und Transthyretin
dargestellt. Setzt man voraus, dass sich die Proben in einem vergleichbaren
Differenzierungszustand befinden scheint eine gewisse Abhédngigkeit im direkten Vergleich
von HSP 27 mit Transthyretin zu existieren. In der Gruppe der élteren Probanden scheint es
sogar, als wiirde HSP 27 negativ zu Transthyretin korrelieren. Dabei ist die Transthyretin-
Konzentration in der Gruppe B nicht so homogen ausgebildet wie in der Gruppe A bzw.
konnten bei zwei Proben der Gruppe B sogar iiberhaupt kein Transthyretin nachgewiesen
werden. Die HSP 27 Konzentration viel dagegen bei diesen Proben deutlich ausgepragter aus
als bei den anderen. In der Literatur sind bislang keine Zusammenhénge von HSP 27 und
Transthyretin beschrieben worden. Als Plasmaprotein liegt Transthyretin extrazelluldr vor,
wihrend HSP 27 intrazellulir im Zytosol seinen Funktionen nachkommt. Ein direkter
Zusammenhang erscheint daher unwahrscheinlich.

Transthyretin iibt eine entscheidende Funktion in der zerebrospinalen Fliissigkeit (CSF) aus.
Es verhindert die Ausbildung von beta-Amyloid-Fibrillen tiber die Sequesterung von beta-
Amyloid (Serot 1997, Schwarzmann 1994). Im Allgemeinen sieht man auch in der
zerebrospinalen Fliissigkeit eine Reduktion von Transthyretin mit dem Alter (Serot 1997).
Unter physiologischen Bedingungen kommt Transthyretin in der CSF in deutlich héheren
Konzentrationen vor als im Blutplasma. Transthyretin wird dabei iiberwiegend vom Plexus
choroidalis synthetisiert und nach Reabsorption {iber die ,arachnoid villi’ in der Leber, der
Muskulatur und der Haut abgebaut (Ingenbleek 1994). Bei Alzheimer Patienten ist die
Transthyretin-Konzentration im Vergleich zur Kontrollgruppe sogar noch weiter reduziert, so
dass es vermehrt zu Amyloid-Ablagerungen kommt. Insofern konnte in diesem
Zusammenhang Transthyretin auch als Alterungsmarker interpretiert werden, der ein relatives
Risiko fiir Proteinablagerungen in Zellen und Geweben impliziert, was ebenfalls zu
Stresssituationen fithren kann. Damit verbunden wére eine vorzeitige Funktionseinschrankung
bzw. der Alterungsprozess. Bei niedrigeren Syntheseraten von Transthyretin im Alter zieht
dies auch eine geringere Konzentration von Transthyretin in der Epidermis nach sich. Da
Transthyretin als Transportprotein fiir Retinoide, denen bei der Zellproliferation und auch
Zelldifferenzierung der Keratinozyten eine entscheidende Rolle zukommt, koénnte bei
geringeren Einfluss von Retinoiden auf die epidermale Differenzierung ein gewisser
Stresszustand in den Zellen ausgelost werden, die mit einer vermehrten Produktion von

Hitzeschockproteinen beantwortet werden.
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7 Zusammenfassung

Es konnten in dieser Arbeit Proteine aus Spalthduten als Epidermisdquivalent mittels
zweidimensionaler Gelelektrophorese dargestellt werden. Im Vergleich von jungen zu &lteren
Spalthautspendern ~ konnte  festgestellt ~werden, dass es zu altersabhingigen
Proteinverdnderungen kommt. Dazu z&hlen unter anderem ein kleines Hitzeschockprotein
(HSP 27) sowie das Plasmaprotein Transthyretin, die mittels MALDI-Q-TOF identifiziert und
anschliefend tiber Western Blot Verfahren verifiziert wurden. Es konnte festgestellt werden,
dass das Plasmaprotein Transthyretin nicht in der Epidermis synthetisiert wird, allerdings als
Transportprotein fiir ihre intakte Funktion unerldsslich scheint. Es ist ein essentielles
Transportprotein fiir Retinol-Derivate, die eine entscheidende Rolle bei der initialen
Differenzierung der Keratinozyten spielen. Des Weiteren scheint im Rahmen des allgemeinen
Alterungsprozess’ die Konzentration von Transthyretin innerhalb der Epidermis abzunehmen.
Das kleine Hitzeschockprotein HSP 27 scheint ein Marker fiir den Stresszustand der Haut
darzustellen. Dabei ist auffillig, dass HSP 27 in gealterter Haut ungleichmiBig exprimiert
wird. Ursédchlich fiir eine verstirkte Expression scheint ein erhohter Stresszustand bei
gleichzeitig differenzierten Keratinozyten zu sein, da HSP 27 iiberwiegend in suprabasalen
Zelllagen der Epidermis exprimiert wird. Neben einem ungestressten Zustand der
Keratinozyten im Alter kann auch eine Reduktion der Epidermisschichten im Alter urséchlich
sein fiir eine reduzierte HSP 27 Expression. Andererseits kann aber auch eine altersabhiangige
Zunahme von funktionslosen oder denaturierten Proteinen, die nachfolgend die Transkription
von Hitzeschock-Proteinen negativ beeinflussen, eine reduzierte HSP 27 Expression zur Folge
haben. Mit den fehlenden protektiven Funktionen des kleinen Hitzeschockproteins konnte

dies auch ein erhohtes Neoplasierisiko im Alter bedeuten.
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