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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Haut

Die Hautdecke (lateinisch: Integumentum commune) ist das grofite Organ des Menschen und
umfasst eine Fliche von durchschnittlich 2m?. Thre Hauptaufgabe ist unter anderem durch
ihre Lage als Grenzorgan zwischen Mensch und Umwelt definiert. Diese duflert sich vor allem
im Schutz vor jeglichen Umweltkomponenten, der Homeostase des Wasser- und Elektrolyt-
haushaltes, der Thermoregulation und letztlich auch der Wahrnehmung durch verschiedene
ansissige Sinnesrezeptoren. Ein komplizierter mehrschichtiger Aufbau gewéhrleistet ihre In-
tegritdt und Funktion [I) 2].

Die Haut (Kutis) und die Unterhaut (Subkutis) bilden zusammen die Hautdecke. Die Kutis
unterteilt sich wiederum in zwei Schichten: die an die Unterhaut angrenzende bindegewebige
Lederhaut (Dermis) und die duflere epitheliale Oberhaut ( Epidermis), welche fiir diese Arbeit
relevant ist [1] 2].

Die Subkutis, die unterste Schicht der Hautdecke, besteht aus Fettgewebe, das durch Binde-
gewebssepten in Lappen und Lappchen aufgeteilt ist und dadurch die Haut an Faszie oder
Periost verankert. Insgesamt dient sie als Verschiebeschicht der Hautdecke, wiahrend das Fett-
gewebe vor allem die Warmeisolation vermittelt. Thre reiche Vaskularisierung durch Geféfle,
welche sich in die oberen Schichten aufteilen, gewéhrleistet eine suffiziente Sauerstoff- und
Néhrstoffversorgung des gesamten Organs [I, 2].

Die Dermis ist die Verbindungsschicht der Subkutis zur Epidermis und besteht vor allem
aus Kollagenfaserbiindeln und elastischen Fasern. Aus diesem Grund zeichnet sie sich durch
eine hohe Reififestigkeit und Elastizitit aus. Zusétzlich beinhaltet die Dermis die Geféafle und
Nerven der Haut. Arteriolen sind horizontal in einen tiefen und einen oberflichlichen Plexus
organisiert, die durch vertikale Gefifle miteinander verbunden sind und iiber Mikrozirkula-
tion die Epidermis vom oberen Plexus aus versorgen. Die Innervation beschrinkt sich auf

sympathische Nerven zur Regulation der Driisen, Haarmuskeln und Geféfle, wihrend sensible
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Fasern Mechanorezeption und Nozizeption vermitteln [I], 2].

Als oberste Schicht der Haut bildet die Epidermis die Barriere des Korpers zur Umwelt. Sie
liegt einer dichten Basalmembran (dermoepidermale Junktionszone) auf und ist dort mithilfe
von Hemidesmosomen verankert. Thr zelluldrer Hauptbestandteil sind Keratinozyten, welche
in ihrem Lebenszyklus durch einen komplexen Prozess aus Proliferation und Differenzierung
die verschiedenen Schichten der Epidermis bilden und dadurch die Integritéit und Homeostase
der Epidermis gewéhrleisten. Da der Differenzierungsprozess der Epidermis in einer Verhor-
nung endet, ist sie das einzige Gewebe des Menschen, das als mehrschichtiges verhorntes
Plattenepithel klassifiziert wird [3].

An die Basalmembran grenzt die basale Epithelschicht (Stratum basale, SB), in der sich tei-
lungsfihige Stammzellen befinden. Diese produzieren teilungsfreudige Vorlduferzellen, aus
denen folgend postmitotische Keratinozyten hervorgehen. In diesem Stadium beginnen Kera-
tinozyten zu differenzieren und durchwandern die weiteren Schichten der Epidermis [I} 2].
In der aufliegenden Stachelzellschicht (Stratum spinosum, SS) existieren nur noch einzelne
proliferierende Keratinozyten. Die Zellen bilden stachelférmige Ausldufer, die mithilfe von
Desmosomen ineinander verzahnt sind und die Zellhaftung der Haut garantieren.

Oberhalb des Stratum spinosum schlieflen sich drei Zelllagen keratohyalingranula-enthaltende,
plattenformige Keratinozyten an: die Kérnerschicht (Stratum granulosum, SG) der Epidermis.
Sie bilden Lamellarkérperchen, welche Lipide und Proteine enthalten und in den Interzellu-
larspalt sezerniert werden konnen, um zur Wasserbarriere der Haut beizutragen [11 2].

Die Hornschicht (Stratum corneum, SC) bildet die oberste Schicht der Epidermis. Tote kern-
und organelllose Keratinozyten (Korneozyten) konnen bis zu 100 Lagen bilden und stellen die
duflerste Barriere der Haut dar. Diese werden im &hnlich schnellen Rhythmus abgeschilfert,

wie im Stratum basale neue Keratinozyten gebildet werden [I 2].

1.2 Schleimhaut

Schleimhaut (Tunica mucosa) kleidet die Innenfliche von Hohlorganen mit gewebsspezifisch
unterschiedlicher Struktur aus. Sie dient dem mechanischem, chemischem sowie mikrobiellem
Schutz, wihrend sie trotzdem Resorptionsprozesse ermoglicht [6]. Sie zeichnet sich durch eine
Epithelschicht (Lamina epithelialis mucosae) auf einer lockeren Bindegewebsschicht (Lamina
propria mucosae) aus, die meistens einer diinnen Muskelschicht (Lamina muscularis muco-
sae) aufliegt [I].

In einigen Organen wie der Mundschleimhaut besteht die Epithelschicht aus mehrschichtigem
Plattenepithel. Wahrend in mechanisch hochbeanspruchten Bereichen wie der mastikatori-
schen Mukosa eine Verhornung auftritt und der Schichtaufbau dem der Epidermis mit SB,
SS, SG, und SC entspricht (Abb., ist sie in vielen Arealen wie der Wangenschleimhaut
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Abbildung 1: Die Epidermis

a) Schematische Darstellung der Epidermis mit Stratum basale (SB), Stratum spinosum (SS),
Stratum granulosum (SG) und Stratum corneum (SC). Auftreten der Zell-Zell Kontakte mit
Verschlusskontakten (TJ) im SG und Corneodesmosomen (CS) im SC. Adhérensjunktionen
(AJ) und Nexus (GJ) finden sich zwischen SB und SG, wahrend Desmosomen (DS) in allen
lebenden Schichten zwischen SB und SC vorhanden sind. b) Expressionsmuster desmosomaler
Cadherine in den Schichten der Epidermis. Die Groie und Lokalisation der weiflen Balken
stellt proportional die Proteinmenge dar. Mit Genehmigung modifiziert aus Spindler und
Waschke 2018 [4].

aber auch dem Osophagus nicht keratinisiert, wodurch sie dort als mehrschichtig unverhorn-
tes Plattenepithel klassifiziert wird. Diese ist histologisch in drei Schichten unterteilt: Auf
das Stratum basale (SB) folgt ein Stratum intermedium (SI) und anschlieBend ein Stratum
superficiale (SSf) (Abb.[2). Im Verlauf der Differenzierung flachen die Zellen ab und ihr Kera-
tingehalt steigt. Gleichzeitig schrumpfen die Zellen, verringern ihre Desmosomenanzahl und
schilfern letztlich ab. Wihrend des Vorgangs bleiben die Zellkerne jedoch im Gegensatz zum
verhornten Plattenepithel intakt. Durch den unterschiedlichen Differenzierungsvorgang un-

terscheidet sich auch der zelluldre molekulare Aufbau der beiden Gewebetypen [7, [§].

1.3 Zell-Zell Kontakte von Haut und Schleimhaut

Zell-Zell Kontakte sind mitunter die wichtigsten Elemente, um multizelluldre Organismen und
dreidimensionale Gewebe zu bilden und daher essenziell fiir die Integritéit und Morphogenese
der Haut [9]. Sie erméglichen die Kommunikation von Zellen mithilfe von Kommunikations-
kontakten, wihrend Haftkontakte die Gewebe zusammenhalten und deren Architektur be-
stimmen. Verschlusskontakte dichten den parazelluldren Bereich ab und bilden die Barriere
der Gewebe aus. Viele dieser Junktionen beeinflussen sich gegenseitig und ihr Verlust kann

zu schweren Erkrankungen der Haut und Schleimhaut fithren [10].
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Abbildung 2: Die Schleimhaut

a) Schematische Darstellung des mehrschichtig unverhornten Plattenepitels der Wangen-
schleimhaut mit Stratum basale (SB), Stratum intermedium (SI) and Stratum superficiale
(SSf). Die desmosomale Komposition der Proteine ist proportional mithilfe weiler Balken
dargestellt. b) Immunfluoreszenzbilder von explantierter Schleimhaut gefiirbt mit Antikérpern
gegen desmosomale Proteine zeigen die jeweiligen Proteinmengen und deren Lokalisation. Die
gepunktete Linie stellt jeweils die Basalmembran dar (n=3). Mit Genehmigung modifiziert
aus Spindler und Waschke, 2018 [4] und Egu et al., 2019 [5].

Die Homeostase, Morphogenese und auch die kollektive Reaktion auf pathogene Vorgénge
wie Wunden erfordert in multizelluldren Verbénden parazellulire Kommunikation und Stof-
faustausch. Dazu dienen spezifische Kommunikationskontakte, die Nexus (engl.: Gap juncti-
ons) genannt werden. Sie bestehen aus verschiedenen Proteinen der Connexin-Gruppe, welche
im Endoplasmatischen Retikulum einen Hemikanal, das Connexon, ausbilden, dass anschlie-
Bend in die Plasmamembran transportiert wird [I1]. Dort kénnen sie entweder den Extrazel-
luldrraum mit dem Intrazelluldrraum der Zelle verbinden oder an juxtapositionierten Conne-
xonen einen vollstdndigen Kanal ausbilden, wozu sich die Plasmamembranen zweier Zellen
auf ungefihr 2-4nm annihern [12]. Eine grofilenregulierbare zentrale Pore erméglicht den
Austausch von Wasser, Metaboliten und anderen Ionen bis zu einer Gréfle von 1 Kilodalton
(kDa). Mehrere Kanile bilden zusammen die junktionale Struktur des Nexus aus. Ihre Haufig-
keit steigt vom SB zum SG, wobei im SC keine Kommunikationskontakte existieren (Abb.[1)
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[13].

Adhérensjunktionen (AJ) gehoren der Gruppe der Haftkomplexe an. Sie bestehen cha-
rakteristisch aus zwei parallelverlaufenden, 200- 500 nm langen Membranabschnitten, die ca.
20 nm voneinander entfernt liegen. Sie konnen als Punkte (Punctum adherens), Giirtel (Zonu-
la adherens) oder Platten (Fascia adherens) auftreten und befinden sich in der erstgenannten
Form gleichméflig in allen Schichten der Epidermis (Abb.. Ihre Aufgabe ist die Regulie-
rung der Zell-Zell Haftung wihrend dynamischer Vorgénge wie Proliferation oder Extrusion,
wodurch sie mafigeblich an der Homeostase und Morphogenese von epithelialen Geweben
beteiligt sind [I4]. Zusétzlich spielen sie eine grofie Rolle in der Bildung und Aufrechter-
haltung von Desmosomen und Verschlusskontakten. Zwei verschiedene molekulare Komplexe
gewihrleisten diese Funktion: Der Nectin—Afadin-Komplex, der fiir die Bildung von hoch-
organisierten Junktionen notwendig ist, sowie der Cadherin-Catenin Komplex als adhésive
Kernkomponente. Beide Komplexe bestehen aus gewebsspezifisch unterschiedlich exprimier-
ten Transmembranproteinen (Nectine oder Cadherine), die iiber Ankerproteine (Afadin oder
Catenine) mit dem Aktin-Zytoskelett der Zelle verbunden sind. In Epithelien und dementspre-
chend der Epidermis ist vor allem Epitheliales-Cadherin (E-Cadherin) als klassisches Cadherin
der AJ vorhanden [15].

Verschlusskontakte (Zonula occludens) sind am Apex der lateralen Membran meist ober-
halb der AJ in polarisierten Geweben zu finden. In der Epidermis sind sie nur in der zweiten
Zellschicht des SG vollsténdig ausgebildet [16] (Abb.[I)). Elektronenmikroskopisch zeichnet
sich ihre Struktur als zwei eng-beieinanderliegende Membranabschnitte ab, die teils mitein-
ander fusioniert erscheinen. In Gefrierbriichen stellen sich die Verschlusskontakte als strangar-
tige, gitterformige Schlussleisten dar. Ebenso wie andere Junktionen bestehen sie aus Trans-
membran- und intrazelluléren Verankerungsproteinen. Ihre Transmembranproteine sind Clau-
dine, Junktionale Adhésions-Molekiile (JAM) und Occludin, wihrend sie iiber Zonula Occlu-
dens (ZO) - Proteine und Cingulin an das Aktin-Zytoskelett verankert sind. Ihre Funktion
kann mit einem Tor und Zaun verglichen werden, indem der parazelluldre Raum von apikal
nach basal abgedichtet und damit selektiv die Permeabilitéit fiir lonen, Molekiile und Wasser

reguliert wird [11 [17].

1.3.1 Desmosomen

Desmosomen sind makromolekulare Proteinkomplexe, die vor allem in Geweben mit hoher me-
chanischer Belastung die Zell-Zell Haftung gew&hrleisten und regulieren. Ihr Name stammt aus
dem Griechischen von Desmos (die Bindung) und Soma (der Kérper) ab [I8]. Wéhrend mo-
lekulare Unterschiede in verschiedenen Geweben existieren, ist der grundlegende Aufbau der
Desmosomen konserviert. Sie haben eine charakteristische elektronenmikroskopische Darstel-

lung, deren elektronendichten Bereiche den Interaktionsstellen der einzelnen desmosomalen
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Abbildung 3: Das Desmosom

Schematische Darstellung der Struktur eines Desmosoms mit modellierter 3D-Struktur der
desmosomalen Proteine links und elektronenmikroskopischer Ultrastruktur rechts. (Dsg und
Dsc =Rot; PKP = Lila; PG = Griin; DP = Blau) Das Mesophragma (MP) ist in der schemati-
schen Darstellung orange markiert und die Plasmamembran (PM) blau. Die innere Membran-
plaque (IMP) befindet sich angrenzend an die Plasmamembran und ist in griin dargestellt.
Darauf folgt die duflere Membranplaque als Bindungsstelle zum Intermediérfilamentsystem
in gelb. Mit Genehmigung modifiziert aus Al-Amoudi et al. 2011 [19] und Getsios et al. 2004

[20].

Proteine zugeordnet werden koénnen (Abb.. Desmosomale Cadherine interagieren an ihrem
extrazelluldren N-Terminus und stellen die Verbindung zweier gegeniiberliegender Zellen mit-
einander her, sodass eine elektronendichte Mittellinie (Mesophragma (MP)) sichtbar wird. Die
Cadherine sind intrazelluldir am C-Terminus an plasmamembran-angrenzende Plaqueprotei-
ne fixiert, wodurch die innere Membranplaque (IMP) ausgebildet wird. Die Verankerung an

das Intermedisrfilamentskelett ist elektronenmikroskopisch als dufiere Membranplaque (AMP)

sichtbar [19, 20].

Desmosomale Cadherine

Cadherine sind transmembrane Glykoproteine die Ca?*-abhiingig Zell-Zell Adhssion ver-
mitteln. Der Name ist daher eine Mischung aus den beiden englischen Wortern calcium
und adhering. Sie werden in vier verschiedene Subgruppen eingeteilt: Klassische Cadheri-
ne, Desmosomale Cadherine, Protocadherine und atypische Cadherine. Klassische Cadherine
sind Teile der Adhérenzjunktionen und sind in der Haut vor allem durch E-Cadherin sowie

im SB Plazentares-Cadherin (P-Cadherin) vertreten, wéhrend desmosomale Cadherine die



1.3 Zell-Zell Kontakte von Haut und Schleimhaut 7

Transmembranproteine der Desmosomen darstellen [21].

Gewebesperzifisch ist die Expression der verschiedenen desmosomalen Cadherine unterschied-
lich. Wahrend in vielen Geweben wie im Herzen und dem Darm ausschliefllich Desmog-
lein (Dsg) 2 und Desmocollin (Dsc) 2 exprimiert werden, sind in den mehrschichtigen Epithe-
lien Dsgl - 4 sowie Dscl-3 zu finden.

Die Expressionsmuster dieser Isoformen unterscheiden sich in der Haut nach Differenzierungs-
grad und demnach Schicht in der Epidermis (Abb.. In den untersten Schichten findet man
hauptséichlich Dsg3 und Dsc3, welche im Verlauf der Differenzierung abnehmen, wéihrend
sich die Desmosomenkomposition in den oberen Schichten zu Dsgl und Dscl veréndert. Dsg2
wird vor allem in Haarfollikeln, aber auch im SB in geringer Menge, an der Membran ge-
funden [22]. In der mehrschichtigen unverhornten Schleimhaut befindet sich Dsg3 in allen
Schichten in grofler Menge, wiahrend Dsgl ausschliefllich in geringer Menge im SI und SSf
detektiert werden kann. Dsg2 und Dsc3 finden sich nur im SB, wahrend Dscl sporadisch
in den oberen Schichten lokalisiert ist (Abb.[2). Das N-terminale Ende der Cadherine liegt
im Extrazelluldrraum und besteht aus fiinf Ectodoménen (EC1-5), die sich strukturell stark
dhneln, und an jeder Kontaktstelle durch drei Ca®*-Ionen stabilisiert werden [23]. Eine kurze,
einfache Transmembrandoméne durchdringt die Plasmamembran und wird gefolgt von meh-
reren intrazelluliren Doménen, die das Cadherin tiber Plaqueproteine am Keratinzytoskelett
verankern. An diese Doménen, die fiir die unterschiedlichen Isoformen unterschiedlich sind,
konnen auflerdem Signalproteine binden, die dort fiir desmosomale Regulation verantwortlich
sind [24]. Die Lokalisation der Desmogleine ist nicht nur auf Desmosomen beschrénkt, sondern
sie konnen auch in Membranabschnitten ohne Desmosomen am Aktin-Zytoskelett verankert
auftreten [25]. Diesem extradesmosomalem Dsg3 wird vor allem eine Signalfunktion im Sinne
eines ,, Qutside-in signaling” und die Beteiligung bei der Bildung neuer Desmosomen zuge-
schrieben [26].

Die Interaktion zweier Cadherine und dementsprechend zweier Zellen wird iiber die EC1
Doméne vermittelt, indem jeweils ein Tryptophan [S-Strang zwischen den Proteinen aus-
getauscht und in einer hydrophoben Tasche des jeweiligen Partnermolekiils verankert wird
[27]. Jedoch konnen Cadherine auch an derselben Membran schwach miteinander in cis-
Konformation interagieren [28]. Wihrend zellfrei in Aggregationsversuchen Dsgl und Dsg2
ausschlieBlich heterophile Bindungen mit Desmocollin eingehen konnten [29] 30], iiberwie-
gen in Studien mit Rasterkraftmikroskopie homophile Interaktionen [31, [32] B33]. Fiir Dsg2
wurde mit Rasterkraftmikroskopie bestétigt, dass es neben homophilen Interaktionen auch
heterophile Interaktionen mit Dsc2 sowie E-Cadherin und N-Cadherin geben kann [34], [35].
Zusammenfassend ist davon auszugehen, dass desmosomale Cadherine sowohl homophile als

auch heterophile Bindungen eingehen kénnen [36, 24]
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Desmosomaler Plaque

Der desmosomale Plaque ist aufgebaut aus Proteinen der Armadillo- und der Plakin-Familie,
welche als Ankerproteine die Cadherine an das Intermediérfilamentsystem binden. Plakoglobin
(PG) und Plakophiline (PKP 1-3) sind Teil der Armadillo-Familie, die sich durch Wiederho-
lungen einer 42 Aminoséiuren langen Arm-Sequenz kennzeichnen [37].

Bei PG verbinden 12 Arm-Sequenzen einen Amino (N) - und Carboxy (C) -Terminus. Die Bin-
dung zum flexiblen cytoplasmatischen Anteil von Dsg wird dabei durch den N-Terminus
vermittelt, wihrend fiir die Bindung zu Dsc weitere Arm-Sequenzen am C-Terminus zur
Verfiigung stehen [38, 39]. Funktionell wird PG eine Rolle im Aufbau von Desmosomen zuge-
schrieben, welche bei Proteinverlust zu verringerter Adhésion und unter anderem epidermaler
Spaltbildung fiihrt [40]. Spezifischer wird vermutet, dass PG als Vorlage die Organisation der
Cadherine vorgibt und anschlieend als Geriist fiir die weiteren desmosomalen Plaqueprotei-
ne fungiert [19]. Zusitzlich werden dem Protein Signalfunktionen zugeschrieben und es kann
auch mit E-Cadherin in Adhérenzjunktionen interagieren [41].

Die zweite Gruppe der Amadillo-Proteine stellt PKP mit drei Isoformen dar. In mehrschichti-
gen Plattenepithelen ist die Expression der PKPs ebenfalls differenzierungsabhéngig. In allen
Schichten befindet sich PKP 3 gleichméfig verteilt, wihrend PKP 2 nur geringfiigig im SB
exprimiert wird und die PKP 1-Proteinmenge von suprabasal nach apikal ansteigt. Dadurch
lassen sich auch in Teilen die Funktionen der verschiedenen Proteine ableiten. PKP 3 wird
fiir den Aufbau von Desmosomen benétigt und existiert an der Membran vor der Etablierung
von stabilen Desmosomen [42]. Auf der anderen Seite moduliert PKP 1 etablierte Desmoso-
men in ihrer Groéfle, Anzahl sowie Keratinverankerung iiber Vernetzung der desmosomalen
Einzelkomponenten [43], [44].

Desmoplakin (DP) aus der Plakin-Familie stellt schlussendlich die Schliisselverbindung zum
Keratinzytoskelett dar. Auf den globuldren N-Terminus, der PG und PKP bindet, folgt eine
zentrale a-helikale stdbchenférmige Doppelwendel, die {iber den globuldren C-Terminus mit
dem Intermediérfilamentskelett verbunden ist [37]. Funktionell ist DP durch einen Beitrag
zur Vernetzung und Stabilisierung der desmosomalen Einzelkomponenten unabdinglich fiir

die Existenz von Desmosomen und damit fiir die Zelladhésion [45].

Intermediirfilamentskelett

Das Intermediérfilamentsystem (IF) ist Teil des Zytoskeletts und unterstiitzt die Form und
Struktur von Zellen [46]. Es reguliert mechanische Eigenschaften wie deren Steifheit und Mo-
tilitédt [47]. Ein zell- und organellspezifisches Expressionsmuster kennzeichnet ihre Diversitét.
In der Epidermis bestehen die Filamente aus Paaren verschiedener Typ 1 und Typ 2 Keratine,
die ebenso wie desmosomale Cadherine differenzierungsabhéngig unterschiedlich exprimiert

werden. Im SB werden vor allem Keratin 5 (Typ 2) und Keratin 14 (Typ 1) exprimiert, welche
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im Verlauf der Differenzierung zu Keratin 1 (Typ 2) und 10 (Typ 1) wechseln [48]. Thre Masse
macht ungefihr 17-27 % aller Proteine der basalen und bis zu 50 % aller Proteine der voll-
differenzierten Keratinozyten aus [49]. Eine Vielzahl an Krankheiten sind mit Mutationen in
Intermediérfilamentskelettgenen assoziiert, wie unter anderem die blasenbildende Hauterkran-
kung Epidermolysis bullosa, Kardiomyopathien oder auch neurodegenerative Erkrankungen
[48, 50] (http: //www.interfil.org/diseases.php).

1.4 Pemphigus

Die bullésen Dermatosen sind eine Gruppe von Krankheiten, die durch unterschiedliche
Ausloser die Zelladh#sion in verschiedenen Schichten der Haut und Schleimhaut kompro-
mitieren und damit klinisch zu der priméren Effloreszenz einer Blase (Bulla) fithren. Die
hier relevante Hauptgruppe ist die Autoimmundermatose Pemphigus mit ihren verschiedenen
Phéanotypen. Autoantikérper gegen die desmosomalen Cadherine Dsgl und Dsg3 fiihren dabei
zu Spaltbildung in der Epidermis und mehrschichtigen Mukosa [51].

Pemphigus leitet sich vom griechischen mepupi{ (Pemphix, dt.: die Blase) ab. Erste Erwéh-
nungen des Wortes konnen bereits 460-370 v. Chr. von Hippocrates als Beschreibung einer
Form des Fiebers gefunden werden, wobei die Krankheit im Jahr 1791 das erste Mal mit
Blasenbildung assoziiert wurde [52]. Histologisch und klinisch wurde 1953 die Gruppe der
Pemphiguserkrankungen von den Pemphigoiderkrankungen abgegrenzt [53]. Die Ursache fiir
die Blasenbildung war zu diesem Zeitpunkt jedoch unklar, sodass der Nachweis von Seruman-
tikorpern mithilfe indirekter Immunfluoreszenz erstmals 1964 bei 13 verschiedenen Patienten
mit Pemphigus vulgaris die Krankheit als Autoimmundermatose klassifizierte [54]. Als An-
tigen wurde spéter ein 130 kDa grofies Protein, damals Pemphigus vulgaris-Antigen (PVA),
bestimmt [55], das aufgrund seiner cadherindhnlichen Struktur spéter Dsg3 getauft wurde
[56]. Ein zweites Antigen mit einer Groéfie von 160kDa wurde kurze Zeit danach als Dsgl
identifiziert [57]. Diese Autoantikérper sind grofitenteils vom Typ Immunglobulin G (IgG)
[58].

Die Atiologie der Erkrankung ist, wie bei vielen anderen Autoimmunerkrankungen, nicht
vollsténdig verstanden. In der jiidischen Bevélkerung ist jedoch die Prévalenz der Krankheit
deutlich erhoht, wodurch eine genetische Pridisposition angedeutet wird. Tatséichlich wurde
eine genetische Assoziation mit den Humanen Leukozyten Klasse II-Antigenen (HLA) HLA-
DRB1*04:02 und HLA-DQB1*05:03, sowie HLA-G und Transporter assoziierten Antigen-
Prozessierungs (TAP) -Genen gefunden [59} [60} [61]. Zu den assoziierten non-HLA-Genen gehort
auBlerdem Supression of Tumorigenicity 18 (ST18), welches durch erhéhte Expression zur
Verstiarkung des Phénotypes fithrt [62] [63]. Unabhéngig davon werden Umweltfaktoren, In-

fektionen, Tumore und Medikamente als Ursachen diskutiert [64]. Verschiedene Phénotypen
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des Pemphigus zeigen in Abhéngigkeit von ihrem aDsgl- und aDsg3-Antikorperprofil unter-
schiedliche histologische und klinische Charakteristika, sodass auf die haufigsten und fiir diese

Arbeit Relevanten klinischen Phénotypen folgend genauer eingegangen wird.

1.4.1 Pemphigus vulgaris

Mit einer Inzidenzrate von 0.1-0.5 pro 100000 Menschen ist Pemphigus vulgaris (PV) der
am meisten verbreitete Phinotyp der Pemphigus-Erkankungen. Durchschnittlich beginnt die
Krankheit zwischen der 4. und 6. Lebensdekade ohne Geschlechtspréferenz [65]. Histologisch
auflert sie sich in einer suprabasalen Spaltbildung, die vom Antikérperprofil abhéingig ist (Fig.
. Dabei begrenzt sich beim mukosa-dominanten Phénotypen die Blasenbildung auf die mehr-
schichtige unverhornte Mukosa bei Anwesenheit von anti-Desmoglein (aDsg) 3-Antikorpern,
wihrend ein mukokutaner Phinotyp mit zusétzlicher Beteiligung der Epidermis bei der An-
wesenheit von sowohl aDsg3- als auch aDsgl-Antikorpern besteht [66]. Oftmals breitet sich
in zeitlicher Abfolge das Antikorperprofil von aDsg3- auf zuséitzlich aDsgl-Antikérper durch
sogenanntes ,, Epitope Spreading® aus, was mit Erweiterung von der mukosalen auf die muko-
kutane Form einhergeht [67].

Klinisch &uflert sich der mukosa-dominante Pemphigus vulgaris (mPV) durch schmerzhafte
Erosionen vor allem in der Mund- und Genitalschleimhaut, sowie seltener auch der Konjunk-
tiva [65]. AuBerdem konnen Lippen, Pharynx, Gingiva und Gaumen betroffen sein. Dadurch
ist die Lebensqualitit der Patienten vor allem durch gestorte Nahrungsaufnahme und beim
Sprechen enorm eingeschrinkt. Nebeneffekte der Erkrankung beinhalten Mundgeruch (Foetor
ez Ore), blutigen Speichel und Speichelausfluss aus dem Mund (Sialorrho) [51].

Der mukokutane Pemphigus vulgaris (mcPV) duflert sich durch suprabasale intraepiderma-
le schlaffe Blasen, die vor allem an Rumpf und Hornhaut zu finden sind. Im Verlauf der
Krankheit kénnen diese aufbrechen, wodurch schmerzhafte Erosionen entstehen. Unbehan-
delt verlauft die Krankheit aufgrund von Infektionen der Erosionen und Untererndhrung

meist innerhalb von 5 Jahren todlich [51].

1.4.2 Pemphigus foliaceus

Ein weiterer Subtyp der Pemphiguserkrankungen stellt der Pemphigus foliaceus (PF) dar.
Hierbei fithren aDsgl-Antikorper zu superfiziellen, subkornealen flachen Blasen in der Epi-
dermis ohne aDsg3-Antikérper und damit ohne Beteiligung der Mukosa (Abb. . Hauptlokali-
sation der Blasen sind driisenreiche Bereiche der Haut wie die frontale Kopfhaut, das Gesicht,
die Schultern und die Brust. Im Verlauf der Krankheit leiden Patienten weiterhin unter einer
plaqueartigen Verdickung des SC (Hyperkeratose) und schuppenartigen Krusten [65]. Neben
der sporadischen Form existiert in Teilen Siidamerikas, vor allem entlang Flussbereichen in

Brasilien, eine endemische Variante (Fogo Selvagem, dt: wildes Feuer) [68], die durch Sti-
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Abbildung 4: Schematische Zusammenfassung der Pemphigus-Phdnotypen

Fotografische Aufnahmen von klinischen Manifestationen der verschiedenen Pemphigus

Phénotypen. Mittig Hamatoxylin-Eosin(HE) - Farbungen lisionaler Haut mit sichtbarer in-

traepidermaler Spaltbildung. Schematische Zusammenfassung des Antikorperprofils und Or-

ganspezifitit der Phénotypen unten. Mit Genehmigung modifiziert aus Waschke 2008 [18]

und Kneisel et al. 2011 [65].
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che hiamatophagischer Stechmiicken wie zum Beispiel der Schwarzen Stechmiicke (Simulinum
nigrimanum) oder der Sandfliege (Lutzomyia longipalpis) ausgelost wird. Es wird postuliert,
dass genetische Préadisposition sowie Proteine des Speichels der Fliege zu einer Immunantwort
gegen LIJM11 mit Krossreaktivitidt gegen Dsgl zum Ausbruch der Krankheit fithren [69]. Die
Symptome der beiden Typen #hneln sich stark, wobei die Préavalenz der endemischen Form

eher bei Kindern und jungen Erwachsenen liegt [51].

1.4.3 Atypische Pemphigus-Phinotypen

Seltener treten bei Patienten atypische Phinotypen (atPV) auf, die nicht mit den klinischen
und serologischen Charakteristika der anderen Phinotypen iibereinstimmen [70] [71]. Bisher
konnte jedoch noch nicht eindeutig bestimmt werden, welche Faktoren und Pathomechanis-
men zu diesen atypischen Varianten der Krankheit beitragen, wobei bei einigen Patienten
aDsc3-Antikorper detektiert und die Pathogenitit dieser Antikorper in wvitro nachgewiesen
werden konnte [72] [73], [74]. Das Auftreten von Dsc-Antikérpern bei Patienten unter Anwe-
senheit zusiitzlicher Dsg-Antikorper scheint jedoch selten zu sein [75]. Trotz &hnlichen Titern
und Reaktivitdten zu d&hnlichen Extrazellulirdoménen von Dsg3 kénnen Antikorper mit ge-
ringer Pathogenitit auf Keratinozyten wirken, was ebenfalls als Ausloser fiir atypische Pa-
tientenfille diskutiert wird [76]. Gleichermafien existieren verschiedenste nicht desmosomale
Autoantikorper, die zum Teil mit anderen blasenbildenden Hauterkrankungen wie Morbus
Hailey-Hailey korrelieren und zur phénotypischen Ausprigung beitragen kénnten [77]. Zu
dieser Gruppe gehoren auch mitochondriale Antikérper [78], Acetyolcholinrezeptorantikorper
[79] und Thyroidperoxidaseantikérper (TPO) [80]. Die Pathogenitéit und Beteiligung dieser

Immunglobuline in der Pemphigus-Pathogenese ist jedoch noch umstritten.

1.4.4 Diagnose und Therapie

Zu der Diagnose der Pemphiguserkrankungen werden verschiedenen Charakteristika der Er-
krankung histologisch und serologisch nachgewiesen [81]. Zur Bestimmung der Antikorper-
deposition werden Hautbiopsien von perildsionaler Haut mittels direkter Immunfluoreszenz
angefiarbt. Dabei deutet ein membranéhnliches Farbungsmuster in Keratinozyten der Epider-
mis die Anwesenheit von desmosomalen Antikorpern an. Zusétzlich kénnen Serumantikorper
auf verschiedenen Substraten wie Affendsophagus oder menschlicher Haut mittels indirekter
Immunfluoreszenz und spezifischer durch Dsg3/1-enzymgekoppelte Immunadsorbtionstests
(ELISA) nachgewiesen werden [82]. Der Tzank-Test beschreibt die Gewinnung und den Nach-
weis von akantholytischen Zellen mittels Abstrich aus offenen Blasen. Auflerdem deutet ein
positives Nikolsky-Zeichen die Krankheit an. Dazu wird mechanischer Druck an gesunden Be-
reichen der Haut appliziert, was bei Pemphigus-positiven Patienten in einer Blase resultiert
[51].
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Therapeutisch sind bisher keine spezifischen oder kausalen Therapien bekannt, sodass vor
allem immunmodulatorisch behandelt wird. Dabei kommen hochdosierte Glukokortikoide
(1,0- 1,5 mg/kg/d Prednisolon) zum Einsatz, die oft durch nicht-steroidale Immunsupressiva
ergénzt werden [83]. Léngere Behandlungen durch steroidale Immunsupression kann jedoch
zu erhohter Infektionsgefahr fithren und ein medikamentos-induziertes Cushing-Syndrom so-
wie Diabetes mellitus auslosen [81]. Deswegen werden neue Therapieansitze entwickelt und
verwendet, die auf autoreaktive B-Zellen oder direkt auf Autoantikoérper abzielen [84]. Mittels
Immunadsorption kénnen zirkulierende Antikoérper kurzzeitig aus dem Blut gefiltert werden,
sodass eine Remission schneller eintreten kann. Neuere Studien zeigen, dass mithilfe von Ri-
tuximab, einem B-Zell-depletierenden anti-CD20 Antikérper, in Kombination mit geringerer
Immunsupression eine vollstdndige Remission innerhalb von zwei Jahren erzielt werden kann.
Auch dabei kénnen jedoch durch langlebige Plasmazellen und persistierende B-Zellen Rezidive
auftreten [85], [84]. Schlussendlich konnte die Letalitdt der Erkrankung durch die verschiedenen

Therapieoptionen stark reduziert werden.

1.5 Pathomechanismen bei Pemphigus

Die Pathogenese des Pemphigus ist komplex und noch nicht vollstdndig verstanden. Sie setzt
sich aus strukturellen Verdnderungen in Keratinozyten, Autoantikérper-vermittelter direk-
ter Inhibition der Dsg-Interaktionen und zelluldren Signalmechanismen zusammen, die letzt-
lich zu zelluldrem Adhésionsverlust, intraepithelialer Spaltbildung und letztlich Blasenbildung
fithren [4].

Strukturelle Verinderungen der Desmosomenkomposition nach Autoantikérperkontakt wur-
den vermehrt untersucht, nachdem in elektronenmikroskopischen Aufnahmen nachgewiesen
wurde, dass Patientenautoantikérper an die Oberfliche von Keratinozyten und spezifischer
in der Desmoglea von Desmosomen binden kénnen [86]. Zuvor hatten bereits etliche elektro-
nenmikroskopische Bilder morphologische Auffilligkeiten von Desmosomen gezeigt [87, [8§].
Durch Pemphigus-IgG wird die Desmosomenanzahl und die Gréfle der verbleibenden Des-
mosomen reduziert, der Interzellularraum in desmosomfreien Bereichen verbreitert und die
Keratinfilamentinsertionen reduziert, sodass Keratinfilamente im perinukledren Bereich kon-
zentrieren [89, 90]. Diese Verdnderungen sind ebenfalls auf Proteinebene zu beobachten. Nach
IgG-Bindung fragmentieren die Immunfirbungen Dsgl und Dsg3 an der Membran, wobei die
Molekiile von desmosomfreien Abschnitten der Zellmembran zusammen mit PG depletiert
werden, wihrend parallel das periphere Keratinnetzwerk von Desmosomen retrahiert [91], 92].
Zu spéteren Zeitpunkten wird Dsg3 auch von Desmosomen depletiert [93].

Folgend auf die Entdeckung, dass der Grofiteil der Pemphigus-Autoantikorper gegen die EC1-

Doméne am Amino-Terminus der Cadherine gerichtet ist, wurde vermutet, dass sie sterisch
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die Dsg-Proteininteraktionen inhibieren, wodurch Zelladhéisionsverlust und die Blasenbil-
dung entsteht [94]. Zusitzlich konnten auch monoklonale Dsg-Antikérper aus Mausmodellen,
antigen-bindende-Fragmente (Fab-Fragment) von Patientenautoantikérpern und auch rekom-
binante monovalente Einzelstrangantikorper die Keratinozytenadhésion storen [95, 96l 97].
Mithilfe von Rasterkraftmikroskopie (AFM) konnte spéter bestitigt werden, dass aDsg3-
Antikorper tatsédchlich die homophile Interaktion von Dsg3 zellfrei sowie in vitro auf Kera-
tinozyten hemmen kénnen [32, [98]. Antikérper gegen Dsgl scheinen jedoch keine homophile
Dsgl Interaktionen zu blockieren [99], wihrend heterophile Dsgl/Dsc3-Bindungen sowie he-
terophile Dsgl/Dscl-Interaktionen durch aDsgl-Antikorper reduziert werden [33] [100].

Die schichtabhéngige und organspezifische Expression der Desmogleine (Abb. und die
unterschiedlichen assoziierten Autoantikorperprofile der verschiedenen Phénotypen (Abb.
begriindeten schliefllich die Dsg-Kompensationstheorie der Pemphigus-Pathogenese [101]. Da-
bei wird diskutiert, dass bei PV eine suprabasale Spaltbildung durch aDsg3-Antikorper aus-
schliefflich in der Mukosa auftritt, da dort Dsg3 in allen Schichten gleichermaflen verteilt ist,
wahrend Dsgl zu schwach exprimiert ist, um den Funktionsverlust von Dsg3 zu kompensieren
(Abb. . Superfizielle Spaltbildung durch aDsgl-Antikérper bei PF in der Epidermis wire
erklarbar, da Dsg3 im Stratum granulosum fast nicht exprimiert wird [I0I]. Die typische su-
prabasale Spaltbildung der Epidermis bei Patienten mit mukokutanem PV und sowohl aDsg3-
als auch aDsgl-Antikorpern stellt diese Theorie jedoch zum Teil in Frage. Dort miisste nach
dieser Theorie der Verlust von Dsg3d und Dsgl zu sowohl suprabasaler als auch superfizieller
Spaltbildung fiihren.

1.6 Signalwege in der Pathogenese des Pemphigus

Die strukturellen Verdnderungen der Desmosomen und die schichtspezifische Spaltbildung
konnen nicht alleine durch direkte Inhibition von Dsg-Interaktionen erklart werden. Da zel-
luldre Veranderungen hiufig durch Phosphorylierung und/oder Translokation von Signalpro-
teinen und Molekiilen initiiert wird, wurden verschiedene Signalwege mit der Pemphigus-
Pathogenese assoziiert und bilden das Bindeglied zwischen den verschiedenen Mechanismen.
Die am besten untersuchten und fiir diese Arbeit relevanten Signalwege werden im Folgenden

naher erlautert.

1.6.1 Intrazellulirer Ca2t-Konzentrationsanstieg

Calcium-Ionen (Ca?*t) fungieren in Zellen als ,,second messenger* fiir viele verschiedene Auf-
gaben wie unter anderem Differenzierung in Keratinozyten. Der Ca?*-Signalweg wurde als er-
stes mit der Pemphigus-Pathogenese in Verbindung gebracht. Durch spezifische Ca?*-Kanile

konnen Ionen aus dem Endoplasmatischen Retikulum oder aus dem Extrazellularraum in die
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Zellen einstromen und die zytoplasmatische Ca?*-Konzentration erhshen [102]. Dariiber wird
unter anderem die Bildung von AJs und Desmosomen gefordert [103], [104].

Die Expression von Plasminogenaktivator nach Kontakt mit PV-IgG erforderte die Betei-
ligung von intrazellulirer Signaltransduktion, aufgrund dessen der Ca?*-Signalweg mit der
Pemphigus-Pathogenese in Verbindung gebracht wurde [105]. Pemphigus-Autoantikorper fiih-
ren zur Aktivierung der Phospholipase C (PLC), wodurch der ,, second messenger* Inositol-
1,4,5-trisphosphate (IP3) gebildet wird [105, [106], welcher daraufhin innerhalb von Sekunden
zu einer rapiden und transienten Erhohung des intrazelluliren Ca®t-Spiegels fithrt. Dabei
bildet sich als Nebenprodukt 1,2-Diacylglycerol (DAG) [107]. Beide Faktoren kénnen die Pro-
tein Kinase C (PKC) langzeitig aktivieren und an die Plasmamembran translozieren [10§].
Die Inhibition einzelner Komponenten des Signalwegs schiitzt vor PV-IgG-induzierter Blasen-
bildung. Es wurde anfinglich vermutet, dass die anschlieBende Sekretion von Plasminogen-
Aktivator zur proteolytischen Degradierung der desmosomalen Cadherine fiithrt und somit die
Zell-Zell Haftung schéidigt. Da PV-IgGs jedoch in Plasminogenaktivator-defizienten Méusen
Blasenbildung induzieren konnten [66] und widerspriichliche Studien beziiglich Plasminogen-
aktivator-Inhibitoren existieren [109, [I110], ist anzunehmen, dass vor allem die Translokation
von PKC die entscheidende Rolle des Ca?*-Einstroms darstellt [I08]. Die Inhibition der PKC
zeigte ebenfalls protektive Effekte auf den IgG-vermittelten Zell-Zell Adhésionsverlust [I11].
Die Analyse des Ca?*-Signalwegs eréffnete das Feld der Signaltransduktion in der Pemphigus-

Pathogenese, dass spéter auf Kinasen ausgeweitet wurde.

1.6.2 p38 Mitogen-aktivierte Proteinkinase (p38MAPK)

Aktivierung von p38MAPK stellt eine der zentralen Signalwege in der Pathogenese des Pem-
phigus dar. Kinasen sind Enzyme, die Phosphate an Serin-, Threonin- oder Tyrosinreste
spezifischer Zielproteine kovalent binden und dadurch unter anderem deren Proteintrans-
lokationen, -aktivierungen und auch die Genexpression regulieren kénnen [112]. Stimuli der
Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) sind vielseitig und beinhalten Hormone, Wachs-
tumsfaktoren, Zytokine und verschiedenste umweltvermittelte Stressfaktoren. Sie werden an
evolutionér hochkonservierten spezifischen Serin-x-Threonin Aminosduremotiven phosphory-
liert, wenn diese auf eine Prolin-Aminoséure folgen, und damit aktiviert [I13]. Die p38MAPK
gehort zu einer der drei MAPK-Hauptfamilien und stellt dabei den Kern eines dieser Si-
gnalwege dar. Sie ist vor allem Stress- und Zytokin-assoziiert und ihre Relevanz in der Pa-
thogenese des Pemphigus wurde intensiv untersucht [114] 115 116] 117, 118, [78, 119, [120].
Zuerst konnte eine Phosphorylierung der p38MAPK, des Hitzeschockprotein 27 (HSP27) und
der Mitogenkinase 2 (MK2) in Phosphoanalysen von 2D-Gelelektrophoresen in Abhéngig-
keit der PV-IgG-Konzentration festgestellt werden [I15]. Durch pharmakologische Inhibition

konnte die IgG-induzierte Intermediérfilamentsystemreorganisation [115], die Dsg-Endozytose
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[121] und letztlich die Zelldissoziation in vitro, sowie die Blasenbildung im passiven Transfer-
Mausmodell in vivo verhindert werden [116]. Dies wurde ebenfalls fiir PF durch Phospho-
rylierung in Hautbiopsien bestétigt [I17]. Neuere Studien zeigen auerdem, dass p38MAPK-
Inhibition in humaner Epidermis ex vivo PV-induzierte ultrastrukturelle Verdnderungen, wie
Verringerung der Desmosomenanzahl sowie Desmosomengrofle und die Zunahme interdesmo-

somaler Absténde, hemmen kann [90]. Dies gilt jedoch nicht fiir orale Mucosa ez vivo [5].

1.6.3 Rous-Sarcoma-Virus-Kinase (Src-Kinase)

Eine zweite Kinasegruppe stellen die Tyrosinkinasen dar, die an mehreren Tyrosinresten phos-
phoryliert werden konnen. Sie lassen sich in Rezeptor- und nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen
aufteilen.

Im Jahr 1911 entdeckte Peyton Rous das Rous-Sarkoma-Virus, welches Bindegewebstumore
induzieren kann [122]. Dieses Virus besitzt die Gensequenz einer Tyrosinkinase, die folgend
virale-Sarcoma-Kinase (Src) genannt wurde. Die zelluldre Variante c-Src besitzt vier Sre-
Homologie-Doménen (SH1-4), die zusammen fiir deren Funktion verantwortlich sind. In der
SH1-Doméne liegt eine Phosphorylierungstelle am Tyrosinrest 416, wodurch die Kinasefunkti-
on in derselben Domiéne aktiviert wird. Am C-Terminus des Proteins liegt am Tyrosinrest 527
eine kinaseregulierende Phosphorylierungsstelle, welche die SH1-Doméne an die SH2 bindet
und damit die Kinase deaktiviert. Die SH4-Doméne ermoglicht die Verankerung der Tyro-
sinkinase in der Plasmamembran und bestimmt daher ihre Lokalisation [123]. Substrate wie
Kinasen und auch Integrine definieren die Beteiligung an zelluldren Prozessen, die von Pro-
liferation iiber Adhésion bis hin zu Zellzyklusentscheidungen reichen und so vielseitig sind,
dass umfangreiche Artikel existieren, welche diese anschaulich darstellen [124].

Die Verbindung mit der Zellmembran und mit Zelladhésion implizierten eine potentielle Be-
teiligung bei der Pemphigus-Pathogenese [125], sodass in einer Studie eine IgG-induzierte
Aktivierung der Kinase mit einem Aktivitdtsmaximum nach 30 min festgestellt werden konn-
te [118]. AuBerdem wurde Src im desmosomalen Interaktom identifiziert und bindet iiber
E-Cadherin an Dsg3 [126].

Zwei verschiedene Funktionen wurden bisher im Bezug auf Desmosomen entdeckt. Zum einen
wird PKP3 im Anschluss an eine Src-Aktivierung phosphoryliert, wodurch sich die Verbin-
dung zu membrangebundenem Dsg3 trennt und schlussendlich Dsg3 in das Zytosol trans-
loziert [127, 126]. AuBerdem konnte eine Src-Phosphorylierung bei der Neuentstehung von
Desmosomen an der Membran nachgewiesen werden, wihrend die Inhibition des Signalpro-
teins den Transfer von Dsg3 von der 16slichen in die desmosomal-keratingebundene Fraktion
der Zellmembran verhindert [128| 25]. Dabei spielt auch Cortactin, ein Adapterprotein des
Aktin-Zytoskeletts, eine Rolle [129]. Weiterhin férdert eine Interaktion mit Keratin-6 die
Wundheilung durch Deaktivierung des Signalproteins. Dabei ist die Beteiligung von PG und
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anderen desmosomalen Proteinen nicht auszuschlieen [130].

1.6.4 Epidermaler-Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR)

Der Epidermale-Wachstumsfaktor-Rezeptor (Engl.: Epidermal growth factor receptor(EGFR))
gehort zu einer Gruppe von Transmembranproteinen, die als Rezeptortyrosinkinasen verschie-
dene Zellfunktionen wie Wachstum, Differenzierung, Motilitéit, Adhision sowie Uberleben re-
gulieren [131].

Insgesamt besteht die ErbB2-Familie aus vier strukturell &hnlichen Proteinen: EGFR (HER1),
ErbB2 (HER2), ErbB3 (HER3) sowie ErbB4 (HER4). Alle Proteine besitzen eine extrazel-
luldre Ligandenbindungsdoméne, die sich strukturell leicht unterscheidet. Durch Bindung
von Liganden, wie beispielweise Wachstumsfaktoren, an diese Doméne wird eine Homo-
oder Hetero-Oligomerisierung der monomerischen Rezeptoren induziert, wodurch der nicht-
katalytische regulatorische C-Terminus trans-autophosphoryliert wird, sodass anschlieend
der zytoplasmatische Tyrosinkinasekern aktiviert wird. Abhingig vom Dimerpartner kénnen
dadurch verschiedenste andere Signalproteine iiber ihre SH2-Doméne an die katalytische
Doméne binden und phosphoryliert werden [132, [133]. Zusétzlich kann EGFR auch ligan-
denunabhéngig iiber andere Kinasen wie Src oder p38MAPK aktiviert werden. Die fiinf
groflen Effektorsignalwege beinhalten Ras/Raf-1/ERK, PI3Kinase/AKT/mTOR, src/NFKg,
Racl/PAK-1 sowie den Catenin-Zytoskelett-Komplex [132] [134], wodurch eine Assoziation zu
Desmosomen naheliegend ist.

Mehrere Studien konnten zeigen, dass sowohl EGFR verschiedene Zelladhésionskomponenten
als auch wvice versa Zelladhdsionskomponenten den Rezeptor beeinflussen kénnen. So wird
durch EGF-vermittelte EGFR-Aktivierung PG phosphoryliert, wodurch die Assoziation von
DP am Desmosom reduziert und Zelladhésion verringert wird [135]. Erhohte Dsgl-Expression
andererseits reduziert die EGFR-Aktivitit, wodurch terminale Differenzierung geférdert wird
[136].

Auch mit der Pemphigus-Pathogenese wurde der Rezeptor in Verbindung gebracht. PV-IgG
Inkubation auf Keratinozyten in vitro fithrte in verschiedenen Studien zu EGFR-Aktivierung
[137, 118, 120, [78]. Es konnte jedoch auch IgG-vermittelter Zelladhdsionsverlust unabhéngig
von EGFR-Aktivierung festgestellt werden [I38]. Gleichzeitig wird durch Inhibition von EGFR
die Dsg3-Depletion sowie Zytokeratinretraktion reduziert und im Mausmodell in vivo die Bla-
senbildung verhindert [120].

1.6.5 Extrazelluldre Signalregulierte Kinase (ERK)

Die Extrazellulidre Signalregulierte Kinase (ERK) ist das zentrale Signalprotein des klassi-
schen MAPK-Signalwegs, die vor allem von extrazelluliren Faktoren moduliert und unter
anderem durch Wachstumsfaktoren, EGFR-Aktivierung und durch PKC {iber einen mehr-
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schrittigen Prozess aktiviert wird [139]. ERK besteht aus zwei Proteinen, p44 (ERK1) und
p42 (ERK2), die durch Phosphorylierung aktiviert werden, einen Homo- oder Heterodimer
bilden und anschliefend in den Zellkern translozieren, um dort verschiedenste Zielproteine
und Transkriptionsfaktoren zu beeinflussen. Dadurch werden zelluldre Vorgéinge wie Wachs-
tum, Mitose und Differenzierung reguliert [140)].

Auch desmosomale Proteine wurden bereits mit ERK assoziiert. Da bei Verlust von Dsgl
in den hoheren Schichten der Epidermis ERK aktiviert wurde, konnte ein differenzierungs-
abhéngiger Zusammenhang zwischen Dsgl- und EGFR-vermittelter ERK-Phosphorylierung
aufgezeigt werden [136]. Der mechanistische Hintergrund ist eine Interaktion von Dsgl mit
Erbin und Shoc2, einem Zwischenschritt des MAPK-Wegs, wodurch in Keratinozyten die
Vermittlung des EGFR-Signals an ERK unterbrochen wird [141]. Auf diese Art soll die Dif-
ferenzierung der Keratinozyten beim Auftreten von Dsgl weiter geférdert werden und den
schichtspezifischen Aufbau von Desmosomen definieren. Die ERK-Phosphorylierung selber
wurde bisher nicht mit der Pemphiguspathogenese in Verbindung gebracht. Es konnte jedoch
eine IgG-induzierte Aktivierung des Signalwegs demonstriert werden, um indirekt die Akti-
vierung der PKC darzustellen [142]. Zusétzlich wurde sie als Zielprotein der IgG-induzierten
EGFR-Aktivierung definiert [120].

1.6.6 Cyclisches Adenosin-Monophosphat (cAMP)

Cyclisches Adenosin-Monophosphat (cAMP) fungiert in Zellen als ,, second-messenger*. Kon-
zentrationsanstieg oder -abfall sind Reaktionen auf Hormone, Wachstumsfaktoren und auch
Neurotransmitter. Wahrend alle vorherigen Signalwege die Zelladhésion bei Aktivierung nega-
tiv beeinflussen, verstirkt cAMP diese [143]. Im Endothel ist die barrierestabilisierende Rolle
bereits lange etabliert. Effektoren von cAMP verstirken dort eine Polymerisation des kortika-
len Aktin-Zytoskeletts und somit Verankerung des Vaskuldr-endothelialen-Cadherin [144]. Im
Bezug zu Desmosomen konnte auch gezeigt werden, dass adrenerge Stimulation iiber cAMP
die Zell-Zell Haftung von Kardiomyozyten durch Reorganisation von Dsg2 in Desmosomen
stiarkt. Dies wird durch eine Phosphorylierung von PG vermittelt [145].

Auch bei der Pemphigus-Pathogenese ist cAMP involviert. Als Antwort auf PV-IgGs erhoht
sich die cAMP-Konzentration, fiihrt zu einer Stirkung der Keratinozytenadhésion in witro
und verhindert die Blasenbildung im Mausmodell in vivo [143]. Bisher ist dies der einzige
Signalweg, dessen Aktivierung positive Effekte auf die Zellhaftung hat und gleichzeitig durch
PV-IgGs ausgelost wird.



Kapitel 2
Zielsetzung

In den letzten 40 Jahren wurden grofie Schritte zum Versténdnis der Pathogenese des Pemphi-
gus gemacht. Die Aufkldrung vieler verschiedener Mechanismen wie Inhibition der Cadherin-
bindungen, Signalmodulationen und zellulidre Strukturverdnderungen konnte das Versténdnis
der Erkankung grundlegend verédndern.

Waihrend weitgehend Konsens iiber den Beitrag von aDsgl- und aDsg3- Antikérpern zu
den Pemphigus-Phéanotypen besteht, sind jedoch Mechanismen und Signalwegsmodulationen
im Zusammenhang mit verschiedenen Antikdrperprofilen und Phénotypen in Studien bisher
vernachléssigt worden. Dabei stellt sich auflerdem die Frage, welche Mechanismen sich in aty-
pischen Varianten der Erkankung unterscheiden und fiir die Entstehung verantwortlich sind.
Auch die unterschiedlichen Lokalisationen der Blasen lassen sich nicht vollkommen durch die
Desmoglein-Kompensationstheorie erkliaren, da dort durch Auftreten von aDsgl- und aDsg3-
Autoantikoérpern in der Theorie nicht nur suprabasale, sondern auch superfizielle Spaltbil-
dung bei PV-Patienten auftreten miisste. Deswegen stellen wir hier die Hypothese auf, dass
abhéngig von den verschiedenen Autoantikdrpern gegen Dsg3 und Dsgl unterschiedliche zel-
luldre Signalmechanismen ausgeldst werden und zu den verschiedenen Pemphigus Phénotypen
beitragen. Erstes Ziel dieser Arbeit ist dementsprechend, die in zahlreichen Studien einzeln
untersuchten Signalmodulationen der Erkrankung in verschiedenen Patienten zu bestimmen
und dem Phénotyp sowie dem Antikorperprofil zuzuordnen.

Aulerdem ist der Zusammenhang zwischen den verschiedenen Signalwegen ungeklart. Da
sich viele der Signalwege gegenseitig beeinflussen, stellt sich die Frage, ob auch bei Pem-
phigus Abhéngigkeiten zwischen den verschiedenen Signalwegen bestehen. Dabei ist auch die
Relevanz der einzelnen Signalwegsaktivierungen fiir den PV-IgG-vermittelten Haftungsverlust
undeutlich. Daher werden pharmakologische Inhibitoren der Signalwege verwendet, um ge-
genseitige Abhéngigkeiten sowie funktionelle Effekte der Signalwege zu beleuchten. Zusétzlich
wurde in Keratinozyten mit der CRISPR/Cas9-Technologie Dsg3-depletiert, um Abhingig-

keiten von Antikorpern gegen Desmogleine zu untersuchen.
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Zusammenfassend soll das Sammelsurium an Signalmechanismen der Pemphigus-Patho-
genese miteinander in einen sinnvollen Zusammenhang zu den klinischen Phénotypen gebracht

werden.



Kapitel 3

Material

3.1 Zellen

Name  Zellart, Gewebe, Spezies Hersteller

HaCaT Keratinozyten, Epidermis, Mensch ~ Petra Boukamp, Heidelberg, Deutschland [T46]
NHEK Keratinozyten, Epidermis, Mensch =~ Promocell, Heidelberg, Deutschland
CHO Ovarialzellen, Chinesischer Hamster ~American Type Culture Collection (ATCC)

Tabelle 1: Zelllinien mit Zellart, Organsystem und Spezies sowie Bezugsquelle.

3.2 Mediatoren

Mediator  Hersteller Zielprotein Konzentration
SB202190 Merck Millipore, Billerica, USA p38SMAPK 30 uM (1h)
pp2 Merck Millipore, Billerica, USA Src-Familie 10 uM (1h)
Bim-X Enzo Life Sciences, Lorrach, Deutschland PKC 1 uM (1h)
U0126 New England Biolabs, Ipswich, USA MEK 1/2 (ERK) 5 uM (1h)
BAPTA  Merck Millipore, Billerica, USA Ca?*-Chelation 200 M (4h)
Erlotinib ~ Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, USA EGFR 2,5 uM (1h)

Tabelle 2: Inhibitorische Mediatoren verschiedener Signalwege mit ihren Bezugsquelle und

Zielproteinen. Neben der Konzentration ist die Vorinkubationsdauer in Klammern angegeben.
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3.3 Chemikalien

Chemikalie Hersteller

Aceton Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Acrylamid AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Ammoniumpersulfat (APS) Merck, Darmstadt, Deutschland
Aprotinin AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Bovine Serum Albumin (BSA) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Bromphenolblau AppliChem, Darmstadt, Deutschland
CaCly(H20), Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Chloroform Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Citronenséure Monohydrat
cOmplete™ Protease Inhibitoren
D+ Glucose

Dispase-II

DMEM

DMSO

EDTA

Ethanolamin. HCL

Fura 2-AM

Fetales Kilber Serum (FKS)
Glycin

H202

HBSS-Pulver

HCL

HEPES

KCl

Keratinocyte Growth Medium 2
KHyPOy

Leupeptin
Lipofectamin-2000

Luminol

Magermilch

MES

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Biochrom, Berlin, Deutschland

VWR, Radnor, USA

AppliChem, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Promocell, Heidelberg, Deutschland
VWR, Radnor, USA

AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
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Chemikalie Hersteller
Methanol VWR, Radnor, USA
MgCls Carl Roth, Karlsruhe, Darmstadt

Thiazolyl Tetrazolium Bromide (MTT)
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
NaoHPO4

NaCl

NaCNBH;

NaF

NaHoPOy

NaHCOg3

NaOH

Normal Goat Serum (NGS)
N-Propyl-Gallat (NPG) - Glycerol
Opti-MEM

Paraformaldehyd (PFA)

p-Cumarséure (PCA)

Penicillin

Pepstatin

Phenylmethanesulfonyl Fluoride (PMSF)
Phenol

Pluronic F1

Prestained Protein Ladder (PPL)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Streptomycinsulfat
Supplementary-Mix

Triethylamin

Tween 20
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
Triton X-100

Trypsin

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Promocell, Heidelberg, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Tabelle 3: Chemikalien verwendet fiir Rezepte und Experimente mit jeweiliger Bezugsquelle.
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3.4 Rezepte
Methode Bezeichnung Zusammensetzung
Allgemein PBS 8g NaCl, 0,2g KCI, 1,36 g NaoHPOy,
0,2g KHoPOy, 11 Aqua dest.
HBSS 4,92 ¢ HBSS, 0,18 g NaHCOs,
500ml Aqua dest.
Zellkultur Kulturmedium 10 % FKS, 50 ug Streptomycin,
50 U/ml Penicillin G in DMEM
Einfriermedium 20 % FKS, 10 % DMSO in DMEM

Western Blot

SDS-Extraktionspuffer

Triton-Extraktionspuffer

Elektrophorese-Puffer

Blot-Puffer

Laemmli-Puffer (3x)

Sammelgel

Trenngel (10 %)

TBS-T

25 mmol/l HEPES, 2mmol/l EDTA,
25 mmol/l NaF, 1% SDS, pH 7,6

0.5 % Triton X-100,

50 mmol/l MES, 25 mmol/l EGTA,
5mmol/1 MgCly, pH 6,8

30g Tris, 144 g Glycin, 10g SDS,
auffiillen mit Aqua dest. auf 21

15,15 g Tris, 73,2 g Glycin,

11 MeOH, 5¢g SDS,

auffiillen mit Aqua dest auf 51

2,27 g Tris, 6 g Tris,

37,8 g Glycin, 0,02 g Bromphenolblau,
100 ml Aqua dest., pH 6,9

1,55 ml Aqua dest.,

0,3 ml Polyacrylamidlésung,

0,65 ml Tris Puffer (0,5mol/1, pH 6,8),
25 11 SDS (10 %), 11,25 ul APS (10 %),
5,625 ul TEMED

2,025 ml Aqua dest.,

1,675 ml Polyacrylamidlésung,

1,25 ml Tris Puffer (1,5mol/l, pH 8,8),
0,05ml SDS (10 %),

22,5l APS (10%), 11,25 ul TEMED
2,42 ¢ Tris-Base (20 mmol/1), 0,05 % Tween 20
8 g NaCl (137 mmol/1), 11 Aqua dest., pH 7,6
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Methode Bezeichnung

Zusammensetzung

Western Blot ECL Losung 1

ECL Loésung 11

Stripping-Puffer

500 gl Luminol-Losung (250 mmol/1 in DMSO),
220 ul PCA-Losung (90 mmol/1 in DMSO),
5ml 1mol/l Tris-HCL,

auffiillen mit Aqua dest. auf 50 ml

32 pul Hy02, 5ml 1 mol/1 Tris-HCL,

auffiillen mit Aqua dest. auf 50 ml

25mmol/l Glycin, 1% SDS, pH 2

AFM Ethanolamin
(1M)
NaCNBH; (1M)

0,976 g Ethanolamin. HCL, 10 ml Ampuwa, pH 9,6

32mg NaCNBHj, 50 ul 100 mM NaOH,
450 ul Ampuwa

Ca?t Messungen Messpuffer

140 mM NaCl, 3.6 mM KCI,
2.6 mM CaClg(HQO)Q, 0.5 mM NaHQPO4(HQO)2,
2mM NaHCOg, HEPES and 5mM D+ Glucose

DNA-Extraktion Elutionspuffer
Extraktionspuffer

10 mM Tris-HCI, pH 8.5
Phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1)
pH 7.8-8.2

Tabelle 4: Rezepte fiir Reagenzien verwendet bei verschiedenen Methoden mit ihren Bezeich-

nungen und Bestandteilen.



26

3. Material

3.5 Priméir-Antikorper

Zielprotein (anti-) Hersteller Anwendung/Konzentration Spezies
phospho-p38MAPK  Cell Signaling Technologies, WB: 1:1000 Kaninchen/
(Thr180/Tyr182) Cambridge, England polyklonal
p38 MAPK Cell Signaling Technologies, WB: 1:1000 Kaninchen/
Cambridge, England polyklonal
phospho-Src Cell Signaling Technologies, WB: 1:1000 Kaninchen/
(Tyr416) Cambridge, England polyklonal
Src Cell Signaling Technologies, WB: 1:1000 Kaninchen/
Cambridge, England polyklonal
p-EGFR (Tyr875)  Cell Signaling Technologies, WB: 1:1000 Kaninchen/
Cambridge, England polyklonal
EGFR Cell Signaling Technologies, WB: 1:1000 Kaninchen/
Cambridge, England polyklonal
phospho-ERK Santa Cruz, WB: 1:1000 Kaninchen/
(E-4) Heidelberg, Deutschland polyklonal
p44/42 MAPK Cell Signaling Technologies, WB: 1:1000 Kaninchen/
(ERK1/2) Cambridge, England polyklonal
Dsgl Progen, WRB: 1:200 Maus/
(p126) Heidelberg, Deutschland monoklonal
Dsg2 Acris, WB: 1:1000 Maus/
(10G11) Herford, Deutschland IF: 1:100 monoklonal
Dsg3 Novus Biological, WB: 1:1000 Maus/
(5H10) Littleton, USA monoklonal
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Zielprotein (anti-) Hersteller Anwendung/Konzentration Spezies
Dsg3 Biozol, Experimentelle Kondition ~— mouse/
(AK23) Eching, Germany 75 pg/ml monoklonal
Biozol, rabbit/
Dsg3 . WB: 1:1000
Eching, Germany polyklonal
Dsg3 Invitrogen, M
sg nvitrogen [F- 1:200 aus/
(5G11) Carlsbad, USA monoklonal
Progen, Maus/
Dsc3 . WB: 1:200
Heidelberg, Deutschland monoklonal
Santa Cruz, M
GAPDH anta WB: 1:1000 aus/
Heidelberg, Deutschland monoklonal
) Santa Cruz, Maus/
a-Tubulin WB: 1:1000
Heidelberg, Deutschland monoklonal
PG Progen, WB: 1:1000 Maus/
(PG 5.1) Heidelberg, Deutschland IF: 1:100 monoklonal
Desmoplakin I/II ~ Santa Cruz, WB: 1:1000 Maus/
(H-300) Dallas, USA monoklonal
Desmoplakin I/IT  Kathleen Green, IF: 1:100 rabbit /
(NW-6) Northwestern University polykonal
E-Cadherin BD Transduction WB: 1:1000 Maus/
Heidelberg, Germany IF: 1:100 monoklonal

Tabelle 5: Verwendete Primér-Antikorper zur Proteindarstellung in Western Blots (WB) und

Immunofluoreszenzfarbungen (IF) mit dem jeweiligen Hersteller, der Anwendung, Konzentra-

tion sowie Spezies.
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3.6 Sekundir-Antikorper

Antikorper Hersteller Anwendung/Konzentration Konjugation

Ziege-anti-Maus Dianova, IF 1:600 Cyanin 3
Hamburg, Deutschland

Ziege-anti-Kaninchen Dianova, WB: 1:10000 Peroxidase
Hamburg, Deutschland

Ziege-anti-Maus Dianova, WB: 1:10000 Peroxidase
Hamburg, Deutschland

Ziege-anti-Human Dianova, IF: 1:600 Peroxidase

Hamburg, Deutschland

Tabelle 6: Verwendete Sekundéar-Antikorper zur Primér-Antikorperdarstellung mit Bezugs-

quelle, Anwendung in Immunfluoreszenzfarbungen (IF) oder Western Blots (WB), Konzen-

tration und Konjugat.

3.7 Verbrauchsmaterialien

Methode Produkt Hersteller

Zellkultur Pipetten; CellStar Greiner, Kremsmiinster, Osterreich

und Allgemeines Reaktionsgefifie Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland
Peha-Soft Hartmann, Heidenheim, Deutschland
Zellkulturgefafe Greiner, Kremsmiinster, Osterreich
Zellkulturflaschen Greiner, Kremsmiinster, Osterreich
Kryorshrchen VWR, Radnor, USA
Falkons Greiner, Kremsmiinster, Osterreich

Western Blot

Nitrocellulosemembran

Pierce-BCA-Protein-
Assay-Kit

Life Technologies, Carlsbad, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
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Methode Produkt Hersteller
Fluoreszenz- Deckgléschen (Glas) Hartenstein, Wiirzburg, Deutschland
mikroskopie  Objekttriager (Glas) Hartenstein, Wiirzburg, Deutschland
p-Slide 8-Well (Glas) Ibidi, Martinsried, Deutschland
AFM MLCT-Feder Bruker, Billerica, USA
Mica-Platten SPI-Supplies, West Chester, USA
PEG-Linker Hermann Gruber Labor, Linz, Osterreich
ELISA cAMP Enzyme-Immunoassay- Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Kit

Tabelle 7: Verwendete Verbrauchsmaterialien der verschiedenen Methoden und ihre Bezugs-

quelle.

3.8 Geriate

Methode

Gerat

Hersteller

Zellkultur
& Allgemeines

Herasafe, KS12
Kiihlzentrifuge, 5430R
FA-45-24-11-Kit
Rettino 420R

SUB AQUA 34 PLUS
CoolCell™ LX

COg Inkubator, C150 (E2)
Vortex-Genie 2
Infinite M200 PRO
pH 120

Eppendorf Pipettenset
Kern KB Waage

ALC 80.4

Axio Vert Al

Thermo Fisher, Waltham, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Hettich, Kirchlengern, Deutschland
Grant Instruments, Royston, England
Corning, Corning, USA

Binder, Tuttlingen, Deutschland
Scientific Industries, Bohemia, USA
Tecan, Méannedorf, Schweiz

Hanna Instruments, Woonsocket, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Balingen-Frommern, Deutschland
Acculab, Bradford, USA

Carl Zeiss, Jena, Deutschland

Fluoreszenz

-Mikroskopie

Konfokalmikroskop, TCS SP5

63x NA 1.4 PL APO

Fluoreszenzlampe HXP 120 C

Axio Observer Al

Leica, Mannheim, Germany
Leica, Mannheim, Germany
LEJ, Jena, Deutschland

Carl Zeiss, Jena, Deutschland
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Methode Geriit Hersteller
Fluoreszenz EC-Plan-Neofluar, 63x Carl Zeiss, Jena, Deutschland
-Mikroskopie = Monochromator Polychrome V Till Photonics, Planegg, Deutschland

CoolSNAP-Hqg2
Fura-2 Filterset

PHOTOMETRICS, Tucson, USA
AHF, Tiibingen, Deutschland

Western Blot

Sonifier 250
Heizblock, HBT-2-132
Glasplatten
Mini-PROTEAN
PowerPac™
FluorchemE
Rotator Genie

ES-300 Folienschweissgerit

Branson, Danbury, USA

HLC, Bovenden, Deutschland
BioRad, Miinchen, Deutschland
BioRad, Miinchen, Deutschland
BioRad, Miinchen, Deutschland
Protein Simple, San Jose, USA
Scientific Industries, Bohemia, USA
GEHO, Heidgraben, Deutschland

AFM NanoWizard® 3 JPK-Instruments, Berlin, Germany
Dispase Finnpipette™ Novus (1 ml) Thermo Scientific, Waltham, USA
Stemi 508 Carl Zeiss, Jena, Deutschland
Canon EOS 600D Canon, Krefeld, Deutschland
Tabelle 8: Gerite verwendet fiir verschiedene Methoden und jeweilige Hersteller



Kapitel 4

Methoden

4.1 Zellkultur

Die epidermale Keratinozyten-Zellinie HaCaT (Engl.: human adult low calcium elevated tem-
perature) in dieser Studie hauptséichlich als Modell verwendet [146]. Diese Zellen stammen
von einem 62-jihrigem adultem Spender aus dem nicht-tumorigenen Randgebiet eines Me-
lanoms und immortalisierten spontan aufgrund einer Polyploidierung. Sie zeigen einen leicht
verdnderten Phenotyp im Vergleich zu priméren Keratinozyten, behalten aber im Gegensatz
zu vielen Tumorzelllinien ihre vollstindige Differenzierungsfahigkeit. Sie bilden eine intakte
Epidermis bei Transplantation auf Nacktméuse und zeigen keine Invasivitét in angrenzende
Gewebe. Zusétzlich sind sie aufgrund ihrer einfachen Kulturbedingungen ideal als Modell fiir
Untersuchungen an epidermalen Keratinozyten. Die Zelllinie wurde in Dulbecco’s modifizier-
tem Eagle Medium (DMEM) unter Zugabe von 10% fetalem Kélber Serum (FKS) sowie 50 ug
Streptomycin und 50 U/ml Penicillin in einer T75 Zellkulturflasche steril im Inkubator bei
5% COa2, 95% Luftfeuchtigkeit und 37° C gehalten. Die zentralen Versuche der Studie wur-
den in priméren normalen humanen epithelialen Keratinozyten (NHEK), isoliert aus Vorhaut
adulter Spender, wiederholt. Die Zellen wurden von Promocell bezogen und nach Herstelleran-
gaben in Keratinozyten-Wachstumsmedium mit Supplementary-Mix ebenfalls bei 5% COo,
95% Luftfeuchtigkeit und 37°C kultiviert. Jeden zweiten Tag wurde das Medium bei allen
Zellen durch frisches Medium ausgetauscht. Nach Erreichen eines konfluenten Zellverbun-
des wurden die Zellen passagiert oder fiir Experimente ausgesidt. Da HaCaT-Zellen in hoher
Ca?*-Konzentration kultiviert werden, wurden zuerst Ca?*-Ionen von extrazelluldren Pep-
tidbindungen durch Waschen mit 0,05% Ethylendiamintetraessigsiure (EDTA) in Phosphat-
gepufferter Salzlosung (PBS) fiir 20 min cheliert, da ansonsten keine Zellvereinzelung moglich
ist. Primire Keratinozyten werden in niedriger Ca?*-Konzentration gehalten, sodass dort
das Medium nur kurz mit PBS abgewaschen wurde. Anschliefend wurden die extrazelluldren
Peptidbindungen durch eine Trypsinlosung (0,05% (w/v) Trypsin, 0,02% (w/v) EDTA in
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PBS) fiir 3-5min bei 37° C gespalten und die Zellen durch auf- und abpippetieren verein-
zelt. Die Trypsinreaktion wurde bei HaCaT Zellen durch Medium gestoppt. NHEK-Zellen
wurden durch Zentrifugation bei 280 G iiber 3 min sedimentiert, die Trypsinlésung abpippe-
tiert und die Zellen in frischem Medium resuspendiert. Anschliefend wurden die Zellen mit
einem Splitverhéltnis von 1:3 in neuen T75-Kulturflaschen passagiert oder in Geféaflen mit 24-
Vertiefungen fiir Experimente ausgesiit. Da NHEK-Zellen nur unter hohen Ca?*-Bedingungen
differenzieren und Desmosomen ausbilden, wurde dem Kulturmedium 1,8 mM Ca?* in Form

von CaCly 24 h vor Durchfiithrung der Experimente hinzugefiigt.

4.1.1 Kryokonservierung der Zelllinien

Zellen wurden zur Lagerung in fliisssigem Stickstoff bis zur Verwendung kryokonserviert. Da-
mit Eiskristalle die Zellen nicht schédigen, wurden sie nach dem Vereinzeln aus der Zellkul-
turflasche in Falkons iiberfithrt und mithilfe einer Zentrifuge bei Raumtemperatur (RT) fiir
5min bei 280 G sedimentiert und in 1ml Einfriermedium (FKS mit 10 % Dimethylsulfoxid
(DMSO)) resuspendiert. Kryorshrchen wurden in Einfrierboxen (Corning® CoolCell™ 1LX
Cell Freezing Container) iiber Nacht eingefroren und danach in einen Behélter mit fliissigem
Stickstoff tiberfiihrt.

Beim Auftauen wurden die Zellen in Medium resuspendiert und anschlieend fiir 5 min bei
280 G zentrifugiert, um schédliches DMSO zu entfernen. Das Sediment wurde in eine T75-

Zellkulturflasche mit Medium iiberfithrt und die Zellen wie zuvor beschrieben kultiviert.

4.1.2 Dsgl- und Dsg3- Expressionsmuster der Zelllinien

Zu Beginn wurden die Proteinmengen der desmosomalen Pemphigus-Antigene Dsgl und Dsg3
in den verschiedenen Zelllinien unter den experimentellen Kulturkonditionen mithilfe von
Western Blot-Analysen verglichen. HaCaT-Zellen wurden unter 1,8 mM Ca?* - Bedingungen
kultiviert, sodass sie 24 h nach Erreichen von Konfluenz verwendet werden konnten. NHEKSs
wurden nach Konfluenz fiir 24h mit 1,8 mM Ca?* inkubiert, um die Bildung von Desmoso-
men und Differenzierung zu induzieren und anschliefend mithilfe von SDS-Lysepuffer lysiert.
Beide Zelllinien exprimieren Dsg3 und Dsgl. Dementsprechend koénnen sowohl aDsgl- als
auch aDsg3-Antikorper mit den Zellen reagieren und spezifische Verdnderungen unter den

verwendeten Kulturkonditionen induzieren.
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4.2 Patientenseren und Antikorperaufreinigung

4.2.1 Akquise und Ethik

Patienten mit den verschiedenen Pemphigus-Phénotypen wurden aus den Dermatologischen
Kliniken der Universitéiten in Liibeck (Prof. Dr. Dr. Enno Schmidt), Marburg (Prof. Dr.
Michael Hertl und Prof. Dr. Riidiger Eming) und Wiirzburg (Prof. Dr. Matthias Goebeler),
akquiriert. Die Pemphiguserkrankung wurde serologisch, histologisch, sowie klinisch nachge-
wiesen. Schriftliche Einverstandniserkldrungen zur wissenschaftlichen Verwendung der Blut-
proben wurden in den jeweiligen Kliniken unterschrieben. Die Verwendung wurde von Ethik-
kommisionen der Universitét zu Liibeck (AZ: 12-178), der Medizinischen Fakultidt der Uni-
versitdt Wiirzburg (# 159/06) und der Universitat Marburg (AZ: 20/14) genehmigt.

4.2.2 Antikorperaufreinigung

Zelluldre Bestandteile des Vollbluts wurden nach Ablauf der Gerinnung durch Zentrifugation
bei 2000 G fiir 15 min und RT sedimentiert und Serumiibersténde abgenommen. Zusétzlich
wurde Vollblut von drei gesunden Freiwilligen demselben Prozedere unterzogen, zusammen-
gefithrt und als Kontrollgruppe verwendet. Serumantikorpertiter gegen Dsgl und Dsg3d wur-
den mithilfe von kommerziellen klinischen Enzyme-linked Immunosorbent Assays (ELISA)
(EUROIMMUN ELISA, Euroimmun, Basel, Deutschland) zur Diagnostik der Pemphigus-
Erkrankungen in der dermatologischen Klinik der LMU Miinchen bestimmt (Dr. Miklos
Sardy) (Tab. @ AK23, ein pathogener monoklonaler aDsg3-Autoantikorper aus einem Pem-
phigus Mausmodell [95], wurde kommerziell bezogen (Biozol) und als monoklonale Vergleichs-
kondition verwendet.

Da in Blutserum eine hohe Anzahl verschiedener Proteine vorkommen, hier jedoch die IgG-
vermittelten Mechanismen untersucht werden sollten, wurden alle Seren zu IgG-Fraktionen
durch Sédulenaffinitdtchromatographie aufgereinigt. Protein G, ein Zellwandprotein der Bak-
teriengattung Streptococcus bindet mit hoher Affinitdt das kristallisierbare Fragment (Engl.:
fragment crystallisable (Fc)) eines Antikorpers. Dabei reagiert es vor allem mit humanen
IgG Subklassen, jedoch nicht mit dem Fc-Fragment humaner IgA- oder IgM- Antikorper.
Fiir die Aufreinigung wurde in eine 5 ml Séule eine Fritte zur Fassung von 200 ul Protein G
gekoppelte Agarose positioniert. Die Agarose wurde mit 20 ml Hanks-gepufferter Salzlésung
(Engl.: Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS)) griindlich in der Sule gespiilt und anschlie-
Bend 2 ml Patientenserum hinzugegeben. Das Agarose-Serumgemisch wurde durch eine zweite
Fritte abgeschlossen und die Séule fiir 2h auf einem Rotator bei RT langsam gedreht, um die
Bindung der IgG Antikorper an Protein G zu vermitteln. Die nicht-gebundenen Proteine wur-
den durch Spiilen mit 20ml PBS entfernt und die gebundenen Antikérper mithilfe von 3 ml

20mM Natriumcitrat mit einem pH-Wert von 2,4 von der Agarose in ein Eppendorf-Réhr-
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chen mit 30 ul 2M Natriumcarbonat eluiert, sodass das Natriumcitrat gepuffert wurde. Die
Antikérpermischung wurde in ein Konzentrierungsrohrchen mit einer Porengréfie von 30000
iiberfithrt und 10 min bei 20000 G zentrifugiert. Die Antikdrper bleiben dabei in der Filter-
membran hingen und wurden mithilfe von 1 ml 37° C warmem PBS gelost. Die IgG-Fraktion
des Patientenserums wurde daraufhin in 50 pl aliquotiert und bis zur Verwendung bei -80° C

gelagert.

4.3 Mediatoren zur Signalwegsmodulierung

Um die Relevanz der verschiedenen Signalwege in der Pemphigus Pathogenese zu definieren,
wurden spezifische inhibitorische Mediatoren der Signalproteine verwendet. Alle Mediatoren
wurden eine Stunde auf konfluenten Zellrasen bei 37° C vorinkubiert, um eine suffiziente In-
hibierung des Signalweges vor Applikation der IgG-Fraktionen zu gewahrleisten. Die verwen-

deten Konzentrationen und Zielproteine der Mediatoren finden sich im Materialteil (Tab.[2)).

4.4 Proteinbiochemische Methoden

4.4.1 Proteinextraktion und Triton-Zellfraktionierung

Damit die Expression und Modulation verschiedener Proteine in Zellen untersucht werden
konnen, miissen Proteine zuerst aus den Zellen extrahiert werden. Durch Verwendung ver-
schiedener Puffer mit unterschiedlichen Losungskapazitdten kann bei der Triton-Zellfraktio-
nierung der Proteinpool in eine 16sliche und unlésliche Fraktion separiert werden. Da Triton
ein ungeladenes neutrales Detergent ist, befinden sich in der 16slichen Fraktion hauptséchlich
zytosolische und in der Membran freie Proteine, widhrend in der unltslichen Fraktion un-
ter anderem zytoskelettal-verankerte Proteine und dementsprechend desmosomale Molekiile
zuriickbleiben.

Das Zellmedium wurde nach Erreichen von ca. 90 % Konfluenz fiir 24 h durch 300 pl frisches
Medium ersetzt. Vor der Versuchsdurchfithrung wurden die Extraktionspuffer mit Proteas-
einhibitoren zur Verhinderung von Proteindegradation vorbereitet. Dazu wurde dem Triton-
Extraktionpuffer jeweils 20 ug/ml Leupeptin, Pepstatin und Aprotinin sowie 1 mM Phenyl-
methylsulfonylfluorid (PMSF) und dem SDS-Extraktionspuffer ein Proteaseinhibitorcock-
tail (cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail) zugegeben. Mediatoren und IgG-Fraktionen
wurden entsprechend des experimentellen Aufbaus bei 37°C inkubiert. Danach wurde das
Medium mit einem elektrischem Absauger entfernt, der Zellverbund mit kaltem sterilem PBS
gewaschen, um Mediumreste zu entfernen und folgend 50 pl des Triton-Extraktionspuffer
hinzugegeben. Die Zellkulturplatte mit Pufferlosung wurde 10 min auf Eis inkubiert, um

gleichméflig alle Triton-16slichen Proteine aus den Zellen zu gewinnen. Danach wurde der
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Zellverbund vom Boden der Kulturplatte mithilfe eines Zellschabers abgetragen und das Zell-
und Puffergemisch in ein Mikroreagenzgefafl iiberfithrt. Nach Zentrifugation fiir 10 min bei
4°C und 14.000 G konnte der Uberstand vorsichtig abgenommen und als Triton-16sliche Pro-
teinfraktion verwendet werden. Das zuriickgebliebene Sediment wurde anschlieend in 50 ul
SDS-Extraktionspuffer resuspendiert, um die restlichen Triton-unléslichen Proteine zu ge-
winnen. Zelllysate ohne Zellfraktionierung wurden ausschliefllich in SDS-Extraktionspuffer
hergestellt. Anschlieend wurde zur Zerstérung der Zellmembran das SDS-Extrakt mit einem
Ultraschallstab durch 15 Pulse sonifiziert. Die beiden Fraktionen wurden bis zur weiteren

proteinbiochemischen Verwendung bei -20° C eingefroren.

4.4.2 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Proteinkonzentration der Lysate wurde nach jeder Lysatherstellung kolorimetrisch mit-
hilfe von Bicinchoninséure (BCA) bestimmt [147]. Dazu wurde das Pierce™ BCA Protein
Assay Kit nach Herstellerangaben verwendet. Bei der Methode wird einer Proteinprobe Cu?*+
hinzugefiigt, welche sich an Peptidbindungen anlagern und bei alkalischem pH-Wert zu Cu'*
reduziert werden. Daraufhin bildet Cu'* einen Komplex mit BCA, wodurch ein linearer Far-
bumschlag proportional zur Proteinkonzentration entsteht. Ein Albuminstandard mit einer
linearen Verdiinnungsreihe von 25 ug/ml bis 2mg/ml Albumin im verwendeten Lysepuffer
wurde parallel auf die Probenplatte aufgetragen. Photometrisch wurde die Absorption bei
einer Wellenléinge von 582 nm durch einen Mikroplattenleser (Infinite M200, Tecan, Schweiz)
gemessen und die Proteinkonzentration durch das Abgleichen mit dem Proteinstandard quan-
tifiziert.

4.4.3 Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine konnen mithilfe einer Natriumdodecylsulfat (Engl.: Sodiumdodecylsulfate (SDS))-
Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) nach Laemmli entsprechend ihrer molekularen Grofie
aufgetrennt werden [148]. Durch das ungeladene Tensid SDS wird die Eigenladung der Pro-
teine tiberdeckt, sodass die Proteinladung nicht mit der Gréflenauftrennung interferiert.

Spezifischer wurde das Proteinlysat mit gleicher Menge Laemmli-Puffer und 50 mmol/1 Di-
thiothreitol zur Unterbrechung der Disulfidbriickenbindungen durch reduzierende Thiolver-
bindungen gemischt und fiir 5 min in einem Thermoblock bei 95° C erhitzt, um die Se-
kundér- und Tertidrstruktur der Proteine aufzubrechen. Fiir die Auftrennung wurde ein Po-
lyacrylamidgel gegossen. Dazu wird durch radikalische Polymerisation das Acrylamid mit
N,N-Methylenbisacrylamid quervernetzt, wodurch ein Gel mit konzentrationsabhéngiger Po-
rengréBe entsteht. Ammoniumperoxodisulfat (APS) dient der Initiation und Tetramethyle-
thylendiamin (TEMED) der Katalyse der Reaktion. Die Komponenten fiir ein Trenngel (10 %)

wurden gemischt und zwischen zwei Glasplatten gegossen (Bio-Rad). Dabei wurde Platz fiir
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ein Sammelgel (5 %) gelassen, welches nach Auspolymerisation des Trenngels hergestellt und,
zusammen mit einem Probenkamm mit 10 oder 15 Zinken, der Kammer hinzugefiigt wurde.
Die auspolymerisierten Gele wurden in eine Gelelektrophoresekammer mit Elektrophorese-
Puffer eingespannt und die Proben gleichméfig mit 10 ug Probenprotein in die Taschen des
Sammelgels aufgetragen. Einer leeren Tasche wurde ein Grofienstandard (PageRuler Prestai-
ned Protein Ladder) hinzugefiigt, wodurch die verschiedenen Proteingewichte parallel farblich
markiert wurden. Durch Anlegen einer elektrischen Spannung, in diesem Fall 120 V, wandern
die Proteine aufgrund ihrer negativen Ladung durch das Gel zur Anode der Elektrophore-
sekammer. Die molekulare Grofle der Proteine definiert die Laufgeschwindigkeit durch die
Gelporen, wodurch ein Grofilengradient der Proteine im Trenngel von gro (langsam) nach

klein (schnell) erzielt wird.

4.4.4 Western Blot-Analyse

Die Western Blot-Analyse stellt die Ubertragung der aufgetrennten Proteine auf eine Triiger-
membran und anschliefende semiquantitative Immundetektion der Proteine und ihrer Modu-
lationen mithilfe von Antikérpern dar. Das Standardprotokoll zur Ubertragung von Proteinen
auf Nitrozellulosemembranen wurde hier verwendet [149].

Das Gel der Elektrophorese wurde zusammen mit einer Nitrozellulosemembran im Wet-blot
Tanksystem (Biorad) eingespannt, der Tank mit Blot-Puffer gefiillt und fiir 90 min an eine
Stromstérke von 350 mA angeschlossen, um einen vollstdndigen Proteintransfer zu gewé#hr-
leisten. Nach erfolgreichem Transfer wurden proteinfreie Membranabschnitte in 5% (w/v)
BSA in Tris-gepufferter Salzlosung mit Tween 20 (TBS-T) fiir 1 h bei RT auf einem Schiittler
geblockt. Primér-Antikérper wurden entsprechend des jeweiligen Verdiinnungsverhéltnisses
bei 4° C {iber Nacht rotierend inkubiert und iiberschiissiger Antikérper am nichsten Morgen
dreimalig fiir 5min in TBS-T von der Membran gewaschen. Meerretichperoxidase-gekoppelte
Sekundéar-Antikorper gegen die Spezies des Primér-Antikorpers wurden anschlieflend fiir 1h
im entsprechenden Verdiinnungsverhéltnis bei RT inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Wa-
schen in TBS-T zur Entfernung von Antikorperiiberschiissen wurde eine verstirkte Chemi-
lumineszensreaktion (Engl.: Enhanced Chemiluminescence (ECL)) durch die Peroxidase ka-
talysiert, indem ECL-Losung I und II in gleichen Teilen fiir 1 min inkubiert wurden. Dabei
wird das Substrat Luminol durch Oxidation mithilfe von HyO9 auf einen hochenergetischen
Zustand angeregt. Bei Relaxation emittiert Licht mit einer Wellenldnge von 450 nm, wel-
ches mithilfe eines automatischen Chemilumineszenzdetektors (Fluorchem E, ProteinSimple)
detektiert wurde. Die Farbdichte entspricht dabei der relativen Antikoérper- und dementspre-
chend Proteinmenge.

Die Densitometrie der Western Blot-Banden wurde mit der Gelanalysefunktion in ImageJ
(National Institute of Health, Bethesda, USA) durchgefiihrt [I50]. Dazu wurde jede Spur
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markiert und im resultierendem Histogramm der Hintergrund der jeweiligen Bande abge-
trennt. Die dadurch entstandene Flidche der Bande entspricht der Farbdichte und dement-
sprechend der Proteinmenge. Jedes Protein wurde auf eine Ladekontrolle bezogen. Wihrend
fiir phospho-spezifische Antikérper das jeweilige Gesamtprotein verwendet wurde, wurde fiir

alle anderen Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) oder a-Tubulin genutzt.

4.4.5 Enzymgekoppelter Immunadsorptionstest

Der enzymgekoppelte Immunadsorptionstest (Engl.: Enzyme-linked Immunosorbent Assay,
ELISA) stellt ein immunologisches Nachweisverfahren zur quantitativen Bestimmung von
Proteinen, Viren, Enzymen oder auch Toxinen dar. Dazu werden Antikérper an Mikrotiter-
platten kovalent gebunden und in mehreren Schritten {iber verschiedene Fluoreszenz- oder
Lumineszenzmethoden visualisiert [151].

In diesem Fall wurde zur quantitativen Analyse der cAMP-Konzentration ein kommerzieller
kompetitiver Enzym-Immunoassay erworben (CA-200, Sigma-Aldrich) und nach Hersteller-
anleitung verwendet. HaCaT-Zellen wurden dazu nach Erreichen von Konfluenz und nach
Versuchsaufbau-entsprechender Behandlung mit PBS gewaschen und anschlieBend mithilfe
von 0.1 M Salzsdure (HCI) lysiert. Das Zellysat wurde nach Abschaben vom Plattenboden
mit der Pipettenspitze in ein Reaktionsgefafl iberfithrt und anschlieend bei 600 G fiir 10 min
bei RT zentrifugiert, um Zellreste zu sedimentieren. Der Uberstand wurde zur Analyse ver-
wendet und das Sediment verworfen. Gleichzeitig wurde ein cAMP-Konzentrationsstandard
hergestellt. Probeniiberstand und Standard wurden auf die Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefun-
gen hinzugefiigt, an dessen Boden ein polyklonaler cAMP-Antikérper kovalent immobilisiert
ist. Ein alkalische-Phosphatase-gekoppeltes cAMP wurde anschlielend aufgetragen, welches
kompetitiv zum zelluliren cAMP an den Antikorper bindet. Nach einem Waschschritt wurde
p-Nitrophenylphosphat hinzugefiigt, um als Substrat der Alkalischen Phosphatase konzentra-
tionsabhéingig einen gelben Farbumschlag auszuldsen. Die Intensitéit der Gelbfirbung verhélt
sich invers sigmoidal zur cAMP-Konzentration und wurde photometrisch bei einer Wel-
lenléinge von 405 nm mithilfe des Mikroplattenlesers bestimmt. Die Standardkurve ermdoglicht

durch Abgleichung die Ermittlung der cAMP-Konzentration in den Proben.

4.5 Rasterkraftmikroskopie (AFM)

Mittels Rasterkraftmikroskopie (Engl.: Atomic Force Microscopy, AFM) kann die Topogra-
fie von Oberflachen verschiedenster Objekte in hoher Nanometerauflosung bestimmt und die
erhobenen Daten in Hinsicht auf Elastizitdt und Steifheit der Objekte ausgewertet werden.
Eine Blattfeder mit einer Spitze tastet dafiir die zu untersuchende Oberfliche ab. Ein Laser

wird auf den vorderen Anteil der Blattfeder gerichtet und von dort auf einen photodioden De-
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tektorschirm projiziert. Dieser detektiert iiber Spannungsunterschiede zum Mittelpunkt des
Detektors die genaue Auslenkung der Blattfeder auf zwei Achsen. Die zuriickgelegte Distanz
wird wahrend der Messung gegen die Auslenkung der Feder aufgetragen, sodass spezifische
Kurven fiir die Ann&herung und Riickzug der Feder entstehen.

Bei der Anndherung an eine Oberfliche entstehen nur leichte Schwingungen in der Blattfeder
ohne Auslenkung, sodass sich in der Anndherungskurve eine Basislinie abzeichnet. Sobald die
Feder die Oberfliche beriihrt (Kontaktpunkt) wird sie stark ausgelenkt und die Kurve steigt
auf der Auslenkungsachse in der Annédherungskurve bis zu einem definierten maximalen Wert
(Setpoint, Standard: 0,4 V). Dort verharrt die Blattfeder fiir eine spezifizierte Zeit (Engl.:
Extend Delay) und der Riickzug der Feder wird initiiert. Die Auslenkung und dadurch die
Riickzugskurve sinkt bis die Blattfeder den Kontaktpunkt erreicht hat. Sobald die Oberfliche
nicht mehr beriihrt wird, wird die Blattfeder nicht mehr ausgelenkt und die Riickzugskurve
bildet erneut eine Basislinie. Funktionalisierung der Oberflichen und Messspitzen durch Pro-
teine ermoglichen in der Rasterkraftmikroskopie die Detektion spezifischer Protein-Protein-
Interaktionen und deren Eigenschaften. Binden zwei Proteine aneinander, wird die Feder beim
Riickzug tiber die Basislinie hinaus zuriichgehalten und ins Negative ausgelenkt, bis die Pro-
teininteraktion abprupt abreifit. Dieses spezifische Muster definiert ein Bindungsereignis und
kann in der Riickzugskurve bestimmt werden. Zusétzlich ist die zum Abbriss benttigte Kraft

(pN) gleich der Bindungskraft der Protein-Protein-Interaktion.

4.5.1 Desmoglein-Fc-Protein-Aufreinigung

Zur Messung der homophilen Interaktion wurden Fc-gekoppelte extrazellulare Doménen der
desmosomalen Cadherine Dsg 1 und 3 verwendet [99]. Mithilfe von immortalisierten Zellen aus
chinesischen Hamster Ovarien (Engl.: Chinese Hamster Ovary, CHO) kénnen durch Transfek-
tion spezifische Proteine exprimiert und korrekt gefaltet sowie posttranslational modifiziert
werden [152]. Diese Proteine werden von den Zellen ins Medium sezerniert, sodass sie mittels
Séulenchromatographie iiber den Fec-Teil isoliert werden kénnen (Siehe Kapitel .

Hier wurden CHO-Zellen verwendet, die stabil entweder extrazellulire Doménen von Dsgl
oder Dsg3 mit gekoppelten Fc-Teil exprimieren und dauerhaft sezernieren. Das Medium wur-
de 24 h vor der Aufreinigung durch immunglobulindefizientes Medium ersetzt, um Proteinver-
unreinigungen zu verhindern. Anschlieflend wurde das Medium gesammelt und der Séulen-
chromatographie unterzogen. Die aufgereinigten Proteine wurden daraufhin zur Funktionali-

sierung der Rasterkraftmikroskop-Spitze und des Glimmers verwendet.

4.5.2 Funktionalisierung der Messspitze und Oberflache

Als Oberfliche wurde ein Muskovit-Glimmerblatt (SPI-Supplies) verwendet. Dieses Mineral

aus der Gruppe der Schichtsilikate kann aufgrund seiner kristallinen Struktur durch mecha-
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nische Spaltung eine ultraglatte Oberfliche bilden. An Silanogruppen auf dieser Oberfléiche
wurden mithilfe von Ethanolamin durch spontane Veresterung amino-reaktive Gruppen ge-
bunden, welche anschlieBend mit rekombinanten Proteinen funktionalisiert wurden. Ahnlich
verlduft die Veresterung bei Messfedern aus Siliziumnitrat (SigN4)(MLCT, Bruker) [153].
Ethanolamin wurde vor der Beschichtung frisch vorbereitet. Dazu wurden 4,95 g Ethano-
lamin.HCL in 9ml DMSO bei 50° C geltst. Dem Ethanolamingemisch wurden getrocknete
Molekularsiebkiigelchen hinzugegeben und anschliefend fiir 2h in einen Exsikkator mit ange-
schlossenem Kompressor platziert, um jegliches Wasser zu entziehen. Messspitzen und Glim-
mer wurden zweimalig fiir 5 min in Chloroform gewaschen und danach griindlich an der Luft
getrocknet, bevor sie iiber Nacht in dem Ethanolamingemisch zur Funktionalisierung platziert
wurden. Am néchsten Tag wurde ein Polyethylenglykol-Verbinder (PEG-Linker) an die gene-
rierte funktionelle Amingruppe gekoppelt, um rekombinanten Proteinen spéter wihrend der
Messung die Moglichkeit der Reorientierung zu geben. Dadurch kann die Bindungseffizienz
der Proteine auf bis zu 25 % gesteigert werden [154]. AuBerdem entsprechen die physikalischen
Eigenschaften der PEG-Linker dem einer Feder und folgen dementsprechend dem Hookeschem
Gesetz, wodurch der typische Kurvenverlauf der Protein-Proteininteraktionen entsteht [I55].
Als PEG-Linker wurde heterobifunktionelles Acetal-PEG-N-Hydroxysuccinimid mit 18 nm
Léange verwendet, bei dem die N-Hydroxysuccinimgruppe mit hoher Affinitdt an die Amin-
gruppe der vorherig funktionalisierten Oberflichen bindet. Vor der Linkerbindung wurden die
Objekte zweimalig in DMSO fiir 3 min gewaschen und danach drei mal fiir 3min in 100 %
Ethanol gereinigt. Der PEG-Linker wurde in 600 pl Chloroform und 30 ul Triethylamin gelost
und fiir 2 h in einem luftdichten Gefifl zu Messspitzen und Glimmer hinzugegeben. Die Acetal-
gruppe des Linkers wurde fiir 5 min mithilfe von 1% Zitronenséure zu einer Aldehydgruppe
transformiert. Auf die Spitzen und Glimmer wurde 50 ul des gewiinschten rekombinanten
Proteins mit einer Konzentration von 0,15 mg/ml pipettiert. Durch Zugabe von Natriumcya-
noborhydrid wurde die Aldehydgruppe des Linkers durch Imin-Reduktion zu einer reaktiven
Amingruppe transformiert, die daraufhin die Lysinreste des Fc-Fragment der rekombinanten
Proteine kovalent binden kann. Abschliefend wurde 2,5l 1 M Ethanolamin (pH9,6) zuge-
geben, um die Reaktion zu stoppen. Die Spitzen und Glimmer wurden auf Parafilm in einer

Petrischale in HBSS bei 4° C gelagert und innerhalb von 10 Tagen verwendet.

4.5.3 Messung und Auswertung

Die Messungen wurden auf einem NanoWizard®3 AFM (JPK-Instruments) mit der Softwa-
re SPMControl v4 (JPK Instruments) durchgefiihrt. Dazu wurde ein beschichteter Glimmer
mithilfe eines A-Silikons auf einen Objekttriger geklebt und ein Silikonring als hydrophobe
Barriere um den Glimmer platziert. In den Silikonring wurden 300 ul 37° C warmes HBSS

gegeben, damit die Proteine ihre natiirliche Struktur bewahren. Fiir die Messung wurde die
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pyramidale D-Feder eines MLCT-Trégers verwendet, die mit einer Klammer auf der Glas-
halterung des AFM befestigt wurde. Der Laser wurde zentral auf die Spitze der Blattfeder
positioniert und mittig auf dem Messdetektor ausgerichtet.

Vor der Messung wurde eine Kalibrierung der Messfeder durchgefiihrt. Zur Bestimmung der
Sensitivitdt wurde die Hard-surface-Contact-Methode verwendet. Dabei wird die Federspit-
ze auf den Glimmer gedriickt und die Auslenkung der Blattfeder gemessen. Die resultierende
Steigung der Kurve im Kontaktbereich entspricht der Sensitivitét der Feder. Weiterhin wurde
durch Schwingen der Feder in der Messfliissigkeit {iber Warmerauschen die spezifische Feder-
konstante kalibriert [I56]. Die nominale Federkonstante der D-Feder liegt bei 0,03 N/m.

Die Messungen wurden im Kraftspektroskopie-Modus (FS-Modus) des AFM durchgefiihrt.
Die Zuggeschwindigkeit wurde auf 1 um/s, die Verweildauer auf 0.1s und die Zugléinge auf
0,3 pm eingestellt. Die Messung wurde in einem Raster mit 10x10 Messpunkten in einem
25x25 pm Areal durchgefiihrt und fiinf mal wiederholt, sodass letztlich 500 Einzelmessun-
gen durchgefithrt wurden. Darauthin wurde fiir 1h die jeweilige Versuchskondition inkubiert.
Nach Entfernung des Inkubationsmediums wurde die Messung in 300 pl frischem HBSS unter
denselben Spezifikationen wiederholt. Die Messkurven wurden nach Bindungsereignissen aus-
gewertet und ihre Anzahl pro Messung als Bindungsfrequenz definiert. Die Bindungsfrequenz
nach der IgG-Inkubation wurde letztlich auf die Bindungsfrequenz vor der Messung bezogen

und als relative Bindungsfrequenz dargestellt.

4.6 Dispase-basierter Dissoziationsversuch

Dissoziationsversuche konnen funktionell die Zell-Zelladhision durch Applikation von me-
chanischen Scherkriften tiberpriifen [I57]. Dazu wurden Zellen in Kulturplatten mit 24 Ver-
tiefungen bis zur Konfluenz kultiviert und folgend mit den verschiedenen Mediatoren und
Patientenseren je nach Versuchsaufbau inkubiert. Anschliefend wurde der Zellverbund kurz
mit PBS gewaschen, um Mediumreste zu entfernen. Mithilfe von Dispase-1I, einer sanften
neutralen Metalloproteinase, kénnen N-terminal neutrale Peptidbindungen unspezifisch ge-
spalten werden, ohne die Zellmembran anzugreifen. Da diese vor allem in Kollagentypen
vorkommen, 16st sich der Zellverbund von der Kulturplatte mit intakter interzelluldrer Haf-
tung. Dispase-1I wurde fiir 20 min bei 37° C inkubiert. Danach wurde die Dispase mit 350 ul
HBSS substituiert. Mechanische Scherkrifte wurden auf den Zellrasen mithilfe einer elek-
trischen Pipette durch zehnmaliges auf und abpipettieren ausgeiibt, wodurch der Zellrasen
fragmentiert. Die Anzahl der Fragmente korreliert mit der Zell-Zelladh#sion. Zur Darstellung
der Fragmente wurden 10 uM 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl1)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromid
(MTT) fir 10min inkubiert. Die Farbe des Tetrazoliumsalzes verédndert sich von Gelb nach

Lila abhéingig der Glykolyseleistung der Zellen. Die Fragmente wurden anschliefend unter
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einem Binokular gezéhlt und mit einer Canon EOS600D fotografiert.

4.7 Fluoreszenz-basierte Mikroskopie

Im Jahr 1852 beschrieb George Gabriel Stokes das Phénomen der Fluoreszenz [158]. Dabei
handelt es sich um die Fahigkeit einiger Stoffe, Photonen einer spezifischen Wellenldnge (\) zu
absorbieren, wodurch Elektronen des Stoffes in einen angeregten hochenergetischen aber in-
stabileren Zustand versetzt werden. Ein Teil der Energie wird unter anderem durch Vibration
verbraucht, sodass bei Relaxation in den Ursprungszustand Photonen mit geringerer Ener-
gie und demnach groferer Wellenlidnge emittiert werden. In der Fluoreszenzmikroskopie kann
Licht mit spezifischer Exzitationswellenlinge (ExA) emmitiert und dadurch fluoreszierende
Farbstoffe (Fluorophore) angeregt und Photonen der resultierenden Emmisionswellenlénge
(EmA) mithilfe von Detektoren aufgenommen werden.

Auch lebende Organismen kénnen Proteine mit fluoreszierenden Eigenschaften exprimieren.
Das griine fluoreszierende Protein (GFP) aus der der Qualle Aequorea victoria wurde im Jahr
1952 durch Osamu Shimomura entdeckt und isoliert [I59]. Durch die Entschliisselung der
Krystallstruktur konnten seitdem durch genetische Mutationen weitere Proteine mit unter-
schiedlichen Fluoreszenzspektren hergestellt werden, zu denen das verstéirkte gelbe fluoresi-
zierende Protein (Engl: enhanced yellow fluorescence protein (EYFP); ExA: 513 nm, EmA:
527nm) zahlt [160]. Durch genspezifische Fusionierung an ein Protein-von-Interesse konnen
diese ohne Féarbung in der Fluoreszenzmikroskopie in Zellen dargestellt werden. Hier wurde
eine HaCaT Keratinozytenzelllinie verwendet, welche durch Transfektion und Einzelzellklo-
nierung stabil ein Plasmid mit EYFP-fusioniertem humanem Zytokeratin-5 (CK5) exprimiert
[161]. Diese Zelllinie wurde freundlicherweise von Prof. Reinhard Windoffer and Dr. Nico-
le Schwarz zur Verfiigung gestellt (Institut fiir molekulare und zelluldre Anatomie, RWTH

Aachen). Thre Kulturbedingungen sind kongruent zu normalen HaCaT-Keratinozyten.

4.7.1 Indirekte Immunofluoreszenz

In der indirekten Immunfluoreszenz werden Proteine mithilfe von Antikérpern dargestellt.
Die Antigen-bindende Doméine eines Primér-Antikorpers bindet in Zellen an das Epitop des
zu untersuchenden Proteins. Anschlielend kann ein speziesspezifischer Sekundér-Antikérper
mit gekoppeltem Fluorophor die Fc-Region des Primér-Antikérper binden und durch ein
Fluoreszenzmikroskop visualisiert werden.

Im Detail wurden die zu untersuchenden Zellen bis zur Konfluenz auf Deckglisern () 12 mm)
kultiviert und anschlieflend je nach experimentellem Aufbau behandelt. Danach wurde der
Zellrasen kurz mit 37° C PBS gewaschen, um Mediumreste zu entfernen. Mithilfe von 2 %

Formaldehyd wurden die Zellen fiir 10 min fixiert, sodass keine Proteindegradierung statt-
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finden kann. Nach erneutem dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen mit 1%
Triton-X100 5 min permeabilisiert, um Lipide aus der Membran zu 1sen und eine Antikorper-
penetration in die Zelle zu ermdglichen. Die Deckgléaser wurden auf beschriftete Objekttrager
iiberfithrt und unspezifische Antikérperbindungsstellen fiir 1h mithilfe einer Mischung aus
Rinderserumalbumin (BSA) und normalem Ziegenserum (NGS) bei RT geblockt. Danach
wurde der Primir-Antikorper je nach Spezifikation in PBS verdiinnt (Tab. , 30 pl wurden
pro Deckgldschen appliziert und iiber Nacht bei 4° C in einer feuchten Kammer inkubiert.
Am Folgetag wurde der ungebundene Primér-Antikorper durch dreimaliges Waschen mit PBS
entfernt. Anschlieend wurde ein Cyanin 3 (cy3)-konjugierter Sekundér-Antikorper gegen die
Spezies des Primér-Antikérpers in PBS verdiinnt (Tab. [6]) und jeweils 30 pl auf jedem Deckglas
fir 1h bei RT inkubiert. Cy3 ist ein synthetischer organischer Farbstoff mit einer Anregung
bei einer Wellenldnge von 540 nm und einer Emission von 570 nm. Nach erneutem dreimaligen
Waschen mit PBS wurde das Deckglischen kurz mit destilliertem Wasser gespiilt um Salzreste
zu entfernen, und daraufhin mit n-Propylgallat auf einem Objekttréger eingedeckelt, um das
Bleichen der Fluorophore zu verhindern [162]. Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen
wurden mit einem Leica SP5.1T Konfokalmikroskop durch ein 63xNA 1,4 Olobjektiv mit der
Software LAS AF 3.3 (Leica) aufgenommen. EYFP wurde durch einen Argon-Laser mit einer
Wellenldnge von 514nm und Cy3 mit einem Helium-Neon-Laser mit 550 nm angeregt. Die
Emmissionsspektren wurden dem Fluorophor entsprechend eingestellt, auf Uberlappungen
iiberpriift und durch einen Photomultiplizierer (PMT) pro Kondition an drei verschiedenen
Stellen pro Experiment mit denselben Einstellungen aufgenommen. Zur Analyse der Zytoke-
ratinretraktion wurde das Fluoreszenzintensitétsprofil mittig {iber der Zellgrenze mithilfe von

ImageJ erstellt und der Abstand zwischen den Intensitéitsspitzen gemessen.

4.7.2 Fura-2 ratiometrische Ca%T-Messung

Fluoreszierende Farbstoffe konnen auch verwendet werden, um Ca?*-Konzentrationsverinde-
rungen in lebenden Zellen nachzuweisen. Diese Farbstoffe verdndern iiber Chelation ihre Exzi-
tationswellenléinge wodurch ratiometrisch in hoher temporaler Auflésung jegliche Verénderung
des intrazelluldren Calciumspiegels detektiert werden kann. Fura2-AM ist einer der effektive-
sten Farbstoffe. Das Acetylmethylester (AM) neutralisiert den Farbstoff und macht ihn somit
membrangingig. Intrazelluliar wird durch Hydrolyse der Ester abgespalten und dadurch der
Farbstoff aktiviert. In der Ca?*-ungebundenen Form hat er eine Exzitationswellenlinge von
320 nm welche auf 380 nm in der gebundenen Form steigt, die Emmissionswellenléinge bleibt
unabhiingig von der Ca?*-Konzentration bei 500 nm.

Zellen wurden in speziellen, fiir Lebendzellmikroskopie entwickelten, u-Kulturplatten (p-Slide,
Ibidi) mit diinnem # 1,5 Polymerdeckglas als Boden und 8 Vertiefungen ausgesét. Sobald die

Zellen Konfluenz erreichten, wurde das Medium kurz mit PBS vom Monolayer abgewaschen.
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Danach wurden die Zellen fiir 20 min mit einer Mischung aus 0,4 % (v/v) Fura2-AM und 0,4 %
(v/v) Pluronic F127 in Messpuffer bei 37° C inkubiert. Pluronic F126 férdert das Dispergieren
des Acetylmethylesters, sodass die Zellen gleichméflig geladen werden. Der Messpuffer wurde
erneut ausgetauscht und die Kulturplatte fiir 20 min bei 37° C platziert, wodurch der Acetyl-
methylester gleichméfig von den Zellen hydrolisiert wird. Die Messungen wurden mit einem
63 x EC-Plan-Neofluar Olobjektiv auf einem Axio Observer Al invertiertem Mikroskop (Carl
Zeiss) durchgefiihrt. Ein Polychrom V- Monochromator (Till Photonics) wurde zur Illumina-
tion der Proben verwendet. Das Emissionsspektrum wurde durch einen Fura-Filterset (AHF)
gefiltert und mithilfe der Software Metafluor (Molecular Devices) und einer CoolSNAP-Hq2
CCD Kamera (Photometrics) aufgenommen, wéihrend die Probe bei 340 und 380 nm mit Riick-
sicht auf Phototoxizitét fiir 10 ms jede Sekunde belichtet wurde. Fiinf Einzelzellen wurden in
Metafluor markiert. Nach Messbeginn wurde fiir 20 sek eine Intensitétsbasislinie etabliert. An-
schlieffend wurde bei laufender Messung das entsprechende IgG hinzupipettiert. Die relative
intrazellulire Ca?t-Konzentration lisst sich durch den Quotienten aus der Emissionsinten-
sitdten bei einer Anregungswellenléinge von 380 nm durch die Emissionsintensitdten bei einer

Anregungswellenldnge von 340 nm berechnen.

4.8 CRISPR/Cas9-vermittelte Gen-Modifikation

Die Desoxyribonukleinsidure (Engl.: Deozyribonucleic acid, DNA) ist der Bauplan des Korpers
und bildet die Basis fiir die Transkription und anschliefende Translation von Proteinen. Gene
konnen durch Modifikationen an der DNA auBer Gefecht gesetzt werden (Engl.: Knockout),
wodurch das assoziierte Proteine nicht mehr synthetisiert wird. Diese Methoden waren sehr
aufwendig, bis die Gensequenzen CRISPR (Engl.: Clustered Regularly Interspaced Short Palin-
dromic Repeats) und das CRISPR-assoziierte (Cas) Protein in Bakterien entdeckt und dessen
Funktionsweisen erforscht wurden [163]. Dabei handelt es sich um ein adaptives Abwehrsy-
stem, dass sich Infektionen merken und DNA von z.B. Bakteriophagen bei erneutem Kontakt
mithilfe einer molekularen Schere zerstoren kann. Zwei verschiedene Bestandteile werden da-
zu bendétigt: Zum einen die molekulare Schere Cas9, die mit zwei Bindungsstellen fiir jeweils
einen der beiden DNA-Striange als Endonuklease fungiert und die DNA zerschneidet; zum an-
deren eine Vorlage die in Form von Ribonukleinsduren (RNA) aus der CRISPR-Gensequenz
transkribiert wird (CRISPR-RNA, crRNA) und mithilfe der sogenannten tracrRNA an Cas9
bindet. Diese Vorlage besteht aus 20 Basen komplementér zum DNA-Strang des Zielgens und
wird am 3° Ende durch eine drei Basen lange, fiir die spezifische Cas-definierte Protospacer
Adjacent Motif (PAM)-Sequenz eingeleitet. Dadurch legt sich die Cas9 von 3 nach 5° an die
Ziel-DNA an und 16st einen Doppelstrangbruch (DSB) ungefiihr 3-4 Basen nach der PAM-

Sequenz aus. Dieser Mechanismus kann zur Modifikation von DNA verwendet werden, indem
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19-20 bp
Targetregion

pCMV-Cas9-GFP

(8,229 bp+ 19 or 20 bp targert)

pUC ori Kan®

Abbildung 5: Cas9- Vektoraufbau.

Die Vektoren besitzen als Replikationsursprung eine pUC-ori-Region, welche die Vervielfilti-
gung in Escherichia coli ermdglicht. Die RNA-Promotorregion U6 beginnt die Transkription
der gRNA, die Kombination aus crRNA und tracrRNA. Synthese der Cas9, welche durch einen
2A selbstspaltenden Linker mit einem Griin-Fluoreszierendem Protein (GFP) gekoppelt ist,
wird durch einen Cytomegalovirus (CMV)-Promoter begonnen. Durch den Linker werden
beide Proteine unabhéngig voneinander nach der Translation gefaltet und existieren dadurch
in der Zelle separat. T7, Hpal, und Xbal stellen Restriktionsstellen im Vektor dar. Letztlich
wird iiber die Kan‘-Sequenz eine Kanamycin-Resistenz zur Antibiotikaselektion in die Zelle

integriert. Reproduziert mit Genehmigung von Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland.

alle Komponenten mithilfe von bakteriellen Vektoren in eukaryotische Zellen transfiziert wer-
den. Die DNA der Zelle wird an der crRNA homologen Gensequenz geschnitten und zelluldre
Reparaturmechanismen versuchen, den DSB zu beheben. Zu diesen Reparaturmechanismen
zéhlen nicht-homologe Endverkniipfungen (Engl.: non-homologeus end-joining, NHEJ) und
homologie-gerichtete Reparaturen (Engl.: homology-directed repair, HDR). Beide Vorgénge
sind fehleranfillig und kénnen dementsprechend zur Verdnderung der Gensequenz fithren. Ist
die Basenpaardeletion nicht durch drei teilbar entsteht eine Leserasterverschiebung, wodurch

ein Knockout erzielt wird.

4.8.1 Vektoren, Zellkultur und Transfektion

Jeweils zwei Vektoren mit passenden crRNA-Sequenzen fiir Dsgl, Dsg2 und Dsg3 wurden
ausgesucht und bestellt (Sigma-Aldrich) (Fig. . Eine chimerische gRNA, bestehend aus
crRNA und tracrRNA, bestimmt das Schnittziel der Cas9 [164]. HaCaT Keratinozyten wur-
den frisch bei Cell Line Services (CLS) bestellt und in Passage 32 verwendet. Fiir jedes

Plasmid wurden zwei Mulden einer Zellkulturplatte mit 6 Vertiefungen ausgesit und bei un-
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gefiahr 80 % Konfluenz mithilfe von Lipofectamin-2000 (Invitrogen) mit dem jeweilgen Plasmid
nach Herstellerangaben transfiziert. Auf den Zellen wurde jeweils 2 ml DMEM-Medium vor-
gelegt. Der Transfektionsansatz wurde vorbereitet, indem jeweils 4 ug DNA und separat 10 pul
Lipofectamin-2000 in jeweils 250 pl Opti-MEM geltst wurden. Nach einer 5min Inkubati-
onsperiode bei RT wurden beide Mixturen vorsichtig vermischt und zum vorgelegten Medium
der Zellen hinzugegeben. Nach 6 h wurde das Medium durch frisches DMEM-Medium ersetzt.
Erfolgreich-transfizierte Zellen exprimieren nach der Transfektion Cas9-GFP, wodurch an-
hand des Fluoreszenzsignals Einzelzellkulturen hergestellt werden koénnen, in denen ein Dop-
pelstrangbruch induziert wurde. Dazu wurden GFP-positive Zellen 24 h nach der Transfek-
tion durch einen FACSAria III (BD Transduction) Zell-Sortierer auf jeweils einzelne Mulden
von fiinf Zellkulturplatten mit 96 Vertiefungen nach ihrer Gréfle und Fluoreszenzintensitét
sortiert, um vitale transfizierte Klone zu garantieren. Dadurch entstanden ca. 20-48 vitale
Zellklone pro Plasmid mit potentiellem Gen-Knockout. Jeden dritten Tag wurde das Medium
gewechselt und bei Bedarf wurden die Zellklone auf eine groflere Zellkulturplatte expandiert
bis ein T25 Zellkulturgefifl erreicht wurde. Der Erfolg wurde anschlieflend durch die Abwesen-

heit der jeweiligen Proteine mithilfe von Western Blot-Analyse und Immunfarbung bestimmt.

(Siehe Kapitel 4.7.1))

4.8.2 Phenol-Chloroform-DNA-Extraktion

Um die genaue Genmodifikation zu identifizieren, wurde genomische DNA aus den verschie-
denen Zellklonen isoliert und mittels Sanger-Sequenzierung analysiert. Dazu wurden HaCa'T-
Zellen und genmodifizierte Klone bis zur Konfluenz in einer Kulturplatte mit 24 Vertiefungen
kultiviert und mithilfe von 200 pl SDS lysiert. Danach wurden 200 pl des Extraktionspuffers
(Tab. hinzugefiigt und fiir eine Minute gevortext. Nach einer Zentrifugation bei 19.000 G
fiir 5min bilden sich drei Phasen: unten eine unpolare Chloroform-Phenol-Phase (Extrakti-
onspuffer), welche hauptsidchlich RNA beinhaltet; oben eine polare wissrige Phase, die vor
allem DNA enthillt, und dazwischen eine Interphase, die hauptséchlich Proteine aufweist.
Nach der Auftrennung wird die obere Phase in ein neues Reaktionsgefafl iiberfithrt und er-
neut mit 200 pul Extraktionspuffer aufgefiillt, um die DNA weiter aufzureinigen. Dieser Schritt
wurde ein drittes mal wiederholt, sodass die proteinreiche Interphase nicht mehr existierte.
Danach wurde die wéssrige Phase erneut abgehoben und zur Ethanol-Préazipitation der DNA
in ein neues Reaktionsgefaf} iiberfiihrt, um die DNA in Elutionspuffer zu {iberfithren und vom
Chloroform zu reinigen. Ammoniumacetat (CH3COONH,) wurde bis zu einer Konzentration
von 0.75 M zusammen mit 20 ug Glycogen hinzugegeben. Durch Applikation der 2.5x Men-
ge 100% Ethanol wurde die Dielektrizitéitskonstante der Losung herabgesetzt, wodurch sich
das Ammoniumsalz (NHs) an das Phosphat-Riickgrat (PO3™) der DNA bindet und folglich
ausfillt. Danach wurde die Mischung iiber Nacht bei -20° C inkubiert und am né#chsten Tag
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bei 19.000 G und 4° C zentrifugiert, um die DNA zu sedimentieren. Der Uberstand wurde
vorsichtig dekantiert und verworfen. 300 ul 80 % Ethanol wurde auf dem Sediment hinzu-
gefiihrt und kriftig vermischt. Nach erneuter Abnahme des Uberstandes wurde dieser Schritt
ein weiteres Mal wiederholt, um restliche Salze von der DNA zu waschen. Letztlich wurde
das Ethanol entfernt, die DNA bei RT zum Trocknen platziert und mit 100 pl Elutionspuffer
gelost.

Das Primerdesign und die Sequenzierung wurden von Eurofins (Miinchen, Deutschland) ge-
plant und durchgefiihrt. Dazu wurden Primer entwickelt, welche die Schnittstelle mit ungefihr
500 bp umschneiden. Mittels Polymerase-Kettenreaktion wurden die Abschnitte vervielfiltigt
und danach mittels Sanger-Sequenzierung analysiert. Die Auswertung wurde mithilfe der
Online-Software Benchling (https://www.benchling.com/|) durchgefiihrt. Alle Allele bei he-

terozygoten Verdnderungen wurden per Hand auseinandergerechnet und graphisch dargestellt.

4.9 Datenauswertung und Statistik

Abbildungen wurden mithilfe von Photoshop CC (Adobe Systems, San Jose, USA) erstellt.
Daten wurden in Excel (Microsoft, Redmond, USA) zusammengefiihrt und in Graphen darge-
stellt. Statistische Signifikanz wurde entweder mit einseitigem oder zweiseitigem ANOVA in
Graphpad Prism (Graphpad Software, LaJolla, USA) ermittelt. Der einseitige ANOVA wurde
mithilfe von Dunn-Sidak Korrektur korrigiert, wihrend fiir zweiseitige Fishers-LSD-Test ver-
wendet wurde. Repetitionen sind bei den jeweiligen Experimenten angegeben und statistische
Signifikanz wurde fiir eine Uberschreitungswahrscheinlichkeit (p) der Nullhypothese kleiner

als 0.05 angenommen.



Kapitel 5

Ergebnisse

5.1 PV-Seren und Antikorpertiter

Um die Signalwegsaktivierungen unterschiedlicher Pemphigus-Varianten zu vergleichen, wur-
den Patienten mit aktiver Erkrankung und typischer klinischer sowie serologischer Préasen-
tation der Phinotypen aquiriert. Alle IgG-Fraktionen zeigten im aDsgl- und aDsg3-ELISA
typische Verteilung der Dsg-Antikorper respektiv zu ihren Phénotypen (Ta,b.@. Jeweils eine
mukosale PV-IgG- und eine PF-IgG-Fraktion zeigten hohe Werte iiber 1600 U/ml, wihrend
sich die restlichen IgG-Fraktionen zwischen 160 und 270 U/ml befanden.

ELISA Score

anti-Dsg3 (U/ml) anti-Dsgl (U/ml) Phénotyp
c-lgG - - gesunde Kontrollgruppe
m-PV-IgG 2391.0 - mukosal
m-PV-IgG 2 162.9 - mukosal
at-PV-IgG 153.4 - atypisch kutan
mc-PV-IgG 225.5 218.8 mukokutan
mc-PV-IgG 2 172.5 154.8 mukokutan
mc-PV-IgG 3 153.8 172.5 mukokutan
PF-IgG - 1645.0 kutan
PF-IgG 2 - 266.4 kutan
PF-IgG 3 - 215.3 kutan

Tabelle 9: Verwendete Patienten-IgG-Fraktionen mit ihren jeweiligen Bezeichnungen, ELISA-
Werten und Krankheitsphéanotypen
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Der atypische Phanotyp zeigte klinisch flache Blasen am Integument ohne Beteiligung der

Mukosa mit aDsg3-Antikorpertitern von 153,4 U/ml und aDsgl-Antikorpertitern unter dem
Grenzwert von 20 U/ml. Fotografische Aufnahmen der atypischen klinischen Manifestation
sind in der Einleitung zu finden (Abb.. Die Blasenbildung beschrinkte sich in histologischen
Aufnahmen von Patientenbiopsien auf die suprabasale Epidermis ohne Beteiligung der Mu-
kosa (Abb.. Als Vergleichskondition wurde AK23, ein monoklonaler aDsg3-Autoantikérper
aus einem Pemphigus-Mausmodell, in einer Konzentration von 75 pug/ml verwendet, um Er-
gebnisse auf aDsg3-Antikorper einzugrenzen.
Neben aDsgl- und aDsg3-Antikérpern kénnen auch weitere IgGs in den Fraktionen vorkom-
men, welche zelluldre Verdnderungen induzieren kénnen. Zur Darstellung wurden Antikorper-
profile der IgG-Fraktionen in Form eines Immunoblots erstellt (Daten hier nicht aufgefiihrt).
Dazu wurden auf einem Western Blot mit HaCaT-Zelllysaten die IgG-Fraktionen als Primér-
Antikorper verwendet und mit einem monoklonalen aDsg3-Antikorper verglichen. Die Re-
aktivitdten der IgG-Fraktionen mit den Keratinozytenproteinen wurden durch einen HRP-
gekoppelten Ziegenantikorper gegen humanes IgG visualisiert, wihrend fiir AK23 ein HRP-
gekoppelter anti-Maus-Ziegenantikérper verwendet wurde. Die Anwesenheit einer Vielzahl an
Antikorpern zeigte sich durch Banden auf verschiedenen Proteingréfien mit unterschiedlicher
Ausprigung bei den verschiedenen Konditionen. Bei m-PV-IgG, at-PV-IgG und zu einem ge-
ringerem Mafle auch bei mc-PV-IgG waren Banden auf Hohe der aDsg3-Vergleichskondition
detektierbar. Da Proteine fiir die Gelelektrophorese hitzedenaturiert und dadurch konforma-
tionelle Epitope reduziert wurden, konnte mithilfe von AK23 keine spezifische aDsg3-Bande
detektiert werden [95].

5.2 Autoantikérper-induzierte pathogene Verinderungen in

kultivierten Keratinozyten

Zwei der charakteristischen strukturellen Kennzeichen der Pemphigus-Pathogenese stellen die
Dsg3-Depletion und Zytokeratin-Retraktion dar. Zur Darstellung dieser Mechanismen wur-
den die respektiven IgG-Fraktionen fiir 24h auf CK5-YFP exprimierenden HaCaT-Zellen
inkubiert. Unter Kontrollbedingungen zeigte sich das Dsg3-Signal linear entlang der Mem-
bran (Abb.@ a). Bei allen pathogenen IgG-Fraktionen konnten Fragmentierungen der Dsg3-
Fiarbung detektiert werden, jedoch zu unterschiedlicher Stirke. Wihrend AK23 und PF-IgG
die geringste Fragmentierung zeigten, war die Fragmentierung am stérksten bei Inkubation
mit at-PV-IgG sowie me-PV-IgG ausgepriigt (Abb.[6] b-f).

Das CKb5-Signal zeigte unter Kontrollbedingungen ein filamentéres Netz, das eng am Dsg3-
Signal anlag (Abb.[6]g). Durch die Inkubation der IgG-Fraktionen entfernte sich das Keratin-
netz von der Dsg3d Farbung und dementsprechend der Membran (Abb.@ o-T).
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Abbildung 6: Desmoglein 3-Depletion und Zytokeratin-Retraktion

Representative Aufnahmen von CK5-YFP exprimierenden HaCaT-Zellen mit Dsg3-
Immunfiarbung nach Inkubation der verschiedenen IgG-Fraktionen fiir 24 h. Dsg3-Farbung
(a-f) und CK5-Expression (g-1) mit der assoziierten Uberlagerung beider Signale
(m-r) (Mafistab =10 pm). Die Fluoreszenzintensitét der CK-5-Expression iiber eine Distanz
von 100 Pixeln zentral auf der Membran(g-x). Auswertung der Distanz zwischen den Inten-
sitdtmaxima (y) (n=4, *p <0.05 vs. c-IgG). Modifiziert aus Walter et al., 2017 [165].
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Um diese Retraktion zu quantifizieren, wurde mithilfe von ImageJ eine Linie mit einer
Lénge von 100 Pixeln zentral iiber die Dsg3-Farbung gezeichnet und die Intensitit des CK5-
Signals entlang dieser Linie bestimmt (Abb.@ s-x). Die Entfernung der Intensitdtsmaxima
reprasentiert die Ausprigung der Keratinrektraktion (Abb.@ y). Nach Inkubation mit allen
IgG-Fraktionen inklusive at-PV erhohte sich die Distanz, wiahrend sich die Retraktion am aus-
gepragtesten bei me-PV-IgG Behandlung darstellte. Zusammen mit dem Adhésionsverlust in
Dispase-basierten Dissoziationsversuchen wird dadurch die Pathogenitét aller [gG-Fraktionen

mit den typischen strukturellen Verédnderungen nachgewiesen (siehe Kapitel [5.5)).

5.3 Autoantikorper-spezifische Signalwege bei verschiedenen

klinischen Phéinotypen des Pemphigus

Zunéchst wurden die bekanntesten Signalwege der Pemphigus-Pathogenese auf ihre Aktivie-
rung bei den verschiedenen Phénotypen analysiert.

Dazu wurde die Phosphorylierung und damit Aktivierung von p38MAPK, Src und ERK
mithilfe von phospho-spezifischen Antikérpern in Western Blot-Analysen nach Inkubation
der verschiedenen IgG-Fraktionen bestimmt. HaCaT-Zellen wurden bis zur Konfluenz kulti-
viert und anschliefend das Medium gewechselt. Am néchsten Tag wurden die IgG-Fraktionen
fiir 30 min hinzugefiigt und Proteine anschlieend mithilfe der Triton-Fraktionierung extra-
hiert. Eine Aktivierung von p38MAPK konnte nach Inkubation mit allen Pemphigus-IgG-
Fraktionen in der l6slichen Zellfraktion nachgewiesen werden. Interessanterweise konnte eine
Src-Aktivierung nach Inkubation mit AK23, m-PV-IgG, mc-PV-IgG sowie at-PV-IgG in der
zytoskelettalen Fraktion, aber nicht durch PF-IgG mit aDsgl-Antikérpern, detektiert werden
und dementsprechend unter Konditionen, in denen aDsg3-Antikdrpern vorhanden waren. An-
dererseits zeigte sich eine ERK-Aktivierung in der 16slichen Fraktion nur bei Inkubation von
mc-PV-IgG und PF-IgG und somit nach Inkubation von Fraktionen mit aDsgl-Antikorpern
(Abb.[7).

Als einer der schnellsten Signalwege der Pemphigus-Pathogenese und PKC-Aktivator wur-
de die intrazellulire Ca?*-Konzentration mithilfe der Fura-2 ratiometrischen Fluoreszenz-
messung an lebenden Zellen in Echtzeit dargestellt. Fiir 20sek wurde eine Basislinie defi-
niert und anschlieBend bei laufender Messung die jeweilige Kondition hinzugefiigt. Die Ca?*-
Konzentration wurde 40 sek nach Zugabe berechnet. Innerhalb von wenigen Sekunden 16ste
mc-PV-IgG und PF-IgG einen rapiden Ca®*-Influx aus, der anschliefend in einen langsameren
transienten Einstrom umschlug. Durch Inkubation mit AK23, m-PV-IgG sowie at-PV-IgG,
dass heiflt in Bedingungen in denen nur Autoantikérper gegen Dsg3 vorhanden waren, wur-

den keine signifikanten Verdinderungen in der intrazelluliren Ca’t-Konzentration ausgelost

(Abb.R).
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Abbildung 7: p88MAPK-, Src- und ERK-Aktivierung nach Inkubation mit IgG-Fraktionen
Representative Western Blot-Analysen der Aktivierung von p38MAPK, Src, und ERK nach
Inkubation mit den verschiedenen IgG-Fraktionen fiir 30 min mit densitometrischen Quanti-

fizierungen der Phosphorylierung. (n=>5-14, * p <0.05 vs. ¢-IgG) Modifiziert aus Walter et

al., 2017 [165].
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Abbildung 8: Ca®*-FEinstrom bei Inkubation von IgG-Fraktionen

AK23
m-PV
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PF

Durch ratiometrische Fluoreszenzmessungen bestimmte intrazellulire Ca?*-Konzentration in
HaCaT-Zellen, wihrend der Inkubation mit verschiedenen IgG-Fraktionen. Representativer
Graph (links) und Auswertung der Ca?T-Konzentration (rechts). Der Pfeil markiert den Zuga-
bezeitpunkt bei 20 sek und die gestrichelte Linie den Auswertungszeitpunkt bei 60 sek (n =3,
*p <0.05 vs. c-IgG). Modifiziert aus Walter et al., 2017 [165].
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Letztlich wurde der adhéisionsstabilisierende cAMP-Signalweg mithilfe eines ELISA ana-
lysiert. Dazu wurde auf einem konfluenten HaCaT-Zellrasen fiir 6 h die jeweilige IgG-Fraktion
inkubiert und anschlieffend die cAMP-Konzentration bestimmt. Es konnte eine signifikante
Erhohung des cAMP-Spiegels nach Inkubation mit m-PV-IgG und mc-PV-IgG festgestellt
werden. Nach AK23, at-PV-IgG oder PF-IgG verblieb die cAMP-Konzentration vergleichbar
mit c-IgG (Abb.@[). Dadurch erscheint der Signalweg entweder nur durch manche aDsg3-

Antikorper oder durch nicht-Dsg-Autoantikorper aktiviert zu werden.

1507 . .
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Abbildung 9: cAMP-Konzentration nach Inkubation mit verschiedenen IgG-Fraktionen
ELISA-Messungen der cAMP-Konzentration in HaCaT-Zellen nach Inkubation der IgG-
Fraktionen fiir 6h (n=4, *p <0.05 vs. c-IgG). Modifiziert aus Walter et al., 2017 [165].

Um vorherige Ergebnisse zu bestdtigen, wurden die Signalaktivierung mit jeweils einer
weiteren IgG-Fraktion der typischen Pemphigus-Phéanotypen wiederholt. Zunéichst wurde die
Pathogenitit der IgG-Fraktionen mithilfe von Dissoziationsversuchen in HaCaT-Zellen tiber-
priift. Nach Inkubation der IgG-Fraktionen fiir 24 h konnte eine Fragmentierung des Zellrasens
durch alle Pemphigus-Autoantikérper im Vergleich zu c-IgG beobachtet werden, wodurch die
Pathogenitét der zweiten Gruppe IgG-Fraktionen nachgewiesen wird (Abb.. Folgend wur-
de die ERK- und p38MAPK-Phosphorylierung sowie der Ca?t-Einstrom unter denselben
Versuchbedingungen wie zuvor mit Inkubation von mc-PV2-IgG, m-PV2-IgG und PF2-IgG
analysiert. Auch in der zweiten Gruppe fiihrten alle Pemphigus-Autoantikérper im Vergleich
zu c-IgG zu einer starken p38MAPK-Aktivierung, wihrend ERK-Phosphorylierung und Ca?*-
Einstrom ebenfalls wie zuvor nur durch mc-PV-IgG und PF-IgG induziert wurden (Abb..
Die Immortalisierung von Zellen wird durch Mutationen ermdoglicht, welche die zelluldre Di-
vision verédndern und Zellseneszenz verhindern [166]. Dadurch wird jedoch Differenzierung,
Signalwege und auch Zellkontakte modifiziert. Deswegen wurden die Signalwegsanalysen als
néchstes in primédren NHEK durchgefiihrt, um die Ergebnisse unter physiologischeren Bedin-

gungen zu bestétigen.
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Abbildung 10: Zelladhdsionsverlust durch Inkubation mit zusdtzlichen IgG-Fraktionen
Dissoziationsversuche in HaCaT-Keratinozyten Inkubation fiir 24 h mit c-IgG, mc-PV2-IgG,
m-PV2-IgG sowie PF2-IgG (n=3, *p < 0.05). Modifiziert aus Walter et al., 2017 [165].

a) b)
200' * *
Ee
[«J] 4
8%?150
Qeo
Oj\o
S5 1100 -
CE._
o) (]
38= 50 -
g
EE
GAPDH [ === == 2 g g g
DP 5 % z .
£

Abbildung 11: Signalwegsmodulation durch zusditzliche 1gG-Fraktionen.

a) Representative Western Blot-Analyse der loslichen Fraktion von HaCaT-Zellen, die fiir
30 min mit ¢-IgG, mc-PV2-IgG, m-PV2-IgG und PF2-IgG inkubiert wurden. (n=3) b) Fura-
2 Ca?T-Konzentrationsmessung in HaCaT-Keratinozyten (n=3, * p < 0.05). Modifiziert aus
Walter et al., 2017 [165].
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Genauso wie zuvor wurde die erste Gruppe der IgG-Fraktionen auf dem Zellrasen inku-
biert, nachdem die Differenzierung der NHEK fiir 24 h mit 1.8 uM Ca?* induziert wurde. Die
Ergebnisse bestétigten die vorherigen Versuche in HaCaT-Zellen, indem p38MAPK durch al-
le IgG-Fraktionen, Src durch AK23, m-PV-IgG, at-PV-IgG sowie mc-PV-IgG, und ERK nur
durch Antikérperfraktionen mit Dsgl-Antikorpern aktiviert wurde (Abb. a).

Auch die Ca?*-Messungen bestitigten in NHEK die in HaCaT-Zellen gewonnenen Ergebnis-
se. IgG-Fraktionen mit aDsgl-Antikérpern, mc-PV-IgG und PF-IgG, bewirkten nach 40 sek
eine signifikanten Erhohung der intrazelluliren Ca?t-Konzentration (Abb. b).

Zusammenfassend ergeben sich spezifische Aktivierungsmuster der Signalproteine durch die
verschiedenen Pemphigus-Phénotypen in sowohl HaCaT als auch NHEK. Durch alle Auto-
antikorperfraktionen und auch durch AK23 wurde p38MAPK aktiviert. Zusétzlich fithrten
IgG-Fraktionen mit aDsg3-Antikérpern zu Src-Aktivierung, wiahrend Fraktionen mit aDsgl-

Antikorpern sowohl eine ERK-Aktivierung als auch einen Ca?*-Einstrom induzierten.
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Abbildung 12: Signalwegsmodulation in primdren Keratinozyten
a) Representative Western Blot-Analyse von NHEK-Zellen, welche mit IgG-Fraktionen fiir
30min inkubiert wurden (n=3). b) Auswertung der intrazelluliren Ca?*-Konzentration in

NHEK-Zellen nach IgG-Inkubation fiir 40 sek (n=3, * p < 0.05). Modifiziert aus Walter et al.,
2017 [165].

5.4 Abhéangigkeiten zwischen verschiedenen Signalwegen

Zelluldre Signalwege sind in Kaskaden mit verschiedenen Affektor- und Effektorproteinen
organisiert. Die Signaltransduktion kann zum einen direkt von einem Signalprotein zum an-
deren erfolgen, jedoch ist auch eine indirekte Aktivierung reaktiv auf zellulédre Verdnderungen
moglich. Um Abhéingigkeiten zwischen den verschiedenen Signalproteinen mit phanotypischer
Aktivierung zu iiberpriifen, wurden spezifische pharmakologische Mediatoren verwendet, um

einzelne Signalwege zu inhibieren und den Effekt auf die Aktivierung anderer Signalwege zu
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bestimmen (Tab.[2).

Als Mediatoren wurde fiir ERK der MEK-Inhibitor UO126, fiir Src der Src-Familien-
Kinase Inhibitor PP2, sowie fiir EGFR der selektive EGFR-Tyrosinkinaseinhibitor Erlotinib
verwendet. Auflerdem wurde mithilfe von Bisindolylmaleimide-X hydrochlorid (Bim-X) die
PKC-Signaltransduktion verhindert und durch BAPTA-AM intrazellulires Ca?* cheliert. Vor
Applikation der verschiedenen IgG-Fraktionen wurden die jeweiligen Mediatoren entsprechend
ihrer Konzentration und Vorinkubationsdauer auf HaCaT-Zellen inkubiert (Tab.. Als Kon-
trollkondition der Mediatoren wurde das Transportmedium (Vehicle) der Mediatoren, DMSO,
verwendet. Danach wurden die verschiedenen IgG-Fraktionen fiir 30 min hinzugegeben, die
Lysate mithilfe der Triton-Fraktionierung hergestellt und anschlieffend mithilfe von Western

Blots analysiert.
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Abbildung 13: EGFR-Aktivierung in Abhdngigkeit von U0126, PP2, BAPTA und Erlotinib
EGFR-Aktivitat nach Inhibition verschiedener Signalwege mithilfe von U0126, PP2, BAP-
TA und Erlotinib und Inkubation der verschiedenen IgG-Phénotpyen fiir 30 min. (Links)
Representative Western Blot-Analyse. (Rechts) Densitometrische Quantifizierung der EGFR-
Aktivitéat. (n>6, *p <0.05) Modifiziert aus Walter et al., 2019 [167].

Die EGFR-Aktivierung wurde bereits mehrfach in Abhéngigkeit von Src in der Pemphigus-
Pathogenese beschrieben. Daher wurde hier zuerst die EGFR-Aktivierung an der Src-abhéngi-
gen Tyrosin 845-Phosphorylierungsstelle untersucht (Abb.. Unter Kontrollkonditionen fiihr-
te m-PV 2-IgG und mc-PV 3-IgG zu einer signifikanten Aktivierung von EGFR. Nach Inhibiti-
on von Src durch PP2 konnte die basale Aktivitét leicht reduziert, aber auch die Aktivierung
durch m-PV 2-IgG und mc-PV 3-IgG unterbunden werden. Interessanterweise wurde durch
Inhibition von ERK die EGFR-Phosphorylierung durch PF 3-IgG deutlich erhdht, obwohl
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der Rezeptor in Kontrollkonditionen nicht aktiviert wurde. Ca?*-Inhibition durch BAPTA
veranderte alle EGFR-Aktivierungen, sodass anzunehmen ist, dass die Funktionalitit von
EGFR durch Ca?* reguliert wird. Zusitzlich wurde die Effektivitiit von Erlotinib als EGFR-
Inhibitor bestétigt, da durch Inkubation die Aktivierung von EGFR durch mc-PV-IgG signifi-
kant reduziert wurde. Zusammenfassend konnte eine Src-abhéngige EGFR-Phosphorylierung
durch m-PV-IgG sowie mc-PV-IgG Konditionen gezeigt werden. Weiterhin besteht eine eta-
blierte Signalkaskade aus EGFR und ERK, die bereits mit Desmosomen und spezifischer
DSG1 assoziiert ist [I41]. Daher wurde mit den vorherigen Inhibitoren ERK untersucht. PF 3-
IgG und mc-PV 3-IgG induzierten, dhnlich wie zuvor in der Kontrollkondition, eine signifikan-
te Steigerung der ERK-Aktivitat. Wihrend ERK nach Inkubation von PF 3-IgG zusammen
mit U0126, PP2 oder BAPTA weiterhin aktiviert wurde, reduzierte sich die Aktivitdt bei mc-
PV 3-IgG. Nur die EGFR-Inhibition mithilfe von Erlotinib konnte die PF 3-IgG-induzierte
Aktivierung von ERK vehindern, wodurch eine Abhéngigkeit der beiden Signalproteine an-
gedeutet wird.

Vorherige Ergebnisse zeigten, dass ERK-Phosphorylierung und Ca?*-Influx ausschlieflich
nach Behandlung mit Autoantikérperfraktionen detektierbar waren, welche aDsgl-Antikoérper
enthalten. Da ERK auch iiber die PKC- und dementsprechend Ca?*-Signaltransduktion
moduliert werden kann [112][142], wurde diese Abhé#ngigkeit mithilfe des PKC-Inhibitors
Bim-X iiberpriift. Dazu wurde eine Stunde vor der Zugabe der IgG-Fraktionen der Inhi-
bitor auf dem konfluenten HaCaT-Zellrasen inkubiert. Als Kontrolle zum Mediator wurde
ein DMSO-Vehicle in derselben Verdiinnung wie der Mediator verwendet. Die Lysate wur-
den nach Inkubationen ohne Zellfraktionierung mit SDS-Lysepuffer hergestellt und die ERK-
Phosphorylierung anschlieBend mithilfe von Western Blot-Analysen untersucht. Zwar wur-
de die basale Aktivitdt nach Inkubation von c-IgG durch Bim-X leicht verringert, jedoch
konnte immer noch eine signifikante Aktivierung durch PF-IgG festgestellt werden (Abb..
Dementsprechend erscheint die PF-IgG und mc-PV-IgG induzierte ERK-Phosphorylierung
unabhiingig vom intrazelluliren Ca?"-Einstrom und der folgenden PKC-Aktivierung zu sein.
Zusétzlich wurde beschrieben, dass Ca?*t intrazellulir durch Aktivierung von EGFR freige-
setzt werden kann [168]. Daher wurden Fura2-Messungen auf HaCaT-Zellen durchgefiihrt,
nachdem sie fiir 1 h mit Erlotinib inkubiert worden waren (Abb.[16).

Ahnlich wie zuvor konnte bei Inkubation mit mc-PV 3-IgG und PF 3-IgG eine Erhchung der
intrazelluldren Ca®t-Konzentration gemessen werden. Mit EGFR-Inhibition durch Erlotinib
war ebenfalls ein Einstrom bei mc-PV 3-IgG sowie PF 3-IgG auf ein dhnliches Niveau wie un-
ter Kontrollkonditionen detektierbar, wodurch sich keine Abhiingigkeit von Ca?* und EGFR

abzeichnet.
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Abbildung 14: ERK-Aktivierung in Abhdngigkeit von U0126, PP2, BAPTA und Erlotinib
Representative Western Blot-Analyse von HaCaT-Zellen inkubiert mit pharmakologischen
Inhibitoren und IgG-Fraktionen. Die Quantifizierung der ERK-Aktivitét ist rechts dargestellt
(n>6, *p<0.05). Modifiziert aus Walter et al., 2019 [167].
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Abbildung 15: ERK-Aktivierung in Abhdngigkeit von PKC
Representative Western Blot-Analyse zur Darstellung der ERK-Phosphorylierung nach PKC-

Inhibition mithilfe von Bim-X und folgender Inkubation der IgG-Fraktionen fiir 30 min auf

der linken Seite und densitometrische Auswertung der ERK-Phosphorylierung auf der rechten

(n=4, p<0.05 vs. respektives ¢-IgG). Modifiziert aus Walter et al., 2017 [165].
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Abbildung 16: Abhingigkeit des Ca®*-Einstroms von EGFR-Aktivierung

Auswertung der Fura2-Messungen zur Bestimmung des Ca?*-Einstroms nach Inhibition von
EGFR durch Erlotinib fiir 1h. Die respektive IgG-Fraktion wurde nach 60 sek hinzugegeben
und die Messung nach 120 sek ausgewertet (n=3, *p <0.05). Modifiziert aus Walter et al.,
2019 [167].

5.5 Funktionelle Relevanz der Signalwege fiir den Adhésions-

verlust

Als néchstes stellte sich die Frage, welche funktionelle Relevanz die verschiedenen Signalwe-
ge fiir die Pemphigus-Pathogenese und spezifischer den Zelladhésionsverlust haben. In vivo
wurde bereits gezeigt, dass Inhibition von p38MAPK, PKC oder Tyrosinkinasen die Blasenbil-
dung verhindern kénnen [116], [169] 170l 111]. Dabei wurde jedoch weder auf unterschiedliche
klinische Phénotypen Riicksicht genommen, noch verschiedene Signalwege gleichzeitig evalu-
iert.

Die Mediatoren wurden wie zuvor auf dem HaCaT-Zellrasen vorinkubiert, um eine suffizi-
ente Inhibition zum Zeitpunkt der IgG-Zugabe zu gewéhrleisten. Nach Pridinkubation des
p38MAPK-Inhibitors SB202190 und des PKC-Inhibitors Bim-X wurden die IgG-Fraktionen
fiir 24 h inkubiert. Anschlielend wurden Dispase-assoziierte Dissoziationsversuche durchge-

fithrt, um die Zelladhésion zu bestimmen.
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Abbildung 17: Funktioneller Beitrag der p38MAPK- und PKC-Aktivierung zum Autoan-
tikorper-vermittelten Zelladhdsionsverlust

a) Dispase-Dissoziationsversuche nach IgG-Inkubation fiir 24h mit Prainkubation des
p38MAPK-Inhibitors SB202190 und des PKC-Inhibitors Bim-X fiir 1h (n=4, *p <0.05 vs.
das jeweilige c-IgG). b) Representative Fotos der Konditionen. Modifiziert aus Walter et al.,

2017 [167).
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Abbildung 18: Funktioneller Beitrag der ERK- und Src-Aktivierung zum Autoantikorper-
vermittelten Zelladhdsionsverlust

a) Dispase Assay nach IgG-Inkubation fiir 2h mit Preinkubation des ERK-Inhibitors U0126
und des Src-Inhibitors PP2. (n=4, *p < 0.05 vs. das jeweilige c-IgG). b) Representative Fotos
der Konditionen. Modifiziert aus Walter et al., 2017 [165].
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Alle Pemphigus-IgG-Fraktionen zeigten eine signifikante Fragmentierung des Zellrasens. Par-
allel konnte durch Inhibition von p38MAPK und PKC der IgG-vermittelte Zelladhésionsver-
lust vollsténdig verhindert werden, sodass nach Applikation von mechanischem Scherstress
der Zellrasen intakt verblieb (Abb.. Inhibition der ERK-Aktivitdt durch UO126 fiir 24 h
zeigte toxische Effekte auf die Keratinozyten. Ebenso zeigte die Src-Inhibition durch PP2
nach 24 h keinen Effekt. Deswegen wurden die IgG-Fraktionen bei diesen beiden Inhibitoren
jeweils nur fiir 2h inkubiert. Selbst in diesem kurzen Zeitraum zeigten alle pathogenen IgG-
Fraktionen sowie AK23 im Vergleich zu c-IgG einen Adhésionsverlust. Interessanterweise wur-
de nur bei den aDsgl-Antikorper-enthaltenden IgG-Fraktionen des mc-PV- und PF-Patienten
der Adhé#sionsverlust durch ERK-Inhibition verhindert, also spezifisch unter Konditionen, in
denen ERK durch die Autoantikorper aktiviert wurde. Auf der anderen Seite war PP2 unter
allen Bedingungen protektiv und erhohte sogar leicht die basale Zelladhision nach c-IgG In-
kubation, jedoch ohne statistische Signifikanz (Abb.[18).
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Abbildung 19: Funktioneller Beitrag des Ca**-FEinstroms zum Zelladhdisionsverlust
Dispase-Dissoziationsversuche von HaCaT-Zellen inkubiert mit BAPTA fiir 4 h mit anschlie-
Bender Applikation der IgG-Fraktionen fiir 2h (n =6, * p < 0.05, # p < 0.05 vs. Vehicle c-IgG).
Modifiziert aus Walter et al., 2019 [167].
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Mithilfe von BAPTA wurde erneut intrazellulires Ca®t cheliert, um den Einfluss des Signals
auf den IgG-vermittelten Zelladhésionverlust in Dissoziationsversuchen zu messen (Abb.[L9).
Dazu wurde nach Vorinkubation des Mediators fiir 4 h die IgG-Fraktion fiir 2 h hinzugegeben.
Auch durch m-PV 2-IgG, mc-PV 3-IgG und PF 3-IgG erhohte sich die Anzahl der Zellfrag-
mente signifikant unter Kontrollkonditionen. Durch BAPTA konnte die Fragmentierung des
Zellverbundes jeweils um ungefihr 50 % verringert werden. Unabhiingig vom Ca?*-Influx wur-
de die Zelladhésion resistenter gegeniiber des IgG-vermittelten Zelladhédsionsverlust, da auch
bei Inkubation von m-PV 2-IgG weniger Fragmente beobachtet wurden, obowhl kein Ca?*-
Einstrom durch die IgG-Fraktion induziert wurde.

Zusétzlich wurde dasselbe Experiment mit Erlotinib durchgefiihrt, um die funktionelle Re-
levanz der EGFR-Signaltransduktion zu evaluieren. Nach Inkubation mit Erlotinib fiir 1h
wurde fiir 2h die jeweilige IgG-Fraktion hinzugefiigt. Erneut konnte durch alle pathogenen
IgG-Fraktionen ein signifikanter Anstieg der Zellverbundfragmente beobachtet werden. Durch
EGFR-Inhibition reduzierte sich die Fragmentierung des Zellrasens nach Inkubation mit m-
PV 2-IgG und mc-PV 3-IgG und dementsprechend nur unter Konditionen, in denen EGFR
durch die IgG-Fraktion aktiviert wurde (Abb..
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Abbildung 20: Funktionelle Relevanz der EGFR-Aktivierung beim Zelladhdsionsverlust
Dissoziationsversuch nach EGFR-Inhibition fiir 2h mit Erlotinib und folgender IgG-
Inkubation fiir 2h. (n=>5, * p<0.05, #p<0.05 vs. Vehicle ¢-IgG) Modifiziert aus Walter
et al., 2019 [167].
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5.6 Signalmodulationen in Dsg2- und Dsg3-Knockout-

Zelllinien

Alle vorherigen Ergebnisse stellen nur korrelative Verbindungen der aktivierten Signalwege zu
den Isoformen Dsgl und Dsg3 anhand der Autoantikorperprofile dar. Um Aussagen zur auto-
antikorperspezifischen Signalaktivierung zu treffen, wurden Desmoglein-Knockout-Zelllinien
mithilfe von CIRSPR/Cas9 generiert. Dazu wurden Plasmide mit jeweils zwei Zielsequen-
zen fiir Desmoglein 1, 2 und 3 ausgew&hlt und separat in HaCaT-Keratinozyten transfi-
ziert. Nach Einzelzellklonierung wurde die Gensequenzen der Zellklone mithilfe einer Sanger-
Sequenzierung bestimmt und anschlieend analysiert.

Zum einen resultierte die Einzelzellklonierung in einem Dsg3-Zellklon (ADsg3) mit zwei un-
terschiedlichen Deletionen in Exon 5 von Dsg3, welche in einem Allel 34 Basenpaare (bp)
und im anderen Allel 2 bp umfasste; zum anderen zeigte ein Dsg2-Zellklon (ADsg2) eine ho-
mologe Deletion von 4bp im Exon 5 von Dsg2. Alle Mutationen erzeugten in allen Allelen
einen Leserasterschub und folglich Genknockout (Abb.. Leider zeigten alle lebensfihigen
Dsgl-Zellklone eine Wildtypgensequenz im Bereich der gRNA, sodass kein Dsgl-Knockout-
Klon generiert werden konnte. Unpublizierte Ergebnisse von unserer und anderen Arbeits-
gruppen (Kathleen Green, Chicago, Personliche Kommunikation) legen nahe, dass ein Pro-
teinverlust von Dsgl in Keratinozyten nie lebensfihig ist. Als néichstes wurde der Knock-
out auf Proteinebene mit Immunfirbungen (Abb.[22) sowie Western Blot-Analysen (Abb.[23))
bestétigt und gleichzeitig die Proteinexpression desmosomaler Proteine charakterisiert. Durch
Immunfarbungen wurde eine lineare membranstéindige Dsg3-Fiarbung in WT- sowie ADsg2-
Zellen sichtbar, wihrend in ADsg3-Zellen kein spezifisches Dsg3-Signal detektiert werden

konnte, wodurch der Proteinverlust von Dsg3 in ADsg3-Zellen bestétigt wurde.

Dsg3 Dsg2

: Exon 5 -D\_ : Exon 5 H\_
gRNA gRNA

WT TCTAGTCCTTGGGCATTTAGAGCCCGACATGTGATCTAGGAA WT  CTAACAGTTACGCTTTGGATGCAAGAGGAAACAATGTAGAGA
ADsg3Allel 1 TCTAG----------------------~------~-~---—- GAA ADsg2 CTAACAGTTACGCTTTGGA - - - - AGAGGAAACAATGTAGAGA
A Dsg3 Allel 2 TCTAGTCCTTG - - CATTTAGAGCCCGACATGTGATCTAGGAA

Abbildung 21: Genanalyse der WT-, Dsg3- und Dsg2-Knockout-Zellenlinien
Sanger-Sequenzierung und Analyse genomischer DNA der verschiedenen Zellklone mit sche-
matischer Darstellung der Intron- und Exonstruktur von Dsg2 und Dsg3 sowie der gRNA-
Lokalisation und der Cas9-induzierten Deletion. Modifiziert aus Walter et al., 2019 [167].
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Auch Dsg2 zeigte eine membranstéindige, aber eher punktuelle Farbung in WT-Zellen, die
in ADsg3-Zellen mit einer vergleichbaren Lokalisation, aber einem stirkerem Signal auftrat.
Der Proteinverlust von Dsg2 wurde in ADsg2-Zellen bestéitigt, in denen kein spezifisches Dsg2-
Signal detektiert werden konnte. PG, DP sowie E-Cad zeigten vergleichbare Membranfirbun-
gen mit dhnlichen Signalstirken in allen Zelllinien.

In Western Blot-Analysen konnte ebenfalls durch vollstéandige Abwesenheit der jeweiligen Pro-
teine der Knockout von Dsg3 und Dsg2 bestétigt werden (Abb.. Interessanterweise wurde
ein signifikanter Anstieg von Dsg2 in ADsg3-Zellen und vice versa ein signifikanter Anstieg
von Dsg3 in ADsg2-Zellen detektiert, wodurch eine Kompensation durch die jeweils andere
Isoform angedeutet wird. Dsgl-Proteinmengen, ebenso wie PG, Dsc3 und E-Cadherin, waren

in allen Zelllinien unveriandert.

WT ADsg3  ADsg2

DP PG Dsg2 Dsg3

E-Cad

Abbildung 22: Immunfirbung zur Charakterisierung der ADsg3- und ADsg2-Knockout-
Zellklone

Representative Aufnahmen von Dsg3-, Dsg2-, PG-, DP- sowie E-Cad-Immunfirbungen zur
Bestétigung der Deletion der jeweiligen Dsg-Isoformen und Charakterisierung von Lokalisati-
onsverdnderungen der Desmosom-assoziierten Proteine. (n=4) Modifiziert aus Walter et al.,
2019 [167].
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Dissoziations-Experimente mit den verschiedenen Zellklonen zeigen basal einen signifikan-

ten Anstieg der Zellfragmente in ADsg3-Zellen und dementsprechend einen Adhésionsverlust.
In ADsg2-Zellen hingegen wurde basal keine Verdnderung der Adhésion detektiert (Abb.
a). Dadurch wird die unterschiedliche Bedeutung der desmosomalen Cadherine fiir die Zel-
ladhésion von Keratinozyten verdeutlicht.
Als néchstes wurden die [gG-Fraktionen der unterschiedlichen Patienten auf den Knockout-
Zelllinien appliziert, fiir 24 h inkubiert und erneut mithilfe von Dissoziationsversuchen die
Verdnderungen der Zelladhésion bestimmt. In WT-Zellen wurde die Fragmentanzahl durch
m-PV 2-IgG, mc-PV 3-IgG sowie PF 3-IgG signifikant erhoht. In ADsg3-Zellen konnte jedoch
nur noch PF 3-IgG eine signifikante Erhchung der Zellfragmente bewirken, wohingegen durch
m-PV 2-IgG- sowie mc-PV 3-IgG-Inkubation der Adhésionsverlust vollstdndig durch Abwesen-
heit von Dsg3 verhindert wurde. Dadurch wird die Pathogenitéit und Bedeutung der aDsg3-
Antikorper fiir beide PV-Subtypen untermalt. Auf der anderen Seite reagieren ADsg2-Zellen
sensibler auf mc-PV3-IgG; sichtbar durch die signifkant erhdhte Zellverbundfragmentierung
im Vergleich zu WT-Zellen mit mc-PV 3-IgG. Diese Ergebnisse bestéitigen, dass Dsg2 eine
Kompensationsfunktion bei Dsg3-Verlust einnehmen kann [I71, [172].
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Abbildung 23: Western Blot-Analyse zur Charakterisierung der ADsg8- und ADsg2-Zellklone
Charakterisierung der Proteinmengen von Dsg3, Dsg2, Dsgl, PG, Dsc3 sowie E-Cad in
den verschiedenen Zelllinien. Representative Western Blot-Aufnahmen mit densitometrischer
Quantifizierung der Proteinmengen (n=3-4, *p <0.05) Modifiziert aus Walter et al., 2019
[167].
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Zuletzt wurden die Autoantikorper-assoziierten Signalwege in den verschiedenen Knockout-
Zellen untersucht. Dazu wurde derselbe Versuchaufbau wie zuvor mit IgG-Inkubationen fiir
30 min verwendet. Nach Zelllyse mithilfe von Triton-Fraktionierung wurde in Western Blot-
Analysen die Phosphorylierung von EGFR, ERK, und p38MAPK evaluiert. Leider konnten
fiir p38MAPK sowie EGFR keine eindeutigen Ergebnisse aufgrund von sehr starken Schwan-
kungen in den Knockout-Zellen erzielt werden. Die Ergebnisse sind aus diesem Grund hier
nicht aufgefithrt. ERK-Phosphorylierung hingegen zeigte in WT-Zellen die iibliche leichte Ak-
tivierung durch mc-PV 3-IgG und starke Aktivierung durch PF 3-IgG. In beiden Knockout-
Zelllinien persistierte die Aktivierung durch PF 3-IgG, wihrend sie sich bei mc-PV 3-IgG
erhoht, aber statistisch nicht signifikant darstellte (Abb.. Zusitzlich wurde auch die Ca?*-
Konzentration in den Knockout-Zelllinien wihrend PF-Inkubation evaluiert. Ahnlich wie zu-
vor war der IgG-abhingige Ca?*-Einstrom auch weiterhin in ADsg2- und ADsg3-Zellen vor-
handen (Abb.. Insgesamt erscheinen die beiden Signalwege ERK und Ca?t unabhingig
von Dsg2 oder Dsg3 zu sein und kénnen dementsprechend durch aDsgl-Antikorper ausgelost

werden.
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Abbildung 24: Zelladhdsionsverinderungen in ADsg3- und ADsg2-Zellen

a) Basale Zelladhésion der verschiedenen Zelllinien in Dissoziationsversuchen (n=7, *p < 0.05
vs WT). b) Zelladhéisionverlust in ADsg3- und ADsg2-Zellen nach Inkubation mit verschie-
denen IgG-Fraktionen fiir 24h (n=5, * p < 0.05 vs respektiver WT, # p < 0.05 vs respektives
c-IgG). Modifiziert aus Walter et al., 2019 [167].
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Abbildung 25: ERK-Aktivitdt in Dsg-Knockout-Zellen nach IgG-Inkubationen
Representative Western Blot-Analyse einer Triton-Fraktionierung von HaCaT-W'T und -Dsg-
Knockout-Zellen nach Inkubation von c-IgG, m-PV 2-IgG, mc-PV 3-IgG sowie PF 3-IgG fiir
30 min. Dazugehorige densitometrische Analyse der ERK-Aktivitét (n=9, *p < 0.05). Modi-
fiziert aus Walter et al., 2019 [167].

Inkubation

WT c-lgG
------ WT PF3
--- ADsg3PF3
--- ADsg2PF 3

- N
=y N
o o
Il Il

-

o

o
X

Fluoreszenz Intensitat
(% der Basislinie)

an.
90

L L) L) L] T T T 1
0 60 120 180 240 300 360 420 480
t (sek)

Abbildung 26: PF-induzierter Ca**-Einstrom in Dsg-Knockout-Zellen
Representative Fura2-Messung in HaCaT-WT- und -Dsg-Knockout-Zellen mit Inkubation von
entweder c-IgG oder PF 3-IgG nach 60sek (n=3). Modifiziert aus Walter et al., 2019 [167].
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5.7 Direkte Inhibition homophiler Interaktionen

Es ist bereits bekannt, dass Pemphigus-IgGs die homophilen Interaktionen von Dsg3 nicht
aber von Dsgl inhibieren kénnen [99]. Dabei ist aber immer noch umstritten, ob Signalakti-
vierungen durch Pemphigus-Autoantikérper als sekundire Effekte entstehen oder auch ohne
direkte Inhibition primér ausgelost werden kénnen. Zusétzlich sollte hier untersucht werden,
ob iiber Unterschiede in der direkten Inhibition der atypische Phinotyp begriindet werden
kann.

Daher wurde die inhibitorische Wirkung der Antikérperfraktionen auf homophile DSG3-
Interaktionen in zellfreien AFM-Versuchen untersucht (Abb.[27)). Dazu wurde zuerst die Bin-
dungswahrscheinlichkeit der beschichteten Glimmer-Tip-Kombination bestimmt und anschlie-
Bend fiir 1h die respektive IgG-Fraktion auf dem Glimmer inkubiert. Danach wurden die
Bindungserreignisse erneut gemessen und nach der Auswertung die Reduktion der Bindungs-
anzahl ermittelt. Fiir Dsg3- sowie Dsgl-beschichtete Kombinationen wurde der Versuch se-
parat durchgefiihrt. Wie zu erwarten, konnte c-IgG die Bindungsanzahl nicht reduzieren,
nach Inkubation von allen IgG-Fraktionen mit aDsg3-Antikorpern verringerte sich die ho-
mophile Bindungsanzahl der Dsg3-Proteine signifikant. Der kommerziell erhéltliche aDsgl-
Mausantikorper p124 wurde als monoklonale Kontrolle fiir die direkte Inhibition der homo-

philen Dsgl-Interaktionen verwendet.
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Abbildung 27: IgG-vermittelte direkte Inhibition homophiler Dsg-Interaktionen

Zellfreie AFM-Messungen der homophilen Dsg-Interaktionen auf beschichteten Glimmern mit
Dsgl- oder Dsg3- funktionalisierten Messspitzen. Nach einer initialen Kontrollmessung wurde
die jeweilige IgG-Fraktion fiir 1h inkubiert und die Messung wiederholt. Die Anzahl der
Bindungserreignisse ist jeweils der Quotient aus beiden Messungen (n=3-5, *p <0.05 vs.
c-IgG). Modifiziert aus Walter et al., 2019 [167].
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Interessanterweise konnte pl24 die Bindungsanzahl reduzieren, wiahrend Patientenan-
tikorper mit aDsgl-Antikorpern keine Reduktion der Bindungsanzahl vermittelten. Die IgG-
Fraktion des Patienten mit atypischem Phénotyp konnte die homophilen Dsg3-, jedoch eben-
falls nicht die homophilen Dsgl-Interaktionen hemmen.

Dadurch wird angedeutet, dass aDsg3-Antikorper zu direkter Inhibition und parallel p38MAPK-
und Src-Aktivierung fithren, wihrend aDsgl-Antikorper die p38SMAPK- und ERK-Aktivierung
und den Ca?t-Einstrom ohne direkte Inhibition der homophilen Dsgl-Bindungen induzieren

konnen.



Kapitel 6

Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde zum ersten Mal die Aktivierung verschiedener Signalwe-
ge durch verschiedene Pemphigus-Phénotypen unter gleichbleibenden Bedingungen evaluiert.
Neben den Pathomechanismen der Zytokeratinretraktion und Desmoglein-Depletion durch al-
le verschiedenen IgG-Fraktionen konnte festgestellt werden, dass unterschiedliche Signalwege
durch IgG-Fraktionen von Patienten mit mukosalem, mukokutanem und atypischem Pemphi-
gus vulgaris sowie Pemphigus foliaceus aktiviert werden. Spezifischer wurde eine Aktivierung
von ERK und ein Anstieg von intrazellulirem Ca?* durch me-PV-IgG und PF-IgG induziert,
wihrend eine Aktivierung von Src durch AK23, m-PV-IgG, at-PV-IgG und mc-PV-IgG aus-
gelost wurde. Eine Aktivierung von p38MAPK wurde nach Inkubation mit allen pathogenen
Autoantikorperfraktionen beobachtet. Damit wurde erstmals eine Korrelation zwischen dem
Autoantikorperprofil und damit dem klinischem Phénotyp einerseits und dem Muster der ak-
tivierten Signalwege andererseits aufgezeigt. Durch Knockout von Dsg3 konnte die Bedeutung
der Dsg3-abhéngigen Signalwege fiir den Adhésionsverlust, aber auch die Unabhéngigkeit der
Aktivierung von ERK und des Ca’*-Einstroms untermauert werden. Die Aktivierung von
EGFR zeigte eine Abhéingigkeit von Src, wihrend ERK in Abhéngigkeit von EGFR, jedoch
unabhéngig von Src aktiviert wurde. Fiir die weiteren Signalaktivierungen konnten Verbin-
dungen nicht sicher bestimmt werden. Zusétzlich wurde beobachtet, dass die verschiedenen Si-
gnalaktivierungen von unterschiedlicher Relevanz fiir den IgG-vermittelten Adhésionsverlust
waren. ERK- und EGFR-Inhibition reduzierten nur den Haftungsverlust bei IgG-Fraktionen,
bei denen auch derselbe Signalweg aktiviert wurde, wihrend Inhibition von p38MAPK, Src,
PKC und des Ca?T-Einstroms bei allen Autoantikorper-Fraktionen unabhiingig vom Aktivie-
rungszustand des jeweiligen Signalproteins den IgG-vermittelten Haftungsverlust reduzierte.
Dies ist ein Hinweis darauf, dass der normale Umsatz der Desmosomen auch unabhéngig von
Pemphigus-IgG durch Ca?*, PKC, Src und méglicherweise auch durch p38MAPK reguliert

wird.
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6.1 Autoantikorper-spezifische Signalwege bei Pemphigus

In verschiedenen Studien wurde bereits die Aktivierung einzelner Signalwege nach Inkubation
mit Pemphigus-IgG beschrieben. Dabei wurde oftmals mc-PV-IgG mit aDsg3- sowie aDsgl
reprasentativ fiir alle verschiedenen Phénotypen verwendet, um das gesamte Spektrum der
Pemphiguserkrankungen abzudecken [116, 120}, 1211, 127, 105, 137, 169]. Seltener wurde zwi-
schen m-PV-IgG, mc-PV-IgG und PF-IgG differenziert oder wurden monoklonale Antikérper
verwendet [173, 120, 117, 129]. In der vorliegenden Arbeit konnte zum ersten Mal die Modu-
lation der Signalwege durch Autoantikorper von Patienten mit unterschiedlichen klinischen
Phénotypen dargestellt werden. Die untersuchten Signalaktivierungen sind komplex, kénnen
jedoch mit mehreren IgG-Fraktionen in der epidermalen Zelllinie HaCaT sowie in NHEKS
einem jeweiligen spezifischen Muster zugeordnet werden (Abb. . Da die verschiedenen
Phénotypen mit Antikérperprofilen assoziiert sind, kénnen dadurch Riickschliisse auf spezifi-
sche Autoantikorper und dazugehorige desmosomale Cadherine als Signalrezeptoren gezogen

werden.

anti-Dsg1 positiv

mukosal mukokutan kutan

anti-Dsg3 positiv

p38MAPK

Abbildung 28: Schematische Zusammenfassung der Signalmuster
Alle Autoantikorper-Fraktionen aktivierten p38MAPK. Auf der einen Seite wurde Src, EGFR
sowie cAMP durch m-PV-IgG aktiviert, wihrend auf der anderen Seite ERK und Ca?*
von PF-IgG aktiviert wurden. Alle Signalproteine wurden durch Autoantikérper von mc-
PV-Patienten induziert. Modifiziert aus Walter et al., 2017 [165].
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6.1.1 p38MAPK-Aktivierung

Alle IgG-Fraktionen der verschiedenen Phénotypen fiihrten zu einer Aktivierung von p38-
MAPK. Dies stimmt mit vorherigen Studien iiberein, die ebenfalls fiir mc-PV-IgG, PF-IgG
und fiir den monoklonalen aDsg3-Antikorper AK23 eine Aktivierung von p38MAPK beobach-
tet haben [115], 116, 78, 119]. Alle anderen Signalwege wurden nur bei spezifischen Phéinotypen
ausgelost. Daher nimmt p38MAPK eine besondere Rolle in der Pemphigus-Pathogenese und
in der Zelladhésion ein (Abb. . Inzwischen wurde ein Proteinkomplex aus Dsg3, PG und
p38MAPK als Pemphigus-assoziierter Rezeptor identifiziert, der eine Signalaktivierung {iber
aDsg3-Antikorper erméglicht [174]. Kiirzlich wurde ein entsprechender Rezeptorkomplex auch
fiir Dsgl nachgewiesen [175]. Interessanterweise ist in Enterozyten, die kein Dsg3 exprimieren,
p38MAPK durch Dsg2 reguliert, wobei beide Proteine nicht als Signalkomplex vorzuliegen
scheinen [I76]. In Keratinozyten spielt Dsg2 eine untergeordnete Rolle in der Vermittlung von
Adhésion und ist nicht an der Regulation von p38MAPK beteiligt [171], sodass die Assozia-
tion des Signalmolekiils zelltyp- und proteinabhéingig zum priméren adhésions-vermittelnden
Desmocadherin erscheint. Obwohl unter allen Konditionen p38MAPK aktiviert wurde, fithren
IgG-Fraktionen von m-PV-IgG und AK23 klinisch nicht zur Spaltbildung in der Epidermis
und PF-IgG nicht in der Mukosa [5I]. Auch der Verlust von PG, aber nicht DP, fiithrt zu
einer Aktivierung von p38MAPK [I77], was andeutet, dass PG ein Teil der Signalkaskade ist
und dass diese auch unabhéngig von DP und Dsg3 auflerhalb von Desmosomen funktioniert.
Da neben Autoantikérpern auch gegen die adhésive Doméne gerichtete Peptide und die Ami-
nosdure Tryptophan, die fiir die Adhésion von Zellen unabdinglich ist, p38MAPK modulieren
[174], ergibt sich das Bild, dass p38MAPK von Autoantikérpern gegen Dsgl und Dsg3 ohne
sterische Behinderung und damit wohl auch konformationelle allosterische Modulation der

desmosomalen Cadherine reguliert.

6.1.2 Intrazellulirer Ca?t-Einstrom

Antikorperfraktionen mit aDsgl-Antikérpern (mc-PV-IgG und PF-IgG) fithrten zu einem ra-
piden Ca?*-Einstrom. Zum Zeitpunkt, als der Signalweg mit der Pemphigus-Pathogenese in
Verbindung gebracht wurde [105], waren erst kiirzlich die Pemphigus-Antigene als Dsgl und
Dsg3 identifiziert worden [56] und es wurde nur mithilfe von unspezifischen Immunoblots
auf verschiedene Antikorper eingegangen. Trotzdem konnte dort eine Signalaktivierung fiir
sieben von acht PV-IgGs sowie alle PF-IgGs aufgezeigt werden, wihrend c-IgG-Fraktionen
oder IgGs von Patienten mit bullosem Pemphigoid zu keiner Erhchung der intrazelluldren
Ca?*-Konzentration fithrten. Auf Unterschiede im klinischen Phiinotyp der PV-Patienten
wurde nicht spezifischer eingegangen und in weiterfithrenden Studien wurde ebenfalls nicht
zwischen aDsgl- und aDsg3-Antikoérpern differenziert [106] [107]. AuszuschlieBen sind aDsg3-
Antikérper als Ausloser des Ca?t-Einstroms, da AK23 als monoklonaler aDsg3-Antikérper
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sowie m-PV-IgG keine Signaltransduktion induzierten und in Dsg3-defizienten Keratinozyten
der Ca?t-Einstrom persistierte.

Kiirzlich konnte aufgrund dieser Hypothese ein Signalkomplex und moglicher Aktivierungs-
mechanismus iiber Dsgl definiert werden. Phosphatidylinositol 4-kinase (PI4K), ein bekann-
ter Bestandteil des Signalweges, wurde durch Affinitatspurifikations-Massenspektrometrie im
Interaktom von Dsgl identifiziert [I78] (https://bioplex.hms.harvard.edu). Diese Inter-
aktion konnte in Keratinozyten mithilfe von Immunprezipitationen bestétigt werden [175].
Zusétzlich wurde das Zielprotein PLC~ durch Inkubation mit PF-IgG und mc-PV-IgG phos-
phoryliert, obwohl es sowohl mit Dsgl als auch Dsg3 interagierte. Dementsprechend wird nach
aDsgl-Bindung PI4K sowie PLCy aktiviert und IP3 ausgeschiittet. Dadurch wird iiber IP3R
und Crac-Kaniile ein biphasischer Ca?*-Einstrom in das Zytoplasma induziert, der letzlich
iiber PKC die Keratinverankerung moduliert [175]. ERK wurde ebenfalls durch mc-PV-IgG
und PF-IgG aktiviert und ist als PKC-Zielmolekiil beschrieben worden [179]. Diese Abhéngig-
keit konnte jedoch ausgeschlossen werden, da weder Ca?t-Chelation noch PKC-Inhibition die

ERK-Phosphorylierung verhinderten.

6.1.3 Die Src/EGFR-Aktivierung

Src- und EGFR~Aktivierung wurde hier durch IgG-Fraktionen mit aDsg3 ausgelost, jedoch
nicht durch PF-IgG mit aDsgl-Antikorpern (Abb. . Auch AK23 als monoklonaler An-
tikorper induzierte eine Src-Aktivierung, was in weiteren Studien bestétigt werden konnte
[129, 120]. Dadurch ist eine aDsg3-Antikorper-assoziierte Aktivierung naheliegend. In den
meisten anderen Publikationen wurde bisher ausschlieflich mc-PV-IgG verwendet, wodurch
dort nicht zwischen spezifischen Antikérpern unterschieden werden konnte [169, [118] [78], 25].
Weitere Ergebnisse verdeutlichen jedoch die Beziehung von Src zu Dsg3 und entsprechend
die aDsg3-Antikorper-vermittelte Signalaktivierung. Uber- und Unterexpression von Dsg3
konnte die Aktivitdt von Src modulieren und die Aktivitdt wurde suprabasal der Blase in
oraler Mukosa von Pemphiguspatienten in Bereichen ohne Dsg3-Depletion identifiziert [25].
Extradesmosomal existiert ein Proteinkomplex aus Dsg3, E-Cadherin und Src, iiber welchen
Dsg3 die Src-Aktivitét reguliert [128] 25]. In diesem Kontext fithrt PV-IgG zu Src-abhéngiger
PKP3-Phosphorylierung und Ablésung von Dsg3 [127].

EGFR wurde in Abh#ngigkeit von Src durch m-PV-IgG und mc-PV-IgG mit aDsg3- Antikérpern
aktiviert (Abb. [28] 29). GroBtenteils wurde zur Untersuchung von EGFR bisher nur me-PV-
IgG verwendet [120, [I80) 137, 169], wobei auch Adhésionsverlust unabhéngig von EGFR-~
Signaltransduktion gezeigt werden konnte [I38]. Die untersuchte Phosphorylierung am Tyro-
sinrest 845 ist als Src-Ziel bekannt und beide Proteine interagieren direkt miteinander, sodass
die Abhéngigkeit der Proteine und damit aDsg3 als Ausloser naheliegend ist [I18]. EGFR

kann jedoch auch iiber Liganden stimuliert werden, nachdem diese durch Proteasen von der
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Zelle abgespalten wurden. ADAM10, eine solche Protease, wird von Keratinozyten bei mc-PV
produziert und fiithrt zu einem Anstieg von EGF und Betacellulin, wodurch EGFR aktiviert
wird. Dieser Mechanismus zeigte ebenfalls eine Abhéngigkeit von Src und Dsg3 und damit
zum Antikorperprofil der IgG-Fraktionen [I81], [182].

Letztlich wurden auch nicht-desmosomale Antikorper fiir die Aktivierung von Src und EGFR
verantwortlich gemacht, da nach Dsgl- und Dsg3-Knockdown die Aktivierung der Signal-
proteine durch PV-IgG in vitro nur leicht verringert wurde [I18]. Eine synergistische Ak-
tivierung zusétzlich zu aDsg3-Antikérpern ist folglich denkbar. Die verantwortlichen nicht-

desmosomalen Antikérper konnten jedoch bisher nicht genauer definiert werden [78].

6.1.4 ERK-Aktivierung

Die ERK1/2-Aktivierung spielte bisher eher eine untergeordnete Rolle in Pemphigus-Studien
und wurde ausschliefllich mit mc-PV-IgG evaluiert [137,[142]. Hier wurde die ERK-Aktivierung
durch IgG-Fraktionen mit aDsgl-Antikérpern induziert. Da ERK nicht durch AK23 und m-
PV-IgG phosphoryliert wurde und die Aktivierung in Dsg3- und Knockout-Zelllinien persi-
stierte, konnen aDsg3-Antikorper als Ausloser ausgeschlossen werden.

Eine gemeinsame Rolle in der Differenzierung von Keratinozyten und ein Zusammenhang von
ERK und Dsgl verstéirkt die Hypothese, dass aDsgl-Antikérper die Aktivierung auslosen.
ERK ist in der Haut antiproportional zur Dsgl-Expression aktiviert und wird iiber eine Bin-
dung von Erbin an Dsgl reguliert [I41]. Uber diesen Komplex wird der EGFR-ERK1/2 Signal-
weg unterbrochen, sodass ERK inhibiert und Differenzierung gefordert wird. Passend stellte
sich die durch PF-IgG ausgeloste ERK-Aktivierung in Abhéngigkeit zu EGFR dar, obwohl
EGFR selber nicht durch PF-IgG modifiziert wurde. Folglich erscheinen aDsgl-Antikorper
durch Auflésung des inhibitorischen ERBIN-Dsgl-Komplex als Ausloser von ERK plausibel
[141].

6.2 Signalwege bei atypischem Pemphigus

Die Pathomechanismen atypischer Pemphigusphénotypen mit kutanem Phénotyp ohne aDsg1-
Antikorper sind bisher ungekldrt. Durch unsere Analyse wird angedeutet, dass auch bei atypi-
schen Phénotypen die beschriebenen aDsg3-assoziierten Signalmuster sowie typische direkte
Inhibition von homophilen Dsg3-Interaktionen besteht. Es konnte, vergleichbar mit anderen
aDsg3-Antikorpern, eine p38MAPK- und Src-Aktivierung beobachtet werden. Signalwege der
kutanen Pemphigus-Phénotypen wie Ca?t und ERK wurden jedoch nicht aktiviert, obwohl
sich die Krankheit bei dem Patienten mit einer suprabasalen Spaltbildung in der Epidermis

préasentierte.
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Auch der cAMP-Spiegel blieb vergleichbar mit Inkubation von AK23 und PF-IgG unveréindert.
Eine Erhchung der cAMP-Konzentration wirkt adh#sionssteigernd und somit protektiv ge-
gen IgG-vermittelten Adhésionsverlust in epidermalen Keratinozyten [I83]. Da mPV-IgG zu
einem Anstieg der cAMP-Konzentration fiihrte, jedoch nicht AK23 und atPV-IgG, sind ent-
weder andere Antikoérper oder zumindest nicht alle aDsg3-Antikorper fiir diese Signalaktivie-
rung verantwortlich. Urséchlich kénnen unter anderem unterschiedliche Bindungsdoménen der
Antikorper sein, da unterschiedliche Kombinationen dieser die Pathogenitit der polyklonalen
IgGs modifizieren konnen [184]. Weiterhin kénnte die Abwesenheit der cAMP-assoziierten
protektiven Effekte ohne aDsgl-Antikérper zur Ausprigung des kutanen Phénotyps fithren.
Da aber AK23 in humaner Haut ez vivo nicht fiir eine Spaltbildung ausreicht [90], liegt nahe,
dass noch weitere unbekannte Signalwege durch atPV-IgG ausgeltst werden.

Zusétzlich existieren Antikorper gegen Acetylcholinrezeptoren oder Dsc3, welche fiir atypi-
sche Fille verantwortlich sein kénnen [185] [186]. In einem Mausmodell mit aDsc3-Antikdrpern
konnte die Pathogenitét dieser IgG’s bereits durch Blasenbildung bestétigt werden. Analysen
zu assoziierten Mechanismen und Aktivierungen von Signalwegen stehen grofitenteils noch aus
[187], es wurde jedoch eine Steigerung des Adhé#sionsverlust und Src-assoziierten Mechanis-
men durch polyklonale IgG-Fraktionen mit aDsc3-Antikrpern beschrieben [I81]. Zusétzlich
wurde in kolorektalen Tumorzellen Dsc3 mit den Signalproteinen AKT, p53 sowie p21 in
Verbindung gebracht [188], welche auch bei aDsc3-Antikérpern eine Rolle spielen kénnten.
Auch die Inhibition heterophiler Cadherin-Interaktionen darf in diesem Zusammenhang nicht
unerwéhnt bleiben [31], 189 [33].

Insgesamt kann der genaue Mechanismus der atypischen PV-IgG zwar hier nicht vollstindig
den typischen abgegrenzt werden, die Ergebnisse zeigen jedoch, dass auch bei atypischen IgG-
Fraktionen die Signalwege zum Antikorperprofil passen und diese somit nicht alleine fiir die
phénotypische Ausprigung verantwortlich sind. Zusétzliche Determinanten kénnen dement-
sprechend den Phénotyp modifizieren. Dadurch lasst sich auch ableiten, dass die Signalmuster

nicht bei allen Patienten gleich sein miissen.

6.3 Korrelation direkter Inhibition homophiler Dsg-Bindungen

mit Signalwegsaktivierungen

Es zeigte sich, dass alle Autoantikorperfraktionen mit aDsg3-Antikdrpern homophile Dsg3-
Bindungen reduzieren, jedoch keine homophilen Dsgl-Bindungen durch mc-PV-IgG und PF-
IgG mit aDsgl oder at-PV-IgG beeinflusst werden kénnen, wodurch frithere Ergebnisse be-
stiatigt wurden [190} [191]. Da PF-IgG hier jedoch spezifische Signalaktivierungen und Zell-
adhésionsverlust induzierte, wird dadurch eine Rezeptorfunktion von Dsgl angedeutet, durch

die aDsgl ohne direkte Inhibition homophiler Interaktionen Signalwege aktivieren kann und
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anschliefend strukturelle desmosomale Reorganisation und Adhésionsverlust vermittelt wird.
Zwar kann PF-IgG zellfrei heterophile Dsgl-Dscl sowie Dsgl-Dsc3 Interaktionen inhibieren
und dadurch moglicherweise anschlieflend Signalaktivierung auslésen [189, [33], extrazellulire
Vernetzungen zeigten jedoch in wvitro, dass prddominant homophile Interaktionen in Epithel-
zellen vorliegen [192]. Auch auf Zellen in vitro konnte PF-IgG keine Dsgl-Bindungen redu-
zieren, sondern fithrt zu einer Neuverteilung der Bindungsereignisse von Zell-Zell-Kontakten
zur freien Oberflache [193].

Fiir die Wirkung von aDsg3-Antikérpern spielen Signalaktivierungen ebenfalls eine grofle
Rolle, da direkte Inhibition durch aDsg3-Antikorper alleine nicht ausreicht, um einen Adhési-
onsverlust von Keratinozyten zu induzieren [I83] 194]. Damit ist die Bedeutung der direkten

Behinderung der Dsg3-Haftung in der Pemphigus-Pathogenese weitgehend unklar.

6.4 Relevanz der Signalwege fiir Autoantikdrper-induzierten

Adhéisionsverlust

Die selektive Inhibition der Signalwege zeigte unterschiedliche Effektivitdt, um den Auto-
antikorper- vermittelten Zelladhésionsverlust zu verringern. Wéahrend eine Inhibition von
p38MAPK, Src und PKC zur fast vollstindigen Reduktion des IgG-vermittelten Haftungs-
verlust fithrten, wurde durch Chelation des Ca-?>*-Einstroms unabhingig von verwendeten
IgG-Fraktionen die Adhésion nur um 50% verbessert. Aulerdem konnte ERK- und EGFR-
Inhibition nur eine Verbesserung der Adh#sion hervorrufen, wenn der jeweilige Signalweg
durch die IgG-Fraktionen aktiviert wurde. Zum einen wird dadurch die Rolle der Signal-
wege in der Pemphigus-Pathogenese hervorgehoben, zum anderen wird angedeutet, dass die
Inhibition einiger Signalwege generell Desmosomenstabilitidt beeinflusst, wihrend andere spe-
zifischer im Rahmen des Antikérper-vermittelten Haftungsverlusts die desmosomale Haftung
regulieren.

Der desmosomale Zustand der Hyperadhésion geht mit verringerter PKC-Aktivitat und damit
reduzierter DP-Phosphorylierung einher [195]. Damit werden Desmosomen nicht nur Ca®*-
insensitiv, sondern im gleichen Zug reduziert sich die Mobilitdt und erhéht sich die Stabilitét
der desmosomalen Kernkomponenten durch Oligomerisation und Verschliisselung der Cadhe-
rine an das Zytokeratinnetzwerk [196, [197]. Dies hat letztlich eine Steigerung der Adh#sion
zur Folge, wodurch Keratinozyten gleichzeitig auch weniger anfillig gegeniiber Antikorper-
vermitteltem Adhzsionsverlust werden [198]. Die Inhibition des Ca?*-Einstroms kénnte da-
durch unabhéngig vom Aktivierungszustand den Adh#sionsverlust der Desmosomen reduzie-
ren. Zusétzlich ist Src {iber Verbindung zu E-Cad und Dsg3 im Desmosomenaufbau beteiligt
[128]. Durch Aktivierung wird der Proteinkomplex in das Desmosom verschoben, bevor er

iiber DP verankert wird. Src-Inhibition koénnte dadurch den Desmosomenumbau hemmen
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und das Desmosom stabilisieren. Dabei ist auch eine Beteiligung von PKP3 nicht auszu-
schliefen [127]. Zusitzlich kénnte durch die Stabilisierung der Desmosomen die Inkorporation
von aDsg3-Dsg3 Komplexen ins Desmosom verhindert werden. Die Relevanz dieser Ergeb-
nisse und hier definierten Signalmuster wird durch ihre Moglichkeit als Angriffspunkt von
pharmakologischen Therapeutika unterstrichen. In einer Studie wurden 141 Inhibitoren mit
potentieller klinischer Applikation getestet, aus denen 20 Substanzen positive Effekte auf den
IgG-induzierten Adhésionverlust in vitro und ez vivo zeigten. Dazu zdhlen Wirkstoffe, welche
die hier untersuchten Signalwege p38MAPK, EGFR, PI3K und MEK1 als Ziel haben [199].
Die Signalmuster und Ergebnisse zum Zelladhésionsverlust stellen dadurch spezifische thera-
peutische Angriffspunkte bei den verschiedenen Pemphigus-Phénotypen dar.

Fiir p38MAPK wurde bereits ein Inhibitor in einer kleinen klinischen Studie untersucht [I80],
diese musste jedoch aufgrund von Nebenwirkungen abgebrochen werden. Weiterhin wurde der
Phosphodiesterase 4-Inhibitor Apremilast, welcher fiir die Therapie von Psoriasis zugelassen
ist und den Abbau von cAMP verhindert, erfolgreich adjuvant bei einem therapieresisten-
tem Pemphigus-Patienten eingesetzt [200]. Wirkungsmechanismen beinhalten die Verhinde-
rung von Keratinretraktion und Desmosomenseparierung in vitro und ex vivo, wahrend Bin-
dungsereignisse und Dsg3-Depletion unverédndert bleiben [201]. Die durch pharmakologische
Signalwegsinhibition induzierte Stabilisierung der Keratinozytenhaftung wird dadurch eine
interessante Therapieoption, um adjuvant zur Immunmodulation schneller und mit weniger

Nebenwirkungen Symptome zu mildern.

6.5 Validierung der Signalwege in humanen ez-vivo-Organ-

modellen

Letztlich miissen die Signalwege und ihre Bedeutung jedoch noch in komplexeren Modellen
validiert werden, da einschichtige epidermale Zellkulturen nicht den komplizierten dreidimen-
sionalen Aufbau der Haut mit der schichtspezifischen Komposition der Zellkontakte, der unter-
schiedlichen Lokalisation der Spaltbildung und Organspezifitéit der klinischen Phénotypen si-
mulieren konnen [202]. Verschiedene Signalwege wurden dazu schon in ex vivo-Organkulturen
iiberpriift.

Inhibition von p38MAPK konnte die Reduktion der Desmosomengréfie und -anzahl, Inserti-
onsverlust der Keratinfilamente und letztlich die suprabasale Spaltbildung in der Epidermis ex
vivo verhindern, sodass p38MAPK zentral wichtig fiir die Vermittlung der typischen struk-
turellen Verinderungen bei mc-PV-IgG erscheint [90]. Gegensiitzlich ist Signalinhibition in
der Mukosa ez vivo nicht protektiv [5]. Dort reichen p38MAPK unabhéngige Mechanismen
wie direkte Inhibition der Dsg3-Bindung oder andere Signalaktivierungen bei m-PV aus, um

Blasenbildung zu verursachen. Eigenschaften der Mukosa wie erhohter Zellumsatz, verringerte
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Differenzierung und schnellere Adaption auf Reize, welche sich in der Desmosomenkompositi-
on widerspiegeln, konnten p38MAPK-vermittelte strukturelle Verdnderungen von geringerer
Relevanz fiir den mukosalen Phénotyp machen. Fiir PF-IgG wurde eine Phosphorylierung
von p38MAPK in vitro sowie in vivo gezeigt [117]. Inhibition von p38MAPK war aber nur
im Mausmodell und nicht in humaner Epidermis protektiv [I17, 203]. Zum einen werden
hier schicht- und organspezifische Unterschiede in der Funktion der Signalwege trotz der de-
finierten Signalmuster untermalt. Zum anderen wird deutlich, dass p38MAPK-Aktivierung
nicht bei allen Pemphigus-Phénotypen primér fiir den Zelladh#sionsverlust verantwortlich
ist, sondern iiber strukturelle Verdnderungen den Adhésionsverlust verstérkt [119], wodurch
die suprabasale epidermale Spaltbildung in Kombination mit aDsgl-Antikérpern vermittelt
werden konnte.

Ebenso verringerte ERK-Inhibition die Abnahme der Desmosomenanzahl, wihrend Gréfie und
Keratinverankerung ex vivo unverdndert blieb. Dabei konnte dadurch mc-PV-IgG-induzierte
epidermale Spaltbildung reduziert werden [204]. Interessanterweise fiithrte auch Inhibition des
Ca?*-Einstroms und der PLC~v-Aktivierung zur verringerten Blasenbildung bei Inkubation
mit me-PV-IgG [175], wéhrend Inhibition von PKC als Bestandteil desselben Signalweges
keine positiven Effekte zeigte [204]. Dabei muss man bedenken, dass es verschiedene PKC-
Isoformen gibt, welche die Desmosomenhaftung positiv oder negativ beeinflussen kénnen
[18, 134]. Durch die Signalmuster kann abgeleitet werden, dass die Inhibition der hier de-
finierten Dsgl-assoziierten Signalmechanismen ausreicht, um die epidermale Blasenbildung
bei me-PV zu verhindern. Die Wirkung auf die superfiziellen Zellschichten bei PF und unspe-
zifische Verbesserungen durch Inhibition des Ca?*-Signalwegs in der Mukosa sind hingegen
noch nicht untersucht worden.

In Mausepidermis konnte die durch AK23 verursachte Blasenbildung mithilfe von Src-Inhibition
verhindert werden [129], wihrend diese in humaner ez vivo Epidermis keine protektiven Ef-
fekte gegen mc-PV-IgG zeigte, sodass die Signalaktivierung von geringerer Relevanz fiir die
suprabasale Spaltbildung in der Epidermis erscheint [I129]. Die Ergebnisse kénnten sich je-
doch in der Mukosa durch die hier dargestellte Assoziation von Src zu m-PV-IgG und Dsg3

unterscheiden.

6.6 Bedeutung von Dsg-Knockout-Zelllinien zur Evaluation
einzelner Signalwege
Durch die hier generierten humanen Knockout-Zelllinien kann die Beteiligung der unterschied-

lichen desmosomalen Antikérper an der Pemphiguspathogenese weiter konkretisiert werden.

Der Gen-Knockout konnte auf DNA- und Proteinebene bestéitigt werden. Dabei zeigte sich
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eine Steigerung der Dsg2-Proteinmenge bei Dsg3-Verlust. Die basale Zelladhésion wurde je-
doch nur bei Verlust von Dsg3 verringert. Vergleichbar zeigte Dsg3-Knockout im Mausmodell
Adhésionsverlust in vitro und Blasenbildung in vivo [205], welcher ebenfalls mit einer Steige-
rung der Dsg2-Proteinmenge, sowie erhohter Transkription und Translokation zur Zellmem-
bran einherging [22]. Zusétzlich zeigte die Herabregulation von Dsg2 durch siRNA geringeren
Adhésionsverlust als Reduktion von Dsg3, wodurch deutlich wird, dass Dsg2 weniger zur
Adhision in Keratinozyten beitrégt als Dsg3 [22]. Dadurch werden zum einen die Zelllinien
indirekt validiert, da die Ergebnisse mit anderen Modellen vergleichbar sind, zum anderen
wird eine kompensatorische Regulation bei Verlust von Desmogleinen durch andere Desmo-
gleine angedeutet. Dieser Effekt konnte auch bei Pemphigus gezeigt werden. Dort induzierte
mc-PV-IgG eine Steigerung der Dsg2-Proteinmenge in vitro, ex vivo und in manchen Patien-
tenbiopsien [172], 206], wodurch moglicherweise IgG-vermittelter Adhésionsverlust gemildert
wird. Diese Beobachtung wird hier unterstiitzt, da in Wildtypzellen der durch mc-PV-IgG
hervorgehobene Adhésionsverlust weniger stark als in Dsg2-Knockout-Zellen ausgefallen ist,
obwohl Dsg2-Verlust basal keinen Adhésionsverlust zur Folge hatte. Auf der anderen Seite
konnte der PV-IgG induzierte Adhésionsverlust durch Depletion von Dsg3 vollstandig ver-
hindert werden. Die Immunadsorption von aDsg3-spezifischen Antikérpern fiihrt zu &hnlichen
Effekten [207], wodurch der Beitrag der aDsg3-Antikérper zum Adhésionsverlust bei m-PV
und mec-PV hervorgehoben wird. Die aDsgl-assoziierten Pathomechanismen bei Inkubation
mit mc-PV-IgG konnten jedoch auch keinen Adhésionsverlust induzieren, obwohl ERK und
Ca’t-Einstrom weiterhin in den Dsg3-Knockout-Zellen induziert werden konnten. Uber die
basale kompensatorische Dsg2-Steigerung konnte dieser Effekt moglicherweise erklart werden.
Letztlich kénnen die Zelllinien in Zukunft weiter verwendet werden, um die Signalmuster auf
ihre Abhéngigkeiten zu den jeweiligen Desmogleinen zu iiberpriifen. Da ADsgl-deletierte
Zellen jedoch nicht erfolgreich generiert werden konnten, miissen andere Modelle zur Evalua-
tion der aDsgl-abhéngigen Mechanismen verwendet werden. Mittlerweile existiert aber ein
Dsgl-defizientes Mausmodell, welches sich durch einen starken Phénotypen mit ausgepriagter
Kompromitiierung der Hautbarriere sowie Blasenbildung auszeichnet [208]. Durch Isolation
von Zellen aus diesem Modell konnten die aDsgl-assoziierten Signalaktivierungen iiberpriift

werden, falls diese lebensfiahig wéren.
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p38MAPK

p38MAPK

Zelladhdsionsverlust

Abbildung 29: Signalwege der Pemphigus-Pathogenese
Zusammenfassung der vorgestellten Signalwege und ihre Abhéngigkeit von Dsgl und Dsg3.
Signalwege, welche durch aDsgl-Antikorper induziert wurden, sind in blau markiert, wihrend

aDsg3- Antikorper-abhéingige Signalwege in lila dargestellt sind. Modifiziert aus Walter et al.,

2019 [167].
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Kapitel 7
Zusammenfassung

Die autoimmundermatose Pemphigus zeichnet sich klinisch durch Blasenbildung an der Epi-
dermis und mehrschichtigen Schleimhaut aus. Patienten entwickeln unterschiedliche Phéno-
typen abhingig vom Antikorperprofil gegen die desmosomalen Zelladhdsionsproteine Des-
moglein (Dsg) 1 und Dsg3. Ein mukosal-betonter Pemphigus vulgaris (PV) tritt bei aDsg3-
Antikorpern auf, wihrend sowohl bei aDsg3- als auch aDsgl-Antikérpern ein mukokutaner
PV typisch ist. Pemphigus foliaceus mit oberflichlicher epidermaler Blasenbildung wird bei
aDsgl-Antikorpern induziert. In der vorliegenden Arbeit wurden zum ersten Mal verschie-
dene Pemphigus-Pathomechanismen den unterschiedlichen klinischen Phinotypen mit ihren
jeweiligen Antikorperprofilen zugeordnet und dadurch gezeigt, dass die Aktivierung von Si-
gnalwegen Autoantikorper-spezifisch ist.

Durch die Analyse stellten sich spezifische Signalmuster dar, welche parallel zum Phénotyp
und den verschiedenen Autoantikorperprofilen aktiviert wurden. Autoantikdrper von Patien-
ten aller verschiedener klinischer Phinotypen 16sten eine p38MAPK-Aktivierung aus. Phéno-
typen mit aDsg3-Antikorpern fiithrten zu Src- und EGFR-Aktivierung, wihrend Immunglo-
buline mit aDsgl-Antikérpern ERK aktivierten und einen intrazelluliren Ca?*-Einstrom in-
duzierten. Dabei zeigte sich durch pharmakologische Inhibition eine Src-vermittelte EGFR-
Aktivierung, wihrend ERK zwar von der basalen EGFR-Aktivitidt abhéngig war, jedoch
unabhéngig von Src aktiviert wurde. Fiir die Erhohung des cAMP-Spiegels, welche als pro-
tektiv gegen den Zelladhisionsverlust angesehen wird, konnte keine eindeutige Korrelation
zum Autoantikorperprofil festgestellt werden.

Durch spezifische pharmakologische Intervention wurde gezeigt, dass verschiedene Signalwe-
ge von unterschiedlicher Relevanz fiir den Autoantikorper-vermittelten Adhésionsverlust sein
konnen. Weiterhin wurde untersucht, ob die Aktivierung der verschiedenen Signalwege mit
der Reduktion der Dsgl- und Dsg3- vermittelten Haftung korrelierte. IgG-Fraktionen mit
aDsg3-Antikérpern reduzierten homophile Dsg3-Bindungen, wihrend aDsgl-Antikérper ho-

mophile Dsgl-Bindungen nicht verhindern konnten. Dadurch wurde verdeutlicht, dass aDsgl-
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assoziierte Signalaktivierungen nicht auf direkte Inhibition der homophilen Dsgl-Bindungen
zuriickzufithren sind, wiahrend dies fiir aDsg3-vermittelte Signalwege wie die Src-vermittelte
EGFR-Aktivitat moglich erscheint.

Zur spezifischeren Untersuchung der Aktivierung von Signalwegen durch Dsgl und Dsg3 wur-
den mit der CRISPR/Cas9-Technologie HaCaT-Keratinozyten generiert und charakterisiert,
die fiir Dsg3 defizient sind, wobei Dsg2 zum Vergleich depletiert wurde. Dadurch konnte zum
einen die Bedeutung der aDsg3-Antikorper, zum anderen eine kompensatorische Regulation
von Dsg2 bei Dsg3-Verlust und zuletzt die Unabhéngigkeit der mit dem Autoantikorperprofil
gegen Dsgl korrelierten Signalwege ERK und Ca?t nachgewiesen werden.
Zusammenfassend konnte erstmalig gezeigt werden, dass bei Pemphigus Autoantikorper-
spezifische Signalaktivierungen eine Rolle spielen. Da diese mit dem Autoantikdrperprofil
der verschiedenen klinischen Phénotypen korellieren, zeigen diese Muster einen neuen Er-
kldrungsansatz fiir diese Unterschiede auf. Da die Ergebnisse auch belegen, dass Dsgl und
Dsg3 unterschiedliche Funktionen haben, liefern die Befunde dieser Arbeit neue Erkenntnisse
iiber die Pathogenese des Pemphigus, welche die Vorraussetzung fiir die Entwicklung neuer

und spezifischer Therapieansétze sind.
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