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1. Stand der Forschung

1.1. Epidermis

Die Hautdecke des Menschen besteht aus Subkutis, Dermis und Epidermis und grenzt den
Organismus gegen die Aulenwelt ab. lhre Aufgaben umfassen neben der Barrierebildung,
Thermoregulation, Schutz vor Umwelteinflissen, Oberflachensensibilitit sowie
Immunfunktionen (Welsch, 2022).

Bei der dullersten Schicht — der Epidermis — handelt es sich um ein mehrschichtig verhorntes
Plattenepithel, dass im Wesentlichen von Keratinozyten gebildet wird und in welche
verschiedene Zellen eingelagert sind, die spezifische Funktionen inne haben (Rice und
Rompolas, 2020). So produzieren zum Beispiel Melanozyten Melanin und sind daher fir einen
UV-Schutz durch Pigmentierung unerlasslich (Benito-Martinez et al., 2020; Lambert et al.,
2019); wahrend Merkel Zellen als Sinnesrezeptoren fiir den Tastsinn fungieren (Xiao et al.,
2014). Keratinozyten sind durch verschiedene Zell-Zell-Kontakte miteinander verkniipft, die
unterschiedliche Funktionen erfiillen. Darliber hinaus ist die Basalzellschicht Uber
Hemidesmosomen und Fokalkontakte an der Basalmembran verankert (LGllmann-Rauch und
Asan, 2019).

Die Epidermis ist in mehrere Schichten gegliedert (Abb. 1). Im Stratum basale liegen die
einzigen Zellen mit proliferativen Potential, die als Stamm- oder Progenitorzellen bezeichnet
werden (Blanpain und Fuchs, 2006). Sie teilen sich, ohne hierbei selbst verbraucht zu werden
und generieren den Zellnachschub an Keratinozyten. Diese durchwandern ihrerseits die
weiteren Schichten zur Oberflache hin und durchlaufen dabei eine spezielle Form der
terminalen Differenzierung, die als Kornifikation bezeichnet wird (Gonzales und Fuchs, 2017;
Rice und Rompolas, 2020). Keratinozyten durchlaufen diesen Prozess als individuelle Zellen
(Rompolas et al., 2016) und die Delamination erfolgt durch prazise abgestimmte,
symmetrische und asymmetrische Zellteilungen (Yin et al., 2023). Die enge Regulation dieses
Differenzierungsprozesses ist entscheidend fiir die Gewebehomdostase, der fortwahrenden
Erneuerung der Epidermis und damit der Integritat des Gewebes (Blanpain und Fuchs, 2009;
Gonzales und Fuchs, 2017; Yin et al., 2023).

Die einzelnen Schichten weisen auch strukturell Besonderheiten auf. So finden sich im Stratum
spinosum zahlreiche Desmosomen, wahrend im nachfolgenden Stratum granulosum erstmals
Keratohyalingranula auftreten und die Zellen Sadulen formieren, sodass eine Zelle die
kornifiziert von einer sich differenzierenden Zelle ersetzt wird. Dadurch wird sichergestellt,
dass in dieser Schicht fortwahrend Tight Junctions eine dichte Barriere bilden konnen (Moreci
und Lechler, 2020; Rubsam et al., 2017). Auch die Entwicklung des ,cornified envelope” in
Stratum corneum tragt zur Barrierefunktion der Haut bei (Candi et al., 2005).



1.2. Zell-Zell-Kontakte der Epidermis

Interzellulare Kontakte stellen eine unerlassliche Grundlage fiir die Funktionsweise
mehrzelliger Organismen dar — sie werden fir ihren Aufbau und ihre Organisation bendétigt
(Franke, 2009; Rubsam et al., 2018). Dabei unterscheidet man Desmosomen (Macula
adherentes) und Adhéarensjunktionen (Zonulae und Fasciae adherentes), die der Haftung
zwischen den Zellen dienen, Tight junctions (Zonula occludentes), die als Verschlusskontakte
die parazellulare Permeabilitat regulieren und Gap junctions (Nexus), die einen schnellen und
doch regulierten Molekilaustausch zwischen benachbarten Zellen erméglichen (Franke, 2009;
Niessen, 2007; Rubsam et al., 2018).

Tight junctions vermitteln gemeinsam mit dem Stratum corneum die physikalische
Barrierefunktion der Haut (Yokouchi und Kubo, 2018). Sie kommen beim Menschen und in der
Maus nur in der 2. Schicht des Stratum granulosum vor (Furuse et al., 2002; Yoshida et al.,
2013). Sie teilen die entsprechenden Zellmembranen in ein apikales und basolaterales
Kompartiment (Shin et al., 2006) und beschranken lonen- und GroRen-spezifisch den
parazelluldaren Austausch von Molekiilen (Krug et al., 2014; Suzuki et al., 2014). Molekular sind
sie aus Transmembranproteinen, die Claudine, Occludin und JAM-A umfassen, sowie
intrazelluldren Gerustproteinen wie ZO—1 und Afadin aufgebaut und am Aktinzytoskelett bzw.
an Mikrotubuli verankert (Van Itallie und Anderson, 2014). Tight junctions und Desmosomen
in der Haut scheinen einer gemeinsamen bzw. gegenseitigen Regulation zu unterliegen. So
weisen beispielsweise Desmoglein 1 (Dsgl)-defiziente Mause einen Barrieredefekt auf
(Kugelmann et al., 2019a; Samuelov et al., 2013).

Dsgl beeinflusst auch den Umsatz von Gap junctions in der Epidermis (Cohen-Barak et al.,
2020). Hier werden u.a. Connexin 26 und 43 exprimiert, die vorwiegend im Stratum spinosum
und Stratum granulosum zu finden sind (Garcia-Vega et al.,, 2021; Richard, 2000). Gap
junctions tragen zur Gewebshomoostase, Wachstumskontrolle und synchroner Reaktion auf
externe Reize bei (O'Shaughnessy et al., 2021; Richard, 2000).

Bei den Adhasionskontakten weisen Adharensjunktionen klassische Cadherine als
transmembrane Adhadsionsmolekile auf. Diese interagieren homo- und heterophil, u.a. auch
mit desmosomalen Cadherinen, und sind Ca%*-abhangig (Fuchs et al., 2022; Niessen und
Gumbiner, 2002; Niessen et al., 2011; Shafraz et al., 2018), wobei in der Epidermis E-Cadherin
(E-Cad) und P-Cadherin (P-Cad) exprimiert werden (Niessen, 2007; Samuelov et al., 2015). Auf
cytoplasmatischer Seite interagieren klassischen Cadherine mit den Armadilloproteinen
p120°" und R-Catenin, wobei Letzteres liber a-Catenin die Verbindung zum Aktinzytoskelett
herstellt, die abhdangig von mechanischer Belastung ist (Buckley et al., 2014; Nelson und Weis,
2016; Rubsam et al., 2018). Uber diesen Komplex gibt es auch zahlreiche weitere
Interaktionen beispielsweise zu Signalwegen und zytoskelettalen Verbindungsproteinen
(Padmanabhan et al., 2015) wobei Adharensjunktionen mechanische Signale aufnehmen und
auf diese u.a. durch Modulation der Aktin-Myosin-Kontraktilitat reagieren konnen (Mege und
Ishiyama, 2017; Yap et al., 2018).
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Abb. 1: Aufbau der Epidermis als mehrschichtig verhorntes Plattenepithel sowie Expressionsmuster
desmosomaler Proteine

1.3. Desmosomen

Bei Desmosomen handelt es sich um supramolekulare Proteinkomplexe, die fiuir fortwahrend
mechanisch beanspruchte Gewebe von besonderer Bedeutung sind (Hatzfeld et al., 2017;
Kitajima, 2013; Kowalczyk und Green, 2013; Waschke, 2018). Sie kommen in einfachen und
mehrschichtigen Epithelien sowie epithelialen Organen vor. Daneben sind sie auch im Herzen
und weiteren nicht epithelialen Zellen, wie etwa in follikular dendritischen Zellen des
Lymphknotens, zu finden (Schafer et al., 1994; Waschke, 2008).

Auf molekularer Ebene bestehen Desmosomen aus verschiedenen Proteinfamilien:
Desmosomale Cadherine gewahrleisten mit ihren Extrazellulardomanen (ECD) die starke
interzelluldare Haftung und sind intrazelluldar Gber verschiedene Plaqueproteine an das
Intermediarfilamentzytoskelett verankert (Abb. 1, 2) (Delva et al., 2009; Hegazy et al., 2022).
Desmosomen weisen eine fiir sie charakteristische Struktur auf, die insbesondere mittels
Elektronenmikroskopie nachvollzogen werden kann. Hierbei kann die intrazelluldre Plaque in
eine duRere (engl. ,outer dense plaque”, kurz: ODP) und eine innere Plaque (engl. ,inner
dense plaque, kurz: IDP) gegliedert werden, die jeweils ndaher bzw. weiter intrazellular
bezogen auf die Plasmamembran liegen (Al-Amoudi und Frangakis, 2008). Die intrazelluldaren
Domanen der desmosomalen Cadherine interagieren mit Proteinen der Armadillo-Familie,
namlich Plakoglobin (Pg) und den Plakophilinen (Pkp). Plakoglobin bindet mittels seiner
zentralen ,Armadillo-Repeat-Domains” an den N-terminalen Teil des Plakins Desmoplakin
(Dp), welches wiederum Uber seinen C-Terminus die Verankerung an Keratine gewahrleistet
(Al-Amoudi und Frangakis, 2008). Plakophiline weisen eine deutlich komplexere Assoziation
zu weiteren desmosomalen Komponenten auf und interagieren direkt mit desmosomalen
Cadherinen, Pg, dem N-Terminus von Dp sowie auch direkt mit Intermediarfilamenten. lhnen
wird hierdurch vor allem ein lateral stabilisierender Effekt fir die desmosomale Plaque
zugeschrieben (Bonne et al., 2003; Chen et al., 2002; Hatzfeld, 2007). Folglich wird die ODP
hauptsachlich von Pg und Pkp gebildet und die IDP von Dp (Al-Amoudi et al., 2011). Die ODP



umfasst zwei elektronendichte Regionen, und zwar eine 4nm dicke Region mit einem Abstand
von zirka 10nm von der Plasmamembran und eine 8nm dicke Region 20nm von der
Plasmamembran entfernt. Fligt man immuno-elektronenmikroskopische Daten mit diesen
Kryo-elektronenmikroskopischen Daten zusammen, so ergibt sich das es sich hierbei jeweils
um die N- und C-Termini von Pkp bzw. Pg handelt (North et al., 1999). Im ODP sind zudem die
zytoplasmatischen Domanen der desmosomalen Cadherine zu finden (Al-Amoudi et al., 2011).
Interessanterweise zeigen die Cadherin-Molekiile eine Periodizitdt von ca. 7nm, die sich auch
im desmosomalen Plaque wiederspiegelt. So kann aus den Daten geschlossen werden, dass
die Pg-Schicht die gleiche Anzahl an Proteinen enthalt wie die dense midline, und damit Pg
und Dp alternierend im Verhaltnis 1:1, wahrend in der Pkp-Schicht nur die Halfte der Molekiile
zu finden ist und damit die gleiche Anzahl wie die Cadherine, die von einer Zelle ausstrahlen
(Al-Amoudi et al., 2011). Die Langsachse von Dp scheint dem restlichen Plaque in einem
Winkel anzuliegen (Stahley et al., 2016a).

Obwohl Desmosomen bereits 1864 vom italienischen Pathologen Bizzozero erstmalig
beschrieben wurden, ist ihre zellbiologische Bedeutung, die nach neueren Erkenntnissen weit
Uber ihre simple Funktion bei der interzellularen Haftung hinausgeht, noch unzureichend
verstanden (Calkins und Setzer, 2007; Hegazy et al., 2022). Einzelne Komponenten des
Desmosoms sind in unterschiedlicher Weise in intrazelluldre Signalwege eingebunden und
fungieren als Rezeptoren fiir wichtige biologische Prozesse (Hatzfeld et al., 2014; Huber und
Petersen, 2015; Johnson et al., 2014; Spindler und Waschke, 2014; Waschke, 2018; Waschke
und Spindler, 2014). Dariber hinaus regulieren sich Desmosomen und weitere Zell-Zell-
Kontakte wechselseitig, was entscheidend zur Gewebeintegritat beitragt (Green et al., 2019).

1.3.1. Desmosomenassemblierung

Die Assemblierung von Desmosomen stellt einen komplexen und noch nicht vollstandig
verstandenen Prozess dar. Dabei ist die Assemblierung stark mit der Bildung von
Adharensjunktionen (AJ) verwoben (Nekrasova und Green, 2013). Innerhalb von 5min nach
einer Kalzium-Zugabe entstehen erste Zellkontakte zwischen Keratinozyten, die
wahrscheinlich Als darstellen. Desmosomen hingegen sind erst nach circa 2h nachweisbar
(Kitajima, 2013). Zellen, die keine AJs ausbilden, da ihnen E- und P-Cadherin fehlt, bilden keine
Desmosomen aus (Michels et al., 2009). Im Umkehrschluss sind AlJs in Dp-KO Epidermis
deutlich verandert, sodass von einem wechselseitigen Regulation der Junktionen bei deren
Assemblierung ausgegangen werden kann (Vasioukhin et al., 2001). Aktuellere Daten deuten
darauf hin, dass zunachst ein intermedidarer Komplex mit E-Cadherin, B-Catenin und Pg
gebildet wird, in welchem E-Cadherin und Dsg2 auch direkt miteinander interagieren und Src
assoziiert ist (Rotzer et al., 2015a; Shafraz et al., 2018). Pg spielt durch seine zahlreichen
Bindungsstellen flr verschiedene desmosomale Cadherine bei der
Desmosomenassemblierung eine Rolle (Troyanovsky et al., 1994a; Troyanovsky et al., 1994b).
So bindet Pg dabei beispielsweise an phosphoryliertes Desmocollin 3 (Dsc3) (Aoyama et al.,
2009). Daruber hinaus wurden fir unterschiedliche desmosomale Cadherine, etwa Dsg2 und
Dsc2, unterschiedliche Beteiligungen beschrieben, bei welchem Dsc2 durch homophile Ca%*-
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abhangige Interaktionen eine entscheidende Rolle spielt (Lowndes et al., 2014). Dp verdndert
seine Architektur wahrend der Desmosomenassemblierung, indem sich der Plaque-zu-Plaque
Abstand des C-Terminus verringert, was mit einem Verlust von E-Cadherin aus Dp-tragenden
Zelladhasionskontakten einhergeht und somit wahrscheinlich ein Zeichen von maturierenden
Desmosomen darstellt (Beggs et al., 2022).

Desmosomale Cadherine werden Uber Mikrotubuli und spezifische Kinesine an die
Zelloberflache transportiert und dann in Desmosomen inkorporiert. Dieser Vorgang ist
abhangig von , lipid rafts” (Nekrasova et al., 2011; Stahley et al., 2014). Dabei handelt es sich
um cholesterolreiche Membranabschnitte (Sezgin et al., 2017), fiir welche in einer aktuellen
Studie auch vorgeschlagen wurde, zu desmosomalem Signaling sowie epidermaler
Homoostase beizutragen (Zimmer und Kowalczyk, 2020). Fiir die Assoziation an lipid rafts sind
die Transmembrandomanen der desmosomalen Cadherin entscheidend (Lewis et al., 2019).

Aber auch posttranslationale Modifikationen spielen eine Rolle. Hierbei wurden verschiedene
Phosphorylierungen etwa von Dp und Dsgl beschrieben (Pasdar et al., 1995a). Auch die
Palmitoylation von Dsg2 wie auch von Pkp verstarkt die Desmosomenassemblierung (Roberts
et al., 2014). Insgesamt spielen Pkp fiir die Assemblierung von Desmosomen eine wichtige
Rolle. So erhéht Pkp3 Rap-1 abhéngig die Assemblierung von Desmosomen sowie ihre GrofRe
und Stabilitdt durch eine erhdhte Expression von Dsc2 (Gurjar et al., 2018; Todorovic et al.,
2014). Auch Pkp2 reguliert die Assemblierung von Desmosomen als Geruststruktur von PKC
(Bass-Zubek et al., 2008), was wichtig ist fiir den Keratin-verankerten Pool von Dp (Godsel et
al., 2005). Zusatzlich ist auch kortikales Aktin in Zusammenhang mit Aktin-bindenden
Proteinen wie Adducin und RhoA fiir die Desmosomenassemblierung von Bedeutung (Godsel
et al., 2010; Pasdar und Li, 1993; Rotzer et al., 2014).

1.3.2. Desmosomale Cadherine

Die Gruppe der desmosomalen Cadherine umfasst 3 Desmocollin (Dsc) und 4 Desmoglein
(Dsg) Isoformen, die allesamt eine Zelltyp-spezifische sowie innerhalb von mehrschichtigen
Geweben eine differenzierungsabhangige Expression aufweisen (Harmon und Green, 2013).
Jedes Gen der Desmocolline codiert fiir ein Proteinpaar, aus welchem durch alternatives
Splicing in eine langere ,a“ und eine kirzere ,b“ Form generiert werden, die sich in der Lange
des C-terminalen Schwanzes unterscheiden. Dsg2 und Dsc2 werden in allen Desmosomen-
tragenden Geweben exprimiert, wahrend die anderen Vertreter auf mehrschichtige Epithelien
beschrankt sind (Delva et al., 2009; Waschke, 2008). Die Expressionsmuster desmosomaler
Cadherine in der Epidermis sind in Abb. 1 zusammengefasst. In der Konjunktiva finden sich
Expressionsmuster vergleichbar der Epidermis (Vielmuth et al., 2016). Alle desmosomalen
Cadherine sind auf Chromosom 18 codiert (Hunt et al., 1999). Die Bedeutung der
unterschiedlichen Isoformen fiir die Regulation unterschiedlicher Signalwege sowie ihre
jeweilige Bedeutung fir die adhasive Funktion der jeweiligen Zellen ist noch nicht vollstandig
verstanden. Jedoch ist klar, dass unterschiedliche Isoformen spezifische Funktionen durch
Einbindung in einzelne Signalwege Ubernehmen (Cohen-Barak et al., 2020; Schmitt und
Waschke, 2021).
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A) Desmosomen sind aus Mitgliedern mehrerer Proteinfamilien aufgebaut. Desmosomale Cadherine,
Desmogleine und Desmocolline, vermitteln eine starke Interaktion mit ihren Extrazellulérdomdnen und
sind intrazellulér an Plaqueproteine verankert. Dazu gehéren Armadilloproteine, Plakoglobin und
Plakophiline, sowie das Plakin Desmoplakin. Uber diese findet eine Verankerung an das
Intermedidirfilamentzytoskelett statt, welches in der Epidermis aus Keratinen aufgebaut ist. B
Molekularer Aufbau der desmosomalen Komponenten. Putative Interaktionsbereiche zu anderen
desmosomalen Komponenten sind mittels Uberstrich gekennzeichnet. B) Aufbau unterschiedlicher
Komponenten des Desmosoms.

Desmosomalen Cadherinen ist gemeinsam, dass sie aus 5 Tandem-lgG-Domanen, einer
transmembranen Helix und einer zytosolischen Domane, die mit verschiedenen Proteinen
interagieren kann, aufgebaut sind (Abb. 2B) (Owen und Stokes, 2010). Diese Interaktionen
sind flir die strukturellen und damit mechanischen Eigenschaften des Desmosoms
entscheidend. Jede Extrazellulirdomane besteht aus rund 110 Aminosaduren, die eine R-
Sandwich-Struktur als  Sekundarstruktur —ausweisen. Ca%-lonen sind an den
Verbindungsstellen der ECDs (iber konservierten Sequenzmotiven zu finden, wo sie fir die
Rigiditat des Proteins und damit einer gestreckten Konfiguration verantwortlich sind (Harrison
et al., 2016; Sotomayor und Schulten, 2008). Im vollstandig gestreckten Zustand ergibt sich
daher eine gekriimmte Struktur mit einem Winkel von rund 100° zwischen der ECD1 und ECD5
(Boggon et al., 2002; Owen und Stokes, 2010). Mittels Fluoreszenzpolarisationsmikroskopie
konnte gezeigt werden, dass die Extrazellulirdomdanen von Dsg3 geordnet in den
Desmosomen der Zellmembran vorliegen und dies mit der adhasiven Funktion, nicht jedoch
mit Hyperadhdasion korreliert (Bartle et al., 2020; Bartle et al., 2017). Interessanterweise
scheint Isoform-tbergreifend zu gelten, dass die Extrazellulardomanen desmosomaler
Cadherine einen hoheren Ordnungsgrad aufweisen als ihre Intrazellulardoméanen, was sich mit
einem antiparallelen Interaktionsmuster, welches von Sikora et al. vorgeschlagen wurde,
vereinbaren lasst (Dean und Mattheyses, 2022; Sikora et al., 2020).

Intrazelluldr lassen sich die Domdanen in einen intrazelluldren Anker (IA) sowie eine
intrazellulare Catenin-Bindungssequenz (ICS) gliedern, wobei der kiirzeren ,b“ Form der
Desmocolline die ICS Domane fehlt (Abb. 2B). Diese ist jedoch entscheidend fiir die Bindung
weiterer desmosomaler Bestandteile z.B. Plakoglobin (Choi et al., 2009). Dariiber hinaus
finden sich in der Intrazelluldardomane von Desmogleinen eine Prolin-reiche Linkerdomane
(IPL), eine ,repeat unit domain“ (RUD) und eine Glycin-reiche terminale Dsg-Domane (DTD)
(Abb. 2B). Die RUD-Abschnitte sind von einer variablen Anzahl sich wiederholender 29
Aminosaduren gegliedert. So besitzt Dsgl z.B. 5 RUD, Dsg2 6 und Dsg3 2. Obgleich die
Bedeutung dieser Domadnen noch weitgehend unbekannt sind, gibt es Hinweise, dass sie
wichtig flr Signalwege sind und z.B. putativ mehrere PKC Phosphorylierungsstellen enthalten
(Nilles et al., 1991).

Desmosomale Cadherine sind nicht nur in Desmosomen zu finden. Sie kdnnen auch
extradesmosomal vorkommen, wo sie wahrscheinlich mit dem Aktinzytoskelett in Verbindung
stehen und als Signalmolekile zahlreiche Signalwege beeinflussen (Fuchs et al., 2023; Rotzer
et al., 2015a; Tsang et al., 2012b; Waschke und Spindler, 2014)
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1.3.3. Interaktionsmechanismen desmosomaler Cadherine

Der genaue Interaktionsmechanismus von desmosomalen Cadherine und deren Regulation ist
noch nicht vollstandig verstanden und seine Aufklarung stellt eines der Hauptziele unserer
Arbeiten in den vergangenen Jahren dar. Einige Mechanismen kénnen durch die strukturelle
Ahnlichkeit zu klassischen Cadherinen abgeleitet und entsprechende Hypothesen aufstellt
werden.

Klassische Cadherine interagieren (iber ,strand Dimers” in welchen N-terminal ein ,beta-
strand exchange” an der ECD1 Domane stattfindet (Boggon et al., 2002). Diese Interaktion
basiert auf einer Insertion einer hydrophoben Seitenkette eines Tryptophan-Residuums an
Position 2 (Tryp2) in eine hydrophobe Tasche, die von der gegenlberliegendes ECD1 Domane
gebildet wird. Das Tryptophan an Position 2 sowie einige Residuen, die an der Bildung der
hydrophoben Tasche beteiligt sind, z.B. Ala80, finden sich auch in desmosomalen Cadherinen
sodass ein &hnlicher Interaktionsmechanismus konklusiv erscheint. Entsprechende
Mutationen an Tryp2 fiihren zu einem Interaktionsverlust von Dsg2 (Lowndes et al., 2014;
Schinner et al., 2022) und einer verminderten Ordnung im Extrazellularraum fiir Dsg3 (Bartle
et al., 2020).

Allen desmosomalen Cadherinen sind 5 Extrazellulairdomanen (ECD) gemeinsam. Diese sind
fir laterale cis-Interaktionen mit nebenliegenden desmosomalen Cadherinen ebenso
verantwortlich wie fur trans-Interaktionen mit ihren Gegenspielern auf den Nachbarzellen
(Brasch et al., 2012; Delva et al., 2009; Owen und Stokes, 2010). Desmosomale Cadherine
formen homo- und heterophile Interaktionen mit Proteinen der gegeniiberliegenden Zellen
(Dieding et al., 2017; Harrison et al., 2016; Heupel et al., 2008; Nie et al., 2011; Priest et al.,
2019; Schlipp et al., 2014; Waschke et al., 2005). Der jeweilige Interaktionsmechanismus ist
aber noch unzureichend erforscht und auch welche Interaktionen unter welchen biologischen
Gegebenheiten bevorzugt werden, bleibt ein interessanter zu erforschender Aspekt. Dariiber
hinaus wurden gerade im Hinblick auf die Assemblierung von Junktionen, Interaktionen mit
klassischen Cadherinen gefunden, darunter E-Cad was mit Dsg2 und Dsc3 interagiert (Shafraz
et al., 2018; Shafraz et al., 2020).

Die Organisation der Proteine im Desmosom scheint in unterschiedlichen Zelllinien
konserviert zu sein und war insbesondere in primaren humanen Keratinozyten und HaCaTs
(engl.: human low calcium elevated temperature cells, (Boukamp et al., 1988)) in einer Studie
die dSTORM nutze gleich, sodass fiir die folgenden Einzelmolekilinteraktionsstudien auch
HaCaTs als geeignet angesehen werden kénnen (Stahley et al., 2016a).

1.3.4. Desmosomale Plaqueproteine

Die Vertreter der Armadilloproteine, Plakoglobin und Plakophiline dienen als desmosomale
Plagueproteine. Strukturell sind sie charakterisiert durch eine variable Anzahl von 42
Residuen-umfassenden ,,arm repeats”.
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Plakoglobin (Pg) weist 12 zentrale ,,arm repeats” auf, die von weniger organisierten N- und C-
terminalen Endstiicken flankiert werden (Abb. 2B) (Mohammed und Chidgey, 2021). Es bindet
an die ICS der desmosomalen Cadherine; kann aber auch mit klassischen Cadherinen wie E-
Cadherin interagieren (Korman et al., 1989; Vestweber und Kemler, 1984). Daher ist Pg sowohl
in Desmosomen als auch in Adhéarensjunktionen zu finden (Aktary et al., 2017; Cowin et al.,
1986). Pg tragt entscheidend zur Assemblierung des desmosomalen Plaque und der
Keratinfilamentverankerung bei (Acehan et al., 2008; Lewis et al., 1997; Palka und Green,
1997). Darliber hinaus existiert auch ein Cadherin-unabhangiger Pool, wobei die Pools
unterschiedlich phosphoryliert werden und wahrscheinlich unterschiedliche zelluldre
Funktionen erfillen bzw. in zelluldre Signalkaskaden eingebunden sind (Aktary et al., 2017;
Pasdar et al., 1995b). So scheint insbesondere das extranukleare Pg die Zelladhasion liber eine
p38MAPK-abhadngige Regulation der Keratinfilamentorganisation zu steuern (Spindler et al.,
2014). Des Weiteren wurde in Kardiomyozyten gezeigt, dass eine PKA-abhingige
Phosphorylierung von Pg an Ser665 zu einer verstarkten desmosomalen Adhasion fihrt, die
als positiven Adhasiotropie bezeichnet wird (Schinner et al., 2017).

Plakophiline (Pkp) weisen strukturell zentrale ,,arm repeats” auf, die durch weniger geordnete
Abschnitte durchsetzt sind (Abb. 2B). So findet sich z.B. in Pkp1la eine Insertion zwischen den
,arm repeats” 5 und 6 (Choi und Weis, 2005). Diese weniger organisierten Abschnitte sowohl
von Pg als auch der Pkp kdnnen wohl miteinander, aber auch mit desmosomalen Cadherinen
und Dp interagieren (Mohammed und Chidgey, 2021).

Alle 3 Pkp-lsoformen existieren in 2 unterschiedlichen Splice-Varianten und weisen ein
Gewebe-spezifisches Expressionsmuster auf (Hofmann, 2020). Wahrend Pkpl in seiner
Expression auf verhornende und komplexe Epithelien sowie das Urothel beschrankt bleibt
(Heid et al., 1994), kommt Pkp2 in allen Desmosomen-tragenden Geweben vor (Franke et al.,
2009; Mertens et al., 1999; Rickelt et al., 2009). Pkp3 weist eine dhnlich breite Expression auf,
wobei es in Hepatozyten und Kardiomyozyten nicht exprimiert wird (Schmidt et al., 1999).
Auch Pkp-lsoformen spielen eine Rolle in der Desmosomenassemblierung und beeinflussen
die Stabilitat sowie die Struktur der gebildeten Desmosomen (Nekrasova und Green, 2013;
Schmidt und Jager, 2005). Zusatzlich spielen sie eine Rolle bei der Ausbildung der
Hyperadhdasion, auf die im Folgenden noch genauer eingegangen werden wird (Keil et al.,
2016; Tucker et al.,, 2014). Neben ihrer adhédsiven Funktion sind sie in zahlreiche
Signalkaskaden eingebunden, die Transkription, Proteinsynthese, Wachstum und Proliferation
beeinflussen (Broussard et al., 2015; Hatzfeld et al., 2014). Insbesondere wurden Pkp-
Isoformen u.a. mit RhoA-, PKC-, EGFR- und Src-Signaling in Verbindung gebracht, wobei sich
jeweils ein direkter bzw. indirekter Bezug zu Pemphigus herstellen lasst (Bass-Zubek et al.,
2008; Cirillo et al., 2014; Godsel et al., 2010; Hatzfeld et al., 2014; Keil et al., 2016; Neuber et
al., 2015).

Desmoplakin (Dp) gehort zur Plakinfamilie und verbindet die Armadilloproteine mit dem
Intermediarfilamentzytoskelett. Dp besteht aus einem N-terminalen Kopf aus wenig
organisierten Abschnitten und strukturierten Plakin-Domanen, einer zentrales Rod-Domane
sowie einem C-terminalen Schwanz (Abb. 2B). Die Kopfdomane interagiert mit Pg und Pkp
(Mohammed und Chidgey, 2021). Die Rod-Domaéne ermoglicht wohl eine Homodimerisierung.
Die Schwanz-Domane enthélt 3 Plakin-repeat domains, ein Linkermodul sowie ein Glycin-
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Serin-Arginin-reiche Motiv und vermittelt die Interaktion zu den Intermediarfilamenten (Abb.
2B). Das Glycin-Serin-Arginin-reiche Motiv erhdlt zahlreiche posttranslationale
Modifikationen, die die Interaktion von Dp und IF regulieren (Albrecht et al., 2015).

1.3.5. Keratine in epidermaler Adhasion

Desmosomen sind  hauptsachlich am Intermediarfilamentzytoskelett  verankert.
Intermediarfilamente sind aneinander geknlipft, aber auch mit anderen Strukturen des
Zytoskeletts sowie mit Desmosomen und Hemidesmosomen unter Verwendung von
Intermediarfilament-assoziierten Proteinen (IFAPs) verbunden (Block et al.,, 2015).
Intermediarfilamente sind eine groRe Proteinfamilie, deren Vertreter gewebespezifisch
exprimiert werden und die besonders resistent gegen mechanische Belastung sind (Omary,
2009). Strukturell ist ihnen eine a-helikale rod Domane mit ca. 310 Aminosauren gemeinsam,
die von non-helikalen Kopf- und Schwanzdomanen flankiert wird. Dabei formen Typ | Keratine
(K9-28, K31-40) mit Typ |l Keratinen (K1-8, K71-80, K81-86) Heterodimere, die sich zu
antiparallelen Tetrameren zusammenlagern, sodass laterale und longitudinale Interaktionen
moglich sind (Herrmann et al., 2009; Loschke et al., 2015b; Magin et al., 2007). Keratine
durchspannen Keratinozyten als dichtes Netzwerk, wobei vorgeschlagen wurde, dass die
Filamente zum einen wie Speichen vom Zellkern aus in die Peripherie strahlen und zum
anderen als ,,Radkranz” die Zellperipherie durchspannen, wo sie Desmosomen verbinden und
hiermit die zwischenliegende Zellmembran stabilisieren (Quinlan et al., 2017). Sie vermitteln
mechanische Stabilitdt und bestimmen die mechanischen Eigenschaften von Keratinozyten
mit (Ramms et al., 2013).

In der Epidermis werden Keratine, ahnlich wie die desmosomalen Cadherine,
differenzierungsspezifisch exprimiert. So finden sich K5/K14 in der Basalzellschicht, wahrend
K1/K10 in den oberflachlicheren Schichten vorkommen (Abb. 1) (Coulombe und Omary, 2002).
Dariber hinaus werden in bestimmten biologischen Situationen, z.B. wahrend der
Wundheilung, weniger stabile Filamente wie K6, K16, K17 exprimiert (Mazzalupo et al., 2003),
wobei das jeweilige Expressionsmuster durch die Aktivitdat von PKC reguliert wird und die
desmosomale Adhadsion mitbestimmt (Loschke et al., 2015a). Durch die Sequestrierung von
PKC z.B. durch Keratin5/14 spielen die Intermediarfilamente bei der Ausbildung der
desmosomalen Hyperadhdsion eine wichtige Rolle (Buchau et al.,, 2022). Dariber hinaus
verfliigen Keratinfilamente (Uber eine Vielzahl von Phosphorylierungsstellen von
unterschiedlichen Kinasen, wie Akt, Erk1/2, PKCa und RhoA, von welchen sie reguliert werden
(Loschke et al., 2015b). Auch weitere posttranslationale Modifikationen beeinflussen die
Assemblierung und den Abbau von Keratinfilamenten sowie ihre Assoziationen zu
Zelljunktionen und assoziierten Proteinen (Loschke et al., 2015b; Snider und Omary, 2014)
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1.3.6. Desmosomale Hyperadhasion

Eine wichtige Beobachtung im Hinblick auf die adhasiven Eigenschaften von Desmosomen ist
das Phinomen der Hyperadhision. Hierbei erreichen die Ca?*-abhidngig bindenden
desmosomalen Cadherine einen Ca?*-unabhingigen, stark adh&siven Zustand, fir den die
elektronendichte Mittellinie im Desmosom als ultrastrukturelles Korrelat beschrieben wurde
(Garrod, 2010). Es wurde vorgeschlagen, dass die elektronendichte Mittellinie durch
Uberlappung der ECD1 Dominen im hyperadhésiven Zustand vermittelt wird (He et al., 2003;
Shimizu et al., 2005) und eine geordnete periodische Organisation der desmosomalen
Cadherine die Voraussetzung fur die Ausbildung der desmosomale Hyperadhasion ist (Al-
Amoudi et al., 2007; Al-Amoudi et al., 2005; Garrod, 2013). Neuere Arbeiten widersprechen
dem allerdings und zeigen keine erhdhte Ordnung unter hyperadhdsiven Bedingungen bzw.
einen &hnlichen Ordnungsverlust unter Ca?*-Chelation in beiden adhisiven Zustianden,
wohingegen der Proteinaustausch von desmosomalen Cadherinen wie auch desmosomalen
Plagueproteinen in hyperadhasiven Desmosomen deutlich reduziert war (Bartle et al., 2020;
Fulle et al., 2021).

Der hyperadhasive Zustand gilt als physiologisch in gesunder humaner Epidermis (Garrod et
al., 2005). Ein Wechsel zwischen Ca%*-abhingigen und Ca%*-unabhingigen Desmosomen ist
entscheidend etwa unter Bedingungen der Wundheilung sowie der Migration von
Keratinozyten (Garrod und Kimura, 2008; Garrod und Tabernero, 2014; Wallis et al., 2000).
Passend hierzu verlieren Desmosomen an Wundrandern die elektronendichte Mittellinie und
die Zellen dort sind nicht hyper-adhasiv (Garrod et al.,, 2005). Der Mechanismus der
desmosomalen Hyperadhdsion ist noch unzureichend aufgeklart. Die Gruppe von Garrod et
al, die das Konzept der desmosomalen Hyperadhédsion wesentlich gepragt hat, schlagt vor,
dass durch eine gesteigerte Ordnung der Extrazellulardomanen der desmosomalen
Cadherine, die Ca?*-lonen nicht oder nur noch schwer von den desmosomalen Cadherine
durch Chelatoren wie EGTA entfernt werden kénnen (Garrod und Kimura, 2008; Garrod et al.,
2005). In der Cadherin-Kristallstruktur gibt es eine kleine R-Helix, die putativ in die cis-
Interaktion eingebunden ist und ein Ca?* einschlieRen kann, sodass es unter Umstiénden nicht
mehr durch EGTA oder vergleichbare Agentien cheliert werden kann (Garrod et al., 2005).

Ebenso wie Desmosomen im Allgemeinen ist die desmosomale Hyperadhasion ein fein
regulierter Zustand. Die PKC-vermittelte Phosphorylierung von Dp an Ser2849 vermindert
beispielsweise die Verankerung der Desmosomen am Zytoskelett und ist daher von
Bedeutung in Situationen in welchen eine Reorganisation der Desmosomen erforderlich ist
(Godsel et al., 2005; Wallis et al., 2000). Durch Uberexpression einer phospho-defizienten
Mutante von Dp an dieser Stelle (Dp-52849G) kann dagegen Hyper-adhdsion herbeigefiihrt
werden (Albrecht et al., 2015; Hobbs und Green, 2012). Hierzu passend regulieren Keratine
Rackl-abhdngig die PKC-vermittelte Dp Phosphorylierung und tragen entscheidend zur
Ausbildung der desmosomalen Hyper-adhasion bei (Buchau et al., 2022; Kroger et al., 2013;
Loschke et al., 2015a). Auch eine Inhibition der PKC, die etwa durch Pkpl vermittelt werden
kann, ist forderlich fir die Ausbildung der desmosomalen Hyperadhéasion (Keil et al., 2016;
Tucker et al., 2014). Pkp1l trigt ebenfalls zur Hyperadhasion bei und eine Uberexpression
versetzt Keratinozyten in den hyperadhasiven Zustand, in welchem sich der Plaque-zu-Plaque-
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Abstand des Dp C-Terminus, aber nicht N-Terminus verringert, wodurch klar wird, dass der
flexible ,Knick” im Dp-Protein zu seiner Funktion beitrdgt (Al-Jassar et al., 2011; Stahley et al.,
2016b; Tucker et al., 2014).

1.4. Desmosomen-assoziierte Erkrankungen

Die klinische Bedeutung von Desmosomen wird durch zahlreiche Erkrankungen verdeutlicht,
in welchen desmosomale Haftung kompromittiert wird. Dazu zdhlen infektiose Erkrankungen
wie das staphylogene Lyell-Syndrom (engl., SSSS, Staphylococcal scalded skin syndrome), bei
welchem das Exfoliativtoxin von Dsgl als Serinprotease die ECD von Dsgl spaltet (Amagai et
al., 2000) und Autoantikoérper-vermittelte Erkrankungen wie Pemphigus vulgaris, foliaceus
oder paraneoplastischer Pemphigus (Stahley und Kowalczyk, 2015). Hinzu kommen
genetischen Mutationen in desmosomalen Proteinen, die zu verschiedenen Krankheitsbildern
fiihren. Eine entsprechende Ubersicht mit Beispielen gibt Abb.3.

assoziierte genetische
desmosomales Protein Erkrankung

Dsg1 SAM Syndrom,
striate palmoplantar keratoderma

Dsg2 Kardiomyopathie
Dsg4 monolethrix, lokalisierte Hypo-
trichiose

0T desmos.omales — Dsc2 Kardiomyopathie, Keratoderma
Cadherin Wooly Hair Syndrom

Dsc3 Hypotrichiose

Pkp1 Ectodermal dysplasia skin
fragility syndrome

Pkp2 Kardiomyopathie

Plakophilin
Plakoglobin Akantholytische Ektodermale Dysplasie
Naxos Erkrankung
Epidermolysis bullosa

Desmoplakin Kardiomyopathie, SAM Syndrom
Carvajal Syndrom
Epidermolysis bullosa
striate palmoplantar keratoderma

Keratine Epidermolysis bullosa simplex

Abb. 3: desmosomale Erkrankungen durch Mutationen in desmosomalen Proteinen modifiziert von
(McGrath et al., 1997; Omary, 2009)

Auch fiir Krebserkrankungen ist eine Assoziation zu unterschiedlichen Komponenten der
Desmosomen beschrieben — mit allerdings zum Teil gegensatzlichen Befunden (Broussard et
al., 2015). So wurde fir Dsg2 und 3 eine Hochregulation in Lungen-, Prostata-, Kopf- und
Hauttumoren gefunden, wahrend fiir Dsg1-3 und Dsc2/3 eine Herunterregulation in Magen-,
kolorektalen, Prostata-, Blasen, Brust- und Hauttumoren beschrieben wurden (Broussard et
al., 2015; Chen et al., 2007; Dusek und Attardi, 2011). In Zusammenschau kann also sowohl
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der Verlust desmosomaler Proteine als auch ihre Uberexpression zu einem erhéhten
Tumorgrading, gesteigerter Invasivitdt und Metastasierungswahrscheinlichkeit sowie einer
schlechten Prognose beitragen (Huber und Petersen, 2015).

1.5. Pemphigus

1.5.1. Klinik, Diagnostik und Therapie

Bei Pemphigus handelt es sich um eine blasenbildende Autoimmundermatose, bei der es
durch einen Verlust der desmosomalen Haftung von Keratinozyten zur Bildung schlaffer
Blasen an Haut und Schleimhduten kommt (Kasperkiewicz et al., 2017; Schmidt et al., 2019).
Die Erkrankung wird hauptsachlich durch Autoantikorper gegen die desmosomalen Cadherine
Dsgl und 3 ausgelost (Schmidt et al., 2019; Spindler et al., 2018). Des Weiteren wurden bei
Patienten auch Antikorper gefunden, die gegen weitere Proteine gerichtet sind (Amber et al.,
2018). lhre Pathogenitdt ist noch nicht vollstandig geklart. Lediglich fiir aDsc3-Antikorper
konnte die Pathogenitat nachgewiesen werden (Hudemann et al., 2022; Rafei et al., 2011;
Spindler et al., 2009). Die schmerzhaften Blasen verheilen schlecht und bergen auch in
Abhangigkeit der Lokalisation das Risiko von Superinfektionen und Ernahrungsproblemen
(Kneisel und Hertl, 2011a; Kneisel und Hertl, 2011b).

Klinisch werden zwei Hauptformen voneinander unterschieden. Beim Pemphigus vulgaris (PV)
flihren Autoantikorper gegen Dsg3 zu Lasionen an der Mundschleimhaut. Diese betreffen bei
zusatzlichen Auftreten von aDsgl-Antikdrpern auch die Haut. Die Spaltbildung, die das
histologische Korrelat der klinischen Blasenbildung darstellt, erfolgt bei PV suprabasal und das
Auftreten von ,tomb-stone” (engl. fiir Grabstein) Zellen am Blasengrund (Joly et al., 2020) gilt
als typisch (Kasperkiewicz et al., 2017; Ohata et al., 2014). Im Gegensatz dazu treten bei
Pemphigus foliaceus (PF) nur Autoantikorper gegen Dsgl auf und die Spaltbildung in der Haut
tritt in oberflachlicheren Schichten auf (Kasperkiewicz et al., 2017; Schmidt et al., 2019;
Spindler und Waschke, 2018). Hierbei ist PV mit rund 70% deutlich haufiger als PF. Allerdings
gibt es bei letzterem endemische Formen in Brasilien, Kolumbien und Tunesien (Joly und
Litrowski, 2011). Fir die klinischen Erscheinungsbilder wurde vormals die sogenannte
Desmoglein-Kompensationstheorie als Erklarung herangezogen. Demnach weisen PF-
Patienten Blasen in superfiziellen Hautschichten auf, da dort viel Dsgl aber nur wenig Dsg3
vorhanden ist. Umgekehrt kommt es bei ausschliellich vorhandenen aDsg3-Antikérpern zur
Blasenbildung nur an der Mundschleimhaut, da dort im Gegensatz zur Haut Dsgl kaum bzw.
gar nicht vorhanden ist (Amagai et al., 2000; Mahoney et al., 1999). Allerdings kann die
suprabasale Spaltbildung in der Haut bei PV-Patienten mit Dsgl und 3 Antikérpern nur
unzureichend erklart werden (Spindler et al., 2011).

Bei Pemphigus handelt es sich um eine relativ seltene Autoimmunerkrankung mit einer
populationsspezifischen Inzidenz zwischen 0,5 und 10 neuen Fallen/ 1 Million Personen
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(Kneisel und Hertl, 2011a; Kneisel und Hertl, 2011b; Schmidt et al., 2019). Das mittlere Alter
bei Ersterkrankung betrdagt rund 45-65 Jahre und es gibt keine geschlechterspezifische
Haufung. Fir beide klinischen Formen, PF und PV, gibt es eine Assoziation zu anderen
Autoimmunerkrankungen, zu Psoriasis sowie zu neurologischen und psychiatrischen
Krankheitsbildern bis hin zu Tumorerkrankungen (Schmidt et al., 2019). Zudem wurden einige
HLA-Allele als Erkrankungsrisiko herausgestellt, worunter die HLA Allele DRB1*04:02 und
DQB1*05:03 besonders hervorzuheben sind (Pollmann et al., 2018). Auch eine veranderte
Expression des Transkriptionsfaktors ST18, welches Signalwege wie Erk reguliert, geht mir
einer erhohten Pravalenz von PV einher (Vodo et al., 2018).

In der Diagnostik werden weiterhin gewebegebundene Antikdrper in perildsionalen Stanzen
als Goldstandard betrachtet. Diese wird durch den Nachweis der gegen Antigene in der
Epidermis gerichteten Autoantikdrper in einer indirekten Immunofarbung am Affenésophagus
sowie der ELISA zur Detektion von zirkulierenden aDsgl- und/ oder aDsg3-Antikorpern
komplettiert (Beek et al., 2021; Schmitt und Waschke, 2021).
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Abb. 4: Therapieoptionen bei Pemphigus

Abb. 4 gibt einen Uberblick iiber aktuelle Therapieoptionen bei Pemphigus die im unteren Bereich der
Abbildung und nach ihren Zielstrukturen geordnet, aufgelistet sind. Im oberen Bereich sind neuere
Therapieansdtze zusammenfassend gezeigt, die jedoch erst in der priklinischen Phase oder klinischen
Erprobung sind.

Therapeutisch ist der anti-CD20 Antikorpers Rituximab besonders hervorzuheben. Dieser
kommt in Kombination mit Glukokortikoiden sowie Steroid-sparenden Medikamenten wie
Azathioprin und Mycophenole zum Einsatz und hat die Therapie in den letzten Jahren deutlich
effektiver und sicherer gemacht (Abb. 4). Bei therapieresistenten Verlaufen kann zudem die
Gabe von IVIGs sowie eine Immunadsorption erwogen werden (Joly et al., 2020; Schmidt et
al., 2020). Fiir Glucokortikoide konnte lber den Stat3 Signalweg ein Zusammenhang zur Dsg3
Transkription und damit auch eine direkte Wirkung auf Keratinozyten nachgewiesen werden
(Mao et al., 2017). Neben den klinisch bereits etablierten und eingesetzten Therapien gibt es
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zahlreiche Ansdtze fir eine Verbesserung der Therapie, darunter Dsg-spezifische
Immunoadsorption oder T-Zell-Depletion. Auch die B-Zell-Depletion (iber die CAART-
Technologie sowie der Einsatz weiterer anti-CD20 Antikérper wird erwogen (Kasperkiewicz et
al., 2017; Pollmann et al., 2018). Ansatze, die direkt die Keratinozytenhaftung modulieren und
damit die Spanne zwischen akuter klinischer Phase mit Hochdosisglucokortikoiden und dem
Einsatz der Wirkung spezifischer Immunsuppressiva schlieBen wiirden, fehlen allerdings
bisher. Hierzu wollen wir durch unsere Forschung einen Beitrag leisten und Mechanismen
identifizieren, auf welchen potentielle neue Therapiestrategien entwickelt werden kénnen.

1.5.2. Pathogenese des Pemphigus

Die Mechanismen, die zum Zellhaftungsverlust bei Pemphigus beitragen, sind komplex und
weiterhin nur unvollstandig verstanden (Kasperkiewicz et al., 2017; Schmidt et al., 2019). Sie
umfassen die direkte Inhibition von Dsg Interaktionen sowie die Dysregulation verschiedener
Signalwege (Egu et al., 2022; Ishii et al., 2020; Spindler et al., 2018; Vielmuth et al., 2018a).

Der Zellhaftungsverlust wird entscheidend durch Autoantikdrper vermittelt, die gegen die
desmosomalen Cadherine Dsgl und 3 gerichtet sind (Pan et al., 2011). Im Gegensatz zu vielen
anderen Autoimmunerkrankungen sind die Antikorper alleine suffizient um den klinischen
Phédnotyp zu erzeugen (Amagai, 2010), sodass eine Immunoadsorption der Antikorper mittels
Dsgl und 3 Peptiden die pathogenen Effekte in verschiedenen Modellen verhindern kann
(Amagai et al., 1992; Langenhan et al., 2014). Auch weitere Autoantikorper, die etwa gegen
den muscarinergen Ach-Rezeptor oder TPO gerichtet sind, wurden beschrieben wobei ihrer
Pathogenitdt umstritten bleibt (Amber et al., 2018; Grando, 2000; Seiffert-Sinha et al., 2018).
Lediglich flr anti-Dsc3-Antikorper konnte die Pathogenitat in vitro und in vivo nachgewiesen
werden (Mao et al., 2010; Rafei et al., 2011; Spindler et al., 2009).

Als morphologische Korrelate des Zellhaftungsverlust lassen sich der Verlust von Dsgl und
Dsg3 von der Zellmembran, im Weiteren als Dsg-Depletion, sowie Veranderung im
Keratinzytoskelett, haufig als Keratinretraktion bezeichnet, besonders hervorheben (Aoyama
und Kitajima, 1999; Oktarina et al., 2011; Spindler et al., 2007; Spindler et al., 2011; Wilgram
et al., 1961).

Die Dsg-Depletion basiert auf einer PV-IgG-induzierten vermehrten Endozytose von Dsgl und
Dsg3, die mit einer Verminderung des Oberflachenpools einhergeht (Aoyama und Kitajima,
1999; Calkins et al., 2006; Cirillo et al., 2007b; Jolly et al., 2010), da der internalisierte PV-IgG-
Dsg3-Komplex ins endosomale und lysosomale Kompartiment transportiert wird (Calkins et
al., 2006; Jennings et al., 2011). Sie betrifft zundchst den extradesmosomalen Pool und erst
im Anschluss desmosomal verankerte Desmogleine (Aoyama und Kitajima, 1999; Jennings et
al.,, 2011). Ultrastrukturell wird dies untermauert durch den Beginn der Akantholyse mit
Licken zwischen den Desmosomen, die als interdesmosomale Erweiterung bezeichnet
werden (Hu et al., 1978; Takahashi et al., 1985). Die Endozytose ist hierbei Clathrin- und
Dynamin-unabhangig (Delva et al., 2008; Zimmer und Kowalczyk, 2020). Stattdessen scheinen
Hlipid rafts” wichtig hierfir (Resnik et al., 2011; Stahley et al., 2014). Dazu passend fihrt ein
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Verlust von Flottilinen zu einer verminderten desmosomalen Haftung und einem Dsg3
Expressionsmuster, dass an einen PV-Phdnotypen erinnert (Vollner et al., 2016). Als Modell
wurde in diesem Zusammenhang die sogenannte ,non-assembly-disassembly” Theorie
vorgeschlagen. Hierbei geht man davon aus, dass Pemphigus Autoantikérper mit dem Umsatz
desmosomaler Cadherine interferieren und es somit zu einem Ungleichgewicht zwischen der
Assemblierung und dem Abbau der Desmosomen zugunsten von Mechanismen kommt, die
einen Abbau beglinstigen (Kitajima, 2013; Oktarina et al., 2011). Hyperadhdasion wirkt sich,
vielleicht auch durch eine Beeinflussung des desmosomalen Umsatzes, protektiv auf den
Zellhaftungsverlust bei Pemphigus aus. Pkp1 spielt auch hierbei eine wichtige Rolle und eine
Uberexpression von Pkpl ist daher protektiv gegen den PV-IgG-vermittelten
Zellhaftungsverlust (Cirillo et al., 2010; Tucker et al., 2014).

Die Organisation von Dsg-Isoformen verdndert sich durch Pemphigus Autoantikorper. In
Pemphigus Patientenhaut wurde ein Clustering von Dsgl, Dsg3 und Pg nachgewiesen
(Oktarina et al., 2011; van der Wier et al., 2014). Hierbei scheint das Clustering das strukturelle
Korrelat der Dsg3-Depletion zu sein (Saito et al., 2012). In Ubereinstimmung konnten in
elektronenmikroskopischen Studien gezeigt werden, dass die DesmosomengrofRe in PV Haut
wie auch in einem humanen ex vivo Pemphigus Hautmodell reduziert ist, wenn aDsgl-
Antikorper vorhanden sind (Oktarina et al., 2011; Sokol et al., 2015; Stahley et al., 2016b; van
der Wier et al., 2014). Manche Studien deuten in vitro eine laterale Aggregation gefolgt von
einer Internalisierung von Dsg3 an, was zeigt dass Clustering von desmosomalen Cadherinen
die Desmosomendynamik verdandert (Sato et al., 2000). Auch das Auftreten von gedoppelten
Membranstrukturen mit Desmosomen mit verringerter GréRRe wurde als Korrelat der Dsg3-
Depletion vorgeschlagen (Sokol et al., 2015; van der Wier et al., 2012).

Ein weiteres histologisches Korrelat in PV und PF Lasionen ist die Desorganisation sowie die
Retraktion des Keratin Zytoskeletts (Wilgram et al.,, 1961). Hierbei kommt es zu einer
Loslosung der Keratinfilamente von Desmosomen (Diercks et al., 2009; Sokol et al., 2015)
sowie eine perinukledre Konzentration der Filamente (Cirillo et al., 2007a; Schlogl et al., 2018).
Die Depletion der Dsg-Isoformen sowie die Retraktion der Keratinfilamente tragen beide zum
Zellhaftungsverlust bei.

Das Konzept, dass die Autoantikdrper sterisch oder allosterisch die Trans-Interaktionen von
Dsgl und 3 hemmen, wurde von Forschungsergebnissen unterstiitzt, die zeigen, dass die
pathogenen Autoantikérper insbesondere die ECD1 und 2 Domane von Dsgl und 3 binden die
als notwendig fir die trans-Interaktionen angesehen werden (Al-Amoudi et al., 2007; Di Zenzo
etal., 2012; Sekiguchi et al., 2001; Tsunoda et al., 2003). Allerdings wurde auch nachgewiesen,
dass Pemphigus Patienten auch Autoantikorper gegen weitere extrazellularen Regionen als
die ECD1 und 2 generieren (Sekiguchi et al.,, 2001) und auch Antikérper die den
membranproximalen Teil der Dsg3-ECD binden pathogen sind (Hudemann et al., 2023;
Schmitt et al., 2023). Zudem konnte in zell-freien AFM-Studien mit verschiedenen IgG-
Fraktionen von PV- und PF-Patienten gezeigt werden, dass flir Dsg3 nicht aber fiir Dsgl eine
direkte Inhibition der Interaktionen durch die Autoantikérper ausgelost wird (Heupel et al.,
2008; Spindler et al., 2009; Vielmuth et al., 2018a; Waschke et al., 2005). Aktuelle Daten zeigen
hingegen in einem Bead-basierten Versuchsansatz, dass Pemphigus-Autoantikdrper vor allem
heterophile Interaktionen von Dsg1 und Dsc1 bzw. Dsg3 und Dsc3 behindern (Ishii et al., 2020).
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Es bleibt also strittig welche homo- und heterophilen Interaktionen von Dsg1 und 3 tatsachlich
in Keratinozyten und insbesondere in humaner Haut eingegangen werden und ob es hier
Unterschiede im Hinblick auf den Interaktionstyp je nach biologischer Situation gibt (Schmitt
und Waschke, 2021; Vielmuth et al., 2018a).

Als alleinige Erklarung fir den Zellhaftungsverlust reicht die Theorie der direkten Inhibition
allerdings schon deswegen nicht aus, weil aDsgl-Autoantikorper pathogen sind, ohne mit der
Dsgl-trans-Interaktion zu interferieren (Waschke et al.,, 2005). Eine weitere Studie zeigte
zudem, dass PV Autoantikdrper keinen effektiven Pemphigus Phanotyp bei 4°C auslésen
konnen, was demonstriert, dass zelluldre Prozesse fiir den Zellhaftungsverlust notwendig sind
(Calkins et al., 2006).

Passend hierzu wurden zahlreiche Signalwege identifiziert, die bei der Pemphigus-
Pathogenese eine entscheidende Rolle spielen, darunter Ras homolog familiy member A
(RhoA), Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR); Proteinkinase C (PKC), Extracellular Signal-
regulated Kinase (Erk) und die Tyrosinkinase Src (Sajda und Sinha, 2018; Spindler et al., 2018).
Sie regulieren die PV-lgG-vermittelte Keratinretraktion wie auch die Dsg-Depletion.
Hervorzuheben gilt, dass die Signalwege von spezifischen Autoantikorpern aktiviert werden
und Signalmolekiile direkt mit Dsg-Isoformen assoziiert sind und somit Signalkomplexe bilden
(Schmitt und Waschke, 2021). Auch wurden fiir Dsg3 unterschiedliche Signalwegsregulationen
nachgewiesen in Abhdngigkeit an welches Epitop der ECD der Antikorper bindet (Schmitt et
al., 2023). AuRerdem unterscheiden sich Isoform-spezifisch teilweise die assoziierten
Signalmolekile. So sind p38 mitogen-aktivierte Kinase (p38MAPK), PKC und Phospholipase C
(PLC) sowohl mit Dsg1 als auch mit Dsg3 assoziiert, wahrend die Phosphatidylinositol 4-kinase
beta (P14K) z.B. nur mit Dsg1 assoziiert ist (Schmitt et al., 2021). Dies hat auch Auswirkungen
auf das Signaling nach Bindung von Pemphigus Autoantikérpern. PLC Aktivierung und Ca?*-
Einstrom sowie Erk Aktivierung sind beispielsweise nur bei Bindung von aDsgl-Antikorpern
nachweisbar. Im Gegensatz dazu scheint eine Src-abhangige EGFR Aktivierung nur beim
Vorliegen von aDsg3-Antikorpern aufzutreten (Schmitt und Waschke, 2021; Walter et al.,
2017; Walter et al., 2019). Die Inhibition von PKC durch das Adapterproteine Rack-1
vermindert eine Phosphorylierung von Dp, was Dsg3 im Desmosom stabilisiert und in
Abhangigkeit von Pkpl zur desmosomalen Hyperadhasion beitragt. Beide Mechanismen
wirken dem PV-IgG-induziertem Haftungsverlust entgegen (Dehner et al., 2014; Tucker et al.,
2014).

Als zentral kann darliber hinaus die p38MAPK angesehen werden (Mavropoulos et al., 2013).
Pemphigus Autoantikérper flihren zu einer raschen Aktivierung von p38MAPK in
Keratinozyten und im Mausmodell, wahrend umgekehrt eine Inhibition dieser Aktivierung in
beiden Modellen protektiv gegen den Autoantikérper-vermittelten Haftungsverlust ist
(Berkowitz et al., 2008a; Berkowitz et al., 2005; Berkowitz et al., 2006). Dartber hinaus konnte
die Aktivierung auch in Haut von PF- und PV-Patienten nachgewiesen werden (Berkowitz et
al., 2008b). In Ubereinstimmung zeigt eine weitere Studie, dass sowohl gegen Dsg1 also auch
gegen Dsg3 gerichtete Autoantikorper zu einer Aktivierung von p38MAPK fiihren (Walter et
al., 2017). Mechanistisch tragt die Aktivierung der p38MAPK sowohl zu den nach Pemphigus
Autoantikérpern typischen Veranderungen am Keratinzytoskelett als auch zur Depletion von
Dsg3 von der Zellmembran bei (Berkowitz et al., 2005; Jolly et al., 2010; Spindler et al., 2013).
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Interessanterweise fuhrt eine Stabilisierung von Dsg3 Interaktionen durch ein
guervernetzendes Peptid zur einer Verhinderung der PV-lgG-induzierten p38MAPK
Aktivierung, was zeigt, dass intrazelluldare Signalwege durch direkte Inhibition getriggert
werden konnen (Spindler et al., 2013) und somit beide Mechanismen — direkte Inhibition und
die Dysregulation von Signalwegen ineinander greifen, wobei ihre jeweilige Wichtigkeit noch
nicht vollstdandig verstanden ist.

Fiir viele der beschriebenen Signalwege gilt, dass diese nach PV-IgG-Bindung aktiviert werden
und dann zum Zellhaftungsverlust beitragen, sodass im Umkehrschluss eine Inhibition der
spezifischen Signalkaskade protektiv gegen den PV-lgG-vermittelten Zellhaftungsverlust in
vitro und teils auch in vivo wirkt (Burmester et al., 2020; Schmidt et al., 2017; Spindler et al.,
2018). Im Unterschied dazu, scheint cAMP ein insuffizienter zellularer Rettungsmechanismus
zu sein. Obgleich es nach PV-lgG-Inkubation auch zu einer Erhéhung der intrazellularen cAMP-
Spiegel kommt, ist hier eine pharmakologische Augmentation der Signalkaskade protektiv in
vitro und in vivo und blockiert etwa die Aktivierung von p38MAPK sowie in hohen Dosen die
Dsg3 Depletion (Spindler et al., 2010). Obgleich der klinische Nutzen einer Pemphigus-
Therapie, die direkt am Zellhaftungsverlust der Keratinozyten ansetzt, unbestritten ist, sind
viele Mediatoren fir die Behandlung von Patienten aufgrund des Nebenwirkungsprofils als
unginstig zu betrachten (Burmester et al., 2020). Das Finden entsprechender therapeutischer
Zielmolekiile und nebenwirkungsarmer Substanzen ist daher ein wichtiges Ziel in der
Pemphigus-Forschung.

1.6. Rasterkraftmikroskopie zur Charakterisierung der
Bindungseigenschaften desmosomaler Cadherine

1.6.1. Grundlagen

Zur Untersuchung der Regulation der desmosomalen Adhasion und des Zellhaftungsverlustes
bei Pemphigus werden eine Vielzahl von Methoden eingesetzt, darunter
Adhdsionsexperimente, molekularbiologische, biochemische und immunologische
Versuchsansatze sowie verschiedene Tiermodelle und ex vivo Modelle (Pollmann und Eming,
2017; Spindler et al., 2018; van der Wier et al., 2010).

Fir einige Fragestellungen ist allerdings ein molekularer Ansatz wie die
Rasterkraftmikroskopie (engl.: ,atomic force microscopy”, kurz: AFM) sinnvoll um die
Bindungseigenschaften desmosomaler Cadherine auf Einzelmolekiillebene zu untersuchen.
AFM-Messungen erlauben es neue Einblicke in die biophysikalischen Eigenschaften
desmosomaler Cadherine und ihrer Interaktionsmechanismen sowie deren Bedeutung fiir die
Zell-Zell-Haftung unter verschiedenen biologischen Bedingungen zu gewinnen (Vielmuth et
al.,, 2018a; Yang et al., 2018). Insbesondere die geringe Einzelmolekilinteraktionskraft der
desmosomalen Cadherine, die sich etwa im Bereich zwischen 20 und 200pN einordnen lassen,
unterstreichen die Bedeutung der Rasterkraftmikroskopie im Vergleich zu optischen und
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magnetischen Pinzetten (Neuman und Nagy, 2008). Weiterhin erlaubt die
Rasterkraftmikroskopie eine Untersuchung der Topographie sowie der
Einzelmolekilbindungseigenschaften unter nahezu physiologischen Bedingungen (Allison et
al., 2010; Li et al.,, 2017; Parot et al., 2007). Auch dynamische Prozesse wie etwa
morphologische Verdanderungen der Zellen kdnnen untersucht werden (Allison et al., 2010).
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Abb. 5: Versuchsaufbau Rasterkraftmikroskopie und Messstrategien zur Untersuchung der
Einzelmolekiilbindungseigenschaften desmosomaler Cadherine

A: Versuchsaufbau einer Rasterkraftmikroskopiemessung; B: Die Kraft-Distanz-Kurve ist das
Messergebnis jedes Messzyklus und ermdéglicht eine Unterscheidung von Kurven mit und ohne
spezifischen Bindungsereignissen. Hieraus kann die Bindungskraft (engl.: unbinding force), die Position
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des Abrissereignisses (engl.: step position, MessgréfSe fiir die Zytoskelettverankerung (Sariisik et al.,
2015)) sowie die Héhe der Probe an der jeweiligen Stelle (iiber den Kontaktpunkt, engl.: contact point)
und die Elastizitét der Probe bestimmt werden. C: Uberlagerung Durchlicht- und AFM-Topographiebild
hier exemplarisch an murinen Keratinozyten. In allen AFM-Bildern entspricht jeder Pixel einer Kraft-
Distanz-Kurve. Ein kleines Areal an der Zellgrenze wird fiir Adhdsionsmessungen ausgewdhlt. Jeder
weifSe Pixel im Adhdsionspanel entspricht einem spezifischen Bindungsereignis. Aus diesen Messungen
ldsst sich die Bindungsfrequenz, sowie die Kraftverteilung und Zytoskelettverankerung detektieren. D:
Anhand der Uberlagerung von Adhdsion und Topographie kann die Verteilung zwischen den
Bindungsereignissen zwischen Arealen direkt auf der Zellgrenze (bei murinen Keratinozyten als erh6hte
Struktur erkennbar) und daneben detektiert und damit unterschiedliche Verteilungen bzw.
Umverteilungen spezifischer Dsg-Bindungsereignisse charakterisiert werden. E: Durch 5 repetitive
Messungen an einem kleinen Areal auf einer Zellgrenze mit anschliefender Uberlagerung kénnen
,Stabile”“von ,,mobilen” Dsg Clustern unterschieden werden und es kann deren GréfSe im Rahmen einer
Cluster Analyse bestimmt werden. F: Anhand eines Stabilititskoeffizienten kann die Mobilitéit der
desmosomalen Cadherinen auf der Zelloberfléiche bestimmt werden.

AFM  ist eine  nicht-optische  Mikroskopiermethode  zur  Darstellung  der
Oberflachentopographie verschiedenster Materialien. Die Methode basiert auf der Messung
der Auslenkung eines flexiblen Cantilever mit einer scharfer Spitze bei Kontakt mit der
Messoberflache, dessen Bewegungen durch ein sehr akkurates Piezoelement gesteuert und
deren Auslenkung durch einen auf ihn gerichteten Laserstrahl detektiert werden kénnen (Abb.
5A). Zusatzlich zu Informationen (iber die Oberflachentopographie der Probe kénnen auch
ihre biophysikalischen Eigenschaften wie Steifigkeit und Elastizitat detektiert werden sowie
durch Funktionalisierung der Messspitzen mit rekombinanten Proteinen Interaktionen zu
Proteinen der Probe (Dufrene et al., 2017; Dufrene und Hinterdorfer, 2008; Dufrene et al.,
2013; Garcia-Saez und Schwille, 2007; Puchner und Gaub, 2009; Zlatanova et al., 2000). Hierzu
werden Kraftkurven aufgezeichnet, aus welchen die Anzahl sowie die Verteilung der
Bindungen aufgezeigt sowie Bindungs-Parameter die Bindungsstarke und die Position des
Abrissereignisses, welche Rickschlisse auf die Verankerung an das zelluldre Zytoskelett
zuldsst (Sariisik et al., 2015), abgeleitet werden (Muller et al., 2006; Zlatanova et al., 2000)
(Abb. 5B). Zudem kann die Lebenszeit der Bindung errechnet werden (Bell, 1978; Evans, 1998).

1.6.2. Methodische Weiterentwicklung zur Charakterisierung
desmosomaler Adhasion auf Keratinozyten

In Bezug auf desmosomale Haftung und insbesondere die Bindungseigenschaften
desmosomaler Cadherine wurden in der Vergangenheit vor allem zell-freie AFM-Experimente
durchgefihrt. In diesem reduktionistischem Ansatz sind die potentiellen Bindungspartner an
AFM-Spitze und funktionalisierter Messoberflache (Mica-Sheet) genau definiert (Wagner,
1998). Mit diesem Ansatz kann nun auf Einzelmolekiilebene untersucht werden, ob die
potentiellen Bindungspartner Interaktionen untereinander eingehen und welche
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Bindungseigenschaften die Interaktion etwa im Hinblick auf Bindungsstirke, Ca%*-
Abhangigkeit und Dissoziationskonstante (koff) aufweisen.

Allerdings sind Desmosomen komplex aufgebaut und reguliert. Zudem existieren in
Keratinozyten mehrere Isoformen desmosomaler Cadherine nebeneinander. Auch ist
bekannt, dass sowohl der Aufbau des desmosomalen Plaques als auch die Verankerung an das
Zytoskelett entscheidend zur Aufrechterhaltung der interzellulairen Haftung durch
Desmosomen beitragen. Darliber hinaus greifen zahlreiche Signalwege in die Regulation der
desmosomalen Haftung ein. Es war daher naheliegend, dass auch die
Einzelmolekilbindungseigenschaften von all diesen Faktoren abhdngig sind. Diese
Fragestellungen lassen sich allerdings nur auf lebenden Keratinozyten beantworten, da nur
hier die Beschaffenheit des desmosomalen Plaques, die Verankerung der zu messenden
Molekile sowie die entsprechenden Signalwege moduliert und damit untersucht werden
koénnen.

Hierzu seien hier einige Uberlegungen zu den iber die Studien genutzten Messprinzipien
sowie den wichtigsten biophysikalischen MessgroRen beschrieben.

Fir die Messungen wurden ein Nanowizard Il bzw. IV AFM (Bruker JPK BioAFM, Berlin,
Deutschland) in Verbindung mit invertierten optischen Mikroskopen (Carl Zeiss, Jena,
Deutschland bzw. IX73 Olympus, Hamburg, Deutschland) verwendet. Dadurch ist es moglich
ein optisches Bild (Durchlicht/ Fluoreszenz) mit dem AFM-Bild zu Uberlagern und so
Informationen liber die Messlokalisation des AFMs zu generieren (Abb. 5C).

Hierbei stellte sich heraus, dass sich die Morphologie der Zellgrenzen von Keratinozyten
zwischen humanen und murinen Zellkulturen unterscheidet. Wahrend HaCaT (Boukamp et al.,
1988) humane Keratinozyten lber filamentare Auslaufer verfligen, die den Interzellularspalt
Uberspannen (Vielmuth et al., 2015a; Vielmuth et al., 2015b), zeigen sich die Zellgrenzen bei
murinen Keratinozyten als erhohte Strukturen an den Interzellularspalten (Vielmuth et al.,
2018b; Vielmuth et al., 2018c).

Fir Adhdsionsmessungen wurden kleine Areale entlang der jeweiligen Zellgrenzen ausgewahlt
und mittels eines spezifischen Adhdsions-Messmodus (Force Mapping Mode, JPK) gemessen.
Dabei  entspricht jeder Pixel einer Kraft-Distanz-Kurve  und  spezifische
Einzelmolekilbindungsereignisse konnen detektiert werden (Abb. 5C). Hieraus lassen sich
Aussagen Uber die Bindungsfrequenz und damit Gber die Anzahl der moglichen
Interaktionspartner des auf der Messspitze immobilisierten Haftproteins auf der
Zelloberflache treffen und auch die Blockierbarkeit der Bindung durch Antikorper
untersuchen.

Weiterhin kénnen physiologische Prozesse in der Zelle wie auch pathologische Prozesse wie
etwa die Inkubation mit PV-IgGs zu einer Umverteilung der Molekile an der Zellgrenze fiihren.
Diese Umverteilung lasst sich mit Hilfe eines Verteilungskoeffizienten, der wie in Abb. 5D
beschrieben wird, beschreiben und charakterisieren.
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Ein weiteres wichtiges Charakteristikum desmosomaler Proteine ist ihr Vorkommen in
Clustern, die auch ihre Mobilitdt in der Membran mitbestimmen (Fulle et al., 2021; Wanuske
et al, 2021). Um dieses zu untersuchen wurden gut etablierte Methoden wie
membranimpermeables Quervernetzen (Nie et al., 2011) und FRAP- (engl.: Fluorescence
recovery after photobleaching) Experimente zusammen mit STED- (engl.: Stimulated Emission
Depletion) Mikroskopie und AFM-Messungen verwendet.

Um mittels AFM die Mobilitdat und die Cluster einer Dsg-Isoform auf der Zelloberflache zu
detektieren, wurden repetitive Messungen entlang kleiner Areale auf den Zellgrenzen
durchgefiihrt. Die  Adhasionsmappen der Einzelmessungen wurden hiernach
Ubereinandergelegt, um Cluster zu visualisieren und die Stabilitat bzw. Mobilitdt der Pixel zu
erfassen (Abb. 5E). Hieraus ladsst sich die ClustergroRe bestimmen und mittels eines hierfiir
entwickelten Stabilitatskoeffizienten (Abb. 5F) die Mobilitat.

Fiir manche Fragestellungen wurde mit 2 unterschiedlich funktionalisierten Spitzen die
gleichen Zellareale gemessen, um die spezifische Wirkung eines Antikorpers oder Signalwegs
auf ein bestimmtes desmosomales Cadherin zeigen zu kénnen (Vielmuth et al., 2018b).

Mit diesen Messerweiterungen koénnen nun dynamische Prozesse an desmosomalen
Cadherinen und ihren Bindungseigenschaften bei Modulation von Signalwegen oder unter
pathogenen Bedingungen bei Pemphigus auf Einzelmolekiilinteraktionsebene charakterisiert
werden.
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2. Fragestellung des Habilitationsprojektes

Das Habilitationsprojekt beschaftigt sich mit der Regulation der desmosomalen Haftung,
insbesondere im Hinblick auf die Einzelmolekilbindungseigenschaften desmosomaler
Cadherine sowie deren Regulation durch assoziierte Proteine (wie desmosomale
Plagueproteine und Zytoskelettproteine) und Signalwege. Die Untersuchungen haben auch
einen klaren klinischen Bezug zu Erkrankungen, in welchen die desmosomale Haftung etwa
durch Autoantikorper oder genetischen Veranderungen in ihrer Funktion verdndert und
eingeschrankt werden. Die Ergebnisse sind daher auch von klinischer Relevanz. Sie sollen dazu
beitragen die Regulation der desmosomalen Haftung insbesondere in der Haut genauer zu
verstehen und neue Erkenntnisse Uber die Interaktionsmechanismen desmosomaler
Cadherine unter bestimmten biologischen Voraussetzungen liefern. Die Ergebnisse sollen
dariiber hinaus dazu beitragen gerichtete Therapieansatze fiir die o.g. Erkrankungen,
insbesondere Pemphigus vulgaris, zu entwickeln.

Charakterisierung
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Abb. 6: Ubersicht der Fragestellungen der Habilitationsschrift
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3.1. Die Dsg3 Bindungseigenschaften unterscheiden sich in Abhangigkeit
der Lokalisation auf der Zelle

Vielmuth et al., 2015, Nanomedicine.11(3):511-20.
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Abb. 7: AFM erméglicht Unterschiede in den Bindungseigenschaften desmosomaler Cadherine auf
lebenden Keratinozyten zu detektieren

Anhand von AFM-Topographiebildern wurden kleine Areale entlang der Zellgrenzen und auf der freien
Zelloberfliche (oberhalb des Zellkerns) fiir Dsg3 Adhdsionsmessungen ausgewdhlt. Interessanterweise
waren die Bindungskrdifte der Dsg3 Einzelmolekiilinteraktionen an Zellgrenzarealen stéirker als auf der
Zelloberfldche.

Desmosomale Cadherine interagieren mit den Molekiilen benachbarter Zellen woraus eine
starke interzellulare Haftung in Desmosomen resultiert. Darlber hinaus kommen
desmosomale Cadherine auch extradesmosomal vor (Delva et al., 2009; Waschke und
Spindler, 2014). Insbesondere fiir Dsg3 wurde hierbei gezeigt, dass sowohl desmosomale als
auch extradesmosomale Molekiile wichtige Signalfunktionen libernehmen, die Uber ihre
adhasive Funktion hinausgehen, wobei die jeweils regulierten Signalwege sich unterscheiden.
Wahrend extradesmosomales Dsg3 mit E-Cadherin und dem Aktinzytoskelett assoziiert sein
kann und Src, Erk sowie p38MAPK reguliert (Rotzer et al., 2015a; Tsang et al., 2012b; Walter
et al., 2017), wurde fiir den desmosomalen Pool insbesondere Src-Regulation im Hinblick auf
Pemphigus-Autoantikdrper herausgestellt (Walter et al., 2017; Walter et al., 2019).

Obgleich die biologische Funktion desmosomaler Cadherine groR ist, war zu diesem Zeitpunkt
noch wenig Uber ihre Einzelmolekil-Bindungseigenschaften und deren Regulation bekannt.
Ziel dieser Studie war es daher die Bindungseigenschaften von Dsg3 unter zellfreien
Bedingungen genauer zu charakterisieren sowie spezifische Dsg3-Bindungsereignisse auf
lebenden Keratinozyten unter physiologischen Bedingungen mittels AFM zu detektieren.

Hierbei konnten wir zundchst zeigen, das Dsg3 in einem zellfreien AFM-Versuchsaufbau
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homophile, Ca%*-abhdngige Interaktionen eingeht. Ihre Spezifitdt lieR sich durch einen
monoklonalen aDsg3-Antikdrper gerichtet gegen die Extrazellulardomane von Dsg3
nachweisen. Weiterhin wurden Untersuchungen mit unterschiedlichen
Riickzuggeschwindigkeiten durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich, dass die Bindungsstarke mit
zunehmender Zuggeschwindigkeit zunimmt. Dies ist typisch flir sogenannte , Catch-Bonds”
(Rakshit et al., 2012; Wieland et al., 2005) und passt damit zu dhnlichen Vorbefunden fiir
klassische Cadherine sowie fiir Dsg1 (Waschke et al., 2007).

Weiterhin war ein Hauptziel dieser Publikation ein Messprozedere auf lebenden
Keratinozyten unter anndahernd physiologischen Konditionen zu etablieren. Alle Messungen
wurden daher bei 37°C und in Zellkulturmedium durchgefiihrt. Es wurden zunachst die Zell-
Zell-Kontaktbereiche von humanen immortalisierten HaCaT Keratinozyten mittels AFM
Topographiebildern dargestellt. In Ubereinstimmung mit rasterelektronenmikroskopischen
Darstellungen zeigten sich hierbei dichte fingerformige Zellfortsatze, die die Zell-Zell-
Kontaktbereiche Uberbricken. Kleine Areale entlang dieser Kontaktbereiche wurden
ausgewdhlt um Einzelmolekilinteraktionen mittels einer Dsg3-funktionalisierten Messspitze
zu detektieren. Interessanterweise waren die Dsg3 Interaktionen gleichmaRig verteilt. In
Ubereinstimmung mit den zellfreien Vorbefunden sind auch diese Interaktionen mittels Ca?*-
Depletion bzw. Inkubation eines Dsg3-spezifischen Antikorpers blockierbar. Damit konnten
erstmal spezifische Dsg3-Einzelmolekilinteraktionen auf lebenden Keratinozyten untersucht
werden.

Im nachsten Schritt verglichen wir die Bindungseigenschaften von Dsg3-Interaktionen an
Zellgrenzen mit solchen auf der freien Zelloberfliche tber dem Zellkern. Wahrend
Bindungsfrequenz und Verteilung sich zwischen den Zelllokalisationen nicht unterschieden,
ergaben sich deutliche Unterschiede in der Interaktionsstarke. So konnte eine signifikant
hohere Bindungsstarke an den Zellgrenzen im Vergleich zur Zelloberflache detektiert werden
(Abb. 7).

Dies ist interessant, da dies andeutet, dass die Molekiile vielleicht auch unterschiedliche
Funktionen innehaben, was nachgeordnet die Frage aufwirft, woraus dieser Unterschied
resultiert. Es konnte spekuliert werden, dass eine unterschiedliche Verankerung an das
zelluléiire Zytoskelett entscheidend ist oder dies durch eine veranderte Organisation der
desmosomalen Plaqueproteine hervorgerufen wird. Des Weiteren ist eine unterschiedliche
Einbindung in Signalkomplexe und damit eine unterschiedliche Regulation durch
Signalmolekiile denkbar. Dies waren demnach Ansatzpunkte flir die nachfolgenden Studien.
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3.2. Plakophilin 1 jedoch nicht Plakophilin 3 reguliert die
Clusterformation von Desmoglein 3

Fuchs et al., 2019, Cell Mol Life Sci. 2019Sep; 76(17):3465-3476.
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Abb. 8: Plakophiline sind entscheidend fiir die Membranverfiigbarkeit sowie fiir die
Clusterformation von desmosomalen Cadherinen

In murinen Keratinozyten, die entweder defizient fiir Pkp1 oder Pkp3 sind, wurde die Bedeutung der
Plakophiline fiir die Bindungseigenschaften und Verteilung der desmosomalen Cadherine Dsg1 und 3
mittels AFM untersucht. Sowohl Pkp1 als auch Pkp3 reduzierten signifikant die Membranverfiigbarkeit
von Dsgl und 3. Interessanterweise flihrte allerdings nur der Verlust von Pkp1, nicht aber ein Fehlen
von Pkp3 zu einer erh6hten Mobilitdt sowie einer reduzierten Clusterformation von Dsg3.

In Anknipfung an die vorausgegangene Studie wurde im ersten Schritt der Einfluss der
desmosomalen Plaqueproteine Pkp 1 und 3 untersucht.

Pkp sind desmosomale Plaqueproteine, die mit ihren 3 Isoformen ein gewebespezifisches
Expressionsmuster aufweisen. In der Epidermis ist dies dartiber hinaus differenzierungs- und
damit schichtspezifisch (Abb. 1) (Hatzfeld et al., 2014; Johnson et al., 2014). Es war bereits
bekannt, dass die unterschiedlichen Isoformen entscheidend zu einer intakten desmosomalen
Haftung beitragen und durch Regulation von verschiedenen Signalwegen am Umsatz
desmosomaler Cadherine und ihrer Haftung beteiligt sind (Hatzfeld et al., 2014; Keil et al.,
2016). lhre jeweilige Bedeutung wird durch unterschiedliche Erkrankungen aber auch durch
murine Knock-out (KO) Modelle verdeutlicht. So fihrt eine funktionsmindernde Mutation in
Pkpl zum ektodermalen Dysplasie — Hautfragilitdtssyndrom (McGrath et al., 1997; McGrath
und Mellerio, 2010). In Ubereinstimmung damit entwickeln Pkpl KO Mause neben einer
Wachstumsretardierung, einen Verlust der desmosomalen Haftung sowie eine verminderte
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Funktion von Tight Junctions (Rietscher et al., 2016). Pkp3 KO Mause weisen dagegen nur
einen milden Phanotyp auf, der Auffdlligkeiten an den Haarfollikeln sowie Anfalligkeit fir
Hautinfektionen beinhaltet (Sklyarova et al., 2008).

Aus einer molekularen Sichtweise wurde gezeigt, dass Pkp eine Periodizitat von rund 7nm im
desmosomalen Plaque aufweisen und damit direkt an dessen Organisation beteiligt sind (Al-
Amoudi et al., 2011). Allerdings war bis zu diesem Zeitpunkt unbekannt, welche Pkp-
Isoformen welche desmosomalen Cadherine clustern und ob diese auch einen direkten
Einfluss auf die Bindungseigenschaften desmosomaler Proteine haben.

Fir die Studie verwendeten wir murine Keratinozyten, die entweder fiir Pkpl oder Pkp3
defizient sind. Sowohl der Verlust von Pkpl als auch Pkp3 fihren zu einem Zell-Zell-
Haftungsverlust, was die Bedeutung der Pkp-Isoformen fiir die desmosomale Haftung zeigt.
Interessanterweise war hierbei auch die Membranlokalisation von Dsgl und Dsg3 stark
vermindert (Abb. 8).

Um nun zu untersuchen ob dies auch einen Einfluss auf Einzelmolekiilbindungseigenschaften
von Dsg3 hat, wurden nachfolgend AFM Messungen auf den jeweiligen Zelllinien
durchgefihrt. Vergleichen zu Wildtyp (WT) Zellen zeigte sich in Pkpl- oder 3-defizienten
Keratinozyten eine signifikant reduzierte Bindungsfrequenz von Dsg3 in Ubereinstimmung mit
der verminderten Membranverfiigbarkeit. Des Weiteren war die Bindungsstirke (engl.
Unbinding force, UF) der verbleibenden Bindungsereignisse und ihre Unbinding position (UP)
vermindert. Diese Pkp-unabhédngigen Dsg3 Bindungsereignisse scheinen also eine besondere
Entitat an Molekilen zu sein, wobei diese noch nicht abschlieBend aufgeklart werden konnte.
Auch fur Dsgl war die Bindungsfrequenz an den Zell-Zell-Kontakten in den Pkp-defizienten
Zelllinien deutlich vermindert ebenso wie die UP. Interessanterweise konnte hier eher eine
Tendenz zu hoheren Bindungsstarken festgestellt werden.

Da Pkp-Isoformen in verschiedene Signalwege eingreifen und hieriiber desmosomale Haftung
regulieren und p38MAPK ein entscheidender Signalweg fiir eine suffiziente desmosomale
Haftung darstellt, untersuchten wir nachfolgend ob der Verlust von Pkpl oder 3 einen Effekt
auf p38MAPK hat. Allerdings konnte weder unter unbehandelten Bedingungen noch unter
Stimulation mittels des p38MAPK-Aktivators Anisomycin ein Unterschied zu WT Zellen
detektiert werden.

Im nachsten Schritt untersuchten wir wie sich ein Verlust von Pkpl bzw. Pkp3 auf das
Clustering von Dsg3 auswirkt. Unter Verwendung eines membran-impermeablen Crosslinkers
konnte gezeigt werden, dass sich in den Pkp-defizienten Zelllinien im Vergleich zum WT
signifikant weniger Dsg3-Oligomere zu finden sind. Weiterhin untersuchten wir die
ClustergroRe sowie die Mobilitat einzelner Dsg3 Molekdle in der Membran mittels AFM. Durch
repetitive Messungen entlang eines kleinen Areals einer Zellgrenze konnte gezeigt werden,
dass die GroRe der Dsg3 Cluster in Pkpl- und Pkp3-defizienten Zelllinien deutlich vermindert
ist (Abb. 8). Im Unterschied dazu war die Molekiilmobilitat lediglich in Pkp1-defizienten Zellen
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signifikant erhoht. Die konnte auch in FRAP (engl. fir: fluorescence recovery after
photobleaching) Experimenten bestatigt werden.

Um zu untersuchen ob diese Unterschiede durch die verminderte Membranverfiigbarkeit von
Dsg3 in den Pkp-defizienten Zelllinien bedingt wird, fihrten wir nachfolgend
Uberexpressionsstudien mit transienter Dsg3-Expression durch. Interessanterweise konnte
hierdurch die ClustergrofRe und —Morphologie in der Pkp3 aber nicht in der Pkp1 KO Zelllinie
normalisiert werden. Hierbei legten wir besonderen Wert auf den methodischen Ansatz, der
neben AFM- und FRAP-Experimenten auch STED-Mikroskopie umfasste, sodass die Dsg3
Cluster auch direkt sichtbar gemacht werden konnten.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse also, dass sowohl Pkpl als auch Pkp3 fir die
Membranverfligbarkeit von Dsg3 entscheidend sind. Dagegen ist die Dsg3-Clusterbildung eine
spezifische von Pkpl-vermittelte Funktion (Abb. 8).
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3.3. Keratine beeinflussen die Bindungseigenschaften desmosomaler
Cadherine durch Regulation von intrazellularen Signalwegen

Vielmuth et al., 2018, J Invest Dermatol. 138(1):121-31.
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Abb. 9: Keratine regulieren die Bindungseigenschaften von Dsg3 durch Regulation von PKCa und
pP38MAPK

In murinen Keratinozyten konnte mittels AFM die Abhdngigkeit der Dsg3 Bindungseigenschaften von
Keratinen herausgestellt werden. In Keratin-defizienten Zellen zeigte sich die Bindungsfrequenz von
Dsg3 erh6ht, jedoch die Interaktionsstdrke der Einzelmolekiilinteraktionen reduziert. Beide
Verdnderungen konnten durch zellulére Signalwege, wie p38MAPK und PKCa reguliert werden.

Eine unserer vorausgegangenen Studien zeigte, dass sich die Dsg3 Bindungseigenschaften in
Abhangigkeit der zelluldren Lokalisation des Molekils unterscheiden; wobei die Ursache
dieses Phanomens nicht erklart werden konnte. Keratine sind in der Epidermis fiir deren
Integritat von entscheidender Bedeutung. Sie determinieren mittels Steifigkeit und Mobilitat
die mechanischen Eigenschaften von Keratinozyten (Seltmann et al., 2013). Ein Verlust der
Keratine fiihrt zu einer verminderten Zell-Zell-Haftung sowie der Ausbildung von weniger und
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kleineren Desmosomen (Bar et al., 2014; Kroger et al., 2013; Toivola et al., 2015). Dariber
hinaus regulieren Keratine z.B. durch PKCa-abhangige Dp Phosphorylierung die Stabilitdt und
adhasiven Eigenschaften von Desmosomen (Kroger et al.,, 2013), wobei die genauen
Mechanismen noch nicht verstanden waren. Wir untersuchten in der vorliegenden Studie
daher wie Keratine die Einzelmolekilbindungseigenschaften desmosomaler Cadherine
regulieren und ob sie fir die unterschiedlichen Bindungskrafte von Dsg3 an Zellgrenze und
Zelloberflache verantwortlich sind.

Hierbei konnten wir zundchst zeigen, dass sich neben den Zell-Zell-Kontakten in der lateralen
Membran der Zellen auch auf deren Oberflache Cluster ausbilden, die neben Dsg3 auch Dp
und Keratine enthalten. Diese Cluster, die vielleicht als Vorstufen von Desmosomen
angesehen werden kdnnen, sind somit durch AFM Messungen erreichbar. Wir untersuchten
nun die Dsg3 Bindungseigenschaften in Keratin-defizienten murinen Keratinozyten und
verglichen diese mit entsprechenden WT Zellen. In Ubereinstimmung mit vorausgegangenen
Studien zeigen Keratin-defiziente Keratinozyten eine deutlich verminderte interzelluldre
Haftung (Kroger et al., 2013; Loschke et al., 2016). Interessanterweise zeigen Keratin-
defiziente Keratinozyten eine erhohte Expression und Membranverfliigbarkeit von Dsg3 was
sich am AFM in einer hoheren Dsg3 Bindungsfrequenz wiederspiegelte. Allerdings war die
Einzelmolekilbindungsstarke von Dsg3 in den Keratin-defizienten Zellen signifikant verringert,
was die Bedeutung der Keratine fiir eine adaquate Dsg3 Haftung aufzeigt (Abb. 9). Nichts desto
trotz, blieb der Unterschied zwischen héheren Kraften an der Zellgrenze und niedrigeren
Kraften auf der freien Zelloberflaiche bestehen und ist somit nicht durch die
Keratinverankerung bedingt. Wir bestimmten weiterhin die ,bond lifetime” der mechanisch
nicht belasteten Dsg3-Interaktionen auf den jeweiligen Zellen unter Anwendung einer
modifizierten Bells Gleichung (Evans, 1998; Wieland et al., 2005). Der erste Peak der
Haufigkeitsverteilung zeigte eine ,lifetime” von 0,2s im WT und 0,21 in KO, allerdings zeigte
die Verteilung nur im KO einen zweiten Peak mit einer erhdhten , lifetime” von 0,49s, die
vielleicht auf einen anderen Interaktionsmechanismus oder auf eine heterophile Interaktion
hindeutet, die in diesen Zellen vermehrt auftritt. Wir untersuchten daher mogliche
Interaktionspartner von Dsg3 mittels zell-freien AFM-Experimenten. Hierbei konnte lediglich
zu Dsg2, nicht aber zu Dsgl und Dsc3 eine heterophile Interaktion detektiert werden, die
durch einen Dsg2-Antikorper blockierbar war. Auf Zellen konnte in beiden Zelllinien ein Dsg3-
Antikorper die Bindungsfrequenz deutlich reduzieren, was zeigt, dass auch hier vorwiegend
homophile Dsg3 Interaktionen auftreten, allerdings fliihrte auch der Dsg2-Antikorper in den
Keratin-defizienten Zellen zu einer Reduktion der Bindungsfrequenz, was andeutet, dass hier
vermehrt heterophile Interaktionen von Dsg3 mit Dsg2 auftreten, die moglicherweise einen
Kompensationsmechanismus gegentber der verringerten Zellhaftung darstellen.

Auch flr Aktin wurde berichtet, dass es insbesondere extradesmosomales Dsg3 in der

Membran clustert (Tsang et al., 2012a). Um den Effekt von Aktin mit jenem von Keratinen auf

die Dsg3 Bindungseigenschaften zu vergleichen, nutzen wir Latrunculin B um das Aktin-

Zytoskelett zu zerstoren. Dies hatte insbesondere in den Keratin-defizienten Zellen einen

drastisch verminderten Effekt auf die interzellulare Haftung, allerdings konnten wir keinen
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Unterschied in der Dsg3 Bindungsfrequenz oder -starke durch den Aktinverlust zeigen, sodass
dem Aktinzytoskelett hier eine untergeordnete Rolle zugeschrieben werden muss.

Im nachsten Schritt untersuchten wir den Einfluss der beiden Zytoskelettkomponenten auf die
Mobilitat von Dsg3 in der Membran. Hierbei fiihrte sowohl der Verlust der Keratine wie auch
des Aktinzytoskeletts zu einer erhéhten Mobilitdt von Dsg3 in AFM und FRAP Messungen
(Abb. 9).

Da Keratine PKCa in der Membran sequestrieren ldasst sich vermuten, dass dieser Signalweg
einen Einfluss auf die Keratin-abhangigen Dsg3 Bindungseigenschaften hat. Tatsachlich
fanden wir erhohte Level von PKCa in der Membran von Keratin-defizienten Keratinozyten.
Im Umkehrschluss wirkte sich eine Inhibition von PKCa positiv auf die interzellulare Haftung
in Keratin-defizienten Keratinozyten aus. Dies ging einher mit einer noch deutlicher erhohten
Membranexpression von Dsg3 in der Membran Keratin-defizienter Keratinozyten wie durch
AFM Experimenten und mittels Biotinylierung der Membranproteine herausgestellt werden
konnte. Dariber hinaus flihrte eine Inhibition von PKCa zu einer verringerten Mobilitdt von
Dsg3. Es kann also geschlussfolgert werden, dass die Sequestrierung von PKCa durch Keratine
und somit deren Inhibition sich positiv auf die Membranexpression sowie auf die Stabilitdt von
Dsg3 in der Membran auswirkt.

Des Weiteren beschaftigten wir uns mit dem p38MAPK Signalweg. Dies ist zum einen ein
zentraler Signalweg in der Pathogenese des Pemphigus zum anderen zeigen vorausgegangene
Studien, dass eine rasche Zerstorung des Keratinzytoskeletts zu einer drastischen Aktivierung
von p38MAPK fiihren (Strnad et al., 2003; Woll et al., 2007). Auch die Keratin-defizienten
Keratinozyten zeigten eine Aktivierung von p38MAPK. Eine Inhibition von p38MAPK fihrte zu
einer Verbesserung der Zellhaftung im WT sowie zu einer Wiederherstellung der Zelladh&sion
in den Keratin-defizienten Keratinozyten. Dies ging einher mit einer Starkung der
Einzelmolekilinteraktionen auf WT Level in den KO Zellen.

Zusammenfassend zeigt diese Studie, dass Keratine die Bindungseigenschaften von Dsg3
regulieren und zwar die Membranstabilitdat und Dsg3-Bindungsfrequenz in Abhangigkeit von
PKCa sowie die Bindungsstarke in Abhdangigkeit von p38MAPK.
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3.4. Das Phanomen der desmosomalen Hyperadhasion geht mit
erhohten Einzelmolekilbindungskraften von Desmoglein 3 einher

Fuchs et al., 2020, Biophys J. Oct 20;119(8):1489-1500.
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Abb. 10: Dsg1 und Dsg3 sowie die Plaqueproteine Pkp1 und 3 sind unterschiedlich am Phénomen der
desmosomalen Hyperadhdsion beteiligt.

Murine WT Keratinozyten unterscheiden sich in ihrer Ca?*-Abhdngigkeit zwischen 24h und 72h
Differenzierung in Medium mit 1.2mM Ca?®*. Nach 72h sind im WT vermehrt Dsg1 und 3 Molekiile
detektierbar. Die Membranverfiigbarkeit, wie in der vorausgegangenen Studie gezeigt, wird durch
Pkp1- und 3-Verlust deutlich reduziert. Im WT kommt es (ber die Zeit zu einer vermehrten Entwicklung
von Ca**-unabhdngigen Dsg3 Oligomeren was mit einer erhéhten Einzelmolekiilbindungskraft von Dsg3
einhergeht. Diese Verdnderungen sind Pkp-abhdngig und treten in den Pkpl- und 3-defizienten
Zelllinien nicht auf. Des Weiteren sind entsprechende Veriinderungen wéhrend der Entwicklung
desmosomaler Hyperadhdsion fiir Dsg1 nicht detektierbar, was eine unterschiedliche Rolle von Dsgl
und 3 fiir die Aufrechterhaltung der desmosomalen Hyperadhdision andeutet.

Fiir Desmosomen wurde das Phdanomen der Hyperadhasion beschrieben. Dabei handelt es
sich um einen stark adhéasiven Zustand, bei dem desmosomale Cadherine wahrend ihrer
Maturierung unabhangig von extrazelluldaren Kalzium werden (Garrod und Kimura, 2008). Dies
ist insofern tiberraschend, als das die Transinteraktion von Cadherinen Ca?*-abhingig ist. Die
zugrundeliegenden Mechanismen insbesondere auf Einzelmolekiilebene sind noch
unverstanden. Das Ziel der vorliegenden Studie war es daher mogliche Korrelate der
Hyperadhasion auf Einzelmolekiilebene zu finden und deren Regulation genauer zu verstehen.
Konkret haben wir dafiir die Bindungseigenschaften von Dsg1 und 3 in murinen Keratinozyten
zum Zeitpunkt der Kalziumabhédngigkeit untersucht und diese mit dem Zeitpunkt der
Kalziumunabhangigkeit verglichen. AuBerdem wurde der Einfluss der desmosomalen
Plagueproteine Pkp1 und 3 untersucht, da insbesondere fiir Pkp1 bereits ein Zusammenhang
mit PKC-Signaling und Hyperadhasion beschrieben wurde (Keil et al., 2016; Tucker et al.,
2014).

Zunachst wurden die Bedingungen unter welchen murine WT Keratinozyten hyperadhasiv
werden definiert. Hierzu wurde ein Hyperadhasions-Keratinozytendissoziationsversuch
durchgefiihrt. Die Zellen werden dafir mit dem Ca?*-Chelator EGTA behandelt und
nachfolgend wird die Fragmentierung der Einzelzellschicht unter mechanischem Stress
beobachtet. WT-Keratinozyten weisen hierbei nach 24h Differenzierung (in Medium mit
1.2mM Ca?*) eine deutliche Fragmentierung auf die nach 72h Differenzierung deutlich
abnimmt, was andeutet, dass die Zellen nach dieser Zeit hyperadhasiv und damit zumindest
teilweise unabhiangig von extrazellularem Ca?* geworden sind. Im Gegensatz dazu nahm die
Fragmentierung in Pkp1- und Pkp3-defizienten Keratinozyten im gleichen Zeitverlauf nicht ab,
was andeutet, dass diese Zellen nur verzogert oder nicht hyperadhasiv werden. Wir
untersuchten nun die Einzelmolekilbindungseigenschaften von Dsgl und 3. Fir Dsg3 konnten
wir in WT-Keratinozyten eine Erhéhung der Einzelmolekiilbindungskrafte von 24h auf 72h
Differenzierung detektieren, wahrend diese in Pkp-defizienten Keratinozyten nicht vorhanden
war (Abb. 10). Im Gegensatz dazu konnten bei Bindungsfrequenz, Verteilung der Molekiile
sowie der , Life Time” der Bindung keine Unterschiede detektiert werden, wahrend die Zellen
hyperadhdsiv. wurden. Daraus lasst sich ableiten, dass eine Erhohung der
Einzelmolekilbindungskraft ein Korrelat der desmosomalen Hyperadhasion sein kann. Wir
untersuchten nun im Vergleich die Bindungseigenschaften von Dsgl. Interessanterweise gab
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es hier zwischen 24h und 72h keine signifikanten Unterschiede, was andeutet, dass sich die
desmosomalen Cadherine im Hinblick auf ihren Beitrag zur Entwicklung der desmosomalen
Hyperadhdsion unterscheiden.

Diesen Unterschied wollten wir nun genauer untersuchen. Zunachst wurde daher ein
Oligomerisierungsversuch durchgefiihrt. Dabei werden mittels eines membranimpermeablen
Quervernetzers Moleklile, die eng aneinander liegen, miteinander verbunden. Im Western
Blot kdnnen dann entsprechende Oligomere detektiert werden. Fir Dsg3 zeigte sich hierbei,
dass es wahrend der Entwicklung der Hyperadhision zu einer Zunahme von Ca?*-
unabhangigen Dsg3-0Oligomeren kommt, was in der Pkp-defizienten Zelllinien nicht der Fall ist.
Auch fiir Dsgl ist eine solche Zunahme in keiner der Zelllinien zu beobachten. Auch dies gibt
einen weiteren Hinweis darauf, dass sich Dsgl und 3 im Hinblick auf ihren Beitrag zur
desmosomalen Hyperadhdsion unterscheiden. Vergleichend wurde in dieser Versuchsreihe
auch die Oligomerisierung des klassischen Cadherins E-Cad untersucht. Hierbei zeigten sich zu
keinem Zeitpunkt Ca?*-unabhingige Oligomere was zeigt, dass Hyperadh&sion ein Phinomen
ist, dass spezifisch bei Desmosomen, nicht aber bei Adhadrensjunktionen, auftritt.

Der hyperadhésive Zustand von Desmosomen wurde als der Physiologische in gesunder
Epidermis beschrieben (Garrod, 2010). Nach den in Zellkultur detektierten Unterschieden von
Dsgl und 3 untersuchten wir nachfolgend den Effekt von EGTA auf Dsgl und 3 in humaner
Epidermis. Interessanterweise zeigten sich hier fiir Dsg3 keine Unterschiede zwischen
Kontrolle und EGTA-behandelten Geweben. Die Farbung von Dsgl war dagegen nach EGTA-
Behandlung vermindert und fragmentiert was andeutet, dass Dsgl in der Epidermis nicht in
allen Fallen einen hyperadhasiven Zustand aufweist. SchlieBlich konnten wir auch zeigen, dass
in Dsg3-defizienten Keratinozyten die Entwicklung von Hyperadhasion stark beeintrachtigt ist.

Zusammenfassend kann man herausstellen, dass Dsg3 eine zentrale Rolle in der Entwicklung
und Aufrechterhaltung der desmosomalen Hyperadhasion in Keratinozyten einnimmt. Die
Daten deuten weiterhin darauf hin, dass desmosomale Hyperadhasion kein Zustand ist, den
ganze Desmosomen erlangen, sondern vielmehr ein Prozess an welchem Isoformen der
desmosomalen Cadherine sowie desmosomale Plaqueproteine wie Pkpl und Pkp3 in
unterschiedlicher Weise beteiligt sind.

39



3.5. Desmoglein 2 kann Ca’*-abhéngige Interaktionen mit
desmosomalen und klassischen Cadherinen eingehen

Fuchs et al, 2022, Biophys J., Oct 20;119(8):1489-1500.
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Abb. 11: Ubersicht homo- und heterophile Interaktionen von Dsg2 mit desmosomalen und

klassischen Cadherinen

Das ubiquitédr vorkommende Dsg2 kann homophile Interaktionen eingehen, aber auch heterophil mit
Dsc2 sowie mit den klassischen Cadherinen E-Cad und N-Cad interagieren. Alle diese Interaktionen sind
Ca’*-abhdngig. L-Tryptophan (L-Tryp), welches an die hydrophobe Bindungstasche an der ECD1 der
desmosomalen und klassischen Cadherine bindet, blockiert homophile wie auch heterophile Dsg2
Interaktionen. Ein Peptid (engl. ,tandem peptide”, kurz: TP) welches an der ECD1 von desmosomalen
Cadherinen bindet und dabei 2 Molekiile quervernetzen kann, kann den Effekt von L-Tryptophan
zwischen den Interaktionen desmosomaler Cadherine aufheben, nicht aber in den heterophilen

Interaktionen von Dsg2 mit E-Cad und N-Cad.

Trans-Interaktionen klassischer Cadherine wurde bereits genau charakterisiert. Dabei werden
sogenannte ,strand swap” Dimere gebildet, die auf einem Austausch eines konservierten Tryp
(W2) an der ECD1 beruhen (Boggon et al., 2002). Im Gegensatz dazu werden auch X-Dimere
in cis gebildet, an welchen die ECD 1 und 2 beteiligt sind und die wahrscheinlich eine wichtige
intermediare Konformation bei der Bildung von , strand swap” Dimeren darstellen (Harrison
et al., 2010). Dagegen ist der Interaktionsmechanismus von desmosomalen Cadherinen noch
nicht genau bekannt. Mittels unterschiedlichen Methoden wurden homo- und heterophile
Interaktionen detektiert mit teilweise widerspriichlichen Ergebnissen (Dieding et al., 2017;
Harrison et al., 2016; Ishii et al., 2020; Vielmuth et al., 2018a). Da sich in aktuellen Studien
gezeigt hat, dass es auch einen Crosstalk von Als und Desmosomen gibt und insbesondere E-
Cad und Dsg2 wahrend der Desmosomenassemblierung interagieren (Green et al., 2019;
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Rubsam et al., 2018; Shafraz et al., 2018), haben wir hier homo- und heterophile Interaktionen
von Dsg2 mittel zellfreien AFM-Untersuchungen untersucht.

Hierzu wurden zellfreie AFM Messungen durchgefiihrt. Sowohl die Messspitze als auch die
Oberflache eines Mica-Plattchen wurden mit den Extrazellulardomanen der entsprechenden
Cadherine beschichtet und diese nachfolgend gegeneinander gemessen. Dadurch sind die
jeweiligen Interaktionspartner in trans festgelegt und es kann beurteilt werden welche
Interaktionen auftreten. Dabei konnten homophile Dsg2-Dsg2, Dsc2-Dsc2, E-Cad-E-Cad und
N-Cad-N-Cad Interaktionen sowie heterophile Interaktionen zwischen Dsg2-Dsc2, Dsg2-E-Cad
und Dsg2-N-Cad mit einer ahnlichen Bindungsfrequenz detektiert werden. Bei der
Auswertung der Bindungsstarke der Einzelmolekiilinteraktionen fiel auf, dass die heterophile
Dsg2-E-Cadherin Interaktion eine signifikant erh6hte UF aufwies, was vielleicht durch die Rolle
in der Desmosomenassemblierung erklart werden kann (Shafraz et al., 2018). Im Gegensatz
dazu war die ,lifetime” aber unter allen heterophilen Interaktionen vergleichbar. Dariiber
hinaus waren alle Interaktionen Ca?*-abhingig und durch entsprechende spezifische
Antikorper blockierbar. Eine Ausnahme stellte die Dsg2-Dsc2 Interaktion dar, fur die wir
keinen Dsc2-Antikorper finden konnten, der zu einer signifikanten Blockade der Interaktionen
fUhrte.

Um mehr Uber die jeweiligen Interaktionsmechanismen der Dsg2-Interaktionen zu erfahren,
wurden im ndchsten Schritt vormals designte Peptide eingesetzt. Ein sog. ,single peptide”,
(SP) blockiert die trans-Interaktionen desmosomaler Cadherine, wéhrend ein sog. ,tandem
peptide” (TP) durch Quervernetzung die trans Interaktion desmosomaler Cadherine
stabilisiert (Heupel et al., 2009b; Schlipp et al., 2014). TP besteht dabei aus 2 SP, die Gber einen
flexible Aminohexal-Linker verbunden sind (Heupel et al., 2009a). In Ubereinstimmung mit
vorherigen Ergebnisse von homophilen Interaktionen von Dsg3-Dsg3, Dsg2-Dsg2 und Dsgl-
Dsgl (Heupel et al., 2009b; Schlipp et al., 2014), blockiert SP auch die heterophilen Interaktion
von Dsg2 mit Dsc2, E-Cad und N-Cad, wahrend die Krafte der verbleibenden Interaktionen
davon nicht beeintrachtigt wurden. Des Weiteren wurde L-Tryptophan (L-Tryp) verwendet.
Flr diese Aminosaure ist bekannt, dass es mit den fiir klassische Cadherine gezeigten und fir
desmosomale Cadherine vermuteten Austausch von Tryptophan-Residuen an der ECD1 (engl.:
tryptophan swap) interferiert. In Ubereinstimmung konnte auch fiir Dsg2-Dsg2 Interaktionen
eine Inhibition durch L-Tryp-Zugabe gezeigt werden (Schlipp et al., 2014). Da in der gleichen
Studie zudem gezeigt wurde, dass TP den blockierenden Effekt von L-Tryp auf homophile
Dsg2-Dsg2 Interaktionen aufhebt (Schlipp et al., 2014), wurde im nachsten Schritt der Effekt
von TP auf homo- und heterophile Dsg2 Interaktionen unter Anwesenheit von L-Tryp
untersucht. Hierbei zeigte sich, dass TP zwar den L-Tryptophan-vermittelten Verlust von Dsg2-
Interaktionen im Falle von homophilen Dsg2-Dsg2 sowie heterophilen Dsg-Dsc2 Interaktionen
aufheben konnte, nicht aber fiir die heterophilen Interaktionen zu E-Cad und N-Cad. Dies lasst
vermuten, dass Interaktionen von Dsg2 mit anderen desmosomalen Cadherinen auf einem
anderen Mechanismus beruhen als die Interaktionen zu klassischen Cadherinen. Um diese
zellfreien Daten im Zellmodell zu verifizieren, wurden im Anschluss Enterozyten (DLD1-Zellen)
untersucht. In AFM Experimenten mit Dsg2-funktionalisierten Messspitzen zeigte sich hier,
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dass L-Tryp zu einer signifikanten Verminderung der Dsg2-abhangigen Bindungsfrequenz fiihrt
und dass TP diesen Effekt aufhebt. Dariiber hinaus fiihrte TP zu einer Umverteilung von Dsg2-
abhangigen Bindungsereignissen zu den Zellgrenzen, was unter Umstdanden zu einer starkeren
Zellhaftung beitragen kann.

Zusammenfassend zeigt die Studie, dass das ubiquitar vorkommende desmosomale Cadherin
Dsg2 in der Lage ist, homophile sowie heterophile Interaktionen einzugehen. Als heterophile
Interaktionspartner wurden desmosomale (Dsc2) und klassische Cadherine (E-Cad, N-Cad)
identifiziert, wobei der Interaktionsmechanismus jeweils unterschiedlich zu sein scheint.
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In den nachfolgenden Studien wurde nun untersucht welchen Beitrag die
Einzelmolekilbindungseigenschaften der desmosomalen Cadherine zur Pemphigus
Pathogenese leisten.

3.6. Die direkte Inhibition von Dsg3 reicht nicht flr den durch
Pemphigus-Autoantikorper-induzierten Haftungsverlust aus

Vielmuth et al., 2015, J Invest Dermatol. 135(12):3068-77.
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Abb. 12: Die Dysregulation von Signalwegen ist wichtiger fiir den Zellhaftungsverlust bei Pemphigus
als die direkte Inhibition von Dsg3 Interaktionen

Autoantikérper gegen Dsg3 fiihren bei Pemphigus zu einer direkten Inhibition von Dsg3 Interaktionen
sowie zur Dysregulation unterschiedlicher Signalwege. Obgleich durch eine protektive Inhibition von
p38MAPK der PV-lgG-induzierte Zellhaftungsverlust inhibiert werden konnte, blieb die direkte
Inhibition vorhanden. Im Umkehrschluss kann also der PV-lgG-vermittelte Zellhaftungsverlust in
Anwesenheit der direkten Inhibition von Dsg3 Interaktionen verhindert werden, sodass Signalwegen
eine zentrale Bedeutung in der Pemphigus-Pathogenese zukommt.

In vorausgegangenen zellfreien AFM-Studien konnte gezeigt werden, dass der interzellulare
Haftungsverlust bei Pemphigus mit einer Veranderung intrazellularer Signalwege sowie einer
direkten Inhibition von Dsg3-Interaktionen durch die Autoantikdrper einhergeht (Spindler et
al., 2018; Spindler und Waschke, 2018). Interessanterweise konnte fiir Autoantikorper, die
gegen Dsgl gerichtet sind, keine direkte Inhibition in zellfreien AFM-Studien nachgewiesen
werden (Waschke et al., 2005) und zudem wurde herausgestellt, dass PV-Antikdrper bei 4°C
keinen Zellhaftungsverlust induzieren, was zeigt dass energieaufwandige Prozesse am
Zellhaftungsverlust beteiligt sind (Calkins et al., 2006). Des Weiteren wurden zahlreiche
Signalwege identifiziert, die von Autoantikérpern dysreguliert werden und in Zusammenhang
mit den morphologischen Kennzeichen von Pemphigus, der Dsg-Depletion und
Veranderungen des Keratinzytoskeletts, stehen (Spindler und Waschke, 2014; Waschke und
Spindler, 2014). Allerdings war der jeweilige Anteil der direkten Inhibition bzw. der
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Dysregulation der Signalwege bisher noch nicht untersucht worden. Auch ein Nachweis der
direkten Inhibition von Dsg3 Interaktionen auf Keratinozyten war noch nicht erfolgt. Dies war
das Ziel der vorliegenden Studie.

Zunachst konnte mittels AFM-Bildgebung gezeigt werden, dass die filamentdren Strukturen,
die die Zell-Zell-Kontakte von humanen Keratinozyten Uberbriicken, Keratine enthalten.
Daraus ergab sich die Moglichkeit friihe PV-lIgG-induzierte morphologische Verdanderungen
mittels AFM zu detektieren. Parallel zum beginnenden Zellhaftungsverlust konnten in den
ersten 2h der Autoantikorperinkubation groRere Interzellularspalten sowie eine
Verminderung der filamentdren Strukturen an Zell-Zell-Kontaktarealen nachgewiesen
werden. Es wurden nun Dsg3-Adhdsionsmessungen auf kleinen Arealen entlang der Zell-Zell-
Kontakte durchgefiihrt. Es trat eine direkte Inhibition der Dsg3-Interaktionen auf.
Interessanterweise war diese bereits 15min nach Autoantikdrperinkubation nachzuweisen
und voll ausgepragt. Im Gegensatz zu den progredienten morphologischen Verdanderungen
gibt es hier also keinen linearen Zusammenhang zum Zellhaftungsverlust. Die Untersuchung
der Membranexpression von Dsg3 zeigte hierbei, dass sowohl pathogene aDsg3-Antikorper
im gegebenen Versuchsaufbau nach 30min noch nicht zu einer Verminderung von Dsg3
flihren, was somit unterstreicht, dass die beobachtete Reduktion in der Bindungsfrequenz von
Dsg3 auf eine direkte Inhibition der Interaktionen und nicht auf eine Depletion von Dsg3
zuriickzufhren ist.

Im nachsten Schritt untersuchten wir den Einfluss von Signalwegen auf die direkte Inhibition.
Fiir diese Versuche wurde zundchst p38MAPK als zentraler Signalweg in der
Pemphiguspathogenese gewdhlt, da er mit den am AFM beobachteten frihen
morphologischen Verdnderungen der Keratinretraktion sowie der Depletion von Dsg3 in
Verbindung steht (Berkowitz et al., 2008a; Berkowitz et al., 2005; Jolly et al., 2010). Eine
Inhibition der PV-lgG-induzierten Aktivierung von p38MAPK mittels eines spezifischen
Mediators (SB202190) konnte sowohl die friihen morphologischen Veranderungen am AFM
wie auch den Zellhaftungsverlust wadhrend der ersten beiden Stunden der
Autoantikorperinkubation komplett blockieren. Im Gegensatz dazu, war der Effekt auf die
direkte Inhibition von Dsg3 nur klein, sodass die direkte Inhibition auch unter Inhibition von
p38MAPK signifikant war. Daraus lasst sich schlieBen, dass die direkte Inhibition nicht alleinig
dem PV-IgG-induzierten Zellhaftungsverlust zugrunde liegt.

,Lipid rafts“ sind notwendig fiir den Umsatz von Desmosomen und es wurde in
vorausgegangen Studien gezeigt, dass eine Zerstérung dieser Membrandomanen protektiv
gegen einen PV-lgG-induzierten Zellhaftungsverlust ist (Resnik et al., 2011; Stahley et al.,
2014). Wir verwendeten daher beta-Methylcyclodextrin zur Zerstérung der ,Lipid rafts“ um
den Effekt einer geblockten Dsg3-Depletion auf die direkte Inhibition zu untersuchen.
Interessanterweise zeigen auch diese Daten, dass die Zerstorung der , Lipid Rafts” zwar den
Zellhaftungsverlust nach PV-IgG-Inkubation komplett verhindern im Gegensatz dazu aber
keinen Effekt auf das Auftreten der direkten Inhibition haben.
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Die Daten dieser Studie haben eine langer bestehende Kontroverse im Pemphigusfeld
aufgeldst — namlich ob eine direkte Inhibition von Dsg-Interaktionen alleinig ausreichend ist
um den Zellhaftungsverlust herbeizufiihren. Die aktuellen Daten zeigen deutlich, dass es zwar
eine direkte Inhibition von Dsg3-Interaktionen auf lebenden Keratinozyten gibt, allerdings ist
eine Modifikation von zelluldren Signalwegen in der Lage auch unter diesen Bedingungen den
Zellhaftungsverlust komplett zu blockieren. Daraus lasst sich ableiten, dass die direkte
Inhibition nicht alleinig fir den PV-lgG-induzierten Zellhaftungsverlust ausreichend ist.
Dagegen unterstreichen die Daten die Wichtigkeit des p38MAPK-Signalweges sowie der Dsg3-
Depletion fir eine suffiziente desmosomale Haftung und ihre Dysregulation in Pemphigus
(Abb. 12).
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3.7. Keratine regulieren Desmoglein-Bindungseigenschaften in
Pemphigus in Abhangigkeit von p38MAPK

Vielmuth et al., 2018, Front in Immunol. 9:528.
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Abb. 13: Autoantikérperbindung fiihrt zu einer Umverteilung von Dsg1 und 3 weg von Zell-Zell-
Kontaktbereichen

Bei Pemphigus kommt es durch Autoantikérper zu einer direkten Inhibition von Dsg3 aber nicht von
Dsgl trans-Iinteraktionen auf lebenden Keratinozyten. Interessanterweise bewirken die aDsgl-
Antikérper in Abhédngigkeit von p38MAPK und Keratinfilamentverankerung eine Umverteilung von
Dsgl weg von Zell-Zell-Kontaktbereichen. Da fiir Dsg3 die Beobachtung der Umverteilung durch
Autoantikérper wegen der auftretenden direkten Inhibition nicht méglich war, konnte diese nur durch
Aktivierung der p38MAPK nachvollzogen werden.

Keratine spielen eine entscheidende Rolle fiir die Verankerung des Desmosoms und
beeinflussen die Mechanik von Keratinozyten (Ramms et al, 2013). In einer
vorausgegangenen Studie konnten wir weiterhin zeigen, dass Keratine die
Bindungseigenschaften von Dsg3 abhangig von p38MAPK und PKCa regulieren (Vielmuth et
al.,, 2018c). Veranderungen in der Organisation des Keratinzytoskeletts und Ablosung der
Filamente vom desmosomalen Plaque sind ein morphologisches Charakteristikum bei
Pemphigus (Berkowitz et al., 2005; Muller et al., 2007; Schlogl et al., 2018) wobei der Beitrag
zum Zellhaftungsverlust nicht vollstandig aufgeklart ist. Ziel dieser Studie war daher den
Beitrag von Keratinen zum Pemphigus-Autoantikérper-induzierten Haftungsverlust
aufzuklaren sowie Veranderungen der Dsgl Bindungseigenschaften in Abhdngigkeit von
Keratinen und Pemphigus-Autoantikdérpern zu untersuchen. Zur Bearbeitung dieser
Fragestellung wurden WT und Keratin-defiziente Keratinozyten verwendet.

In murinen WT Keratinozyten wurde zunachst der Effekt von PV-IgG (aDsgl- und aDsg3-
Autoantikorper), AK23 (pathogener aDsg3-Antikdrper) und PF-IgG (aDsgl-Autoantikdrper) auf
das Keratinzytoskelett untersucht. In 24h induzierten alle getesteten Antikérper eine
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deutliche Retraktion des Keratinzytoskeletts sowie einen signifikanten Zellhaftungsverlust. Im
Gegensatz dazu konnte in Keratin-defizienten Keratinozyten, die bereits unter basalen
Bedingungen eine stark kompromittierte Zellhaftung zeigen, kein signifikanter Effekt der
pathogenen Autoantikdrper nachgewiesen werden.

Weiterhin wurden parallele Dsgl- und 3 Adhdsionsmessungen an den gleichen Zellgrenzen in
WT und Keratin-defizienten Keratinozyten durchgefiihrt. Wie zuvor gezeigt, weisen Keratin-
defiziente Keratinozyten eine erhohte Bindungsfrequenz von Dsg3, allerdings verminderte
Einzelmolekilinteraktionskrafte auf (Vielmuth et al., 2018c). Im Unterschied dazu zeigen sie
weniger Dsgl-abhdngige Bindungsereignisse, die sich allerdings im Hinblick auf ihre
Bindungskrafte nicht unterscheiden. Des Weiteren zeigen Dsgl-Bindungsereignisse ein
vermehrtes Auftreten an Zell-Zell-Kontakten. Diese Verdichtung geht in den Keratin-
defizienten Keratinozyten verloren. Diese Daten zeigen also, dass Keratine differenziell die
Bindungseigenschaften der Pemphigus-Antigene Dsgl und 3 regulieren. Im nachsten Schritt
untersuchten wir den moglichen Einfluss der Keratine auf die Autoantikérper-induzierte
direkte Inhibition von Dsg3 Interaktionen. Obgleich die Dsg3-Depletion in den Keratin-
defizienten Keratinozyten beschleunigt ablduft, konnte kein Unterschied im Hinblick auf die
direkte Inhibition von Dsg3-Interaktionen detektiert werden. Dabei ist die beschleunigte Dsg3
Depletion nach unserer Auffassung auf eine erhohte Mobilitdit der Dsg3 Molekile
zurtickzufiihren, die sowohl bei Keratindefizienz als auch nach Keratinfilamentretraktion im
WT auftritt.

Im Gegensatz zu Dsg3 tritt far Dsgl durch

pathogene aDsgl-Antikérper Autoantikdrper keine direkte Inhibition auf, was

bisher allerdings nur in zell-freien AFM-

Untersuchungen gezeigt wurde (Waschke et al.,

Keratine 2005). Im nachsten Schritt untersuchten wir daher

das Auftreten einer direkten Inhibition von Dsgl

Interaktionen auf Keratinozyten. In
Dsgl-Umverteilung

Ubereinstimmung mit den Vordaten, induzierten
sowohl PF-IgGs als auch PV-lIgGs (mit pathogenen
aDsgl-Antikérpern) in WT Keratinozyten keine

Dsg1 Einzelmolekiil- direkte Inhibition. Obgleich sich die detektierte Dsgl-
interaktionsstarke

Bindungsfrequenz nicht unterscheidet, kommt es

¢ aber zu einer Umverteilung von Dsgl weg von

Bereichen der Zell-Zell-Kontakte, sodass die Dsgl-

Verminderung desmosomale

Haftung Verteilung dann dem Bild in Keratin-defizienten

Keratinozyten entspricht (Abb. 13, 14). In Keratin-

defizienten Keratinozyten kommt es zudem bereits

Abb. 14: Sequenz der Wirkung nach 1h Inkubation mit pathogenen aDsgl-

pathogener aDsgl-Antikérper bei Antikérpern zu einer Verminderung der Dsgl-
Pemphigus Interaktionsstarke, die im WT erst nach 24h

Inkubation zu beobachten ist. Aus den Daten lasst
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sich daher eine Sequenz ableiten, in der es nach pathogenen aDsgl1-Antikdrpern abhangig von
Keratinen zu einer Umverteilung von Dsgl auf der Zelloberflaiche weg von den Zellgrenzen
kommt. Diese Umverteilung geht einer Verminderung der Einzelmolekiilinteraktionsstarke
von Dsgl voraus. Somit konnte eine Sequenz aufgezeigt werden, mittels welcher aDsgl-
Autoantikorper zum  Zellhaftungsverlust bei Pemphigus auf dem Level von
Einzelmolekdilinteraktionen beitragen, ohne jedoch eine direkte Inhibition der Interaktionen
auszulésen (Abb. 14).

Darauf abgeleitet ergab sich die Frage, ob diese Sequenz, insbesondere die Umverteilung auch
flir Dsg3 auftreten. Da hier Pemphigus-Autoantikérper zu einer direkten Inhibition fihrt,
konnte die Sequenz hier nicht direkt untersucht werden. Da allerdings bekannt ist, dass
Autoantikorper zu einer Aktivierung von p38MAPK fiihren (Berkowitz et al., 2008a; Berkowitz
et al.,, 2008b; Berkowitz et al., 2005; Berkowitz et al., 2006) und eine durch Mediatoren
induzierte Aktivierung von p38MAPK zu dhnlichen morphologischen Verdnderungen wie
Pemphigus-Autoantikdrper fihren, wahlten wir nachfolgend den p38MAPK-Aktivator
Anisomycin, um die Sequenz fiir Dsg3 zu untersuchen. In der Tat fiihrte Anisomycin zu einer
Retraktion des Keratinzytoskeletts vergleichbar zu den Pemphigus-Autoantikérpern sowie zu
einem signifikanten Zellhaftungsverlust. Passend zu den vorherigen Versuchen fiihrte eine
Aktivierung von p38MAPK ebenfalls zu einer Umverteilung von Dsgl weg von Arealen der Zell-
Zell-Kontakte sowie zu einer sequenziellen Reduktion der Dsgl-
Einzelmolekilinteraktionskrafte. Interessanterweise kam es ebenfalls zu einer ahnlichen
Umverteilung von Dsg3 wobei hier keine Unterschiede in den Bindungskraften gezeigt werden
konnten. Diese Daten deuten zum einen an, dass die Umverteilung nach
Autoantikorperbindung Dsgl und 3 betrifft, zum anderen weisen sie auf eine Beteiligung von
p38MAPK hin (Abb. 13). Im nachsten Schritt wurden daher ein Mediator (SB202190)
eingesetzt, der p38MAPK inhibiert. Inhibition von p38MAPK konnte den Autoantikorper-
induzierten Zellhaftungsverlust in WT Zellen verhindern und auch in Keratin-defizienten
Keratinozyten die Zellhaftung nahezu auf WT-Level verbessern. Wir verwendeten nun den
gleichen Inhibitor zusammen mit pathogenen Dsgl-Antikérpern (PF-IgG) in WT und Keratin-
defizienten Keratinozyten. Hierbei zeigte sich, dass eine Inhibition von p38MAPK die PF-IgG-
induzierte Umverteilung von Dsgl blocken kann und in Keratin-defizienten Zellen zu einer
Verteilung von Dsgl vergleichbar zum WT fihrt.

Zusammengefasst zeigen die Daten dieser Studie also, dass Keratine die
Bindungseigenschaften desmosomaler Cadherine differentiell regulieren. Eine direkte
Inhibition der Dsg-Interaktionen durch Pemphigus-Autoantikdrper tritt auf Keratinozyten nur
flir Dsg3 nicht aber fiur Dsgl auf. Dysregulation des p38MAPK-Signalwegs sowie
Veranderungen des Keratinzytoskeletts durch Pemphigus-Autoantikérper tragen durch
Modulation der Verteilung von Dsgl und 3 bzw. ihrer Veranderungen ihrer
Bindungseigenschaften zum Zellhaftungsverlust bei. Des Weiteren wird hier die Bedeutung
der Untersuchung pathomechanistischer  Veranderungen auf  Ebene von
Einzelmolekilinteraktionen mittels AFM bei Pemphigus deutlich.
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3.8. Eine Dsg2-Hochregulation stellt einen Kompensationsmechanismus
gegen den Autoantikorper-vermittelten Zellhaftungsverlust bei
Pemphigus dar

Sigmund et al., 2020, Front Immunol. Oct 28;11:581370
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Abb. 15: Dsg2 wird als Kompensationsmechanismus in Hautlésionen von Pemphigus Patienten
hochreguliert.

In gesunder Epidermis kommt Dsg2 allenfalls in kleinen Mengen in der Basalzellschicht sowie in
Haarfollikeln vor. Dsg3 kann ungehindert homophil mit Dsg3 interagieren. Eine heterophile Interaktion
zu Dsg2 ist méglich. In der Epidermis von PV-Patienten wurde eine Hochregulation von Dsg2
beobachtet. Bei Pemphigus kommt es durch Autoantikérper gegen Dsg3 zu einer direkten Behinderung
der homophilen Dsg3-Interaktionen. Heterophile Dsg2-Dsg3 Interaktionen werden durch Dsg3-
Autoantikérper weniger behindert. Dsg2 kann daher als zelluldrer Kompensationsmechanismus den
PV-IgG-vermittelten Zellhaftungsverlust abmildern.

Dsg2 wird in gesunder humaner Haut kaum oder nicht exprimiert (Hartlieb et al., 2013).
Vorausgegangene Studien berichten allerdings eine Hochregulation von Dsg2 in Lasionen von
PV-Patienten (lwatsuki et al., 1999) und einen gegenldufigen Zusammenhang von Dsg2 und 3
Expression in oralen spinozelluldaren Karzinomen (Teh et al., 2011). Auch in vitro konnte ein
Zusammenhang von Dsg2 und 3 Expression herausgestellt werden. So zeigen Dsg3-defiziente
murine Keratinozyten eine erhohte Membranlokalisation von Dsg2 (Hartlieb et al., 2013;
Hartlieb et al., 2014). Auch Daten aus Keratin-defizienten Keratinozyten deuten an, dass Dsg2
in Situationen mit kompromittierter Haftung von Dsg3 kompensierend wirken kann (Vielmuth
et al., 2018c).

In dieser Studie haben wir daher das Auftreten eines Dsg2-abhdngigen
Kompensationsmechanismus in Patientenproben sowie einem humanen ex vivo Hautmodell
untersucht. Des Weiteren wurden die biophysikalischen Eigenschaften einer heterophilen
Dsg2-Dsg3 Interaktion untersucht und mit den entsprechenden homophilen Interaktionen
verglichen.
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Zunachst konnte im humanen ex vivo Pemphigus-Hautmodell gezeigt werden, dass PV-IgGs
eine Hochregulation von Dsg2 induzieren. Weiterhin wurde die Epidermis von mehreren
Pemphigus-Patienten untersucht. Hierbei konnte bei der Halfte der Patienten eine signifikante
Hochregulation von Dsg2 in perildsionaler Epidermis gefunden werden.

Im nachsten Schritt wurde die heterophile Interaktion von Dsg2 und Dsg3 mittels
Immunoprazipitation (IP) und AFM untersucht. In humanen Keratinozyten konnte mittels IP
eine direkte Interaktion von Dsg2 und 3 nachgewiesen werden. In zell-freien AFM
Untersuchungen wurden nun die Bindungseigenschaften der heterophilen Dsg2-Dsg3 mit den
homophilen Interaktionen verglichen. Hierbei ergaben sich keine Unterschiede im Hinblick auf
Bindungsfrequenz, Bindungskraft und Ca?*-Abhingigkeit. Allerdings war die ,,bond lifetime*”
der heterophilen Interaktion deutlich hoher als die der homophilen Dsg2 Interaktion. Gleich
der homophilen Interaktionen verhielten sich auch die heterophilen Dsg2-Dsg3 Interaktionen
wie catch-bonds. Weiterhin untersuchten wir den Einfluss von AK23, einem monoklonalen
aDsg3-Antikorper aus einem Pemphigus Mausmodell (Tsunoda et al., 2003) sowie von PV-IgGs
auf die jeweiligen Interaktionen. Wahrend die homophile Dsg3-Dsg3 Interaktion durch AK23
bzw. PV-lgGs direkt inhibiert wurde, waren heterophile Dsg2-Dsg3 Interaktionen deutlich
weniger von direkter Inhibition betroffen.

In Zusammenschau sprechen diese Befunde fiir einen Kompensationsmechanismus bei
Pemphigus, der auf heterophilen Dsg2-Dsg3 Interaktionen beruht.
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3.9. Der PDE4-Hemmer Apremilast verhindert den Pemphigus-
Autoantikorper-induzierten Zellhaftungsverlust von Keratinozyten
in vitro und in vivo

Sigmund et al, 2023, Nat Commun. Jan 9;14(1):116.
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Abb. 16: Apremilast stérkt durch eine cAMP Erhéhung in Keratinozyten die desmosomale Haftung
und wirkt protektiv gegen den PV-lgG-vermittelten Haftungsverlust

Aus vorausgegangenen Studien war bekannt, dass eine Erhéhung des cAMP Spiegels etwa durch
direkte Aktivierung der Adenylatcyclase oder f3-adrenerger Stimulation zu einer Steigerung der
desmosomalen Haftung fiihrt und protektiv gegen den Zellhaftungsverlust bei Pemphigus wirkt. Der
PDE4-Hemmer Apremilast, der bei Patienten eingesetzt werden kénnte, fiihrt ebenfalls zu einer
Erhéhung der cAMP Spiegel in Keratinozyten und wirkt liber eine Phosphorylierung von Pg an S665
durch eine Verminderung der PV-IgG-induzierten Keratinretraktion. AC: Adenylatcyclase, PKA:
Proteinkinase A, ATP: Adenosintriphosphat, AMP: Adenosinmonophosphat

Bei Pemphigus agieren Dsgl und 3 als Signallbertrager und es wurden Dsg-spezifische
Signaling-Muster identifiziert (Schmitt und Waschke, 2021; Walter et al., 2017; Walter et al.,
2019). Viele der beschriebenen involvierten Signalwege tragen zum Zellhaftungsverlust bei,
etwa die Aktivierung von p38MAPK, PKC, Ca%*-Signaling, Src und Erk (Berkowitz et al., 2005;
Burmester et al., 2020; Egu et al., 2019; Kugelmann et al., 2019b; Walter et al., 2017). Dagegen
konnten wir in einer vorausgegangenen Studie zeigen, dass es sich bei cAMP um einen
zelluldren Rettungsmechanismus handelt. Pemphigus Autoantikorper induzieren einen
leichten cAMP Anstieg, der, wenn er pharmakologisch verstarkt wird, den PV-lIgG-vermittelten
Zellhaftungsverlust verhindert (Spindler et al., 2010). Des Weiteren starkt cAMP auch die
Cadherin-vermittelte Haftung in weiteren Geweben, wie dem Endothel und dem Herz, wobei
es hierbei in Kardiomyozyten zu einer Phosphorylierung von Pg an Serin 665 kommt (Schinner
etal., 2017; Vielmuth et al., 2023). Allerdings waren die zunachst genutzten Mediatoren durch
erwartbare schwere Nebenwirkungen nicht fiir eine Translation in den Patienten denkbar. Ziel
dieser Studie war es daher die Effektivitdt des PDE4-Inhibitors Apremilast bei Pemphigus zu
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testen und die Mechanismen des adhasionsstabilisierenden Effekts einer cAMP-Erhéhung in
Keratinozyten zu untersuchen.

Apremilast induziert in Keratinozyten einen deutlichen cAMP Anstieg, allerdings geringer als
die vormals genutzten Mediatoren (Sigmund et al., 2023; Spindler et al., 2010). Durch
Applikation in ex vivo humaner Haut konnte gezeigt werden, dass Apremilast die PV-IgG-
vermittelte Blasenbildung effektiv hemmt. AuRerdem blockiert es selbst in einer deutlich
geringeren Dosierung, die auch im Patienten angewendet werden kann
(https://www.ema.europa.eu/en/documents/product-information/otezla-epar-product-
information_de.pdf), die Blasenbildung im neonatalen Pemphigus-Mausmodell.

Auch in vitro in humanen Keratinozyten (HaCaT und NHEK) konnte Apremilast den PV-IgG-
vermittelten Zellhaftungsverlust blockieren. Interessanterweise normalisiert Apremilast die
PV-lgG-induzierte Keratinfilamentretraktion, jedoch nicht die Dsg-Depletion. Passend hierzu,
zeigt sich ultrastrukturell im humanen ex vivo Modell, dass Apremilast die verdanderte
Keratininsertion normalisiert, jedoch nicht die Anzahl und Lange der Desmosomen und die
Dsg3 Einzelmolekilbindungseigenschaften.

Im nachsten Schritt sollte der protektive Mechanismus einer cAMP-Erhdhung bei Pemphigus
genauer untersucht werden. Hierzu wurden zundchst die vorherigen Beobachtungen aus
Kardiomyozyten aufgegriffen und die PKA-abhangige Phosphorylierung von Pg an Serin 665
untersucht. In der Tat kam es durch Apremilast auch in Keratinozyten zu dieser
Phosphorylierung an Pg. Um den Einfluss dieser Phospho-Seite fiir die Integritat der Epidermis
und den Zellhaftungsverlust bei Pemphigus zu untersuchen, wurde nachfolgend ein
Mausmodell etabliert, bei welchem in Pg das Serin an Stelle 665 durch ein Alanin ersetzt
wurde und somit eine Phosphodefizienz an dieser Stelle induziert wird. Obgleich sie die
grundlegende Morphologie der Epidermis der Pg-phosphodefizienten Mause (Pg-S665A) nicht
vom WT unterschied, zeigte sich eine erhdhte Anfalligkeit gegeniiber mechanischer Belastung
sowie deutliche Unterschiede in der Charakterisierung der desmosomalen Proteine.
Insbesondere waren Dsgl, Dscl und Dsg3 drastisch reduziert und fragmentiert an den
Zellgrenzen, was die Wichtigkeit der Phospho-Seite fiir die Lokalisation der desmosomalen
Cadherine zeigt. Zudem war, passend zu den Vordaten zu Pemphigus, die Keratinfilamente
drastisch verandert. Keratinozyten, die aus dem Mausmodell gewonnen wurden, zeigten sich
ebenfalls drastische Verdanderungen in Dscl und Dsgl, wahrend andere Proteine wie etwas
Loricrin als Differenzierungsmarker bzw. E-Cad als Marker fiir Adharensjunktionen, nicht
verandert waren. Die Pg-S665A murinen Keratinozyten zeigten zudem einen deutlichen
Zellhaftungsverlust und das Keratinnetzwerk war auch in den Zellen sehr stark verandert und
erschien in den Pg-S665A Zellen ausgediinnt und irregular. In diesen Zellen hatte AK23 keinen
additiven Effekt auf die Zellhaftung aber auch Apremilast zeigte keinen Nutzen mehr.

Zusammenfassend kann daraus abgeleitet werden, dass die Pg-Phosphorylierung an S665
bedeutsam fir eine addquate interzellulaire Adhasion von Desmosomen sowie der
Organisation des Keratinzytoskeletts ist. Abschlieend wurde zudem untersucht wie cAMP
den desmosomalen Umsatz reguliert. Ca?*-Austauschexperimente (Kugelmann et al., 2019b)
wurden genutzt um die Assemblierung der Desmosomen zu synchronisieren und
Untersuchungen nach 8h und 24h in der Anwesenheit von Apremilast durchzufiihren. Dabei
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deutete sich an, dass Apremilast die Dp Rekrutierung an sich neubildenden Desmosomen
reguliert, wobei in parallelen FRAP-Experimenten die ,recovery halftime” nach Apremilast in
WT aber nicht in Pg-S665A reduziert war, was zu einer verstarkten Assoziation von Dsg3 an
der Membran durch die Pg-vermittelte Zytoskelettverankerung passt.

Zusammenfassend konnte diese Studie einen therapeutischen Ansatz bei Pemphigus
identifizieren, der direkt an der Keratinozytenadhdsion ansetzt. Da Apremilast bereits fir den
Einsatz bei Psoriasis und Behcet-Erkrankung klinisch erprobt ist (Keating, 2017; Torres und
Puig, 2018) und auch bei refraktaren Pemphigus ,off-label” bereits mit Erfolg eingesetzt
wurde (Meier et al., 2020), stellt dies einen erfolgversprechenden neuen Ansatz in der
Pemphigus-Therapie dar. Darliber hinaus konnte fiir die Phosphorylierung von Pg an S665
gezeigt werden, dass die entscheidend zur Integritdt der Epidermis und der Haftung von
Keratinozyten beitragt.
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3.10. Pemphigus-Autoantikorper induzieren eine Blasenbildung in
humaner Konjunktiva

Vielmuth et al., 2016, Invest Ophthalmol Vis Sci. 57(10):4442-9.

Eine Blasenbildung an der Haut sowie der Mundschleimhaut ist das typische klinische
Erscheinungsbild der blasenbildenden Autoimmundermatose Pemphigus. Allerdings wurde in
verschiedenen Studien immer wieder auf eine okuldre Beteiligung hingewiesen, die zumeist
als Konjunktivitis diagnostiziert und fir welche diskutiert wurde, dass diese mit der Schwere
der Erkrankung korreliert (Akhyani et al., 2014; Balica et al., 2013). Da der zugrundeliegende
Mechanismus der Augenbeteiligung bei Pemphigus allerdings bisher nicht charakterisiert
wurde, haben wir in dieser Studie untersucht wie es zur Konjunktivitis bei Pemphigus kommt.
Insbesondere sollte herausgestellt werden, ob die Autoantikorper auch hier eine
Blasenbildung induzieren oder es vielmehr zu einer zu einer Superinfektion kommt.

Dsg3 KO Mause weisen einen PV-Phanotyp mit suprabasaler Blasenbildung in der oralen und
O0sophagealen Mukosa auf (Koch et al., 1997). Interessanterweise konnten wir bei 43% von
diesen Dsg3 KO Mausen (B6, 129X-Dsg3'™Sta"/] mice, Jackson Laboratory) in unserer Zucht
ebenfalls einen Augenphanotyp beobachten, der sich mit gerdteter Konjunktiva und
verklebten Augenlidern darstellte. Wir untersuchten daher die komplette Augenhistologie
dieser Tiere und verglichen diese mit ihren WT Geschwistertieren. Die Gesamtstruktur der
Augen war nicht verdndert und es konnten keine Anzeichen einer Infektion beobachtet
werden. Allerdings zeigten sich Spaltbildungen in der Kornea sowie in der Konjunktiva, die an
einen PV-Phanotyp erinnern, was einen weiteren Anhaltspunkt fiir einen Augenphanotyp bei
Pemphigus als direkte Folge der Dsg3-Autoantikérperbindung darstellt.

Wir charakterisierten nun die Expressionsmuster desmosomaler Proteine in humaner
Konjunktiva. Hierbei zeigte sich ein Expressionsmuster, dass an die Epidermis erinnert. In
Ubereinstimmung waren Dsg3 und Dsc3 vermehrt in den basalen Schichten zu sehen,
wahrend Dsgl in den oberflachlichen Schichten eine starkere Expression auswies. Im
Unterschied zur Epidermis konnten wir allerdings kein Dscl detektieren, dafiir war ein
positives Signal flir Dsg2 zu erkennen. Auch Pg und Dp waren vergleichbar mit der Epidermis
in allen Schichten detektierbar, ebenso das klassische Cadherin, E-Cad. Im nachsten Schritt
etablierten wir ein humanes ex vivo Konjunktiva-Modell was die Moéglichkeit bot, humane
Konjunktiva des gleichen Spenders mittels Kontroll-IgG oder PV-IgG zu behandeln. Unter
Kontroll-lgG-Inkubation beobachteten wir eine intakte Morphologie der Konjunktiva. Dagegen
trat in Proben, die mit PV-IgG inkubiert wurden, eine fiir PV typische suprabasale
Blasenbildung auf. Auch konnte eine direkte Bindung der Autoantikérper an die humane
Konjunktiva nachgewiesen werden.

Die Depletion von Dsgl und Dsg3 infolge der Autoantikdrperbindung gehért zu den
morphologischen Charakteristika der Pemphigus-Pathogenese in der Epidermis (Spindler et
al., 2018; Spindler und Waschke, 2018). Um zu untersuchen ob dhnliche Mechanismen auch
der Blasenbildung in der Konjunktiva zugrunde liegen, wurde auch hier Dsgl und 3 gefarbt.
Tatsdchlich beobachteten wir auch in der Konjunktiva eine deutliche Depletion von Dsgl und
Dsg3. Weiterhin stellen die Aktivierung von p38MAPK und dessen nachgeschaltetes
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Zielmolekil bei Pemphigus MK2 einen entscheidenden Signalweg fiir den Zellhaftungsverlust
bei Pemphigus in der Epidermis dar (Berkowitz et al., 2008b; Egu et al., 2017). Die
Untersuchung dieses Signalweges bestatigte die Aktivierung dieses Signalweges auch in
humaner Konjunktiva. In Ubereinstimmung mit diesen Daten war auch in den Dsg3-KO
Mausen in ldsionalen Bereichen eine entsprechende Aktivierung von p38MAPK und MK2 zu
beobachten.

In Zusammenschau zeigen diese Daten also, dass es in der Konjunktiva durch vergleichbare
Mechanismen wie in der Epidermis, die die Depletion von Dsgl und Dsg3 von der Zellmembran
sowie die Aktivierung von p38MAPK umfassen, zu einer suprabasalen Spaltbildung infolge der
Pemphigus-Autoantikdrper kommt. Die aktuelle Studie liefert somit einen Hinweis darauf,
dass eine konjunktivale Blasenbildung den in der Literatur beschriebenen Augenphanotyp bei
Pemphigus auslost.
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4, Diskussion

4.1. AFM Studien tragen zur Aufklarung der Interaktionsmechanismen
desmosomaler Cadherine und ihrer Regulation bei

4.1.1. Desmosomale Cadherine interagieren homo- und heterophil

Desmosomale Cadherine gehen homo- und heterophile Interaktionen ein. lhr Vorkommen als
7 Isoformen mit einer gewebespezifischen sowie in mehrschichtigen Epithelien
differenzierungsabhéangigen Expression (Waschke, 2008) legt nahe, dass die unterschiedlichen
Isoformen verschiedene zellulare Funktionen erfiillen, was auch eine Implikation fir
unterschiedliche Interaktionspartner und Mechanismen andeutet.

AFM-Studien leisten einen wichtigen Beitrag zur Aufklarung der Interaktionsmechanismen
desmosomaler Cadherine, da sie funktionelle biophysikalische Daten in biologischen
Systemen unter nahezu physiologischen Bedingungen und auf Einzelmolekiilebene erbringen
(Vielmuth et al., 2018a). Dies ist insbesondere von Bedeutung, da die komplette Aufklarung
der Kristallstruktur desmosomaler Cadherine schwierig bleibt. Daher beziehen sich viele
Modellierungsdaten auf die Struktur von C-Cadherin (Boggon et al., 2002) oder leiten sich
insgesamt von Daten klassischer Cadherine ab (Brasch et al., 2012; Harrison et al., 2010). In
einer Studie von Harrison et al. aus 2016 konnten die glykosylierten Ektodomanen von
humanen Dsg2, Dsg3 und Dscl dargestellt werden, die eine elongierte, gekurvte Struktur von
benachbarten EC-Domanen die iiber Ca®*-bindenden Verbindungsregionen verkniipft sind
(Harrison et al., 2016).

Auch die Modellierung der Interaktionsmechanismen isolierter Proteine aber insbesondere
ihre Interaktion unter physiologischen Bedingungen im Desmosom bleiben stark umstritten.

Klar ist, dass desmosomale Cadherine dhnlich zu klassischen Cadherinen Ca?*-abhingig
interagieren (Chitaev und Troyanovsky, 1997; Syed et al., 2002). Dies konnte auch mittels AFM
unter zellfreien Bedingungen fiir unterschiedliche homo- und heterophile Interaktionen
gezeigt werden und flr Dsg3 auch auf Zellen bestatigt werden (Heupel et al., 2008; Sigmund
et al., 2020; Spindler et al., 2009; Vielmuth et al., 2015a; Waschke et al., 2007). AulRerdem
scheint flr die Interaktion in trans ein dahnlicher Mechanismus wie fiir klassische Cadherine
aufzutreten. Dieser basiert auf einer Verbindung der EC1-Domanen durch einen gegenseitigen
Austausch von einem N-terminalen Strang der eine Seitenkette mit einem konservierten
Tryptophan Residuum an Position 2 tragt und in eine hydrophobe Bindungstasche des
gegenlberliegenden Partners bindet (Brasch et al., 2012; Harrison et al., 2010; Harrison et al.,
2016; Priest et al.,, 2019). Diese Residuen sind zwischen klassischen und desmosomalen
Cadherinen konserviert (Thomason et al., 2010). Dazu passt, dass sich auch Interaktionen
zwischen desmosomalen Cadherinen mittels L-Tryp blockieren lassen (Fuchs et al., 2022;
Schlipp et al, 2014). Trans-Interaktionen zwischen 2 Interaktionspartnern von
gegenlberliegenden Zellen kdénnen als sogenannte ,X-Dimers” und ,Strand-Swap dimers”
auftreten (Harrison et al., 2010; Harrison et al., 2016). ,Strand-swapped” Homodimere, die
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durch die jeweiligen EC-Domanen 1 gebildet werden, wurden fiir Dsg2 und Dscl
nachgewiesen.

Allerdings legt man das Tryp2-swap Modell zugrunde in welchem ein Tryp2 Seitenkette
hydrophobe Interaktionen mit den Residuen lle/Val24, Typ36, Ala80 und Leu92
(Nummerierung nach Dscl) an einer hydrophoben Tasche des gegeniiberliegenden Molekiils
binden. Daneben binden Indol-Nitrogen-Reste an das Carboxyl-Riickgrat vom Residuum 90
und es treten ionische Wechselwirkungen mit aziden Seitenketten von Asp72 und Glu89 auf.
Den heterophilen Interaktionen soll ein dhnlicher Interaktionsmechanismus zugrunde liegen
(Harrison et al., 2016). In einer weiteren Studie wurden W-, S- und A-férmige Konfigurationen
beobachtet, die einen wechselseitigen Tryp-Swap als Interaktionsmechanismus nahe legen
zusatzlich jedoch auch eine einseitige Insertion des Tryp eines Molekiils in die hydrophobe
Tasche eines benachbarten Molekiils unter Umstanden auch im Hinblick auf eine cis-
Interaktion andeuten (Al-Amoudi und Frangakis, 2008).

Passend zu diesen Daten, fiihrt eine Mutation an diesem Tryptophan (W2A) zu einem Verlust
der Haftungen in trans, was vielfach fir klassische (Prakasam et al., 2006) und mittlerweile
auch fir desmosomale Cadherine gezeigt werden konnte (Lowndes et al., 2014; Schinner et
al., 2022), wobei beispielsweise eine verdnderte Ordnung von Dsg3-W2A beschrieben wurde
(Bartle et al., 2020). Neuere Daten legen zudem nahe, dass auch Interaktionen (iber die EC2-
Domane kritisch fur eine starke Haftung sind (Al-Amoudi et al., 2007; Sikora et al., 2020).

In Abhdngigkeit der Bindungskonformation als , X-Dimer” oder ,Strand-Swap-Dimer” wurden
fiir Cadherine ,catch”-, ,slip” und ,ideale” Bindungen beschrieben (Rakshit et al., 2012).
Wahrend bei ,slip” bonds auseinanderweichen, wenn mechanische Belastung auf sie
ausgelibt wird, steigt bei ,catch” und ,idealen” Interaktionen die Bindungskraft mit dem
applizierten Kraft. Die Bindungskrafte der homo- und heterophilen Interaktionen steigen in
unseren AFM Studien vergleichbar mit jenen von klassischen Cadherinen mit steigender
Loadingrate an (Baumgartner et al., 2003; Baumgartner et al., 2000; Bell, 1978; Evans und
Ritchie, 1997). Dies spricht eher fiir die Formung von , X-Dimers”, die ,,Catch-bonds” zugrunde
liegen. Allerdings wurden in einigen Studien auch Hinweise auf ,Strand-swap” Dimere
gefunden, die eher fir ,slip bonds” sprechen wirden (Dieding et al., 2017; Rakshit und
Sivasankar, 2014; Rakshit et al., 2012).

Um die Interaktionspartner verschiedener desmosomaler Cadherine zu untersuchen, wurden
neben dem AFM verschiedene weitere Methoden eingesetzt, die unterschiedliche Ergebnisse
erzielten. Die vorliegenden Daten mittels AFM auf lebenden Zellen sprechen dafiir, dass dort
unter physiologischen Bedingungen lUberwiegend homophile Interaktionen von Dsgl, Dsg2
und Dsg3 auftreten (Fuchs et al., 2022; Vielmuth et al., 2015a; Vielmuth et al., 2018b; Vielmuth
et al.,, 2018c; Vielmuth et al., 2015b). Passend dazu wurden mittels Quervernetzungs-
Experimenten pradominant homophile Interaktionen von desmosomalen Cadherinen in
Keratinozyten nachgewiesen (Nie et al., 2011). Auch in einer Studie zu Dsg2 Interaktionen und
dem Einfluss von Mutationen an Dsg2 die zu ARVC fiihren, konnten eindeutig homophile Dsg2
Interaktionen nachgewiesen werden (Dieding et al., 2017).
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Im Unterschied dazu wurden in Beadassays nur geringe Affinitaten fir homophile
Interaktionen beobachtet. Die Homodimere traten v.a. bei hohen Proteinkonzentrationen auf,
was aber unter Umstanden der dichten Packung im Desmosom dhnelt (Harrison et al., 2016).
Passend dazu kénnen in diesen Bead-basierten Studien zahlreiche heterophile Interaktionen
detektiert werden (Harrison et al., 2016; Ishii et al., 2020). Hingegen lieferten unsere AFM
Daten ein deutlich komplexeres Bild. Wir detektierten heterophile Interaktionen von
verschiedenen Isoformen desmosomaler Cadherine untereinander (Fuchs et al.,, 2022;
Sigmund et al., 2020; Vielmuth et al., 2018c), aber auch zu klassischen Cadherinen und
weiteren Molekilen wie EGFR (Fuchs et al., 2022; Ungewiss et al., 2018). So wurden
beispielsweise heterophile Interaktionen zwischen Dsgl und Dsc3 gefunden aber nicht von
Dsgl und Dsg3 (Spindler et al., 2009; Vielmuth et al., 2018c). Besonders interessant ist die
ebenfalls auftretende heterophile Interaktion von Dsg2 und Dsg3, die im nachsten Abschnitt
genauer erlautert wird.

Im Gegensatz zu der Studie von Nelson et al, die nur homophile Dsc2, aber keine homophilen
Dsg2 Interaktionen, konnten wir in unseren Studien sowohl fiir die homophilen Dsg2 wie auch
heterophile Dsg2 Interaktion zu klassischen und desmosomalen detektieren, die alle Ca%*-
abhangig waren (Fuchs et al., 2022; Lowndes et al., 2014). Auch hier gibt es widersprechende
Studien in welchen homophile Dsg2 Interaktionen nicht abhingig von Ca?* waren (Lowndes et
al., 2014). In unseren Studien sahen wir einen deutlich inhibitorischen Effekt von EGTA auf
homophile Dsg2 Interaktionen. Die verbliebenen Interaktionen lieRen sich auch durch das
inhibitorische ,,Singlepeptid” nicht weiter reduzieren, was andeutet, dass es sich hierbei um
unspezifische Interaktionen handelt (Fuchs et al., 2022)

Zur Verifizierung der jeweiligen homo- und heterophilen Interaktionen wurden
Inhibitionsversuche mit spezifischen Antikérpern durchgefiihrt, die die jeweiligen
Interaktionen suffizient blockieren konnten (Fuchs et al., 2022; Vielmuth et al., 2018c). Fiir die
homophilen Dsgl und Dsg3 Interaktionen konnte dies auch auf lebenden Keratinozyten
gezeigt werden, was das biologische Vorkommen der homophilen Interaktionen nahe legt
(Vielmuth et al., 2015a; Vielmuth et al., 2018b; Vielmuth et al., 2018c). Wir glauben daher, das
in lebenden Zellen unterschiedliche Interaktionsmechanismen unter verschiedenen
biologischen Umstanden auftreten, die jeweils vorteilshaft fiir die Adhdsion der Zellen unter
diesen Bedingungen sind. So ist beispielsweise die heterophile Dsg2-E-Cad Interaktion wichtig
fur die Desmosomenassemblierung (Shafraz et al., 2018) und die heterophile Dsg2-Dsg3
Interaktion als Rettungsmechanismus bei kompromittierter Dsg3 vermittelter Haftung
(Sigmund et al., 2020).

Die unterschiedlichen Befunde lassen sich unter Umstanden mit der unterschiedlichen
Methodik erklaren, die sich im Hinblick auf die applizierte mechanische Belastung
unterscheiden. Allerdings wurde gerade die mechanische Belastung als grundlegend fir die
Funktion von Zelladhasionsstrukturen herausgestellt (Buckley et al., 2014; Daday et al., 2017;
Price et al., 2018; Sadhanasatish et al., 2023). Das AFM stellt dabei ein dynamisches System
dar, welches eine mechanische Belastung appliziert, was bei Bead-basierten Experimenten
nicht der Fall ist. Einen wichtigen Unterschied kénnte auch die Verwendung von Fc-
Konstrukten im Vergleich zu einfachen Proteinen sein.
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Obgleich die Vorteile der AFM Methodik aus den vorbeschrieben Befunden hervorgeht, muss
im Folgenden auch auf die Limitationen eingegangen werden. Zunachst muss angemerkt
werden, dass es auch mittels Rasterkraftmikroskopie vielleicht nicht moglich ist, die
Bindungseigenschaften von desmosomalen Cadherinen zentral im dicht gepackten
Desmosom zu detektieren. Allerdings deuten die hier gefundenen héheren Bindungskrafte
von Dsg3 an den Zellgrenzen im Vergleich zur freien Zelloberfliche an sowie die
unterschiedliche Verankerung der Dsg3 Molekiile an den gegebenen Lokalisationen an, dass
die ,,Rander” von Desmosomen der AFM-Messung durchaus zuganglich sein kdnnten (Fuchs
et al., 2023; Vielmuth et al.,, 2015a). Dariiber hinaus konnten wir an der Zelloberflache
Proteinkomplexe finden, die in ihrer Zusammensetzung ,halben” Desmosomen &dhneln
(Vielmuth et al., 2018c). Diese Strukturen wurden auch vormals als Halb-Desmosomen
beschrieben und es wurde gezeigt, dass diese fortwdhrend assembliert, zur Zelloberflache
transportiert und dann ins Desmosom eingebaut oder internalisiert werden (Demlehner et al.,
1995; Sato et al., 2000). Da diese Strukturen fiir das AFM erreichbar sind, kénnen nun
biophysikalische Parameter in einem physiologischen zelluldren Setup bestimmt werden, was
den Ergebnissen im Vergleich zu zell-freien Messungen eine hohere biologische Signifikanz
zukommen lasst. Zudem lassen sich in Abhangigkeit des adhasiven Status von Desmosomen
in Keratinozyten, unterschiedliche Bindungseigenschaften von Dsg3 detektiert werden, was
mit der Gesamtadhésion korreliert (Fuchs et al., 2020).

Dennoch kann die Strukturierung der Cadherine im Desmosom sowie der dort vorliegende
Interaktionsmechanismus weder durch Einzelmolekilinteraktionsstudien noch durch zellfreie
Ansatze, wie zellfreiem AFM oder Bead-Versuchen, komplett abgebildet werden. Um dies zu
untersuchen wurden einige Studien mit Elektronentomographie und Modellierungen
durchgefihrt. Die Membran zu Membran Distanz betrug hierbei 35nm (Al-Amoudi et al.,
2007). Die Mittellinie wurde als 70 A dicke Schicht identifiziert, was der adhéasiven Einheit von
C-Cadherin, als Vorlage der damals fehlenden Kristallstruktur desmosomaler Cadherine,
entspricht (Al-Amoudi et al., 2007; Boggon et al., 2002). Bereits die frihe Studie von Al-
Amoudi berichtet, dass die ECD der desmosomalen Cadherine eine hohe Flexibilitat aufweisen
(Al-Amoudi et al., 2007; Sikora et al., 2020; Tariq et al., 2015). W-formige Strukturen, die eine
trans-Interaktion der ECD1 nahelegen sowie V-formige Strukturen, die eine cis-Interaktion
vermuten lassen, werden bei der Modellierung gefunden. Sie weisen eine gewissen
Periodizitat auf, in welchen sich trans- und cis-Interaktionen abwechseln und legen nahe, dass
ein Clustering in cis wichtig fur die spatere trans-Interaktion ist (Al-Amoudi et al., 2007).
Dreidimensionale Rekonstruktionen zeigen zudem eine quasi-Periodizitat der Cadherine mit
Intervallen von ca. 7nm entlang der Mittellinie wobei auch hier eine Mischung aus
Interaktionen in cis- und trans- vorzuliegen scheinen (Al-Amoudi und Frangakis, 2008)

Eine weitere Limitation der AFM-Studien besteht sicher darin, dass wir bisher mit 2D Zellkultur
arbeiten, in welchen Keratinozyten sich zumindest teilweise anders verhalten als in der
Epidermis als komplexes Organ. Trotzdem scheinen sich die zentralen Mechanismen, etwa bei
der Aktivierung der p38MAPK und der Zellhaftungsverlust durch Pemphigus-Autoantikérper,
zu dhneln. Eine Ubertragung auf 3D Modellen der Epidermis stellt aber in Zukunft ein wichtiges
Ziel dar. Zusammenfassend ist die Moglichkeit mit dem AFM auf lebenden Zellen unter nahezu
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physiologischen Bedingungen Einzelmolekilinteraktionen zu messen, ein entscheidender
Vorteil um Interaktionen desmosomaler Proteine und ihre Regulation aufzuklaren.

homophile heterophile keine
Interaktionen Interaktionen Interaktionen
desmosomale klassische S >
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Abb. 17: Zusammenfassung von im AFM detektierten Cadherin-Interaktionen

Mittels AFM wurden verschiedene Interaktionen desmosomaler und klassischer Cadherine identifiziert,
deren Ca**-Abhdngigkeit als gemeinsames Charakteristikum herausgestellt werden konnte. Die
Zusammenstellung zeigt, dass fiir Dsg1-3, Dsc2-3 sowie fiir die klassischen Cadherine E-Cad und N-Cad
homophile Interaktionen detektiert werden konnten. Dariiber hinaus fanden sich zahlreiche heterophile
Interaktionen zwischen desmosomalen Cadherinen aber auch von Dsg2 zu klassischen Cadherinen, was
das komplexe Zusammenspiel der Zell-Zell-Kontakte bei der Aufrechterhaltung einer starken
interzelluldren Adhdsion sowie weiterer zellulérer Prozesse, wie etwa Barrierebildung und
Differenzierung von Geweben, unterstreicht (Green et al., 2019). Fiir einige desmosomale Cadherine,
wie etwa Dsgl und Dsg3 oder Dsc3 und Dsg3 konnten in unseren Studien bisher jedoch keine
Anhaltspunkte flir heterophile Interaktionen gefunden werden.

4.1.2. Die heterophile Interaktion von Dsg2-Dsg3: Implikationen fir die
Bedeutung von unterschiedlichen Interaktionen unter
verschiedenen biologischen Bedingungen

Die bisher beschriebenen Daten zeigen, dass desmosomale Cadherine in der Lage sind
unterschiedliche homo- und heterophile Interaktionen einzugehen, wobei bisher unklar war,
ob diese gleichermaRBen und nebeneinander vorkommen oder unter unterschiedlichen
Bedingungen. Insbesondere fiir das ubiquitdar vorkommende Dsg2 konnten wir Uber
unterschiedliche Studien viele mogliche heterophile Interaktionspartner identifizieren (Fuchs
et al., 2022; Vielmuth et al., 2018c). Im Gegensatz dazu konnten wir fiir Dsg3 neben
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homophilen, nur heterophile Interaktionen zu Dsg2 eindeutig nachweisen (Vielmuth et al.,
2018c). Dies ist daher besonders interessant, da Dsg2 in der Epidermis allenfalls in geringen
MaRe im Stratum basale exprimiert wird (Hartlieb et al., 2013; Hegazy et al., 2022) und gezeigt
wurde, dass Dsg2 in Keratinozyten hochreguliert wird und starker an der Membran zu finden
ist, wenn die desmosomale Adhdsion kompromittiert ist (Hartlieb et al., 2014; Sigmund et al.,
2020; Vielmuth et al.,, 2018c). Insbesondere wenn die Dsg3-vermittelte desmosomale
Adhasion geschwacht ist, scheint dies deutlich der Fall zu sein. So ist Dsg2 in Dsg3 KO
Keratinozyten entlang der Zellmembran verstarkt exprimiert (Hartlieb et al., 2014; Walter et
al.,, 2019). In diesen Zellen befindet sich Dsg2 vor allem in der TritonX-100-unl&slichen,
Desmosomen-enthaltenden Zelllysat (Sigmund et al., 2020). Die Daten zeigen zudem, dass die
Funktion von Dsg3 und die Expression von Dsg2 korrelieren und damit Isoformen
desmosomaler Cadherine.

Interessanterweise zeigte sich auch bei einigen Pemphigus-Patienten eine Hochregulation von
Dsg2 (Iwatsuki et al., 1999; Sigmund et al., 2020). Diese konnte auch in humaner ex vivo Haut
nachvollzogen werden (Sigmund et al., 2020). Dabei scheint die Dsg2-Hochregulation fiir den
durch kompromittierte Dsg3-vermittelte Haftung in Teilen zu kompensieren (Hartlieb et al.,
2014; Sigmund et al., 2020; Vielmuth et al., 2018c). Das gleiche Muster zeigt sich auch in
Keratin-defizienten Zellen. In diesen Zellen ist Dsg3 hochreguliert, aber die
Einzelmolekilbindungsstarke reduziert. Im Gegensatz zu WT lassen sich in Keratin-defizienten
Keratinozyten eine signifikante Anzahl von Dsg2-Dsg3 heterophilen Bindungen nachweisen
(Vielmuth et al.,, 2018c). Dabei scheint die Dsg2 Hochregulation aufgrund der
biophysikalischen Eigenschaft der heterophilen Dsg2-Dsg3 Interaktion vorteilhaft zu sein. Fir
diese konnte in zellfreien AFM-Experimente zunachst ahnliche Befunde im Hinblick auf
Bindungskraft, Bindungsfrequenz und Ca%*-Abhangigkeit im Vergleich zur homophilen Dsg2-
Dsg2 und Dsg3-Dsg3 Interaktionen detektiert werden. Allerdings war die Halbwertszeit
(1/koff) der heterophilen Interaktion im Vergleich zur homophilen Dsg2 Interaktion deutlich
verldngert. Ahnliche Ergebnisse wurden fiir heterophile Interaktionen von Dsgl zu Dsc3 im
Vergleich zur homophilen Dsgl Interaktionen gezeigt (Spindler et al., 2009). Darliber hinaus
ist die heterophile Dsg2-Dsg3 Interaktion weniger anfillig fiir die PV-IgG-vermittelte direkte
Inhibition (Sigmund et al., 2020).

Zusammenfassend, treten also unter Kontrollbedingungen mit intakter Zelladhdsion
hauptsachlich homophile Dsg3-Dsg3 Interaktionen auf, wahrend bei kompromittierter Dsg3-
vermittelter Zellhaftung vermehrt heterophile Dsg2-Dsg3 Interaktionen detektierbar sind.
Dies zeigt, dass unterschiedliche Interaktionen von Dsg3 unter verschiedenen biologischen
Umstanden in unterschiedlicher Haufigkeit vorkommen. Dass die Hochregulation als zellularer
Rettungsmechanismus in Frage kommt, konnte also durch den Wechsel zu einer unter eben
jener Bedingung weniger ,anfdlligen” heterophilen Interaktion vermittelt werden. Dafir
spricht auch, dass bei fiir PF-IgG-induzierten Zellhaftungsverlust gezeigt wurde, dass dieser
durch ektope Expression von Dsg2 in hoheren Hautschichten vermindert werden kann
(Brennan et al., 2010).
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4.1.3. Die Einzelmolekllbindungseigenschaften desmosomaler Cadherine
werden durch unterschiedliche Faktoren reguliert

Desmosomale Adhasion ist ein stark regulierter Vorgang der fortwahrend an unterschiedliche
physiologische beziehungsweise pathologische Gegebenheiten angepasst werden muss
(Spindler et al, 2023). Somit ist es naheliegend, dass auch die
Einzelmolekilbindungseigenschaften desmosomaler Cadherine eng reguliert werden mussen.
Die Untersuchung der Einflussfaktoren stellt einen Schwerpunkt der vorliegenden Arbeiten
dar.

Zunachst konnten wir in AFM Studien auf lebenden Keratinozyten zeigen, dass sich die
Einzelmolekilkrafte von Dsg3 zwischen Messbereichen entlang der Zellgrenze und der freien
Zelloberflache unterscheiden, wobei die Krafte an der Zellgrenze héher sind (Vielmuth et al.,
2015a). Zudem liefl§ sich mittels der Kombination von AFM mit STED-Mikroskopie nachweisen,
dass sich die Verankerung der Molekiile an der Zellgrenze zu solchen auf der Zelloberflache
unterscheiden. Wahrend die Zerstorung des Aktinzytoskeletts mittels Latrunculin B die
Bindungseigenschaften von Dsg3 auf der Zelloberflache drastisch verdndert, sind die Dsg3
Interaktionen an der Zellgrenze durch PKC-abhangige Keratinverankerung reguliert (Fuchs et
al., 2023). Die jeweiligen Verdnderungen zeigten sich neben der Bindungsfrequenz von Dsg3
vor allem im slope der Bindungsereignisse in welchem vermehrt ,tether bonds” auftraten
(Friedrichs et al., 2013; Fuchs et al., 2023). Hierzu passend wurde gezeigt, dass der Verlust des
Aktin-bindenden Proteins Adducin dhnlich wie die Zerstorung des Aktinzytoskeletts zu
vermehrten ,tether bonds“ filihrten, was den Einfluss von Aktin auf Dsg3
Bindungseigenschaften unterstreicht (Hiermaier et al.,, 2021). Die Verankerung von
extradesmosomalen Dsg3 an Aktin wurde bereits vormals beschrieben (Gliem et al., 2010;
Tsang et al., 2012a) und die Studien deuten zusammenfassend darauf hin, dass die Aktin-
verankerten, Dsg3-haltigen Proteinkomplexe als Vorlaufer von Desmosomen angesehen
werden kénnen, die im Verlauf in Desmosomen inkorperiert werden kénnen und zudem
Signalfunktionen in der Zelle haben (Rotzer et al., 2015a; Waschke und Spindler, 2014).
Wahrend der Transition ins Desmosom scheinen sich auch die Bindungseigenschaften zu
verandern, was unter Umstanden durch den Wechsel der Verankerung an die jeweilige
Zytoskelettsystem aber auch durch verandertes Clustering erklart werden kann.

Um den Unterschied in den Bindungskraften zwischen Zellgrenze und Zelloberflache genauer
zu untersuchen, wurden nachfolgend Arbeiten mit Keratin-defizienten Keratinozyten
durchgefiihrt. Dabei zeigte sich lberraschenderweise, dass sowohl der Verlust der Keratin-
verankerung als auch die Depolarisation von Aktin nicht dazu fiihrten, dass die Bindungskrafte
sich komplett anglichen (Vielmuth et al., 2018c). Vielmehr zeigte sich, dass Keratine die
Bindungseigenschaften von Dsgl und Dsg3 verschiedenartig regulieren. Fiir Dsg3 zeigte sich
in den Keratin-defizienten Zellen verringerte Einzelmolekilinteraktionskrafte sowie
interessanterweise eine unter Umstanden kompensatorische Hochregulation von Dsg3, die
sich in Western Blots sowie in der Bindungsfrequenz von Dsg3 am AFM zeigte (Vielmuth et al.,
2018c). Die Verteilung der Bindungsereignisse an der Zellgrenze wurde allerdings nicht
beeinflusst.
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Fiir Dsgl bedeutete dies, dass im WT Dsgl in verstarkten Clustern und damit mit hoherer
Bindungsfrequenz an der Zellgrenze auftreten. Diese konzentrierte Verteilung war in den
Keratin-defizienten Keratinozyten nicht vorhanden, was die Befunde der unterschiedlichen
Verankerung von Dsg3 in Abhdngigkeit der zelluldaren Lokalisation stitzt und zeigt, dass
Keratine auch das Clustering von Dsg1 an der Zellgrenze beeinflussen. Hierzu passend fanden
sich in Keratin-defizienten Keratinozyten ahnlich wie beim Verlust von Dsgl bzw. seiner
Mutation in Patienten mit SAM-Syndrom, in der Ultrastruktur kleinere und weniger
Desmosomen (Kroger et al., 2013; Samuelov et al., 2013). Im Gegensatz dazu fanden sich in
den Keratin-defizienten Keratinozyten geringere Expressionslevel von Dsgl und passend
hierzu weniger Dsgl-vermittelte Bindungsereignisse (Buchau et al., 2022).

Bei der Charakterisierung der Keratin-defizienten Zellen fiel auf, dass diese passend zur
vorbeschriebenen Literatur eine stark aktivierte p38MAPK aufwiesen (Strnad et al., 2003; Woll
et al., 2007). Da p38MAPK auch zentral fiir die desmosomale Haftung ist, was insbesondere
durch die Aktivierung bei Pemphigus deutlich wird (Berkowitz et al., 2005; Egu et al., 2017;
Jolly et al., 2010; Mavropoulos et al., 2013; Rotzer et al., 2015b; Spindler et al., 2013), haben
wir diesen Signalweg auch im Hinblick auf Dsg Bindungseigenschaften untersucht. Inhibition
von p38MAPK fuhrte neben der Wiederherstellung einer normalen Adhésion, auch zu einer
Normalisierung der geminderten Dsg3 Interaktionskraft in Keratin-defizienten Keratinozyten
(Vielmuth et al., 2018b). Im Umkehrschluss flihrt eine Aktivierung der p38MAPK zu einer
Keratin-abhangigen Umverteilung von Dsgl- und Dsg3- abhangigen Bindungsereignissen weg
von Zell-Zell-Kontaktarealen und fihrt damit zu dhnlichen Veranderungen wie PV-IgGs, die
ihrerseits ebenfalls p38MAPK aktivieren (Vielmuth et al., 2018b).

Zudem ist in Keratin-defizienten Keratinozyten, durch die abwesende Sequestrierung, PKC an
die Membran transloziert und aktiviert (Kroger et al., 2013; Loschke et al., 2016). Daher wurde
der Einfluss von PKC untersucht, die ein wichtiger Regulator des desmosomalen Umsatzes und
insbesondere in die Ausbildung der desmosomalen Hyper-adhdsion ist (Dehner et al., 2014;
Garrod und Tabernero, 2014; Loschke et al., 2016; Tucker et al., 2014). Obgleich sich die
Expression von Dsg2 und 3 an der Membran durch PKC-Inhibition nicht andert, erhéht sich die
Bindungsfrequenz, was andeutet, dass PKC-abhangige Mechanismen zu einer Stabilisierung
der Interaktionspartner fliihren, was unter Umstanden ahnlichen Mechanismen wie der
Entwicklung der Hyper-adhasion folgt. Weiterhin reguliert auch protektives cAMP-Signaling
bei Pemphigus, das Keratinzytoskelett. Interessanterweise hatte in Keratinozyten aber nur
eine starke Erhéhung der cAMP Spiegel einen Einfluss auf die PV-lgG-induzierte Dsg-
Depletion, wahrend Apremilast hierauf keinen Effekt zeigte. Daher ist es konklusiv, dass
Apremilast keinen Effekt auf Dsg3 Bindungseigenschaften hat (Sigmund et al., 2023; Spindler
et al., 2010). Hohe cAMP-Spiegel in Keratinozyten wurden nicht untersucht. Dagegen konnte
in Kardiomyozyten durch cAMP-Erhohung eine Translokation von Dsg2-abhangigen
Bindungsereignissen zu Zellgrenzen beobachtet werden, die zudem stadrkere
Einzelmolekillbindungseigenschaften aufwiesen. Die Verdanderung der biophysikalischen
Parameter korreliert auch hier mit der Gesamthaftung, die durch cAMP-Erhéhung gesteigert
wird (Schinner et al., 2017).

SchlieRlich wurde auch der Einfluss der desmosomalen Plaqueproteine untersucht.
Interessanterweise fanden sich fiir Dp- und Pg-defiziente Zellen keine deutlichen
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Veranderungen der biophysikalischen Charakteristika von Dsg2, Dsg3 und Dsc3 Interaktionen,
was insbesondere deswegen interessant ist, weil sich die Membranlevel der entsprechenden
Molekdile teilweise veranderten und gerade der Dp KO zu einem kompletten Verlust von
Desmosomen fuhrte (Wanuske et al., 2021). Im Gegensatz dazu konnte gezeigt werden, dass
Pkpl zum Clustering von Dsg3 beitragt und insgesamt Pkpl und 3 einen Einfluss auf die
Membranverflugbarkeit von Dsgl und 3 haben, was sich in einer stark reduzierten
Bindungsfrequenz der beiden desmosomalen Cadherine zeigte (Fuchs et al., 2019).

Zusammenfassend wurde herausgestellt, dass die Bindungseigenschaften desmosomaler
Cadherine von unterschiedlichen Faktoren abhdngen. Dazu zahlt die Lokalisation der Molekiile
auf der Zelle, ihre intrazelluldre Verankerung am Zytoskelett sowie die Regulation durch
desmosomalen Plagueproteine und weiteren an das Desmosom assoziierten
Strukturproteinen und Signalkomplexen. SchlieRlich, spielen die
Einzelmolekilbindungseigenschaften desmosomaler Cadherine auch eine Rolle fiir den
Wechsel von Ca?*-abhidngigen zu Ca?*-unabhingigen, hyper-adhisiven Desmosomen. Die
hierbei auftretenden Veranderungen in den biophysikalischen Parametern sowie der
zugrundeliegenden Mechanismen war Fragestellung der folgenden Projekte und soll im
nachsten Abschnitt zusammenfassend diskutiert werden.

4.2, Desmoglein Bindungseigenschaften tragen zur Ausbildung und
Regulation der desmosomalen Hyperadhasion bei

Hyperadhasion ist ein Konzept in der Desmosomenforschung, bei dem unterschiedliche
adhdsive Zustande von Desmosomen definiert werden. Demnach wurden die meisten
Desmosomen in intakter, adulter Epidermis als hyperadhdsiv bezeichnet (Garrod, 2010;
Garrod und Kimura, 2008). Mittels Ca?*-Chelations-Versuchen konnten wir allerdings in
humaner Haut zeigen, dass sich die Ca?*-Sensitivitit verschiedener Cadherin-Isoformen
unterscheidet. Wahrend die Farbung von Dsg3 und Dsc3 sich nicht signifikant veranderte,
konnte eine deutliche Fragmentierung und ein Verlust der Farbung von Dsgl und Dscl als
Folge einer Ca?*-Chelation nachgewiesen werden (Fuchs et al., 2020). Somit ldsst sich
vermuten das Hyperadhdsion vielleicht kein Zustand ist, den ganze Desmosomen in der
Epidermis erreichen, sondern vielmehr unterschiedliche Isoformen desmosomaler Cadherine
in unterschiedlicher Weise dazu beitragen. Dafiir spricht auch die unterschiedliche Expression
der desmosomalen Cadherine in der Epidermis (Delva et al., 2009; Green et al., 2019) sowie
deren unterschiedliche Beteiligung an der Regulation von Signalwegen, Differenzierung und
weiterer biologischer Prozesse (Johnson et al., 2014; Walter et al., 2019).

Mittels AFM konnte die unterschiedliche Bedeutung von Dsg3 und 1 fir die desmosomale
Hyperadhdsion auf Einzelmolekilbindungsebene weiter untersucht werden. Hierbei ergab
sich interessanterweise, dass nur flir Dsg3, nicht aber fiir Dsgl, Interaktionen ein Anstieg der
Einzelmolekillbindungskraft von 24 auf 72h Differenzierung zu beobachten ist, wahrend die
Zellen hyperadhasiv wurden (Fuchs et al., 2020). Hohere Dsg3 Bindungskrafte konnten in
mehreren Studien mit einer verstarkten interzellularen Haftung in Zusammenhang gebracht
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werden, was daher gut mit der Entwicklung der Hyperadhéasion zusammenpasst (Vielmuth et
al., 2018a). Dabei war der Anstieg an Einzelzellinteraktionskraft kein Vielfaches der
urspringlichen Bindungskraft und daher ist es wahrscheinlicher, dass sich tatsachlich die
Einzelmolekilinteraktion in ihrer Eigenschaft andert und nicht mehrere Bindungsereignisse
gleichzeitig auftreten und der erhdhten Kraft zugrunde liegt (Baumgartner et al., 2000;
Waschke et al., 2005). Nicht auszuschlieBen ist, dass sich die Eigenschaften von Dsgl erst zu
einem spateren Zeitpunkt der Differenzierung verandern. Dafiir spricht, dass Dsg1 erst in den
superfiziellen Schichten der Epidermis zunehmend exprimiert wird und auch die Tatsache,
dass neben Dsg3 KO auch Dsg2 KO Keratinozyten nicht hyperadhdsiv werden, was eine
Beteiligung aller desmosomaler Cadherine vermuten lasst (Fuchs et al., 2020). Eine weitere
biophysikalische Eigenschaft der Dsg3 Interaktionen, die sich wahrend des Erlangens der
Hyperadhdsion dandert, ist die Halbwertszeit der Bindungen. Sie verlangert sich signifikant im
Vergleich von 24 auf 72h und erreicht Werte, die zu klassischen Cadherinen vergleichbar sind
(Baumgartner et al., 2003; Baumgartner et al., 2000; Vielmuth et al., 2018a). Dies deutet an,
dass die Bindungskraft sowie die Halbwertszeit voneinander abhangen (Rakshit und
Sivasankar, 2014).

Aus vorherigen Studien war bereits bekannt, dass unterschiedliche Faktoren fiir die
Entwicklung der desmosomalen Hyperadhasion von Bedeutung sind — darunter die Ordnung
der desmosomalen Cadherine und Plakophiline (Bartle et al., 2020; Bartle et al., 2017; Keil et
al., 2016; Tucker et al., 2014).

Dsg3 liegt in Desmosomen in einem geordneten Zustand vor, der bei Adhasionsverlust
verloren geht (Bartle et al.,, 2020; Bartle et al.,, 2017). Unsere Daten zeigen, dass Dsg3
entscheidend zur Akquirierung der desmosomalen Hyperadhdsion beitragt (Fuchs et al.,
2020). Dazu passen wurde gezeigt, dass die Dsg3-W2A-Mutante, welche putativ nicht in trans
interagieren kann, eine geringere Ordnung im Extrazellularraum aufweist, als dies fiir den WT
der Fall ist (Bartle et al., 2020). Im Widerspruch hierzu konnte fiir Dsg3 in einer Studie keine
erhohte Ordnung unter hyper-adhdsiven Bedingungen nachgewiesen werden (Bartle et al.,
2020). Allerdings wurde, die verminderte Molekilmobilitat von Dsg3 unter hyperadhasiven
Bedingungen durch die W2A-Mutante aufgehoben (Bartle et al., 2020; Bartle et al., 2017).

Insgesamt, wurde eine reduzierte Mobilitat von Molekilen mit Hyperadhasion und starker
Haftung in Verbindung gebracht. Dies trifft sowohl fiir desmosomale Cadherine als auch fir
Plaqueproteine wie Dp, nicht aber flir Pkp2 zu (Bartle et al., 2020; Fulle et al., 2021).
Insbesondere bei Dp konnte auch gezeigt werden, dass eine phosphodefiziente Mutante an
Ser2849, die mit Hyperadhdasion assoziiert ist (Albrecht et al., 2015; Hobbs und Green, 2012),
in der Lage ist, den Proteinumsatz im Desmosomen zu senken (Bartle et al., 2020).

Auch tragt die Pkpl Uberexpression zum Erlangen des hyperadhasiven Status bei. Hierbei
kommt es zu Verdanderungen im desmosomalen Plaque im Sinne einer Verkleinerung der
Plague-zu-Plaque-Distanz fiir den C-terminalen Teil von Dsg3, die Dp rod- und c-terminale
Domane. Dagegen gab es keine Veranderung in PG und dem N-terminalen Desmoplakin
(Stahley et al.,, 2016a). Fiir Pemphigus konnte in Ubereinstimmung mit Vordaten zur
Hyperadhasion gezeigt werden, dass eine Pkpl Uberexpression durch die Bildung Ca®*-
insensitiver Desmosomen protektiv gegen den Pemphigus-Autoantikorper vermittelten

65



Haftungsverlust wirkt (Tucker et al., 2014). Dazu passend zeigte sich in unseren Studien, dass
Pkp1, aber nicht Pkp3 zum Dsg3-Clustering in der Zellmembran beitragt und dies wiederum
fur die desmosomale Hyperadhdsion wichtig ist (Fuchs et al., 2019; Fuchs et al., 2020).
Darliber hinaus zeigten unsere Daten, dass Pkpl und Pkp3-defiziente Keratinozyten nicht
hyperadhasiv werden (Fuchs et al., 2020). Dies steht in Gegensatz zu publizierten Daten in
welchen Pkp1, aber nicht Pkp3 zur desmosomalen Hyperadhasion beitragt (Keil et al., 2016).
AFM-Experimente auf lebenden Keratinozyten demonstrierten, dass unter hyperadhasiven
Bedingungen die Einzelmolekilbindungskrafte von Dsg3 in WT, nicht aber in Pkp1- oder Pkp3-
defizienten Keratinozyten erhoht sind (Fuchs et al., 2020).

Plakophiline wurden auch in Verbindung mit dem PKC-Signalweg gebracht, der im Hinblick auf
die Hyperadhasion als zentral identifiziert wurde (Bass-Zubek et al., 2008; Cirillo et al., 2010;
Hobbs und Green, 2012; Thomason et al., 2012). Friih war bekannt, dass PKC die Expression
von desmosomalen Cadherinen in allgemeinen reguliert (Denning et al., 1998). Darliber hinaus
ist eine Inhibition der PKC entscheidend damit sich hyperadhasive Desmosomen entwickeln
kénnen, wahrend fiir die epidermale Wundheilung die Umkehr der Hyperadh&sion zu Ca?*-
sensitiven Desmosomen mit einer Aktivierung von PKC einhergeht (Thomason et al., 2012;
Wallis et al., 2000) und PKC-Aktivierung die Formation stabiler, hyperadhasiver Desmosomen
verhindert (Dehner et al., 2014; Garrod und Tabernero, 2014; Loschke et al., 2016; Tucker et
al., 2014). PKC reguliert hierbei den Phosphorylierungsgrad von Dp, insbesondere an Serin
2849 was fiir die Hyperadhasion wichtig ist (Hobbs und Green, 2012), wobei Dp entscheidend
zum Clustering desmosomaler Cadherine beitragt (Wanuske et al.,, 2021). Vorgeschaltet
kontrollieren Keratin-Isoformen differentiell die PKC-Aktivitat durch Sequestrierung und sind
somit entscheidend fir desmosomale Adhéasion (Kroger et al., 2013; Loschke et al., 2015a) wie
auch die Ausbildung von Hyperadhasion (Buchau et al., 2022). Hierzu passend zeigen unsere
Daten, dass Keratine differentiell die Bindungseigenschaften von Dsgl und 3 regulieren
(Vielmuth et al., 2018b), die sich auch in der Ausbildung der Ca?*-Insensitivitat unterschiedlich
verhalten (Fuchs et al., 2020) und durch Regulation der Bindungseigenschaften desmosomaler
Cadherine einen Einfluss auf die Ausbildung der Hyperadhasion haben (Buchau et al., 2022).
Insbesondere sind in Keratin-defizienten Keratinozyten die Einzelmolekilbindungkrafte von
Dsg3 reduziert (Vielmuth et al., 2018c) und es fehlt der im WT beobachtete Anstieg der Dsg3
Einzelmolekilbindungskrafte unter hyperadhasiven Bedingungen (Buchau et al., 2022). Dabei
verhindert nicht nur Keratin-Defizienz, sondern auch das Auftreten von bestimmten
Keratinisoformen, wie z.B. K17, das Auftreten der desmosomalen Hyperadhdasion (Buchau et
al.,, 2022). Da dieses Keratin auch bei der Wundheilung auftritt, verdeutlicht dies das
Wechselspiel in der Adaption der adhdsiven Zustande zwischen Hyperadhdsion und
Wundheilungsbedingungen (Garrod et al., 2005; Loschke et al., 2015a; Zhang et al., 2019).
Interessanterweise fiihrt eine Inhibition der PKC in den Keratin-defizienten Zellen zwar zu
einer Verbesserung der Haftung und zu einer vermehrten Dsg3-abhadngigen
Bindungsfrequenz, jedoch kann die in den Keratin-defizienten Zellen kompromittierte
Interaktionskraft der Dsg3-Interaktionen nicht wiederhergestellt werden (Vielmuth et al.,
2018c). Dies lasst sich unter Umstanden damit begriinden, dass die PKC insbesondere die
Bindungseigenschaften von Keratin-verankertem Dsg3 an der Zellgrenze aber nicht jenen Pool
von Dsg3, der an das Aktinzytoskelett gebunden ist, reguliert (Fuchs et al., 2023). Umgekehrt
fuhrt K17 neben instabilen, Ca?*-abhingigen Desmosomen auch zu reduzierten Dp und PKP
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Leveln an der Zellgrenze, die allerdings durch Uberexpression von Dp ausgeglichen werden
konnten. Eine Dp Uberexpression fiihrte dariiber hinaus in diesen Zellen zu vermehrten Pkp1
Rekrutierung sowie Dsg3 Clustering, was die Komplexitdt der Ausbildung der desmosomalen
Hyperadhdsion unterstreicht (Buchau et al., 2022).

SchlieRlich konnten wir durch Daten im ex vivo Hautmodell in Kombination mit
Zellkulturexperimenten  mittels Quervernetzung weiter ausarbeiten, dass die
unterschiedlichen Isoformen der desmosomalen Cadherine unterschiedliche zur Ausbildung
der desmosomalen Hyperadhdasion beitragen (Fuchs et al., 2020). Wahrend wir fiir Dsg3 unter
hyperadhisiven Bedingungen héhere Einzelmolekilbindungskrifte und vermehrte Ca?*-
insensitive Oligomere unter hyperadhasiven Bedingungen detektieren konnten, war dies im
gleichen Zeitverlauf fiir Dsgl nicht nachweisbar. Dabei kann die Einbindung der jeweiligen
Dsg- und Dsc- Isoformen in unterschiedliche Signalkaskaden (Cho et al., 2018; Schmitt und
Waschke, 2021; Walter et al., 2017; Walter et al.,, 2019), die Haftung regulieren, ein
entscheidender Faktor sein. Dariiber hinaus deuten diese Daten an, dass die desmosomale
Hyperadhdasion als Vorgang von der Differenzierung der Keratinozyten in mehrschichtigen
Epithelien abgegrenzt werden muss. Zukilinftige Arbeiten missen zeigen, welche
Mechanismen zu beiden zelluldren Prozessen beitragen bzw. Unterschiede definieren.

Zusammenfassend ergibt sich ein komplexes Bild der Regulation der desmosomalen
Hyperadhdasion, wobei klar wird, dass das Desmosom in seiner Gesamtheit benétigt wird, um
den starken adhasiven Zustand herzustellen. Daher fiihrt sowohl der Verlust eines bestimmtes
desmosomalen Cadherins, z.B. Dsg3 (Fuchs et al., 2020) ebenso zu einer verzégerten oder
fehlenden Ausbildung der desmosomalen Hyperadhasion, wie das Fehlen bestimmter
Plagueproteine wie Pkp1l (Fuchs et al., 2020; Keil et al., 2016) und Dp (Hobbs und Green, 2012),
als auch die suffiziente Verankerung an das Keratinzytoskelett (Buchau et al.,, 2022).
Insbesondere eine aktuelle Studie aus der Gruppe von Prof. Magin, zu welcher wir AFM-
Experimente beigetragen haben, unterstreichen dieses Konzept, da sie zeigen, dass die
Expressionsmuster desmosomaler Komponenten sowie spezifischer Keratin-lsoformen sich
gegenseitig beeinflussen und Hyperadhdsion wechselseitig regulieren (Buchau et al., 2022).
Signalkaskaden, bei welchen desmosomale Komponenten regulierend oder als
Adhasionsrezeptoren vorkommen, sind gleichwohl involviert wie auch nachgeschaltete
posttranslationale Modifikationen wie beispielsweise die PKC-abhdngige Phosphorylierung
von Dp an S2849 (Hobbs und Green, 2012).

4.3. AFM-Studien liefern wichtige Einblicke in die Pathogenese der
Pemphigus-Erkrankung

Bei der Pemphiguspathogenese treten neben einer Dysregulation zahlreicher Signalwege

(Spindler et al., 2018) auch eine direkte Inhibition von Dsg3, nicht aber von Dsg1 Interaktionen

auf. Die Erkenntnisse Uber die direkte Inhibition basierten allerdings ausschliellich auch zell-

frei durchgefiihrten AFM-Studien und reflektieren somit vielleicht nicht das Bild in komplex

aufgebauten Keratinozyten, die mehrere Dsg- und Dsc-Isoformen exprimieren und die zudem

einer Regulation Uber Signalwege die bei Pemphigus dysreguliert werden unterliegen
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(Brennan et al., 2004; Galichet et al., 2014; Spindler und Waschke, 2014; Waschke und
Spindler, 2014). Die hier zusammengefassten Studien zeigen nun, dass eine direkte Inhibition
auch auf Keratinozyten nur fir Dsg3, nicht aber fiir Dsgl auftritt (Vielmuth et al., 2018b;
Vielmuth et al., 2015b). Auch hier finden sich in der Literatur teilweise nicht
Ubereinstimmende Daten, die etwa in Bead-Versuchen die Hemmung von heterophilen Dsgl-
Dscl und Dsg3-Dsc3 Interaktionen durch Pemphigus-Autoantikorper nachweisen konnten
(Ishii et al., 2020). Ein Vorteil der AFM-Daten kann hierbei sein, dass sie auf lebenden Zellen
durchgefiihrt werden kdonnen und somit neben der Bindungsfrequenz wichtige weitere
Einblicke in die desmosomale Adhasion liefern. Fiir Dsg1-Antikorper konnten wir dadurch eine
Umverteilung von Dsgl-abhdngigen Bindungsereignissen weg von den Zellgrenzen, gefolgt
von einer Verminderung der Einzelmolekilinteraktionsstarke, zeigen, die abhdngig von
p38MAPK und Keratinen war (Vielmuth et al., 2018b).

Interessanterweise war bereits 15min nach PV-IgG das Auftreten der direkten Inhibition von
Dsg3, die Aktivierung von p38MAPK sowie der beginnende Zellhaftungsverlust nachweisbar.
Diese waren von in den AFM-Studien detektierbaren morphologischen Verdnderungen
begleitet, die auf beginnende Keratinretraktion sowie interdesmosomaler Lickenbildung
schlielRen lassen (Vielmuth et al., 2015b). In einer Studie mit,,Live cell imaging“ war der Verlust
des Keratin-Netzwerkes in der Zellperipherie 60min nach PV-IgG Inkubation detektierbar,
gefolgt von einer fortschreitenden Kondensierung der Keratinfilamente zu dicken Blindeln in
den folgenden Stunden. Eine Dsg3 Internalisierung war dagegen nach 90 min erstmals zu
sehen (Schlogl et al., 2018). Daraus wird deutlich, dass AFM als Technik sehr sensitiv ist und
sich auch beginnende Veranderungen etwa des Zytoskeletts unter der Zellmembran
veranschaulichen lassen.

Wahrend die morphologischen Veranderungen sowie der Zellhaftungsverlust weiter
fortschreiten, bleibt die direkte Inhibition von Dsg3 Interaktionen aber auf einem gleichen
Level (Vielmuth et al., 2015b). Die vormals als protektiv beschriebene Inhibition von p38MAPK
(Berkowitz et al., 2008b; Berkowitz et al., 2005; Berkowitz et al., 2006; Jolly et al., 2010) ist
protektiv ohne das Auftreten der direkten Inhibition komplett zu verhindern. Diese Daten
zeigen deutlich, dass die direkte Inhibition nicht alleinig fir den Zellhaftungsverlust
verantwortlich sein kann (Vielmuth et al., 2015b). Fir die Vorstellung, dass bei Pemphigus
Signalwege, die zur Depletion von Dsgl und Dsg3 von der Zellmembran fiihren, entscheidend
zum Zellhaftungsverlust beitragen, spricht auf morphologischer Ebene auch, dass sich in einer
Studie mit ,structured illumination microscopy” (SIM) gesplittete Desmosomen auftraten.
Diese konnten zwar auch als Korrelat einer direkten Inhibition angesehen werden, waren
jedoch auch deutlich kleiner als in der Epidermis von Kontrollpatienten, was auf regulierte
Veranderungen an jedem Desmosom schlieBen ldsst. AuBerdem traten gesplittete
Desmosomen nur bei mechanisch beanspruchten Keratinozyten auf (Stahley et al., 2016b).

Die Wichtigkeit der Verdanderungen des Keratinzytoskeletts fir die desmosomale Haftung von
Keratinozyten sowie bei der Pemphiguspathogenese wurde vielfach nachgewiesen (Berkowitz
et al., 2005; Buchau et al., 2022; Hatzfeld et al., 2017; Karsch et al., 2020; Loschke et al., 2016;
Quinlan et al., 2017; Spindler et al., 2018; Stahley et al., 2016b; Toivola et al., 2015; Wang et
al., 2016). Keratine verankern Desmosomen und sind wichtig fir die mechanische Integritat
der Epidermis, da sie die mechanischen Eigenschaften und die Stabilitdat von Keratinozyten
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wesentlich mitbestimmen (Loschke et al., 2015b; Osmani und Labouesse, 2014; Ramms et al.,
2013; Seltmann et al., 2013). Dartber hinaus beeinflussen sie den Umsatz von desmosomalen
Komponenten wie Dp und Pkp-Isoformen (Godsel et al., 2005; Nekrasova und Green, 2013;
Olivry et al., 2012) und regulieren die desmosomale Adhdsion Uber die Beeinflussung
verschiedener Signalwege (Kroger et al., 2013; Loschke et al., 2015a). Des Weiteren ist die
Veranderung des Keratinzytoskeletts ein strukturelles Charakteristikum der Pemphigus-
Pathogenese und korreliert mit dem Zellhaftungsverlust sowie der Dsg-Depletion. Somit
scheinen die Vorgange scheinen miteinander verwoben zu sein (Schlogl et al., 2018). Dabei
gibt es eine Koinzidenz der Signalwege die von Keratinen reguliert und bei Pemphigus
dysreguliert werden (Muller et al., 2007; Vielmuth et al., 2018c). Passend hierzu zeigen
Keratin-defiziente Keratinozyten eine deutlich kompromittierte Zelladhasion (Kroger et al.,
2013). In diesem Zusammenhang konnten wir zeigen, dass Keratine die
Bindungseigenschaften von Dsgl und 3 regulieren und damit direkten Einfluss auf die
desmosomale Haftung nehmen. Interessanterweise hat der komplette Verlust der Keratine in
Keratin-defizienten Keratinozyten einen ahnlichen Effekt auf die Bindungseigenschaften von
Dsgl und 3 wie die Behandlung mit Pemphigus-Autoantikérpern in WT Keratinozyten. So
zeigen Keratin-defiziente Keratinozyten verminderte Dsg3 Einzelmolekiilinteraktionskrafte
sowie eine verdanderte Verteilung von Dsgl1 mit weniger Kondensation von Dsgl-Interaktionen
an den Zellgrenzen der Keratinozyten. Des Weiteren scheint das Keratinzytoskelett auch die
Mobilitdt von Dsg3 zu regulieren und somit ist die Dsg3 Mobilitdt in Keratin-defizienten
Keratinozyten erhoht (Vielmuth et al., 2018c). Auch fir Pkpl wurde die Verkniipfung von
verminderter Haftung und gesteigerter Cadherinmobilitdt beschrieben (Keil et al., 2016;
Rietscher et al., 2016). Mechanistisch wurde fir Pkp1 hier vor allem das laterale Clustering der
desmosomalen Cadherine vorgeschlagen. Hierzu passt, dass von klassischen Cadherinen
bekannt ist, dass laterales Clustering entscheidend fiir die adhasive Funktion ist (Brasch et al.,
2012; Wu et al., 2014, Yap et al., 1997). Die auf der Keratinverankerung beruhenden starken
Dsg3 Einzelmolekdilinteraktionskrafte gehen dabei unter Umstanden auch auf
konformationalen Anderungen durch die durch das Clustering auftretenden cis Interaktionen
zuriick. Aber auch Signalwegsregulationen sowie posttranslationale Modifikationen kénnten
hierbei eine Rolle spielen. So korreliert die Phosphorylierung von Dsg3 mit reduzierter
interzellularer Haftung, was durch Hemmung von Tyrosinkinasen aufgehoben werden kann
(Aoyama et al., 1999; Delva et al., 2008). Auch konnte fiir E-Cadherin gezeigt werden, dass
eine allosterische Regulation der Bindungsaffinitaten auf dem Phosphorylierungsstatus von
p120-catenin beruht (Shashikanth et al., 2015). Eine Dysregulation von PKC und p38MAPK in
Keratin-defizienten Zellen passt zu diesem Mechanismus.

Da Keratine die Aktivierung von p38MAPK modulieren und p38MAPK in Keratin-defizienten
Keratinozyten dhnlich bei Pemphigus starker phosphoryliert und somit aktiviert wird, ist es
folgerichtig, dass p38MAPK auch die Bindungseigenschaften desmosomaler Cadherine
reguliert (Berkowitz et al., 2005; Mavropoulos et al., 2013; Vielmuth et al., 2018c; Woll et al.,
2007). P38MAPK hatte interessanterweise keinen Einfluss auf die Bindungsfrequenz. Dagegen
wurden die erniedrigten Dsg3 Bindungskrafte in Keratin-defizienten Keratinozyten durch
p38MAPK Inhibition normalisiert. Hierbei muss angenommen werden, dass auch p38MAPK
durch Keratine sequestriert wird. Auch bei Pemphigus kommt es vermittelt durch die
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Autoantikorper zu einer Aktivierung von p38MAPK, die zur Keratinretraktion entscheidend
beitragt (Berkowitz et al., 2005; Spindler et al., 2013).

Das Vorhandensein von Keratinen ist kritisch flr die korrekte Lokalisation von Dsgl an der
Zellmembran. Sowohl Keratin-Defizienz wie auch Pemphigus-Autoantikdrper flihren zu einer
Umverteilung der Dsg1 Molekiile weg von der Zellmembran (Vielmuth et al., 2018c). Fiir Dsg1-
Antikorper bei PF wurde zudem gezeigt, dass es sich hierbei vorwiegend um
extradesmosomales Dsgl handelt (Hiermaier et al., 2022). Mechanistisch kénnten auch hier
veranderte posttranslationale Modifikationen wie Phosphorylierungen oder Palmitoylation zu
einer veranderten Expression oder Membranlokalisation beitragen (Aoyama et al., 1999;
Roberts et al., 2014).

Im Gegensatz zu den Keratinen konnten keine deutlichen Verdanderungen der
Bindungseigenschaften durch die Zerstorung des Aktinzytoskeletts nachgewiesen werden,
obgleich diskutiert wird, dass extradesmosomales Dsg3 an Aktin verankert ist (Tsang et al.,
2012a). Allerdings ging die Zerstorung des Aktinzytoskelett mit einer verminderten
Membranstabilitdt von Dsg3 einher. Denkbar wére hier das Aktin am lateralen Clustering von
Dsg3 beteiligt ist (Kusumi und Suzuki, 2005) oder am Umsatz der desmosomalen Cadherine
beteiligt ist. Ein aktuelles Paper zeigt, dass die Verankerung von Dsg3 sich zwischen
Zellkontaktarealen und der freien Zelloberflache unterscheidet. Wahrend die Kontakte auf der
freien Zelloberflache Aktin-abhangig waren, waren die an der Zellgrenze abhangig von
Keratinen. Dabei konnte es sich bei den um Aktin verankerten Molekiilen um
Vorlduferkomplexe handeln (Fuchs et al., 2023)

Keratinozyten sind in der Lage als Reaktion auf eine kompromittierte desmosomale Haftung
mit Rettungsmechanismen zu reagieren. Ein Beispiel hierfiir ist die zuvor besprochene
Hochregulation von Dsg2, wenn die Dsg3 Haftung wie etwa durch Pemphigus-Autoantikorper
vermindert wird. Die AFM Daten deuten an, dass diesem Rettungsmechanismus heterophile
Dsg2-Dsg3 Interaktionen zugrunde liegen, die weniger anfallig fir die PV-lgG-vermittelte
direkte Inhibition von Dsg trans-Interaktionen sind (Sigmund et al., 2020).

GleichermaRen gehort die durch Pemphigus-Autoantikorper-induzierte cAMP-Erhéhung zu
den zellularen Rettungsmechanismen (Spindler et al., 2010). Allerdings reicht diese nicht aus,
um den PV-IgG-vermittelten Zellhaftungsverlust zu verhindern. Hierflir ist eine
pharmakologische Augmentation notwendig (Spindler et al.,, 2010). Keratinozyten
exprimieren alle Komponenten der adrenergen Signalkaskade, darunter Adenylatcyclasen,
Phosphodiesterase 4, PKA, Epacl und R2-Rezeptoren (Mitev und Miteva, 1999; Simard et al.,
2020; Steinkraus et al., 1996; Takahashi et al., 1998; Tenor et al., 1995). Interessanterweise
wurde der B2-Rezeptor in Zusammenhang mit verschiedenen biologischen Prozessen in der
Epidermis gebracht wurde, darunter PKC-Signaling, Barrierewiederherstellung sowie PKA-
abhangige Differenzierung in der Epidermis gebracht (Denda et al., 2003; Grando et al., 2006;
Mammone et al., 1998). In Pemphigus, konnte ein pharmakologische cAMP-Erh6hung den
Autoantikorper-vermittelten Zellhaftungsverlust blockieren und damit verbunden die
morphologischen Korrelate der Keratinretraktion und Dosis-abhangig auch die Dsg-Depletion
verhindert (Sigmund et al., 2023; Spindler et al., 2010). Dazu passend wir auch nur in hohen
Dosen die Autoantikdrper-vermittelte p38MAPK Aktivierung verhindert (Spindler et al., 2010).
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Da sowohl PKC- als auch p38MAPK-Signaling die Bindungseigenschaften desmosomaler
Cadherine verandern, konnte dieser Mechanismus zum protektiven Effekt bei Pemphigus
beitragen. Fir die moderate cAMP Erhohung durch Apremilast konnten aber keine
Veranderungen der Dsg3-Bindungseigenschaften gefunden werden, aber eben auch kein
Effekt auf die PV-IgG-vermittelte Dsg3-Depletion (Sigmund et al., 2023). Insbesondere der
Einsatz des Phosphodiesterase-Inhibitors Apremilast, welcher fiir die Anwendung in Psoriasis-
Patienten und Behcet Erkrankten klinisch erprobt ist, wurde als in vitro und in vivo effektiv bei
Pemphigus beschrieben und zusatzlich auch in einer Fallstudie mit Erfolg eingesetzt (Meier et
al., 2020; Sigmund et al., 2023). Mechanistisch induziert Apremilast eine PKA-abhangige
Phosphorylierung des Plagueproteins Pg an Serin665, was auch in Kardiomyozyten als
haftungssteigernd herausgestellt werden konnte und Uber einen bisher unbekannten
Mechanismus die Bindung von Intermediarfilamenten an den desmosomalen Plaque reguliert
(Schinner et al., 2017; Sigmund et al., 2023). Im Gegensatz dazu fiuhrt eine PKC-vermittelte
Phosphorylierung von Dp an Serin2849 zu einer Verminderung der desmosomalen Adhasion,
da es die Verbindung von Dp an das Intermediarfilamentzytoskelett kompromittiert (Albrecht
et al.,, 2015; Dehner et al., 2014; Hobbs und Green, 2012). In die Regulation der
Phosphorylierung des C-Terminus von Dp, in welchem auch S2849 liegt, ist entscheidend die
Proteinphosphatase PP2A-B55alpha involviert und wurde daher zuletzt als wichtig fiir die
desmosomale Adhéasion identifiziert (Perl et al., 2023). Pg und Dp regulieren daher
entgegengesetzt die desmosomale Haftung durch ihren Phosphorylierungszustand (Vielmuth
et al., 2023). Dariber hinaus wurden Phosphorylierungen desmosomaler Plaqueproteine auch
in weiteren Studien als wichtiger Modulator der desmosomalen Adhésion identifiziert, etwa
fiir Pkp3, welches Src abhangig phosphoryliert wird und in der Folge von Dsg3 dissoziiert
(Cirillo et al., 2014; Neuber et al., 2015). Des Weiteren hangt von der Phosphorylierung von
Pkp-lsoformen ab, inwieweit 14-3-3 Proteine an sie assoziiert werden und dariiber
desmosomale Haftung stabilisiert oder destabilisiert wird (Rietscher et al., 2018) und die
RIPK4-abhdngige Phosphorylierung reguliert epidermale Differenzierung und Tumorgenese
(Lee etal., 2017). Auch der Phosphorylierungsstand der desmosomalen Cadherine selbst, tragt
entscheidend zur desmosomalen Adhédsion bei, was sich insbesondere am
Phosphorylierungsstand von Dsg3 bei Pemphigus nachweisen ldasst (Aoyama et al., 1999;
Aoyama et al., 2009; Kawasaki et al., 2006). Auch tragen posttranslationale Modifikationen,
wie etwa der Palmityolation von Pkp und Dsg2, zur Regulation desmosomaler Adhasion und
zum Umsatz von Desmosomen bei (Roberts et al., 2014; Roberts et al., 2016). Da Studien zur
Auswirkung von posttranslationalen Modifikationen desmosomaler Cadherine auf die
Einzelmolekilbindungseigenschaften fehlen, kann dies ein Fokus fiir weitere Studien sein.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass AFM Studien, die biophysikalische Parameter
der Bindungseigenschaften desmosomaler Cadherine auf Einzelmolekiilebene mit
molekularbiologischen und biochemischen Methoden kombinieren, einen wertvollen Beitrag
zur Aufklarung der Interaktionsmechanismen desmosomaler Cadherine sowie ihrer jeweiligen
Bedeutung unter physiologischen und pathologischen Bedingungen leisten. Die Arbeiten der
vergangenen Jahre demonstrieren, dass desmosomale Cadherine unterschiedliche
Interaktionen in Abhdngigkeit der biologischen Umstdande eingehen. lhre jeweiligen
Bindungseigenschaften stehen in einem direkten Bezug zur Gesamtadhasion der jeweiligen
Zelle und werden von der Lokalisation des Molekiils in der Zelle, Plaqueproteinen, der
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Verankerung an das zelluldre Zytoskelett sowie durch Signalwege moduliert. Im
Zusammenspiel dieser Faktoren kdnnen Zellen in Abhangigkeit der biologischen Umstdnde
einen starken adhdasiven Status annehmen, in welchem die Desmosomen hyperadhasiv und
somit Ca?*-unabhidngig interagieren. Obgleich viele Faktoren der Regulation der
Bindungseigenschaften desmosomaler Cadherine und physiologischen und pathologischen
Bedingungen identifiziert werden konnten, sind die Mechanismen insbesondere der
Hyperadhdsion sowie der genaue Interaktionsmechanismus weiterhin unzureichend
verstanden und sollen auch zukinftig im Fokus unserer Forschung stehen. Durch ein
genaueres Verstandnis der biophysikalischen Eigenschaften von Interaktionen desmosomaler
Cadherine und der Regulation der desmosomalen Haftung bei Pemphigus kénnen neue
Erkenntnisse gewonnen werden, die langfristig zu therapeutischen Strategien zur
Stabilisierung der desmosomalen Haftung eingesetzt werden sollen. Hierfiir ist Apremilast ein
erstes erfolgreiches Beispiel.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Die hier zusammengefassten Arbeiten untersuchten mit biophysikalischen Methoden die
Mechanismen von Dsg-Interaktionen. Wir konnten hierbei homo- und heterophile
Interaktionen desmosomaler Cadherine detektieren, die teilweise abhangig von den
biologischen Situationen praferentiell eingegangen wurden. Dariber hinaus zeigte sich, dass
die Bindungseigenschaften der Dsg-Isoformen einer komplexen Regulation unterliegen und
sowohl von der zellularen Lokalisation, der intrazellularen Kopplung an desmosomale
Plagueproteine sowie der Verankerung an das Zytoskelett abhadngig sind. Auch die Einbindung
in Signalwege und deren Regulation tragt wichtiger weise zu einer addaquaten Haftung auf
Einzelmolekilebene bei. Auch Hyper-adhasivitat verandert vermutlich Isoform-abhangig die
Bindungseigenschaften desmosomaler Cadherine. Darilber hinaus konnten dadurch
Mechanismen der Pemphigus-Pathogenese untersucht und aufgeklart werden, was zukiinftig
die Grundlage fiir neue Therapieoptionen bei Pemphigus bilden soll. Insbesondere bei
Apremilast und protektiven cAMP-Signaling bei Pemphigus ist damit ein Therapieansatz, der
direkt an der Keratinozytenhaftung ansetzt, identifiziert worden.

Mit dem Ansatz, dass die eingegangenen Bindungsmodalititen von den biologischen
Umstanden abhdngen, soll auch weiterhin die Regulation der Bindungseigenschaften
desmosomaler Cadherine, insbesondere beim Wechselspiel zwischen epidermaler
Wundheilung und desmosomaler Hyperadhasion in der Epidermis untersucht werden. Dabei
steht zukinftig auch die Applikation von mechanischer Belastung sowie die Aufklarung des
Bindungsmechanismus von homo- und heterophilen Interaktionen desmosomaler Cadherine
im Fokus.
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7. AbkUrzungsverzeichnis

AFM Engl. : Atomic force microscopy, Rasterkraftmikroskopie

AK23 Antikorper 23, monoklonaler muriner Antikérper der die N-terminale Region
von Dsg3 bindet und aus einem Pemphigus Mausmodell stammt (Tsunoda et
al., 2003)

DC Desmosomale Cadherine

Dp Desmoplakin

Dsc Desmocollin

Dsg Desmoglein

E-Cad E-Cadherin

ECD Engl.: Extracellular domain, Extrazelluldre Domane

EGFR Epidermal growth factor receptor

Erk Extracellular Signal-regulated Kinases

FRAP Engl.: Fluorescence recovery after photobleaching

HaCaT human low calcium elevated temperature cells

IFAP Intermedidrfilament-assoziierte Proteine

IP Immunoprazipitation

KO Knock out

L-Tryp L-Tryptophan

MK2 MAP-Kinase aktivierte Proteinkinase 2

N-Cad N-Cadherin

P-Cad P-Cadherin

p38MAPK Engl.: p38 mitogen activated kinase

PF-lgG IgG Fraktion von Pemphigus foliaceus Patient

Pg Plakoglobin

PI4K Phosphatidylinositol 4-Kinase

PKC Proteinkinase C

Pkp Plakophilin

PLC Phospholipase C

PV-IgG IgG Fraktion von Pemphigus vulgaris Patient

RhoA Ras homolog familiy member A

SEM Engl.: Scanning electron microscopy, Rasterelektronenmikroskopie

SIM Engl.: structured illumination microscopy

SP Single peptide

STED Mikroskopie

Engl.: Stimulated Emission Depletion Mikroskopie

TEM

Transmissionselektronenmikroskopie

TP Tandem peptide
UF Unbinding Force
upP Unbinding Position
WT Wildtyp
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