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1 Einleitung
1.1 Aufbau und Funktion der Haut

Die Haut (Kutis) besteht aus zwei Teilen: An der Oberflache liegt die epitheliale Epidermis und
darunter die bindegewebige Dermis. Diese beiden Lagen sind eng miteinander verbunden,
was sich lichtmikroskopisch an den Papillen in der dermo-epidermalen Verbindungszone
erkennen lasst. Der Begriff Haut muss von dem Begriff Hautdecke abgegrenzt werden.
Letztere bezeichnet die Einheit von Haut (Kutis) und dem darunter liegenden Binde- und
Fettgewebe (Subkutis) (Lillmann-Rauch, 2015).

Mit etwas weniger als zwei m? Fliche ist die Haut das groRte Organ des menschlichen Kérpers.
Sie erfillt mannigfaltige Aufgaben wie Schutz vor der Einwirkung schadlicher Noxen und
Austrocknung (Barrierefunktion), Schutz vor UV-Strahlung, Wahrnehmung der Umwelt tGber
zahlreiche, spezialisierte Sinnesorgane und auch Regulation der Kérpertemperatur (Lillmann-
Rauch, 2015). Die Integritat der Haut ist somit von hdchster Bedeutung fir den menschlichen
Organismus.

1.2 Aufbau der Epidermis

Die Epidermis ist ein mehrschichtig verhornendes Plattenepithel; der dominierende Zelltyp ist
der Keratinozyt. Man unterscheidet vier Gbereinandergeschichtete Zelllagen, von basal nach
apikal: stratum basale, stratum spinosum, stratum granulosum und stratum corneum
(s. Abb. 2). Im stratum basale findet Zellproliferation statt, anschlieend wandern die Zellen
in Richtung stratum granulosum. Wahrend dieser Wanderung kommt es zu einer
zunehmenden Differenzierung. Die Zellen mit gleichem Differenzierungsgrad liegen in
derselben Hohe, somit ergibt sich eine Vierschichtung der Epidermis. Im stratum corneum, der
obersten Schicht, ist die Differenzierung abgeschlossen. Die Zellen sind bereits abgestorben
und verlieren einen Grof3teil des in ihrem Zytosol enthaltenen Wasser; sie bestehen dann fast
ausschlieBlich aus Keratin. In den obersten Lagen des stratum corneum werden Kontakte
zwischen den Zellen aufgel6st, sodass diese Zellschichten als Hautschuppen abgeschilfert
werden konnen (Griffiths, Barker, Bleiker, Chalmers & Creamer, 2016).

Der Aufbau der Epidermis in diesen vier Schichten ist in fast allen Regionen des Kérpers gleich,
allerdings unterscheidet sich die Dicke der Epidermis und auch die Dicke der einzelnen
Schichten erheblich. An der Felderhaut, die den Grol3teil der Kérperoberflache bedeckt und
unter anderem durch das Vorhandensein von Haaren gekennzeichnet ist, betrdgt die Dicke
der Epidermis 50-100 um. Die Leistenhaut dagegen, die nur einen kleinen Teil der
Hautoberflache, vor allem Hand- und FuRflachen, bedeckt und weder Gber Haare noch tber
Talgdrisen verfligt, weist eine bis zu zehnmal dickere Epidermis auf als die Felderhaut. Diese
Unterschiede in der Dicke beruhen vor allem auf einer Dickenzunahme des stratum corneum,
das bis zu viermal mehr Zelllagen aufweisen kann. Zudem verfiigt die Leistenhaut Uber eine
zusatzliche fiinfte Schicht, das stratum lucidum, das zwischen stratum granulosum und
stratum corneum liegt und eine Ubergangszone zwischen diesen beiden Sichten darstellt. Die



Zellen enthalten hier noch Reste der Zellorganellen und wandeln sich zu den Hornzellen des
stratum corneum um. Das stratum lucidum kann als Ubergangsschicht zwischen den lebenden
und abgestorbenen Zellen gesehen werden. Hier findet die sogenannte Cornification statt, die
einer speziellen Form der Apoptose entspricht.

Neben den Keratinozyten sind noch andere Zellen in der Epidermis vertreten, die insgesamt
einen Anteil von etwa 10% ausmachen. Zu nennen sind hier Melanozyten, Langerhanszellen
und Merkelzellen. Die Melanozyten dienen der Produktion des Pigments Melanin. Melanin
wird an die im stratum basale liegenden Keratinozyten weitergegeben, sodass diese ihr Erbgut
vor Schaden durch UV-Strahlung schiitzen kénnen. Die Melanozyten selbst sind nur schwach
pigmentiert. Langerhanszellen stehen im Dienst des Immunsystems. Es handelt sich dabei um
sogenannte Antigen-prasentierende Zellen, die Teil des mononuklar-phagozytaren Systems
sind. Die Merkelzellen sind Mechanorezeptoren der Haut, deren Hauptaufgabe die
Wahrnehmung und Weiterleitung von Druckreizen ist (Lillmann-Rauch, 2015).

Der Epidermis kommt ein groRer Teil der oben genannten Funktion der Haut als Barriere zu,
wobei einen bedeutenden Beitrag dazu wiederum die abgestorbenen Zellen im stratum
corneum, die sogenannten Korneozyten, leisten. AuRerdem bilden Zellen im stratum
granulosum diverse Lipide, die in Lamellenkdrpern gespeichert und in den Interzellularraum
abgegeben werden. Auf diese Weise kommt es zu einer Abdichtung der Epidermis, es entsteht
eine wasserdichte Barriere, die einerseits das Eindringen von Wasser, andererseits auch eine
Austrocknung verhindert. Von entscheidender Bedeutung fiir die Integritat der Hautbarriere
sind vor allem auch Strukturen, die die Zellen untereinander fest verbinden, die sogenannten
Zell-Zell-Kontakte, beispielsweise die Tight Junctions im stratum granulosum oder
Desmosomen im stratum spinosum (Deller, 2018).

1.3 Zell-Zell-Kontakte der Keratinozyten

Zell-Zell-Kontakte sind entscheidend fir die Funktion der Epidermis, allerdings ist ihr
Vorkommen nicht auf die Epidermis begrenzt. Die meisten Zellen des menschlichen Kérpers
sind Uber diverse Arten von Zell-Zell-Kontakten miteinander verbunden. Eine Ausnahme
hiervon stellen beispielsweise die Blutzellen dar. Zell-Zell-Kontakte dienen nicht nur der
mechanischen Stabilisierung von Zellen untereinander und zur extrazellularen Matrix,
sondern unter anderem auch zur interzellulairen Kommunikation, und ermdéglichen so eine
koordinierte Differenzierung und Wanderung von Keratinozyten. Es kb&nnen drei
Hauptgruppen von Zell-Zell-Kontakten definiert werden: Kommunikationskontakte,
Verschlusskontakte und Adhéasionskontakte (Haftkontakte). Bei letzteren kodnnen
Adhdrenskontakte und Desmosomen unterschieden werden. Je nach der zu erfillenden
Aufgabe unterscheiden sich die Zell-Zell-Kontakte hinsichtlich ihrer Morphologie und
Proteinausstattung, dennoch ist allen Zell-Zell-Kontakten ein charakteristisches Bauprinzip
gemein: Transmembranproteine, die intrazelluldr am Zytoskelett verankert sind. Mithilfe
dieser Transmembranproteine wird der Interzelluldrspalt Gberbriickt und der Kontakt zu



Nachbarzellen hergestellt. Im Folgenden werden die Verschluss- sowie die Haftkontakte
aufgrund ihrer Bedeutung fir die vorliegende Arbeit genauer beschrieben.

1.3.1 Verschlusskontakte

Verschlusskontakte ermoglichen es, Diffusionsbarrieren und damit Raume von
unterschiedlicher chemischer Zusammensetzung zu bilden. Diese Verschlusskontakte
kommen vor allem in ein- oder mehrschichtigen Epithelien sowie dem Endothel vor und bilden
dort meist einen kleinen Girtel (lat. Zonula) um die Zelle, weshalb die Bezeichnung als Zonula
Occludens gebrauchlich ist. Die fiir Verschlusskontakte typischen Transmembranproteine sind
Occludin sowie Claudine, die extrazellular so eng miteinander verbunden sind, dass kein
parazelluldarer Stoffaustausch mehr moglich ist. Die Transmembranproteine sind mit dem
Zytoskelett Giber Aktinfilamente unter Beteiligung von Adaptorproteinen verbunden. Es bildet
sich auf diese Weise eine Plaque. Allerdings ist diese weit weniger stark ausgebildet ist als bei
den Haftkontakten. Von Bedeutung ist, dass die Verschlusskontakte trotz der relativ
diffusionsdichten Verbindung der Zellen miteinander nicht mechanisch stabil sind. Um die
Verschlusskontakte zu sichern, ist es notig, dass sie sich entweder in direkter Nachbarschaft
zu Haftkontakten befinden oder aber, dass spezifische Haftproteine in die Verschlusskontakte
integriert sind. Mit dieser Kenntnis lasst sich erklaren, warum vor allem in Epithelien die
Zellkontakte meist charakteristisch zum sogenannten epithelialen Schlussleistenkomplex
angeordnet sind, der typischerweise von apikal nach basal aus der Zonula Occludens, der
Zonula Adhaerens und den Desmosomen besteht (Deller, 2018; Niessen, 2007).

1.3.2 Haftkontakte

Bei den Haft- oder Adhasionskontakten werden Adharenskontakte und Desmosomen
unterschieden. Hier liegt die Hauptaufgabe in einer mechanischen Verankerung der Zellen
aneinander. Alle Haftkontakte sind aus drei Bestandteilen aufgebaut:

1. Transmembranproteine, 2. Plagueproteine und 3. Bestandteile des Zytoskeletts.

Bei den Transmembranproteinen werden die Cadherine von den Integrinen abgegrenzt,
wobei die Cadherine bei den Zell-Zell-, die Integrine dagegen bei den Zell-Matrix-Kontakten zu
finden sind. Bedeutsam ist, dass es sich bei den Cadherinen um Ca%*-abhingige
Adhdsionsmolekiile handelt, was bedeutet, dass diese Proteine nur bei einer normalen
extrazelluldren Ca?*-Konzentration von etwa 1,3 mmol/l aneinanderbinden und so den Zell-
Zell-Kontakt vermitteln (Deller, 2018; Lullmann-Rauch, 2015).

Ultrastrukturell charakteristisch fur Haftkontakte ist vor allem die Plague, welche
insbesondere bei den Desmosomen sehr deutlich ausgepragt ist. Dabei handelt es sich um ein
Konglomerat aus Plagueproteinen, mit unterschiedlichen Funktionen wie Haftvermittlung
zwischen Transmembranprotein und Zytoskelett oder Regulation dieser Haftvermittlung. Bei
den Plaqueproteinen, die die Haftvermittlung bewirken, werden vor allem zwei Gruppen



unterschieden: Proteine der Armadillo-Familie, wie Plakoglobin und Plakophiline, sind mit
dem intrazelluldaren Anteil der Transmembranproteine verbunden und weisen zudem eine
Bindungsstelle flir Adaptorproteine (zweite Gruppe), wie beispielsweise Proteine der
Plakinfamilie oder bestimmte Catenine, auf, die wiederum mit dem Zytoskelett verbunden
sind (Nekrasova & Green, 2013). Je nachdem an welchem Bestandteil des Zytoskeletts die
Plagueproteine verankert sind, werden zwei Arten von Adhasionskontakten unterschieden,
die Adhdrens-Kontakte und die Desmosomen.

1.3.2.1 Adhéarenskontakte

Die Adhéarens-Kontakte kommen in den meisten Epithelien wie die Verschlusskontakte
glrtelférmig vor und werden daher als Zonula Adharens bezeichnet. Diese Zell-Zell-Kontakte
sind an die Aktinfilamente des Zytoskeletts gekoppelt, wobei diese Ankopplung Uber
Plaqueproteine erfolgt. Beispiele fir solche Plagueproteine sind a-, B- und y-Catenin, Pro-
Catenin und ZO-1. Die fur Adhadrens-Kontakte typischen Cadherine unterscheiden sich je
nachdem, in welchem Gewebe die Kontakte vorliegen. So ist in Epithelien beispielsweise E-
Cadherin (Epitheliales Cadherin) typisch, im Endothel dagegen VE-Cadherin (Vaskular-
Endotheliales Cadherin) und im Nervengewebe und auch in Herzmuskelzellen N-Cadherin
(Gumbiner, 2005; Lillmann-Rauch, 2015).

1.3.2.2 Desmosomen

Auch das Desmosom dient der mechanischen Verankerung von Zellen aneinander und ist fur
die Integritdt der Haftung zwischen Zellen unabdingbar. Die erste lichtmikroskopische
Beschreibung eines Desmosoms erfolgte bereits Mitte des 19. Jahrhunderts. Der Name
Desmosom wurde von dem Wiener Anatom Josef Schaffer im frihen 20. Jahrhundert
eingefiihrt und leitet sich von den griechischen Waértern desmos fiir Bindung und soma fir
Korper ab (Waschke, 2008). Erst in der zweiten Halfte des 20. Jahrhunderts gelang Keith Porter
mithilfe der Elektronenmikroskopie die erste ultrastrukturelle Analyse eines Desmosoms
(Delva, Tucker & Kowalczyk, 2009). Desmosomen weisen eine groRe Stabilitat auf, auch starke
pH-Schwankungen und der Einfluss vieler Losungsmittel |6sen den durch Desmosomen
gebildeten Verbund nicht auf (Nekrasova & Green, 2013).

Pro Zelle kommen sehr viele der nur 0,3-0,5 um groBen Desmosomen vor. Sie verlaufen nicht
glrtelformig um die Zelle herum, sondern punktformig, wie ein Fleck (lat. Macula)
angeordnet, weshalb sie auch als Maculae Adhaerentes bezeichnet werden. Die fir
Desmosomen spezifischen Cadherine sind Desmogleine (Dsg), hier werden die Subtypen 1 bis
4 unterschieden, und Desmocolline (Dsc), bei denen man die Subtypen 1 bis 3 unterscheidet.
Bei den Dsgs, Dscs und den klassischen Cadherinen ist fast ein Drittel der Aminosaduren
homolog (Brooke, Nitoiu & Kelsell, 2012). Die extrazelluldren Domanen der desmosomalen
Cadherine interagieren in Abhangigkeit von Ca%* miteinander, sodass es zu Haftung kommt.
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Als ultrastrukturelles Korrelat dieser Interaktion kann die in der Elektronenmikroskopie
sichtbare verdichtete Mittellinie angesehen werden, welche Mesophragma genannt wird
(Thomason, Scothern, McHarg & Garrod, 2010). Zwischen den desmosomalen Cadherinen
werden sowohl homophile, als auch heterophile Bindungen beobachtet (s. Abb. 1 A). Die
Ankopplung an die Intermediarfilamente des Zytoskeletts erfolgt einerseits Uber
Plaqueproteine der Armadillo-Proteinfamilie. Zu nennen sind hier Plakophiline (Pkp) und
Plakoglobin (Pg), wobei letzteres auch in Adharenskontakten zu finden ist. Allerdings erfolgt
die Bindung an desmosomale Cadherine mit einer deutlich hoheren Affinitat als an E-Cadherin
(Delva et al., 2009). Andererseits ist das desmosomenspezifische Adaptorprotein Desmoplakin
(DP) als ein Vertreter der Plakinproteinfamilie typisch. Die intrazelluldre Plaque, welche fir die
Haftkontakte charakteristisch ist und durch die Ankoppelung der Transmembranproteine an
das Zytoskelett Uber die eben beschriebenen Plaqueproteine zustande kommt, ist beim
Desmosom besonders stark ausgepragt. In der Elektronenmikroskopie ist die Unterscheidung
einer inneren Membranplaque (IMP) und einer dulBeren elektronendichten Membranplaque
(AMP) moglich (s. Abb. 1B). Die duRere Plaque kommt durch die Interaktionen der intrazellular
liegenden Anteile der desmosomalen Cadherine mit den Plagueproteinen zustande, die
innere  Plaque entsteht durch die Interaktion der Plagueproteine mit den
Intermediarefilamenten (Kowalczyk et al., 1994).

Interzelluldrspalt Intermediarfilament

A l / B m? % |ntermed|arf||amente 7

Desmoglein Plakoglobin ?

Plakophilin l

_'\P.
-—‘\P

IMP AMP Desmocollin

Desmoplakin

Abbildung 1: Schematische (A; nach (Waschke & Spindler, 2014) und
elektronenmikroskopische (B) Darstellung eines Desmosoms.

In der Mitte des Interzelluldrspaltes interagieren die desmosomalen Cadherine miteinander. Im
Bereich der duferen Membranplaque (AMP) kommt es zur Interaktion der desmosomalen
Cadherine mit den Plaqueproteinen Pg und Pkp. Die Ankopplung an die Intermedidirfilamente
wird (iber DP gewdhrleistet, dieser Bereich wird innere Membranplaque (IMP) genannt (A). In
der elektronenmikroskopischen Aufnahme kann man die schematisch in A dargestellten innere
und duflere Membranplaque erkennen. Zudem ist die Insertion der Intermedidrfilamente am
Desmosom sichtbar; MafSstabsleiste 100 nm (B).
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Je nachdem in welchem Gewebe die Desmosomen vorliegen, finden sich auch andere
Vertreter der desmosomalen Cadherine. In einfachen Epithelien wie beispielsweise dem des
Gastro-Intestinal-Traktes und auch im Herzmuskel sind Dsg2 und Dsc2 die einzigen
vorkommenden desmosomalen Cadherine. In der Epidermis dagegen treten alle oben
genannten Isoformen auf (Hartlieb, Rotzer, Radeva, Spindler & Waschke, 2014; Nekrasova &
Green, 2013). Fir die Epidermis ist zu beachten, dass sich die Expression der desmosomalen
Cadherine in den einzelnen Schichten unterscheidet (s. Abb. 2). Die herausragende Bedeutung
von Desmosomen zeigt sich beispielsweise bei der Erkrankung Pemphigus. Besonders
bedeutsam flr das Verstandnis der Pathogenese der unterschiedlichen Pemphigus-Subtypen
ist, dass in der Epidermis Dsg3 vor allem in den basalen Schichten vorkommt, wohingegen
Dsgl vor allem in den oberflachlichen Schichten exprimiert wird (Green & Simpson, 2007).

Stratum Corneum

Stratum Basale

Dsg2 Dsg3

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Verteilung der desmosomalen Cadherine in
der Epidermis (Egu, Schmitt & Waschke, 2022).

Deutlich erkennbar ist die vorher beschriebene unterschiedliche Verteilung der desmosomalen
Cadherine in den einzelnen Hautschichten: Dsg3 dominiert basal, Dsgl ist iberwiegend
superfizial zu finden. Wie in allen Epithelien sind auch Dsg2 und Dsc2 zu finden, deren
Vorkommen beschrénkt sich allerdings auf tiefere Schichten der Epidermis und auf Haarfollikel
(speziell Dsg2) (Hartlieb, Kempf, Partilla, Vigh, Spindler & Waschke, 2013).

Die Haftkontakte zwischen Zellen sind keine statischen Gebilde, sondern im Gegenteil einem
standigen Auf- und Abbau unterworfen. Das ergibt sich aus der Notwendigkeit, dass Zellen in
bestimmten physiologischen Gegebenheiten, wie zum Beispiel wahrend der
Embryonalentwicklung, der Ausdifferenzierung und auch bei der Wundheilung, wandern
miussen. Viele Tumorzellen weisen Mutationen in den Genen fir Zell-Kontaktproteine auf,
womit die Fahigkeit zur Auflosung und Neubildung von Zell-Kontakten, also zur
Zellwanderung, einhergeht und somit Metastasierung erméglicht wird.

Eine Besonderheit der Desmosomen ist, dass sie in der Lage sind, zwischen zwei
unterschiedlich stark adhasiven Zustianden hin- und her zu wechseln, je nachdem, wie grof§
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der mechanische Stress ist, dem das Gewebe ausgesetzt ist. Der schwacher adhasive Zustand
ist dabei Calcium (Ca?*)-abhidngig und wird beispielsweise wahrend der Wundheilung
eingenommen. Wahrend der desmosomalen Reifung dagegen tritt zudem ein Zustand
besonders stabiler Haftung auf, welcher Ca?*-unabhingig ist. Dieser Zustand wird als
Hyperadhasion bezeichnet (Garrod & Kimura, 2008). Tatsachlich befindet sich wohl ein
Grofteil der Desmosomen im hyperadhasiven Zustand, wenn die Epidermis intakt ist (Kimura,
Merritt & Garrod, 2007). Fir die Ca?*-Unabhingigkeit der Desmosomen scheint dabei vor
allem Dsg3 relevant zu sein, welches in hyperadhdsivem Zustand dazu tendiert, groRRe
Oligomere zu bilden, wohingegen Dsgl kaum beteiligt zu sein scheint (Fuchs et al., 2020).
Molekular geht die Hyperadhdsion mit einer Dephosphorylierung von Desmoplakin einher,
bewirkt durch die Hemmung der Proteinkinase C (PKC) (Schmitt & Waschke, 2021).

1.4 Zytoskelett der Keratinozyten

Das Zytoskelett durchspannt die Zelle vom Zellkern bis zur Plasmamembran und besteht aus
verschiedenen Arten von Filamenten. Es dient einerseits der Stabilitdat und Formgebung der
Zelle (Aktin- und Intermediarfilamente), andererseits auch dem intrazelluldaren Transport
(Mikrotubulisystem). Anders als der Begriff Skelett es vermuten ldsst, handelt es sich bei dem
Zytoskelett nicht um ein starres Gebilde, sondern um ein in standigem Auf- und Abbau
befindliches Proteinnetzwerk. Der Begriff wurde 1931 durch den Embryologen Paul
Wintrebert gepragt. Zusatzlich zu den Filamenten gibt es zahlreiche Begleitproteine, wie
beispielsweise Motorproteine, die fir die Funktionen des Zytoskeletts unerlasslich sind
(Ldllmann-Rauch, 2015).

1.4.1 Aktinfilamente und deren Begleitproteine
1.4.1.1 Aktin

Die Aktinfilamente sind mit etwa 7 nm Durchmesser die kleinsten Filamente des Zytoskeletts
und werden daher auch als Mikrofilamente bezeichnet. Das fibrillare F-Aktin entsteht
dadurch, dass globuldres G-Aktin unter ATP-Verbrauch polymerisiert. Dabei besteht F-Aktin
aus zwei polymerisierten G-Aktin-Ketten, welche sich umeinanderwinden. F-Aktin ist ein
helikales Protein. Die Aktinfilamente sind polar, sie weisen also ein Plus- und ein Minus-Ende
auf. Nach der Polymerisation werden die F-Aktin-Filamente teilweise posttranslational
modifiziert, wodurch insbesondere die Stabilitat erhoht werden kann (Lichti, Anders & Yuspa,
2008). Die Hauptaufgabe der Aktinfilamente ist die Stabilisierung der Zelle; so geben sie zum
Beispiel auch den Mikrovilli, oberflachenvergroBernden Ausstilpungen der Zellmembran, die
Form. Sie inserieren an bestimmten Adhéasionskontakten, den Adharensjunktionen (AJ). Das
Aktinzytoskelett ist mit dem Motorprotein Myosin assoziiert. Durch Interaktion dieser beiden
Proteine wird einerseits Kurzstreckentransport beispielsweise von Vesikeln innerhalb der
Zelle, andererseits auch die Kontraktion der Muskulatur ermoglicht (Lillmann-Rauch, 2015).
Das Aktinskelett verfigt Gber zahlreiche Begleitproteine, die unter anderem den Auf- und
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Abbau regulieren oder die Filamente untereinander oder mit anderen Proteinen vernetzen
(Lichti et al., 2008). Diese Proteine werden als aktinbindende Proteine bezeichnet. Hierzu
zahlen beispielsweise Actinin und Cortactin.

1.4.1.2 Das aktinbindende Protein Cortactin

Eines der aktinbindenden Proteine mit besonderer Bedeutung fiir die vorliegende Arbeit ist
Cortactin (Cttn). Bei Cortactin handelt es sich um ein zytosolisches Protein, das teilweise mit
dem Aktin-Zytoskelett assoziiert ist und dessen Assemblierung modifiziert. Seine
Hauptaufgabe besteht dabei in der Rekrutierung des Arp2/3-Komplexes (Actin related protein
2/3 complex), und es leitet somit den initialen Schritt der Aktinpolymerisation ein (Daly, 2004).

Zudem spielt Cortactin eine wichtige Rolle fiir zahlreiche Zellfunktionen wie Zellmigration,
Regulation von Proteinen in der extrazellularen Matrix sowie Zellkontraktilitat. Cortactin kann
auf verschiedene Arten interkonvertiert werden, wie durch Phosphorylierung oder
Acetylierung (Schnoor, Stradal & Rottner, 2018). Durch die Phosphorylierung kommt es zur
Aktivierung von Cortactin und damit zu einer Rekrutierung des oben genannten Arp2/3-
Komplexes. Diese Aktivierung kann durch verschiedene Kinasen erreicht werden, ein
Hauptaktivator von Cortactin ist die Tyrosinkinase Src, welche Cortactin an den Stellen Tyr421,
Tyrd66 und Tyrd82 phosphoryliert. Die Phosphorylierungsstelle Tyr421 ist diejenige, welche
unter physiologischer Ca?*-Konzentration nachweisbar ist, also in dem Zustand, in welchem
auch eine Kolokalisation und Interaktion von Cortactin und Dsg3 nachweisbar ist (Kugelmann
et al., 2019b).

1.4.2 Intermediarfilamente

Die Bezeichnung Intermediarfilament leitet sich davon ab, dass diese Proteinfilamentgruppe
beziiglich ihres Durchmessers mit etwa 10 nm zwischen den Aktinfilamenten und den
Mikrotubuli liegt. Je nach Art des Gewebes unterscheiden sich die vorkommenden
Intermediarfilamente. Typische Zuordnungen von Gewebe und entsprechend
vorkommendem Intermediarfilament sind: Epidermis-Zytokeratin, Muskulatur-Desmin,
Binde- und Stlitzgewebe-Vimentin. Die Intermediarfilamente sind die Bestandteile des
Zytoskeletts, die in die Desmosomen inserieren (Lillmann-Rauch, 2015).

1.5 Pemphigus

Bei der Hautkrankheit Pemphigus handelt es sich um eine potentiell lebensbedrohliche
Autoimmunkrankheit, deren Pathomechanismus auf der Behinderung der Zellhaftung durch
die Desmosomen beruht. Es kommt dabei zur Bildung von intraepidermalen Blasen und zu
Hauterrosionen, welche die Integritdt der Haut und damit ihre flir den Menschen
lebenswichtigen Funktionen stéren. Daher kommt auch der Name der Erkrankung, denn
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Pemphigus leitet sich vom griechischen Wort fiir Blase pemphix ab (Kasperkiewicz et al.,
2017). Die Inzidenz betrdgt im Mittel 0,68 pro 100 000 Personenjahre im Vereinigten
Konigreich (England) (Beckman, Waern, Gustafson & Skoog, 2008). Die Krankheit scheint
Frauen haufiger zu treffen als Manner (Kridin & Schmidt, 2021). In den letzten Jahren konnte
tendenziell ein vermehrtes Auftreten von Pemphigus festgestellt werden. Auch wenn keine
klare Alterspravalenz zu erkennen ist, kann gesagt werden, dass Pemphigus vermehrt in der
zweiten Lebenshalfte auftritt (Beckman et al.,, 2008). Fir Pemphigus vulgaris (zu dieser
Unterform s. 1.5.1) wird eine genetische Pradisposition beschrieben (Costan, Popa, Hancu,
Porumb-Andrese & Toader, 2021).

1.5.1 Klinik und Unterformen

Die beim Pemphigus gebildeten Autoantikérper richten sich gegen Bestandteile der
Desmosomen und dabei vorwiegend gegen desmosomale Cadherine. Auch wenn zahlreiche
Varianten der Antikorperprofile bei Patienten bekannt sind, spielen Antikorper gegen Dsgl
und 3 die groRte Rolle. Die Bedeutung vieler anderer Autoantikdrper ist bis heute nicht
vollstandig verstanden. Anhand der vorkommenden Antikorper lasst sich der Pemphigus in
zwei Unterformen unterteilen.
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Abb. 3: Klinische und histologische Bilder der unterschiedlichen Pemphigusformen (Egu
et al., 2022).

Bei auf die Schleimhaut beschridnktem Pemphigus vulgaris (mucosaler Pemphigus vulgaris,
mPV) treten schmerzhafte Erosionen der Schleimhaut hdufig vor allem im Bereich der
Mundhéhle auf (A, B). Bei mucocutanem Pemphigus vulgaris (mcPV) finden sich die Erosionen
zudem auf der Epidermis (C). Auch beim Pemphigus foliaceus kommt es zur Bildung von
Erosionen der Epidermis, hdufig vor allem des Kérperstammes; allerdings treten hier keine
Schleimhautldsionen auf (D). Bei dem mucocutanem Pemphigus vulgaris erfolgt die
Blasenbildung in der Epidermis suprabasal (E). Bei Pemphigus foliaceus dagegen kommt es in
weiter oberfldchlich gelegenen Schichten der Epidermis zur Spaltbildung (F); (MafSstabsleiste
100 um).

Bei dem haufigeren Pemphigus vulgaris treten Antikorper sowohl gegen Dsg3 als auch gegen
Dsgl auf. Meist manifestiert sich diese Erkrankung zunachst im Bereich der oralen Mucosa, in
dieser Phase dominieren Antikdrper gegen Dsg3 (s. Abb. 3A, B). Auch in der meist spater
folgenden Phase, in der die gesamte Epidermis betroffen ist (s. Abb. 3C), bilden sich die
typischen Blasen sehr tief in der Epidermis, knapp Gber dem stratum basale (s. Abb. 3E). Da
Dsgl und 3 in der Epidermis eine spezifische Verteilung aufweisen und dabei Dsgl vor allem
superfizial, Dsg3 dagegen vor allem basal exprimiert ist, kann davon ausgegangen werden,
dass bei PV die Antikorper gegen Dsg3 und Dsgl das Krankheitsbild verursachen
(Kasperkiewicz et al., 2017).

Bei der zweiten Unterform, Pemphigus foliaceus (PF), dagegen kommen keine Antikorper
gegen Dsg3 vor, hier sind die Dsgl-Antikorper entscheidend (Kasperkiewicz et al., 2017).
Entsprechend weist diese Erscheinungsform auch keine Schleimhautbeteiligung auf, denn in
der Schleimhaut kommt Dsgl nur in sehr geringem Malle vor. Zudem liegen die in der
Epidermis entstehenden Blasen typischerweise im sehr oberflachlichen Bereich, meistens im
stratum granulosum oder spinosum (Spindler & Waschke, 2018) (s. Abb. 3D, F). Neben dieser
sogenannten monopathogenen Theorie, bei der allein durch die anti-Desmoglein-Antikérper-
Bindung die Lokalisation der Blasenbildung erklart wird, gibt es auch die multipathogene
Theorie. Diese geht davon aus, dass die suprabasale Blasenbildung bei PV durch das
Zusammenspiel auch der Nicht-Desmoglein-Antikorper entsteht und es somit je nach
Antikorperprofil des Patienten unterschiedliche klinische Bilder gibt (Ivars, Espaiia, Alzuguren,
Pelacho, Lasarte & Lopez-Zabalza, 2020).

Ultrastrukturell ist das eindeutigste und friiheste Zeichen bei beiden Pemphigus-Unterformen
eine Retraktion der am Desmosom inserierenden Keratin-Filamente. Zudem zeigt sich bei
beiden  Pemphigus-Unterformen  eine  Reduktion der Desmosomenzahl; die
DesmosomengrolRe dagegen ist nur verandert, wenn Antikorper gegen Dsgl vorliegen
(Spindler & Waschke, 2018).

Bis heute gibt es fiir diese bedrohliche Autoimmunkrankheit keine kausale Therapie. Meist
erfolgt eine teilweise Unterdrickung des Immunsystems mit Glukokortikoiden, welche
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allerdings mit zahlreichen Nebenwirkungen assoziiert ist. Alternativ besteht die Moglichkeit
einer Antikorpertherapie. Als Praparat kann hier Rituximab angewendet werden. Das ist ein
monoklonaler Antikorper, der gegen CD20 von Pra-B-Lymphozyten gerichtet ist und auf diese
Weise den Autoantikorperspiegel absenken kann (Hertl et al., 2008; Shimanovich, Nitschke,
Rose, Grabbe & Zillikens, 2008).

1.5.2 Pathophysiologie des Pemphigus

Auch heute noch ist der genaue Pathomechanismus des Pemphigus nicht vollstindig
verstanden. Es gibt allerdings verschiedene Theorien und Erklarungsansatze fir den
Zelladhasionsverlust, der durch die von Pemphiguspatienten produzierten Autoantikorper
verursacht wird.

Zum einen ist hier die Hypothese der sterischen Inhibition zu nennen. Diese Theorie fiihrt den
Haftungsverlust der Zellen darauf zuriick, dass Antikorper an die desmosomalen Cadherine
binden und so direkt eine Interaktion dieser verhindern, wobei sowohl homophile Bindungen
(zwischen gleichen Typen von desmosomalen Cadherinen), als auch heterophile Bindungen
(zwischen unterschiedlichen Typen von desmosomalen Cadherinen) von Bedeutung sind. Als
ultrastrukturelle Entsprechung fiir diese gestorten Proteininteraktionen konnen Split-
Desmosomen verstanden werden (Ishii, Yoshida, Stanley, Yamagami, Amagai & Ishiko, 2020;
Spindler & Waschke, 2018).

Mit der Theorie der sterischen Inhibition allein ldsst sich allerdings das Krankheitsbild des
Pemphigus nicht vollstandig erklaren (Spindler & Waschke, 2018). Beispielsweise lasst sich
durch die direkte Inhibition der Desmoglein-Interaktionen allein nicht verstehen, warum es zu
einer verringerten Anzahl von Desmosomen kommt und teilweise eine Reduktion der
Desmosomengrolie festzustellen ist. Dementsprechend wird heute davon ausgegangen, dass
durch die Antikérperbindung Signaltransduktionsmechanismen in Gang gesetzt werden,
welche die Reduktion der desmosomalen Komponenten durch behinderte Assemblierung
sowie durch geforderte Dissemblierung von Desmosomen bewirken (Egu et al., 2022). Fir die
Signaltransduktions-Mechanismen scheinen vor allem extradesmosomale Dsgl- und Dsg3-
Molekdile eine grolRe Rolle zu spielen (Egu et al., 2022; Waschke & Spindler, 2014).

1.5.3 Zu untersuchende Signalwege

Im Rahmen der Forschung der letzten Jahre sind bereits zahlreiche fiir die Pathogenese des
Pemphigus bedeutende Signalwege gefunden und naher charakterisiert worden. Hierzu zahlt
beispielsweise p38MAP-Kinase (p38 Mitogen-activated-protein-kinase) (Berkowitz et al.,
2005). Wird p38MAP-Kinase aktiviert, zum Beispiel induziert durch Autoantikorper wie bei PV,
kommt es zu einer Internalisierung von Dsg3 und zu einer Retraktion der Keratinfilamente.
Dies ist ein typisches ultrastrukturelles Kennzeichen von PV (Spindler & Waschke, 2018).
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Dennoch ist die Gesamtheit der Signalwege, welche bei Pemphigus-Erkrankungen eine Rolle
spielt, so mannigfaltig, dass bei Weitem noch nicht alle vollstandig entschliisselt sind. Diese
Signalwege sind Gegenstand vieler Forschungen, denn ihr Verstdndnis ist von grofer
Bedeutung fiir die Etablierung gezielter Behandlungsansatze.

Im Folgenden werden nun einige Signalproteine, fokussiert auf ihre Bedeutung fir die
vorliegende Arbeit, ndaher erlautert. Bei diesen handelt es sich um Enzyme oder deren
Substrate, Rezeptoren oder deren Liganden wie auch um Haftproteine, die im Zusammenspiel
miteinander die Integritat von Haftkontakten gezielt steuern und diese auch auflésen kénnen.

1.5.3.1 Sheddasen ADAM10 und ADAM17

Bedeutende Destabilisatoren fiir die Zelladhasion sind die Enzyme ADAM10 und ADAM17. Die
Abkiirzung ADAM steht dabei fir A Disintegrin And Metalloproteinase. Bei diesen Enzymen
handelt es sich um integrale Membranproteine, deren C-Terminus auf der intrazellularen Seite
der Plasmamembran liegt. Die ADAMs werden aktiviert, indem eine extrazellular am N-
Terminus liegende Prodomane abgespalten wird. Flr die Funktion der ADAMs ist als Cofaktor
ein Zink-lon notig. Bisher sind Gber 30 Varianten der ADAMs bekannt geworden (Edwards,
Handsley & Pennington, 2008).

Die ADAMs spielen eine zentrale Rolle in vielen zellbiologischen Vorgingen, wie
beispielsweise Zellmigration und Zelladhasion. Bei einigen der Untertypen handelt es sich um
sogenannte Sheddasen, also Enzyme, die andere Proteine gezielt spalten, gewissermalien
zuschneiden, und so der korrekten Funktion zuordnen (Edwards et al., 2008). Beispiele fiir
solche Proteine sind Liganden des Epidermalen-Wachstumsfakor-Rezeptors (EGFR), wie der
Epidermale-Wachstumsfaktor (EGF), oder auch Betacellulin, aber auch Zelladh&sionsproteine
wie Desmogleine (Cirillo & Prime, 2021; Ivars et al., 2020).

Die Rolle der ADAMs fiir die Pathogenese der Autoimmunerkrankung Pemphigus ist jedoch
noch nicht vollstandig verstanden. Besonders bedeutsam ist dabei die Unterform ADAM10 als
der dominierende Vertreter der ADAM-Proteinfamilie in der Haut (Green & Simpson, 2007).
AuBerdem scheint auch ADAM17 von Bedeutung zu sein, da dieses Enzym essentiell fur die
Entwicklung von Epithelien und maligeblich an der Spaltung von EGFR-Liganden beteiligt ist
(Edwards et al., 2008). ADAM10 und ADAM17 haben sogar teilweise die gleichen Liganden,
ein Beispiel hierfiir ist das Zelladhasionsprotein Dsg 2 (Edwards et al., 2008; Reiss & Saftig,
2009). Es konnte nachgewiesen werden, dass ADAM10 durch Patientenseren, die Antikorper
gegen Dsgl und 3 enthalten, aktiviert wird, und es ebenfalls zu einem Anstieg der
Konzentration der EGFR-Liganden und einer EGFR-Aktivierung kommt (s. Abb. 4). Antikorper
gegen Dsc3 aktivieren ADAM10 dagegen nicht. Dabei ist die Aktivierung von ADAM10
abhéangig von der Kinase Src (sarcoma associated kinase) (Ivars et al., 2020). Zudem konnte
festgestellt werden, dass die Aktivierung von ADAM10 no6tig war, um eine Blaseninduktion zu
erreichen. Die Ursache hierfiir kann einerseits die Spaltung von Dsg-Molekiilen, andererseits
aber auch die Aktivierung von EGFR sein. Umgekehrt konnte im Tierexperiment die durch PV-
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Injektion hervorgerufene Blasenbildung verhindert werden, wenn ADAM10-Inhibitoren
verwendet wurden (Cirillo & Prime, 2021; lvars et al., 2020).

1.5.3.2 EGFR und seine Liganden

Bei dem epithelialen Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) handelt es sich um einen
Transmembranrezeptor, der zur ErbB-Familie gehort, einer Familie strukturell eng verwandter
Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (Sigismund, Avanzato & Lanzetti, 2018). EGFR ist einer der zuerst
entdeckten Wachstumsfaktoren (Voldborg, Damstrup, Spang-Thomsen & Poulsen, 1997). Der
Rezeptor liegt mit einer Domane in der Zellmembran und weist intrazelluldr eine ATP-
Bindungsstelle auf. Die Aktivierung von EGFR erfolgt durch extrazelluldare Bindung von
Liganden wie EGF und resultiert in einer Rezeptordimerisierung mit entsprechender
Signalkaskade im Zellinneren (Arteaga, Ramsey, Shawver & Guyer, 1997). Zudem ist es auch
moglich, dass EGFR ohne Bindung von Liganden zum Beispiel tiber die Phosphorylierung an
Tyrosin 845 durch das Enzym Src aktiviert wird (Schmitt, Hudemann, Moztarzadeh, Hertl,
Tikkanen & Waschke, 2023; Walter et al., 2019).

Die Funktionen von EGFR im Allgemeinen und speziell in der Haut sind zahlreich und umfassen
unter anderem die Gewebsproliferation sowie die Regulation des Zellzyklus. Zudem ist als
Reaktion auf eine EGFR-Aktivierung auch die Regulation von Haftkontakten in der Epidermis
moglich, denn EGFR ist beispielsweise flir eine Phosphorylierung von B-Catenin
verantwortlich (Miravet et al., 2003) und interagiert mit Dsgl (Green, Niessen, Riibsam, Perez
White & Broussard, 2022). Es wurde gezeigt, dass eine Inhibition von EGFR zu einer
verbesserten Keratinozyten-Adhésion fihrt (Bektas, Jolly, Berkowitz, Amagai & Rubenstein,
2013; Egu et al., 2024; Walter et al., 2019).

Durch die bei Pemphigus vorliegenden Autoantikorper kann es zu einer Aktivierung von EGFR
und damit zu einem Adhésionsverlust kommen (Chernyavsky, Arredondo, Kitajima, Sato-Nagai
& Grando, 2007; Walter et al., 2019). Diese EGFR-Aktivierung ist dabei abhangig von der
vorherigen Aktivierung der oben erwdhnten p38MAP-Kinase (Bektas et al., 2013). An der
Modulation der EGFR-Aktivitdt sind zudem die eben beschriebenen ADAMs entscheidend
beteiligt (Ivars et al., 2020).

1.5.3.3 Erk1/2

Bei der Proteinfamilie der Erks (Extracellular-signal Regulated Kinase) handelt es sich um eine
Proteinfamilie der Serin-Threonin-Proteinkinase, die zu den MAP-Kinasen gehdren. Zu den
Signalwegen, die durch diese Proteinkinasen kontrolliert werden, zahlen unter anderem
Proliferation und Differenzierung sowie Modulation von Transkription und Translation (Lake,
Corréa & Miiller, 2016). Die ,Erks” sind aber auch in Prozesse der Zelladhdsion und der
Organisation des Zytoskeletts, vor allem des Aktin-Skeletts, eingebunden (Barros & Marshall,
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2005). Erwdhnenswert ist, dass die ,,Erks” sehr viele verschiedene Substrate adressieren, die
flir Enzyme typische Substratspezifitat also gering ausgepragt ist (Roskoski, 2012).

Besonders die Subtypen 1 und 2 der Erk-Familie (Erk1/2) scheinen fur die Pathogenese von PV
und auch PF eine Rolle zu spielen, denn es wurde eine Aktivierung dieser Kinasen durch von
Pemphigus-Patienten gewonnene Antikérper beobachtet. Diese Aktivierung war allerdings
vom Antikorperprofil der Patienten abhangig und liel sich nur beobachten, wenn Antikorper
gegen Dsgl vorhanden waren (Walter et al., 2019). Wie genau Erk1/2 mit Dsgl interagieren
ist allerdings bis heute noch nicht vollstandig verstanden (Abb.4). Allerdings scheint eine
Interaktion vorzuliegen, wie mit Bio-ID nachgewiesen wurde (Hegazy et al., 2022).

2  Fragestellung und Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Die vorstehende Beschreibung des Zusammenwirkens der untersuchten Signalwege zeigt,
dass die Wirkung und das Zusammenspiel der verschiedenen Signalproteine noch nicht
vollstandig verstanden sind. Das Ziel dieser Doktorarbeit ist es, einen Teil dieser Mechanismen
nadher zu betrachten, vor allem bezliglich der Bedeutung der beschriebenen Signalproteine fiir
eine integre Zellhaftung. So soll ein Beitrag zu einem besseren Verstandnis der Pathogenese
des Pemphigus geleistet werden, damit zukiinftig spezifischere Therapien moglich werden.

Es ist zwar bereits bekannt, dass es durch PV-IgG zu einer Aktivierung von ADAM10, also dem
fir die Haut besonders bedeutsamen ADAM-Subtyp, kommt. Umgekehrt weiR man, dass eine
Inhibition von ADAM10 im Tierexperiment eine PV-IgG-induzierte Blasenbildung verhindern
kann (lvars et al., 2020). Ebenfalls wurde festgestellt, dass gleichzeitig mit der ADAM10-
Aktivierung auch ein Anstieg von EGFR-Liganden und eine EGFR-Aktivierung auftreten (lvars
et al.,, 2020). Welche weiteren durch ADAM10 aktivierten Signalwege fiir diesen
Zellhaftungsverlust verantwortlich sind und welche Beteiligung EGFR hieran hat, ist allerdings
noch nicht vollstéandig geklart; die vorliegende Arbeit soll diesbeziiglich einen kleinen Beitrag
zur Klarung leisten.

Um die Bedeutung der ADAMs fiir PV besser zu verstehen, ist es hilfreich, zunachst zu klaren,
welche Effekte eine ADAM-Inhibition unter basalen Bedingungen hat. Dafilir wurden sowohl
ADAM10 als auch ADAM17 inhibiert. ADAM17 wurde gewahlt, weil dieser Subtyp bedeutsam
fir die Entwicklung von Epithelien wie der Haut ist (Edwards et al., 2008). Folglich war zu
untersuchen, ob es zu vermehrter oder verminderter Aktivierung von EGFR und zu
Veranderungen in Menge und Verteilung der desmosomalen Cadherine Dsgl und Dsg3
kommt. Dabei wurden drei verschiedene Keratinozyten-Linien, sowohl murine als auch
humane, verwendet. Da die HaCaT-Linie allerdings die Konditionen in der Epidermis des
Menschen aufgrund der Immortalisation nur bedingt widerspiegeln kann, wurden zudem
primare NHEK-Zellen (NHEK=normale epidermale Keratinozyten) verwendet. Die murine MEK-
Zelllinie (MEK=murine epidermale Keratinozyten) war immortalisiert.
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Des Weiteren ist es fiir das exaktere Verstandnis der Pathogenese von PV in Zusammenhang
mit den ADAMs von Bedeutung, durch welche Autoantikérper genau eine ADAM-Aktivierung
hervorgerufen wird. Deshalb war es Gegenstand dieser Arbeit, zu untersuchen, ob eine
Aktivierung der ADAMs durch das mir zur Verfligung stehende Pemphigus-Patienten-Serum
erfolgt und ob ein Zusammenhang zu bestimmten Antikorpern feststellbar ist. Daher lag die
Frage nahe, ob auch monoklonale Antikorper wie der Dsg3-spezifische Antikérper AK23 eine
ADAM-Aktivierung hervorrufen kénnen.

Der Zusammenhang von ADAM10 und Src wurde bereits untersucht, und es zeigte sich dabei,
dass die ADAM10-Aktivierung abhangig von Src ist (lvars et al., 2020). Src ist, wie bereits
festgestellt, an der Pathogenese von Pemphigus beteiligt, wobei das aktinbindende Protein
Cortactin, ein Substrat von Src, eine Rolle spielt (Kugelmann et al., 2019b). So konnte
insbesondere festgestellt werden, dass in Abwesenheit von Cortactin nicht nur die basale
Zelladhasion herabgesetzt ist, sondern auch eine durch AK23 hervorgerufene Zellverbund-
Fragmentierung durch Src-Inhibition nicht signifikant verringert wird, wohingegen das bei
Vorhandensein von Cortactin der Fall ist (Kugelmann et al., 2019b).

Im Hinblick darauf war es ein weiteres Ziel dieser Arbeit, die Rolle von Cortactin genauer zu
untersuchen und einerseits herauszufinden, warum es beim Fehlen von Cortactin zu einer
deutlich herabgesetzten Zelladhasion kommt. Andererseits sollte untersucht werden,
inwieweit Cortactin speziell Dsg3 beeinflusst, ein Protein, das entscheidend fiir die Integritat
von Desmosomen ist und mit dem Cortactin an den Zellgrenzen kolokalisiert ist (Kugelmann
et al., 2019b). Als Modell wurden hierfiir murine Zellen verwendet, die vollstandig Cortactin-
depletiert waren, als Kontrolle dienten entsprechende Wildtyp-Zellen.

Fiir eine Zusammenfassung und Visualisierung der in der vorliegenden Arbeit zu klarenden
Fragen wird auf Abb. 4 verwiesen
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Signalwege, die zum Verstdndnis dieser Arbeit
von Bedeutung sind.

Durch das Vorhandensein von Autoantikérpern bei PV (z.B. anti-Dsg1 oder nur anti-Dsg3) kommt
es zu Interaktionen mit diversen Proteinen: Die Antikérper binden an die in der Zellmembran
befindlichen desmosomalen Cadherine, wodurch einerseits die direkte Interaktion mit
desmosomalen Cadherinen benachbarter Zellen gestért wird. Andererseits fiihren die Antikérper
auch zur Aktivierung oder Deaktivierung verschiedener Signalproteine, die wiederum direkt oder
indirekt die Zellhaftung beeinflussen: So kommt es bei PV zu einer Aktivierung von ADAM10 mit
daraus resultierendem Zellhaftungsverlust. Welche Rolle ADAM17 dabei spielt, ist noch unklar.
ADAM10 und Cortactin werden beide von Src aktiviert. Ebenfalls ist noch zu untersuchen, wie
Cortactin mit den desmosomalen Cadherinen zusammenwirkt und welche Auswirkungen dieses
Aktin-bindende Protein auf die Zellhaftung hat. Ein zentrales Signalprotein ist zudem EGFR,
welcher durch Ligandenbindung oder enzymatische Reaktionen aktiviert werden kann. Eine EGFR-
Aktivierung kann unter anderem als Folge einer vermehrten ADAM10-Aktivitdt auftreten, sodass
hier wiederum eine indirekte Verbindung zu den desmosomalen Caderinen bestehen kénnte.
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3 Material und Methoden
3.1 Material

3.1.1 Zelllinien

Fir die durchgefiihrten Experimente wurden verschiedene Zelllinien, sowohl murine, als auch

humane kultiviert.

Zelllinie

Hersteller

MEK: Murine Epithelial Keratinocytes

Anatomische Anstalt Minchen

HaCaT: Human adult low Calcium high
Temperature

Leibniz Institut DSMZ German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures GmbH
(Braunschweig)

NHEK: Normal Human Epithelial
Keratinocytes

Universitatshautklinik Tibingen

Tabelle 1: Zelllinien

3.1.2 Chemikalien, Puffer und Losungen

Chemikalie Hersteller
Aceton Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Acrylamid Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Protein-AG-Agarose

Santa Cruz, Dallas, USA

Protein-G-Agarose

Santa Cruz, Dallas,USA

Aprotinin

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Ammoniumpersulfat (APS)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Bovines Serum Albumin (BSA)

VWR, Darmstadt, Deutschland

cOmplete Proteasehemmer-Cocktail

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

DAPI

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Dispase Il

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Dithiothreitol (DTT)

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM)

Life Technologies, Carlsbad, USA

Epithelien-Wachstumsmedium CnT-07

CelInTEC (Bern, Schweiz)

Ethanol 100%

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ethylenglykol-bis-(2-aminoethylether)-
tetraessigsaure (EGTA)

VWR, Darmstadt, Deutschland

Fetales Kalberserum (FCS)

Biochrom, Berlin, Deutschland

Hank’s balancierte Salzlésung (HbSS)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

H,0,

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
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2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfons&ure (HEPES)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Keratinozytenmedium

PAN-Biotech, Aidenbach, Deutschland

Kollagen | (Rattenschwanz)

BD Bioscience, New Jersey, USA

Kollagenase | Gibco (Life Technologies), Carlsbad, USA
Leupeptin AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Luminol AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Magermilchpulver Millipore, Darmstadt Deutschland

MgCl; Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

MTT Alfa Aesar (Thermo Fisher) Waltham, USA
NaCl VWR, Darmstadt, Deutschland

NaF AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Natrium-Dodecylsulfat (SDS)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Normales Ziegenserum (NGS)

Jackson ImmunoResearch, West Grove, USA

n-Propylgallat (NPG)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

NP-40-Alternative (NP-40)

Millipore, Darmstadt, Deutschland

Paraformaldehyd (PFA)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Para-Cumar-Saure (PCA)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Penicillin

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Pepstatin A

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Phenylmethansulfonyl-Fluorid (PMSF)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Phosphatasen-Inhibitormischung
(PhosStop)

Roche, Basel, Schweiz

PageRuler Prestained (Proteinmarker)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Proteaseninhibitormischung (cOmplete)

Roche, Basel, Schweiz

Rotiblock

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Streptomycin

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Tris

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Triton-X-100 AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Trypsin Serva, Heidelberg, Deutschland
Tween 20 AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Tabelle 2: Chemikalien

Puffer/Losung

Verwendung

Zusammensetzung

Blotpuffer (5fach) WB

25 mM Tris/HCl
195 mM Glycin
250 ml Methanol
3,5 mM SDS

in H,0

24




BSA/NGS IF 0,1% BSA

10% NGS

in PBS
BSA/TBST WB 5% BSA in TBST
cOmplete-Lésung WB 1 Tablette in 10 ml

destilliertem Wasser (1ImM
Stock-Losung)

Dispase Il-Losung

Zelldissoziationsversuche

100 mgin 20 ml HbSS

Einbettmedium

IF

1% n-Propylgallat mit 60%
Glycerin in PBS

Einfriermedium

Zellkultur

10% DMSO in Ca%*-freiem
FCS

Elektrophorese-Puffer
(10fach)

WB

1 M Glycin

124 mM Tris/HCI
17,3 mM SDS

in H,O

Entwicklerlésung
(ECLTund ECL Il im
Verhaltnis 1:1)

WB

ECLI:

500 pul Luminol-Lésung,
220 pl PCA-L6sung,

5 ml 1 mol/l Tris-HCl
ad 50 ml H,0

ECLII:

32 pl H202,

5 ml 1 mol/l Tris-HCI
ad 50 ml H,0

Fixierlosung

IF HaCaT

2% PFA in PBS

HbSS

Zelldissoziationsversuche

130 mM HbSS-Pulver
4 mM NaHCO3
in H,0

Lammli-Puffer

WB

0,19 M Tris/HCl

0,2 M SDS

4,1 M Glycerin

0,3 mM Bromphenolblau
in H20, pH 6,9

Luminol

WB

250 mM Luminol in DMSO

Blocking Solution

WB

5% Magermilch in TBST

Phosphat-gepufferte-
Salzlésung (PBS) (5fach)

allgemein

0,68 M NaCl
13,4 mM KCl

48 mM Na;HPO,
7,3 mM KH2PO,4
in H,0 pH 7,4

PhosStop-Losung

WB

1 Tablette PhosStop in 1 ml
destilliertem Wasser
(10fache Stocklésung)

PCA

WB

90mM PCA in DMSO
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Ripa-Lyse-Puffer (2fach)

Immunprazipitation

20 ml Tris-HCl (0,5 M)
pH 8.0

20 ml NacCl (1,5 M)

2 ml SDS (10%)

2 ml NP-40 (NP-40-
Alternative)

400 pl EDTA (0,5M) pH 8
Ad 100 ml H,O

Ripa-Waschpuffer

Immunprazipitation

10 ml Tris-HCI (0,5 M)
pH 8.0

10 ml NaCl (1,5 M)

1 ml SDS (10%)

0,1 mI NP-40

Ad 100 ml H,O

SDS-Lysepuffer (2fach)

WB

25 mM HEPES
2 mM EDTA
25 mM NaF
1% SDS

in HbO pH 7,6

Stripping-Puffer

WB

25 mM Glycin
1% SDS pH 2,0

Tris-gepufferte-Salzlosung
(TBS)

WB

20 mM Tris/HCI
137 mM Nacl
in HbO pH 7,6

TBST

WB

0,05% Tween 20 in TBS

Trypsin

Zellkultur

0,05% Trypsin,
0,02% EDTA
in PBS pH 7,2

Triton-X-Losung

IF HaCaT

0,1% Triton X-100 in PBS

Triton-X-Puffer

Triton-Assay

0,5% Triton X-100
50mM MES
25mM EGTA
5mM MgCl,

in H,0 pH 6,8

Tabelle 3: Puffer und Losungen

3.1.3 Antikorper und Mediatoren

Primar- Hersteller Spezies/Typ Konzentration
Antikorper Western Blot IF
Anti-Dsg3 Biozol, Eching, Kaninchen/polyklonal 1:1000 1:100 PBS
Deutschland BSA/TBST
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Anti-Dsg3 Lot | MBL (bezogen Maus/monoklonal 1:1000 -

AK18 Uber Biozol, BSA/TBST
Eching,
Deutschland)

Anti-Cttn Millipore, Maus/monoklonal 1:200 1:100 PBS

4F11 Darmstadt, BSA/TBST
Deutschland

Anti-E- BD-Transduction, | Maus/monoklonal 1:1000 1:100 PBS

Cadherin Heidelberg, BSA/TBST

SHE78-7 Deutschland

Anti-Occludin | Invitrogen, Kaninchen/polyklonal 1:500 1:100 PBS
Waltham, USA BSA/TBST

Anti-o- Abcam, Milton, Maus/monoklonal 1:5000 -

Tubulin UK BSA/TBST

Anti-Dsgl ABclonal, Kaninchen/polyklonal 1:1000 1:100 PBS
Woburn, USA BSA/TBST

Anti-Dsgl Santa Cruz, Maus/monoklonal 1:1000 1:100 PBS
Dallas, USA BSA/TBST

Anti-GAPDH Avivasysbio, San | Maus/monoklonal 1:4000 -
Diego, USA BSA/TBST

Alexa Molecular Phalloidin: bizyklisches, | - 1:100 PBS

phalloidin Probes\Life fluoreszenz-markiertes

488 technologies, Peptid zur selektiven
Waltham, USA Erkennung von F-Aktin

Anti-EGFR Abcam,Milton,UK | Kaninchen/monoklonal | 1:1000 -

BSA/TBST

Anti-pEGFR Cell signaling, Kaninchen/polyklonal 1:1000 -

Y1068 Danvers, USA BSA/TBST

Anti-pEGFR Cell signaling, Kaninchen/polyklonal 1:1000 -

Y845 Danvers, USA BSA/TBST

Anti-Pg Progen, Maus/monoklonal 1:1000 1:100 PBS
Heidelberg, BSA/TBST
Deutschland

Anti-DP1/2 Progen, Maus/monoklonal 1:250 1:100 PBS
Heidelberg, BSA/TBST
Deutschland

Anti-Claudinl | Invitrogen, Kaninchen/polyklonal - 1:100 PBS
Waltham, USA

Anti-Claudin4 | Thermo Fisher Kaninchen/polyklonal - 1:100 PBS
Scientific,
Waltham, USA

Anti- Abcam, Milton, Maus/monoklonal - 1:100 PBS

Zytokeratin
14

UK
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Anti-Dsc3 LS-Bio, Seattle, Maus/polyklonal 1:1000 1:100 PBS
USA BSA/TBST
Anti-ERK1/2 | Cell signaling, Kaninchen/monoklonal | 1:1000 -
(p44/42 Danvers, USA BSA/TBST
MAPK)
Anti-p-ERK Cell signaling, Kaninchen/monoklonal | 1:1000 -
1/2 p-p44/42 | Danvers, USA BSA/TBST
MAPK
(T202/Y204)
Tabelle 4: Primar-Antikorper
Sekundar-Antikorper Hersteller Kopplung Endkonzentration
Western IF
Blot
Ziege-Anti-Kaninchen | Dianova, Hamburg, Cy3 - 1:600 in
Deutschland PBS
Ziege-Anti-Kaninchen | Dianova, Hamburg, Cy2 - 1:600 in
Deutschland PBS
Ziege-Anti-Kaninchen | Dianova, Hamburg, Pox 1:10000 |-
Deutschland in TBST
Ziege-Anti-Kaninchen | Dianova, Hamburg, Pox 1:10000 |-
low cross Deutschland in TBST
Ziege-Anti-Maus Dianova, Hamburg, Cy3 - 1:600 in
Deutschland PBS
Ziege-Anti-Maus Dianova, Hamburg, Cy2 - 1:600 in
Deutschland PBS
Ziege-Anti-Maus Dianova, Hamburg, Pox 1:10000 |-
Deutschland in TBST

Tabelle 5: Sekundar-Antikorper

Mediator Hersteller Funktion Endkonzentration | Losungsmittel
Erlotinib Santa Cruz, Dallas, USA | EGFR- 2,5 uM DMSO
Inhibitor
TAPI1 Cayman ADAM17- 10 uM DMSO
Chemicals/Biomol, Ann | Inhibitor
Arbor, USA
Gl254023X | Sigma Aldrich, St. Luis, | ADAM10- 20 uM DMSO
USA Inhibitor

Tabelle 6: Mediatoren
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PV- Hersteller/Gewinnung ELISA-Wert End- Lésungs-
IgG/AK23 (vor Aufreinigung) | Konzentration mittel
PV-IgG Universitat Marburg, Dsgl: 59 (+) U/ml; 1:50 PBS (2 ml

Aufreinigung Dsg3: > 200 (+) U/ml Serum auf 1
Anatomische Anstalt ml PBS)
Minchen
AK23 MBL (bezogen tber - 75 ug/ml PBS
Biozol, Eching,
Deutschland)
Tabelle 7: PV-IgG und AK23
3.1.4 Verbrauchsmaterial und Gerite
Verbrauchsmaterial/Gerit Verwendung Hersteller
ReaktionsgefaRe Allgemein Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Einfrier-R6hrchen Zellkultur Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA
Pierce™ BCA Protein Assay | WB Thermo Fischer Scientific, Waltham,
Kit USA
Pipetten Allgemein Eppendorf, Hamburg, Deutschland
SFX 550 Digitaler Sonifier WB Branson, Danbury, USA
(Sonifizierungsgerat)
Zellkulturplatten und Zellkultur Greiner BioOne, Kremsmiunster,
Flaschen Osterreich
Infinite Pro 200 Plate WB TECAN, Mannedorf, Schweiz
Reader
Gel- WB Biorad, Miinchen, Deutschland
Elektrophorese/Blotting-
Kammer-System
Nitrocellulose-Membran WB Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA
ProteinSimple FluorChem E | WB Protein Simple Uber Bio-Techne,
System Minneapolis, USA
iBright CL1500 Imaging WB Thermo Fisher Scientific, Waltham,
System USA
Sterile Kanile Immunprazipitation Braun, Melsungen, Deutschland
Elektrische Pipette Zelldissoziationsassay | Thermo Fisher Scientific, Waltham,
(FinnpipetteTM Novus 1 ml) USA
Falcons allgemein Greiner BioOne, Kremsmiunster,
Osterreich

Tabelle 8: Verbrauchsmaterialien und Gerate
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3.2 Methoden
3.2.1 Zellkultur

Die Cortactin-defiziente murine Zelllinie MEK (Murine Epitheliale Keratinozyten) Cttn”- (Ko)
sowie die Kontrollzellinie Cttn** (Wt) wurden durch Isolation und Immortalisation aus der
Epidermis von neonatalen Mausen in Anlehnung an das Protokoll zur Gewinnung von Maus-
Keratinozyten gewonnen (Kroger, Loschke, Schwarz, Windoffer, Leube & Magin, 2013; Kumar
et al.,, 2015; Lichti et al., 2008) und bis zur Verwendung in fllissigem Stickstoff kryokonserviert.
Die Zellen wurden bei 35 °C in einer befeuchteten Atmosphare bei 5% CO, gehalten. Als
Medium wurde das Keratinozytenmedium DMEM/Ham’s F12 verwendet unter Zugabe von
10% Ca?*-freiem FCS, 5 ml N-Glutamin, 2,5 ml Penicillin/Streptomycin, 5 ml Na-Pyruvat, 2 ml
Adenin, 500 ul EGF, 250 pl Hydrocortison, 500 pl Insulin und 5 ul Choleratoxin. Die Zellen
wurden in einer Ca®*-armen Atmosphire (0,05 mM) gehalten. Alle KultivierungsgefiRe
wurden mit Kollagen | beschichtet. Fiir die Passagierung wurden die Zellen nach einmaligem
Waschen mit zimmerwarmem PBS durch Zugabe von steril filtriertem Trypsin und EDTA
(Ethylendiamintetraessigsaure 0,05%) vom Flaschenboden geldst. AnschlieSend erfolgte die
Neutralisierung des Trypsins durch Resuspension der Zellen in neuem Medium. Diese
Resuspension wurde anschlieRend bei 230 rpm fiir drei Minuten zentrifugiert und danach das
noch Trypsin-EDTA enthaltende Uberstehende Medium abgesaugt. SchlielRlich erfolgte die
Resuspension in neuem Medium und die Aussaat in die zuvor kollagenisierten T75 Flaschen
zur Weiterzucht oder in den fiir die jeweiligen Versuche bendétigten ZellkulturgefaBen. Um die
Desmosomendifferenzierung zu induzieren, wurden zum Zeitpunkt der Konfluenz ein
Mediumwechsel sowie eine Ca%*-Zugabe durchgefiihrt, um eine Konzentration von 1,8 mM
Ca?* zu erreichen. 48h nach dieser Behandlung wurde das Experiment durchgefiihrt, da zu
diesem Zeitpunkt von einer vollstandigen Differenzierung der Desmosomen ausgegangen
werden konnte. Die Zellen wurden maximal bis Passage 40 verwendet.

Von den niedrigen Zellpassagen wurden Zellen zur spateren Weiterzucht eingefroren. Dafiir
wurden die Zellen einer T75 Flasche wie bei der Passagierung abgel6st und abzentrifugiert,
die Resuspension erfolgte anschlieRend in 1 ml des Einfriermediums und wurde in ein
spezielles Sicherheitsrohrchen eingebracht. Diese Roéhrchen wurden nun in einen
Styroporblock gestellt, durch welchen gewahrleistet war, dass die Zellen im Gefrierschrank
langsam und gleichmaRig auf eine Temperatur von -80 °C heruntergekihlt wurden. Sieben bis
14 Tage nach dem Herunterfrieren wurden die Zellen in Tanks mit fliissigem Stickstoff
Uberfuhrt, wo sie bis zum erneuten Bedarf verblieben.

Zum Auftauen wurden die Rohrchen aus dem Stickstofftank entnommen. Auf das gefrorene
Einfriermedium-Zell-Gemisch wurde zimmerwarmes Keratinozytenmedium gegeben. Durch
Resuspension wurden die Zellen aufgetaut und in ein Falcon Uberfiihrt. Anschlieffend wurden
die Zellen fiir drei Minuten bei 230 rpm zentrifugiert, und der Mediumsiberstand wurde
entfernt, damit das enthaltene DMSO nicht auf den Zellen verblieb. Nach erneuter
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Resuspension in frischem Medium erfolgte die Aussaat in Zellkulturflaschen und ein
Mediumswechsel am nachsten Tag.

Die humane Keratinozytenzelllinie HaCaT ist eine spontan immortalisierte
Keratinozytenzelllinie. Die Zellen wurden in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
kultiviert mit Zugabe von 10% FCS, 50 U/ml Penicillin und 50 g/ml Streptomycin. Die
Kultivierung erfolgte bei 37 °C in befeuchteter Atmosphare und mit 5% CO;. Zum Zeitpunkt
der Konfluenz wurden die Zellen fiir die Passagierung gesplittet. Daflir erfolgte nach Entfernen
des Mediums das Ablésen der Zellen vom Flaschenboden durch eine 20-miniitige Inkubation
mit PBS/EDTA sowie die Zugabe von 3ml Trypsin pro T75 Flasche fir drei bis flinf Minuten
(beide Losungen waren steril filtriert und wurden vor Verwendung auf Raumtemperatur
(PBS/EDTA) bzw. 37°C (Trypsin) aufgewarmt). Nach Ablosen des Zellrasens wurde das Trypsin
durch Zugabe von Zellkulturmedium inhibiert. Anschliefend erfolgten analog zu den MEKs die
Zentrifugation der Zellen (230 rpm fir drei Minuten) sowie die Resuspension des Zellpellets
und die Aufteilung der Zellen auf die Flaschen zur Weiterzucht oder verschiedene
Kulturgefale fur die Versuche.

Bei den NHEKs handelt es sich um primare humane Keratinozyten, isoliert in der Hautklinik
der Universitat Tubingen (Ethikvotum 547/2011B02). Als Kulturmedium wurde das Epithelien-
Wachstumsmedium CnT-07 der Firma CelInTEC mit firmenspezifischen Zusatzen verwendet.
Um bei Erreichen der Konfluenz eine Ausdifferenzierung der Desmosomen zu erreichen,
erfolgte ein Mediumwechsel mit einem Medium mit 1,8 mM Ca?*. 24 h nach der Ca%*-Zugabe
konnte eine Ausdifferenzierung der Desmosomen angenommen werden, sodass die
Versuchsdurchfiihrung erfolgte. Die Passagierung der NHEKs erfolgt analog zu der der HaCaTs,
wobei vor der Inkubation mit PBS/EDTA mit zimmerwarmem PBS gespllt wurde, um etwaige
Mediumreste vollstandig zu entfernen.

Bei allen Inkubationen der Zellen fiir Versuche wurde darauf geachtet, dass 24h vor der
Inkubation ein Mediumwechsel durchgefiihrt wurde, sodass fiir die Inkubation das bereits auf
den Zellen befindliche Medium verwendet werden konnte. Auf diese Weise wurde
ausgeschlossen, dass die Ergebnisse durch zellbiologische Vorgange verfalscht wurden, die auf
die Zugabe von neuem Medium zurilickzufiihren sind.

3.2.2 Proteinbiochemische Methoden
3.2.2.1 Herstellung von SDS-Zelllysaten

Fiir die quantitative Bestimmung der Gesamtheit der Proteine von Zellen wurden SDS-
Zelllysate hergestellt. Das SDS bewirkt dabei, dass die Proteine denaturiert werden, und
zudem Uberdeckt es die Ladungen der Proteine, sodass eine Auftrennung wahrend der
Elektrophorese rein nach deren Molekulargewicht erfolgt, denn die Sekundar-, Tertiar- und
Quartar-Struktur der Proteine gehen auf diese Weise verloren. Fiir diese Methode wurden die
Zellen wie unter 3.2.1 beschrieben kultiviert und den jeweiligen Inkubationen und
Versuchsbedingungen entsprechend vorbehandelt. AnschlieRend wurden die Zellen auf Eis
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gestellt und zweimal mit 4 °C kaltem PBS gewaschen. Verwendet wurde SDS-Lysepuffer im
Verhdltnis 1:1 gemischt mit cOmplete Proteaseinhibitor-Lésung. Wenn an den zu
untersuchenden Proteinen Phosphorylierungsstellen von Interesse waren, wurde dem SDS-
Lysepuffer ein PhosphoStop zugefligt. Dann wurden die lysierten Zellen vom Boden des
KulturgefaBes abgeschabt, in gekiihlte ReaktionsgefalRe Uberfiihrt und anschlieBend 15mal
mit dem Sonifizierungsgerat behandelt (Puls-Modus: 15 s pro Puls, 25% Amplitude).

3.2.2.2 Triton-X-100-vermittelte Proteinextraktion

Bei dieser Art der Lysatherstellung, dem Triton-Assay, erfolgt eine Auftrennung der Proteine
mittels Triton-X-100 in zwei Phasen, eine unlosliche Fraktion (Pellet) und eine 16sliche Fraktion
(Uberstand). Im Pellet befinden sich alle fest mit dem Zytoskelett assoziierten Proteine, also
auch alle desmosomalen Proteine; der Uberstand enthilt die (ibrigen Proteine. Fiir diesen
Assay erfolgte die Kultur der Zellen ebenfalls wie unter 3.2.1 beschrieben. Die Zellen wurden
wie bei den SDS-Lysaten erldutert behandelt, bevor der Triton-Lysepuffer zugegeben wurde.
Dieser wurde fir jeden Versuch frisch mit Protease-Inhibitoren angereichert: 1% PMSF, je
0,1% Pepstatin A, Leupeptin und Aprotinin. Bei Interesse an Phosphorylierungsstellen wurde
wiederum PhosphoStop verwendet. Der Lysepuffer wurde fir 20 min unter Schwenken auf Eis
inkubiert. AnschlieBend erfolgte das Abschaben der Zellen und die Uberfiihrung in
vorgekiihlte ReaktionsgefaRe. Durch Zentrifugation (finf Minuten bei 14 000 rpm bei 4°C)
erfolgte eine Separation in Pellet und Uberstand. Der Uberstand wurde abgenommen und
wiederum in vorgekihlte ReaktionsgefalRe Gberfiihrt. Das Zell-Pellet wurde mit Triton-Puffer
gewaschen, nochmals abzentrifugiert (s. oben), schlielllich in SDS-Lysepuffer resuspendiert
und 15mal sonifiziert.

3.2.2.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Bei allen Zelllysaten wurde die Proteinkonzentration bestimmt, damit fir die SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese jeweils die gleiche Proteinmenge aufgetragen werden
konnte. Fiir die Konzentrationsbestimmung der Zelllysate wurde das Pierce BCA-Protein-
Assay-Kit den Herstellerangaben folgend verwendet. Bei der ablaufenden Reaktion handelt es
sich um die Biuret-Reaktion. Die Konzentrationsbestimmung beruht auf der Reduktion von
Cu?* zu Cu*, wobei letzteres mit der zugegebenen Chemikalie BCA (Bichinoninsiure) einen
farbigen Komplex bildet. Als Reduktionsmittel fungieren dabei die Peptide, sodass von den
umgesetzten Kupferionen auf die Peptidmenge geschlossen werden kann. Entsprechend dem
BCA-Protokoll wurde ein Standard mit BSA in absteigenden Konzentrationen von 2000-25
ug/ml hergestellt. Der Standard und die Proben wurden jeweils in Doppelbestimmung auf eine
96-Well-Platte aufgetragen und fiir 30 min bei 37 °C, sowie anschlieRend fiir 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde die Proteinkonzentration
photometrisch mit dem Tecan-Gerat bestimmt (i-control 2.0 for infinite reader).
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3.2.2.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Bei dieser Methode werden die zuvor aus den lysierten Zellen gewonnenen Proteine nach
ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Es wurden 7,5% Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gele verwendet, da diese eine besonders genaue Auftrennung der Proteine mit
Molekulargewicht tiber 100 kDa ermoglichen, also in dem Bereich, in welchem sich der
Grofteil der fur diese Arbeit relevanten Proteine befindet. Flr die Herstellung der Gele wurde
zwischen zwei Glasplatten zunachst Trenngel und nach dessen Polymerisation Sammelgel
gegossen. In das Sammelgel wurden Kdmme eingebracht, sodass sich Taschen ergaben, in
welche spater die Proteinproben in gleichmaRigen Abstanden eingebracht werden konnten.
Als Polymerisationsinitiator wurde APS verwendet, als Katalysator diente TEMED. Die Gele
wurden vor der Verwendung fir maximal eine Woche bei 4°C in feuchter Atmosphare
aufbewahrt. Unter Berlicksichtigung der Proteinkonzentrationsbestimmung wurde von allen
Proben die gleiche Menge Protein aufgetragen und zusatzlich dreifach-Lammli mit 50 mM DTT
zur Beschwerung der Proteine verwendet. Das DTT dient dabei dazu, die Di-Sulfidbricken zu
zerstoren, welche mit am Aufbau der Tertidr-Struktur beteiligt sind. Um einen gleichmaRigen
Lauf der Proteine im Gel zu gewadhrleisten, wurden die Proben so mit dem entsprechenden
Puffer aufgefillt, dass alle das gleiche Volumen hatten. Die Lammli-Proben-Gemische wurden
vor dem Auftrag auf das Gel fir 5 min auf 95 °C erhitzt, um eine vollstandige Denaturierung
der Proteine zu gewahrleisten. Die Gele wurden in eine vertikale Gel-Elektrophorese-Kammer
eingebracht, welche mit Elektrophorese-Puffer gefiillt war. Nach dem Auftrag der Proben
wurden diese einer konstanten Spannung von 80 V im Sammelgel und anschlieRend 120 V im
Trenngel ausgesetzt. Zusatzlich zu den Proben lief ein Marker im Gel, welcher Proteine
bekannter Grofe enthielt und so die GroRBenbestimmung der aufgetragenen Proteine
ermoglichte.

3.2.2.5 Western Blot-Analyse

Nachdem die Proteine in dem Gel ihrer GréRe nach aufgetrennt worden waren, erfolgte der
Transfer auf eine Nitrocellulosemembran. Daflir wurde die Technik des Wet Blottings
angewendet. Das Gel wurde direkt auf die Nitrocellulosemembran gelegt, wobei zu beiden
Seiten Filterpapiere und Schwamme aufgelegt wurden. Dieses Paket wurde zwischen zwei
Graphitelektroden geklemmt, und anschlieBend erfolgte das Blotten, also der Proteintransfer
in einer mit Blotpuffer aufgefiillten Kammer bei einer konstanten Stromstarke von 350 mA fir
90 Minuten.

Nachdem der Blotvorgang abgeschlossen war, wurden die Nitrocellulosemembranen einmal
in TBST gewaschen. Danach erfolgte eine Blockade der eventuell auf der Membran
vorhandenen unspezifischen hydrophoben Bindungsstellen durch Schwenken in BSA/TBST.
War der Nachweis von phosphorylierten Enzymen geplant, erfolgte dieses sogenannte
Blocken fiir 60 min in fettarmem Milchpulver gel6st in TBST.
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Die Erstantikorper wurden Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Als Loésungsmittel diente dabei
BSA/TBST. Nach dreimaligem Waschen der Membranen mit TBST erfolgte anschlieRend die
Inkubation mit dem der Spezies des Erstantikdrpers entsprechenden Zweitantikorper fiir eine
Stunde bei Raumtemperatur. Der Zweitantikdrper wurde dabei wiederum entweder in TBST
oder in Milch gelost.

3.2.2.6 Immundetektion der transferierten Proteine

Die Immundetektion der (ibertragenen Proteine erfolgte mittels des Verfahrens der
Elektrochemiluminiszenz (ECL)-Proteindetektion. Der verwendete Zweitantikorper war dabei
gekoppelt an das Enzym Peroxidase. Durch Zugabe einer ECL-L6sung (Gemisch aus ECL | und
Il zu gleichen Teilen) wurde der Peroxidase ihr Substrat, Luminol, zugefiihrt. Das Luminol
wurde von der Peroxidase umgesetzt, sodass eine ortspezifische Detektion der oxidierten
Form des Luminols und damit auch des gebundenen Zweitantikérpers im Entwickler méglich
ist.

Sollten auf derselben Membran Proteine mit sehr ahnlichem Molekulargewicht nachgewiesen
werden, so wurde die Membran fiir 20 bis 45 min bei 70°C in Strippingpuffer inkubiert und
anschliefend fiir eine Stunde bei Raumtemperatur in Rotiblock inkubiert, um unspezifische
Proteinbindungen zu verhindern. Die Strippingzeit wurde an die verwendeten Antikérper und
deren Bindungsverhalten angepasst: Zur Festlegung der Zeit erfolgte nach Strippen eine
erneute Immundetektion des entfernten Antikorpers, sodass ausgeschlossen werden konnte,
dass noch Reste des Antikorpers verblieben waren und die Detektion des anschlieRend
inkubierten Antikdrpers verfalschten.

3.2.3 Immunfluoreszenzuntersuchungen

Die Immunfluoreszenzmikroskopie ermoglicht es, spezifisch durch Antigen-Antikorper-
Reaktionen detektierte Proteine in fixierten Zellen, also an ihrer Lokalisation in der Zelle,
sichtbar zu machen. Das gelingt, indem die Primarantikorper mit einem Sekundarantikdrper
verknUpft werden, der mit Cyanin-Farbstoffen, den Fluorphoren Cy3 oder Cy2, verbunden ist,
welche durch diskrete Laserspektren angeregt werden.

Alle Zelllinien wurden fir die Probengewinnung auf Deckglaschen (Durchmesser 12mm)
kultiviert. Die Zellen wurden bis zur Konfluenz kultiviert.

Die MEKs sowie die NHEKs wurden mit Ethanol-Aceton ausdifferenziert und fixiert. Dabei
wurden die Zellen nach Entfernen des Mediums auf Eis gestellt und fiir 30 Minuten mit
eiskaltem 100%igen unvergalltem Ethanol fixiert. Nach Entfernung des Ethanols wurde Aceton
fir drei Minuten zugegeben, welches sowohl der Fixierung als auch der Permeabilisierung der
Zellen dient. Auf die Entfernung des Acetons folgten drei Waschungen mit PBS.
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Die HaCaTs wurden mit PFA (Paraformaldehyd) fixiert. Dabei wurden die Zellen nach
Entfernung des Mediums zunachst mit PBS gewaschen und dann fir zehn Minuten mit
2%igem PFA fixiert. Nach wiederum drei Waschschritten mit PBS erfolgte fir zehn Minuten
die Permeabilisierung der Zellen mit 0,1%iger Triton-X-Losung (Losungsmittel PBS). Im
Anschluss wurden die Zellen erneut dreimal mit PBS gewaschen.

Die nun folgenden Schritte wurden analog fiir alle verwendeten Zelllinien durchgefiihrt.

Mittels Pinzette wurden die Deckgldaschen, ohne den darauf befindlichen Zellrasen zu
beschadigen, aus den Kulturplatten entnommen und auf Objekttrager aufgebracht. Um
unspezifische Proteinbindungen abzufangen wurden pro 12 mm- Deckglaschen 30 ul BSA/NGS
flir eine Stunde in einer Kammer mit erhdhter Luftfeuchtigkeit inkubiert. Nach der Entfernung
von BSA/NGS erfolgte die Inkubation der Primarantikorpers gelost in BSA/NGS Uber Nacht bei
4°C in einer feuchten Kammer. Der Sekundarantikérper wurde nach dreimaligem Waschen
mit PBS fir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Zehn Minuten vor Ende der
Inkubationszeit wurde pro Deckglaschen 10 pl DAPI (1mg/ml 1:1000 verdiinnt in PBS fiir 30ul
Zweitantikorper) zur Farbung der Zellkerne zugegeben. Nach der Sekundarantikorper-
Inkubation wurde erneut dreimal gewaschen. Bei Doppelfarbungen wurde nun der nachste
Primarantikorper wiederum Uber Nacht bei 4°C auf die Deckglaschen gegeben. Um zu
verhindern, dass sich PBS-Kristalle bilden und es somit zu Artefakten kommt, wurden alle
Deckglaschen in destilliertem Wasser gewaschen. Nun erfolgte das Eindecken der
Deckglaschen mit NPG, wodurch ein schnelles Ausbleichen der Proben vermieden wurde.

Die bildliche Darstellung der Proben erfolgte mit dem Leica ,,SP5 confocal microscope” mit
einem 63 x NA 1,4 Olobjektiv und Zoom-Funktion. Die zum Betrieb verwendete Software war
die LAS-AF-Software (Leica). Durch Anregung der Cyanin-Farbstoffe mit Licht einer
spezifischen Wellenldnge kommt es zu einer fir jeden Farbstoff charakteristischen
Lichtemission (bei Cy2: Absorptionsmaximum bei 492 nm, Emissionsmaximum bei 510 nm; bei
Cy3: Absorptionsmaximum bei 550 nm, Emissionsmaximum bei 570nm). Diese
Emissionseffekte kdnnen nun auf verschiedene Arten sichtbar gemacht werden: Fir direkte
Bildbetrachtung mittels einer Fluoreszenzlampe, in hoherer Auflésung fur die Bildaufnahme
mithilfe von Lasern unter Verwendung der entsprechenden Software (Confocal software.Ink).

3.2.4 Zelldissoziationsversuche

Ein Zelldissoziationsversuch (Dispase-Assay) ermoglicht eine Aussage Uber die interzellulare
Haftung und deren Beeinflussung durch Zugabe verschiedener Mediatoren. Indem ein
einheitlicher Zellrasen (Zellmonolayer) definiertem Scherstress ausgesetzt wird, kommt es
zum Zerfall dieses Monolayers in Fragmente. Uber die Anzahl der entstandenen Fragmente
kann auf die Zelladhasion riickgeschlossen werden.

Fir die Zelldissoziationsversuche wurden die Zellen in 24-Loch-Platten bis zur Konfluenz und
Ausdifferenzierung gehalten; bei MEKs und NHEKs wurde protokollkonform (s. Abschnitt
3.2.1) die Ca?*-Zugabe durchgefiihrt. Da die Zellen fiir den Versuch vital bleiben miissen,
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wurde darauf geachtet, dass alle Reagenzien Zimmertemperatur hatten. Zunachst wurde das
Kulturmedium durch Absaugen und anschlieBendes Waschen mit steril gefiltertem HbSS
grindlich entfernt. Bei HbSS handelt es sich um eine Salzlosung, welche dem fir die Zellen
physiologischen pH-Wert von 7,4 entspricht und das osmotische Gleichgewicht
aufrechterhalt, sodass die Zellen sowohl mit Wasser als auch mit dem fiir die Integritat der
adhasionsvermittelnden Kontakte notigen Ca®* versorgt werden. Mediumreste wiirden das
spater im nachsten Schritt zugegebene Enzym inhibieren, daher diirfen sie keinesfalls
vorhanden sein. Nach den Waschschritten wurde das Enzym Dispase Il (4,9mg/ml) zugegeben,
welches die Zellen vom Plattenboden ablost, die Haftung der Zellen aneinander aber nicht
beeinflusst. Pro Zellrasen wurden 200 ul des Enzyms zugegeben. Da bei den MEKs die
verwendeten Kulturgefalle kollagenisiert waren, wurde hier nicht nur die Dispase I, sondern
zusatzlich das Enzym Kollagenase (Konzentration 100mg/ml) verwendet (Mischverhaltnis
Dispase zu Kollagenase 100:1). Die Inkubationszeit der Dispase beziehungsweise Kollagenase
betrug je nach Zelllinie 20 bis 60 Minuten. Wahrend dieser Zeit wurden die Zellen wieder in
den Brutschrank gebracht. Zwischendurch wurde, wenn nétig, durch leichtes Klopfen gegen
den Rand der Loch-Platten der Ablosungsprozess unterstiitzt. Nachdem die Zellmonolayer
abgelost waren, wurde die Dispase durch Zugabe von HbSS so verdiinnt, dass die
enzymatische Einwirkung auf die Zellen moglichst geringgehalten wurde. Zudem wurden pro
Zellrasen 50 pl MTT zugegeben. Die Abkiirzung MTT steht fiir 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl-2H-tetrazoliumbromid; es handelt sich dabei um einen gelben Farbstoff, welcher
durch Reduktion in violettes, unlosliches Formazan umgewandelt wird. Diese Reduktion ist
abhangig von der Vitalitdt der Zellen, denn die Reduktionsmittel sind vorwiegend NADH und
NADPH (Ghasemi, Turnbull, Sebastian & Kempson, 2021). Das bedeutet, die Anfarbung der
Zellen mit MTT ermoglicht eine Aussage dariiber, ob die Zellen vital und damit fiir den Versuch
geeignet sind.

Im folgenden Schritt wurden die Zellmonolayer einem reproduzierbaren Scherstress
ausgesetzt, indem sie mit einem gleichbleibenden Verfahren mittels einer elektrischen 1 ml-
Pipette auf und ab pipettiert wurden. Die genaue Anzahl der Pipettierungen wurde dabei so
gewahlt, dass in den Kontrollgruppen der jeweiligen Experimente eine vergleichbare
Fragmentanzahl erreicht wurde. Direkt nach dem Pipettieren wurden Fotos der Lochplatten
angefertigt und im Anschluss die Fragmentanzahl bestimmt (bei kleinen Stlickzahlen manuell,
ansonsten computergestitzt mit der Software Imagel). Fir jede Kondition erfolgte eine
Doppelbestimmung.

3.2.5 Zelldissoziationsversuche bei Hyperadhasion

Die Hyperadhasion ist ein Zustand der Desmosomen, genauer der desmosomalen Cadherine,
in welchem die Zellhaftung Ca?*-unabhangig ist. Dieser Zustand kommt physiologisch wahrend
der Reifung vor und ist durch eine deutlich starkere Adhdsion gekennzeichnet, verglichen mit
der Ca%*-abhingigen Haftung. Zellen sind befihigt, zwischen diesen beiden Zustdnden der
Desmosomen, also Ca®*-abhéngiger und Ca?*-unabhangiger Zellhaftung, zu wechseln, wenn
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die Bedingungen dies erfordern; Hyperadhésion kann also induziert werden (Garrod, Berika,
Bardsley, Holmes & Tabernero, 2005; Garrod & Kimura, 2008). Fir die hier beschriebenen
Versuche wurde den Zellen Ca?* entzogen, sodass die Ca®*-abhéngige Zelladhision nicht mehr
wirken konnte. Somit ist eine Untersuchung der Ca?*-unabhingigen Zelladhision, der
Hyperadhasion, moglich. Zunachst wurden die Zellen wie oben beschrieben unter der
Verwendung von Dispase abgeldst. AnschlieRend wurde durch sorgfaltiges und vorsichtiges
Absaugen die Dispase entfernt und durch Medium ersetzt, welches 5 mM EGTA, also einen
starken Ca?*-Chelator, enthielt. Mit diesem Medium verblieben die Zellen fiir 90 Minuten im
Brutschrank, bevor, wie unter 3.2.4 ,Zelldissoziationsversuche” beschrieben, definierter
Scherstress angewendet wurde.

3.2.6 Statistische Auswertung und Bildbearbeitung

Zur statistischen Auswertung der Daten wurde Graphpad Prism in der Software Version 8
verwendet. Wenn zwei Datenmengen miteinander verglichen wurden, kam der ungepaarte T-
Test zur Anwendung, wobei aufgrund der Versuchsorganisation angenommen werden
konnte, dass die Datensatze unabhdngig voneinander sind und eine Normalverteilung vorliegt.
Bei mehr als zwei Vergleichsgruppen wurde eine ANOVA-Analyse durchgefiihrt, ebenfalls
unter der Annahme von unabhadngigen Datenmengen und dem Vorliegen einer
Normalverteilung. Je nach Anzahl der Variablen wurde ein Ein- oder Zwei-Faktor-ANOVA
durchgefihrt. Zur Kompensation einer Alpha-Fehler-Kumulierung wurde die Bonferroni-
Korrektur angewendet.

Ab einem Wert von p<0,05 wurde von statistischer Signifikanz ausgegangen. Die in den
Graphen angezeigten Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar.

Western Blot-Banden wurden grafisch mithilfe der Software Imagel analysiert. Dabei wurde
die Bande densiotometrisch gemessen und der umgebende Hintergrund direkt subtrahiert.
Eine solche Analyse wurde sowohl mit dem zu untersuchenden Protein als auch mit der
Ladekontrolle durchgefiihrt; anschliefend wurden die Proteine von Interesse auf die
Ladekontrolle bezogen. Auf diese Weise konnten etwaige Ungleichheiten in der tatsachlichen
Proteinmenge ausgeglichen werden.
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4 Ergebnisse

4.1 Bedeutung der Sheddasen ADAM10 und ADAM17 fiir die basale Zelladhasion

In diesem Untersuchungsabschnitt sollte die Bedeutung der Sheddasen ADAM10 und
ADAM17 fir die basale Zelladhasion von Keratinozyten mithilfe von Zelldissoziationsassays
untersucht werden.

4.1.1 Destabilisierende Wirkung von ADAM10 auf die Zelladhasion

Die drei Keratinozyten-Zelllinien MEKs, HaCaTs und NHEKs wurden zum Zeitpunkt ihrer
Konfluenz und nach erfolgter Ausdifferenzierung anschliefend fir 24h mit Inhibitoren von
ADAM10 beziehungsweise ADAM17 inkubiert. Da fir beide Mediatoren DMSO als
Tragersubstanz diente, wurde als Kontrollbedingung mit der entsprechenden Menge DMSO
inkubiert.

Es zeigte sich, dass die Inhibition weder von ADAM10 noch von ADAM17 signifikante
Verdanderungen in der basalen, nicht durch Mediatoren beeinflussten, Zelladhasion von MEKs
und HaCaTs verursacht (Abb. 5A, B). Bei beiden Zelllinien handelt es sich um immortalisierte
Zelllinien, die sich entsprechend der Eigenschaften von den Zellen, wie sie in der menschlichen
Haut vorkommen, deutlich unterscheiden. Ein weiteres Modell waren daher primare humane
Keratinozyten, und so wurden die Experimente mit NHEKs wiederholt, welche aus
zellbiologischer Sicht das der Haut am nachsten kommende in vitro-Modell darstellen. Es hat
sich gezeigt, dass auch in den NHEKs eine ADAM17-Inhibition keine Auswirkungen auf die
basale Zelladhéasion hat (Abb. 5C).

Allerdings kommt es durch die Inhibition von ADAM10 bei den NHEKs zu einer im Vergleich
zur Kontrolle signifikant verringerten Fragmentanzahl im Dissoziationsassay (Abb. 5C, D).
Daraus lasst sich folgern, dass ADAM10 die basale Zelladhasion negativ beeinflusst. Im
Gegensatz dazu ist dieser Einfluss von ADAM10 und ADAM17 in murinen, aber auch humanen
Zellen, die durch Immortalisation verandert wurden, nicht nachweisbar.
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Abbildung 5: Statistische Auswertung der Zelldissoziationsassays von MEKs, HaCaTs
und NHEKs unter basalen Bedingungen sowie reprdsentative Fotodarstellung
derselben.

MEKs (A) und HaCaTs (B) zeigen im Zelldissoziationsassay unter allen untersuchten
Bedingungen dhnlich viele Zellfragmente. Die basale Zelladhdsion dieser beiden Zelllinien ist
folglich nicht beeinflusst von der Aktivitit von ADAM10 oder ADAM17. Bei den NHEKs (C) ist
die ADAM17-Inhibition ohne Folge fiir die basale Zelladhdsion. Wird dagegen ADAMI10
inhibiert, kann eine signifikante Reduktion der Fragmentanzahl nachgewiesen werden
(Ordinary one-way ANOVA, *p=0,001) (C). Reprdsentative Fotoaufnahmen, die direkt nach dem
Scheren durchgefiihrt wurden, zeigen die unverdnderte Fragmentanzahl bei MEKs und HaCaTs
unter allen Bedingungen. Die stabilisierende Wirkung der ADAMI10-Inhibition auf die
Zelladhdsion in NHEKs kann ebenfalls nachvollzogen werden (D) (GI254023X=ADAM10-
Inhibitor, TAPI-1=ADAM17-Inhibitor) (modifiziert nach (Kugelmann et al., 2022).

4.1.2 Effekt der ADAM-Inhibitoren auf Dsgl, Dsg3 sowie EGFR

Wie bereits unter 1.5.3.1 beschrieben handelt es sich bei ADAMs um Sheddasen, zu deren
Substraten unter anderem Liganden von EGFR und auch desmosomale Cadherine wie Dsg2
gehoren. In der Haut sind die Gberwiegend exprimierten desmosomalen Cadherine Dsgl und
Dsg3, weshalb der Fokus der Untersuchungen auf diesen lag. Entsprechend wurde nun
untersucht, ob durch die Inhibition von ADAM10 oder ADAM17 eine Veranderung in der
Aktivierung von EGFR oder in der Expression von Dsgl oder Dsg3 auftritt. Als Hinweis auf eine
Aktivierung von EGFR wurde dessen Phosphorylierung untersucht, und zwar einerseits an der
Src-abhadngigen Phosphorylierungsstelle am Tyrosin der Position 845 (Y845), sowie an der
Phosphorylierungsstelle am Tyrosin der Position 1068 (Y1068), welche unabhangig von Src ist,
aber durch die Liganden EGF und Betacellulin erhoht wird (Oda, Matsuoka, Funahashi &
Kitano, 2005; Rojas, Yao & Lin, 1996). Diese beiden Phosphorylierungsstellen wurden gewahlt,
um gezielt zu Giberprifen, ob Src fiir die EGFR-Aktivierung nétig ist. Dies war von Interesse, da
bereits bekannt ist, dass die ADAM10-Aktivierung Src-abhangig ist (Ivars et al., 2020). Fir die
phosphorylierten Formen von EGFR sowie fir Dsgl und Dsg3 wurden quantitative
Proteinanalysen mithilfe von Western Blot-Analysen von SDS-Lysaten durchgefiihrt. Dabei
wurden die Proben nach 30 min-, nach 90 min- sowie nach 24h-Inkubation gewonnen. Die
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Wahl der Zeitpunkte beruhte dabei auf der Kenntnis, dass eine EGFR-Aktvierung durch andere

Signalwege bereits friihzeitig nach einer entsprechenden Inkubation festzustellen ist (Walter
et al,, 2019).

Zu keinem der Zeitpunkte und in keiner der drei verwendeten Zelllinien konnte ein
Unterschied bezliglich der Aktivierung von EGFR der vorhandenen Proteinmenge von Dsgl
oder Dsg3 festgestellt werden (Abb. 6).
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Abbildung 6: Western Blot-Analyse der gewonnenen SDS-Lysate aus NHEKs zur
Beurteilung des Ausmafes der Aktivierung von EGFR sowie der Proteinmengen von
Dsgl1 und Dsg3 in Abhdngigkeit von der Inhibition von ADAM10 oder ADAM17 mit
zugehdrigen quantitativen Analysen.

Die absoluten Mengen von Dsgl und Dsg3 zeigen sich trotz Inhibition von ADAM10 und
ADAM17 in NHEKs unverdindert. Zudem bleibt auch die absolute Menge von EGFR gleich, und
es lassen sich keine Alterationen in der Aktivierung von EGFR an den beiden untersuchten
Phosphorylierungsstellen (Y1068 und Y845) erkennen. Das gilt fiir drei verschiedene Zeitpunkte,
ndmlich nach 30 min-, nach 90 min- sowie nach 24h-ADAM-Inhibition (A). Auch die statistischen
Analysen nach Bandendichtemessungen der Western Blots zeigen, dass keine signifikanten
Unterschiede in der Expression der untersuchten Proteine vorliegen (B). (GI1254023X=ADAM10-
Inhibitor, TAPI-1=ADAM17-Inhibitor) (modifiziert nach (Kugelmann et al., 2022).

Da sich quantitativ keine Unterschiede in der Dsgl- und Dsg3-Proteinmenge feststellen lieRen,
wurden Immunfarbungen durchgefihrt. Hier sollte herausgefunden werden, ob durch die
ADAM-Inhibition die Verteilung der desmosomalen Cadherine beeinflusst wird. Es ist bekannt,
dass sich Veranderungen in der Lokalisation von desmosomalem Dsgl und Dsg3 erst Stunden
nach der Inkubation zeigen (Aoyama & Kitajima, 1999; Jennings et al., 2011). Deshalb wurden
die Zellen vor den Antikérperfarbungen fir 24 h mit den ADAM-Inhibitoren oder DMSO,
beides in der gleichen Konzentration, inkubiert.

Erkennbar ist, dass die desmosomalen Cadherine Dsgl, Dsg2 und Dsg3 bei den HaCaTs unter
allen Konditionen vor allem an den Zellgrenzen, in geringem Mal} aber auch zytosolisch
vorliegen. Die Anordnung an den Zellgrenzen ist kontinuierlich, es lassen sich keine Cluster
ausmachen (Abb. 7A). Dsg2-Farbungen der murinen Keratinozyten ergaben nur unspezifische
Signale. Dsg2 scheint in diesen Zellen also in einem in der Immunfluoreszenzmikroskopie nicht
nachweisbaren Mal} exprimiert zu sein. Das stimmt mit der Beobachtung tiberein, dass Dsg2
in der intakten Epidermis praktisch nicht vorkommt (Sigmund, Steinert, Egu, Bayerbach,
Waschke & Vielmuth, 2020) und generell fiir die Adhdsion in Keratinozyten von
untergeordneter Bedeutung ist (Hartlieb et al., 2014). Bei den MEKs zeigt sich ebenfalls eine
kontinuierliche Anordnung der Dsgs an den Zellgrenzen; Dsg3 (in sehr geringem Mal) und vor
allem Dsgl sind zudem zytosolisch detektierbar (Abb. 7B). Somit kann festgehalten werden,
dass weder ADAM10 noch ADAM17 unter basalen Bedingungen zu einer Veranderung der
Lokalisation von Dsgl und Dsg3 fiihrt. Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der
guantitativen Proteinanalyse mittels Western Blot war auch keine Verdnderung der
Proteinmenge der untersuchten desmosomalen Cadherine erkennbar. Diese Ergebnisse
stimmen mit den Untersuchungen an NHEKs Uberein (Abb. 10, basale Kondition=clgG). Schon
aufgrund dieser Ergebnisse lasst sich ableiten, dass die Ursache fir die durch ADAM10-
Inhibition verbesserte basale Zelladhasion bei den primaren humanen Zellen nicht in einer
alternierten EGFR-Aktivierung liegt, weder an der Src-abhadngigen, noch an der Src-
unabhangigen Phosphorylierungsstelle, und auch nicht in einer Verdanderung von Menge oder
Verteilung der desmosomalen Cadherine.
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Abbildung 7: Reprdsentative Aufnahmen der Immunfluoreszenzfdrbung nach ADAM-
Inhibition sowie unter basalen Bedingungen.

Sowohl bei HaCaTs (A) als auch bei MEKs (B) kénnen nach Inkubation mit ADAM10- und/oder
ADAM17-Inhibitoren keine Alterationen in Menge, Verteilung oder Anordnung der typischen
Vertreter der desmosomalen Cadherine Dsgl-3 festgestellt werden (MafSstab 10um,
GI1254023X=ADAM10-Inhibitor, TAPI-1=ADAM17-Inhibitor, DAPI-Coféirbung).
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4.1.3 Induktion von Hyperadhasion durch ADAM10-Inhibition

Die in 4.1.1 und 4.1.2 dargestellten Versuche haben gezeigt, dass ADAM10-Inhibition die
basale Zelladhasion in NHEKs verbessert. Da die Proteinmenge und -verteilung von Dsgl und
Dsg3 sowie auch die EGFR-Aktivierung an den untersuchten Stellen allerdings unverandert
blieb, stellt sich die Frage, worin die Ursache fiir diese Verbesserung liegt. Wie bereits unter
1.3.2.2 erliutert kénnen Desmosomen in einen besonders adh&siven, Ca?*-unabhingigen
Zustand versetzen werden, der als Hyperadhdasion bezeichnet wird. Vermehrtes Vorkommen
von hyperadhdsiven Desmosomen ist eine mogliche Erklarung fir eine verstarkte
Keratinozytenadhdasion. Dementsprechend wurde im Folgenden untersucht, ob die ADAM10-
Inhibition in der Lage ist, Hyperadhasion zu induzieren.

MEKs und HaCaTs zeigten keine signifikante Veranderung in der Anzahl der Zellfragmente
(Abb. 8A, B, D). Demnach kann davon ausgegangen werden, dass die Zelladhasion im Vergleich
zu basalen Bedingungen nicht signifikant verandert ist, also fir diese Zelllinien nicht von einer
Induktion der Hyperadhéasion durch ADAM10- oder ADAM17-Inhibition ausgegangen werden
kann. Dies stimmt Uberein mit den Ergebnissen aus den Zelldissoziationsversuchen unter
basalen Bedingungen (s. 4.1.1), denn auch hier zeigte sich durch die Inhibition weder von
ADAM10 noch von ADAM17 eine Modifikation der Zelladh&asion bei MEKs und HaCaTs (Abb.
5A, B).

In primdren Keratinozyten (NHEKs) dagegen sorgte der ADAM10-Inhibitor flr eine signifikant
verbesserte Zelladhdsion unter Ca?*-Entzug (Abb. 8C, D). Diese durch ADAM10-Inhibition im
Vergleich zur Kontrolle hervorgerufene Reduktion der entstandenen Zellverbund-
Fragmentanzahl deutet darauf hin, dass die Inhibition von ADAM10 einen Ca%*-unabhéngigen
Mechanismus der Zellhaftung, die Hyperadhasion, verstarkt. Das lasst darauf schliel3en, dass
ausschlieBlich die Inhibition von ADAM10, und auch das nur in primaren, nicht in
immortalisierten Zellen, in der Lage ist, eine Hyperadhdasion der vorhandenen Desmosomen
zu erreichen. Damit lasst sich die durch ADAM10-Inhibition verbesserte basale Zelladhasion
der NHEKs erklaren.

Auch fir den ADAM17-Inhibitor wurde eine unter Ca?*-Entzug im Vergleich zur Kontrolle
deutlich verstarkte Zelladhdsion festgestellt (Abb. 8C, D). Dieser Effekt war sogar starker
ausgepragt, obwohl unter basalen Bedingungen keinerlei Auswirkungen durch den ADAM17-
Inhibitor nachweisbar waren.
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Abbildung 8: Statistische Auswertung sowie reprisentative Bilder der
Zelldissoziationsassays von NHEKs, MEKs und HaCaTs unter Bedingungen der
Hyperadhdision.

Die Zelladhdsion blieb auch unter den Bedingungen des Ca?*-Entzugs bei MEKs (A) und HaCaTs
(B) unverdndert unter der Inhibition von ADAM10 oder 17. Bei NHEKs (C) dagegen zeigte sich
im Zelldissoziationsassay unter Ca**-Entzug durch die ADAM10-Inhibition eine signifikante
Verbesserung der Zelladhdsion. Die Inhibition von ADAM17 fiihrte ebenfalls zu einer
signifikanten Reduktion der entstandenen Fragmentanzahl (Ordinary one-way ANOVA,
p=0,0454 fiir DMSO vs. GI254023X und p=0,0003 fiir DMSO vs. TAPI-1). Die statistischen
Ergebnisse kénnen mithilfe reprdsentativer Fotografien der gescherten Zellmonolayer
nachvollzogen werden (D). (GI254023X=ADAM10-Inhibitor, TAPI-1=ADAM17-Inhibitor).

4.1.4 \Verringerung des PV-Antikorper-induzierten Zelladhasionsverlustes durch
ADAM10-Inhibition

Da in den Versuchen zur basalen Zelladhasion (s. 4.1.1) festgestellt worden war, dass die
ADAM-Inhibition ausschlielich bei den NHEKs Wirkungen zeigte, fanden fiir die folgenden
Versuche ausschlieflich diese Zellen Verwendung. Im Tierexperiment konnte bereits
bewiesen werden, dass ADAM10-Inhibition einen protektiven Effekt auf den PV-induzierten
Haftungsverlust in der Haut hat (lvars et al., 2020). Folglich sollte mit den im folgenden
beschriebenen Experimenten untersucht werden, ob eine derartige protektive Wirkung auch
auf zelluldrer Ebene auftritt. Der Schritt vom Tiermodell zuriick in die Zellkultur war wichtig,
damit fir das Arbeiten ein Modellorganismus zur Verfligung steht, der in groBen Mengen fir
Versuche unter verschiedenen Konditionen vorhanden ist und auf einfache Weise (durch
Zugabe von Mediatoren) in seiner Gesamtheit beeinflusst werden kann.

Wie schon fir die Zelladhasionsversuche unter basalen Bedingungen erfolgte die Inkubation
mit den ADAM-Inhibitoren fir 24 h. Zeitgleich mit den ADAM-Inhibitoren wurden aus
Blutseren gewonnene (Auto-)Antikorper zugegeben; dabei handelt es sich hauptsachlich um
Immunglobuline vom Typ IgG. Die Blutseren der Pemphigus-Patienten enthalten
Autoantikérper-Gemische, sodass Antikorper gegen diverse desmosomale wie auch nicht
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desmosomale Proteine vorkommen, einschlielich der Autoantikdrper gegen Dsgl und Dsg3.
Zur Induktion eines Pemphigus-Phanotyps wurde das Serum von an PV leidenden Patienten
verwendet (PV-1gG). Um auszuschlieRen, dass allein das Vorhandensein von Immunglobulinen
bereits zellbiologische Prozesse hervorruft, die als Effekt der PV-IgGs missinterpretiert werden
konnten, wurde im Kontrollversuch Serum verwendet, das von mehreren gesunden Spendern
gewonnen und gepoolt worden war (clgG).

Die Inkubation von Zellen mit dem IgG von einem an PV erkrankten Patienten (PV-IgG, hoher
Dsg3-Titer, Dsgl-Titer dagegen sehr niedrig, Tabelle 7) diente der Induktion eines PV-
vergleichbaren Phanotyps. Daher wurde die Zelladhdsion der NHEKs durch diese Inkubation
im Vergleich zur Inkubation mit dem clgG der gesunden Spender signifikant reduziert. Das
zeigt sich darin, dass es bei PV-lIgG-Inkubation zu einem signifikanten Anstieg der
nachgewiesenen Zellfragmentanzahl kam (Abb. 9). Durch die Verwendung eines ADAM10-
Inhibitors zusammen mit dem PV-IgG konnte diese verminderte Adhdsion verbessert werden,
die Zellfragmentzahl reduzierte sich signifikant gegeniber der alleinigen Inkubation mit PV-
IgG. Aus diesen Ergebnissen kann abgeleitet werden, dass es moglicherweise durch das
verwendete PV-IgG zu einer Aktivierung von ADAM10 kommt. Wird ADAM10 dann inhibiert,
ist es moglich, die Keratinozytenadhdsion signifikant zu verbessern. Jedoch werden die
Ausgangswerte nicht erreicht. Die Erklarung hierfir liegt wohl darin, dass durch die PV-IgGs
neben der ADAM10-Aktivierung noch andere Adhasions-destabilisierende Signalwege in Gang
gesetzt werden. Die Inkubation mit einem ADAM17-Inhibitor hatte dagegen keinen
protektiven Effekt auf den durch PV-IgG induzierten Adhasionsverlust.
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Abbildung 9: Zelldissoziationsassay mit NHEKs nach Inkubation von PV-IgG oder clgG
und ADAM-Inhibitoren fiir 24 h.

Die Patientenantikérper (PV-IgG) verursachten eine signifikant verschlechterte Zelladhdsion
gegeniiber dem clgG (2way ANOVA, p=0,0005). Die Verwendung von ADAM10-, nicht aber von
ADAM17-Inhibitoren, fiihrte zu einer signifikanten Reduktion der PV-IgG induzierten
Zellfragmentierung (p=0,009). GI254023X=ADAM10-Inhibitor, TAPI-1=ADAM17-Inhibitor)
(modifiziert nach (Kugelmann et al., 2022).
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Nachdem nun festgestellt worden war, dass es vermutlich durch PV-IgG induzierte ADAM10-
Aktivierung zum Zelladhasionsverlust kommt, lag es nahe, im nachsten Schritt den dazu
fihrenden Mechanismus zu untersuchen: Auf welchem Weg tragt durch PV-IgG aktiviertes
ADAM10 zum Zelladhasionsverlust bei? Welche Proteine werden durch die Inhibition von
ADAM10 so verandert, dass es zu einer verbesserten Zelladhdsion kommt? Vielversprechende
Kandidaten fiir solche Proteine waren dabei die desmosomalen Cadherine Dsgl und Dsg3,
denn diese Proteine werden, wie einschlagig bekannt, einerseits durch PV-IgG angegriffen und
andererseits durch die ADAMs modifiziert.

Es wurden Immunfarbungen von Dsgl und Dsg3 durchgeflihrt, entsprechend den
Dissoziationsversuchen unter der Verwendung von clgG oder PV-IgG in Kombination mit den
ADAM:-Inhibitoren. In Abb. 10 sind die fiir die Induktion eines PV-Phanotyps durch Inkubation
der Zellen mit PV-IgG typischen Verdanderungen der desmosomalen Cadherine deutlich zu
erkennen: Die Farbungen der an den Zellgrenzen lokalisierten desmosomalen Cadherine Dsgl
und Dsg3 erscheinen fragmentiert. Die lineare, signalintensive Anordnung von Dsgl und Dsg3
entlang der gesamten Zellgrenze unter Kontrollbedingungen (clgG) ist unter PV-IgG immer
wieder unterbrochen (Abb. 10). Zudem zeigt sich an der Abnahme der Intensitat im Vergleich
zur Farbung unter Kontrollbedingungen, dass deutlich weniger Dsgl vorhanden ist.
Fragmentierung der Dsgs und Reduktion der Dsg-Menge konnten durch die zeitgleiche
Verwendung des ADAM17-Inhibitors nicht verhindert werden. Die Inkubation mit ADAM10-
Inhibitor zeigte dagegen deutliche Effekte im Sinne einer Reduktion der PV-induzierten Dsg3-
und Dsgl-Fragmentierung. Zudem ist erkennbar, dass es unter ADAM10-Inhibition zu einer
Zunahme von Dsg3 wie auch Dsgl gegentiber den nur mit PV-IgG inkubierten Zellen kommt
(Abb. 10). Fur Dsg3 ist zu sehen, dass die ADAM10-Inhibition an einigen Stellen (griine Pfeile)
beinahe eine ununterbrochene, lineare Anordnung an den Zellgrenzen verursacht, auch wenn
das Kontrollniveau bei clgG- und Kontrollinkubation mit DMSO nicht vollstandig erreicht
werden kann. Die Dsgl-Farbung zeigt dagegen unter ADAM10-Inkubation eine vermehrte und
auch weniger, immer noch aber deutlich, fragmentierte Anordnung am Rand der Zellen. Die
durch ADAM10-Inhibition hervorgerufenen protektiven Effekte auf die PV-induzierte
Reduktion und Fragmentierung der desmosomalen Cadherine Dsgl und Dsg3 sind fir Dsg3
markanter als flir Dsgl.

Die Ergebnisse von Zelldissoziationsversuchen und Immunfluoreszenzuntersuchungen unter
ADAM-Inhibition mit PV-/clgG-Inkubation legen nahe, dass der Zelladh&sionsverlust durch das
verwendete PV-IgG zumindest teilweise durch ADAM10 vermittelt ist. Die ADAM10-
Aktivierung scheint eine Reduktion von Dsg3 und Dsgl zu verursachen, was in Einklang damit
steht, dass es sich bei ADAM10 um eine Sheddase handelt, zu deren Substraten desmosomale
Cadherine zahlen (Cirillo & Prime, 2021; Edwards et al., 2008). Diese Reduktion von Dsg3 und
Dsgl kdnnte dann zum Adhasionsverlust fiihren und durch Inhibition der Sheddase verhindert
werden.
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Abbildung 10: Repriisentative Immunfluoreszenzaufnahmen von NHEKs unter ADAM-
Inhibition bei gleichzeitiger Inkubation mit clgG oder PV-IgG.

Durch die Inkubation der NHEKs mit PV-IgG kam es zu einer Fragmentierung und Reduktion der
desmosomalen Cadherine Dsgl und Dsg3 (weifSe Pfeile). Eine gleichzeitige Inkubation des
ADAM10-Inhibitors mit dem PV-IgG, fiihrte zu einer deutlichen Reduktion der Fragmentierung
von Dsgl und Dsg3 (griine Pfeile). Der ADAM17-Inhibitor hatte keinen Effekt auf die PV-IgG-
induzierte  Dsg-Fragmentierung.  Die Inkubation von  ADAMe-Inhibitoren  unter
Kontrollbedingungen ohne Einsatz von PV-IgG zeigt keinerlei Alterationen in Verteilung, Menge
oder Anordnung von Dsg1 oder Dsg3 (Mafsstab 10 um). (GI1254023X=ADAM10-Inhibitor, TAPI-
1=ADAM17-Inhibitor, DAPI-Cofdrbung). (modifiziert nach (Kugelmann et al., 2022).

4.1.5 Abhangigkeit der adhasionsstabilisierenden Wirkung durch ADAM10-Inhibition von
Dsg 3

Die vorangegangenen Versuche der ADAM-Inhibition bei gleichzeitiger Inkubation mit einem
PV-1gG haben gezeigt, dass durch das PV-IgG hervorgerufene Effekte wie Zelladhasionsverlust
und Dsgl- sowie Dsg3-Reduktion und Fragmentierung durch eine Inhibition von ADAM10 zum
Teil aufgehoben werden kdnnen. Ein PV-Patientenserum enthélt Autoantikorper, die gegen
diverse Proteine gerichtet sind, folglich lasst sich nicht genau sagen, welche Antikorper fiir den
Mechanismus des Adhasionsverlustes verantwortlich sind, der durch ADAM10-Inhibition
teilweise kompensiert werden kann. Bei dem verwendeten Patientenserum war auffallig, dass
ein hoher ELISA-Wert flir aDsg3-Antikorper vorliegt (Tab. 7). Deshalb lag die Vermutung nahe,
dass vor allem die aDsg3-Autoantikdrper entscheidend waren. Diese These wurde Uberprift,
indem anstatt des PV-IgG ein monoklonaler, gegen Dsg3 gerichteter Mausantikdrper (AK23)
fir den Zelldissoziationsassay verwendet wurde. Dabei war der Antikérper in PBS geldst und
wurde in einer Konzentration von 75 pg/ml eingesetzt. Es zeigte sich, dass AK23
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erwartungsgemal eine Zellfragmentierung verursachte (Abb. 11). Diese konnte durch die
gleichzeitige Inhibition von ADAM10 reduziert werden. Auch hier konnte das Kontrollniveau
nicht erreicht werden. Im Ergebnis zeigt dieser Versuch, dass die von PV-IgG verursachte
ADAM10-Aktivierung Dsg3-abhangig ist. Die anti-Dsg3-Antikdrper schwachen die Zelladhasion
allerdings nicht nur tGber die ADAM10-Aktivierung, weshalb durch deren Inhibition zwar eine
Verbesserung der Adhasion, nicht aber eine vollige Neutralisation der Wirkung weder von PV-
IgG noch von AK23 erreicht werden kann.

A s- B DMso  GI254023X

. S
. ® Kontrolle
107 m AK23

Kontrolle

5 —
h AK23
0 - : ) : N=5
CX -
<>‘y b@q{’b
O\W

Abbildung 11: Zelldissoziationsassay von NHEKs nach Inkubation von AK23 und
ADAM10-Inhibitor fiir 24 h.

Die von AK23 verursachte signifikante (2way ANOVA, p=0,0016) Abnahme der interzelluldren
Adhdsion wird durch die Applikation des ADAM10-Inhibitors teilweise aufgehoben, was sich in
einer signifikanten Reduktion der Fragmentanzahl wiederspiegelt (p=0,0387) (A). Diese
Verdnderungen sind auch auf den reprdsentativen Fotoaufnahmen der Zellmonolayer zu sehen,
die direkt nach Applikation des definierten Scherstresses aufgenommen wurden (B).
(G1254023X=ADAM10-Inhibitor, TAPI-1=ADAM17-Inhibitor).

Die Zusammenfassung der Ergebnisse der unter 4.1 beschriebenen Versuche ergibt, dass eine
ADAM10-Inhibition einerseits die basale Zelladhasion durch Induktion von Hyperadhasion
verbessert. Andererseits ist ADAM10 fiir einen PV-lIgG-induzierten, dabei hauptsachlich von
Dsg3 abhangigen, Zelladhasionsverlust verantwortlich. Inhibition von ADAM10 ermdoglicht
eine teilweise Kompensation dieses Haftungsverlustes. ADAM17 spielt dagegen eine
untergeordnete Rolle.
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4.2 Charakterisierung der Cortactin-defizienten Maus-Zelllinie

Im ersten, eben beschriebenen, Teil dieser Arbeit wurde ersichtlich, dass Dsg3 eine
bedeutende Rolle fiir die Zelladhdsion spielt und dabei ein Zusammenhang mit ADAM10
besteht. Durch ADAM10-Inhibition konnten unter basalen Bedingungen keine Alterationen in
Dsgl- und Dsg3-Gesamtmenge sowie -Verteilung, und auch nicht in der EGFR-Aktivitat,
nachgewiesen werden. Es ist aber bekannt, dass ADAM10 nicht nur in Signalwege mit Dsg3,
sondern auch mit EGFR eingebunden ist (Cirillo & Prime, 2021; Ivars et al., 2020). Zudem ist
davon auszugehen, dass Dsg3 und EGFR mit dem zytosolischen Aktin-bindenden Protein
Cortactin interagieren (Bissinger et al., 2017; Kugelmann et al.,, 2019b; Rotzer, 2015).
Vorversuche konnten einen Zusammenhang von Cortactin (Cttn) und Src zeigen. Dabei wurde
festgestellt, dass fiir die Kompensation von Langzeiteffekten von AK23 sowohl Cttn, als auch
Src noétig sind (Kugelmann et al, 2019b). Deswegen liegt im folgenden zweiten
Untersuchungsabschnitt der vorliegenden Arbeit der Fokus auf Cortactin und dessen Rolle fiir
die interzelluldre Haftung.

MEK Cttn*/*
MEK Cttn

Cortactin

Cttn o 80 kDa

GAPDH wewe e 35 kDa N>3 N>3

MEK Cttn*/* MEK Cttn”

Abbildung 12: SDS-Lysate in der Western Blot-Analyse und Cttn-Immunfdrbung von
Cttn-Wildtyp-Zellen und -Knock-Out-Zellen im Vergleich.

Die Wildtyp-Zelllinie zeigte in der Western Blot-Analyse bei 80 kDa, der fiir Cttn erwarteten
Molekiilmasse, eine deutliche farbintensive schwarze Bande. Bei gleichzeitigem Nachweis von
in etwa gleichen Proteinmengen durch die Ladekontrolle mittels GAPDH fehlt diese Bande fiir
die Cttn Knock-Out-Zellen (A). Zudem zeigten sich bei den Wildtyp-Zellen spezifische Signale in
der Immunfluoreszenzmikroskopie, wie erwartet entlang der Zellgrenzen (weifSe Pfeile), aber
auch zytosolisch (griiner Pfeil). Dagegen sind bei der Knock-Out-Zelllinie mit beiden
Proteinnachweismethoden keine Signale erkennbar (B) (Mafstab 10 um).

Um die Bedeutung von Cttn fir die Zelladhadsion zu untersuchen, wurde eine Cttn-defiziente
MEK-Zelllinie verwendet. Die Isolation der Zellen wurde bereits vor Beginn der vorliegenden
Arbeit durchgefiihrt. Der Nachweis der Cttn-Defizienz erfolgte mittels Proteinnachweis lGber
den Western Blot von SDS-Lysaten sowie mittels Immunfluoreszenzmikroskopie. Sowohl die
Antikorper-vermittelte Proteindetektion in der Western Blot-Analyse, als auch die
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Immunfarbung bestdtigen die Cortactin-Defizienz. In der Western Blot-Analyse war keine
Proteinbande auf der fir Cttn erwarteten Hohe vorhanden, die Immunfarbung zeigte im
Vergleich zum WT nur unspezifische Signale. Deshalb kann von einer vollstandigen Defizienz
ausgegangen werden.

4.2.1 Zelladhasionsverlust durch Cortactin-Defizienz

Die Cttn-defizienten Zellen wurden einem Zelldissoziationsversuch unterzogen. Dieser sollte
zeigen, ob und in welchem Ausmal die Zelladhasion von Cttn-defizienten Zellen verandert ist.
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Abbildung 13: Statistische Auswertung sowie reprdsentative Bilder vom
Zelldissoziationsassay mit MEK-Wildtyp- und Cttn-Knock-Out-Zellen.

Die Cttn-defizienten Zellen zeigen im Zelldissoziationsassay eine deutlich reduzierte
Zelladhdsion. Erkennbar ist das an der signifikant (unpaired t-test, p=0,1861) erh6hten Anzahl
der entstandenen Zellfragmente (A). Die repréisentative Fotoaufnahmen (B) zeigen, dass bei
den Wildtyp-Zellen zwar einzelne Zellen aus dem Zellverbund herausgelést werden, was bei
allen vergleichbaren Untersuchungen festgestellt werden konnte, der Zellverbund aber
weitgehend intakt bleibt. Dagegen sind bei den Cttn-defizienten Zellen einige grofse Fragmente
des Zellverbunds erkennbar, was fiir eine reduzierte Zelladhdsion bei den Knock-Out-Zellen
spricht.

Es konnte festgestellt werden, dass der Zellverbund der Cttn-defizienten Zellen nach
Applikation des definierten Scherstresses in deutlich mehr groere Fragmente zerfiel,
verglichen mit den Wildtyp-Zellen (Abb. 13). Folglich fihrt das Fehlen von Cttn zu einer
signifikant herabgesetzten Zelladhasion.
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4.2.2 Einfluss der Cortactin-Defizienz auf die Zellkontakte

Im Folgenden wurde untersucht, ob es in den Cttn-defizienten Zellen zu einer Verdanderung
der Zellkontakte kommt. Dafiir wurde eine Untersuchung der Proteinausstattung der Zellen
bezliglich einiger Adhasionsproteine durchgefiihrt, sowohl mittels Western Blot-Analyse als
auch mittels Immunfluoreszenzmikroskopie. Dabei wurden SDS-Lysate, aber auch die Triton-
Fraktionierung angewendet, um eine Unterscheidung der zytoskelettal-assoziierten (Triton-
unléslichen) sowie der zytosolischen (Triton-l6slichen) Proteine zu ermdglichen. Die
Ergebnisse der Versuche sind unterteilt nach den beiden Typen der Haftkontakte,
Adharensjunktionen und Desmosomen; zudem sind die Verschlusskontakte dargestellt.

4.2.2.1 Desmosomen

Flir ein genaueres Verstdandnis der Pathogenese von PV sind weitere Erkenntnisse bezliglich
der durch die vorkommenden Autoantikorper ausgeldsten Signalwege von besonderer
Wichtigkeit. Aus vorangegangenen Untersuchungen geht hervor, dass Cortactin mit Dsg3 an
den Zellgrenzen kolokalisiert ist und fir das Vorhandensein von intakten Desmosomen
bedeutsam ist (Kugelmann et al., 2019b). Neben Dsg3 sind das desmosomale Cadherin Dsgl
und auch der Wachstumsfaktorrezeptor EGFR und die MAP-Kinasen Erk 1/2 von zentraler
Bedeutung (Walter et al., 2019). Deshalb waren die Untersuchungen zu den desmosomalen
Proteinen Dsgl, Dsg3 und auch Dsc3, sowie von EGFR und Erk 1/2 bei den Cttn-defizienten-
Zellen verglichen mit den entsprechenden Wildtyp-Zellen von besonderem Interesse. Diese
Untersuchungen sind Gegenstand des vorliegenden Abschnitts.

Im ersten Schritt wurden die desmosomalen Cadherine Dsgl und Dsg3 beziiglich lhrer
Quantitat und lokalen Verteilung untersucht. Fir die quantitativen Analysen wurden SDS-
Lysate mittels Western Blot analysiert und Immunfarbungen angefertigt. Diese erlaubten eine
erste Einschatzung der Verteilung der Proteine. Um diese exakt quantifizierbar zu erfassen,
wurden zudem die Triton-X-Fraktionierung durchgefiihrt. Damit konnten die Proteine in eine
zytoskelettal-assoziierte Fraktion (Triton-unldslich) und eine zytosolische Fraktion (Triton-
|6slich) aufgeteilt werden.

Dabei zeigte sich durch die Analyse der SDS-Lysate im Western Blot, dass flir Dsg3 in Wildtyp-
und Knock-Out-Zellen die vorkommende Menge etwa gleich war (Abb. 14 A). Auch in der
Triton-X-Fraktionierung konnten keine Alterationen beziglich Dsg3 festgestellt werden (Abb.
14 C). Die Gesamtmenge an Dsg3 und die Menge an zytoskelettalem und auch zytosolischem
Dsg3 sind bei Wildtyp und Knock-Out-Zellen unverandert. Die Lokalisation und Anordnung von
Dsg3 in den murinen Keratinozyten wurde mittels Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht,
um festzustellen, ob hier Veranderungen erkennbar sind, die die herabgesetzte Zelladhasion
der Cttn-defizienten Zellen erkldaren kénnten. Hier konnte auch kein Unterschied zwischen
Zellen mit und ohne Cortactin festgestellt werden (Abb. 16).
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Die Untersuchung des desmosomalen Cadherins Dsgl zeigte, dass in den Cttn-defizienten
Zellen Dsgl signifikant reduziert vorkommt. In der Western-Blot-Analyse der SDS-Lysate ist
diese Reduktion sehr deutlich erkennbar (Abb. 14 A). Durch die im Anschluss durchgefiihrten
Triton-Analysen konnte nachgewiesen werden, dass auch hier Dsgl bei der Knock-Out-
Zelllinie deutlich reduziert ist. Das trifft vor allem auf Dsgl zu, welches mit dem Zytoskelett
assoziiert ist wahrend zytosolisches Dsgl kaum nachzuweisen ist (Abb. 14 C). Die Dsgl-
Reduktion der Cttn-defizienten Zellen sowohl in den SDS- als auch in den Triton-Analysen ist
signifikant (Abb. 14 B, D).

Wie die quantitativen Analysen von Dsgl bereits vermuten lieBen, zeigte sich auch in der
Immunfluoreszenzmikrokopie eine Verminderung von Dsgl in den Cttn-defizienten Zellen
(Abb. 16). Zudem konnte eine in geringem MaR diffusere Verteilung von Dsgl bei den Knock-
Out-Zellen beobachtet werden. Weitere Verdanderungen, wie eine Fragmentierung der
Farbung von Dsgl oder eine Cluster-Bildung, waren nicht zu erkennen (Abb. 16).

Das desmosomale Cadherin Dsc3 zeigte zwischen Wildtyp- und Knock-Out-Zellen weder in der
Western Blot-Analyse von Lysaten aus SDS- und Triton-X vermittelter Proteinextraktion noch
in der Immunfluoreszenzmikroskopie signifikante Veranderungen (Abb. 14, 16).
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Abb. 14: Reprdsentative Western-Blot-Analysen von SDS- und Triton-Lysaten einiger
desmosomaler Cadherine sowie statistische Auswertung der signifikant verédnderten
Proteine.

Die Analyse von SDS-Lysaten zeigt, dass beziiglich der Gesamtproteinmenge von Dsg3 und Dsc3
keine Unterschiede zwischen den Zellen mit und ohne Cttn-Defizienz vorliegen (A). Dagegen ist
das desmosomale Cadherin Dsg1 bei den Cttn-defizienten Zellen bezogen auf die Ladekontrolle
GAPDH signifikant reduziert (Unpaired t-test, p<0,0001) (A, B). Die Fraktionierung der
desmosomalen Cadherine mittels Triton X zeigt, dass vor allem der zytoskelettal gebundene
Teil von Dsgl bei den Zellen ohne Cttn reduziert ist, wohingegen die zytosolische Fraktion
bereits bei den Wildttyp-Zellen kaum nachweisbar ist, aber wiederum bei den Cttn-Knock-Out
Zellen noch weiter reduziert ist (C). Als Ladekontrolle fiir die zytosolische Fraktion diente wie
fiir die SDS-Lysate GAPDH, fiir die zytoskelettal-assoziierte Fraktion wurden Desmoplakin 1/2
verwendet. Dieser Unterschied ist sowohl fiir die zytoskelettale als auch fiir die zytosolische
Fraktion signifikant (Ordinary one-way ANOVA, p=0,0088 fiir die zytoskelettal assoziierte
Proteinfraktion, Ordinary one-way ANOVA p=0,0002 fiir die zytosolische Fraktion) (D). Die
anderen untersuchten desmosomalen Cadherine Dsg3 und Dsc3 sind wie schon bei der Analyse
der SDS-Lysate bei den Cttn-defizienten Zellen unverdndert (C).

Es ist bereits bekannt, dass Antikérper von Pemphigus-Patienten in der Lage sind, eine
Aktivierung von Erk1/2 in HaCaTs hervorzurufen, wenn Patientenantikérper gegen Dsgl
vorhanden sind (Walter et al., 2017). Daher liegt es nahe, einen Zusammenhang zwischen
Dsgl und Erkl1/2 zu vermuten. Folglich wurde hier im nachsten Schritt eine quantitative
Analyse der aktivierten Form von Erk1/2 mittels Western Blot von SDS-Lysaten durchgefiihrt.
Als MaR fur die Aktivierung von Erk1/2 wurde die Phosphorylierung an den Stellen Threonin
in der Position 202 fir Erk1 und Tyrosin in der Position 204 fir Erk2 (pErk1/2) untersucht. Die
Ergebnisse zeigten, dass simultan zur Reduktion von Dsgl in den Cttn-defizienten Zellen auch
die Aktivierung von Erk1/2 deutlich reduziert ist (Abb. 15A). Wie bereits bei der Dsgl-
Reduktion konnte auch fir die Verringerung der pErk1/2-Menge bei den Knock-Out-Zellen im
Vergleich zu den Wildtyp-Zellen ein signifikanter Unterschied festgestellt werden (Abb. 15C,
D).
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Abb. 15: Reprdsentative Western-Blot-Analysen von SDS-Lysaten der desmosomalen

Signalmolekiile pErk1/2 und EGFR.

Die phosphorylierten, also aktivierten Formen von Erk1/2 sind bei dem Cttn-defizienten Zellen
erkennbar reduziert (A), dieser Unterschied ist beziiglich beider Proteine signifikant (Unpaired
t-test, p=0,0014 fiir pErk1, Unpaired-t test: p=0,0016 fiir pErk2). Dabei wurden die Werte fiir
pErk1/2 auf die jeweils nicht phosphorylierten Formen von Erk1/2 als Ladekontrolle bezogen

(B, C).

Fiir EGFR, welcher ebenfalls an der Regulation der Desmosomen beteiligt ist, zeigen sich
dagegen keine Verdnderungen in der Expressionsmenge (A), als Ladekontrolle diente hier a-

Tubulin.

Dsgl Dsg3
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MEK Cttn”/-
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Abb. 16: Reprisentative Aufnahmen aus der Immunfluoreszenzmikroskopie fiir verschiedene
desmosomale Cadherine sowie Zytokeratin.

Die Aufnahmen der Immunfluoreszenzmikroskopie zeigen fiir die desmosomalen Cadherine das
den SDS-Analysen und der Triton X-Fraktionierung entsprechende Bild: Dsg3 und Dsc3 sind bei
den Cttn-defizienten Zellen nahezu unveréindert. Die Firbung von Dsgl zeigt eine deutliche
Reduktion dieses desmosomalen Cadherins in den Cttn-defizienten Zellen. (MafSstab 10um).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass sich die reduzierte Zelladhasion in den
Cttn-defizienten Zellen mit Veranderungen in der Ausstattung der desmosomalen Proteine
erklaren lasst. Die grofSte Bedeutung hinsichtlich dieser Veranderung kommt dem Dsg1 zu,
auch die Aktivierung von Erk1/2 scheint eine Rolle zu spielen. Weitere fiir die desmosomale
Integritat bedeutsame Proteine wie Dsg3, Dsc3 und EGFR sind dagegen in Cttn-Knock-Out-
Zellen nicht verandert.

4.2.2.2 Adhdrensjunktionen

Bei der Untersuchung der Adhdrensjunktionen war das fiir die Epidermis typische Cadherin,
E-Cadherin, von Interesse, da eine Veranderung in der Expression dieses Proteins eine
modifizierte Zelladhasion bedeuten kdnnte. Es zeigte sich in der Western Blot-Analyse, dass
kein quantitativer Unterschied zwischen Wildtyp- und Knock-Out-Zellen bestand (Abb. 17A).
Mittels Triton-Fraktionierung wurde ermittelt, dass auch in der Kompartimentierung von E-
Cadherin keine Unterschiede zwischen beiden Zelllinien festzustellen waren (Abb. 17 B). In
beiden Zelllinien war E-Cadherin in gleicher Menge ganz Uberwiegend in der Triton-
unldslichen Fraktion nachweisbar. Diese Erkenntnis wird dadurch gestitzt, dass sich in der
Immunfluoreszenzmikroskopie E-Cadherin bei den Wildtyp-Zellen und Cttn-defizienten-Zellen
ohne merkliche Unterschiede darstellt (Abb. 17 C). In der Immunfluoreszenzmikroskopie
wurde zusatzlich zu E-Cadherin auch noch ein Plagueprotein der Adhéarensjunktionen,
Plakoglobin, untersucht. Auch beziglich dieses Proteins zeigten sich keinerlei Veranderungen
(Abb. 17 C).
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Abbildung 17: SDS- und Triton-Proteinextraktion von E-Cadherin sowie reprdsentative
Immunfluoreszenzfdrbungen von E-Cadherin und Plakoglobin.
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Die Western Blot-Analysen von SDS- (A) und Tritonlysaten (B) wie auch die
Immunfluoreszenzdarstellung (C) zeigen, dass die Menge wie auch die Verteilung von E-
Cadherin sich in den Cttn-Knock-Out-Zellen kaum vom Wildtyp unterscheiden. In der
Immunfluoreszenzmikroskopie ist erkennbar, dass das auch fiir Plakoglobin zutrifft. (Mafsstab
10um).

4.2.2.3 Verschlusskontakte

Als Komponente der Tight Junctions wurde zundchst Occludin untersucht. Die quantitative
Analyse von Occludin mittels Western Blot von SDS-Lysaten ergab, dass Occludin in den Zellen
mit und ohne Cortactin in etwa gleichen Mengen vorkommt (Abb. 18A). Mittels statistischer
Analysen konnte dies bestatigt werden (Abb. 18B). Ebenfalls konnte mit der Triton-X-
Fraktionierung kein Unterschied in der Menge an zytoskelettal-verankertem sowie frei im
Zytosol  befindlichem  Occludin  festgestellt werden (Abb. 18C). Auch die
Immunfluoreszenzmikroskopie von Occludin sowie von Claudin 1 und 4, zwei weiteren
typischen Vertretern der Transmembranproteine der Tight Junctions, zeigte keine wesentliche
Veranderung (Abb. 18D). Cortactin scheint daher fiir die Integritat der Hautbarriere nicht von

zentraler Bedeutung zu sein, soweit es sich durch diese ersten Untersuchungen beurteilen
lasst.
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Abbildung 18: Western Blot-Analyse der SDS- sowie Triton-Lysate beziiglich des Tight-
Junction-Proteins Occludin, statistische Auswertung der SDS-Lysat- und Triton-Blots sowie
reprdsentative Bilder aus der Immunfluoreszenzmikroskopie fiir Occludin, Claudin 1 und
Claudin 4.
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In den Western Blot-Analysen zeigt sich, dass die Gesamtmenge von Occludin bei Wildtyp- sowie
Cttn-defizienten Zellen dhnlich ist (A). Da in einigen Versuchen die Occludin-Bande bei den Cttn-
defizienten Zellen leicht verstdrkt aussah (allerdings die Ladekontrolle a-Tubulin ebenfalls
verstdrkt schien), wurde eine statistische Analyse durchgefiihrt (B). Es konnte kein signifikanter
Unterschied in der Bandendichte festgestellt werden (Unpaired t-test). Auch die Triton-
Fraktionierung zeigte keine grofien Unterschiede zwischen den Wildtyp- und Cttn-defizienten
Zellen beziiglich Occludin (C). Auch hier wurde eine Bandendichtemessung durchgefiihrt, die
ebenfalls keinen signifikanten Unterschied zeigte (Ordinary one-way ANOVA) (D). Mittels
Untersuchungen in der Inmunfluoreszenzmikroskopie wurden neben Occludin noch Claudin 1 und
Claudin 4 untersucht, welche ebenfalls bei den Wildtyp- und Knock-Out-Zellen unveréndert waren
(E). (Maf3stab 10um).

5 Diskussion

5.1 Rolle von ADAM10 und ADAM17 fiir die basale Haftung und die Hyperadhasion

Der Effekt, den ADAM10 und ADAM17 auf die basale Zelladhasion in Keratinozyten haben,
war bisher noch nicht untersucht worden. In den hier durchgefiihrten Experimenten mit den
Inhibitoren fiir ADAM10 und ADAM17 konnte gezeigt werden, dass eine Inhibition von
ADAM17 keinerlei Effekt auf die basale Zelladhdsion hat, wohingegen sich die Inhibition von
ADAM10 positiv auf die basale Zelladhasion in primaren Keratinozyten (NHEKs) auswirkt. Es
ist bereits bekannt, dass ADAM10 am Umsatz von Dsg2 beteiligt ist, indem es dieses Protein
spaltet (Bech-Serra et al., 2006; Kamekura et al., 2015; Klessner, Desai, Amargo, Getsios &
Green, 2009). Es ware also moglich, dass durch die ADAM10-Inhibition weniger Dsg2
gespalten wird, das folglich fir den Einbau in Desmosomen zur Verfligung steht und auf diese
Weise eine verbesserte Zellhaftung verursacht. Tatsachlich wurde bereits festgestellt, dass
Dsg2 zumindest teilweise den Zelladhasionsverlust kompensieren kann, der in Folge einer
Dsg3-Depletion, wie sie auch durch Autoantikérper bei PV verursacht wird, auftritt (Hartlieb
et al., 2014; Sigmund et al., 2020). Es zeigte sich allerdings auch, dass Dsg2 zumindest in der
Zellkultur mit HaCaT-Zellen und unter Bedingungen ohne Signalwegmodulation im Vergleich
mit Dsg3 eine eher untergeordnete Rolle fiir die Zelladhasion spielt (Hartlieb et al., 2013).
Daher wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob ADAM10 in dhnlicher Weise wie Dsg2
auch Dsgl und Dsg3 beeinflusst. Dsgl und Dsg3 sind sowohl bedeutende Zielproteine fir die
Autoantikorper bei PV als auch Substrate der ADAMs (Ivars et al., 2020). Eine Alteration dieser
Proteine wie auch eine Aktivierung von EGFR durch ADAM10 konnte allerdings als Ursache fiir
diese Beobachtung ausgeschlossen werden. Vielmehr konnte als Erklarung fiir die verstarkte
Adhasion ermittelt werden, dass die Inhibition von ADAM10 die Desmosomen in einen
hyperadhésiven, also Ca?*-unabhingigen, mechanisch besonders stabilen Zustand versetzt.
Nicht nur durch die Inhibition von ADAM10, sondern auch durch Inhibition von ADAM17, und
das sogar in noch gréRerem AusmaR, konnte dieser Ca?*-unabhingige Zustand erreicht
werden.
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Fiir PV konnte bereits festgestellt werden, dass hyperadhdsive Desmosomen weniger von der
Depletion von Adhéasionsproteinen, wie beispielsweise dem fiir die desmosomale Zellhaftung
so entscheidenden Dsg3, betroffen sind als solche, die sich in Ca%*-abhingigem
Adhasionszustand befinden (Cirillo, Lanza & Prime, 2010). Da allerdings fiir die Hyperadhasion
eine Beteiligung von ADAM10 und ADAM17 beobachtet wurde, wahrend nur ADAM10 die
basale Haftung der Keratinozyten zu regulieren scheint, ist anzunehmen, dass die
Mechanismen unterschiedlich sind. Dies unterstiitzt die Beobachtung, dass eine besonders
hohe ADAM10-Aktivitit in einer Umgebung mit hoher Ca?*-Konzentration stattfindet
(Maretzky, Scholz, Kéten, Proksch, Saftig & Reiss, 2008; Reiss & Bhakdi, 2017).

5.2 Die ADAM10-Aktivierung durch PV-Antikérper ist vermutlich Dsg3-abhangig

Neben dem stabilisierenden Effekt der ADAM10-Inhibition auf die basale Zellhaftung konnte
bestatigt werden, dass sich die Hemmung von ADAM10 protektiv auf den Zellhaftungsverlust
auswirkt, der durch Antikorper von PV-Patienten ausgel6dst wird. Letzterer Effekt war bereits
flir ein Pemphigus-Maus-Modell nachgewiesen worden (lvars et al., 2020). Die Art und Weise,
auf welche ADAM10 zu einem Adhasionsverlust induziert durch Pemphigus-Antikérper fihrt,
war allerdings noch ungeklart. In den in dieser Arbeit beschriebenen Experimenten konnte
zunachst gezeigt werden, dass unter basalen Bedingungen Dsgl, Dsg3 und eine vermehrte
EGFR-Aktivierung hier wohl keine Rolle spielen.

In dieser Arbeit wurde fiir die Versuche neben einem PV-IgG mit einem hohen Titer von anti-
Dsg3-Antikorpern auch der gegen Dsg3 gerichteter Antikérper AK23 eingesetzt. Da der durch
diesen Antikorper hervorgerufene Adhasionsverlust ebenfalls durch eine ADAM10-Inhibition
signifikant reduziert werden konnte, kann man annehmen, dass die Aktivierung von ADAM10
in Bezug zum Vorhandensein von Dsg3-Antikérpern steht. Eine mogliche Erklarung fiir diese
Abhéangigkeit liefert die Kinase Src. Diese wird bei PV durch Autoantikorper gegen Dsg3
aktiviert (Man Tsang et al., 2012; Walter et al., 2017). Src wiederum sorgt unter anderem
dafiir, dass ADAM10 aktiviert wird (lvars et al., 2020). Deshalb liegt die Schlussfolgerung nahe,
dass es eine indirekte Abhangigkeit der Metalloproteinase ADAM10 von Dsg3-Antikérpern
Uber Src gibt. Daneben fihrt Src nach Inkubation mit PV-IgG auch zu einer Aktivierung des
EGFR (Walter et al., 2019). In sich dieser Arbeit anschlieRenden Experimenten ware es
interessant zu kldaren, ob jeder Dsg3-Antikoérper in der Lage ist, eine ADAM10-Aktivierung
auszulosen, oder ob dafiir die Bindung an bestimmte Epitope des Dsg3 noétig ist. Es konnte
namlich gezeigt werden, dass beispielsweise die Aktivierung von Src nicht durch jeden Dsg3-
Antikorper induziert wird (Schmitt et al., 2023).

5.3 Rolle und Effekt von ADAM10 sind mit Dsg3 assoziiert

Ausgehend von den Ergebnissen dieser Arbeit konnte weiterfilhrend gezeigt werden, dass
eine ADAM10-Inhibition bei einem durch vor allem Dsgl-Antikorper enthaltenden PV-Serum
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hervorgerufenen Zelladhasionsverlust keinen protektiven Effekt hat (Kugelmann et al., 2022).
Zum einen konnte das die unter 5.2 hergeleitete These stlitzen, dass Dsg3-Antikorper,
moglichweise liber eine Aktivierung von Src, zu einer Zunahme der ADAM10-Aktivitat flihren,
dass eine solche vermehrte ADAM10-Aktivitat also nur auftritt, wenn auch Dsg3-Antikorper
vorliegen. Einen anderen Erklarungsansatz lassen die Erkenntnisse der vorliegenden Arbeit zur
Hyperadhasion zu. Es ist bekannt, dass fiir die Hyperadhdsion vor allem Dsg3 relevant ist und
Dsg1 hier eine eher untergeordnete Rolle spielt. Im hyperadhéasiven Zustand nimmt die Starke
der Dsg3-Interaktionen deutlich zu, wohingegen die der Dsgl-Interaktionen nahezu
unverandert bleibt (Fuchs et al., 2020). Eine zunehmende Hyperadhdsion der Desmosomen,
wie sie durch ADAM10-Inhibition verursacht wird, kann nur bei dem Vorhandensein von Dsg3-
Antikorpern in grolRer Menge (hoher Dsg3-Titer im Patientenserum), welche die
Hyperadhasion schwachen, einen ausgleichenden Effekt und damit eine protektive Wirkung
auf die Zellhaftung haben. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass der ADAM10-
Signalweg vorrangig lber eine Beeinflussung des desmosomalen Cadherins Dsg3 wirkt, und
auf diese Weise auch nachgeschaltete Signalwege moduliert.

5.4 ADAMI10-Inhibition verbessert vor allem die PV-IgG-induzierten Effekte auf Dsg3

Die Inhibition von ADAM10 hat einen protektiven Effekt auf die PV-lgG-induzierte
Blasenbildung im Mausmodell (Cirillo & Prime, 2021; Ivars et al., 2020). In der vorliegenden
Arbeit konnte zudem gezeigt werden, dass auch die PV-IgG induzierten Effekte auf
Keratinozyten in der Zellkultur durch ADAM10-Inhibition teilweise aufgehoben werden
kénnen. So sorgt beispielsweise die Inkubation mit PV-IgG fiir eine Reduktion und
Fragmentierung von Dsg3-an den Zellgrenzen. Wird zusatzlich ein Inhibitor von ADAM10
inkubiert, ist diese Fragmentierung weniger ausgepragt, stellenweise sogar aufgehoben. PV-
IgG-Inkubation hat allerdings nicht nur eine Fragmentierung und Reduktion von Dsg3 zur
Folge, sondern beeinflusst auch das desmosomale Cadherin Dsgl. Die Effekte auf dieses
Protein werden durch gleichzeitige ADAM10-Inhibitor-Inkubation zwar ebenfalls verbessert,
sie fallen aber deutlich schwacher aus als fiir Dsg3. Daher liegt der Schluss nahe, dass ADAM10
einen grofReren Effekt auf den Umsatz von Dsg3 hat, als das fiir Dsgl der Fall ist. Bisher wurde
vor allem Dsg2 als Substrat von ADAM10 nachgewiesen (Bech-Serra et al., 2006). Inwieweit
ADAM10 in den Umsatz von den desmosomalen Cadherinen Dsgl und Dsg3 beteiligt ist,
wurde noch nicht abschlieBend geklart. Des Weiteren ist bekannt, dass unterschiedliche
desmosomale Cadherine spezifische Funktionen und unterschiedliche Relevanz bezliglich der
Zelladhasion haben (Hartlieb et al., 2013). Daraus kann abgeleitet werden, dass moglichweise
ADAM10 nicht nur am Umsatz von Dsg2 beteiligt ist, sondern auch andere desmosomale
Cadherine reguliert. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit legen nahe, dass dabei vor allem
eine Regulation von Dsg3 stattfindet und Dsgl durch ADAM10 nur in geringem MaR reguliert
wird. Dsg3 wiederum ist in erheblich hoherem Mal als Dsgl fiir die Hyperadhdasion von
Desmosomen verantwortlich (Fuchs et al., 2020). Demnach kénnte ein moglicher Signalweg
ausgehend von Dsg3-Antikorpern zu einer GbermaRigen Aktivierung von ADAM10 fiihren,
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welche wiederum in einem vermehrten Umsatz von Dsg3 als potentiellem ADAM10-Substrat
resultiert. Dadurch kdénnte es dann zur Abnahme der Desmosomen im hyperadhasiven
Zustand und damit zum Zellhaftungsverlust kommen.

5.5 Abhangigkeit der Zelladhasion in Cortactin-defizienten Zellen von Dsgl

Durch Beeinflussung des desmosomalen Cadherins Dsg3, vielleicht in Kombination mit einer
Modulation der Kinase Src, sorgt die Aktivierung von ADAM10 fiir eine reduzierte
Keratinozytenadhdasion. Diese vermutete Interaktion von ADAM10 sowohl mit Dsg3 als auch
mit Src fihrt zu einem weiteren, ebenfalls fiir die Keratinozytenadhasion bedeutenden
Protein, dem Aktin-bindenden Protein Cortactin. Dieses wird ebenfalls von Src phosphoryliert.
Besonders interessant fiir diese Arbeit ist Cortactin deswegen, weil es bekanntermaRen mit
Dsg3 an den Zellgrenzen kolokalisiert ist und mit diesem sogar Interaktionen eingeht
(Kugelmann et al., 2019b). Der Vergleich der Adhasion von Cortactin-defizienten Zellen und
solchen mit regelrechter Cttn-Expression im Zell-Dissoziationsversuch zeigte, dass der Cttn-
Verlust mit einer Reduktion der Zelladhasion einhergeht. Aufgrund der Kolokalisation und
Interaktion mit Dsg3, war dieses desmosomale Cadherin ein vielversprechender Ansatzpunkt
zur Klarung der Frage, worin diese verminderte Zellhaftung begriindet ist. Der Vergleich der
Dsg3-Mengen und -Verteilung der Cttn-defizienten Zellen mit Wildtyp-Zellen legt allerdings
nahe, dass hier Dsg3 nicht Ursache fiir die in Cttn-Knock-Out-Zellen reduzierte Zelladhasion
ist. Vielmehr wurde beobachtet, dass dieser Adhasionsverlust mit einer signifikant geringeren
Proteinmenge von Desmoglein 1 einhergeht. Tatsachlich konnte fiir NHEKs eine Interaktion
von Cortactin mit Dsgl, das an den Zellgrenzen lokalisiert ist, nachgewiesen werden. Wurde
Dsgl in den Zellen herunterreguliert, kam es gleichzeitig zu einer Reduktion von Cttn an den
Zellgrenzen (Nekrasova et al., 2018). Diese Beobachtungen sind im Einklang mit dem Ergebnis
dieser Arbeit, dass ein Cttn-Knock-Out mit einer Reduktion von Dsgl einhergeht. Die Rolle der
Dsgl-Verminderung fir den Adhasionsverlust in Cttn-defizienten Zellen bleibt allerdings
ungeklart

5.6 Dsgl als essenzielles Molekiil fiir die Zelladhasion

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Cttn-defizienten Zellen eine verminderte
Zelladhasion aufweisen. Zudem konnte festgestellt werden, dass in den Cttn-defizienten
Zellen Dsg1 signifikant reduziert ist. Daraus kann abgeleitet werden, dass der Mangel an Dsgl
fur den Haftungsverlust in den Cttn-defizienten Zellen verantwortlich sein kann, und dies lasst
wiederum den Schluss zu, dass Dsgl fiir die Stabilisierung der Zelladhdsion von zentraler
Bedeutung ist. Es wurde bereits beschrieben, dass neben Dsgl auch Dsg3 fiir die Integritat der
Zelladhasion essentiell ist und Autoantikorper gegen diese beiden Cadherine fiir einen groRen
Teil des Zellhaftungsverlustes bei Pemphigus verantwortlich sind (Lim, Bohelay, Hanakawa,
Musette & Janela, 2021). Fir Dsg3 konnten die Wichtigkeit flr die hohe Zelladhasion und auch
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mogliche Kompensationsmechanismen bei reduzierter Dsg3-Menge oder dessen Fehlen
bereits dadurch festgestellt werden, dass eine Dsg3-defiziente Zelllinie aus neonatalen
Mausen generiert wurde. Diese Zellen zeigten dhnlich wie die fiir diese Arbeit verwendeten
Cttn-defizienten Zellen im Dissoziationsassay eine stark herabgesetzte Zelladhasion (Sigmund
et al., 2020). Dass Dsgl moglicherweise fiir die Zelladhdsion von noch gréRerer Bedeutung ist
als Dsg3 lasst sich daran erkennen, dass ein Fehlen von Dsgl nicht mit dem Leben vereinbar
ist. So scheiterten alle Versuche, dhnlich der Dsg3-defizienten Zelllinie, eine Zelllinie zu
generieren, die kein Dsgl aufweist. Bei den Versuchen hierfiir wurde nach dem gleichen
Protokoll gearbeitet, das fiir die Isolation der Cttn- beziehungsweise Dsg3-Knock-Out-Zellen
verwendet wurde. Allerdings kam es in der Haut der Mause zu einer Blasenbildung, sodass die
fur die Proliferation entscheidenden Zellen nicht mit der Epidermis entfernt werden konnten.
Es konnte darliber hinaus beobachtet werden, dass keine Maus, welche eine vollstandige
Dsgl-Defizienz aufwies, langfristig tUberlebensfahig war (Godsel et al., 2022; Kugelmann,
Radeva, Spindler & Waschke, 2019a). Dsg3-defiziente Mause dagegen sind lUberlebensfahig,
was die besondere Wichtigkeit von Dsg1 fir die Zellhaftung zeigt. Die Dsg3-defizienten Mause
zeigen einen veranderten Phanotyp verglichen mit den Wildtyp-Zellen, der sich beispielsweise
durch einen zarteren Kérperbau und Alterationen in der Wundheilung von dem der Wildtyp-
Tiere unterscheidet. Die Veranderungen in der Wundheilung sind dergestalt, dass es zur
Ausbildung von PV-entsprechenden Lasionen kommt, die dann spontan heilen (Rotzer et al.,
2016). Dieser Spontanheilung kdnnte ein Kompensationsmechanismus, moglicherweise durch
andere desmosomale Cadherine wie Dsgl oder Dsg2, zugrunde liegen. Es lasst sich folglich
ableiten, dass die Rolle von Dsg1 fiir die Zelladhasion von groRerer Bedeutung als die von Dsg3
ist, und sogar, dass ein Fehlen von Dsgl nicht mit dem Leben vereinbar ist.

5.7 Regulation der Zelladh&sion durch Erk1/2

In den Cortactin-defizienten Zellen konnte in dieser Arbeit neben einer Reduktion der
Zelladhasion, die durch eine Depletion von Dsgl erklarbar sein konnte, auch eine signifikant
herabgesetzte Phosphorylierung von Erk1/2 festgestellt werden. Die Enzyme, welche fir die
Erk1/2-Aktivierung verantwortlich sind, sind die Subtypen 1 und 2 der Mitogen-aktivierten
Protein-Kinase-Kinase (MEK1/2). Die Aktivierung kann durch EGFR Uber den Ras-Raf-
Signalweg erfolgen (Schmitt & Waschke, 2021). Dabei handelt es sich um einen sehr
bedeutenden Signalweg in menschlichen Zellen, der fir die Steuerung von zentralen
Funktionen wie Proliferation und Differenzierung verantwortlich ist (Schmitt & Waschke,
2021). Es ist bekannt, dass Dsgl in diesem Signalweg eine antagonistische Rolle zu EGFR
einnimmt, indem Dsgl unter anderem mit Erbin komplexiert und so verhindert, dass EGFR
MEK1/2 aktivieren kann (Getsios et al., 2009). Dsgl-Expression und Erk1/2-Aktivierung sind
also entgegengesetzt reguliert. Diesem Signalweg folgend, ware bei einer reduzierten Dsgl-
Menge mit einer verstarkten Erk1/2-Aktivitat, also einer vermehrten Phosphorylierung der
Enzyme, zu rechnen. Erwartbar ware zudem eine Verringerung der Zelladhasion. Im Rahmen
dieser Arbeit zeigte sich eine verringerte Zelladhasion, allerdings deuteten die
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Untersuchungen auf eine gleichgerichtete Veranderung von Dsgl-Menge und Aktivierung von
Erk1/2 hin, da in den Dsgl-reduzierten Cttn-defizienten Zellen die Menge an
phosphoryliertem Erk1/2 ebenfalls reduziert war.

Erk1/2 ist nach dem eben beschriebenen Signalweg ein Enzym, das destabilisierend auf die
Zelladhasion wirkt und beispielsweise auch durch Pemphigus-Antikorper aktiviert werden
kann (Walter et al.,, 2019). Nach den Ergebnissen dieser Arbeit geht dagegen in den Cttn-
defizienten Zellen die reduzierte Erk1/2-Aktivierung mit einer verminderten Zelladh&sion und
verringerter Dsgl-Menge einher. Die Ergebnisse dieser Arbeit scheinen also darauf
hinzuweisen, dass Cttn nicht nur fiir die Regulation der Dsg1-Menge, sondern auch fiir dessen
Hemmung der Erk1/2-Aktivierung notig ist. Flr ein anderes Gewebe, welches dhnlich der
Epidermis einer groRen mechanischen Beanspruchung ausgesetzt ist, das Myokard, wurde
allerdings nachgewiesen, dass sich Erk1/2-Aktivierung auch positiv auf die Zelladhasion
auswirken kann. Als Ausléser flur eine Erk1/2-Aktivierung konnten dort cAMP und die
Aktivierung von PKC festgestellt werden (Shoykhet et al., 2020). Diese Tatsache zusammen
mit den Erkenntnissen der vorliegenden Arbeit zeigt, dass die Rolle von Erk1/2 fir die
Integritat der Zelladhasion in der Epidermis noch nicht abschlieBend untersucht ist.

Ein weiterer moglicher Erklarungsansatz fir die in dieser Arbeit beobachtete gleichsinnige
Verringerung von Dsgl-Menge und Erk1/2-Aktivitat konnte eine Art negative Riickkopplung
sein: Wenn die Erk1/2-Aktivitat im Vergleich zum Normniveau der Wildtyp-Zellen in den Cttn-
defizienten Zellen reduziert ist, ist eine Erk-Inaktivierung durch Dsgl weniger nétig, und daher
konnte es als Folge zu einer Herabregulation von Dsgl kommen. Daraus wirde dann
Haftungsverlust resultieren, weil Dsgl als desmosomales Cadherin flr die Haftung
stabilisierende Effekte hat. Des Weiteren ist denkbar, dass noch andere Effekte durch eine
Erk1/2-Aktivierung ausgelost werden, wie beispielsweise eine Rekrutierung anderer
desmosomaler Cadherine, die ebenfalls stabilisierend auf die Zelladhdsion wirken,
moglicherweise als Kompensationsmechanismus bei Uberaktivierung. Durch die
herabgesetzte Aktivitat von Erk1/2 wiirden diese Mechanismen wegfallen und damit ware
eine Schwachung der Zelladhdsion erklarbar. In anderen Geweben wie dem Myokard konnten
derartige stabilisierend wirkende Mechanismen in Kombination mit einer Erk1/2-Aktivierung
bereits beobachtet werden. Beispielsweise geht die verbesserte Adhéasiotropie in Folge des
cAMP-Signalweges in der Herzmuskulatur nicht nur mit einer Erk1/2-Aktivierung, sondern
auch mit einer Verlagerung von Dsg2 an die Zellkontakte einher. Dort konnte zudem
beobachtet werden, dass die Erk1/2-Aktivierung notig war, um eine Reduktion der p38 MAP-
Kinasen Aktivitat sowie eine PKC-Aktivierung auszuldsen. Letztere beiden Effekte sind dabei
typisch fir eine verbesserte Adhésiotropie in Herzmuskelzellen (Shoykhet et al., 2020).
Diesem Erklarungsansatz folgend wiirde sich noch die Frage stellen, warum die Erk1/2-
Aktivitat in den Cttn-defizienten Zellen reduziert ist. Es scheint also ein Zusammenwirken
zwischen diesem Aktin-bindenden Protein und Erk1/2 zu geben.
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Abbildung 19: Schematische Darstellung der bereits bekannten, durch die vorliegende
Arbeit entschliisselten sowie noch weiter zu untersuchenden Signalwege mit potentieller
Bedeutung fiir die Pathogenese des Pemphigus.

In Anschluss an Abbildung 4 visualisiert Abbildung 19 den Erkenntnisfortschritt durch die
vorliegende Arbeit. ADAM17 beeinflusst die Zellhaftung im Gegensatz zu ADAMI10 nicht,
allerdings hemmen beide Sheddasen die Hyperadhdsion. Zudem scheint ADAM10 auch an dem
durch PV-IgG induzierten Verlust der Zelladhdsion beteiligt sein, wobei besonders die durch
aDsg3-Antikérper vermittelte Aktivitét die Dsg3-Lokalisation zu bewirken scheint. Cortactin wirkt
sich positiv auf die Zellhaftung aus, wobei ein Wirken (iber EGFR und Dsg3 nicht nachgewiesen
werden konnte. Dagegen scheint ein Signalweg iiber Erk1/2 und Dsgl wahrscheinlich. Zudem
scheint ADAM10 auch an dem durch PV-IgG induzierten Verlust der Zelladhdsion beteiligt zu sein,
wobej es besonders die durch aDsg3-Antikérper vermittelte Alteration der Dsg3-Lokalisation zu
bewirken scheint.

6 Zusammenfassung

Pemphigus ist eine schwere Autoimmundermatose, bei der es durch Antikérper vor allem
gegen desmosomale Cadherine wie Dsgl und Dsg3 zu einem Angriff der Desmosomen, einer
besonders stabilen Art der Haftkontakte, kommt. In der Pathogenese des Pemphigus spielt
allerdings nicht nur die direkte Inhibition der desmosomalen Cadherine eine Rolle. Vielmehr
werden durch die Autoantikorper Signaltransduktionsmechanismen moduliert, die in ihrer
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veranderten Wirkungsweise dann einen Zelladhasionsverlust zur Folge haben. Neben anderen
Signalproteinen sind die ADAMs in Umbau und Regulation von Desmosomen eingebunden.

Mit der vorliegenden Arbeit konnte eine protektive Wirkung der ADAM10-Inhibition in vitro
bestatigt werden. Darauf aufbauend ergaben sich Hinweise auf eine Dsg3-Abhangigkeit der
ADAM10-Aktivierung und ein enges Zusammenwirken von ADAM10 und Dsg3, da ein durch a-
Dsg3-Antikorper induzierter Zelladhasionsverlust durch ADAM10-Inhibition deutlich
abgemildert werden konnte und dabei besonders die Lokalisation von Dsg3 an den
Zellgrenzen aufrechterhalten werden konnte.

Es konnte zudem gezeigt werden, dass ADAM10 nicht nur unter pathologischen Bedingungen
die Zelladhdsion reguliert. Vielmehr beeinflusst ADAM10 bereits basal die Haftung und
schwacht zusammen mit ADAM17 die Hyperadhasion der Desmosomen.

Vorversuche zu dieser Arbeit legten nahe, dass auch Cortactin eine zentrale Rolle fiir die
Zelladhasion spielt, und konnten eine Interaktion von Cortactin und Dsg3 zeigen. Nach den in
dieser Arbeit gewonnenen Ergebnissen ist davon auszugehen, dass zudem ein Zusammenhang
zwischen Cortactin und Dsgl, besteht. Cortactin wirkt dabei offensichtlich stabilisierend auf
Dsgl. Fehlt dagegen Cortactin, kommt es zu einer Dsgl-Abnahme, die zur reduzierten
Zelladhasion beitragen konnte. Zudem wurde beobachtet, dass Cortactin fur die Erk1/2-
Aktivierung nétig ist, wozu die zugrunde liegenden Mechanismen allerdings noch unklar sind
und einer weiteren Klarung bedurfen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit kdnnen also dazu beitragen, die Regulation der beiden fir die
Pathogenese des Pemphigus zentralen Proteine Dsgl und Dsg3 genauer zu verstehen und
damit nitzlich sein, um in der Zukunft eine zielgerichtete Therapie von Pemphigus zu
ermoglichen.

7 Summary

Pemphigus is a severe autoimmune dermatosis in which antibodies, primarily targeting
desmosomal cadherins such as Dsgl and Dsg3, lead to an attack on desmosomes, a
particularly stable type of cell-cell adhesion. However, in the pathogenesis of Pemphigus,
not only the direct inhibition of desmosomal cadherins plays a role. Rather, the autoimmune
antibodies modulate signaling mechanisms that, through their altered functionality,
ultimately lead to a loss of cell adhesion. In addition to other signaling proteins, ADAMs are
involved in the remodeling and regulation of desmosomes.

The present study confirmed a protective effect of ADAM10 inhibition in vitro. Based on
these findings, there are indications of a Dsg3-dependent activation of ADAM10 and a close
interaction between ADAM10 and Dsg3. This is supported by the fact that a loss of cell
adhesion induced by anti-Dsg3 antibodies was significantly mitigated by ADAM10 inhibition,
which notably helped maintain the localization of Dsg3 at the cell boundaries.
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It was also demonstrated that ADAM10 regulates cell adhesion not only under pathological
conditions. Moreover ADAM10 takes already part in regulating basal cell adhesion. Together
with ADAM17, ADAM10 weakens the hyperadhesion of desmosomes.

Preliminary experiments for this work suggested that Cortactin as well plays a central role in
cell adhesion and demonstrated an interaction between Cortactin and Dsg3. Based on the
results obtained in this study, it can be assumed that there is also a relationship between
Cortactin and Dsgl. Cortactin appears to stabilize Dsgl. In the absence of Cortactin, a
decrease in Dsgl was observed, which could contribute to reduced cell adhesion.
Furthermore, it was observed that Cortactin is required for Erk1/2 activation, although the
underlying mechanisms remain unclear and require further investigation.

The findings of this work may thus contribute to a better understanding of the regulation of
the two proteins, Dsgl and Dsg3, which are central to the pathogenesis of Pemphigus, and
could prove useful for the development of targeted therapies for Pemphigus in the future.

8 Ausblick

Die gravierenden Auswirkungen der Hauterkrankung Pemphigus zeigen, wie wichtig ein
genaues Verstandnis der Regulation von Zell-Zell-Kontakten und hier im Besonderen von
Desmosomen ist. Immer noch sind viele der an der Pathogenese des Pemphigus beteiligten
Signalwege nur unzureichend verstanden. Deshalb werden sich auch in Zukunft
Untersuchungen mit diesem Thema auseinanderzusetzen haben. Mithilfe der fiir diese Arbeit
durchgefiihrten Experimente scheinen folgende Forschungsansatze vielversprechend fir
zuklinftige Untersuchungen zu sein.

Zunachst ware es von Bedeutung, dem Zusammenhang zwischen der Sheddase ADAM10 und
der Induktion von Hyperadhasion noch genauer nachzugehen. Die Hyperadhdsion spielt vor
allem in Geweben, die extremen mechanischen Belastungen ausgesetzt sind, wie der
Epidermis (Kimura et al., 2007) und méglicherweise dem Herzmuskelgewebe (Shoykhet et al.,
2020) eine bedeutsame Rolle. Entsprechend kdnnte in der Forschung zu Krankheitsbildern mit
reduzierter Zellhaftung, beispielsweise Pemphigus oder der chronisch entziindlichen
Darmerkrankung  Morbus  Chron, die Regulation der Hyperadhdsion ein
Forschungsschwerpunkt sein, vor allem mit Fokus auf eine Involvierung der ADAMs. Als
Sheddasen desmosomaler Cadherine konnte ihnen hier eine besondere Bedeutung
zukommen. Es konnte nachgewiesen werden, dass eine herabgesetzte Hyperadhasion durch
Expression der Keratin-Isoform K17 mit einer signifikanten Reduktion unter anderem der
desmosomalen Cadherinen Dsgl und Dsg3 einhergeht. Kommt es zu einer induzierten
Uberexpression von Dsg3, so bilden sich die fiir die Hyperadhision typischen Dsg3-Oligomere,
und stabile Desmosomen kommen zustande (Bichau, Vielmuth, Waschke & Magin, 2022).
Hier kdnnten also die ADAMs bedeutend werden, da eine Inhibition der ADAMSs zu einer
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verminderten Spaltung von Dsg3 und Dsgl und damit zu einer gesteigerten Verfligbarkeit der
beiden Haftproteine flihren kdnnte, sodass die Zellhaftung verbessert wird.

Die vorliegende Arbeit gibt Hinweise auf ein Zusammenwirken von Dsgl und Cortactin, sodass
sich ein neuer Einblick in die Bedeutung von Dsg1 fiir die Zelladhadsion ergibt. Neben seiner
Rolle als Adhasionsprotein hat Dsgl auch eine Funktion als Signalmolekiil, weshalb postuliert
wird, dass durch Dsg1 noch weitere Zellkontakte beeinflusst werden (Green et al., 2022). Uber
die Zusammenwirkung mit Cortactin wadre beispielsweise eine Interaktion mit den
Adharensjunktionen vorstellbar. Auch eine gegenseitige Beeinflussung von Dsgl und den
Verschlusskontakten ist bereits zunehmend Gegenstand der Forschung (Igawa et al., 2011,
Kugelmann et al., 2019a). Ein Zusammenhang von Dsgl und dem Protein Occludin, welches
ein Transmembranprotein der Verschlusskontakte ist, konnte bereits bei den Corneo-
Desmosomen nachgewiesen werden (lgawa et al.,, 2011). Dabei handelt es sich um
Desmosomen in der obersten Schicht der Epidermis, dem stratum corneum. In dieser Form
der Desmosomen ist Dsgl eines der haufigsten Cadherine. Um eine gezielte Abschilferung
dieser Hautschicht bei gleichzeitig intakter Barriere zu gewahrleisten, missen die Corneo-
Desmosomen gezielt gelost werden, und zwar in Interaktion mit den Verschlusskontakten. In
diesem Zusammenhang konnte bereits festgestellt werden, dass wohl die Tight Junctions im
stratum corneum verhindern, dass die Corneo-Desmosomen friihzeitig von Proteasen
abgebaut werden (lgawa et al., 2011). Es stellt sich aber die Frage, ob auch eine in die
umgekehrte Richtung gehende Beeinflussung vorliegen kénnte, sodass beispielsweise Dsgl-
Depletion auch mit einem Zusammenbruch der Barrierefunktion der Haut in Zusammenhang
gebracht werden kann, wie durch die Beobachtung angedeutet wird, dass in heterozygoten,
Dsgl-defizienten Mausen Occludin in der Epidermis vermindert war (Kugelmann et al., 2019a).

Fir die Therapie von Pemphigus Vulgaris konnte sich hier ein vielversprechender
Therapieansatz ableiten lassen. Fir weiterfiihrende Untersuchungen zu den Tight Junctions in
der Haut kdnnten die MEKs mit einer Expression von Occludin, Claudinl und Claudin4 in gut
nachweisbarer Menge ein geeignetes Modell darstellen. Es konnte bereits gezeigt werden,
dass die Aktivitat der Kinasen Erk1/2 fir die Integritat der Tight Junctions noétig ist (Samak,
Aggarwal & Rao, 2011). Da, wie eben erldutert, die Tight Juntions wiederum einen
schitzenden Effekt auf Desmosomen haben kénnen (Igawa et al., 2011), wére es interessant,
diesem Ansatz folgend zu Uberprifen, ob es einen ahnlichen direkten Zusammenhang
zwischen Erk1/2 und der desmosomalen Integritat gibt. Die vorliegende Arbeit wirft nicht nur
einen neuen Blick auf den Zusammenhang von Zelladhadsion und Erk1/2, sondern auch speziell
auf die Interaktion von Dsgl und Erk1/2 und die damit verbundenen Auswirkungen auf die
Zelladhasion in der Haut. Bezliglich dieses Zusammenhangs konnten also zukiinftig genauere
Untersuchungen erfolgen. Zudem ist noch unklar, welche Rolle Cortactin im Zusammenspiel
mit Dsgl und pErk1/2 zukommt.

SchliefRlich drangt sich auf, herauszufinden, worin die Ursache fir die essenzielle Bedeutung
von Dsg1 fiir Zelladhision, ja sogar das Uberleben des ganzen Organismus liegt. Denn obwohl
das Fehlen von Dsgl die Zelladhasion drastischer beeinflusst als eine Dsg3-Defizienz, kommt
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es durch Antikorper ausschlieBlich gegen Dsgl zur schwacheren Auspragungsform von
Pemphigus, Pemphigus Foliaceus (Spindler & Waschke, 2018). Eine mogliche Erklarung ware,
dass das vollstandige Fehlen von Dsgl nicht nur Effekte auf die desmosomale Haftung,
sondern auch auf andere Haftkomplexe hat, beispielsweise die Adhdrensjunktionen
(Nekrasova et al., 2018). Es wurde auch bereits gezeigt, dass das Fehlen von Dsgl neben dem
Zusammenbruch der Hautbarriere (Kugelmann et al., 2019a) zur Ausbildung eines
Entziindungsphanotyps fiihrt, der Ubereinstimmungen mit Psoriasis aufweist (Godsel et al.,
2022). Die weit liber die Rolle als Haftprotein in Desmosomen hinausreichende Wirkung von
Dsgl zeigt sich auch darin, dass dieses Protein dazu in der Lage ist, die gesamte Schichtung
der Epidermis zu modulieren: Eine Depletion von Dsgl fiihrt zu einer signifikant verringerten
Hautschichtung. Flr zuklinftige Untersuchungen zur Zelladhasion bietet es sich daher an, Dsgl
in den Fokus zu nehmen.

Ein weiteres Forschungsgebiet kdnnte die Frage sein, wie Desmosomen andere Zellkontakte
regulieren.
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9 Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung Bedeutung

pm Mikrometer

pl Mikroliter

Abb. Abbildung

ADAM A Disintegrin And Metalloproteinase

AK23 Monoklonaler Antikorper gegen Dsg3,
gewonnen aus einem Pemphigus-Maus-
Modell

AMP AuBere Membranplaque

APS Ammoniumpersulfat

BCA Bichinonsaure

BSA Bovines Serumalbumin

Ca%t Calcium

cAMP Zyklisches Adenosinmonophosphat

Cttn Cortactin

DAPI 4',6-Diamidino-2-phenylindol

DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

Dsg Desmoglein

Dsc Desmocollin

DP Desmoplakin

ECL Enhanced Chemiluminiscence

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EGF Epethelial Growth Factor

EGFR Epethelial Growth Factor Receptor

EGTA Ethylenglykol-bis-(2-aminoethylether)-
tetraessigsaure

Erk Extracellular-signal Regulated Kinase

F-Aktin Filamentares Aktin

FCS Fetales Kalberserum

g Gramm

GAPDH Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase

h Stunde

HaCaT Human low calcium elevated temperature
cell

HbSS Hank's Balanced Salt Solution

HCL Salzsaure

HEPES Hydroxyethylpiperazin-Ethansulfonsaure-
Puffer

IF Immunfluoreszenzmikroskopie

IgG Immunglobulin vom Typ G

IMP Innere Membranplaque
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kDa Kilodalton

MAPK Mitogen-activated-protein-kinase

MEK Murine Epithelial Keratinocytes

MES 4-Morpholineethansulfonic acid

MgCl Magnesiumchlorid

min Minute

ml Milliliter

mM Millimolar

mm Millimeter

MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-
2H-tetrazoliumbromid

NaCl Natriumchlorid

NaF Natriumfluorid

NGS Normal goat serum

NHEK Normal Human Epethilial Keratinocytes

nm Nanometer

NPG N-Propygallat

PBS Phosphate buffered saline

PCA Para-Cumar-Acid

PF Pemphigus Foliaceus

PFA Paraformaldehyd

PKC Proteinkinase C

PMSF Phenylmethansulfonyl-Fluorid

PV Pemphigus Vulgaris

PV-1gG Aufgereinigte Immunglobuline vom Typ IgG
isoliert aus Seren von Patienten mit PV

s Sekunde

SDS Natrium-Dodecylsulfat

Src Sarcoma related kinase

TBS Tris buffered saline

TEMED Tetramethylethylendiamin

WB Western Blot
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untersuchenden Signalwege mit potentieller Bedeutung fir die
Pathogenese des Pemphigus
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