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1. Zusammenfassung

Desmosomen sind Zell-Zell-Kontakte, die in der Haut und anderen mechanisch beanspruchten
Geweben fir eine starke interzelluldare Haftung verantwortlich sind. Dabei handelt es sich um
Multiproteinkomplexe, die sich aus verschiedenen Proteinen zusammensetzen: Cadherine
sind Transmembranproteine, die im interzelluldren Spalt miteinander interagieren, ihnen
schlieBen sich intrazelluldare eine Reihe von Plaqueproteinen an, die die Verankerung an das
Intermediarfilamentzytoskelett vermitteln. Bei der Autoimmundermatose Pemphigus fuhrt
die Autoantikérperbildung vor allem gegen die desmosomalen Cadherine Desmoglein-1
(Dsgl1) und Desmogelin-3 (Dsg3) zur Spaltbildung in der Epidermis und Blasenbildung. Der
genaue Pathomechanismus der Pemphiguserkrankung ist noch nicht abschlieBend geklart,
jedoch finden sich nach Antikérperbindung eine Reihe von Signalwegsalterationen, die zum
Zellhaftungsverlust beitragen. Ein wichtiger Teil der Pathogenese ist das als
,Keratinretraktion” beschriebene Abkoppeln der Desmosomen vom
Intermediarfilamentzytoskelett. 2010 wurde erstmals der protektive Effekt einer
pharmakologischen cAMP-Spiegelerhohung auf einen durch Pemphigus-vlugaris-1gG (PV-IgG)
hervorgerufenen Zellhaftungsverlust durch Hemmung der Dsg-3-Depeletion beschrieben. Mit
der Zulassung des Phosphodiesterasehemmers Apremilast steht mittlerweile ein klinisch
zugelassenes Medikament zu Verfigung, das, neben den in der Zulassungsstudie
beschriebenen Effekten auf das Immunsystem, auch den cAMP-Spiegel in Keratinozyten
erhoht. Im Herzmusekl wurde von einer Starkung der Desmoglein-2-Bindung in Abhangigkeit
einer erstmalig beschriebenen cAMP-abhdngigen Phosphorylierung des desmosomalen
Plaqueproteins Plakoglobin an Serin 665 berichtet.

In dieser Arbeit konnte mittels in vitro-Experimenten der protektive Effekt von Apremilast auf
PV-IgG-induziertem Zellhaftungsverlust dargelegt werden. Im ex vivo-Hautmodell verhinderte
Apremilast die Blasenbildung durch PV-IgGs vollstandig und hemmte die bei Pemphigus
auftretende Keratinretraktion. Es konnte jedoch keine Hemmung der bei Pemphigus
auftretenden Dsg-3-Depletion festgestellt werden und auch auf die
Einzelmolekilbindeeigenschaften von Dsg-3 hatte Apremilast keinen Einfluss. Mechanistisch
flhrt Apremilast in Keratinozyten zu einer Phosphorylierung von Plakoglobin an Serin 665. In
Zusammenschau der Daten scheint cAMP dosisabhdngig verschiedene Schritte in der

Pemphiguspathogenese zu beeinflussen.



Aufgrund seines direkten Einflusses auf die desmosomale Haftung von Keratinozyten und des
bereits etablierten Einsatzes zur Behandlung von Psoriasis kann Apremilast somit als

potenzielles Therapeutikum bei Pemphigus vulgaris vorgeschlagen werden.



2. Einleitung

3. Die Epidermis

Mit 1,6 — 2 m? ist die Hautdecke (lat. ,Integumentum commune®) das nach Fliche groRte
Organ des Menschen. Die Hautdecke lbernimmt im Korper verschiedene Funktionen: sie
absorbiert Strahlung und schitzt den Koérper vor mechanischen und chemisch-toxischen
Schaden, sowie vor dem Eindringen von Krankheitserregern. Zudem ist sie ein Ort der
Immunabwehr und iibernimmt Aufgaben der immunologischen Uberwachung. AuRerdem
sorgt sie fir Temperaturregulation und verhindert zu grof3en Wasserverlust, speichert Energie
und produziert Vitamin D. Zusatzlich ist sie ein Ort der Sinneswahrnehmung, dient aber auch
selbst zur Kommunikation (Welsch et al., 2022, Rassner, 2009, Lillmann-Rauch and Asan,
2019).

Die Hautdecke lasst sich in zwei Schichten gliedern: Cutis mit Oberhaut (lat.: ,,Epidermis®) und
Lederhaut (lat.: ,Dermis”) und die Unterhaut (lat.: ,Subcutis“). Die Subcutis besteht zum
Grofteil aus Fettgewebe, das als Druckpolster, Warmeisolator und Energiespeicher dient. Sie
wird von Bindegewebssepten durchzogen, in denen sich versorgende Leitungsbahnen finden.
Zusatzlich finden sich in der Subcutis Driisen und Organe, die der Sinneswahrnehmung dienen,
sowie Haarfollikel (Lillmann-Rauch and Asan, 2019).

Die sich anschliefende Dermis besteht aus Bindegewebe, verleiht der Haut Festigkeit und
Elastizitdat und speichert Wasser. Man unterscheidet das dichtere Stratum reticulare vom
lockereren Stratum papillare, welches die Dermis mit der Epidermis verzahnt. Die hier
verlaufenden Gefdlle versorgen nicht nur die Umgebung, sondern dienen auch der
Warmeregulation. AuBerdem finden sich Zellen der Immunabwehr und diverse
Sinnesrezeptoren (Welsch et al., 2022).

Die Epidermis ist die dulRerste Schicht des Korpers und bildet die eigentliche Barriere der Haut
zu ihrer Umwelt. Sie besteht aus mehrschichtig verhorntem Plattenepithel, das sich zu 90%
aus Keratinozyten zusammengesetzt (Rassner, 2009). Zusatzlich dazu enthélt sie vereinzelt
Melanozyten, Immunzellen und Sinnesrezeptoren (Lillmann-Rauch and Asan, 2019). Die
Keratinozyten lagern auf einer Basalmembran, die der Dermis aufliegt (Gumbiner, 1996).
Keratinozyten sind spezialisierte Epithelzellen, die innerhalb von vier Wochen verschiedene
Differenzierungsstadien und somit die verschiedenen Schichten der Epidermis durchlaufen

(Blanpain and Fuchs, 2009).
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Im Stratum basale stehen die kubischen Keratinozyten noch direkt tiber Hemidesmosomen
mit der Basallamina in Kontakt. Hier kommen auch Stammzellen vor, die zu weiterhin
teilungsfreudigen Vorlauferzellen proliferieren. Postmitotische Keratinozyten treten
schliefilich in den Differenzierungsprozess ein. Wenn die Zellen zunehmend an Volumen
gewinnen und keinen direkten Kontakt mehr zur Basalmembran haben, spricht man von
Stratum spinosum. Im anschliefenden Stratum granulosum enthalten die Zellen zunehmend
basophile  granuldare  Strukturen, sogenannte  Keratohyalingranula, die aus
Zytokeratinfilamentbiindeln und Keratohyalin bestehen und erste Korrelate der beginnenden
Verhornung sind (Lillmann-Rauch, 2015). Die oberste Schicht bildet das Stratum corneum, in
dem die apoptotischen Keratinozyten nun als kernlose Korneozyten zusammen mit einer
speziellen, von den Keratinozyten gebildeten Interzellularsubstanz die Hornschicht bilden.
Unter Wahrung eines Gleichgewichts mit den neugebildeten Basalzellen werden hier alte

Hornzellen abgeschilfert (Rassner, 2009).

Epidermis Proteinverteilung
Plaqueproteine Keratinfilamente
Stratum corneum —
PG
Dsgl  Dscil Dsg4 DP

B @
Stratum granulosum — P &
L @
[ ] 1]
® ® e .
CK1/
= CK10
Stratum spinosum —
CK5/
. . CK14

Dsc2 Dsc3 Dsg2
Dsg3

Stratum basale — [ ]

Desmosomen

Abbildung 1: Gliederung der Epidermis und vereinfachte Darstellung der Verteilung desmosomaler Proteine.

Modifiziert nach Egu et al., 2022 und Kirfel et al., 2003, mit BioRender.com erstellt.

3.1. Zell-Zell-Kontakte

Um mechanischen Zusammenhalt zu gewahrleisten und mit der eigenen Umwelt interagieren

zu konnen, bilden Zellen verschiedene Arten von Zellkontakten untereinander, sowie mit der
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umgebenden Matrix aus. Diese finden sich je nach Funktion des Gewebes in verschiedener
Auspragung (Alberts, 2015).

Verschlusskontakte (Tight junctions) kommen in Endothelien, sowie einschichtigen und
mehrschichtigen Epithelien vor und dienen der Versiegelung des Interzellularspalts und
Abgrenzung von verschiedenen Kompartimenten. Sie tragen zur Bildung einer
Diffusionsbarriere bei, wodurch der parazelluldre Transport limitiert wird. Die
Verschlusskontakte werden durch die Proteine Occludin und verschiedene Claudine gebildet
und sind Uber Adaptorproteine an das Aktinskelett gekoppelt. Ohne eine Absicherung durch
mechanische Zellkontakte in unmittelbarer Ndhe kann eine Barriere jedoch nicht
aufrechterhalten werden (Capaldo et al., 2014, Green et al., 2019).

Kommunikationskontakte (Nexus, ,,Gap junctions”) bilden ionendurchlassige Kanale zwischen
dem Inneren von zwei Zellen, wodurch ein elektrophysiologischer und metabolischer
Austausch bis zu einer MolekiilgréRe von <1 kDa erméglicht wird (Lillmann-Rauch and Asan,
2019). Besonders wichtig sind diese Kontakte fiir koordinierte muskuldre und neuronale
Erregung. Mehrere Connexine bilden ein Connexon und je ein Connexon von zwei
benachbarten Zellen eine ,,Gap junction”. Die Connexone sind ebenfalls Giber Adaptorproteine
an das Aktinskelett angebunden (Alberts, 2015).

Die Basalzellen bilden an der Basalmembran Zell-Matrix-Kontakte und vermitteln so Haftung
an die sie umgebende Matrix. Integrine formen Hemidesmosomen und Fokalkontakte und
interagieren iber Laminine mit den Kollagenen der Extrazellularmatrix (Alberts, 2015, Green

et al., 2019).

3.1.1. Haftkontakte, Adhasionskontakte

Adhaerens-Junktionen werden von Desmosomen unterschieden. Adhdrenskontakte treten in
vielen nicht-epithelialen Geweben meist als kleine punktférmige oder lineare Kontakte auf. In
Epithelien finden sie sich am haufigsten in Form einer Zonula adhaerens und verbinden Zellen
ringsherum girtelfdrmig mit Nachbarzellen. In den Adhdrenskontakten finden sich als
Transmembranproteine gewebespezifische klassische Cadherine, in Epithelien z.B. E-Cadherin
(Franke, 2009). Verankert werden die Adhdrenskontakte tber ihre Plaqueproteine (u.a. a-, -
und p120-Catenin) mit den hier parallel zur Membran laufenden Aktin- und Myosinfilamenten
(Lallmann-Rauch and Asan, 2019). Den in der Plaque vorkommenden Proteinen kommen
verschiedene Aufgaben zu. Zum einen dienen sie als Mechanosensoren und kénnen auf die

entlang des Zytoskeletts auftretenden Krafte oder andere regulatorische Signale reagieren
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und in der Folge ihre Bindung stirken (Hegazy et al., 2022, Alberts, 2015). Zum anderen
entsteht durch dieses komplexe Netzwerk die Fahigkeit zu einer gewissen Mobilitat und
Motilitat der Zellen, wodurch die Zellen die Moglichkeit erlangen, ihre Oberflache zu
modellieren und z.B. Krypten oder Vesikel zu bilden (Alberts, 2015).

Besondere Bedeutung haben die Adhdrens-Junktionen zudem in der embryonalen

Entwicklung (Franke, 2009).

3.1.1. Desmosomen

Desmosomen sind fleck- oder punktférmige Haftkontakte von 0,2 — 0,5 um Durchmesser und
die wichtigsten Zell-Zell-Kontakte, um die Integritdt von Geweben bei mechanischer Belastung
zu gewahrleisten (Thomason et al.,, 2010). Man findet sie daher vor allem in mechanisch
beanspruchten Geweben wie der Haut, den Schleimhauten, sowie dem Myokard (Waschke,
2008, Kowalczyk and Green, 2013). Daruiber hinaus finden sich aber auch in der Arachnoidea
Desmosomen und einzelne desmosomale Proteine (Akat et al., 2003).

Desmosomen sind Proteinkomplexe bestehend aus Proteinen unterschiedlicher Familien:
desmosomale Cadherine wie Desmogleine (Dsg) und Desmocolline (Dsc), Armadilloproteine
wie Plakoglobin (Pg) und Plakophilin (Pkp), sowie Desmoplakin (Dp) aus der Plakinfamilie
(Green et al.,, 2019). Uber Intermediirfilamente werden sie am Zytoskelett verankert
(Waschke, 2008) (siehe Abbildung 2).

In elektronenmikroskopischen Aufnahmen sind Desmosomen an ihren elektronendichten
Plaques zu erkennen, die sich spiegelbildlich entlang der zytoplasmatische Seite der
Plasmamembran von aneinanderhaftenden Zellen anordnen. Man unterscheidet die innere
dichte Plaque (IDP), in der Intermediarfilamente (IF) an Dp binden, von der duReren dichten
Plaque (engl. ,outer dense plaque”, ODP), die direkt der Plasmamembran (PM) anliegt. Im ca.
30 nm breiten Interzellularspalt findet die eigentliche Bindung der Extrazellulardoman der
desmosomalen Cadherine statt, welche durch eine verdichtete Mittellinie (engl. ,dense
midline”, DM) im elektronenmikroskopischen Bild zu erkennen ist (Thomason et al., 2010,

Hegazy et al., 2022).
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Abbildung 2: A Struktureller Aufbau eines Desmosoms. B Elektronenmikroskopische Darstellung eines Desmosomes.
AuRere dichte Plaque (ODP), Innere dichte Plaque (IDP), verdichtete Mittellinie (DM), Plasmamembran (PM)

Intermediarfilamente (IF). Modifiziert nach Waschke and Spindler, 2014, mit BioRender.com erstellt (A). Aus Thomason et

al., 2010, GroRenmarker 160 nm (B).
3.1.2. Zelladhasionsmolekdle

Die Gruppe der Cadherine umfasst mehr als 180 verschiedene Transmembranroteine, deren
charakteristische, namensgebende Eigenschaft ihre Ca?*-abhingige Fahigkeit zur Ausbildung
von extrazelluldren Bindungen ist (Alberts, 2015). Alle Cadherine weisen eine &dhnliche
Primarstruktur auf. Gemein haben sie ihre extrazelluldire Komponente bestehend aus
mehreren Kopien von extracellular cadherine (EC) domains, die sich wiederum aus ca. 110
Aminosauren zusammensetzen, die unter anderem 7 R-Faltblatter bilden. Die Anzahl an
Wiederholungen der EC-Domanen und ihre Anordnung erlaubt eine Zuordnung in weitere
Untergruppen (Brasch et al., 2012). Dem N-terminus vorgeschaltet liegt ein Precursor-Protein,
welches intrazelluldar synthetisiert und proteolytisch abgespalten wird, bevor ein aktives
Adhéasionsmolekil entstehen kann (Amagai, 1995). Von je einem extra- und einem
intrazellularen Anker flankiert, folgt eine Transmembrandomane, die die Zellmembran einmal
durchspannt, sodass das Aminoende extrazelluldr zu liegen kommt (Amagai, 1995, Dusek et
al.,, 2007). C-terminal, auf der zytosolischen Seite der Membran folgt dem intrazellularen
Anker eine Cadherin-typische Sequenz (ICS) mit Bindungsstellen fiir die sich anschlieRenden
Plagueproteine. Uber diese Sequenz interagieren die Desmogleine auferdem mit
Nachbarmolekilen (Dusek et al., 2007).

Unterschieden werden die klassischen Cadherine, wie E-, N- und P-Cadherin, von den nicht-
klassischen Cadherinen (Harris and Tepass, 2010). Diese beinhalten auch die desmosomalen
Cadherine, Desmoglein und Desmocollin, deren Aminosauren zu ca. 30% homolog zueinander

und zu denen der klassischen Cadherine sind (Garrod et al., 2002).
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Die klassischen Cadherine sind bisher am besten untersucht und stellen eine Art Prototyp fur
Ca2+abhangige homophile Zellinteraktion dar. Ihre Ektodomane besteht aus finf starren EC-
Doménen, welche untereinander durch ein Ca?*-abhéngig versteifendes Gelenk verbunden
sind (Shapiro and Weis, 2009, Shapiro et al., 1995, Overduin et al., 1996). Bindungen zwischen
zwei Cadherinen von benachbarten Zellen werden trans-Bindungen genannt, wahrend zwei
benachbarte Cadherine derselben Zelle cis-Bindungen ausbilden (He et al., 2003, Al-Amoudi
et al., 2007). Strukturelle Analysen der Ektodoméanen der Cadherine haben ergeben, dass das
N-terminale B3-Faltblatt der EC1-Domane entscheidend fiir die trans-Bindung von klassischen
Cadherinen ist. Schlissel ist dabei die wechselseitige Interaktion eines hydrophoben Ankers
des einen Cadherins in eine passendende hydrophobe Tasche des gegeniiberliegenden
Cadherins. Dieser Mechanismus wird auch ,strand swap“ (Strangaustausch) genannt (Brasch
etal., 2012).

Obwohl bisher kein Nachweis des genauen Bindungsverhaltens der desmosomalen Cadherine
gelingen konnte, wird aufgrund der groBen Homologie, besonders der EC1-Domane,
vermutet, dass sie einen dhnlichen Bindungsmechanismus wie die klassischen Cadherine
nutzen (Yin and Green, 2004, Dusek et al., 2007, Green et al., 2019, Hegazy et al., 2022). Es
wurden sowohl heterophile als auch homophile Interaktionen zwischen den verschiedenen
desmosomalen Cadherinen nachgewiesen. Strukturelle Analysen zellfreier Experimente
deuten darauf hin, dass homophile Interaktionen durch geladene Aminosdauren gehemmt
werden konnten und deshalb schwacher als heterophile seien (Harrison et al., 2016). Studien
mit lebenden Keratinozyten zeigten hingegen eine Praferenz der homophilen Interaktionen
(Vielmuth et al., 2018a, Nie et al., 2011).

Beim Menschen finden sich vier Isoformen von Desmogleinen (Dsgl-4) und drei Isoformen
von Desmocollinen (Dsc1-3), deren Verteilung gewebe- und differenzierungsabhangig ist.
Neuere Erkenntnisse deuten darauf hin, dass diese Expressionsmuster eine wichtige Rolle bei
der Ausdifferenzierung der epidermalen Schichten haben (Kowalczyk and Green, 2013). So
unterscheiden sich die Desmosomen auch auf biochemischer und funktioneller Ebene in
Abhéangigkeit der Gewebeschichten (Brooke et al., 2012).

Dsg2 und Dsc2 werden in allen Desmosomen-tragenden Geweben exprimiert, in der Haut vor
allem in der basalen Schicht. Dsgl und Dscl werden in der granuldren und spindsen Schicht
kraftig exprimiert und nehmen zu den tieferen Schichten hin ab. Dsg3 und Dsc3 findet sich in

umgekehrter Weise verstarkt in den basalen Zellschichten und nimmt nach superfiziell hin ab.
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Dsg4 findet sich in Haarfollikeln und ist auf die granulare Schicht beschrankt (Brooke et al.,
2012) (siehe Abbildung 1).

Uber ihr desmosomales Vorkommen hinaus finden sich desmosomale Cadherine auch
"extradesmosomal", wo eine Assoziation zu Aktinfilamenten disskutiert wird (Sato et al., 2000,
Tsang et al., 2012, Fuchs et al.,, 2023). Diese fungieren adhasionsabhanig, wie auch -
unabhangig als Signalmolekiile und vermitteln ,,outside-in-signaling” (Waschke and Spindler,

2014, Yulis et al., 2018).

3.1.3. Plaqueproteine

Plakoglobin (Pg, auch y-Catenin genannt) und die Plakophiline sind Proteine der Gruppe der
Armadilloproteine und Bestandteile der desmosomalen Plaque. lhre Aufgabe ist zum einen
die mechanische Verankerung und Bindung der Cadherine an das Zytoskelett Giber Dp. Zum
anderen steuern beide Proteine die Assemblierung von Cadherinen und deren laterale
Interaktion und nehmen so eine zentrale Rolle bei der Regulation des Auf- und Abbau der
Desmosomen ein (Kowalczyk and Green, 2013).

Pg setzt sich aus 12 Armadillo-Wiederholungen, flankiert von einer N- und einer C-terminalen
Region, zusammen. Uber seine C-terminale Seite bindet Pg an die ICS-Domane von Dsg und
Dsc und fungiert so als Bricke zwischen dem Cadherin-Schwanz und den
Intermediarfilamente-bindenden Proteinen (Delva et al.,, 2009). Es zeigt eine groRe
Ahnlichkeit zu B-Catenin, welches dhnliche Aufgaben in Adhirens-Junktionen erfiillt. Beide
Proteine kdnnen in den Zellkern translozieren und Einfluss auf die Proteinexpression und den
Zellzyklus nehmen (Green and Simpson, 2007, Hu et al., 2003, Brooke et al., 2012). Pg kann
sowohl mit desmosomalen Proteinen interagieren als auch mit denen der Adhdrens-
Junktionen, weshalb ihm eine besondere Rolle bei der Formierung neuer Zellkontakte
zugeschrieben wird (Hegazy et al., 2022). Eine Reihe von moglichen Phosphorylierungsstellen
beeinflussen die Funktion und Bindungsaffinitdt von Pg an desmosomale Cadherine und Dp
und somit auch die Starke der desmosomalen Bindung (Miravet et al., 2003, Yin et al., 2005a,
Gaudry et al.,, 2001, Hu et al., 2001).

Pg-defiziente Keratinozyten sind nicht mehr in der Lage, adaquat auf Umweltreize zu
reagieren (Yin et al.,, 2005b). Sie zeigen eine Reihe von Signalwegdysregulationen und
hyperproliferieren. In dieser Weise wirkt Pg wie ein Gegenspieler des Tumorpromotors [3-
Catenin (Williamson et al., 2006, Charpentier et al., 2000, Yin et al., 2005a). Die Verbindung

von Zelladhdsion durch Cadherine und an diese gebundenen Plaqueproteinen zu Pg-
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vermittelten Transkriptionsmechanismen zeigt, wie durch Pg Umweltreize in die Regulation
des Zellzyklus und der Zelladhasion integriert werden (Waschke, 2008, Williamson et al., 2006,
de Bruin et al., 2007).

In einer Studie mit Kardiomyozyten und murinen Herzschnitten konnte gezeigt werden, dass
adrenerges  Signaling,  mittels  [B-Agonist oder Adenylatzyklaseaktivator  und
Phosphodiesteraseinhibitor, die Zelladhasion durch Starkung der Desmoglein-2 Interaktion
verbessert. Fiir dieses Phanomen wurde der Begriff der positiven Adhasiotropie gepragt. Als
zugrunde liegender Mechanismus wurde die Pg-Expression in den Glanzstreifen und im
Speziellen eine PKA-abhangige Phosphorylierung von Pg an Serin 665 identifiziert. Sowohl Pg-
defiziente Kardiomyozyten als auch Kardiomyozyten mit phosphodefizienten Pg an S665
zeigten kein Ansprechen auf eine cAMP-Spiegelerh6hung mehr (Schinner et al., 2017).

Die Pkp 1-3 gehoren zur Gruppe der pl20-Catenin-Unterfamilie und werden ebenfalls
differenzierungsabhangig exprimiert (Kowalczyk and Green, 2013). Sie helfen dabei, die
desmosomalen Proteinen zur elektronendichten Plaque zu biindeln (Hegazy et al., 2022).

Dp spielt eine Schlisselrolle als Verbindungsstlick zwischen der Plasmamembran und den
Keratinfilamenten. Es formt Homodimere, welche N-terminal an Pg und Pkp und C-terminal
an die Keratinfilamente binden (Kowalczyk and Green, 2013). Es sind zwei verschiedene
Splicingvarinaten von Dp bekannt, die ebenfalls gewebe- und differenzierungsabhangig
exprimiert werden (Brooke et al., 2012). Dp ist an der Regulation der desmosomalen Haftung
und Verankerung der Keratinfilamente u.a. tiber den PKCa.-Signalweg beteiligt (Kroger et al.,

2013, Hobbs and Green, 2012).
3.1.4. Keratinfilamente

Keratinfilamente sind die Intermediarfilamente der Keratinozyten. Intermedidrfilamente
vermitteln mechanische Starke, indem sie seilartige Strukturen bilden. Sie finden sich daher
in besonderem MaRe in Zellen, die groRen mechanischen Belastungen ausgesetzt sind
(Alberts, 2015, Kirfel et al., 2003). Sie setzen sich aus mehreren einzelnen langlichen Proteinen
mit zentraler a-Helix zusammen. Je zwei Proteine sind spiralformig zu einem Dimer
verwunden. Zwei Dimere wiederum bilden ein Tetramer, von welchen sich acht lateral
zusammenlagern, um ein seilartiges Filament zu bilden (Herrmann and Aebi, 2016). Im
Gegensatz zu Aktin oder Mikrotubuli zeigen Intermediarfilamente keine polare Anordnung
(Bragulla and Homberger, 2009). Unter den Intermediarfilamenten bilden Keratinfilamente

mit Gber 20 verschiedenen Varianten die diverseste Gruppe (Alberts, 2015). Keratinfilamente
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werden Uber Disulfidverbindungen quervernetzt, wodurch sie selbst nach dem Zelltod
weiterbestehen kénnen (Alberts, 2015, Jacob et al., 2018). Die ist besonders wichtig, da
Keratin toten Geweben wie der Hornhaut, aber auch Nageln und Haaren Struktur verleihen
(Alberts, 2015).

Eine einzelne Epithelzelle kann mehrere Keratinvarianten exprimieren. Verschiedene
Keratinvarianten werden u.A. gewebe- und differenzierungsabhangig exprimiert. In
mehrreihigen Epithelien finden sich vor allem Keratin 5 und 14, welches vor allem in den
basalen Schichten von mitotisch aktiven Zellen produziert wird (Bragulla and Homberger,
2009). In den oberflachlicheren Schichten hingegen wird zunehmend Keratin 1 und 10
exprimiert (Kirfel et al., 2003), (siehe Abbildung 1).

Es gibt verschiedene Beschreibungen des Aufbaus des Keratinzytoskelett in Hautzellen
(Omary, 2009, Jacob et al., 2018). Ein Ansatz vergleicht die Struktur der Keratinfilamente mit
dem Aufbau eines Rades. Analog zu den Radspeichen finden sich prominente, kraftige
Keratinfilamente, die vom Kern ausgehend zu Desmosomen ziehen und diese an das
Zytoskelett anschlieBen. Zirkumferentiell laufende Filamente verbinden vergleichbar mit der
Radfelge Haftkontakte lateral miteinander (Quinlan et al., 2017).

Dariiber hinaus sind Keratinfilamente an der Regulation von Signalwegen beteiligt. Zum einen
kdnnen sie durch z.B. Phosphorylierungen modifiziert werden, zum anderen steuern sie direkt
oder indirekt Gber zwischengeschaltete Signalmolekiile Signalwege (Vielmuth et al., 2018c,
Berkowitz et al., 2005, Kroger et al., 2013, Woll et al., 2007). Keratinfilamente regulieren so
u.a. die Bindungseigenschaften von Desmogleinen und nehmen damit direkten Einfluss auf
desmosomale Adhasion (Vielmuth et al., 2018b). Zudem sind sie an der PKC-vermittelten

Regulation der Dp-Phosphorylierung beteiligt (Kroger et al., 2013).
3.1.5. Desmosomaler Molekilumsatz

Die Desmosomen verankern intrazelluldre Keratinfilamente (iber mehrere Zellen hinweg und
erzeugen ein zellibergreifendes Gerist. Desmosomen sind dennoch keineswegs statische
Strukturen, sondern komplexe, an vielen verschieden Entwicklungs- und
Differenzierungsprozessen beteiligte Mechanosensoren (Nekrasova and Green, 2013). Hierzu
unterliegen sie einem stetigen Umbauprozess und beeinflussen andere Zellkontakte (Kitajima,
2013, Green et al., 2019). Wichtig sind diese Anpassungen in der Embryogenese und
Differenzierung von Geweben, bei Wundheilungsprozessen und der Anpassung an

wechselnde Krafteinfllisse und Stressoren (Yin and Green, 2004, Saito et al., 2012).
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Grundvoraussetzung fiir den Aufbau intakter Desmosomen ist die von klassischen Cadherinen
vermittelte Adh&sion. Daruiber hinaus ist Ca?* ein wichtiger Faktor (Nekrasova and Green,
2013). Zellen, die keine klassischen Cadherine (wie z.B. E-Cadherin) exprimieren, sind nicht in
der Lage, Desmosomen auszubilden (Michels et al., 2009). Desmosomen stehen gerade zu
Beginn in engem Austausch mit Adharens-Junktionen, wobei beide Zellkontakten einander im
Aufbau beeinflussen (Green et al., 2019, Kowalczyk and Green, 2013, Spindler and Waschke,
2018). Unser bisheriges Verstandnis vom initialen Aufbau eines Desmosoms ldsst sich wie folgt
zusammenfassen: Anfangs finden sich Uber Mikrotubuli und Kinesine unabhangig
transportiertes Dsg2 und E-Cadherin zu Clustern an der Zellmembran zusammen (Hegazy et
al., 2022, Nekrasova and Green, 2013, Shafraz et al., 2018). Im Verlauf werden Dsc-2 und
Aktin-abhangig Dp rekrutiert, wodurch groere Cluster entstehen (Hegazy et al., 2022,
Waschke and Spindler, 2014). Die Komplexitdt der desmosomalen Plaque steigt mit dem
Einbau jeder weiteren Proteinklasse an. In der Folge werden die bereits an Dp gekoppelten
Keratinfilamente angeschlossen (Spindler and Waschke, 2018). Pkps spielen hier ein
Schlisselrolle, da sie die Anbindung an das Zytoskelett organisieren, Pg scheint u.a. die Lange
der Plaque zu regulieren. Die gebildeten Strukturen dhneln halben Desmosomen (Nekrasova
and Green, 2013).

Haben sich die Desmosomen einmal formiert, unterliegen sie weiterhin stetigen
Umbauprozessen, wie FRAP- und elektronmikroskopische Daten zeigen (Windoffer et al.,
2002). Die desmosomalen Cadherine stehen im bestdndigen Austausch mit extra-
desmosomalen Pools (Nekrasova and Green, 2013). Basales Dsc3 und Dsg3 geht in den zur
Oberflache migrierenden Zellen zunehmend verloren, wahrend die Dsgl- und Dscl-
Expression zunimmt (Hegazy et al., 2022). So wandeln sich die anfangs kleineren, weniger
organisierten Desmosomen im Stratum basale mit der Ausdifferenzierung der Zellen nach
suprabasal zu groReren, elektronendichteren und hochstrukturierten um (Green and

Simpson, 2007).
3.1.6. An der Regulation von desmosomaler Adhéasion beteiligte Signalwege

Eine Reihe von Signalmechanismen beeinflussen den desmosomalen Molekilumsatz und
steuern so die Funktion der Desmosomen. Haufig geschieht dies Uber posttranslationale
Modifikationen desmosomaler Proteine, wodurch die Bindungseigenschaften von Proteinen

beeinflusst werden (Hegazy et al., 2022).
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Ca?*-Signaling, EGFR und die p38MAPK sind wichtige Signalwege in diesem Zusammenhang
(Waschke and Spindler, 2014, Yulis et al., 2018, Nekrasova and Green, 2013). In
Untersuchungen zu Zellmigration und Wundverschluss konnte der Einfluss von Ca%*-Signaling
Uber die Proteinkinase C o (PKCa) auf die desmosomale Haftung, insbesondere
Hyperadhasivitat, belegt werden (Garrod and Kimura, 2008, Sajda and Sinha, 2018, Nekrasova
and Green, 2013). Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) -Signaling beeinflusst (ber
Tyrosinkinasen zum einen direkt die Zelladhdsionen durch Phosphorylierung von Proteinen
der Adhéarenskontakte und Desmosomen, zum anderen nimmt es Einfluss auf andere
Signalwege (Sajda and Sinha, 2018, Nekrasova and Green, 2013, Egu et al.,, 2024). In
Keratinozyten liegt die p38MAP-Kinase in einem Komplex mit desmosomalen und
extradesmosomalen Dsg3 und Pg, sowie Dsgl vor (Schmitt et al., 2021, Spindler et al., 2013).
Sie wird mit Zelldifferenzierung und Apoptose assoziiert und nimmt dartber hinaus eine
zentrale Rolle in der Pathogenese vom Pemphigus vulagris ein (Sajda and Sinha, 2018, Spindler
et al., 2013, Berkowitz et al., 2006). Von ihr ist bekannt, dass sie als Teil des MAP-Kinase-
Signalwegs u.A. die Keratinfilamentorganisation und somit die zytoskelettale Verankerung der

Desmosomen reguliert (Waschke and Spindler, 2014, Berkowitz et al., 2005).

3.2. Regulation der Zelladhasion durch cAMP

Cyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) kann aus Adenosintriphosphat (ATP) gebildet
werden und beeinflusst als intrazellulares Signalmolekil zahlreiches Stoffwechselprozesse
und Signalwege, aber auch die Gentranskription. Externe Stimuli wie Hormone,
Wachstumsfaktoren oder Neurotransmitter beeinflussen tber G-Proteine die Bildung von
cAMP durch Adenylatcyclasen (AC). Es existieren neun Isoformen von membrangebundenen
Adenylatcyclasen und eine zytosolische (Taskén and Aandahl, 2004). Phosphodiesterasen
(PDE) sind die einzigen Enzyme, welche cAMP in Adenosinmonophosphat (AMP) spalten und
so das Signaling inaktivieren (Kopperud et al., 2003). Daneben kdnnen lonenkanale (cyclic-
nucleotide-gated ion channels) Einfluss auf den cAMP-Spiegel nehmen (Houslay and Adam:s,
2003).

Eine weitere wichtige Eigenschaft von cAMP-Signaling ist, dass die Bereiche in einer Zelle, in
welchen cAMP seine Wirkung entfaltet, stark kompartimentalisiert sind (Fischmeister, 2006).
Dies wird dadurch erreicht, dass sowohl Effektorenzyme wie die PKA und EPAC (exchange

proteins regulated by cAMP), als auch Adenylatcyklasen, Phosphatasen und
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Phosphodiesterasen nicht gleichmaRig in der Zelle verteilt vorliegen, sondern uber
Ankerporteine an bestimmte zelluldare Orte gebunden werden (Houslay and Adams, 2003).
Diese finden sich haufig wie auch andere Zellsignalmolekdile in cholesterinreichen Regionen
der Zellmembran, auch genannt ,membrane rafts” (Taskén and Aandahl, 2004). Dadurch
konnen regional wirksame cAMP-Spiegel sich vom gesamtzytosolischen deutlich
unterscheiden (Kopperud et al., 2003, Taskén and Aandahl, 2004, Fischmeister, 2006). Fur
diese Komplexe aus mehreren Signalproteinen wurde auch der Begriff ,,Signalosom” gepragt
(Fertig and Baillie, 2018).

Es existieren elf verschiedene PDE-Familien. Phosphodiesterasen der Klasse 4 (PDE4)
hydrolysieren  ausschlieBlich cAMP und sind daflir bekannt, in Leukozyten
proinflammatorische Wirkung zu besitzen. PDE-Inhibitoren werden daher schon lange bei der
Behandlung entziindlicher Erkrankungen eingesetzt (Houslay and Adams, 2003). Vier Gene
(A/B/C/D) generieren durch alternatives Splicing tiber 20 verschiedene Isoformen der PDE4.
Sie unterscheiden sich durch ihre N-terminale Region und werden je nach Ldange in vier
Gruppen eingeteilt (Houslay et al., 2007). Neben einer katalytischen Region verfiigen sie liber
regulatorische Stellen, u.A. steht die Aktivitdt der PDE4 unter dem Einfluss der Proteinkinase
A, Mg?* und ERK-Signalings (Houslay and Adams, 2003). Uber Bindungsstellen fiir
Ankerproteine (AKAPs), die ebenfalls durch regulatorische Stellen beeinflusst werden, kann
die PDE4 an verschiedene intrazellulire Kompartimente gebunden werden (Houslay and
Adams, 2003, Tasken et al., 2001).

Erhohte intrazellulare cAMP-Spiegel beeinflussen wiederum die Kinetik verschiedener
Enzyme. Die prominentesten Ziele von cAMP sind die Proteinkinase A (PKA) und EPAC, sowie
das cAMP response binding protein (CREB) (Cheng et al., 2008, Gonzalez and Montminy,
1989). Im inaktiven Zustand liegt die PKA als Holoenzym, zusammengesetzt aus zwei
regulatorischen und zwei katalytischen Untereinheiten, vor. Unter Einfluss von cAMP kénnen
die Untereinheiten dissoziieren und die katalytischen Einheiten dann in ihrer aktiven Form
vorliegend Serin- und Threoninreste von Proteinen phosphorylieren (Cheng et al., 2008).
Dariiber hinaus kdnnen die katalytischen Untereinheiten in den Kern translozieren und dort
den Transkriptionsfaktor CREB phosphorylieren, wodurch die Gentranskription beeinflusst
wird (Kopperud et al., 2003, Gonzalez and Montminy, 1989). Zudem bindet cAMP an die
Guaninaustauscher Epac-1 und -2 (exchange protein activated by cAMP), welche im weiteren

Verlauf die GTPasen Rap-1 und -2 aktivieren (Schlegel and Waschke, 2014, Bos, 2006).
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Von cAMP ist bekannt, dass es in den Endothelien der Blutgefdlle die Barrierefunktion
verbessert (Schlegel and Waschke, 2014). Dariiber hinaus konnte die protektive Funktion von
cAMP auf Pemphigus-induzierten Haftungsverlust in der Haut, sowie positive Adhasiotropie
am Herzen belegt werden (Spindler et al., 2010, Vielmuth et al., 2023, Yeruva and Waschke,
2023).

3.3. Blasenbildende Autoimmundermatosen

Unter den blasenbildenden Autoimmundermatosen wird eine Gruppe von schweren bis hin
zu lebendbedrohlichen organspezifischen Autoimmunkrankheiten zusammengefasst, deren
gemeinsames Merkmal eine autoantikoérperbedingte Schadigung von Haft- und
Strukturproteinen ist (Fritsch, 2009). Es werden je nach Ort der Spaltbildung drei
Hauptgruppen unterschieden: Die Pemphigus-Gruppe, vom griechischen Wort mepdi§
(Pemphix) fiir Blase abgeleitet, kennzeichnet eine intraepidermale Spaltbildung, auf deren
genauere Pathogenese im Folgenden eingegangen werden wird (Schmidt et al., 2000). Davon
werden Erkrankungen der Pemphigoid-Gruppe unterschieden, bei welchen es durch eine
Autoimmunreaktion gegen Bestandteile der Hemidesmosomen zu einer Spaltbildung an der
dermoepithelialen Junktionszone kommt (Schmidt and Zillikens, 2013). Des Weiteren
existieren Erkrankungen mit dermolytischer Spaltbildung in der sublaminaren Dermis (Fritsch,

2009, Schmidt et al., 2000, Rassner, 2009).

3.4. Pemphigus

Innerhalb der Pemphiguserkrankungen werden drei Haupttypen unterschieden: Pemphigus
vulgaris (PV), Pemphigus foliaceus (PF) und paraneoplastischer Pemphigus (PNP). Die
haufigsten assoziierten Tumorerkrankungen bei PNP stammen mit 70-80% aus dem
hamatoonkologischen Formenkreis. Auch wenn sich ebenfalls am haufigsten Antikdrper
gegen Dsg3 finden, ist die Bandbreite der Antigene groRRer, was das polymorphe klinische
Erscheinungsbild erklart und haufiger zu schwerer Klinik fiihrt (Ohzono et al., 2015). Dariber
hinaus werden weitere Pemphigusvarianten wie z.B. Medikamenten-induzierter Pemphigus
und eine endemische Form des Pemphigus unterschieden (Kasperkiewicz et al.,, 2017).
Innerhalb des Pemphigus vulgaris wird zwischen Subtypen wie dem durch plazentagangige

Antikorper verursachte Pemphigus neonatorum oder dem durch papillomatésen und
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verrukdsen Vegetationen gekennzeichnete Pemphigus vegetans differenziert (Kneisel and

Hertl, 2011a).

3.4.1. Epidemiologie

Die Inzidenz von Pemphigus variiert weltweit deutlich. Wahrend in Europa, den Vereinigten
Staaten und Japan Pemphigus vulgaris die haufigste Subgruppe ist und vor allem Patientinnen
zwischen 50 und 60 Jahren betrifft, findet sich in Slidamerika und Nordafrika haufiger
Pemphigus foliaceus, an welchem haufiger jlingere Patientinnen erkranken (Bystryn and
Rudolph, 2005, Didona et al.,, 2022). Dies erklart man sich durch das Auftreten einer
endemischen Variante des Pemphigus foliaceus (Hans-Filho et al., 2018). Dabei werden
verschiedene Umweltantigene, vor allem Insektenstiche, und eine genetische Pradisposition
als Ausloser einer Autoimmunreaktion diskutiert (Hans-Filho et al., 2018, Di Zenzo et al.,
2012).

Sowohl das gehdufte Auftreten von Pemphigusfdllen in Familien als auch eine erhodhte
Pravalenz von anderen Autoimmunerkrankungen ldsst eine genetische Pradisposition
vermuten. Genetische Analysen haben ergeben, dass vor allem bestimmte HLA Haplotypen
bei Pemphiguspatientinnen ein gehduftes Vorkommen zeigen (Schmidt et al., 2019). Daneben
sind weitere nicht-HLA-assoziierte Genloci, wie z.B. Interleukine oder Immunglobuline,
Gegenstand aktueller Untersuchungen (Vodo et al., 2018). Insgesamt ist weltweit von einer
Pemphigus-Inzidenz zwischen 0,75 und 16 Neuerkrankungen pro einer Millionen Einwohner

auszugehen, wobei ca. 70-80% der Falle auf Pemphigus vulgaris entfallen (Kridin, 2018).

3.4.2. Atiologie

Die erhohte Pravalenz bestimmter HLA-Haplotypenvarianten (HLA = human leucocyte
antigen, auch MHC = major histocompability complex) bei Pemphiguspatientinnen kann eine
genetische Pradisposition der Erkrankung erklaren, wahrend das Vorkommen gesunder
Merkmalstriger die multifaktorielle Atiologie unterstreicht (Yan et al., 2012). Ein aktueller
Erkldrungsansatz beschreibt die Atiologie des Pemphigus folgendermaRen: Die Prisentation
von Dsg-Peptiden Uber pradisponierende Varianten von MHC-II-Molekiilen mit erhéhter
Bindungsaffinitat fir immunogene Dsg3-Peptide fiihrt durch autoreaktive CD4+ T-Zellen zur
Aktivierung autoreaktiver B-Zellen und Antikorperbildung (Pollmann et al., 2018, Eming et al.,
2014). Zusatzlich beeinflussen T-Helferzellen und regulatorische T-Zellen die Entstehung

autoreaktiver B-Zellen (Veldman et al., 2003, Schmidt et al., 2016).
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3.4.1. Klinik

Die antikorperbedingte Akantholyse resultiert bei Pemphiguspatientinnen in Hautldasionen
und den namensgebenden, intraepidermal gelegenen Blasen (Kneisel and Hertl, 2011a).
Wahrend die Blasen bei PV suprabasal auftreten, finden sie sich bei PF weiter oberflachlich
gelegen im oberen Stratum spinosum oder granulosum (Kneisel and Hertl, 2011b).

Meistens manifestiert sich Pemphigus vulgaris initial im Bereich der oralen Schleimhaute in
ca. 70% der Falle mit lange persistierenden und schmerzhaften Blasen. Schleimhautldsionen
an Nase, Larynx, Pharynx und an den Geschlechtsorganen finden sich seltener (Fritsch, 2009,
Pollmann et al., 2018). Aufgrund der vielen Differentialdiagnosen wie z.B. Herpes stomatitis,
Aphten und Candida wird die Krankheit im Frihstadium haufig fehldiagnostiziert und nicht
adaquat therapiert (Pollmann et al.,, 2018). Im Verlauf zeigen sich zudem schlaffe und
nassende Blasen der Haut am gesamten Integrum, vor allem an mechanisch beanspruchten
Stellen sowie intertrigins (Malik et al., 2021). Zwar heilen die Lasionen narbenfrei ab, jedoch
ist die Wundheilung unbehandelt erheblich beeintrachtigt (Schmidt et al., 2019). Aufgrund der
Instabilitat bersten die Blasen frihzeitig, was zu Erosionen und Verkrustung fihrt. Dadurch
kann es sekundar zu lebensbedrohlichen Infektionen und Sepsis kommen (Rassner, 2009).
Haufig beschriebene klinische Phianomene sind die Nikolsky-Zeichen: Das direkte oder
Nikolsky-Zeichen-I ist Pemphigus-spezifisch und beschreibt eine durch seitliches Verschieben
klinisch unauffadlliger Haut induzierte Blasenbildung. Die Mdglichkeit des lateralen
Verschiebens oder einer VergroRerung bestehender Blasen wird als indirektes oder Nikolsky-
[I-Zeichen bezeichnet und ist weniger spezifisch (Fritsch, 2009). Im Gegensatz zu Pemphigus
vulgaris kommt es bei Pemphigus foliaceus zu keinen Schleimhautldasionen. Generell sind die
Lasionen weniger stark ausgepragt als bei Pemphigus vulgaris und groflachige Lasionen sind

seltener (Schmidt et al., 2019, Rassner, 2009).

3.4.2. Diagnostik

Der Verdacht auf eine Pemphiguserkrankung kann in der Regel klinisch und anamnestisch
gestellt werden (Kneisel and Hertl, 2011a). Die deutsche Leitlinie empfiehlt neben dem
Abfragen von typischen Symptomen, Schmerz- und Medikamentenanamnese, sowie B-
Symptomatik aufgrund der stark variierenden Pravalenz das Abklaren der ethnischen
Zugehorigkeit. In der klinischen Untersuchung kénnen die bereits erwdahnten Nikolsky-

Zeichen, sowie das charakteristische Verteilungsmuster bei der weiteren Einordnung der
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verschiedenen Pemphigusentitdten helfen (Schmidt et al., 2020). Fur die Evaluation der
Krankheitsaktivitat stehen mit dem ABSIS (Autoimmune Bullous Skin Disorder Intensity-Score)
und PDAI (Pemphigus Disease Area Index) zwei Scoring-Systeme zur Verfligung, die eine
Unterteilung in mild, moderat und schwer ermdéglichen (Hebert et al., 2019).

Zur weiteren Diagnostik empfiehlt die Leitlinie drei Methoden zur Basisdiagnostik (Schmidt et
al., 2020). In der direkten Immunfluoreszenz von perildsionalem Gewebe kdnnen
interzelluldare Ablagerungen von 1gG und/oder Komplementfaktor C3 in der Epidermis
nachgewiesen werden. Dank der histopathologischen Untersuchung ldasionalen Gewebes kann
die Hohe der Spaltbildung bestimmt werden (Kneisel and Hertl, 2011b). Mittels
immunserologischer Methoden kénnen pathogene Antikérper direkt nachgewiesen werden.
Dabei kénnen entweder die indirekte Immunfluoreszenz auf Affenésophagusschnitten oder
Dsg3- und Dsgl-exprimierenden Zellen oder verschiedene ELISA-Testsysteme genutzt werden
(Kneisel and Hertl, 2011b, Schmidt et al., 2020). Mittlerweile gelten die ELISA-Systeme der
Immunfluoreszenz als Gberlegen und kénnen zudem als Verlaufsparameter genutzt werden,
da gezeigt werden konnte, dass die Hohe der Antikdrperspiegel und die Antikorperspezifitat

meist mit der Klinik korrelieren (Schmidt et al., 2020, Harman et al., 2001).

3.4.3. Therapie und Prognose

Mit Einfiihrung der Glucocortikoidtherapie sank die Einjahresmortalitdt von Pemphigus von
75% auf 30%. Die Entwicklung der Immunsuppressiva, bessere Behandlung von
Komplikationen und ein friherer Behandlungsbeginn fiihrten zu einer weiteren Senkung der
Mortalitdt auf ca. 6% zum Ende der 80er Jahre hin (Bystryn and Steinman, 1996, Kridin et al.,
2017a). Die Einfihrung des CD20-Antikdrpers Rituximab hat auch die Pemphigustherapie
revolutioniert (Schmidt et al., 2009, Salopek et al., 2002). Anfangs nur bei therapieresistentem
Pemphigus genutzt, ist heute neben der Kombination von Kortison und klassischen
Immunsuppressiva auch eine First-line-Therapie mit CD20-Antikérpern in Kombination mit
einer KortisonstoRtherapie bei moderatem bis schwerem Pemphigus vulgaris oder foliaceus
etabliert (Joly et al., 2017). Zur Therapieeskalation stehen weiterhin Immunapherese und
intravendse Immunglobulintherapie zu Verfligung. Daneben wird eine supportive Therapie
bestehend aus stadiengerechter, antiseptischer Wundversorgung und Analgesie empfohlen
(Schmidt et al., 2020). Heute liegt die Mortalitdt von Pemphigus zwischen 1,6% und 12%

(Kridin et al., 2017b, Langan et al., 2008, Hsu et al., 2016). Infektionen, vor allem Pneumonien
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und Sepsis, gefolgt von kardiovaskuldren Erkrankungen und Magenulzera sind die haufigsten
Todesursachen unter Patientinnen mit Pemphigus vulgaris (Kridin, 2018).

Die zum Teil drastischen Nebenwirkungen und bis zu 10% therapierefraktdre Patientinnen
geben dennoch Anlass zur Entwicklung weiterer Therapien. Ein Angriffspunkt ist die
spezifischere Unterdriickung von Teilen des Immunsystems. Da die Gefahr der
Hypogammaglobulindmie die Behandlung mittels B-Zell-Depletion oder Immunapharese
limitiert, gilt die Entwicklung der Dsg-spezifischen Immunapharese als vielversprechender
Behandlungsansatz (Hofrichter et al., 2018). Die Weiterentwicklung der CD20-Antikdrper und
weiterer immunsuppressiver Medikamente, aber auch neuartige individuelle Therapien, wie
z.B. chimdren Autoantikorper-Rezeptor-T-Zellen (CAAR-T-Zellen) spezifisch gegen die
Autoantikorper-produzierenden B-Zellen, haben das Potential die Pemphigustherapie weiter
zu verbessern (Schmidt et al., 2019, Ellebrecht et al., 2016).

Der zweite groRe, neuartige Angriffspunkt der Pemphigustherapie sind die zahlreichen
Signalkaskaden, die durch Antikorperbindung beeinflusst werden (Schmitt and Waschke,
2021, Burmester et al., 2020). Diese sind besonders von Interesse, da sie potenziell Symptome

lindern kdnnen, bis eine adaquate immunsuppressive Therapie etabliert werden kann.

3.4.4. Pathomechanismus

Die genaue Pathogenese des Pemphigus vulgaris ist bis heute nicht vollstandig geklart. Frih
wurden Antikorper gegen Oberflachenproteine von Keratinozyten als zentrale Ursache der
Pemphiguserkrankungen beschrieben (Beutner and Jordon, 1964), die spater als die
desmosomalen Cadherine Dsgl und Dsg3 identifiziert wurden (Amagai et al., 1991, Stanley et
al., 1986). Dabei reicht die Bindung von Fab-Fragmenten dieser Antikdrper, um eine
Blasenbildung zu induzieren, eine Komplement- oder Immunzellaktivierung ist nicht
notwendig (Mascard et al., 1997). Die meisten Antikdrper richten sich gegen die EC1 und -2
Domanen der Dsgs, die fiur die trans-Bindung der Cadherine wichtig sind. Fiir monoklonale
Antikorper gegen jene Regionen konnte zudem Pathogenitdt nachgewiesen werden (Amagai
et al., 1992). Dsg3-defiziente Mause zeigen zudem einen Pemphigus-vulgaris-dhnlichen
Phanotyp mit Schleimhautlasionen und Akantholyse (Koch et al., 1997). Es finden sich dariber
hinaus jedoch auch pathogene Antikérper gegen andere Domdnen der desmosomalen
Cadherine (Schmitt et al., 2023, Hudemann et al., 2023).

Die sogenannte Desmogleinkompensationstheorie erklart die unterschiedliche Lokalisation

der Blasen bei den verschiedenen Pemphigusentitdaten anhand der produzierten Antikorper
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und der Verteilung der Cadherine (Amagai et al., 1999). Sie besagt, dass bei gleichzeitiger
Expression Dsgl und Dsg3 einander kompensieren wiirden und es so durch Dsgl-Antikérper
zu superfiziellen Lasionen der Haut und durch Dsg3-Antikdrper zu suprabasalen Lasionen der
Schleimhdute komme (Mahoney et al., 1999, Amagai et al., 1999). Jedoch finden sich bei
mukokutanem Pemphigus vulgaris lediglich suprabasale Blasen und nicht die gesamte
Epidermis durchspannende (Spindler et al., 2007). AuRerdem Uberlappen die
Expressionsprofile der Desmogleine in menschlicher Haut mehr als in der von Mausen
(Waschke, 2008, Mahoney et al., 2006). Nicht zuletzt stellt die Diskrepanz von Klinik und ELISA-
Ergebnissen die bestehende Theorie zur Pathogenese von Pemphigus infrage. In neueren
Metaanalysen stellte sich heraus, dass in zwischen 33% und 46% der Falle die Serologie nicht
mit dem erwartbaren Phanotyp Ubereinstimmte (Sardana et al., 2013). Daneben finden sich
pathogene Autoantikérper gegen extradesmosomale Proteine mit zum Teil ungeklarter
Bedeutung fiur die Pathogenese (Kasperkiewicz et al., 2017, Sinha and Sajda, 2018, Amber et
al., 2018). Sie finden sich vor allem bei den selteneren Pemphigusformen und den klinischen

Subtypen von Pemphigus vulgaris (Schmidt et al., 2019).

Von der Desmogleinkompensationstheorie leitet sich das Konzept der sterischen Behinderung
oder auch direkten Inhibition ab. Da sich die meisten Antikorper gegen die fir die trans-
Bindung verantwortlichen Epitope EC1 und EC2 der Dsgs richten, erklare sie die Blasenbildung
dadurch, dass die Antikérper die Bindung der Cadherine direkt inhibierten. (Amagai et al.,
1992). Fir auf diese Regionen selektierte Antikérper aus Patientlnnenseren konnte
Pathogenitat nachgewiesen werden. In der selben Studie fanden sich jedoch auch
Patientlnnen, die keine Antikdrper jene Domdnen der Cadherine hatten und dennoch eine
deutliche Klinik aufwiesen (Sekiguchi et al., 2001).

Aus AFM-Daten (atomic force microscopy) lasst sich tatsdchlich eine Schwachung der
homophilen trans-Dsg3-Interaktion unter zellfreien Bedingungen sowohl durch Pemphigus
vulgaris Antikorper, als auch AK23, einem von Dsg3-defizienten Mdusen nach Immunisierung
mit Dsg3 produzierten monoklonalen Antikérper, nachweisen (Heupel et al., 2008, Tsunoda
et al., 2003). Einige Autoantikorper kénnen also die Bindung der Desmogleine direkt storen
und so u. U. zur Blasenbildung beitragen (Stanley and Amagai, 2006).

Das Auftreten von Pemphigusfallen bei Patientinnen mit Antikdrpern gegen andere Domanen

als EC1 und EC2, die Schwachung der desmosomalen Bindung ohne direkte Interferenz der
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Cadherin-trans-Interaktion im AFM, sowie in vitro-Daten, die zeigen konnten, dass sowohl PF-
IgG als auch PV-IgG in Prasenz von Dsgl und Dsg3 Blasen induzieren kdnnen, sind wichtige
Beispiele fiir Experimente, die die Desmogleinkompensationstheorie und das Konzept direkter

Inhibition infrage stellen (Sekiguchi et al., 2001, Waschke et al., 2005, Spindler et al., 2007).

Antikorperspezifische Internalisierung von Desmogleinen, ultrastrukturelle Veranderungen
der Desmosomen und Keratinretraktion sind morphologische Korrelate des Haftungsverlusts
der Keratinozyten (Spindler and Waschke, 2018). Verschiedene, zum Teil Uberlappende
Mechanismen werden als Erklarung fir diese Schritte herangezogen.

Die extradesmosomalen Desmogleinemolekiile aggregieren schon 30-60 min. nach Bindung
von PV-Antikorpern und werden im der Folge endozytiert und lysosomal abgebaut (Sato et al.,
2000, Kitajima, 2014, Calkins et al., 2006). Erst nach 24-48 Std. kommt es durch den Abbau
desmosomaler Desmogleine zur Schwachung der desmosomalen Bindung, welche fir die
Entwicklung von Blasen obligat ist (Saito et al., 2012, Calkins et al., 2006, Kitajima, 2014).

Die oben beschriebenen Beobachtungen flihrten zu einer weiteren wichtigen Hypothese zur
Pathogenese des Pemphigus, die den Verlust der Zellhaftung durch verminderten Aufbau von
Desmosomen und Depletion desmosomaler Desmogleine
(,Dissassembly/Nonassembly/Depletion”) erklart. Antikorper-gebundene Desmogleine und
ganze  Desmosomenbestandteile = werden  abgebaut, parallel steht weniger
extradesmosomales Dsg3 zum Einbau in Desmosomen zur Verfligung, wodurch es langfristig
zur Destabilisierung der Desmosomen kommt (Kitajima, 2014, Aoyama et al., 2010, Oktarina
et al., 2011).

Die friheste Veranderung, die sich in Hautproben von Pemphiguspatientinnen finden lasst, ist
ein Aufweiten der interzelluldaren Zwischenrdaume, welches sich schon in H.E.-Farbungen
(Oktarina et al., 2011), aber auch elektronenmikroskopisch zeigt (Sokol et al., 2015, van der
Wier et al., 2012). Diese ist vor allem in den basalen Zellreihen zu beobachten, tritt auch in
nicht-lasionaler Haut auf und fand sich in einer Studie mit Patientenproben nur bei
Patientinnen mit Dsg1-AKs (Oktarina et al., 2011). Andere Studien konnten auch nach AK23-
Injektion im ex vivo-Hautmodell (Egu et al., 2017) oder in Mausen (Schulze et al., 2012)
intrazellulare Aufweitung feststellen.

Es wird daher angenommen, dass das Aufweiten der Zellzwischenrdume Korrelat der

Depletion extradesmosomaler Desmogleine ist und noch nicht ausreicht, um eine
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Blasenbildung zu induzieren. Erst mit der spdter beobachteten Reduktion der
DesmosomengréfRe und -anzahl wird die desmosomale Bindung ausreichend geschwacht, um
nach AK-Bindung und mechanischer Beanspruchung Blasen zu bilden (van der Wier et al.,
2014, Saito et al., 2012).

Entlang der Cadherinbindung gespaltene Desmosomen, sogenannte ,,Split-Desmosomen”,
kommen bei PF und PV im Bereich der Blasen sowohl mit Anschluss an Keratinfilamente als
auch ohne vor (Spindler and Waschke, 2018, Egu et al., 2017, Stahley et al., 2016). PV-IgG-
Bindung allein verursacht noch keine Aufspaltung der Desmosomen, das Aufspalten von
groRenreduzierten Desmosomen kann jedoch durch mechanischen Stress erzeugt werden
und konnte das Korrelat einer Kombination aus geschwachter Bindung durch direkte
Inhibition, verminderter Anzahl und verdanderter Desmomenarchitektur sein (Aoyama et al.,
2010, Koch et al., 1997, Stanley and Amagai, 2006, van der Wier et al., 2014, Saito et al., 2012,
Sokol et al., 2015).

Ein weiterer Schritt in der Pathogenese sind die haufig als , Keratinretraktion” beschriebenen
Verdnderungen des Keratinnetzwerkes mit einer Rarefizierung der Filamente entlang der
Zellmembran. Die Keratinfilamente |6sen sich von den Desmosomen und liegen konzentriert
um den Zellkern herum vor (Waschke, 2008). Diese Retraktion beginnt bereits vor der
Internalisierung von Dsg3, was suggeriert, dass die Keratinretraktion ein friher Schritt in der
Pathogenese ist (Schlogl et al., 2018). Obwohl keratindefiziente Zellen einen beschleunigten
desmosomalen Turnover zeigen (Kroger et al., 2013), scheinen Keratinretraktion und Dsg3-
Depletion bei PV unabhangig voneinander abzulaufen (Schlogl et al., 2018). AuBerdem scheint
die Anbindung des Keratinzytoskelett im Gegensatz zum Aktinskelett direkte Auswirkungen
auf die Bindungsstarke der Desmosomen zu haben (Vielmuth et al, 2018c).
Bemerkenswerterweise fand sich in Pg-defizienten Zellen keine Keratinretraktion nach PV-

IgG-Inkubation mehr (Caldelari et al., 2001).

Durch Modulation einiger Signalwege konnen in verschiedenen Pemphigus-Modellen einzelne
Schritte in der Pathogenese bis hin zur Bildung von Blasen unterdriickt werden (Waschke and
Spindler, 2014, Sajda and Sinha, 2018). In umgekehrter Weise fiihrt die Bindung von PV-IgG
zur Aktivierung einiger dieser Signalwege (Schmitt and Waschke, 2021). Welche Signalwege
dabei zu welchen der oben beschriebenen Verdanderungen der Desmosomen und des

Zytoskeletts fiihren ist dabei nicht endgiiltig erforscht.
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Abbildung 3: Pathomechanismen bei Pemphigus vulgaris.

Modifiziert nach Waschke and Spindler, 2014, mit BioRender.com erstellt.

Einer der am besten beschriebenen Signalwege im Zusammenhang mit PV-IgG-vermittelter
Dsg3 Depletion und Keratinretraktion ist der p38MAPK-Weg. Die p38MAPK liegt in einem
Komplex mit Dsg3 und Pg, sowie Dsgl vor (Spindler et al., 2013, Schmitt et al., 2021). Zellen,
in denen die Pg-expression mittels siRNA herabreguliert wird, zeigen eine verminderte
Zellhaftung und Aktivierung der p38MAPK. Die Reexpression von extranukledrem, nicht
jedoch nuklearem Pg hemmte Keratinretraktion, Dsg3-Depletion und die p38MAPK-Aktivitat
(Spindler et al., 2014). Die Bindung von PV-lgGs oder AK23 fiihrt, genau wie anderweitige
Inhibition der Zellhaftung, zu einer Pg-abhangigen Aktivierung der p38MAPK (Berkowitz et al.,
2005, Berkowitz et al., 2008, Spindler et al., 2013, Kawasaki et al., 2006, Mao et al., 2011,
Spindler et al., 2014). Die Inhibition der p38MAPK hemmt die PV-IgG-induzierte Dsg3-
Internalisierung, Keratinretraktion und Aktin-Reorganisation in vitro (Berkowitz et al., 2005,
Jolly et al., 2010), sowie Blasenbildung im Mausmodell in vivo (Berkowitz et al., 2006) und im
menschlichem ex vivo-Hautmodell (Egu et al., 2017). Eine Aktivierung der p38MAPK mit
Anisomycin fihrt zu einem Pemphigus-dhnlichen Phanotyp mit Zelldissoziation und

Keratinretraktion (Spindler et al., 2013, Vielmuth et al., 2018b).

In AFM-Experimenten konnte gezeigt werden, dass PV-IgG zwar die Dsg3-Interkation direkt

hemmt, dies jedoch nicht ausreicht, um einen Zellhaftungsverlust zu bewirken. Vielmehr
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konnte durch Inhibition der p38MAPK dem Zellhaftungsverlust entgegengewirkt werden,
obwohl weiterhin eine reduzierte Dsg3-Interaktion nachweisbar war (Vielmuth et al., 2015b).
Im menschlichen ex vivo-Pemphigus-Hautmodell hemmt eine p38MAPK-Inhibiton die
Keratinretraktion, die Reduktion der DesmosomengroRe und -anzahl und das Auftreten von
Splitdesmosomen (Egu et al., 2022). Es wird daher angenommen, dass die p38MAPK sekundar
als Reaktion auf eintretenden Dsg3-Haftungsverlust aktiviert wird und den Zellhaftungsverlust
in Form eines Feedforward-Mechanismus verstarkt (Spindler et al., 2018). Eine klinische
Studie mit einem p38MAPK-Inhibitor bei 15 Pemphigus vulgaris Patientinnen musste wegen
schwerer Nebenwirkungen abgebrochen werden, jedoch zeigten die Halfte der Patientinnen
zumindest partielles Ansprechen, wahrend die andere Halfte keine Verbesserung oder gar
eine Verschlechterung der Symptome zeigte (Schultz et al., 2011).

Neben der p38MAPK sind auch die Signalwege von EGFR, Src und PKC/Ca?*-Signaling an der
Pathogenese des Pemphigus beteiligt (Sajda and Sinha, 2018, Schmitt and Waschke, 2021, Egu
et al, 2022, Kroger et al, 2013, Walter et al., 2017). Dabei sind einzelne
Signalwegsalterationen mit bestimmten Desmoglein-Antikdrpern verknipft. Wahrend anti-
Dsg1-AKs vor allem Erk- und Ca%*-Signaling beeinflussen, wirken sich anti-Dsg3-AKs auf cAMP-
, EGFR-und Src-Signaling aus (Walter et al., 2019, Schmitt and Waschke, 2021). Dartiber hinaus
finden sich innerhalb dieser Unterschiede Hinweise auf Epitop-spezifische Modulation von
Signalwegen (Schmitt et al., 2023).

Im Gegensatz zu Signalwegen, die durch Antikérperbindung aktiviert oder inhibiert werden
und pathophysiologisch zu einem Zellhaftungsverlust fiihren, stellt eine cAMP-
Spiegelerhbhung einen zelluldaren Rettungsmechanismus dar. PV-lgGs verursachen in
Keratinozyten eine leichte cAMP-Spiegel-Erhohung. Die Behandlung mit einem [3-Agonisten
konnte die Blasenbildung in Mdusen nach Behandlung mit PV-IgG komplett verhindern. In
Zellkulturexperimenten zeigte sich, dass eine cAMP-Spiegel-Erhhung mit einem -Agonisten
oder einer Kombination aus Adenylatzyklaseaktivator Forskolin und Phosphodiesterase-4-
Inhibitor Rolipram (F/R) die Zelladhéasion starkt und die Dsg3-Depletion hemmt. Die Effekte
von cAMP sind abhdngig von einer Aktivierung der PKA und lassen sich durch eine nach cAMP-
Erh6hung auftretende Hemmung der in der Pemphiguspathogenese viel beschriebenen
p38MAPK-Aktivierung erklaren (Spindler et al., 2010).

Diese Erkenntnisse flhrten zu der Vorstellung, dass nicht die Desmogleinkompensation,

sondern Ebenen- und somit Expressionsspezifische Signalwege fir die verschiedenen Hohen
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der Spaltbildung bei PV verantwortlich sein konnten (Waschke and Spindler, 2014). Auch
wenn die genauen Mechanismen des Zellhaftungsverlustes noch nicht geklart sind, so scheint
doch eine Verbindung zwischen Antikdrperbindungen an Desmogleine und
signalwegsvermitteltem Zellhaftungsverlust zu bestehen. Passenderweise, wurden fir
Signalmolekile Interaktionen mit desmosomalen Strukturproteine nachgewiesen. Besonders
extradesmosomale Desmogleine konnten dabei als Umgebungssensoren dienen und outside-
in-Signaling bewirken (Spindler et al., 2018).

Zusammenfassend kommt es durch Antikérperbindung bei Pemphigus vulgaris zum einen zur
direkten Inhibition der Dsg3 trans-Interaktion. Darlber hinaus werden eine Reihe von
Signalkaskaden beeinflusst, die Auswirkungen auf den desmosomalen Auf- und Abbau haben.
In der Folge treten eine Schwachung der Zellhaftung, eine Depletion desmosomaler Proteine,
ultrastrukturelle Veranderung der Desmosomen und eine Retraktion des Keratinzytoskeletts

auf.
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4. Fragestellung

Auch wenn Pemphigus heute mittels immunsuppressiver Therapie effektiv behandelt werden
kann, so wird die Therapie dennoch von schweren Nebenwirkungen begleitet (Schmidt et al.,
2009). Gleichzeitig ist bisher keine Therapieoption zugelassen, die direkt dem
Adhasionsverlust der Keratinozyten entgegenwirkt.

Untersuchungen der letzten Jahre identifizierten cAMP-Signaling als potenzielles Ziel
pharmakologischer Therapien bei Pemphigus, die direkt die Keratinozytenhaftung moduliert
(Vielmuth et al.,, 2023). Eine Erhohung des cAMP-Spiegels durch eine Kombination des
Adenylatzyklaseaktivators Forskolin und des Phosphodiesterasehemmers Rolipram wirkt
protektiv gegen den durch PV-IgG induzierten Haftungsverlust in vitro. Der 3-Rezeptoragonist
Isoprenalin konnte der PV-IgG-induzierten Blasenbildung in vivo hemmen. Der protektive
Effekt von cAMP wird dabei durch eine Hemmung der durch die p38MAPK induzierten
pathologischen Verdanderungen erklart. Aufgrund schwerer Nebenwirkungen sind die in dieser
Studie verwendeten Mediatoren im Menschen jedoch nicht anwendbar (Spindler et al., 2010).
2017 wurde im Herzen ein neuer cAMP-abhangiger Mechanismus mit Auswirkung auf die
Zellhaftung entdeckt. Durch eine Phosphorylierung des Plaqueproteins Pg an Serin 665 kommt
es zu einer gestarkten Haftung von Dsg2 und Reorganisation der Zellkontakte (Schinner et al.,
2017).

Phosphodiesterasehemmer werden seit langem mit grolem Erfolg in der Medizin eingesetzt
(Houslay et al., 2005). Seit 2014 steht mit Apremilast ein flir die Therapie von Psoriasis
neuzugelassener PDE4-Hemmer zur Verfligung (Papp et al., 2012). Bisher erklart man sich die
therapeutischen Effekte Uber eine Erhéhung des cAMP-Spiegels in peripheren
mononukledren Zellen des Blutes, wodurch weniger proinflammatorische Mediatoren
ausgeschittet werden. Aullerdem reduziert Apremilast die TNF-a-Produktion in natirlichen
Killerzellen und Keratinozyten (Papp et al., 2012). Da PDE4 in Keratinozyten exprimiert wird,
und eine cAMP-Erhéhung hier protektiv gegen PV-IgG-induzierten Zellhaftungsverlust wirkt,
soll in dieser Studie untersucht werden, ob neben den immunmodulatorischen Effekten von
Apremilast auch Effekte auftreten, die die Zellhaftung direkt verbessern. Dazu wurde
Apremilast in verschiedenen Modellsystemen getestet und die Mechanismen, die zu einer

verbesserten Zellhaftung fiihren, untersucht.
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5. Material

5.1. Zelllinien und Bakterienstdmme

Bezeichnung

Zellart, Gewebe, Spezies

Herkunft

HaCaT Wildtyp

HaCaT JUP K.O. 4’F8
HaCaT JUP K.O. 4’F8 +
pDEST-Pg-WT-eGFP
HaCaT JUP K.O. 4’F8 +
pDEST-Pg-S665A-eGFP
HaCaT-CK5-YFP

Keratinozyten, Epidermis,
Mensch

(Boukamp et al., 1988)

(Wanuske et al., 2021)

Eigens generiert

Reinhard Windoffer und
Nicole Schwarz, Institut fur
Molekular- und Zellantomie,
RWTH Aachen, (Sawant et
al., 2018)

DH5a Competent Cells

Escherichia coli

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts

Plakolgobingen (JUP), Knock out (K.O.), Serin (S), Alanin (A), Green Fluorescent Protein (GFP), Yellow Fluorescent Protein (YFP

Wildtyp (WT)

5.2. Konstrukte

Konstrukt Quelle Verwendung

pDEST-Pg-WT (Schinner et al., 2017) Pg-Rekonstitution in JUP
K.O. Zellen

pDEST-Pg-S665A (Schinner et al., 2017) Pg-Rekonstitution in JUP

K.O. Zellen

5.3. Zellkulturmedien

Name

Zusammensetzung

Verwendung

Einfriermedium

FCS mit 10% DMSO

Lagerung von Zellen

Zellkulturmedium

500 ml DMEM, 15 mg
Penicillin, 32,5 mg
Streptomyccin, 50 ml FKS

Zellkultur HaCaT Wt, Ex vivo
Hautschnitte

Zellkulturmedium mit G418

500 ml DMEM, 15 mg
Penicillin, 32,5 mg
Streptomyccin, 50 ml FKS,
290 mg G418

Zellkultur HaCaT CK5-YFP,
HaCaT JUP K.O. + pDEST-Pg-
Wt und pDEST-Pg-S665A
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LB-Medium

20g LB-Medium Pulver auf
1l auffillen, pH auf 7

Bakterienzellkultur

einstellen
5.4. Primarantikorper
Name Hersteller Typ und Spezies | Konzentration
IF wB
Anti-CK14 Abcam Maus n.v. 1:5000
Anti-Desmocollin 3 LS Bio Hase 1:100 1:1000
Anti-Desmoglein 1 Abcam Maus 1:100 n.v.
Anti-Desmoglein 2 Acris Maus Ex vivo: 1:100, n.v.
in vitro 1:50
Anti-Desmoglein 3 Invitrogen Maus Ex vivo: 1:100 n.v
mouse
Anti-Desmoglein 3 Biozol Hase 1:100 1:1000
rabbit
Anti-Desmoplakin Santa Cruz Hase n.v. 1:1000
Anti-E-Cadherin BD Transduction Maus
Anti-GAPDH Santa Cruz Maus n.v. 1:1000
Anti-p-Plakoglobin (Yeruva et al., 2020) | Maus 1:10 1:10
(5665)
Anti-panCK Sigma Aldrich, St. Maus 1:200 n.v.
Louis, Missouri
Anti-panCK-FITC Sigma Aldrich, St. Maus, FITC- 1:200 n.v.
Louis, Missouri gekoppelt
Anti-Plakoglobin Progen Maus 1:100 1:1000
Anti-a-Tubulin Abcam Maus n.v. 1:1000
Anti-B-Catenin BD Transduction Maus n.v. 1:1000
Alexa Fluor 488 Molecular 1:600 n.v.
Phalloidin Probes\Life
technologie
5.5. Sekundarantikorper
Name Hersteller Kopplung Konzentration
IF wB
Ziege-anti-Hase-Fc Dianova, Hamburg, Cy2 1:600 n.v.
Ziege-anti-Hase-Fc Deutschland Cy3 1:600 n.v.
Ziege-anti-Hase-Fc pox n.v. 1:10.000
Ziege-anti-Maus-Fc Cy2 1:600 n.v.
Ziege-anti-Maus-Fc Cy3 1:600 n.v.
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‘ Ziege-anti-Maus-Fc

Pox

n.v. 1:10.000

5.6. Mediatoren

Wirkstoff Herrsteller Wirkmechanismus Konzentration
AK23 Medical & Biological | Pathogener anti- 75 pg/ml
Laboratories Co., Dsg3-Antikdrper aus
Ltd. (Nagoya, Japan) | einem Mausmodell
Apremilast, Pulver, BPS Bioscience, San | Hemmer der 1, 10,100 uM
(CC-100004) Diego, Californien Phosphodiesterase 4
Apremilast, Tablette, | Celgene, Summit, Hemmer der 1, 10,100 uM
»,Otezla“ New Jersey Phosphodiesterase 4
C-1gG Aus Serum Gepoolte IgG- 1:100
aufgereinigt Fraktionen gesunder
Probanden
DMSO Sigma Aldrich, St. Lésungsmittel unverdinnt
Louis, Missouri
Dsg3-Fc In CHO-Zellen Zur Messspitzen- -
synthetisiert und funktionalisierung
aufgereinigt
Forskolin Sigma Aldrich, St. Aktivator der 5uM
Louis, Missouri Adenylatcyklase
Propranolol Sigma Aldrich, St. B- 10 uM
Louis, Missouri Rezeptorantagonist
PV-1gG Aus Serum IgG-Fraktion eines 1:100
aufgereinigt PV-Patienten
Rolipram Sigma Aldrich, St. Hemmer der 10 uM
Louis, Missouri Phosphodiesterase 4

5.7.PV-IgG-Spiegel

Die jeweiligen ELISA-Werte wurden in den Unikliniken Libeck (Dsgl, Dsg3) und Marburg

(Dsc3) bestimmt (Sigmund et al., 2023).

Name

Dsgl [U/ml]

Dsg3 [U/ml]

Dsc3 [fold of C-IgG]

PV-IgG

760

4711

1,8

Tabelle 1: Titer von Dsgl, Dsg3 und Dsc3 des verwendeten PV-Serums. Modifiziert nach Sigmund et al., 2023.

5.8.Chemikalien

Chemikalie

Hersteller
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Acetal-Polyethylenglykol (PEG)-

BroadPharm, San Diego, Californien

Linker

Aceton Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri
Acrylamid Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri
Aluminium-Kaliumsulfat- Merck, Darmstadt, Deutschland
Dodecahydrat

Aprotinin AppliChem, Darmstadt, Deutschland
APS Merck, Darmstadt, Deutschland
Bromphenolblau AppliChem, Darmstadt, Deutschland
BSA VWR, Radnor, Pennsylvania
Chlorhydrat Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri
Chloroform Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Dispase Il Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri
DMEM Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts
DMSO Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri
DPX Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri
DTT AppliChem, Darmstadt, Deutschland
EDTA Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
EGTA VWR, Radnor, Pennsylvania

Eosin Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri
Ethanol Bernd Kraft, Duisburg, Deutschland

Ethanolaminhydrichlorid

Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri

FCS

Biochrom, Berlin, Deutschland

G418

Merck, Darmstadt, Deutschland

Gefriereinbettmedium

Leica, Wetzlar, Deutschland

Glycerol

Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri

Glycin VWR, Radnor, Pennsylvania

Glucose Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
H,0; Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri
Hamatoxlin Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri
HBSS AppliChem, Darmstadt, Deutschland
HEPES Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri
Kaliumacetat Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri
Kanamycin VWR, Radnor, Pennsylvania

KCl AppliChem, Darmstadt, Deutschland
KH2PO4 VWR, Radnor, Pennsylvania
LB-Medium nach Lennox AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Leupeptin VWR, Radnor, Pennsylvania
Lipofectamin 3000 Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts
Luminol AppliChem, Darmstadt, Deutschland
MES Biomol, Hamburg, Deutschland
Methanol Avantor, Radnor, Pennsylvania
MgCl; Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

37




Na;HPO4 Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri

NaCl VWR, Radnor, Pennsylvania

NaCNBH3 Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts
NaF Merck, Darmstadt, Deutschland

NaOH Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumcarbonat

appliChem, Darmstadt, Deutschland

Natriumcitrat

Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri

Natriumiodat

Alfa Aesar, Haverhill, Massachusetts

NGS

Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts

p-Chumarsaure

Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri

PageRuler Prestained Protein
Ladder

Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts

Paraformaldehyd

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

PBS-Pulver appliChem, Darmstadt, Deutschland
Penicillin G appliChem, Darmstadt, Deutschland
Pepstatin A AppliChem, Darmstadt, Deutschland
PMSF Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri

Prophylgallat

Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri

Proteaseinhibitor: cOmplete
ULTRA Tablets, Mini, EASYpack
Protease Inhibitor Cocktail

Roche, Basel, Schweitz

Protein A Agarose

Merck, Darmstadt, Deutschland

ROTI Block Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
RNAse Invitrogen , Waltham, Massachusetts
SDS Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri

Sodiumhydrogencarbonat

Merck, Darmstadt, Deutschland

Streptomycinsulfat

appliChem, Darmstadt, Deutschland

TEMED Merck, Darmstadt, Deutschland

Tris AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Triton X 100 Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts
Trypsin Serva, Heidelberg, Deutschland

Tween-20 appliChem, Darmstadt, Deutschland

Xylol VWR, Radnor,A Pennsylvania

Zitronensaure

AppliChem, Darmstadt

5.9. Puffer und Losungen

Puffer/Losungen Verwendung Zusammensetzung

2% Paraformaldehyd in | Immunfluoreszenz | 20 g Paraformaldehyd in 1000 ml PBS geldst
PBS

Alaunhamatoxylin HE-Farbung 1 g Hamatoxlin, 200 mg Natriumiodat, 50 g

Aluminium-Kaliumsulfat-Dodecahydrat, 50 g
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Chlorhydrat, 1g Zitronensaure in 1000 ml
Agua gelost

Blotpuffer WB 15,5 g Tris, 73,2 g Glycerin, 5g SDS, 1|
Methanol, auf 5 | mit destilliertem Wasser
aufgefullt

BSA/NGS Immunfluoreszenz | 3 g BSA, 1 g NGS in 100 ml PBS-Puffer

Dispase Il/Protease
from Bacillus polymyxa

Keratinozytendis-
soziationsversuch

100 mg Dispase in 20,8 ml HBSS-Puffer

ECL-L&sung |

WB

5,0 ml 1 mol/I Tris-HCL-Puffer, 500 pl Luminol,
220 pl p-Cumarsaure, auf 50 ml mit
destilliertem Wasser aufgefullt

ECL-Losung Il WB 5,0 ml 1mol/I Tris-HCL-Puffer, 32 ul H202, auf
50 ml mit destilliertem Wasser aufgefllt

Elektrophoresepuffer WB 15 g Tris, 72 g Gylcerin, 5 g SDS, auf 5| mit
destilliertem Wasser aufgefullt

Eosin HE-Farbung 1 g Eosin in 1000 ml Aqua dest.

Ethanolamin in DMSO AFM 4,95 g Ethanolamin in 9 ml DMSO = 5,64 mol/I

HBSS

Keratinozytendis-
soziationsversuch,
AFM

9,83 g HBSS-Pulver, 0,35 g
Sodiumhydrogencarbonat, auf 1 | mit
destilliertem Wasser aufgefillt, steril filtriert

KCM-Puffer 5x

Transformation in
prokaryotischen
Zellen

0,5 mol/I KCl, 0,15 mol/I CaCl, 0,25 mol/I
MgCl, steril filtriert

Laemmli-Puffer

WB

3-fach konzentriert, 2,27 g Tris, 6 g SDS, 37,8 g
Glycerol, 2 ml Bromphenolblau (10 mg/ml
Stocksolution), auf 100 ml mit destilliertem
Wasser aufgefillt, + 0,1 mol/I DTT

LB-Agarplatten

Bakterienaufzucht

7,5 g Bactoagar auf 500 ml mit LB-Medium
aufgefillt, autoklaviert

L1-Puffer DNS-Isolation 50 mM Glucose, 25 mM Tris, 10 mM EDTA, pH
Prokaryoten 8,0 einstellen

L2-Puffer 0,2 M NaOH, 1% SDS

L3-Puffer 3M Kaliumacetat, 11,5% Eisessig, Aqua dest

NPG Immunfluoreszenz | 1,5 g N-Prophylgallat in 38,5 g PBS gel6st, 60 g
Glycerol

P/S Zellkultur 6,05 g Penicillinn G, 13 g Streptomycinsulfat,
9,55 g PBS, auf 1 | mit destilliertem Wasser
aufgefillt, steril filtriert

PBS-Puffer allgemein 5x konzentriert: 400,3 g NaCl, 10 g KCI, 68 g
Na2HPO4, 10 g KH2PO4, pH 7,4 mit NaOH, auf
10 | mit destilliertem Wasser aufgefuillt

PBS/EDTA Zellkultur 47,75 g PBS-Pulver, 50 g EDTA-Pulver auf 5 |
mit destilliertem Wasser aufgefiillt,
autoklaviert

Polyacrylamidgel 10% WB Trenngel, 10% Polyacrylamid (fur 4 Gele): 8,1

ml dest. Wassser, 6,7 ml Polyacrylamid 30%,
5,0 ml 1,5 M Tris-Puffer (pH 8,8), 0,2 ml SDS

39




10%, 90 ul APS 10% (Initiator), 45 ul TEMED
(Katalysator)

Polyacrylamidgel 3,5%

WB

Sammelgel 3,5% Polyacryamid (fiir 4 Gele):
6,2 ml dest. Wassser, 1,2 ml Polyacrylamid
30%, 2,5 ml 0,5 M Tris-Puffer (pH 6,8), 0,1 ml
SDS 10%, 45 ul APS 10%, 22,5 ul TEMED

Proteaseinhibitorlosung

WB

2x konzetriert: 1 Tablette geldst in 25 ml
destilliertem Wasser

SDS-Lysepuffer

WB

25 mmol/I HEPES, 2 mmol/I EDTA, 25 mmol/I
NaF, 1% SDS

Strippingpuffer

WB

25 mmol/I Glycin 1,88 g/1000ml, pH auf 2,2
eingestelt, 1 % SDS 10 g/1000ml

TBS 1x

WB

20 mmol/I Tris-Base 2,42 g, 137 mmol/I NaCl
8g, pH 7,6 mit HCI, auf ein 1 liter mit
destilliertem Wasser aufgefullt

TBS-T

WB

1 ml Tween 20% auf 21 TBS = 0,05% Tween

Tris-HCL-Puffer 0,5 M

WB

30,28 g Tris auf 500 ml destilliertes Wasser,
pH=16,8

Tris-HCL-Puffer 1 M

WB

60,57 g Tris auf 500 ml destilliertes Wasser,
pH=28,5

Tris-HCL-Puffer 1,5 M

WB

90,86 g Tris auf 500 ml destilliertes Wasser,
pH=8,8

Triton-X-100-Lyseuffer

WB

990 ul Triton-X-100-Puffer, 1 ul Aprotenin
1mg/ml, 1 ul Pepstatin 1mg/ml in Methanol, 1
ul Leupeptin 2 mg/ml, 10 ul PMSF

Triton-X-100-Puffer

WB

0,5 ml 0,5% Triton-X-100, 0,98 g 50 mmol/I
MES, 0,95 g 25mmol/I EGTA, 0,102 g 5
mmol/I MgCL2; 100 ml destilliertes Wasser,
pH=16,8

Trypsin/EDTA

Zellkultur

9,55 g PBS, 0,6 g Trypsin, 0,2 g EDTA, auf 11
destilliertes Wasser aufgefiillt, pH 7,2, steril
filtriert

5.10. Gerate, Software, etc.
Gerat/Software Herrsteller Funktion
AFM:
NanoWizard 3 AFM JPK Rasterkraftmikroskop

SPM Controler v4
SPM Data Processing
v4.2

Axio Observer D1

10x NA 0,25
Luftobjektiv

63x NA 1,4 Olobjektiv
MLCT Cantilver

Carl Zeiss, Jena,
Deutschland

Bruker, Tucson,
Arizona

AFM Steuerungsprogramm
AFM Auswertungsprogramm
AFM inverses Mikroskop
AFM Objektive

AFM Blattfederhalter
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Pierce™ BCA Protein
Assay Kit

Thermo Fisher
Scientific, Waltham,
Massachusetts

Gesamtproteinkonzentrationsbestimmung

CAMP Enzyme
Immunoassay Kit,
Direct, CA200

Sigma Aldrich, St.
Louis, Missouri

CAMP Immunoassay

Centrifuge 5418R

Centrifuge 5430R

Eppendorf,
Hamburg,
Deutschland

Zentrifuge

Leica TCS SP5

63x Olobjektiv
Leica LASX Version
3.4.1.17822

Leica, Wetzlar,
Deutschland

Confokalmikroskop
Objektiv
Steuerungs- und Auswertungssoftware

EOS 750D (W)

Canon, Ota, Japan

Kamera

Finnpipette™ Novus
100 pl - 1000 pl

Thermo Fisher
Scientific, Waltham,
Massachusetts

Elektrische Pipette

GraphPad Prism

GraphPad Software,
Inc, Boston,
Massachusetts

Statistiksoftware und Graphenerstellung

Imagel

National Institute of
Health, Bethesda,
Maryland

Quantifizierung und Bilddatenanalyse

infinite 200 pro

Tecan, Mannedorf,
Schweiz

Extinktionsmessungen

Origin Pro 2016G 64bit | OriginLab, Statistiksoftware
Northhampton,
Massachusetts

Photoshop 2022 Adobe, San Jose, Bildbearbeitung und Erstellung der
Californien Abbildungen

QlAprep Spin Miniprep | QlAgen, Venlo, DNS-Extraktion

Kit Niederlande

Western Blot:

Mini Trans-Blot® Cell
Mini-PROTEAN® Tetra
Vertical Electrophoresis
Cell

VWRTM Power
SourceTM 300V
Electrophoresis Power
Supply
Nitrocellulose/Filter
Paper Sandwiches, 0.45
pm, 8.5x13.5cm
FLuoCHem E

Biorad, Miinchen,
Deutschland

VWR, Radnor,
Pennsylvania

Thermo Fisher
Scientific, Waltham,
Massachusetts

Gelkammern
Elektrophoresekammer
Western Blot Kammer

Nitrozellulosemembran

Entwickler
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Proteinsimple, San
Jose, California

ZEISS Axio Vert.Al

Carl Zeiss, Jena,
Deutschland

Inverses Mikroskop

42




6. Methoden

6.1. Zellkultur

Flr in vitro-Versuche wurde die spontan immortalisierte aneuploide Keratinozytenzelllinie
HaCaT verwendet (Boukamp et al., 1988). Fir einige Versuche wurden stabil Keratin-5-YFP
exprimierende HaCaT-Zellen (Moch et al., 2013), JUP-defiziente HaCaT-Zellen (Wanuske et al.,
2021) und stabil mit pDEST-Pg-Wt-eGFP oder pDEST-Pg-S665A-eGFP transfizierte JUP-
defiziente HaCaT-Zellen verwendet. Die HaCaT-Zelllinie entstand aus einer Biopsie aus dem
nicht-tumorigenen Randgebiet eines Melanoms und immortalisierte spontan. Die Zellen
behalten bei einem leicht verdnderten Phanotyp in vitro ihre Differenzierungsfahigkeit und
wachsen in einem in vivo Mausmodell nicht tumorigen und nicht invasiv und bilden eine
strukturierte und differenzierte Epidermis (Boukamp et al., 1988).

Die Zellen wurden in ihrem jeweiligen Zellkulturmedium (siehe 5.3) im Inkubator bei 37°C bei
befeuchteter Atmosphadre und einem CO,-Gehalt von 5% gehalten, wobei alle zwei Tage ein
Mediumswechsel vollzogen wurde.

Gefrorene Zellen wurden nach kurzem Auftauen in Zellkulturmedium aufgenommen, bei 280
rcf und Raumtemperatur abzentrifugiert, der Uberstand verworfen, in Zellkulturmedium
resuspendiert und auf Kulturgefdlle verteilt. Genetisch modifizierte HaCaT-Ziellinien wurden
in mit G418 versetztem Zellkulturmedium gehalten, um den Selektionsdruck zur stabilen
Expression der verwendeten Konstrukte aufrecht zu erhalten.

Die verschiedenen Ziellinien wurden in T75 Kulturflaschen gehalten und bei Erreichen von
100% Konfluenz passagiert. Dazu, oder um die Zellen flr Versuche auszusdhen, wurden die
Zellen zuerst fir 20 min. mit PBS/EDTA vorbehandelt, um ihnen Ca?* zu entziehen und so die
Cadherin-Bindungen zu schwachen und im Anschluss fiir 3 min. mit Trypsin/EDTA bei 37°Cim
Inkubator inkubiert, um sie vom Flaschenboden abzulésen. AnschlieRend wurden sie erneut
in Zellkulturmedium aufgenommen und entsprechend der gewiinschten Konzentration
aufgeteilt.

Um Zellen einzufrieren, wurden sie wie oben beschrieben vom Flaschenboden abgel6st, dann
in Zellkulturmedium aufgenommen, abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und dann in

Einfriermedium aufgenommen und in fliissigem Stickstoff eingefroren.
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6.2. Transformation in prokaryotischen Zellen

Um die in unserer Arbeitsgruppe etablierten Konstrukte pDEST-Pg-WT-eGFP und pDEST-Pg-
S665A-eGFP in groRBeren Mengen zu produzieren, wurden diese in E. coli Bakterien
transformiert und vervielfdltigt. Die DNS-Vektoren beinhalten neben der DNS fir
menschliches Pg- vom Wildtyp bzw. einer Mutante, bei der Serin 665 durch Alanin ersetzt
wurde, wodurch es nicht mehr phosphoryliert werden kann, Resistenzgene gegen Kanamycin
far die Selektion in prokaryotischen Zellen und gegen G418 fiir die in eukaryotischen Zellen.
AulRerdem wurde C-terminal ein GFP-tag angefiigt, um Pg in der Immunfluoreszenz sichtbar
zu machen (Schinner et al., 2017).

Es wurden in 2 ml EppendorfgefaBen 79 ul destilliertes Wasser vorgelegt, 20 pl KCM-Puffer
und 1 pl der zu vervielfdltigenden DNS dazugegeben. AnschlieBend wurden 100 pl
kompetente E. coli Bakterien, die vorher langsam auf Eis aufgetaut wurden, hinzugegeben.
Von Kompetenz spricht man in diesem Zusammenhang, wenn Bakterienzellen dazu in der Lage
sind fremde, freie DNS aus der Umgebung aufzunehmen. Dieser Ansatz wurde nun 30 min.
auf Eis, anschlieBend 10 min. bei Raumtemperatur und abschlieRend noch einmal 5 min. auf
Eis gemaR Protokoll des Herstellers inkubiert. Nach Zugabe von 900 pl LB-Medium wurden die
Zellen unter kraftigem Schitteln fiir eine Stunde bei 37 °C bebritet. Danach wurden die Zellen
durch Zentrifugieren bei 6000 rpm (engl. ,rotation per minute”, rom) pelletiert, der Uberstand
verworfen und das Pellet resuspendiert und auf Agarplatten, die das entsprechende
Resistenzantibiotikum enthielten, verteilt. In diesem Fall waren die Platten mit Kanamycin
versetzt, wodurch nur Bakterien, die den Vektor inklusive eines Resistenzgens gegen
Kanamycin aufgenommen hatten, in der Lage waren auf dem Nahrmedium zu tberleben und
Kolonien zu bilden.

Am nichsten Tag wurde eine Kolonie ausgewihlt, mittels einer sterilisierten Ose
aufgenommen und in LB-Medium resuspendiert. Dieser Ansatz wurde anschlieend Uber

Nacht bei 37 °C inkubiert.

6.3. Plasmid-DNS Isolierung aus Bakterien

Um die Plasmid-DNS aus den Bakterien zu isolieren, wurde die Mini-prep Methode verwendet.
Dazu wurden 1,8 ml der Bakterienkultur in ein Eppendorfgefald gegeben und fir 2 min. bei

2.000 rcf zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Pellet in 100 pl L1 Puffer resuspendiert und
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10 pg RNAse hinzugefiigt. Daraufhin wurden erst 200 pl L2 Puffer, dann vorsichtig invertiert
und abschlieBend 150 ul L3 Puffer hinzugefligt, erneut invertiert und der Ansatz fiinf min. auf
Eis inkubiert. Danach wurde bei 4°C und 19.000 rcf 10 min. zentrifugiert, 350 pl Uberstand
abgenommen und 700 pl 100% Ethanol vermischt. Dieser Ansatz wurde erneut zentrifugiert,
das Pellet mit 70% Ethanol gewaschen, erneut zentrifugiert und abschlieBend das Pellet
getrocknet. Danach wurde es in 30 pl sterilem Aqua dest. aufgenommen und der DNS-Gehalt

mittels Extinktionsmessung bestimmt.

6.4.Sequenzierung der Plasmid-DNS

Um den Erfolg der DNS-Vervielfdltigung zu evaluieren, wurde die gewonnene Plasmid-DNS
durch einen externen Anbieter sequenziert (Eurofins Genomics Europe Shared Services
GmbH, Ebersberg, Deutschland). Wie zu erwarten, fand sich in den pDEST-Pg-Wt Konstrukten
die Erbinformation fir humanes Pg und in den pDEST-Pg-S665A-Konstrukten eine

Punktmutation, die zum Einbau von Alanin anstelle von Serin an der Stelle 665 fihrt.

6.5. Transfektion in eukaryontischen Zellen

Um die Plasmide in eukaryontischen Zellen stabil zu transfizieren, wurde das Verfahren der
Lipofektion verwendet. Dabei wird die Nukleinsaure durch Einschluss von Liposomen durch
die Zellmembran eingebracht. Hierfiir wurde in ein Eppendorfgefal 25 ul Optimem, 1 ul P3000
und 0,5 pl der zu transfizierenden DNS und in ein anderes Eppendorfgefald 25 pl Optimem und
1 pl Lipofectamin vorgelegt. Beide Ansdtze wurden grindlich gemischt und anschlieBend
vorsichtig miteinander vermischt. Dieser Ansatz wurde fiir 25 min. bei Raumtemperatur ruhen
gelassen, sodass sich um die DNS Mizellen bilden konnten. AnschlieBend wurde das Gemisch
je eine T75 Zellkulturflasche mit ca. 70% konfluenter Zellen gegeben.

Nachdem die Zellen unter Selektionsdruck stehend durch G418 in einer T75-Flsche Konfluenz
erreicht hatten, wurden die GFP-tragenden Zellen in der Core Facility fir Durchflusszytometrie
(FACS Aria lll, Becton Dickinson) des LMU-Klinikums durch PD. Dr. Michael Hristov sortiert. Die
so erhaltenen Zellen wurden weiterhin unter Selektionsdruck stehend gehalten und nach

Bestatigung erfolgreicher stabiler Transfektion fir die entsprechenden Versuche verwendet.
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6.6. DNS-Isolierung aus eukaryotischen Zellen

Um den Erfolg der Transfektion zu beurteilen, wurde die Plasmid-DNS aus eukaryotischen
Zellen isoliert und anschlieBend mittels Polymerasekettenreaktion (engl.: ,polymerase chain
reaction”, PCR) analysiert. Fiir die Isolierung wurde das QlAprep Spin Miniprep Kit gemaf der
Anleitung des Herstellers verwendet. Das Verfahren arbeitet unter DNS-fdllenden

Pufferbedingungen mit Kieselgelsaulen, die die DNS binden.

6.7. Polymerasekettenreaktion

Durch das Team um Frau Dr. Mariya Radeva wurde aus der gewonnen DNS wurde mittels
Auswahl von Pg flankierende Primern die Pg-Sequenz mittels PCR vervielfaltig und anschlieSen
im Southern Blot analysiert. In drei untersuchten Zelllinien (HaCaT Jup K.O., HaCaT Jup K.O. +
pDEST-Pg-WT, HaCaT Jup K.O. + pDEST-Pg-S665A) fanden sich die erwarteten Ergebnisse mit
deutlicher Bande der Produkte im Southern Blot aus den transfizierten Zelllinien auf derselben
Hohe des als Positivkontrolle verwendeten Ausgangsplasmids, HaCaT Jup K.O. Zellen zeigten
wie zu erwarten keine Bande.

Parallel dazu stellte sich in den transfizierten Zelllinien das GFP-markierte Pg im
Fluoreszenzmikroskop wie fiir Pg tiblich entlang der Zellmembran und zu geringeren Anteilen

zytosolisch dar.

6.8. Aufreinigung von Patienten- und Kontrollantikérpern mittels

Affinitatschromatographie

Da die Pathogenese von Pemphigus vulgaris vor allem auf der Wirkung von Autoantikdrpern
beruht, ist es von Interesse diese aus Patientenseren aufzureinigen, um sie von anderen
Blutbestandteilen zu trennen. Die verwendeten PV-Immunglobuline (PV-IgG) wurden aus dem
Serum eines an Pemphigus vulgaris erkrankten Patienten aus der dermatologischen Klinik
Lubeck (Prof. Dr. Dr. Enno Schmidt), bei dem die Erkrankung klinisch, serologisch und
histologisch nachgewiesen wurde, aufgereinigt. Klinisch zeigte sich beim Patienten ein
mukdser Phanotyp. Fiir die Gewinnung von Kontroll-IgGs (C-IgG) wurde Serum von gesunden
Spendern verwendet. Nach der schriftlichen Einverstandniserklarung zur wissenschaftlichen
Verwendung der Blutproben wurden diese zentrifugiert und das gewonnene Serum weiter

verarbeitet.
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Die Aufreinigung erfolgte mithilfe von Protein-A-Agarose. Protein A ist ein in Bakterien
vorkommendes Protein, dass spezifisch das Fc-Fragment von 1gG-Antikdrpern bindet. Um die
Seren aufzureinigen, wurde in eine 5 ml Sdule eine Fritte gelegt und darauf 500 ul Protein-A-
Agarose gegeben. Die Saule wurde mit 20 ml PBS gespilt und im Anschluss 2 ml Serum
dazugegeben. Die nach oben und unten abgedichtete Saule wurde dann fiir 2 Stunden bei
Raumtemperatur auf einen Rotor fixiert, damit die Antikérper an Protein A binden kénnen.
Danach wurde die Saule erneut mit 20 ml PBS gespult und anschlieRend die Antikdrper durch
Zugabe von 3 ml 20 mmol/l Natriumcitratlosung (pH = 2,4) eluiert und das Eluat in 60 pl 2
mol/l Natriumcarbonatlésung aufgefangen. AnschlieBend wurde das Eluat in ein Zentrifugen-
Filtereinheit mit 30 kDa Porengrofie gegeben und bei 19.000 rcf 20 min. zentrifugiert. Die
verbliebenen Antikérper wurden in 500 ul PBS aufgenommen, aliquotiert und bei -20°C

gelagert.

6.9. Ex vivo-Pemphigus-Hautmodell

Fir die ex vivo Versuche wurden Hautbiopsien von Kdrperspendern, die ihren Kérper nach
schriftlicher und informierter Einwilligung nach ihrem Tod der anatomischen Lehre und
Wissenschaft an der anatomischen Anstalt der Ludwig-Maximilian-Universitat Minchen zur
Verfligung gestellt haben und keine Anamnese von Hauterkrankungen hatten, verwendet. Die
Ethikkommission der LMU Minchen bestatigte, dass keine weitere Genehmigung fiir das
Versuchsprotoll notwendig ist.

Koérperspendern, die uns maximal 24 Stunden post mortem erreichten, wurde nach
vorangegangener Desinfektion mit 80% Ethanol ein ca. 5 x 8 cm groRes Stlick Haut aus der
Regio deltoidea entnommen. Das Hautpraparat wurde von Fett und Uberschiissigem
Bindegewebe gereinigt und anschlieRend in Betaisodona-Lésung desinfiziert und in PBS
gewaschen und dann in Zellkulturmedium gelagert.

Nachfolgend wurde das Hautpraparat in ca. 2 x 2 cm groRe Stlick geteilt und die einzelnen
Stiicke in einer mit 3 ml Zellkulturmedium befiillte 6-Lochplatte verteilt. Mit einer 30,5 G Nadel
wurden zundchst 50 pl Apremilastlésung oder DMSO und eine Stunde spater zusatzlich 50 pl
Kontroll-lgGs oder Pemphigus-IgGs intradermal gespritzt. So wurden die Praparate nun fir 24
Stunden im Medium im Inkubator bei 37°C und befeuchteter Atmosphare mit einem CO;-
gehalt von 5% inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die Stiicke aus der Lochplatte

genommen. Mithilfe eines Radiergummikopfes wurde auf alle Konditionen ein gleichformiger
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Scherstress ausgetibt, um die mechanische Belastung der Haut zu simulieren und im Sinne des
Nikolskyzeichens Blasenbildung zu induzieren. Anschlieend wurden die Proben in zwei
Halften geteilt. Je eine Halft pro Kondition wurde in Gefriereinbettmedium bei -20°C fir die
weitere Verarbeitung zu Kryoschnitten fir Immun- und Hammatoxylin-Eosin-Farbung
eingebettet und die andere Halfte in 4%-Glutaraldehyd bei 4°C fur elektronmikroskopische
Analyse gelagert. Diese wurden anschlieBend von Herrn Desalegn Egu fir die
elektronenmikroskopische Analyse weiterverarbeitet (Egu et al., 2019).

Die in Kryoeinbettmedium gelagerten Hautbiopsien wurden von Frau Andrea Wehmeyer mit
dem Gefriermikrotom in 7 um dicke Scheiben geschnitten, auf Objekttrager aufgezogen und

anschlielend bei -20°C gelagert.

6.10. Keratinozytendissoziationsversuche

Um die mechanische Zellhaftung in einer Einzelzellschicht zu testen und damit indirekt auf die
Haftung der Desmosomen zurlickschlieBen zu kénnen, wurden
Keratinozytendissoziationsversuche  durchgefiihrt. Das  Verfahren ist in der
Pemphigusforschung etabliert (Ishii et al., 2005). HaCat-Zellen wurden in Kulturmedium in 24-
Lochplatten zur Konfluenz herangeziichtet und den Versuchsbedingungen entsprechend
inkubiert. Nach Abnahme des Mediums und Waschen mit HBSS wurden die Zellen mit 200 pl
Dispase Il bei 37°C inkubiert, bis sich die Zellmonolayer im Ganzen vom Boden der Lochplatte
ablosten. Dispase Il ist eine Protease, die Fibronectin und Kollagen Typ IV spaltet ohne die
Zellmembran selber zu beschadigen (Stenn et al., 1989). AnschlieBend wurde die Dispase
abgenommen und gegen 450 pl HBSS (engl.: ,Hanks’ Balanced/Buffered Salt Solution, HBSS)
ausgetauscht. Nun wurden die Monolayer einem definierten mechanischem Stress
ausgesetzt. Dazu wurde eine elektrische 1 ml Pipette verwendet, die mit konstanter
Geschwindigkeit den Monolayer mit enthaltenem HBSS durch den 1 ml Pipettenaufsatz auf-
und abpipettiert. AnschlieBend wurden die Zellfragmente handisch unter einem
Auflichtmikroskop oder nach Fotodokumentation per automatischer Auswertung mittels
Imagel) (siehe dazu Auswertung) ausgezahlt und die Konditionen untereinander verglichen.

Die Anzahl der Fragmente korreliert hierbei negativ mit der Starke der Zellhaftung.
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6.11. Proteinbiochemische Methoden

Um den Proteingehalt des untersuchten Zellmaterials zu vergleichen, wurden
Gelelektrophorese, Western Blot und immunologischen Methoden verwendet.

Die untersuchten Zellen wurden in Lochplatten bis zur Konfluenz herangeziichtet, das Medium
abgenommen und einmalig mit PBS gewaschen. Anschliefend wurden die Zellen im jeweiligen
Lyse Puffer lysiert. SDS-Lysate wurden verwendet um den gesamten Zellinhalt in einem zu
lysieren, wahrend Tritonlysate verwendet wurden, um nicht-zytoskelettal-gebundene (Triton-
Fraktion) von zytoskelettal-gebunden Proteinen (SDS-Fraktion) zu separieren. Die Proben

wurden bei -20°C gelagert.

6.11.1. Proteinextraktion im SDS-Lysepuffer

Fir die Herstellung von SDS-Lysaten wurden die Proben in SDS-Lysepuffer mit
Porteaseinhibitoren lysiert. SDS ist ein denaturierendes Tensid, das nicht kovalente Bindungen
von Proteinen [6st und so deren Tertiat- und Quartiarstruktur auflost, wahrend die
Proteaseinhibitoren proteolytische Spaltungen verhindern. Anschliefend wurde das Lysat mit
der Pipettenspitze aufgenommen, in eine Eppendorfgefald Gberfihrt und sonifiziert, um die

Zellmembran zu zerstoren. Dabei wurden die Proben stets auf Eis gekiihlt gelagert.

6.11.2. Triton-X-100-vermittelte Proteinextraktion

Flr Triton Lysate wurden die Zellen nach dem Waschen mit kaltem PBS zundchst in 100 pl
Triton X-100-Lysepuffer flir 20 min. auf Eis inkubiert und dann mit dem Zellschaber vom
Plattenboden abgekratzt und in ein Eppendorfgefald Gberfiihrt. Triton-X-100 ist ein schwach
denaturierendes Tensid, das die Oberflaichenspannung herabsetzt und so frei I6sliche und frei
in der Membran befindliche Proteine von zytoskelettal Gebundenen trennt. Die im Puffer
enthaltenen Proteaseinhibitoren hindern freigesetzte Proteasen zusatzlich zur
Temperaturminderung daran Proteine zu zersetzen. Nun wurden die Proben bei 19.000 rcf bei
4°C zentrifugiert, um die I6sliche von den zytoskelettal-gebundenen Fraktion zu separieren.
AnschlieRend wurde der 18sliche Uberstand abgenommen und in separate EppendorfgefiRe
Uberfiihrt. Das Pellet wurde erneut mit Triton-X-100-Lyse-Puffer gewaschen und nach einem
weiteren Zentrifugationsschritt und Abnahme des Uberstandes in SDS-Lysepuffer mit

Porteaseinhibitoren lysiert und sonifiziert.
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6.11.3. Gesamtproteinkonzentrationsbestimmung

Im Folgenden wurde der Gesamtproteingehalt mittels photometrischer Messung bestimmt.
Dafur wurde das Pierce™ BCA Protein Assay Kit nach Protokoll des Herstellers verwendet. In
einer 96-Lochplatte wurden die Proben im Verhaltnis 1:5 im jeweiligen Puffer verdiinnt und
dieses Gemisch dann im Verhaltnis 1:8 mit dem BCA-Reagenz (Reagenz A:B = 50:1) vermischt.
Eine Standardreihe im jeweiligen Lysepuffer wurde ebenfalls mitaufgetragen. Das Prinzip des
Testes ist es, eine durch Bindung und Reduktion von Kupfer-lonen an Peptidbindungen
ausgeloste Farbreaktion zu detektieren. Nach einer halben Stunden Inkubation bei 37°C und
anschliefendem Abkiihlen bei Raumtemperatur wurde der Proteingehalt der Proben mittels
Extinktionsmessung bei einer Wellenldange von 562 nm auf dem Mikroplattenleser Infinite 200

Pro anhand der Standardkurve bestimmt.

6.11.4. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Um die Proteine der Grof3e nach in Gelelektrophorese aufzutrennen wurde das SDS-PAGE
verfahren verwendet (Laemmli, 1970). Dafiir wurde das Probenmaterial zunachst
Laemmlipuffer versetzt. Nach dem Aufbrechen von Wasserstoffbriickenbindungen durch
thermische Denaturierung (95°C, 5 min.) dient das enthaltene SDS neben seiner ebenfalls
denaturierenden Wirkung dazu, die Eigenladung der Proteine zu tiberdecken und sie konstant
negativ zu laden. Zusammen mit der Denaturierung der Proteine flhrt dies durch elektrische
AbstoBung zur Linearisierung der Proteine, was eine Auftrennung nach Kettenlange erlaubt.
Zusatzlich werden Disulfidbriickenbindungen durch das zugefligte DTT mittels Reduktion
gespalten. Der beigefligte niedermolekulare, anionische Farbstoff Bromphenolblau macht bei
der spateren Gelelektrophorese die Laufmittelfront sichtbar.

Als Matrix fur die Gelelektrophorese dienten Polyacrylamidgele, bei denen zwischen einem
3,5%-Sammelgel- und einem 10%-Trenngelanteil unterschieden wird. Die Gele entstehen
durch Polymerisation von Acrylamid, wobei TEMED als Katalysator und APS als Initiator der
Reaktion fungieren.

Der obere Teil des Gels besteht aus dem Sammelgel, in das Taschen fiir die Proben eingelassen
sind. Der untere Teil besteht aus dem Trenngel, in dem sich die Proteine der GréRe nach
auftrennen. Die Gele wurden senkrecht in Gelelektrophoresekammern eingespannt und die
Kammer mit Elektrophoresepuffer befillt. Nachdem die mit Laemmli-Puffer versetzten

Proben zu gleichen Gesamtproteinmengen in die Geltaschen eingefiillt wurden, wurde eine
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elektrische Spannung von 80 V fiir die Sammelphase und 120 V fiir die Trennphase angelegt,
bis die Lauffront das positiv geladene Ende der Gele erreicht hat. Aullerdem wurde ein
parallellaufender GroRenstandard (engl.: ,PageRuler Prestained Protein Ladder”)

aufgetragen.
6.11.5. Western Blot-Analyse

Der Western Blot wird verwendet, um die Proteine aus dem Gel auf eine Tragermembran zu
Ubertragen (Renart et al., 1979, Towbin et al., 1979). Dafiir werden die Gele aus den
Glaskammern genommen, das Sammelgel abgetrennt und das Trenngel zusammen mit einer
Nitrocellulosemembran im Mini Trans-Blot-System von Biorad eingespannt. Es handelt sich
um ein Wet-Blot-Verfahren. In der mit Blotpuffer befiiliten Kammer werden nun die negativ
geladenen Proteine bei einem konstanten Stromfluss von 350 mA fiir 1,5 Stunden in einem
senkrecht zur Membran verlaufendem elektrischen Feld vom Gel auf die

Nitrocellulosemembran tbertragen.

6.11.6. Farbung und Aufnahme

Um unspezifische Bindungsstellen fiir Proteine auf der Membran abzusattigen, wurde die
Nitrocellulosemembran direkt im Anschluss fir 30 min. in 1:10 mit Aqua dest. verdiinntem
Blockierungsreagenz ROTI-Block inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran fiir 5 min. in
TBS-T gewaschen und in entsprechender Verdiinnung in 5% BSA in TBS-T mit dem
Primarantikérper bei 4°C Gber Nacht auf dem Rittler inkubiert.

Am ndchsten Tag wurde die Membran dreimal mit TBS-T gewaschen und anschlieRend fiir 2
Std. in entsprechender Konzentration mit einem Meerrettichperoxidase-gekoppelten
Zweitantikdper inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen mit TBS-T wurde die
peroxidaseinduzierte Reaktion mit der verstirkten Chemilumineszenz-Methode (engl.:
»Enhanced chemiluminescence”; ECL) anhand des Entwicklers ausgewertet. Dazu wurden die
ECL-L6ésungen | und Il im Verhaltnis 1:1 gemischt und die Membran darin fir eine min.
inkubiert. Dabei wird das enthaltene Luminol von der Meerrettichperoxidase umgesetzt,
sodass seine Lumineszenz aufgenommen werden kann.

Um Antigen-gebundene Antikdrper nach dem Entwickeln zu entfernen und die Membran
erneut inkubieren zu kénnen, wurde das Strippingverfahren verwendet. Dazu wurde die
Membran bei 69°C fir 20 min. im Strippingpuffer inkubiert, anschlieRend mit TBS-T

gewaschen und kann dann wieder mit Erstantikdrper inkubiert werden.
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6.11.7. Enzyme Immunoassay Kit

Fir die Messung der intrazellularen cAMP-Spiegel wurde das cAMP Enzyme Immunoassay
(EIA) Kit gemaR der Gebrauchsanleitung verwendet, alle genannten Chemikalien sind im Kit
enthalten. Bei dem Kit handelt es sich um einen kompetitiven Immunoassay, was bedeutet,
dass neben dem eigentlich gesuchten Antigen ein zweites vom Antikdrper detektiertes,
enzymgekoppeltes Antigen mit inkubiert wird und so um die Bindungsstellen mit dem
eigentlichen Antigen konkurriert. Das gekoppelte Enzym katalysiert nach Zugabe seines
Substrats ein Farbreaktion, die mittels Extinktionsmessung erfasst werden kann und sich
umgekehrt proportional zur Konzentration des gesuchten Antigens verhilt.

Zellen wurden in 12-Lochplatten ausgesdt und einen Tag nach Erreichen von Konfluenz
inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde das Medium abgenommen und die Zellen
flir 20 min. mit 160 pl 0,1 M HCI auf Eis lysiert. AnschlieRend wurden die Zellen mit einem
Zellschaber vom Plattenboden abgekratzt und in Eppendorfgefdfie Gberflhrt. Diese wurden
nun fir 5 min. bei 600 g bei Raumtemperatur zentrifugiert und anschlieffend 100 pl des
Uberstandes fiir den Test verwendet. In die vom Hersteller mit Ziege-Anti-Hase-Antikdrper
vorinkubierten 96-Loch-Zellkulturplatten wurden 50 pl Neutralisationsreagenz, 100 ul
Standardlésung oder Probe, 50 pl Lésung mit cAMP-konjugierter alkalischer Phosphatase und
50 ul Lésung mit einem polyklonalem Antikorper (Hase) gegen cAMP oder cAMP-gebundene
alkalisch Phosphatase gegeben. AuRerdem wurden je eine Vertiefung (engl.: ,Well“) fir nicht
spezifische Bindungen (NSB, 150 ul HCI anstelle der Proben und des Antikérperreagenz) und
die maximale Aktivitat (100 ul HCl anstelle der Proben) pipettiert. Dieser Ansatz wurde nun
abgedeckt und fur 2 Std. auf einem Rittler mit 500 rpm inkubiert.

AnschlieBend wurden die Wells geleert und dreimal mit 200 ul Waschpuffer gewaschen, bevor
200 ul des Farbereagenz p-Nitrophenylphosphat zugeben wurden. Nach einer Std. Inkubation
wurden 50 pl Stopp-Lésung hinzugegeben und die Wells umgehend bei einer Wellenldnge von
405 nm fir die Farbreaktion und 580 nm als Korrekturwert ausgelesen. Pro Kit wurde eine
Standardreihe gemald der Anleitung pipettiert und in Doppelbestimmung mit ausgelesen.

Die Daten wurden mit folgender Formel ausgewertet:

Ext.405 nm - Ext.580nm — NSB
max. Aktivitat

= prozentuale Anteil an max. Aktivitat
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Fir Werte zwischen 0 und 1 lasst sich nun Anhand der Standardkurve die cAMP-Konzentration
bestimmen. Fir die Auswertung der Extinktionsmessung wurde Origin Pro 2016 verwendet.
Aus den Werten der Standardkurve wurde eine Gerade erstellt, anhand derer die gemessene

cAMP-Konzentration bestimmt wurde.

6.12. Indirekte Immunfluoreszenz

Um  verschiedene Gewebe  mikroskopisch betrachten zu kbnnen, wurde
Immunfluoreszenzmikroskopie verwendet. Die Technik nutzt dabei fluorophorgekoppelte
Antikoper, die entweder direkt als Primarantikérper oder indirekt tGber einen Zwischenschritt
als Zweitantikdrper Antigene markieren. Aulerdem wurde fluorophorgekoppeltes Phalloidin,
welches an filamentdses Aktin bindet, verwendet. Fluorophore sind Stoffe, die nach Anregung
mittels eines Lasers innerhalb ihres Anregungsspektrums, fiir kurze Zeit Licht innerhalb lhres
Emissionsspektrums abstrahlen. Diese Lichtstrahlung kann mittels eines Mikroskops sichtbar
gemacht werden.

Dazu wurden Zellen auf Deckglaschen in 24-Loch-Zellkulturplatten ausgesat, bei Konfluenz
gemadll den Versuchsbedingungen inkubiert und anschlieBend fixiert. Es kamen zwei
verschiedene Fixierungsmethoden zum Einsatz.

Entweder wurden die Zellen einmalig 5 min. mit PBS gewaschen, im Anschluss mit 500 pl 2%-
Paraformaldehyd in PBS fiir 10 min. bei Raumtemperatur fixiert, danach erneut dreimal mit
PBS gewaschen und dann mit 200 ul 0,1% Triton 100 in PBS fiir 5 min. permeabilisiert.
Alternativ, fur die Farbung der Keratinfilamente, wurden die Zellen einmalig fir 5 min. mit
kaltem PBS gewaschen, dann mit 1 ml -20 °C kaltem 100%-Ethanol und anschlieRend mit 500
pl -20 °C kaltem Aceton auf Eis fixiert.

Nach beiden Verfahren wurden die Proben im Folgenden dreimal mit PBS gewaschen und
anschlielend die Deckglaschen aus den Zellkulturplatten genommen, auf Objekttrager
gegeben und fiir 30 min. mit 30 ul BSA/NGS geblockt, um unspezifische Antikérperbindungen
zu verhindern. Danach wurde BSA/NGS abgenommen und die Proben mit 30 ul
Primdrantikérper in PBS in befeuchteter Umgebung bei Dunkelheit bei 4°C iber Nacht
inkubiert.

Am ndchsten Tag wurden die Objekttrager nach dreimaligem Waschen mit PBS mit 30 ul
Sekundarantikérper in PBS fiir 2 Stunden in Dunkelheit bei Raumtemperatur inkubiert. Der

Zweitantikorper richtet sich gegen das speziesspezifische Fc-Fragment des Primadrantikopers.
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Gegebenenfalls wurde Alexa Fluor 488 Phalloidin zusammen mit dem Sekundarantikorper
inkubiert. Am Ende der Inkubationszeit wurde fiir 10 min. 10 ul DAPI, ein Fluoreszenzfarbstoff,
der DNS anfarbt, zum Sekunddrantikérper hinzugegeben. Abschlieend wurden die Proben
erneut dreimal mit PBS gewaschen, kurz in destilliertem Wasser gespult, um Salzreste zu
entfernen und dann in einem Tropfen NPG mit der Zellseite nach unten eingedeckt. Die
Proben wurden bei 4°C gelagert.

Um Kryoschnitte zu farben wurde ein leicht abgewandeltes Verfahren verwendet. Die
Kryoschnitte wurden auf dem Objekttrager bei 37°C fiir 30 min. und anschlieRend fir weitere
30 min. bei 60°C eingebrannt. AnschlieBend wurden sie kurz in Aqua dest. getaucht und dann
flr 10 min. in 2% Paraformaldehyd in PBS fixiert und nach dem Waschen fiir 1-2h in 1% Triton
100 in PBS in einer Kivette permeabilisiert. Abweichend vom Prozedere fiir Deckglaschen
wurden fir die Schnitte jeweils 60 pl BSA/NGS und Antikérperlésung, sowie 20 ul DAPI und 5

ul NPG verwendet.

6.13. Hamatoxilin-Eosin-Farbung

Ausgewahlte Kryoschnitte wurden fiir 30 min. bei 60°C eingebrannt und anschlieRend fiir 20
min. in 2%-Paraformaldehyd in PBS fixiert. AnschlieBend wurden die Schnitte in destilliertem
Wasser gewaschen und dann fir 15 min. in Alaunhamatoxylin, einem basischen Farbstoff, der
saure Zellbestandteil anfarbt, inkubiert. Danach wurde die restliche Farbe unter laufendem
Leitungswasser ausgewaschen, wobei die pH-Wert Erhéhung durch das neutrale Wasser fur
die Umwandlung von einer roétlich-braunen in die charakteristische blaue Farbung sorgt.
AnschlieBend werden die Objekttrager fiir ca. 3 min. in Eosin, einem sauren Farbstoff, der die
basischen Zellbestandteile farbt, inkubiert. Nachdem die Proben erneut in destilliertem
Wasser gewaschen wurden, wurden sie fir je 1 min. in eine aufsteigende Alkoholreihe (70%-
Ethanol, 80%-Ethanol, 90%-Ethanol) und abschlieBend fiir zweimal 10 min. in 100%-Ethanol
gegeben. Der Alkohol dient dazu, verbliebenes Wasser schrittweise aus den Proben zu
verdrangen. Die Proben wurden nun in Xylol, einem organischen Losungsmittel, fiir zweimal
5 min. geklart, bevor sie in DPX eingedeckt wurden. Die Proben wurden bei Raumtemperatur

gelagert.
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6.14. Rasterkraftmikroskopie

Um die Haufigkeit und Lokalisation von Adhéasionsmolekiilen sowie die Starke von
Einzelmolekilbindungen auf Zellen und deren Topografie untersuchen zu kénnen, wurde
Rasterkraftmikroskopie  (engl.: ,Atomic force microskopy”, AFM) und dabei
Kraftspektroskopie-Messungen verwendet. Dabei handelt es sich um ein nicht-optisches
Mikroskop (Binnig et al., 1986, Vielmuth et al., 2018a).

Eine von Piezoelementen gesteuerte, an einer Blattfeder befestigte Nadel tastet eine Probe
in einem definierten Raster ab. Kommt es zur Verbiegung der Blattfeder, wird diese mittels
eines auf die Rickseite der Feder gerichteten Lasers und eines Photodetektors in Form von
elektrischen Spannungsunterschieden registriert und in zwei Ebenen gemessen. Ist die

Federkonstante bekannt, so kann dank des Hookeschen Gesetzes

F =D xAl

anhand der Auslenkung der Feder (Al) und der bestimmten Federkonstante (D) die
resultierende Kraft berechnet werden.

Das Mikroskop kann auf verschiedene Arten betrieben werden. Der Ql-Modus (,,Quantitative
Imaging”) wurde fiir die Aufnahme von Ubersichtsbilder verwendet. Um Kraftmessungen
durchzufihren wurde der FM-Modus (,,Force Mapping”“) genutzt. Hierbei steht die Messspitze
in direktem Kontakt mit dem untersuch. ten Material. Zunachst muss am Gerat der jeweilige
Messfederhalter kalibriert werden. Dafilir wird durch eine Kontaktmessung auf einer
Glasplatte die Sensitivitat (AU/As) des Photodetektors gegeniliber der Beugung der Feder
gemessen. Im Anschluss wird mittels ,,thermal noise” Methode die Federkonstante (D)
bestimmt. Dadurch kann die gemessene elektrische Spannungsdifferenz am Photodetektor in
die auf die Feder ausgeiibte Kraft umgerechnet werden (Hutter and Bechhoefer, 1993).

Ein Messzyklus lasst sich wie folgt beschreiben. Ein Piezoelement steuert die Nadel in der
Horizontalebene an einen definierten Punkt. Beginnend von einer definierten Hohe (engl.: ,,Z-
lenght”) wird die Nadel mit Hilfe eines weiteren Piezoelements in einer definierten
Geschwindigkeit (engl.: ,,extend speed”) auf die Probe zubewegt. Kommt nun die Nadel mit
der Oberflache der Probe in Kontakt (engl.: ,,contact point“), so wird die Blattfeder nach oben
ausgelenkt, der Laser abgelenkt, und der Photodetektor registriert die Verschiebung durch

eine gemessene Spannungsdifferenz. Die Nadel wird so lange weiter auf die Oberflache
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gedriickt, bis eine definierte Kraft (engl.: ,,setpoint”) erreicht wird. Die Nadel bleibt nun fir
eine definierte Zeitspanne (engl.: ,,extended delay”) an dieser Position und wird anschliefend
mit definierter Geschwindigkeit (engl.: ,retract speed”) zur Ausgangsposition (engl.: ,Z-
length®) zuriickgefahren. Tritt jedoch eine Bindung zwischen Adhasionsprotein der Probe und
einem an der Spitze immobilisiertem Adhdsionsprotein auf, so wird die Blattfeder beim
Zurickziehen in umgekehrter Richtung ausgelenkt, bis die zurtckfiihrende Kraft die Kraft der
Bindung Ubersteigt und sie an einem bestimmten Punkt (Engl.: ,step position”) zum ReiRen
bringt (engl.: “unbinding force”). Dadurch wird die Feder ruckartig in ihre Ruheposition
zuriickbewegt. Zu diesem Zwecke konnen die Nadelspitzen durch Bindung verschiedener
Molekilgruppen funktionalisiert werden und so Riickschliisse auf die Wechselwirkungen
zwischen dem untersuchten Material und der funktionellen Gruppe geschlossen werden. Hat
die Nadel die Ausgangsposition wieder erreicht, so wird sie in der Horizontalebene gemaf
dem Raster an den nachsten Messpunkt bewegt.

Nun ldsst sich an jedem Messpunkt die gemessene Kraft dem korrespondierenden Abstand
der Nadel vom Ausgangspunkt zuordnen und so in einem Kraft-Abstands-Diagramm
Kraftabstandskurven ermitteln. Aus den Informationen der ,Contact points“ und der
jeweiligen horizontalen Position der Nadel lassen sich topographische Abbilder des Materials
erstellen, wahrend sich auftretende Bindungsereignisse hinsichtlich ihrer ,unbinding force”,

,step position”, Lokalisation und Haufigkeit untersuchen lassen.
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Abbildung 4: lllustration der Funktionsweise des Rasterkraftmikroskops (AFM)
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A Vereinfachter Aufbau des AFMs: Uber den Photodetektor wird die Abweichung des auf die Messspitze gerichteten Lasers

detektiert und so die Auslenkung der Feder gemessen. B lllustration einer typischen Kraft-Abstands-Kurve: Die Nadel wird

auf die Probe zubewegt, bis sie mit der Oberflache in Kontakt kommt, wodurch die Blattfeder nach oben ausgelenkt wird,

was durch den Photodetektor registriert wird. (1-3). Tritt ein Bindungsereignis auf, wird die Blattfeder beim Zurickfahren in

umgekehrter Weise ausgelenkt, bis die Bindung reiSt (4-6). Ausfihrlichere Erlduterung im Text. C Darstellung einer

funktionalisierten Messspitze. An die Siliziumnitrid-Oberflache der Blattfeder wird mittels Ethanolamin ein PEG-Linker

gebunden, durch den ein gréRerer Abstand zwischen Spitze und Protein gewonnen wird. Anschliefend wird an den PEG-
Linker das gewiinschte Protein (hier: Dsg3-Fc) gebunden.

6.14.1.

Proteinaufreinigung

Um die Spitzen fiir die Messung der Dsg3-Dsg3-Interaktionen zu funktionalisieren, wurde ein

Konstrukt aus der extrazellularen Domane von Desmoglein-3 gekoppelt an das Fc-Fragment

von Immunglobuline der Klasse G verwendet (Heupel et al., 2008). Verschiedene Konstrukte

dieser Art wurden gemafl einem etablierten Protokoll (Schlegel et al., 2010) von der

biophysikalischen Einheit unter der Leitung von Dr. Franziska Vielmuth produziert und

allgemein zur Verfugung gestellt. CHO-Zellen (engl.: ,,Chinese hamster ovary cells”) wurden

mit dem entsprechenden Konstrukt transfiziert, das Protein translatiert, korrekt gefaltet,

posttranslational modifiziert und sezerniert. Das aus dem Medium gewonnene Protein wurde

dann mittels Sdulenchromatographie isoliert und zur Funktionalisierung der Spitzen

verwendet.
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6.14.2. Funktionalisierung der Messspitze

Die Messfederhalter vom Typ MLCT, an denen die aus Siliziumnitrid bestehenden Blattfedern
und Messspitzen befestigt sind, wurden mit Chloroform gereinigt und tiber Nacht in 5,64 mol/I
Ethanolamin in DMSO inkubiert. Ethanolamin ist ein primares Amin und wird unter Abspaltung
von Wasser durch eine Esterbindung an die Siliziumnitrid-Oberflache gebunden (Klein et al.,
2003). Nach zwei Waschschritten in DMSO und drei Weiteren in Ethanol wurden die
Messfederhalter getrocknet. Nun wird ein Acetal-Polyethylenglykol-Abstandshalter (engl.:
,PEG-Linker”) an die Spitze gekoppelt, um einen groReren Abstand zwischen Messspitze und
dem spater angefligten Protein zu gewinnen. Dadurch ist das Protein in der Lage sich wahrend
der Messung freier zu orientieren, was die Bindungsfrequenz verbessert. Die gemessenen
Krafte werden durch den PEG-Linker nicht beeinflusst, da sich dieser gemaR des Modells einer
wurmartigen Kette verhalt (Kienberger et al., 2000).

Der NHS-Ester des PEG-Linkers bildet mit der Aminogruppe des an der Spitze befindlichen
Ethanolamins eine Peptidbindung. Der PEG-Linker wurde in 600 pl Chloroform und 30 pl
Triethylamin gel6st und anschlieRend fiir 2 Stunden in einem luftdichten Gefal auf die Spitzen
der Messfederhalter gegeben. AnschlieBend wurden die Spitzen fir 10 min. in 1%
Zitronensaure gegeben, wodurch die Acetal-Gruppe des PEG-Linkers in eine Aldehydgruppe
konvertiert wird. Im Folgenden wurden die Blattfederhalter erst in destilliertem Wasser und
dann in Chloroform gewaschen. An die Aldehydgruppe wird nun Uber die freie Aminogruppe
eines Lysinrests das Fc-Teil des Proteinkonstrukts gebunden (Ebner et al., 2007). Dazu wurde
fur eine Stunde 50 pl Proteinlésung in einer Konzentration von 0,15 mg/ml auf die
getrockneten Spitzen gegeben und die Reaktion durch hinzugeben von 1 pl 1 mol/l NaCNBHs
gestartet. Nach einer Stunde wurde die Reaktion durch hinzugeben von 2,5 ul 1 mol/I
Ethanolamin (pH = 9,6) gestoppt. Die Messfederhalter wurden in HBSS gewaschen und
anschlielend in einer luftdicht verschlossenen Petrischale in HBSS bei 4°C bis zu 10 Tage

gelagert.

6.14.3. Messung und Auswertung

Die Messungen wurden auf einem NanoWizard3 AFM durchgefiihrt, das auf einem
invertierten optischen Fluoreszenzmikroskop (Axio Observer D1), bestlickt mit einem 10 x NA
0,25 Luft- und einem 63x NA 1,4 Olobjektiv, montiert ist. Dieser Aufbau befindet sich separiert

in einer Kammer, die stets bei 37°C Raumluft gehalten wird. Das AFM wurde mit dem
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Programm SPMControl v4 betrieben und die Daten mit dem Programm SPM Data Processing
v4.2 ausgewertet.

Fir die Messung wurden mit Dsg3-Fc funktionalisierte, pyramidal geformte D-Spitzen einer
MLCT-Spitzentragers verwendet und mittels einer Spange auf dem Glasblock des AFM
montiert. Der Laser des AFM wurde auf die verwendete Spitze eingestellt und der Spiegel so
ausgerichtet, dass der reflektierte Strahl in der Mitte der Messflache des Photodetektors
erfasst wird. Der Richtwert der Federkonstante fiir die verwendeten MLCT-Blattfedern lag bei
D=0,03 N/m.

Um eine Ubersichtsaufnahme zu erstellen, wurden folgende Parameter am AFM eingestellt:
Qi-modus, Imaging mode, Setpoint: 0,5 nN, Z-lenght: 1.500 nm, 20 x 30 um, 100 x 150
Messpunkte. Fir die Kraftmessungen wurden folgende Einstellungen verwendet: , Contact
mode”, ,force mapping”, rel. Setpoint: 0,5 nN, Z-lenght: 1.500 nm, Extend Speed 10,0 um/s,
extended delay 0,1 s, 60 x 15 Messpunkte, 5 x 1,25 um.

Die auf Deckgldaschen in 6-Lochplatten angeziichteten Zellen wurden dreimal griindlich mit
Zellkulturmedium gewaschen, in die AFM-Halterung eingespannt und mit Medium bedeckt.
AnschlieBend wurde die Halterung im AFM montiert. Die Spitze wurde bis auf das Niveau der
Zelloberflache herabgefahren. Nun kénnen zum einen Bilder von der Oberfldache der Zellen
erstellt werden und zum anderen Kraft-Abstandskurven ermittelt werden. Es wurde eine
Ubersichts-Topographieaufnahme erstellt und anschlieRend im aufgenommenen Bereich an
drei definierten Arealen, die Zellkontaktzonen Uiberspannten, Kraftmessungen durchgefiihrt.
Nachdem zuerst die basalen Bedingungen ermittelt wurde, wurden 100 pM Apremilast
hinzugegeben und nach 2 Std. erneut in denselben Bereichen auf dieselbe Art gemessen.

Um Proteindenaturierung zu vermeiden, wurde darauf geachtet, dass die funktionalisierte

Spitze immer feucht gehalten wurde und die Zellen von Medium bedeckt blieben.

6.15. Migrationsversuche

Um Zellmigration und Proliferation zu untersuchen wurden Zellmigrationsversuche
verwendet (Rotzer et al., 2016, Grada et al., 2017).

Dafur wurden Keratinozyten in 24-Lochplatten ausgesat, auf denen vorher auf der Unterseite
finf horizontale Linien pro Well gezogen wurden, um spater ein Raster zur Verfligung zu
haben, um Wachstum und Migration beobachten und quantifizieren zu kdnnen. Sobald die

Zellen 100% konfluent waren, wurde mithilfe einer 10-100 pl Pipettenspitze entlang eines
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Lineals eine definierte Wundflache senkrecht zu den Markierungen durch den Monolayer
appliziert. AnschlieBend wurden die Zellen dreimal mit Medium gewaschen und mit den
jeweiligen Mediatoren inkubiert. Nach 48 Stunden wurde erneut das Medium gewechselt und
die Zellen neu inkubiert. Pro Well wurden alle 24 Stunden vier Fotos gemacht und
anschlielend mit Imagel die ausgekratzte Flache vermessen. Ausgehend vom Ausgangswert

wurde das prozentuale Schrumpfen der ausgekratzten Flache graphisch dargestellt.

6.16. Aufnahme und Auswertung von Bild- und Datenmaterial

Keratinozytendissoziationversuche
Fir die automatisierte Auswertung von Keratinozytendissoziationsversuchen wurden mit
einer Canon 50D Bilder aufgenommen und mit ImageJ 2.3.0 analysiert. Dazu wurden die Bilder
importiert, der Bereich des Lochplatte im Bild ausgeschnitten, das Bild in eine 8-Bit-Datei
umgewandelt und mittels Threshold-Funktion ein Bindrbild generiert. AnschlieBend wurde die
Zahl der Fragmente mit der Funktion ,, Analyze Particles” fir Fragmente Uber einer GréRRe von

60 Pixeln ausgezahlt.

Western-Blot-Analyse
Western-Blot-Banden wurden mithilfe der Software Image) 2.3.0 durch Messung des
mittleren Grauwertes in einem Rechteck von definierter GroBe um die jeweilige Bande
guantifiziert. Die mittlere Grauwertintensitiat des Hintergrundes der jeweiligen Proteinspur
wurde von dem Ergebnis abgezogen und die Werte auf eine entsprechende Ladekontrolle

bezogen.

Immunfluoreszenzmikroskopie

Die verarbeiteten Proben wurden mithilfe des Konfokalmikroskops und einem 63x Olobjektiv
betrachtet und Bilder aufgenommen. Je Kondition wurden mindestens 4 Ubersichtsbilder in
3-facher VergroBerung und 8 Detailaufnahmen in 15-facher VergréBerung von zwei
verschiedenen Deckgldaschen aufgenommen. Die jeweiligen Einzelkanalaufnahmen sowie ein
zusammengefligtes Mehrkanalbild wurden erstellt.

Um die Keratinretraktion zu quantifizieren wurden die Bilder der panCK-Farbung mit Image)
2.3.0 analysiert. Dafiir wurde die Farbintensitat entlang einer Linie von 10 um Lange senkrecht
zu verlaufenden Zellgrenze gemessen und mit der Funktion ,Plot profile” dargestellt und als
Datenpunkttabelle mit x = Langenkoordinate und y = Farbintensitdt ausgegeben. Pro

Kondition wurden so je fiinf Zellgrenzen aus zwei Ubersichtsbildern pro N vermessen.
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AnschlieBend wurden die Daten in Excel importiert, die Werte der einzelnen
Farbintensitatsprofile am gemeinsamen Tiefpunkts in der Mitte der Linie ausgerichtet, auf
einheitliche Lange gekirzt und anschlieBend Mittelwerte gebildet. Die gemittelten Profile
wurden dann in einem Liniendiagramm dargestellt. Um den graphisch dargestellten Verlauf
der Keratinfilamente zu quantifizieren wurde der Abstand der Hohepunkte der Keratinfarbung
jeder Kondition gemessen und im Balkendiagramm dargestellt (siehe Abbildung 14D).

Um die Co-Lokalisation von Desmoglein-3-Farbung und panCK-Farbung zu quantifizieren
wurde ein Protokoll verwendet (Dunn et al., 2011). Mittels ImageJ) wurde Pearson’s R (Analyze
— Colocalisation - Coloc 2 -> Pearson’s R value (no threshold)) aus je zwei Ubersichtsbildern

pro N gemessen, ein Mittelwert gebildet und die Daten in einem Balkendiagramm dargestellt.

In einer weiteren Quantifizierungsmethode wurden die Anzahl der Keratinblindel pro
definierter Strecke von 10 um ausgezahlt. Daflir wurde In Imagel eine Linie entlang der
Zellgrenze gezogen und mit der Funktion ,Plot profile” die Keratinfilamente im Querschnitt
dargestellt. AnschlieBend wurde die Anzahl der sich im Profil darstellenden Keratinbiindel,
die sich mindestens tber das Finffache des Grundrauschens erheben, ausgezahlt (siehe
Abbildung 15C).
Um die Blasenldange der ex vivo Experimente zu bestimmen wurde H.E. gefarbte Bilder im
Auflicht Mikroskop in kompletter Lange aufgenommen. Die Bilder wurden anschliefend mit
Imagel analysiert. In drei Experimenten wurde in jedem Schnitt die aufgetretene Blasenldnge
vermessen und der Mittelwert gebildet.

Rasterkraftmikroskopie
Die AFM-Datensatze wurden mit der JPK Data Processing Software ausgewertet. Dazu wurden
die gemessen Kraft-Abstandskurven manuell ausgewertet und Bindungsereignisse
vermessen. Die erhaltenen Daten wurden mit der Software Origin pro ausgewertet. Da die
Werte fiur die ,,unbinding force” und ,step position” nicht Normalverteilt sind, wurde ein
Peakfit verwendet.

Statistik und Graphische Darstellung
Zur statistischen Analyse der Daten wurden Microsoft Excel und GraphPad Prism 8 verwendet.
Erhobene Daten wurden in Excel zusammengefasst und analysiert. Die gezeigten Diagramme
wurden mit GraphPad Prism erstellt. Sie zeigen, wenn nicht anders angegeben, den

Mittelwert, die Fehlerbalken stellen den Standardfehler dar (engl. ,standard error of the
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mean”, SEM). Fir die statistische Analyse wurde ebenfalls GraphPad Prism verwendet. Fiir die
Analyse von zwei unabhangigen Gruppen wurde ein zweiseitiger, ungepaarter studentischer
t-Test verwendet. Wenn mehr als zwei Gruppen analysiert wurden, wurde eine einfache
Varianzanalyse (,,Analysis of variance”, ANOVA) mit Bonferroni Korrektur fiir multiples Testen
durchgeflhrt. Fir Werte ab p < 0,05 wurde statistische Signifikanz angenommen.

Die Bearbeitung und Zusammenstellung der Bilder erfolgten mit Adobe Photoshop 2022 und

die lllustrationen wurden mit BioRender.com erstellt.
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7. Ergebnisse

Daten dieser Arbeit wurden 2023 unter dem Titel ,Apremilast prevents blistering in human
epidermis and stabilizes keratinocyte adhesion in pemphigus” von den gleichberechtigen
Erstautoren Dr. Anna Sigmund, Sophia Engelmayer und dem Promovierenden im Journal

Nature communications puliziert (Sigmund et al., 2023).

7.1. Apremilast induziert eine cAMP-Spiegelerhéhung in humanen Keratinozyten.

Apremilast ist ein Inhibitor der Phosphodiesterase 4 (Gottlieb et al., 2008). Gemal
vorangegangener Publikation wird die PDE4 ebenfalls in Keratinozyten exprimiert (Papp et al.,
2012). Um zu Gberprifen, ob Apremilast auch in Keratinozyten wie erwartet den cAMP-spiegel
erhoht, wurde ein EIA durchgefiihrt. Da Apremilast in DMSO geldst wurde, stellt DMSO eine
Kontrollbedingung bei allen Experimenten dar.

Sowohl nach 2h- wie auch nach 24h-Inkubation mit 100 uM Apremilast zeigte sich ein
signifikanter Anstieg der intrazellularen cAMP-Konzentration um den Faktor 2,7 + 1,0 (2h)
bzw. 2,7 + 1,2 (24h). Nach 24h Inkubation mit PV-IgG zeigte sich ein nicht-signifikanter Anstieg
um das 2,2 + 0,5 -fache, nach gemeinsamer Inkubation mit Apremilast stieg der cAMP-Spiegel

signifikant auf das 4,5 + 0,8 -fache (siehe Abbildung 5).
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Abbildung 5: Apremilast erhoht den cAMP-Spiegel in Keratinozyten.

A Im cAMP Enzyme Immunoassay von HaCaT-Zelllysaten zeigte sich nach Inkubation mit Apremilast (100 uM) fiir 2 Stunden
(A, n = 6) bzw. 24 Stunden (B, n = 7) ein signifikanter Anstieg der cAMP-Spiegels gegenliber Kontrollbedingungen (DMSO). C
cAMP ELISA nach 24h Inkubation mit DMSO, Apremilast, C-IgG und PV-IgG. Dargestellt ist der Mittelwert, die Fehlerbalken
zeigen den Standardfehler an. Ungepaarter, zweiseitiger T-Test (A, B), one-way ANOVA mit Bonferronikorrektur (C), * p <

0,05, modifiziert nach Sigmund et al., 2023.
7.2. Apremilast starkt die Zelladhasion humaner Keratinozyten dosisabhangig.

Um zu testen, ob Apremilast neben seiner immunmodulierenden Wirkung auch direkte
Auswirkungen auf die Zelladhdsion hat, wurden Keratinozytendissoziationsversuche
durchgefiihrt.

Schon unter basalen Bedingungen zeigte sich nach 2h Inkubation mit Apremilast ein Dosis-
abhangiger, nicht-signifikanter  Trend zu reduzierten Fragmentzahlen im
Keratinozytendissoziationsversuch (siehe Abbildung 6). Effekte traten dabei in vergleichbarem
Male unabhangig der verwendeten Medikationsform auf. Zum einen wurde reines Apremilast
in Pulverform in DMSO gel6st (P), zum anderen wurde die vom Hersteller erhéltliche Tablette

gemorsert und mitsamt den enthaltenen Zusatzstoffen ebenfalls in DMSO geldst (T).
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Abbildung 6: Dosisabhangige Starkung der Zelladhasion durch Apremilast.

A, B Apremilast starkt die Zelladhasion im Keratinozytendissoziationsversuch dosisabhangig (N = 4) und unabhangig der
verwendeten Medikationsform (Pulver (P) oder Tablette(T)). Dargestellt ist der Mittelwert, die Fehlerbalken zeigen den

Standardfehler an (A). B Reprasentative Bilder aus N = 4, modifiziert nach Sigmund et al., 2023.
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7.3. Apremilast wirkt protektiv gegen den AK23-vermittelten Haftungsverlust in

humanen Keratinozyten.

AK23 ist ein pathogener, monoklonaler Antikérper gegen die EC1-Domadne von Dsg3. Die
Verwendung des Antikorpers ist gut zur Induktion eines PV-Phanotyps in vitro und in vivo
etabliert (Tsunoda et al., 2003, Schulze et al., 2012, Spindler et al., 2013). Um zu Uberprifen,
ob Apremilast protektiv gegen einen durch AK23 induzierten Haftungsverlust wirkt, wurden
zunachst Keratinozytendissoziationsversuche durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellen 24 Std.
mit AK23 und Apremilast inkubiert. Nach Inkubation mit AK23 zeigte sich ein signifikanter
Anstieg der Fragmente von 7,0 £ 0,7 auf 27,3 £ 3,2. Eine Behandlung mit Apremilast in 10 uM
Dosierung konnte den Zellhaftungsverlust nicht ausgleichen (25,2 + 4,5). Wurde Apremilast in
100uM-Dosierung verwendet, reduzierte sich die Anzahl der Fragmente signifikant auf 8,6 +
1,6 (siehe Abbildung 7 A, B).

Der p38MAPK-Signalweg nimmt eine Schlisselrolle in der Pathogenese von Pemphigus
vulgaris ein. Eine Aktivierung des p38MAPK-Signalwegs fiihrt in vitro und in vivo zu teils
ahnlichen Verdanderungen wie sie auch durch PV-1gGs hervorgerufen werden (Berkowitz et al.,
2005, Berkowitz et al., 2006). Diese Veranderungen konnten in vorherigen Studien durch eine
Erhohung des cAMP-Spiegels mittels F/R gehemmt werden, aus der eine Hemmung der
p38MAPK resultierte (Spindler et al., 2010, Vielmuth et al., 2018b).

Im Western Blot fand sich nach 24h weder eine Aktivierung der p38MAPK durch AK23, noch
konnte eine Dsg3-Depletion nachgewiesen werden (siehe Abbildung 7 C, D). Im Folgenden

wurde Apremilast 100 uM verwendet.
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Abbildung 7: Apremilast wirkt protektiv gegen AK23-vermittelten Haftungsverlust in Keratinozyten ohne Einfluss auf die

Aktivitat der p38MAPK zu nehmen.

A Apremilast hemmt den AK23-bedingten Zellhaftungsverlust im Keratinozytendissoziationsversuch (N = 6). B Reprasentative
Bilder aus (A) C, D Im Western Blot zeigt sich keine signifikante Aktivierung der p38MAPK (N = 5) durch AK23. Es fand sich
dartber hinaus keine Dsg3-Depletion nach 24h Behandlung mit AK23 oder Apremilast (N = 3). C Quantifizierung von (D)
p38MAPK. Dargestellt ist der Mittelwert, die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler an. One-way ANOVA mit

Bonferronikorrektur (A, D), * p < 0,05, modifiziert nach Sigmund et al., 2023.

Um den Effekt von AK23 und Apremilast auf die Dsg3-Depletion morphologisch zu
untersuchen, wurden Immunfluoreszenz-Versuche durchgefiihrt. Dazu wurden HaCaT-Zellen
auf Deckglaschen ausgesat, bis zur Konfluenz anwachsen gelassen und dann mit den zu
untersuchenden Mediatoren behandelt.

Unter Kontrollbedingungen stellten sich HaCaT-Zellen als polygonale Zellen mit geringem
zytoplasmatischem Anteil und relativ grolem Zellkern dar. Dsg3 war homogen entlang der
Zellmembran verteilt. Das kortikale Aktin fand sich ebenfalls in unmittelbarer Nahe der
Zellmembran und kolokalisiert, erkennbar an der Farbiberlagerung von rot und grin zu
gelb/weil, mit der Dsg3-Farbung (siehe Abbildung 8, Reihe 1).

Nach Behandlung mit AK23 stellte sich Dsg3-Farbung entlang der Zellgrenzen ebenfalls

fragmentiert und leicht verbreitert im Vergleich zu Kontrollbedingungen dar. Dsg3
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(4

kondensiert sich zu kleinen Streifen senkrecht zur Zellmembran, welche als ,linear arrays”
bezeichnet werden (Spindler et al., 2013, Tsunoda et al., 2003). Auch nach Behandlung mit

Apremilast finden sich noch angedeutete , linear arrays (siehe Abbildung 8, Reihe 2-4).
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Abbildung 8: Immunfluoreszenzdarstellung von Dsg3 und Aktin nach 24h Inkubation von AK23 und Apremilast.

Reprasentative Zusammenstellung aus N = 4.

7.4. Apremilast wirkt protektiv gegen PV-lgG-vermittelten Haftungsverlust in

humanen Keratinozyten.

Aufgrund der positiven Ergebnisse der Vorversuche mit AK23 wurde im nachsten Schritt der
Einfluss von Apremilast auf die Effekte von PV-IgGs getestet. Die aufgereinigten PV-IgGs
wurden in einer Verdiinnung von 1:100 fiir weitere Versuche verwendet. Als Kontrolle wurden
im selben Verfahren gewonnene Kontroll-IgGs (C-IgG) von Gesunden genutzt.

In Keratinozytendissoziationsversuchen zeigte sich, dass PV-IgG, wie auch schon AK23, die
Zellhaftung beeintrachtigt. Um den verschiedenen Prozessen der Pemphiguspathogenese

gerecht zu werden, wurden zwei verschiedene Inkubationsdauern gewadhlt. Erste
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Signalwegsalterationen, wie z.B. die Aktivierung der p38MAPK, finden sich bereits innerhalb
der ersten halben Stunde nach Bindung von PV-IgGs an Dsg3 (Berkowitz et al., 2005, Lee et
al., 2009). Wichtige morphologische Korrelate wie Dsg3-Depletion und Keratinretraktion
wiederum treten zum Teil erst nach sechs und mehr Stunden in Erscheinung (Berkowitz et al.,
2005, Lee et al., 2009, Jolly et al., 2010).

Sowohl nach 2h Inkubation mit Apremilast und 30min Inkubation mit PV-IgG als auch nach
gemeinsamer Inkubation beider Mediatoren Uber 24h, zeigten sich signifikante Effekte. So
fUhrten die PV-IgGs zu einer signifikanten Erhéhung der Fragmentzahl von 13,6 + 2,8 auf 37,4
+5,9 (2 Std./0,5 Std.) bzw. 7,6 £ 2,5 auf 31,8 + 4,1 (24 Std.). Durch Behandlung mit Apremilast
in 100 uM Dosierung konnte die Anzahl der Fragmente signifikant auf 17,8 £ 2,1 bzw. 9,4+ 1,3
gesenkt werden (siehe Abbildung 9 A-D).

Entgegen den Erwartungen fand sich nach Behandlung mit der verwendeten PV-IgG-Fraktion
keine Aktivierung der p38MAPK (siehe Abbildung 9 E-H) in der Western Blot-Analyse der
Triton-X-100-16slichen Fraktion. Die p38MAPK findet sich vorwiegend in jener Triton-l6slichen
Fraktion, in welcher sie nicht an zytoskelettal gebunden Proteine vorliegt (Walter et al., 2017).
In vorangegangenen Publikationen konnte eine solche nachgewiesen werden (Berkowitz et
al., 2005, Spindler et al., 2010). Auch hemmte Apremilast die p38MAPK-Phosphorylierung
nicht. Dies ist am ehesten auf die individuelle Zusammensetzung der PV-lgG-Fraktion und der
jeweiligen Antigene zuriickzufiihren, welche von Patientln zu PatientIn variieren (Walter et al.,

2017).
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Abbildung 9: Apremilast wirkt protektiv gegen PV-IgG-vermittelten Haftungsverlust in Keratinozyten.

A, B Apremilast hemmt den PV-IgG-bedingten Zellhaftungsverlust im Keratinozytendissoziationsversuch nach 30 min. (A, N =
4) und nach 24 Stunden (B, N = 4) signifikant. C, D Reprasentative Bilder aus (A und B). E, F Quantifizierung der p38MAPK (G,
H): Im Western Blot zeigt sich keine Aktivierung der p38MAPK (N = 4) durch 30 min. Behandlung mit PV-IgG, welche durch 2h
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Behandlung mit Apremilast ebenfalls unbeeintrachtigt bleibt. G, H Reprasentative Western Blot-Analyse nach Triton-X-100-
Extraktion. Dargestellt ist der Mittelwert, die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler an. One-way ANOVA mit

Bonferronikorrektur (A, B, E, F), * p < 0,05, modifiziert nach Sigmund et al., 2023.
7.5. Apremilast hat keinen Einfluss auf die durch PV-IgG induzierte-Dsg3 Depletion.

Nach Behandlung mir F/R wird die Dsg3-Depletion in Keratinozyten gehemmt (Spindler et al.,
2010). Folglich war es von Interesse zu evaluieren, ob nach Inkubation mit Apremilast, welche
den cAMP-Spiegel nur etwa ein Drittel so stark erhoht wie F/R, ebenfalls zur Hemmung der
Dsg3-Depletion kommt.

Unter Kontrollbedingungen fanden sich Dsg3 und kortikales Aktin homogen entlang der
Zellmembran verteilt und kolokalisierten (siehe Abbildung 10 A, Reihe 1-3). Nach Inkubation
mit PV-IgG kommt es zur aus der Literatur bekannten Depletion und Umverteilung von Dsg3
an der Zellmembran. Dsg3 stellt sich nicht mehr in einem durchgangigen Band entlang der
Zellmembran dar. Vielmehr findet sich eine Clusterbildung und gepunktetes Vorliegen im
Bereich der Zellgrenzen. Insgesamt stellte sich eine Reduktion der Dsg3-Farbung dar, die
Zellgrenzen selbst wirkten leicht verbreitert. Nach Behandlung mit PV-IgG kam es zu einer
verringerten Kolokalisation von Aktin und Dsg3. Die Aktinfarbung stellte sich weniger
homogen und leicht verbreitert entlang der Zellmembran dar (siehe Abbildung 10 A, Reihe 4).
Alleinige Apremilastinkubation flihrte zu keinen sichtbaren Veranderungen der Verteilung von
Dsg3 oder Aktin entlang der Zellmembran (siehe Abbildung 10 A, Reihe 5-6). Im Gegensatz zu
F/R scheint Apremilast keine Auswirkungen auf die Dsg3-Depletion zu haben.

Um die Dsg3-Depletion auch quantitativ beurteilen zu kdénnen, wurden Western Blot-
Experimente durchgefiihrt. Nach 24h Behandlung mit PV-IgG zeigte sich eine signifikante
Reduktion der Dsg3-Bande in der Triton-16slichen Fraktion. Ebenfalls 24-stiindige
Koinkubation mit Apremilast hatte keinen Einfluss auf die Dsg3-Depletion. Pg, Dp und GAPDH
stellen Ladekontrollen dar und bestatigten, dass die die Triton-Separation funktioniert hat. Sie

zeigten sich durch die Behandlung unverandert (siehe Abbildung 10 B, C).
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Abbildung 10: Apremilast nimmt keinen Einfluss auf die Dsg3-Depletion durch PV-IgG.

A In der Immunfluoreszenzfarbung zeigt sich keine Hemmung der durch PV-IgG verursachten Dsg3-Depletion. Das

Aktinskelett stellt sich unauffallig dar. Reprasentative Zusammenstellung aus N = 4. B Triton-X-100-Proteinextraktion: Auch
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in der quantitativen Proteinanalyse mittels Western Blot zeigt sich keine Hemmung der Dsg3-Depletion, reprdsentativer
Western Blot von 4N. C Quantifizierung der Triton-l6slichen Fraktion aus (B), dargestellt ist der Mittelwert, die Fehlerbalken

zeigen den Standardfehler an. One-way ANOVA mit Bonferronikorrektur (C), * p < 0,05, modifiziert nach Sigmund et al., 2023.

7.6. Die Einzelmolekulbindungseigenschaften von Dsg3 werden durch Apremilast

nicht beeinflusst.

Die Rasterkraftmikroskopie (engl. ,Atomic Force Microscopy”, AFM) ist ein relativ neuartiges,
aus der Materialphysik stammendes Verfahren, mit welchem
Einzelmolekilbindeeigenschaften analysiert werden kénnen (Binnig et al., 1986). Mithilfe
einer Messspitze kdnnen hochauflésende topographische Ubersichtsbilder von Materialien
oder Geweben erstellt werden. Dariber hinaus kénnen die Messspitzen mit Proteinen
funktionalisiert und so Einzelmolekilbindungen analysiert werden (Vielmuth et al., 20183, Li
etal., 2017).

HaCaT-Zellen wurden auf Glasplattchen ausgesat und nach Erreichen von Konfluenz
analysiert. Zundchst wurden mit einer mit Dsg3-Fc beschichteten Messspitze unter
Kontrollbedingungen ein Ubersichtsbild und im Anschluss Einzelkraftmessungen entlang der
Zellgrenzen durchgefiihrt. Dabei Ilasst sich die Bindungsstarke einer einzelnen
Molekilbindung, in diesem Falle die von Dsg3, als ,,unbinding force” bestimmen. Dariiber
hinaus koénnen die Bindungsfrequenz und die ,unbinding position“ als die Distanz in
Zugrichtung bestimmt werden. Letztere kann als Mal3 fur die zytoskelettale Verankerung der
Desmosomen angesehen werden (Vielmuth et al., 2018a, Sariisik et al., 2015).

Die HaCaT-Zellen zeigten das typische morphologische Erscheinungsbild fiir AFM-Experimente
(Vielmuth et al., 2015a). Sie sind polykolonale Zellen mit zahlreichen fingerférmige Auslaufer,
die mit denen der Nachbarzelle in Kontakt stehen (siehe Abbildung 11 A). In den
Einzelmoleklilmessungen fanden sich mit der Literatur vergleichbare Werte fir ,,unbinding
force” von ca. 40 pN und ,step position” von 168 nm (Hiermaier et al., 2021, Vielmuth et al.,
2015a). Nach Durchfiihrung der Kontrollmessungen wurden die Zellen fir 2h mit Apremilast
inkubiert. Nach erneuter Aufnahme der Ubersichtbilder und Einzelmolekiilmessungen, fanden
sich keine signifikanten Unterschiede fiir ,unbinding force”, ,unbinding position“ und

Bindungsfrequenz (siehe Abbildung 11 B-D).
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Abbildung 11: Die Einzelmolekilbindungseigenschaften von Dsg3 werden von Apremilast nicht beeinflusst.

A Ubersichtsbilder und Detailaufnahmen von AFM-Messungen auf HaCaT-Zellen. Nach 2h Inkubation mit Apremilast 100 uM
finden sich nur geringe morphologische Verdnderungen. In den Detailaufnahmen stellen sich die fingerformigen Auslaufer
der HaCaT-Zellen dar. Die griinen Punkte geben aufgetretene Bindungsereignisse wieder. B, C, D Mittelwerte von ,,unbinding
force” (B), ,unbinding position” (C) und Bindungsfrequenz (D). Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler an. Ungepaarter,

zweiseitiger T-Test (B, C, D), * p < 0,05, modifiziert nach Sigmund et al., 2023.

7.7.Die Lokalisation von Dsg2, Dsc3 sowie E-Cadherin werden durch Apremilast und

nach PV-IgG Inkubation nicht beeinflusst.

In den Seren von Pemphiguspatientinnen wurden Antikorper gegen eine Reihe weiterer

Proteine gefunden (Amber et al., 2018). Fir Antikorper gegen Dsc3 konnte Pathogenitat
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nachgewiesen werden (Spindler et al., 2009, Hudemann et al., 2022). Da auch in den
verwendeten PV-Seren Antikorper gegen Dsc3 nachweisbar waren (siehe Tabelle 1), wurden
weitere Immunfluoreszenzfarbungen durchgefiihrt. Unter Kontrollbedingungen findet sich
Dsc3 sowohl zytosolisch als auch entlang der Zellmembran angefarbt. Es liegt homogen mit
Aussparung des Zellkerns in der ganzen Zelle in Form von kleinen Punkten verteilt vor. Nach
Inkubation mit PV-IgG stellte sich Dsc3 in der Farbung unverdandert dar, Apremilast zeigte
ebenfalls keinen Einfluss (siehe Abbildung 12, Spalte 1, 4).

Um einen etwaigen Effekt von Apremilast auf Adhdrens-Junktionen zu untersuchen, wurden
Farbungen gegen E-Cadherin angefertigt. E-Cadherin stellt sich unter Kontrollbedingungen
erwartungsgemal homogen, dicht entlang der Zellmembran gefarbt dar. Auch hier fanden
sich keine Veranderungen nach Behandlung mit PV-IgG oder Apremilast, was dessen
spezifischen Effekt auf Desmosomenhaftung unterstreicht (siehe Abbildung 12, Spalte 2, 5).
Da Dsg2 in der Haut von Pemphiguspatientinnen hochreguliert wird (Iwatsuki et al., 1999,
Sigmund et al., 2020) und Dsg3 heterophile Interaktionen mit Dsg2 eingehen kann (Vielmuth
et al.,, 2018c, Sigmund et al., 2020), wurden Farbungen gegen Dsg2 durchgefiihrt. Unter
Kontrollbedingungen findet sich in HaCaT-Zellen eine homogene, kraftige Farbung von Dsg2
entlang Zellmembran. In der Immunfluoreszenz stellen sich keine Verdanderungen nach
Inkubation mit PV-IgG oder Apremilast dar. Das mitgefarbte Aktinzytoskelett zeigte die oben

beschriebenen geringgradigen Veranderungen (siehe, Abbildung 13).
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Abbildung 12: Apremilast nimmt keinen Einfluss auf die Dsc3- und E-Cadherin-Expression in HaCaT-Wildtpy-Zellen.
Immunfluoreszenzdarstellung von Desmocollin-3 und E-Cadherin nach 24h Behandlung mit PV-IgG und Apremilast. Es finden

sich keine Veranderungen in der Zellmorphologie. Reprasentative Zusammenstellung aus N = 4. Modifiziert nach Sigmund et

al., 2023.
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Abbildung 13: Apremilast nimmt keinen Einfluss auf die Dsg2-Expression in HaCaT-Wildtyp-Zellen.

Immunfluoreszenzdarstellung von Dsg2 und Aktin in HaCaT-Wildtyp-Zellen nach 24h Behandlung mit PV-IgG und Apremilast.
Es finden sich keine Verdanderungen in der Zellmorphologie. Reprasentative Zusammenstellung aus N = 4. Modifiziert nach

Sigmund et al., 2023.
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7.8. Apremilast hemmt die durch PV-lgG-induzierte Keratinfilamentretraktion in

vitro.

Ein weiteres wichtiges morphologisches Korrelat des Zellhaftungsverlusts in der Pathogenese
von Pemphigus vulgaris ist die nach PV-IgG-Bindung eintretende Keratinretraktion (Waschke,
2008, Caldelari et al., 2001, Berkowitz et al., 2005, Schlogl et al., 2018). Um zu untersuchen,
inwieweit Apremilast diesen Schritt beeinflusst, wurden Immunfarbungen gegen das
Keratinzytoskelett angefertigt. Daflir wurden zum einen HaCaT-Zellen nach 24h Inkubation
mit PV-IgG und Apremilast mit einem Antikdrper gegen alle Zytokeratinfilamente (panCK)
sowie Dsg3 eingefarbt und mit dem Konfokalmikroskop analysiert. Unter
Kontrollbedingungen findet sich Dsg3 wie bereits beschrieben unverdandert. Die
Zytokeratinfilamente stellen sich im schmalen zytosolischen Raum der HaCaTs als kraftige, von
der Zellmitte zur Membran laufende Biindel, dhnlich den Speichen eines Rades, dar (Quinlan
et al., 2017). Besonders deutlich erkennbar ist der Keratinfilament-Ring um den Zellkern
herum (siehe Abbildung 14 A, Reihe 1-3).

Nach Behandlung mit PV-IgG lassen sich zum einen weniger und schwacher gefarbte
Filamente erkennen, die in Richtung der verbliebenen Dsg3-Molekile ziehen. Zum anderen
findet sich ein groBerer Abstand des oben beschriebenen Ringes von Keratinfilamenten (siehe
Abbildung 14 A, Reihe 4). Beide Phdanomene werden in der Literatur als Keratinretraktion
beschrieben (Waschke, 2008). Auffallig ist, dass diese nach Behandlung mit Apremilast
weniger prominent ist und deutlich mehr Keratinfilamentfarbung in der Nahe der Dsg3-
Farbung zu sehen ist. Wie zu erwarten, fand sich auch hier wieder eine deutliche Dsg3-
Depletion, die durch Apremilast nicht gemindert werden konnte (siehe Abbildung 14 A, Reihe
5-6).

Nach Behandlung mit F/R fand bestatigte sich die in der Literatur beschriebene Beobachtung,
dass die Dsg3-Depletion gehemmt wird (Spindler et al., 2010). Dsg3 liegt weniger kondensiert
vor und eine homogenere Farbung ist erkennbar. Die nach Apremilastbehandlung
aufgetretenen Auswirkungen auf das Keratinzytoskelett stellen sich nach Behandlung mit F/R
noch prominenter dar. Auffillig ist besonders die feine und geordnete Morphologie der
gefarbten Filamente (siehe Abbildung 14 A, Reihe 7-8).

Um diese Beobachtung quantifizieren zu kénnen, wurden zwei Methoden angewandt (siehe
6.16). Zunachst wurde mithilfe der Software Imagel die Fluoreszenzintensitat entlang einer

senkrechten Linie von 10 um Lange Uber die Zellmembran hinweg gemessen und als
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Liniendiagramm vergleichbar mit einem Hohenprofil dargestellt (siehe Abbildung 14 B, D).
Hier zeigt sich deutlich, dass die gegenuberliegenden Maxima der Keratinfilamentfarbung
nach Inkubation mit PV-IgG signifikant weiter voneinander entfernt liegen. Nach Inkubation
mit Apremilast wurde dieser Abstand wiederum signifikant verringert (siehe Abbildung 14 C).
In einer zweiten Analyse wurde die Kolokalisation der Dsg3-Farbung und der von panCK
mittels Image) gemessen. Der erhaltene Kolokalisationskoeffizient Pearsons R wurde
verglichen. Eine Korrelation von r = 1 wirde bedeuten, dass beide Farbungen perfekt
Uberlappen, wahrend bei einem Koeffizienten von r =-1 die beiden Farbungen an keiner Stelle
Uberlappen. Unter Anwendung dieser Methode zeigte sich, dass nach PV-IgG die
Kolokalisation von Dsg3 und panCK signifikant abnimmt und dieser Effekt durch cAMP-
Spiegelerhohung gebessert wird. Auch hier zeigten sich starke Effekte nach Behandlung mit
F/R gegenuber Apremilast. Wahrend die Inkubation mit PV-IgG zu einer signifikanten
Abnahme der Kolokalisation fuhrte, war der Unterschied nach zusatzlicher Behandlung mit
Apremilast nicht mehr signifikant. Zusatzliche Behandlung mit F/R resultierte in einem
signifikanten Anstieg der Kolokalisation gegeniiber alleiniger PV-lgG-Behandlung, sodass
vergleichbare Werte wie unter Kontrollbedingungen hergestellt wurden (siehe Abbildung 14

E).
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Abbildung 14: Apremilast hemmt die Keratinretraktion in HaCaT-Witltyp-Zellen.

A Immunfluoreszenzfarbung gegen Dsg3 und panCK in HaCaT-Wildtyp-Zellen (N = 4). 24h Inkubation mit PV-IgG fihrt zu einer
Retraktion des zentralen Zytokeratinrings und Abschwachung der Zytokeratinfarbung. Apremilast hemmt die
Keratinretraktion. B, C Quantifizierung von (A): Das Profil der gemittelten Fluoreszenzintensitaten der panCK-Farbung (B)
zeigte eine deutliche Verbreiterung des Abstands der Keratinfilamente (C) nach Behandlung mit PV-IgG, welche durch
Apremilast gehemmt wird. D lllustration der Quantifizierungen (B, C). E Quantifizierung von (A): Der
Kolokalisationskoeffizient Pearson’s R gibt die Kolokalisation von Dsg3- und panCK-Farbung wieder. PV-IgG fihrt zu einer
geringeren Kolokalisation, wahrend Apremilast und F/R den PV-IgG vermittelten Effekt hemmen. Dargestellt ist der
Mittelwert, die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler an. One-way ANOVA mit Bonferronikorrektur (C, E), * p < 0,05,

modifiziert nach Sigmund et al., 2023.

In einem zweiten Versuchsansatz wurden HaCaTs analysiert, die YFP-Keratin-5 (CK5, engl.

Yellow fluorescent protein, YFP) stabil Gberexprimieren. Die Zellen wurden freundlicherweise
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von der Gruppe um Prof. Dr. Rudolf Leube von Prof. Dr. Reinhard Windoffer und Dr. Nicole
Schwarz (Institut fir Molekular- und Zellbiologie RWTH Aachen) zur Verfligung gestellt. Die
Zellen wurden nach 24h Inkubation mit PV-IgG und Apremilast zusatzlich gegen Dsg3 und DAPI
gefarbt. In der mikroskopischen Analyse zeigte sich ein dhnliches Bild wie in der zuvor
beschriebenen panCK-Farbung. Unter Kontrollbedingungen stellten sich die Uberexprimierten
CK5-Fasern (hier in griin dargestellt) in typischer Morphologie dar (siehe Abbildung 15 A, Reihe
1-3). Erneut fand sich keine Hemmung der durch PV-IgG ausgeldsten Dsg3-Depletion durch
Apremilast (siehe Abbildung 15 A, Reihe 4-6). Die griin dargestellten Keratin-5-Filamente
zogen sich nach Inkubation mit PV-IgG in Richtung des Zellkerns zuriick (siehe Abbildung 15 A,
Reihe 4). Nach Behandlung mit Apremilast fanden sich wieder vermehrt dicke
Zytokeratinfilamente, die mit dem verbliebenen Dsg3 in Kontakt traten (siehe Abbildung 15
A, Reihe 5-6). Um diese Veranderung zu quantifizieren, wurden die Verbliebenen Filamente
entlang der Zellmembran ausgezahlt. Durch PV-1gG wurde die Anzahl der Filamente signifikant
reduziert, Apremilast hemmte diese Reduktion und induzierte einen Zustand vergleichbar mit

den Kontrollbedingungen (siehe Abbildung 15 B, C).
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Abbildung 15: Apremilast beeinflusst die Keratinretraktion in Keratinfilament-tiberexprimierenden Zellen.

A Immunfluoreszenzfarbung gegen Dsg3 in CK5-YFP transfizierten HaCaT-Zellen (N = 4, Untersuchungen mit F/R: N = 2). Nach
Behandlung mit PV-IgG finden sich weniger CK5-Filamente entlang der Zellmembran. Apremilast hemmt in CK5-YFP-
exprimierenden Zellen die durch PV-IgG bedingte Keratinretraktion. B Quantifizierung aus (A). C lllustration der
Quantifizierungen (B). Dargestellt ist der Mittelwert, die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler an. One-way ANOVA mit

Bonferronikorrektur (B), * p < 0,05, modifiziert nach Sigmund et al., 2023.

Die beobachteten Verdanderungen konnten durch Versuche von Dr. Desalegn Egu in
elektronenmikroskopischen Bildern aus dem ex vivo Hautmodell bestatigt werden. Auch hier
zeigte sich eine durch PV-IgG veranderte desmosomale Keratininsertion, die durch Apremilast

signifikant gebessert werden konnte. Im selben Experiment fanden sich zudem PV-typische

ultrastrukturelle Veranderungen wie eine reduzierte Desmosomengréf3e und -anzahl, welche
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jedoch nicht von Apremilast beeinflusst werden konnten. Dafilir konnte Apremilast die

Spaltung von Desmosomen ebenfalls signifikant senken (Sigmund et al., 2023).

7.9. Plakoglobin wird durch eine cAMP-Spiegelerhohung an Ser665 phosphoryliert.

Wie bereits beschrieben, wurde im Herzen ein neuer cAMP-abhadngiger Mechanismus mit
Auswirkungen auf die Zellhaftung entdeckt. Eine Pg-Phosphorylierung an Serin 665 wird mit
gestarkter Zellhaftung und Reorganisation der Zellkontakte in Verbindung gebracht. Eine
Erhéhung der intrazellularen cAMP-Konzentration um das ca. 50-fache mittels 1h Inkubation
mit F/R fuhrte zu einer Erhohung der Dsg2-Einzelbindungsstarke um 10%. Es konnte gezeigt
werden, dass diese Verdanderungen vom Phosphorylierungsstatus von Pg an Serin 665
abhéngig sind (Schinner et al., 2017).

Nach 2h Inkubation mit Apremilast fand sich auch in Keratinozyten eine signifikant erhéhte

Phosphorylierung an Pg-S665 (siehe Abbildung 16 A, B).
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Abbildung 16: 2h Behandlung mit Apremilast flihrt zu einer Phosphorylierung von Pg an Serin 665.

B Reprasentativer Western Blot aus N = 6, Zellen wurden 2h mit Apremilast und 30 min. mit PV-IgG behandelt. A
Quantifizierung von (B, N = 6). Dargestellt ist der Mittelwert, die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler an. One-way ANOVA

mit Bonferronikorrektur (B), * p < 0,05, modifiziert nach Sigmund et al., 2023.
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7.10. Rekonstruktion Plakoglobin-defizienter Zellen mit Plakoglobin-Wt und
Plakoglobin-Mutante Ser665A

Um zu evaluieren, ob die Phosphorylierungsstelle an Pg ursachlich fur die gestiegene
Zelladhésion sind, wurden Pg-defiziente Zellen (HaCaT Jup”") stabil mit zwei verschiedenen Pg-
Konstrukten (zur Verflgung gestellt von Marie-Therese Wanuske und Prof. Dr. Volker
Spindler) transfiziert. Ein Konstrukt enthielt DNS von humanem Pg (Pg-Wt), versehen mit
einem GFP-Tag, sowie je einem Resistenzgen gegen Kanamycin fir die Selektion in
prokaryotischen Zellen und einem fiir G418 fiir die Selektion in eukaryotischen Zellen. Im
anderen Konstrukt wurde die Gensequenz fir Pg so verandert, dass ein Serin an Stelle 665
durch Alanin ersetzt wurde, welches nicht phosphoryliert werden kann (Pg-S665A). So konnte
der Einfluss der Phosphorylierung auf die Zellhaftung untersucht werden.

Pg-defiziente Zellen zeigen kein ansprechen auf PV-IgGs mehr (Caldelari et al., 2001). Dieses
Ergebnis bestatigte sich im durchgefihrten Keratinozytendissoziationsversuch mit Pg-
defizienten Zellen, in welchen die Fragmentzahl drastisch erhéht ist. Nach Behandlung mit PV-
IgGs kam es zu einem weiteren, nicht signifikanten Anstieg der Fragmentzahl von 156,8 + 79,4
auf 186,7 + 118,4. Zwar sank nach zusatzlicher Behandlung mit Apremilast die Fragmentzahl
auf 83,6 + 33,6 jedoch war diese Verdanderung ebenfalls nicht signifikant (siehe Abbildung 17
A, D). In der Folge wurde das Experiment in den mit den verschiedenen Pg-Varianten
rekonstruierten Zelllinien wiederholt. Hier zeigten sich in beiden Zellen keine signifikanten
Unterschiede. Wider Erwarten konnte weder in den mit Wildtyp rekonstituierten noch in
jenen mit phosphorylierungsdefizienter Mutante ein Effekt von Apremilast oder PV-IgG
beobachtet werden (siehe Abbildung 17 B-D). Erkldren lieRe sich dies durch die Uber alle
Konditionen hinweg groReren Fragmentzahlen, welche daflir sprechen, dass die Zellen
funktionell nicht vollstandig rekonstruiert werden konnten. Neben expressionsspezifischen
Unterschieden konnte auch das C-terminal angehdngte GFP-tag Proteininteraktionen und den
Einbau in Desmosomen storen. Bemerkenswert ist die starke Wirkung des Losungsmittels
DMSO, welche die Fragmentzahl gegenlber der unbehandelten Kontrollbedingung deutlich
absenkt. Ebenso auffallend waren jedoch auch die in den mit der
phosphorylierungsdefizienten Pg-Mutante rekonstituierten Zellen héheren Fragmentzahlen
im Vergleich zu den mit dem Pg-Wildtyp transfizierten.

Um diesen Effekt besser Beurteilung zu kénnen, wurden in einem weiteren Experiment alle

drei Zelllinien unter gleichen Bedingungen unbehandelt miteinander zu verglichen. In beiden
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rekonstruierten Zelllinien entstanden bei immer noch sehr hoher Fragmentzahl signifikant
weniger Fragmente als in der Jup-K.O. Linie. Zwar fand sich kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den beiden transfizierten Zelllinien, dennoch wurde, auch unter
Berlcksichtigung der Einzelexperimente (veranschaulicht durch die Verbindungslinien in
Abbildung 17 E) deutlich, dass mit Wt-Pg transfizierte Keratinozyten eine starkere

Zelladhasion aufwiesen als die mit S665A-Pg transfizierten (siehe Abbildung 17 E,F).
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Abbildung 17: Pg-S665 beeinflusst die Zellhaftung der Keratinozyten.

A, B, C Keratinozytendissoziationsversuche verschiedener Zelllinien, jeweils mit 24h Inkubation von PV-IgG und Apremilast
100 uM. A Behandlung mit PV-IgG oder Apremilast fiihrte in HaCaT Jup K.O.-Zellen zu keiner signifikanten Veranderung der

Fragmentzahl (N = 8). B Sowohl in den mit Pg-Wt transfizierten Zellen also auch in den mit Pg-S665A transfizierten Zellen fand
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sich ebenfalls keine Verdanderungen der Fragmentzahlen (N = 5). D Reprasentative Bilder aus A, B und C. E Vergleich der oben
untersuchten Zelllinien unter Kontrollbedingungen (N = 10). F Reprasentative Bilder aus E. Dargestellt ist der Mittelwert, die
Fehlerbalken zeigen den Standardfehler an. One-way ANOVA mit Bonferronikorrektur (A, B, C, E), * p < 0,05, modifiziert nach

Sigmund et al., 2023.

7.11. Apremilast hemmt die PV-lgG-induzierte intraepidermale Spaltbildung im

ex vivo Pemphigus-Hautmodell.

Um die Wirkung von Apremilast bei PV in humaner Haut tberpriifen zu kdnnen, wurde das ex
vivo-Hautmodell verwendet. Hierbei wird in ein Stiick vitaler menschlicher Haut, der jeweils
zu untersuchende Mediator und PV-IgG-Losung injiziert und nach einer Inkubationszeit von
24 Std. ein definierter mechanischer Stress appliziert (Waschke et al., 2006). DMSO und
Apremilast wurden direkt nach der Probenverarbeitung intradermal verabreicht. C-IgG und
PV-IgG wurden 1h spater ebenfalls intradermal verabreicht.

Die gewonnen Hautproben wurden anschlieBen in Kryomedium aufgenommen, um fir die
Farbung weiterverarbeitet werden zu kénnen. Ein zweiter Teil der Proben wurde fir die
elektronenmikroskopische Auswertung durch Dr. Desalegn Egu weiterverarbeitet.

Die Kryoschnitte wurden fur die lichtmikroskopische Beurteilung mit H.E. gefarbt. Hier fanden
sich nach Inkubation mit DMSO und PV-IgG langstreckige intraepidermale, suprabasale
Blasen, wie sie bei PV typisch sind (siehe Abbildung 18 A). Daneben fanden sich einzeln
stehende, der Basalmembran anhaftende Zellen, sogenannte ,,tomb-stone-cells” (Bystryn and
Grando, 2006). Nach Inkubation mit PV-IgG und Apremilast war hingegen keine Blasenbildung
nachweisbar, sodass der protektive Effekt von Apremilast gegen den PV-IgG vermittelten
Zellhaftungsverlust in humaner Haut bestatigt werden konnte. Um die beobachteten Effekte
zu quantifizieren, wurde die Blasenldnge in drei unabhangigen Experimenten vermessen und
der Mittelwert gebildet (siehe Abbildung 18 B).

Weitere Schnitte wurden mittels Immunfluoreszenzfarbung analysiert. Hierbei wurden Dsg1,
Dsg3, panCK, Pg und pPG analysiert. In den Farbungen fir Dsgl und Dsg3 zeigte sich unter
Kontrollbedingungen die aus der Literatur bekannte Verteilung mit deutlicher Dsgl Farbung
im Stratum corneum, welche zu den basalen Schichten hin abnimmt. In umgekehrter Weise
fand sich superfiziell wenig Dsg3, welches nach basal zunimmt. In der Mitte zeigte sich ein
Bereich mit Uberlappender Farbung beider Desmogleine. In den mit PV-IgG behandelten
Schnitten wurde die bekannte Dsg3-Depletion deutlich ersichtlich. Apremilast flhrte zu keiner

Hemmung dieser. In der Dsgl-Farbung zeigte sich ebenfalls eine deutliche Umverteilung nach
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Inkubation mit PV-IgG. In den beiden Farbungen gegen Dsgl und Dsg3 wirkten die Zellgrenzen
nach alleiniger Behandlung mit Apremilast jedoch homogener und dichter, sowie weniger
aufgelockert. Dsgl und Dsg3 kamen selektiver entlang der Zellmembran zur Darstellung, es
fand sich weniger zytosolische Farbung als in den nicht mit Apremilast behandelten
Konditionen (siehe Abbildung 18 C, Reihe 1-4).

In der Keratinfarbung stellte sich Keratin homogen gefarbt im Zytoplasma dar. Insgesamt
lieBen sich die Keratinfilamente methodenbedingt nicht in der gleichen Qualitdt wie im
Zellkulturmodell anfarben. Nach Behandlung mit PV-IgG fand sich eine deutliche Schwachung
der Zytokeratinfarbung. Nach Behandlung mit Apremilast stellte sich Keratin wieder vermehrt
da (siehe Abbildung 18 C, Reihe 5-6).

p-Pg stellte sich in der Immunfarbung sowohl zytosolisch als auch an der Zellmembran und im
Zellkern dar. Auffallig ist eine durch Apremilast bedingt vermehrte Farbung entlang der

Zellgrenzen (siehe Abbildung 18 C, Reihe 7-8).
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Abbildung 18: Apremilast wirkt protektiv im ex vivo Hautmodell.
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A H.E.-gefarbte Kryoschnitte aus dem ex vivo-Modell zeigen eine Blasenbildung nach 24h Behandlung mit PV-IgG. Nach 1h
Vorbehandlung mit Apremilast wurde die Blasenbildung gehemmt. B Quantifizierung von (A): Apremilast hemmt die
Blasenbildung signifikant. C Immunfluoreszenzfarbung gegen Dsgl, Dsg3, pan-Cytokeratin, p-Pg. Die weilRe Linie wurde
eingefiigt, um das Ende der Epidermisschicht zu markieren. Es wurde darauf geachtet blasenfreie Bereiche fiir die

Immunfarbung auszuwdhlen. One-way ANOVA mit Bonferronikorrektur (B), * p< 0,05, modifiziert nach Sigmund et al., 2023.

Um die ex vivo gewonnene Beobachtung, dass Apremilast die Verteilung von p-Pg beeinflusst,
zu Uberprifen, wurden Immunfluoreszenzfarbungen gegen p-Pg in HaCaT-Wildtyp Zellen
durchgeflihrt. Hier zeigte sich, dass die Verteilung von p-Pg (S665) in den verschiedenen
Kompartimenten der Zelle vom cAMP-Spiegel abhdngig ist. So fand sich unter
Kontrollbedingungen p-Pg vor allem im Zellkern, sowie zu geringeren Teilen zytoplasmatisch
und an der Zellmembran. Nach Behandlung mit Apremilast in 10 uM oder 100 uM Dosierung
hingegen lag p-Pg (S665) fast ausschlielich entlang der Zellmembran vor (siehe Abbildung
19).

Diese Ergebnisse konnten durch Frau Dr. Anna Sigmund mittels Biotinylierungsassay bestatigt
werden. Auch hier zeigte sich nach Behandlung mit Apremilast in 10 uM Dosierung p-Pg (S665)

in der Zellmembranfraktion gegeniiber der unbehandelten Probe (Sigmund et al., 2023).
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Abbildung 19: Lokalisation von Pg nach Behandlung mit Apremilast.

10 pm

A In der Immunfluoreszenzfarbung gegen p-Pg (S665) in HaCaT Wildtyp Zellen zeigt sich eine deutliche Farbung von p-Pg im
Zellkern, wahrend es sich nach Behandlung mit Apremilast vermehrt an der Zellmembran und nicht im Kern darstellt.
Reprasentative Bilder aus N = 4. B Quantifizierung aus (A). Dargestellt ist der Mittelwert, die Fehlerbalken zeigen den

Standardfehler an. One-way ANOVA mit Bonferronikorrektur (B), * p < 0,05, modifiziert nach Sigmund et al., 2023.
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7.12. Ein erhohter cAMP-Spiegel hemmt die Zellmigration in humanen

Keratinozyten.

Um den Einfluss von cAMP auf Zellwachstum und Migration zu untersuchen, wurden
Migrationsversuche durchgefihrt.

Nach Elevation des cAMP-Spiegel mittels F/R oder Apremilast zeigte sich ein signifikanter,
deutlich verlangsamter Verschluss der Wundflache gegentiber der entsprechenden Kontrolle
(DMSO fur Apr, K fur F/R). Da die Behandlung mit dem [B-Agonisten Isoprenalin deutlich
Effekte auf Keratinozytenadhdsion in vitro zeigte (Spindler et al., 2010), war es von Interesse,
ob dem entgegengestellte ein Blockade des 3-Rezeptors ebenfalls einen Effekt zeigen wiirde.
Die Behandlung mit dem nicht-selektiven 3-Blocker Propranolol zeigte jedoch keinen Einfluss
auf die Migration der Keratinozyten (siehe Abbildung 20, A, B).

Da das Experiment den Einfluss von Proliferation auf den Verschluss der Wundrander
ausschlieRt, ist es nicht moglich, zwischen Migration und Proliferation zu unterscheiden. Um
dies genauer untersuchen zu konnen, sollten weitere Untersuchungen bezlglich des

Einflusses von Apremilast und F/R auf Zellproliferation und Migration erfolgen.
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Abbildung 20: Auswirkungen des cAMP-Spiegels auf Zellmigration/-proliferation.

A, B Im Migrationsversuch zeigten HaCaT-Zellen eine Verlangsamung von Zellmigration. B Reprasentative Veranschaulichung
der Migration. Dargestellt ist der Mittelwert, die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler an. One-way ANOVA mit
Bonferronikorrektur (B), Vergleich F/R mit K und Apr mit DMSO, * p < 0,05.
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8. Diskussion

8.1. Der dosisabhangige Einfluss von cAMP auf die Keratinozytenadhasion

Abgeleitet von der Beobachtung, dass cAMP in anderen Epithelgeweben die
Barriereeigenschaften von Haftproteinen u.A. lber eine Regulation von VE-Cadherin durch
cAMP, Epac und Racl beeinflusst (Schlegel and Waschke, 2014, Michel and Curry, 1999),
geriet auch der Einfluss von cAMP auf desmosomale Cadherine ins Interesse der
Pemphigusforschung. 2010 konnte gezeigt werden, dass eine ca. 1,5-fache cAMP-Erh6hung in
Keratinozyten nach Bindung von PV-IgGs einen zellinternen Rettungsmechanismus darstellen
konnte und eine pharmakologische Verstarkung jener cAMP-Erhéhung um das 9-fache des
Ausgangswertes protektiv gegen den durch PV-lIgGs verursachten Zellhaftungsverlust wirkt
(Spindler et al., 2010). Die verwendeten Mediatoren sind jedoch im Menschen aufgrund ihrer
gravierenden Nebenwirkungen nicht anwendbar (Spindler et al., 2010, Vielmuth, 2014). Mit
der Zulassung des Phosphodiesterasehemmers Apremilast als Therapeutikum fir die
Psoriasis- und Behget-Erkrankung ergab sich daher die Fragestellung nach der Anwendbarkeit
bei Pemphigus vulgaris, die in dieser Dissertation erdrtert werden sollte (Gottlieb et al., 2008,
Hatemi et al., 2015). Neben den immunmodulatorischen Effekten von Apremilast konnte
gezeigt werden, dass Apremilast auch eine direkte Wirkung auf die Keratinozyten selbst hat
und in selbigen den cAMP-Spiegel um das ca. 2,7-fache erhoht (siehe Abbildung 5). Diese
cAMP-Spiegelerh6hung fuhrt zu einer Starkung der Zellhaftung und konnte in verschiedenen
Experimenten einem durch PV-IgGs verursachten Zellhaftungsverlust entgegenwirken. Neben
den hier gezeigten in vitro-Daten aus den Keratinozytendissoziationsversuchen, sowie
Immunfluoreszenzaufnahmen und dem ex vivo-Hautmodell (siehe Abbildung 9, Abbildung 10,
Abbildung 18) bestatigte sich dieser Eindruck auch in von Frau Dr. Sophia Engelmayr
durchgeflhrten in vitro-Experimenten in primdren human Keratinozyten sowie im von Frau
Dr. Anna Sigmund durchgefiihrten in vivo Mausmodell (Sigmund et al., 2023).

Wahrend sich in der Arbeit von 2010 eine Hemmung der in der PV-Pathogenese bekannten
Dsg3-Depletion durch Erhéhung des cAMP-Spiegels um das ca. 9-fache nachweisen liel3
(Spindler et al., 2010), scheint eine cAMP-Spiegelerh6hung durch Apremilast entgegen der
Erwartungen die Dsg3-Depletion nicht zu beeinflussen (siehe Abbildung 10). Auch die in
diesem Zusammenhang beschriebene Hemmung der durch PV-IgG aktivierten p38MAPK

konnte durch Apremilast nicht gezeigt werden (siehe Abbildung 7 und Abbildung 9). Als Grund
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hierflr kann in erster Linie der deutlich geringere Anstieg des cAMP-Spiegel herangefiihrt
werden. So scheint es plausibel, dass der nur etwa 1/3 so starke Effekt von Apremilast
Signalwege auf andere Art und Weise beeinflusst als F/R oder Isoproterenol. Gerade vor dem
Hintergrund der haufig beschriebenen Kompartimentalisierung der durch cAMP regulierten
Signalwege ist es schwierig, genaue Vorhersagen Uber den Einfluss einzelner beteiligter
Signalwege anhand des gesamt-zytosolischen cAMP-Spiegels zu treffen (Houslay and Adams,
2003). Die gemessene geringere Konzentrationserhohung des cAMP-Spiegels kdnnte auch
Ausdruck dessen sein, dass lediglich in bestimmten Bereichen der Zelle eine Veranderung des
cAMP-Spiegels stattfand. Wahrend F/R sowohl Adenylatzyklase als auch Phosphodiesterase
in synergistischer Weise beeinflusst, hemmt Apremilast lediglich letztere. 2018 wurde zudem
in einer Arbeit erldutert, dass Keratinretraktion und Dsg3-Depletion zwei unabhdngig
voneinander ablaufende Prozesse in der Pathogenese von Pemphigus darstellen (Schlogl et
al., 2018), was gut zu den dosisabhdangigen Effekten von Apremilast oder der
Kompartimentalisierung der cAMP-Signalwege passt. Auch die schwierige Beurteilung der
p38MAPK-Aktivierung in der Western Blot-Analyse kénnte ein Hindernis bei der Bestimmung
der genauen Mechanismen sein. Die p38MAPK ist an zahlreichen Entwicklungsschritten
beteiligt und der Differenzierungsfortschritt der Zelle beeinflusst die Signalaktivitat deutlich,
wie auch umweltbedingte Stressreize wie UV-Strahlung oder Temperaturschwankungen
(Raingeaud et al.,, 1995). Generell ist die Aktivitit von Signalwegen anhand von
Phosphorylierungen mittels spezifischer Antikdrper schwierig zu detektieren und empfindlich
far duBere Einfllisse. Moglicherweise finden daher auch Signalwegsalterationen unterhalb der

Nachweisgrenze der Western Blot-Analyse statt.

8.2. Apremilast hemmt die PV-IgG-induzierte Keratinretraktion

Apremilast konnte in vitro in humanen Keratinozyten die PV-IgG-vermittelte Retraktion des
Keratinzytoskeletts hemmen. Mit Apremilast behandelte Zellen zeigten zum einen eine
Reduktion des Abstandes der Zytokeratinringe. Zum anderen konnte mittels Bestimmung des
Kolokalisationskoeffizienten von Dsg3- und Zytokeratinfarbung nachgewiesen werden, dass
PV-IgG einerseits zu einer Abnahme der Kolokalisation flhrt, andererseits Apremilast diesen
Effekt hemmt (siehe Abbildung 14). AuBerdem verhinderte Apremilast in CK5-
Uberexprimierenden Zellen die Abnahme der Anzahl der Keratinfilamente nach Inkubation mit

PV-IgG (siehe Abbildung 15).
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Die bei Pemphigus beschriebene Keratinretraktion korreliert zeitlich mit dem
Zellhaftungsverlust in vitro und in vivo. Keratinretraktion und Dsg3-Internalisierung sind dabei
unabhangige Phianomene, die Dsg3-Kondensation an der Membran ist wiederum mit der
Keratinretraktion vergesellschaftet (Schlogl et al., 2018). Eine Hemmung der Keratinretraktion
z.B. via p38MAPK oder des EGFR-Signalwegs war schon zuvor als protektiv gegen einen
Zellhaftungsverlust beschrieben worden (Berkowitz et al., 2005, Berkowitz et al., 2006, Bektas
et al., 2013).

Die Hemmung der Keratinretraktion konnte in dieser Arbeit jedoch nicht eindeutig mit der
Aktivitat der p38MAPK in Verbindungen gebracht werden. F/R, nicht jedoch Apremilast, fihrt
zu einer cAMP-Spiegelerhohung, die zu einer Hemmung der p38MAPK fiihrt (Spindler et al.,
2010), (Siehe Abbildung 9). Daher ergab sich die Frage nach anderweitigen Mechanismen, die
den deutlichen Effekt von Apremilast auf die funktionelle Zellhaftung und die beobachteten

Veranderungen im Zytoskelett erkldaren konnten.

8.3.Phosphorylierung an Plakoglobin-Serin 665 starkt die Zelladhdsion von

Keratinozyten

Die Anbindung der Keratinfilamente an die Desmosomen erfolgt Uber Proteine aus der
desmosomalen Plaque. Die Zusammensetzung und die Starke einzelner Proteininteraktionen
der desmosomalen Plaque wie auch die Cadherinbindung selbst kénnen tber eine Reihe von
posttranslationalen Modifikationen gesteuert werden. Dazu gehéren z.B. EGFR- oder PKCa-
abhidngige Phosphorylierungen (Gaudry et al., 2001, Hu et al., 2001, Miravet et al., 2003, Yin
et al., 2005a, Dehner et al.,, 2014, Kitajima et al., 1999). Daneben wird die intrazellulare
Lokalisation von Pg und 3-Catenin ebenfalls Gber posttranslationale Modifikationen gesteuert
und beeinflusst so nicht nur die desmosomale Plaque, sondern auch Zellsignalwege und
Proteinexpression (Zhurinsky et al., 2000, Hu et al., 2003).

Vor dem Hintergrund des Phdanomens sogenannter ,positiver Adhdsiotropie” im Herzen,
rickte eine neu beschrieben Phosphorylierungsstelle von Pg in den Fokus. Hier konnte gezeigt
werden, dass eine cAMP-Spiegelerhhung mittels Forskolin/Rolipram oder Isoprenalin (j-
Rezeptoragonist) zu einer Phosphorylierung von Pg an Serin 655 fiihrt und bereits nach einer
Stunde positive Auswirkungen auf die Bindeeigenschaften von Dsg2 im AFM-Versuch hat

(Schinner et al., 2017).
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Auch in Keratinozyten lieR sich in vitro und ex vivo eine Phosphorylierung an S665 durch eine
cAMP-Spiegelerh6éhung mittels Apremilast nachweisen. PV-IgGs alleine wiederum fiihrten zu
keiner Veranderung von pPG (Siehe Abbildung 16). Parallel konnte Apremilast dem durch PV-
IgG ausgeldsten Zellhaftungsverlust in vitro, in vivo und ex vivo entgegenwirken (siehe
Abbildung 6, Abbildung 7, Abbildung 9 und Abbildung 18, (Sigmund et al., 2023)). Sowohl in
den hier gezeigten Daten fiir Dsg3 (siehe Abbildung 11) als auch in von Frau Letyfee Steinert
durchgefiihrten AFM-Experimenten mit Dsgl konnte jedoch keine Starkung der
Cadherinbindungen nachgewiesen werden (Sigmund et al., 2023).

In Fortsetzung der hier gezeigten Daten wurden mittels Mausmodell mit selbiger
phosphodefizienten Mutante deren Auswirkungen weiter untersucht. Es fanden sich deutliche
Veranderungen der desmosomalen Proteinexpression, die mutanten Maduse entwickelten
nach mechanischer Belastung der Haut Blasen und aus der Maushaut generierte Zelllinien
waren deutlich kleiner als die der Wildtypmause (Sigmund et al., 2023). Im Gegensatz zu den
Wildtyp-Zellen zeigten die phosphodefizienten Zellen im Keratinozytendissoziationsversuch
kein Ansprechen auf AK23 oder Apremilast mehr und wiesen insgesamt eine deutlich
reduzierte Zelladhasion auf. Vor allem aber fanden sich auch in der Haut der S665A-Mause
drastische Veranderungen des Keratinzytoskeletts (Sigmund et al., 2023).

Welche Mechanismen genau hinter den bei Pemphigus zu beobachtenden ultrastrukturellen
Veranderungen der Desmosomen (GroRe und Anzahl, Auftreten von Spaltdesmomen und
veranderte Keratininsertion) stehen, ist bis heute nicht vollstandig geklart (Stahley et al., 2016,
Sokol et al., 2015, van der Wier et al., 2014, Egu et al., 2017, Saito et al., 2012, Schmitt and
Waschke, 2021). In dieser Arbeit und in den Untersuchungen von Dr. Desalegn Egu konnte
eine Erhohiung des cAMP-Spiegels mit Verdanderungen der Keratininsertion in Verbindungen
gebracht werden, ohne dass Veranderungen der p38MAPK-Aktivitat beobachtet wurden.
Jedoch fand sich die bereits im Herzen beschriebene Pg-Phosphorylierung. Posttranslationale
Modifikationen und im speziellen die beschriebene Phosphorylierung der Plaqueproteins Pg
scheinen daher mal3geblich zur Regulation der zytoskelettalen Verankerung der Desmosomen
beizutragen (Vielmuth et al., 2023). In umgekehrter Weise wirkt beispielsweise eine PKC-
vermittelte Phosphorylierung von Dp an S2849 negativ auf die Dp-Keratin-Interaktion (Hobbs
and Green, 2012, Dehner et al., 2014).
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Abbildung 21: Ubersicht der Wirkung von Apremilast auf die Zelladhasion.

Eine cAMP-Spiegelerhohung hemmt dosisabhangig verschiedene Schritte in der Pemphiguspathogenese. Eine Erhohung um
da ca. 9-fache konnte die Dsg3-Depletion p38MAPK-abhangig hemmen. Eine schwachere cAMP-Spiegelerh6hung um das ca.
2,7-fache konnte die Dsg3-Depletion nicht hemmen, fiihrte aber zu einer Hemmung der Keratinretraktion. Parallel dazu
wurde eine Phosphorylierung von Pg an Serin 665 beobachtet. Modifiziert nach Waschke and Spindler, 2014 und Sigmund et

al., 2023, mit BioRender.com erstellt.
8.4. Die Rolle von Plakoglobin bei Pemphigus

Friihere Untersuchungen beschrieben bereits eine zentrale Rolle von Pg in der Pathogenese
von Pemphigus. So konnte gezeigt werden, dass die Depletion der Hauptproteine von
Desmosomen, die Keratinretraktion und der Zellhaftungsverlust Plakoglobin-abhangige
Prozesse sind (Caldelari et al., 2001, de Bruin et al., 2007). Uber seine Funktion als Regulator
des Tcf/LEF-Signalwegs (engl.: , T-cell-factor/lymphoid enhancer factor”) hemmt Pg unter
anderem die Expression von c-Myc (Pelengaris et al., 1999). C-Myc wiederum férdert die
Proliferation von Keratinozyten und dessen Expression wird mit zunehmender
Ausdifferenzierung der Keratinozyten und Starkung der Zell-Zell-Kontakte gehemmt (Kolly et
al.,, 2005). Der Phosphatidylinositol-3-Kinase-Signalweg (P13K) und die Glykogen-Synthase-
Kinase-33 (GSK3) fiihren zur Ubiquitinylierung von Pg und somit zu dessen proteolytischen
Abbau und nehmen so indirekt Einfluss auf die c-Myc-Expression (Calautti et al., 2005,
Williamson et al., 2006).

Bei PV und nach Behandlung mit AK23, nicht jedoch bei PF oder anderen bullésen
Autoimmundermatosen konnte eine Hochregulation von c¢-Myc beobachtet werden.

Begleitend war die Zahl an Ki67 in den basalen Zellschichten diffus hochreguliert, ein typisches
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Zeichen hyperproliferativer Epidermis, welches sich z.B. bei Psoriasis finden lasst (Williamson
et al., 2006, Williamson et al., 2007a, Williamson et al., 2007b, Schulze et al., 2012). Eine
Hemmung von c-Myc oder GSK3B konnte im neonatalen Pemphigus-Mausmodell
Blasenbildung unterdriicken (Williamson et al., 2006).

In einer Arbeit mit Fibroblasten konnte gezeigt werden, dass cCAMP ein positiver Regulator von
c-Myc-mRNA-Spiegeln ist, wenn diese durch andere Wachstumssignale wie z.B. EGFR
stimuliert wurden (Ran et al., 1986). In B-Zell-Lymphom-Zellen zeigte sich hingegen eine
deutliche Suppression der c-Myc-Expression nach Elevation des cAMP-Spiegels mit F/R.
Gleichzeitig fordert erhohtes c-Myc die Expression der PDE4 (Ethiraj et al., 2022, Nam et al.,
2019). Die vorliegenden Ergebnisse zum Einfluss von cAMP auf Pg und dessen
Phosphorylierung, sowie Translokation in den Zellkern geben daher Anlass zu weiteren
Untersuchungen beziglich der Wechselwirkungen zwischen Pg, cAMP-abhangigem Signalling
und dem Einfluss von PV-IgGs auf Verdanderungen im Differenzierungsprozess von

Keratinozyten.

8.5. Ursachen der cAMP-Spiegelerh6hung bei Pemphigus und ihre Auswirkungen auf

die Zelladh&sion

Von weiterem Interesse fiir die Forschung an Desmosomen und im speziellen bei PV ist zudem,
Erklarungen fiir die genauen Mechanismen zwischen Antikdérperbindung an desmosomale
Cadherine und Signalwegsalterationen und im speziellen von cAMP-vermittelten-Signalwegen
zu finden.

Interessanterweise flhrte die in dieser Untersuchung verwendete PV-1gG-Fraktion weder zu
einer Aktivierung der p38MAPK noch zu einer signifikanten Elevation des cAMP-Spiegels
(siehe Abbildung 5, C, Abbildung 9, E-H), welche fir andere PV-IgG gezeigt werden konnte
(Spindler et al., 2010). Dennoch wirkte die pharmakologische Elevation des cAMP-Spiegels
protektiv gegen den Zellhaftungsverlust. In einer Nachfolgearbeit von diesem Projekt konnte
gezeigt werden, dass die Erhéhung des cAMP-Spiegels sowohl abhdngig von der individuellen
Zusammensetzung der PV-Autoantikdrperfraktion als auch abhdngig von der Expression von
Dsg3 ist (Engelmayer, 2024).

Die bereits zuvor beschriebene Kompartimentalisierung von cAMP kdnnte hierbei eine grofRe
Rolle spielen. Die Konzentration von Effektoren und Signalwegsenzymen in unmittelbarer

Nahe, z.B. an Zellstrukturproteine zu sogenannten ,Signalosomen” gebunden, erlaubt eine
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auf subzellulare Kompartimente beschrankte Kommunikation mittels I6slicher Molekiile
(Fertig and Baillie, 2018, Hayes and Brunton, 1982, Conti et al., 2014). Im Falle von cAMP-
Signalwegen sind das Enzyme aus der Gruppe der Phosphodiesterasen und der
Adenylatcyklasen, welche wiederum selbst in ihrer Aktivitat, z.B. durch die auch bei
Pemphigus wichtigen Kinasen ERK und PKCa, komplex reguliert werden (Taskén and Aandahl,
2004, Egu et al., 2019). Deren Lokalisation ist (iber die vielen Interaktionsmoglichketen der
Signalmolekiile und desmosomalen Plaqueproteine selbst oder Uber Bindeproteine (AKAPs)
weitreichend beschrieben und kann auch gegensatzliche Effekte einer cAMP-Spiegelerhéhung
in derselben Zelle erklaren (Houslay and Adams, 2003, Vielmuth et al., 2023).

Wie schon in den Untersuchungen zu F/R waren auch die nach Apremilast auftretenden
Veranderungen abhdngig von der Aktivitat der PKA. Durch zusatzliche Hemmung der PKA mit
H89 verlor Apremilast seinen protektiven Effekt auf den PV-IgG-induzierten
Zellhaftungsverlust (Spindler et al., 2010, Sigmund et al., 2023). Dazu passend waren auch die
im Herzen beobachteten Effekte auf Dsg2 PKA-abhangig (Schinner et al., 2017).

Spannend ist in diesem Zusammenhang auch die groRe Variabilitat der Antigene, die sich in
den IgG-Fraktionen von Pemphiguspatientinnen finden lassen. So wurden unter anderem
pathogene, im Mausmodell Akantholyse-induzierende Antikdrper gegen G-Protein-
gekoppelte Azetylcholinrezeptoren gefunden (Grando, 2000). Jedoch konnte auch fir
monoklonale Antikdrper gegen Dsg3 wie zum Beispiel AK23 konnte gezeigt werden, dass sie
Signalwege beeinflussen. Besonders interessant ist hierbei auch die Beobachtung, dass in
einem  Experiment nur  IgG-Fraktionen von  mukésen oder  mukokutanen
Pemphiguspatientinnen, also jene, welche auch Antikdrper gegen Dsg3 enthielten, den cAMP-
Spiegel erhdohten. AK23 hingegen flihrte zu keiner Erh6hung des cAMP-Spiegels (Walter et al.,
2017).

Die besondere Rolle von Plaqueproteinen, die tGber ihre Funktion als Strukturproteinen hinaus
selbst Effektoren von Signalwegen und an der Bildung von Signalosomen beteiligt sind, wurde
hinreichend beschrieben (Caldelari et al., 2001, Zhurinsky et al., 2000, Spindler et al., 2014).
Die in dieser Arbeit beschriebenen Auswirkungen einer cAMP-Spiegelerhohung auf das
Zytoskelett und die Phosphorylierung von Pg samt Translokation zwischen Zellkern und
Membran fligt sich dabei gut in das beschriebene Bild ein. Weitere Untersuchungen bezlglich

der Lokalisation und Interaktion der beteiligten Signalmolekiile im physiologischen Zustand
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und von durch PV-Antikérpern hervorgerufene Verdnderungen stellen spannende

Fragestellung fir Folgeprojekte dar.

8.6. Apremilast als Therapieoption bei Pemphigus

Seit Einfihrung der Immunsuppressiva, im Besonderen der Cortisonderivate, konnte die
anfangs drastische Mortalitdt von Pemphigus deutlich gesenkt werden (Fritsch, 2009).
Gleichzeitig geht die dauerhafte Einnahme von Immunsuppressiva mit zum Teil erheblichen
Nebenwirkungen einher. Dennoch stellen prazisere Immunsuppressiva weiterhin den bisher
einzigen kausalen Therapieansatz bei Autoantikdrper-vermittelten Autoimmunerkrankungen
wie Pemphigus dar. Eine gezielte B-Zell-Depletion, wie sie schon heute dank Rituximab und
dessen Weiterentwicklungen durchgefiihrt wird, verspricht fir einen GroRteil der
Patientinnen Remission (Joly et al., 2017). Neuere Entwicklungen werden versuchen, nur die
pathogenen, autoantikérperproduzierenden Zellen oder ihre Aktivatoren aus dem Pool der T-
Zellen zu depletieren (Ellebrecht et al., 2016, Pollmann et al., 2018). Dennoch erreichen nicht
alle Patientinnen Remission und der zeitliche Abstand bis zum Einsetzen einer addaquaten
immunsuppressiven Therapie wird von starken Nebenwirkungen begleitet. In beiden Fallen
konnte die topische oder systemische Anwendung von Apremilast klinisch vorteilhaft sein.
Bezliglich der potenziellen Symptomlinderung gilt es besonders in Betracht zu ziehen, dass
Apremilast auch nach dem Binden von PV-IgG an desmosomale Proteine wirkt und daher auch
wahrend verstarkter Krankheitsaktivitat Abhilfe verschaffen konnte.

Zusatzlich unterstitzt wird dies durch die Beschreibung eines ersten positiven Fallberichts
einer 62-jahrigen an chronischem, nicht-responsiven PV erkrankten Patientin. Die 2015
erstmalig diagnostizierte Patientin war zuvor ohne Erfolg mit Azathioprin, Mycophenolat-
Mofetil, Dapsone und intravendsen Immunglobulinen, sowie mehrfach versuchter
Dosisreduktion systemischer Glucocorticoide unter 20 bis 30 mg und einer versuchten
Kombitherapie mit Rituximab, Mycophenolat-Mofetil und Prednison behandelt worden
(Meier et al., 2020). Mangels weiterer klinisch erprobter Alternativen und aufgrund
vielversprechender praklinischer Daten von PDE4-Inhibition bei Autoantikdrper-vermittelten
Immunerkrankungen (Koga et al., 2016) und der Daten zum protektiven Effekt von cAMP bei
PV (Spindler et al., 2010) wurde ein Behandlungsversuch mit Apremilast begonnen. Die Gabe
von 2x 30 mg Apremilast erfolgte in Kombination mit 20 mg Prednison (Ausschleichschema

auf 7,5 mg in Woche 32) und 2 mg Mycophenolat-Mofetil (Meier et al., 2020). Die Autoren
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der Studie haben in diesem Zusammenhang die aus der Zulassungsstudie bekannten Effekte
auf das Immunsystem untersucht. Sie konnten nach 32-wdchiger Behandlung neben einer
auffalligen klinischen Verbesserung, die sich auch im ABSI-Score widerspiegelte, einen Abfall
der PV-IgG-Titer sowie eine Hochregulation regulatorischer T-Zellen nachweisen (Meier et al.,
2020). Gerade die lange Vorgeschichte immunsuppressiver Therapien mit ausbleibendem
Erfolg jedoch zeigt, dass auch ein direkter Einfluss auf die Zellhaftung zum Therapieerfolg
beigetragen haben kénnte.

In Zusammenschau von in unserer Studie prasentierten, praklinischen, vom Immunsystem
unabhadngigen Daten und dem zuletzt berichteten klinischen Erfolg aus dem Fallbericht, sowie
den zweivoneinander unabhangigen Erklarungsansatzen fiir den Behandlungserfolg, sollte die
Wirkung von Apremilast bei PV weiter untersucht werden, um das Medikament ggf. einem

grofReren Patientenkollektiv zufliihren zu kénnen.

8.7. Der Einfluss von cAMP auf den Zellzyklus und Gewebedifferenzierung

Die Ergebnisse aus dem Wundheilungsversuch zeigen, dass cAMP auch an der Regulation von
Migrationsprozessen beteiligt ist (siehe Abbildung 20). Da dafiir eine prazise Steuerung der
Zellhaftung von Noéten ist, um so zu ermaoglichen, dass sich Zellen aus bestehenden Verbédnden
I6sen, sind auch Zellkontakte hierbei von entscheidender Bedeutung. Cadherine und
Desmosomen dienen neben ihrer Funktion als Haftproteine auch als Mechanosensoren und
registrieren so ihre Umwelt (Muller et al., 2008, Waschke and Spindler, 2014). Im klinischen
Kontext sind diese Prozesse bei Wundheilungsprozessen und Entziindungsgeschehen, aber
auch bei invasivem Wachstum und Metastasierung von groBem Interesse. Fur Dsg3 und die
p38MAPK konnte gezeigt werden, dass sie die Migration von Keratinozyten und Wundheilung
beeinflussen (Rotzer et al., 2016). Auch andere bei Pemphigus relevante Signalwege wie PKC
und EGFR sind Uber die Steuerung der Adhasivitat der Desmosomen an der Regulation von
Wundheilungsprozessen beteiligt (Thomason et al., 2012, Lambert et al., 2010). Der Einfluss
von cAMP auf Zellteilung und Migration ist abhangig vom Entwicklungsstatus der Zellen,
sodass cAMP je nach dem Zellproliferation hemmen oder fordern kann (Stork and Schmitt,
2002).

Die zuvor beschriebenen Signalprozesse um Pg, -Catenin und c-Myc zeigen, dass Pg an diesen
Prozessen beteiligt sein kdnnte. Pg steuert unter anderem die Integration von Umweltreizen

und Pg-defiziente Zellen kénnen eine Reihe von Signalwegen nicht mehr integrieren und
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hyperproliferieren, umgekehrt fiihrt Uberexpression zu gehemmter Proliferation und
Apoptose. B-Catenin hingegen fordert die Zellproliferation und Tumorentwicklung. Auf diese
Weise wirken beide Proteine in gegensatzlicher Weise auf die Zellproliferation (Yin et al.,
2005b, Yin et al., 2005a, Williamson et al., 2006, Charpentier et al., 2000). Im Gegensatz zu
z.B. Tyrosinkinase-gekoppelten Rezeptoren wirken Cadherine und Plaqueproteine nicht direkt
Uber enzymatische Aktivitat auf Signalprozesse, sondern steuern diese Uber ihre Lokalisation
und das Binden von Signalwegsenzymen (Spindler et al., 2014, Muller et al., 2008).

Diese Arbeit unterstreicht die Bedeutung einer erstmals im Herzen neuentdeckten
Phosphorylierungsstelle von Pg, die direkten Einfluss auf die Zellhaftung hat (Schinner et al.,
2017). Welchen Einfluss die beschriebene Phosphorylierungsstelle und cAMP auf
Zellproliferation und Migrationsprozesse hat sollte daher Gegenstand zukulnftiger

Untersuchungen sein.

8.8. Ausblick: Apremilast als Therapeutikum bei hyperproliferativen Erkrankungen

Aus den oben genannten Beobachtungen leitet sich die Frage ab, inwieweit Apremilast auch
bei anderen dermatologischen Erkrankungen Anwendung erfahren kdnnte. In erster Linie gilt
es, den direkten Einfluss auf Keratinozyten weiter zu untersuchen. Da cAMP direkte
Auswirkungen auf die Migration von Zellen hat (siehe Abbildung 20), konnten auch bei der in
der Zulassungsstudie untersuchten hyperproliferativen Erkrankung Psoriasis vulgaris vom
Immunsystem unabhangige Effekte fir den Behandlungserfolg relevant sein. Bisher beruft
sich Zulassung von Apremilast lediglich auf dessen Einfluss auf die Steuerung des
Immunsystems (Schafer et al., 2010, Papp et al., 2012). Zudem wurde eine Erhohte Co-
Inzidenz von Pemphigus und Psoriasis beschrieben, was als Hinweis fiir die Existenz von
gemeinsamen pradisponierenden Faktoren gewertet werden konnte (Kridin et al., 2020).

Ein weiteres potenzielles Anwendungsgebiet konnte die seltene Variante Pemphigus vegetans
sein. Bei dieser Erkrankung haben die Lasionen hyperproliferativ-vegetierenden Charakter

und es wird eine ausgepragte Papillomatose beschrieben (Fritsch, 2009).
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