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1. Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1. Epidermis

Die Hautdecke des Menschen besteht aus drei Schichten: Epidermis, Dermis und
Subkutis. Sie erfiillt als duflere Abdeckung des Korpers lebenswichtige Funktionen wie
den Schutz vor Wasserverlust und schadigenden Einflissen der Umwelt. Als Sitz von
Schmerz-, Temperatur- und Empfindungsrezeptoren ermoglicht sie weiterhin die
Aufnahme verschiedener Reize aus der Umwelt. Mit entsprechender GefaRarchitektur
und Schweilldriisen leistet die Haut einen wichtigen Beitrag zur Thermoregulation des

Korpers (Lillmann-Rauch, 2012).

Bei der Epidermis handelt es sich um ein gefaRloses, verhorntes und mehrschichtiges
Plattenepithel mit einer Dicke von ca. 50-100um, das zu 90 Prozent aus Keratinozyten
besteht. Als klassisches Proliferationsgewebe erneuert sich die Epidermis etwa alle vier
Wochen, indem Keratinozyten in den Schichten nach oben wandern, verhornen und
schlieBlich durch mechanische Reize abgeschilfert werden (Blanpain und Fuchs, 2009).
Fiir den standigen Zellnachschub ist das Stratum basale, eine einzelne Lage kubischer
epidermaler Zellen direkt oberhalb der Basalmembran, verantwortlich. Es ist
Ausgangspunkt der weiteren Differenzierung. Als nachste Schichten folgen das Stratum
spinosum und das Stratum granulosum. In Letzterem lassen sich erstmalig
Keratohyalingranula als Zeichen fir den beginnenden Verhornungsprozess
nachweisen. Die Letzte der insgesamt vier Epidermisschichten stellt das Stratum
corneum dar; eine aus toten und verhornten Keratinozyten bestehende &duRerste

Schicht der Haut (Drenckhahn, 2008).
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1.2. Interzellularkontakte

Zell-Zell-Kontakte sind essentiell fir die Integritat, mechanische Stabilitdt und Polaritat
von Geweben. Beim Menschen gibt es dabei Kommunikationskontakte (Nexus), welche
die chemische und elektrische Kopplung benachbarter Zellen vermitteln, Verschluss-
kontakte (Zonulae occludentes), die essentiell fir die Etablierung der Epithel- und
Endothelbarriere sind, und Adhasionskontakte, die den mechanischen Zusammenhalt
von Zellverbanden gewahrleisten und auch das kortikale Zytoskelett in der Nahe der
Plasmamembran organisieren. Sie kénnen einzeln oder gemeinsam, beispielsweise als
Schlussleistenkomplex, vorkommen (Niessen, 2007) und sind in intra- und
interzellulare Signalwege integriert, die sie z.T. auch aktiv modulieren (Green et al.,
2010). Daneben gibt es Zell-Substrat-Kontakte wie Hemidesmosomen und fokale
Kontakte, die es Zellen ermdglichen an Bindegewebselementen zu binden

(Drenckhahn, 2008).

Adhésionskontakte lassen sich in Desmosomen (Maculae adherentes) und
Adhéarenskontakte einteilen. Bei letzteren unterscheidet man Adharenspunkte (Puncta
adherentia), Adhéarensgiirtel (Zonulae adherentes) und Adhéarensstreifen (Fasciae
adherentes) voneinander (Drenckhahn, 2008). Adharenskontakte bestehen
grundsatzlich aus zwei Bindungseinheiten: zum einen aus dem Nektin-Afadin Komplex;
zum anderen aus dem Cadherin-Catenin-Komplex. In Letzteren sind mit den
klassischen Cadherinen die Haftmolekiile lokalisiert, die ebenso wie die desmosomalen
Cadherine zur Cadherinsuperfamilie gehoren (Niessen, 2007). Klassische Cadherine
sind Ca’*-abhingige, homophil bindende Adhasionsmolekile mit  einer
Transmembrandomane. Sie werden meist nhach dem Gewebe benannt, in dem sie
vorwiegend vorkommen; so ist z.B. E-Cadherin vorwiegend in epithelialen Geweben,
N-Cadherin in Nervengewebe und VE-Cadherin (VE: engl.: vascular endothelial) im
GefdaRendothel exprimiert (Gumbiner, 2005). lhre zytoplasmatische Doméane bindet
direkt an p120- und B-Catenin, zwei Vertreter der Armadilloproteinfamilie, sowie

indirekt an a-Catenin; Gber diesen intrazelluldren Komplex wird eine Verbindung zum
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Aktinzytoskelett hergestellt (Shapiro und Weis, 2009). Neben ihrer Aufgabe als
Adhasionstrukturen erfiillen die Komponenten der Adharenskontakte eine Vielzahl
weiterer Funktionen z.B. im Rahmen von Wachstums- und Differenzierungsprozessen,
sowie bei der Ausbildung von polaren Geweben. Desweiteren sind sie an

verschiedenen Signalkaskaden beteiligt (Niessen und Gottardi, 2008).

1.2.1. Desmosom

Der Begriff Desmosom setzt sich aus den griechischen Worten ,,desmos” (Bindung) und
»soma“ (Korper) zusammen und wurde erstmals 1920 von Josef Schaffner eingefiihrt,
obgleich die Struktur bereits im 19. Jahrhundert von Giulio Bizzozero beschrieben

wurde (Delva et al., 2009).

Desmosomen sind jene Adhasionsjunktionen, die fir eine starke Bindung zwischen
Zellen verantwortlich sind (Thomason et al.,, 2010). Durch ihre Verankerung an
Intermediarfilamenten des Zytoskeletts vermitteln sie mechanische Widerstands-
fahigkeit und kommen entsprechend am zahlreichsten in Geweben vor, die standig
mechanischen Reizen ausgesetzt sind. Hierzu zdhlen das verhornte Plattenepithel der
Haut, die Schleimhaute von Mundhohle, Speiserohre, Analkanal und Vagina sowie das
Herz. Darlber hinaus lassen sich Desmosomen aber auch in einfachen Epithelien im
Schlussleistenkomplex und nicht epithelialen Zellen wie etwa Neurothelzellen der
Arachnoidea und follikuldar dendritischen Zellen von Lymphfollikeln nachweisen

(Waschke, 2008).

Desmosomen besitzen einen Durchmesser von 0,2-0,5um und bestehen
ultrastrukturell aus zwei symmetrisch angeordneten Plaques auf der zyto-
plasmatischen Seite von zwei aneinanderhaftenden Zellen sowie einem extrazelluldren
Teil, der die Plasmamembranen der benachbarten Zellen circa 30nm voneinander

trennt und durch eine verdichtete Mittellinie charakterisiert ist (Thomason et al.,
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2010). Innerhalb der intrazelluliren Plaques kann eine innere von einer

elektronendichteren duReren Membranplaque unterschieden werden.

Zytoplasma  Extrazellularspalt

il

) PM
Desmocollin i i

: : Desmoplakin
Desm?glem Plakophilin

Plakoglobin

Intermediar-
filament

modifiziert nach Waschke 2008 modifiziert nach Thomason et. al 2010

Abb. 1: Aufbau eines Desmosoms

Links: schematische Darstellung eines Desmosoms; rechts: entsprechende elektronen-
mikroskopische Darstellung. Die desmosomalen Cadherine (Desmocolline (Dsc) und
Desmogleine (Dsg)) durchspannen die Plasmamembran (PM) und interagieren mit
ihren Extrazelluldrdoménen, elektronenmikroskopisch als Mesophragma (MP)
sichtbar. C-terminal binden die desmosomalen Cadherine an ihre jeweils spezifischen
Adaptermolekiile Plakoglobin bzw. Plakophilin iiber die sie mit Desmoplakin verkniipft
sind. Dieser Bereich ist elektronendichter und wird als dufSere Membranplaque (AMP)
bezeichnet. Von intrazelluldr strahlen Intermedidrfilamente (IF) ein und werden durch
Bindung an Desmoplakin am Desmosom verankert. Dieser ebenfalls elektronen-
dichtere Bereich wird als innere Membranplaque (IMP) bezeichnet (Waschke 2008).

Desmosomen bestehen aus Vertretern von drei Proteinfamilien: desmosomale
Cadherine sowie Proteine der Armadillo- und Plakinfamilie (Yin und Green, 2004). Die
desmosomalen Cadherine durchspannen den Interzellularspalt und vermitteln durch
Bindung aneinander die Haftung, wahrend die anderen Proteingruppen die
desmosomalen Plaques bilden (Waschke, 2008). Zur Familie der Armadilloproteine
zahlt Plakoglobin (PG), welches auch in Adharensjunktionen zu finden ist und
desmosomale Cadherinen mit Desmoplakin verbindet (Cowin et al.,, 1986; Waschke,

2008). Daneben kann es aber auch mit den Plakophilinen (PKP) 1-3 interagieren,
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welche ebenfalls zu dieser Gruppe gehoren. Sie binden gleichsam an eine Vielzahl von
weiteren desmosomalen Proteinen, darunter desmosomale Cadherine und Desmo-
plakin, sowie Intermediarfilamente (Bass-Zubek et al., 2009; Hofmann et al., 2000) und
stabilisieren dabei die desmosomale Plaque. Dariiber hinaus spielen sie eine wichtige
Rolle beim Desmosomenzusammenbau sowie bei der Regulation verschiedener
Signalwege an der Zellgrenze und im Zellkern (Hatzfeld, 2007). Desmoplakin gehort zur
Plakinfamilie, bindet an PG und PKPs und verankert intrazelluldr Intermediarfilamente
im Desmosom (Sonnenberg und Liem, 2007). Bei Intermediarfilamenten handelt es
sich um eine gewebs-, differenzierungs- und zelltypspezifische, hochkonservierte
Proteingruppe, die fiir die Stabilisierung der Zellstruktur essentiell ist, aber auch an
Zellwachstum, Proliferation und vielen weiteren Prozessen beteiligt ist (Pan et al.,,
2013). In der Epidermis ist das Netz der Intermedidrfilamente aus Zytokeratinen
aufgebaut, wobei sich in den basalen Zellschichten vor allem Zytokeratin 5 und 14
finden, wahrend in den oberflachlichen Schichten vor allem Zytokeratin 1 und 10
vorkommen (Chu und Weiss, 2002). Desmosomen sind keine starren Gebilde, sondern
konnen verschiedene Veranderungen von Geweben z.B. wiahrend der Embryogenese
oder der Wundheilung mittragen und auf duRere Einfliisse verschiedenartig reagieren.
Ihre Funktion geht damit Uber die einfache Zellhaftung weit hinaus (Thomason et al.,

2010; Yin und Green, 2004).

1.2.2. Desmosomale Cadherine

Desmosomale Cadherine sind Vertreter der Cadherinsuperfamilie, die ahnlich wie die
klassischen Cadherine Ca2+—abhéngig bindende Glykoproteine mit einer Trans-
membrandomane sind. Dabei werden vier Desmogleine (1-4) und drei Desmocolline
(1-3) unterschieden (Yin und Green, 2004). 30% der Aminosduren sind bei den
Desmogleinen, Desmocollinen und den klassischen Cadherinen homolog (Brooke et
al., 2012). Ihr ultrastruktureller Aufbau besteht aus vier hochkonservierten

Extrazellulirdomanen, einem  extrazelluldaren Anker gefolgt von einem
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membrandurchspannenden Bereich, der wiederum von einem intrazelluldren Anker
und variablen intrazellularen Domanen vervollstandigt wird (Delva et al., 2009).
Extrazellulires Ca®" tragt zur Adhdsion bei, indem es die Extrazellulardomanen in eine
rigide Konformation bringt (Pokutta und Weis, 2007). Die Interaktion der
Extrazellulairdomanen kann bei desmosomalen Cadherinen im Gegensatz zu
klassischen Cadherinen, bei denen wohl vorwiegend homophile Interaktionen

auftreten, homo- als auch heterophil sein (Delva et al., 2009).

Stratum
corneum |

T :: §| |é ?“ %%7”‘ ﬁ—Kerato Dsgl Dscl
Stratum T @ m hyalin-
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Abbildung 2: Schematischer Aufbau der Epidermis und Verteilung der
desmosomalen Cadherine
(modifiziert nach Waschke 2008; Liillmann-Rauch 2009)

Beim Erwachsenen liegt eine gewebs- und differenzierungsspezifische Expression der
desmosomale Cadherine vor. So sind Desmoglein 2 (Dsg2) und Desmocollin 2 (Dsc2)
wohl in allen Desmosomen-tragenden Geweben zu finden (Dusek et al., 2007) und als
einzige Vertreter der desmosomalen Cadherine in einschichtigen Epithelien,
Haarfollikeln und dem Myokard exprimiert (Hartlieb et al., 2013; Nuber et al., 1995;
Schafer et al., 1994). Dagegen kommen Desmoglein 1 und 3 (Dsgl und 3) sowie
Desmocollin 1 und 3 (Dscl und 3) lediglich in mehrschichtigem Plattenepithel vor (Yin
und Green, 2004). Auch innerhalb der Epidermisschichten existiert eine
unterschiedliche Verteilung der desmosomalen Cadherine. Dsgl und Dscl finden sich

vorwiegend in den oberflachlichen Hautschichten, wahrend Dsg3 und Dsc3 vor allen in
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den basalen Epidermisschichten zu finden sind (Waschke, 2008). Die Expression von
Dsgl und 3 Uberlappt in der adulten, humanen Epidermis (Spindler et al., 2007). Dsc2
findet sich verstarkt in der tiefen Epidermis, wohingegen Dsg2 wohl lediglich in der
Basal- und Suprabasalzellschicht, in der adulten Haut dagegen nur noch in Haarfollikeln
zu finden ist (Hartlieb et al., 2013; Mahoney et al., 2006). Neben ihrer Lokalisation in
Desmosomen koénnen desmosomale Cadherine auch extradesmosomal in der

Zellmembran auftreten (Waschke, 2008).

1.3. Cyclisches Adenosinmonophosphat (cCAMP)

cAMP wurde in Zusammenhang mit der Erforschung von intrazelluldaren Signalwegen
von Hormonen erstmals im Jahr 1957 beschrieben (Sutherland, 1972; Sutherland und
Rall, 1957). Es ist an einer Vielzahl verschiedener Stoffwechselprozesse beteiligt und in

der Lage, in die Transkription verschiedener Gene einzugreifen (Kopperud et al., 2003).

cAMP entsteht aus Adenosintriphosphat durch das Enzym Adenylatcyclase, wenn
membranstdandige G-Proteine aktiviert werden (Hanoune und Defer, 2001; Loffler,
2007). Dies ist als Antwort auf eine Reihe extrazelluldrer Stimuli wie etwa Hormone,
Wachstumsfaktoren oder Neurotransmitter moglich (Kopperud et al., 2003). Erhéhte
oder erniedrigte cAMP-Spiegel fihren in der Zelle zu einer Vielzahl von
Veranderungen. Zundchst ist dabei der klassische Weg (ber die Aktivierung von
Proteinkinasen A (PKA) Typ 1 und 2 zu nennen. Diese sind Serin/Threonin-Kinasen und
bestehen aus zwei regulatorischen (R-) Untereinheiten, die 2 weitere katalytische (C-)
Untereinheiten durch Bindung an diese hemmen. Die Bindung von je 2 cAMP-
Molekilen an die regulatorischen Untereinheiten vermittelt eine Dissoziation und
somit die Aktivierung der katalytischen Untereinheiten (Potter und Taylor, 1979; Taylor
et al., 1990). Diese katalysieren dann reversible oder irreversible Protein-
phosphorylierungen. AuBerdem kdnnen sie in den Kern gelangen und dort lokalisierte

Proteine phosphorylieren, so z.B. den Transkriptionsfaktor CREB (engl.: cCAMP response
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element binding protein) (Kopperud et al., 2003). Durch Bindung der regulatorischen
Untereinheiten, verankern AKAPs (engl.: A-kinase anchor protein) die Proteinkinasen
an spezifischen Orten innerhalb der Zelle z.B. in die Nahe von anderen Signalenzymen,
wie Phosphatasen und Phosphodiesterasen (Michel und Scott, 2002), darunter auch
die MAP-Kinasen (engl.: Mitogen-activated protein kinase) zu denen die p38MAPK
gehort (Teramoto, 2013). Darliber hinaus sind viele weitere cAMP-vermittelten Effekte
bekannt, darunter die Proteinkinase-unabhdngige Regulation von CNG-
Kationenkanalen (CNG; engl.: cyclic nucleotide gated) bei der Transduktion visueller
und olfaktorischer Signale, wenn cAMP an deren zytoplasmatische Domane bindet

(Goulding et al., 1992; Kaupp et al., 1989).

Ein weiteres wichtiges Ziel von cAMP sind die ubiquitdren Guaninaustauscher Epac
(engl.: Exchange protein activated by cAMP) 1 und 2 (de Rooij et al., 1998; Kawasaki et
al., 1998), die unter cAMP-Erh6éhung den Austausch von Guanosindiphoshpat (GDP)
und Guanosintriphosphat (GTP) an Rapl und 2 bewirken und dieses damit aktivieren;
auch eine Verbindung zu Effektoren der Ras-Superfamilie einschliefllich Rhol und Racl
gilt als erwiesen, auch wenn der genaue molekulare Mechanismus noch nicht bekannt
ist (Schlegel und Waschke, 2013; Schmidt et al., 2013). Der Abbau von cAMP erfolgt
Uber Phosphodiesterasen und ist streng kompartimiert und reguliert (Ahmad et al.,

2012).

Wie zuvor bereits erwahnt spielt VE-Cadherin eine wichtige Rolle in der Adhasion von
Endothelzellen, die nicht zuletzt dadurch im Gefdllendothel in der Lage sind, eine
selektive Barriere zwischen Blut und dem Interstitium auszubilden (Dejana et al.,
2009). cAMP gilt als ein wichtiger barrierestabilisierender Mediator sowohl unter
basalen Bedingungen als auch in krankhaften Situationen z.B. bei Sepsis (Michel und
Curry, 1999; Schlegel und Waschke, 2013). Wichtig dabei ist der Ort der cAMP-
Entstehung. Es wirkt vor allem dann barrierestabilisierend, wenn es membrannah
gebildet wird; dagegen kann es beispielsweise im zytosolischen Pool sogar zu einer
Destabilisierung der Endothelbarriere beitragen (Sayner et al., 2006). Es konnte gezeigt

werden, dass die mikrovaskuldare Permeabilitdt durch cAMP-Erh6hung gesenkt wird
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und dass dabei die Anzahl der Verschlusskontakte zwischen den Zellen erhéht ist
(Adamson et al., 1998). Damit wird eine Verbindung zwischen cAMP-abhangigen
Signalwegen und interzelluldrer Haftung deutlich. Weiterhin wurde gezeigt, dass cAMP
an der Regulierung von VE-Cadherin-Bindungen beteiligt ist. Es ist bekannt, dass die
Stabilisierung der Endothelbarriere VE-Cadherin abhdngig ist und dass homophile
Bindungen zwischen VE-Cadherinen durch eine Erhéhung des cAMP-Spiegels verstarkt
werden. Diese verstarkte Haftung ist zum einen Uber den Epac-Rapl-Signalweg
vermittelt (Fukuhara et al.,, 2005; Kooistra et al., 2005). Aber auch PKA-vermittelte

Signalwege sind an der Barrierestabilisierung beteiligt (Lum et al., 1999).

1.4. Die Rolle desmosomaler Cadherine in der Pathogenese von
Erkrankungen

Desmosomale Cadherine sind wichtige Haftmolekiile in der Zelle und spielen bei vielen
Erkrankungen des Menschen, aber auch zahlreicher Tiere eine Rolle. Dsgl und 3
werden als Zielmolekiil von Autoantikorpern bei Pemphigus erkannt (Stanley und
Amagai, 2006). Auch Autoantikdrper gegen Dsc3 konnten bei einiger dieser Patienten
gefunden und als pathogen herausgestellt werden (Rafei et al., 2011). Dsgl ist
aulBerdem auch das Zielmolekil des Exfoliativtoxins von Staphylococcus aureus,
welches Ausléser der bullésen Impetigo sowie des Staphylokokken-induzierten,
toxischen Schock-Syndroms ist (Amagai et al., 2000). Genmutationen im Dsgl-Gen
fihren zur Keratosis palmoplantaris striata (Whittock und Bower, 2003). Dsg2 findet
sich auch im Myokard und ist dort mit arrthythmogener rechtsventrikularer
Kardiomyopathie (ARVC) assoziiert (Azaouagh et al., 2011). Auch fir Dsc2 ist ein
pathogenetischer Zusammenhang mit ARVC gezeigt worden (Awad et al., 2008). Dsg4
spielt vor allem eine Rolle in der Adhasion von Haarfollikeln, sodass Mutationen im
zugehorigen Gen zu einer Stérung der Haarentwicklung fihren (Amagai, 2010). Auch
Patienten mit paraneoplastischem Pemphigus, der als Begleiterscheinung bei Tumoren

auftritt, entwickeln Autoantikoérper gegen Dsgl und Dsg3 (Grando, 2012).
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1.5. Pemphigus

Bei Pemphigus handelt es sich um eine Autoimmundermatose, bei der es
antikorpervermittelt zu einem Verlust der Zell-Zell-Haftung (Akantholyse) und zu
intraepidermaler Blasenbildung kommt (Waschke, 2008). Der Wortlaut Pemphigus
stammt vom griechischen ,Pemphix“, was so viel bedeutet wie ,Blase” und somit
einen ersten Hinweis auf die makroskopische Morphologie der Erkrankung gibt
(Amagai, 2010). Erkenntnisse Uber die Erkrankung konnten bereits 1964 von Beutner
und Johnson gewonnen werden, denen es erstmalig gelang, aus Patientenseren
Antikorper zu isolieren, die gegen die Oberflaiche von Keratinozyten gerichtet sind
(Beutner und Jordon, 1964). Kurze Zeit spater konnte aullerdem gezeigt werden, dass
sich die Bindungsstellen der Antikorper bei Pemphigus von denen des Pemphigoids
unterscheiden und Pemphigus damit in Abgrenzung zum bullésen Pemphigoid eine
eigene Krankheitsentitat darstellt (Lever und Hashimoto, 1969). In den darauf
folgenden Jahrzehnten wurde die Pathogenitat der Antikdrper dadurch belegt, dass sie
sowohl in kultivierter Haut (Schiltz und Michel, 1976) als auch durch Injektion in Mause
(Anhalt et al., 1982) zur Blasenbildung fiihrten. Dennoch gelang es erst 1991, ein
humanes PV-Antigen zu klonieren und es als das desmosomale Cadherin Dsg3 zu
identifizieren (Amagai et al., 1991). Zusammenfassend ldsst sich Pemphigus heute als
eine desmosomale Erkrankung beschreiben, bei welcher Autoantikérper gegen Dsgl
und 3 zu finden sind, die grundsatzlich zu einer Depletion von desmosomalen
Komponenten von der Zelloberflache, Veranderungen der Zytoskelettorganisation und

Verlust der Desmosomenhaftung fiihren (Spindler und Waschke, 2014).

Pemphigus ist mit einer Inzidenz von 0,75-5 Fallen pro 1 000 000 Menschen eine
seltene Erkrankung. Grundsatzlich ist ein Auftreten in jedem Alter moglich, allerdings
gibt es einen Erkrankungsgipfel zwischen dem 40. und 60. Lebensjahr (Bystryn und
Rudolph, 2005). Im Wesentlichen werden zwei Hauptformen unterschieden:

Pemphigus vulgaris (PV) und Pemphigus foliaceus (PF) (Stanley und Amagai, 2006).
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Beim in Europa und den USA héaufigeren (Bystryn und Rudolph, 2005) Pemphigus
vulgaris treten suprabasale intraepidermale Blasen der Haut sowie Erosionen der
Schleimhaute auf. Oftmals beginnt die Erkrankung mit schmerzhaften Ulzerationen an
den Schleimhduten und weitet sich im Verlauf auf die Haut aus. Beim schleimhaut-
dominanten Typ weisen die Patienten nur Antikorper gegen Dsg3 auf, wahrend sich bei
Patienten mit mukokutanem Typ, mit Lasionen an Haut und Schleimhauten, sowohl
IgG Antikorper gegen Dsgl als auch Dsg3 nachweisen lassen (Amagai und Stanley,
2012). Die Schleimhautlasionen sind bei PV obligat und kénnen alle Schleimhaute
betreffen, so z.B. Konjunktiven, Osophagus, Anus und Vagina. An der Haut entstehen
schlaffe und oftmals stark nassende Blasen und im weiteren Krankheitsverlauf haufig
verkrustete rote Erosionen. Auch diese Lasionen sind stark schmerzhaft und haben
eine schlechte Heilungstendenz. Daher besteht die Gefahr von Superinfektionen und
Malnutrition und infolge dessen schweren Krankheitszustdanden bis hin zum Tod
(Amagai, 2010; Kneisel und Hertl, 2011a). PV zeigt keine Geschlechtspraferenz, wohl
aber eine Assoziation zu bestimmten ethnischen sowie HLA-Gruppen. Die Erkrankung
ist nicht auf den Menschen beschriankt, sondern tritt auch bei vielen Tierarten z.B.

Hunden und Pferden auf (Fritsch, 2003).

Beim Pemphigus foliaceus (PF) findet die intraepidermale Spaltbildung in den oberen
Schichten der Epidermis statt. Patienten mit Pemphigus foliaceus zeigen nur IgG
Antikorper gegen Dsgl (Amagai und Stanley, 2012). Anders als beim PV sind hier keine
Schleimhaute betroffen. Die Krankheit beginnt haufig umschrieben an talgreichen
Hautbereichen wie etwa der Kopfhaut oder der Axillarregion. Es entstehen zunachst
fragile schlaffe Blasen. Spater bilden sich hyperkeratotische schuppende Bereiche aus
(Kneisel und Hertl, 2011a). Die Krankheit kann auf einzelne Hautbereiche beschrankt
sein, sich aber gleichfalls auch auf die gesamte Haut ausbreiten und wird dann als
Dermatitis exfoliativa-Erythrodermie bezeichnet (Amagai, 2010). Neben dem
sporadischen ist auch ein endemisches Auftreten bekannt (Bystryn und Rudolph, 2005;
Dasher et al., 2008). Fur diese endemische Form, die in Brasilien auch als ,Fogo
selvagem” bezeichnet wird, werden Sandfliegen als Vektoren und Induktoren der

Erkrankung diskutiert (Eaton et al., 1998; Qian et al., 2012), jedoch ist auch eine

11



1. Einleitung

Pemphigus vulgaris Pemphigus foliaceus

Abb. 3: Klinische Manifestation und Histologie der Haut bei PV und PF

Bei PV treten hdufig zuerst schmerzhafte Erosionen der Mundschleimhaut (A;B) auf,
aber auch Hautlésionen (C) sind méglich. Die Spaltbildung findet sich suprabasal in der
Epidermis (G). Dagegen gibt es bei PF keine Schleimhautbeteiligung und die Lédsionen
befinden sich héufig im Bereich des Stammes (D-F). Die Spaltbildung findet sich hier
oberflédchlicher (H). Maf3stab: 50um

Bilder modifiziert nach:

A-B: Knudson et al. 2010
C-D; G-H: Waschke 2008
E-F: Kneisel und Hertl 2011a

Haufung in Zusammenhang mit einigen HLA-Konstellationen zu verzeichnen. Insgesamt
handelt es sich bei der endemischen Form daher wohl am ehesten um eine

umweltgetriggerte Autoimmunerkrankung (Culton et al., 2008).
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Pemphigus kann auBerdem durch eine Reihe von dulleren Faktoren induziert werden.
Dazu gehoren verschiedene Medikamente, Strahlen, Viren und Neoplasien (Ruocco et
al., 2013b). Unter den Medikamenten sind es vor allem solche mit Thiol-Gruppen z.B.
Penicillamin oder Captopril, die dazu in der Lage sind; daneben sind aber auch Falle
unter Medikation mit Antibiotika, wie etwa Penicillinen und Pyrazolonderivaten
bekannt. Der paraneoplastische Pemphigus tritt vor allem bei B-Zell-Lymphomen auf;
wird aber auch in Zusammenhang mit gutartigen Tumoren z.B. Thymomen beobachtet.
Die Erstmanifestation ist hier haufig eine sehr schmerzhafte und oftmals

therapieresistente Stomatitis (Kneisel und Hertl, 2011a).

1.5.1. Diagnostik und Therapie

Grundlagen der Diagnostik sind das klinische Erscheinungsbild und klinische Tests.
Beim direkten Nikolski-Zeichen (Nikolski 1) lasst sich durch mechanische Irritation auf
scheinbar gesunder Haut eine Blasenbildung auslosen. Als indirektes Nikolski-Zeichen
(Nikolski 2) wird verstanden, dass bereits bestehende Blasen durch leichten Druck
verschoben oder vergrofRert werden kdonnen (Rassner, 2009). Die direkte Immun-
farbung gilt weiterhin als Goldstandard in der Diagnostik des Pemphigus. Dazu werden
Hautbiopsate aus der direkten Nachbarschaft von betroffenen Hautregionen
histologisch untersucht (Kneisel und Hertl, 2011b; Schmidt und Zillikens, 2010).
Entsprechend des klinischen Erscheinungsbildes finden sich die Antikorper bei PV vor
allem basal angereichert, wahrend sie bei PF in hoheren Schichten der Epidermis zu
finden sind. Weiterhin stehen heute serologische Nachweisverfahren fir
Autoantikorper gegen Dsgl und 3 in Form von ELISAs (engl.: Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) zur Verfligung (Ishii et al., 1997). AuRerdem ist es moglich, die
zirkulierenden Antikorper der Patienten mittels indirekter Immunfluoreszenz-
darstellung nachzuweisen. Als Substrat wird beispielsweise die Osophagusschleimhaut

von Affen verwendet (Knudson et al., 2010).
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Aktuelle Bewertungssysteme wie etwa der ,Pemphigus Disease Area Index“ (PDAI)
helfen die Krankheitsaktivitdt im individuellen klinischen Verlauf zu beurteilen.
Zugrunde liegende Kriterien sind in diesem Fall die Krankheitsaktivitat sowie die GréRe
der befallenen Regionen von Haut, Schleimhaut und Kopfhaut (Daniel et al., 2012).
Auch die Kontrolle der serologischen Antikorperspiegel gilt als sinnvoll, da sie mit der

Krankheitsaktivitat korreliert (Schmidt et al., 2010).

Kortikosteroide sind das am meisten genutzte und am besten etablierte Behandlungs-
regime bei Pemphigus. Hierunter konnte die Mortalitat der Erkrankung deutlich
gesenkt werden (Meurer, 2012). Die KortikoidstoBtherapie richtet sich in Dosis und
Dauer nach Krankheitsaktivitat und vorliegenden Pemphigussubtyp (Kasperkiewicz et
al., 2012). Die zahlreichen Nebenwirkung dieser Therapie wie etwa gestorte
Glukosetoleranz, die Entwicklung von Bluthochdruck und Osteoporose machen es
allerdings notwendig, in der langfristigen Therapie Alternativen zum Einsatz von

Kortikosteroiden zu finden (Mutasim, 2004).

Daher werden nunmehr vermehrt Immunsuppressiva eingesetzt, die in den B- und T-
Zellstoffwechsel eingreifen und die Produktion von pathogenen Antikérpern
reduzieren und damit gleichzeitig die benétigte Kortikosteroiddosis reduzieren. Haufig
eingesetzte Prdparate aus dieser Gruppe sind Methotrexat, Mycophenolatmofetil,
Ciclosporin und Cyclophosphamid (Knudson et al., 2010; Meurer, 2012). In
therapieresistenten Fallen stellen Praparate wie Gold, Antimalariamittel, Dapson und
Tetrazyklin in Kombination mit Nicotinamin weitere Therapiemoglichkeiten dar. In
neuerer Zeit wird auch haufig Rituximab eingesetzt, bei welchem es sich um einen
monoklonalen Antikdorper gegen CD20 von Pra-B-Lymphozyten handelt. Hierdurch
konnen die Autoantikorperspiegel effektiv gesenkt werden (Hertl et al.,, 2008;
Shimanovich et al., 2008). Weitere Optionen der Therapie haben sich in den letzten
Jahren aus dem zunehmenden Verstindnis der Pemphigus-Pathogenese ergeben;
diese Verfahren werden aber bisher meist nur versuchsweise und daher nur bei
therapierefraktdrem Verlauf eingesetzt (Kneisel und Hertl, 2011b). Dazu gehort der

Einsatz von hochdosierten nicht pathogenen Immunglobulinen, unter welchen eine
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gesenkte Krankheitsaktivitdit sowie eine bessere Wirksamkeit der komplementar
eingesetzten Immunsuppressiva gezeigt werden konnte (Enk et al., 2009; Kneisel und
Hertl, 2011b). AuRerdem gibt es die Moglichkeit der Immunoabsorption, bei der im
Unterschied zur Plasmapherese gezielt nur Immunglobuline und Immunkomplexe aus

dem Patientenplasma entfernt werden kdnnen (Zillikens et al., 2007).

Hohe hygienische Standards, das Meiden begiinstigender Noxen sowie konsequente
Wundpflege sind Grundvoraussetzung fir einen positiven Verlauf und fir die
Pravention von Komplikationen wie Superinfektionen (Kneisel und Hertl, 2011b). Als
supportive Therapie ist vor allem eine suffiziente Schmerztherapie wichtig (Rashid und
Candido, 2008). Zusammenfassend bleibt die Behandlung der Erkrankung eine
Herausforderung und sollte auf den individuellen Krankheitsverlauf, sowie das
Patientenprofil angepasst werden (Mutasim, 2004; Ruocco et al., 2013a). Daher ist die
Erforschung neuer therapeutischer Ansdtze zur Behandlung des Pemphigus ein

wichtiges medizinisches Anliegen.

1.5.2. Pathogenese von Pemphigus vulgaris

Als Zielantigene bei Pemphigus konnten in den letzten Jahrzehnten eine groRe Zahl
von desmosomalen und nicht-desmosomalen Adhdsionsproteinen identifiziert werden
(Kalantari-Dehaghi et al., 2013). Neben den klassischen Desmogleinen kommen
Autoantikdrper gegen E-Cadherin (Evangelista et al., 2008), Desmocolline
(Dmochowski et al., 1995; Mao et al., 2010; Rafei et al., 2011) und Verschlusskontakt-
Proteine (Abreu-Velez et al., 2011) vor. Aber auch andere Membranproteine wie
Annexine und Acetylcholinrezeptoren (Cirillo et al., 2012) und intrazellulare Molekile
wie mitochondriale Proteine (Marchenko et al., 2010) werden als Zielstrukturen von
Antikoérpern bei Pemphigus beschrieben. Die Relevanz dieser Vielzahl an Antikérpern

fur die Blasenbildung ist abgesehen von Dsgl, Dsg3 und Dsc3 unklar (Pan et al., 2011).
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Es gibt verschiedene Theorien wie Antikorper bei Pemphigus zu einer intraepidermalen
Blasenbildung flihren. Das zuerst eingefihrte Modell bezieht sich auf die
extrazelluldren Antikérperbindungen an Desmogleine, die dann deren Haftung direkt
behindern. Dieses als direkte Inhibition bezeichnete Modell wurde durch Experimente
unterstitzt, in denen gezeigt werden konnte, dass sich die Autoantikdrper gegen fir
die Interaktionen wichtigen Extrazellulardomanen der Desmogleine richten (Tsunoda
et al., 2003). Weiterhin zeigen Dsg3 defiziente-Mause Veranderungen im Sinne eines
mukosomal dominanten Pemphigus vulgaris (Koch et al., 1997). Inzwischen wurde
gezeigt, dass PV-lgGs die Haftung von Dsg3 tatsachlich direkt reduzieren, wahrend das
fur die Haftung von Dsgl weder bei PV noch bei PF belegt ist (Heupel et al., 2008;
Waschke et al., 2005).

Daraus resultierte die Desmogleinkompensationstheorie, welche die unterschiedlichen
klinischen Phanotypen von PV und PF erklaren soll. Sie besagt, dass Dsgl und Dsg3 sich
gegenseitig kompensieren kénnen und durch die ungleiche Verteilung der
Desmogleine Spaltbildungen in unterschiedlicher Hohe der Epidermis entstehen, je
nach vorliegendem Antikorperprofil (Mahoney et al., 1999). Weisen die Patienten
Autoantikérper nur gegen Dsg3 auf, so kommt nur eine Schleimhautbeteiligung vor, da
dort kaum Dsg1, aber viel Dsg3 vorkommt. Umgekehrt betrifft der mukokutane PV, mit
Autoantikérpern gegen Dsgl und Dsg3, auch die Haut, da hier beide Desmogleine
betroffen sind (Amagai, 2009; Amagai, 2010). So entsteht auch die Spaltbildung bei PF,
also bei Patienten die nur Antikorper gegen Dsgl aufweisen, in den oberen Schichten
der Epidermis, da sich dort vor allem Dsgl aber kein Dsg3 befindet. Die Theorie wurde
durch Mausversuche unterstitzt. So konnte die durch Immunglobulin G Fraktionen
von Pemphigus foliaceus Patienten (PF-IgG) induzierte Akantholyse mittels
Uberexpression von Dsg3 in der oberen Epidermis unterdriickt werden (Wu et al.,

2000).

Gegen die Theorie der direkten Behinderung spricht, dass aus PG-defizienten Mausen
gewonnene Keratinozyten resistent gegen PV-IgG sind (Caldelari et al., 2001; de Bruin

et al., 2007). Desweiteren kann bei PF der Haftungsverlust ohne direkte Inhibition
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auftreten (Waschke et al., 2005) und die alleinige Bindung von PV-IgG an die
Zelloberflache reicht nicht fir eine Zelldissoziation aus (Calkins et al., 2006). Die
Desmogleinkompensationtheorie erklart weiterhin nicht die suprabasale Spaltbildung
bei mukokutanem PV. Aufgrund der Autoantikdrper gegen Dsgl und Dsg3 miusste es
hier in allen Schichten der Epidermis zu einem Haftungsverlust und damit zu einer
Blasenbildung kommen, allerdings ist hier stets eine suprabasale Spaltbildung zu
beobachten (Waschke, 2008). Weiterhin sind Patienten beschrieben, deren
Antikorperprofil und klinischer Phdanotyp nicht in das aufgezeigte Schema passen

(Sardana et al., 2013).

Als weitere Theorie wird daher angenommen, dass die IgGs extradesmosomale und
desmosomale Desmogleine binden und dadurch Signalwege auslésen, die zu einem
Kollaps des Zytoskeletts und dem Abbau von Desmosomen filihren, was gut
beobachtete Phdnomene als Folge einer Antikorperinkubation sind (Galichet et al.,
2014). Mittlerweile wurden viele Signalwege in Zusammenhang mit Pemphigus
vulgaris demonstriert (Waschke, 2008), so z.B. die Phospholipase C (PLC) und
Proteinkinase C (PKC), fiir die gezeigt wurde dass PV-lgGs einen schnellen PLC-
abhangigen Anstieg von Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) und Ca?* und damit eine
Aktivierung der PKC vermitteln (Kitajima et al., 1999; Seishima et al., 1999). Wie oben
bereits angedeutet, spielt auch PG eine Rolle; es konnte gezeigt werden, dass es als
Suppressor in den c-Myc-Signalweg eingreift und dieser Mechanismus bei Pemphigus
blockiert wird, da auch PG unter PV-IgG-Inkubation von der Zellgrenze depletiert wird

(Williamson et al., 2006).

Als weiterer zentraler Mechanismus gilt die Aktivierung von p38MAPK. Die
Phoshorylierung der p38MAPK sowie deren nachgeschaltetes Protein HSP27 (engl.:
heat shock protein 27) konnte in Patientenhaut, Mausmodell und auch in
Keratinozytenkulturen, die mit PV-IgG behandelt wurden, gefunden werden (Berkowitz
et al., 2008b). Durch Blockade des Signalwegs mit verschiedenen Mediatoren konnte
die Blasenbildung im Mausmodell sowie in Keratinozytenkultur verhindert werden

(Berkowitz et al., 2008a; Berkowitz et al., 2006). Der Mechanismus, Uber welchen
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p38MAPK zur Akantholyse beitragt, ist noch nicht abschlieRend geklart, es konnte aber
gezeigt werden, dass es einen Signalkomplex aus p38MAPK, Dsg3 und PG gibt, in
welchem p38MAPK nach Gabe Dsg3-spezifischer Antikorpern aktiviert vorliegt
(Spindler et al., 2014; Spindler et al.,, 2013). Fir RhoA, einem Vertreter der Rho-
GTPasen, die wichtige Regulatoren des Zytoskeletts und der Zelladhasion (Braga und
Yap, 2005) sind, konnte gezeigt werden, dass p38MAPK-abhangig eine Inaktivierung als
Reaktion auf PV-IgGs zu finden ist und eine Blockade dieser Inaktivierung protektiv ist,
wahrend eine induzierte Inaktivierung von RhoA und Racl, einer anderen Rho-GTPase
selbst zu epidermaler Spaltbildung und Keratinozytendissoziation fiihrt (Spindler et al.,
2007; Waschke et al., 2006). Weiterhin fuhrt die Aktivierung von p38MAPK nach PV-
IgG-Inkubation zu einer verminderten desmosomalen Verankerung von Intermediar-
filamenten, die stattdessen vermehrt perinukledr lokalisiert sind. Dieses als
Zytokeratinretraktion bezeichnete Phdanomen stellt einen wichtigen Patho-
mechanismus von PV dar (Spindler et al., 2013; Spindler und Waschke, 2014). Die
protektive  Aktivierung von RhoA verhindert passend dazu auch die

Zytokeratinretraktion (Waschke et al., 2006).

Die Depletion von Dsgl und 3 ist ein weiteres typisches Ereignis als Reaktion auf die
Inkubation mit PV-IgGs. Sie konnte sowohl in Keratinozytenkultur (Aoyama und
Kitajima, 1999; Spindler et al.,, 2011a) als auch im Mausmodell (Shu et al., 2007;
Yamamoto et al., 2007) nachgewiesen werden. Dabei scheint die Depletion gerade das
Desmoglein zu betreffen, gegen welches die Autoantikérper gerichtet sind, wahrend
die Spiegel anderer desmosomaler Proteine unbeeintrachtigt bleiben (Calkins et al.,
2006; Spindler et al., 2007). Die Internalisierung und damit der Verlust von
desmosomalen Dsg3 schwacht die Haftung zwischen den Keratinozyten (Calkins et al.,

2006).

Eine weitere Theorie besagt, dass durch die Endozytose von extradesmosomalen Dsg3
der Nachschub fir die Desmosomen verloren geht, wodurch es zu einer Stagnation des
Einbaus von Desmogleinen kommt (Oktarina et al., 2011). Weitere Signalmolekiile

werden ebenfalls mit Pemphigus in Verbindung gebracht, darunter beispielsweise
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EGFR (engl.: epidermal growth factor receptor), die Tyrosinkinase Src und cholinerge
Rezeptoren (Waschke, 2008). Auch Apoptose wird im Zusammenhang mit Pemphigus
diskutiert, weil verschiedene Caspasen (3,6,8,9) und andere proapoptotische Marker
wie Bax, im Zuge einer Inkubation mit Pemphigusautoantikdrpern, erhoht gefunden
wurden (Li et al., 2009; Marchenko et al., 2010). Diese scheinen an Signalwegen
beteiligt zu sein; Apoptose stellt aber eher einen nachgeschalteten Mechanismus zur
Akantholyse dar (Schmidt und Waschke, 2009). Vielmehr scheinen Caspasen auch an

der Regulation der Zellhaftung beteiligt zu sein (Spindler und Waschke, 2014).

Zusammenfassend ldsst sich aus den Daten ableiten, dass Signalwege eine wichtige
Rolle in der Pathogenese des Pemphigus spielen, indem sie die desmosomale Plaque
vom Netz der Intermedidrfilamente loslésen und mit dem Desmosomenumsatz
interferieren (Spindler und Waschke, 2014). Verschiedene Mechanismen spielen bei
der Entstehung der Krankheitssymptome eine Rolle und kénnen in ihrer Komplexitat
bis heute noch nicht vollstandig zusammengefiihrt werden. Pemphigus vulgaris ist
damit nicht durch ein einfaches pathogenetisches Krankheitsmodell zu erklaren,

sondern stellt vielmehr ein komplexes autoimmun bedingtes Krankheitsgeschehen dar.
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1.6. Fragestellung

Die Epidermis ist als duRere Abdeckung und mechanischer Schutz ein essentieller
Bestandteil unseres Korpers. Gerade ihre Stabilitdt zeichnet sie gegenliber anderen
Geweben aus. Diese wird grof3teils durch Interzellularkontakte und dabei insbesondere
durch Desmosomen vermittelt. Pemphigus stellt eine schwerwiegende Autoimmun-
erkrankung dar, bei der Haftmolekiile in den Desmosomen, Dsg 1 und 3, durch
Autoantikorper gebunden werden. Bisher gibt es fir diese Erkrankung keine kausale
Therapie; die Patienten werden vor allem immunsuppressiv behandelt, was schwere
Nebenwirkungen mit sich bringt. Ein genaueres Verstindnis der Pathogenese des
Pemphigus kann damit dazu beitragen, spezifischere Therapiestrategien zu etablieren.
cAMP als wichtiger Mediator vieler verschiedener zellularer Funktionen und bekannter
Barrierestabilisator im Endothel durch Beeinflussung von Cadherinhaftung scheint
dabei ein interessanter Ansatzpunkt fiir die Untersuchung des Haftungsverlusts bei
Pemphigus zu sein. Dies gilt auch im Hinblick darauf, dass cAMP-erhéhende
Medikamente wie beispielsweise [,-Rezeptoragonisten bei asthmatischen Be-

schwerden bereits erfolgreich eingesetzt werden (Freissmuth et al., 2012).

In dieser Arbeit soll daher der Einfluss von cAMP auf PV-lIgG-vermittelte Effekte
untersucht werden. Es soll herausgestellt werden, ob cAMP protektiv in das
Krankheitsgeschehen bei PV eingreift und Uber welche Signalwege diese Wirkung

zustande kommt.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Testreagenzien und Antikorper

2.1.1. Testreagenzien

Zur Beeinflussung des intrazellularen cAMP-Spiegels wurden die folgenden Mediatoren

wie in der Tabelle angegeben verwendet.

Tabelle 1: Mediatoren

Mediator Hersteller Funktion Eingesetzte
Konzentration
Forskolin*! Sigma-Aldrich Aktivator der Sumol/l
(Miinchen) Adenylatcyclase
Rolipram** Hemmer der 10umol/l
Phoshodiesterase 4
Isoproterenol - S-Rezeptoragonist 100umol/l (in vitro)
Hydrochlorid
10umol/l  (in vivo)
Propranolol S-Rezeptorantagonist | 10umol/!
H89 Hemmstoff der 10umol/l
Proteinkinase A

*! Forskolin und Rolipram wurden fiir die Versuche jeweils gemeinsam verwendet

2.1.2. Antikorper

Antikorper wurden zur Detektion verschiedener Proteine in der direkten und in-

direkten Immunfluoreszenzdarstellung sowie

in  Western-Blot-Experimenten zur

Bestimmung von Proteinen auf Nitrocellulosemembranen verwendet. Fir die

Verdinnung der Antikérper wurde phosphatgepufferte Salzlésung (PBS) fiur die
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Immunfluoreszenzdarstellung und 5% Magermilch in PBS mit 0,05% (w/v) Tween 20

fir die Western-Blot-Experimente eingesetzt.

Fir die direkte Immunfarbung, die verwendet wurde, um die Bindungen der PV-IgGs in
der Maushaut nachzuweisen, wurde ein Cy3-gekoppelter Antikorper gegen den Fc-Teil

der humanen PV-IgGs verwendet.

Fir alle anderen Versuche wurden Primarantikdrper eingesetzt, die gegen bestimmte
Epitope des zu untersuchenden Antigens gerichtet sind. Die Sekundarantikorper
erkannten dann entsprechend den Fc-Teil des Primarantikdrpers und waren ihrerseits
entweder mit einem fluoreszierenden Farbstoff (fir Immunfarbungen) oder einem
Peroxidase-Enzym (zur Reaktion mit ECL-L6sung bei Western-Blot-Experimenten)

gekoppelt.

Tabelle 2: Primdrantikorper

Antikérper Hersteller Typ/Spezies Konzentration
IF ws
anti-Dsg3 clone H-145 Santa Cruz polyklonal/ n.v. 1:1000
Biotechnology Kaninchen
(Heidelberg)
anti-Dsg3 clone 5G11 Invitrogen monoklonal/ Maus 1:100 n.v.
(Karlsruhe)
anti-total-p38MAPK New England monoklonal/ n.v. 1:500
(a, 8,y) Biolabs Kaninchen
anti-phosho- p38MAPK (Frankfurt) n.v. 1:200
(Thr180/Tyr182)

Als Ladekontrolle fiir die Western-Blot-Experimente wurde ein monoklonaler
Antikorper gegen die Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) verwendet
(Sigma Aldrich, St. Louis, USA), der bereits an das Peroxidaseenzym gekoppelt war. Er

wurde daher in einer Verdiinnung von 1:20000 Uber Nacht bei 4°C inkubiert und
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danach ohne weitere Inkubation mit einem Sekundarantikérper nach Protokoll

entwickelt.

Tabelle 3: Sekunddrantikérper

Antikérper Hersteller Kopplung Eingesetzte
Konzentration

Ziege-anti- Dianova (Hamburg) | Cy3 (rote Fluoreszenz) | 1:600

Maus-Fc

Ziege-anti- Pox 1:3000

Maus-Fc

Ziege-anti- Pox 1:3000

Kaninchen-Fc

Ziege-anti- Cy3 (rote Fluoreszenz) | 1:600

Mensch-Fc

2.2. Zellkultur

Fir alle Versuche in vitro wurde die spontan immortalisierte humane Keratinozyten-
zelllinie HaCaT (engl.: human low calcium elevated temperature cells) verwendet. Es
handelt sich um eine stabile Zelllinie, die sich problemlos kultivieren lasst und schnell
einen konfluenten Zellrasen bildet. Die Zellen zeigen in vivo kein invasives Wachstum
und sind nicht tumorigen (Boukamp et al.; 1988). Die Zellen wurden in DMEM (engl.:
Dulbecco’s modified Eagle’s Medium; Life technologies, Karlsruhe, Deutschland) unter
Zumischung von 50 U/I Penicillin G, 50ug Streptomycin und 10% fetalem Kalberserum
(FCS, Bio-chrom, Berlin, Deutschland) in einer befeuchteten Schutzatmosphéare (95%
Luft/ 5% CO;) bei 37°C bis zur Konfluenz zu einem Zellrasen gehalten und dann fir die
Versuche verwendet oder zur Fortfiihrung der Zelllinie aufgeteilt. Wahrend dieser Zeit

erfolgte alle zwei Tage ein Austausch des Mediums.
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Far die Fortfihrung der Zelllinie wurden die Zellen fir 30min mit
Ethylendiamintetraessigsdaure (EDTA)-Losung (0,05% (w/v) EDTA in PBS) vorbehandelt.
Dies diente durch Chelation der Ca**-lonen der Schwichung der Ca’*-abhingigen
Cadherin-Bindungen. Nachfolgend wurden die Zellen mittels Trypsin (0,05% (w/v)
Trypsin, 0,02% (w/v) EDTA in PBS) vom Flaschenboden abgel6st, grindlich re-
suspendiert und erneut auf unbehandelte T75-Flaschen oder in die fir die jeweiligen
Versuche geeignete Deckgldaser oder Mehrlochplatten in einem Verhiltnis von 1:3

aufgeteilt.

2.3. Aufreinigung der Patientenautoantikérper und Kontrollantikdrper

Fir die Versuche wurden insgesamt vier verschiedene Seren von Pemphiguspatienten
verwendet. Die Erkrankung der Patienten wurde zuvor sowohl klinisch als auch
histologisch und serologisch gesichert. lhre Proben wurden unter Einwilligung der
Patienten von Prof. Dr. rer. nat. Dr. med. Schmidt (Universitatsklinikum Libeck) zur
Verfligung gestellt. Fiir die Kontrollen wurden Seren von gesunden Freiwilligen

verwendet.

Die Aufreinigung der IgG-Fraktionen erfolgte mittels Affinitatschromatographie unter
Verwendung von Protein A Agarose (Calbiochem; Nottingham), aus welcher das
Protein mittels Citratpuffer (25mM, pH 2.4) eluiert wurde. Das Eluat aus gereinigtem
Antikorpergemisch der IgG-Fraktionen von Patientenseren und Kontrollpersonen
wurde Uber Nacht gegen 5| PBS dialysiert. Anschlielend wurde eine Protein-
konzentrationsbestimmung mittels Bradford-Analyse durchgefiihrt und die
aufgereinigten Proteine zur weiteren Verwendung portioniert. Die Lagerung erfolgte
bei -80°C. Die Titer der Antikdrper gegen Dsgl und Dsg3 wurden mittels ELISA

bestimmt und sind in der Tabelle angegeben.
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Tabelle 4: Antikérperprofile der verwendeten Pemphigusseren

ELISA Anti-Dsg 3 (U/ml) Anti-Dsg 1 (U/ml)
PV-igG1 1414 1194

PV-lgG2 6586 -

PV-igG3 1239 60

PV-lgG4 1185 977

2.4. Enzymgekoppelter Immunadsorptionstest (EIA)

Die zellularen cAMP-Spiegel wurden basierend auf dem Verfahren des enzym-
gekoppelten Immunadsorptionstest (EIA) mit einem Versuchsansatz der Firma Sigma-
Aldrich (Miinchen) durchgefiihrt. HaCaT-Zellen wurden hierzu bis zur Konfluenz in 12-
Lochplatten gehalten und mit den entsprechenden Versuchsbedingungen wie
beschrieben inkubiert. Nachfolgend wurde das Medium entfernt und die Zellen in
0,1M Salzsaure fiur 10min lysiert. Das Lysat wurde dann bei 600xG fir 10min
zentrifugiert und die Uberstinde gesammelt; fiir den weiteren Versuch wurden nur

noch diese verwendet.

Nachfolgend wurde der oben genannte vorgefertigte Ansatz verwendet und die darin
beschriebenen Schritte genau eingehalten. Prinzipiell wird dabei ein polyklonaler
gegen cAMP gerichteter Antikérper am Boden einer 96-Lochplatte immobilisiert.
Nachfolgend werden die Proben und eine an cAMP gekoppelte Alkalische Phosphatase
zugegeben. cAMP aus der Probe und cAMP, das an das Enzym gebunden ist,
konkurrieren nun kompetitiv. um die Bindungsstellen des Antikorpers. Die
nichtgebundenen cAMP-Molekiile werden nachfolgend abgewaschen und ein Substrat
der Alkalischen Phosphatase, namlich p-Nitrophenylphosphat hinzugefiigt. Das
gebundene Enzym verfarbt die LOsung je nach dessen vorhandener Menge in
unterschiedlicher Intensitat gelb. Ist viel cAMP in der Probe, so kann nur wenig Enzym-

gekoppeltes cAMP binden, somit fallt der Farbumschlag entsprechend gering aus;
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invers verhalt es sich bei Proben, die wenig cAMP enthalten. Der Farbintensitat verhalt
sich damit umgekehrt proportional zur in der Probe enthaltenen cAMP-Konzentration.
Der gelbe Farbumschlag wurde bei einer Wellenlange von 405nm photometrisch
gemessen und anhand einer mitgemessenen Standardkurve die tatsachliche cAMP-

Konzentration errechnet.

2.5. Bestimmung der Proteinkonzentration

2.5.1. Bradford-Methode

Diese Methode wurde erstmals 1976 vom amerikanischen Biochemiker Bradford
beschrieben und ist ein quantitatives Verfahren der Proteinbestimmung, das auf der
besonderen photometrischen Eigenschaft des Farbstoffes Coomassie Brilliant Blue G-
250 beruht (Bradford, 1976). Diese besteht darin, dass durch Bindung an ein Protein
das Absorptionsmaximum des Farbstoffes von 465 auf 595nm verschoben wird. Die
Zunahme der Absorption bei 595nm kann photometrisch detektiert werden. Um eine
guantitative Aussage Uber die Proteinmenge in den Proben treffen zu kénnen, wurde
gleichzeitig eine Standardprobenreihe mit bekannter Proteinkonzentration gemessen.
Hier wurden zu je 1ml einer 1:5 verdinnten Bradfordlésung und 10ul der Probe
beziehungsweise einer auf bovinen Serumalbumin (BSA) basierenden Standardlosung
(Konzentrationen aufsteigend zwischen 0,1 bis 2mg/ml) zugegeben. Nach Durch-
mischen und 10min Inkubation wurden die Proben in Photometerrohrchen umgefiillt

und die Extinktion wie oben beschrieben bestimmt.
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2.5.2. Amidoschwarz-Methode

Diese Methode basiert auf dem Farbstoff Amidoschwarz 10B, der unter sauren
Bedingungen in Proteingemischen an Amidostickstoffe bindet und danach photo-
metrisch bei 620nm detektiert werden kann. Dazu wurden schmale Streifen einer
Zelluloseacetatfolie mit 5ul der Probe bzw. eines auf BSA basierenden Protein-
standards (Konzentrationen zwischen 0,125 und 4mg/ml) betrdufelt. Diese wurden
dann fur 10min in eine Farbeldsung [0,5% (w/v) Amidoschwarz, 45% (v/v) Methanol,
10% (v/v) Essigsaure und 45% (v/v) Aqua dest.] getaucht und nachfolgend mittels einer
Entfarbelosung [47,5% (v/v) Methanol, 5% (v/v) Essigsdure und 47,5% (v/v) Aqua dest.]
so lange gewaschen, bis jene Abschnitte der schmalen Streifen, die nicht mit dem
Protein betraufelt wurden, wieder komplett weils erschienen. Nachfolgend wurden die
Streifen getrocknet, in ein MikroreaktionsgefaR liberfiihrt und die Membranen mittels
Lyselésung [2% (w/v) Trichloressigsaure, 16% (v/v) Ameisensaure, 2% (v/v) Essigsaure,
82% (v/v) Aqua dest.] Uber 30min bei 60°C aufgel6st. Dabei wurden die Proben immer
wieder durchmischt, um abschlieBend eine gleichméaRige Verteilung des Farbstoffes zu
erreichen. Die so vorbehandelten Proben wurden abermals in Photometerréhrchen

Uberfiihrt und die Extinktion bei 620nm photometrisch gemessen.

Der Vorteil gegeniiber dem Verfahren zur Proteinmengenbestimmung nach Bradford
besteht hierbei darin, dass die Amidoschwarz-Methode auch unter denaturierenden
Bedingungen moglich ist, wie sie bei Western-Blot-Experimenten verwendet werden

(Nakamura et al., 1985).

2.6. Elektrophorese und Western-Blot

Zur semiquantitativen Untersuchung von Proteinen wurde ein kombiniertes Verfahren

aus Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE), Western-Blot
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und abschlieBend der Detektion der Proteine mittels immunologischer Methodik

durchgefihrt.

HaCaT-Zellen wurden im Verhéltnis 1:3 aufgeteilt und bis zur Konfluenz in 12-
Lochplatten gehalten. Nach Entfernung des Mediums und einmaligem Waschen mit
PBS wurde der Zellrasen in einem speziellen mit SDS versetzen Puffer (0,5% (w/v) SDS;
12,5mmol NaF, 1mmol EDTA, 12,5mmol HEPES, Proteaseinhibitorenmischung
(1Tbl./50ml Lysepuffer; cOmplete Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Roche, Berlin))
lysiert und die Proben 10mal sonifiziert. Das zugegebene SDS bewirkt dabei, dass die
Ladungen der Molekile verdeckt werden und somit keinen Einfluss auf die
Laufgeschwindigkeit haben, andererseits werden so die Sekundar-,Tertiar- und
Quartarstrukturen zerstort. Letzteres wird durch eine Thermodenaturierung bei 95°C
flir 5min abgeschlossen, sodass auch eine Beeintrachtigung der Laufgeschwindigkeit

durch die strukturellen Gegebenheiten der Proteine vermieden werden kann.

Danach wurde wie zuvor beschrieben eine Proteinkonzentrationsbestimmung mittels
Amidoschwarz-Methode durchgefiihrt, um sicher zu stellen, dass in den weiter-
fihrenden Versuchsschritten jeweils eine einheitliche Gesamtproteinmenge

verwendet werden konnte.

Bei der SDS-Gelelektrophorese werden Molekiile nach ihrer GroRRe aufgetrennt, indem
sie unterschiedlich schnell durch eine Gelmatrix aus Acrylamid und Bisacrylamid
laufen. Die Aufteilung des Gesamtproteins erfolgte nach der Laemmli-Methode
(Laemmli, 1970). Die wie oben beschrieben vorbereiteten Proben wurden zunéchst in
einem 5%igem Polyacrylamid-Gel gesammelt und nachfolgend in 7,5%igem Gel nach
ihrer GrofRe aufgetrennt. Zur Herstellung der Gele wurde Tetramethylethylendiamin
(TEMED) als Katalysator und Ammoniumpersulfat (APS) als Initiator der Polymerisation
verwendet. Die Gele wurden in vertikale Elektrophorese-Gelsysteme (Biorad,
Minchen) gegeben. Dazu wurde in den Zwischenraum von ca. 1Imm entfernten
Glasplatten zunachst ein Trenngel in definierter Hohe gegossen und zur Polymerisation

gebracht, in einem weiteren Schritt wurde dann das Sammelgel dariiber aufgetragen

28



2. Material und Methoden

und mit einem Kunststoffkamm versehen, sodass die Proben an definierten Stellen des

Gels zugegeben werden konnten.

Nach dem Abschluss auch dieser zweiten Gelpolymerisation wurden die Gele mit
Halterung in die oben genannten Kammern verbracht, die Proben in die durch die
Kdmme entstandenen Taschen geflillt und eine elektrische Spannung angelegt, die fiir
die Zeit durch das Sammelgel 80mV, im Trenngel 130mV betrug. Die Proteingemische
wurden so elektrophoretisch getrennt. Zur Laufzeitbestimmung von Proteinen
gewisser GroRe wurde zusatzlich ein Marker mit Proteinen bekannter GroRe mitlaufen

gelassen (PPL-Marker: engl.: prestained protein ladder; Fermentas, St. Leon-Rot).

Nach der Auftrennung wurden die Proteine mittels Western Blot auf eine
Nitrozellulosemembran Uberfiihrt. (Hybond-C extra, Amersham, Braunschweig); ein
Verfahren das erstmals 1979 beschrieben wurde (Renart et al., 1979). Hierzu wurden
das Gel und die Nitrozellulosemembran zusammen mit je 3 angefeuchteten
Filterpapieren auf jeder Seite zwischen 2 Graphitelektroden in eine Mini-Transblot-
Kammer verbracht. Die Filterpapiere wurden mit Transferpuffer (25mM Tris, 192mM
Glycin und 20% (v/v) Methanol) angefeuchtet. Uber die Elektroden wurde nun ein
Stromfluss von 0,8mA/cm? iiber 90min angelegt, sodass die Proteine vom Gel auf die

Membran Ubertragen wurden.

Die hydrophoben Bindungsstellen wurden nun durch 30min Waschen in 5%
Magermilch in PBS mit 0,05% (w/v) Tween 20 abgesattigt. Dann erfolgte fir 16h bei
4°C die Inkubation mit dem Erstantikorper. Nach einem weiteren Waschvorgang
(3malig in PBS+ 0,05% (w/v) Tween 20 fur jeweils 5min) wurde der Sekundarantikérper
fur 1h bei Raumtemperatur zugegeben. Uberschiissige Antikérper wurden mit der
oben beschriebenen Waschlésung erneut durch 3maliges Waschen fiir je 5min

abgesplilt.

Durch die Kopplung des Sekundarantikorpers an eine Peroxidase kann dessen Bindung
auf der Membran sichtbar gemacht werden. Dazu wurde die ECL (engl: enhanced
chemiluminescence)-Methode verwendet (Whitehead et al., 1979). Die mit

Antikorpern vorbehandelte Membran wird zunachst in 1:1 Verhaltnis gemischten ECL-
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Losungen | und Il zur Initiierung der Peroxidasereaktion geschwenkt. Dabei katalysiert
die Peroxidase die Umwandlung von Luminol (aus der ECL-L6sung 1) zu Carbonyl unter
Anwesenheit von H,0, (aus der ECL-Lésung ll). Carbonyl emittiert nun Licht, das in
einer Dunkelkammer auf einem Rontgen-Detektionsfilm sichtbar gemacht werden
kann. Die Rontgenfilme wurden dann nacheinander fir je 1min in Entwicklerldsung
und in Fixierlésung inkubiert. Danach erfolgte die Trocknung der Filme und digitale

Auswertung der Proteindarstellung.

2.7. Indirekte Immunfluoreszenzdarstellung

Zur spezifischen morphologischen Darstellung von Proteinen in HaCaT-Zellen und diinn
geschnittener Maushaut wurde das Verfahren der indirekten Immunfluoreszenz-
darstellung verwendet. Die Zellen wurden dazu im Verhaltnis 1:3 auf Deckglaschen
(@12mm) aufgeteilt und bis zur Konfluenz in DMEM gehalten. Danach wurden die
Zellschichten nach den entsprechenden Versuchsbedingungen fiir eine beschriebene
Zeit inkubiert. Folgend wurden diese mit eisgekihltem Aceton fir 2min fixiert und mit
PBS mehrmals gewaschen. Es erfolgte ein weiterer Schritt mit PBS, das 10% BSA und
3% normales Ziegenserum (NGS) enthélt. Damit wurden die Zellen fir weitere 30min
behandelt, um zu erreichen, dass unspezifische Antikdrperbindungsstellen abgesattigt
werden und somit nicht durch den Primarantikorper zu erreichen sind. AnschlieRend
wurde das Gemisch mittels Sog entfernt. Die Maushaut wurde wie unten beschrieben

gewonnen.

Nun erfolgte die Inkubation mit dem jeweiligen Primarantikérper. Hierzu wurde eine
Verdiinnung im Verhaltnis 1:100 hergestellt und davon 20l auf die Deckglaschen oder
Schnitte gegeben. Es wurde eine Inkubation in einer feuchten Kammer bei 4°C lber
Nacht durchgefiihrt. Danach wurden ungebundene Primarantikérper in drei
aufeinanderfolgenden Waschgiangen fir 5min mit PBS entfernt und der

Sekundarantikorper hinzugegeben. Die Prdparate wurden nun fiir weitere 60min
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inkubiert. Danach erfolgten weitere drei Waschgange fir 5min mit PBS und die
Deckgldaschen wurden mit der Zellseite nach unten auf einen Tropfen NPG (1% (w/v) n-
propyl-Gallat mit 60% (v/v) Glycerin in PBS) auf einen Objekttrager aufgebracht. NPG

verzogert, dass das Praparat in kurzwelligem Licht ausbleicht (Giloh und Sedat, 1982).

In den in vivo-Versuchen kam aulRerdem das Verfahren der direkten Immunfarbung
zum Einsatz, um die Bindung der PV-IgGs in der Maushaut darzustellen. Dazu wurde
lediglich eine Inkubation mit einem gegen humanes Fc gerichtete Cy3-gekoppelten
Antikorper durchgefiihrt. Dieser wurde fir 1h bei Raumtemperatur auf die Schnitte
gegeben. Dann wurden ungebundene Antikdrper durch dreimaliges Waschen mit PBS

entfernt und die Schnitte ebenfalls mit NPG eingedeckt.

Die so praparierte Zellschicht oder diinngeschnittene Maushaut wurde unter dem

Fluoreszenzmikroskop begutachtet.

2.8. Keratinozytendissoziationsversuch

Beim Keratinozytendissoziationsversuch wird ein definierter mechanischer Scherstress
ausgenutzt, um die Haftung zwischen Zellen in einer Einzelzellschicht und damit
indirekt die Desmosomenhaftfunktion zu (berprifen. Das Verfahren ist im Feld der

Pemphigusforschung etabliert (Ishii et al., 2005).

HaCaT-Zellen wurden dazu in einem Teilungsverhaltnis von 1:3 auf 12-Lochplatten
aufgeteilt und dort bis zur Konfluenz fir insgesamt fiinf Tage in DMEM gehalten. Es
erfolgte eine Inkubation mit den jeweiligen Versuchsbedingungen fir weitere 24h.
Danach wurden die Zellen zweimalig mit HBSS (engl.: Hank's Balanced Salt Solution,
Sigma-Aldrich; Miinchen) gewaschen und fir 30min mit 250ul Dispase |l
(>2,4Einheiten/ml, Sigma-Aldrich; Munchen) bei 37°C inkubiert. Dispase Il ist eine aus

Bacillus polymyxa isolierte Protease, welche Fibronektin und Kollagen IV spaltet. Sie
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trennt dadurch Zell-Matrix-Kontakte und l6st den Zellrasen vom Boden der Lochplatte

ab, ohne die Desmosomenhaftung zu beeintrachtigen (Stenn et al., 1989).

Nach dieser Inkubationszeit wurde die Dispaseldsung gegen 500ul HBSS ausgetauscht
und die Zellen mittels flinfmaligem vorsichtigem Pipettieren in konstanter Ge-
schwindigkeit mittels einer 1ml Pipette einem mechanischen Scherstress ausgesetzt.
AnschlieBend wurde die Anzahl der Fragmente der Einzelzellschicht unter einem
Auflichtmikroskop ausgezahlt. Die Anzahl der Fragmente wurde mit ebenso

vorbehandelten Kontrollen verglichen.

2.9. Invivo Pemphigus-Maus-Modell

2.9.1. Mauslinie BALB/c und Durchfiihrung

Bei den Versuchen wurden neugeborene Mause der Linie BALB/c verwendet. Dabei
handelt es sich um eine klassisch zu Experimenten verwendete Albino-Mauslinie, die
gut charakterisiert und im Pemphigusfeld etabliert ist (Anhalt et al., 1982; Takahashi et
al., 1985).

Fir die hier durchgefiihrten Experimente wurden die Mause in normalen 12h-Tag-12h-
Nacht-Rhythmus unter Beachtung der Tierhaltungsgesetze gehalten. Sie wurden 12-
24h nach der Geburt vom Muttertier getrennt und fiir die Versuchsdauer von 24h in
einem beheizten Kafig gehalten. Die neugeborenen Tiere sind noch unbehaart und

stellen daher eine gute Moglichkeit flir die Untersuchung ihrer Haut dar.

Den neugeborenen Mausen wurde am Riicken subkutan 50ul der jeweiligen
Versuchslésung injiziert. Entsprechend erhielt die Kontrollgruppe lediglich 50ul
Kontroll-IgG (5mg/g Korpergewicht) von gesunden Freiwilligen, wahrend in den
Versuchsgruppen Pemphigusantikdrper in einer Konzentration von 3 (PV1-IgG)

beziehungsweise 6 (PV4-1gG)mg/g Korpergewicht alleinig oder in Kombination mit
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Isoproterenol bzw. Propranolol eingesetzt wurden. Die Tiere in der Isoproterenol-
/Propranololgruppe erhielten eine weitere Injektion mit Isoproterenol bzw.
Propranolol 1h vor Inkubationsbeginn. Allen anderen Tieren wurde zu diesem
Zeitpunkt Kochsalzlésung injiziert. Nach 16-20h wurde zundchst ein definierter
mechanischer Stress auf die infiltrierte Maushaut ausgelibt und mittels Fotographie
ein makroskopisches Bild des betroffenen Hautareals angefertigt. Nachfolgend wurden

die Mause getotet und Hautproben entnommen.

Ein Teil der Maushaut wurde in ,,cryo mounting medium“ (Reichert-Jung, Nussloch,
Germany) eingebettet und in flissigem Stickstoff schockgefroren, um sie fiir Kryo-
schnitte und nachfolgend Hamatoxylin-Eosin-(H.E.-) bzw. Immunfarbungen zu ver-

wenden.

Ein weiterer Teil wurde durch 10 St6Re in einem Dounce-Homogenisator in Lammli-
Puffer lysiert und flir Western-Blot-Experimente verwendet, die ausgenommen vom

Schritt der Lysatgewinnung gleich der in vitro-Versuche durchgefiihrt wurden.

2.9.2. Aufarbeitung der Maushaut

Die eingebettete und gefrorene Maushaut wurde mit einem Mikrotom (Frigo-Cut
2800, Reichert-Jung) in 5-7um diinne Schichten geschnitten. Um alle Stellen innerhalb
des Maushautbiopsats mit moglicher Blasenbildung zu finden, wurde alle 400pum ein
Schnitt mit Toluidinblau eingefarbt und unter dem Mikroskop auf intraepidermale
Blasenbildung untersucht. AnschlieBend wurde das Procedere wie oben beschrieben
fortgesetzt, bis schlieBlich die gesamte Hautprobe untersucht war. Reprdsentative
Kryoschnitte wurden mittels indirekter und direkter Immunfluoreszenzdarstellung

untersucht, wie bereits zuvor beschrieben.

Die H.E.-Farbung als histologisches Standard-Farbeverfahren dient zur

Ubersichtsdarstellung méglichst vieler zelluldrer Strukturen. Dabei wurden besonders
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stark kontrastierende Farbstoffe, in diesem Fall Himatoxylin und Eosin verwendet. Zur
Durchfiihrung wurden die Schnitte fir zirka 30min bei 60°C auf Objekttrager
eingebrannt und danach fiir 2min in destilliertem Wasser hydriert. Danach erfolgte
eine Fixierung in 2,5% (w/v) Formalin fir 20min mit anschlieRendem dreimaligem
Auswaschen mit destilliertem Wasser. Nachfolgend wurde eine Kernfarbung mit
Hamatoxylin flir 10min durchgefiihrt. Das sogenannte ,Blauen” erfolgte im lauwarmen
Leitungswasser fiir 10min. AnschlieBend erfolgte die Plasmafarbung in 0,1% wassrigem
EosinY und 1 Tropfen Eisessig flir 2min und ein weiterer Waschschritt mit Leitungs-
wasser. AbschieBend erfolgte eine Entwdsserung mittels aufsteigender Alkoholreihe,
ein klaren in Xylol und schlief8lich das Eindecken der Schnitte in DPX (Sigma, St. Louis,
USA).

2.10. Aufnahme und Auswertung des Daten- und Bildmaterials

Alle gezeigten Immunfarbungen wurden an einem Laserkonfokalmikroskop (MRC-
1024; Bio-Rad; Miinchen) mittels eines 63x NA 1.4 oil plan-Apochromat-Objektives das
an ein Axiovert 135 TV Mikroskop angeschlossen war, aufgenommen (beides: Carl
Zeiss Microimaging, Gottingen). Die initiale Bildbearbeitung und Auswahl erfolgte mit
dem Programm Zeiss LSM Image Browser 2.80.1123; danach wurde zur
Bildbearbeitung Adobe Photoshop CS5 (Adobe Systems, San Jose, USA) verwendet, mit
welchem auch die Schemazeichnungen erstellt wurden. Weiterhin wurde das
Programm fiir die Auswertung der entwickelten Western Blots mittels Grauwert-
analyse genutzt, um Banden unterschiedlicher Intensitat miteinander vergleichen und

auswerten zu konnen.

Die angefarbten Maushautschnitte wurden mittels Digitalkamera (HRP-100, Diagnostic
Instruments, Sterling Heights, USA) angeschlossen an ein Axiomot 2 plus Mikroskop
inklusive eines Plan Neofluar 20x/0.50 Objektives (beides: Carl Zeiss Microimaging;

Jena) digitalisiert und zur Auswertung aufgenommen.
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Die Datenauswertung erfolgte mit der Software SigmaStat (Systat Software, Erkrath).
Die Datenwerte wurden bei mehr als zwei Vergleichsgruppen mittels einfaktorieller
ANOVA, gefolgt von einer Bonferroni-Korrektur bzw. flir nicht normalverteilte Werte
von einem Student-Newman-Keuls Post-hoc-Test verglichen. Bei zwei zu
vergleichenden Gruppen wurde der zweiseitige, ungepaarte Student’s t-Tests
durchgeflihrt. Statistische Signifikanz wurde ab einem Wert von p<0,05 angenommen.

Die Fehlerbalken stellen jeweils den Standardfehler dar.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Protektiver Effekt von cAMP bei Pemphigus vulgaris in vitro

Zunachst wurde der Effekt einer cAMP-Erhéhung bei PV in vitro untersucht. In der
Endothelforschung sind einige Mediatoren gut etabliert. So konnte beispielsweise fir
den [R-Rezeptoragonisten Isoproterenol (Schlegel und Waschke, 2009b), den
Adenylatcyclaseaktivator Forskolin und den Phospodiesterase-4-hemmer Rolipram
(Baumer et al., 2008; Baumer et al., 2009; Schlegel und Waschke, 2009a) gezeigt
werden, dass sie durch eine cAMP-Erhohung barrierestabilisierend am Endothel
wirken. Daher wurden zundchst diese Mediatoren getestet und verwendet. Fir alle
Versuche wurden HaCaT-Zellen bis zur Konfluenz gehalten und dann den

entsprechenden Versuchsbedingungen zugefihrt.

3.1.1. Forskolin/Rolipram und Isoproterenol erhohen die cAMP-Spiegel

von HaCaT-Zellen.

Als Grundlage der folgenden Versuche, wurden zundchst cAMP-erhdéhende
Mediatoren darauf getestet, ob sie in der Lage sind, die cAMP-Spiegel in HaCaT-Zellen
zu erhohen. Fur die Versuche wurden zwei Mediatoren gewahlt: Zum einen eine
Mischung aus Forskolin und Rolipram (F/R), zum anderen Isoproterenol. Um zu
untersuchen wie die cAMP-Spiegel durch diese Mediatoren in HaCaT-Zellkulturen
beeinflusst werden, wurde ein cAMP-EIA durchgefiihrt. Dabei konnte gezeigt werden,
dass beide Mediatoren nach 24h-Inkubation die intrazellularen cAMP-Spiegel erhohen

und zwar in etwa gleichem Umfang auf das 8,8fache (* 0.3) fir F/R und das 8.6fache
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(£ 0.3) fur Iso der Kontrolle; daher wurden beide fiir die weiteren Versuche als

aquivalent angesehen und verwendet.

10 Abbildung 4:
* * Erh6hte cAMP-Spiegel durch
T F/R und Iso in HaCaT Zellen

oo
1

Konfluente HaCaT-Zellen wurden mit
F/R (5uM/10uM) bzw. Iso (100uM) fiir
24h inkubiert. Als Kontrolle dienten
mit PBS inkubierte Zellen der gleichen
Charge.

EIA-Experimente zeigten eine deut-
liche Erhéhung der cAMP-Spiegel auf
das 8,8fache (+0,3) der Kontrolle fiir
F/R und das 8,6fache (+0,3) fiir
Isoproterenol (Iso) und damit einen
signifikanten Anstieg der intrazellu-
ldren cAMP- Konzentrationen.

B »
| |

N
|

cAMP-Spiegel (Vielfaches der Kontrolle)

o
|

*p < 0,05 in Bezug auf die Kontrolle

Kontrolle F/R Iso =5

3.1.2. Eine cAMP-Erh6hung vermindert die Dsg3-Reorganisation in vitro.

Um den Effekt einer cAMP-Erh6hung bei Pemphigus vulgaris zu untersuchen, wurden
HaCaT-Zellen bis zur Konfluenz gehalten und dann mit PV1-lgG alleine oder in
Kombination mit den cAMP-erh6henden Mediatoren fiir 24h behandelt. Als Kontrolle
wurden Zellen Gber den gleichen Zeitraum mit PBS bzw. alleinig mit den Mediatoren
inkubiert. Danach wurde eine Immunfarbung gegen Dsg3 durchgefiihrt, um

morphologische Veranderungen darzustellen.
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Abb. 5: Effekte von cAMP-Erh6hung auf die Dsg3-Reorganisation als Antwort
auf eine PV-IgG-Inkubation

Gezeigt sind Immunfdrbungen in HaCaT-Zellen gegen Dsg3. Wdhrend unter Kontroll-
bedingungen eine nahezu lineare Verteilung von Dsg3 entlang der Zellgrenzen zu
sehen ist (A), kann nach 24h Inkubation mit PV1-lgG eine deutliche VVerminderung der
Fédrbeintensitdt sowie eine Fragmentierung der Dsg3-Fdrbung beobachtet werden (B).
Beide Effekte der PV1-lIgG-Inkubation konnten durch F/R und Iso jeweils deutlich
reduziert werden (D,F). Die Mediatoren l6sten keine Verdnderungen der Dsg3-
Férbung aus (C,E).
MaRstab=20um
n=5
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Unter Kontrollbedingungen war Dsg3 linear an den Zellgrenzen verteilt (Abb.5A). Die
Inkubation mit PV1-1gG fiihrte zu einem deutlichen Verlust und starker Fragmentierung
der Dsg3-Farbung (Abb.5B), was die typische Reaktion auf die Inkubation mit PV-IgG
darstellt. Diese morphologischen Korrelate des Haftungsverlustes durch PV-IgG
konnten durch eine simultane Erhohung des cAMP-Spiegels mit beiden Mediatoren
deutlich reduziert werden (Abb.5D,F). Die Mediatoren alleine hatten keinen Einfluss

auf die Dsg3-Farbung.

Somit wirkte die cAMP-Erhohung protektiv auf die durch PV-IgG hervorgerufenen

morphologischen Veranderungen in kultivierten HaCaT-Zellen.

3.1.3. Durch cAMP-Erhohung kann eine Reduktion des PV-IgG-

induzierten Adhasionsverlusts erreicht werden.

Da die durch Immunfarbung gewonnenen morphologischen Daten eindeutige
Hinweise darauf lieferten, dass eine cAMP-Erhéhung einen protektiven Effekt bei
Pemphigus vulgaris hat, wurde im nachsten Schritt untersucht, ob dadurch auch der
PV-lgG-vermittelte Haftungsverlust positiv beeinflusst werden kann. Dazu wurden
Keratinozytendissoziationsversuche durchgefiihrt. Dabei handelt es sich um eine
etablierte Methode, um die Zellhaftung von Keratinozyten zu untersuchen. HaCaT-
Zellen wurden hierzu bis zur Konfluenz gehalten und fiir 24h unter den gleichen
Bedingungen wie fir die Immunfarbung inkubiert. AnschlieBend wurden die
Einzelzellschichten mit Dispase Il zur Ablésung vom Boden der Kulturschale behandelt,
einem definierten mechanischen Scherstress ausgesetzt und die Anzahl der
resultierenden Zellschichtfragmente ausgezahlt. Kontrollzellverbande wurden in ihrer
Integritat durch den mechanischen Stress kaum beeintrdchtigt und zeigten nur wenige
Fragmente (2,2+0,8 Fragmente) (Abb.6A). Dagegen fiihrte eine Inkubation mit PV2-1gG
zu einem deutlichen Haftungsverlust, also zu einer stark erhohten Fragmentzahl

(165+30,5 Fragmente) im Vergleich zur Kontrolle (Abb.6B). Gleichzeitige Inkubation
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Abb. 6: cAMP-Erhohung verhindert den PV-IgG induzierten Haftungsverlust
im Keratinozytendissoziationsversuch
Verglichen mit der Kontrolle (2,2+0,8) und der alleinigen Inkubation mit den
Mediatoren (F/R 3,841,2 bzw. Iso 2,340,2) zeigt sich unter PV2-IgG-Inkubation eine
deutliche Erh6hung der Fragmentzahl auf 165,1+30,5. Diese konnte durch simultane
Inkubation mit F/R bzw. Iso signifikant vermindert werden (PV2-IgG+F/R 20,5+5,1 bzw.
PV2-1gG+Iso 76,0+16,4).
* p < 0,05 in Bezug auf die Kontrolle
#p < 0,05 in Bezug auf PV2-IgG
n=9

mit F/R und Iso konnte die Fragmentzahl stark reduzieren (PV2-IgG+F/R: 20,5%5,1;
PV2-lgG+lso: 76%16,4 Fragmente) und damit den interzellularen Haftungsverlust
deutlich blockieren (Abb.6C). Die Mediatoren alleine hatten keinen Einfluss auf die

interzellulare Haftung; die hier beobachtete Fragmentzahl (F/R: 3,8+1,2; Iso: 2,3+0,2
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Fragmente) blieb unverdndert zu Kontrollbedingungen. Damit wird deutlich, dass die
Erh6hung des intrazellularen cAMP-Spiegels nicht nur die morphologischen Effekte der
PV-IgG-Behandlung vermindert, sondern auch den Haftungsverlust deutlich reduziert

und damit funktionell ebenfalls protektiv wirkt.

3.1.4. cAMP-Erh6hung blockiert die PV-lIgG-induzierte Dsg3-Depletion.

Als typischer Effekt von PV-IgGs auf Proteinebene ist die Depletion von Dsg3 in der
Literatur beschrieben. Diese ist 20-60min nach Inkubation mit PV-IgGs nachweisbar
und tragt zum Haftungsverlust bei (Aoyama und Kitajima, 1999; Yamamoto et al.,
2007). Der Prozess ist mit Endozytose von Dsg3 verknipft (Calkins et al., 2006) und ein
wichtiger Hinweis darauf, dass die Bindung von PV-lgGs zur Modulation von
Signalwegen fiihrt und damit der Haftungsverlust nicht allein durch Inhibition der
Bindung erklart werden kann (Kitajima, 2013). Weiterhin ist die Dsg3-Depletion auch in
der Maushaut als Reaktion auf intraperitoneale Injektion von PV-lIgGs nachgewiesen
worden (Shu et al., 2007). Daher haben wir im Folgenden den Einfluss einer cAMP-

Erhéhung auf die PV-IgG induzierten Dsg3-Depletion untersucht.

Dazu wurden erneut konfluente HaCaT-Zellen verwendet und lber 24h mit PV-IgG
inkubiert. Die Mediatoren F/R und Isoproterenol wurden zusammen mit den
Antikorpern (ber den gleichen Zeitraum eingesetzt. Danach wurden Zelllysate
angefertigt und Western-Blot-Experimente zur Darstellung der Dsg3-Menge
durchgefihrt. Als Ladekontrolle, zur Sicherstellung, dass in allen Proben die gleiche
Menge Gesamtprotein verwendet wurde, wurde ein GAPDH-Antikoérper eingesetzt. Ein
reprasentativer Immunoblot ist in Abb.7A dargestellt. Daneben wurden alle
durchgefiihrten Blots densitometrisch quantifiziert (Abb.7B). Unter PV3-IgG-
Behandlung konnte eine deutliche Dsg3-Depletion auf 7210,5% der Kontrolle
beobachtet werden. Eine simultane Inkubation mit F/R verhinderte den Dsg3-Verlust

vollstandig (97+10% der Kontrolle). Ein dahnliches Ergebnis konnte durch Inkubation mit
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Isoproterenol erreicht werden (nicht gezeigt). Damit konnte die Hemmung der PV-IgG
induzierten Dsg3-Depletion durch cAMP-Erhéhung nachgewiesen werden. Dieses
Ergebnis deutet darauf hin, dass cAMP an der Regulation von Signalwegen beteiligt ist,

in die PV-IgGs durch ihre Bindung an der Zelloberflache direkt oder indirekt eingreifen.
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Abb. 7: cAMP-Erhohung verhindert die PV-IgG induzierte Dsg3-Depletion
A: Reprdisentativer Western Blot; B: Densitometrische Auswertung aller Experimente.
Unter Kontrollbedingungen zeigt sich eine spezifische Dsg3-Bande auf Héhe von
130kDa. Unter PV3-IgG-Inkubation ist eine deutliche Depletion zu erkennen. Diese
konnte durch gleichzeitige cAMP-Erh6hung mittels F/R vollsténdig blockiert werden.
Die GAPDH als Ladekontrolle zeigt liberall eine gleich starke Bande.

* p < 0,05 in Bezug auf die Kontrolle
n=9
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3.2. cAMP-Erhohung verhindert die Blasenbildung im Pemphigus-
Maus-Modell.

Um zu untersuchen inwieweit der protektive Effekt von cAMP auch in vivo
reproduzierbar ist, wurde das zuvor beschriebene und gut etablierte neonatale
Pemphigus-Maus-Modell verwendet (Anhalt et al.,, 1982). Zunachst erhielten die
Mause 50ul eines physiologischen Puffers je nach Bedingung zusatzlich versetzt mit
Isoproterenol (Endkonzentration 10uM) oder Propranolol (Endkonzentration 10uM)
flir 2h. Danach wurde den Mausen eine weitere Injektion mit 1gG-Fraktionen von
gesunden Freiwilligen (Kontroll-IgG; Endkonzentration: 5mg/g Korpergewicht) oder
IlgG-Fraktionen von Pemphigus-Patienten (PV-IgG1l; Endkonzentration: 3mg/g
Korpergewicht / PV-lgG4; Endkonzentration: 6mg/g Korpergewicht) zusammen mit den
oben genannten Puffern (PBS/ PBS+Isoproterenol/ PBS+Propranolol) verabreicht. Nach
20h wurde die Haut der Versuchstiere einem definierten mechanischen Stress
ausgesetzt und zunachst makroskopisch evaluiert (Abb. 8). Dabei zeigten sich bei den
Kontrolltieren keine sichtbaren Veranderungen der Haut. Dagegen konnte bei den
Mausen, welchen Patientenantikorper appliziert wurden, gezeigt werden, dass sie, wie
in der Literatur vorbeschrieben, den typischen Phanotyp von Pemphigus vulgaris mit
schlaffen Blasen der Epidermis entwickelten (Abb.8: Pfeile). Der R-Rezeptoragonist
Isoproterenol konnte diese makroskopisch sichtbare Blasenbildung verhindern. Als
Kontrollreagenz wurde auch eine Gruppe an Mausen mit Propranolol, also einem RB-
Rezeptorantagonisten behandelt. Dieser war im Gegensatz zu Isoproterenol aber nicht
in der Lage die Blasenbildung zu verhindern (Abb. 8: Pfeile). Damit gab es auch in vivo
einen Hinweis darauf, dass cAMP-Erhohung einen protektiven Effekt bei Pemphigus

vulgaris hat.
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Tabelle 5: Zusammenfassung der makroskopischen Beurteilung der Maushaut

Injektion von Anzahl der Mause Anzahl der Mause
mit Blasenbildung ohne Blasenbildung

Normal-IgG 0 8

PV1-IgG 8 0

PV1-IgG + Isoproterenol 0 8

PV1-lgG + Propranolol 5 0

Kontroll-IgG PV1-IgG PV1-lgG + Prop| |PV1-IgG + Iso

Abb. 8: Makroskopische Beurteilung der Maushaut

Nur nach Injektion von PV1-IgG bzw. PV1-IgG + Prop liefSen sich makroskopische
Blasen durch mechanischen Stress induzieren (Pfeile). Dagegen fehlte dieser Effekt
bei den Tieren die mit Kontroll-lgG (als Kontrolle) oder PV1-IgG + Iso (simultane
CcAMP- Erh6hung) injiziert wurden. Hier zeigte sich ein makroskopisch intaktes Haut-
bild. n=5-8

Um die morphologischen Verdnderungen genauer zu untersuchen, wurde die

Maushaut nach der makroskopischen Beurteilung auf verschiedene Arten
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weiterverarbeitet. Zum einen wurde die Maushaut kryokonserviert, geschnitten und
H.E.-gefarbt sowie Immunfarbungen durchgefiihrt. Zum anderen wurden aus den
betroffenen Bereichen der Haut Lysate flir Western-Blot-Experimente gewonnen, um

auf Proteinebene nach einem Wirkmechanismus zu suchen.

In der H.E.-Farbung stellt sich die Epidermis der Kontrolltiere als intaktes
mehrschichtiges Plattenepithel dar (Abb.9A). In Kontrast dazu ist die suprabasale
Spaltbildung in der Epidermis unter PV1-lgG alleine und in Kombination mit
Propranolol deutlich sichtbar (Abb.9D,G). Dagegen ist unter PV1-IgG in Kombination

mit Isoproterenol keine Blasenbildung zu erkennen (Abb.9)).

Die Verteilung von Dsg3 in der Epidermis wurde durch indirekte Immunfluorenszenz-
darstellung untersucht. Auch in der Haut der neonatalen Mause konnte die zu
erwartende Verteilung in den basalen Epidermisschichten mit einem Gefalle der
Konzentration hin zu hoheren Hautschichten nachvollzogen werden. Da die Basal-
zellschicht Uber viel Dsg3 verfiigt, konnte hier des Weiteren gezeigt werden, dass die
Spaltbildung tatsachlich suprabasal in der Epidermis zu finden ist und dass unter
cAMP-Erh6hung mittels Isoproterenol-Inkubation auch mikroskopisch keine

Blasenbildung mehr nachweisbar war.

Um zu Uberprifen, ob durch cAMP-Erh6hung die Bindung der Antikorper an der
Zelloberflache unter den Bedingungen verandert wurde, wurde eine direkte
Immunfluoreszenzdarstellung gegen den Fc-Teil von humanen IgG durchgefiihrt (Abb.
9C,F,I,L). In der Haut, die mit Kontroll-IgG injiziert wurden, waren keine Bindungen von
IgG-Molekilen in der Epidermis sichtbar (Abb.9C; Epidermis mit * gekennzeichnet).
Dagegen ist eine lineare Verteilung der Autoantikorper entlang der
Keratinozytenzellmembran in den basalen Schichten der Epidermis unter allen mit
PV1-lgG-behandelten Versuchsbedingungen zu sehen (Abb.9F,l,L). Eine Verdanderung
der Verteilung der IgG-Fraktionen unter der Einwirkung von Propranolol oder
Isoproterenol konnte nicht beobachtet werden, sodass der protektive Effekt der
cAMP-Erhéhung nicht durch die reduzierte Bindung an die desmosomalen

Haftmolekdlle zu erklaren ist.
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In Zusammenschau konnte also gezeigt werden, dass eine Erhohung des cAMP-
Spiegels in vivo in der Lage ist, die durch PV-IgG induzierte Blasenbildung vollstandig zu

blockieren.

H.E. Desmoglein 3 humaner IgG-Fc-Teil

%
g
< - ~)
s wead gl
-
F <
-V
e R
’\' ot 3 41
1 ~--N B £
ST
- -
wod o
b o (]
. | e ‘; ' .'.
e o' ) 4 o
IR T e E F
_— -
-
[N
-’ - -
% b Y TR
T AL S Ny e
S o 17 <Hl
¢ v LSS
A et H I
f s T
N .\
B\
- i)
" b
XY
3 K L

Abb. 9: H.E.-Firbung und immunfluoreszenzmikroskopische Darstellung der
Maushaut

Kontroll-lgG

PV1-IgG

PV1-IgG + Prop

PV1-1gG + Iso

A,D,G,I: Darstellung der gesamten Maushaut im H.E.-gefdrbten Schnitt

B,E,H,K: Immunfdrbung gegen Dsg3;

CFlL: Immunfdrbung gegen den Fc-Teil humaner IgG.

Es tritt eine deutliche suprabasale Spaltbildung in der Epidermis unter PV1-lgG (D-F)

sowie unter PV1-1gG + Prop (G-1) auf. Dagegen zeigt sich unter Kontrollbedingungen

(A-C) sowie unter PV1-IgG + Isoproterenol (J-L) ein intaktes Hautbild.
Mafstab = 50um

n=5-8
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3.3. Zellregeneration nach PV-IgG

3.3.1. PV-IgG erhohen die intrazellularen cAMP-Spiegel in HaCaT-Zellen.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass eine cAMP-Erhéhung in vitro und in vivo einen
protektiven Effekt auf den durch PV-IgG vermittelten Haftungsverlust vorweist, stellte
sich nun die Frage, ob PV-IgGs selbst mit den intrazellularen cAMP-Spiegeln und damit
mit cAMP-Signalwegen interferieren, etwa in dem sie selbst die intrazelluldre cAMP-
Konzentration senken und darlber eine Verminderung der interzellularen Haftung
vermitteln.

Dazu wurde zunachst untersucht, in welchem Zeitraum sich die durch PV-IgG
induzierten Effekte in den HaCaT-Zellen entwickeln, um einen geeigneten Zeitpunkt flr
die Untersuchung der cAMP-Spiegel in Reaktion auf PV-IgGs auszuwahlen. Es wurden
Immunfarbungen gegen Dsg3 und Keratinozytendissoziationsversuche durchgefiihrt, in
welchen die Zellen fir 1, 2, 6 oder 24 Stunden mit PV-IgGs inkubiert wurden. Bereits
nach wenigen Stunden zeigen sich erste Effekte der Inkubation, die liber den
Zeitverlauf zunahmen. Die Wirkung der PV-IgGs ist also nicht auf die ersten
Inkubationsstunden beschrankt, sondern verstarkt sich Uber die Zeit. In der
Immunfarbung konnte abhangig vom eingesetzten PV-IgG nach spatestens 2h eine
beginnende Fragmentierung der Dsg3-Farbung (Abb.10A-1) nachvollzogen werden. Im
Keratinozytendissoziationsversuch war bereits nach 60min eine deutliche
Fragmentierung als Korrelat des desmosomalen Haftungsverlustes zu verzeichnen.
Auch hier kam es im weiteren Zeitverlauf zu einer zunehmenden Fragmentierung (Abb.

10J).
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Abb. 10: Immunfluoreszenz (A-1) und 290 - J
Keratinozytendissoziationsversuch (J): | 3
Entwicklung der PV-IgG-induzierten 200 -

Effekte liber 24h

Uber 24h entwickeln sich stufenweise ]
die PV-lgG-induzierten Effekte: Dazu 160 -
zdhlt zum einen die Fragmentierung & 1
Rarifizierung der Dsg3-Immunférbung,
die nach 1-2h abhdngig vom
eingesetzten PV-IgG beginnt, sowie der
Haftungsverlust - zu sehen in einer
zunehmenden  Fragmentierung im

Anzahl der Fragmente
=)
o
|

Keratinozytendissoziationsversuch. 80 -
(*p < 0,05 im Vergleich zur Kontrolle)
n=3-5 60 -
Kontrolle
40 -
20

0_
Kontrolle 1h 6h  24h
Mafstab: 20um PV2-IgG

1h 2h 6h 24h

Im nachsten Schritt sollte nun untersucht werden, ob auch die PV-IgGs selbst einen

PV2-IgG

Einfluss auf die cAMP-Spiegel in HaCaT-Zellen haben. Dazu wurden konfluente HaCaT-

Zellen im Verlauf fir 1h sowie fir 6 und 24h mit PV-IgGs inkubiert und nachfolgend
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jeweils  Messungen der cAMP-Spiegel mittels cAMP-EIA  durchgefihrt.
Interessanterweise zeigte sich, dass PV-IgGs den intrazellularen cAMP-Spiegel nicht
senken, sondern sogar erhéhen (Abb.11). Es ist also nicht davon auszugehen, dass eine
Verminderung des cAMP-Spiegels zu den durch PV-IgG vermittelten Veranderungen in

HaCaT Zellen beitragt.

3.0 | pv2-1gG

1[]pv3-gG

2.5

2.0

1.5

1t

0.5

cAMP-Spiegel (Vielfaches der Kontrolle)

0.0-
Kontrolle 1h 6h 24h

Abb. 11: PV-IgGs erhohen die intrazellularen cAMP Spiegel

Die intrazelluléren cAMP-Spiegel wurden mittels CAMP-EIA bestimmt.
Erstaunlicherweise waren die cAMP-Spiegel nach einer Inkubation mit PV-IgGs
erh6ht. So erhohte PV2-IgG die cAMP-Spiegel auf das 1,3 + 0,3; 1,8 * 0,3;
1,6 + 0,3fache, wdhrend PV3-IgG dhnliche Verdnderungen auf das 1,8 + 0,4;
2,2 +0,2; 1,4 + 0,1fache der Kontrolle zu den gegebenen Zeitpunkten (1, 6, 24h).
Die Erhéhung ist damit weitaus geringer als durch die eingesetzten Mediatoren,
aber dennoch signifikant erhdht gegentiber der Kontrolle.

* p < 0,05 in Bezug auf die Kontrolle
n=4

Entscheidend ist auch, dass diese Steigerung nur in einem geringeren AusmaR als unter

Zugabe von cAMP-erh6henden Mediatoren stattfindet. In unseren Versuchen konnte
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durch die PV-IgGs eine Erhohung der cAMP-Spiegeln um das 1,6fache (PV2-IgG) bzw.
das 1,4fache (PV3-IgG) nach 24h gezeigt werden (Abb. 11), wahrend die Mediatoren

die Spiegel auf das knapp 9fache (Abb. 4) der Kontrolle steigerten.

Die Zusammenschau der bis dato gewonnenen Ergebnisse, dass auf der einen Seite
eine cAMP-Erhohung einen protektiven Effekt aufweist und andererseits die cAMP-
Spiegel intrazelluldr durch PV-1gGs selbst erhoht werden, lieRen uns vermuten, dass es
einen zelluldren Rettungsmechanismus geben konnte, in den cAMP involviert ist.
Daher untersuchten wir nachfolgend die Regeneration von HaCaT-Zellen nach einer

Inkubation mit PV-IgGs.

3.3.2. HaCaT-Zellen regenerieren innerhalb von 12 Stunden nach PV-IgG

Inkubation.

Um zunachst festzustellen, wie sich HaCaT-Zellen spontan, also ohne Zugabe von
Mediatoren von  den PV-lgG-vermittelten Effekten  erholen,  wurden
Keratinozytendissoziationsversuche durchgefiihrt. Die konfluenten Zellen wurden dazu
fir 24h mit PV-lgGs inkubiert, dann wurde der Zellverbund mehrmals mit PBS
gewaschen, um alle nicht gebundenen Antikérper abzuwaschen und nachfolgend fiir

die gegebenen Zeiten mit DMEM weiter inkubiert.

Wie in den Versuchen zuvor zeigt sich nach 24h eine deutliche Fragmentierung des
Zellverbunds unter Inkubation mit PV2-IgG (Abb.12). Die Regeneration der Zellen
beginnt bereits nach einer Stunde und ist nach 12-24h vollstandig abgelaufen, sodass
kein gesteigerter Haftungsverlust nach dieser Zeit mehr nachzuweisen ist. Im Zeitraum
von 1-6h nach dem Wechseln des Mediums hat die Regeneration bereits begonnen, ist
allerdings noch nicht abgeschlossen. Daher wurden die nun folgenden Versuche zwei
Stunden nach dem Mediumswechsel durchgefiihrt, um eine mogliche Beeinflussung

der Regeneration genauer untersuchen zu kdnnen.
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Abb. 12: HaCaT Zellen regenerieren in einem Zeitraum von 12h nach
24 h PV-IgG-Inkubation

Zur Untersuchung des Regerationsverhaltens wurden Keratinozytendissoziations-
versuche durchgefiihrt. Dazu wurden konfluente HaCaT-Zellen fiir 24h mit PV2-
1gG inkubiert, danach wurden sie mehrmals mit PBS gewaschen und in normalem
Medium fiir unterschiedliche Zeiten (wie angegeben) weiter gehalten. Nach 24h
PV2-1gG Inkubation zeigte sich eine deutliche Fragmentierung im Bereich von 165
+ 20 Fragmenten; bereits 1h nach dem Mediumswechsel (MW) war die Fragment-
zahl auf 83 + 9 Fragmente reduziert. Im weiteren Verlauf nahmen die Fragmente
weiter ab (66 + 21 Fragmente 2h; 44 + 6 Fragmente 4h; 18 + 6 6h nach MW). 12h
nach MW war die Fragmentzahl wieder auf Kontrollniveau zuriickgegangen
(Kontrolle: 2 + 0,3; 12h nach MW: 5 * 3 Fragmente). Diesblieb auch nach 24 und
48h genauso.

n=3

51



3. Ergebnisse

3.3.3. Erhohung des cAMP-Spiegels beschleunigt die Regeneration der
Zelladhasion in vitro.

Um nun zu untersuchen, ob cAMP einen Einfluss auf die Regeneration von Keratino-
zyten nach PV-IgG hat, wurden weitere Versuche mit den bekannten cAMP-
erhohenden Mediatoren F/R und Isoprotenerol durchgefihrt. Die Zellen wurden fir
24h mit PV-IgG inkubiert; anschlieBend wurden sie mit PBS gewaschen und weitere 2h
mit den unten angegebenen Versuchsbedingungen behandelt. Da die Zellen aber auch
eine Erhohung des cAMP-Spiegels auf die Inkubation mit PV-lgGs zeigten, war es
zudem von Interesse, liber welchen Signalweg diese Erhdhung zustande kommt und ob
eine Blockade dieses Signalweges die Regenerationsfahigkeit der Zellen beeintrachtigt.
Daher wurde fiir den folgenden Versuch auch H89 eingesetzt. Dabei handelt es sich um
einen Inhibitor der Proteinkinase A (PKA). Dieses wichtige Enzym des Zellstoffwechsels
ist wie bereits beschrieben an einer Vielzahl von Signalwegen beteiligt, darunter auch
der Modulation der Cadherin-Haftung unter verschiedenen Bedingungen im Endothel
(Schlegel und Waschke, 2013), und stellt daher einen interessanten Ansatzpunkt in
Bezug auf diese Studie dar. Die Untersuchung dieses Signalweges war auch deswegen
naheliegend, da PKA bereits in Zusammenhang mit Wundheilung und Migration von

Keratinozyten gebracht wurde (Pullar et al., 2001).

Es zeigte sich, dass die Regeneration durch die Erhohung des cAMP-Spiegels
beschleunigt werden konnte. 2h nach Mediumswechsel zeigten sich signifikante
Unterschiede zwischen spontaner Erholung der Zellen (Abb.13) und jener, die mit
cAMP-erh6henden Mediatoren unterstlitzt wurde. Diese Zellen zeigten eine deutlich
starkere Abnahme der Fragmentierung (Abb.13: Fragmente: PV2-IgG+F/R 0,6+0,1fache
der Kontrolle) als Hinweis, dass hier die Zellregeneration verbessert wurde. Umgekehrt
lief in den Zellen, die mit H89 behandelt wurden, die Zellregeneration scheinbar
schlechter ab, da hier noch eine signifikant erhéhte Fragmentzahl zu verzeichnen war

(Abb. 13: Fragmente: PV2-1gG+H89: 1,5+0,2fache der Kontrolle).
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Abb. 13: Erhohte cAMP-
Spiegel verbessern die
Regeneration
im Keratinozyten-
dissoziationsversuch

2h nach Mediumwechsel hat
die Zellregeneration schon
begonnen. Die natiirliche
Regeneration wird hier als
PV2-1gG+DMEM, also dem nor-
malen Medium ohne Zusdtze
angegeben. Unter cCAMP-Erho-
hung verlduft diese beschleu-
nigt, zu sehen an der signifi-
kant verringerten Fragment-
zahl (0,6+0,1fach von PV2-
1gG). Um eine Beteiligung der
PKA zu untersuchen, wurde
zudem H89 eingesetzt.
Darunter zeigte sich eine

signifikante  Erh6hung der
Fragmentzahl auf das
1,5+0,2fache von PV2-lgG

+DMEM. Werden beide Media-
toren eingesetzt, so kann kein
signifikanter Unterschied zum
alleinigen MW zu PV2-lgG +
DMEM festgestellt werden.

*p < 0,05 in Bezug auf
PV2-1gG + DMEM
n=5
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Damit ist eine Beteiligung der PKA an der Regeneration der Zellen wahrscheinlich. Bei
gleichzeitiger Inkubation von F/R und H89 war der protektive Effekt von F/R partiell
aufgehoben; es war keine signifikante Veranderung der Zellregeneration im Vergleich
zur spontanen Regeneration zu verzeichnen. Damit lasst sich spekulieren, dass F/R
seine Wirkung hier nicht alleinig Uber die Aktivierung der PKA entfaltet, sondern
vielmehr auch in andere Signalwege z.B. jenen lber Epac 1 eingreift und damit die
Verzogerung der Regeneration, die durch PKA-Inhibition auftrat zumindest teilweise

aufheben kann. Eine andere Moglichkeit besteht darin, dass unter H89 die Blockade
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der PKA nicht vollstandig ist. Zusammenfassend zeigt sich also, dass die Regeneration
von PV-IgGs cAMP abhangig geschieht und das in dem zugrunde-liegendem Signalweg

wahrscheinlich PKA involviert ist.

3.4. cAMP-Erhohung vermindert die durch PV-IgG induzierte
p38MAPK-Aktivierung.

Nachdem beobachtet wurde, dass die zelluldire cAMP-Erhohung einen moglichen
Regenerationsmechanismus in Antwort auf die PV-IgGs darstellt und die Verstarkung
dieses Mechanismus in vitro und in vivo protektiv ist, konnte eine Beteiligung von PKA
in vitro gezeigt werden. Als potentielles ihr nachgeschaltetes Signalmolekil ist die
p38MAPK in dieser Studie von besonderem Interesse, weil sie mehrfach als ein
zentrales Signalmolekiil in der Pemphiguspathogenese herausgestellt wurde (Waschke,
2008). Sie wird als Antwort auf PV-IgGs phosphoryliert und damit aktiviert, was sowohl
in vitro als auch in vivo nachgewiesen werden konnte (Berkowitz et al., 2005;
Berkowitz et al., 2006). Daher wurde in dieser Studie ebenso in vitro und in vivo
Western Blot Experimente gegen die phosphorylierte Form der p38MAPK
durchgefihrt. Als Ladekontrolle diente der Gesamtgehalt der p38MAPK im jeweiligen
Lysat. Die Lysate wurden fiir die in vitro- Versuche aus HaCaT-Zellen gewonnen, die fiir
24h mit PV3-IgG alleine oder simultan mit F/R bzw. Iso inkubiert wurden. Die
Maushaut wurde wie oben beschrieben aus den gleichen Versuchstieren gewonnen,

die zuvor gezeigt wurde.

Es zeigte sich eine deutliche Aktivierung der p38MAPK sowohl in der
Keratinozytenkultur als auch lasional in der Maushaut. Ebenso konnte die Aktivierung
der p38MAPK in beiden Fallen durch simultane Zugabe der cAMP-erh6henden
Mediatoren blockiert werden. Dies deutet an, dass die cAMP-Erh6hung protektiv ist,
da sie einen zentralen Mechanismus bei der Pemphigus-Pathogenese, namlich die

Aktivierung der p38MAPK, inhibiert.
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Abb. 14: cAMP-Erhohung reduziert die PV-IgG induzierte p38MAPK-Aktivierung in
vitro und in vivo

A,B: reprisentative Immunoblots; C,D: densitometrische Auswertung aller Versuche
Fiir die in vitro Versuche (A,C) wurden HaCaT-Zellen fiir 24h mit den angegebenen
Bedingungen inkubiert. Fiir in vivo Versuche (B,D) wurde die Maushaut wie zuvor
beschrieben inkubiert und vorbereitet. Unter beiden Bedingungen konnte eine signi-
fikante Erh6hung der p38MAPK im Immunoblot nachgewiesen werden. Diese konnte
durch cAMP-Erhéhung blockiert werden.
* p < 0,05 in Bezug auf die Kontrolle
n =5 (in vitro)/ 6 (in vivo)
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4. DISKUSSION

4.1. cAMP wirkt protektiv bei Pemphigus vulgaris

Die Daten dieser Studie zeigen die protektive Wirkung einer intrazellularen cAMP-
Erhohung auf PV-lgG-induzierte Effekte. Sowohl der typisch flir Pemphigus vulgaris
auftretende Haftungsverlust in Keratinozytenkulturen wie die Blasenbildung im
Pemphigus-Maus-Modell konnten positiv beeinflusst werden. Zusatzlich wurde in vitro
gezeigt, dass eine cAMP-Erh6hung PV-IgG-induzierte morphologische und funktionelle

Veranderungen verbesserte und die Dsg3-Depletion dadurch aufgehoben wurde.

4.1.1. cAMP-Erh6hung verhindert den PV-IgG-induzierten Verlust der
Zell-Zell-Adhdsion in Keratinozytenkultur und Blasenbildung im

Pemphigus-Maus-Modell.

Zell-Zell-Kontakte sind essentiell fir das Funktionieren von Geweben und ganzen
Organismen (Brooke et al., 2012). Desmosomen als starkste Zell-Zell-Verbindungen in
der Haut sind fiir die Integritdt und Widerstandsfahigkeit gegeniiber mechanischem
Stress unerldsslich (Kowalczyk und Green, 2013). Dabei vermitteln desmosomale
Cadherine eine starke interzellulare Haftung durch homo- und heterophile Bindung
aneinander, wahrend verschiedene Plaqueproteine eine Verbindung zum Intermediar-
filamentnetz herstellen (Kitajima, 2013). Sie erfiillen damit wichtige Aufgaben unter
physiologischen Bedingungen und sind dariber hinaus Zielstrukturen verschiedener
Erkrankungen (Amagai und Stanley, 2012). Dennoch sind die genauen Mechanismen
der Regulation der desmosomalen Haftung noch unvollstandig verstanden (Spindler

und Waschke, 2014). Eine weitere Aufklarung dieser Mechanismen ist in Anbetracht
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weitgehend fehlender Ansatzpunkte fiir eine effiziente Therapie des PV auch von

hohem klinischen Interesse.

Der Einfluss von cAMP auf die Haftung desmosomaler Cadherine wurde bisher nicht
untersucht. Somit sind die Daten der vorliegenden Arbeit die ersten, die nahelegen,
dass cAMP die desmosomale Haftung starkt. Dies konnte in kultivierten Keratinozyten
in Zelldissoziationsversuchen gezeigt werden. In jenen konnte beobachtet werden,
dass die PV-lgG-induzierte Fragmentierung der Zellschichten durch simultane

Inkubation mit cAMP-erh6henden Mediatoren weitgehend verhindert werden konnte.

Mit dem gut etablierten neonatalen Pemphigus-Maus-Modell konnte weiterhin auch in
vivo der protektive Effekt einer cAMP-Erhohung nachgewiesen werden. In
Ubereinstimmung mit anderen Arbeitsgruppen konnte nach PV-IgG-Gabe zunichst die
Bildung schlaffer Blasen und als histologisches Korrelat eine suprabasale Spaltbildung
in der Epidermis nachvollzogen werden (Takahashi et al., 1985). Hier kam das R-
Sympathomimetikum Isoproterenol zum Einsatz, welches die Blasenbildung nach PV-

IgG-Injektion vollstandig verhindern konnte.

In der Literatur existieren schon einige interessante Vorbefunde, die zum einen zeigen,
dass cAMP mit der Haftung von klassischen Cadherinen interferiert und zum anderen
an der Regulation verschiedener Keratinozytenfunktionen beteiligt ist. So konnte zum
Bespiel herausgestellt werden, dass eine cAMP-Erniedrigung eine gerichtete Migration
von Keratinozyten im elektrischen Feld beginstigt (Pullar und Isseroff, 2005) sowie
darliber hinaus die epidermale Barrierewiederherstellung fordert und damit einen
wichtigen Beitrag zur Homoostase der Epithelbarriere leistet (Denda et al., 2003). In
weiteren Studien wurde der Einfluss von cAMP auf das Proliferationsverhalten von
Keratinozyten untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Produktion des
Keratinozytenwachstumsfaktors in Fibroblasten durch cAMP-Erhéhung gesteigert
werden kann und damit die Haut so Uber eine Dickenzunahme vor UV-induzierter
Schadigung geschiitzt wird (Scott et al.,, 2012). In diesem Zusammenhang wurde
bewiesen, dass cAMP in konfluenten Keratinozyten zu einer verminderten

Phosphorylierung von ERK (engl.: ,extracellular regulated kinase“) und einer
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verlangsamten Zellproliferation fihrt, dagegen war sowohl der Effekt auf die ERK-
Phosphorylierung als auch auf die Zellproliferation in subkonfluenten Keratinozyten-
kulturen gegensinnig (Takahashi et al., 2004). Weiterhin blockierte eine cAMP-
Erh6hung eine TGF-B-induzierte Zellmigration und invasives Wachstum, indem es PKA-
abhéngig die Spaltung von E-Cadherin-Bindungen verhinderte (Santibanez et al., 2003).
In logischer Konsequenz dazu stehen Beobachtungen bei Tumorerkrankungen, die
zeigen, dass invasiv wachsende Zellen Zelladhasionsmolekiile herunterregulieren
(Jeanes et al., 2008). Ein positiver Einfluss von cAMP auf die VE-Cadherin-vermittelte
Haftung konnte ebenfalls nachgewiesen werden (Noda et al., 2010). Ebenso gibt es
Daten aus der Endothelforschung, die verdeutlichen, dass cAMP die Blut-Gewebe-
Schranke stabilisiert und dies teilweise Uber die Verbesserung der VE-Cadherin

Adhasion geschieht (Fukuhara et al., 2005; Kooistra et al., 2005).

Die Vielzahl der Daten zur Modulation der Eigenschaften von Adhéasionsmolekilen
durch cAMP, machen die Ergebnisse dieser Arbeit gut nachvollziehbar. Dazu passend
wurde gezeigt, dass -Rezeptoragonisten, wie sie auch hier verwendet wurden, die
intrazellularen cAMP-Spiegel erhohen und dariiber die Endothelbarriere starken
(Borges et al., 1994; Spindler et al., 2011b; Wegener et al., 1999). Interessanterweise
konnte eine cAMP-Erhohung mittels RB-Rezeptoragonisten ebenso wie F/R effektiv die
PV-1gG-Wirkung auf die Zelladhdsion abmildern. Diese Ergebnisse fligen sich gut in die
in der Literatur beschriebenen Erkenntnisse ein, dass auch Keratinozyten B2-adrenerge
Rezeptoren sowie Enzyme fiir die Katecholaminsynthese exprimieren und darliber
hinaus Epinephrin produzieren, um das zelluldre Verhalten Uber para- und autokrine
Signalwege zu beeinflussen (Grando et al., 2006). Dadurch wird wahrscheinlich, dass
Zelladhasion in der Epidermis auch teilweise adrenerg beeinflusst werden kann und 13-
Rezeptor-vermittelte Signalwege dazu einen Beitrag leisten. R-Rezeptoren scheinen
auch deswegen bei den protektiven Effekten ein Rolle zu spielen, da Propranolol, ein -
Rezeptorantagonist, im Gegensatz zu Isoproterenol keine Verbesserung der PV-IgG-

induzierten Veranderungen erzielen konnte.
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Mittels direkter Immunfluoreszenzdarstellung konnte auRerdem gezeigt werden, dass
die cAMP-Erhohung keinen Einfluss auf das Bindungsprofil der Antikorper in der
Epidermis hat. Daher ist wahrscheinlich, dass auch in vivo die oben genannten
protektiven Signalwege eine Rolle spielen. Die Aktivierung der p38MAPK ist hier ein als
zentral beschriebener Pathomechanismus, dessen Blockade unter anderem in dem in

dieser Arbeit verwendeten Maus-Modell protektiv ist (Berkowitz et al., 2006).

4.1.2. cAMP-Erh6hung vermindert die Dsg3-Reorganisation und

Depletion in der Keratinozytenkultur.

Auch unter morphologischen Gesichtspunkten und auf Proteinebene lieR sich eine
deutliche Verbesserung der PV-lgG-induzierten Effekte erzielen. So konnte in der
Immunfluoreszenzdarstellung gegen Dsg3 gezeigt werden, dass die Fragmentierung
und der Verlust der Farbung durch cAMP-Erhohung deutlich verringert werden konnte.
Beides sind typische Effekte einer PV-IgG-Inkubation, die unter anderem dadurch
entstehen, dass Dsg3 von der Zellmembran verschwindet und Desmosomen abgebaut
werden, was zumindest teilweise ein Endozytose-vermittelter Prozess ist (Calkins et al.,
2006). Die Internalisierung von Haftproteinen als Reaktion auf Autoantikdrper wurde
auch im Hinblick auf andere desmosomale Cadherine, wie auf Dsgl in Zusammenhang
mit Pemphigus foliaceus, beschrieben (Lanza et al., 2007; van der Wier et al., 2012).
Generell stellt die Depletion von desmosomalen Haftmolekiilen einen wichtigen
Pathomechanismus in der Pemphigus-Pathogenese dar (Waschke, 2008). In Western-
Blot-Experimenten konnte in der vorliegenden Arbeit die Depletion von Dsg3 unter PV-
IgG-Inkubation nachgewiesen und durch simultane cAMP-Erhéhung fast vollstandig
blockiert werden. Die Depletion scheint dabei das Korrelat des oben erwdhnten

Verlusts der Dsg3-Farbung auf Proteinebene darzustellen (Saito et al., 2012).

Es konnten bereits verschiedene Signalwege gezeigt werden, die die Depletion von

Dsg3 verhindern und auch funktionell protektiv bei Pemphigus vulgaris sind, darunter
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die Inhibition der Proteinkinase C (Cirillo et al., 2010; Kitajima et al., 1999; Spindler et
al., 2011a) und die Blockade der bereits zuvor erwahnten p38MAPK-Aktivierung
(Bektas et al., 2013; Jolly et al., 2010). Letztere ist deswegen in Zusammenhang mit
den in dieser Arbeit gewonnenen Daten besonders interessant, weil die p38MAPK ein
bekanntes Zielmolekiil von cAMP-vermittelten Signalwegen darstellt (Teramoto, 2013)

und wurde daher in dieser Arbeit auch noch genauer untersucht.

4.2. Der protektive Effekt von cAMP kdnnte durch die Hemmung der

p38MAPK-Aktivierung zustande kommen.

Der p38MAPK-Signalweg nimmt, wie bereits ausgefiihrt, einen zentralen Platz in der
Pemphigus-Pathogenese ein. Seine Blockade ist in vitro und in vivo in der Lage den
Haftungsverlust zu blockieren (Berkowitz et al., 2008a; Berkowitz et al., 2005; Spindler
et al., 2009). Es wurde weiterhin gezeigt, dass die Inaktivierung der p38MAPK die Dsg3-
Depletion sowie die Zytokeratinretraktion als Folge einer Inkubation mit PV-IgGs
hemmt (Spindler und Waschke, 2014). Neuere Arbeiten zeigen zudem, dass die
p38MAPK mit Dsg3 kolokalisiert und gerade dort als Antwort auf AK23, einem
monoklonalen Antikérper aus einem Pemphigus vulgaris-Maus-Modell, aktiviert wird.
Dabei wird angenommen, dass beide Proteine Teile eines Signalkomplexes sind, der
das Intermediarfilamentnetz reguliert (Spindler et al., 2013). AuRerdem konnte eine
p38MAPK-abhdngige Reduktion der RhoA-Aktivitat durch Pemphigus-Autoantikérper
herausgestellt werden (Waschke et al., 2006). Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher
untersucht, ob eine cAMP-Erhohung Uber die Blockade der p38MAPK-Aktivierung
wirkt. Die Western-Blot-Experimente dieser Arbeit zeigen eine deutliche Verminderung
der PV-IgG-vermittelten Aktivierung der p38MAPK, was auf eine Verbindung dieser
beiden Signalwege schlieRen ladsst. Diese Daten werden durch Ergebnisse unterstitzt,
die anzeigen, dass Keratinozyten eine verminderte Chemokinproduktion Uber

cAMP/PKA-vermittelte Reduktion der p38MAPK-Aktivitit in einem Modell fir
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atopische Dermatitis aufweisen (Qi et al., 2009). Die Beteiligung von PKA konnte auch
im  Rahmen  dieser Arbeit nachvollzogen werden. In  Keratinozyten-
dissoziationsversuchen zeigte sich, dass die cAMP-Erh6éhung Einfluss auf PKA-
abhangige Signalwege hat und moglicherweise dariber die p38MAPK-Aktivierung
sowohl in vitro als auch in vivo zu blockieren vermag. Weiterhin konnte herausgestellt
werden, dass eine Blockade der PKA durch H89 im Keratinozytendissoziationsversuch
zu einer verlangsamten Zellregeneration fihrt. Es wurde also Giber PKA und p38MAPK
ein Mechanismus dargestellt, Gber den cAMP protektiv wirken kann. Durch die
Beeinflussung von p38MAPK als zentrales Molekiil der Pemphigus-Pathogenese
scheint cCAMP in der Lage zu sein, die beiden wichtigsten zelluldren Antworten auf die
PV-IgG-Bindung, die Dsg3-Depletion und die Zytokeratinretraktion (Spindler und
Waschke, 2014), zu vermindern. Obgleich die Zytokeratinretraktion in dieser Studie
nicht untersucht wurde, ist es durch den Zusammenhang zwischen cAMP-Erh6hung
und Blockade der Aktivierung der p38MAPK nicht unwahrscheinlich, dass auch dieses
Phdanomen durch eine cAMP-Erhohung positiv beeinflusst werden konnte, da

p38MAPK auch zentral an der Zytokeratinretraktion beteiligt ist (Bektas et al., 2013).

4.3. Die cAMP-Erhohung konnte einen zellularer Rettungsmechanismus

darstellen.

Durch cAMP-EIA-Experimente nach PV-IgG-Inkubation konnte eine cAMP-Erh6éhung als
zellulare Reaktion auf PV-IgGs gezeigt werden. Passend dazu war auch die Zellerholung
nach PV-lgG-Inkubation bei pharmakologisch erhdhten cAMP-Spiegeln beschleunigt.
Pemphigus-lgG-Inkubation verandert eine Vielzahl verschiedener zelluldrer Signalwege
(Kitajima, 2013; Kitajima et al., 1999; Spindler und Waschke, 2014). Typischerweise
scheinen die Veranderungen deswegen in einem kausalen Zusammenhang mit
Pemphigus vulgaris zu stehen, weil die Modulation der Signalwege die PV-IgG

induzierten Veranderungen blockieren kann. Eine solche Beziehung konnte, wie bereits
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ausgefuhrt, fir p38MAPK, aber auch fiir RhoA, Plakoglobin und verschiedene andere
Signalwege nachgewiesen werden (Caldelari et al., 2001; Chernyavsky et al., 2007;
Tucker et al., 2013; Waschke et al., 2006). Im Fall von cAMP scheint es aber so zu sein,
dass PV-lgGs selbst einen protektiven Signalweg anwerfen, indem die Zelle den
intrazellularen cAMP-Spiegel erhoht. PV-IgGs induzierten einen 1,5fachen Anstieg des
cAMP-Spiegels im 24h Zeitverlauf. Auch wenn eine pharmakologische Erhohung des
cAMP-Spiegels auf etwa das 9fache den PVIgG-vermittelten Haftungsverlust
groRtenteils verhindern konnten, sollte dem durch PV-IgG hervorgerufenen Effekt
besondere Aufmerksamkeit geschenkt werden, denn auch schon eine kleine Erhéhung
des intrazellularen cAMP-Spiegels mag eine groRe Veranderung in Antwort auf ein
Agens darstellen, wenn man sich vor Augen fiihrt, dass cAMP-Signalwege streng
reguliert ablaufen und auf bestimmte Zellkompartimente beschrankt werden kénnen
(Fischmeister, 2006). Der verglichen mit den Mediatoren geringe Umfang der cAMP-
Erhéhung kann eine Erklarung flir unsere Daten sein, dass Keratinozyten zwar in der
Lage sind, einen Rettungsmechanismus als Antwort auf PV-IgGs zu induzieren, der aber
letztlich in der gegebenen Intensitdt nicht stark genug ist, die Effekte der PV-IgGs zu
blockieren. Dennoch ldsst sich spekulieren, dass die PV-IgG- induzierten Effekte
dadurch abgeschwacht werden kénnen. Dazu passt, dass die Zellregeneration bei
Inhibition der PKA und damit des cAMP-vermittelten protektiven Signalwegs verzogert

ablauft.

Zellulare Rettungsmechanismen als Antwort auf schadigende Umwelteinflisse sind gut
etabliert, etwa als Adaption und Uberlebensmechanismus von Zellen unter Einfluss
von Hypoxie-induzierenden Faktoren bei verringertem Sauerstoffangebot (Lendahl et
al., 2009; Wang et al., 1995). Auch Adhasionsverlust von epithelialen Zellen kann in
verschiedenen protektiven Signalwegen resultieren. In intestinalen und Brust-
epithelzellen sind Kinasen der Src-Familie aktiviert, wenn die Zellen von der
Basalmembran losgelost werden. Sie verzogern die Anoikose in Enterozyten, die
letztlich einen Verlust der Zelladh&sion nach sich ziehen wiirde (Lin et al., 2004; Loza-
Coll et al., 2005). Es ist also wohl nicht selten, dass als Antwort auf Zelladhasionsverlust

protektive Signalwege initiiert werden. Der direkte Ausléser fiir die protektive cAMP-
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Erhéhung konnte bisher nicht festgestellt werden. Eine Erklarung kénnte sein, dass der
Verlust der zellularen Adhasion direkt einen Stimulus zur cAMP-Erhéhung darstellt. Das
kann moglicherweise durch Desmogleine ausgelost werden, fiir die es mittlerweile
mehr und mehr Evidenz gibt, dass sie als Signalrezeptoren fungieren (Kitajima, 2013;
Mavropoulos et al., 2013; Spindler et al., 2013). Daneben kdnnten aber auch noch
andere Molekiile beteiligt sein, die sowohl Adhasions- als auch Rezeptorenmolekiile

sind, wie etwa E-Cadherin und Integrine (Epifano und Perez-Moreno, 2012).

Die cAMP-Erhohung kdnnte auch eine spezifische Reaktion auf nicht desmosomale
Antikorper sein. Bei Pemphigus vulgaris sind neben den klassischen Autoantikérpern
gegen Dsgl und 3 auch weitere gegen verschiedene andere Proteine nachweisbar
(Nguyen et al., 2000; Vu et al., 1998). Hierbei sind besonders Antikdrper gegen den
Achetylcholin-Rezeptor zu erwadhnen, die bei Pemphigus vulgaris gezeigt wurden
(Grando, 2000). Es ist moglich, dass die Antikorper nach Bindung an die G-Protein-
gekoppelten muskarinischen Acetylcholin-Rezeptoren die intrazellularen cAMP-Spiegel

verandern.

In Zusammenschau der Ergebnisse scheint der Rettungsmechanismus also cAMP-
abhédngig zu einer verminderten Aktivierung der p38MAPK zu fihren. Weil dieser
Signalweg aber schon in geringem Umfang durch PV-IgG internal aktiviert wird, kann
eine pharmakologische Erhéhung des cAMP-Spiegels ein interessanter Ansatz fiir eine
spezifische Therapie bei Pemphigus sein, der zudem mit geringen Nebenwirkungen
verbunden sein konnte. Da Keratinozyten vor allem [2-Rezeptoren exprimieren
(Schallreuter et al., 1993), konnten diese selektiv therapeutisch angegangen werden.
Eine Vielzahl von [2-Rezeptor-spezifischen Agonisten sind verfiigbar und werden

beispielsweise in der Asthmatherapie routinemaRig eingesetzt (Prenner, 2008).
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4.4. Ausblick

Pemphigus vulgaris stellt, als Krankheitsmodell fiir Autoimmunerkrankungen auf der
einen und Uber die Nutzung der Autoantikérper zur Modulation der desmosomalen
Haftung auf der anderen Seite, ein wichtiges klinisches wie grundlagenorientiertes
Forschungsthema dar. Dies gilt insbesondere deswegen, weil die Pathogenese
weiterhin nur unvollstandig verstanden ist, die Behandlungsmoglichkeiten aufgrund
dessen noch keinen kausalen Ansatz bieten und wegen ihres Nebenwirkungsspektrums
weiterhin als unbefriedigend bezeichnet werden missen. Als Fortfihrung dieser Arbeit

waren daher verschiedene Ansatzpunkte interessant.

So zum Beispiel im Hinblick darauf, dass nicht abschliefend beurteilt werden konnte,
ob der zellulire cAMP-Anstieg durch Autoantikdrper gegen Desmoglein 1 bzw. 3
ausgeldst wurde. Stattdessen kommen auch andere Antikorper in Frage, da fiir PV-1gGs
herausgestellt wurde, dass sie auch Autoantikorper gegen viele weitere Antigene
enthalten (Vu et al., 1998). Es ware also eine genauere ldentifizierung des cAMP-
erhéhenden Antikérpers von Interesse. Dies konnte etwa durch Studien mit

monoklonalen Pemphigus-Autoantikérpern untersucht werden.

Fir die in vivo-Experimente wurden den Mausen die cAMP-erh6henden Mediatoren
subkutan injiziert. Im Hinblick auf die mdgliche therapeutische Anwendung lber einen
langeren Zeitraum wdre es daher interessant, eine Moglichkeit zu entwickeln, die
Mediatoren auch topisch anwenden zu kdénnen. So konnte zuletzt fiir ein speziell
entwickeltes Peptid nachgewiesen werden, dass es auch bei topischer Anwendung

protektiv wirkt (Spindler et al., 2013).

Schlussendlich ware die genaue Aufklarung des Signalwegs, tber den cAMP die
desmosomale Haftung starkt, interessant, um fiir therapeutische Belange ein noch

genaueres Zielmolekiil herausstellen zu kénnen.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Desmosomen sind Zell-Zell-Kontakte, die eine starke interzelluldare Haftung vermitteln.
Sie sind daher besonders wichtig fiir die Integritat von Geweben wie der Haut, die
laufend einer starken mechanischen Beanspruchung ausgesetzt sind. Pemphigus
vulgaris ist eine Autoimmundermatose, die zur Ausbildung schlaffer Blasen durch
Spaltbildung in der Epidermis fiihrt. Als ursachlich dafiir wurden Autoantikorper gegen
die desmosomalen Cadherine Dsgl und 3 herausgestellt, die in Desmosomen
vorkommen. cAMP ist ein wichtiger Botenstoff des Zellstoffwechsels und an der
Regulierung und Modulation einer Vielzahl von zelluldren Prozessen beteiligt, darunter
auch die Stabilisierung der Endothelbarriere (iber Starkung der Haftung eines

klassischen Cadherins, namlich VE-Cadherin.

In Anknlpfung an die vorliegenden Daten aus Pemphigus- und Endothelforschung
beschaftigt sich diese Arbeit mit der Rolle von cAMP bei Pemphigus vulgaris. Es wurde
in Keratinozytenkultur sowie im neonatalen Pemphigus-Mausmodell untersucht, ob
die Erhohung der intrazellularen cAMP-Spiegel einen Einfluss auf PV-lgG-induzierte

morphologische und funktionelle Verdanderungen hat.

Eine Erhdhung des intrazellularen cAMP-Spiegels konnte sowohl in vitro als auch in
vivo als protektiv herausgestellt werden. In Keratinozytenkultur konnte gezeigt
werden, dass eine Erhdhung des intrazelluliren cAMP-Spiegels durch
Forskolin/Rolipram oder lsoproterenol in der Lage war, die PV-IgG-induzierten
morphologischen Veranderungen, die Dsg3-Depletion, sowie den Adhdsionsverlust zu
blockieren. Weiterhin konnte die Blasenbildung in vivo durch cAMP-Erh6hung

vollstandig verhindert werden.

Im Anschluss wurde untersucht, ob die Inkubation mit PV-lIgGs einen Einfluss auf die
intrazellularen cAMP-Spiegel in vitro hat. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Zellen
mit einer Erhohung der cAMP-Spiegel reagieren, wenn auch in einem geringeren

Ausmafl als durch die eingesetzten Mediatoren. Somit kann cAMP als
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Rettungsmechanismus der Zellen angesehen werden und es wurde daraufhin der
Einfluss von cAMP auf die Regeneration von Keratinozyten nach PV-lgG-Inkubation
untersucht. Dieser Prozess konnte durch eine cAMP-Erh6hung verbessert werden und
erwies sich als partiell abhangig von PKA. Schlussendlich konnte nachgewiesen
werden, dass cAMP in vitro wie in vivo Uber die Blockade der p38MAPK-Aktivierung

protektiv wirkt.

Zusammenfassend konnte so ein neuer Einblick in die zellulare Antwort von
Keratinozyten auf Pemphigus-Autoantikorperbindung gewonnen werden. Dieser
konnte auch im Hinblick auf die Entwicklung neuer therapeutischer Strategien bei

Pemphigus vulgaris wichtig sein.
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7.1. Abkiirzungsverzeichnis

Verwendete Abkiirzung Bedeutung

& und

pm Mikrometer

pumol/I Mikromol pro Liter

Abb. Abbildung

AK23 Monoklonaler Antikdrper aus einem Pemphigus
vulgaris Mausmodell

AKAP A-Kinase anchor protein

AMP AuBerer Membranplaque

APS Ammoniumpersulfat

Aqua dest. Destilliertes Wasser

ARVC Arrhythmogene rechtsventrikulare
Kardiomyopathie

BSA Bovines Serumalbumin

bzw. beziehungsweise

ca® Calcium

cAMP Cyclisches Adenosinmonophosphat

cm’ Quadratzentimeter

CNG-Kationenkanale Cyclic nucleotide gated-Kationenkanale

CREB cAMP response element binding protein

C-Untereinheit Katalytische Untereinheit

DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s Medium

DP Desmoplakin

Dsc1 Desmocollin 1

Dsc 2 Desmocollin 2

Dsc 3 Desmocollin 3

Dsgl Desmoglein 1

Dsg2 Desmoglein 2

Dsg3 Desmoglein 3

ECL Enhanced chemiluminescence

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay

Epac Exchange protein activated by cAMP
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ERK Extracellular-signal Regulated Kinase

F/R Forskolin/Rolipram

F-Aktin Filamentdres Aktin

FCS Fetales Kdlberserum

g Gramm

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

GDP Guanosindiphosphat

GTP Guanosintriphosphat

h Stunde

H.E.-Farbung Hamatoxylin-Eosin-Farbung

HaCaT Human low calcium elevated temperature cells

HBSS Hank's Balanced Salt Solution

HEPES Hydroxyethylpiperazin-Ethansulfonsaure-Puffer

HSP27 Heat shock protein 27

IF Intermediarfilament

IgG Immunglobulin G Fraktion

IMP Innerer Membranplaque

IP; Inositol - 1,4,5 — triphosphat

Iso Isoproterenol

mol/I| Mol pro Liter

mA Milliampere

MAPK Mitogenaktivierte Proteinkinase

min Minute

ml Milliliter

mM Millimolar

mm Millimeter

MP Mesophragma

mV Millivolt

MW Mediumswechsel

NGS Normales Ziegenserum (“normal goat serum”)

nm Nanometer

PA Plasminogenaktivator

PBS Phosphatgepufferte Salzlosung (engl.
»phosphate buffered saline”)

PF Pemphigus foliaceus

PG Plakoglobin

PKA Proteinkinase A

PKC Proteinkinase C

PKP Plakophilin

PLC Phospholipase C

PM Plasmamembran

PPL Prestained Protein Ladder
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PV Pemphigus vulgaris

PF-1gG aufgereinigte Immunglobulin G Fraktion von
Seren von Pemphigus foliaceus Patienten

PV-IgG aufgereinigte Immunglobulin G Fraktion von

Seren von Pemphigus vulgaris Patienten

R-Untereinheit

Regulatorische Untereinheit

s Sekunde

SDS-PAGE Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese

Src Zytosolische Tyrosinkinase

Thl. Tablette

TEMED Tetramethylethylendiamin

v/v Volume per Volume

w/v Weight per Volume

xG Vielfaches der Erdbeschleunigung

2.B. zum Beispiel
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