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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Epidermis

Als Epidermis bezeichnet man die oberhalb der Dermis gelegene auflerste
Schicht der Hautdecke mit einer Dicke von ca. 0,05-0,1 mm (Drenckhahn,
2008). Die Keratinozyten sind die Hauptbestandteile der Epidermis und
wandern im Laufe ihres Lebenszyklus von der tiefsten Epidermisschicht nach
aul3en, bis sie schlief3lich durch mechanische Beanspruchung abgeldst werden.
Die Epidermis lasst sich in vier Schichten einteilen (siehe auch Abb. 2). Das
Stratum basale besteht aus einer einzelnen Lage an Zellen, die alle der
Basalmembran aufsitzen. Diese Schicht ist Sitz der dermalen Stammzellen und
Ausgangspunkt fur Regeneration und Erneuerung der Epidermis. Oberhalb des
Stratum basale liegt das Stratum spinosum, gefolgt von einem nur wenige
Zelllagen dicken Stratum granulosum. In dieser Schicht beginnt der
Verhornungsprozess. Die aul3ersten Zellreihen bestehen nur noch aus toten,
zellkern- und orgenellenlosen Hornzellen und werden Stratum corneum
genannt. Die Epidermis besitzt zusammen mit Dermis und Unterhaut
lebenswichtige Funktionen. So muss sie einen mechanischen Schutz vor
schadigenden Einwirkungen vielfaltigster Art von auf3en bieten und dabei einen
Wasserverlust nach auf3en verhindern. Trotzdem erméglicht sie unter
bestimmten Voraussetzungen einen Stofftransport nach innen, was
beispielsweise fiur die topische Applikation von Medikamenten relevant ist.
Weiterhin reguliert sie den Warmehaushalt des Korpers und ist Sitz von

Rezeptoren, die Schmerz-, Temperatur- und Empfindungsreize vermitteln.

1.2 Interzellularkontakte

In einem Zellverbund sind die Kontakte zwischen den Zellen von elementarer
Bedeutung fur Stabilitat, Integrititt und die Aufrechterhaltung der
Barrierefunktion. Die Interzellularkontakte lassen sich einteilen in
Adhasionskontakte  mit  Uberwiegend  mechanischer  Funktion  wie
Adharenskontakte und Desmosomen, solchen mit metabolischer und elektrisch

koppelnder Funktion wie die Nexus und schlief3lich solchen, die die Abdichtung
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des Interzellularraumes zur Aufgabe haben, wie die Zonulae occludentes
(Drenckhahn, 2008). Die Ausstattung der Zellen mit den jeweiligen
Interzellularkontakten ist abhangig von den Aufgaben des entsprechenden
Zellverbundes. In der Epidermis herrschen daher die vor allem mechanischen
Zusammenhalt  vermittelnden Desmosomen zusammen mit  den
Adharenskontakten vor. Im Stratum granulosum lassen sich zusatzlich Zonulae
occludentes nachweisen, die der Abdichtung des Epithels nach aul3en dienen.
Desweiteren besitzt die Basalzellschicht Hemidesmosomen, die die Haftung der
Zellen an die Basallamina vermitteln.

Adharenskontakte lassen sich in Adharenspunkte (Punctum adherens), -gtrtel
(Zonula adherens) und -platten (Fascia adherens) unterteilen. Die im
Interzellularspalt die Haftung vermittelnden Proteine sind die klassischen
Cadherine. Deren Verteilung ist abhangig vom jeweiligen Zelltyp. So finden sich
N-Cadherine vorwiegend in Neuronen und Muskelzellen, VE-Cadherin wird nur
im Endothel exprimiert und E-Cadherin dominiert in Epithelien. Die Cadherine
sind Uber Proteine der Cateninfamilie (a-, B-, y-, d-Catenin) mit dem
Aktinzytoskelett verbunden. Neben ihrer Rolle bei der zellularen Adhasion
agieren Adharensjunktionen auch als Rezeptoren, die Signale aus dem Umfeld
der Zelle durch Beeinflussung verschiedener Signalkaskaden nach innen
weiterleiten. Insbesondere p-Catenin und das meist als Plakoglobin
bezeichnete y-Catenin kdnnen auch in den Zellkern translozieren und dort als
Transkriptionsregulator  wirken. So sind Adharensjunktionen wichtige
Regulatoren von Proliferation, Uberleben, Migration und Morphogenese von
Zellen und Geweben (Erez et al., 2005).

1.3 Desmosom

Der Begriff Desmosom entstammt einer Kombination der griechischen Warter
.,desmos” (Bindung) und ,soma“ (Korper). Der Name wurde erstmals 1920 von
Josef Schaffer in seinem Histologiebuch eingefiihrt, wobei die Struktur an sich
schon seit dem 19. Jahrhundert bekannt ist (Waschke, 2008). Desmosomen
sind fleckférmige Haftkontakte mit einer Gro63e von durchschnittlich 0,1-0,5 pm.
Sie vermitteln extrazellular die Haftung an benachbarte Zellen und sind

intrazellular mit dem Intermediarfilamentgertst der Zelle verbunden. Sie werden
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in grofBer Zahl in Bereichen mit starker mechanischer Belastung wie der
Epidermis, dem mehrschichtig unverhornten Plattenepithel von Mundhéhle,
Speiserdhre und Vagina sowie dem Myokard gefunden, aber auch zwischen
Neurothelzellen der harten Hirnhaut und follikular dentritischen Zellen des
Lymphknotens (Drenckhahn, 2008). Elektronenmikroskopisch lassen sich
folgende Strukturelemente darstellen: Ein interzellularer Anteil, die Desmoglea,
mit einer elektronendichten Linie in der Mitte des Interzellularspaltes
(Mesophragma) sowie eine intrazellulare plasmamembran-nahe Verdichtung,
die desmosomale Plaque (Abb. 1).
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Abb 1: Schema eines Desmosoms
Links das Schema einer Desmosomenhdlfte, rechts eine korrespondierende
elektronenmikroskopische Aufnahme. Dsg und Dsc durchspannen die Plasmamembran
(PM). Mit der N-terminal gelegenen EC-1 Domaéne interagieren sie mit gegeniber
liegenden Desmocadherinen und bilden das elektronenoptisch sichtbare Mesophragma
(MP). C-terminal binden Dsg und Dsc ,a‘ tber Plakoglobin (PG) an Desmoplakin (DMP)
im Bereich der 4uReren Membranplaque (AMP). Dsc ,b* ist in der Lage, mit Plakophilinen
(PKP) zu assoziieren. In die innere Membranplaque (IMP) strahlen Intermediarfilamente

(IF) ein und binden dort an Desmoplakin. Modifiziert nach Getsios et al. 2004.

Diese lasst sich unterteilen in eine auf3ere und innere Membranplaque. Im
Interzellularspalt befinden sich die Desmocadherine Desmoglein (Dsg) 1-4 und
Desmocollin (Dsc) 1-3. Diese durchspannen die Plasmamembran und strahlen
mit ihrem Carboxy-terminalen Ende in die duRere Membranplaque ein. Hier
binden sie an Plakoglobin, einem Protein der Armadillo-Familie, das auch in

Adharensjunktionen zu finden ist (siehe auch 1.2). Die ebenfalls aus der
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Armadillo-Familie stammenden Plakophiline (1-3) zeigen ein
gewebespezifisches Verteilungsmuster und interagieren mit verschiedenen
desmosomalen Proteinen wie Dsgs und Dscs, Plakoglobin, Desmoplakin sowie
Intermediarfilamenten. Es scheint moglich zu sein, dass Plakophilin 1 bei
Plakoglobin-Defizienz die fehlende Verknupfungsfunktion kompensiert (Ruiz et
al.,, 1996). Das aus der Plakinfamilie stammende Desmoplakin durchzieht
sowohl die aufRere wie auch die innere Membranplaque und bindet in ersterer
an Plakoglobin und in letzterer an in Bilndeln einstrahlende
Intermediarfilamente. Diesen Elementen des Zytoskeletts wird eine vorwiegend
passive Stitzfunktion zugeschrieben, zusammen mit einer Mitwirkung bei der
Positionierung von Zellkompartimenten wie dem Nukleus, den Mitochondrien
und dem Golgi-Komplex (Godsel et al., 2008). Im Epithel sind die
Intermediarfilamente aus Zytokeratinen aufgebaut. In basalen Zellen der
Epidermis dominieren die Zytokeratine 5 und 14, wahrend in oberen Schichten
vor allem Zytokeratin 1 und 10 exprimiert werden (Uitto et al., 2007). Relativ
wenig bekannt ist Uber das kirzlich entdeckte Perp, ein Protein, das in
komplexen Epithelien in den Desmosomen lokalisiert ist (lhrie et al., 2005).
Interessant hierbei ist jedoch die Tatsache, dass neugeborene Perp-defiziente
Mause Blasenbildung in der Epidermis entwickeln und rasch versterben
(Marques et al., 2006).

Desmosomen wurden lange Zeit vornehmlich als Strukturen angesehen, die
extrazellular das Anhaften an die Nachbarzelle vermitteln sowie intrazellular der
Verankerung des Intermediarfilamentsystems an der Plasmamembran dienen.
In den letzten Jahren h&ufen sich Erkenntnisse, dass Desmosomen bzw. deren
Strukturproteine auch wichtige Aufgaben bei Entwicklung und Differenzierung
der Epidermis udbernehmen (Rickman et al., 1999; Zhurinsky et al., 2000;
Caldelari et al., 2001; Getsios et al., 20044a; Yin et al., 2005).

1.4 Desmocadherine

Cadherine sind Calcium-bindende Proteine, die unter Anwesenheit dieses lons
untereinander Bindungen eingehen konnen (Volberg et al., 1986). Die
desmosomalen Vertreter der Cadherin-Familie sind die Desmocadherine

genannten Dsg 1-4 und Dsc 1-3. Diese sind, wie auch die klassischen
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Cadherine, integrale Membranglykoproteine vom Typ 1. Dsg wie Dsc bestehen
aus vier hoch konservierten extrazellularen Doménen (EC1-4), einem
variableren extrazellularen Anker (auch EC5 genannt), einer Transmembran-
Domane, einem intrazellularem Anker sowie verschiedenen intrazellularen
Unterdomanen am C-terminalen Ende (Dusek et al., 2007). Die extrazellularen
Doménen der Desmocadherine besitzen untereinander und mit den klassischen
Cadherinen eine Sequenzhomologie von etwa 30%. (Garrod et al., 2002). Fur
die klassischen Cadherine gilt, dass die Domanen EC1-4 durch flexible
Verbindungssticke miteinander verknipft sind. Fur E-Cadherin wurde
postuliert, dass durch Bindung von jeweils bis zu drei Ca®'-lonen diese
VerknlUpfungen stabilisiert werden (Nagar et al., 1996). Dadurch bildet sich eine
stabférmige Konformation, die eine Cis-Interaktion mit einem Nachbar-Cadherin
zu einem Dimer ermdglicht. Erst dann ist eine Trans-Bindung an ein Cadherin-
Dimer einer gegenuberliegenden Zelle moglich (Pertz et al., 1999). Dieses
Modell des reiBverschlussartigen Aufbaus gilt wohl leicht eingeschrankt
ebenfalls fur die desmosomalen Cadherine (Al-Amoudi et al., 2007). Fur eine
Bindung beispielsweise zwischen zwei Dsg 1-Dimeren sind extrazellulare Ca**-
Konzentrationen von mindestens 0,8 mM notig (Waschke et al., 2007).

Dsc existieren in zwei Isoformen a und b, wobei letztere durch das Fehlen der
ICS (intracytoplasmatische Cadherinsequenz) nicht in der Lage ist, an
Plakoglobin zu binden. Die durch alternatives Spleil3en entstandene b-Form ist
stattdessen mit Plakophilin 3 assoziiert (Bonne et al., 2003).

Die N-terminal gelegene EC1 ist wohl der wichtigste Bereich fir die Bindung an
andere Desmocadherine. Dort befindet sich die CAR (Zelladhasions-
erkennungsstelle) genannte recht kurze Aminosauresequenz, Uber die die
Bindung an ein gegenuberliegendes Desmocadherin vermittelt wird (Blaschuk
et al., 1990). So sind Peptide, die spezifisch an die CAR von Dsg 1 und Dsc 1
binden, in der Lage, desmosomale Haftung in vitro zu blockieren (Tselepis et
al., 1998). Die Bedeutung der EC1 fir die Zelladh&sion wird auch deutlich, da
AK23, ein monoklonaler, gegen die EC1 von Dsg 3 gerichteter Antikorper, zur
Bildung von Hautblasen mit Verlust der desmosomalen Haftung in neonatalen
Mausen und zur direkten Hemmung der Dsg 3-Transinteraktion fuhrt (Tsunoda
et al., 2003; Heupel et al., 2008).
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Im Gegensatz zu klassischen Cadherinen, denen tberwiegend eine homophile
Interaktion zugeschrieben wird, kénnen Desmocadherine sowohl homophil als
auch heterophil binden. Homophile Bindung bedeutet, dass ein Desmocadherin
an ein anderes gleichen Typs bindet (beispielsweise Dsg 3 an Dsg 3), wahrend
bei heterophiler Bindung zwei Desmocadherine unterschiedlichen Typs
miteinander interagieren. Homophile Dsg 3-Interaktion wurde in
Mausfibroblasten gezeigt, in denen exprimiertes Dsg 3 zu Aggregation flhrte
(Amagai et al., 1994b). Auch eine homophile Dsc 2-Bindung konnte mittels
EC1-2-Fragmenten in vitro gezeigt werden (Syed et al., 2002). Eine heterophile
Dsg 2/Dsc 2-Interaktion wurde in der gleichen Publikation dargelegt.
Co-Immunoprazipitationsexperimente zeigten weiterhin eine Bindung zwischen
Dsc 1 und Dsg 2 (Chitaev und Troyanovsky, 1997).

Die Verteilung der verschiedenen Desmocadherine in Haut und Schleimhaut ist
unterschiedlich. In der oralen Mukosa sind Dsg 1, Dsg 2 und Dsg 3 recht
homogen Uber alle Schichten verteilt, wahrend Dsg 4 im Stratum basale fehlt.
(Mahoney et al., 2006). Dsc 1 kann in der gesamten Mukosa nicht

nachgewiesen werden (Donetti et al., 2005).

SS

SB

Abb. 2: Schema humaner Epidermis mit Desmocadherin-Verteilung
Die Epidermis ist von tief nach oberflachlich aus den Schichten Stratum basale SB),
Stratum spinosum (SS), Stratum granulosum (SG) und dem vollstandig verhornten
Stratum corneum (SC) aufgebaut. Die Expression von Dsg 1 und Dsc 1 nimmt vom SG
zum SB hin ab, wahrend sie bei Dsg 3/Dsc 3 vom unteren SG bis zum SB hin zunimmt.
Dsc 2 nimmt vom SB hin zum SG ab, wahrend sich Dsg 2 in adulter Epidermis nur in

geringen Mengen im SB nachweisen lasst. Modifiziert nach Waschke, 2008.
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In der Epidermis hingegen ist die Expression der Desmocadherine
differenzierter (siehe Abb. 2). Dsg 1 und Dsc 1 sowie Dsg 3 und Dsc 3 sind
jeweils relativ gleichartig verteilt (Getsios et al., 2004b). Das erste Paar lasst
sich in der Epidermis von den oberen Schichten des Stratum granulosum
abnehmend bis zum Stratum basale nachweisen. Dsg 3 und Dsc 3 lassen sich
vom unteren Stratum granulosum bis zur Basalmembran darstellen, allerdings
liegt hier die Betonung im Bereich der tiefen epidermalen Schichten. Jedoch
zeigen beide Paare eine breite Uberlappungszone im Stratum spinosum
(Mahoney et al., 2006; Waschke, 2008). Eine ahnliche Verteilung wie Dsg 3
zeigt Dsc 2, allerdings reicht die Expression bis hinauf in das obere Stratum
granulosum. Dsg 2 wird in der adulten Haut nur in sehr geringem Ausmal}
gefunden, hier ist es hauptsachlich auf die tiefen Schichten der Epidermis
beschrankt. Dsg 4 wird vor allem im Stratum granulosum exprimiert (Mahoney
et al., 2006).

1.5 Pemphigus

Pemphigus ist eine lebensgefahrliche, durch intraepidermale Blasenbildung
gekennzeichnete Autoimmunerkrankung (Stanley und Amagai, 2006). Der vom
griechischen Pemphix (=Blase) abgeleitete Begriff wurde erstmals 1791
erwahnt (Schmidt et al.,, 2000). Die Abgrenzung von den ebenfalls
blasenbildenden Pemphigoid-Erkrankungen wurde 1953 eingefiihrt (Lever,
1953). Pemphigus ist nicht auf den Menschen beschrankt, sondern tritt auch bei
Pferden, Hunden und Katzen auf. Beim Menschen betréagt die Inzidenz 0,75-5
Féalle pro einer Million mit einem Gipfel zwischen dem 40. und 60. Lebensjahr
(Bystryn und Rudolph, 2005). Die Krankheit bevorzugt kein Geschlecht,
allerdings ist die Pravalenz bei bestimmten Bevdlkerungsgruppen wie den
Ashkenazi-Juden oder regional z. B. bei Bewohnern des Mittelmeerraumes,
Nordindiens oder Persiens erhdht (Prajapati und Mydlarski, 2008). Pemphigus
vulgaris (PV) sowie Pemphigus foliaceus (PF) sind die beiden Hauptvarianten
dieser Erkrankung. Beim Menschen macht PV ca. 80% aller
Pemphiguserkrankungen aus, bei Tieren dominiert dagegen PF.

In Brasilien existiert eine endemische Variante von PF, auch Fogo selvagem

genannt. Diese ist gekennzeichnet durch ihre familiare Haufung und ihr
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Auftreten entlang von Flusslaufen, sodass Vektoren wie eine bestimmte
Stechmuckenart als Ausloser diskutiert werden (Diaz et al., 1989).

Weiterhin kann Pemphigus medikamentds induziert werden. Medikamente mit
einer Sulfhydryl (SH)-Gruppe wie Penicillamin oder Captopril I6sen meist PF
aus, wahrend bestimmte Medikamente ohne diese SH-Gruppe wie Penicillin
oder Cephalosporine PV induzieren kénnen (Wolf et al., 1991). Hierbei kann es,
wie bei den klassischen Pemphigus-Erkrankungen, zum Auftreten von
Autoantikorpern gegen Dsg 1 und/oder Dsg 3 kommen (Schmidt et al., 2000).
Eine weitere Variante der Pemphiguserkrankung tritt paraneoplastisch auf,
meist im Rahmen eines Castleman-Tumors, von Non-Hodgkin-Lymphomen,
Thymomen oder chronisch lymphatischen Leukamien (Zhu und Zhang, 2007).
Klinisch &ulRert sich PV initial meist in schmerzhaften Blasen und Erosion im
Oropharynx oder in der Genitalschleimhaut (Abb. 3a). Die Krankheit kann auf
diese Bereiche beschrankt bleiben, oder auch auf Kopfhaut, Stamm, Axilla und
Leiste Ubergreifen. Aufgrund der mechanischen Beanspruchung platzen die
Blasen leicht, sodass haufig nur oberflachliche, im Verlauf narbenfrei
abheilende Erosionen zu sehen sind.

Im Gegensatz zu PV betrifft PF ausschliel3lich die Epidermis und spart die
Schleimhaute aus. Da die Blasen aufgrund der oberflachlicheren
intraepidermalen Lokalisation (siehe unten) sehr fragil sind, imponiert die
Erkrankung durch erythematdse, verkrustende L&sionen am gesamten
Integument (Abb. 3b).

Die Diagnose wird immer anhand des klinischen Phanotyps, der Histologie und
immunologischer Tests gestellt. AuRRer den offensichtlichen Effloreszenzen ist
bei Pemphigus haufig das Nikolsky-Zeichen positiv, wobei sich durch festes
Bestreichen einer gesunden Hautregion eine Blasenbildung induzieren lasst.
Das histologische Korrelat der Pemphiguserkrankung wird als Akantholyse
bezeichnet und zeigt die intraepidermale Spaltbildung als Folge des
interzellularen Haftungsverlusts der Keratinozyten. Die Spaltbildung bei PV
zeigt sich in tiefen Abschnitten der Epidermis meist direkt Gber dem Stratum
basale (Abb. 3c). Die Blasen bei PF dagegen sind oberflachlicher haufig knapp

unterhalb des Stratum corneum im Stratum granulosum lokalisiert (Abb. 3d).
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(modifiziert nach Schmidt el al., 2000 und Waschke, 2008)
Abb. 3: Klinischer Phanotyp und Histologie bei PV und PF

PV tritt haufig initial mit Blasen und Erosionen im Bereich der Mundschleimhaut auf (a)
und kann auf die auBerlich sichtbare Haut Ubergreifen. PF tritt nur im Bereich der
Epidermis auf und aufRert sich durch Erosionen haufig im Bereich des Stammes (b).
Histologisch lasst sich eine Spaltbildung durch Verlust der interzellularen Haftung
(Akantholyse) nachweisen. Bei PV verlaufen die Spalten in tiefen Abschnitten der
Epidermis (c), bei PF dagegen oberflachlicher (d). Mal3stab: 20 pm

Da akantholytische Zellen auch bei anderen Erkrankungen wie Morbus Hailey-
Hailey oder Impetigo bullosa auftreten, ist zur Sicherung der Diagnose die
Korrelation mit Antikorpertitern unerlasslich. Bei Pemphigus sind Autoantikdrper
gegen Dsg 1 und Dsg 3 ursachlich beteiligt. Von diesen zwei Antigenen lassen
sich bei PF nur Autoantikbrper gegen Dsg 1 nachweisen, wahrend die
Autoantikorper bei PV entweder nur gegen Dsg 3 alleine gerichtet sind, oder in

Kombination mit Autoantikdrpern gegen Dsg 1 auftreten. So ist der alleinige
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Befall von Schleimhauten nur mit Autoantikdrpern gegen Dsg 3
vergesellschaftet, wahrend bei mukokutanem Verlauf zusatzlich Autoantikérper
gegen Dsg 1 nachgewiesen werden konnen. Dieser Nachweis wird entweder
direkt, als immunfluoreszierende Darstellung gebundener Antikérper in
Hautbiopsien oder als indirekte Immunfluoreszenz auf einem Substrat wie
Affendsophagus durchgefiihrt. Eine weitere standardmaRig eingesetzte
Methode ist die Detektion der Autoantikdrper mittels ELISA mit rekombinant
hergestellten Dsg als Antigen (Amagai et al., 1999). Diese Methode der
Titerbestimmung ist hochspezifisch und meist sensitiver als der Nachweis durch

indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie.

Pemphigus wird nur immunmodulatorisch behandelt, da eine spezifische oder
kausale Therapie nicht bekannt ist (Prajapati und Mydlarski, 2008). Meist
werden zur Initialtherapie hochdosiert Glucokortikoide verabreicht, gefolgt von
dem Versuch des Ausschleichens nach einer Remissionsinduktion. Weitere
Mdoglichkeiten sind Gabe von  Zytostatika wie  Azathioprin  oder
Cyclophosphamid zur Verringerung der Glucokortikoiddosis, die intravendse
Verabreichung von Immunglobulinen oder Plasmapherese zur Reduktion
zirkulierender Autoantikdrper. Auch oder der Einsatz von Rituximab, einem
monoklonalen Antikérper gegen CD20 der B-Zellen ist in therapierefraktaren
Fallen sinnvoll. Vor der Entwicklung systemisch zu verabreichender
Immunsuppressiva  verlief die Krankheit durch Herabsetzung der
Barrierefunktion der Haut mit Flussigkeitsverlust und  massiven
Superinfektionen der Erosionen in bis zu 75% innerhalb eines Jahres tddlich
(Lever und Schaumburg-Lever, 1984). Auch wenn Todesfalle inzwischen selten
beschrieben werden, so fuhren doch Krankheit und Nebenwirkungen der
Therapiemethoden zu hoher Morbiditat und starken Einschrdnkungen in der

Lebensqualitat der Betroffenen.

1.5.1 Pathogenese des Pemphigus

Es Dbesteht allgemeiner Konsens dartber, dass AutoantikOrper der
Immunglobulin-Klasse G  (IgG) fur die Entstehung der beiden

Krankheitsentitaten ursachlich sind. So wurden 1964 bei PV zum ersten Mal
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Antikdrper an Stellen der intraepidermalen Blasenbildung nachgewiesen
(Beutner und Jordon, 1964). Als der passive Transfer aufgereinigter 1gG-
Fraktionen von Pemphiguspatienten auf neonatale Mause bei den Tieren zu
epidermaler Blasenbildung fuhrte, wurde die Pathogenitat zirkulierender
Antikdrper bewiesen (Anhalt et al., 1982). Im weiteren Verlauf wurden
Zielantigene von PF und PV als ein 160 kDa- sowie ein 130 kDa-Protein
identifiziert (Stanley et al., 1982; Koulu et al., 1984). Uber Isolation aus cDNA-
Bibliotheken stellten sich das 160 kDa-Protein als Dsg 1 und das 130 kDa-
Molekil als Dsg 3 dar (Koch et al., 1990; Amagai et al., 1991). Spezifische, aus
Patientenserum isolierte bzw. mittels cDNA hergestellte Antikérper gegen Dsg 1
oder Dsg 3 waren ausreichend, um im Mausmodell Blasenbildung zu induzieren
(Amagai et al., 1992; 1994a). In diesen Publikationen konnte eine Spaltbildung
verhindert werden, wenn die Antikdrper gegen Dsg 1 und 3 aus dem Serum
eliminiert wurden. Aufgrund dieser Daten wurde die Theorie der Desmoglein-
Kompensation propagiert (Mahoney et al., 1999a; Hanakawa et al., 2002).
Diese besagt, dass sich Dsg 1 und Dsg 3 gegenseitig kompensieren und beruht
auf der unterschiedlichen Verteilung der Desmogleine in der Epidermis bzw.
Schleimhaut. Da in letzterer Gberwiegend Dsg 3 und nur wenig Dsg 1 exprimiert
werden, kann bei mukésem PV mit Autoantikbrpern gegen Dsg 3 die
interzellulare Haftung der Keratinozyten nicht von Dsg 1 Glbernommen werden.
Bei mukokutanem PV tritt der Kompensationstheorie nach die Spaltbildung in
der Epidermis suprabasal auf, weil dort durch Antikdrperbindung an Dsg 1 und
3 sich diese nicht mehr gegenseitig kompensieren kénnen. PF mit Antikdrpern
nur gegen Dsg 1 fuhrt dagegen zu oberflachlicher epidermaler Spaltbildung, da
in der Tiefe das stark exprimierte Dsg 3 die durch Blockade von Dsg 1
verringerte Keratinozytenhaftung ausgleicht.

Allerdings zeigte sich in den letzten Jahren, dass es neben Dsg 1 und Dsg 3
eine Fulle von Epitopen gibt, gegen die Antikdrper bei PF und PV gerichtet sind.
So kdnnen diese gegen Strukturen der Adh&sionskontakte gerichtet sein, wie
Dsg 4, Dsc 1-3, Desmoplakin, Plakoglobin oder E-Cadherin (Amagai et al.,
2006), oder auch gegen Antigene aulRerhalb von Haftkontakten wie

Acetylcholinrezeptoren (Nguyen et al., 2000a). Auch wenn die Pathogenitat
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dieser Antikorper im Einzelnen nicht immer geklart ist, so konnen IgG-
Fraktionen von PV-Patienten, aus denen die Dsg 1- und Dsg 3-Antikorper
entfernt wurden, noch zu Blasenbildung in Dsg 3-defizienten Méausen fuhren
(Nguyen et al.,, 2000b). Dies lasst Zweifel an der These aufkommen, dass
Antikdrper gegen Dsg 1 und Dsg 3 immer die alleinigen Ausléser von PF und
PV sind.

Weitere Hinweise wurden gefunden, die darauf hindeuten, dass das rein
mechanistische Modell der Desmoglein-Kompensationstheorie, beruhend auf
einfacher Behinderung der wechselseitigen Desmocadherinhaftung durch
gebundene Antikorper, nicht ausreichend ist, um die Pemphigus-Pathogenese
vollstdndig zu erklaren. So wurde schon frih die offenbar durch PV-IgG
ausgeloste Aktivierung von Proteasen diskutiert, die zum Abbau von
Desmocadherinen fihren (Farb et al., 1978). Es konnte gezeigt werden, dass
die Aktivitat von Plasminogenaktivator (PA) sowie die Expression des
Urokinase-Typ-Plasminogenaktivatorrezeptors (UPAR) erhéht ist (Hashimoto et
al., 1983; Seishima et al., 1997; Xue et al., 1998). Antikérper gegen uPAR
sowie PA-Inhibitor waren meist ausreichend, die PV-IgG vermittelte
Spaltbildung zu inhibieren (Hashimoto et al., 1989). Da allerdings PA-defiziente
Mause ebenfalls eine Blasenbildung nach passiver Pemphigus-lgG-Injektion
entwickelten (Mahoney et al., 1999b), wird dem PA-System eher eine Rolle in
der Verstarkung der durch Pemphigus-lgG induzierten Effekte zugeschrieben
(Waschke, 2008).

In den letzten Jahren konnte weiterhin eine Fulle von Signalwegen aufgezeigt
werden, die durch Bindung von Pemphigus-Antikérpern in den Keratinozyten
beeinflusst werden. So wurde beschrieben, dass PV-IgG via Phospholipase C
(PLC) zu einem raschen Anstieg von intrazellularem Ca** und Inositol-1,4,5-
Triphosphat mit nachfolgender Aktivierung von Proteinkinase C (PKC) und PA
fuhrt (Kitajima et al., 1999). Konsequenterweise war eine Inhibition von PKC
und PLC ausreichend, um in vivo eine Blasenbildung zu verhindern (Sanchez-
Carpintero et al., 2004).

Ein weiteres Protein, das mit der Pemphigus-Pathogenese in Verbindung
gebracht wird, ist die Tyrosinkinase Src. Diese wird durch PV-IgG aktiviert

(Chernyavsky et al.,, 2007). Desweiteren fuhrte eine pharmakologische
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Inhibition von Src Uber eine reduzierte Phosphorylierung von p38MAPK
(p38 Mitogen aktivierte Kinase) zur Verringerung der PV-IgG-Effekte in vitro.
Eine andere Gruppe zeigte, dass sowohl PV- als auch PF-IgG in vitro wie in
vivo zu Phosphorylierung von p38MAPK und einem der Zielproteine dieser
Kinase, dem HSP27 (Hitzeschockprotein 27) filhren (Berkowitz et al., 2005;
2006; 2007). Src phosphoryliert ebenfalls pl120-Catenin, von dem ein
stabilisierender Effekt auf Adharensjunktionen bekannt ist (Chernyavsky et al.,
2008) und das ebenfalls an nicht desmosomal lokalisierte Dsg 3-Molekiile
bindet (Kanno et al., 2008).

Eine wichtige Rolle in der PV-Pathogenese wird auch Plakoglobin
zugeschrieben. So sind Plakoglobin-defiziente Keratinozyten unempfanglich
gegenuber PV-lgG-vermittelte Effekte wie Liuckenbildung, Dsg-Depletion und
der als Keratinfilamentretraktion bezeichneten desmosomalen Ablésung von
Intermediarfilamenten und deren Verlagerung in das Zellinnere (Caldelari et al.,
2001). In Wildtyp-Keratinozyten fihrte PV-IgG zu einer Unterdriickung der
Translokation von Plakoglobin in den Zellkern (Williamson et al., 2006). Dort
inhibiert Plakoglobin physiologischerweise die Expression des Protoonkogens
c-Myc durch Interaktion mit seinem Promotor. Diese nur durch PV-IgG
vermittelte  Disinhibition resultierte in einer c¢c-Myc-Uberexpression mit
Hyperproliferation und geschwachter Adhésion. Somit fuhrt PV auch zu
Veranderungen der Genexpression und des Zellzyklus. Als weiteren Hinweis
hierfir mag die Beeinflussung der Cdk2 (cyclin dependent kinase 2)-Expression
durch Serum von PV-Patienten gelten (Lanza et al., 2008).

Es wird angenommen, dass durch Pemphigus-lgG vermehrt desmosomale
Proteine abgebaut und endozytiert werden (Calkins et al., 2006; Yamamoto et
al., 2007; Delva et al, 2008), moglicherweise nach vorangehender
Phosphorylierung von Dsg 3 (Aoyama et al., 1999). Dies ist Ublicherweise
verbunden mit einer Retraktion von Keratinfilamenten (Wilgram et al., 1961;
1964). Weiterhin existieren Arbeiten, nach denen Pemphigus-lgG Apoptose
auslésen soll (Puviani et al., 2003; Wang et al., 2004; Frusic-Zlotkin et al.,
2006). Allerdings ist unklar, ob Apoptose ursachlich fur die Akantholyse ist, oder

aber erst als Folge dieser entsteht.

13



1 Einleitung

Letztendlich fihren Pempigus-lgG zu einem Verlust der interzellularen Haftung.
Es kann davon ausgegangen werden, dass die Akantholyse eine spéte Folge
von Pemphigus-IgG-Einwirkung ist, da sie frihestens 6-12 Stunden nach
experimenteller Gabe von Pemphigus-IgG auftritt. Die Beeinflussung von
Signalkaskaden hingegen stellen friihe Ereignisse dar, die in einem Zeitrahmen
von Minuten bis Stunden auftreten kénnen (Waschke, 2008).

Zusammenfassend lasst sich konstatieren, dass die Pathogenese von PV und
PF nicht Uber ein einfaches Modell zu erklaren ist. Beim jetzigen Stand der
Forschung lasst sich die Vielzahl der bisher entdeckten Wirkungen von
Pemphigus-lgG leider nicht zu einem integrativen Gesamtkonzept der

Pemphigus-Pathogenese verknipfen.

1.6 Rho (Ras homologe)-GTPasen

Rho-GTPasen sind eine Gruppe der Ras-Superfamilie von kleinen
GTP (Guanosintriphosphat)-Hydrolasen. Die Ras (Rat Sarcoma)-Familie
besteht beim Menschen aus Uber 150 Mitgliedern, die in insgesamt funf
Gruppen eingeteilt werden kénnen: Ras, Rab, Ran, Arf und Rho. Die Rho-
Gruppe selbst wird wieder in sechs Untergruppen unterteilt: Rho, Rac, Cdc42,
Rnd, RhoT und RhoBTB (Bustelo X. et al., 2007). Die ersten vier Untergruppen
werden auch als ,typische* Rho-GTPasen bezeichnet, wahrend RhoT und
RhoBTB aufgrund struktureller und funktioneller Unterschiede auch als
.atypisch* eingeteilt werden. Jede dieser sechs Untergruppen umfasst
wiederum mehrere GTPasen, sodass aktuell insgesamt 23 Mitglieder der Rho-
Familie bekannt sind. Die funktionell am besten charakterisierten GTPasen sind

Rho A, Rac 1 und Cdc42, welche auch im Focus dieser Arbeit stehen.

1.6.1 Aufbau und Funktionsprinzip

Rho-GTPasen sind monomere molekulare Schalter, die eine einfache Strategie
verwenden, um komplexe =zellulare Prozesse zu steuern. Sie wechseln
zwischen zwei Konformationszustdnden, einem GTP-gebundenem, aktiven
Zustand und einem GDP (Guanosindiphosphat)-gebundenem, inaktiven
Zustand. Im aktiven Zustand erkennen sie Zielproteine und I6sen Reaktionen

aus, bis sie durch ihre intrinsische Hydrolaseaktivitat wieder in den inaktiven
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Zustand wechseln (Bishop und Hall, 2000). Damit verbunden ist ein
Lokalisationswechsel von der Plasmamembran (aktiver Zustand) zum Zytosol
(inaktiver Zustand).

Die meisten typischen Rho-GTPasen sind mit einer Gr6fRe von 190-250
Aminosauren klein und bestehen neben der eigentlichen GTPase-Domane nur
aus kurzen C- und N-terminalen Abschnitten. Durch posttranslationelle
Modifikation wird eine Isoprenylgruppe an die GTPase gebunden, die eine
Verankerung in die Plasmamembran im aktiven Zustand ermdglicht. Weiterhin
besitzen die Rho-GTPasen definerte Nukleotid- und Mg?*-Bindestellen. Je nach
gebundenem Nukleotid (GDP oder GTP) andert sich die Konformation der
beiden ,switch“-Regionen genannten Abschnitte der GTPase. Das im Cytosol
vorhandene Mg?* verhindert hierbei einen spontanen Austausch der Nukleotide,
sodass zur Regulierung dieses Schalterprinzips weitere Schritte nétig sind.

1.6.2 Regulation

Die Funktion der Rho-GTPasen ist streng reguliert um eine stets der Situation
angemessene Reaktion auszulésen. In erster Linie sind drei Proteinklassen
daran beteiligt: GEFs (guanine-nucleotide-exchange-factors), GAPs (GTPase-

activating-proteins) und GDIs (guanine nucleotide dissociation inhibitors).

1.6.2.1 GEFs

Der erste fur Rho A bei Saugetieren entdeckte GDP/GTP-Austauschfaktor
wurde als ein Produkt eines Transformationsgens von Zellen eines diffusen B-
Zell-Lymphoms identifiziert und deshalb Dbl getauft (Eva et al., 1988). Dieses
stellte sich als erstes Mitglied einer Familie von GEFs dar, die spezifisch Rho-
GTPasen aktivieren kbnnen. Insgesamt sind heute 69 verschiedene dieser Dbl-
verwandten GEFs bekannt. Diese Gruppe der GEFs besitzt alle eine DH (Dbl-
Homologie)-Doméane neben einer PH (Pleckstrin-Homologie)-Domane, die den
Einbau von GTP in die Rho-GTPasen fordern. In den letzten Jahren wurde eine
weitere GEF-Familie identifiziert, genannt DOCK180 (dedicator of cytokines
180) (Cote und Vuori, 2002). Somit sind insgesamt aktuell 85 GEFs bekannt
(Hall, 2005).
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GEFs interagieren mit der GTPase uber ein Schliussel-Schloss-Prinzip und
verandern dabei die ,switch“-Regionen. Dies bewirkt eine Dissoziation von Mg**
und GDP, wodurch die Bindungstasche frei wird und das im Cytosol im relativen
Uberschuss vorhandene GTP zusammen mit Mg®* binden kann (Rossman et
al., 2005). Somit katalysieren GEFs also den Austausch von GDP in GTP und

fuhren zur Aktivierung.

1.6.2.2 GAPs

P50-rhoGAP war das erste identifizierte GTPase-aktivierende Protein und
wurde aus Extrakten einer menschlichen Milz isoliert. Es fuhrt zur Aktivierung
der intrinsischen Hydrolaseaktivitdit von Rho A, Rac 1 und Cdc42, somit zur
Umwandlung von GTP in GDP und zur Inaktivierung dieser GTPasen (Garrett
et al., 1989). Insgesamt sind heute tber 70 Proteine mit GAP-Aktivitat bekannt
(Yang und Kazanietz, 2007).

Allen GAPs gemein ist eine Sequenz aus ca. 170 Aminosauren, die ursachlich
fur die Rho-Aktivierung ist und RhoGAP-Doméane genannt wird. Meist inseriert
ein konservierter Argininrest in die aktive Bindungsstelle der Rho-GTPase und
stabilisiert einen Konformationszustand, der fur die Hydrolyse ndtig ist (Rittinger
et al., 1997).

1.6.2.3 GDIs

Fur Rho-GTPasen wurden bisher insgesamt 3 GTP-Dissoziations-Inhibitoren
identifiziert, zuerst der ubiquitar vorhandene RhoGDI (Ueda et al., 1990). Es
folgten der hauptsachlich auf das hamopoetische System beschrénkte
Ly/D4AGDI (Scherle et al.,, 1993), sowie RhoGDly, der vor allem in Lunge,
Gehirn und Hoden exprimiert wird (Adra et al., 1997).

Es wurden drei biochemische Wege beschrieben, mittels derer RhoGDls ihre
inhibitorische Wirkung vermitteln (DerMardirossian und Bokoch, 2005): Erstens
unterdriicken sie die Dissoziation von GDP von der GTPase, zweitens
interferieren sie mit dem GTP-gebundenen Zustand und unterdriicken die
intrinsische wie auch die durch GAP katalysierte Hydrolyse und verhindern die
Interaktion mit Effektormolekilen. Als dritte Moglichkeit der Einflussnahme
modulieren GDIs das Zirkulieren der Rho-GTPase zwischen Plasmamembran
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und Cytosol, indem sie mit ihrer Bindungstasche an den GTPase-eigenen

Isoprenylrest zur Membranverankerung binden.

1.6.3 Funktionen der Rho-GTPasen

Rho-GTPasen regulieren eine Fille von zellularen Funktionen. Recht gut
charakterisiert ist ihre Wirkung auf das Aktin-Zytoskelett. So konnte vor gut 15
Jahren gezeigt werden, dass Rho die raumliche Verteilung und Formierung von
kontraktilen Aktin-Myosin-Filamentbindeln (Stressfasern), sowie den Einbau
fokaler Kontakte in die Zellmembran als Reaktion auf eine Vielzahl
extrazellularer Stimuli wie Integrinbindung oder LPA (lysophosphatidic acid)
reguliert (Ridley und Hall, 1992). Der Effekt auf Kontraktilitdt und die Verteilung
von Stressfasern wird beispielsweise Uber die Rho-Effektormolekiile ROCKI
und ROCKII (Rho associated coiled-coil containing protein kinases) vermittelt.
Die Aktivitat dieser Serin/Threonin-Kinasen wird durch Bindung von Rho-GTP
erhoht. Sie hemmen die Myosinleichtkettenphosphatase (MLCP), und dadurch
die Dephosphorylierung der Myosinleichtkettenkinase (MLC). Dies fuhrt zu einer
vermehrten Aktivitat der MLC mit gesteigerter Aktivierung von Myosin,
vermehrter Bildung von Stressfasern und Kontraktilitdt. (Noda et al., 1995).
Aktivierung von Rac 1 steigert die Polymerisation und Stabilisierung von Aktin in
der Zellperipherie und fuhrt damit zur Ausbildung von Lamellipodien. z.B. nach
Stimulation durch Plattchenwachstumsfaktor (PDGF) oder Insulin. Aktivierung
von Cdc42 fordert die Polymerisation von Aktinflamenten und die
Filopodienformation nach Gabe von Bradykinin oder Interleukin-1 (Ridley et al.,
1992; Kozma et al., 1995). Dies geschieht tber verschiedene Mechanismen. So
kann Rac 1 Uber seinen Effektor PAK (p21l-aktivierte Kinase) die Lim-Kinase
aktiveren, welche daraufhin Cofilin inhibiert, was zur Stabilisierung von
Aktinfilamenten fuhrt. Zudem wird Uber eine vermehrte Dephosphorylierung von
MLC der Aufbau von Stressfasern vermindert. Als dritten Weg kann Pak auch
zur Komplexbildung von Cortactin mit dem Aktin-Polymerisierungsfaktor Arp 2/3
und Vertretern der WASP (Wiscott-Aldrich-Syndrom-Protein)-Familie (Millard et
al., 2004) fuhren, was in einer Ausbildung von Aktinfilamenten resultiert.
N-WASP kann auch direkt von Cdc42 aktiviert werden, sodass Cdc42 uber

diesen Weg ahnliche Effekte wie Rac 1 vermitteln kann. Schlussendlich ist PAK
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ebenfalls ein Effektor von Cdc42, sodass die oben genannten Wege prinzipiell
nicht nur fir Rac 1, sondern auch fir Cdc42 gelten.

Rho-GTPasen werden auch mit Bildung und Regulation von Zellkontakten in
Verbindung gebracht. So sind Rho A und Rac 1 essentiell fur die Ausbildung
von Adharenskontakten in Keratinozyten (Braga et al., 1997; Takaishi et al.,
1997). Eine verminderte Expression dieser zwei GTPasen geht auch mit
verminderter E-Cadherin-Expression einher. Umgekehrt fihrt eine homophile
E-Cadherin-Bindung zur Aktivierung von Rac 1 und Cdc42 (Kim et al., 2000;
Kovacs et al., 2002; Hogan et al., 2004) und in MDCK-Zellen zu einer
Inaktivierung von Rho A (Noren et al.,, 2001). In weiteren Studien zeigte die
Gruppe um Braga allerdings, dass Aktivierung von Rac 1 zu Stérung von
E-Cadherin-Adhasion fuhrt (Braga et al., 2000; Lozano et al., 2008). Rho A ist
dagegen zur Ausbildung von Okkludenskontakten notwendig (Nusrat et al.,
1995). Uber die Regulation von Desmosomen durch Rho-GTPasen ist noch
recht wenig bekannt. In einer Studie zeigten sich keine Effekte von Rho-
GTPasen auf bereits ausgebildete Desmosomen (Braga et al.,, 1997).
Interessanterweise ist p120-Catenin, ein in Adharensjunktionen und an freies
Dsg 3 gebundenes Protein in der Lage, Rho A zu inhibieren und Rac 1 sowie
Cdc42 zu aktivieren (Anastasiadis, 2007). Auch ein naher Verwandter von
p120-Catenin, das in Desmosomen zu findende p0071, aktiviert Rho A Uber
den GEF Ect 2 wahrend der Zellteilung (Wolf et al., 2006).

Neben der Beeinflussung des Aktinzytoskeletts und von Zelljunktionen konnte
eine Vielzahl von weiteren Effekten identifiziert werden, an deren Entstehung
Rho-GTPasen beteiligt sind. Hierzu gehoéren eine Beeinflussung der Ausbildung
von Mikrotubuli, des Zellzyklus und der Zellteilung, der Zellmigration oder
Interaktion mit dem Phospholipidstoffwechsel (Jaffe und Hall, 2005).

1.7 Fragestellung

Die Integritat der Epidermis ist von grof3er Bedeutung fir die Homoostase des
Saugetierorganismus. Im adulten Organismus stellen Desmosomen mit ihren
Strukturproteinen, insbesondere den Desmocadherinen, wichtige Bestandteile
zur Aufrechterhaltung der Barrierefunktion der Haut dar. Es ist zu erwarten,

dass Expression und Verteilung von desmosomalen Proteinen aufgrund ihrer
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Wichtigkeit streng reguliert werden. Die potentiell lebensbedrohliche
Pemphigus-Erkrankung ist ein Beispiel fir eine erworbene autoimmun bedingte
Malfunktion der Desmosomen. Zum Verstandnis dieser Erkrankung und zur
Entwicklung von Therapieansatzen ist es daher wichtig, den Kenntnisstand tber
die physiologische Regulation der Desmosomen in der Epidermis zu erweitern.
Verschiedene Beobachtungen sprechen dafir, dass die klinischen Merkmale
der Pemphigus-Erkrankung auch durch Interferenz mit der physiologischen
Regulation der desmosomalen Haftung ausgeltst werden. Hierbei scheinen
Rho-GTPasen aufgrund ihrer Schlisselrolle in vielen intrazellular ablaufenden
Signalprozessen mit  bekannten Effekten auf Zellzytoskelett und
Adharensjunktionen geeignete  Regulationsproteine im  Hinblick auf
desmosomale Adhé&sion zu sein.

In dieser Arbeit werden deshalb schwerpunktméafiig zwei Zielsetzungen verfolgt:
Zuerst soll der Einfluss von Rho-GTPasen auf die desmosomale Haftung von
Keratinozyten untersucht werden. Darauf aufbauend schlie3t sich dann die
Uberprifung an, ob Pemphigus-IgG tiber eine Beeinflussung von Rho-GTPasen
ihre epidermal destabilisierenden Effekte vermitteln und ob durch eine
experimentelle Beeinflussung der Aktivitat von Rho-GTPasen die zellulare

Wirkung von Pemphigus-IgG beeinflusst werden kann.
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2 Material und Methoden

2.1 Zellkultur

Es wurden zwei Zelllinien in Kultur gehalten. HaCaT (human adult low calcium
elevated temperature)-Zellen sind spontan immortalisierte  humane
Keratinozyten und wurden erstmals 1988 charakterisiert (Boukamp et al., 1988)
Diese stabile Zelllinie ist vollstandig differenzierungsfahig, nicht tumorigen und
in vivo nicht invasiv. Sie ist weiterhin problemlos kultivierbar und bildet schnell
konfluente Zellrasen auf unbehandelten Kulturflaschen oder Deckglasern.

Zur Produktion von Desmoglein-Fc-Konstrukten wurden immortalisierte
CHO (Chinese hamster ovary)-Zellen verwendet. Diese Zelllinie wurde 1957
aus den Ovarien eines Chinesischen Hamsters isoliert (Puck, 1957). Aufgrund
ihrer  Anspruchslosigkeit in den Haltungsbedingungen und einem
leistungsfahigem Genamplifikationssystem sind sie die am haufigsten zur
Proteinexpression verwendeten Saugetier-Wirtszellen (Mohan et al., 2008).
Beide Zelllinien wurden in Dulbecco’s modifiziertem Eagle Medium (DMEM,
Sigma Aldrich, Miinchen) mit einer Konzentration von 1,8 mmol/L Ca*" sowie
4.5 g/L Glucose unter Zusatz von 50 U/ml Penicillin G und 50 pg Streptomycin
sowie 10% fetalem Kalberserum (FCS, Biochrom, Berlin) gehalten. Der
Austausch des Mediums erfolgte jeden zweiten Tag.

Die Linien wuchsen in angefeuchteter Luft mit einem Anteil von 5% CO, bei
37°C bis zum Zeitpunkt der Aufteilung zur Verwendung bzw. zur erneuten
Passage. CHO-Zellen wurden in T25-Flaschen kultiviert und bei Erreichen von
Konfluenz durch Zugabe einer Trypsinlosung (0,05% (w/v) Trypsin, 0,02% (w/v)
EDTA in PBS) vom Flaschenboden abgel6ést. Nach grindlicher Resuspension
mittels einer elektrischen Pipette wurden die Zellen im Verhéaltnis 1:20 bis 1:50
auf neue T25-Kulturflaschen, bzw. zur Proteinaufreinigung auf T175-
Kulturflaschen verteilt. Die HaCaT-Zelllinie wurde in T75-Flaschen gehalten und
ebenfalls bei 90-100%iger Konfluenz geteilt. Vor der Zugabe der Trypsinlésung
wurde fur 30 min eine EDTA-L6sung [0,05% (w/v) EDTA in PBS] zugegeben,
um durch die Chelation von Ca®" die Cadherin-Bindung zu schwéchen und
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somit eine Vereinzelung der Zellen zu erleichtern. Danach erfolgte analog zur
CHO-Kultur die Zugabe von Trypsin, Homogenisierung der Zellsuspension und
Aufteilung auf neue T75-Flaschen im Verhaltnis 1:5-1:10 bzw. fir Versuche die

Aussaat auf Deckglaser.

2.2 Bakterielle Toxine

Das von Clostridium limosum stammende Exoenzym C3 katalysiert die
Ubertragung des ADP-Ribose-Restes vom Co-Substrat NAD auf Asparagin an
Position 41 von Rho A-C. Daraus resultiert eine Inaktivierung dieser GTPase
(Just et al.,, 1992). Um die schlechte Zellgangigkeit der Transferase zu
verbessern, wurde sie an die N-terminale Adaptordomane der
Enzymkomponente C2I des C2-Toxins von Clostridium botulinum gekoppelt
(Haug et al.,, 2006). Das C2INC3 genannte Fusionstoxin wurde in einer
Konzentration von 300 ng/ml Gber 180 min eingesetzt.

Letales Toxin (LT) aus Clostridium sordellii nutzt UDP-Glucose als Co-Substrat,
um Rac und Ras an Threonin in Position 35 zu glykosilieren (Just et al., 1996).
Dies fluhrt zu einer Inaktivierung der betreffenden GTPasen. Es wurde ebenfalls
in Konzentrationen von 300 ng/ml Giber 180 min eingesetzt.

Toxin B, einer der Hauptvirulenzfaktoren von Clostridium difficile, fuhrt, &hnlich
LT, zu einer Glykosilierung von Rho-GTPasen (Just et al., 1995). Ziele sind
allerdings Rho A, B, C, Rac 1-3, Cdc42 sowie TC10 (einem Mitglied der Cdc42-
Untergruppe) mit Glykosylierung von Threonin 37 im Falle von Rho A sowie
Threonin 35 bei Rac1 und Cdc42. Das Toxin wurde in vitro in einer
Konzentration von 200 ng/ml Gber einen Zeitraum von 180 min verwendet. Fur
Versuche mit menschlicher Haut war eine Konzentration von 800 ng/ml nétig.
Der von etwa der Halfte aller Escherichia coli-Stamme produzierte zytotoxische
nekrotisierende Faktor 1 (CNF-1) fuhrt durch Deamidierung zu konstitutiver
Aktivierung der GTPasen Rho A, Rac1l und Cdc42. Im Falle von Rho A
geschieht diese Deamidierung an einem Glutaminrest an Position 63 (Schmidt
et al., 1997). CNF-1 wurde in Konzentrationen von 300 ng/ml Gber 120 min bei
Behandlung mit Kulturzellen bzw. 1200 ng/ml bei Behandlung von Epidermis

verwendet.
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Eine selektive Aktivierung von Rho A ebenfalls Uber eine Deamidierung an
Glutamin 63 gelingt mit dem zytotoxischen, nekrotisierenden Faktor y (CNFy)
aus Yersinia pseudotuberculosis (Hoffmann et al., 2004). Eine Konzentration
von 600 ng/ml Uber einen Zeitraum von 360 min war ndtig, um eine sichere
Aktivierung von Rho A in Kulturzellen zu garantieren. Bei Versuchen mit
Explantaten menschlicher Epidermis war eine Konzentration von 2400 ng/mi
notwendig.

Um die Substratspezifitat der GTPasen in Keratinozyten zu sichern, wurden
Pulldown-Versuche verwendet. Wie in der Western-Blot-Analyse in Abb. 4 zu
sehen, aktiviert CNF-1 Rho A, Rac 1 und Cdc42 in HaCaT-Zellen, wahrend sich
durch CNFy nur Rho A aktiviert wird.

Toxin B, LT sowie C2INC3 wurden uns freundlicherweise von Prof. H. Barth
(Universitat Ulm) dberlassen. CNF-1 und CNFy wurden uns von Prof. G.

Schmidt (Universitat Freiburg) zur Verfiigung gestellt.

Rho Atotal Rho A aktiv Rho Atotal Rho A aktiv
Rho A - — S 21kDa Rho A -- T
CNF-1 - + - +
CNFy - + - +

Rac 1 total Rac 1 aktiv )
Rac 1 total Rac 1 aktiv

Rac 1 — — - 21 kDa Rac 1 - —
CNF-1 - + - +
CNFy - + - +
Cded2 total - Cded2 akliv Cdc42 total  Cdod? aktiv

Cdc 42 e e — - 21 kDa Cdc 42 = s = s 21102

CNF-1 -+ - + CNFy = -

Abb 4: Spezifitat der aktivierenden Toxine in HaCaT-Zellen
In der linken Spalte ist die Wirkung von CNF-1, in der rechten Spalte von CNFy auf die
drei GTPasen dargestellt. CNF-1 aktivierte Rho A, Rac 1 und Cdc42, wahrend CNFy nur
aktivierend auf Rho A einwirkte. Die Banden ,total* dienten dem Nachweis, dass sich die

Gesamtmenge an in der Zelle vorhandener GTPase nicht verandert hat, n = 3.
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2.3 Antikorper und Testreagenzien

Antik6rper wurden bei indirekter Immunfluoreszenzmikroskopie und zur
Immundetektion von Proteinen auf Nitrozellulosemembranen verwendet. Hierzu
wurden immer Primarantikdrper gegen Epitope des zu untersuchenden
die den Fc-Tell

Primarantikorpers erkennen (Tab 1, 2). Zur gezielten pharmakologischen

Zielproteins mit Sekundarantikbrpern verwendet, des

Beeinflussung bestimmter Proteine wurden die in Tab. 3 dargestellten
Mediatoren verwendet. ALEXA 488 ist ein Fluorophor, das hier gekoppelt an
Phalloidin zur Farbung von Aktin verwendet wurde (1:60 in PBS). Phalloidin ist
ein Toxin des Knollenblatterpilzes und bindet spezifisch filamentares (F-)Aktin.

2.3.1 Primdrantikorper

Tab. 1: Verwendete Priméarantikorper

Konzentration

Antikorper Typ Hersteller IF Blot
a-Dsg 1 p124 monoklonal  Progen, Heidelberg 1:100  n. verw.
a-Dsg 1 p23 monoklonal  Progen, Heidelberg 1:100 n.verw.
a-Dsg 3 p194 monoklonal  Progen, Heidelberg 1:100  n. verw.
a-Dsg 3 2/04 monoklonal  Zytomed, Berlin 1:100  n. verw.
a-E-Cadherin monoklonal BD, San Jose 1:100  n. verw.
a-Desmoplakin polyklonal Biozol, Eching 1:100 n.verw.
a-Cytokeratin 14 monoklonal Chemicon, Rosemont  1:100  n. verw.
a-Plakoglobin monoklonal  Serva, Heidelberg 1:100  n. verw.
a-Rho A monoklonal  Upstate, Hamburg 1:100 1:500
a-Rac 1 monoklonal  Upstate, Hamburg 1:100  1:500
a-Cdc42 monoklonal  Upstate, Hamburg n.verw. 1:500
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2.3.2 Sekunddrantikoérper

Tab. 2: Verwendete Sekundarantikorper

Konzentration

Antikorper Abk. Hersteller Cy3-gek. POX-gek.
Ziege-anti- . _ _
Maus-Fc gam Dianova, Hamburg 1:600 1:3000
A SCNIL garb Dianova. Hamburg 1:600 n. verw.

Kaninchen-Fc

2.3.3 Testreagenzien

Tab. 3: Weitere verwendete Testreagenzien
Name Hersteller Funktion Konzentration
Y27632 Calbiochem Inhibition Rho-Kinase 30 uM
SB202190 Calbiochem Inhibition p38 MAPKa, 10 uM

24 Desmoglein-Fc-Proteinaufreinigung

Ein Konstrukt aus entweder Dsg 1 oder Dsg 3, gekoppelt an einen Fc-Tell,
wurde stabil in CHO-Zellen exprimiert (Waschke et al., 2005) und von diesen in
den Uberstand des Nahrmediums sezerniert.

Um eine Verunreinigung des Protein-Endproduktes zu verhindern, wurden die
transfizierten CHO-Zellen nach der letzten Aufteilung in Immunglobulin-
defizienten Medium gehalten. Dieses wurde nach drei Tagen aus den
Kulturflaschen abgesaugt und nach Zugabe von Proteaseinhibitoren (Aprotinin
Leupeptin und Pepstatin, jeweils 20pug/ml) 25 min bei 11 000 g zentrifugiert.

Die Isolation der  Dsg-Fc-Konstrukte  wurde  mittels  Protein-A-
Affinitatschromatographie vorgenommen, da Protein-A aus dem Bakterium
Staphylococcus aureus in der Lage ist, den Fc-Teil von Antikdrpern zu binden.
Hierzu wurde eine 5 ml Spritze mit 1 ml Protein A-Agarose beflillt, das Material
ober- und unterhalb mit Fritten positioniert und vor Verwendung mit 20 ml HbSS
gespult. Das Medium wurde langsam bei 4°C Uber Nacht Uber die Protein-A-
Agarose geleitet. Die Elution des Dsg-Fc-Konstruktes von der Agarose erfolgte
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durch Zugabe von 3 ml 20 mM Natriumcitrat mit pH 2,4 nach Spulen mit 10 ml
HbSS. Das Eluat wurde in insgesamt sechs 0,5 ml-Portionen in
Reaktionsgefalle aufgenommen, in denen zuvor 10 pl 2M Na-Carbonat
vorgelegt worden war. Mit 1 M NaOH bzw. 1 M HCI wurden die Eluate auf einen
pH von 7,0 — 8,0 eingestellt. Das Fusionsprotein wurde in dinnen Dialyse-
schlauchen bei 4°C tUber Nacht gegen 5 | HbSS dialysiert und danach mit der
Bradford-Methode die Menge an Protein bestimmt. Nach Portionierung erfolgte

die Lagerung bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C.

2.5 Aufreinigung der Patienten- und Kontroll-Antikorper

Es wurden Seren von zwei PV- sowie zwei PF-Patienten verwendet, deren
Erkrankung Klinisch, histologisch und serologisch nachgewiesen wurde. Der
mittels ELISA erhobene Wert der Dsg 1- bzw. Dsg 3-Autoantikdrper ist in
arbitraren Einheiten pro ml (U/ml) in Tab. 4 aufgefuhrt und entspricht einer
semiquantitativen Kalibrierung des zu untersuchenden Serums an einer
Referenzprobe.

Die Seren der Patienten wurden von Prof. Dr. med. Zillikens,
Universitatshautklinik Lubeck zur Verfugung gestellt. Weiterhin stand Serum

eines gesunden Freiwilligen zur Verfliigung.

Tab. 4. Antikdrperwerte der verwendeten Patientenseren

ELISA Dsg 1 (U/ml) Dsg 3 (U/ml)
PV IgG 1 535 1098
PV IgG 2 280 685
PFI1gG 1 95,4 -

PF 1gG 2 128,4 ]

Die Aufreinigung zur Gewinnung von IgG-Fraktionen erfolgte analog Punkt 2.4,
sodass man als Eluat statt des Dsg-Konstrukts ein gereinigtes
Antikdrpergemisch erhielt. (PV-/PF-IgG bzw. IgG der gesunden Kontrollperson,
nachfolgend NH-IgG abgekiirzt). Dieses wurde Uber Nacht gegen 5 | PBS
dialysiert, danach mittels Bradford-Analyse die Proteinkonzentration bestimmt,

25



2 Material und Methoden

anschlieRend portioniert und bei -80°C bis zur Verwendung gelagert. Bei allen

Versuchen wurde eine Endkonzentration von 0,15 mg/ml eingesetzt.

2.6 Indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie

Zur Darstellung spezifischer Strukturen in  HaCaT-Zellen bzw. in
Epidermisschnitten wurden Antikorper verwendet, die Epitope der jeweiligen
Zielstrukur erkennen. Der Fc-Teil dieser gebunden Primarantikérper wird
wiederum von einem zugegebenem Sekundarantikdrper erkannt, der mit einem
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt ist. Durch Anregung mit Licht bestimmter
Wellenlange werden diese Fluorophore angeregt und emittieren selbst Licht
sichtbarer Wellenlange. So leuchtet Indocarbocyanin (Cy 3) rot, wéhrend
ALEXA 488 gruines Licht emittiert.

HaCaT-Zellen wurden im Verhéltnis 1:3 auf runde Deckglaschen (Z 12 mm)
aufgeteilt und bis zur Konfluenz in DMEM gehalten. Danach erfolgte die
Versuchsbehandlung mit dem jeweiligen Agens. Nach Beendigung wurden die
Zellen auf den Deckglaschen mit 2% Formalin (frisch aus Paraformaldehyd,
PFA, hergestellt) dber 10 min fixiert und anschlieBend fir 5 min mit
0,1% (w/v) Triton X-100 in PBS permeabilisiert. Alternativ wurde statt der
beiden vorherigen Schritte auch Aceton (-20°C, 2 min) verwendet. Nach
grundlichem Waschen mit PBS wurden die Deckglaser auf Objekttrager
uberfuhrt. Zur Absattigung unspezifischer Antikbrperbindungsstellen erfolgte pro
Deckglas die Zugabe von 20 pl BSA-NGS [0,1% (v/v) Rinderserumalbumin mit
10% (v/v) Ziegenserum in PBS] fir 30 min bei Raumtemperatur. Nach
Absaugen des BSA-NGS wurden die Zellen mit 20 pl des Primarantikdrpers im
entsprechenden Verhéltnis in einer feuchten Kammer bei 4°C Uber Nacht
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS Uber jeweils 5 min wurden die
Zellen mit dem entsprechenden Sekundarantikbrper mit oder ohne
ALEXA 488-Phalloidin fir 60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem
dreimaligem Waschen mit PBS Uber jeweils 5 min wurden die Deckglaschen
auf einen Objekttrager mit einem Tropfen NPG [1% (w/v) n-propyl-Gallat mit
60% (v/v) Glycerin in PBS] mit der Zellseite nach unten verbracht. NPG
vermindert das Ausbleichen des Praparates durch kurzwelliges Licht (Giloh und
Sedat, 1982).
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2.7 Proteinkonzentrationsbestimmung

Proteinkonzentrationen mussten zur Aufreinigung der Dsg-Konstrukte und
Patientenantikorper sowie bei den Pulldown-Versuchen und den
Proteinextraktionsversuchen bestimmt werden. Hierbei kamen folgende zwei

Methoden zum Einsatz:

2.7.1 Bradford-Methode

Diese Methode kann nur unter nicht denaturierenden Bedingungen verwendet
werden. Sie beruht darauf, dass der Farbstoff Coumassie Brilliant Blau in
ungebundenem Zustand Absorbtionsmaxima bei 470 nm und 650 nm, Uber
basische und hydrophobe Seitenketten an Proteine gebunden allerdings ein
Maximum bei 595 nm aufweist (Bradford, 1976). Je mehr Protein einem
Uberschuss an Bradford-Reagenz (Roth, Karlsruhe) zugegeben wird, desto
starker absorbiert diese Probe Licht der Wellenlange 595 nm. Um eine
gquantitative Aussage Uber die Proteinmenge machen zu kénnen, muss eine
Eichgerade mit Proben bekannter Konzentration angelegt werden.

Zu einem Milliliter der Bradford-Lésung im Verhéltnis 1:5 wurden jeweils 10 pl
der Proben zugegeben. Fur die Standardreihe verwendete man jeweils 10 pl
eines BSA-Standards zwischen 0,1 und 2 mg/ml.

Nach dem Schutteln der Proben und 10 min Inkubation bei RT wurden diese in
ein Photometer-Rohrchen Uberfihrt und die Extinktion bei 595 nm im

Photometer gemessen.

2.7.2 Amidoschwarz-Methode

Diese Methode kann auch bei Proteingemischen angewandt werden, die in
hohen Konzentrationen eines Detergentiums gelost sind (Nakamura et al.,
1985). Er eignet sich somit auch fur in SDS-Puffer geloste Proben. Der
Farbstoff Amidoschwarz 10B bindet unter sauren Bedingungen an die
Amidostickstoffe des Proteingemisches und kann danach photometrisch bei
620 nm bestimmt werden.

Ein schmaler Streifen Zelluloseacetatfolie wurde mittels eines Bleistifts in gleich
breite Abschnitte unterteilt und frei schwebend zwischen zwei Metallklammern
fixiert. Auf jeden dieser Abschnitte wurden 5 pl des Proteingemisches sowie ein
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Standard aus Proteinen bekannter Menge schlangenlinienférmig verteilt. Die
Streifen wurden daraufhin 10 min bei RT in der Féarbelésung [0,5% (w/v)
Amidoschwarz, 45% (v/v) Methanol, 10% (v/v) Essigsaure und 45% (v/v) Aqua
dest.] gebadet. Danach wurden die Membranen mit einer Entfarbelésung
[47,5% (v/v) Methanol, 5% (v/v) Essigsdure und 47,5% (v/v) Aqua dest.]
mehrmals gewaschen, bis die kein Protein tragenden Abschnitte vollstandig
entfarbt waren. Nach Trocknung wurden die unterteilten Segmente des
Streifens abgeschnitten und in Reaktionsgefal3e Gberfuhrt. Nach Zufligen einer
Lyselosung [2% (w/v) Trichloressigsaure, 16% (v/v) Ameisenséaure, 2% (v/v)
Essigsaure, 82% (v/v) Aqua dest.] l6ste sich die Membran bei 60°C tber 30 min
auf. Nach kraftigem Vortexen liel3 sich photometrisch die Extinktion messen und

anhand des Eichstandards die Menge an Gesamtprotein bestimmen.

2.8 SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Das Prinzip der SDS-PAGE  besteht in der unterschiedlichen
Laufgeschwindigkeit von verschieden grof3en Molekilen durch eine Gelmatrix
aus Acrylamid und Bisacrylamid in einem elektrischen Feld. Hierzu wird der zu
untersuchenden Probe das anionische Detergens SDS (Sodium-Dodecyl-
Sulfat) im Uberschuss zugegeben. Die Anlagerung von SDS an das Protein
fuhrt einerseits zur Auflésung von Quartar-, Tertidr- und Sekundarstruktur der
Proteine, andererseits zur Maskierung der unterschiedlichen Ladungen. Somit
sind die Molekdle einheitlich negativ geladen und liegen in einem linearisierten
Zustand vor. Die Denaturierung wird unterstutzt durch Erhitzen der Probe auf
95°C. Somit wird eine Beeinflussung des Ergebnisses durch die raumliche
Struktur vermieden und die Proteine wandern durch ihre negative
Gesamtladung entsprechend ihrer Masse im elektrischen Feld unterschiedlich
schnell zur Anode.

Die Auftrennung des Proteingemisches erfolgte nach der Laemmli-Methode
(Laemmli, 1970). Hierbei wurden die in dreifach konzentriertem SDS-Puffer
gelésten Proben erst in einem 5% (v/v) Polyacrylamid-Gel gesammelt und
deren Bestandteile dann in einem 7,5% (v/v) oder 15% (v/v) Gel der Grol3e
nach aufgetrennt. Die Polymerisation des Gels wurde mit APS

(Ammoniumpersulfat) initiiert und mit TEMED (Tetramethyethylendiamin)
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katalysiert. Verwendet wurden hierbei vertikale Elektrophorese-Gelsysteme
(Biorad, Munchen). Zwischen zwei im Abstand von 1 mm senkrecht
angeordneten Glasscheiben wurde zuerst das Trenngel mit einer Hohe von ca.
7 cm auspolymerisiert, danach das Sammelgel (Hohe ca. 8 mm) zugegeben
und ein Kunststoffkamm eingefiigt. Nach der Polymerisation des Sammelgels
und dem Entfernen des Kammes wurden die Proben in die entstandenen
Taschen geflllt und mittels der angelegten elektrischen Spannung von 80 V im
Sammelgel und 130V im Trenngel bei RT elektrophoretisch getrennt. Zur
GroRRenidentifikation der Proteine wurde einer der Taschen immer ein Marker
zugeflugt, der ein Gemisch aus Proteinen bekannter GroéRe enthielt [PPL
(prestained protein ladder), Fermentas, St. Leon-Rot]. Nach der Auftrennung

erfolgte der Transfer der Proteine auf Nitrozellulosemembranen (siehe 2.9).

2.9 Westernblotting und Immundetektion von Proteinen

Um die nach ihrer Gro3e aufgetrennten Proteine naher untersuchen zu kénnen,
wurden sie durch Stromfluss im halbtrockenen Verfahren zunachst von dem
SDS-Gel auf eine Nitrozellulosemembran (Hybond-C extra, Amersham,
Braunschweig) Ubertragen (Towbin et al., 1979). Hierzu wurden zwischen zwei
Graphitelektroden einer Mini-Transblot-Kammer (Biorad) drei mit Transferpuffer
[25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20% (v/v) Methanol] angefeuchtete Filterpapiere
positioniert. Darauf wurden von unten nach oben die Nitrozellulosemembran,
das Gel sowie nochmals drei feuchte Filterpapiere angeordnet. Uber die
Elektroden wurde ein Stromfluss von 0,8 mA/cm? Gelflache iiber 90 min
eingestellt, um die Proteine auf die Membran zu Ubertragen.

Die Detektion spezifischer Proteine auf der Membran erfolgte mittels
Erstantikbrper gegen Epitope des jeweiligen Proteins und Zweitantikdrper
gegen den Fc-Teil des Erstantikorpers.

Um eine Absattigung noch vorhandener hydrophober Bindungsstellen an den
Proteinen zu erreichen, wurde die Membran direkt nach dem Elektrotransfer fur
30 min in 5% (w/v) Magermilch in PBS mit 0,05% (v/v) Tween 20 inkubiert.
Daraufhin erfolgte die Zugabe des entsprechenden Erstantikorpers fur 16 h bei
4°C. Nach dreimaligem Waschen mit PBS + 0,05% Tween 20 wurde die
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Membran fir 1h bei RT mit Meerrettich-Peroxidase-gekoppeltem
Zweitantikorper inkubiert.

Zur Sichtbarmachung des gebundenen Zweitantikbrpers wurde die ECL
(enhanced chemiluminescence)-Methode verwendet (Whitehead et al., 1979).
Nach erneutem dreimaligen Waschen mit PBS + 0,05% Tween 20 wurde die
Membran in einem 1:1 Verhaltnis der ECL-L6sungen | und Il zur Initiierung der
Peroxidasereaktion geschwenkt. Das Meerrettich-Peroxidase-Enzym des
Zweitantikorpers katalysiert die Oxidation des in der ECL-L6sung | vorhandenen
Luminols, das in Gegenwart von H,O, (ECL-L6sung 1) in ein lichtemittierendes
Carbonyl umgewandelt wird.

In einer Dunkelkammer wurde die Membran in eine lichtundurchlassige
Rontgenkassette gelegt, mit einem Rdntgen-Detektionsfilm bedeckt und je nach
Intensitat des ECL-Signals entsprechend lange belichtet. Danach wurde der
Rontgenfilm fur 1 min in der Entwicklerlésung gebadet, kurz in Aqua dest.
geschwenkt und daraufhin fr 1 min in die Fixierlésung verbracht. Anschliel3end

erfolgte die Trocknung, Digitalisierung und Auswertung.

2.10 Messung der  Aktivitit von  Rho-GTPasen  mit
Pulldown-Versuch

Hierbei wurden Reagenzien des Herstellers Upstate (Lake Placid, USA) nach
den entsprechenden Vorgaben verwendet. Das Prinzip besteht in der
Abtrennung der aktiven Form der GTPase von der inaktiven, da verfigbare
Antikdrper nicht zwischen den beiden Zustanden unterscheiden kénnen.
Wichtigstes Reagens ist ein Fusionsprotein aus der Bindungsdomane eines
Effektormolekiils der entsprechenden GTPase und eines
Glutathion-S-Transferase (GST)-Abschnitts, Uber den es an Gluthation-Agarose
gekoppelt ist. Als Effektor-Domane wurde bei dem Rho-Aktivierungsversuch
Rhotekin verwendet, wahrend bei der Variante fir Rac 1 und Cdc42 die
Bindungsdoméane von Pakl zum Einsatz kam. Die so konjugierte Agarose
bindet spezifisch die aktive, GTP-gebundene Form der GTPase. Diese kann
nach Zentrifugation, Verwerfen des Uberstandes und Elution von der Agarose

durch SDS-Puffer mittels Western-Blot semiquantitativ dargestellt werden.
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Konfluente HaCaT-Zellen wurden in T75-Flaschen unter verschiedenen
Versuchsbedingungen mit Toxinen bzw. Pemphigus-IgG behandelt. Danach
wurde das Medium abgesaugt und nach dreimaligem Waschen mit 10 ml
eiskalten PBS 1 ml des Lysepuffers [bestehend aus dem Assay-Puffer, 0,5%
(w/v) Natriumdesoxycholat, 0,1% (w/v) SDS sowie Proteaseinhibitoren
(Aprotinin, Leupeptin, Pepstatin, jeweils 20 pg/ml)] far 10 min auf Eis
zugegeben. Die Zellen wurden mit einem Schaber vom Flaschenboden
abgel6st, zusammen mit dem Lysepuffer in 1,5 ml-Reaktionsgefal3e tberfihrt
und fir 5 min bei 4°C und 14.000 g zentrifugiert. Der entstehende Uberstand
wurde auf die Agarose Uberfuhrt und die ReaktionsgefalRe fr 45 min bei 4°C
auf dem Drehrad gelagert. Mit einem Teil des Uberstandes wurde die
enthaltene Menge Gesamtprotein durch das Bradford-Verfahren ermittelt.

Nach dem Anlagern von GTP-gebundener GTPase an die Agarose wurde nach
dreimaligem Waschen mit dem Lysepuffer das Agarose-Pellet in 10 pl
SDS-Puffer fur die Auswertung mittels Western-Blot aufgenommen. Dieser
wurde analog Punkt 2.8 und 2.9 unter Verwendung eines 15%-Agarosegels
durchgefuhrt. Es wurde darauf geachtet, pro Spur jeweils die gleiche
Proteinmenge aufzutragen. Die anschlieende Immundetektion der GTPase

erfolgte mit spezifischen Antikdrpern gegen Rho A, Rac 1 bzw. Cdc42.

2.11 Proteinextraktion

Diese Methode wurde verwendet, um die Menge an Dsg 3, die an das
Zytoskelett gebunden vorliegt, getrennt von derjenigen beurteilen zu kénnen,
die sich im zytoplasmatischen Kompartiment bzw. frei in der Zellmembran
befindet. Hierzu wurden HaCaT-Zellen in 60 mm-Petrischalen bis zur Konfluenz
gehalten. Nach Inkubation unter den jeweiligen Versuchsbedingungen wurde
den Schalen Extraktionspuffer [1% (w/v) Triton X-100, 10 mM Tris, 140 mM
NaCl, 5 mM EDTA, 2 mM EGTA, jeweils 20 pg/ml Leupeptin, Pepstatin und
Aprotinin, 1 mM PMSF] fur 10 min auf Eis zugegeben. Danach wurden die
Zellen mit einem Schaber vom Boden der Schalen gel6st, in Reaktionsgefal3e
uberfihrt und fir 30 min bei 4°C und 14.000 U/min zentrifugiert. Der Triton-
l6sliche Uberstand enthielt die nicht zytoskelettal gebunden Proteine und wurde

mit dreifach konzentriertem SDS-Puffer versetzt. Das Sediment mit den
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restlichen Proteinen, also auch den am Zytoskelett verankerten Desmogleinen,
wurde in SDS-Puffer fir 5 min bei 95°C geldst. Beide Fraktionen wurden in
einem 7,5%-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und mittels Western-Blot auf

ihren jeweiligen Gehalt an Dsg 3 hin Uberpruft.

2.12 Laserpinzette

Mit der Laserpinzette wurden die Veranderungen der Desmocadherin-
vermittelten Adhéasion auf HaCaT-Zellen unter Behandlung mit Pemphigus-lgG
sowie mit bakteriellen Toxinen zur Aktivierung bzw. Inhibierung von Rho-

GTPasen gemessen.

2.12.1 Beschichtung der Protein-A-Mikroperlen mit den
Dsg-Fc-Konstrukten

Fur die Versuche mit der Laserpinzette wurden Protein-A-beschichtete
Polystyrenperlen (& 2,8 um, Dynal Biotech, Norwegen) mit den
Dsg-Fc-Konstrukten gekoppelt. Durch Aufbringen dieser Mikroperlen auf die
Oberflache von HaCaT-Zellen entstanden artifizielle Zell-Mikroperlen-Kontakte.
Innerhalb dieser Kontaktflachen lieR sich Dsg 1, Dsg 3 und Plakoglobin
nachweisen, allerdings keine vollstandigen Desmosomen (Waschke et al.,
2005).

Nach dreimaligem Waschen der Mikroperlen mit Puffer A (0,1 M Na-Phosphat
pH 8,1) erfolgte die Bindung von 5 pg des jeweiligen Dsg-Fc-Konstruktes an
Protein A fur 16 h bei 4°C in Puffer A bei sanfter Rotation, um Aggregationen
der Perlen zu vermeiden. Die Quervernetzung der Konstrukte mit Protein A
wurde nach dreimaligem Waschen mit Puffer A sowie dreimaligem Waschen
mit Puffer B (0,1 M Na-Borat pH 9,0) mit 4,15 ul DMP in 95,85 pl 0,1 M Na-
Borat pH 8,5 bei RT fur 45 min durchgefuhrt. Nach dreimaligem Waschen mit
Puffer C (0,2 M Ethanolamin pH 8,0) erfolgte die Abséattigung der Mikroperlen in
Puffer C tGber 120 min bei RT. Die beschichteten Mikroperlen wurden nach

Austausch des Ethanolamins durch HbSS auf dem Drehrad bei 4°C gelagert.
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2.12.2 Prinzip der Laserpinzettentechnik

Die Technik der Laserpinzette wurde erstmals 1970 eingefuhrt (Ashkin, 1997)
und als optische Falle bezeichnet. Hierbei macht man sich zunutze, dass
energiereiches gebindeltes Licht auf stark lichtbrechende runde Partikel, deren
Durchmesser deutlich gréf3er als die Wellenlange des Lichts ist, zweierlei Krafte
ausibt: Einerseits den vertikal einwirkenden Strahlungsdruck der Photonen,
der den Partikel bei von unten einwirkendem Laserlicht vom Untergrund abhebt
und andererseits durch die Brechung des Lichts horizontal wirkende
Kraftkomponenten, die ihn in die Mitte des Lichtstrahls hineinziehen. Dadurch
wird der Partikel innerhalb des Strahls in drei Dimensionen fixiert und l&sst sich
durch  Auslenkung des Lichtblindels bzw. durch Bewegung der

darunterliegenden Zellschicht in seiner Position verandern.

. ——————— Laserstrahl

Mikroperle
Dsg-Fec-Konstrukt

Dsg/Dsc

ERERERT
_—— HaCaT-Zelle

L — — —I— Deckglas
e e g

a 3 . :

Abb. 4: Schema der Laserpinzette

Ein von unten durch eine auf Deckglasern gewachsene Einzelzellschicht von HaCaTs
geleiteter Laserstrahl Ubt horizontal und vertikal wirkende Kréfte auf sich an der
Oberflache befindende Mikroperlen aus (a). Durch ihre Dsg-Beschichtung waren die
Perlen prinzipiell in der Lage, homo- oder heterophil an Desmocadherine auf der
Zelloberflache zu binden, weitere desmosomale Proteine zu rekrutieren und somit den
durch den Laser vermittelten Kraften zu widerstehen. Das Rasterelektronenmikroskop
zeigte von der Zelloberflache ausgehende Auslaufer an den Mikroperlen, die den
ausgebildeten Adhasionskontakten entsprechen kénnten (b, modifiziert nach Waschke et
al., 2005).

Fur alle Versuche wurden HaCaT-Zellen auf Deckglasern (& 24 mm) im
Verhéltnis 1:3 ausgeséat und bis zum Erreichen von Konfluenz in DMEM im

Brutschrank kultiviert.
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Die Laserpinzette ist ein Eigenbau des Instituts fir Anatomie und Zellbiologie
der Universitat Wirzburg (Baumgartner et al., 2003). Der Strahl eines Nd:Yag-
Lasers (1064 nm Wellenlange) wird Uber ein Linsensystem Uber die hintere
Apertur des Objektives (100x1.3, Ol, Carl Zeiss Microimaging, Oberkochen)
eines Mikroskops (Axiovert 135, Carl Zeiss Microimaging) geleitet und auf eine
Leistung von 42 mW eingestellt. Mittels einer Kamera wurde das Bild auf einen
Computermonitor Gbertragen, um eine Exposition des Auges mit dem Laserlicht
zu verhindern. Ein Piezoelement, auf dem das Deckglas mit den Zellen
befestigt war, ermdglichte Uber ein Steuergerat eine prazise Bewegung der

Zellen in allen drei Achsen relativ zum Laserstrahl.

2.12.3 Durchfiihrung der Versuche mit der Laserpinzette

Jedes beim Versuch verwendete Deckglaschen wurde mit 190 yl DMEM und
10 ul Mikroperlen-Suspension bedeckt und fur 30 min bei 37°C gelagert, damit
die beschichteten Perlen auf die Zelloberflache sinken und Kontakte ausbilden
konnten. Daraufhin exponierte man die Perlen dem Licht des Lasers. Liel3en
sich die Perlen dadurch aus der fokalen Ebene herausldsen und horizontal
bewegen, so wurden sie als ,ungebunden” gewertet, gelang dies nicht, wurden
sie als ,fest* gewertet. Insgesamt wurden pro Deckglas 100 Perlen auf diese
Weise in multiplen Gesichtsfeldern ausgezahlt und die Anzahl gebundener
Perlen als 100% definiert.

Danach erfolgte die eigentliche Behandlung mit dem Antikorper-Gemisch der
Pemphigus- bzw. Kontrollpatienten und/oder den Toxinen fur die angegebene
Konzentration und Zeit bei 37°C, woraufhin die erneute Auszahlung von 100
Perlen erfolgte. Die Anzahl der nicht verschiebbaren Perlen wurde mit
derjenigen vor Beginn des Experiments verglichen. Der erhaltene Prozentwert
ist ein Mafld fur die reduzierte bzw. gesteigerte Bindungsfahigkeit der

Desmocadherine.

2.13 ex vivo-Hautmodell

Von den Leichen frisch verstorbener Korperspender (Todeszeitpunkt maximal
16 h zuvor) wurden von verschiedenen Stellen der Korperoberflache ein ca.
8x8 cm grol3es Stiick der Haut ohne subkutanes Fett entfernt (Tab. 5). Diesen
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Hautlappen unterteilte man in ca. 3x3 mm grol3e Stlcke, die dann unter den
verschiedenen Versuchsbedingungen in Kulturmedium (DMEM mit 10% FCS
und 50 U/ml Penicillin G/50 pug Streptomycin) bei 37°C im Brutschrank in den

Vertiefungen einer 96-Loch-Platte inkubiert wurden.

Tab. 5: Daten der Koérperspender

Lfd. Nr. Geschlecht Geburtsdatum Alter Entnahmeort
31/04 weiblich 19.11.1916 88 Oberschenkel
32/04 weiblich 31.03.1916 88 Schulter
02/05 mannlich 14.02.1930 75 Oberschenkel
11/05 mannlich 09.05.1932 72 Oberschenkel
19/05 mannlich 03.11.1911 93 Oberschenkel
21/05 weiblich 08.11.1920 84 Schulter
33/05 mannlich 02.11.1912 93 Oberschenkel

Die Vitalitat der Epidermis wurde vor und nach Inkubation mit 3-[4,5-
Dimethyldiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazolimbromid  (MTT, Sigma Aldrich)
Uberpruft. Das gelbliche MTT wird von mitochondrialen Dehydrogenasen zu
einem blauen Formazan reduziert (Abb. 5a). Als Negativkontrolle diente
abgetotete Dermis (65°C, 30min; Abb. 5b).

e .

“——

&
a b

Abb. 5: Darstellung der Lebendigkeit der Epidermis durch MTT

Das gelbliche MTT wurde von lebendigen Keratinozyten mitochondrial in ein blaues

Formazan umgewandelt (a). Nach Abtdétung der Epidermis durch Hitze blieb der

Farbumschlag aus (b). MaRstab: 2 mm.

Nach der Inkubation unter den verschiedenen Bedingungen wurden die

Hautstiicke aus den Vertiefungen der 96-Loch-Platten in Kupferschalchen
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Uberfuhrt, dort in Reichert-Jung-Medium (Cambridge Instruments, Nuf3loch)
eingebettet, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.
Mittels eines Cryostats (Reichert-Jung 2800 Frigocut; Cambridge Instruments)
wurden 5 um dicke Schnitte der Hautproben angefertigt. Nach jedem Schnitt
wurden mindestens 50 pum verworfen und der nachste Schnitt mikroskopisch
auf epidermale Spalten Uberpruft. Hierdurch lie3 sich sicherstellen, dass keine
Spalte mehrmals angeschnitten wurde. Die Schnitte wurden auf Objekttrager
uberfihrt und bei 37°C mit Aceton fur eine Minute fixiert und permeabilisiert.
Danach erfolgte die immunzytochemische Markierung mit Antikérpern gegen
Dsg 1 und 3 analog 2.6.

Um didnnere Schnitte zu erhalten, wurde bei einem Teil der Proben eine
Einbettung in Epoxydharz (Epon-Glycidether) vorgenommen. Hierzu fixierte
man das Hautstick in 2% Formalin (frisch angesetzt aus PFA) fur 60 min. Nach
dreimaligem Waschen mit Aqua dest. fir 15 min wurden die Proben mittels
einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert. Den Hautstlicken wurde jeweils
fur 15 min eine 30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 96% sowie zweimalig 100%
Ethanollésung zugefigt. Danach erfolgte die Inkubation in Propylenoxid fur
zweimalig 30 min. Fur 16 h wurden dann die Proben mit einem 1:1-Gemisch
aus Propylenoxid und Epon-Glycidether inkubiert. Nach Verdampfen des
Propylenoxids erfolgte die Uberfiihrung in reines Epon fir zweimal jeweils 120
min. Danach wurden die Proben in Epon in kleinen Tragern eingebettet und das
Harz in einem Ofen Uber 48h bei 65°C ausgehartet. Mit einem Ultramikrotom
(Ultracut E; Reichert-Jung, Cambridge Instruments) wurden Semidinnschnitte
(1 um Dicke) angefertigt und mit Toluidinblau gefarbt. Zur Immunfarbung einiger
dieser Schnitte wurde zuvor das Epon herausgelost. Dies erfolgte durch
Behandlung mit Natriummethalonat [55% (v/v) 5,4 M Natriummethoxid (Sigma-
Aldrich), 22,5% (v/v) Methanol, 22,5% (v/v) Toluol) fir 5 min, gefolgt von einem
1:1-Gemisch aus Methanol und Toluol fir 5 min und zweimalig Aceton fur 5
min. Nach waschen mit Aqua dest. und PBS fir jeweils 5 min wurden die

Proben analog 2.6 mit Antikdrpern zur Immunfluoreszenz-Darstellung markiert.
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2.14 Auswertung des Bild- und Datenmaterials

Alle gezeigten Abbildungen wurden mit einem Laserkonfokalmikroskop (LSM
510, Carl Zeiss Microimaging GmbH, Jena) mittels eines 40x NA 1.3 oil
plan-Neofluar- und eines 63x NA 1.4 oil plan-Apochromat-Objektives (Carl
Zeiss Microimaging GmbH) angefertigt. Die Begutachtung und initiale
Bearbeitung wurde mit dem Programm Zeiss LSM Image Browser 2.80.1123
durchgefuhrt. Fir die Weiterverarbeitung und Zusammenstellung der Bilder
wurde Adobe Photoshop CS3 (Adobe Systems, San Jose, USA) verwendet. Die
Schemazeichnungen wurden mit Adobe lllustrator CS3 (Adobe Systems)
angefertigt.

Zur Auswertung der Hautschnitte wurden diese an einem Mikroskop (Axioskop
2 mot plus) Uber das Objektiv 1,25x Plan Neofluar (beides Carl Zeiss
Microimaging) mit einer digitalen Kamera (HRP-100, Diagnostic Instruments
Inc., Sterling Heights, USA) aufgenommen und die Lange der Spalten mit dem
Programm Spot Advanced 4.6 (ebenfalls Diagnostic Instruments Inc.)
gemessen.

Die Auswertung der entwickelten Western-Blots erfolgte durch Grauwertanalyse
mit Adobe-Photoshop CS3. Nach Abziehen eines Leerwertes eines
ungeschwarzten Teilstiicks des Rontgenfiimes konnten so die Intensitaten
verschiedener Banden miteinander verglichen werden.

Die statistischen Auswertungen wurden nach Beratung durch einen Statistiker
mit dem Programm SigmaStat 3.5 (Systat Software GmbH, Erkrath,
Deutschland) durchgefuhrt. Eine Signifikanz wurde ab einem p-Wert < 0,05
angenommen. Fir die Auswertungen der Laserpinzettenversuche wurde nach
Uberprifung der Messwerte auf Normalverteilung mittels Kolmogorov-Smirnoff-
Test der zweiseitige, gepaarte Student’'s t-test verwendet (Abb. 10, 18). Die
Auswertung der Ergebnisse der Hautschnitttingen wurde mit einem
zweiseitigem, ungepaarten Student’'s t-test durchgefihrt und das
Signifikanzniveau Bonferroni-korrigiert (Abb. 15). Die Densitometrien der
Pulldown-Versuche (Abb. 19-21) wurden mittels eines ,ANOVA on ranks“-Tests
auf Signifikanz Uberpruft (Kruskal-Wallis einfaktorielle Varianzanlyse, gefolgt

von einem Paarvergleich mittels der Methode nach Student-Newman-Keuls).
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3 Ergebnisse
3.1 Bedeutung der Rho-GTPasen fiir die Integritit der
Epidermis

Um einen Eindruck von der Verteilung von Rho-GTPasen in menschlicher
Epidermis zu gewinnen, wurden Hautschnitte gegen die Rho-GTPasen Rho A
und Rac 1 immungefarbt. Es zeigte sich, dass in den unteren
Epidermisschichten die Rho A-Immunfarbung hauptsachlich entlang der
Plasmamembran auftritt, wahrend sie in den oberflachlicheren Schichten
geringer und diffuser sichtbar ist (Abb. 6a). Im Gegensatz dazu dominiert Rac 1
vor allem in den oberflachlichen Schichten (Abb. 6c). Die Aktinfarbung diente

der Darstellung der gesamten Epidermis (Abb. 6b, d).

Abb. 6: Verteilung von Rho A und Rac 1 in menschlicher Epidermis
Immunfarbung gegen Rho A (a), Rac 1 (c), korrespondierende Darstellung von F-Aktin
zur Abbildung der ganzen Epidermis (b, d). Rho A ist im Stratum basale und Stratum
spinosum Uberwiegend entlang der Zellgrenzen lokalisiert wahrend Rac 1 sich

hauptsachlich in den oberflachlicheren Schichten darstellen lasst. Ma3stab: 50 pm. n = 3.

w
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3 Ergebnisse

Als néchster Schritt wurde anhand des ex vivo-Hautmodelles untersucht, ob
Rho-GTPasen fiur die Integritat der Epidermis wichtig sind. Hierzu erfolgte die
Zugabe von Toxin B (800ng/ml, 24h) zu in DMEM getauchten Hautstlicken zur
Inhibition aller drei GTPasen Rho A, Rac 1 und Cdc42.

Toluidinblau Dsg 1

Kontrolle
& |

Toxin B

&

Abb. 7: Effekte von Toxin B in menschlicher Epidermis
Semidinnschnitte menschlicher Epidermis. Im Vergleich zur Kontrolle (a) fuhrte die
Inhibition der GTPasen Rho A, Rac 1 und Cdc42 zur suprabasalen Zelldissoziation (c).
Die Farbung von Dsg 1 zeigte im Vergleich zur Kontrolle eine Fragmentation sowie einen
teilweisen Verlust des Desmocadherins in tieferen Schichten der Epidermis (Pfeile in d).
MaRstab: 100 um (a, ¢) sowie 20 um (b, d)

Hierbei zeigte sich im Toluidinblau-gefarbten Semidinnschnitt-Praparat im
Vergleich zur Kontrolle eine Dissoziation der Keratinozyten im Stratum basale
und dem unteren Stratum spinosum, erkennbar durch eine deutliche
Verbreiterung der Interzellularspalten (Abb. 7a, c). Farbte man diese
Hautstiicke mit Antikdrpern gegen Dsg 1, so erkannte man unter
Kontrollbedingungen die von superfiziell nach basal hin abnehmende Dsg 1-
Verteilung (Abb. 7b). Die kontinuierliche Dsg 1-Darstellung verédnderte sich
unter Inkubation mit Toxin B und zeigte eine Fragmentation sowie
abschnittsweise volligen Verlust der Farbung (Abb. 7b, d). Dies trat vor allem in

den tieferen Schichten der Epidermis auf. Inkubation der Hautstlicke mit LT zur
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alleinigen Inhibition von Rac 1 fuhrte zu keiner sichtbaren Veranderung im
Vergleich zur Kontrolle (nicht gezeigt).

Zusammenfassend konnte in diesen Versuchen gezeigt werden, dass die
Verteilung membrangebundener GTPasen in der Epidermis unterschiedlich ist,
mit einer Dominanz von Rho A basal und von Rac 1 oberflachlich. Eine
Inhibition von Rho-GTPasen resultierte in einer Zelldissoziation suprabasal und
Verlust von Dsg 1-Farbung in diesem Bereich. Dadurch wird angedeutet, dass
Rho-GTPasen eine Rolle bei epidermaler Keratinozytenadh&sion spielen und
diese GTPasen Einfluss auf die Integritdt der Epidermis nehmen. Hierbei

schienen die Effekte hauptsachlich durch Rho A vermittelt zu werden.

3.2 Einfluss der Rho-GTPasen auf die Zelladhdsion in
kultivierten Keratinozyten

Um detaillierter den Einfluss von Rho-GTPasen auf die Adhasion von
Keratinozyten untersuchen zu kdnnen, wurden die folgenden Versuche mit
HaCaT-Zellen durchgefuhrt. Die Verwendung erfolgte ab dem Zeitpunkt, an
dem sich ein konfluenter, einschichtiger Zellrasen ausgebildet hatte. Dieser
wurde mit Toxinen zur Inhibierung bzw. Aktivierung von Rho-GTPasen
inkubiert.

Unter Kontrollbedingungen zeigte sich eine lineare, kortikal betonte
F-Aktin-Lokalisierung  mit  nur wenigen die Zelle durchspannenden
Aktinfilamentbtndeln. Dsg 3 war vor allem membranstandig lokalisiert. (Abb.
8a-c). Nach Inhibition von Rho A durch C2INC3 (300 ng/ml, 180 min, d-f)
verminderte sich diese randbetonte Dsg 3-Lokalisation zugunsten einer
vermehrten perinuklearen Anordnung. Auch das Aktinzytoskelett zeigte starke
Veréanderungen. Eine mehr granulare zytoplasmatische Lokalisation von F-Aktin
ersetzte den kortikalen Aktinring. Zwischen den Zellen bildeten sich Licken
(Pfeile), die teilweise noch von Zellauslaufern tiberspannt wurden. Ein &hnliches

Bild bot sich nach Inaktivierung von Rac 1 mittels LT (300 ng/ml, 180 min, g-i).
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Dsg 3+F-Aktin

LT C2INC3 Kontrolle

Toxin B

Abb. 8: Effekte durch Inhibtion von Rho-GTPasen in HaCaT-Zellen

Darstellung der Desmosomen durch Immunfarbung mit Dsg 3, der Zellgrenzen durch
Farbung von F-Aktin mit Phalloidin. Im Gegensatz zur Kontrolle (a-c) filhrte die
Inhibition von Rho A mit C2INC3 (d-f) sowie Rac 1 mit LT (g-i) zu einem Verlust der
membrangebundenen Dsg 3-Darstellung und zu Liuckenbildung zwischen den Zellen.
Die Effekte waren noch starker ausgepragt bei Inhibition der drei GTPasen Rho A, Rac
1 und Cdc42 zusammen durch Toxin B (j-). MaRstab: 20 um, n = 5.

Die Effekte nach Inhibition aller drei GTPasen Rho A, Rac 1 und Cdc42 durch
Toxin B (200 ng/ml, 180 min) waren noch deutlich ausgepragter als nach

Inhibition von Rho A bzw. Rac 1 alleine. Sie fiihrte zu einer massiven

41



3

Ergebnisse

Zelldissoziation und einem

membrangebundenen Dsg 3 (j-I).

nahezu

vollstandigen

Verlust

des

)
w

[(®]
w

Kontrolle

CNF-1

CNFy

vermehrt.

einer verstarkten membrannahen Dsg 3-Immunfarbung,
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Abb. 9: Wirkung der Aktivierung von Rho-GTPasen in HaCaT-Zellen

Die Aktivierung von Rho A (d-f) alleine fuhrte im Vergleich zur Kontrolle zu einer massiven
Steigerung von die Zellen durchspannenden Aktinfilamenten und zu einer Vermehrung

des membrangebundenen Dsg 3. Aktivierung aller drei GTPasen resultierte ebenfalls in

ausgepragten Stressfaser-Vermehrung (g-i). Das kortikal lokalisierte Aktin erschien

in einer

Um die Effekte einer gesteigerten Aktivitdt von Rho-GTPasen zu untersuchen,

wurden die bakteriellen Toxine CNFy (600ng/ml, 360 min) zur Aktivierung von
Rho A alleine und CNF-1 (300ng/ml, 120 min) zur Aktivierung von Rho A

zusammen mit Rac 1 und Cdc42 verwendet. Hier zeigte sich im Gegensatz zur

Kontrolle (Abb. 9a-c) bei Aktivierung von Rho A (d-f) eine deutliche Vermehrung

von Aktinfilamentbindeln.

Die Bildung dieser
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Strukturen wird durch Rho A vermittelt. Auch die kortikale Anordnung von
F-Aktin wurde durch Aktivierung von Rho A verstarkt. In der Dsg 3-
Immunfarbung zur Darstellung der Desmosomen war eine starkere
Immunreaktivitat im Bereich der Plasmamembran sichtbar. Die Effekte bei
Aktivierung aller drei GTPasen (g-i) auf die desmosomalen Cadherine waren
ahnlich. Auch hier lie3 sich eine vermehrte Linearisierung von Dsg 3 entlang
der Zellgrenzen erkennen. Die Induktion von Stressfasern war allerdings nicht
so deutlich ausgepragt wie durch die Aktivierung von Rho A alleine. Es liel3 sich
aber ebenfalls eine Verstarkung des kortikal lokalisierten Aktinzytoskeletts
feststellen.

Die Immunfarbungen zeigten, dass Rho-GTPasen in HaCaT-Zellen die
Lokalisation von Desmocadherinen beeinflussen. Eine Aktivierung resultierte in
einer vermehrten Verteilung entlang der Zellgrenzen, wahrend eine Inhibition
zu Zelldissoziation, Verlust von junktional lokalisierten Desmogleinen und deren

vermehrter perinuklearer Anordnung fihrte.

3.3 Rolle der Rho-GTPasen in der Regulation der durch
Desmogleine vermittelten Adhdsion

Hierzu wurden mit einem Dsg-Fc-Konstrukt beschichtete Mikroperlen auf einen
konfluenten Rasen von HaCaT-Zellen gegeben. Dort konnten die Mikroperlen
spezifische Bindungen mit Desmocadherinen der Zelloberflache ausbilden. Die
Adhasion dieser Mikroperlen auf der Zelloberflache wurde durch optische
Manipulation mit der Laserpinzette untersucht. Die Anzahl der nicht durch einen
Laserstrahl verschieblichen Mikroperlen war, normalisiert auf die Kontrolle, ein
Mal3 fur die Desmocadherin-vermittelte Adh&sion.

Nach Inkubation der HaCaT-Zellen mit CNF-1 (300 ng/ml, 120 min) stieg die
Dsg 1-vermittelte Adhésion auf 118 + 6% der Kontrolle (Abb. 10). Auch eine
Behandlung mit CNFy (600ng/ml, 360 min) fuhrte zu einem Anstieg der
Adhésion auf 122 + 5%. Die Inhibition von Rho A durch C2INC3 (300ng/ml 180
min) alleine resultierte in einer verringerten Haftung der Mikroperlen auf 52 +
5%. Nach Inhibition von Rac 1 via LT (300ng/ml, 180 min) sank die Adhéasion
auf 68 + 6%. Bei einer Hemmung aller drei GTPasen zeigte sich eine auf

77 £ 4% verminderte Haftung. Die Effekte der verschiedenen Toxine im
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Vergleich zur Kontrolle stellten sich alle signifikant dar. Aktivierung bzw.
Inaktivierung der GTPasen mit den Toxinen zeigte im Falle von Dsg 3-
beschichteten Mikroperlen Veranderungen der Adhasion in ahnlichem Ausmal}

wie bei Dsg 1-beschichteten Perlen (nicht dargestellt).
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Abb. 10: Veranderungen der Dsg 1-vermittelten Adhasion durch Rho-

GTPasen-Modulation
Im Vergleich zur Kontrolle erhdhte sich die Anzahl gebundener Mikroperlen nach
Inkubation mit aktivierenden Toxinen der Rho-GTPasen (CNFy, CNF-1). Bei Inhibition
von Rho A (C2INC3), Rac 1 (LT) bzw. aller drei GTPasen (Toxin B) verringerte sich
dagegen die Haftung. N = 6 fir jede Bedingung, p<0,05.

Zusammenfassend fihrte eine Aktivierung von Rho-GTPasen zu einer
Zunahme der Haftung von mit Dsg 1 wie Dsg 3 beschichteten Mikroperlen,

wéahrend eine Inhibition in einer Abnahme resultierte.

3.4 Wirkung von Pemphigus-lgG auf humane Epidermis
ex vivo

Im nachsten Schritt wurde der Effekt von aufgereinigten IgG-Fraktionen von
Patienten mit Pemphigus im ex vivo-Modell hinsichtlich intraepidermaler

Blasenbildung untersucht. Die Keratinozyten in der von Korperspendern
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praparierten Epidermis waren stets noch vital, wie vor und nach jeder
Inkubation durch MTT nachgewiesen wurde. Wie im H.E.-gefarbten Schnitt in
Abb. 11 zu sehen, fihrte die Inkubation von Stiicken menschlicher Haut mit
PV-IgG (Abb. 11b) wie auch mit PF-IgG (c) tUber 24 h im Gegensatz zu
Kontrollbedingungen (a) zu intraepidermaler Spaltbildung. Das ex vivo-Modell
stellt also ein geeignetes Testsystem dar, um die Wirkung von Pemphigus-lgG

an menschlicher Epidermis zu untersuchen.
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Abb 11: Wirkung von Pemphigus-lgG auf humane Epidermis (H.E.-Farbung)
Im Gegensatz zu Kontrollbedingungen fuihrte die Inkubation von Hautstiicken von nicht
an Pemphigus erkrankten Korperspendern mit PV-IgG (b) bzw. PF-IgG (c) zu
intraepidermaler Spaltbildung. Die Spalten waren hauptsachlich in tieferen Schichten zu

finden, auch nach Inkubation mit PF-1gG. Maf3stab: 50 pm.

Neben der Spaltbildung war aufféllig, dass sich die Blasenbildung sowohl bei
Inkubation mit PV-IgG wie auch mit PF-IgG Uberwiegend suprabasal darstellte.
So waren bei PV-IgG 1 bzw. PV-IgG 2 87% und 86% der Liucken in tiefen
Schichten der Epidermis lokalisiert und bei PF IgG 1 und PF-IgG 2 76% bzw.
64% (Tab 5).
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Tab 5: Vertikale Lokalisation der Spaltbildung in der Epidermis

Spalten
Anzahl Anzahl tief oberflachlich
Behandlung Schnitte (n) (n) (%) (%)
PV-IgG 1 57 23 87 % 13 %
PV-IgG 2 39 90 89 % 11 %
PF-IgG 1 63 68 76 % 24 %
PF-1gG 2 50 22 64 % 36 %

Um genauere Aussagen zur Lokalisation der Schnittbildung treffen zu kénnen,
wurden an den Praparaten auch Immunfarbungen zur Darstellung von Dsg 1
bzw. Dsg 3 vorgenommen. In den Kontrollen (Abb. 12a, b und 13a, b) erkennt
man, dass die Verteilungsmuster von Dsg 1 und 3 eine breite Uberlappung
zeigten. Die Behandlung mit den beiden PV-IgG fihrte wieder zur
intraepidermalen Blasenbildung (12c-f). Interessanterweise war sowohl ober-
als auch und unterhalb des Spaltes eine Immunreaktivitat fir Dsg 1 und Dsg 3
nachzuweisen (Pfeile). Die Blasenbildung fand also in Arealen statt, in denen

sowohl Dsg 1 wie Dsg 3 vorhanden war.
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Abb 12: Effekte von PV-1gG auf kultivierte menschliche Epidermis

Immunfarbung gegen Dsg 1 (linke Spalte) und Dsg 3 (rechte Spalte). Unter
Kontrollbedingungen (a, b) erkennt man eine breite Uberlappung der Verteilung von Dsg
1 und Dsg 3. Sowohl die Inkubation mit PV-IgG 1 als auch mit PV-IgG 2 flhrte zur

intraepidermalen Spaltbildung in Bereichen, in denen sowohl Dsg 1 als auch Dsg 3

exprimiert wurden (Pfeile), MaRRstab: 50 pum.

Ahnliches lieR sich nach Inkubation mit zwei verschiedenen PF-IgG-Fraktionen
nachweisen, die durch Antikdrper nur gegen Dsg 1 gekennzeichnet sind
(Abb. 13c-f). Auch hier zeigte sich wie bei PV-lgG-Inkubation eine Spaltbildung

in der tiefen Epidermis in der sowohl Dsg 1 wie Dsg 3 vorkommen (Pfeile).
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Abb. 13: Effekte von PF-IgG auf kultivierte menschliche Epidermis
Auch hier Farbung gegen Dsg 1 (linke Spalte) und Dsg 3 (rechte Spalte). Ahnlich den in
Abb. 12 dargestellten Effekten von PV-IgG fihrte PF-IgG zu intraepidermaler
Spaltbildung. Auch hier waren die Blasen kirzer als in der in vivo-Situation bei
Pemphigus-Patienten und vorherrschend in tiefen Schichten der Epidermis lokalisiert.
Die Spaltbildung fand hier ebenfalls in Bereichen statt, in denen sich sowohl Dsg 1 wie

auch Dsg 3 nachweisen lie3en (Pfeile). Mafl3stab 50 um.

Zusammenfassend fuhrte die Inkubation von menschlicher Epidermis mit
Pemphigus-1gG im ex vivo-Modell zu intraepidermaler Spaltbildung. Sowohl die

Spalten bei PV- wie auch Uberraschenderweise bei PF-IgG bildeten sich
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3 Ergebnisse

bevorzugt in Arealen, in denen sowohl Dsg 1 wie auch Dsg 3 nachweisbar

waren.

3.5 Effekte der Aktivierung von Rho-GTPasen auf die durch
Pemphigus- IgG vermittelte Akantholyse in humaner
Epidermis ex vivo

Neben vielen Hinweisen durch andere Gruppen wurde auch in unserer Gruppe
gezeigt, dass intrazellulare Signalwege nétig sein mussen, um die Wirkung
zumindest von PF-Autoantikérpern erklaren zu kénnen (Waschke et al., 2005).
Rho-GTPasen sind bekannte Regulatoren des Aktinzytoskeletts, von
Zelljunktionen und nehmen weitreichenden Einfluss auf eine Vielzahl von
Signalkaskaden. Wie weiter oben dargelegt, erzeugte eine Inhibition von Rho-
GTPasen eine Lickenbildung in humaner Epidermis sowie in Kultur von
HaCaT-Zellen. Es lag daher nahe, die Wirkung von Rho-GTPasen im
Zusammenhang mit der Pemphigus-Pathogenese néher zu untersuchen.

Hierzu erfolgte unter Verwendung des ex vivo-Modells die Zugabe von CNFy
(2400 ng/ml) zur Aktivierung von Rho A oder von CNF-1 (1200 ng/ml) zur
Aktivierung von Rho A, Rac 1 und Cdc42 zusatzlich zu Inkubation mit PV- und
PF-lIgG fur 24 h. Hierbei zeigte sich eine deutliche Reduktion der durch PV- und
PF-IgG induzierten Luckenbildung. Diese Reduktion wurde sowohl nach
Aktivierung von Rho A alleine wie auch von Rho A, Rac 1 und Cdc42
zusammen beobachtet (Abb. 14).

Die statistische Auswertung zeigt Abb. 15. Fir jede Bedingung wurden
zwischen 24 und 111 Schnitte (111 Kontrollen, 28 NH-1gG, 50 PV-IgG 1, 51 PV-
IgG 2, 24 PV-IgG 1 + CNF-1, 26 PV-IgG 2 + CNFy, 31 PV-IgG 2 + CNF-1, 31
PV-IgG 2 + CNFy, 37 PF-IgG 1, 63 PF-IgG 2, 35 PF-IgG 1 + CNF-1, 32 PF-IgG
1 + CNFy, 24 PF-IgG 2 + CNF- 1, 30 PF-IgG 2 + CNFy) von mindestens jeweils
zwei verschiedenen Korperspendern mikroskopisch untersucht und die
Spaltbildung quantifiziert. Hierzu wurde flr jeden histologischen Schnitt die
Lange der Spalten vermessen und auf die Gesamtlange des Schnittes

bezogen.
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Kontrolle PV 1gG 1 PVIgG 1+ CNFy | PV IgG 2 e PV 1gG 2 + CNFy

Abb. 14:Effekte einer Rho A-Aktivierung auf die epidermale Akantholyse
Im Gegensatz zu Kontrollbedingungen (a, f) fihrte eine Behandlung mit Pemphigus-1gG
(b, d, g,i) zu intraepidermaler Spaltbildung (Pfeile). Eine gleichzeitige Inkubation mit
CNFy zur Aktivierung von Rho A verhinderte dagegen die Ausbildung der durch
Pemphigus-IgG induzierten Effekte (c, e, h,j). NH-IgG: IgG einer gesunden

Kontrollperson. MafR3stab: 50 um.

Unter Kontrollbedingungen ohne Zugabe von humanem IgG ergab die
Vermessung der Luckenlangen einen Wert von 4,0 + 0,9 uym/mm und unter
Inkubation mit Kontroll-IgG (NH-IgG) einen Wert von 2,7 + 2,0 um/mm. Wie
schon weiter oben beschrieben induzierte PV- bzw. PF-IgG jeweils signifikant
die Bildung von Spalten. Die gleichzeitige Aktivierung von Rho A fihrte
dagegen zu einer drastischen Reduktion der Lickenlange von 76 auf 18 +
6,6 pum/mm bei PV1-1gG, von 106 auf 5 + 2,4 um/mm bei PV2-1gG, von 82 auf 3
+ 1,4 um/mm bei PF1-IgG und im Falle von PF2-IgG von 37 auf 1 + 0,2 um/mm.
Die Aktivierung von Rho A, Rac 1 und Cdc42 zusammen mit CNF-1 ergab eine
signifikante Reduktion der Lickenlange auf 15 + 4,5, 3 £ 1,0, 3+ 1,7 sowie

6 = 3,6 pum/mm.
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Abb 15: Auswertung der Hautschnitte beztglich Lickenbildung
Zur Quantifizierung der Wirkung der Pemphigus-Seren wurde der Parameter

signifikant reduziert. * p<0,05 gegeniiber Kontrolle; # p<0,05 gegenlber ents

Behandlung mit Pemphigus-I1gG.

.Luckenldnge in um pro Gesamtléange des Epidermisschnitts in mm* definiert. Dieser Wert
stieg unter Inkubation mit PV- wie mit PF- IgG im Vergleich zu Kontrollen signifikant an.

Die Lange der Liucken wurde bei gleichzeitiger Gabe von CNFy oder CNF-1 ebenfalls

prechende

Eine Aktivierung von Rho-Proteinen wirkte sich also protektiv im Hinblick auf die

Wirkung von PV- wie PF-IgG aus und fuhrte zu einer Reduktion der

Lickenbildung meist bis auf das Niveau der Kontrolle. Da die Inhibition der

Spaltbildung bei Aktivierung von Rho A alleine genauso stark ausfiel wie nach

Stimulation aller drei GTPasen, schien Rho A hauptséchlich verantwortlich far

die gezeigten protektiven Effekte zu sein.

51



3 Ergebnisse

3.6 Einfluss einer Aktivierung von Rho-GTPasen auf die durch
Pemphigus-IgG vermittelte Zelldissoziation in kultivierten
Keratinozyten

Fur die folgenden Versuche wurden wieder konfluent gewachsene Zellverbande
von HaCaT-Zellen verwendet. Eine Inkubation mit Kontroll-IgG fir 24 h fihrte
zu keiner Veranderung der Dsg 3-Verteilung (Abb. 16b), wahrend die Gabe von
PV-1gG 1 wie PV-IgG 2 uber 24 h zu einem Verlust bzw. der Fragmentierung
von membranstandiger Dsg 3-Immunfarbung und zu Luckenbildung fihrte.
(Abb. 16d, h). Inkubation mit PF-IgG 1 und 2 resultierten ebenfalls in
interzellularer Luckenbildung sowie in einem Verlust von Dsg 3 an den
Zellgrenzen. (Abb. 16k, n). Eine gleichzeitige Inkubation mit CNF-1 verhinderte
die Effekte von Pemphigus-lgG nahezu vollstdndig (Abb. 16e, i, I, 0). Die
Aktivierung von Rho A alleine mittels CNFy fihrte zum gleichen Ergebnis
(Abb. 16f, j, m, p).

In einem zweiten Schritt wurden die Effekte von PV-IgG und Rho A-Aktivierung
auf andere desmosomale Komponenten mit Immunfarbung von Desmoplakin
und Zytokeratin 14 (CK14) untersucht. Als ein integrales Protein der
Adharensjunktion wurde ebenfalls die Verteilung von E-Cadherin tberpruft.
Unter Kontrollbedingungen (Abb. 17a-c) zeigte sich eine membranbetonte
Verteilung von Desmoplakin und E-Cadherin sowie in Bundeln im Zytoplasma
gelegene, in die Zellgrenzen einstrahlende Intermediarfilamente. Nach
Inkubation mit PV-IgG 1 (17d-f) und PV-IgG 2 (nicht gezeigt) Uber 24 h
entstanden deutliche Verdnderungen. Die Desmoplakin-Farbung zeigte sich
fragmentiert und angereichert in den die Lucken {berspannenden
Zellauslaufern. Die Intermediarfilamentbindel erschienen retrahiert und
dissoziiert von der Plasmamembran. Auch die Darstellung der Adharensjunktion
war verandert im Sinne einer vermehrten zytosolischen Verteilung von E-
Cadherin. Die Effekte erschienen allerdings geringer ausgepragt als auf die

Desmosomen.
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Abb. 16: Effekte von Pemphigus-1gG bei gleichzeiter Aktivierung von Rho A
Hier wurde immunzytochemisch Dsg 3 lokalisiert. Im Gegensatz zu Kontrollbedingungen
(a-c) zeigte sich unter Inkubation mit PV-IgG ein massiver Verlust von
membranstandigem Dsg 3 (d) bzw. eine fragmentiert erscheinende Immunfarbung (h).
PF-IgG fuhrt ebenfalls zu einem Verlust des junktional lokalisierten Dsg 3 und
Lickenbildung (k, n). Diese Effekte wurden unter jeder Bedingung durch Aktivierung von
Rho A alleine (durch CNFy) bzw. Rho A, Rac 1 und Cdc42 (durch CNF-1) fast vollstandig
gehemmt (e, f, j, i, I, m, o, p). Es lieBen sich weder Licken noch ein Verlust des

zellmembranassoziierten Dsg 3 nachweisen. Maf3stab: 20 pm, n = 5.
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So war E-Cadherin weiterhin auch an den Zellgrenzen nachweisbar und nur an
Stellen der Lickenbildung nicht mehr vorhanden. Die gleichzeitige Aktivierung
von Rho A (CNFy, 600ng/ml, Abb. 17g-i) erwies sich als protektiv im Hinblick
auf die Lickenbildung. Desmoplakin erschien deutlich gleichmafiger an den

Zellgrenzen mit nur noch gering vorhandener Fragmentation.

Desmoplakin Zytokeratin 14 E-Cadherin

i -.
PV IgG 1
i

PV IgG 1 + CNFy

Abb 17: Effekte von PV-IgG auf die Verteilung von Desmoplakin, CK14 und
E-Cadherin

Es wurde immunzytochemisch Desmoplakin (linke Spalte), Zytokeratin 14 (mittlere
Spalte) und E-Cadherin (rechte Spalte) nachgewiesen. Im Vergleich zu
Kontrollbedingungen (a-c) erschien nach Inkubation mit PV-IgG die Desmoplakin-
Immunfarbung fragmentiert (d), die Intermediarfilamentbiindel deutlich retrahiert (e) und
die E-Cadherin-Farbung reduziert vor allem an Stellen der Luckenbildung (f). Simultane
Inkubation mit CNFy flihrte zu einer deutlichen Reduktion der PV-lIgG-induzierten
Effekte. Die Fragmentation von Desmoplakin war deutlich schwacher ausgepragt (g), E-
Cadherin eher starker membranstandig lokalisiert (h) und die Zytokeratin-Retraktion
inhibiert. Teilweise zeigte sich eine deutliche Vermehrung der die Zelle

durchspannenden Filamentbindel (i). MaRstab: 20 um, n=5
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Auch die E-Cadherin-Farbung zeigte sich membranstandig verstarkt. Die
Keratinretraktion wurde vollstandig blockiert und man konnte in vielen Zellen
eine gesteigerte Anzahl von Intermediarfilamentbindeln beobachten.
Zusammenfassend fuhrte Pemphigus-lgG somit zu Liuckenbildung in der
HaCaT-Zellkultur und einem Verlust bzw. einer Fragmentation von
membrangebundenem Dsg 1 und Dsg 3. Weiterhin vermittelte PV-IgG Effekte
auch an anderen Junktions- bzw. junktionsassoziierten Proteinen. Sie fuhrten
zu fragmentierter Darstellung und Verlust der Membranstandigkeit der
Desmoplakin-Immunfarbung und zu Intermediarfilament-Retraktion. Bei
E-Cadherin waren die Effekte weniger stark ausgepragt mit einer Verminderung
der Farbung hauptséchlich an Stellen der Lickenbildung. Diese Effekte
allerdings waren nahezu vollstandig inhibierbar durch selektive Aktivierung von
Rho A.

3.7 Wirkung von Pemphigus-lgG auf die durch Desmogleine
vermittelte Adhdsion in kultivierten Keratinozyten

Hierfir wurde die Laserpinzette in HaCaT-Zellkulturen angewandt. Die
verwendeten Mikroperlen wurden entweder mit Dsg 1 oder mit Dsg 3
beschichtet. Die Inkubationszeit der Pemphigus-lgG nach Auszahlen des Null-
bzw. Kontrollwertes betrug 120 min. Fir Versuche in Kombination mit CNFy
wurde Pemphigus-IgG nach 240 min Toxin-Inkubation fir weitere 120 min
zugegeben, da das Toxin eine sechsstiindige Einwirkzeit ben6étigt.

Die Verwendung von NH-IgG flhrte zu keiner signifikanten Anderung der
Dsg 1-vermittelten Adhéasion gegenuber der Kontrolle (98 + 6,5%, Abb. 18).
Dagegen war eine signifikante Reduktion der Adhasion von Dsg 1-Perlen die
Folge einer Inkubation mit PV-IgG 1 (82 + 7,0%), PV-IgG 2 (51 + 4,6%), PF-IgG
1 (57 £ 2,5%) und PF-IgG 2 (65 = 4,4%). Eine gleichzeitig durchgefihrte
Behandlung mit CNF-1 (300 ng/ml) fuhrte zu keiner signifikanten Anderung der
Adhasion mehr (102 + 1,2%, 105 + 4,1%, 88 = 7,2% sowie 100 + 1,2%) im
Vergleich zur Kontrolle. Auch die vierstiindige Vorbehandlung mit CNFy (600
ng/ml) zeigte Effekte in ahnlichem Rahmen, hier stiegen die Werte auf 108 +
3,0%, 106 + 5,0%, 103 + 5,0% und 105 + 6,0% bei PV-IgG 1 und 2 bzw. PF-IgG

1 und 2. Einzelne Versuche wurden ebenfalls mit Dsg 3-beschichteten
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Mikroperlen durchgefuhrt (nicht dargestellt). Hier reduzierte sich die Anzahl
gebundener Mikroperlen gegeniber der Kontrolle bei Inkubation mit PV-IgG 1
auf 78%, mit PF-IgG 1 auf 66%. Eine gleichzeitige Behandlung mit CNF-1

verhinderte die Verringerung der Adh&sion (jeweils 97% der Kontrolle).
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Abb. 18: Effekte von Pemphigus-lIgG auf die Dsg 1-vermittelte Adhasion
Gegenlber Kontrollbedingugen zeigte sich nach Inkubation von HaCaT-Zellen mit PV-
IgG 1 oder 2 bzw. PF-IgG 1 oder 2 eine signifikante Abnahme der Dsg 1-vermittelten
Adhésion von Mikroperlen auf 82%, 51% bzw 57% und 65%. Eine gleichzeitige
Aktivierung von Rho-GTPasen durch CNF-1 oder CNFy verhinderte die Abnahme der
Anzahl gebundener Mikroperlen. N = 6 pro Versuchsbedingung, p<0,05.

Pemphigus-1gG verringerten signifikant  die Anzahl gebundener
Dsg 1-beschichteter Mikroperlen auf der Oberflache von HaCaT-Zellen. Neben
PV-1gG war auch PF-IgG in der Lage, die Haftung Dsg 3-gekoppelter Perlen zu
verringern. Diese Effekte lieBen sich nicht bei gleichzeitiger Inkubation mit
CNF-1 oder CNFy auslésen.
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3.8 Einfluss von Pemphigus-1gG auf die Aktivitdit von Rho A

Die bisher gezeigten Ergebnisse liel3en einen Einfluss der Rho-GTPasen bei
der Pemphigus-Pathogenese vermuten. Unklar war jedoch, ob die Aktivierung
nur protektiv im Hinblick auf die von Pemphigus-lgG induzierten
morphologischen Veranderungen wirkte, oder ob Pemphigus-IgG ihre Effekte
direkt Uber Rho-GTPasen austben. Um diese Frage zu Kklaren, wurden
Pulldown-Versuche verwendet. Hierbei lag der Fokus auf der GTPase Rho A,
da sich deren Aktivierung als ebenso protektiv auf die Pemphigus-lgG-Effekte

erwies wie die Aktivierung aller drei GTPasen zusammen.
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Abb 19: Wirkung von Pemphigus-IgG auf die Aktivitdt von Rho A
Unter Kontrollbedingungen lie sich nur eine geringe Menge an aktivem Rho A
nachweisen (a). Diese verminderte sich unter Inkubation mit PV-1gG 1 bzw. PF-IgG 1. Als
Positivkontrolle diente eine Inkubation mit CNF-1, was die Menge von aktiv vorliegendem
Rho A drastisch erhthte. Die Auswertung von vier unabhéngigen Versuchen zeigt (b)
(p<0,05).
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Abb. 19a zeigt einen reprasentativen Blot eines Pulldown-Versuches. Wie im
rechten Teil zu sehen, ist der Anteil des aktiven am gesamten Rho A unter
Kontrollbedingungen nur recht gering. Trotzdem ergab sich eine Abnahme des
aktiven Rho A sowohl unter Inkubation fur 2 h mit PV-IgG wie auch mit PF-1gG.
In Abb. 19b findet sich die densitometrische Auswertung aller Versuche (jeweils
n=4), bezogen auf die Kontrolle. PV-IgG flhrte zu einer signifikanten Abnahme
der Aktivitat von Rho A auf 55 + 13% der Kontrolle, wahrend PF-IgG ebenfalls
signifikant in einer Abnahme auf 47 + 8% resultierte.

Als weiterer Versuch wurde der Einfluss von Pemphigus-IgG auf die
Aktivierbarkeit von Rho A untersucht. Hierzu wurde gleichzeitig PV- oder
PF-IgG und CNF-1 zur Aktivierung der drei GTPasen zugegeben und danach
mittels Pulldown-Versuch die Menge von aktivem Rho A bestimmt. Wie in Abb.
20a zu sehen, war wie bereits bekannt in der Kontrolle nur wenig aktives Rho A
vorhanden. Auch hier fuhrte eine Inkubation mit CNF-1 alleine fir 2 h zur
Aktivierung von Rho A. Bei einer gleichzeitigen Behandlung mit PV- bzw. PF-
IgG ebenfalls Uber 2 h war dagegen die Aktivierung deutlich geringer
ausgepragt. Die densitometrische Auswertung aller Versuche (n=4, Abb. 20b)
ergab eine Reduktion der Aktivitat von Rho A auf 44 + 14% der alleinigen CNF-
1-Aktivierung fur PV-IgG und 50 + 19% fir PF-1gG.
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Abb 20: Auswirkung von Pemphigus-1gG auf die Aktivierbarkeit von Rho A
Bei alleiniger Gabe von CNF-1 war die Menge von aktivem Rho A erwartungsgeman
erhoht. Bei zusatzlicher Inkubation mit PV- wie mit PF-IgG fiel diese Aktivierung jedoch
deutlich geringer aus (a). Die Densitometrie von vier unabhangigen Versuchen ist in (b)
dargestellt (p<0,05).
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Zusammenfassend reduzierten PV- wie PF-IgG die Menge von aktiv
vorliegenden Rho A. Desweiteren flhrten sie zu einer verminderten
Aktivierbarkeit dieser GTPase durch CNF-1.

3.9 Bedeutung von p38MAPK fiir die durch Pemphigus-IgG
vermittelte Inaktivierung von Rho A

Pemphigus-lgG fuhren bekanntermalRen zu einer Aktivierung von p38MAPK
(Berkowitz et al., 2006; Berkowitz et al., 2007). Daher wurde der Einfluss dieser
Stresskinase auf die Aktivierung von Rho A untersucht. Neben ERK1/2, ERK5
und JNK ist p38MAPK mit ihren vier Formen q, B, y und & eine Untergruppe der
MAPKSs, die in die Modulation einer Vielzahl von zellularen Effekten involviert
ist. Aktiviert durch Zytokine oder Umweltstress wie Hypoxie, beteiligt sich
p38MAPK an der Regulation des Zellzyklus, der Transkription und Translation
diverser Zielgene, des Zellmetabolismus und des Zytoskeletts (Cuenda und
Rousseau, 2007).

Durch eine gleichzeitige Inkubation mit SB202190, einem bekannten selektiven
Inhibitor der p38MAPK-Unterformen a und B (Kuma et al., 2005), wurde
untersucht, ob hierdurch die Inaktivierung von Rho A durch PV-IgG verhindert
wird. Hierbei wurde wieder mit HaCaT-Zellen gearbeitet und die Effekte mit
Pulldown-Versuchen analysiert. Wie in Abb. 2la dargestellt, fuhrte eine
simultane Behandlung von HaCaT-Zellen dber 24 h mit PV-lgG 1 und
SB202190 (10 pum) zu einem Verlust der Inaktivierung von Rho A. Gleiches galt
fur die Behandlung von PF-IgG mit SB202190. Die Auswertung von drei
unabhangigen Experimenten ergab bezogen auf die Kontrolle eine nicht
signifikante Anderung der Rho A-Aktivitat auf 121 + 6% bei PV-IgG 1 und auf 99
+ 35% bei PF-1gG 2 (Abb. 21b).

Wenn p38MAPK einen Einfluss bei der Pemphigus-Pathogenese besitzt, so
sollte eine Inhibition dieser Kinase auch die Effekte von Pemphigus-IgG in
HaCaT-Zellkultur blockieren. Konsequenterweise fihrte die Inkubation von
HaCaT-Zellen mit SB202190 und Pemphigus-IgG zu keiner Auspragung der
bekannten Effekte. Bei PV- wie PF-Behandlung der Zellen zeigte sich eine den
Kontrollen entsprechende Dsg 3-Verteilung. Es lielen sich keine Lucken,
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Fragmentationen der Immundarstellung und kein Verlust von Dsg 3 feststellen
(Abb. 21c, d).
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Abb 21: Wirkung von p38MAPK-Inhibition
Gleichzeitige Inkubation von PV- oder PF-IgG mit SB202190 verhinderte eine
Reduktion der Menge von aktivem Rho A (a). Die Auswertung dreier unabhéngiger
Versuche ist in (b) dargestellt (p>0,05). Auch HaCaT-Zellen zeigten unter p38MAPK-
Inhibition mit SB202190 keine Pemphigus-lgG-typischen Verdnderungen mehr,
sondern ein linear entlang der Zellgrenzen lokalisiertes Dsg 3 ohne Liickenbildung

zwischen den Zellen (c, d). Maf3stab in (c, d): 50 um. n =5 fir (c, d).

P38MAPK war also involviert in die Pemphigus-lgG-vermittelte verminderte
Aktivierbarkeit von Rho A. Eine Inhibition dieser Stresskinase blockierte den
Aktivitatsverlust von Rho A durch Pemphigus-lgG und verhinderte die
Auspragung von typischen Effekten der Autoantikorper in der HaCaT-Zellkultur.

3.10 Mechanismen der Rho A-vermittelten Regulation der
desmosomalen Adhdsion bei Pemphigus

Die Ergebnisse zeigten, dass Rho A und p38MAPK in die Auslésung der durch
Pemphigus-lgG vermittelten Effekte involviert sind. Daher war die Aufklarung

der Mechanismen von Interesse, die durch diese zwei Proteine induziert
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werden. Aufgrund des Einflusses von Rho A auf das Zytoskelett lag es nahe,
den Einfluss auf die Zytoskelettverankerung von desmosomalen Proteinen nach
Gabe von Pemphigus-IgG zu untersuchen.

Hierzu wurde die Methode der Proteinextraktion angewandt. Damit kann die
Menge von membrangebundenen bzw. zytosolisch vorliegenden Proteinen von
der Menge unterschieden werden, die zytoskelettal verankert ist. Diese
Untersuchung wurde fur Dsg 3 in HaCaT-Zellen durchgefuhrt (Abb. 22).

Unter Kontrollbedingungen war der grol3ere Teil von Dsg 3 am Zytoskelett
verankert. Die Menge dieser Fraktion anderte sich nur wenig unter den
verschiedenen Versuchsbedingungen.

Alleinige Applikation von PV-IgG 1 Uber 24 h zeigte eine Zunahme von Dsg 3
im  Triton-léslichen, das heil3t zytosolisch bzw. membrangebunden

vorliegendem Dsg 3. Gleichzeitige Inkubation mit CNFy (600ng/ml) zur

I6slich zytoskelettal
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Abb. 22: Einfluss von Pemphigus-1gG auf die Dsg 3-Verankerung am

Zytoskelett
PV-IgG 1 (obere Zeile) sowie PF-IgG 1 (untere Zeile) vermehrten beide den Anteil des
tritonléslichen Dsg 3. Eine gleichzeitige Behandlung mit CNFy zur Aktivierung von Rho A
resultierte in einem deutlich verringerten Anteil an nicht Zytoskelett-gebundenem Dsg 3.

Der Anteil des zytoskelettal verankerten Dsg 3 veranderte sich unter keiner der

Bedingungen merklich, n = 3.

Aktivierung von Rho A fuhrte dagegen zu einem deutlichen Verlust des frei
vorliegenden Dsg 3. Zusammen mit der vermehrten Farbungsintensitat von Dsg
3 in der Immunfluoreszenzdarstellung wies dies auf eine vermehrte

Zytoskelettverankerung in der Membran hin. Diese Daten deuteten an, dass

61



3 Ergebnisse

Rho A an der Regulation der Zytoskelettverankerung von Desmocadherinen
beteiligt ist.

Als néachster Schritt wurde untersucht, ob die durch Pemphigus-lgG reduzierte
Aktivitdt von Rho A (ber eine Beeinflussung von ROCK wirkt. Dieses
Effektorprotein von Rho A vermittelt viele der Einflisse dieser GTPase auf das
Aktinzytoskelett. (Schmandke und Strittmatter, 2007). Durch Verwendung des
Inhibitors Y27632 wurde ROCK inhibiert (Ishizaki et al., 2000). Die gleichzeitige
Gabe von Y27632 (10 mM) zusammen mit CNFy (600 ng/ml) und PV-IgG fuhrte
zu einer teilweisen Verminderung des protektiven Effektes einer Rho A-
Aktivierung (dargestellt fir Desmoplakin, Abb. 23). Es lie3 sich zwar keine
Lickenbildung mehr induzieren, jedoch zeigte sich eine Fragmentierung der

Immunfarbung von Desmoplakin sowie eine reduzierte Anfarbung von F-Aktin.

Desmoplakin F-Aktin

Desmoplakin+F-Aktin

PV1+CNFy+Y27632

) ;

Abb. 23 Einfluss der ROCK-Inhibition auf den protektiven Effekt der

Rho A-Aktivierung bei Inkubation mit Pemphigus-1gG
Die Inhibition von ROCK durch Y27632 verhinderte teilweise den protektiven Effekt von
CNFy. So war die Fragmentation der Desmoplakin-Farbung als Reaktion auf die Gabe
von PV-IgG wieder gut sichtbar (a), Lickenbildung lie? sich allerdings nicht darstellen
(b). Maf3stab 20 pm, n = 3.

Zusammenfassend lasst sich also feststellen, dass Pemphigus-IgG einem
vermehrten Auftreten von freiem, nicht zytoskelettal gebundenem Dsg 3 fiihrte.
Dies konnte durch eine Aktivierung von Rho A mittels CNFy verhindert werden,
Weiterhin schien ein Teil der PV-1gG-induzierten Effekte iber ROCK vermittelt

zu werden.
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4 Diskussion

4.1 Rho-GTPasen sind an der Regulation der desmosomal
vermittelten Haftung beteiligt

Die in dieser Arbeit gewonnen Ergebnisse zeigen eine Beeinflussung der
zellularen Adhasion in vitro wie ex vivo durch Rho-GTPasen. Auch scheinen
Rho-GTPasen die Lokalisation von Desmocadherinen zu regulieren. Weiterhin

wirken Rho-GTPasen auf die Dsg-vermittelte Adhasion ein.

4.1.1 Rho-GTPasen beeinflussen die zellulire Adhdsion und die

Lokalisation von Desmogleinen
Eine Inhibition von Rho A oder Rac 1 fuhrte in kultivierten Keratinozyten zu
interzellularer Lickenbildung und Verlust  von Desmocadherin-
Immundarstellung entlang der Zellgrenzen. Weiterhin fiihrte die Inhibition von
Rho A in einem ex vivo-Modell menschlicher Haut zur Keratinozytendissoziation
mit Fragmentation und Verlust der Dsg 1-Immunfarbung in suprabasalen
Schichten der Epidermis. Eine Aktivierung von Rho A fuhrte vornehmlich zu
einer gesteigerten Bildung von Aktin-Stressfasern, wahrend eine Aktivierung
von Rho A, Rac 1 und Cdc42 zusammen vor allem in einer vermehrten
Darstellbarkeit des kortikalen Aktinfilamentsystems resultierte. Dies steht mit
bekannten Daten im Einklang, nach denen in unterschiedlichen Zelllinien eine
Aktivierung von Rho A zur Bildung von Stressfasern fiihrt und Rac 1 das
kortikale Aktinsystem reguliert (Hall und Nobes, 2000). Unabhangig davon, ob
Rho A alleine oder ob alle drei Rho-GTPasen aktiviert wurden, entstand eine
verstarkte Immunreaktivitat und Linearisierung von Dsg 3 an der
Plasmamembran. Die Daten zeigen weiterhin, dass eine Aktivierung von Rho A
zu einer Verminderung des nicht zytoskelettal verankerten Dsg 3 fuhrt. Somit
konnte die Modulation des Einbaus von Desmogleinen in Desmosomen und die
damit verbundene Verankerung an Plaque-Proteinen und Intermediarfilamenten
einen Mechanismus darstellen, Uber den Rho-GTPasen die interzellulare

Haftung regulieren.
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Diese Ergebnisse stehen nicht im Einklang mit einer Studie, die keinen Einfluss
von Rho-GTPasen auf Desmosomen beobachten konnte (Braga et al., 1997).
Hierbei wurden in Keratinozyten konstitutiv aktive bzw. inaktive Rho A- bzw.
Rac 1-Mutanten injiziert und resultierende Effekte auf die Adharensjunktionen
evaluiert. Es zeigte sich hierbei, dass immunfarberisch die Lokalisation von
Desmoplakin 25 min nach Injektion gegeniber Kontrollen unveréndert blieb.
Eine weitere Charakterisierung desmosomaler Proteine wurde nicht
durchgefuhrt. Auch im Rahmen dieser vorliegenden Dissertation wurden
Versuche zur Mikroinjektion von fiur Rho-GTPasen kodierende Plasmide
begonnen. Da eine gleichmafiige Injektion eines ausreichend grofRen Areals mit
adharenten Keratinozyten jedoch nur schwer zu erreichen war, wurde diese
Technik wieder verlassen. Zusammenfassend betrachtet lasst sich die Studie
von Braga et al. aufgrund einer anderen Zielsetzung, unterschiedlichen
Zeitfenstern und eventueller methodischer Probleme wohl nicht mit den

Ergebnissen dieser Dissertation vergleichen.

4.1.2 Rho GTPasen modulieren die Desmoglein-vermittelte
Haftung
Mit der Laserpinzettentechnik war es moglich, die Dsg-vermittelte Haftung in
kultivierten Keratinozyten ndher zu charakterisieren. So fuhrte eine Aktivierung
von entweder Rho A alleine oder von Rho A, Rac 1 und Cdc42 zusammen zu
einer verstarkten Bindung Dsg-beschichteter Mikroperlen. Eine Hemmung von
Rho A oder Rac 1 resultierte in einer Verminderung der Dsg-vermittelten
Haftung. Auch eine Inhibition aller drei GTPasen reduzierte die Anzahl
gebundener Perlen. Allerdings war dieser Effekt, im Gegensatz zu den in der
Immunfluoreszenzmikroskopie sichtbaren Auswirkungen, weniger stark
ausgepragt als nach Hemmung von Rho A oder Rac 1 alleine. Fur diese
Diskrepanz kénnten zweierlei Erklarungen méglich sein. So waren bei Inhibition
der drei GTPasen vermehrt grof3e, nicht an Zellen gebundene
Mikroperlenaggregate sichtbar. Es ist denkbar, dass zwar deutlich weniger
Mikroperlen auf der Zelloberflache haften, die ungebundenen Perlen daraufhin
aber vermehrt Uber ihre Dsg-Molekile aggregieren. Definitionsgemal wurden

diese Perlenaggregate allerdings nicht in die Zahlung mit einbezogen. Somit
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wéaren die noch auf der Zelloberflache fest gebundenen Perlen in der
Auszahlung Uberreprasentiert.

Andererseits muss eine verminderte interzellulare Haftung nicht unbedingt mit
einer stark verminderten Desmoglein-vermittelten Haftung einhergehen.
Dsg-Molekiile liegen entweder komplexiert in Desmosomen vor oder
diffundieren frei in der Plasmamembran, wo sie nicht am Zytoskelett verankert
zu sein scheinen (Aoyama und Kitajima, 1999; Windoffer et al., 2002). Die
interzellulare Haftung wird wohl hauptsachlich Gber die Desmosomen vermittelt
(Green und Simpson, 2007). Dagegen ist davon auszugehen, dass die mit der
Laserpinzette gemessene Dsg-vermittelte Adhasion vor allem die
Bindungsfahigkeit der nicht desmosomal vorliegenden Dsg-Molekile auf der
Zelloberflache widerspiegelt. So kdnnte eine Hemmung von Rho-GTPasen
unterschiedliche Effekte auf die Bindungsfahigkeit von desmosomal und nicht-
desmosomal vorliegenden Dsg austben. Interessant ist hierbei die Tatsache,
dass p120-Catenin, das nur an nichtjunktionale Dsg 3-Molekile gebunden sein
soll (Kanno et al.,, 2008), modulierend auf Rho-GTPasen einzuwirken scheint
(Anastasiadis et al., 2000; Noren et al., 2000) und beispielsweise in der Lage
ist, Rho A und p190RhoGAP an Adharensjunktionen zu rekrutieren (Magie et
al., 2002; Wildenberg et al., 2006). Unklar ist die Rolle von Cdc42, dessen
Funktion mangels eines selektiven Inhibitors nicht isoliert untersucht werden
konnte. Es ist nicht auszuschliel3en, dass diese GTPase z. B. p120-Catenin-
vermittelt andere Effekte zeigt als Rho A oder Rac 1. Auch ein hemmender
Einfluss von Cdc42 auf Rho A oder Rac 1 ware denkbar und konnte die
Diskrepanz zwischen den starkeren Effekten nach Inhibition von Rho A oder
Rac 1, verglichen mit denen nach Hemmung aller drei GTPasen, erklaren
helfen. Insgesamt ist die Datenlage zu einer mdglichen Regulation von
desmosomalen Proteinen durch Rho-GTPasen noch wenig aussagekraftig, was
nicht zuletzt in der groBen Schwierigkeit der experimentellen in vivo-
Zuganglichkeit desmosomaler Proteine begrindet ist (Rubenstein und Diaz,
2006).

65



4 Diskussion

4.2 Rho A ist an der Pemphigus-Pathogenese beteiligt

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Pemphigus-IgG mit der Aktivitat
von Rho-GTPasen interferieren und dass eine pharmakologische Aktivierung
der GTPasen die Ausbildung Pemphigus-IgG vermittelter Effekte blockiert. Die
Tatsache, dass diese schutzenden Effekte bei Aktivierung von Rho A alleine
sowie bei Aktivierung aller drei GTPasen gleich stark ausgepragt waren, lasst

darauf schlieRen, dass Rho A hierbei eine Schlisselfunktion zukommt.

4.2.1 Pemphigus-IgG vermindern die Aktivitdit von Rho A

Mit Pulldown-Versuchen wurde ermittelt, dass Pemphigus-lgG sowohl zur
Verminderung der Menge von aktiven Rho A flhrt als auch eine verminderte
Aktivierbarkeit dieser GTPase zur Folge hat. Desweiteren fihrten
Pemphigus-lgG wie eine Inhibition von Rho-GTPasen zu suprabasaler
Zelldissoziation in der Epidermis und zu Luckenbildung in kultivierten
Keratinozyten. Dieser Effekt war von p38MAPK abhangig, was mit den
Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen korreliert (Berkowitz et al., 2005; 2006;
Chernyavsky et al., 2007). Ubereinstimmend hierzu verhinderte eine Aktivierung
von Rho A bzw. die Inhibition von p38MAPK die Ausbildung Pemphigus-IgG-
vermittelter Effekte.

Pemphigus-lgG fihrten zu einer vergré3erten Menge an nicht junktional
lokalisiertem Dsg 3, was sich bei gleichzeitiger Behandlung mit Rho A-
aktivierendem Toxin nicht auslésen liel3, sondern sogar in einer Verminderung
resultierte. Eine Inhibition von ROCK, einem Effektormolekil von Rho A,
zusammen mit Pemphigus-lgG und Aktivierung von Rho A verhinderte
einerseits die Luckenbildung, andererseits aber weder die Fragmentation der
Immundarstellung von Desmoplakin und Dsg 3 noch die Verminderung der
Aktinfarbung. Dies deutet zusammen mit den Ergebnissen der
Proteinextraktionsversuche darauf hin, dass Rho A zumindest teilweise Utber
ROCK stabilisierend auf desmosomale Proteine wirkt und deren Dissoziation
vom Zytoskelett verhindert. Es zeigt aber auch, dass noch andere
Mechanismen den protektiven Effekt von Rho A vermitteln.

Eine Inkubation mit PV-IgG soll zu gesteigerter Phosphorylierung von Proteinen

von Adhéarensjunktionen und Desmosomen fihren (Aoyama et al.,, 1999;
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Nguyen et al., 2004). In der Tat ist die Phosphorylierung von Cadherinen und
Plaqueproteinen an Tyrosin- und/oder Serin-/Threonin-Resten ein bekannter
Mechanismus zur Regulation von Cadherin-basierten Junktionen, der zur
Internalisierung junktionaler Proteine fuhrt (Gumbiner, 2005). Es st
beispielsweise denkbar, dass die Inhibition von Rho A durch Pemphigus-IgG
Uber eine vermehrte Phosphorylierung zur Endozytose desmosomaler Proteine
fuhrt. So wurde bereits gezeigt, dass Rac 1 und Cdc42 Aktin-abhangig zu
Internalisierung von E-Cadherin fuhrt (Izumi et al., 2004). Hierbei kdnnte die
Tyrosinkinase Src eine wichtige Rolle spielen. Diese fuhrt wohl einerseits zu
Aktivierung von p38MAPK und andererseits zu PV-IgG-abhéangiger
Phosphorylierung von p120-Catenin (Chernyavsky et al., 2007; 2008). Da eine
p120-Catenin-Cadherin-Interaktion zur Stabilisierung von Adharensjunktionen
notwendig ist und ein Verlust dieser Interaktion zu Internalisierung nahezu aller
Adharensjunktions-Proteine fuhrt (Davis et al., 2003), liegt die Vermutung nahe,
dass ein vergleichbarer Mechanismus auch fur den Umsatz desmosomaler
Proteine vorhanden wund an den durch Pemphigus-IgG vermittelten
Membranverlust von Desmogleinen beteiligt ist.

Auch wenn die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zusammen mit anderen
Gruppen eine eher geringere Beeinflussung der Adhéarensjunktionen durch
Pemphigus-lgG vermuten lassen (Calkins et al., 2006; de Bruin et al., 2007), so
kann doch nicht ausgeschlossen werden, dass sich dies auf den Umsatz
desmosomaler Proteine auswirkt. So sollen zum einen die Adh&arensjunktionen
durch Rho-GTPasen reguliert werden (Braga, 2002), zum anderen ist eine
homophile E-Cadherin-Bindung wohl wichtig zur Ausbildung von Desmosomen
(Yap et al, 1997). Interessenterweise konnte in diesem Zusammenhang
gezeigt werden, dass eine Inhibition der Na*’/K*-ATPase die Ausbildung von
Desmosomen und Okkludenskontakten tber eine Verminderung der Aktivitat
von Rho A verhindert (Rajasekaran et al., 2001). Die Frage, inwieweit diese
Mechanismen auch fir den Umsatz von Proteinen in bereits gebildeten

Desmosomen verantwortlich sind, bleibt offen.
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4.2.2 Die  Desmoglein-Kompensationstheorie erkldirt die

Pemphigus-Pathogenese nicht vollstdindig

Die Desmoglein-Kompensationstheorie als alleiniges Modell zur Erklarung der
unterschiedlichen Blasenlokalisation bei PF und PV wird in den letzten Jahren
immer mehr in Frage gestellt (Bystryn und Rudolph, 2005; Amagai et al., 2006;
Waschke, 2008). In der Tat erklart dieses Modell nicht, wieso die Spaltbildung
bei PV mit Antikdrpern gegen Dsg 1 und 3 in der Epidermis nur suprabasal
auftritt und nicht in allen Schichten. Auch die Fllle an Signalwegen, die durch
Pemphigus-lgG induziert wird und deren Beeinflussung die Ausbildung der
pathogenen Effekte verhindern, sprechen gegen die Allgemeingultigkeit dieser
Theorie.

In der vorliegenden Arbeit fihrte die Gabe von PF-IgG im ex vivo-Modell der
Epidermis zu Spaltbildung in Arealen, in denen Dsg 1 wie Dsg 3 exprimiert
wurden. Auch in Keratinozyten, die Dsg 1 und 3 ausbilden, lie3 sich so eine
Lickenbildung induzieren. Ein weiterer Hinweis der vorgestellten Daten, der
gegen das Modell der direkten Inhibition spricht, ergibt sich aus der Tatsache,
dass Inkubation mit PF-IgG zur Hemmung der Dsg 3-vermittelten Haftung von
Mikroperlen fuhrte. Dies liel3e sich tUber die Kompensationstheorie nur erklaren,
wenn eine heterophile Bindung zwischen Dsg 1 und 3 bestinde. Eine
Publikation dieser Arbeitsgruppe konnte allerdings zeigen, dass dies nicht der
Fall ist (Heupel et al., 2008). Somit kompensiert Dsg 3 in den verwendeten
Modellen nicht fir Dsg 1. Auch unterscheidet sich die Desmoglein-Verteilung in
menschlicher Haut von der Verteilung in Mauseepidermis — aus denen die
Kompensationstheorie abgeleitet wurde — durch einen breiteren Uberlappungs-
bereich von Dsg 1 und 3 (Mahoney et al., 2006). Dies konnte mit den
vorliegenden Daten bestatigt werden.

Verschiedene Signalwege in den einzelnen Epidermis-Schichten sowie einige
weitere Faktoren des Mikromilieus konnten eine wichtige Rolle in der
Pemphigus-Pathogenese und fir die Erklarung der unterschiedlichen
Blasenlokalisation bei PV und PF spielen. Eine Arbeitsgruppe berichtete tber
Antikdrper gegen cholinerge Rezeptoren, die ursachlich an der Pathogenese

beteiligt sein sollen (Grando, 2006). Diese These wird durch die Tatsache
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unterstitzt, dass in der Epidermis in tieferen Schichten vorwiegend
Ms-Acetylcholinrezeptoren exprimiert werden und in oberen Schichten der
Ms-Subtyp vorherrscht (Ndoye et al., 1998). Eine weitere Moglichkeit der
Erklarung der unterschiedlichen Blasenlokalisation entsteht durch einen in der
Epidermis vorhandenen von superfiziell nach basal hin abnehmenden Ca?'-
Gradienten (Menon et al., 1985). Bedingt durch die Ca**-Abhangigkeit der
Cadherinbindung kénnte eine Veranderung dieses Gradienten mit
Zelldissoziation in distinkten Schichten der Epidermis einhergehen (Waschke et
al., 2007). Eine interessante, wenn auch spekulative Vermutung besteht in der
Annahme einer Beeinflussung der Pemphigus-Pathogenese durch die
unterschiedliche epidermale Zytokeratinverteilung (Amagai et al., 2006). Da
diese mit Desmosomen verknupften Zytoskelettfilamente stark an der
Ausbildung und Unterhaltung von Zellpolaritat und —form beteiligt sind, ist eine
unterschiedliche Beeinflussung spezifischer Zytokeratine durch PV und PF
denkbar.

Andererseits kann durch die Beschreibung von Pemphigus-lgG-vermittelten
Signalwegen natirlich nicht ausgeschlossen werden, dass durch Bindung
pathogener Antikorper eine zumindest partielle direkte Schwachung der
Transinteraktion entsteht. Wahrend bei PF eine direkte Inhibition keine Rolle zu
spielen scheint (Waschke et al., 2005; Heupel et al., 2008), konnte doch fir PV
eine Behinderung der Dsg 3-Interaktion in einem zellfreien System
nachgewiesen werden (Heupel et al., 2008). Zusammen mit der Tatsache, dass
PF-lgG-Inkubation die Dsg 3-vermittelte Haftung inhibiert, ist dies ein wichtiger
Hinweis darauf, dass Desmogleine in der Lage sind, Signale aus dem
Extrazellularraum im Rahmen eines ,outside-in signalling” ins Zellinnere zu
vermitteln. Dies steht im Einklang mit dem Erklarungsmodell einer anderen
Arbeitsgruppe (Mdiller et al., 2008). Ob diese Signaltransduktion ins Zellinnere
durch Antikdrperbindung vermittelt wird oder eine Folge des Verlusts der
Transadhasion durch (allo)sterische Behinderung ist (Sharma et al., 2007), lasst
sich noch nicht abschlie3end beurteilen. Zwei Tatsachen sprechen eher flr
ersteres Modell: Erstens fuhrt PF-IgG in einem zellfreien Versuchsaufbau nicht
zu einem Verlust der Dsg 1-Transinteraktion, zweitens zeigt sich Akantholyse

nach 12-24 h deutlich spater als die meisten gefunden Signalwege (1 min - 4 h).
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In diesem Zusammenhang konnte ein Vergleich der Wirkung von Exfoliativem
Toxin (ET) mit der von PF-IgG beispielsweise auf Rho A oder p38MAPK
aufschlussreich sein. ET von Staphylococcus aureus schneidet spezifisch
Dsg 1 zwischen EC-3 und EC-4 und fuhrt zum Krankheitsbild des SSSS
(Staphylococcal scalded skin syndrome) mit der Ausbildung oberflachlicher
Blasen (Amagai, 2003). Somit sollte Inkubation mit ET im Gegensatz zu der mit
PF-IgG sicher zu Verlust von Dsg 1-Adhasion fihren und es lie3en sich
unterschiedliche Auswirkungen auf die Signaltransduktion untersuchen.

Insgesamt bestehen wohl grundlegende Unterschiede in der Pathogenese von
PV und PF (Waschke, 2008). Wahrend die Blasenbildung bei PF nur Uber
intrazellulare Signalwege vermittelt zu werden scheint, spielt fur PV wohl
zusatzlich eine direkte Inhibition der  Cadherinbindung durch
Dsg 3-Autoantikorper eine Rolle (siehe Abb. 24). Dies und die Tatsachen, dass
die Daten dieser Arbeit keine Unterschiede bei PV- und PF-IgG hinsichtlich der
Auslésung von Signalwegen zeigten, in der Literatur aber auch Hinweise dafur
bei anderen Signalwegen existieren, deutet einen mehrstufigen Prozess der
Pemphigus-Pathogenese an, der schlielich die Ausbildung des

unterschiedlichen Phénotyps erklaren kdnnte.

4.2.3 Die Entstehung von Hautblasen kann als ein mehrstufiger

Prozess verstanden werden

Die Versuche an menschlicher Epidermis mittels des ex vivo-Modells zeigten
bei Inkubation mit PV-IgG wie mit PF-IgG gleichermal3en eine Spaltbildung
vorzugsweise in tiefen Schichten. Dies und die geringe Lange der Spalten
entspricht nicht unbedingt der Situation beim erkrankten Patienten, wo grol3e
schlaffe Blasen entstehen, die bei PV tief und bei PF oberflachlich lokalisiert
sind. Es muss allerdings in Betracht gezogen werden, dass im verwendeten
Modell die Inkubationszeit der Antikorper nur 24 h betrug, wahrend die
AutoantikOrper im Patienten Uber einen langeren Zeitraum ihre pathogenen
Effekte ausiiben. Somit konnten die in unserem ex vivo-Modell beobachteten
Lasionen Vorlaufer von Blasen darstellen, die sich erst im weiteren Verlauf
verschlimmern und dann das Vollbild der Pemphigus-Effloreszenzen ergeben.

Somit ist ein Modell der Pemphigus-Pathogenese denkbar, wonach bei PV wie
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bei PF durch Storung bestimmter Signalwege initiale Veranderungen in basalen
Bereichen der Epidermis auftreten, die durch weitere Mechanismen verstarkt
werden und durch die sich schlie3lich der unterschiedliche Phanotyp von PV
und PF ausbildet (Abb. 24). Gegen diese These spricht allerdings, dass nach
passiver Injektion von Pemphigus-IgG in neonatale Mause eine vollstandige
Blasenbildung schon nach 18-24 h zu erreichen ist (Anhalt et al., 1982; Nguyen
et al., 2000b; Berkowitz et al., 2006). Hierzu muss angemerkt werden, dass in
allen Transferstudien sehr hohe Konzentrationen an Pemphigus-lgG
verabreicht wurden, die mit der Situation beim erkrankten Menschen wohl nicht
zu vergleichen sind. Hinzu kommt, dass die Epidermis von Mausen in vivo im
Vergleich zu inkubierten Explantaten menschlicher Haut erhéhter mechanischer
Belastung ausgesetzt ist. Natirlich ist es letztendlich nicht auszuschliel3en,
dass im ex vivo-Modell bestimmte pathogene Einflussfaktoren nicht abgebildet
werden, weil modulierende Einflussgrof3en des Organismus fehlen. So existiert
beispielsweise keine gute Erklarung, wieso die Lasionen bei Behandlung mit
PF-IgG im ex vivo-Modell vorwiegend in tiefen Hautschichten auftreten und
nicht oberflachlich wie bei den PF-Patienten.

Zusammenfassend ist somit ein mehrstufiger Mechanismus der Pemphigus-
Pathogenese denkbar, der viele aktuelle Erklarungsversuche vereint (Waschke,
2008, Abb 24): Die Bindung von Pemphigus-Autoantikdrpern in intakter
Epidermis fihrt zu Signaltransduktion ins Zellinnere mit Beeinflussung eines
Signalweges, an dem Rho A und p38MAPK beteiligt sind. Auch Plakoglobin
scheint als Signalmolekdl in der PV-Pathogenese im Rahmen eines ,outside-in
signalling” wichtig zu sein, da Plakoglobin-defiziente Keratinozyten nur sehr
geringe PV-lIgG-vermittelte Effekte zeigen (Caldelari et al., 2001; Miller et al.,
2008).

Die durch diese Einflisse entstehenden initialen L&sionen werden durch
zusatzliche Faktoren moduliert. Diese unterscheiden sich fur PV und PF und
bedingen die unterschiedliche Lokalisation der Spalten. Bei PV spielen neben
einer direkten Inhibition durch gebundene Autoantikdrper und einer Depletion
von Dsg 3 aus der Zellmembran eine Beeinflussung zusatzlicher Signalwege

mit Komponenten wie c-Myc, PLC, PKC, Src oder Cdk2 eine Rolle.
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Abb. 24: Mechanismen der Pemphigus-Pathogenese

Pemphigus-lgG fiuhren zur Beeintrdchtigung von Signalwegen an denen p38MAPK,
Rho A sowie Plakoglobin beteiligt sind. Dies fuihrt zu Vorlaufer-Lasionen in der Epidermis,
die sich durch unterschiedliche weitere Mechanismen zum Vollbild der Spaltbildung bei
PV und PF entwickeln. Bei PV ist eine Depletion von Dsg 3 neben einer Beeinflussung
diverser Signalwege mit Beeintrachtigung von c-Myc, PLC und PKC, Src sowie Cdk2
ursachlich beteiligt. Hinzu kommt, im Unterschied zu PF, eine direkte Inhibition durch
Antikorperbindung. Bei PF spielen neben der Dsg 1-Depletion eventuell eine

Beeinflussung des Ca**-Gradienten in der Epidermis eine Rolle. Modifiziert nach
Waschke, 2008.
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Fur PF hingegen sind weniger zusatzliche Faktoren bekannt. Eine Veranderung
des Kalziumgradienten in der Epidermis kdnnte ebenso beteiligt sein, wie die

beobachtete Dsg 1-Depletion.

4.3 Ausblick

Abschliel3end betrachtet ist die Pemphigus-Pathogenese noch nicht vollstandig
verstanden. Regelmallig werden neue Aspekte der Wirkung von Pemphigus-
IgG im zellularen Kontext aufgebracht, deren Integration in bereits bekanntes
und als gesichert geltendes Wissen oftmals nicht einfach zu erreichen ist.
Jedoch ist es auch weiterhin wichtig, die genauen Mechanismen aufzuklaren
und kritisch zu beleuchten, da Pemphigus ein relativ einfach zu untersuchendes
Modell einer Immunerkrankung darstellt. Somit besteht die Hoffnung, dass
Erkenntnisse aus der Pemphigus-Forschung auch auf andere, komplexere
Autoantikorper-vermittelten Erkrankungen angewandt werden kénnen. Auch in
der Therapie des Pemphigus besteht erheblicher Forschungsbedarf, da die
aktuellen Behandlungsmdglichkeiten insgesamt als unbefriedigend, weil zu
unspezifisch und sehr nebenwirkungsreich, einzustufen sind.

Somit soll hier kurz auf einige interessante Aspekte des Pemphigus
eingegangen werden, deren nahere Untersuchung zu relevanten Ergebnissen
fuhren konnten.

Im Anschluss an die vorgelegten Daten wére eine genauere Charakterisierung
der Rho A-vermittelten Wirkung der Pemphigus-IgG winschenswert,
beispielsweise im Hinblick auf mdgliche weitere Effektorproteine von Rho A. Die
Rolle des Aktinzytoskelett hierbei ist ebenfalls nur unvollstandig verstanden,
ebenso wie die Einwirkung anderer Zytoskelettkomponenten wie Mikrotubuli.
Weiterhin fehlen Daten Uber eine Verbindung zwischen der maoglichen
Weitergabe eines Antikorperbindungssignals durch Desmocadherine, der
Aktivierung von p38MAPK und der Inhibition von Rho A. Hierbei wére auch eine
eingehende Untersuchung der Rolle von Src und p120-Catenin lohnenswert.
Die Tatsache, dass Dsc 3-defiziente Mause postnatal eine starke
Hautblasenentwicklung zeigen, deutet darauf hin, dass dieses Desmocadherin
eine wichtige Rolle bei der intraepidermalen Haftung spielt (Chen et al., 2008).

Eine genaue Charakterisierung der Bindungseigenschaften und -partner von
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Dsc 3 konnte Hinweise auf neue Aspekte der Pemphigus-vermittelten
Zelldissoziation geben. Ahnliches gilt prinzipiell auch fir das desmosomal
lokalisierte Protein Perp, dessen Fehlen ebenfalls zu Blasenbildung fuhrt
(Marques et al., 2006).

Schlussendlich erdffnet die Tatsache, dass zirkulierende Pemphigus-Antikorper
das GefalRendothel passieren missen, um zu ihrem Zielort zu gelangen, ein bis
jetzt wenig beachtetes Forschungsfeld. Eine bessere Charakterisierung der
Mechanismen, die den Ubertritt von Antikérpern tiber das Endothel regulieren,
kénnte zu neuen therapeutischen Optionen bei der Behandlung des Pemphigus

fuhren.
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5 Zusammenfassung

Die Stabiltat und Integritat der Epidermis beruht zu einem grof3en Teil auf der
intakten Funktion der Desmosomen. Diese fleckférmigen Zellkontakte vermitteln
extrazellular die Haftung zwischen den Keratinozyten durch Desmocadherine
und sind intrazellular Uber Adaptorproteine im Intermediarfilamentsystem des
Zellskeletts verankert. Diese Funktion ist bei der Autoimmunerkrankung
Pemphigus gestort, die zu intraepidermaler Blasenbildung durch Akantholyse
der Keratinozyten fuhrt. Pemphigus vulgaris (PV) und Pemphigus foliaceus (PF)
stellen die beiden Hauptvarianten dar, wobei PV durch AutoantikGrper gegen
die Desmocadherine Desmoglein (Dsg) 3 und oftmals zusétzlich gegen Dsg 1,
PF durch Autoantikérper nur gegen Dsg 1 gekennzeichnet ist. Rho-GTPasen
sind zellulare Regulatorproteine, die das Aktinzytoskelett und verschiedene
Zellkontakte beeinflussen.

Die vorliegende Arbeit beschaftigte sich mit dem Einfluss von Rho-GTPasen bei
der Regulation von desmosomal vermittelter Adhasion. In einem zweiten Teil
wurde die Beteiligung von Rho-GTPasen bei den Pemphigusvarianten PV und
PF naher charakterisiert. Fir den ersten Abschnitt wurden bakterielle Toxine
verwendet, die spezifisch Rho GTPasen aktivieren bzw. inhibieren, wahrend fur
den zweiten Teil IgG-Fraktionen von PV- und PF-Patienten in Kombination mit
aktivierenden Toxinen zur Anwendung kamen.

Eine Inhibition der drei Hauptvertreter der Rho-GTPasen in kultivierten
Keratinozyten und humaner Epidermis fihrte zu einer Rarefizierung des
Aktinfilamentsystems, zu Verlust von membransténdig lokalisiertem Dsg 1 und
3 und zu Zelldissoziation sowie zu verminderter Dsg 1 und 3-vermittelter
Haftung von Mikroperlen auf der Oberflache von Keratinozyten. Die Aktivierung
der GTPasen resultierte in vermehrter linearisierter Darstellbarkeit von Aktin
und Dsg 3 an den Zellgrenzen und einer verstarkten Dsg-vermittelten Haftung.
Pemphigus-lgG flihrten ebenfalls zu Zelldissoziation und Verlust von Dsg-
Immunreaktivitdt in Keratinozytenkulturen, zu Spaltbildung in humaner
Epidermis und zum Verlust der durch Dsg 1 und Dsg 3 vermittelten Adhasion.

Dies ging einher mit einer vermehrten Menge an nicht am Zytoskelett
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verankerten Dsg 3 und wurde durch eine p38MAPK-abhangige Verminderung
der Aktivitat von Rho A moduliert. Die Aktivierung von Rho A verhinderte die
Ausbildung der Pemphigus-induzierten Effekte nahezu vollstandig.

Zusammenfassend regulieren Rho-GTPasen die desmosomale Haftung in
Keratinozyten. Die Daten zeigen weiterhin, dass Pemphigus-lgG durch eine
Inhibition von Rho A diese Regulation beeintrachtigt, was zu Schwachung der
Zytoskelettverankerung von Desmogleinen und zu Haftungsverlust und
Spaltbildung fuhrt. Somit ist Rho A ein wichtiger Faktor der Pemphigus-
Pathogenese und stellt einen Erfolg versprechenden Ansatzpunkt zur

Entwicklung neuer Therapieoptionen dar.
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7.1 Abkiirzungsverzeichnis

pHm Mikrometer

Abb. Abbildung

AMP AuRere Membranplaque

APS Ammoniumperoxydisulfat

Aqua dest. destilliertes Wasser

BSA Rinderserumalbumin

C2INC3 C3-Transferase-Fusionsprotein

ca* Calcium

CAR Zelladhasionserkennungsstelle

CDK Cyclin-dependent kinase

cDNA complementary deoxyribonucleoic acid
CHO-Zellen Chinesische Hamsterovarialzellen
CK14 Zytokeratin 14

CNF-1 Cytotoxic necrotizing factor 1

CNFy Cytotoxic necrotizing factor y

Cy3 Indocarbocyanin

DMEM Dulbecco’s modifiziertes Eaglemedium
DMP Dimethylpimelimidat

Dsc Desmocollin

Dsg Desmoglein

EC Extrazellulardoméane

ECL Enhanced chemiluminescence

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay
F-Aktin Filamentares Aktin

FCS Fetales Kalberserum

g Erdbeschleunigung

g Gramm

gam Goat anti-mouse

GAP GTPase-aktivierendes Protein

garb Goat anti-rabbit

GDI Guanosin-Nukleotid-Austauschinhibitor
GDP Guanosindiphosphat

GEF Guanosin-Nukleotid-Austauschfaktor
GST Gluthation-S-Transferase

GTP Guanosintriphosphat

GTPase Guanosintriphosphat -Hydrolase
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h

H.E.
HaCaT-Zellen
HbSS
HSP27
IF

19G
IMP
kDa

I

LT

M

mA
Mg?*
min

ml
MLC
MLCP
mm
MP
MTT
Nd:Yag
NGS
NH-1gG
NPG
p38MAPK
PA
PAGE
PAK
PBS
PF
PFA
PF-1gG
pH
PKC
PKP
PLC
PM
PMSF
POX
PPL
PV

Stunde

Hamatoxylin und Eosin

Human adult low calcium elevated temperature-Zellen
Hank’s gepufferte Salzldsung
Hitzeschockprotein 27
Immunfluoreszenzmikroskopie
Immunglobulin G

Innere Membranplaque

Kilo-Dalton

Liter

Letales Toxin

Molar [g/mol]

Milliampere

Magnesium

Minute

Milliliter

Myosin-Leichtketten
MLC-Phosphatase

Millimeter

Mesophragma
3-[4,5-Dimethyldiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazolimbromid
Neodym-dotiertes Yttrium-Aluminium-Granat
Normales Ziegenserum

Normales humanes IgG einer gesunden Testperson
N-Propylgallat

p38 Mitogen-aktivierte Kinase
Plasminogenaktivator

Polyacrylamid- Gelelektrophorese
p21l-aktivierte Kinase
Phosphat-gepufferte Salzlésung
Pemphigus foliaceus

Paraformaldehyd

Pemphigus foliaceus-Immunglobulin G
pH-Wert

Proteinkinase C

Plakophilin

Phospholipase C

Plasmamembran
Phenylmethylsulfonylfluorid
Meerrettichperoxidase

Prestained protein ladder

Pemphigus vulgaris
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PV-IgG
Ras
Rho
ROCK
RT

SB

SDS

Pemphigus vulgaris-Immunglobulin G

Rat sarcoma

Ras homolog

Rho associated coiled-coil containing protein kinases
Raumtemperatur

Stratum basale

Stratum corneum

Sodiumdodecylsulfat

Stratum granulosum

Stratum spinosum

Staphyloccal scalded skin syndrome

Tabelle

Tetramethyethylendiamin

Umdrehungen

Units
Urokinase-Typ-Plasminogenaktivatorrezeptor
Volt

Watt

Wiscott-Aldrich-Syndrom-Protein
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