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1. Einleitung

1 Einleitung

1.1 Epidermis

Die Hautdecke, die den menschlichen Korper nach auflen abgrenzt, besteht aus der
Kutis und der darunterliegenden Subkutis. Die Kutis wird weiter untergliedert in die
Dermis und die Epidermis, welche die oberfldchlichste Schicht der Haut darstellt. Die
Epidermis ist ein mehrschichtiges verhornendes Plattenepithel, dessen vorherrschender
Zelltyp die Keratinozyten sind. Sie hat vor allem die Aufgabe, den Organismus nach
auBBen hin abzugrenzen. Aus diesem Grunde besitzt sie eine grofle mechanische
Stabilitdit. Doch auch gegeniiber chemischen Einfliissen wirkt sie protektiv. Der so
genannte Lipidverschluss verhindert nicht nur das eindringen hydrophiler Stoffe von
aulen, sondern verhindert auch den transepidermalen Wasserverlust von innen nach
auBlen. Durch Einlagerung von Rezeptoren ist die Epidermis dariiber hinaus zur
Wahrnehmung von Temperatur-, Schmerz- und Beriihrungsempfindungen fahig
(Liillmann-Rauch 2004).

Wiéhrend ihrer Entwicklung wandern die Keratinozyten von der Basalmembran
ausgehend kontinuierlich nach oben, um dann letztendlich als Hornschuppe abgestof3en
zu werden. Wéhrend dieser Wanderung sind die Keratinozyten kontinuierlichen
Umbauprozessen  unterworfen, die zu  charakteristischen = morphologischen
Verdnderungen fithren. Anhand dieser Verdnderungen kann die Epidermis in 4
verschiedene Schichten eingeteilt werden. Die tiefste Schicht, welche direkt mit der
Basalmembran verbunden ist, stellt das Stratum basale (Basalzellschicht) dar. Dort
liegen die Stammzellen der Epidermis, die das Reservoir fiir die aufsteigenden Zellen
bilden. Darauf folgt das Stratum spinosum (Stachelzellschicht), dessen Zellen durch
eine Vermehrung von Desmosomen, in welche Zytokeratin-Biindel einstrahlen, ein
stachelformiges Aussehen annehmen. Die néchste Schicht bildet das Stratum
granulosum (Kd&rnerzellschicht). Namensgebend fiir diese Schicht sind so genannte
Keratohyalingranula, welche Proteine wie Profilaggerin enthalten und den
Verhornungsprozess einleiten. AbschlieBend folgt das Stratum corneum (Hornschicht),
in dem es zu einer Auflésung von Kern und Organellen kommt und die nunmehr toten

Hornzellen durch mechanische Einfliisse abgeschilfert werden (Liillmann-Rauch 2004).
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1.2 Interzellularkontakte

Fiir die Integritét eines Zellverbandes sind Interzellularkontakte von grofer Bedeutung.
Anhand Threr Hauptfunktionen werden diese in 3 Gruppen -eingeteilt:
Adhésionskontakte, Kommunikationskontakte und Barrierekontakte. Der Hauptvertreter
der Barrierekontakte sind die so genannten Zonulae occludentes oder Tight junctions,
welche den Interzellularraum iiber spezielle Membranmolekiile wie z.B. Occludin oder
Claudin fest verschlieBen. Dadurch haben diese Kontakte wesentliche Funktionen in der
Regulation der Permeabilitdit und des elektrischen Widerstandes eines
Gewebeverbandes, aber auch fiir die polare Differenzierung von Zellen. Aufgabe der
Kommunikationskontakte ist es hingegen, Verbindungen zwischen den Zellen
herzustellen. Dies geschieht im Wesentlichen iiber Nexus. Deren Hauptbestandteil, die
Connexine, lagern sich seitlich aneinander und bilden transmembrandse Halbkanile
(Connexone). Durch Zusammenlagerung mit Connexonen gegeniiberliegender Zellen,
entstehen Kanile, welche die Zellen direkt miteinander verbinden. Durch diese direkte
Verbindung von Zellen ermdglichen Nexus eine metabolische und elektrische Kopplung
von Zellen im Zellverband. Die Adhésionskontakte stellen die dritte Gruppe der
Interzellularkontakte dar (Drenckhahn 2008)

1.3 Adhasionskontakte

Adhésionskontakte haben die Hauptfunktion, die mechanische Stabilitit der Zell-Zell-
Kontakte zu gewéhrleisten. Die Adhédsionskontakte werden ihrerseits wiederum
aufgrund struktureller Unterschiede in Desmosomen und Adhérenskontakte unterteilt.
Trotz dieser Unterschiede haben beide einen dhnlichen Aufbau. Transmembranére Zell-
Adhésionsproteine aus der Familie der Cadherine stellen die interzellulire Adhésion
durch Bindung an Cadherine anderer Zellen her. Die Transmembranproteine wiederum
werden iiber so genannte Plaqueproteine mit zytoskelettalen Komponenten verkniipft,
welche dann ihrerseits die Zelle durch ihre dreidimensionale Anordnung stabilisieren

(Drenckhahn 2008).

1.3.1 Adharenskontakte

Die Adhidrenskontakte werden basierend auf ihrer Anordnung an der Zellmembran

weiter unterteilt in Punctum Adherens, Zonula adherens und Fascia adherens. Die
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transmembrandren Zell-Adhédsionsproteine der Adhidrenskontakte stammen aus der
Familie der klassischen Cadherine. Diese haben die Fihigkeit Ca2"-abhingig mit
anderen Cadherinen vorwiegend homophile Bindungen, d.h. Bindungen mit Cadherinen
gleichen Typs, einzugehen und somit die Zellen fest zu verbinden. Je nach Zelltyp gibt
es verschiedene Vertreter der klassischen Cadherine, wie z.B. E-Cadherin in
Epithelzellen oder N-Cadherin in Myozyten und Neuronen. Uber die
zwischengeschalteten Plaqueproteine sind die Cadherine der Adhdrenskontakte an

Actinfilamente gebunden (Abb. 1).

E-Cadherin Vincqlin VASP

B-Catenin

0
v

a-Catenin a-Actinin

[ —

Zytoplasma

Abb. 1

Struktureller Aufbau der Adhérenskontakte der Epidermis

Die Verbindung der Zellen wird iiber E-Cadherin-Molekiile hergestellt, welche durch die Membran
hindurch reichen und im Extrazellularraum homophile Interaktionen miteinander eingehen. Durch
Plaqueproteine werden die intrazelluldren Abschnitte der Cadherine mit dem Actin-Zytoskelett
verbunden. Dabei bindet B-Catenin direkt an die Cadherine. An dieses wiederum kann a-Catenin
binden, um dann entweder direkt oder iiber zwischengeschaltetete Actin-bindende Proteine, wie a-

Actinin, Vinculin und VASP, an F-Actin zu binden. Modifiziert nach (Fuchs et al. 2002)

Die Adhirenskontakte sind essentiell fiir die Ausbildung intrazelluldrer Kontakte und
ein komplettes Fehlen dieser Strukturen ist mit dem Uberleben der Zelle nicht vereinbar
(Franke 2009). Es wird angenommen, dass Adhdrenskontakte die ersten
Interzellularkontakte sind, welche sich bei der Kontaktaufnahme von Zellen ausbilden.
Diese fithren im Zusammenspiel mit Actinfilamenten die Zellen aktiv aneinander, um

dann in der Folge die Bildung weiterer Zellkontakte, wie z.B. den Desmosomen, zu
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ermdglichen (McNeill et al. 1993; Yonemura et al. 1995; Angres et al. 1996; Adams et
al. 1998; Vasioukhin et al. 2000; Yin et al. 2004).

1.3.2 Desmosomen

Besonders in mechanisch stark beanspruchten Geweben, wie z.B. der Herzmuskulatur
oder in mehrschichtigen Epithelien wie der Epidermis, tritt neben die Adharenskontakte
mit den Desmosomen ein weiterer Vertreter der Adhdsionskontakte auf, welcher die

mechanische Stabilitat der Zell-Zell-Kontakte zusitzlich verstarkt.

a b Zytoplasma EZR

Al

Desmocollin

e Desmoplakin
Desmoglein | ‘

IF

Abb. 2

Struktureller Aufbau der Desmosomen

Im Elektronenmikroskop lassen sich die Strukturelemente der Desmosomen erkennen (Abb. 2a): Ein
20-40 nm breiter Interzellularspalt, welcher mit filamentdsem Material (Desmoglea) gefiillt ist und in
der Mittellinie iber eine Verdichtung verfiigt (Mesophragma, MP), und eine zytoplasmatische
Verdichtungszone unmittelbar an der Plasmamembran (Plaque), in welche die Intermedidrfilamente
(IF) vom Typ der Zytokeratine einstrahlen. Diese kann in eine duBere Plaque (AP) und eine innere
Plaque (IP) unterteilt werden (Waschke 2008). Strukturell (Abb. 2b) liegen in dem Interzellularspalt
in der Desmoglea die extrazelluldren Abschnitte der desmosomalen Cadherine, welche im Bereich des
Mesophragmas {iiberlappen und Bindungen miteinander eingehen. Mit ihren intrazelluldren
Abschnitten reichen die Cadherine in die dullere Plaque, welche dariiber hinaus die Armadilloproteine
Plakoglobin und Plakophilin enthilt. In die innere Plaque strahlen die IFs ein. Die Verbindung
zwischen beiden Plaques wird durch Desmoplakin hergestellt, welches sowohl an IFs, als auch an

desmosomale Cadherine bindet. Modifiziert nach (Waschke 2008)
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Wie die Adhirenskontakte haben auch die Desmosomen einen Aufbau bestehend aus
interzelluldren Adhdsionsproteinen, Plaqueproteinen und assoziiertem Zytoskelett (Abb.
2).

Dennoch gibt es wesentliche strukturelle Unterschiede im Aufbau der Desmosomen
(Abb. 2). Die interzelluldren Haftproteine stammen aus der Familie der desmosomalen
Cadherine, von denen sowohl die Desmogleine als auch die Desmocolline jeweils
mehreren Unterformen (Dsg 1-4, Dsc 1-3) aufweisen. Ahnlich wie die klassischen
Cadherine koénnen auch die desmosomalen Cadherine Ca®’-abhingig miteinander
interagieren (Garrod 2010). Fiir die Bindung der Cadherine untereinander ist vor allem
ein bestimmter Bereich der extrazelluldren Doméne, die sogenannte EC 1 Doméne, von
Bedeutung (Shapiro et al. 1995; Runswick et al. 2001; Tsunoda et al. 2003; Heupel et
al. 2008). Interessanterweise scheinen die desmosomalen Cadherine sowohl homophile
(Amagai et al. 1994; Syed et al. 2002; Waschke et al. 2005; Heupel et al. 2009), als
auch heterophile Bindungen mit anderen desmosomalen Cadherinen einzugehen
(Kowalczyk et al. 1996; Chitaev et al. 1998; Marcozzi et al. 1998; Syed et al. 2002;
Spindler et al. 2009). Durch die Zusammenlagerung der desmosomalen Cadherine im
Interzellularspalt entsteht dort eine dichtere Zone, die so genannte Desmoglea. Nach
dem Durchtritt durch die Zellmembran strahlen die Cadherine in die Plaquezone der
Desmosomen ein. Dort konnen sie iiber spezifische Bindungsstellen mit anderen
Plaqueproteinen interagieren. Dabei dient die so genannte juxtamembranédre Ankerzone
vorwiegend der Bindung an Desmoplakin (Troyanovsky et al. 1994), wohingegen an
der sich anschlieBenden Cadherin-typischen Sequenz Bindungen mit Plakoglobin und
Plakophilin eingegangen werden konnen (Mathur et al. 1994; Troyanovsky et al. 1994).
Die Plaquezone wird in eine AufBlen- und eine Innenzone unterteilt. Wahrend in der
dulleren Zone die intrazelluldren Abschnitte der desmosomalen Cadherine und die mit
thnen assoziierten Plaqueproteine Plakoglobin und Plakophilin liegen, befinden sich in
der inneren Zone Intermediérfilamente (IF), welche in die Desmosomen einstrahlen. Die
Verbindung zwischen beiden Zonen wird durch Desmoplakin hergestellt. Dieses hat
Bindungsstellen sowohl fiir die Plaqueproteine Plakoglobin und Plakophilin als auch fiir
IFs. Durch diese Verbindung zwischen den desmosomalen Cadherinen auf der einen
und dem Zytoskelett auf der anderen Seite hat Desmoplakin eine wichtige Rolle fiir die

mechanische Stabilitdt der Zelle. Die Plaqueproteine der AuBlenzone Plakoglobin und
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die Plakophiline gehdren zu der Familie der Armadilloproteine und erfiillen wichtige
Aufgaben fiir die Desmosomen. Plakoglobin hat zum einen wichtige
Adapterfunktionen, indem es Bindungen mit Cadherinen auf der einen und
Desmoplakin, Plakophilin und IFs auf der anderen Seite eingehen kann. Zum anderen
scheint Plakoglobin aber auch eine wichtige Rolle fiir die Regulation des Zell-Zyklus
und somit der Zellproliferation und Differenzierung zu spielen (Zhurinsky et al. 2000;
Maeda et al. 2004). Plakophilin hingegen scheint fiir die Desmosomen-Bildung und die
damit verbundene Regulation der Zytoskelett-Dynamik wichtig zu sein (Bass-Zubek et
al. 2009), indem es unter anderem durch Regulation der Actin-Dynamik (Bass-Zubek et
al. 2008; Bass-Zubek et al. 2009) an der Rekrutierung desmosomaler Proteine an die
Zellmembran beteiligt ist (Kowalczyk et al. 1999; Hatzfeld et al. 2000; Wahl 2005).
Plakophilin ist in zahlreiche interzelluldre Signalwege, wie z.B. der Rho-GTPasen,
eingebunden, welche somit iiber Plakophilin Einfluss auf die interzellulire Adhésion
und das Zytoskelett nehmen konnen (Bass-Zubek et al. 2009).

Interessanterweise zeigen die desmosomalen Proteine, wie z.B. die Desmocadherine in
Abhingigkeit vom Gewebetyp unterschiedliche Verteilungsmuster. Wéhrend Dsg 2 und
Dsc 2 in nahezu allen Geweben, die Desmosomen enthalten, vorkommen, sind Dsg/Dsc
1 und 3 hauptsédchlich in mehrschichtigen Epithelien wie z.B. der Epidermis zu finden.
Doch auch innerhalb der Epidermis gibt es differente Verteilungsmuster. Das Paar aus
Dsg/Dsc 1 ist verstirkt in oberfldchlichen Schichten exprimiert, wohingegen Dsg/Dsc 3
in basalen Bereichen dominiert (Garrod et al. 2002). Die genaue funktionelle Bedeutung
dieser speziellen Verteilungsmuster ist noch unklar, scheint aber unter anderem in der
Morphogenese (Runswick et al. 2001) und der Differenzierung von Zellen (Garrod
1996; Chidgey et al. 1997; Ishii et al. 2001) eine wichtige Rolle zu spielen.
Desmosomen sind entgegen frilheren Annahmen hoch dynamisch und unterliegen
einem stindigem Auf- und Abbau. Die einzelnen Prozesse sind jedoch noch nicht
vollends verstanden. Dennoch ist unstrittig, dass die extrazellulidre Ca'-Konzentration
eine wichtige Rolle fiir die Neubildung von Desmosomen spielt, da sich Desmosomen
erst ab einer Konzentration von > 0,1 mM bilden konnen (Hennings et al. 1983; Pasdar
et al. 1988; Pasdar et al. 1989; Pasdar et al. 1995). Weiterhin scheinen aber auch, wie
oben beschrieben, Adhdrenskontakte und das Actinfilament-System fiir die Bildung von

Desmosomen wichtig zu sein, indem sie die Zellmembranen aktiv so nah
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zusammenfiihren, dass sich Desmosomen ausbilden konnen. Dariiber hinaus ist Actin
aber auch an der Translokation von Desmoplakin im Komplex mit IFs zur Membran
beteiligt (Godsel et al. 2005) und hat somit auch direkten Einfluss auf die Desmosomen-
Bildung. Die desmosomalen Cadherine hingegen scheinen in Vesikeln durch
Mikrotubulus-abhidngigen Transport zur Zellmembran zu gelangen (Pasdar et al. 1988;
Green et al. 2007). Die Bedeutung der Assoziation von IFs mit Desmoplakin wéhrend
der Desmosomen-Bildung hingegen ist unklar. Vermutlich konnen sich Desmosomen
zwar in Abwesenheit funktionstiichtiger IFs bilden (Huen et al. 2002; Green et al.
2007), fir die Erlangung der vollstindigen Zell-Zell-Adhédsion wird jedoch die
Assoziation von [Fs und Desmoplakin bendtigt (Huen et al. 2002). Weiterhin gibt es
Hinweise darauf, dass IFs moglicherweise regulatorisch in den Prozess der Neubildung
eingreifen konnen (Godsel et al. 2005).

Die Dynamik der Desmosomen erfordert eine exakte Regulation. Diese geschieht unter
anderem durch die Einbindung der Desmosomen in zahlreiche intrazellulédre
Signalwege, wie z.B. Proteinkinase C (PKC) (Sheu et al. 1989; van Hengel et al. 1997;
Wallis et al. 2000; Green et al. 2007). Weiterhin scheint durch die enge Assoziation mit
zytoskelettalen Komponenten wahrscheinlich, dass auch das Zytoskelett eine wichtige
Rolle fiir die Regulation der Desmosomen spielt. Diese komplexe Regulation macht
deutlich, dass Desmosomen Funktionen haben, welche iiber einfache statische
mechanische Aufgaben hinausgehen. So sind Desmosomen vermutlich auch an
zentralen zelluldren Prozessen, wie etwa der Morphogenese oder der Regulation von
Wachstum (Eshkind et al. 2002) und Differenzierung von Zellen (Allen et al. 1996;
Chidgey et al. 2001; Elias et al. 2001; Merritt et al. 2002; Hardman et al. 2005; Brennan
et al. 2007) beteiligt.

1.4 Zytoskelettsysteme der Zelle

Die Grundsubstanz der Zelle besteht aus dem Zytoplasma, welches durch die
Zytoplasmamembran von der Umgebung abgegrenzt wird. Da das Zytoplasma eine
viskOse Substanz ist, konnte diese Struktur ohne weitere Bestandteile keine definierte
Form aufrechterhalten. Aus diesem Grunde verfligen alle Zellen iiber ein
Zytoskelettsystem, welches der Zelle mechanische Stabilitit vermitteln kann. Dariiber

hinaus vermittelt das Zytoskelett aber auch Vorgiinge wie Bewegung oder Zellteilung,
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die fiir das Uberleben der Zelle essentiell sind. Im Allgemeinen unterscheidet man 3
zytoplasmatische Zytoskelettsysteme, welche urspriinglich unabhéngig ihrer Funktionen
anhand ihrer Grofe in drei verschieden Gruppen eingeteilt wurden: 1. Mikrotubuli mit
einem Filamentdurchmesser von 25 nm, 2. IFs mit einem Filamentdurchmesser von 8-
10 nm und 3. Actinfilamente mit einem Filamentdurchmesser von 7 nm. Doch die
Komponenten unterscheiden sich nicht nur in ihrer GroBe, sondern auch in ihrem

Autfbau und ihren Aufgaben deutlich voneinander (Drenckhahn 2008).

1.4.1 Mikrotubuli

Die Mikrotubuli spielen eine wichtige Rolle in zentralen Abldufen der Zelle. So bilden
sie z.B. den Spindelapparat in der M-Phase des Zellzyklus aus, welcher fiir die
Verteilung der Chromosomen wihrend der Zellteilung und somit das Uberleben der
Zelle essentiell ist. Die Bedeutung der Mikrotubuli fiir die zelluldre Adhésion hingegen
ist bis heute unklar. Es erscheint gesichert, dass es direkte Verbindungen zwischen den
Mikrotubuli und den Adhérenskontakten gibt (Meng et al. 2008). Allerdings wird die
Bedeutung der Mikrotubuli fiir die Integritit bzw. den Auf- und Abbau von
Adhidrenskontakten kontrovers beurteilt. So gibt es zahlreiche Publikationen, welche
sowohl eine positive (Waterman-Storer et al. 2000; Meng et al. 2008), als auch eine
negative Beeinflussung (Kee et al. 2001; Ivanov et al. 2006; Lorenowicz et al. 2007)
durch die Mikrotubuli sehen. Ahnlich verhélt es sich auch mit der Rolle der Mikrotubuli
fiir die Desmosomen. Auf der einen Seite gibt es Befunde, welche den Mikrotubuli
keine wesentliche Rolle fiir die desmosomale Adhidsion zuschreiben (Pasdar et al.
1992), wahrend andere zeigen, dass Mikrotubuli durch den Transport von Dsg und Dsc
zur Zellmembran zumindest indirekt an der Bildung von Desmosomen beteiligt sind
(Green et al. 2007). Im Bezug auf die Pemphigus vulgaris (PV)-Pathogenese existiert
lediglich eine Beschreibung von leichten Verdnderungen nach Zugabe von PV-IgG
(Kitajima et al. 1986). Da sich auch in unseren Vorversuchen keine wesentlichen
Verdnderungen der Mikrotubuli durch eine Inkubation mit PV-IgG zeigten, konzentriert

sich diese Arbeit im Folgenden auf die beiden anderen Zytoskelettkomponenten
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1.4.2 Intermediarfilamente

1.4.2.1 Aufbau

Der Name ,,Intermedidrfilamente* (IF) hat seinen Ursprung darin, dass sie in Bezug auf
ihre GroBe mit einem Durchmesser von ca. 10 nm zwischen Mikrotubuli und
Actinfilamenten anzusiedeln sind. Doch nicht nur in Bezug auf ihre Grof3e besitzen IFs
einige Figenschaften, welche sie von den beiden anderen zytoplasmatischen
Zytoskelettsystemen unterscheiden. So verfiigen sie weder iiber einen polaren Aufbau,
noch iiber die Fahigkeit Nukleotide zu binden und zu hydrolysieren, wie es fiir
Mikrotubuli und Actin der Fall ist. Dariiber hinaus weisen IFs eine grof3e strukturelle
Diversitét auf. So sind momentan iiber 70 Gene bekannt (Godsel et al. 2008), welche fiir
Proteine der IFs kodieren. Innerhalb der IFs gibt es 5 Untergruppen. Dabei bilden die
Zytokeratine (ZK) mit dem sauren Typ I Keratin und dem basischen Typ II Keratin die
ersten beiden Gruppen. Diese sind nahezu exklusiv in Keratinozyten zu finden und sind
daher Marker fiir die Identifikation epithelialer Zellen. Auch fiir Verteilungsmuster
anderer [Fs gilt, dass sie spezifisch fiir bestimmte Zellen sind, so dass diese auch als
Visitenkarte der Zelle bezeichnet werden (Oshima 2007). Doch auch innerhalb der
Epithelien gibt es weitere Unterschiede der ZK-Muster, welche die Zellen voneinander
differenzieren. Ein gutes Beispiel stellt die Verteilung der Zytokeratine der Epidermis
dar. Wihrend basale Zellen durch das ZK-Paar 5 und 14 gekennzeichnet sind, vollzieht
sich wihrend der Differenzierung ein Wandel hin zu ZK 1 und 10 im Stratum spinosum.
Doch trotz der Diversitdt verfligen alle IFs iiber eine konservierte Struktur. Der
Grundbaustein aller IFs ist das einzelne IF-Molekiil. Dieses ist im Gegensatz zu den
globuldren Actin- und Mikrotubuli-Monomeren ein filamentéres, a-helikal gewundenes
Protein. Der Monomer besteht aus zwei Abschnitten: einem o-helikal gewundenen
Mittelteil, welcher aus einer hoch konservierten Struktur besteht und den N- und C-
Termini, welche im Gegensatz dazu iiber eine hohe Diversitit verfiigen und dartiiber
hinaus zahlreichen post-translationalen Verdnderungen unterworfen sind. Zwei
Monomere lagern sich parallel zu einem Dimer zusammen. Wihrend dies bei den
meisten [Fs mit einem Molekiil gleichen Typs geschieht (Homopolymer), lagern sich im
Falle der ZK-Filamente jeweils ein saures Typ I und ein basisches Typ II Keratin zu

einem Heteropolymer zusammen. Die einzelnen Dimere sind wiederum um 50%
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zueinander versetzt zu Tetrameren zusammengelagert. Obgleich der genaue
Mechanismus der weiteren Polymerisation unklar ist, scheint es sich um einen Prozess
zu handeln, welcher in 3 Schritten ablduft (Abb. 3) (Chang et al. 2004). Zunéichst lagern
sich Tetramere zu so genannten Einheitsldngenfilamenten seitlich aneinander. Diese
sind in der Regel 16 nm im Durchmesser und 60 nm lang. Im zweiten Schritt lagern sich
diese longitudinal zu mehreren hundert nm langen Filamenten aneinander. Im dritten
und letzten Schritt werden diese Filamente dann kompaktiert, um dann letztendlich nur

noch einen Durchmesser von 10 nm zu besitzen (Godsel et al. 2008).

Kopf Stab Schwanz
- S

Dimer

Tetramer

Einheits-Langen- ~16nm ]
Filament

longitudinale AB [ﬂ ] )
Aneinanderlagerung ] )

~60nm

radiale
Kompaktierung =ignm [g

«

~60nm

Abb. 3

Aufbau der ZK-Filamente

Die Grundeinheit der ZK-Filamente ist der ZK-Monomer. Dieser besteht aus einem Mittelteil (Stab)
und den N- (Kopf) und den C-Termini (Schwanz). Durch parallele Aneinanderlagerung je eines
sauren und eines basischen Keratin-Monomers entsteht ein Dimer. Zwei Dimere lagern sich
antiparallel und gegeneinander versetzt zu Tetrameren zusammen. Durch seitliche Aneinaderlagerung
von Tetrameren entstehen Einheitslangenfilamente mit einem Durchmesser von ~16 nm. Diese lagern
sich longitudinal aneinander. Durch radiale Kompaktierung wird dann der Durchmesser auf ~10 nm

reduziert. Modifiziert nach (Godsel et al. 2008)

Uber die genauen Mechanismen der Neubildung und des Umsatzes von ZK-Filamenten

herrscht Unklarheit, doch vermutlich kommt den Actinfilamenten eine wichtige Rolle
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zu (Green et al. 1987, Weber et al. 2002). Diese scheinen insbesondere an der
Neubildung von ZK-Filamenten im Zusammenspiel mit Adhdsionskontakten beteiligt
zu sein (Helfand et al. 2004; Windoffer et al. 2006). Doch auch fiir den Umsatz
bestehender ZK-Filamente fand sich eine wichtige Rolle der Actinfilamente, indem sie
neue Partikel liber Actin-abhéngigen Transport zum Ort ihres Einbaus in bestehende
Filamente transportieren (Kolsch et al. 2009). Weiterhin hat fiir die Regulation des ZK-
Netzwerkes aber auch, wie unten weiter ausgefiihrt, die Phosphorylierung der Filamente

eine grofle Bedeutung.

1.4.2.2 Funktion

Die am langsten bekannte und wesentlichste Aufgabe des ZK-Filamentsystems besteht
in der mechanischen Stabilisierung der Zelle. Aus diesem Grunde bilden ZK-Filamente
ein dichtes Netzwerk, welches die Zelle durchzieht. Die immense Bedeutung der ZK-
Filamente fiir die Stabilitit der Zelle wird besonders bei Mutationen, welche zu
Defekten in ZKs fithren, deutlich (Omary et al. 2004). Ein eindrucksvolles Beispiel
hierfiir stellt die Hauterkrankung Epidermolysis bullosa simplex dar (Fuchs 1994). Bei
dieser Erkrankung kommt es zur Blasenbildung im Bereich der Basalzellen der
Epidermis insbesondere in mechanisch stark beanspruchten Korperregionen.
Pathogenetisch liegt der Erkrankung eine Mutation der ZK 5 und 14 zu Grunde, was
den exklusiven Befall der Basalzellen erkldrt, da diese Keratine das wesentliche
Keratinpaar der Basalzellen darstellen. Als eine Folge der Mutation akkumulieren die
funktionslosen ZKs als Aggregate im Zytoplasma und die Zellen verlieren ihre
Resistenz gegeniiber mechanischem Stress, so dass bereits geringe mechanische
Alterationen zu Zytolyse und Blasenbildung fiihren kénnen. Weitere Beispiele fiir die
zentrale Rolle der ZK-Filamente fiir die Stabilitdt der Zelle stammen aus Experimenten
mit transgenen Méusen mit funktionslosem ZK 14-Protein. In diesen Méusen war die
Vulnerabilitit gegen mechanischen Stress und die Blasenbildung erhoht, so dass die
Maiuse dem Phénotyp der Epidermolysis bullosa simplex dhnelten (Vassar et al. 1991).
Allerdings ist auffillig, dass Mutationen in ZK-Genen im Gegensatz zu Actin oder
Mikrotubulus-Genen nicht letal sind. Keratine scheinen also keine essentiellen
Funktionen fiir das Uberleben der Zelle zu haben. Eine wichtige mechanischen

Funktion der ZK-Filamente stellt deren Befestigung an Desmosomen und
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Hemidesmosomen dar, iiber welche die ZK-Filamente einen wesentlichen Beitrag fiir
die Stabilitdt der Zell-Zell- bzw. Zell-Substratkontakte leisten. Fiir die Verbindung der
ZK-Filamente zu den Zell-Zell-Kontakten werden spezifische Adapterproteine bendtigt.
Insbesondere Desmoplakin, welches iiber seine Bindung zu Plakoglobin und
Plakophilin ZK-Filamente an Desmosomen anheftet (Bornslaeger et al. 1996). hat eine
wichtige Aufgabe fiir die mechanische Stabilitdt der Epidermis (Vasioukhin et al. 2001;
Huen et al. 2002). Die Bedeutung der Assoziation von ZK-Filamenten und
Desmosomen fiir die Neubildung und den Erhalt der Desmosomen an der Membran ist
hingegen vermutlich gering (Baribault et al. 1991; Bornslaeger et al. 1996; Vasioukhin
et al. 2001; Huen et al. 2002). Daneben gibt es weitere Funktionen, welche iiber
mechanische Funktionen hinausgehen. So scheinen ZK-Filamente auch fiir den
Widerstand gegen nicht-mechanischen Stress wichtig zu sein. Dabei spielt die
Interaktion mit Stress-Kinasen, wie etwa der p38MAPK, eine wichtige Rolle (Feng et
al. 1999; Ku et al. 2002). Diese sind durch spezifische Phosphorylierungen dartiber
hinaus wesentlich an der Regulation der ZK-Filamente beteiligt (Omary et al. 1998);
(Ku et al. 2002; Woll et al. 2007). Dies konnte insbesondere bei komplexen zelluldren
Ablaufen, bei denen eine grofe Dynamik des Zytoskeletts notwendig ist, von
Bedeutung sein. Demnach wurde z.B. fiir Prozesse der Wundheilung oder der
Zellmigration nicht nur eine p38MAPK-Aktivierung gefunden (Klekotka et al. 2001;
Sharma et al. 2003; Stoll et al. 2003; Harper et al. 2005), sondern auch
Umorganisationen des ZK-Filamentsystems (DePianto et al. 2004; Kim et al. 2006).
Dies legt den Schluss nahe, dass hier die p38MAPK-induzierte Umorganisation der ZK-
Filamente von Bedeutung sein konnte (Woll et al. 2007). Doch ZK-Filamente sind nicht
nur das Ziel intrazelluldrer Signalwege, sondern sie wirken auch selbst regulatorisch auf
diese ein, indem sie Signalmolekiile binden und damit Einfluss auf deren Verteilung in
der Zelle gewinnen (Liao et al. 1996; Ku et al. 1998; Chang et al. 2004; Perlson et al.
2005). AuBerdem weisen ZK-Filamente enge Verbindungen zu den beiden anderen
Zytoskelettsystemen auf, so dass man heute vermutet, dass ZK-Filamente entscheidend
an der Abstimmung der Kommunikation zwischen den einzelnen Zytoskelett-

Komponenten beteiligt sind (Chang et al. 2004).
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1.4.3 Actinfilamente

1.4.3.1 Aufbau

Die Grundstruktur der Actinfilamente besteht aus dem 43 kDa groBen, globuldren
Actinmolekiil, auch G-Actin genannt. Es existieren 6 verschiedene G-Actin Isofomen.
Diese werden anhand unterschiedlicher Wanderung in der isoelektrischen Fokussierung
in 3 Subgruppen unterteilt a-, B- und y-Actin. Unterschiedliche Gewebe verfiigen iliber
verschiedene Actin-Isoform-Muster. Wéhrend die a-Isoformen im Wesentlichen in
Muskelzellen vorkommen, sind - und y-Actine die Hauptvertreter in den ibrigen
Korperzellen (Tondeleir et al. 2009).

Die einzelnen G-Actinmolekiile haben die Fahigkeit, sich zu langen doppelstringigen,
a-helikal gewundenen Filamenten zusammenzulagern, dem so genannten filamentdsen
(F)-Actin (Abb. 4). Die Initiation neuer Filamente, die so genannte Nukleation, ist ein
energetisch unglinstiger Vorgang. Aus diesem Grunde bedarf es zusétzlicher Faktoren,
welche die Nukleation fordern. Grundsitzlich gibt es 2 unterschiedliche
Ausgangspunkte zur Neubildung eines Filamentes. Zum einen konnen neue Filamente
an der Seite bereits bestehender Filamente entstehen. Dieser Vorgang wird im
Wesentlichen durch den Arp2/3-Komplex gesteuert (Soderling 2009; Campellone et al.
2010). Zum anderen konnen Filamente aber auch direkt de novo ohne Kontakt zu
bereits bestechenden Filamenten gebildet werden, was durch das Protein Filamin
ermoglicht wird. Nach der Nukleation lagern sich die einzelnen Actinmolekiile
regelmidfig aneinander. Dies flihrt dazu, dass innerhalb der Filamente alle
Actinmolekiile in eine Richtung orientiert sind, so dass ein polarer Aufbau der
Actinfilamente mit einem definierten Plus- und Minus-Ende resultiert. Ahnlich wie
Mikrotubuli sind auch Actinfilamente einem stindigem Auf- und Abbau unterworfen.
Diese dynamischen Prozesse finden vor allem an den Enden der Filamente statt.
Wihrend die Filamente am Plus-Ende schnell wachsen, ist das Minus-Ende langsam
wachsend. Dies fiihrt dazu, dass die einzelnen G-Actinmolekiile durch das Filament
vom Plus- zum  Minus-Ende  wandern. Dieser  Prozess wird auch
Tretmiithlenmechanismus genannt. Die einzelnen Actinmolekiile verfiigen iiber eine
intrinsische ATPase Funktion und spalten ATP zu ADP + Phosphat. Die aus diesem

Prozess resultierende Energie fordert die Polymerisation zu F-Actin.
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Abb. 4

Struktur und Dynamik des Actinfilamentsystems

Der Grundbaustein des Actinsystems ist das globuldre Actinmolekiil (G-Actin). Durch Polymerisation
entstehen unter Aufwendung von ATP a-helikal gewundene, doppelstringige Actinfilamente (F-
Actin). Diese verfiigen tiber ein schnell wachsendes Plus- und ein langsam wachsendes Minus-Ende.
G- und F-Actin stehen durch Polymerisation und Depolymerisation in einem Gleichgewicht. Dieses
Gleichgewicht kann durch pharmakologische Substanzen reguliert werden. Fiir die negative
Regulation gibt es zwei Formen der Beeinflussung. Zum einen gibt es Substanzen, wie Latrunculin B,
welche G-Actin binden und dessen Einbau in F-Actin verhindern, und zum anderen gibt es Molekiile,
welche an das Plus-Ende von F-Actin binden und dort die weitere Polymerisation verhindern (z.B.
Cytochalasin D). Demgegeniiber stehen Molekiile, welche positiv auf die Polymerisation einwirken.
Beispiele hierfiir sind Jasplakinolid und Phalloidin, welche an F-Actin binden und dieses stabilisieren.
Daneben gibt es =zahlreiche endogene Actin-bindende Proteine, welche die Dynamik der

Actinfilamente beinflussen konnen. Modifiziert nach (Winder et al. 2005)

Die hohe Dynamik der Actinfilamente erfordert eine priazise Regulation. Dabei nehmen
die so genannten Actin-bindenden Proteine (ABP) eine zentrale Rolle ein. Diese lassen
sich anhand ihrer Hauptfunktionen in 3 Gruppen einteilen (Winder et al. 2005). Die
erste Gruppe enthilt diejenigen Actin-bindenden Proteine, welche die Dynamik des F-
Actins regulieren. Dazu binden sie sowohl an G- als auch an F-Actin, um dort Einfluss
auf das Gleichgewicht von Polymerisation und Depolymerisation zu nehmen

(Hitchcock-DeGregori et al. 1988; Carlier et al. 1997; McGough et al. 1997; Chan et al.
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2000; Maciver et al. 2002). Darliber hinaus gibt es zahlreiche pharmakologische
Substanzen, welche die Dynamik der Actinfilamente ebenfalls im beeinflussen konnen
(Abb.6).

Die erste Gruppe, welche zu einer Depolymerisation von Actinfilamenten fiihrt, bedient
sich im Wesentlichen zweier Mechanismen. Zum einen gibt es Substanzen, welche an
die Plus-Enden von F-Actin binden und dort das Wachstum der Filamente hemmen, wie
z.B. Cytochalasin D (Brown et al. 1979; Casella et al. 1981). Zum anderen gibt es aber
auch Substanzen, wie Latrunculin, welche mit Actinmonomeren interagieren, deren
Einbau in die wachsenden Filamente verhindern und somit zu einer Abnahme der
Polymerisation fiihren (Coue et al. 1987). Demgegeniiber stehen Substanzen, welche
Actinfilamente stabilisieren und vermutlich auch die Polymerisation von F-Actin
fordern konnen. Die wichtigsten Vertreter dieser Gruppe sind Phalloidin und
Jasplakinolid (Bubb et al. 1994; Holzinger et al. 1997; Holzinger 2001).

Die zweite Gruppe Actin-bindender Proteine steuert die Anordnung der Actinfilamente
zu Strukturen hoherer Ordnung. Als ein Beispiel hierfiir seien die Actin-
quervernetzenden Proteine, wie z.B. Filamin, Transgelin oder Spectrin, genannt, welche
ein festes Maschenwerk aus den Filamenten formen. Dies wird z.B. fiir das kortikale
Actinnetz bendtigt, welches direkt unterhalb der Plasmamembran liegt und dort zur
mechanischen Stabilitdt der Zelle beitrigt.

Die dritte Gruppe wird von Actin-bindenden Proteinen eingenommen, welche eine
wichtige Rolle fiir die mechanischen Funktionen von Actinen einnehmen. Zunéchst sind
dies die Myosine, welche die Motorproteine des Actin-Systems darstellen, indem sie
unter Spaltung von ATP aktive Bewegungen durchfiihren kdnnen. Dies ist nicht nur fiir
die Kontraktion im Skelettmuskel von Bedeutung, sondern auch fiir den intrazelluldren
Transport von Vesikeln oder aber der Verspannung und somit der Stabilitit der Zelle.
Eine weitere wichtige Untergruppe dient der Befestigung der Actinfilamente an der
Zellmembran, wie z.B. Annexine. Weiterhin gibt es Proteine, welche Actinfilamente
direkt mit Interzellularkontakten (Vinculin, o-/B-Catenin, Plakoglobin) oder den Zell-
Matrixkontakten (Vinculin, Talin, a-Actinin) verbinden und somit einen wichtigen
Beitrag zur Stabilitit der Zelle leisten. Als Letztes seien noch diejenigen Proteine
erwidhnt, welche das Actinfilament-System mit den anderen Zytoskelettkomponenten

verbinden. So kann z.B. Plektin ausgehend von F-Actin Verbindungen sowohl zu
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Mikrotubuli als auch zu ZK-Filamenten aufbauen. Diese Proteine spielen eine wichtige
Rolle bei der Interaktion der einzelnen Zytoskelettkomponenten untereinander.

Die Actin-bindenden Proteine selbst sind iiber zahlreiche intrazellulire Signalwege
reguliert und fungieren somit als Mediatoren zwischen dem Actin-Zytoskelett und
intrazellularen Signalwegen. Wesentliche Vertreter der Actin-regulierenden Signalwege
stammen aus der Familie der Rho-GTPasen (Lee et al. 2010; Parsons et al. 2010). Diese
setzt sich aus derzeit bis zu 10 Untergruppen zusammen, von denen insbesondere die
Rolle von Rho, Rac und Cdc42 im Zusammenhang mit der Regulation des Actin-
Zytoskeletts gut charakterisiert ist. Es ist bekannt, dass deren Aktivierung die Bildung
von Actin-Stressfasern fordert, die Actin-Polymerisation erhoht und die Ausbildung von
Filopodien induziert. Die Rho-GTPasen sind molekulare Schalter, welche durch
Bindung von GTP aktiviert werden konnen. Durch ihre intrinsische Hydrolaseaktivitit
wird GTP im Verlauf zu GDP + Phosphat gespalten, was im Gegenzug zu einer
Riickkehr in den inaktiven Zustand fiihrt. Dieser Prozess ist liber weitere Molekiile, wie
GDP/ GTP-Austauschfaktoren (GEF) oder GTPase-aktivierende Proteine (GAP) fein
reguliert, welche die Aktivierbarkeit im positiven bzw. im negativen Sinne beeinflussen
konnen. Im aktivierten Zustand konnen Rho-GTPasen nun weitere untergeordnete
Effektor-Molekiile beeinflussen, welche ihrerseits dann Einfluss auf das Actin-

Zytoskelett haben.

1.4.3.2 Funktion

Das Actin-Zytoskelett hat zahlreiche wichtige Funktionen fiir die Zelle. Dabei steht die
einzigartige Féhigkeit des Actins im Vordergrund, durch Assoziation mit verschiedenen
Actin-bindenden Proteinen sowohl statische als auch dynamische Prozesse
durchzufiihren. Als zwei Extreme am Ende eines Kontinuums sei zum einen die rein
statische Aufgabe bei der Stabilisierung von Mikrovilli und zu anderen die
hochdynamische Funktion im Zusammenspiel mit Myosin im Skelettmuskel genannt.
Durch diese Féahigkeit nimmt Actin eine zentrale Rolle fiir essentielle Vorginge in der
Zelle, wie mechanische Stabilitdt, Definierung der Zellform, Zellmigration oder
Filopodienbildung, ein. Neuerdings offenbaren sich jedoch auch weitere Funktionen,

welche weit iiber bisher bekanntes hinaus gehen. So scheinen Actine auch wichtige
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Funktionen fiir die Regulation der Transkription (Zheng et al. 2009), Endozytose
(Galletta et al. 2009) oder der Apoptose (Franklin-Tong et al. 2008) zu haben.

Fiir die mechanische Stabilisierung der Zelle spielt das so genannte kortikale Actin-Netz
eine wichtige Rolle. Dieses befindet sich direkt unterhalb der Zellmembran und besteht
im Wesentlichen aus quervernetzten Actinfilamenten. Durch diese spezielle Anordnung
entsteht ein Netzwerk, welches die Zellmembran stabilisiert und somit auch mafigeblich
an der Form der Zelle beteiligt ist. Zusétzlich dazu bestehen enge Verbindungen zum
Spectrin-/Dystrophin-Membran-Zytosklett, welches die Actinfilamente indirekt mit der
Zellmembran verbindet.

Dartiber hinaus gibt es aber auch direkte Verbindungen zu Zell-Zell- und Zell-
Matrixkontakten. Wie bereits beschrieben sind Actinfilamente, im Gegensatz zu ZK-
Filamenten, nicht an Desmosomen oder Hemidesmosomen, sondern an
Adhidrenskontakten und fokalen Kontakten befestigt. Dazu bedarf es einer Reihe
weiterer Proteine, welche diese Verbindung herstellen (sieche oben). Als wesentliche
Funktion dieser Verbindung von Actinfilamenten und Zell-Zell-Kontakten wird nach
wie vor die mechanische Stabilisierung der Zelle angesehen. Insbesondere durch eine
zusétzliche Einlagerung von Myosin in die Filamente wird eine aktive Verspannung der
Zelle zwischen den Zell-Kontakten durch das Actin-Zytoskelett ermoglicht. Doch
wihrend man die Verbindung zwischen Actin und Zell-Kontakten frither als rein
statisch ansah, vollzieht sich in neuerer Zeit ein Wandel, welcher deutlich macht, dass
die Verbindung zwischen Zell-Kontakten und Actinfilamenten eine zentrale Rolle in der
dynamischen Regulation der Zell-Zell-Adhédsion einnimmt. So ist fiir die Regulation des
Auf- und Abbaus von Adhdrenskontakten (Pasdar et al. 1993; Adams et al. 1998;
Vasioukhin et al. 2000) und Desmosomen (Pasdar et al. 1993; Vasioukhin et al. 2001;
Godsel et al. 2005; Green et al. 2007) eine enge Assoziation mit dem Actin-Zytoskelett
bekannt, welche dariiber hinaus wesentlich durch Rho-GTPasen beeinflusst wird
(Parsons et al. 2010). Daneben haben Actinfilamente auch Einfluss auf die lokale
Motilitdit von membranassoziierten Adhésionsmolekiilen und sind hieriiber ebenfalls
wesentlich an der Regulation der Zell-Zell-Adhésion beteiligt (Edidin et al. 1991; Sako
et al. 1998).
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1.5 Pemphigus

1.5.1 Klinik

Die Hauterkrankung Pemphigus ist eine Autoimmunkrankheit, welche durch Blasen in
der Epidermis und Antikdrper gegen Oberflichenantigene der Keratinozyten
charakterisiert ist (Stanley et al. 2006; Waschke 2008). Anhand unterschiedlicher Klink,
Histologie und Antikdrperprofile kann die Erkrankung in 2 Haupttypen unterteilt
werden: Pemphigus vulgaris (PV) und Pemphigus foliaceus (PF). Pemphigus ist eine
seltene Erkrankung mit einer Inzidenz von 0,75 bis 5 Féllen auf 1 Million (Bystryn et al.
2005; Waschke 2008). Auf PV entfallen dabei 80-90% der Fille. PV kann in jedem
Alter auftreten, findet sich aber gehéuft in der 4. bis 6. Lebensdekade. Besonders
Menschen aus dem Mittelmeerraum und Ashkenasi Juden sind betroffen, was seine
Begriindung unter anderem in bestimmten HLA-Typen findet, welche eine erhohte
Erkrankungswahrscheinlichkeit bedingen (Bystryn et al. 2005)

PF hingegen findet seine grofite Verbreitung in Afrika und Stidamerika, wo endemische
Formen verkommen. Ein gutes Beispiel hierfiir stellt die so genannte Fogo selvagem in
Brasilien dar (Hans-Filho et al. 1996; Aoki et al. 2004). Fiir die endemischen Formen ist
ein fritherer Beginn um das 10. bis 20. Lebensjahr typisch. Neben bestimmten HLA-
Typen scheinen bei dieser Form auch Umweltfaktoren, wie z.B. Insekten eine Rolle zu
spielen (Aoki et al. 2004; Diaz et al. 2004). Daneben existiert auch eine sporadische
Form, welche bevorzugt in den USA und Europa auftritt und erneut eine Korrelation
mit bestimmten HLA-Typen aufweist (Bystryn et al. 2005).

Klinisch beginnt PV meist mit zahlreichen schmerzhaften, schlecht heilenden
Ulzerationen an Schleimhduten in Mund, Nase, Larynx oder der Vagina (Abb. 5).
Spéter konnen sich fliissigkeitsgefiillte Blasen mit diinner, schlaffer Decke, welche sich
aus unverdnderter Haut erheben, an der gesamten Epidermis ausbilden. Bevorzugt
befallen werden jedoch Kopfhaut, Achsel, Stamm und die Leisten. Durch Ruptur der
Blasendecke entstehen scharf begrenzte Erosionen, welche nach Krustenbildung
narbenlos ausheilen. PF hingegen tritt nicht an Schleimhéduten, sondern nur an der
Epidermis auf. Durch die oberfliachlichere Lage der epidermalen Spaltbildung sind
meist keine Blasen makrokopisch sichtbar und es imponieren meist nur erythematos

verkrustete Lisionen.
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Bei beiden Formen handelt es sich um potentiell lebensbedrohliche Erkrankungen.
Ohne Behandlung kommt es zu progredienter Blasenbildung, welche zusétzlich durch
Superinfektionen und Dehydratation letztendlich den Tod des Patienten herbeifiihren
konnen.

Die Diagnose basiert auf den drei Sdulen Klinik, Histologie und Immunologie (Bystryn
et al. 2005; Stanley et al. 2006; Waschke 2008). Klinisch kommt neben dem typischen
Erscheinungsbild mit epidermaler Blasenbildung und mukdsen Erosionen dem so
genannten Nikolsky-Phédnomen eine wichtige diagnostische Rolle zu. Darunter versteht
man, dass durch mechanische Reizung der Haut eine Blasenbildung induziert werden
kann. Das Nikolsky-Phidnomen ist typischerweise bei PV und PF positiv.

Histologisch (Abb. 5) und immunologisch zeichnen sich beide Pemphigus-Formen
durch den Verlust der Zell-Zell-Adhidsion (Akantholyse), epidermale Spaltbildung und
Antikorper gegen Keratinozyten-Oberflichen-Antigene aus (Amagai 1994). Die beiden
Hauptantigene sind die humanen Cadherine Desmoglein 1 und 3 (Amagai et al. 1999).
Daneben existieren weitere Ziele pathogener Antikorper wie cholinerge Rezeptoren (Vu
et al. 1998; Grando 2000), Pemphaxin (Nguyen et al. 2000) oder Mitochondrien
(Marchenko et al. 2010).

Spezifische Unterschiede der Antikorperprofile und der epidermalen Spaltbildung
ermoglichen eine Differenzierung von PV und PF. Bei PF kommen nur Antikdrper
gegen Desmoglein 1 vor und die Blasenbildung beschrinkt sich auf die oberflachliche
Epidermis im Stratum granulosum (Amagai et al. 1999). Bei PV bilden sich im
Gegensatz dazu Blasen in der tiefen Epidermis oberhalb der Basalzellschicht aus. PV
lasst sich weiter in 2 Subtypen unterteilen: zum einen in den Mukosa-dominierenden
Typ mit einem Antikorperprofil, welches hauptsidchlich gegen Desmoglein 3 gerichtet
ist und nur die Mukosa befdllt. Zum anderen in den mukokutanen Typ, welcher
Antikorper gegen Desmoglein 1 und 3 aufweist und durch einen zusédtzlichen Befall der

Kutis gekennzeichnet ist (Ding et al. 1997; Jamora et al. 2003).
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Abb. 5

Klinische Erscheinung und Histologie von Pemphigus vulgaris und foliaceus

Pemphigus vulgaris (PV) ist gekennzeichnet durch schmerzhafte, schlecht heilende Erosionen der
Schleimhdute, wie hier der Mundschleimhaut (a). In spéateren Stadien kann es zu Blasenbildung der
Haut kommen. Nach Platzen der Blasen bleiben verkrustende und konfluierende Erosionen mit
Blasenresten zuriick (b). Bei Pemphigus foliaceus (PF) sind Blasen aufgrund deren oberflachlicherer
Lage nur selten zu erkennen, so dass verkrustete Erosionen iiberwiegen (c). Ein Befall der
Schleimhdute wird nicht beobachtet. Mikroskopisch ist PV durch eine suprabasale Spaltbildung der
Epidermis charakterisiert (d), wihrend diese bei PF im Stratum granulosum zu finden ist (e). Mal3stab

=50 pm. Modifiziert nach (Waschke 2008)

Zu Beginn der Therapie ist es das vorrangige Ziel, die Erkrankung moglichst schnell zu
kontrollieren. Dazu werden Kortikosteroide systemisch in steigender Konzentration
verabreicht, bis es zu einem Stillstand der Erkrankung kommt. Bei Nicht-Ansprechen
auf Kortikosteroide kommen als weitere Verfahren Plasmapherese oder Gabe von
Immunoglobulinen in Frage. Die jeweiligen Medikamente werden bis zur Abheilung
der Lasionen kontinuierlich in gleicher Dosis verabreicht. Nach dem Abbheilen der
letzten Léasionen beginnt die Erhaltungstherapie mit dem Ziel Kortikosteroide
einzusparen und gleichzeitig das Auftreten neuer Lasionen konsequent zu verhindern.
Dabei spielen insbesondere Immunsuppressiva wie Azathioprin, Methotrexat,

Cyclophosphamid oder Cyclosporin eine wichtige Rolle (Bystryn 2002; Harman et al.
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2003; Bystryn et al. 2005). Neuere Therapieansitze sind die Anwendung von
Rituximab, einem monoklonalen Antikérper gegen CD 20 oder die Immunoablation mit
Hochdosis Cyclophosphamid (Bystryn et al. 2005). Trotz dieser neuen Ansédtze bleibt
die Therapie des Pemphigus unselektiv auf eine allgemeine Immunsuppression
beschriankt. So stehen einer guten Krankheitsremission unter Therapie systemische
Nebenwirkungen durch die hochdosierte Immunsuppression gegeniiber. Demnach muss
es das Ziel weiterer Forschung sein, durch tiefere Einblicke in die Pathogenese der
Erkrankung spezifischere Therapien zu entwickeln, um die systemischen

Nebenwirkungen auf ein Minimum zu reduzieren.

1.5.2 Pathogenese

Zur Erklarung der unterschiedlichen klinischen Phénotypen von PV und PF wurde die
Desmoglein-Kompensationstheorie entwickelt (Stanley et al. 2006). Diese basiert zum
einem auf den bereits erwihnten spezifischen Antikorperprofilen von PV und PF und
zum anderen auf der unterschiedlichen Verteilung von Dsg 3 und 1 in der Epidermis
und den Schleimhduten. So findet sich in der Epidermis Dsg 3 vorwiegend in basalen
Schichten, wohingegen Dsg 1 in allen Schichten mit einem nach basal abfallenden
Gradienten vorhanden ist. Ein weiterer wichtiger Grundgedanke ist, dass die Antikorper
durch die so genannte sterische Inhibition die Funktion ihres jeweiligen Ziel-Antigens
blockieren und beide, Dsg3 und Dsgl, jeweils den Ausfall des anderen kompensieren
konnen. Aus der Desmoglein-Kompensationstheorie folgt, dass im Fall von PF
Antikorper gegen Dsg 1 zu einem Funktionsverlust von Dsg 1 fithren. Da in basalen
Schichten dieser Verlust durch Dsg 3 kompensiert werden kann, kommt es zu
Blasenbildung in der superfiziellen Epidermis, in der kein Dsg3 vorhanden ist. Bei PV
hingegen sind beim Mukosa-dominierenden Typ vorwiegend Antikorper gegen Dsg 3
vorhanden. Der Verlust von Dsg 3 kann in der Epidermis durch Dsg 1 ausgeglichen
werden. Da hingegen in den Schleimhduten Dsg3 das vorherrschende desmosomale
Cadherin darstellen soll, kommt es zur Ausbildung von Erosionen. Demgegeniiber hat
der mukokutane Typ Antikorper gegen Dsg 1 und Dsg 3, so dass es zur Blasenbildung
sowohl in der Mukosa als auch in der Epidermis kommt, da nun sowohl Dsg1 als auch
Dsg 3 blockiert werden. Die Theorie wird durch Erkenntnisse gestiitzt, dass

insbesondere Antikorper gegen die extrazellulire Doméne 1 von Dsgl und Dsg3,
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welche als entscheidend fiir die Transinteraktion der desmosomalen Cadherine
angesehen wird, fiir die Pemphigus-Pathogenese entscheidend ist (Futei et al. 2000;
Sekiguchi et al. 2001; Tsunoda et al. 2003; Heupel et al. 2008; Ishii et al. 2008; Muller
et al. 2008). Allerdings ist die Theorie zunehmend in der Kritik (Bystryn et al. 2005;
Amagai et al. 2006; Spindler et al. 2007; Waschke 2008). Zum einen, weil sich das
Modell vorwiegend auf das Verteilungsmuster von Dsgl und 3 in der Maus stiitzt
(Mahoney et al. 1999; Wu et al. 2000). Es zeigte sich jedoch, dass sich dies deutlich von
denjenigem des Menschen unterscheidet. So findet sich sowohl in der Epidermis als
auch in der Mukosa des Menschen im Bereich der Spatlbildung eine breite Uberlappung
von Dsgl und Dsg3 (Mahoney et al. 2006; Spindler et al. 2007; Waschke 2008), welche
der Desmoglein-Komensationstheorie widerspricht. Zum anderen fand sich, dass weder
Antikorper gegen Dsgl, noch gegen Dsg3 zu einer selektiven Inhibition von Dsgl oder
Dsg3 fiihrten, sondern jeweils die Bindung beider reduzierten (Spindler et al. 2007).
Weiteren Einblick in die Pemphigus-Pathogenese erbrachten Rasterkraftmikroskopie-
Studien, bei denen die Bindung desmosomaler Cadherine in Reaktion auf IgG-
Fraktionen von Patienten mit PV oder PF (PV-IgG bzw. PF-IgG) in einer zellfreien
Umgebung untersucht werden konnen. In diesen Experimenten fand sich eine Blockade
der Transinteraktion von Dsg3 durch Dsg3-Antikérper (Heupel et al. 2008),
wohingegen dies im Falle von Dsgl durch Dsgl-Antikorper nicht zu beobachten war
(Waschke et al. 2005; Heupel et al. 2008). In Versuchen mit der Laserpinzette an
lebenden Zellen hingegen konnte auch durch Dsgl-Antikdrper eine Reduktion der
Dsgl-Haftung erreicht werden (Spindler et al. 2007; Heupel et al. 2008). Dies legt den
Schluss nahe, dass insbesondere im Falle von Dsgl Prozesse eine wichtige Rolle
spielen, welche an das Vorhandensein zelluldrer Strukturen gebunden sind. Vor allem
intrazelluldre Signalwege riicken dabei in den Fokus des Interesses. Als mogliche
Vermittler der Signaltransduktion werden insbesondere extra-desmosomale
Desmogleine angesehen (Miiller et al. 2008). Passend zu diesen Erkenntnissen gibt es
eine grofe Menge intrazelluldrer Signalwege, deren Beteiligung an der Pemphigus-
Pathogenese gefunden wurde. Zwei wichtige Beispiele, welche auch fiir die folgende
Arbeit von Bedeutung sind, stellen eine p38MAPK-Aktivierung und eine RhoA-
Inhibition dar (Waschke 2008).
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Eine Aktivierung der p38MAPK in Anwesenheit von PV-IgG konnte durch eine
zunehmende Phosphorylierung der p38MAPK und dem nachgeschalteten Hsp27 bzw.
25 nachgewiesen werden. Passend dazu konnte eine Inhibition der p38MAPK die
Blasenbildung inklusive der zytoskelettalen Umorganisationen hemmen (Berkowitz et
al. 2005; Berkowitz et al. 2006; Berkowitz et al. 2008). Es erscheint also
wahrscheinlich, dass die p38MAPK eine wichtige Rolle in der Pemphigus-Pathogenese
spielt.

Weitere flir die Pemphiugs-Pathogenese relevante Signalproteine stellen die Rho-
GTPasen dar, die der p38MAPK nachgeschaltet sind. Es wurde gefunden, dass es in
Reaktion auf PV-IgG zu einer p38MAPK-abhédngigen Inaktivierung von RhoA kommt
(Waschke et al. 2006). In Ubereinstimmung damit fiihrte eine pharmakologische
Inaktivierung der Rho-GTPasen zu einer Akantholyse der Zellen (Spindler et al. 2007).
Demgegeniiber fiihrte eine Aktivierung der Rho-GTPasen zu einer Hemmung der PV-
IgG-vermittelten Effekte.

Weitere Signalwege, denen eine Bedeutung fiir die Pemphigus-Pathogenese
zugemessen wird, sind daneben: Phospholipase C- und Proteinkinase C-Aktivierung
(Kitajima et al. 1999; Cirillo et al. 2010), Plakoglobin-abhingige Signalwege (Muller et
al. 2000; Caldelari et al. 2001; de Bruin et al. 2007), Src-Kinase-Aktivierung
(Chernyavsky et al. 2007), eine Aktivierung des EGF-Rezeptors (Frusic-Zlotkin et al.
2006; Chernyavsky et al. 2007; Heupel et al. 2009) und die Uberexpression des
Transkriptionfaktors c-Myc (Williamson et al. 2006) Dennoch sind bis heute die
genauen Mechanismen, welche zur Blasenbildung fiihren, unbekannt.

Neben der oben beschriebenen intraepidermalen Spaltbildung sind die auffilligsten
mikroskopischen Kennzeichen von PV die Reduktion von Desmosomen und die
Umorganisationen des Zytoskeletts. Bereits in den frithen 60er Jahren wurde in
ultrastrukturellen Untersuchungen die so genannte ZK-Retraktion als wichtiges
Merkmal von Keratinozyten in Reaktion auf Inkubation mit PV-IgG beschrieben
(Wilgram et al. 1961). Der Ausdruck ZK-Retraktion beschreibt das Phidnomen, dass
sich die ZK-Filamente nach Inkubation mit PV-IgG von der Zellmembran 16sen und
sich in der Folge im perinukledren Raum ansammeln. Wie bereits oben erwéhnt, haben
ZK-Filamente eine wichtige Rolle fiir die Stabilitit der Zelle und der Zell-Zell oder

Zell-Matrix-Kontakte iiber ihre Verbindung zu Desmosomen oder Hemisdesmosomen.
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Daneben wurde auch deutlich, dass ZK-Filamente in enger Interaktion mit zahlreichen
intrazelluldren Signalwegen stehen. Eine wichtige Rolle fiir die PV-Pathogenese
erscheint insbesondere deswegen moglich, da gezeigt wurde, dass wichtige ZK-
regulierende Signalwege, wie z.B. die p38MAPK, auch entscheidend an der PV-
Pathogenese beteiligt zu sein scheinen. Entsprechend fiihrte die Inhibition der
p38MAPK (Berkowitz et al. 2005; Berkowitz et al. 2006), eine Plakoglobin-Defizienz
(Caldelari et al. 2001; de Bruin et al. 2007) und die Aktivierung von Rho-GTPasen
(Waschke et al. 2006) neben der Hemmung des PV-IgG-vermittelten
Zelladhdsionsverlustes auch zu einer Hemmung der ZK-Retraktion.

Die Verdnderungen des Actin-Zytoskeletts im Rahmen der PV-Pathogenese werden
unter dem Begriff der Actin-Reorganisation zusammengefasst. Dieser Ausdruck
umfasst sichtbare Verdnderungen wie den Ersatz von membranidrem Actin zu Gunsten
eines zytoplasmatischen Netzwerkes oder die vermehrte Ausbildung von Stressfasern.
Ahnlich wie ZKs werden auch die Funktionen von Actinfilamenten in erheblichem
Ausmall von Signalwegen reguliert, deren Beteiligung an der Pathogenese des PV
nachgewiesen wurde. So war eine Inhibierung der p38MAPK oder eine Aktivierung der
Rho-GTPasen auch dazu in der Lage, die Actin-Reorganisation zu hemmen (Berkowitz

et al. 2005; Waschke et al. 2006).

1.6 Fragestellung

Zytoskelettale Umorganisationen sind seit lidngerer Zeit als charakteristische
Kennzeichen von Zellen in Reaktion auf PV-IgG bekannt. Dennoch hat bis dato keine
eingehende Untersuchung dieser zytoskelettalen Reorganisationsprozesse stattgefunden,
um deren Rolle im Rahmen der PV-Pathogenese zu charakterisieren. Dabei stellt sich
die Frage, ob diese lediglich sekundédre Phinomene darstellen, welche aus dem Verlust
der Zell-Zell-Adhésion resultieren, oder ob das Zytoskelett selbst eine primire, aktive
Rolle in der PV-Pathogenese innehat. Frither wurde angenommen, dass PV durch den
Verlust der Zelladhdsion ausgeldost wird und die zytoskelettalen Verdnderungen
lediglich die passive Folge des Verlustes der interzelluliren Adhdsion sein konnten
(Lever et al. 1969). In heutiger Zeit ist jedoch zum einen bekannt, dass interzelluldre
Adhésionsmolekiile und das Zytoskelett hochgradig dynamisch sind und in komplexer

Weise miteinander interagieren. Zum anderen stellte sich heraus, dass intrazellulédre
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Signalwege eine wesentliche Rolle fiir die PV-Pathogenese spielen, welche dariiber
hinaus wesentlich an der Regulation des Zytoskeletts beteiligt sind. Es erscheint somit
wahrscheinlich, dass das Zytoskelett eine wichtige Rolle in der PV-Pathogenese spielen
konnte. Die ,,Basal Cell Shrinkage* Hypothese (Bystryn et al. 2006; Bystryn et al.
2009) sieht die zytoskelettalen Umorganisationen gar als priméres Ereignis an, welches
erst in der Folge zum Verlust der Desmosomen und einer Zell-Dissoziation fiihren soll.
Das Ziel dieser Studie ist es, die Rolle des Zytoskeletts fiir die PV-Pathogenese niher zu
untersuchen, um ein besseres Verstdndnis der pathogenetischen Zusammenhdnge bei
PV, aber auch der Zell-Zell-Adhidsion im Allgemeinen zu bekommen. Dies konnte zu
neuen, spezifischeren Therapiemoglichkeiten des PV und somit zu einer erfolgreicheren
Behandlung der Patienten fiihren. Durch die Beobachtung zytoskelettaler
Verdnderungen in Reaktion auf PV-Autoantikorper und deren zeitliche Korrelation mit
anderen Charakteristika akantholytischer Zellen soll eine genaue zeitliche Einordung
der zytoskelettalen Verdnderungen im Rahmen der PV-Pathogenese erfolgen. Zur
weiteren Untersuchung werden zwei differente Wege gewéhlt: Zum einen soll durch
spezifische pharmakologische Inhibition oder Stabilisierung zytoskelettaler
Komponenten sowie durch Uberexpressionsstudien der Einfluss einzelner
Zytoskelettkomponenten auf die PV-Pathogenese gezielt untersucht werden. Zum
anderen sollen durch die Untersuchung intrazelluldrer Signalwege, welche sowohl fiir
die PV-Pathogenese, als auch fiir die Organisation des Zytoskeletts wichtig sind,

weiterfilhrende pathogenetische Zusammenhinge erforscht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Zellkultur

Fiir alle Experimente wurden so genannte HaCaT (human adult low calcium elevated
temperature) Keratinozyten verwendet. Dabei handelt es sich um spontan
immortalisierte humane Keratinozyten, deren Erstcharakterisierung auf das Jahr 1988
datiert (Boukamp et al. 1988). Die stabile Zelllinie ist vollstidndig differenzierungsfahig,
nicht tumorigen und in vivo nicht invasiv. In der Zellkultur sind die Zellen problemlos
kultivierbar und bilden konfluente Zellrasen.

Die Zellen wurden in Dulbecco’s modifiziertem Eagle Medium (DMEM, Sigma
Aldrich, Miinchen) gehalten. Dies verfiigte iiber eine Konzentration von 1,8 mmol/L
Ca’" und 4,5 g/L Glucose. Weiterhin wurden dem Medium zur Kultivierung der Zellen
50 U/ml Penicillin G, 50pg Streptomycin und 10% fetales Kélberserum zugefiigt. Das
Medium wurde jeweils jeden zweiten Tag gewechselt, um gleichbleibende
Kulturbedingungen zu gewihrleisten.

Die Zellen wurden in Brutschrinken bei angefeuchteter Luft mit einer Temperatur von
37°C und einem CO,-Gehalt von 5% bis zum Erreichen der Konfluenz nach 5 bis 7
Tagen gehalten, um dann aufgeteilt bzw. fiir die Experimente verwandt zu werden. Bis
zur Aufteilung wurden die Zellen in T75 Flaschen gehalten. Nach Erreichen der
Konfluenz wurde zunichst eine 0,05% EDTA Losung in PBS fiir 30min zu den Zellen
gegeben, um durch die Chelation von Ca*" die Cadherin-Bindungen zu schwichen und
in der Folge die Vereinzelung der Zellen zu erleichtern. Durch Zugabe einer Trypsin-
Losung (0,05% Trypsin, 0,02% EDTA in PBS) fiir 2min wurde der Zellrasen dann vom
Flaschenboden abgeldst. Durch mehrmalige Resuspension mit einer elektrischen Pipette
wurden die Zellen nun vereinzelt und die Zellsuspension homogenisiert. Danach folgte
die Aufteilung auf neue T75 Flaschen im Verhéltnis 1:3 bis 1:6 oder die Aussaat fiir die

jeweiligen Versuche.

2.2 Molekularbiologische Methoden

Fiir die Uberexpressionsstudien und die Live Cell Imaging-Versuche war es notwendig,

in lebenden Zellen fluoreszierende Zellstrukturproteine zu exprimieren. Hierzu wurden
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Vektoren verwendet, die neben dem entsprechenden Zellstrukturprotein {iber eine
Sequenz verfiigten, welche fiir ein fluoreszierendes Protein kodierte. Durch die so
genannte Transformation wurden die Vektoren in Bakterien eingeschleust, um dort eine
Vermehrung der eingebrachten DNA zu erreichen. Danach wurde diese aus den
Bakterien entfernt, gereinigt und in dem Prozess der Transfektion in die eukaryoten
Zielzellen eingebracht. In der Folge konnten die Zellen fluoreszierende
Zellstrukturproteine ~ exprimieren,  welche = dem  Nachweis  durch  die

Fluoreszenzmikroskopie zuginglich waren.

2.2.1 Konstrukte

Tab. 1: Verwendete Konstrukte

Konstrukt cDNA Vektor
E-Cadherin-EGFP Murines E-Cadherin pEGFP-N1
HK14-EYFP Humanes Zytokeratin 14 pEYFP-N1
HKS5-ECFP Humanes Zytokeratin 8 pECFP-N1
Actin-RFP Monomeres RFP pEGFP-Actin
Plakoglobin-EGFP Humanes Plakoglobin pEGFP-N1

Tab. 2: Anregungs- und Emissions-Spektren der verwendeten Proteine:

Protein Anregung (max. in nm) Emission (max. in nm)
ECEP 434 477
EGFP 489 508
EYFP 514 527
RFP / DsRed2 563 582

Tab. 3: Quellen der Konstrukte
Konstrukt Quelle

E-Cadherin-EGFP Y. Hanakawa, Ehime University, Ehime, Japan
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HK14-EYFP R. Leube, RWTH Aachen, Aachen, Deutschland,
(Windoffer et al. 2006)

HKS5-ECFP R. Leube, RWTH Aachen, Aachen, Deutschland,
(Windofter et al. 2004)

Actin-RFP R. Leube, RWTH Aachen, Aachen, Deutschland,

(Windoffer et al. 2006)
Plakoglobin-EGFP = S. Troyanovski, Northwestern University, Chicago, USA,
(Gloushankova et al. 2003)

2.2.2 Vermehrung und Reinigung der DNA

Nach dem Einschleusen der Plasmide in die kompetenten Bakterien und der Selektion
derjenigen Kolonien, welche das Plasmid richtig aufgenommen hatten, wurden die
Bakterien mit den eingeschleusten Plasmiden als Glycerolstock bei -80°C gelagert. Zur
weiteren Verwendung konnten diese wieder entnommen und kultiviert werden. Dazu
wurden sterile Reagenzglidser mit LB-Medium und zusétzlich als Selektionsmarker mit
den Antibiotika Kanamycin (70 pg/ml) und Ampicillin (70 pg/ml) befiillt. Mit Hilfe
eines sterilen Zahnstochers wurde das Medium nun beimpft und zur Kultivierung der
Bakterien iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

Um die in den Bakterien vermehrte DNA in eukaryotische Zellen einzubringen, musste
diese wieder aus den Bakterien freigesetzt und gereinigt werden.

Fiir diesen Prozess wurde das Wizard Plus SV Miniprep DNA purification System
(Promega) verwendet. In einem ersten Schritt erfolgte die Ernte der Bakterienkultur,
indem 2 ml des beimpften Mediums in ein 2ml Reaktionsgefa3 gefiillt wurden und bei
13000 Umdrehungen fiir 2min zentrifugiert wurde. In der Folge setzte sich am Boden
des GefiBes ein Pellet ab. Der Uberstand wurde verworfen und der Prozess ein weiteres
Mal wiederholt. Aus dem entstandenen Pellet, welches die kultivierten Bakterien
enthielt, musste nun die DNA der Plasmide freigesetzt werden. Dazu wurde die Technik
der alkalischen Lyse verwendet. Dazu gab man zundchst 250ul Zellresuspensions-
Losung (50mM Tris-HCL (pH 7,5), 10 mM EDTA, 100ug/ml RNase A) zu dem Pellet
und resuspendierte es durch mehrmaliges kriftiges Invertieren. Danach wurde die
Zelllyse-Losung (0,2 M NaOH, 1% SDS) hinzugegeben, durch mehrmaliges Invertieren

gemischt und danach fiir 30sek inkubiert, um die Zellen zu lysieren. Dabei ist es
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wichtig, dass nur noch vorsichtig invertiert wird, um eine Verunreinigung der DNA zu
verhindern. Durch die Lyse wurden neben der DNA auch Proteine, wie Endonukleasen,
freigesetzt, welche die DNA schidigen konnen. Aus diesem Grunde wurde alkalische
Protease hinzugegeben, vorsichtig invertiert und fiir Smin inkubiert, um diese Enzyme
zu inaktivieren.

Um die freigesetzte DNA von anderen Resten, wie z.B. RNA, Proteinen und Salzen zu
trennen, wurde nun die Neutralisations-Losung (4,09 M Guanidin-Hydrochlorid, 0,759
M Kaliumacetat, 2,12 M Eisessig) hinzugegeben und griindlich gemischt, so dass es zu
einer Ausfillung kam. Durch Zentrifugation bei 13000 Umdrehungen fiir 10min in einer
Tischzentrifuge wurde diese an den Boden der Geféal3e pelletiert und verworfen, In der
verbliebenen klaren Fliissigkeit ist nun die DNA der Plasmide gelost. Daneben enthilt
sie aber nach wie vor andere Substanzen, wie Enzyme, welche der DNA schaden
konnen. Aus diesem Grunde wurde die DNA nun noch mit Hilfe von Silika-Membranen
gereinigt. Diese haben die Eigenschaft in Gegenwart chaotroper Salze DNA spezifisch
zu binden. Zunichst wurde das zuvor entstandene Lysat in Sdulen gegeben, welche am
Boden iiber eine Silikat-Membran verfligten. Diese wiederum wurden in ein
Sammelrohrchen gegeben. Durch Zentrifugation bei 13000 Umdrehungen fiir 1min
bildete sich ein Durchlauf im Sammelréhrchen, welcher verworfen wurde, wahrend die
DNA an der Silikat-Membran zuriickgehalten wurde. Danach wurden 750ul Séulen-
Wasch-Losung (162,8 mM Kaliumacetat, 22,6 mM Tris-HCL (pH 7.,5), 0,109 EDTA
(pH 8,0)) zugegeben, erneut bei 13000 Umdrehungen fiir Imin zentrifugiert und der
Durchlauf verworfen. Dieser Vorgang wurde mit 250ul Sédulen-Wasch-Losung
wiederholt. Dann wurden die Sdulen in neue Sammelgeféale iiberfiihrt. Zur Eluation der
an die Silikat-Membran gebundene DNA wurde nukleasefreies Wasser auf die Sdulen
gegeben, flir 2min inkubiert und bei 13000 Umdrehungen fiir 1min zentrifugiert. Die
geloste DNA wurde dann bis zur Transfektion bei -20°C gelagert.

2.2.3 Transfektion

Unter Transfektion versteht man das Einbringen von DNA in eukaryotische Zellen.
Dabei muss unterschieden werden zwischen der so genannten transienten und der
stabilen Transfektion. Unter transienter Transfektion versteht man das Einschleusen des

Plasmides in die Zielzelle, wo es abgelesen werden kann und die transgenen Proteine
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zur Expression kommen. Dabei handelt es sich um eine schnelle und einfache Methode
zum Generieren transgener Zellen. Allerdings hat diese Methode den Nachteil, dass die
Transfektion nur von kurzer Dauer ist. Bei der stabilen Transfektion hingegen wird die
Fremd-DNA in die DNA der Zielzelle integriert und ist somit dauerhafter Bestandteil
der DNA der Zielzelle. Das hat den Vorteil, dass die Fremd-DNA bei der Zellteilung
weitergegeben wird, so dass man stabile transgene Zelllinien entwickeln kann.
Allerdings reichten fiir unsere Zwecke transiente Transfektionen aus, so dass die
Transfektionen vor den jeweiligen Experimenten erneut vollzogen wurden. Zur
Durchfiihrung der Transfektionen wurde Turbofect (Fermentas) verwendet. Dabei
handelt es sich um eine Losung, welche ein kationisches Polymer enthélt. Dieses bildet
Komplexe mit der zu transfizierenden DNA, welche dann von den Zellen durch
Endozytose aufgenommen werden konnen. In der Zelle kommt es zu einer osmotisch
bedingten Schwellung und letztendlich zur Ruptur der Endosomen, so dass die DNA
frei im Zytoplasma vorliegt und in den Zellkern wandern kann.

1 Tag vor der Transfektion wurden HaCaT-Zellen im Verhéltnis 2:1 auf Petrischalen
mit Deckgldschen aufgeteilt. Um die Bindung der kationischen Polymere an die DNA
zu ermoglichen, wurden in ein Reaktionsgefd3 385ul DMEM ohne Antibiotikazusatz,
6ul Turbofect und 15ul DNA-Losung pro Petrischale gegeben und fiir 20min bei
Raumtemperatur inkubiert. Direkt vor der Transfektion wurde zu den Zellen 2ml
DMEM vorgelegt und dann jeweils 400ul des Gemisches aus DNA und Turbofect
hinzugegeben. Nach Inkubation der Zellen iiber Nacht bei 37°C im Brutschrank wurde

das Medium gewechselt und die Zellen weiter bis zu den Versuchen kultiviert.

2.3 Aufreinigung der Patienten- und Kontroll-Antikorper

Fiir alle Experimente auer den Live Cell Imaging-Versuchen wurden Immunglobulin
G-Fraktionen von zwei PV-Patienten (PV-IgG) mit je einer mukdsen und einer
mukokutanen Form des PV verwandt. Alle abgebildeten Versuche reprisentieren die
mukdse PV-Form mit Ausnahme von Abb. 22, welche die mukokutane PV-Form zeigt.
Die Diagnose der Patienten wurde zuvor klinisch, histologisch und serologisch durch
Nachweis von zirkulierenden Dsg-Antikorpern mittels ELISA bestétigt (E. Schmidt,
Dermatologische Universititsklinik, Liibeck). Im ELISA war das mukdse PV-Serum

positiv fiir Dsg3 (6586 U/ml), wéhrend sich beim mukokutanen PV-Serum ein positives
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Ergebnis fir Dsg3 (1239 U/ml) und Dsgl (60 U/ml) zeigte. Weiterhin stand Serum
einer freiwilligen, gesunden Kontrollperson zur Verfiigung. Zur Aufreinigung der 1gG-
Fraktionen wurde die so genannte Protein A-Affinitdtschromatographie angewandt. Bei
allen Versuchen wurde die Konzentration der PV-IgGs auf 500 pg/ml justiert.

Als weiterer pathogener PV-Antikdrper wurde der murine monoklonaler Antikdrper
AK23 (Biozol) gegen die EC 1-Doméne von Dsg3 in einer Konzentration von 7,5 —

75ng/ml verwandt.

2.4 Antikorper und Testreagenzien

Zur Darstellung von Proteinen in der Immunofluoreszenzmikroskopie und in den
Western Blots wurden spezifische Antikdrper verwandt. Die Primédrantikorper waren
jeweils spezifische Epitope des wiahrend

Zielproteins  gerichtet,

gegen
Sekundérantikdrper dazu dienten, die Fc-Teile der Primérantikdrper zu detektieren. An
die Sekundirantikoérper gekoppelte Fluorophore dienten dann der Darstellung der

Zielproteine.

2.4.1 Primarantikorper

Tab. 4: Primédrantikorper
Antikorper Typ Hersteller Konzentration Konzentration
Immunofluoreszenz Western Blot

a-Dsg3 polyklonal = Santa Cruz 1:100 1:1000
Biotechnologies

a-pB-Actin monoklonal = Sigma-Aldrich 1:1000

a-E- monoklonal BD-Bioscience @ 1:100 1:1000

Cadherin

a-phopho-  monoklonal New England 1:1000

p38MAPK Biolabs

a- monoklonal New  England 1:1000

p38MAPK Biolabs

a-GAPDH  monoklonal Sigma-Aldrich 1:5000
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2.4.2 Sekundarantikorper

Tab. 5: Sekundérantikorper

Antikorper Fluorophor Hersteller Konzentration
Ziege-anti-Maus Cy2 Dianova 1:600

(gam)

Ziege-anti-Hase Cy3 Dianova 1:600

(garb)

Ziege-anti-Maus pox Dianova 1:3000

(gam)

Ziege-anti-Hase pox Dianova 1:3000

(garb)

2.4.3 Farbstoff-gekoppelte Antikorper

Zur immunozytochemischen Darstellung von ZK-Filamenten wurde ein Antikorper
gegen ZK-Filamente verwandt, welcher bereits an einen Fluorophor (FITC) gekoppelt

ist, so dass keine zuséitzlichen Sekundérantikorper verwandt werden mussten.

Tab. 5: gekoppelte Antikorper
Antikorper Gekoppelt an Hersteller Konzentration
a-pan-CK FITC Sigma-Aldrich 1:200

2.4.4 Weitere Farbstoff-gekoppelte Substanzen

Die Darstellung von Actin wurde durch an Phalloidin gekoppletes Alexa 488

gewidhrleistet, welches spezifisch an F-Actin bindet.

Tab. 6: weitere Substanzen
Substanz Gekoppelt an Hersteller Konzentration
Phalloidin Alexa 488 Invitrogen 1:120

2.4.5 Testreagenzien

Fiir die einzelnen Versuche wurden verschiedene Testreagenzien verwandt, welche
spezifische Funktionen ausiiben. Vor den jeweiligen Versuchen wurden die Substanzen

fiir eine bestimmte Zeit zur Prainkubation zu den Zellen gegeben.
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Tab. 7: Testreagenzien
Name Hersteller Funktion Konzentration

Anisomycin  Sigma-Aldrich  Aktivierung 60uM

p38MAPK
SB202190 Calbiochem Inhibition 30uM
p38MAPK
Cytochalasin D Sigma-Aldrich ~ Hemmung 100nM
Actin-
Polymerisation
Jasplakinolide =Calbiochem Stabilisierung  200nM
Actinfilamente
Latrunculin B Biomol Hemmung 500nM
Actin-
Polymerisation
CNF-1 G. Schmidt = Aktivierung 300ng/ml
(Pharmakologie = Rho-GTPasen
und
Toxikologie,
Universitit
Freiburg)

Prainkubation
6h

1h

3h

1h

0,5h

0,5h

2.5 Indirekte Immunofluoreszenzmikroskopie

Das Prinzip der indirekten Immunofluoreszenzmikroskopie beruht darauf, dass

Primirantikdrper zunédchst an spezifische Zielstrukturen, den so genannten Epitopen

von Proteinen binden. Zur Detektion dieser Bindung werden Sekundirantikérper

verwandt, welche gegen die Fc-Abschnitte der Primdrantikorper gerichtet sind. Die

Sekundirantikdrper ihrerseits sind an Fluorophore gekoppelt. Fluorophore sind

Substanzen, welche durch Licht bestimmter Wellenlédnge angeregt werden kénnen und

in der Folge selbst Licht bestimmter Wellenldnge emitieren. Durch die Detektion des

durch die Fluorophore abgegebenen Lichtes konnen bestimmte Zielproteine spezifisch

dargestellt werden.
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Tab. 8: Anregungs- und Emissionsmaxima verwendeter Fluorophore

Name Abkirzung Anregung (nm) Emission (nm)
Fluoreszein FITC 495 519
Isothiozyanat

Alexa Fluor 488 Alexa 488 499 519

Cyanin 2 Cy2 489 506

Cyanin 3 Cy3 550 570

Die HaCaT Zellen wurden im Verhiltnis 3:1 auf Deckgldschen mit einem Durchmesser
von 12mm aufgeteilt und bis zur Konfluenz geziichtet (5-7 Tage). In der Folge wurden
die Zellen mit PV-IgG und verschiedenen Testreagenzien in Abhéngigkeit vom
jeweiligen Experiment 1 bis 24h inkubiert. Darauthin wurden alle Zellen, aufler den
transfizierten, mit eiskaltem Aceton (-20°C) fiir 2min fixiert und permeabilisiert. Im
Falle der transfizierten Zellen wurden diese anstatt mit Aceton, da dies die Fluorophore
zerstoren wiirde, zundchst flir 10min mit 2% Formaldehyd fixiert und nach 3-maligem
Waschen mit PBS fiir Smin mit 0,1% Triton-X-100 permeabilisiert. Nach 3-maligem
Waschen mit PBS wurden die Deckgldschen danach auf Objekttriager transferiert. Zum
Blocken unspezifischer Antikdrperbindungen wurden die Zellen nun mit 1% BSA
(Rinderserumalbumin) und 10% NGS (Ziegenserum) in PBS fiir 30min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Entfernung des BSA/NGS wurden die Antikorper in
der jeweiligen Konzentration in PBS auf die Deckgldschen gegeben (20ul) und die
Zellen tiber Nacht mit diesen bei 4°C in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach 3-
maligem Waschen mit PBS fiir jeweils Smin wurden die Sekundérantikorper in der
jeweiligen Konzentration in PBS fiir 2h bei Raumtemperatur auf die Zellen gegeben. Im
Falle des FITC-gekoppelten anti-pan-CK-Antikdrpers zur Detektion der ZK-Filamente
und dem Alexa 488-gekoppelten Phalloidins zur Darstellung der Actinfilamente wurden
diese in der jeweiligen Konzentration direkt nach dem Fixations- und
Permeabilisierungsprozess fiir 2h bei Raumtemperatur auf die Zellen gegeben. Danach
wurden die Zellen erneut 3-malig mit PBS gewaschen, um dann mit der Zellseite nach
unten mit NPG (1% n-propyl-Gallat mit 60% Glycerin in PBS) auf einem Objekttriger

eingedeckt zu werden.
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2.6 Proteinextraktion

Zur quantitativen Messung der in der Zelle enthaltenen Proteine miissen diese aus den
Zellen extrahiert werden. Dazu wurden die Zellen zunédchst in Petrischalen bis zur
Konfluenz gehalten und dann fiir die angegebene Zeitrdume mit den verschiedenen
Testreagenzien bearbeitet. Nach 3-maligem Waschen mit PBS wurden die Zellen in
Probenpuffer auf Eis gelost, mit einem Zellschaber von dem Boden der Petrischale
abgeschabt und mit einer Pipette in 2ul Réhrchen iiberfiihrt. Zur vollstdndigen Lyse der
Zellen wurden diese in der Folge mit Ultraschall zerkleinert und bei -20°C bis zur

weiteren Bearbeitung gelagert.

2.7 Proteinkonzentrationsbestimmung

Fiir die Bestimmung der Proteinmenge durch SDS-PAGE und Western Blotting ist es
erforderlich, die Proteinkonzentration in den Proben zu ermitteln, um in der
anschlieBenden SDS-PAGE gleiche Mengen an Protein auftragen zu konnen.

Da die zu bestimmenden Proteine bereits in Probenpuffer gelost waren, wurde die
Amidoschwarz-Methode angewandt, da diese es erlaubt, auch in einem Detergens
geloste und denaturierte Proteine zu bestimmen. Die Methode basiert darauf, dass der
Farbstoff Amidoschwarz 10b unter sauren Bedingungen an die Amidostickstoff-
Gruppen der Proteine binden kann. Die Bindung des Farbstoffes kann in der Folge
photometrisch bestimmt werden und ist im Vergleich zu Eichkurven ein MaB fiir die
Proteinkonzentration in der Probe.

Zundchst wurde ein Celluloseacetat-Streifen mit einem Bleistift in 1 cm breite Streifen
getrennt und zwischen 2 Klammern frei schwebend befestigt. In jedes Kistchen wurden
nun je Sul einer zu bestimmenden Probe oder einer aufsteigenden Protein-
Konzentrationsreihe gegeben. Nach dem Trocknen wurden die Streifen fiir 10min bei
Raumtemperatur in die Férbelosung (0,5% Amidoschwarz, 45% Methanol, 10%
Essigsdure, 47,5% Aqua dest.) gegeben. Danach wurden die Streifen mit
Entfarbelosung (47,5% Methanol, 5% Essigsdure, 47,5% Aqua dest.) 3mal fiir jeweils
10min gewaschen, bis iiberschiissige Farbelosung vollstindig entfernt worden ist. Nach
komplettem Trocknen wurde die Membran in 1 cm breite Streifen entsprechend der
Bleistiftmarkierung geschnitten und in jeweils ein 1,5ml Rohrchen iiberfiihrt. Unter

Zugabe von 1 ml Aufloselosung (2% Trichloressigsdure, 16% Ameisensdure, 2%
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Essigsdure, 82% Aqua dest.) fiir 30min bei 50°C wurde nun die Celluloseacetat-
Membran aufgelost und das entstandene Gemisch anschlieBend homogenisiert. Durch
Messung der Extinktion bei einer Wellenldnge von 620nm an dem Photometer kann
anschlieBend anhand der Eichkurve geméll dem Lambert-Beerschen-Gesetz auf die

Proteinkonzentration in der Probe geschlossen werden.

2.8 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE ist eine Methode zur Auftrennung von Proteinen anhand ihres
Molekulargewichtes. Dazu werden die Proteine zunichst mit dem negativen Detergens
SDS (Sodium-Dodecyl-Sulfat) behandelt. Dieses bindet an hydrophobe Bereiche des
Proteins und bewirkt dadurch zum einen die Entfaltung des Proteins und zum anderen
eine Maskierung der proteineigenen Ladung durch die eigene stark negative Ladung.
Somit liegen die Proteine nach Behandlung mit SDS in einer linearen und gleichméBig
geladenen Form vor, so dass die Faltung und die Ladung der Proteine keine Rolle mehr
fiir deren Auftrennung spielen und diese lediglich anhand ihres Molekulargewichtes
aufgetrennt werden konnen. Zur Auftrennung selbst bedarf es nun eines Filters und
einer Kraft, welche die Proteine durch den Filter befordert. Als Filter fungiert ein
Gemisch aus Acrylamid und dem Crosslinker Bisacrylamid, welches zu einer
Polyacryamid-Gelmatrix mit definierter Porengrofle polymerisieren kann. Als Kraft
wird ein elektrisches Feld angelegt, welches die Proteine durch die Gelmatrix zieht. In
Abhingigkeit von ihrer Grofle werden die einzelnen Proteine nun mehr oder weniger
durch die Gelmatrix zuriickgehalten, so dass diejenigen Proteine mit der geringsten
Molekiilmasse am schnellsten und diejenigen mit der groBten Molekiilmasse am
langsamsten durch das Gel laufen.

Zur Auftrennung der Proteingemische wurden vertikale Elektrophorese-Systeme
verwandt (Biorad), bei denen die Gelmatrix zwischen zwei Glasscheiben zu liegen
kommt. Zur Sammlung der Proben diente ein weitmaschiges 5% Polyacryamid-Gel und
zur darauf folgenden Trennung ein 10% Polyacrylamidgel. Die Polymerisation der Gele
wurde durch APS (Ammoniumpersulfat) initilert und durch TEMED
(Tetramethylethylamin) zusdtzlich katalysiert. Nach Auspolymerisation der Gele und
Zugabe von Elektrophoresepuffer wurde in jede Tasche die gleiche Menge Protein

gelost in Probenpuffer gegeben. Durch Anlegen einer Spannung von 80V fiir das
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Sammelgel und 120V fir das Trenngel wurden die Proteine anhand ihres
Molekulargewichtes elektrophoretisch getrennt. Simultan zu den Proteinen lief ein
GroBenmarker (PPL, prestained protein ladder, Fermentas) zur Grofenidentifikation der

Proteine mit.

2.9 Western Blot-Analysen

Um die durch die SDS-PAGE nach ihrer Molekulargrofle aufgetrennten Proteine
immunochemisch darstellen zu konnen, miissen diese fiir die Antikorperbindung
zuginglich gemacht werden. Dazu macht man sich die Technik des Western Blottings
zu Nutze. Dabei werden die Proteine durch elektrische Spannung aus dem Gel auf eine
Nitrocellulosemembran iibertragen, wo sie flir den immunochemischen Nachweis
detektierbar sind.

Fiir den Western Blot wurde eine Transblot-Kammer (Biorad) mit 2 Graphitelektroden
wie folgt bestlickt. Zunidchst wurden 3 Lagen in Transferpuffer (25mM Tris, 192mM
Glycin, 20% Methanol) getrdnkte Filterpapiere aufgelegt. Auf diese wurde eine
Nitrozellulosemembran (Hybond-C extra, Amersham) gelegt. Direkt dariiber folgte das
Gel, bedeckt von erneut 3 in Transferpuffer getrédnkten Filterpapieren. Zum Transfer der

Proteine wurde eine Spannung von 42mA pro zu blottendem Gel fiir 1,5h angelegt.

2.10 Immunodetektion von Proteinen

Zur Detektion der durch die SDS-PAGE aufgetrennten und durch das Western Blotting
auf eine Nitrozellulosemembran iibertragenen Proteine wurden Primirantikorper zur
Detektion spezifischer Epitope der Proteine und Sekundirantikdrper zur Erkennung der
Fc-Fragmente der Primédrantikorper eingesetzt.

Zum Blocken unspezifischer Antikdrperbindungen wurden die
Nitrozellulosemembranen zunéchst fiir 1h bei Raumtemperatur in 5% Magermilch in
PBS mit 0,1% Tween-20 inkubiert. Danach wurden die Primérantikorper zugegeben
und iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach 3-maligem Waschen mit PBS mit 0,1% Tween-
20 wurde der Sekundérantikdrper fiir 1h bei Raumtemperatur zugegeben, gefolgt von
nochmals 3-maligem Waschen mit PBS mit 0,1% Tween-20.

Zur Detektion des Primdrantikorpers durch den Meerrettich-Peroxidase-gekoppelten

Sekundérantikdrper wurde die so genannte ECL (enhanced chemilumescence)-Methode
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genutzt. Dabei spielt die Meerrettich-Peroxidase, welche an den Sekundirantikorper
gebunden ist, eine wichtige Rolle. Dieses Enzym katalysiert die Reaktion von Luminol
in Gegenwart von H,O; zu einem Carbonyl, welches seinerseits Licht emittieren kann.
Dazu wurden die ECL Losung I (enthdlt Luminol) und die ECL Losung II (enthilt
H,0,) im Verhiltnis 1:1 gemischt und darin die Nitrozellulosemembran fiir 1min bei
Raumtemperatur inkubiert. Zur Detektion des emittierten Lichts wurde ein Rontgenfilm
zusammen mit der Nitrozellulosemembran in einer Dunkelkammer in eine
Rontgenkassette gelegt und je nach Intensitdt fiir eine bestimmte Zeit belichtet. Zur
Entwicklung wurde der Rontgenfilm fiir Imin in Entwicklerlésung und zur Fixation
nach Waschen mit Aqua dest. fiir Imin in Fixierlosung gelegt. Nach Trocknung zeigten
die belichteten Stellen die jeweiligen spezifisch detektierten Proteine, welche der

weiteren Auswertung zugénglich waren.

2.11 Triton-X-100-vermittelte Proteinextraktion

Die Triton-X-100-vermittelte Proteinextraktion ist ein Versuch zur getrennten Analyse
von zytoskeletal- und nicht-zytoskeletal-gebundenen Proteinen. Dabei wird Triton-X-
100 durch seine Eigenschaft als Detergens dazu verwandt, Proteine aus der
Zytoplasmamembran herauszulosen. Durch anschlieBende Abzentrifugation ensteht im
Uberstand eine Fraktion aus nicht-zytoskelettal-gebundenen und damit Triton-X-100-
l16slichen Proteinen, wéhrend das Pellet am Boden des Reaktionsgefifles die nicht
Triton-X-100-16slichen Proteine enthélt, welche zytoskelettal-gebundene Proteine
repriasentieren. Durch anschlieBende Western Blot-Analysen konnen die beiden
Fraktionen dann untersucht werden.

Die HaCaT-Zellen wurden bis zu ihrer Konfluenz geziichtet, dann zundchst mit den
verschiedenen Reagenzien und anschliefend fiir 10min auf Eis mit Extraktionspuffer
(0,5% Triton-X-100, 50 mM MES, 25 mM EGTA, 5 mM MgCl, pH 6,8) inkubiert.
Dann wurden die Zellen vom Untergrund abgekratzt, in Reaktionsgefd3e iiberfiihrt und
bei 14000 U/min fiir 10min bei 4 °C in einer Tischzentrifuge zentrifugiert. Der
entstandene Uberstand, welche die Triton-X-100-16sliche Fraktion enthilt, wurde
gesammelt und bei -80 °C gelagert. Das verbliebene Pellet mit der Triton-X-100-

unloslichen Fraktion wurde in Ldmmlipuffer iiberfiihrt und ebenfalls bei -80 °C
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gelagert. AnschlieBend wurden fiir beide Fraktionen Western Blot-Analysen

durchgefiihrt.

2.12 Dispase-basierter Keratinozyten-Dissoziations-Versuch

Der Dispase-basierte Keratinozyten-Dissoziations-Versuch stellt ein Experiment zur
Messung der Zell-Zell-Adhidsion dar und kann somit Auskunft {iber funktionelle Effekte
von PV-IgG und verschiedenen Testreagenzien auf die Zell-Zell-Adhésion liefern.

Zundchst wurden HaCaT-Zellen in 12-Loch Platten ausgesdt und bis zu deren
Konfluenz geziichtet. Danach wurden sie mit PV-IgG und den jeweiligen
Testreagenzien iiber einen Zeitraum von 15min bis zu 24h behandelt. Nachdem die
Zellen mit PBS gewaschen worden waren, wurden sie fiir 30min bei 37°C mit 250 ul
HBSS, welches Dispase II (2,4 U/ml, Sigma-Aldrich) enthielt, inkubiert. Dispase ist ein
Enzym, welches Substanzen der Basalmembran, wie z.B. Kollagen IV, spaltet und
somit zu einer Ablosung des Zellrasens von dem Untergrund fiihrt. Die interzelluldren
Kontakte hingegen bleiben unbeeintriachtigt, so dass die Messung nicht beeinflusst wird.
Nach Ablosung des Zellrasens wird die Dispase-enthaltende Losung vorsichtig entfernt
und durch 500ul HBSS ersetzt. Nun wird der Zellverband einem definierten
mechanischem Stress ausgesetzt, indem er mit einer Iml Pipette 5 mal auf- und
abpipettiert wurde. Die Anzahl der entstandenen Fragmente wurde in der Folge unter
einem Binokular-Mikroskop bei einer 15x VergroBerung gezihlt und ist ein MaB fiir die
Zell-Zell-Adhésion. Alle Experimente wurden wenigstens 6x durchgefiihrt und der

Mittelwert dieser Versuche ermittelt.

2.13 Bildaufnahme und —bearbeitung

Alle Bilder der Immunofluoreszenz- und der Uberexpressions-Versuche wurden an
einem LSM 510 (Carl Zeiss) Konfokalmikroskop mit einem 63x NA 1,4 Olobjektiv
(Carl Zeiss) aufgenommen. Fiir die Aufnahme der Bilder wurde das Programm LSM
Image Browser (Carl Zeiss) verwandt. Die Live Cell Imaging-Versuche wurden alle an
einem Leica SP5 Mikroskop (Leica) durchgefiihrt. Zur Aufnahme der Bilder diente die
Leica advanced fluorescence Software (Leica). Zur weiteren Prozessierung, Bearbeitung
und Zusammenstellung dienten die Programme ImageJ (NHI) und Adobe Photoshop
CS3 (Adobe Systems)
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Die Auswertung der Western Blots erfolgte mit der Sofware ImageJ (NIH) durch
Grauwertanalyse. Nach Invertierung der Grauwerte und Abzug eines Leerwertes

wurden die Intensititen gemessen und der weiteren Auswertung unterzogen.

2.14 Live Cell Imaging

Live Cell Imaging ist eine Technik bei der man Verdnderungen an lebenden Zellen live
beobachten kann. Dazu werden lebende Zellen mit dem Mikroskop beobachtet und zu
definierten Zeitpunkten Bilder gemacht. Aus der Abfolge der Bilder kann das Verhalten
einzelner Zellen liber einen bestimmten Zeitraum beobachtet werden. In Kombination
mit der Transfektion mit fluoreszierenden Proteinen ist es dariiber hinaus mdéglich, das
Verhalten einzelner Zellkomponenten, wie z.B. des Zytoskeletts oder desmosomaler
Cadherine, zu verfolgen.

Fiir die Live Cell Imaging-Versuche wurden HaCaT Zellen auf 24 mm Deckgldschen
ausgesit, wie oben beschrieben transfiziert und in der Folge bis zur Konfluenz
geziichtet. Am Versuchstag wurden die Deckgldschen in eine Live Cell Imaging-
Kammer {iberfiihrt und mit Phenolrot-freiem Medium (Invitrogen) bedeckt. Die
Temperatur des Mediums wurde durch einen Objektiv-Erhitzer konstant gehalten. Fiir
einige Bedingungen wurde vor Beginn der Versuche PV-IgG zum Medium
hinzugegeben. Die Bildaufnahme wurde dann mit einem Intervall von 5min zwischen
den einzelnen Bildern fiir eine Gesamtdauer von 2h an vorher definierten Regionen

durchgefiihrt.

2.15 Fluorescence Recovery after Photobleaching (FRAP)

Fluorescence Recovery after Photobleaching (FRAP) ist eine Technik, die es
ermoglicht, kinetische Parameter von zelluldren Bestandteilen unter verschiedenen
Bedingungen zu ermitteln (Lippincott-Schwartz et al. 2003). Dabei macht man sich zu
Nutze, dass fluoreszierende Proteine durch Laserbestrahlung in hoher Intensitét
ausgeblichen werden konnen. Durch Fokussierung des Lasers auf einen bestimmten
Bereich kann man in diesem die fluoreszierenden Proteine selektiv ausbleichen. Im
Anschluss daran kommt es durch die Dynamik der umgebenden fluoreszierenden
Proteine zu einer Wiederherstellung der Fluoreszenz in diesem Bereich. Die Kinetik der

Wiederherstellung im Verhéltnis zur Zeit kann gemessen werden und ist ein Marker fiir
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die Dynamik des untersuchten Proteins. Je schneller es demnach zu einer
Wiederherstellung der Fluoreszenz kommt, desto hoher ist gleichzeitig die Dynamik des
Proteins.

Fiir die FRAP-Experimente wurden HaCaT-Zellen wie oben beschrieben mit Actin-RFP
und HK14-YFP exprimierenden Konstrukten transfiziert. Am Tage der Experimente
wurden die Zellen in eine live cell imaging Kammer tiberfiihrt und mit Phenolrot-freiem
Medium (Invitrogen) bedeckt. Fiir PV-IgG-Bedingungen wurden die Zellen zusétzlich
fiir 2h mit PV-IgG inkubiert. Zur Durchfiihrung der Versuche wurden an einem Leica
SP5 Mikroskop Bereiche fiir die Messung definiert, welche die entsprechenden
zytoskelettalen Komponenten enthielten. Durch Beleuchtung mit maximaler Laserkraft
wurden diese Bereiche nun ausgeblichen. Die darauf folgende Wiederherstellung der
Immunofluoreszenz wurde mit Hilfe des Leica advanced fluorescent software suite

Programmes gemessen, quantifiziert und durch Bilder dokumentiert.

2.16 Statistik

Nachdem bestétigt worden war, dass die Verteilung der Daten einer Gaus’schen
Verteilung entsprachen, wurden die Differenzen mit Hilfe des zweiseitigen Student’s t-
Test ermittelt. Alle Werte sind als Mittelwert + Standardfehler dargestellt. Statistische

Signifikanz wurde angenommen ab p < 0,05.
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3 Ergebnisse

3.1 Zeitabhangigkeit der Effekte von PV-IgG auf humane

Keratinozyten

3.1.1 Effekte auf das Zytoskelett

Ein wesentliches Merkmal akantholytischer Zellen stellen Prozesse der zytoskelettalen
Reorganisation dar. Aus diesem Grunde wurden in ersten Experimenten die
Zeitabhéngigkeit der Reorganisation von ZK-Filamenten und Actinfilamenten als
Antwort auf eine Inkubation mit PV-IgG untersucht. Diese Verdnderungen wurden mit
anderen Kennzeichen akantholytischer Zellen wie der Rarifizierung von Desmosomen
und dem Verlust der Zell-Zell-Adhision korreliert, um einen detaillierten Uberblick
tiber die zeitliche Sequenz diese Prozesse im Rahmen der PV-Pathogenese zu erhalten.

Zur Darstellung der Effekte einer PV-IgG-Inkubation auf die Desmosomen wurden
HaCaT-Zellen gegen Dsg3 immungefarbt (Abb. 6). Unter Kontrollbedingungen (Abb.
6a) und nach Inkubation mit Kontroll-IgG (nicht gezeigt) war Dsg3 weitgehend linear
an der Zellmembran lokalisiert. Bereits nach einer Inkubation mit PV-IgG fiir 2h
begann die Fragmentation der Dsg3-Farbung, welche in einer verminderten Dichte des
Immunsignals ihren Ausdruck fand (Abb. 6b). Nach 6h Inkubation war die
Fragmentation von Dsg3 zusitzlich weiter verstarkt (Abb. 6¢). Dies miindete schlieBlich
nach 24h Inkubation in nur noch einigen punktféormigen Dsg3-Aggregaten, welche an
der Membran verblieben (Abb. 6d). Diese Verdnderungen korrelierten mit Effekten auf
die ZK-Filamente. Diese wiesen in den Kontrollen ein Verteilungsmuster auf, welches
sich durch das gesamte Zytoplasma und bis zur Zellmembran erstreckte (Abb. 6¢e). Die
PV-IgG-induzierte ZK-Retraktion wurde nach 2h Inkubation mit PV-IgG sichtbar,
indem sich die Filamente zunehmend von der Zellmembran entfernten und sich in der
perinukleiren Region ansammelten (Abb. 6f). Ahnlich wie fiir Dsg3 beschrieben,
nahmen diese Effekte nach 6h und 24h an Intensitét weiter zu, so dass die Filamente am

Ende maximal von der Zellmembran retrahiert waren (Abb. 6g, h).
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Kontrolle 2 h PV-IgG 6 h PV-IgG 24 h PV-IgG
(op)
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Dsg3/ZK

Abb. 6

Zeitabhangige Effekte von PV-1gG auf die Lokalisation von Desmoglein 3 und ZK-
Filamenten

Zur Darstellung zeitabhéngiger Effekte von PV-IgG auf Desmosomen wurden die Zellen gegen Dsg3
(a-d) und zur Darstellung der ZK-Filamente gegen ZK immungefarbt (e-h). Wiahrend Dsg3 unter
Kontrollbedingungen linear an der Zellmembran lokalisiert war, zeigte sich bereits nach 2h
Inkubation mit PV-IgG eine Fragmentation von Dsg3 (b). Die ZK-Filamente waren unter
Kontrollbedingungen im gesamten Zytoplasma verteilt und reichten bis an die Zellmembran (e). Die

ZK-Retraktion begann nach 2h PV-IgG-Inkubation (f). Beider Effekte verstirkten sich in der Folge

bis zu einer Inkubationszeit von 24h (d, h). MaBstab = 20um (n = 5)

Um eine hohere zeitliche Auflosung zu erhalten und den Beginn der ZK-Retraktion mit
dem Beginn der Dsg3-Reorganisation zu korrelieren, fithrten wir Live Cell Imaging-
Versuche durch. Zur Darstellung der Proteine in lebenden Zellen war es notwendig
diese mit DNA-Konstrukten, welche fiir fluoreszierende Proteine kodieren, zu
transfizieren. Zur Darstellung der ZK-Filamente diente ein HKS-CFP-Konstrukt
(humanes Zytokeratin 5 gekoppelt an cyan-fluoreszierendes Protein). Da eine Dsg3-

Uberexpression die PV-IgG-Effekte hemmt (Jennings et al. 2011), wurde Plakoglobin
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(PG)-GFP (Plakoglobin gekoppelt an griin-fluoreszierendes Protein) zur Darstellung der
Dsg3-Reorganisation in Antwort auf PV-IgG verwendet. Frithere Experimente konnten
zeigen, dass Plakoglobin nach Inkubation mit PV-IgG zusammen mit Dsg3 in die Zelle
aufgenommen wird (Calkins et al. 2006). Um zu zeigen, ob eine Uberexpresson von PG
die Effekte von PV-IgG beeinflusst, transfizierten wir zunéachst Zellen mit PG-GFP und
beobachteten deren Verhalten nach Zugabe von PV-IgG.

Kontrolle

24h PV-IgG

2h PV-IgG

Abb. 7

Auswirkungen einer Uberexpression von Plakoglobin auf die PV-1gG-induzierten Effekte
Die Zellen wurden mit einem PG (Plakoglobin)-GFP Konstrukt transfiziert und gegen Dsg3
immungefarbt. Unter Kontrollbedingungen war PG-GFP an der Zellmembran sichtbar und

kolokalisierte mit Dsg3 (a). Nach 2h (b) und stirker nach 24h (c¢) PV-IgG-Inkubation war das PG-

GFP-Signal zunehmend fragmentiert und im Zytoplasma lokalisiert. MaB3stab = 20 um (n = 5)

In Abwesenheit von PV-IgG war PG-GFP linear an der Zellmembran lokalisiert und
iiberlappte weitgehend mit der Dsg3-Farbung (Abb. 7a), wohingegen eine Inkubation
mit PV-IgG fiir 2h und deutlicher ausgeprigt nach 24h zu einer Fragmentation des
Fluoreszenzsignals entlang der Zellgrenzen und zu einer Anhdufung von PG-GFP im
Zellinneren flihrte, was auf eine Internalisation von PG-GFP schlieB3en lieB3 (Abb. 7b, c).
Daneben war die Dsg3-Farbung sowohl in den nicht-transfizierten als auch in den
transfizierten Zellen in gleichem Mafle fragmentiert und internalisiert. Dies zeigte, dass
eine PG-GFP-Uberexpression zum einen keine protektiven Effekte auf die PV-IgG-
induzierte Dsg3-Reorganisation hat und zum anderen als Mafstab der Desmosomen-
Reorganisation dienen kann. In weiteren Experimenten transfizierten wir Zellen mit PG-
GFP und HK5-CFP und beobachteten deren Antwort auf PV-IgG in Live Cell Imaging-
Versuchen. Vor der Zugabe von PV-IgG war PG-GFP linear an der Zellmembran

verteilt, wihrend HK5-CFP ein zytoplasmatisches Verteilungsmuster zeigte, das mit der
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Anordnung in nicht-transfizierten Zellen vergleichbar war (Abb. 8a, vergleiche Abb.
6¢). Bereits nach einer PV-IgG-Inkubation von 25min wurde eine Fragmentation und
Internalisation von PG-GFP sichtbar (Abb. 8b). Dies fithrte nach 50min zu einer
Akkumulation von PG-GFP im Zytoplasma (Abb. 8c). Die ZK-Retraktion begann
ebenfalls 25min nach Zugabe von PV-IgG (Abb. 8b) und hatte ihr Maximum nach
75min mit einer deutlichen Entfernung der Filamente von der Zellmembran zu Gunsten
einer Ansammlung in perinukledren Bereichen (Abb. 8c). Im Zeitraum von 75min bis

125min kam es zu einer zunehmenden Verkleinerung der Zellen (Abb. 8d-f).

Ab. 8

Zeitliche Korrelation zwischen der PV-l1gG-induzierten Fragmentation der Desmosomen
und der ZK-Retraktion

In Live Cell Imaging-Experimenten war PG-GFP unter Kontrollbedingungen linear an der Membran
lokalisiert und das im Zytoplasma verteilte HK5-CFP reichte bis an die Zellmembran (a) Nach 25min
PV-IgG-Inkubation begann sowohl eine PG-Fragmentation als auch die ZK-Retraktion (b). Dies
fiihrte nach 50min zu einer Internalisation von PG-GFP (c) und einer vollstindig ausgeprigten ZK-
Retraktion nach 75min (d). Darauf folgte eine Verkleinerung der Zellen nach 100min und 125min (e,

f). Die Ausschnitte zeigen eine 2fache VergroBerung reprasentativer Bereiche. Malistab = 20 pum
(n=3)
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Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass die Live Cell Imaging-Experimente eine enge
zeitliche Korrelation von ZK-Retraktion und PG-GFP-Internalisation und somit auch
der Fragmentation der Desmosomen nahelegen.

Neben der ZK-Retraktion wurde auch eine Actin-Reorganisation als wichtiges Merkmal
akantholytischer Zellen beschrieben (Berkowitz et al. 2005; Waschke et al. 2005).
Daher wurde auch das Verhalten der Actinfilamente in Reaktion auf PV-IgG untersucht
und mit Verdnderungen der Desmosomen korreliert. Um eine hohere zeitliche
Auflésung zu erhalten, wurden zusétzlich Immunofluoreszenzen zu fritheren
Zeitpunkten angefertigt (Abb. 9).

Unter Kontrollbedingungen formten die Actinfilamente einen kortikalen Actin-Ring
(Abb. 9a). Dieser kolokalisierte mit der Farbung gegen Dsg3, welche linear an der
Membran sichtbar war (Abb. 9b, c). Die Fragmentation der Dsg3-Féarbung begann
bereits 15min nach Zugabe von PV-IgG mit einer Verbreiterung und Auflockerung des
Immunofluoreszenzmusters (Abb. 9d) und wurde nach einer Inkubation von 2h noch
deutlicher sichtbar (Abb. 9m). Parallel dazu begann auch die Actin-Reorganisation
15min nach Zugabe von PV-IgG mit einer leichten Verbreiterung des kortikalen Actin-
Ringes sichtbar zu werden (Abb. 9¢). Nach einer Inkubation mit PV-IgG fiir 2h war die
Actin-Reorganisation ebenfalls deutlich ausgeprigt und zeigte sich in einer Reduktion
des kortikalen Actin-Ringes und einem in der Folge verstirkten zytoplasmatischen
Verteilungsmuster (Abb. 9m). Auch hier konnte wieder eine kontinuierliche Zunahme
der Effekte nach 6h und 24h beobachtet werden, so dass am Ende der Messungen die
Actinfilamente komplett von der Membran entfernt waren und die Dsg3-Farbung
zunehmend stérker fragmentiert wurde (Abb. 9p—u).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass neben der Dsg3-Reorganisation eine ZK-
Retraktion und Actin-Reorganisation als Antwort auf eine Inkubation mit PV-IgG
beobachtet werden konnte. Die Effekte auf das Zytoskelett entwickelten sich in einem
dhnlichen Zeitraum wie die Dsg3-Reorganisation und zeigten in der Folge eine

kontinuierliche Verstirkung.
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Abb. 9
Zeitabhangige Effekte von PV-1gG auf Desmoglein 3 und Actinfilamente

Die Zellen wurden gegen Dsg3 immungefarbt. Fiir die Darstellung der Actinfilamente wurde
Alexa488-Phalloidin verwendet. Die Ausschnitte zeigen eine 3fache VergroBerung reprasentativer
Bereiche. In Abwesenheit von PV-IgG war Dsg3 linear an der Zellmembran angeordnet (a). Nach
15min PV-IgG-Inkubation begann die Dsg3-Reorganisation (d). Diese verstirkte sich im weiteren
Verlauf bis zu einer Inkubationszeit von 24h (s). Unter Kontrollbedingungen waren die
Actinfilamente vorwiegend entlang der Zytoplasmamembran lokalisiert (b). Nach 15min PV-IgG
Inkubation begann die Actin-Reorganisation (e¢) und wurde nach 2h in Form einer Reduktion des
peripheren Actin-Ringes und einer verstirkten zytoplasmatischen Verteilung der Filamente deutlich

sichtbar (n). Nach 6h und 24h war dies deutlicher ausgepragt (q, t). Maf3stab = 20 um (n = 5)

3.1.2 Effekte auf die Zell-Dissoziation

Als nédchster Schritt wurden die beobachteten morphologischen Effekte auf
Desmosomen und das Zytoskelett mit dem Beginn der Akantholyse, also dem
Nachlassen der interzelluldren Adhésion korreliert. Aus diesem Grunde wurden
Dispase-basierte Keratinozyten-Dissoziations-Versuche durchgefiihrt (Abb. 10).

Unter Kontrollbedingungen war die Anzahl der Zellfragmente gering (18+2 Fragmente).
Bereits 15min nach Zugabe von PV-IgG zeigte sich eine signifikante (p<0,05) Zunahme
der Fragmentation (82+12). Diese nahm bis zu einer Inkubationszeit von 24h weiter auf
1560+78 Fragmente zu. Somit war auch die Zell-Dissoziation ein frithes Ereignis nach
Zugabe von PV-IgG, welche sich in einem &hnlichen zeitlichen Rahmen wie die

zytoskelettalen Verdnderungen entwickelte.
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Abb. 10

Zeitabhangige Effekte von PV-1gG auf die Zell-Zell-Adhasion
Die zeitabhéngige Verdnderung der Zell-Zell-Adhésion der Keratinozyten in Reaktion auf PV-IgG

wurde mit einem Dispase-basierten Keratinozyten-Dissoziations-Versuch untersucht. Die
Fragmentierung des Zellverbandes begann 15min nach Zugabe von PV-IgG (a, c). Im weiteren

Verlauf nahm die Fragmentation kontinuierlich bis zu einer Inkubationszeit von 24h zu (a-e). (n=6)
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3.1.3 Effekte auf die Dynamik von ZK- und Actinfilamenten
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Abb. 11

Effekte von PV-1gG auf die Dynamik von Actin- und ZK-Filamenten

Unter Kontrollbedingungen zeigten FRAP-Experimente (a) mit Actin-RFP und HK14-YFP eine
signifikant erhohte Dynamik von Actin-RFP im Vergleich zu HK14-YFP. Nach Inkubation mit PV-
IgG war die Wiederherstellung der Fluoreszenz von Actin-RFP signifikant erhoht, wiahrend diejenige
von HK14-YFP auf einem unverinderten Niveau blieb. Western Blot-Analysen (b) zeigten keine
Anderung der B-Actin-Menge bis zu einer PV-IgG-Inkubationszeit von 24h. Als Ladekontrolle diente
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH). (n =5)

Um die Effekte von PV-IgG auf die Dynamik von ZK- und Actinfilamenten zu
untersuchen, wurden FRAP-Experimente durchgefiihrt. Dafiir wurden Zellen entweder
mit HK14-YFP (humanes Zytokeratin 14 gekoppelt an gelb-fluoreszierendes Protein)
oder Actin-RFP (Actin gekoppelt an rot-fluoreszierendes Protein) transfiziert (Abb.
11a). Unter Kontrollbedingungen zeigte sich sowohl fiir Actin-RFP als auch fiir HK14-
YFP eine schnelle Wiederherstellung der Fluoreszenz, welche etwa 40sek nach dem
Bleichen ein Plateau erreichte. Allerdings zeigte sich, dass die Motilitit von Actin im
Vergleich zu HK14-YFP bereits unter Kontrollbedingungen erhoht war, was auf eine
basal erhdhte Dynamik von Actin-RFP hindeutete und frithere Berichte bestétigt (Yoon
et al. 2001; Campbell et al. 2007). Die Wiederherstellung der Fluoreszenz von HK14-
YFP blieb trotz Inkubation mit PV-IgG auf einem unverdnderten Niveau, wiahrend die

Wiederherstellung der Fluoreszenz von Actin-RFP signifikant gegeniiber den
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Kontrollen erhoht war. Um auszuschlieflen, dass die beobachteten Effekte auf einer
durch PV-IgG gesteigerten Synthese von Actin beruhten, wurden Western Blot-
Analysen der B-Actin-Mengel nach Inkubation mit PV-IgG durchgefiihrt. In diesen fand
sich keine wesentliche Anderung der p-Actin-Menge bis zu einer Inkubationszeit von
24h, so dass eine Neubildung von B-Actin in diesen Experimenten vernachldssigt
werden kann. Aus diesen Experimenten ldsst sich folglich schlieBen, dass PV-IgG
Einfluss auf die Dynamik von Actinfilamenten hat, wohingegen sich keine

Verdnderungen der ZK-Dynamik zeigen lieen.

3.2 Bedeutung von p38MAPK und E-Cadherin fur die PV-1gG-

induzierten Effekte

3.2.1 Bedeutung der p38MAPK flir ZK-Retraktion und Zell-Dissoziation

Als ein frithes und wichtiges Ereignis der durch PV-IgG induzierten Akantholyse ist
eine Aktivierung der p38MAPK bekannt (Berkowitz et al. 2005; Berkowitz et al. 2006).
Wir versuchten nun, die Bedeutung der p38MAPK fiir die ZK-Retraktion, welche ein
wichtiges morphologisches Korrelat der Akantholyse ist, ndher zu untersuchen. Aus
diesem Grunde wurde ein Inhibitor (SB202190) sowie ein Aktivator der p38MAPK
(Anisomycin) eingesetzt und deren Auswirkung auf die PV-IgG-induzierte ZK-
Retraktion untersucht. Unter Kontrollbedingungen zeigte sich eine zytoplasmatische
Verteilung der ZK-Filamente, welche bis an die Zellgrenzen reichte und dort mit dem
linear verteilten Dsg3 kolokalisierte (Abb. 12a). Nach Inkubation mit PV-IgG war die
Dsg3-Farbung fragmentiert und eine ZK-Retraktion deutlich sichtbar (Abb. 12b).
Inkubation mit Anisomycin fiihrte zu einer ZK-Retraktion, welche mit derjenigen nach
PV-IgG-Inkubation vergleichbar war, wihrend die Verteilung von Dsg3 durch
Anisomycin nur gering beeintrdachtigt wurde, so dass keine Reorganisation sichtbar
wurde (Abb. 12c¢). Koinkubation von PV-IgG und Anisomycin fiihrte zu einer
verstirkten ZK-Retraktion (Abb. 12d). Durch SB202190 konnten sowohl die durch PV-
IgG, als auch die durch Anisomycin induzierte ZK-Retraktion erfolgreich vermindert
werden (Abb. 12e, f). Die Dsg3-Reorganisation hingegen konnte SB202190 nicht
komplett autheben.
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Abb. 12

Einfluss der p38MAPK auf das ZK-Zytoskelett

Die Zellen wurden gegen Dsg3 und ZK immungeféarbt. Unter Kontrollbedingungen war Dsg3 an der
Zellmembran lokalisiert und die ZK-Filamente im Zytoplasma verteilt (a). Behandlung der Zellen mit
Anisomycin fiihrte zu einer massiven ZK Retraktion, aber im Gegensatz zu PV-IgG nicht zu einer
Beeintrachtigung der Dsg3-Lokalisation an der Zellmembran (b, c). Gleichzeitige Gabe von PV-IgG
und Anisomycin verstirkte die ZK-Retraktion (d). Zugabe von SB202190 verminderte sowohl die
PV-IgG- als auch die Anisomycin-bedingte ZK-Retraktion (e, f). Malistab =20 pm (n = 5)

In einem néchsten Schritt wurde untersucht, ob die in der Immunofluoreszenz
beobachteten morphologischen Effekte ein Korrelat auf funktioneller Ebene in Dispase-
basierten Keratinozyten-Dissoziations-Versuchen hatten (Abb. 13). Wihrend unter
Kontrollbedingungen der Zellverband nur gering fragmentiert wurde (13 + 1
Fragmente), fiihrten sowohl PV-IgG als auch Anisomycin zu einer deutlichen Zunahme
der Fragmentation (402 + 18 bzw. 283 + 25 Fragmente, p< 0,05 fiir beide im Vergleich
zur Kontrolle). In Ubereinstimmung mit den Immunofluoreszenz-Studien konnte
SB202190 beides, die durch Anisomycin und die durch PV-IgG induzierte
Zellfragmentation, blockieren (111 + 14 bzw. 22 + 4 Fragmente, p< 0,05 fiir beide). Die
alleinige Inkubation mit SB202190 konnte die Anzahl der Fragmente im Vergleich zu
den Kontrollen nochmals signifikant senken (5 = 1 Fragmente, p< 0,05). Somit ldsst

sich zusammenfassen, dass sich eine deutliche Abhéngigkeit sowohl der ZK-Retraktion
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als auch der Zell-Dissoziation von einer p38MAPK-Aktivierung fand, wihrend die

Dsg3-Reorganisation davon unabhéngig zu sein scheint.
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Abb. 13
Einfluss der p38MAPK auf die Zell-Dissoziation
In Dispase-basierten Keratinozyten-Dissoziations-Versuchen war die Anzahl der Zellfragmente unter
Kontrollbedingungen gering. Inkubation mit PV-IgG oder Anisomycin fiihrte zu einer deutlichen
Erhohung der Fragmentzahl. Sowohl die durch PV-IgG als auch die durch Anisomycin induzierte
Fragmentation konnte durch SB2021090 reduziert werden. (n = 6 fiir jede Kondition)

3.2.2 Einfluss einer Zytokeratin-Uberexpression auf die PV-IgG-
induzierte Dsg3-Reorganisation, ZK-Retraktion und Zell-

Dissoziation

Die vorherigen Experimente zeigten eine Abhangigkeit der ZK-Retraktion und der Zell-
Dissoziation von einer p38MAPK-Aktivierung, wéhrend die Dsg3-Reorganisation
davon unabhingig zu sein scheint. Dies warf die Frage auf, welchen Stellenwert die
ZK-Retraktion im Rahmen der PV-Pathogenese innehat. Um die Bedeutung von ZK-
Filamanten gezielt zu untersuchen, wurden Zellen mit HK14-YFP transfiziert, so dass
dies in den Zellen iiberexprimiert wurde und man den Einfluss der gesteigerten

Expression auf die PV-IgG-induzierten Effekte untersuchen konnte.
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Abb. 14
Einfluss einer Uberexpression von Zytokeratin 14 auf die PV-lgG-vermittelte Dsg3-

Reorganisation und Zell-Dissoziation

HaCaT-Zellen wurden mit einem fluoreszierenden HK 14-Konstrukt (HK14-YFP) (a-c) und zusitzlich
gegen Dsg3 immungefdarbt. Unter Kontrollbedingungen war HK14-YFP im Zytoplasma lokalisiert
und reichte bis an die Zellmembran (a). Es zeigte sich kein Einfluss der HK14-Uberexpression auf die
PV-IgG-induzierte Dsg3-Reorganisation oder auf die ZK-Retraktion der Zelle (b-c). MaBstab = 20 um
(n=3)

In Dispase-basierten Keratinozyten-Dissoziations-Versuchen (d) hatte eine Uberexpression von
HK14-YFP keinen signifikanten Einfluss auf die PV-IgG-induzierte Zell-Dissoziation, so dass es in

transfizierten und in nicht-transfizierten Zellen nach PV-IgG-Inkubation zu einer vergleichbaren

Zunahme der Fragmentation kam (n = 6).

In den mit HK14-YFP transfizierten Zellen erstreckten sich die Filamente durch das
gesamte Zytoplasma und erreichten die Zellgrenzen. Die Fiarbung mit Dsg3 zeigte

ebenfalls die bekannte lineare Verteilung an den Zellgrenzen (Abb. 14a). Bereits nach
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2h Inkubation mit PV-IgG war eine deutliche Fragmentation der Dsg3-Farbung sowohl
in den HK14-YFP-transfizierten Zellen als auch in den nicht-transfizierten Zellen
sichtbar. Dies war begleitet von einer deutlichen ZK-Retraktion in den transfizierten
Zellen (Pfeile in Abb. 14b). Nach 24h Inkubation waren die Effekte zusétzlich verstarkt
(Abb. 14c).

Zur Bestitigung dieser Ergebnisse fiihrten wir Dispase-basierte Keratinozyten-
Dissoziations-Versuche mit den HK14-YFP-iiberexprimierenden Zellen durch (Abb.
14d). Unter Kontrollbedingungen war die Fragmentzahl in nicht-transfizierten Zellen
mit 8 + 1 und in transfizierten Zellen mit 13 + 2 gering. In Ubereinstimmung mit den
Immunofluoreszenz-Experimenten hatte die HK14-YFP-Uberexpression demnach
keinen Einfluss auf die Zell-Fragmentation, da es sowohl in nicht-transfizierten als auch
in transfizierten Zellen zu einer deutlichen Zunahme der Fragmentanzahl nach
Inkubation mit PV-IgG kam (176 + 31 bzw. 234 + 19 Fragmente), welche sich nicht
signifikant voneinander unterschieden. Die Zytokeratin-Uberexpression hatte also
keinen Finfluss auf die Dsg3-Reorganisation, die ZK-Retraktion sowie die Zell-

Dissoziation.

3.2.3 Einfluss einer E-Cadherin-Uberexpression auf die PV-IgG-
induzierte Dsg3-Reorganisation, ZK-Retraktion und Zell-
Dissoziation

Es ist bekannt, dass eine Dsg3-Uberexpression PV-IgG-vermittelte Effekte hemmen
kann (Jennings et al. 2011). Dies ldsst vermuten, dass Prozessen an den desmosomalen
Cadherinen eine iibergeordnete Rolle in der Vermittlung der PV-Pathogenese zukommt.
Neben den Desmosomen spielen jedoch auch die Adhérenskontakte eine wesentliche
Rolle fiir die epidermale Adhdsion (Niessen 2007; Franke 2009). Bisher wird die Rolle
der Adhérenskontakte fiir die PV-Pathogenese jedoch kontrovers beurteilt (Calkins et al.
2006; Waschke et al. 2006; de Bruin et al. 2007; Cirillo et al. 2010; Jolly et al. 2010).
Auch in unseren Experimenten fanden sich in Immunofluoreszenzstudien keine
signifikanten morphologischen Verdanderungen der E-Cadherin-Verteilung, welche auf
eine wichtige Rolle der Adhédrenskontakte hindeuten wiirden (siehe unten). Um dennoch

die Rolle der Adhérenskontakte fiir die PV-Pathogenese ndher zu untersuchen,
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transfizierten wir analog zu obigen Experimenten Zellen mit E-Cadherin-GFP (E-

Cadherin gekoppelt an griin-fluoreszierendes Protein).

Kontrolle 2h PV-IgG 24h PV-IgG
E-Cad-GFP

E-Cad-GFP

Abb. 15

Einfluss einer E-Cadherin-Uberexpression auf die PV-1gG-induzierte Dsg3-
Reorganisation

HaCaT Zellen wurden mit einem fluoreszierenden E-Cadherin-Konstrukt (E-Cad-GFP) transfiziert
und zusitlich gegen Dsg3 immungeférbt. Unter Kontrollbedingungen zeigte sowohl E-Cad-GFP (a, g)
als auch Dsg3 (d, g) eine lineare Verteilung an der Zellmembran. Nach Inkubation mit PV-IgG fiir 2h
(b, h) und 24h (c, i) war E-Cad-GFP nach wie vor an der Zellmembran lokalisiert und dessen

Verteilung nur gering beeintrichtigt, wahrend sich eine Dsg3-Reorganisation sowohl in den

transfizierten als auch den nicht-transfizierten Zellen zeigte (e-f, h-i). Malistab =20 pm (n = 5)

In Immunofluoreszenzstudien wurden E-Cadherin-iiberexprimierende Zellen gegen
Dsg3 immungefirbt und deren Verhalten in Reaktion auf PV-IgG untersucht (Abb. 15).
Unter Kontrollbedingungen war E-Cadherin-GFP linear an den Membranen verteilt

(Abb. 15a) und zeigte dort eine Uberlappung mit der Dsg3-Firbung (Abb. 15g). Die
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Inkubation mit PV-IgG fiihrte sowohl nach 2h als auch nach 24h nur zu leichten
Verdnderungen des E-Cadherin-GFP-Verteilungsmusters (Abb. 15b, ¢). Demgegeniiber
zeigte die Dsg3-Fiarbung bereits nach 2h und noch deutlicher nach 24h eine Dsg3-
Reorganisation, welche sich sowohl in den transfizierten als auch den nicht-
transfizierten Zellen fand (Abb. 15e, f). Eine E-Cadherin-Uberexpression hatte also
keinen Einfluss auf die PV-IgG-induzierte Dsg3-Reorganisation.

Um zu untersuchen, ob dies auch fiir die PV-IgG-induzierte Zell-Dissoziation gilt,
filhrten wird Dispase-basierte Keratinozyten-Dissoziations-Versuche mit den E-

Cadherin-iiberexprimierenden Zellen durch (Abb 16).
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Abb. 16
Effekte der Uberexpression von E-Cadherin auf den PV-1gG-induzierten Verlust der Zell-

Dissoziation

Unter Kontrollbedingungen war die Zell-Dissoziation der transfizierten und nicht-transfizierten Zellen
gering, wihrend Inkubation mit PV-IgG in den nicht-transfizierten Zellen zu einer starken
Fragmentation fiihrte. Durch eine E-Cadherin-GFP-Uberexpression konnte die Anzahl der Fragmente
nach PV-IgG-Inkubation im Vergleich zu nicht-transfizierten Zellen signifikant reduziert werden (b)
(n=06).

In den Kontrollen zeigte sich in den transfizierten und nicht-transfizierten Zellen eine
geringe Fragmentzahl (5 = 1 bzw. 12 + 4). Inkubation sowohl der nicht-transfizierten als
auch der transfizierten Zellen fiihrte zu einer signifikanten Zunahme der Fragmentzahl.

Allerdings zeigten die mit E-Cadherin-GFP transfizierten Zellen eine signifikante
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Reduktion der Fragmentanzahl nach Inkubation mit PV-IgG im Vergleich zu nicht-
transfizierten Zellen (152 £+ 29 bzw. 298 + 29 Fragmente, p< 0,05). Es zeigte sich somit
eine protektive Rolle der E-Cadherin-GFP-Uberexpression auf die PV-IgG-induzierte

Zell-Dissoziation.

0 min

HK5-CFP

Abb. 17

Live Cell Imaging-Versuche mit E-Cadherin-GFP- und HK5-CFP-exprimierenden Zellen
Die Zellen wurden mit E-Cadherin-GFP und HK5-CFP-Konstrukten transfiziert. Die Ausschnitte
zeigen eine 2fache-Vergroflerung reprisentativer Bereiche. Unter Kontrollbedingungen war E-
Cadherin-GFP linear an der Membran verteilt (a). HKS5-CFP zeigte ein zytoplasmatisches
Verteilungsmuster und reichte bis an die Zellmembran (a). Inkubation der Zellen mit PV-IgG hatte
keinen Einfluss auf die Verteilung von E-Cadherin-GFP und HK5-CFP, so dass auch nach 125 min
PV-IgG-Inkubation E-Cadherin-GFP linear an der Membran vorlag und HKS5-CFP keine Retraktion
zeiote (). Malstah =20 um (n = 3)

Um zu untersuchen, ob die E-Cadherin-GFP-Uberexpression auch Einfluss auf die
Ausbildung der ZK-Retraktion hat, fiihrten wir Live Cell Imaging-Versuche durch.
Dazu transfizierten wir die Zellen mit HKS5-CFP und E-Cadherin-GFP und
beobachteten deren Verhalten in Reaktion auf Inkubation mit PV-IgG. Vor der Zugabe
von PV-IgG war E-Cadherin-GFP linear an der Membran lokalisiert. HK5-CFP war im
Zytoplasma verteilt und erreichte die Zellmembran (Abb. 17a). Nach Zugabe von PV-
IgG blieb das lineare E-Cadherin-Verteilungsmuster erhalten, so dass auch nach 2h PV-
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IgG-Inkubation keine wesentliche Reorganisation des E-Cadherin-GFP-Signals sichtbar
wurde. Darliber hinaus wurde wihrend 2h PV-IgG-Inkubation keine ZK-Retraktion
nachweisbar, so dass sich die Filamente bis zum Ende der Messungen unverindert bis
an die Zellmembran erstreckten (Abb. 17b — f). So ldsst sich zusammenfassen, dass eine
Uberexpression von E-Cadherin protektiv auf die PV-IgG-induzierte ZK-Retraktion und
Zell-Dissoziation wirkte, aber keinen Einfluss auf die PV-IgG-induzierte Dsg3-

Reorganisation hatte.

3.2.4 Einfluss einer E-Cadherin-Uberexpression auf die p38MAPK-
Aktivierung bei PV

Die beschriebenen Experimente zeigten einen protektiven Effekt einer Uberexpression
von E-Cadherin auf die PV-IgG-vermittelte Zell-Dissoziation und die ZK-Retraktion.
Hierfir kommen zwei mogliche Erklarungen in Betracht. Zum einen konnte eine
Uberexpression von E-Cadherin zu einer erhdhten Adhision zwischen den Zellen
fiihren und dartiber die PV-IgG-Effekte hemmen. Zum anderen konnte die E-Cadherin-
Uberexpression auch Einfluss auf intrazellulire Signalwege, wie der p38MAPK-
Signalkaskade, nehmen und hieriiber protektiv wirken. Um dies zu untersuchen, fithrten
wir zundchst Dispase-basierte Keratinozyten-Dissoziations-Versuche mit dem
p38MAPK-Aktivator Anisomycin in E-Cadherin-iiberexprimierenden Zellen durch und
verglichen deren Verhalten mit nicht-transfizierten Zellen (Abb. 18). Unter
Kontrollbedingungen war die Fragmentzahl in transfizierten und nicht-transfizierten
Zellen gering (6 £ 2 bzw. 3 £+ 1). Inkubation der nicht-transfizierten Zellen mit
Anisomycin fiir 6h fiihrte zu einem Anstieg der Fragmentzahl auf 89 + 11. Dieser
Anstieg der Fragmentzahl war in den mit E-Cadherin-GFP transfizierten Zellen

signifikant auf 57 + 7 Fragmente reduziert (p<0,05, n=9).
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Abb. 18
Rolle einer E-Cadherin-Uberexpression fiir die p38MAPK-vermittelte Zell-

Dissoziation
In Dispase-basierten Zell-Dissoziations-Versuchen fiihrte die Aktivierung der p38MAPK zu einer

Erhohung der Zell-Dissoziation. Durch Uberexpression von E-Cadherin-GFP kam es zu einer

signifikanten Verminderung der Zell-Dissoziation im Vergleich zu nicht-transfizierten Zellen. (n = 3)

Die Ergebnisse zeigen, dass der p38MAPK-abhédngige Verlust der Zell-Zell-Adhésion
durch eine E-Cadherin-Uberexpression teilweise gehemmt werden kann. Dies weist
darauf hin, dass eine E-Cadherin-Uberexpression unter anderem die Adhision zwischen
den Zellen erh6hen und somit protektiv auf die p38MAPK-abhingige Zell-Dissoziation
wirken kann. Um herauszufinden, ob eine E-Cadherin-Uberexpression auch iiber eine
direkte Beeinflussung intrazelluldrer Signalwege protektiv wirkt, wurde die PV-IgG-
abhingige Aktivierung der p38MAPK in E-Cadherin-iiberexprimierenden Zellen in
Western Blot-Analysen untersucht und mit nicht-transfizierten Zellen verglichen (Abb.
19). Es ist bekannt, dass eine PV-IgG-abhingige Aktivierung der p38MAPK ihren
Ausdruck in spezifischen Phosphorylierungen der p38MAPK findet (Berkowitz et al.
2005). Diese konnen mit speziellen Antikorpern nachgewiesen werden. Somit ist die
Zunahme der phosphorylierten p38MAPK (phospho-p38MAPK) in Western Blot-
Analysen ein MaB fiir die Aktivierung der p38MAPK.
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Abb. 19

Einfluss einer E-Cadherin-Uberexpression auf die p38MAPK-Aktivierung bei PV
Inkubation der nicht-transfizierten HaCaT-Zellen fiir 30min mit PV-IgG oder AK23, einem
monoklonalen Dsg3-Antikorper, fithrte zu einer dosisabhingigen Zunahme der p38MAPK-
Aktivierung (phospho-p38MAPK) (a, ¢). In den mit E-Cadherin-GFP transfizierten Zellen war
sowohl die PV-IgG- als auch die AK23-abhéngige p38MAPK-Aktivierung vermindert (b, c). Die
Gesamtmenge der p38MAPK diente als Ladekontrolle. (n=6)

Im Vergleich zu den Kontrollen fiihrte die Inkubation der nicht-transfizierten Zellen mit

PV-IgG fiir 30min zu einer dosisabhingigen Aktivierung der p38MAPK mit einer
signifikanten Zunahme der phospho-p38MAPK-Fluoreszenz (Abb 19a, c). In den E-

Cadherin-iiberexprimierenden Zellen hingegen war die PV-IgG-abhingige p38MAPK-

Aktivierung komplett aufgehoben (Abb. 19b, c).

Neben PV-IgG wurden die Zellen auch mit AK23, einem murinen monoklonalen

Antikorper gegen die EC 1-Domédne von murinem Dsg3, inkubiert. Es ist bekannt, dass

AK23 durch selektive Inhibition der Dsg3-Transinteraktion einen Verlust der Zell-

Adhision vermitteln kann (Tsunoda et al. 2003; Heupel et al. 2008). Nun war es von

Interesse, ob eine selektive Inhibition von Dsg3 durch AK23 zu einer p38MAPK-

Aktivierung fiihren kann und ob eine E-Cadherin-Uberexpression diese verindert.
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In unseren Experimenten fiihrte AK23 in den nicht-transfizierten Zellen nach
Inkubation fiir 30min zu einem dosisabhéngigen Anstieg der p38MAPK-Aktivierung,
welche mit derjenigen nach PV-IgG-Inkubation vergleichbar war (Abb 19a, c¢). Durch
Transfektion der Zellen mit E-Cadherin konnte die AK23-abhidngige p38MAPK-
Aktivierung verhindert werden (Abb. 19b, c).

Somit zeigen diese Ergebnisse, dass eine E-Cadherin-Uberexpression iiber eine direkte
Beeinflussung intrazelluldrer Signalwege Einfluss auf die PV-Pathogenese nehmen
kann. Dabei kann E-Cadherin sowohl die PV-IgG-abhingige als auch die durch
selektive Inhibition von Dsg3 bedingte Aktivierung der pP38MAPK hemmen.

3.3 Bedeutung des Actin-Zytoskeletts fur die PV-1gG-

induzierten Effekte

3.3.1 Pharmakologische Modulation des Actin-Zytoskeletts

Neben der ZK-Retraktion zéhlt die Actin-Reorganisation zu den typischen Merkmalen
akantholytischer Zellen in Reaktion auf PV-IgG. In den vorherigen Experimenten zeigte
sich, dass sich die Reorganisation von Actinfilamenten parallel zur Dsg3-
Reorganisation und der ZK-Retraktion entwickelte. Um die Rolle der Actin-
Reorganisation fiir die PV-Pathogenese ndher zu untersuchen, wurden spezifische
pharmakologische Modulatoren des Actin-Zytoskeletts verwendet: Zum einen
Cytochalasin D, welches die Actin-Polymerisation hemmt und somit zu einer
Zerstorung der Filamente fiihrt, und zum anderen Jasplakinolid, welches die Actin-
Depolymerisation hemmt und dadurch Actin-Filamente stabilisiert. Zusétzlich zur
Darstellung der Desmosomen durch Immunofirbung gegen Dsg3 wurden die Zellen
gegen E-Cadherin gefarbt, um auch eine eventuelle Beeintrachtigung der
Adhérenskontakte sichtbar zu machen (Abb. 19).

Unter Kontrollbedingungen waren Actinfilamente, Dsg3 und E-Cadherin an der
Membran lokalisiert (Abb. 20a—). Nach Zugabe von PV-IgG fiir 2h wurde die
Fragmentation der Dsg3-Féarbung und die Actin-Reorganisation sichtbar (Abb. 20d, e),
wihrend sich keine wesentlichen Verdnderungen der E-Cadherin-Verteilung zeigten

(Abb. 209).
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Abb. 20

Einfluss der Modulation des Actinzytoskeletts auf die durch PV-1gG induzierte Dsg3-
Reorganisation

Im Vergleich zu den Kontrollen (a, b) fiihrte die Inkubation mit PV-IgG fiir 2h zu einer
Fragmentation der Dsg3-Farbung und einer Schwichung des kortikalen Actin-Ringes (d-f).
Koinkubation der Zellen mit PV-IgG und der Actin-depolymerisierenden Substanz Cytochalasin D
fiihrte zu einer Zerstdrung der Actinfilamente und punktférmigen Actin-Ansammlungen (h, Pfeile),
welche sich nicht nach Inkubation mit PV-IgG fanden (e). Daneben war die Dsg3-Reorganisation im
Vergleich zu 2h PV-IgG-Inkubation verstirkt (d, g). Durch Jasplakinolid, welches F-Actin stabilisiert,
konnten die Effekte auf Dsg3 im Vergleich zu 6h PV-IgG-Inkubation (j) reduziert werden (m-o).
Inkubation mit Cytochalasin D oder Jasplakinolid alleine fiihrte zu einer leichten Verdnderung der
Dsg3-Verteilung (j, s), wéihrend die Actinfilamente durch Cytochalasin D stark verdndert waren (k).
Die Bindung von Alexa488-Phalloidin an Actin war in Jasplakinolid-behandelten Zellen stark
reduziert, da beide Substanzen um dieselbe Bindungsstelle konkurrieren (n). Unter den gleichen
Bedingungen zeigten sich nur geringe Verdnderungen der E-Cadherin-Farbung (c, f, i, 1, o, r, u).

Mafstab =20 um (n = 5)

Die zusitliche Gabe von Cytochalasin D fiihrte zu einer massiven Zerstdrung der Actin-
Filamente, so dass Actin-Ansammlungen an der Zellmembran sichtbar wurden (Abb.
20h, Pfeile). Weiterhin war unter diesen Bedingungen die Dsg3-Reorganisation im
Vergleich zur alleinigen Inkubation mit PV-IgG verstirkt, so dass Dsg3 nahezu
komplett von der Membran entfernt war und im Zytoplasma punktférmige
Ansammlungen bildete (Abb. 20g). E-Cadherin hingegen présentierte nur leichte
Verdanderungen (Abb. 201). Diese Experimente zeigten, dass eine Actin-
Depolymerisation die PV-IgG-induzierten Effekte auf Dsg3 verstirkt. Als ndchsten
Schritt testeten wir, ob eine Stabilisation der Actinfilamente im Gegenzug die PV-IgG-
Effekte abschwichte. Aus diesem Grunde wurden Zellen mit PV-IgG und Jasplakinolid
inkubiert. Diese Zellen zeigten im Vergleich zu Zellen, welche 6h mit PV-IgG inkubiert
worden waren (Abb. 20m), eine verringerte Dsg3-Reorganisation. So blieb nach 6h
Koinkubation Dsg3 an der Membran sichtbar und zeigte nur eine leichte Fragmentation
(Abb. 20p). Fiir E-Cadherin fanden sich erneut nur geringe Verdnderungen (Abb. 20r).
Inkubation mit Cytochalasin D oder Jasplakinolid alleine fiihrten nur zu einer geringen
Beeinflussung von Dsg3 und E-Cadherin (Abb. 20j, 1, s, u), wihrend die Actinfilamente
durch Cytochalasin D stark beeintrdchtigt wurden (Abb. 20k). Die Bindung von

Jasplakinolid an Actin konnte durch Alexa488-Phalloidin belegt werden, welches um

64



3. Ergebnisse

dieselbe Actin-Bindungsstelle kompetitiert und aus diesem Grunde die mit Jasplakinolid
behandelten Zellen geringer farbte (Abb. 20q, t).

Diese Versuche wurden durch Keratinozyten-Dissoziations-Versuche erginzt, um zu
untersuchen, ob eine Actin-Modulation Einfluss auf die PV-IgG-induzierte Zell-
Dissoziation hat (Abb. 21). Unter Kontrollbedingungen war die Anzahl der Fragmente 9
+ 1, wohingegen die Inkubation mit PV-IgG zu einer Erh6hung auf 503 + 13 Fragmente
filhrte. Cytochalasin D alleine erhohte die Fragmentation leicht (44 + 9), wihrend
Koinkubation von Cytochalasin D mit PV-IgG zu einer signifikant erhdhten
Fragmentation fithrte (2190 + 127). Die Stabilisierung der Actinfilamente durch
Jasplakinolid hingegen konnte nach Koinkubation mit PV-IgG die Anzahl der
Fragmente signifikant senken (307 + 15). Jasplakinolid alleine hatte keinen Effekt auf
die Zell-Dissoziation (6 + 1).
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Abb. 21
Einfluss der Modulation des Actinzytoskeletts auf die PV-1gG-induzierte Zell-Dissoziation
Der Einfluss der Actin-Modulation auf die Zell-Dissoziation wurde mit Hilfe von Keratinozyten-
Dissoziations-Versuchen untersucht. Wahrend Inkubation der Zellen mit Cytochalasin D die Anzahl
der Fragmente nur leicht erhdhte, fiihrte eine Koinkubation der Zellen mit PV-IgG und Cytochalasin
D zu einer signifikanten Erhohung der Fragmentzahl im Vergleich zur Inkubation mit PV-IgG alleine
(a). Jasplakinolid hingegen konnte die Zellfragmentation in Koinkubation mit PV-IgG signifikant
reduzieren (b). (n = 6)
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Es gibt Berichte dariiber, dass die Behandlung von Zellen mit PV-IgG nicht nur zu einer
Fragmentation, sondern auch zu einer Depletion von Dsg3 fiihren soll (Aoyama et al.
1999; Yamamoto et al. 2007). Es war nun von Interesse, diese Hypothese zu priifen und
zu untersuchen, ob eine Actin-Modulation Einfluss auf die Dsg3-Depletion ausiiben

kann.
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Abb. 22

Einfluss einer Modulation der Actinfilamente auf die Dsg3-Menge in der Triton-X-100-

I6slichen und —unldslichen Fraktion

In Western Blot-Analysen der Triton-X-100-unléslichen Fraktion hatten PV-IgG, Cytochalasin D und
Jasplakinolid keinen Einfluss auf die Menge des zytoskelettal gebundenen Dsg3 (a, b). In der Triton-
X-100-16slichen Fraktion zeigte sich nach Inkubation mit Cytochalasin D eine leichte Zunahme des
nicht-zytoskelettal gebundenen Dsg3, wéhrend sich unter den anderen Bedingungen keine

Auswirkungen zeigten (a. ¢). GAPDH diente als Ladekontrolle (n = 6)
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Aus diesem Grunde fiihrten wir Western Blot-Analysen der Triton-X-100-16slichen und
-unloslichen Fraktion durch. Dies ermoglichte es zusitzlich, Verdnderungen innerhalb
der zytoskelettal-gebundenen (Triton-X-100-unl6slichen) und der nicht zytoskelettal-
gebundenen (Triton-X-100-16slichen) Dsg3-Fraktion voneinander zu differenzieren
(Abb.22).

In diesen Experimenten fanden sich weder durch PV-IgG noch durch Actin-Modulation
Veridnderungen des zytoskelettal-gebundenen Dsg3. Die nicht-zytoskelettale Fraktion
zeigte lediglich nach Inkubation mit Cytochalasin D eine leichte, wenngleich
signifikante Zunahme der Dsg3-Menge, wahrend sich unter den anderen Bedingungen
keine signifikanten Verdnderungen zeigten. Unter unseren Bedingungen fanden sich
also weder nach PV-IgG-Inkubation noch nach Actin-Modulation auffillige
Verdnderungen der Dsg3-Menge, so dass die beobachtete Dsg3-Reorganisation und der
Verlust der Zell-Adhision nach Inkubation mit PV-IgG nicht durch eine Depletion von

Dsg3 zu erkldren sind.

3.3.2 Uberexpression von Actin

Die vorherigen Experimente deuteten eine wichtige Rolle der Actinfilamente fiir die
PV-Pathogenese an. Aus diesem Grunde interessierte uns, ob eine Actin-
Uberexpression Einfluss auf die durch PV-IgG ausgeldsten Effekte haben kann.
Deshalb wurden Zellen mit einem Konstrukt aus Actin gekoppelt an rot-
fluoreszierendes Protein (Actin-RFP) transfiziert und deren Verhalten nach Gabe von
PV-IgG beobachtet. Zur Darstellung der akantholytischen Aktivitit diente die Farbung
gegen Dsg3. Unter Kontrollbedingungen war Actin-RFP vorwiegend kortikal lokalisiert
und Dsg3 zeigte eine lineare Verteilung an der Zellmembran (Abb. 23a). Bereits nach
2h war die Dsg3-Fiarbung sowohl in transfizierten als auch in nicht-transfizierten Zellen
fragmentiert. Weiterhin zeigte Actin-RFP eine deutliche Entfernung von der
Zellmembran und hiufte sich in Form von Stressfasern im Zytoplasma an (Abb. 23b).
Nach 24h waren diese Effekte noch zusitzlich verstirkt (Abb. 23c). Als ein
funktioneller Versuch wurde der Dispase-basierte Keratinozyten-Dissoziations-Versuch
angewendet, um die Effekte der Actin-Uberexpression auf die Zell-Dissoziation niher
zu beleuchten (Abb. 23d). Entsprechend der morphologischen Beobachtungen hatte die

Actin-RFP-Uberexpression keinen signifikanten Einfluss auf die Zell-Dissoziation im
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Vergleich zu normalen Zellen, so dass die Fragmentzahl nach PV-IgG-Inkubation
unverandert hoch blieb (254 + 38 Fragmente in nicht-transfizierten Zellen zu 228 + 16
Fragmenten in transfizierten Zellen, p > 0,05). Im Unterschied zur pharmakologischen
Modulation des Actin-Zytoskeletts war eine Uberexpression von Actin demnach nicht

ausreichend, um die Effekte der PV-IgG-Inkubation abzuschwichen.
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Abb. 23

Einfluss einer Actin-Uberexpression auf die PV-1gG-vermittelten Effekte

Die Zellen wurden mit Actin-RFP transfiziert und gegen Dsg3 immungefirbt (a-c). Unter
Kontrollbedingungen war Actin-RFP zytoplasmatisch verteilt und an der Zellmembran angesammelt,
wo es mit Dsg3 kolokalisierte (a). Nach 2 und 24h PV-IgG-Inkubation war eine Dsg3-Reorganisation
und eine Actin-Reorganisation sichtbar (b, c). MaBistab = 20um (n = 3). Um die Rolle der Actin-RFP-
Uberexpression fiir die PV-IgG-induzierte Zelldissoziation zu ermitteln, wurden Dispase-basierte
Zell-Dissoziations-Versuche durchgefiihrt (d). Im Vergleich zu nicht-transfizierten Zellen hatte eine

Actin-RFP-Uberexpression keinen Einfluss auf die PV-IgG-induzierte Zell-Dissoziation. (n = 6)
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3.3.3 Actinabh&ngigkeit der RhoA-vermittelten Protektion bei PV

Die Versuche zur Actin-Modulation wiesen auf eine wichtige Rolle der Actinfilamente
in der PV-Pathogenese hin. Um diese Hypothese weiter zu {liberpriifen, konzentrierten
wir uns auf die Rolle der Rho-GTPasen. Diese wurden in fritheren Studien als ein
wichtiger Bestandteil von Signalwegen in der PV-Pathogenese identifiziert. So konnte
gezeigt werden, dass eine Inkubation mit PV-IgG zu einer Inhibition von RhoA fiihrte,
wohingegen eine RhoA-Aktivierung die PV-IgG-vermittelten Effekte autheben konnte
(Waschke et al. 2006). Aus diesem Grund wurden Zellen neben PV-IgG auch mit dem
Rho-GTPasen-Aktivator CNF-1 inkubiert. Inkubation mit PV-IgG flihrte wie
beschrieben zu einer Dsg3-Reorganisation und einer Actin-Reorganisation (Abb. 24b).
Diese Vorginge konnten durch Inkubation mit CNF-1 vermindert werden (Abb. 24c).
Dabei war auffillig, dass es zu einer Stirkung des kortikalen Actin-Rings kam. Aus
diesem Grunde wurde Latrunculin B, ein Inhibitor der Actin-Polymerisation, eingesetzt,
um die Rolle von Actin fiir die Rho-vermittelte Hemmung der PV-IgG-induzierten
Effekte weiter zu untersuchen. Koinkubation von PV-IgG, CNF-1 und Latrunculin B
fiihrte zu einer Aufhebung der CNF-1-vermittelten Hemmung der PV-IgG-Effekte, so
dass sich eine deutliche Fragmentation und intrazellulire Ansammlung des Dsg3-
Immunsignals ausbildete (Abb. 24d). Inkubation mit Latrunculin B alleine fiihrte zu
einer deutlichen Beeintrichtigung der Actinfilamente, wahrend Dsg3 weitestgehend
linear an der Membran lokalisiert blieb (Abb. 24e¢).

Um zu untersuchen, ob dies auch funktionelle Auswirkungen auf die Zell-Zell-
Adhésion hat, wurden Dispase-basierte Keratinozyten-Dissoziations-Versuche
durchgefiihrt (Abb. 24f). In Abwesenheit von PV-IgG zeigte sich eine geringe
Fragmentation (9 + 1 Fragmente), welche durch Zugabe von PV-IgG signifikant
gesteigert wurde (302 + 23, p < 0,05). Koinkubation mit PV-IgG und CNF-1 fiihrte zu
einer signifikanten Reduktion der Zell-Dissoziation (46 = 7 Fragmente, p < 0,05) Diese
protektiven Effekte von CNF-1 auf die PV-IgG-vermittelte Zell-Dissoziation konnte
durch zusitzliche Inkubation mit Latrunculin B nicht nur gehemmt werden, sondern
konnte den Effekt von PV-IgG sogar deutlich verstirken (1254 + 64, p < 0,05 im
Vergleich zu Inkubation mit PV-IgG und CNF-1). Somit fand sich zusammenfassend
eine Abhéngigkeit der Rho-vermittelten Hemmung von PV-IgG-induzierten Effekten
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von der Fihigkeit des Actin-Zytoskeletts, Filamente auszubilden. Dabei scheint

insbesondere der kortikale Actin-Ring von Bedeutung zu sein.
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Abb. 24

Rolle der Actin-Polymerisation fir die Rho-vermittelte Hemmung von PV-1gG-Effekten

Die Zellen wurden gegen Dsg3 immungefarbt. Zur Darstellung von Actinfilamenten diente Alexa488-
Phalloidin. Eine PV-IgG-Inkubation induzierte eine Dsg3- und Actin-Reorganisation (b). Diese
konnte durch Koinkubation mit CNF1 aufgehoben werden, wodurch es zu einer Verstirkung des
kortikalen Actin-Ringes kam (c). Durch Zerstorung der Actinfilamente durch Latrunculin B war
dieser protektive Effekt aufgehoben und es kam zu einer Dsg3-Reorganisation (d). Latrunculin B
alleine fiihrte zu einer Disorganisation der Actinfilamente, wéhrend Dsg3 an der Membran erhalten
blieb (e). MaBistab = 20 pm (n = 5). In Dispase-basierten Keratinozyten-Dissoziations-Versuchen

fiihrte Latrunculin B zu einer Aufthebung der protektiven Effekte von CNF1 (f). (n = 6)
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4 Diskussion

Prozesse der zytoskelettalen Umorganisation wie die ZK-Retraktion und die Actin-
Reorganisation sind als charakteristische Verdnderungen von Zellen in Reaktion auf
PV-IgG beschrieben (Wilgram et al. 1961; Berkowitz et al. 2005; Waschke et al. 2006).
Dennoch war bisher unklar, welchen Stellenwert diese Prozesse im Rahmen der PV-
Pathogenese innehaben. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Actin-
Reorganisation eine wichtige Rolle fiir die PV-IgG induzierte Akantholyse spielt
(Gliem et al. 2010). Die ZK-Retraktion hingegen scheint nicht direkt zur Dsg3-
Reorganisation beizutragen, korrelierte aber eng mit der Zell-Dissoziation, so dass es
moglich erscheint, dass sie diese unterstiitzt. Ein weiteres zentrales Ergebnis dieser
Studie ist, dass die Menge an E-Cadherin eine Rolle fiir die Aktivierung intrazellulédrer
Signalwege wie der p38MAPK im Rahmen der PV-Pathogenese spielt. Dies ist ein
wesentlicher Hinweis darauf, dass auch den klassischen Cadherinen eine wichtige Rolle

im Rahmen der Pemphigus-Pathogenese zukommt.

4.1 E-Cadherin moduliert fur die PV-Pathogenese wichtige
intrazellulare Signalwege

Die in dieser Studie gewonnenen Erkenntnisse unterstiitzen die Hypothese, dass
intrazelluldre Signalwege eine wichtige Rolle in der PV-Pathogenese spielen. So konnte
eine Beteiligung der p38MAPK an PV-IgG-induzierten Effekten wie der ZK-Retraktion
und der Zell-Dissoziation gezeigt werden. Daneben konnte auch die Bedeutung der
Rho-GTPasen fiir die desmosomale Haftung nochmals herausgestellt werden. In Form
der Modulation des junktionalen Actin-Ringes wurde dariiber hinaus auch ein
moglicher Weg identifiziert, iiber welchen Rho-GTPasen die PV-Pathogenese protektiv
beeinflussen konnen. Damit erdéffnen sich auch neue Ansdtze zur Erkldrung der
Blasenbildung in bestimmten Schichten der Epidermis bei Pemphigus, welche tiber die
Desmoglein-Kompensationstheorie hinausgehen. So ist z.B. bekannt, dass differenzierte
Aktivierungsmuster der Rho-GTPasen in verschiedenen Schichten der Epidermis eine
wichtige Rolle fiir die Differenzierung von Keratinozyten im Laufe der Entwicklung
vom Stratum basale bis hin zum Stratum corneum spielen (McMullan et al. 2003;

Nikolova et al. 2008; Liebig et al. 2009; Lock et al. 2009). Daher konnte die
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Blasenbildung in bestimmten Schichten der Epidermis in Reaktion auf PV-IgG auch auf
einer differenten Beteiligung Rho-vermittelter intrazelluldrer Signalwege an der
Regulation der Zell-Zell-Haftung in den einzelnen Schichten der Epidermis basieren
(Spindler et al. 2007).

Uber den Mechanismus der Signaltransduktion herrscht jedoch weiterhin Unklarheit.
Eine Hypothese sieht die Cadherine im Rahmen der PV-Pathogenese als Rezeptoren an,
welche durch Bindung von Antikdrpern zu einer Initiierung intrazelluldrer Signalwege
fiihren (Sharma et al. 2007). Diese wiirden dann sekunddr unter anderem durch eine
ZK-Retraktion zu einem Verlust der Zell-Zell-Adhésion fithren. Diese Hypothese liefert
jedoch keine iiberzeugende Antwort dafiir, warum die Uberexpression von Dsg3 zu
einer Hemmung der PV-IgG-vermittelten Effekte fiihrt, wie kiirzlich beschrieben wurde
(Jennings et al. 2011). Vielmehr wiirde man gemaf3 dieser Hypothese erwarten, dass die
Uberexpression zu einer verstirkten Aktivierung der Signalkaskaden fiihrt.

Eine alternative Erkldrung liegt in der Hypothese der direkten Inhibition begriindet.
Durch die Antikorper-abhingige Blockade von Cadherinen wiirde deren Interaktion
gestort, so dass es in der Folge zu einer Reduktion der Interaktion von Cadherinen an
der Zellmembran kdme. Dies wiederum konnte dann zur Aktivierung intrazellulérer
Signalwege fithren (Miiller et al. 2008). In Ubereinstimmung dazu konnte in unseren
Experimenten durch die selektive Inhibition der Dsg3-Transinteraktion durch AK23
eine p38MAPK-Aktivierung erzeugt werden, welche mit derjenigen nach PV-IgG-
Inkubation vergleichbar war. Somit scheint der Inhibition der Transinteraktion
desmosomaler Cadherine eine wichtige Rolle im Rahmen der PV-Pathogenese
zuzukommen. Durch die initiierten Signalwege kdnnten dann weitere Prozesse wie die
ZK-Retraktion oder eine Actin-Reorganisation eingeleitet werden.

In diesem Zusammenhang wird angenommen, dass insbesondere extra-desmosomale
Desmogleine eine wichtige Rolle fiir die Initiierung intrazelluldrer Signalkaskaden im
Rahmen der PV-Pathogenese spielen konnten (Miiller et al. 2008). Dies basiert auf der
Beobachtung, dass diese in Reaktion auf PV-IgG als erste endozytiert und abgebaut
werden (Aoyama et al. 1999; Sato et al. 2000; Williamson et al. 2006). Es wire also
denkbar, dass die PV-Antikorper als erste v.a. an nicht-desmosomale Desmogleine
binden und deren Interaktion im Sinne einer sterischen Behinderung blockieren wiirden,

ohne dabei wesentlichen Einfluss auf die Zell-Zell-Adhésion auszuiiben. Passend dazu
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konnte in elektronenmikroskopischen Studien gezeigt werden, dass die epidermale
Spaltbildung insbesondere zwischen den Desmosomen und nicht an den Desmosomen
selbst beginnt (Takahashi et al. 1985; Bystryn et al. 2006). Durch die Blockade und den
nachfolgenden Verlust der Bindung, konnte es dann zur Aktivierung intrazelluldrer
Signalwege kommen. Die Zell-Zell-Adhidsion wiirde wéhrenddessen iiber noch intakte
Desmogleine in den Desmosomen gewéhrleistet, bis diese im weiteren Zeitverlauf auch
deletiert werden wiirden.

Vor diesem Hintergrund ist es nicht verwunderlich, dass eine Uberexpression von Dsg3
protektive Effekte auf die PV-IgG-vermittelten Effekte hat (Jennings et al. 2011).
Unsere Beobachtung, dass eine E-Cadherin-Uberexpression die PV-IgG-vermittelten
Effekte hemmen kann, zeigt allerdings, dass auch den klassischen Cadherinen eine
modulierende Funktion fiir die PV-Pathogenese zukommt. Es werden zwar nach wie
vor die desmosomalen Cadherine und nicht die klassischen Cadherine als das primére
Ziel pathogener PV-Antikorper angesehen (Stanley et al. 2006). Es existieren jedoch
Berichte tliber zahlreiche weitere pathogene Antikdrper (Vu et al. 1998; Grando 2000;
Nguyen et al. 2000; Nguyen et al. 2000; Marchenko et al. 2010), so dass es mdglich
erscheint, dass auch Antikorper gegen klassische Cadherine eine Rolle im Rahmen der
PV-Pathogenese spielen. So konnte z.B. fiir gegen Dsgl-gerichtete Antikorper bereits
eine Kreuzinteraktion mit E-Cadherin gezeigt werden (Evangelista et al. 2008).
Interessanterweise konnten jedoch in Ubereinstimmung mit vorherigen Studien keine
wesentlichen morphologischen Verdnderungen der E-Cadherin-Verteilung in
akantholytischen Zellen nachgewiesen werden (Calkins et al. 2006; Waschke et al.
2006; de Bruin et al. 2007; Jolly et al. 2010). Auf Grund dieser fehlenden
morphologischer ~ Verdnderungen in Reaktion auf PV-IgG erscheint es
unwahrscheinlich, dass die klassischen Cadherine priméres Ziel pathogener PV-
Antikorper sind. AuBerdem hemmte die E-Cadherin-Uberexpression eine p38MAPK-
Aktivierung, welche durch die selektive Blockade der Dsg3-Interaktion erzeugt wurde,
in dhnlichem Malle wie die PV-IgG-induzierte. Demnach erscheint es
unwahrscheinlich, dass fiir die protektiven Effekte einer E-Cadherin-Uberexpression die
direkte Antikorper-abhéngige Blockade der E-Cadherin-Funktion eine wesentliche
Rolle spielt.
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Eine mogliche Erklarung fiir die protektive Rolle von E-Cadherin kdnnte daher in der
Erhohung der interzelluliren Adhidsion liegen. Dies wiederum koénnte die Bindung
zwischen den desmosomalen Cadherinen stabilisieren, so dass in der Folge die Wirkung
der PV-IgG-abhéngigen sterischen Inhibition desmosomaler Cadherine auf die Zell-
Zell-Adhidsion vermindern wére. In der Folge wiirde es dann zu einer verminderten
Aktivierung intrazelluldrer Signalwege und somit einer Verminderung PV-IgG-
vermittelter Effekte kommen. Allerdings widerspricht dem, dass die E-Cadherin-
Uberexpression keinen Einfluss auf die PV-IgG-induzierte Dsg3-Reorganisation hatte,
wihrend nachfolgende Prozesse wie die Zell-Dissoziation und die Aktivierung der
p38MAPK gehemmt waren. Somit kann aus morphologischer Sicht kein Hinweis auf
eine Stabilisierung desmosomaler Cadherine durch eine E-Cadherin-Uberexpression
festgestellt werden.

Eine weitere mogliche Erkldarung liegt darin, dass insbesondere E-Cadherin als ein
wichtiger Sensor der epithelialen Zell-Zell-Adhdsion angesehen wird, dessen
Transinteraktionsverlust zu einer Aktivierung zahlreicher intrazelluldrer Signalwege
fiihren kann (Sharma et al. 2007; Miiller et al. 2008). So erscheint es moglich, dass auch
der Verlust der E-Cadherin-Transinteraktion direkt an der Signaltransduktion im
Rahmen der PV-Pathogenese beteiligt ist. Folglich konnte eine E-Cadherin-
Uberexpression die E-Cadherin-Transinteraktion stabilisieren und es kiime hieriiber zu
einer von der Dsg3-Reorganisation unabhéngigen verminderten Aktivierung PV-IgG-
abhingiger intrazelluldrer Signalwege. Daran ist insbesondere bemerkenswert, dass eine
Dsg3-Reorganisation alleine nicht ausreichend zu sein scheint, nachfolgende
intrazelluldre Prozesse zu initiieren. Es ist also mdglich, dass sowohl Dsg3 als auch E-
Cadherin Signalwege wie z.B. die p38MAPK-Aktivierung unterdriicken, welche
letztendlich zum Verlust der Zell-Adhésion fiihren. In diesem Fall wiirde die

Uberexpression eines der beiden Cadherine protektiv sein.

4.2 Actinfilamente haben eine wichtige Rolle fur die PV-

Pathogenese

Ahnlich wie die ZK-Retraktion korrelierte auch die PV-IgG-induzierte Actin-
Reorganisation eng mit anderen Kennzeichen akantholytischer Zellen, wie der Dsg3-

Reorganisation oder dem Verlust der Zell-Zell-Adhésion. Dies deutet an, dass auch dem
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Actin-Zytoskelett eine wichtige Rolle in der PV-Pathogenese zukommt. Dabei scheint
insbesondere die Dynamik der Actinfilamente von Bedeutung zu sein, da sich in FRAP-
Experimenten eine frithe Erh6hung der Motilitit der Actinfilamente in Antwort auf PV-
IgG-Inkubation zeigte. Weiterhin hatte eine gezielte pharmakologische Modulation der
Actinfilament-Dynamik Einfluss auf die PV-IgG-vermittelten Effekte. So konnten
sowohl die Dsg3-Reorganisation als auch die Zell-Dissoziation durch eine Hemmung
der Actin-Polymerisation verstirkt werden, wihrend eine Stabilisierung der Filamente
die Effekte abschwichte. Diese Ergebnisse zeigen eine libergeordnete Rolle der Actin-
Dynamik fiir zentrale Prozesse der PV-Pathogenese.

Dies wirft die Frage nach moglichen Verbindungen auf zwischen der PV-Pathogenese
auf der einen und der Actin-Dynamik auf der anderen Seite. Eine potentiell wichtige
Schnittstelle in diesem Zusammenhang stellen die Rho-GTPasen dar. Diese sind nicht
nur wichtige Regulatoren der Actin-Dynamik (Lee et al. 2010), sondern wurden auch
als wichtiger intrazelluldrer Signalweg der PV-Pathogenese identifiziert. So fand sich
eine Inaktivierung von RhoA nach einer Inkubation mit PV-IgG, wihrend eine RhoA-
Aktivierung die PV-IgG-Effekte effektiv hemmen konnte (Waschke et al. 2006).
Weiterhin war in diesen Experimenten auch eine Verstiarkung des Junktions-assozierten
Actin-Ringes aufgefallen. Dies fithrte zu der Hypothese, dass insbesondere der
Junktions-assoziierte Actin-Ring eine wichtige Rolle fiir die Rho-vermittelten PV-IgG-
Effekte haben konnte. Dies konnte dadurch bestétigt werden, dass die Inhibition der
Actin-Polymerisation durch Latrunculin zu einer Aufhebung der CNF-1-vermittelten
Hemmung der PV-IgG-Effekte fiihrte. Dies legt den Schluss nahe, dass die RhoA-
vermittelte Protektion gegen PV-IgG-induzierte Effekte zumindest teilweise iiber
Actinfilamente vermittelt wird.

Dies deckt sich mit anderen Studien, welche zeigen, dass Rho-GTPasen wesentlich tiber
das Actinfilament-System auf die Regulation der interzelluldren Adhédsion einwirken
(Braga et al. 1997; Braga et al. 1999). So konnte gezeigt werden, dass RhoA-Inhibition
zu einer Reduktion von E-Cadherin an der Zellmembran iiber eine Erhéhung der
Endozytose fiihrt (Braga et al. 1997). Interessanterweise wurde dieser Effekt durch
Inhibition der Actin-Polymerisation durch Latrunculin gehemmt (Izumi et al. 2004), so
dass die Wirkung von RhoA auf Adhdrens-Kontakte zumindest teilweise iiber das

Actin-Zytoskelett vermittelt zu sein scheint. Allerdings ist nach wie vor unklar, iiber
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welche Wege die Rho-GTPasen ihre Wirkung auf die Actinfilamente vermitteln. Eine
nachvollziehbare Hypothese besagt, dass dies iiber die Beeinflussung Actin-bindender-
Proteine ablaufen konnte. Als ein Beispiel fiir diesen Mechanismus wurde das Protein
IQGAP-1 gefunden. Dieses kann zum einen an die Rho-GTPasen Racl und Cdc42, zum
anderen aber auch an F-Actin binden, um dann dort eine Quervernetzung der Filamente
auszulosen (Bashour et al. 1997).

Es stellt sich die Frage, wie die Actin-Dynamik an der PV-IgG-induzierten Dsg3-
Reorganisation beteiligt sein kdnnte. Eine Mdglichkeit ist, dass Actinfilamente Einfluss
auf die Neubildung und Stabilitit und damit den Umsatz von Desmosomen nehmen
konnten. Dies wiirde die Hypothese unterstiitzen, dass PV-IgG-induzierte Effekte
wesentlich auf einer Inbalance von Desmosomen-Bildung und -Abbau basieren (Kottke
et al. 2006). In Ubereinstimmung dazu wurde gefunden, dass der Dsg3-Gehalt an der
Zellmembran und in der Zelle in Reaktion auf eine Inkubation mit PV-IgG abnimmt
(Aoyama et al. 1999; Calkins et al. 2006; Yamamoto et al. 2007). Dieser als Dsg3-
Depletion bezeichnete Mechanismus wird durch eine verstirkte Endozytose erklért
(Calkins et al. 2006). Allerdings zeigten sich in unseren Experimenten sowohl nach
Inkubation mit PV-IgG als auch nach Actin-Modulation keine Verdanderungen des
Dsg3-Gehalts der Zelle. Es kann also davon ausgegangen werden, dass eine Depletion
von Dsg3 unter unseren experimentellen Bedingungen keine wesentliche Rolle fiir die
PV-Pathogenese spielte. Es ist jedoch auch zu beriicksichtigen, dass PV-IgG zu einer
reduzierten Neubildung von Desmosomen fiithren konnte (Mao et al. 2009). Demnach
scheint auch eine beeintrdchtigte Neubildung von Desmosomen ein Charakteristikum
der PV-Pathogenese zu sein. Wie bereits oben beschrieben, ist die Bildung von
Desmosomen ein hochgradig dynamischer Prozess, in dem das Actin-Zytoskelett eine
wesentliche Rolle spielt. So wurde zunichst ein Einfluss der Actin-Depolymerisation
auf die Verteilung der desmosomalen Proteine Dsgl und Desmoplakin beobachtet
(Pasdar et al. 1993). Dies wurde in weiteren Experimenten bestitigt, in denen die
Inhibition der Actinpolymerisation durch Cytochalasin D ebenfalls zu einer Stérung der
Desmosomen-Neubildung fiihrte (Godsel et al. 2005). Dementsprechend ist man
momentan der Meinung, dass Actin insbesondere fiir die Translokation von

Desmoplakin und ZK-Filamenten zur Zellmembran eine Rolle spielt, wihrend der
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Transport von desmosomalen Cadherinen {iber Mikrotubulus-assoziierten Transport

ablaufen soll (Green et al. 2007).

Die Aufrechterhaltung und Neubildung von Desmosomen kdnnte jedoch auch durch
Actin-vermittelte ,,Einzdunung®“ von interzelluldiren Adhisionsmolekiilen beeinflusst
werden. Es ist etabliert, dass Actinfilamente eine wichtige Rolle fiir die lokale Motilitét
membranassoziierter interzelluldrer Adhisionsproteine, wie z.B. E-Cadherin, haben
(Edidin et al. 1991; Sako et al. 1998; Baumgartner et al. 2003). Diese vermitteln sie zum
einen durch die direkte Bindung an die Cadherine. Zum anderen wirken sie aber auch
auf nicht-zytoskelettal gebundene Cadherine ein, indem sie deren Mobilitdt in der
Zytoplamamembran einschrinken und diese damit ,,einzdunen®. Durch diese Vorginge
ist deren laterale Diffusion vermindert, so dass es in diesen Bereichen zu
Ansammlungen von Cadherinen kommt. Durch die so verminderte Motilitdt der
Cadherine wird deren Bindungswahrscheinlichkeit mit anderen Cadherinen vergrof3ert,
so dass es in der Folge zu einer Zunahme der interzelluliren Adhdsion kommt
(Baumgartner et al. 2003). Die Fahigkeit der Actinfilamente die Motilitit von Dsg3 zu
vermindern und zu Ansammlungen von Dsg3 zu fiithren, welche fiir die Bildung und
Aufrechterhaltung von Desmosomen wichtig sein konnte, konnte im Rahmen der PV-
Pathogenese gestort sein und dariiber zu einer Abnahme der interzelluliren Adhésion
fiihren. Zu diesem Konzept passend fand sich in unseren Experimenten zum einen eine
erhohte Actin-Motilitdt nach Inkubation mit PV-IgG in FRAP-Experimenten und zum
anderen eine verstirkte Zell-Dissoziation nach Zerstorung der Actinfilamente. Im
Gegenzug konnte eine Stabilisierung der Actinfilamente durch Jasplakinolid und eine
Rho-GTPasen-vermittelte Verstirkung des kortikalen Actin-Netzes nach CNF1-
Behandlung die Motilitdt der Desmogleine reduzieren und dariiber zu einer Reduktion
PV-IgG-vermittelter Effekte beitragen. Da die genaue Rolle der Motilitit von
Desmogleinen nach Inkubation mit PV-IgG und deren Abhéngigkeit von
Actinfilamenten momentan noch im Unklaren liegt, widren weitere Untersuchungen in
diesem Zusammenhang von grofBem Interesse, um tiefere Einblicke in die PV-

Pathogenese zu gewinnen.
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Grundsitzlich ist auch moglich, dass die Actinfilamente die desmosomale Adhésion
iiber eine Beeinflussung der Adhdrenskontakte und damit indirekt beeinflussen kdnnten
(Sharma et al. 2007). Wie ausgefiihrt, ist dieser Ansatz interessant, da eine
Uberexpression von E-Cadherin die PV-IgG-vermittelten Effekte abschwiichen konnte.
Adhérenskontakte sind neben den Desmosomen die wichtigsten Vermittler
interzelluldrer Adhédsion, fiir deren Integritdt Actinfilamente eine wichtige Rolle spielen.
Entsprechend  konnten  Experimente  zeigen, dass eine Inhibition der
Actinpolymerisation zu einer Hemmung der Neubildung von Adhérenskontakten fiihrt
(Pasdar et al. 1993; Adams et al. 1998; Vasioukhin et al. 2000). Interessanterweise hatte
dies auch eine Reduktion der Desmosomen an der Zellmembran zur Folge (Vasioukhin
et al. 2000). Beziiglich der Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten wird angenommen,
dass Adhirenskontakte die ersten Strukturen sind, welche im Zusammenspiel mit
Actinfilamenten reiflverschlussartig die Zellmembranen benachbarter Zellen aktiv
aneinanderbringen und dass es erst dann in der Folge zu einer Stabilisierung durch die
Desmosomen kommt (Lewis et al. 1997; Vasioukhin et al. 2000). Es erscheint also
insgesamt moglich, dass Actinfilamente auch iiber eine Beeintrdchtigung der
Adhirenskontakte indirekt Einfluss auf die desmosomale Adhésion im Rahmen der PV-
Pathogenese ausiiben konnen.

Allerdings steht dem, wie oben beschrieben, entgegen, dass in unseren Experimenten
sowohl nach PV-IgG-Inkubation als auch nach Actin-Modulation lediglich geringe
morphologische Verdnderungen der Verteilung von E-Cadherin beobachtet werden
konnten. Dies ist in Einklang mit Befunden, welche berichten, dass Adhéarenskontakte
keine primdren Ziele von PV-IgG-induzierten Mechanismen sind, da diese in
akantholytischen Zellen nur wenig beeintrichtigt werden (Calkins et al. 2006; Waschke
et al. 2006; de Bruin et al. 2007). Demnach erscheint die Actin-abhidngige Modulation
von Adhidrenskontakten vermutlich kein zentraler Mechanismus der PV-Pathogenese zu

sein.

4.3 Die ZK-Retraktion konnte im Rahmen der PV-Pathogenese
zur Zell-Dissoziation beitragen

In den ersten Experimenten wurde der Beginn der akantholytischen Aktivitit in Form

der Dsg3-Reorganisation und der Zell-Dissoziation mit dem Beginn der ZK-Retraktion
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korreliert, um auf diesem Wege eine Aussage beziiglich der Bedeutung der ZK-
Filamente fiir die PV-Pathogenese ableiten zu konnen. In diesen Experimenten fand
sich, dass die Dsg3-Reorganisation, die Zell-Dissoziation und die ZK-Retraktion friihe
Ereignisse nach Zugabe von PV-IgG sind, welche sich in engem zeitlichem
Zusammenhang zueinader entwickeln. Diese enge zeitliche Korrelation ldsst einen
kausalen Zusammenhang dieser Prozesse vermuten.

Um die Bedeutung der ZK-Filamente fiir die PV-Pathogenese ndher zu beleuchten,
wurde der Einfluss der p38MAPK auf die ZK-Retraktion untersucht. Die p38MAPK ist
ein wichtiger intrazelluldrer Signalweg, welcher {iber Phosphorylierungen Einfluss auf
das ZK-Skelett ausiiben kann (Ku et al. 2002; Woll et al. 2007). Eine Aktivierung dieser
Kinase kann aufer iiber PV-IgG auch unspezifisch durch verschiedenste Formen von
Stress wie etwa Zytokine, Temperatur, osmotischer Schock (Garmyn et al. 2001; Cheng
et al. 2002), Druck (Hofmann et al. 2004) oder den Verlust der Zell-Zell-Adhésion
(Rosen et al. 2002) ausgelost werden. Dies fiihrt in der Folge zu spezifischen
Phosphorylierungen von ZK-Filamenten (Feng et al. 1999; Ku et al. 2002). Diese ZK-
Phosphorylierungen werden daher als wichtiger Mechanismus der Zelle als Reaktion
auf verschiedenste Formen von Stress angesehen (Liao et al. 1997; Ku et al. 1998;
Caulin et al. 2000; Inada et al. 2001; Ridge et al. 2005; Ku et al. 2006; Pallari et al.
2006). und stellen einen wesentlichen Regulator des ZK-Zytoskeletts dar (Omary et al.
1998). Auch im Rahmen der PV-IgG-induzierten ZK-Retraktion fand sich eine
Aktivierung der p38MAPK (Berkowitz et al. 2005; Berkowitz et al. 2006). Somit ist
dieser intrazellulire Signalweg eine interessante Schnittstelle zwischen der PV-
Pathogenese auf der einen und den ZK-Filamenten auf der anderen Seite. Es stellte sich
daher die Frage, ob die Aktivierung der p38MAPK moglicherweise wesentlich an der
Ausbildung der PV-IgG-induzierten ZK-Retraktion beteiligt ist und welchen
Stellenwert dies flir die PV-Pathogenese hat.

In unseren Experimenten fiihrte eine pharmakologische p38MAPK-Aktivierung durch
Anisomycin zu einer ZK-Retraktion, welche vergleichbar zu derjenigen nach Inkubation
mit PV-IgG war. Dies legt die Vermutung nahe, dass die PV-IgG-vermittelte ZK-
Retraktion wesentlich durch eine Aktivierung der p38MAPK bedingt ist. Dies deckt
sich mit Ergebnissen, bei denen die PV-IgG-induzierte ZK-Retraktion von einer

Aktivierung der p38MAPK begleitet war, wéihrend eine Inhibierung der p38MAPK
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neben weiteren PV-IgG-induzierten Verdnderungen auch die ZK-Retraktion vermindern
konnte (Berkowitz et al. 2005). Weiterhin fiihrte die Aktivierung der p38MAPK zu
einer Zell-Dissoziation, welche ebenfalls mit derjenigen nach PV-IgG-Inkubation
vergleichbar war, wihrend deren Hemmung die PV-IgG-induzierte Zell-Dissoziation
hemmen konnte. Die p38MAPK scheint also eine wichtige Rolle fiir die PV-IgG-
induzierte ZK-Retraktion und die Zell-Dissoziation zu haben. Interessanterweise konnte
in unseren Experimenten eine pharmakologische Aktivierung der p38MAPK jedoch
keine Dsg3-Reorganisation erzeugen. Passend zu diesem Ergebnis fiihrte auch eine
Inhibition der p38MAPK nur zu einer partiellen Blockade der Dsg3-Reorganisation.
Aus dieser Beobachtung kdnnen zwei wesentliche Schliisse gezogen werden. Zum einen
ist die selektive Aktivierung des p38MAPK-Signalweges nicht ausreichend, eine Dsg3-
Reorganisation zu erzeugen, so dass im Rahmen der PV-Pathogenese andere
Mechanismen an der Dsg3-Reorganisation beteiligt sein miissen. Zum anderen ist
bemerkenswert, dass eine ZK-Retraktion nicht zwangsldaufig zu einer Verdanderung der
Dsg3-Verteilung an der Zellmembran fithren muss, obwohl die Zell-Adhésion in
Keratinozyten-Dissoziations-Versuchen beeintrichtigt sein kann. Dies wirft die Frage
auf, inwieweit die Anheftung der ZK-Filamente an die Desmosomen fiir die Integritét
der Desmosomen und die Stabilitit der Zell-Zell-Kontakte bendtigt wird. Die
Anheftung der ZK-Filamente an die Desmosomen iiber Desmoplakin hat vermutlich
eine wichtige Bedeutung fiir die mechanische Stabilitdt der Epidermis. Demnach war
sowohl in Experimenten mit Desmoplakin-defizienten Méusen (Vasioukhin et al. 2001),
als auch mit Zellen, welche ein Desmoplakin exprimierten, das ZK-Filamente nicht
binden konnte (Huen et al. 2002), die Resistenz gegeniiber mechanischem Stress
reduziert. Die Bedeutung der Anheftung von ZK-Filamenten an die Desmosomen fiir
deren Integritét ist hingegen weniger klar. Zum einen gibt es Experimente, bei denen
eine durch Desmoplakin-Defizienz erzeugte Retraktion der ZK-Filamente von der
Zellmembran nicht nur die mechanische Resistenz der Zellen reduzierte, sondern auch
die Organisation und Anzahl der Desmosomen nachhaltig beeintrachtigte (Gallicano et
al. 1998; Vasioukhin et al. 2001). Es gibt aber auch Experimente mit Desmoplakin-
defizienten Mausen (Vasioukhin et al. 2001) und anderen Zellen, deren Desmoplakin
Keratine nicht binden konnte (Bornslaeger et al. 1996; Huen et al. 2002), welche darauf

hindeuten, dass die Loslosung der ZK-Filamente von den Desmosomen keinen Einfluss
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auf die Anzahl der Desmosomen in der Epidermis hat, sondern lediglich deren Funktion
storen kann. Dies zeigen auch Experimente mit embryonalen Stammzellen von ZK-
defizienten Méausen, welche trotz gestortem ZK-Zytoskelett eine normale Bildung von
Desmosomen zeigen (Baribault et al. 1991). Somit erscheint es auch im Hinblick auf
unsere Ergebnisse wahrscheinlich, dass die Anheftung der ZK-Filamente an die
Desmosomen wichtig flir die mechanische Stabilitdt der Desmosomen und folglich fiir
die Zell-Zell-Haftung ist, wohingegen die Bedeutung fiir die Integritdt und die Anzahl
der Desmosomen vermutlich gering ist. In Bezug auf die PV-Pathogenese bedeutet dies,
dass die p38MAPK-vermittelte ZK-Retraktion vermutlich ein wichtiger Mechanismus
fiir den Verlust der Zell-Zell-Adhésion darstellt, wiahrend fiir die Dsg3-Reorganisation
weitere Mechanismen benotigt werden.

Dartiiber hinaus ist die Beobachtung, dass sich die ZK-Retraktion unabhéngig von der
Dsg3-Reorganisation ausbilden kann, auch deswegen von Interesse, da man friiher
davon ausging, dass die ZK-Retraktion sich passiv als sekundére Folge aus dem Verlust
von Desmosomen und dem daraus resultierenden Mangel an Fixpunkten fiir ZKs an der
Membran entwickelt (Lever et al. 1969). Die Ergebnisse dieser Arbeit legen hingegen
eine Regulation der ZK-Retraktion iiber intrazellulire Signalwege nahe, welche sich
unabhingig von der Dsg3-Reorganisation entwickeln kann. Die Ergebnisse stehen in
diesem Punkt in Einklang mit der ,,Basal Cell Shrinkage*“-Hypothese (Bystryn et al.
2006; Bystryn et al. 2009). Diese misst der ZK-Retraktion eine wichtige Rolle fiir die
PV-IgG-induzierte Zell-Dissoziation zu, ohne dass dies jedoch experimentell belegt
werden konnte. Die Spaltung der Desmosomen hingegen wird lediglich als sekundire
Folge zytoskelettaler Prozesse angesehen, welche zu einer Schrumpfung der Zelle
filhren. Diese Hypothese fuflit u.a. auf elektronenmikroskopischen Studien. Diese
zeigen, dass sich die PV-IgG-induzierte interzelluldre Spaltbildung vor allem zwischen
den Desmosomen durch eine Schrumpfung der Zelle ausbildet, wéhrend die
Desmosomen lange aneinander haften bleiben (Wilgram et al. 1961; Hashimoto et al.
1967, Hashimoto et al. 1967; Sams et al. 1982; Sharma et al. 2007). Weitere
Unterstlitzung der ,Basal Cell Shrinkage“-Hypothese stammt aus neueren
ultrastrukturellen Studien, in welchen eine Spaltung der Desmosomen erst nach einer
Losung der ZK-Filamente von den Desmosomen beobachtet wurde (Diercks et al.

2009). Im Rahmen der ,,Basal Cell Shrinkage“-Hypothese wird auch ein neuer Ansatz
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zur Erklédrung der basalen Spaltbildung der Epidermis bei PV angefiihrt, welcher auf
den differenten Keratin-Paaren in verschiedenen Schichten der Epidermis beruht. So ist,
wie bereits erwédhnt, in der basalen Epidermis das ZK-Paar 5/14 vorherrschend,
wihrend in den dariiber liegenden Schichten vor allem das ZK 1 und ZK 10 zu finden
ist (Boyce et al. 1983). Durch das unterschiedliche Verhalten verschiedener Keratine
gegeniiber PV-IgG konnte es nun vor allem in den basalen Zellen zu einer Schrumpfung
der Zellen mit anschlieBender Spaltbildung kommen.

Entsprechend den Ergebnissen dieser Arbeit scheint die ZK-Retraktion eine wichtige
Funktion fiir die PV-IgG-induzierte Zell-Dissoziation zu haben. Dies warf die Frage
auf, ob die ZK-Retraktion gar das primére Ereignis in der PV-Pathogenese darstellt,
welches dann nachfolgend zu einer Fragmentation der Desmosomen und einem Verlust
der Zell-Adhision fiihrt, wie es in der ,,Basal Cell Shrinkage“-Hypothese vorgeschlagen
wurde (Bystryn et al. 2006; Bystryn et al. 2009). Allerdings steht dem entgegen, dass in
unseren Untersuchungen eine p38MAPK-Aktivierung zwar zu einer ZK-Retraktion
fiihrte, dies aber keine Auswirkungen auf die Dsg3-Verteilung an der Membran hatte,
wie man es gemal der ,,Basal Cell shrinkage“-Hypothese erwarten wiirde. Alternativ
existiert die klassische Auffassung, dass den interzelluldren Adhisionsmolekiilen als
primires Ziel pathogener Antikdrper eine iibergeordnete Rolle fiir die PV-Pathogenese
zukommt, welche dann in der Folge zu einer ZK-Retraktion und einem Verlust der Zell-
Adhision fithren konnen (Hashimoto et al. 1967; Lever et al. 1969). Es ist bekannt, dass
eine Dsg3-Uberexpression nachfolgende PV-IgG-induzierte Effekte hemmen kann
(Jennings et al. 2011). AuBerdem =zeigten in unseren Experimenten E-Cadherin-
iiberexprimierenden Zellen eine Hemmung sowohl der Zell-Dissoziation als auch der
ZK-Retraktion. Somit scheint Prozessen an den Cadherinen eine {ibergeordnete Rolle in
der Vermittlung der PV-Pathogenese zuzukommen, welche dann erst nachfolgend zu
einer ZK-Retraktion und dem Verlust der Zell-Zell-Adhédsion fiihren. Die Ergebnisse
dieser Studie lassen es somit als unwahrscheinlich erscheinen, dass eine ZK-Retraktion
ein primires Ereignis der PV-Pathogenese ist, welches nachfolgend zu einer Spaltung
der Desmosomen fiihren kann und widersprechen somit in diesem Punkt der ,,Basal Cell
Shrinkage‘‘-Hypothese.

Zusammenfassend ldsst sich anhand dieser Ergebnisse folgendes Bild der PV-

Pathogenese entwerfen. Zundchst kommt es durch die Antikorper zu einer Storung der
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Transinteraktion von Cadherinen an der Zellmembran, welche unter anderem in der
Reorganisation von Dsg3 ihren Ausdruck findet und zu einer Aktivierung intrazellulérer
Signalwege wie z.B. der p38MAPK fiihrt. Nachfolgend kommt es zu einer ZK-
Retraktion, welche dann zu einer mechanischen Instabilitdt der Zelle fiihrt. Dadurch
kommt es zu einem zunehmenden Verlust der Zell-Zell-Adhdsion und somit

letztendlich zur Akantholyse der Zellen und Blasenbildung.

4.4 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen eine wichtige Rolle des Zytoskeletts fiir die PV-
Pathogenese. Zytoskelettale Reorganisationen im Rahmen dieser Erkrankung erscheinen
nicht, wie friiher angenommen, als sekundire Ereignisse, sondern tragen selbst aktiv
zum Zelladhésionsverlust bei. Insbesondere der Junktions-assoziierte Actin-Ring
scheint eine wichtige Rolle fiir zentrale Prozesse der Akantholyse zu spielen. Allerdings
ist der genaue Mechanismus, liber den Actinfilamente in die PV-Pathogenese
eingreifen, nach wie vor unklar. Dabei erscheint vor allem die Frage interessant, {iber
welche Wege Actin an der Modulation desmosomaler Adhésion beteiligt sein konnte.
Bisher war man der Auffassung, dass nur ZK-Filamente direkt an Desmosomen binden
wiirden. Doch es erscheint vor dem Hintergrund dieser Ergebnisse auch moglich, dass
Actinfilamente nicht nur indirekt, sondern auch durch eine direkte Verbindung zu den
desmosomalen Cadherinen Einfluss auf die Desmosomen nehmen kénnen. Weiterhin
konnte insbesondere die Untersuchung der Rolle der Actinfilamente fiir die Motilitét
extra-desmosomaler Desmogleine neue Einblicke in die PV-Pathogenese und die
Regulation desmosomaler Adhésion liefern. Beziiglich der ZK-Retraktion stellte sich
heraus, dass diese im Rahmen der PV-Pathogenese eng mit dem Verlust der
interzelluldren Adhésion korreliert. Aus diesem Grunde wire es aufschlussreich, den
genauen Mechanismus der ZK-Retraktion und deren Zusammenhang mit der
interzelluldren Adhision und der Integritit der Desmosomen ndher zu untersuchen.
Durch die Ergebnisse dieser Arbeit ergibt sich eine Neubewertung des Zytoskeletts weg
von einer passiven statischen hin zu einer dynamischen aktiven Rolle fiir die PV-
Pathogenese. Aus diesem Grunde scheint eine weitere Untersuchung des Zytoskeletts

sinnvoll, nicht nur, um neue Therapieansitze zu entwickeln, sondern auch, um die
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zytoskelettale Interaktion untereinander und deren Bedeutung fiir die zelluldre Adhésion
besser zu verstehen.

Weiterhin betonen unsere Ergebnisse, dass neben den desmosomalen auch die
klassischen Cadherine eine wichtige Rolle im Rahmen der PV-Pathogenese innehaben.
Dabei scheint insbesondere der Verlust der Transinteraktion von Cadherinen zu einer
Modulation intrazelluldrer Signalwege zu fiihren. Dennoch sind sowohl die Prozesse,
welche zur Aktivierung intrazelluldrer Signalkaskaden fiihren, als auch die Effektoren,
welche die Signale unter anderem an das Zytoskelett vermitteln, noch weitgehend
unbekannt. Somit sollte es das Ziel weiterer Forschung sein, die enge Interaktion
zwischen Cadherinen auf der einen und intrazelluldren Signalwegen auf der anderen
Seite weiter zu entschliisseln, um damit eine moglichst umfassende Erklidrung der PV-
Pathogenese zu erhalten und somit dem Ziel einer spezifischeren Therapie mit

geringeren Nebenwirkungen néher zu kommen.
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5 Zusammenfassung

Pemphigus vulgaris (PV) ist eine blasenbildende Autoimmunerkrankung der Haut. Ein
wesentliches Charakteristikum der Erkrankung sind Autoantikérper, welche gegen die
humanen Zell-Adhisionsmolekiile Desmoglein (Dsg) 3 und 1 gerichtet sind und zu
zunehmender Zell-Dissoziation der Keratinozyten fiihren (Akantholyse). Neben der
Dsg3-Reorganisation sind zytoskelettale Verdnderungen in Form einer ZK-Retraktion
und einer Reorganisation des Actin-Zytoskeletts als ein wichtiges Merkmal
akantholytischer Zellen beschrieben worden. Dennoch ist der zeitliche Verlauf und die
funktionelle Relevanz dieser zytoskelettalen Verdnderungen im Vergleich zu anderen
Prozessen, wie der Dsg3-Reorganisation oder der Zell-Dissoziation, unklar. In dieser
Arbeit wurde daher die Rolle der ZK-Filamente und der Actinfilamente fiir die PV-
Pathogenese untersucht. Inkubation von kultivierten Keratinozyten mit PV-IgG
resultierte in einer ZK-Retraktion, welche eng mit dem Beginn der Dsg3-Reorganisation
und der Zell-Dissoziation korrelierte. Weiterhin fand sich eine Abhdngigkeit der PV-
IgG-induzierten ZK-Retraktion und der Zell-Dissoziation von der p38MAPK-
Signalkaskade, wéhrend die Beteiligung der p38MAPK an der Dsg3-Reorganisation
von untergeordneter Rolle zu sein scheint. Ubereinstimmend dazu fiihrte eine
Uberexpression von E-Cadherin zu einer Hemmung der p38MAPK-Aktivierung, der
ZK-Retraktion und der Zell-Dissoziation, so dass den Cadherinen eine iibergeordnete
Rolle in der Vermittlung der PV-Pathogenese zuzukommen scheint. Neben einer ZK-
Retraktion zeigten die Zellen als Reaktion auf eine Inkubation mit PV-IgG auch
wesentliche Reorganisationen der Actinfilamente, welche ebenfalls eng mit der Dsg3-
Reorganisation und der Zell-Dissoziation korrelierten. Dartiber hinaus interferierte die
pharmakologische Modulation des Actin-Zytoskeletts mit den PV-IgG-Effekten. So
filhrte eine Stabilisierung der Actinfilamente zu einer Reduktion sowohl der Dsg3-
Reorganisation als auch der Zell-Dissoziation, wéihrend eine Zerstérung der Filamente
die Effekte verstirkte. Zur Unterstiitzung dieser Ergebnisse wurde die Rolle des Actins
fiir die durch Rho-GTPasen vermittelte Hemmung von PV-IgG-Effekten untersucht.
Eine Aktivierung der Rho-GTPasen fiihrte neben einer Hemmung PV-IgG-vermittelter

Effekte auch zu einer Verstirkung des kortikalen Actin-Rings, wihrend eine Hemmung
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der Actin-Polymerisation die protektiven Effekte der Rho-GTPasen-Aktivierung
aufheben konnte.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Ergebnisse dieser Arbeit eine
iibergeordnete Rolle sowohl der desmosomalen als auch der klassischen Cadherine fiir
die PV-Pathogenese zeigen. Daneben scheint auch der Actin-Reorganisation eine
wesentliche Position zuzukommen. Die ZK-Retraktion hingegen scheint, zumindest im
Bezug auf die Dsg3-Reorganisation, sekundir zu sein, trdgt aber moglicherweise im
Anschluss an eine p38MAPK-Aktivierung wesentlich zum Verlust der Zell-Zell-
Adhision bei.
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