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Einleitung

3 Einleitung

3.1 HumaneHaut

Die Hautist dasgroRte Organdes Korpersund stellt mit einer Gesamtflache von t5n? und

einem Gewicht von 3;30 kg die auRere Begrenzumgr Umwelt dar (Abb. 1). Sie bietet Schutz

vor Umwelteinflissen wie mechanischen Reizen, Strahleneinwirkung, chemischen Substanzen
Keimen, Allergenen und Austrocknung. Sie ist auRerdem essenziell bei der Thermoregulation und
Sinneswahrnehmung des Koérpeklikroskopisch unterteilt sich die Haatich auf3en hirn drei
Schichten: Subcutis, Dermis und Epidermis. Diese werden im Folgenden ndher besdMiben

et al., 2016)

Haar sensible
Nervenfaser

Stratum papillare M Talgdriise
Stratum reticulare !\ﬂ Epidermis

Muskel- /\/\/\A/\MJ\S - :

- £ /D Dermis
fasae\ éi;j,{l;'/%‘xﬁ
A i!

& /
Muskel —= /Ngj Subcutis
&
ekkrine Drise,
Endsttlick
\ M. arrector pili

apokrine Driise

Abbildung 1: Aufbau derHaut. Die Haut unterteilt sictvon innen nach aufl3em drei Schichten:
Subcutis, Dermis und Epidermis. Die Subcutis besteht hauptsachlich aus Fett und lockerem
Bindegewebe und dienpriméar der Isolation und dem mechanischen Schitie Dermis ist in
Stratum papillare und Stratum reticulare unterteilt und beinhaltet neben Hautanhangsgebilden
(Drisen und Haare) Sinnesrezeptoren ubefayeflechte. Letzter@egulieren Temperatur und
Blutdruck. Die Epidermis wird ebenfalls in mehrere Schichten unteuedtstellt den Kontakt zur
AuRRenweltdar. Modifiziert nach Sterry et al., 2010.
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Einleitung

3.1.1 Subcutis, Dermi&pidermis

Die Subcutis besteht hauptséchlich dtettgewebe und lockerem Bindegewelstie fungiert als
Schutz vor &uReren mechanischen Einwirkungenist von groRer Bedeutung fir die
Temperaturisolation, dient als Energiespeicher und produziert eine Vielzahl von Hormonen. Sie
beinhaltet Nerven und Gefaliewelche die oberen Schichten der Haut und andere Strukturen

versorgen(Sterry et al., 2014)

Uber der Subcutis liegt die Dermis, welche hauptsachlich aus Bindegewebe und Zellen besteht.
Die dominierenden Zellen sind die Fibroblasten, welche stark vernetzt sind und die extrazellulare
Matrix synthetisieren Neben den Fibroblasten findet man verschiedene Immunzellen, welche
eine wichtige Rolle bei allergisameentzindlich@ und weiteren immunologischefrozesse
spielen. Histologisch ist die Dermis in zwei Schichten unterteiéis Stratum papillare undlas
Stratum reticulare.Das oberflachliche Stratum papillare ist unmittelbar mit der Epidermis
verzahnt und beinhaltetien subpapillaren Gefal3plexus. Die darin liegenden Arteriolen werden
durch den tiefen dermalen Gefal3plexus im Stratum reticulare versorgt, welcher aus kleinen bis
mittelgroRen GefalRen bestehDiese Gefal3plexus versorgen die oberen Schichten der Haut und
dienen der Temperatur und Blutdruckregulation. Des Weiteren beinhaltet die Dermis
Nervenfasern und Sinnesrezeptoren, Haarfollikel mit Talgdriisen, sowie Schweil3(Btesen et
al., 2018)
Dead keratin layer —%’_f:\\}wxi- =——— | stratum comeum
= | Stratum lucidum

= S—
= =
= — S
= ~

Stratum granulosum

Desmosome

Langerhans cell
Stratum spinosum

Keratinocyte

Stratum basale
Melanocyte

Abbildung2: Aufbau der EpidermisDie Epidermis ist in mehrere Schichten unterteilt. Das

Stratum basale, Stratum spinosum, Stratum granulosum, Stratum lucidum (in Leistenhaut) und
das Stratum corneum. Die vorherrschenden Zellen sind die Keratinozyten, welche untereinander
durch Desmosomen verbunden silResearchgate, 2021.
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Einleitung

Die EpidermisAbb. 2 ist ein mehrschichtig verhorntes Plattenepithel und besteht hauptséchlich
aus Keratinozyten. Sie enthéalt einige Nervenfasern, jedoch keine GefalRe, weshalb ihre Versorgung
tber Diffusion gewéhrleistet wird. Die Epidermis ist in mehrere Schichten unterteilt. Der Dermis
grenzt das Stratum basale an, in welchem epidermale Stammzellen liegen und eine stetige
Regeneration des Epithels gewahrleisten. Dort befinden sich auch Melanozyten, welche Melanin
an die umliegenden Keratinozyten abgeben wwldie Haut ihre Farbe erhélt. Dem stachelig
aussehende Stratum spinosum und Stratum granulosum folgt die oberste Schicht, das Stratum
corneum. Hier befinden sich lediglich kernlose, abgestorbene Keratinozyten, welche tber die Zeit
abgeschilfert werden. Die Keratinozyten werden untereinander durch multiple

Interzellularbriicken zusammengehalten, die Desmosor(doll et al., 2016)

3.1.2 Desmosomen

Desmosomensind interzellulare Verbindungen, welche in Epithelien umd Herzmuskel
vorkommen. Sie sorgen fur eine starke Adhasion zwischen Zellen, wodurch der Zellverband eine
hohe Resistenz gegen mechanisclh@afte aufweist Ein Desmosom besteht aus zwei

intrazellularen und einer extrazellularen Kompone(@éb. 3.

Plaque Cadherine Plaque

Keratin Keratin

= i Desmocollin
esmocollin Plakophilin
Plakophilin
Desmoplakm N

CENV DR

~ Desmoplakin

Intrazellular Extrazellular Intrazellular
(Zelle 1) (Zelle 2)

Abbildung3: Komplexer Aufbau eines Desmosoni3er Innenseite der Zellmembran liegt ein als
Plague bezeichneter Komplex aus Adapterproteinen (Desmoplakin, Plakoglobin, Plakophilin) an,
welche als Vermittler zwischen den Keratinfilamenten des Zytoskeletts und den Cadherinen
Desmoglein und Desmocollin fungieren. Die Cadherine sind Transmembranproteine, deren
extrazellulare Doménen miteinander interagieren und so die Zellen untereinander verbinden.
ENV=Envoplakin. PER = Periplakin. Modifiziert nach Sterry et al., 2014.

Auf intrazellularer Seitsind das ein deEZellmembrananliegenderProteinkomplex, auch Plaque
genannt und Intermediarfilamente des Zytoskeleftwelche in der Haut aus Keratiestehen und
in diesen Proteinkomplex inserierenZu diesem Komplex gehdren die Proteine Plakophilin,

Plakoglobin und Desmoplakiauch Adapterproteine genannt),wobei letzteres eine
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entscheidende Rolle einnimmt, da es Bimndeglied zwischen Intermediarfilamemund Plaque
fungiert (Moll et al., 2016) Die extrazellulare Komponente des Desmosoms wird von
Transmembranproteinen gebildet, welche zur Familie der Cadherine gehdren und die eigentliche
Verbindung zwischen den Zellen herstellen. Die beiden Vertreter dieser Familie sind Desmoglein
(Dsg) und Desmocollin (Dsc). Wahretmle Gterminale Domdaneim Plaque lokalisiert ist,
verbinden die Nerminalen Domé&nen die beiden Halften des Desmosoms im Interzellularraum
miteinander (Garrod and Chidgey, 2008)iese CadheriCadherinWechselwirkung wird durch
extrazellulares Calcium gesteuert, durch welches die extrazellularen Cadlf@rianen versteift

und die ZelzeltAdhasion gefordert werden. Bei schneller Entfernung des extrazellularen
Calciums kommt es zum plotzlichen, teilweisen Verlust dieser Wechselwigkimget al., 2011)

Der extrazellulareAnteil der Cadherine setzt sich abdboménen (ECsgjusammen (EC1ECS5)
welche jeweils aus ca. 110 Aminosaureresten bestéfihrenddie NterminalenDoméanenEC1

und EC2 eine zentrale Roile der adhasiven Wechselwirkurgpielen, dienen EC8 EC5 der
Aufrechterhaltung der Struktur der Molekii{@®@da and Takeichi, 2011Beim Menschen gibt es

drei Dse (Dsc13) und vier Dsgsoformen (Dsg#). Diese werden alle in der Epidermis exprimiert,
jedoch in verschiedenen Expressionsmustern. WahrBsgil und Dscl eher in den oberen
Schichten der Epidermis exprimiert sind, kommen Dsg3 und Dsc3 eher fiefderSchichten vor
(Amagai et al., 1996PDsg2und Dsc2wird in allen demosomhaltigen Geweben exprimieiDsg4

findet man ebenfalls in den oberen Schichten der Epidermis, sowie in Haarfo(llani et al.,
2006) Bei der Autoimmunerkrankung Pemphigus vulgaris (PV) werden Antikérper gegen Dsgl
und Dsg3 gebildet, was zum Verlust der-2elhdsion und damit zur Blasenbildung fufbrro et

al., 2019)

3.2 Antik6rperund das variable Einzelkettenfragment

Antikdrper werden auch als Immunglobulin@g) bezeichnet undgehdren zu den humoralen
Anteilen desadaptiven Immunsystems. Sie werden in fiinf Klassen eingeteilt: IgA, 1gD, IgE, 1gG und
IgM. Ihre Aufgabe besteht in déWarkierung Opsonierunyjvon Pathogenen undlleutralisation

von Antigenen. Sie werdevon Plasmazellen produziert, welche aus aktiviertebhyBiphozyten

entstehen.Die Bindung von Antikdrper und Antigen ist hochspezifigizhmedici, Thieme, 2021)

Strukturell bestehen Antikorper aus zwei schweren (H) und zwei leichten (L) Kettne sich
tber DisulfidbrickenY-formig zusammenfiger(Abb. 4. H-Ketten weiseneine Nterminale
variable (V) Doméane undfei bis vierGterminale konstante (C) Doménen aufahrend LKetten
nur aus einer YV und einer GDomane bestehenJede Domane besteht aus 2 antiparallel

verlaufendeni -Faltblattern mit ca. 110130 Aminoséauren, welche durch eine Disulfidbriicke
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zusammengehalten werdeie VDoméne einer Hund L-Kette bilden zusammen eines von zwei
Antigenbindenden FragmenteifFab), welche hochspezifisch Antigene bimd®ie GCDoménen
der H-Kette bilden dascrystallineFragment(Fc), welchedie Effektorfunktion vermittelt, indem es
an denk-Rezeptorvon Phagozyten bindet und das Komplementsystem aktiyi&ehroeder and

Cavacini, 2010Jnsgesamt hat ein IgG eine Masse 160 kDa.

~o

Fv /
Fab 2

CH2

el A

CH3 ScFv
_ WA,

lgG

Abbildung4: Aufbau eines Immunglobulins und eines variabl&inzelkettenfragmentsGezeigt
ist ein Immunglobulin G (IgG) und ein variables Einzelkettenfragment (&d&&/)scFv besteht
lediglich aus den variablen Domanen einer leichten und einer schweren (Kéttend VHgineslg
und ist monovalentFab =Antigen binding fragmentFc =Crystalltable fragment Fv =Variable
fragment CL=Constant domain light chairCH13 = Constant domain heavy chaiModifiziert
nach Creative Biolabs, 2021.

Ein variables Einzelkettenfragment (scFv)digt kleinste Einheikines konventionellen Ig mit
vollstandig funktionstiichtiger Antigenbindungsaktivit&sist ein Fusionsproteindasaus der V
Domane einer Hund einer EKette besteht welche Uber einen flexiblen Peptidlinker miteinander
verbunden sindAhmad et al., 2012)n dieser Arbeit wurde eibi-spezifischeAnti-Dsgl/3 scFv
verwendet, welcher nttels eines AntikbrpePhagenrDisplays ausLymphozyten hergestellt
wurde, welche zuvor aus dem Blut eines Patienten mit akutem aktiven mukokutanemit PViti-
Dsgl& 3 Antikorpernisoliert wurden. Es konnte gezeigt werden, dass eine Injektion dieses scFv
sowohl in muriner als auch humaner Hautr Akantholyse fuhrfPayne et al., 2008Burmester et
al., 2020) Beim AntikérpeiPhagenrDisplaywird die den Lymphozyterentnommene mRNA in
cDNA umgeschrieben, aus welcher die Gene d@®oméne der Hund LKette vervielfaltigt
werden. Diese Gene werden mit einem Phadggktor ligiert und in &cherichiacoli Bakterien
eingefuihry welchelosliche scFvMolekile exprimieren (Lennard, 2001Hammers and Stanley,

2014 Ledsgaard et al., 2018pie scFvwurden durch aufenzymelinked immunosorbent assay
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(ELISA)Platten immobilisiertes Dsgl und Dsg3 selekti&s. gibt mehrere Vorteile von durch
Phagen hergestelltescFv gegentiber monoklonalen Antikérpern. Die Phagen sind sehr stabil und
kénnen bei 4 °C lUber mehrere Jahre gelagert werden, sind durch InfektionseberiEhiacoli

sehr kostenglnstig heustellenund ihre Gene lassen sich schnell und einfach modifiziekéin.

einer Masse von ca. dDa weist das scFv im Gegensatz zu IgG eine deutlich schnellere Diffusion
in den extravaskuldren Raum auf und hat ein erhohtes Verteilungsvolumen, was es besonders

interessantfir in vivoDiagnostik und Therapie mactiiuston et al., 199JAhmad et al., 2012)

3.3 Pemphigusulgaris

Pemphigus ist eine Gruppe von Autoimmunerkrankungen, bei dehauptsachlich igG
Autoantikérper gegen Haut und Schleimh&ute gebildet werden, was zum Verlust der Zelladh&sion
und damit zu Blasenbildunfjihrt (Kasperkiewicz et al., 2017s werden zwei Hauptformen
unterschiedenPVund Pemphigus foliaceus (PF). PV stellt mit etwa 70 % der Falle die haufigste
Form dar Frauen sind haufigebetroffen und das mittlereErkrankungsiéer liegt bei 40¢ 60
Jahren, wobei auch Kinder betroffen sein konrfdaly and Litrowski, 201 Alpsoy et al., 2015)

Die Inzidenwzariiert stark inverschiedenen geografischen Regionam ethnischen Gruppersie

reicht von ca. 05 NeuerkrankungefMillionen EinwohnefJahr in Deutschland Uber

16,1¥Millionen EinwohnetJahrin Israel(Pisanti et al., 1978Bertram et al., 2009)

3.3.1 Pathogenese

Bei PV liegen Autoantikérper gegen diesmogleiAdsoformen Dsgl und Dsg3 vor, was zur
Destabilisierung der Desmosomen und damit zum Verlust derZEkKdhéasion fihrt Bei
mukosalem (Schleimhaut) Erkrankungsmudiesgen Antikdrper gegerDsg3vor, wohingegenein
mukokutanes(Haut und Schleimhautéjrkrankungsmustemit Autoantikdrpern gegen Dsgl und
Dsg3einhemgeht (Amagai, 1999Hammers and Stanley, 201@ei PF liegen Autoantikdrpern
gegen Dsgl vofAmagai et al., 1999Die Antikérper greifen am haufigsten di&-terminalen
DoménenEC1 und EGfer Dsgan, welche die ZelZeltAdhasion vermittelr{vgl. Kap. 2.1.2)

Wie die Bindung der Antikdrper an Dsg zum Verlust derZ&iAdhasion fuhrt, ist noch nicht
vollstandig verstandenjedoch existieren verschiedene Erklarungsmodelle. Dkésaen alle zur

Pathophysiologie von PV beitragen, ohne siepemseitigauszuschlieRe(Pan et al., 2011)

3.3.1.1 DesmogleifrKkompensationstheorie
Das klinische Bild von PV lasst sich auf ein unterschiedliches ExpressionsmustefisigioDagn
zuriickfuhren. In der Haut wird Dsgl verstarkt in den oberen Schichten der Epidermis exprimiert,

wahrend Dsg3 in den unteren Schichten vorherrschend ist. In Schleimh&auten werden ebenfalls
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beide Isoformen exprimiert, Dsgl jedoch in einer viel geringdfenzentration als Dsg3. Auf
diesem Verteilungsmuster basiert die Theorie der Desmogdlempensation(Abb. 5 (Amagai,
1999)

Pemphigus foliaceus
Skin Mucous membrane

Pemphigus vulgaris
Skin Mucous membrane

aDsg3 only

aDsg3 + aDsg1
— —

Abbildung 5: DesmogleirKompensationsTheorie. Gezeigt ist das unterschiedliche
Expressionsmuster von Desmoglein (Dsg)1 und Dsg3 in Haut und Schleimhaut. Wahrend Dsg3
hauptsachlich in den basalen Schichten der Epidermis exprimiert ist (gelbe Dreiecke), ist Dsgl
hauptsachlich in den oberen Schichten zu finden (griine Dreiecke). Kommt es durdbsdnti
Antikorper ( Dsg) zur Dysfunktion einer der Bisgformen (graue Dreiecke mit X), kann der
Verlust durch das Vorhandensein der jeweils anderen Isoform kompensiert werden und es
entsteht keine Blase. Bei fehlendem Vorliegen der anderen Isoform, kann eine Dysfunktion nicht
kompensiert werden und es kommt zur Blasenbildung. Hammers and Stanley, 2016.

Sie besagt, dass das Vorhandensein einer der Isoformen ausreicht, um die Integritat der Haut und
Schleimhaut zu erhalten, und dass sich Dsgl und Dsg3 durch Koexprimierung in derselben Zelle
kompensieren kdnneriMahoney et al., 1999)So ist beim Vorliegen von Amisg3Antikorpern

lediglich die Schleimhaut von Blasenbildung betroffen, da dort die -Riegzentration fur eine
Kompensation zu gering ist. In der Haut hingegen kann eine isoliertesf3nktion von Dsgl
kompensiert werden und es entstehen keine Blasen. Liegen allerdings Antikdrper gegen Dsgl und

Dsg3 vor, kommt es in Haut und Schleimhaut zur Blasenbildung.

Histologisch ist die Blasenbildung bei PV in den basalen Schichten der Epidermis zu beobachten,
was moglicherweise auf schwéchere ZallVerbindungen mit weniger Desmosomen als in den

oberen Schichten zurlickzufuhren ist. Auch konnte ein besserer Zugang der aus der Dermis
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kommenden Antikdrper ursachlich se{hmagai, 1999)Bei PF, wo nur ArbDsglAntikorper
vorliegen, ist ausschlieBlich die Haut betroffen und der Adhasionsverlust zwischen den
Keratinozyten prasentiert sich histologisch in den Dsgdhen oberen Schichten der Epidermis

(Stanley and Amagai, 2006)

3.3.1.2 Antikérper als sterisches Hindernis

Die AutoantikOrper gehoren Uberwiegend der Ig&thterklasse an, welche das Antigen nicht
vernetzen und somit funktionell monovalent sind. Auflerdem aktivieren sie nicht das
Komplementsystem und ihr Feragment aktiviert nur schlecht Immuneffektorzelléhalberse

and Schuurman, 2002Mausexperimente haben gezeigt, gasowohl bivalente Antikdrper, als
auch monovalente FaBragmente Blasenbildung auslésen kénnéRock et al., 1990Auchkann

ein monovalentes scFsowohl bei Mausen, als auém humanen Hautorga#ulturmodel] die
Erkrankungcauslésen(Payne et al., 20Q3shii et al., 2008Burmester et al., 2020Das zeigt, dass
bei der Pathophysiologieon PV der FeFragmenivermittelte Effekt irrelevant zu sein scheint und
dass die Antikorper direkt die Akantholyse auslgseas alsoModell der sterischen Hinderudg

bezeichnet wirdSharma et al., 2007)

Die Theorialer Krankheitsauslosung durch direkte Stérung der\Wsghselwirkungvird dadurch
bekraftigt, dass die dominant bindenden Epitope von-RMikdrpern die extrazellularen -N
terminalen Doménen von Dsgl und Dsg3 darstdlfakiguchi et al., 2001ind dass diesedirekt
die trans-Interaktion von Dsgd/olekilen zustoren scheinen welche die ZeleltAdhésion von
Nachbarzellen vermittel{Heupel et al., 2008Saito et al., 2012)Antikérper, welche Epitope in
den mittleren und @erminalen Abschnitten der extrazellularen Ddg8manen binden, fehlt

hingegen die pathogene Aktivite sunoda et al., 2003)

3.3.1.3 Hypothese deDesmogleifDepleton

NebenRSYa20RSt f RSNJ aidSNRa O DRSyPepletianAyp&hedizaE deil dek NR
Pathogenese von PV diskutieltachdiesem Modell kommt edurch bivalente PMntikorper zur
Vernetzung und Verklumpung von Dsgas zur Internalisierung von desmosomalem und Richt
desmosomalem Dsg fuhrt und den Einbau von neu synthetisiertem Dsg in Desmosomen
verhindert woraus Dsgverarmte Desmosomen und dangin Verlust der ZelAdhé&sionresultiert
(Oktarina et al., 20L1Hammers and Stanley, 2016jur Dsg3 konnte gezeigt werden, dass es
gemeinsam mit den RGvon den Keratinozytemittels Endozytoseaufgenommen gespalten

und abgebaut wird, was in einer deutlichen Verringerung der Bsg@zentration auf der
Zelloberflache resultierfCalkins et al., 200€irillo et al., 2008)Sogarmonovalente monoklonale
Antikérpersind in der Lagdie Internalisierung und den Abbau von neu synthetisiertem 2sg3

induzierenund somit diedesmosomala Strukturen zu destabilisiereiiMao et al., 2009)
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3.3.1.4 Signalmolekiile und Stoffwechselwege

Es sind aul3erdem zahlreiche Signalmolekile und Stoffwechselwege mit der Pathogenese der
Akantholyse bei PV in Verbindung gebracht wordeimer davon ist dep38 mitogen-activated

protein kinasegp38MAPKSignalwegEs konnte dessen direkte Aktivierung durchl§® gezeigt,

sowie einZusammenhang des Signalwegmeit der Internalisierung von Dsd8ststellen werden

(Abb. 6. Auch kann durch einénhibition des p38MAPK Signalweges diese Internalisierung
verhindert werden(Jolly et al., 2010 Ebensoflihrt eine exogene p38MAPK Aktivierungr zu
Internalisierung von Dsg&in der p38MAPK nachgeschalteter Effektor ist die MAPKAP Kinase 2
(MK2), welcheauchdurch PMIgG aktiviert wird unddurch deren Hemmung ebenso eine Dsg3

Endozytose unterdriickverdenkann(Mao et al., 2014)

p38-independent p38-dependent
PV mAb
Loss of desmoglein — BISIEE_______, 35 o ctivation
adhesion formation
(Nikolsky sign) / \ /
Dsg3 Dsg3
endocytosis | endocytosis

Abbildung 6: Theorie Uber die Rolle dgs38 mitogenactivated protein kinaseSignalweges bei
der Pathogenese von Pemphigus vulgarei scheint bei der Bindung von Pemphigus vulgaris
(PV) monoklonalen Antikdrpern (roAan Desmoglein (Dsg) zum direkten Verlust der-Z&H
Adhasion zu kommerZuséatzlich wirdeine p38 mitogenactivated proteinkinase(p38MAPK -
unabhangigeDsg3Endozytose ausgeldst. Die daraus resultieremiasenbildung scheinden
p38MAPKSignalweg zu aktivieren, wasederum eine p38MARKbhéangigenternalisierung von
Dsg3 von der Zelloberflache auslést und so die Blasenbildung fokdedifiziert nach Mao et al.,
2011.

Wird allerdings di®dsg3Endozytose von Dsgl kompensiert und so eine Blasenbildung verhindert,
wird p38MAPK nicht aktivierEine zusatzliche Inaktivierung von Dsgl durch exfoliatives Toxin,
nicht aber das Toxin allein, aktiviethingegen den p38MAPK Signalwedgduch haben
Mausversuche gezeigt, dass p38MARKockoutMause, welche mit pathogenen monoklonalen
Dsg3Antikérpern behandelt wurden, Blasdrilden. Das legt nahe, dass der Signalweg fir den
Verlust der ZelAdhasion nicht unbedingt notwendig ist, allerdings die Blasenbildung tGber Dsg3
Endozytose verstarken karfiWao et al., 2011)Diese Theorie wird von ExperimentanZellkultur

und menschlicheHautgestltzt die gezeigt habergass dieHemmung von p38MAPK den Verlust
der ZellAdhasion durch polyklonale RYG verhinderrkann nicht jedoch den durch pathogene

monoklonale AntikdrpefSaito et al., 2012)
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Ein der p38MAPK nachgeschaltete Molekil ist ggidermal gravth factor receptor(EGFR)es
gehort zu den transmembrandse RezeplgrrosinKinasenund spielteine tragende Rolle in der
Keratinozytenproliferation unddifferenzierung(Schneider et al., 2008Purch die Bindung von
P\IgG kann dieser p38MARIKhaNngig aktiviert werden, was wiederum in eine DEg@lozytose
mindet. In Mauexperimenten konnte gezeigt werden, dass eine E(BRRition die

Blasenbildung unterdriickBektas et al., 2013)

Ebenso zu Pathogenese von PV tragt das Protoonkodéyc dei. Bei Aktivierung fuhrtes in
epidermalen Stammzellen zur Rekrutierung und Differenzierdtgy.wird normalerweise von
Plakoglobin unterdriickt. Durch RYG kommt es zum Untergang von Dsg3 und auch von
Plakoglobin Dadurch wird ¢Myc enthemmt, was eine Schwachung der -2alhasion verursacht

(Williamson et al., 2006)

Weitere Signalkaskaden, welche mit der Pathogenese von PV in Verbindung gebracht werden,
sind die Ro-A-GTPaséWaschke et al., 2006Caspase(Li et al., 2009)nd Mitochondrien(Chen
et al., 2015)

3.3.2 Symptome
Klinisch kann sich PV sowohl an d&shleimhéauterals auch an der Haut manifestieréfbb. 7).
Die Lasionen beginnen klassischerweise an den Schleimhéauten, hauptséchlich im uddnd

Gaumenbereich, an den Lippen und am Zahnfleisch und kénnen sich auf die Haut ausdehnen.

Abbildung 7: Klinisches Krankheitshild von Pemphigus vulgaa$.Schmerzhafte Lasionen der
Mundschleimhaut sind ein haufig&gscheinungsbild) GroR3flachige Erosionen der Haut. Bilder
modifiziert nach (Porro et al., 2019) (a); (Hammers and Stanley, 2016) (b).

Sie sind durch sehr schmerzhafte, teils groR3flachige Erosionen gekennzeichnet, welche nur
langsam reepithelisieren. Orale Lasionen erschweren die Nahrungsaufnahme und kénnen zu

Gewichtsverlust und Untererndhrung filhren. Andere Schleimhdute (Bindehaut, Nase,

24



Einleitung

Speiserthre, Vagina, Penis, Anus) kénnen ebenfalls betroffen sein. Zusatzlich kann Blasenbildung
an der Haut auftreten, was sich haufig an Rumpf, Leiste, Achseln, Kopfhaut und Gesicht
manifestiert. Dabei werden haufig schlaffe Blasen auf gerdteter Haut beobachtet, welche leicht
einreifen und schmerzhafte  Erosionen  verursachen. Bei  Ausheilung  kénnen
Pigmentveranderungen beobachtet werden, eine Narbenbildung bleibt meisten®au® et al.,

2019 Kasperkiewicz et al., 2017)

3.3.3 Diagnostik
Als diagnostische Mittel dienen neben Kklinischen Tests (NikBlsknomen die Histologie

(HamatoxylirEosinFarbung) und die Immunhistologie (direkte und indirekte Immunfluoreszenz

Farbung)/on perilasionalen HautbiopsiefAbb. 8.

Abbildung 8: Diagnostik bei Pemphigus vulgarisa) Die Histologie zeigt suprabasale
Blasenbildung (roter Sternk) Mittels direkter Immunfluoreszenz kénnen in der Epidermis
gebundene Pemphigus vulgaris Immunglobulin G nachgewiesen werden. Bilder modifiziert nach
(Hammers and Stanley, 2016) (@asperkiewicz et al., 201(H).

Histologisch présentiert sich ein Verlust der -Aelhdsionbei PV in den unten Schichten der
Epidermis, wo es Uber der Basalzellschicht zur Spaltbildung koBenallen Patienten kénnen
mittels direkter Immunfluoreszenz in der Epidermis gebundendg®@nachgewiesen werden. Bei
mehr als 80 % der PRatienten kdnnen mittels indirekter Immunfluoreszenz zirkulierende PV IgG
nachgewiesen werdenDiese konnen mittelsELISAspezifischanalysiert und nachgewiesen

werden, was fur die Diagnosestellung obligat(isin Beek et al., 2017)

3.3.4 Therapie

Die aktuelle Therapie fur PV kann debeitsgemeinschaft der Wissenschatftlichen Medizinischen
FachgesellschafteB2k] SAGf AYAS | dza RSY WIFKNJ uamdp YAG RSY
Pemphigus vulgaris / foliaceus und des bulldsen PemphigoAd/MFRegistesNr.: 0131 T m &

entnommen werden. Zur initialen Behandlumgn P\Wvird eine systemische Therapie naitalen
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Corticosteroiden empfohlen, welche mit einem anderen immunsuppressiven Praparat kombiniert
werden sollte.Einige klinische Studien konnten durch die kombinierte Gabe Hinweise auf einen
steroideinsparenden Effekt bei PV gebdéyafir in Frage kommen Azathioprin, Mycophenolat
mofetil und MycophenolsédureBei schwerenVerlaufen kann das Corticosteroid mit einem
monoklonalen Anti-Clusters of DifferentiatiofCD 20-Antikorper (z.B. Rituximabombiniert
werden. Dieser fuhrt zur Depletion von @Dpositiven BZellen aus dem peripheren BlUine
Meta-Analyse haigezeigt, dass bei 880% der PWatienten durch RituximaBehandlung eine
komplette Remission erreicht werden konn@hmed and Shetty, 2015)\uch hatJolyet al. 2017

eine klare Uberlegenheit von Rituximab in Kombination mit kurzfristiger Gabe von Prednisolon im
Vergleich zur alleinigen Therapie mit Prednisolon aufgezdiljernativ zur téglichen oralen
Corticosteroidgabe kann eine hochdosierte intravendse (i.v.) Pulstherapie an drei
aufeinanderfolgenden Tagen (z.B. Dexamethason) durchgefuhrt werden. Bei besonders schweren
Verlaufen und Therapierefrakteritatird eine Therapie mit intravendsen Immunglobulinen (IVIG)

in 4-6-wochigen Abstanden empfohlen, sowie Immunapherese #wodhigen Abstanden.
Calcineurininhibitoren kénnen zur topischen Behandlung lokaiesionen erwogen werden. Fir

die Anwendung von topische@rticosteroiden gibt es bisher keine Studiendat&enerell zielt

die Therapie von PV auf eine allgemeine Suppression des Immunsystems ab, was viele
Nebenwirkungen mit sich bringt und die Notwendigkeit nach spezifischen Behandlungsmethoden

deutlich macht.

3.4 Proteinkinasen

Proteinkinasen sind eine der grof3ten Enz8operfamilien. Etwa 2 % der eukaryotischen Gene
kodieren fur 518 bekannte Proteinkinasen, wobei die Summe aller Kinasen in einer Zelle Kinom
genannt wird Manning et al., 2002Manning, 2005) Sie katalysieren die Phosphorylierung von
Proteinen, wodurchderen Funktion auf fast jede denkbare Weise verandert werden kann und
nehmen so eine herausragende regulatorische Rolle bei fast allen Aspekten der Zellbiologie ein
(Roskoski, 2015)Bis zu 30 % aller zellularen Proteine werden dadurch inr iAkivitat,
Lokalisation und Affinitdt modifiziert, wodurch die meisten zellularen Prozesse, wie die
Koordination komplexer Signalwege und Signaltransduktion, koordiniert werden. Kinasen
Ubertragen dabei die gammhosphatGruppe von einem Nucleosidtriphosph@TP) meistens
Adenosintriphosphat (ATP), auf die Hydroxygruppe-@@tppe) der Aminoséurereste Tyrosin,
Serin oder Threonin des Proteinsubstrates. Damit gehoren sie zur Enzymklassandéerdsen

(Shen et al, 2005) Zwei Hauptlassen werden unterschieden: solche, die Tyrosin

phosphorylieren, und solche, die Serin und Threonin phosphorylieren, abgesehen von wenigen
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bispezifischen Proteinkinasen, welche beide Gruppen phosphorylieren (z.RKMARylor et al.,
1995) Gegenspieler der Proteinkinasen sind die Proteinphosphatasen, welche das Gleichgewicht
zwischen phosphorylierten und dephosphorylierten Proteinen aufre¢fatiéen. Sie katalysieren
die hydrolytische Abspaltung des Phosphatrestesn Proteiren. Ein Vertreter ist die
Proteinphosphatase 1 (PP1), welche in Zellen reichlich vorhanden ist und zahlreiche

Dephosphorylierungen katalysidiBertolotti, 2018)

3.4.1 ProteinTyrosinKinasen

Es gibt zwei Klassen von ProtdiyrosinKinasen (PTK): rezeptorgebundene, transmembrandse
PTK (RTK) und freie, nichtrezeptorgebundene PTK (NRTK). Bindet ein spezifischer Ligand an die
extrazellulare Rezeptddomane einer RTK, andert der Rezeptor seine Konformation und

dimerisiert.

Dadurch werden TyrosiReste des Rezeptors selbst (Autophosphorylierung) oder von
stormabwarts gelegenen Signalproteinen phosphoryliert, wodurch das Signal nach intrazellular
transduziert wird (Hubbard and Till, 2000)Sie sind Schllsselregulatoren kritischer zellularer
Prozesse wie Proliferation, Differenzierung, Zelluberleben, Zellmigration und Zellzykluskontrolle
(Lemmon and Schlessinger, 2010per RTKverden Signale von Wachstumsfaktoreermittelt,
weshalb diese streng reguliert werden missen, da es im Falle einer Mutation mit desregulierter

Kinaseaktivitat zur malignen Transformation kommen k@inmeJensen and Hunter, 2001)

NRTK sind integrierte Komponenten der durch RTK oder anderen Rezept@enB. @otein-
gekoppelte Rezeptorenoder Rezeptoren des Immunsystenamisgeldsten Signalkaskaden. Die
groRte Subfamilie der NRTK ist die-Bamilie und umfasst elf Mitglieder. Diese spielt eine
wichtige Rolle in Zelldifferenzierungproliferation und -tberleben. So kommt es z.B. bei
Proliferation, stimuliert durch den EGFR, zur Aktivierung von Src. Auch spielt er eine Rolle bei
Zelladhasion;morphologie,-beweglichkeit und Kndenresorption. So ist z.B. diecal adhesion
kinase (FAK) ein fokales Adhasionsprotein und ein Substrat von Src. Auch leiddefi8ente
Mause an Osteopetrose (erhthte Knochendich{Bpskoski, 2004)NRTK sind auch wichtige
regulatorische Komponenten des Immunsystems. Die -Si#familie ist mit der
zytoplasmatischen Doméne von ZytoRezeptoren, wie den Interferen wS1T SLIi2NE | a4 a
und ist an der Pathogenese von entziindlichen und Autoimmunerkrankungen bet&iggt.
Bindung eines Zytokins an seinen Rezepi@rden Rezepteassoziierte]AK aktiviert, wodurch
STAS (Transkriptionsfaktoren) phosphoryliert werden, welche fur Zytedpezifische genetische
Programme entscheidend sir{@anerjee et al., 2017Awh die Signalgebung von aktivierten B

und TLymphozyten ist von multiplen NRTK abhangig. So ist Lck (Mitglied eearBite) mit CD4

und CD8 Rezeptoren voALymphozyten assoziiert. Bei Ligandenbindung wird Lck phosphoryliert,
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was wiederum die NRTK Zap70 rekrutiert, welche stromabwaérts die Aktivierung der Transkription
von ZytokinGenen vermittelt(Gaud et al., 2018)Ebenso wird bei Stimulation des-ZIt
Rezeptors Ly(Mitglied der Srd=amilie)aktiviert, was zur Rekrutierung und Phosphorylierung von

Syk, einer mit Zap70 verbundenen NRTK, fuhrt.

3.4.2 SerinThreoninKinasen
Die SeriAThreoninKinasen(STK)unterliegen ebenfalls komplexen Regulationsmechanisnhen.
Abb. 9 sind mit der Proteinkinase A (PKA), Proteinkinase B (PKB)Xan@roteinkinase C (PKC)

kannte Vertreter gezeigt

RTK GFCR £ A (S5 7.GPCR Receptor
i1 il
% (111N i
}—PIPZ p‘“w A — ?\ Effector
7 p
PIP, DAG [P, il GTP cAMP Second
ATP messenger
| C82+

@ @ i @ Target

Abbildung9: Schematische Darstellung der Aktivierung von SefimreoninKinasen tbesecond
messenger Zahlreiche SeriThreoninKinasen (STKyerden Ubersecond messengeaktiviert.
Hier eine beispielhafte Darstellung der aktivierenden Signalkaskade dreier sehr bekannter STK:
Proteinkinase A (PKA), Proteinkinase C (PKC) und Akt (ProteinkinBsel&)einextrazellularer
Ligand areinen Rezeptor, wird ein Effektor aktiviert, welctercond messengdrerstellt. Diese
aktivieren die STKAC = AdenylatcyclaseATP = Adenosintriphosphat&*=Calcium.cAMP =
cyclisches Adenosinmonophosph&AG=DiacylglyceratG' = G alpha subunit. iG'= G beta
gamma complex.GPCR: G-Proteingekoppelter Rezeptor. GHEGuanosintriphosphat.lP; =
Inositoltrisphosphat. PIS3K = Phosphoinosiilinase. PIRs = Phosphatidylinositel
bisphosphattriphosphat. PLG=Phospholipase RTK = RezeptdiyrosinKinase Modifiziert nach
(Newton et al., 2016)

Diese, und viele weitere Vertreter dieser Gruppe, werden aktiviert Uber sogenasetend
messengerwelche intrazellular als Reaktion auf einen extrazellular bindenden Liganden gebildet
werden (Edelman et al., 198 Hunter, 1991) Dazu gehdren cyclisches Guanosinmonophosphat
(cGMP) und cyclisches Adenosinmonophosphat (CAMP), welche von elfretgrgekoppelten
Guanylatcyclase bzw. Adenylatcyclase gebildet werden. cAMP bindet an dieabhiiRyige PKA,

welche zahlreiche Zellfunktionen wie bspw. den Glykogenstoffwechsel reguliert. Abgebaut wird
das cAMP (bzw. cGMP) von einer Phosphodiesterase (PDE), welche dessen cyclischen Ring spaltet
und dieses so inaktivie(Newton et al., 2016)Weiteresecond messengégiten sich von einem

Phospholipid deZellmembran abPhosphatidylinositolbisphosphat (RJP
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Bindet ein Wachstumsfaktor an eine RTK, wird die Phosphoin@ditidase (PI3K) aktiviert,

welche PIR in PhosphatidylinositeB,4,5trisphosphat (PI§ umwandelt, welches wiederum die

tY. O0lIdzOK a!{dGa 3ISyryyido F{GABASNI® 5AS {dzwmai
Funktionen wie Wachstum, Proliferation und Uberlel{®manning and Cantley, 200 P; kann

auch durch einG-Proteingekoppelten Rezeptor, welcheaan das membrangebundene Enzym
Phospholipase C (PLC) gekoppett in Inositoltrisphosphat (BP und Diacylglycerat (DAG)

gespalten werden. BPhindet an seinen Rezeptor auf der Membran des endoplasmatischen
Retikulums, wodurch Calcium ins Cytosol stromt. Das Calcium bindet entweder direkt an ein
Zielprotein oder aktiviert einen Kalziumsensor, Calmodulin genannt, welche nachgeschaltete
Reaktionen aktivier{Berridge, 2004)DAG aktiviert die Calciuabhangige PKC, deren Substrate

in zahlreichen Stoffwechselwegen involviert sind.

3.5 Pantene

PamGene ist eine niederlandisches Biotechnologieunternehmen, welches eine Technologie zur
Messung der spezifischen Aktivitat von intrazelluléRenteinknasen entwickelt hatDiese kann

die KinaserAktivitat in Echtzeit messen und bietet so die Mdglichkeit, Einblicke in molekulare
Mechanismen von Krankheiten zu bekommen und kannAuifklarung von Zellsignalprozessen

beitragen.

3.5.1 PamGeneechnologietbersicht

Die PamGene 3D-PeptideMicroarrayTechnologie umfasst die PamsStation und das
Einwegprodukt PamChibb. 10® 5SNJ t | Y/ KAL) 0 Sa i S K(arraysdedbeid A S NI o
jeder dieser Trageraus einer pordsen Keramikmembran besteht, algren 3DOberflache

Peptide immobilisiert sind. Es gibt PamChips (&FK mit 144 immobilisierten Peptide, und

PamChips fur F, welche 196 Peptideaufweisen Diese aus 13 Aminosauren bestehenden
Peptidsequenzen enthalten Phosphorylierungsstellen, welche aus der Literatder o
rechnerischen Vorhersagen bekannt sind und von einer oder mehreren zu untersuchenden
Kinasen phosphoryliewerden Die PamStation kann drei PamChips gleichzeitig aufnehundn

tibernimmt den eigentlichen Messvorgang.
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PamStation®12 PamChip®4 array spot Porous membrane
(4 arrays) (144 spots) (1 peptide) (~300,000 pores)
—p — < o
5mm 0.1mm 0.01lmm

Abbildung 10: Ubersicht tiber die PamGerEechnologie.Die PamStation kann bis zu drei
PamChips gleichzeitig ladeBie Ubernimmt die Messung der Kinaskktivitat. Jeder PamChip
enthalt vier Probentragerafray9, welche aus einer porésen Membran bestehanf welcher
Peptide immobilisiert sind. Modifiziert naétamGene International, 2018.

3.5.2 Arbeitsablaufler Messungn

Der Arbeitsablauf des PamCHjnaseAssaysbesteht aus drei ArbeitsschritterfAbb. 11):
Probenvorbereitung1l), PamChi#\ssay(2) und Datenanalyse (3 Schritt 1werden aus dem
zerkleinerten Gewebe die Proteine extrahiert.Sohritt 2wird das Lysat einer Gewebeprobe auf
einen der vier Probentrager des PamChips gegeben. Dementsprechend kdnnen vier Proben pro
PamChip gleichzeitig gemessen werden. Zusétzlich wird eine Losung, bestehend aus ATP und
einem fluoreszenzmarkierten ArBhosphatAntikorper, auf die Probentrdger gegeben. Die in
dem ProteinLysat vorhandenen Proteinkinasen phosphorylieren die auf der Membran des
PamChips immobilisierten Peptide, indem sies daTP verstoffwechseln. Die ARthosphat
Antikdrper binden an diese PhospHaeste. Wahrend deAssayswird die Probenldsung aktiv
durch die porése Membran gepumpt, was den gesamten Prozess beschleunigt. Befindet sich die
Ldsung unter der Membran, werden Bilder von ihr von eiokargedcoubled devidg CCD)
Kamera der PamStation aufgenommen. Innerhalb des einstiindigen Messvorgangs werden
insgesamt 15 Bilder aufgenomme®chritt 3 Die Intensitat der Fluoreszenz jedes immobilisierten
Peptides korreliert dabi direkt mit dem Ausmafd seiner Phosphorylierungl nimmt im
Messverlauf stetig zu. Die Fotos werden im Folgenden von der BioNav&tarare verwendet,

um kinetische Datenkurven von allen Peptiden zu erstellen. Aus den Informationen, welche
Peptide wie stark phosphoryliert wurden, kénnen Rickschlisse auf Basis bekannter Daten
gezogen werden, welche Kinasen an der jeweiligen Phosphorylierung eines Peptides beteiligt

waren.
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. PamChip®4 Real Time monitoring and measurement
PamStation®12 of (enzyme) reaction kinetics

. Data
Lysis analysis
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Abbildung 11: Arbeitsablauf desPamChipKinaseAssays (Step1): Zunachst werden die Proben
durch Gewebelyse auf die Messung vorberei{8tep2): Das Proteirenthaltende Lysat wird mit
Adenosintriphosphat (ATP) und einem fluoreszierenden -RhtisphatAntikbrper in den
Probentrager de®amChip gegebenDie in dem Lysat vorhandenen Kinasen phosphorylieren die
auf der porésen Membran immobilisieren Peptide, indem sie das ATP verstoffwechseln. Der
Antikérper bindet an diese PhosphReste.Die Probenldsung wirtvdhrenddesseraktiv durch

die Membran gepumpt, was den Prozess beschleuni¢tep 3): Uber den einstiindigen
Messvorgandiinwegnimmt die PamStation 15 Bilder vaer mit Peptiden besetzten Membran
auf. Die Fluoreszer@tarke jedes Peptides korreliert dabei direkt mit dem Ausmaf seiner
Phosphorylierung. Die BioNavigai®oftware analysiert die Bilder und erstellin&tische
Datenkurven fir jedes Pepti€CD =<hargedcoubled devideADP = Adenosindiphosphailder
modifiziert nach (PamGene International, 2018; ResearchGate, 2021).

3.6 Glucocorticoide

Glucocorticoide (GC) zahlen zur Gruppe der Corticosteroide, welctmir Klasse der
Steroidhormonegehdren Zu dieser Gruppe gehdren neben d&C die Mineralocorticoide
(Aldosteron) und Sexualhormone (Androgene und Ostrogé®ieehl et al., 2019)Sie werden in

den Mitochondrien der Nebennierenrinde in einem komplexen Prozess synthetisierteitad

sich wie alle Steroidhormonevom Cholesterin ab weshalb ihre Grundstrukturdas
charakteristische SteraGertist des Cholesterin beinhaltefMiller, 2013) Der natirlich
vorkommende, aktive Hauptvertreter d&Cist das Cortisol. Beim Gesunden wird etwa 10 mg am
Tag produziert, kann allerdings unter Stress auf bis zu 400 mg am Tag ansteigen. Die Cortisol
Produktionunterliegt demzrkadianen Rhythmus. So liegen am Morgen sehr hohe und am Abend
sehr niedrige Cortisékonzentrationen im Blut vor. Cortisol wird zum inaktiven Cortison

metabolisiert(Czock et al., 2005)
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3.6.1 Wirkmechanismus

Der umfangliche Wirkmechanismus von GC ist noch nicht abschlieRend geklart, jedoch existieren
verschiedene Theorien, welche unabhangig voneinander besteben. sich gegenseitig
bestarken kénner(Abb. 12. Der wichtigste Wirkmechanismusn GCscheintdie genomische
Modulation zu sein welche zur Veranderung der Gempression fuhrund alsTransaktivation
bezeichnet wird Dabei diffundiert das lipophile GC durch die Plasmamembran und bindet
hochaffin an einen cytosolischen GC Rezeptor (cGCR), woraufhin sich dieser Kalsiplex
Homodimerin den Nucleus transloziert. Dort binder an GCresponse element¢GRE)der
PromoterRegion vonGGregulierten Genen, woraufhin diese verstarkt transkribiert und die
Synthese von bestimmten regulatorischeantziindungshemmendeRroteinen aktiviert werden

(Spies et al., 201 Vandewalle et al., 2018)

glucocorticoid
cell membrane cytoplasm responsive element nucleus nuclear membrane

7 l l |

mRNA

glucocorticoid DNA :
N S N

h( - up-regulated synthesis
\ / transactivation of proteins
cg”\/\
\/
\ transrepresston

glucocorticoid

no

// no binding mRNA
" down-regulated synthesi
vanscrpon . AV OPW— s
DNA

factor NF-xB |

NF-kB responsive element

Abbildung 12: Zellularer Wirkmechanismus von GlucocorticoiderGlucocorticoide (GC)
diffundieren durch die Plasmamembran ins Zytodel Zelleund binden dort an einen GC
Rezeptor (GCR), woraufhin dieser Komplex in den Nutlensloziert. Entweder der GCR bindet
dort als Dimer an ein GGQesponsive elemender DNA und aktiviert so die Synthese
antiinflammatorischer Proteine, was als Transaktivation bezeichnet wird, oder der GCR bindet als
Monomer an proinflammatorische Transkriptionsfaktor@+) sodass deren DNBindung und so

die Synthese proinflammatorisch@ Proteine unterbunden wird was wiederum als
Transrepression bezeichnet wird. Zu diesen TF gehdrt nebenndetear factor* .(NF ) das
activator proteinl (AR1) (nicht gezeigt). Abbilduntach(van der Goes et al., 2014)

Ein weiterer Wirkmechanismus umfasst die physische Interaktion von monomeren GCR-mit pro
inflammatorischen Transkriptionsfaktoren (TF), wodurch die Aktivitdt des TF DNAdindung
beeinflusst und unterdriickt wird, was alsamsrepressiorbezeichnet wird. Diese TF sind u.a. das
activator protein 1 (AR1l) und der nuclear factor® . (NF® ), welche zu denwichtigsten

entziindlichen Transkriptionsregulatoren gehdren. Durch deren Binavirdydie Synthese pro
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inflammatorischer Proteine runterreguliert(Coutinho and Chapman, 2011) Diese
Transrepressionblypothese wird unterstitzt voim vivo Experimenten an Mausen, bei denen der
Wildtyp ("""')-GCR durch einen Dimerisierungsdefektéf’d™) ersetzt wurde(Frijters et al.,
2010) Als Folge blieb die Repression derlAgbhangigen Transkription proinflammatorischer
Gene intakt, die GR&bhangigeTransaktivationwurde jedoch unterbunden(Reichardt et al.,
1998) Ebenfalls konnte bei den GERI™Mausen durch GC ein ausschlieRlich vOIR® .
aktiviertes, proinflammatorisches Gen unterdriickt werd@eichardt et al., 2001 Auch bleibt
die dualspecificityPhosphatase 1 (DUSP®elche ein entscheidendes entziindungshemmendes
Gen darstelll bei GCR™IMmMzausen durch GC vollstandig induzierbar. Die
dimerisierungsunabhangige, transrepressive Wirkung von GC scheint eng an DUSP1 gekoppelt zu
sein, da eine induzierte Entzindung bei DU&RdckoutM&ausen durch GC nicht unterbunden
werden konnte(Abraham et al., 2006)

Interessanterweise dephosphoryliert und inaktiviert DUSP1, Mitglieder der NFaRHlie, wie die
c-JunN-terminalen Kinasen (JNK) und die p38MAPKanklin and Kraft, 199,7wobei letztere
nachgewiesenermallen eine Rolle in der Pathogenese von PV spielt (vgl. Kap. 2.3.1). So
vermindert eine Expression von DUSP1 das Signal deruddkp38MAPKSignalwege, inhibiert

die Expression zahlreicher proinflammatorischer Gene und hemmt damit u.a. die Produktion der
Zytokine Tumornekrosefaktér (TNF1) und Interleukin6 (Il-:6) (Chen et al., 2002)So zeigen
DUSPZY-Makrophagen eine deutlich verlangerte Aktivitat von JNK und p38MAPK, was in einer
Uberproduktion dieser proinflammatorischen Zytokine und einem antiinflammatorischen Zytokin,
IL-10, mindet(Chi et al., 2006)

Allerdings sind Wirkung von GC durch Transaktivation und Transrepression nicht einfach zu
trennen (Vandewalle et al., 2018%0 treten einige Nebenwirkungeson GC, wie Hyperglykamie,

nur bei GCR™ Mausen auf, wahrend andere Nebenwirkungen wie Osteoporose, sowohl bei
GCRimdim Mzusen als auch bei GE&R' Mausen auftreten(Rauch et al., 2010)Auch sind
GCRimdim Mause signifikant anfalliger fiieine durch Lipopolysaccharide ausgelostkute
Lungenatzindung unter GTherapie(Kleiman et al., 2012Vettorazzi et al., 2015wéahrend
GCR™dm Mzuse als auch GER" Mause mit irritativen Hautentziindungendurch GC

gleichermalien geschitgind(Reichardt et al., 2001)

Neben dem bereits erwéhnten DUSP1 undOLgibt es weitere Gduzierte GendClark, 2007)

Eines davon ist der G@duzierte LeucisZipper (GILZ), welcher mit APundNFS . Ay i SNJ 3A S
und deren Funktion unterdricktAyroldi and Riccardi, 200%uch wird Annexin A1 (AnxAl), ein
Calciumabhangiges Phospholipliindendes Protein, durch GC induziert. So zeigenxAl

defizente Mause eine insuffiziente Unterdriickung der Entziindung durdii&@on et al., 2003)
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und eine Verabreichung von AnxAgowie auch HL0, kann eine Teilwirkung von GC nachahmen
6t SNNBGGA Iy R AdkKkidénlj-didéfidedtd Mause angebronischen Entziindungen
und Autoimmunerkrankunge(Kuhn et al., 1993Rennick et al., 1995Wahrend die Aktivierung
des GILZens von einer Dimerisierung des GCR abhangig zu sein qétmjatsky et al., 2003)

ist der Regulationsmechanismus vofiLlLund AnxAl unklar.

3.6.2 Wirkung

Die Initiierung der Immunantwort beginnt mit der Aktivierung des Komplementsystems,
woraufhin Immunzellen rekrutiert werden, welche Zytokine produzieren, wodurch das adaptive
Immunsystem aktiviert wirdAkira et al., 2006)Zum adaptiva Immunsystem gehéren-Tund B
Lymphozyten. HelferZellen sezernieren Zytokine, welche als Botenstoffe entweder an der
zellvermittelten Immunantwort beteiligt sind oder -IB/mphozyten stimulieren, welche zur
Antikdrperproduktion angeregt werdeifJaneway et al., 2001)GCregulieren die Produktion
proinflammatorische TF undZytokine runter (vgl. Kap. 2.6.1woraus einefehlende TFZelt
Aktivierung und somit ein&nterdriickung der Entziindungsreaktion und eine immunsuppressive
Wirkung resultiert Au3erdem kann di®ekrutierung von Immunzellen durch Unterdriickung von
Adhasionsmolekilen am Ort der Entzindgshemmt werden (Czock et al., 2005EC sind auch
mit der Unterdriickung der Reifung und Funktion von dendritischen Zellen in Verbindung gebracht
worden, welche nach Kontakt mit einem Antigen naiveZdllen aktivieren und somit eine
Immunantwort einleiten(Rutella and Lemoli, 2004Ahuch werden sie in tolerante dendritische
Zellen umgewandelt, welche beiZEllen einen hyporeaktiven Zustand ausldsen und die Bildung
von regulatorischen T f) Zellen induzieren kénne(Rea et al., 20Q0Coutinho and Chapman,
2011) GC konnen auch direkt auf CD4Eéllen wirken und so 410 sezernierende & Zellen
induzieren welcheT-HelferZell 1 Thl) -Antworten und Autoimmunitét reguliere(Hawrylowicz,
2005) Auf zellularer Ebene kdnnen GC die Apoptose wZrellEn induzieren, was ebenfalls die
Entzindung reduzier{Sorrells and Sapolsky, 20080 kann durch eine GC Ruilserapie die
Apoptose von HelferZellen bei Patienten mit Autoimmunerkrankung eingeleitet werden
(Leussink et al., 2001Auch BLymphozyten sind voainer GGTherapie betroffen. So kommt es
durch GC zur Verringerung der Zahl naiveteBen sowie einer Erschopfung der zirkulierenden,

antikdrperproduzierenden Plasmazell@ranzillotta et al., 2019)

Neben der gewiinschten entziindungshemmenden und immunsuppressiven Wirkung von GC gibt
es zahlreiche unerwiinschte Nebenwirkungerelche quasi alle Organsysteme betreffen kbnnen
Dabei treten verschiedene Nebenwirkungen bei bis zu 90 % der Patienten auf, die GC fur mehr 60
Tage einnehmei(Curtis et al., 2006 Mdgliche Nebenwirkungen umfassen das muskuloskelettale

(Osteoporose, Myopathien), endokrinologische  (Diabetes  mellitus, Dyslipidamie,
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Gewichtszunahme Wachstumsstorungen, Nebennierenrind8appression), kardiovaskulare
(Hypertension, KHK), neuropsychiatrische (Depressior@&immungsschwankunggrund das
ophthalmologische (Katarakt, Glaukom) Sys{@ray et al., 2016)

3.6.3 Prednisolon

Prednisolon ist ein synthetisches Gilches etwa die vierfache Wirkstarke des kdrpereigenen
Hydrocortisons besitzt (Thiessen et al.,, 1976)Der Wirkungseintritt variiert je nach
Darreichungsform. So startetr nach Injektion bereits nach Minuten, wahrend die Wirkung bei
Tabletteneinnahme erst nachd2 Stunden einsetzt. Prednisolon wird in der Leber metabolisiert
und hormonell inaktiviert, bevor es renal eliminiert wird. Die Halbwertszeit wird nach dteia
Stunden erreicht, wahrend die Wirkdauer bis zu B6betragen kann. Die Dosierung fur

Erwachsene schwank je nach Bedarf von¢1180 mg taglici{Gelbe Liste, 2021)

3.6.4 Clobetasol

Clobetasol z&hlt zu den topisch applizier@®& Entsprechend ihrer Effektivitat werden topische
GCin 4 Klassen eingeteilt, wobei Clobetasol der héchsten Klasse zugeteilt wird und somit eine
sehr starke Wirkung hgfAubertWastiaux et al., 2011)Es findet Anwendung in der Behandlung

nichtinfektidser entziindlicher Hauterkrankungen (Gelbe Liste, 2016).

3.7 Forschungsziele

In dieser Arbeit wird der Fokus adfe Untersuchung der Wirkung von Glucocorticoiden im
HautorganKulturmodell, sowiedie Identifikation neuer Angrikiele bei der medikamentdsen
Therapie von PV gelegt. Genauer beleuchtet werden soll die Rolle von Ffatasen im

Pathomechanismus der Erkrankung.

Dafir werden mit PMAntikdrpern behandelte Hautproben im HautorgEalturmodell mithilfe
der PamGendechnologie auf deren intrazellulare ProtéimaserAktivitdt untersucht. Somit
kénnen einzelne Kinasedifferenzert auf deren Beteiligung bei der Pathogenese von PV

beleuchtet werden.

Sofern sich in ihrer Aktivitat signifikant ver&nderte Kinasen identifizieren lassen, wird in
weiterfihrenden ZellkulttHExperimenten untersucht, ob eine Inhibition der beteiligten Kinasen in
mit P\fAntikdrpern behandelten Keratinozytemn KeratinozyterDissoziationsAssayzu einer

Starkung der ZelellAdhéasion beitragen kann.
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4 Material

4.1 Gerate

Tabellel: Verwendete Gerate
Deutschland (DE), Japan (JPNlederlande (NEYereinigteKonigreich (UKVereinigte Staaten

von Amerika (USA)

Gerat

Modellbezeichnung

Hersteller

37 °C Trockenschrank

Binder
Serial No.10-17114

Binder GmbH, Tuttlingen, DE

CQ-Inkubationsschrank

Hera cellCQ-Inkubator

Haeraeus Konzern, Hanau, DE

CQ-Inkubationsschrank

HeroCell Vios 250i GO

Haeraeus Konzern, Hanau, DE

Inkubator

Cryostat Leica CMB0O50S LeicaMikrosysteme Vertrieb
GmbH; Wetzlar, DE

Eindeckautomat Leica CMB0O50S Leica Mikrosysteme Vertrieb
GmbH; Wetzlar, DE

Feuchte Kammer 300T LabArt UG und Co. KG;
Waldbrittelbrunn, DE

Fluoreszenzmikroskop BZ9000 Keyence; Osaka, JPN

Gefrierschrank20 °C LGPV6520 Liebherelnternational
Deutschland; Biberach an der Ri
DE

Gefrierschrank80 C TSX400V Thermo Fisher Scientific;
Waltham,USA

Kuhlplatte fur Paraffin EG 1130 Leica Mikrosysteme Vertrieb
GmbH; Wetzlar, DE

Kuhlplatte fir Paraffin aus| TissueTek® Sakura Finetek Europe B.V.;

der Routine Alphen aan den Rijn, NE

Kuhlschrank +4 °C KS95 Liebherelnternational
Deutschland; Biberach an der Ri
DE

Magnetrihrer mit Heizungl RSM04H Phoenixinstrument GmbH,;
Garbsen, DE

Mikroskop Leitz Biomed Leica Mikrosysteme Vertrieb

GmbH; Wetzlar, DE
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Mikrotom Model

1140/Autocut

Leica Mikrosysteme Vertrieb
GmbH; Wetzlar, DE

Mikrowell Plattenlesegeral

Promega GloMax Discover
Microplate Reader

Promega GmbH, Walldorf, DE

#GM3000
Neubauer Zahlkammer # 430150 Paul Marienfeld GmbH & Co. K@
LaudaKénigshofen; DE
Pan&ation Panm&ation 12 PamGenédnternational BV;
Herzogenbusch, NE
ParaffirAusgieBKonsole | TissueTek® TEC TM5 Sakura Finetek Europe B.V,;

embedding station

Alphen aan den Rijn, NE

ParaffinStreckbad MEDAX WB24 MEDAX GmbH; Neumuinster, RE
Co. KG

pHMeter inolab® pH7110 Xylem Analytics Germany Sales
GmbH & CoKG (WTW);
Weilheim,DE

Pipetten Research plus (0-B0>L, 220 | Eppendorf AG; Hamburg, DE

>L, 26200>L, 1061000>L)

Pipettenfller

Hirschmani“ Pipetus™ Akku
Pipettenflller

Thermo Fisher Scientific;
Waltham,USA

Tischzentrifuge Micro Centrifuge, Modell SD | Carl Roth GmbH & Co. KG;
220VAC Karlsruhe, DE

Vortex VortexGenie 2 Scienctific Indsutries, Inc.;
Bohemia, New York, USA

Waage Highland HCB3001 AdamEquipment Ltd.; Milton
Keynes, UK

Wasserbad Typ 1004 Gesellschaft fur Labortechnik
mbH; Burgwedel, DE

Zentrifuge Zentrifuge 5810 Eppendorf AG; Hamburg, DE

37



Material

4.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle2: VerwendeteVerbrauchsmaterialien
Deutschland (DE), Japan (JPN), NiederlégN&Osterreich (AUTVereinigte Staaten von

Amerika (USA)

Material

Bezeichnung +
Artikelnummer (#)

Hersteller

Biopsie Stanze 4 mm /6
mm

# 48401 / # 48601

KAl Europe GmbKBolingen; DE

Cryomolds Tissue Tek® Intermediate Sakura Finerek Europe B.V.; Alph
(15x15x5 mm) aan den Rijn, NE
# 4566

Deckglaschen # H878 Carl Roth GmbH + Co. KG;

Karlsruhe, DE

Einfriermedium

TissueTek® O.C.T. Compoun

ThermoFisher Scientific; Walthan

#6769006 USA
Fettstift DAKO Pen Agilent; Santa Clara, USA
# S2002

Handschuhe Grofe M

Pehasoft® latexfree
powderfree
# 942197

PAUL HARTMANN AG; Heidenhg
DE

Inserts

TClInsert 6 Well, 4m Pore
#83.3930.041

Sarstedt AG & co.; Numbrecht, D

InsulinSpritzen

BD MicreFinet U-100
Insulinspritzen

Becton Dickinson GmbH;
Heidelberg, DE

#324827

Klingen LEICA 819 Leica Biosystems Nussloch Gmb
# 14035838925 Nussloch, DE

Objekttrager SuperFrost Plus Thermo Fisher Scientific; Walthar

#J1800AMNZ

USA

PamChip microarrays

ParaffinKassetten

Einbettkassetten
# 70025

MEDITE Medical GmbBurgdorf,
DE

Pasteurpipetten

3 mL PE unsterile

Th. Geyer GmbH & Co. KG;

#1131303 Renningen, DE
Petrischale 92x16mm Sarstedt AG & co.; Niumbrecht, D
#821,472
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Pinzetten

Nicht vorhanden

Nicht vorhanden

Pipettenspitzen mMmn >[ % | 1 nZwmliSarstedt AG & co.; Numbrecht, D
Haon >[Z | T1Tnd]
maonn >[ % | T

Praparatemappen #51.850042 Marburger STS GmbH & Co KG,

Marburg, DE

Reaktionsgefalie 0,2 mL

PCR SingleCap 8®oftstrip 0,2
mL, farblos
#710970

Biozym Scientific GmbH, Hess.
Oldendorf, DE

Reaktionsgefalie 1,5 mL

SafeSeal Gefald 1,5 ml
#7696751

Sarstedt AG & coNUmbrecht, DE

Reaktionsgefalie 2,0 mL

SafeSeal Gefal 2,0 ml
#72,695,006

Sarstedt AG & co.; Nimbrecht, D

Serologische Pipette

25 mL, #86.1685.001
10 mL, #86.1254.001
5 mL, #86.1253.001

Sarstedt AG & co.; Nimbrecht, D

Spatel

Nichtvorhanden

Nicht vorhanden

Sterile Filtervorrichtung

Filtropur S 0,2
# 83.1826.001

Sarstedt AG & co.; Numbrecht, D

Steriles Einwegskalpell

Einwegskalpell
#02.001.30.010

FEATHER Safety Razor Co., Ltd.
Osaka, JPN

Transwellplatte, steril

TCPlatte
6 Well: # 83.3920500
12 Well: # 83.3921.500

Sarstedt AG & co.; Numbrecht, D

Transwellplatte, steril

TCPlatte 96 Well / Mikroplatte
# 655901

Greiner BieOne International
GmbH; KremsmunsteAUT

wasserfeste Unterlage

MoliCare® Premium
# 161061

PAUL HARTMANN AG; Heidenh¢
DE

Zellkulturflaschen 75 ct

TCFlasche T75, Stand,
Vent.Cap.
#83.3911.002

Sarstedt AG & co.; Niumbrecht, D

Zentrifugenréhrchen 15 m

Falcon Rohre 15 mL
#62.554.502

Sarstedt AG & co.; Niumbrecht, D

Zentrifugenréhrchen 50 m

Falcon Rdéhre 50 mL
# 62.547.254

Sarstedt AG & co.; Niumbrecht, D
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4.3 Reagenzien

Tabelle3: Verwendete Reagenzien
Deutschland (DE), Japan (JRM¥einigteStaaten von Amerika (USA), Vereinigtes Konigi&i&)

Reagenz Artikelnummer Hersteller

10x Tris Buffered Saline (TBS) | # 1706435 Bio-Rad Laboratories GmbH,
Feldkirchen, DE

Aceton # 15568494 Thermo Fisher Scientific; Walthar
USA

Bovines Serumalbumin(BSA) # 30036578 Thermo Fisher Scientific; Walthar

fur BCAProteinAssay USA

Bovines SerumalbumifBSA) #0163.2 Carl Roth GmbH + Co. KG;

fur KeratinocyterDissoziations Karlsruhe, DE

Assay

CalciumchlorieDihydrat # 24610500 Th. Geyer GmbH & Co. KG
(Chemsolute); Renningen, DE

Crystal violet solution 1 % # 54862-9 SigmaAldrich; St. Louis, Missouri,
USA

4,6-Diamidin2-Phenylindol # 010620 Southern Biotech; Birmingham,

(DAPIFluoromountG®

USA

Destilliertes Wasser

Nicht vorhanden

Klinisch Experimentelle
Forschungseinrichtung; Universit
zu Lubeck

Dispase 5 U/mL # 07913 Stemcell Technologies Germany
GmbH; KoéIn, DE

5 dzf 0 Sphd3pgh&ebuffered | # 14196094 Merck; Darmstadt, DE

saline (DPBS)

Esel Normalserum # 017000121 Jackson ImmunoResearch Europ

Ltd.; Ely, UK

Ethanol
(70 %, 96 %, 99,8 %)

70 %: # T913.3
96 %: #T171.4
99,8 %: # K928.4

Carl Roth GmbH + G€G;
Karlsruhe, DE

Fetales bovines Seru(®BS)

# FBS5R0500

Bio & Sell GmbH;
Feucht/Nurnberg, DE

# 78420 or # 78426 or | Thermo Fisher Scientific; Walthar|
# 78427 or # 78428 USA

Halt phosphatasenhibitor
cocktail (100x)

40



Material

Halt proteaseinhibitor cocktail,
EDTA fre€100x)

# 78437 or # 78425 or #
78439

Thermo Fisher Scientific; Walthar
USA

Hank'sbalancedsalt solution
(HBSS)

# 14045

Thermo Fisher Scientific; Walthar
USA

Kalibrierpuffer
pH=4,7,10

4: # 1134.0252.
7:# 1137.0252.
10: # 1140.0252

Th. Geyer GmbH & GG
(Chemsolute); Renningen, DE

Keratinocytegrowth medium 2
supplemenmix
calcium chloride

500 mL# G20011
For 500 mL: #-89016
For 500 mL: #-84005

PromoCell GmbH; Heidelberg, DE

Methylenblau

# A514.1

Carl Roth GmbH + Co. KG;
Karlsruhe, DE

M-PER Mammalian Extraction
Buffer

# 78503 or # 78501 or #
78505

Thermo Fisher Scientific; Walthar
USA

Natriumztrat-Dihydrat # STBG2259V SigmaAldrich; St. Louis, Missouri,
USA

Phosphate Buffered Salifi@BS) | # 20012027 Thermo Fisher Scientific; Walthar

x1, 7,2 pH USA

Piercet Coomassie Plus #23236 Thermo Fisher Scientific; Walthar|

(Bradford) Assay Kit USA

RNAlater # 1017980 Qiagen GmbH, Hilden, DE

Roti®-Histofix 4% Carl Roth GmbH + Co. KG;
Karlsruhe, DE

Trypanblue solution (34 %) # 15250061 Thermo Fisher Scientific; Walthar

USA

Trypsir/ # P16023100 PANBiotech GmbH; Aidenbach, [
Ethylendiamintetraessigsaure

(EDTA

Tween® 20 # P941650ml Sigma; Kawasaki, JPN

2 At f ENMedit s # BS.F1115 Bio & Sell GmbH; Feucht, DE
Xylol # 108633 Merck; Darmstadt, DE

Ziegen Normalserum # X0907 DAKO GmbH; Jena, DE
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4.4 Medikamenteund Inhibitoren

Tabelle4: Verwendete Medikamenténhibitoren
Deutschland (DEYereinigte Staaten von Amerika (USA)

Medikament

Artikelnummer

Hersteller

Prednisolut 250 mg

PZN14142152

Mibe GmbH, Brehna, DE

Clobetasotl 7-protrionat-
Creme(0,5 mglL g Creme)

Nicht vorhanden

WandelsApothekeSt. Hubertus, ®M3-
Gronay DE

Basisceme

Nicht vorhanden

Wandels Apotheke St. Hubertus, Grol3
Gronau, DE

Inhibitor KX2391

Katalog Nr. S2700

Selleck Chemicals LLC, Houstd®AU

Inhibitor PF573228

Katalog NrS2013

Selleck Chemicals LLC, HoustdhAU

Inhibitor PP2

Katalog Nr. S7008

Selleck Chemicals LLC, Houstd®AU

Inhibitor PRT062607

Katalog Nr. S8032

Selleck Chemicals LLC, HoustdhAU

Inhibitor RK 24466

Katalog Nr. S0020

Selleck Chemicals LIHDuston, BA

Inhibitor Saracatinib

Katalog Nr. S1006

Selleck Chemicals LLC, Houstd®AU

Inhibitor SU 6656

Katalog Nr. S7774

Selleck Chemicals LLC, Houstd®AU

4.5 Antikérper

Tabelle5: Verwendete Antikorper
DeutschlandDE) Heavy chain +ight chain(H+L), Hamagglutinin (HAjmunglobulin Klasse G
(IgG) Vereinigtes Konigreich (URjJereinigte Staaten von Amerika (USA)

Antikorper

Artikelnummer

Hersteller

Anti-HA high affinity, rat
monoclonakntibody

# 11867423001

Roche Deutschland Holding GmbH;
GrenzachNyhlen, DE

Goat antimouse 1gG (H+L)
Alexa Fluor 488

# A11029
clone: polyclonal

Thermo Fisher Scientific; Waltham, US

Goat antirat IgG (H+L) Alex
Fluor 594

# A11007

Invitrogen AG; Carlsbad, CA, USA
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fragment

Mouse antthuman # SM2037PS 5G11 OriGene Technologies, Inc.;
desmogleir3 clone: polyclonal Rockville, MD, USA

Goat antimouse 1gG (H+L) | # 115165146 JacksonmmunoResearch Europe Ltd.;
Cy3conjugated clone: polyclonal Ely, UK

Mouse antihuman # AM26377PtN 5G11 OriGene Technologies, Inc.;
desmogleinl clone: monoclonal Rockville, MD, USA

Intratect 509/, # 624101 Biotest Pharma GmbH, Dreieich, DE
Immunglobulin vom

Menschen VI1Q

Singlechain variable Nicht vorhanden Freundlicherweise zur Verflgung geste

von Herr Dr. Dr. Christoph Hammers

4.6 Software

Tabelle6: Verwendete Software

Japan (JPNINiederlande(NE)

Software Hersteller

BZIl Analyzer Keyence; Osaka, JPN
BZII Viewer Keyence; Osaka, JPN
ImageJ Public domain

GraphPad Prisr@

Graphpad Software, Inc

BioNavigator®

PamGenénternational BV; Herzogenbusch, N
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5 Methoden

5.1 HautorgarKulturmodell fiir Pemphigus vulgaris

Das humane Hautorgaikulturmodell ist ein standardisiertd®estSystemum in vitro die Wirkung
pharmakologischeSubstanzen auf humane Haut zu evaluieren. In diesem Modell bleiben alle drei
Hautschichten inklusive Desmosomen und Desmoglefixpressiondevel, erhalten und alle
Zellenverbleibenin ihrer physiologischen Nischmd Orientierung Somit bietet dieses etablierte
Modell eine interessante Alternative zu Zellkufubzw. Maumodellen in der Pemphigus
vulgarisForschung(Burmester et al., 2019) In dieser Arbeit soll innerhalb dieses Modells der
Einfluss vorGCauf dieintraepidermale Blasenbildung getestetowie die intrazellulare Kinase

Aktivitat ermittelt werden.

5.1.1 Aufbau und Anwendung

Fur das humane Hautorgafulturmodell wurde Haut vorgesunderPatienten verwendet, welche
elektiven Schodnheitsoperationen unterzogen wurden. Diese wurde freundlicherweise von der die
Operation durchfiihrenden Praxis/Klinik zur Verfligung gestdllie Genehmigung der
Ethikkommission der Universitat zu Libeck liegt vor (Antragsnummer096 siehe Anhang).

bl OK 9NXKIfd RSNJI I} dzi ¢ dzZNRS °R biSzarSveitergh Beakbkitung | Y Q &
gelagert.Die Kultivierung der Haut sollte so schnell wie mogbpitestengedoch24 h nach der
Operation erfolgen FiUr die Kultur wurde lediglich unversehrte Haut verwendet, also ohne
Narben, Tattoos odekeberfleckenIn der nachfolgendeabelle7 sind Informationentiber die

Hautund deren Spendeaufgelistet.

Zu Beginn wurde mittels Einwegskalpellen das Fettgewebe getrimmt und die Haut in 1 cm x 1 cm
grofRe Quadrate geschnitten. Dabei sollten alle drei Hautschichten erhalten bleiben. AnschlieRend
gdzZNRSY RAS 1 1dziadNO1S Ay SAYSNI YAG 2AffAlFYQa 9

Eis, zwischengelagert.

Folgende Schritte fanden unter einer sterilen Bank statt. In die verwendeten Traietddn mit

2S ¢ 2S8ffa 6dNRS 2SgSAta w Y[ 2AfEtAFYQa -9 aSRA
9AYyal G1T SAy3aSKNy3dldod 5A5aS 9AyaNGT S KFHdidSy SAyS$s
E Medium hindurchtreten und die Hautstiicke versorgen konnte. Die Epidermis hatte derweil
weiterhin Kontakt zur Luft, wodurch weitestgehend physiologische Bedingungen simuliert wurden
(Abb.13.

Der Einfluss vo®Cwurde in diesem Modell sowohl durch intradermale Injektian Prednisolon
als auch durch topische Applikation in Form \@lobetaschaltiger Creme untersucht. Beide

Applikationsformen wurden auf einer jeweils eigenen Trans®itte durchgefuhrt. Zusatzlich
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wurde pro Probandenhaut eine Platte mit Proben angelegt, welche fir die Analyse der
intrazellularen Kinaséktivitat in der PamSation verwendet wurden. Die drei verschiedenen
PlattenLayouts sind bis zu einem n = 5 durchgefiihrt worden. Im Folgenden sind diese

aufgeschlusselt.

Tabelle7: Informationen Uber die Herkunft der Haut

Durch didaborinterne Hautnummer lassichdie verwendete Haut spezifisch zuordnen. HS steht
dabei furhuman skinAufRerdem ist aufgelistetn welchem Experiment die Haut Verwendung

fand.
Hautnummer Patienteninformation Lokalisation Experiment
(Geschlecht, Geburtsjahr)

HS 26022 weiblich, 1967 Brust PamGene

HS 26023 weiblich, 1976 Bauch PamGene

HS 20026 weiblich, 1982 Bauch PamGene
Prednisolorinjektion

HS 20027 weiblich, 1988 Bauch PamGene
Prednisolorinjektion
ClobetasoiTopisch

HS 26028 weiblich, 1980 Bauch PamGene
Prednisolorinjektion
ClobetasoiTopisch

HS 26029 mannlich, 1954 Bauch PamGene
Prednisolorinjektion
ClobetasoiTopisch

HS 20030 weiblich, 1943 Oberarm PrednisoloAlnjektion
ClobetasoiTopisch

HS 21001 weiblich,1984 Bauch ClobetasoiTopisch

Mittels Einmallnsulinspritze wurde die Injektionslésung, welche immer ein Gesamtvolumen von

50 uyL aufwies, in die Dermis injiziert. Hatte eine defadnisolonlnjektion ein niedrigeres
Gesamtvolumen, wurde dieses mi dzf 6 S O O 2 Q abufferéid 2salihdkDPBSS auf 50 L
aufgestockt. Fiur jede Transwéllatte wurde mindestens eine Positivkontrolle (PC) und eine
Negativkontrolle (NC) angefertigt. Die PC bestand aus 28,2 uL des scFv (Konz. 1,6 pg/uL), verdinnt
in 21,8 puLDPBS Dadurch konnte kunstlich einatraepidermale Blasenbildung wie bei PV
simuliert werden. Die NC bestand aus 30 pL menschlichem IVIG (Konz. 50g/L), verdunnt in 20 pL

DPBS. Hier wurde keine Blasenbildung erwartet. AnschlieBend wurden die Hautproben auf den

TransweHPlatten fur 24 h ab der letzten Injektion bei 37 °C und 5 %n&biert.
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Abbildung13: Mit Hautprobenbestiickte TranswetPlatte. Die TranswelPlatte wurde zun&chst
mit 2 mL William&Medium pro Wellbestiickt AnschlieBend wurden die 1 x 1 cm grol3en,
beimpften Hautproben auf einem Wetllinsatz fir 24 bei 37°C/ 5% CQinkubiert.

Platten-Layoutder Prednisoloninjektion

In diesem PlatteLayout wurde Prednisolon zusétzlich zum scFv in verschiedenen
Prainkubationszeiteninjiziert. Dabei wurde neben dePCund NC eine Probelediglich mit
Prednisolon(45 pL/ 0,25 mM beimpft. Sokonnte gezeigt werden, dass Prednisolon otst-v

keine Blasenbildung auslost.

Eine Probe wurdeum Zeitpunkt 0 h mit 28,2 pkcFvund 11,2 puL Prednisolorl(mM), beimpft.

Zwei weitere Proben wurden zum Zeitpunkt O h zunéchst fur 2, bzw. 4 h, mit 22,5 pL (0,25 mM)
Prednisolon prainkubiert, bevor auch hier 28,2 pL $&f pg/pLlund weitere 22,5 pL (0,25 mM)
Prednisolonappliziert wurde. Der nachfolgendefMabelle 8kann das genaue Injektioif®&chema
entnommen werdenAm Ende deProzedurhatte jede Hautprobe die gleiche Menge salid
Prednisolon erhalten. Swar eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse gegebiar sollte untersucht

werden, ob eine PrednisoleRrainkubation das Ausmalf3 der Blasenbildung beeinflusst.
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Tabelle 8: Zeitlicher Ablauf derAntikdrper/Prednisoloninjektion in die Hautproben auf der
TransweltPlatte. In der Zeit zwischen den Injektionen wurden die Platten bei 37 360 C®

inkubiert.
Zeit nach Prednisolon-Injektion + scFv Prednisolon-Injektion + scFv Prednisolon-Injektion + scFv
1. Injektion 0h 2h 4h
Oh Prednisolon 11,25 pL (1 mM) + Prednisolon 22,5 pL (0,25 mM) Prednisolon 22,5 pL (0,25 mM)
scFv 28,2 uL (1,6 pg/ulL)
2h - Prednisolon 5,6 L (1 mM) + -
scFv 28,2 plL (1,6 pg/ul)
4h - - Prednisolon 5,6 pL (1 mM) +
scFv 28,2 uL (1,6 pg/uL)

Platten-Layout dertopischen Applikation von Clobetasol

Nebender PCund NCwurden drei Proben angelegt, welche supraepidermal mit Creme behandelt
wurden. Auf jedes Hautstiick wurden 1,5 g angewendet. Zwei Proben wurden wirkstoffloser
Basiseeme ausgesetzt, wobei eine davon zusatzlich eine-Bg€ktion (28,2 pL [1,6 pg/pL])
erhalten hat Die dritte Probe wurdesbenfalls mit einer scFHwjektion sowieClobetaschaltiger
Creme(0,5 mg/g)behandelt(vgl. Kap. 3.6.4)m letzten Well wurdesine Prednisolonlinjektion 4 h
Probe (s. Plattenlayout Prednisolorinjektion) als Kontrolle mitgeftihrt, um einen direkten
Vergleich von topischer und injiziert&CGApplikation zu haben.

Tabelle9: Behandlungsschema der Haftroben im PlatterLayout der topischen Applikation
von Clobetasol

Zeit nach Basiscreme Basiscreme + Clobetasol-Creme +
1. Injektion scFv scFv
Oh Basiscreme 1,5 g Basiscreme 1,5 g + Clobetasol-Creme 1,5 g

scFv 28,2 pL (1,6 pg/uL) (0,5 mg/g) +

scFv 28,2 uL (1,6 pg/ulL)

Platten-Layout fur die Analyse der Kinagkktivitat mit PamGeneTechnologie

Bei diesem Projekt wurdejeweils zweiPC zweiNG sowie zwei Proben mirednisolor und

scFvinjektion mit 4stindigerinkubationszeit verwendet.

Nach Ablauf der 24 h Inkubationszeit erfolgte @imte der Hautproben. Dabei wurdaliese in
kleinere Stucke geteilt. @ den PlattenLayouts Prednisolorinjektion und der topischen

Applikationvon Clobetasoiwurde jede Hautprobe in jeweils zwei Viertel und eine Hélfte geteilt.
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Abbildung 14: Durchfihrung des humanen Hautorgafulturmodells. 1) Die Haut wurde
getrimmt und in 1 x 1 cm grof3e Stlcke geschnit(nh 3) Intradermale Injektion von 50 pL
PrednisoloAL6sung 4) Inkubation derbeimpften Hautproben fir den jeweiligen Zeitraum (hier
Bsp. 4 h)5) Intradermale Injektion von Antikérper und Prednisol@)Inkubation der Proben fir
24 h ab der letzten Injektion. AnschlieRende Ernte der Proben je nach Piagemm Biopsie
Hautstanze mittig aus der Probe fur dlamGeneAnalyse 8) Teilen der Proben zur Einbettung in
Paraffin und Cryomatrix9) Halbieren bzw. viertelrder Probe zur Einbettung in Paraffin und
Cryomatrix, sowie wegfieren von Probe in RNAlater®@@i’C zur RNBolation.

Ein Viertel wurde fir die HEArbung in eine ParaffiBinbettkassette abgelegt und fimehrere

Tage in RotHistofix 4% fixiert.Im Weiteren wurden die Proben mittels Paraffiinbettautomat

mit der Schnittkante nach unten in Paraffin eingebetteDas andere Viertel wurdéir die
Immunfluoreszen#&arbungin ein Cryomold Einbettschalche) gefiillt mit TissueTek O.C.T.
Compound (Einfriermedium), mit der Schnittkante nach unten eingebettet. AnschlieBend wurde

dieses bei20 °C tiefgefroren und dann be80 °C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert.

Die verbliebene Halfte der Harobe wurde fir eine RNAIsolation in einem RNadecien
Reaktionsgefafigefiillt mit 400 uL RNlater, fir 48 h bei +4 °C gekihlt. AnschlieRend wurden

diesebis zur weiteren Verarbeitung bed0°Ceingefroren.

Bei der Erntader Proben,welche fir diePamGeneAnalyse bestimmt waremnwurde je Bedingung
ein Hautstick halbiertEine Halfte fur die HEFarbung, die andere fur die Immunfluoreszenz

Féarbung (s.0.). Die andere Probe jeder Bedingung wundeeiner 4 mm BiopsieHautstanze
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mittig gestanzt welche unmittelbar in einem RNa$eien Reaktionsgefal} in fluissigem Stickstoff

schockgefrostetind anschlieRend be80°C gelagert wurde.

5.1.2 HamatoxyliREosinFarbung
Die HEFarbung wurde bei allen Hautproben durchgefiihrt, um das Ausmaf der Blasenbildung

entlang detkomplettenEpidermis quantitativ genau auszuwerten.

Aus den entstandenen ParaffiBiocken wurden zunachst mit einem Mikrotom 4 pum dicke
Hautschnitte angefertigt. Diese wurden in ein warmes Par&treckbad gegeben und
anschlieRend auDbjekttragern platziert, welche dann Uber Nacht in einer’@7Trockenschrank
gegeben wurdenEs wurden lediglich vollstdndig intakte Schnitte verwendet, welche vor dem

Trocknen unter einem Lichtmikroskop beurteilt wurden.

Fur die eigentliche HE&arbung wurden die Hautschnitte zunachst fir 20 min in Xylol
entparaffiniert, gefolgt von wenigen Sekunden in zwei weiteiylotBadern. Darauf folgte eine
Rehydrierung der Schnitte durch kurzes Schwerikeginer absteigenden Alkoholreif&thanol

100 % (1), Ethanol 10% (2), Ethanol 9646, Ethanol 70%] mit abschlieRendengilen in
destilliertem Wasser.Nun wurden die Schnitte fir 5 min in Hamatoxylin eingefarbt, mit
anschlieendem spiilen in Leitungswasser. Danach wurden sieSskuBdenn Essigsaure und
Alkohol geschwenkt, mit Leitungswasser gespdllt, in einer Ammoniakldsung Sakuden
geschwenkt und erneut in Leitungswasser grindlich gewassert. Jetzt folgte die Gegenfarbung in
einer EosiFLosung fur 3@0 Sekundenabhangig vom Alter der Losurgum Schluss wurden die
Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe [96 Ethanol, 1006 Ethanol, Xylol (1), Xylol (2),

Xylol (3)] dehydriert und abschlieend mithilfe eines Eindeckautomaten eingedeckt.

5.1.3 Quantitative histometrischeAuswertung

Von den gefarbten Schnitten wurden unter dem Lichtmikroskaop dem BZlI-Viewer in
100facher VergroRerungicht-tberlappende Fotos der gesamten Epiderdsige geschossen.
Dabeiwurde jedes dieserFotos mit aufsteigender Nummerierungl - x) als visual field (VF)

bezeichnet. Das erste Fogdes Schnittsvurde mit einem 100 pnMal3stabsbalken versehen.
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VF 4

Abbildung 15: Nicht-tUberlappende Fotosler Epidermis Die geféarbten Schnitte wurden entlang
der kompletten Epidermis in mehrererisual fields(VF)abfotografiert Von den Aul3enrandern
des Schnitts wurde jeweils 200 um subtrahigdte Linien)

Die Ausmessung der Schnitte erfolgte mit dem Programm ImageJ. Dabei wurde in jedem VF mit
einer segmentierten Linie die komplette Lange der Epidermis suprabasal ausgemessen.
AnschlieRend wurde, sofern vorhandenit der gleichen Technilie Lange der intraepidermalen

Spaltbildung bestimmt und diesdurch die Gesamtlange der Epidermgeteilt, wodurch die

prozentuale Spaltbildung in jedem VF bestimmt wurde L z

P 'QQYA G 6 & QipQDieeidten bzw. letzten 200 pm des ersten bzw. letzten VF wurde von
der Gesamtlange der Epidermis subtrahiert, um Fehler durch mdgliche Schneideartefakte zu

vermeiden.

Abbildung 16: Ausmessung der epidermalen SpaltbildungExemplarisches Beispiel fur die
Ausmessung derisual field{VF). Zunachst wurde mit ImageJ die komplette Lange der Epidermis
abgemessen (blaue Linie), gefolgt von der Messung des Blasenanteils (rote Dimiggiden
Werte wurden in ein prozentualégerhaltnis gesetzt.
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5.1.4 Direkte Immunfluoreszerzarbung

Die direkte ImmunfluoreszenfDIF}Farbung wurde bei allererstellten HautorganKulturen
durchgefuhrt. Dabei wurde auf das bereits injiziesieFvgefarbt, welches an die Keratinozyten
bindet. So konnte nachgewiesen werden, dass eine Bindung des Antikeragments mieiner

epidermalen Blasenbildung in Zusammenhang steht.

Vor der Farbung wurden die in TissueTek O.C.T. Compound tiefgefrorenen Proben mit einem
Cryostat in 6 um dicke Proben geschnitten und auf Objekttragern platziert. Bis zur weiteren

Verwendung wurden diese bed0°C gelagert.

Auf jedan Objekttrager waren 2 identische Schnitte Verlauf der DIF wurde eBchnittmit, der
andere ohnesekundaren Antikorperinkubiert. Dadurch konnte dieSpezifitat destertiaren
Antikorpers Uberprufund auf jedem Objekttrager einfCder Farbung mitgefihriverden

Tabelle 10: Verwendete Losungen und Antikorp&rerdinnungen fur die direkte
Immunfluoreszenz-arbung des variablen Einzelkettenfyaents.

Waschpuffer 100 mL 10Xris buffered salin€TBS)
500 pL 2M Calciur@hlorid (Ca@)

900 mL NanoPure destilliertes Wasser
500 pL Tweer20

Blockpuffer 0,5 g Bovines Serumalbumin (BSA)
In Waschpuffer auf Endvolumen von 50 mL verdiinnen und ¢

filtern mit 0.22 um Filtropur

Sekundarer Antikorper | Ratte AnttHA monoklonaler Antikdrper High Affinity 0,1 pg / puL
Verdinnung 1:100 in Blockpuffer

Tertidrer Antikorper Alexa Fluor 594 Ziege ARatte IgG (H+L)
Verdinnung 1:200 in Blockpuffer

Vor der Farbung mussten zundchst Waschpuffer und Blockpuffer angesetzt wésiéée
Tabelle). Fir die eigentliche Farbung wurden die Schnitte zunachst in einer Feuchtkammer fir 3
min bei Raumtemperatur getrocknet. AnschlieRend wurden diese mit einem Fettstift umrandet
und fir jeweils zweimaB min mit Waschpuffer gewaschen. Danach wurde fir 30 min mit
Blockpuffer inkubiert, um unspezifische Bindestellen fir die Antikorper zu blockidtenwurde

der sekundare Antikorper, verdinnt in Blockpuffer, furréih auf den Schnitten inkubiert. Darauf
folgte dreimal 3 minwaschen der Schnitte mit Waschpuffer. Wahrenddessen wurde der in
Blockpuffer verdunnteertiare Antikbrper mit einer Tischzentrifuge bei Maximalgeschwindigkeit

und 4°C fir 5 min lichtgeschutzt zentrifugiert. Dann wurde die bendtigte Menge an Antikorper
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Verdinnung aus dem oberen Teil des Reaktionsgefalles auf die Schnitte pipettiert. Nach der
Inkubationszeit von 30 min wurden die Schnitte erneut dreimal 3 min mit Waschpuffer
gewaschen, bevor siey A (i -Dimmidire2-phenylindol (DAPI)FluoromountG eingedeckelt
wurden. AbschlieBend wurden die Schnitte flr v bei Raumtemperatur lichtgeschutzt
getrocknet undanschlieend bei20 °C in einer Praparat®lappe gelagert. Das Abfotografieren

der Schnitte sollte 24 h nach Abschluss der Farlaufaigen

a) b)

Abbildung 17: Bindeverhalten des variablerEinzelkettenfragments in menschlicher Haut.
a). Gezeigt ist mit direkter Immunfluoreszenz gefarbtes anti-Dsglanti-Dsg3 variables
EinzelkettenfragmeniscFv)(rot) und n QDRiamidin2-phenylindol (DAPI{blau). Dadurch kann
eine Bindungdes scFvan die Keratinozyten gezeigt werdeh): Direkte Immunfluoreszenz
Farbung eines Schnittseiner mit menschlichem intravenésemimmunglobulin G (IVIG)
behandelten Hautprobe. Es istin scFwnachweisbarMafstabsbalken: 100 pum

5.1.5 ImmunfluoreszenFarbung

Um den genauen Ablagerungort fir das scFvzu zeigen, missenim nachsten Schritt id
entsprechende Antigere (Desmogleil & -3) mittels Immunfluoreszenz (IF}Farbung
nachgewiesen werderDie IFauf Dsglund Ds@ wurde bei allen erstellten Hautorgankulturen

durchgefihrt.

Vor der Farbung wurden die in TissueTek O.C.T. Compound tiefgefrorenen Proben mit einem
Cryostat in 6 um dicke Proben geschnitten und auf Objekttragern platziert. Bis zur weiteren

Verwendung wurden diese bed0°C gelagert.

Auf jedem Objekttrager waren 2 identische Schnitte. Im Verlauf der IF wurde ein Schnitt mit, der
andere ohneprimaren Antikorper inkubiert. Dadurch konnte die Spezifitdt degundaren
Antikérpers Gberprift werden. Somit wurde auf jedem Objekttrdger eM€ der Farbung

mitgefuhrt.
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5.1.5.1 Desmogleirl-Farbung

Tabelle11: Verwendete Losungen und Antikdrparerdiinnungen zur Farbung von Desmoglein
1

Waschpuffer Phosphatebufferedsaline (PBS)pH 7,2
Blockpuffer PBS
10 % ZiegeiNormalserum(ZNS)
Primarer Antikorper Mausanti-humanDesmogleinrl Antikdrper
Verdinnung 1:100 in PBS
2 %ZNS

Sekundarer Antikdrper | CyM3-komjugierter AffiniPure Zieganti-Maus 1gG
Verdinnung 1:200 in PBS
2%ZNS

Nachinitialer Trocknungder Schnitte fir 10 mirbei Raumtemperatyrwurden diese fir 10 min
bei -20 °C inAcetonfixiert. AnschlieBend wurdgeder Schnittmit einem Fettstift umrandetund

fur zweimal 5 mirmit PBS gewaschebBaraufhin wurden die Schnittiéir 20 minmit 10 % Ziegen
Normalserum (ZNrainkubiert und blockiertOhne Wascén wurde run die Verdinnung des

primaren Antikorperauf die Schnitte pipettiert und Gber Nacht bei 4ifikubiert.

Am Folgetag wurden die Schnitte dreimalig fir 5 min mit PBS bei Raumtemperatur gewaschen.
Waéhrenddessen wurde die Verdiinnung diegkundaren Antikorpers mit der Tischzentrifuge bei
Maximalgeschwindigkeit fur einige Sekunden lichtgeschitzt zentrifugiert. Dann wurde die
benttigte Menge an sekundérer AntikdrpeVerdinnung aus dem oberen Teil des
Reaktionsgefalles auf die Schnitte pipettiert und fir 45 min in der Feuchtkammer bei
Raumtemperatur lichtgeschitzt inkubiert. Danach wurden diese erneut dreimal mit PBS fir 5 min
gewaschen und abschlieBend mit DAPI Fluoromdaumingedeckelt. Nach dem Trocknen fiir 60

min bei Raumtemperatur wurden sie bis zur weiteren Verwendung2feiC gelagert.

In Abb. 18ist ein Beispielfoto der Farbung dargestellt.

53



Methoden

5.1.5.2 Desmogleir8-Farbung

Tabelle12: Verwendete Losungen und Antikdrparerdiinnungen zur Farbung von Desmoglein
3

Waschpuffer Phosphatebuffered salindPBS)pH 7,2

Blockpuffer PBS
10 %ZNS

Primérer Antikorper MausAnti-Human Desmoglei3
Verdinnungl:50 in PBS
2 % ZNS

Sekundarer Antikorper | Alexa Fluor 48&iege AntiMaus IgG@heavy + light chain
Verdinnung 1:200 in PBS
2 % ZNS

Nach initialer Trocknung der Schnitte fir 10 min bei Raumtemperatur, wutggse fir 10 min

bei -20 °C in Aceton fixiert. AnschlieBend wurde jeder Schnitt mit einem Fettstift umrandet und
fur zweimal 5 min mit PBS gewaschen. Daraufthin wurden die Schnitte fir 20 min mit 10 % Ziegen
Normalserum (ZNS) préainkubiert und blockiert. Ohne Waschen wurde nun die Verdinnung des

primaren Antikdrpers auf die Schnitte pipettiert und tber Nacht bei 4 °C inkubiert.

Am Folgetag wurden die Schnitte dreimalig fir 5 min mit PBS bei Raumtemperatur gewaschen.
Waéhrenddessen wurde die Verdiinnung diegkundaren Antikorpers mit der Tischzentrifuge bei
Maximalgeschwindigkeit fur einige Sekunden lichtgeschitzt zentrifugiert. Dann wurde die
benttigte Menge an sekundérer AntikdrpeVerdinnung aus dem oberen Teil des
ReaktionsgefalRes auf die Schnitte pipettiert und fir 45 min in der Feuchtkammer bei
Raumtemperatur lichtgeschutzt inkubiert. Danach wurden diese erneut dreimal mit PBS fir 5 min
gewaschen und abschlieRend mit DAPI Fluoromdaumingedeckelt. Nactlem Trocknen fli60

min bei Raumtemperatur wurdesie bis zur weiteren Verwendung b&l0 °C gelagert.

In Abb. 18ist ein Beispielfoto der Farbung dargestellt.
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Abbildung 18  Immunfluoreszen#Zarbung von Desmogleinl und Desmoglei8.

a): Gezeigt ist das Immunfluoreszegefarbte Cadherin Desmoglein(rot) undn QRiamidin2-
phenylindol (DAPI{blau) b): Gezeigt ist das Immunfluoreszenz gefarbte Cadherin Desmegjlein
(griin) undDAPI (blay)Mafistabsbalken 100 pm.

5.2 Messung deKinaseAktivitatmit derPamGenel echnologie

Die Haustanzen mussten zunachst fir die eigentliche Messungder Panttation vorbereitet
werden. Dafir wurden die Proben erst mechanisch zerkleinert, bevor aus ihnen mittels eines
LysePuffers die vorhandenen Proteinsoliert wurden. Nachdem das entstandene Lysat auf
ausreichende Prote#fonzentration getestet wurde, konntedie Kinasa im ProteinLysatauf
deren Aktivitdt in der PamStationgemessen werden. Im Folgenden sind die Einzelschritte

detailliert beschrieben.

5.2.1 Anfertigung von Hat$chnitterflr die PamGendessung
Zu Beginnwurden die 4 mm Biopsi¢dautstanzenmechanisch zerkleinertDie Hauproben
wurden mittels eines Cryostats uiele einzelneSchnitte zerlegt, wodurch die Gesamtoberflache

des Gewebes deutlich erhdéht wurde.

Vorbereitend wurde der Cryostat auf eine Temperatur von mindeste@8 °C vorgekihilt.
AulRerdem wurden beschriftete 1,5 mL Reaktionsgefalie fir eine Stund@8®mEC tiefgekihilt,
wodurch ein spateres Anhaften oder Schmeld®s Gewebesn der Innenseite der Gefalie
verhindert wurde. Die Proben, Reaktionsgefalle, sowie eine Pinzette, wurdenQiyostat
platziert. Zum Schneideder Hautstanze wurdeliesemit ultrareinem Wasser auder Praparate
Halterung des Cryostats festgefroren, da regulares Cryomddin€riermedium nicht mitder

PamStatiorkompatibel ist.
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Nach dem Schneiden der Hautstanze in 30 um dicke Schnitte, wurden diese vorsichtig mit der
Pinzette in den préparierten Reaktionsgefall platzieDie Schnitte mussten wahrend der
Handhabung durchgéngig gefroren bleibem die Struktur der Proteine nicht zu zerstor®abei

war die Integritat der Schnitte weniger entscheidend als bei histologischen Schnitten, da lediglich
die Proteine aus dem Gewebeextrahiert wurden. Die Gewebeschnitte enthaltenden

Reaktionsgefalie wurden bis zur weiteren Verarbeitung&®@pPC gelagert.

5.2.2 AnfertigungdesGewebelLysas

Im nachsten Schritt wurden aus den zerkleinerten Hautstanzen mittels einesPluffses die
Proteine extrahiert. Dabei sollten alle Proben in der gleichen Weise bearbeitet werden, um
Vergleichbarkeit zu wahren. Alle verwendeten Proldaisungen und GeféalRe wurdé&altgestellt
verwendet. Wahrend der Prozedur musste schnellstméglich gearbeitet werden, weshalb nicht

mehr als 46 Proben gleichzeitig bearbeitet wurden.

Eine Zentrifuge wurde auf 4 °C vorgekihlt, sowie alle Lésungen und GefalRe auf Eis gestellt. Der
LysePuffer wurde hergestellt, indem Halt Phosphatasénhibitor- und Half™ Protease Inhibitor
Cocktail 1:100 iM-PER" (Mammalian Protein Extraction Reaggrerdiinnt, und anschlieBend

auf Eis gestellt wurdd?ro Probe wurden mindestemgei 200 pL Reaktionsgeféale beschriftet und

auf-20 °C vorgekunhlt, in welche spater das fertige Proelgisat abgefiillt wurde.

Die mit den Hautschnitten geflillten Reaktionsgefal3e wurden nun-80rfC auf Eis gestellt, wo

sie fir 2 min belassen wurdenschlieRend wurde, je nach Gewebemenge;160 uL Lyse
Puffer zu den gefrorenen Gewebeschnittdmninzugegeben. Dabei wurde durch mehrmaliges
resuspendieren der Mixtur miginer Pipette das Gewebe zerkleinert, wurde eine weitestgehend
homogene Ldsung entstand. Dabei musste vorsichtig agiert werden, um die Struktur der Proteine
nicht zu verandern. Danach folgte eine Inkubation 8aspensiormuf Eis von 30 min, in welcher

dieseregelmalRigzur Forderung des Prozessesmengt wurde.

Nun wurden die ReaktionsgefalRe in der vorgekihlten Zentrifuge fir 15 min / 4 °C bei maximaler
Geschwindigkeit zentrifugiert. AnschlieRend wurde das Uberstehende Lysat mit den geltsten
Proteinen auf die gekihlten 200 pL ReaktionsgefalRe verteilt. Dieses wurde auf mindestens 3
GefalRea 20 pyL pro GefaR aliquotierum GefrierAuftau-Zyklen des Lysats zu vermeiden. Aus
einem dieser Aliqgua wurde im Weiteren mittelsBicinchoninsdure BCA Protein Assaydie
ProteinKonzentration des Lysats bestimmtda fur die PamGeneMessung eine
Mindestkonzentration bendtigt wurde Die anderenAliquots wurden in flissigem Stickstoff

schockgefroren und bis zweiteren Verwendung beBO °C gelagert.
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5.2.3 Bestimmung der Proteinkonzentration im Lysat

Zur Bestimmung der Proteldonzentration wurde ein BGPRroteinAssay mittels
Mikroplattenverfahren durchgefuhrt.Diese Methode beruht auf dem Prinzip einer Biudret
Reaktion.Zunachst mussteine AlbuminStandardReihe hergestellt werden. Daflr wurde der
Inhalt einer 1 mlbovines Serumalbumi(BSA)Ampulle mit einer Konzentration von 2 mg/mL in
insgesamt neun 1,6iL ReaktionsgefaRen verdinmabei wurde das gleiche Verdinnungsmittel
verwendet wie bei den ProbeM-PERM. Das genaue Herstellungsschema der AlbuStandard

Reihe ist der folgendenabelle13 zu entnehmen.

Tabelle 13: Verdiinnungsschema fiidas Mikroplatten-Verfahren (Arbeitsbereich = 2@000
Hg/mL)

Gefald Volumen des Volumen und Herkunft des FinaleBSA
Losungsmittels [uL] BSA [uL] Konzentratioug/mL]

A 0 300 vom Standard 2000

B 125 375 vom Standard 1500

C 325 325 vom Standard 1000

D 175 175 GefalR B Losung 750

E 325 325 Gefald C Lésung 500

F 325 325 Gefall E Losung 250

G 325 325 Gefald F Losung 125

H 400 100 GefalR G Lésung 25

I 400 0 0 = Leerprobe

Quelle: ThermoFisher Scientific, Pietd@CA Protein Assay Kietzter Zugriff an30.01.2024.

Das hergestellte Lysat wurde vor der Durchfiihrung des Assays 1MIEPERM verdinnt, um
sicherzugehen, dass die gemessene Pret@inzentration innerhalb des Arbeitsbereiches von 20
2000 pg/mL liegt. Dafir wurde 6 pL des Lysats mit 54 puL des Verdinnungsmittels gemischt.
Aulerdemwurde ein Arbeitsreagenz (WRgesetzt, welches im Verhdltnis 50:1 aus Béagenz

A und BCAReagenB bestand.Reagenz A, ein Carboruffer, der BC/&Reagenz enthalt, und

Reagenz B, eine Kupfersulfatlosung, ergaben zusammen eine grine L6sung.

Fur das MikroplattesVerfahren wurde eine 98VellPlatte verwendet.Es wurden 25 uL jeder
verdiinntenProbe bzw. Standards in zweifacher Ausfiihrung in ein Mikroplatteh pipettiert.
AnschlieRend wurden 200 pL BCA WR pro Well hinzugegeben. Nach kurzem Durchmischen der
Komponenten wurde dieQ6-Well-Platte fir 30 min bei 37 °C inkubierDabei kam es zum
Farbumschlag des WR von griin zu violett, welcher linear zur Proteinkonzentration in der Lésung
zunahm. Danach wurdemit einem Plattenlesegeratlie Extinktionder Ldsungenbei einer

Wellenlange vom60 nm gemessen. Di¥erte derReplikate wurden gemittelt.
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Ene Standardkurvevurde erstellt indem die mittlerenAbsorptionswerte der Standardgegen
ihre jeweilige Konzentration agétragenwurden. Diese wurde dann verwendetim dieProtein

Konzentration jeder Prohéasierend auf inrem mittleren Absorptionsweru ermitteln.

5.2.4 Messungund Interpretationder KinaséAktivitatmittels PamGenelechnologie
Daalle Gewebd.ysateausreichende Proteinkonzentratien aufwiesen, konnten alle 15 Proben
fur die PamGeneéMessung verwendet werden (5XNC / 5xPC / 5xPrednisolon+scber.
eigentliche Messvorgang wurde freundlicherweise von Colin Ostedatyrwissenschatftlicher
Doktorand der Arbeitsgruppe Ludwig, durchgefiihrt. Die erhobeM@sswertewurden mittels
der zugehdrigen BioNavigatoi®@pftwae analysiert.Bei der Interpretation der Ergebnissear
nicht der Absolutwert der KinageAktivitdt in jeder Probe entscheidend,sondern der

Aktivitatsunterschied zwischen zwei verschieden behandelten Pr@hBiNCvs.PC).

Es stellte sich heraus, dass der VergleichNGrnvs. P@Gie interessantesten Ergebnisse lieferiie
diesem Vergleich waren in d@Cinsgesamfacht Kinaserin ihrer Aktivitat signifikant gesteigert.

Um die erhobenen Ergebnisse zu validieren, wordellkulturExperimentedurchgefihrt in
welchen durch moglichst spezifische Inhibitoren die entsprechenden Kinasen gehemmt und so
deren Rolle im Pathomechanismus bei lfrteilt werden sollte.Fir sieben der insgesamt acht
aktivierten Kinasen konnte ein geeigneter Inhibitor gefunden werden, welche im Weiteren

einemKeratinozyterDissoziationfAssayauf deren Wirkung getestet wurden.

5.3 Zellkultur

Die Zellkulturist eine etablierte, weit verbreitetéMethode. Sie erlaubt eindJntersuchungder
Physiologiades ZellStoffwechselsinter standardisierten Bedingungewelchein vivonicht ohne
weiteres moglich warenMit Zellkulturen kann das Verhalten einzelner Zelltypen ohne den
Einfluss von systemischen Schwankungen untersucht weiabeihandelt es sich in der Regel

um Zellen, die dem urspriinglichen Gewebe (durch enzymatische, mechanische, oder chemischer
Dissoziation), einer Primarkultur oder einer Zelllinie entnomnveurden. Dabeiwird unter
strengen sterilen Laborbedingungenin einer kontrollierten Umgebunggearbeitet was
Temperatur, Gase und Driicke beinhalt8te sollte dién vivaUmgebung erfolgreich imitieren, so

dass die Zellen in der Lage sind, auf kontrollierte Weise zu tberleben und sich zu vermehren

(Philippeos et al., 2012)

5.3.1 Humane adulte niedriges Calcium hohe Temperatur Zellen
Fur dieZellkulturExperimente wurden humane adulte niedriges Calcium hohe TempeZatlan

(HaCaizellen) verwendetDabei handelt es sich um eiine vitro spontan transformierte Zelllinie
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humaner adulter Keratinozyten, welche immortalisiert, allerdings nicht tumorauslésendrund
vivo nicht invasiv sind. Auch nach vielen Passagen behalten HEellem ihre Fahigkeit zur
normalen Differenzierung bei und bieten somit ein geeignetes und stabiles Modell fir
Verhornungsstudien(Boukamp et al., 1988)Bei niedrigen Medium-Kalziumkonzentrationen
(0,020,1 mM) wachsen Keratinozyten sehr schnell und bilden ledigliehZeitlschicht Sie weisen
keine Desmosomen auf, wohingegébg Junctionssehr haufig beobachtete werderkine
Erhéhung der Kalziwonzentration auf 1;4,8mM induziert eine Schichtung der Keratinozyten

in 46 Zelllagen, Bildung von verhorntetellhillen, sowie starke Ausbildung v@esmosomen
(Hennings and Holbrook, 1983laCa¥ellen sind wie normale Keratinozyten in der Lage, Dsgl,

Dsg2 und Dsg3 auszubilddm Gegensatz zu Dsg2 und Dsg8Iiche sowohl bei niedrigen als

auch bei hohen Kalziumkonzentrationen im Medium ausgebildet wended, Dsgllediglichbei
Medium mit hohem Kalziumgehaiebildet(Denning et al., 1998)

Abbildung 19: Kalziumabhangige Differenzierung von Keratinozyten a) Gezeigt sind
Keratinozytenkultiviert in LowCa&" KGM2 (0,06 mM)Die Zellen proliferieren stark und liegen
einschichtig mit Auslaufern vob) Gezeigt sindKeratinozytenkultiviert in HighC&* KGM2 (1,5
mM). Die Zellen bilden untereinander verstarkt Desmosomen und verhornte Zellhillen aus.
KGM2=Keratinocyte Growth Medium.2

5.3.2 Kultivierungron Humanen adulten niedriges Calcium hohe Temperatur Zellen
Die HaCaFZellenwurden in 75 crf oberflachenbehandeltenT(Q-ZellkulturFlaschen bei 37 °C
und 5% CQinkubiert. AlswachstumsMedium wurdeLow C& Keratinocyte Growth Medium 2
(KGM2) verwendetDaflr wurde Basal Medium mit dedezugehdrigen SupplementMix, sowie
0,06 mM Caglversetzt. Dieses wurde in 50 nZentrifugenréhrcheraliquotiert und bei 4 °C

gelagert.
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Das Arbeiten mit den HaG&Ellen erfolgte ausschliel3lich unter einem sterilen AbzAle
verwendetenReagenzien wurden 15 min vor Benutzunginem Wasserbad auf 3C erwarmt.

Das Medium der 75 chiTGFlaschen wurde alle 2 Tage erneuert. Dafir wurde dieses mit einer
VakuumPumpe abgesaugt, bevor mit einer serologischen Pipkeisehe 10 mLLow C&* KGM2

auf die Zellen gegeben wurde. Bei jedem Medifachsel wurden die Zellen unter dem

Mikroskop auf deren Morphologie, mdgliche Infektionen, sowie deren Konfluenz Gberprift.

Sobald die HaCadellen annahernckonfluent waren (ca. 9%6), wurden diese in frische TC
Flaschen passagiert und aufgeteilt. Daftir wurden zunéchst das Medium abgesaugt2 balor
0,05%Trypsin/ 0,02% EthylendiamintetraacetaEQTAauf die Zellen gegeben und anschlie3end
fur 10bis maximall5 min bei 37°C und 5 % G@nkubiert wurde.Durch diesen Schritturdendie
Zellen sowohl voneinanderals auch von der FEaschegeldst Gestopptwurde die Trypsin
Reaktion durch die Zugabe von ml FetalemBovinem Serum (FBS), verdiinnt auf 1h®PBS
Die Losung wurde in ein 50 mL Zentrifugenréhrchen dberfihrt und fir 5 min bex @20
zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand entfernt und das-Rellet in 2mL Low C&*
KGM2 resuspendiert. JendL der ZelSuspension wurde in einische, praparierte T€lasche
mit 9mL vorgelegtemLow C&" KGM2 gegeben. Die passagierten HaZellen wurdennun

erneutbis zumerstenMedium-Wechsel inkubiert.

5.3.3 KeratinozyterDissoziatiogAssay

Das Keratinozyteissoziatiog-Assayist eine etablierte Methodeumin vitro die Starke der Zell
ZellAdhasion innerhalb einesKeratinozyteAMonolayers (einschichtiger Zellraseniu testen
(Beckert et al., 2019)Es kann genutzt werden, um einen akantholytischen Effekt von PV
Antikérpern (bzw. scFv) zu quantifizierdman der Wier et al., 2010iynd mogliche anti

akantholytisch wirksame Substanzen auf deren Wirksamkeit zu t¢Btamester et al., 2020)

Bei dieser Methode wird ein einschichtiger Zellrasen geziichtet, auf welchelmtiRérpern bzw.
anti-Dsgl/antiDsg3 scFv inkubiert werden. Dann wird das Enzym Dispase auf die Zellen gegeben,
sodass sich das Z#flonolayer vom Boden der Platte l6st, die Z&dllKontakte allerdings
unbeeinflusst bleiben. AnschlieRend werden die Keratinozyten mechanischem Stress ausgesetzt,
wodurch es im Falle ein@chwéachung der desmosomalen Adhaglanch pathogene Antikdrper

zur Fragmentierung des Monolayers kommt (RDgatzlich zu den Antikdrpern kdnnen nun noch
Substanzen / Inhibitoren auf die Zellen gegeben werden, um mdglichealkamiholytischen
Effekte zu testen. In diesem Falle wirde ein mechanischer Stressreiz in einer verminderten
Fragmentierungsrate resultieren. Die Anzahl der Fragmente wird ins Verhaltnis zu der Anzahl in

der PC gesetzt, um die Wirkung der getesteten Substanz zu evaluieren. Als NC dienen Zellen,
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welche lediglich mit IVIG behandelt werden. In diesem Falle entstehen durch den Stressreiz nur

wenige Fragmente. Beispielhafte Fotos des Experiments konnehbdler20entnommen werden.

VIG [ scFv |

| NC | | PC ] I Inhibitorische Substanz in pM —

Abbildung 20: Beispiel einer InhibitorEvaluierung im KeratinozytenDissoziatiors-Assay
KeratinozyteAMonolayer nach Inkubation mit Antikorper und Kinaselnhibitor, Dispase
Behandlung und mechaniscér Reizung. a) Bei Behandlung mit normalen humanen
Immunglobulin Gals Negativkontrolle bleibt der Monolayeveitestgehendintakt. b) Deutliche
Fragmentierung des Monolayers durch Behandlung mit scFv als Positivkortreljénkubation
von TestSubstanzind Antikbrperzeigtverminderte Fragmentierungit aufsteigender Substanz
Konzentration. IVIG: intravendsesimmunglobulin G, scFv: variables Einzelkettenfragment,
NC:Negativkontrolle, PC: PositivkontrgligM: Mikromolar

5.3.4 Ablauf deKeratinozyterDissoziatiog-Assays

Beim KeratinozyterADissoziatiog-Assay wurde als pathogener Antikdrper das gleiche scFv
verwendet wie in den vorherigen Experimenten im Hautorfaturmodell. In Vorversuchen
musste zunachst die optimale Menge an scFv pro Well ermittelt werden, was in mehreren

Versuchsablaufen in aufsteigenden sétenzentrationsreihen geschehen ist.

Der komplette Versuchsablauf erstreckte sich UBar Tage. Zu Beginn wurden di#aCaiZellen
auf 12Well-Zellkulturplattenausgeséat wobei jedes Well 1 mL Lo@e&* KGM2mit 5x10 Zellen
beinhaltete Daflr wurde das ZeRellet (siehe 4.3.2.) in 1 nilow C&*KGM2 resuspendiert und
10pL dieser Losung in einem ReaktionsgefaR mit 8QquCa&* KGM2 und 10 pL Trypanblau
Ldsung 0,046 gemischt (1:10 VerdinnungYlit einer NeubaueZahlkammer konnte di&ellzahl
in dieser Losung bestimmt werdeim Weiteren wurde das in 1 mL resuspendierte-Pellet mit
Low C&* KGM2so weit verdinnt, dass pro mL Losung die richtige Anzahl an Zedldranden
war. Die bestlickten T2VellZellkulturplatten wurden bei 37 °C und 5 %.@@ubiert, bis die
Zellen eine Konfluenz von anndhernd P@Grreicht hattenWar dies der Fall, wurde das Medium
von 1 mL LovC&" KGM2, auf 500 pL Higb&* KGM2 (1,5nM) gewechseltwas dieAusbilding

von Desmosomen stark fordert.

Da sieben verschiedene Kindshibitoren getestet wurden, wurden insgesamt sieben\¥2l-

Zellkulturplattenangefertigt Auf jeder Platte wurde eine PC und eM€ mitgefuhrt, sowie drei
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verschiedene Konzentrationen (0,1 pM / 1 pMLO® pM) eines Inhibitors in jeweils dreifacher

Ausfuihrung.

Nach eakt 22 hinkubationszeitwurde das Medium entfernt und die Kinadehibitoren in High
C&" KGM2mit einem Gesamtvolumen von 500 pL pro Well auf die Zellen gegdbendie
Inhibitoren in 0,1 9Dimethylsulfoxid PMSQ geldst waren, wurden auch die PC und NC mit 0,1 %
DMSO, gel6st in Highd* KGM2, behandelt.

Nach 2stundige Prainkubation der Zellemit denInhibitoren wurden diese nacleEntfernungdes
Uberstand erneut hinzugegeben. Zusatzlich wurde das scFv in einer Endkonzentration von 45
pg/mL sowohl zuPC als auch zu den bereits mit Inhibitokembehandelten Wells hinzugegeben.

Die NC wurde mitViGbehandelt (EndkonzentratioB25pug/mL).Die IVIG der NC wurden flnffach
héher konzentriert als die scFv, da deren Molekulargewicht um den gleichen Faktor grof3er ist und
somit die gleiche Anzahl potenzieller Bindungen vorkag3erdem wurden sowohl PC also auch
NC erneut mit 0,1 % DMSO behandelt, um die Vergleichbarkeit mit den InHikib@andelten

Wells zubewahren.Es folgte eine Inkubation der Plattéiir 24 h (37°C /5 % GO

1) 2) 3) l@_ 2 l.::_\yf

22h 2h
— — e —

24 h

o I o I I SESSIESENIEEEERE N, SENENE NSNS SN N OO Ty

5) 6) 7) 8)
l & 30 min S X’/‘ 24h @ |

OO e

Abbildung 21: Ablauf des Keratinozytefissoziatiors-Assays 1) Die Keratinozyten werden auf
12-WelkPlatten bei 37 °C / 5 % € LowC&" KGM2inkubiert 2) Bei konfluentem ZelRasen
erfolgt ein MediumWechsel auf Higle&® KGM2.3) Nach 22 h erfolgte eine -&lindige
Inkubation mit Inhibitor4) Anschliel3end eine 2dtiindige Inkubation mit Inhibitor und scFs)-6)
Ablésung des Monolayers von der Platte durch-ndi@ilitige Inkubation mit Dispase7)
Mechanische Reizung des Adinolayers durch Bnaliges Pipettieren8) Fotografieren und
Auszéhlen der gefarbten Zéllagmente am Folgetag.

Nach Ablaufder Inkubationwurde der Uberstand entfernt und jedes Well zweimal mit 1 mL
Hank'sBalanced&alt Solution (HBSSyewaschen. AnschlieRend wurde 500 pL der zuvor auf eine
Zielkonzentration von 2,5 U/mL verdiinnten Dispase/HB&Sing in die Wells gegeben, wodurch
sich diesenach 30minutiger Inkubation (37 °C / 5 @&0Q) alsein ZelMonolayer vom Boden der
Wellslosten Es folgte zweimaliges Waschen der-E&nolayer mit je 500 pL HBSS, bevor diese

in 1mL HBSS belassen wurden.
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Die ZeHMonolayer wurden mit einer 1 mL Pipett@urch 5maliges Auf und Abpipettieren
mechanischem Stress ausgesetzt, wodurch es ggf. zu einer Fragmentierung-anoddlyer in
mehrere Fragmente kam. Ein Anhaften von-Eeligmenten an der Innenseite der Pipettenspitze
wurde verhindert, indem diese zuvor fir ca. 30 min in-lg&mn bovinen Serumalbumin, geldst in

HBSS, gelagert wurden.

AnschlieRend wurden die Zellen in 100 Rati®Histofix 4% proNell fixiert und mitl pL einer
CrystalVioletLosung angefarbt. Am Folgetag wurde jedes Well einzeln mit einer
hochauflésenden Kamera abfotografiert und alle Fragmente auf dem Computer mit dem

Programm ImageJ ausgezahlt.

5.4 Statistische Auswertung

Fur die statistische Analyse der erhobenen Daiten HautorgarKulturmodell und Zellkultur
Modell wurde das Programm GraphPad Prism 8 verwendet. Die erhobenen Daten wurden
zunachst auf Normalverteilung getestet, bevor sie mit statistischen Tests auf deren Signifikanz
geprift wurden. Alle Daten waren nicht gepaart und unabhéngig voneinander. Die Tests auf
Normalverteilung umfassten defindersonDarling Test, D'Agostino & Pearson Test, Shaffitk

Test und den Kolmogoresmirnov Test. Waren die Datdreim Vergleich mehrerer Gruppen
normalverteilt, wurde sie mit demong @ ! bh+! dzy R RS Yesttadkld8enQa t 2 3
Signifikanz gepruft. Bei keiner Normalverteilung, wurde stattdessen der KiwskbsTest und

RS NJ 5 dzy y aTést ver@eidetK\®utden lediglich zwei Gruppen mit Normalverteilung
miteinander verglichen, wurde derTest durchgeflihrt. Bei zwei nicht normalverteilten Gruppen
der WilcoxorMann-Whitney-Test. Jeweilsetzteres war bei den vorhandenen Daten der Fadii

den Daten der ZellkultdExperimente wurde zuséatzlich noch ein AusreiBest nach Grubbs

angewendetDie ermittelten pWerte wurden bei einem p,05 als signifikant markiert.

*

LJ 085
LJ 0L
LJ 0801
LJ 038001

*%

*k%k

*kk%k

63



Ergebnisse

6 Ergebnisse

6.1 Exprimierung von Desmogleirund Desmogleif3

Durch die Farbung von Dsgl uDd@ konnte deren Auspragungsmuster in der Epidermis gezeigt
werden, welches sich durch ein Wabenmuster um die blau gefarbten Zellkerne prasenksrte
zeigte sich eine bevorzugtAuspragung von Dsgl in den apikalen Schichten der Epidermis,
wahrend Dsg3 eher basal exprimievurde (Abb. 22. Die Farbung wurde bei allen Hautorgan

Kulturen durchgefuhrt und von jeder Probe ein exemplarisches Foto geschossen.

a) b)

; Dsg1+Dsg3

Abbildung 22: Auspragungsmuster von Desmoglein und -3 in der Epidermis Hier eine

exemplarische Darstellurder Farbungder Desmogleie (Dsg)einer HautprobeEs zeigt sich eine
wabenartigeAuspragung vomsd. und 3 Uber die komplette Epidermisn die Zellkerne (blau)
herum, wobeiDsdl (rot) bevorzugt apikaDs@ (griin) eher basal exprimieidt. a) Farbung von

Dsg3.b) Farbung von Dsglc) Dsgl undDs@ im overlay (orange).d) Negativkontrolle der

FarbungDAPE4,6-Diamidin2-Phenylindol. Mal3stabsbalken: 100 pm.
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6.2 Das variable Einzelkettenfragment I6st epidermale Spaltbildumg
menschlicher Hawtus

In der HEFarbung ist deutlich zu sehen, dass durch die Injektion desisch® Dermis der Haut
eine suprabasale Spaltbildung ausgeltst wird. Durch die Injektion von IVIG wurde diese
Spaltbildungnicht ausgeldstAbb. 23.

Negativkontrolle ‘ ‘ Positivkontrolle

Abbildung23: Die Injektion des variablen Einzelkettenfragments in die Dermis I8phaltbildung

aus. In der HamatoxylifEosinFarbung ist deutlich zu erkennen, dass die Injektion des variablen
Einzelkettenfragments (schw)die Dermisine suprabasal8paltbildungrerursacht (rote Sterne).
Dies Hautprobe stelltedie Positivkontrolledar. Eine Probe mit Injektion von intravendsem
Immunglobulin G (IVIG) l6ste keispaltbildungaus und stelltesomit die Negativkontrolle dar.
E=Epidermis. B- Dermis. MaRRstabsbalked00 pum.

Bei der statistischen Auswertung der quantitativen, histometrischen Ausmessung der
intraepidermalen Spaltbildungvurde jedes VF einzeln gewertddabeizeigte sich im Vergleich
von der Behandlung miscFv und IVIG ein hochsignifikanter Unterschied in glemntitativen

Spaltbildung nach 24tiindige Inkubationszei{Abb. 24.
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Abbildung24: Hochsignifikanter Unterschied in der prozentualen intraepidermalen Spaltbildung

im HautorganKulturmodell. Die prozentualeintraepidermale Spaltbildung ist graphisch als
Balkendiagrammmit dem Standardfehler des Mittelwertes (SEM) dargestellt. Es wurde der
WilcoxonMann-Whitney-Test durchgefuhrtt Der Vergleich der Behandlungen mit variablem
Einzelkettenfragment (scFv) und intravendsem Immunglobulin G (IVIG) zeigte einen
hochsignifikanten Unterschied.= Anzahl ausgewertetersual fields

6.3 Bindeverhalten des variablen Einzelkettenfragments

Mit der FarbungdesscFv konnte dessen Bindeverhalten untersucht werden. Die Farbung wurde
bei jederHautprobedurchgefiihrt.Es zeigte sich eine ausgepragte Rotfarbung der Epidermis in
allen Hautproben, in welche das scFv injiziert wugéleb. 25. Das deckt sich mit der Tatsache,
dass das scFv gegen Dsgl ubstB gerichtet ist, welches ausschlieB3lich in der Epidermis
exprimiert wird (siehe 5.1). Dementsprechend ist auch hier das wabenartige Muster um die
Zellkerne herum sichtbaBei Hautproben, in welchkeine Injektion bzw. lediglich IVIG injiziert

wurde, zeigte sich keine Rotfarbung der Epidermis.
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Negativkontrolle Prednisolon-Injektion Basiscreme

IVIG

Positivkontrolle Clobetasol-Creme Basiscreme

scFv

Prednisolon-Injektion 0 h Prednisolon-Injektion 2 h Prednisolon-Injektion 4 h

scFv

Abbildung 25: Beispielhafte Fotos deFarbung des variablen Einzelkettenfragmentss ist ein
exemplarisches Foto fir jede durchgefihrte Behandlung dargestellt. Das variable
Einzelkettenfragment (scFijindet in der Epidermis an Desmoglein (Dsb)und -3 (rot). Die
Farbungwar in allen Fallen positiv, in denen das scFv in die Dermis injiziert wurde. Wurde keine
Injektionoder intravendses Immunglobulin G (IVIG) als Negativkontrolle injiziert, zeigte sich keine
Rotfarbung der Epidermis.= Spaltbildung DAPI= 4,6-Diamidin2-Phenylindol. Mal3stabsbalken:

100 pm.
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6.4 Eine intradermale Injektion von Prednisolon zeigt keine signifikante Reduktion
der Spaltbildung im Hautorgd€ulturmodell

Im HautorgarKulturmodell konntedie Spaltbildungin denen mit scFv behandelten Hautproben
durch die intradermale Injektion von Prednisoloicht signifikant reduziert werden. Das lasst sich
bereits in den beispielhaften HHldern Abb. 26) an der deutlichen intraepidermalen
Spaltbildung eathnen Sowohl die gleichzeitige Gabe von scFv und Prednisolon als auch die 2
bzw. 4stindiger Prainkubation von Prednisolon mit anschlieRemdiektion des scEkonnte die
Spaltbildungnicht signifikant hemmenWurde ausschlie3lich Prednisolon injiziert, fand keine
Spaltbildungstatt. Es wurde immer ein PC und eine NC mitgefibie Hautproben wurden

jeweils24 Stunden nach der letzten Injektion geerntet.

Negativkontrolle ‘ Positivkontrolle Prednisolon

’ Prednisolon + scFv 0 h ‘ ‘ Prednisolon + scFv 2 h | ‘ Prednisolon + scFv 4 h

Abbildung 26: Beispielhafte HamatoxylifeosinFotos der intraepidermalerSpaltbildungin mit
Prednisolon und variablem Einzelkettenfragment behandelten Hautprobelm allen mit
variablem Einzelkettenfragment (scFv) behandelten Hautproben fand eine ausgepréagte
Spaltbildung(rote Sterne) statt. Eine zusatzliche Injektion von Prednisolon konnte diese nicht
signifikant reduzieren. In der Negativkontrolle, sowie in der lediglich mit Prednisolon behandelten
Probe, blieb die Epidermis unbeschadigal3stabsbalken: 100 pm.
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In der

statistischen Auswertung der

quantitativen,

histometrischen Ausmessdag

intraepidermalen Spaltbildun@Abb. 27 wurde jedes VF einzeln gewertet. Zwischen NC und allen

Proben mit Injektion des scFv zeigte sich ein hochsignifikanter Unterschied mit eiéarnt pon

p X0,0001. Im Vergleich von PC und mit Prednisolon und scFv behandelten Proben konnte

lediglich bei den ProbefPrednisolon + scFv 0 h], sowie [Prednisolon + scFv 4 h]lauite

Tendenz zur Reduktion d8paltbildunggesehen werden, allerdings ohne messbare Signifikanz.

ns

*k kK

* _

i ek . . . | =p< 0,05

100 *x =p<0,01

EX T 3 -
=p <0,001
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Abbildung 27: Keine signifikanteReduktion derSpaltbildungdurch Injektion von Prednisolon.
Graphische Darstellung der prozentuafepaltbildungm Balkendiagramm mibtandardfehler des
Mittelwertes (SEM) sowie tabellarische Darstellung des Injektionsschemeas genommenen
Proben. Fiir die statistische Auswertung wurde déruskaiWallis¢ S &
Testdurchgefihrt.scFv=variables Einzelkettenfragment. IVIG = intravendses ImmungloBulin

P=Prednisolonn = Anzahl ausgewerteteisual fieldsns =Nicht signifikant.
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6.5 Eine epidermale Auftragung vo@lobetaschaltiger Creme zeigkeine

signifikante Reduktion der Spaltbildung im Hautosi§alturmodell
Im HautorganKulturmodellkonnte die Spaltbildungn denen mit scFv behandelten Proben durch
die epidermale Auftragung voglobetaschaltiger Creme dhnlich wie bei deintradermalen
Injektion von Prednisolomicht signifikant reduziert werderEs zeigte sich jedoch eideutliche
Tendenz zur Reduktion dé&paltbildung jedoch ohnestatistische Signifikanzn Abb. 28 sind
beispielhafteHEFotos von allen durchgefiihrten Behandlungen zu sehgarde auf die Haut
lediglichBasiseeme aufgetragen, konnte keirfgpaltbildungestgestellt werden. Wurde zusétzlich
dazu das scFv injiziert, konnte kein Unterschied im AusmaSptbildungm Vergleich zur PC
festgestellt werden. Es wurde immer eine PC und eine NC mitgefiihrt. Die Hautproben wurden

jeweils 24 Stunden nach der letzten Behandlung geerntet.

| Positivkontrolle ‘ ’ Negativkontrolle

Basiscreme ‘ ‘ Basiscreme + scFv ] I Clobetasol-Creme + scFv

SRR ROATIC AR R g QSRR ST S5 N T

Abbildung 28: Beispielhafte HamatoxylirfEosinFotos der intraepidermalerSpaltbildungin mit
Cremes und variablem Einzelkettenfragment behandelten Hautprobemm allen mit variablem
Einzelkettenfragment (scFv) behandelten Hautproben fand &ipaltbildung(rote Sterne) statt.
Eine zusatzliche epidermalsuftragung vonClobetaschaltiger Creme konnte di&paltbildung
nicht signifikant reduzierenEinezusatzlicheBehandlung mit wirkstoffloseBasisceme zur scFv
Injektion hatte keinen Effekim Vergleich zur Positivkontrollén der Negativkontrolle, sowie in
der lediglich mit Basisceme behandelten Probe, blieb die Epidermis unbeschadigt.
Malstabsbalken: 100 pm.
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In der statistischen Auswertung der quantitativen, histometrischen Ausmessung der
intraepidermalen Spaltbildun@Abb. 29)wurde jedes VF einzeln gewertet. Zwischen NC und allen
Proben mit Injektion des scizeigte sich ein hochsignifikanter Unterschied mit eineiVert von

p X0,0001. In denen mitClobetaschaltiger Cremeund scFv behandelten Proben konnita
Vergleichzur PC eine Reduktion d&paltbildunggesehen werden, mit einem p = 0,1082 jedoch

ohne Signifikanz.

p =0,1082
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Abbildung 29: Keine $gnifikante Reduktion derSpaltbildungdurch epidermale Auftragung von
Clobetasolhaltiger Creme. Graphische Darstellung der prozentualeBpaltbildung im
Balkendiagramm mitStandardfehler des Mittelwertes (SEMFUr die statistische Auswertung
wurde der KruskaWwallis¢ Sa & dzy R RS NJ-Testinarghabihrtt seRaEvati@olds
Einzelkettenfragment. IVIG = intravendses Immunglollin = Anzahl ausgewerteterisual
fields C=Clobetasal
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6.6 PanGene-Analyse: ght Kinasen in Positivkontrollaignifikant aktiver als in

Negativkontrolle

Bei der Analyse der Hautprobdn der PamStatiorkonnten in der PC, im Vergleich zur NC,
insgesamt acht Kinasen mit signifikant erhdhter Aktivitat detektiert werd@arunter befanden
sich mitFyn HCK Srg Lckund Yesfunf Vertreter der Sr&inaseFamilie,FAK1und FAK2aus der
FAKFamilie, sowi&syk Diese sind iAbbildung30 graphischund tabellarisch dargestellt.

kinase statistic (=0 indicates higher activity in the pos group)

0.0 0.4 0.6
""" ' | Peptide set size
Fyn -
n — (2 o
g FAK2 - [ ® 2
c = Specificity score
© Syk 1 . o2
P2 Src A +)
= - 13
v Leck 1 P
Yes j I
et I T O)_ — _ T 0
Kinase Kinase Mean Mean Mean Mean
name Uniprot ID specificity significance final kinase
score score score statistic
Fyn P06241 1,7893 0,5985 2,3878 0,5645
Fak2 Q14289 1,5107 0,6252 2,1359 0,4971
HCK P08631 1,5612 0,5758 2,1371 0,5087
Syk P43405 1,4398 0,5033 1,9432 0,4388
Src P12931 1,6756 0,5256 2,2012 0,4894
Lck P06239 1,4422 0,5362 1,9785 0,4863
Yes P07947 1,0698 0,5470 1,6168 0,4848
FAK1 Q05397 1,0417 0,5270 1,5688 0,4554

Abbildung 30: Acht Kinasen waren in der Positivkontrolle signifikardktiver als in der
Negativkontrolle Im oberen Teil der Grafik sind die achignifikant aktivierten Kinasen
dargestellt(y-Achse) Je grol3er er Zahlenwert deMean kinase statisti¢x-Achse), desto groRer
das Ausmald der AkttétssteigerungDie Gro3eder die Aktivitatsdnderung markierenden Kreise
zeigtdie Grolie degeweiligenPeptidSatzes, welcher auf dePamChipmicroarrayimmobilisiert
war. lhre Farbe (schwarzrot) gibt den Mean specificity scoran. In der unter der Grafik
aufgefihrten Tabelle sind die Rohwerte deoresaller acht Kinasen aufgelistet.
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Als Ergebnis der Analyse wurden die Nam#ar gemessenen Kinasen aufgelistet, sowie deren
Identifizierungsnummer in der Proteindatenbank Unipmte Aktivitatjeder gemessene Kinase
konnte dabei unverandert, gesigert, oder vermndert sein Dies wurde inder Mean kinase
statistic ausgedrickt. Ein positiver bzw. negativer Wert bedeutet, dass die Kinase in ihrer Aktivitat

hoch bzw. runterreguliert war. Der Zahlenwert beschreibt das Ausmald der Aktivitdtsanderung.

Des Weiteren wurde fiir jede Kinase éitean specificity score und einMean significan@ score
generiert aus deen Summesich derMean final score addierte. Der Mean specificity score
beschreibt die Wahrscheinlichkeit, mit der eine Kinase einer bestimmten Protein
Phosphorylierung falsch zugeordnet wurde, angegeben als der negativ dekadische Logarithmus.
Das Signifikankliveau wurde auf 1 festgelegt. Dementsprechend liegt bei eilvran specificity
scorevon 1 eine Wahrscheinlichkeit von 10 % vor, dass die Kinase einer bestimmten Protein
Phosphorylierung falsch zugeordnet wurder Mean significane score hingegen beschreibbb

sich die Kinaséktivitat in den verglichenenProbensignifikantvoneinanderunterscheidet Der

Wert istalsder negative dekadische Logarithmus ded/prtesangegebenDasSignifikanzNiveau

wurde auf 0,5festgelegt Dementsprechend liegt bei eineMean significane scorevon 0,5 ein

p=0,316 vor

Hat eine Kinassowohl imMean specificityscoreals auch imMean significane scorejeweils den
festgelegten Grenzwergrreicht, galt diese als signifikant verandert. Von besonderem Interesse
waren dabeivor allem dieaktivierten Kinasenda diese potenzielle Ziele in der medikamentdsen

Therapie bei PV darstellen.
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6.7 Auswahl der Kinadehibitoren flirdenKeratinozyterDissoziation#\ssay

Im KeratinozyterDissoziationg\ssay sollte nun evaluiert werden, ob das Inhibieren der Kinasen,
zusatzlich zur Behandlung mit dem scFv, zur Reduktion der Fragmentierung des Keratinozyten
Monolayers fuhrt. Dabei wurde versucht, jede Kinase moglichst spezifisch und einzeln zu
inhibieren.In der folgendenTabelle 14sind die sieben ausgewahlten Inhibitoren aufgelistet sowie
die durch sie inhibierten Kinasen.

Tabelle 14: Auswahl der Kinasénhibitoren. Aus der Tabelle koénnen die Namen der

ausgewahlten Kinasmhibitoren (linke Seite) sowie der von ihnen inhibierten Kinase(n) (rechte
Seite) entnommen werden.

KX2-391 Src
RK 24466 Lck
PP2 Lck / Fyn
SU 6656 Fyn / Lck / Yes
Saracatinib Src Pan (ganze Src-Familie)
PF-573228 FAK1 / FAK2
PRT062607 Syk

6.8 Das variabl&inzelkettenfragmenist eine Fragmentierung bei HaGZ#8llen

aus
Bevor die im HautorgaKulturmodell aktivierten Kinasen im Keratinozytbissoziationg\ssay
auf deren Mitwirken bei der Pathogenese vond¥Mluiert werden konnten, musste zunachst eine
scFvKonzentration zur Durchfihrung der Experimente ermittelt werdBislang wurden diese
mit IgG aus dem Blut von FRatienten durchgeflhrt, welche zuvanittels Immunapherese
isoliert wurden. Daflirwurden Konzentrationsreihe des Antikorpersangelegtund dessen Einfluss
auf die Fragmentierung des Z&lbnolayers beurteiltParallel zunscFy wurden isolierte PMgG
getestet um einenAktivitdtsvergleichvon kunstlich hergestellten sckwmd isoliertem PMgGzu
bekommen(Abb. 31). Dabei wurde bei den PG die Sache Konzentration des scFv verwendet,
da diese ein um degleichen Faktor hoheres Molekulargewicht haben und somit gleiche Anzahl

an Bindungen besteht.
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Abbildung 31. Antikdrper-Konzentratiorsreihne im KeratinozytenDissoziationsAssay Vor
Evaluierung der Kinadahibitoren wurde zunachst eine AntikorpEionzentration flr das Assay
bestimmt. Diese Vorversuche wurden sowohl mit variablem Einzelkettenfragment (scFv), also
auch mit Pemphigus vulgatisimunglobulinG (P\tlgG) durchgeflihrt. Es zeigte sichrbeicFumit

der Konzentration von 45 pg/mlsowie bei P\YgG mit aquivalenter Bindungsanzahl (225 pg/mL),
eine signifikant hdhere Fragmentierung des -Eédinolayers im Vergleich zur Behandlung mit
intravenésem Immunglobulin G (IVIG) als Negativkontrolle. pg = Mikrogramm. mL = Milliliter.
¥ =pAP,001.n=4¢6.

In diesen Vorversuchen zeigte sich eine ahrdiekgepragtd-ragmentierung des Zéonolayers
bei aquivalente Anzahl der Bindungedes scFv und der RYG, wodurch auf eine ahnliche
Aktivitat der Antikdrper im KeratinozyteRissoziationgAssay geschlossen werden konnte. Sowohl
beim scFvmit einer Konzentration von 45 pg/mhls auch beim PYYG mit aquivalenter
Bindungsanzahlkonnte eine signifikantstarkere Fragmentierung im Vergleich zur mit IVIG
behandelten NC gezeigterden.Der scFv in ddfonzentrationvon 45 pg/niwurde im Folgenden

zur Evaluierung der Kinadahibitoren verwendet.
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6.9 PP2, Saracatinib urgl) 6656iemmen signifikant die Fragmentierungaifen

drei Konzentratiomit steigenderEffekstéarke
Die drei Kinasénhibitoren PP2Saracatinibund SU 665&eidgen in allenKonzentratiorn (0,1 uM
/ 1 uM / 10 uM) eine signifikante Reduktion der Fragmentierung im KeratinoZytssoziations
Assay(Abb. 32. Dabei konnte mit aufsteigender Inhibitétonzentration eine stetige Reduktion
der KeratinozyterDissoziation gesehen werdeBei dem Inhibitor PP2 konnten bei der 10 uM
Konzentration lediglich bei einem von drei Durchgdngen Werte erhoben werden, da sich bei den
anderen beiden ein toxischer Effekt auf das Keratinozytelonolayer gezeigt hatund die
Experimente nicht auswertbar warerkin Durchgang der Experimente mit je drei Replikaten
wurde von mir personlich durchgefiihrt (rote Werte), zwei weitere Durchgdnge mit insgesamt 6
Replikaten wurden voder BacheloiStudentinBejtije Naumanrdurchgefiihrt (schwarze Wertg)
die die Kinasdnhibitoren im Anschluss an meine Arbeintensiviert im Keratinozyten
Dissaiations-Assaygetestet hat Nach Durchfihrung des AusreiBBests nach Grubbs entfiel ein

Wert in der PC als auch in der NC.
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Abbildung 32 Die Kinasdnhibitoren PP2, Saracatinibund SU 6656 hemmen die

Fragmentierung des ZeMonolayers im KeratinozytenDissoziationsAssay in allen

Konzentratioren. Die Werte wurde eigens (rot) und von Bejtije Naumann (schwarz) erhobgn.
= 20. Nser=20. Ninnibitor = 9. ES wurde derKruskaWallis¢ S & G = PbstlageyestWsowie der
AusreiRefTest nach Grubbs durchgefuhtt=pX0,05.F f  [F'0,0L¥*pK [ 0,0 »K* =p

D,0001. IVIG = Intravendses Immunglobulin G. seWariables Einzelkettdragment.
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6.10 RK 24466KX2391 und Pf573228hemmen signifikant die Fragmentierung in

allen drei Konzentrationen

Die Kinaselnhibitoren RK 24466KX2391 und PFB73228zeigteneine signifikante Reduktion der
Fragmentierung des ZéWlonolayessin allen drei Konzentratione(D,1 uM/ 1 puM / 10uM) (Abb.

33). Bei RR4466 fragmentierteriteressanterweise der ZeMlonolayerverstarkt mit steigender
Inhibitor-Konzentration Bei KX2391 konnte bis zu einer Konzentration von 1 puM eine
kontinuierliche Reduktion der Dissoziation gesehen werden, bevor die Fragmentierung bei 10 uM
wieder anstieg Bei der 0,JuM Konzentration konnten drei Werte eines Durchgangs aus
technischen Grinden nicht verwertet werdehlach Durchfihrung des AusreiBBests nach
Grubbs entfiel ein Wert in der 1 uM Konzentrati@ei PF573228blieb die Fragmentierung des
Monolayer Uber die drei Konzentrationen auf ahnlichem Niv&ai.der 10 uM Konzentration gibt

es lediglich 6 Replikate, da der Inhibitor zu Beginn der Experimente nicht in ausreichender Menge

verfluigbar war.
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Abbildung 33: Die Kinaselnhibitoren RK 24466, KX291 und PF73228 hemmen die
Fragmentierung des ZeHMonolayers im KeratinozytenDissoziationsAssay in allen
Konzentrationen Die Werte wurde eigens (rot) und von Bejtije Naumann (schwarz) erhobhen. n
=20. Ner=20. Nnnibior = 9. ES wurde derKruskalWallis¢ S & (i = PostlageyestWsowie der
AusreiRefTest nach Grubbs durchgefuht. ' 0J08. pX I 0,00 **}, [ 0,001 X
**x* = p X0,0001. IVIG=Intraventses Immunglobulin G. scFv = Variables Einzelkettenfragment.
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6.11 PRT062607 zeigt eine signifikaRieduktion der Keratinozytddissoziation in

der héchsten, nicht aber in den beiden niedrigeren Konzentrationen.
Der Kinaselnhibitor PRT062607 zeigtin der héchstenKonzentration(10 uM) eine signifikante
Reduktion der Fragmentierung dezellMonolayess im KeratinozyterDissoziationg\ssay Die
beiden niedrigeren Konzentrationen (0,1 pM / 1 pkBigten keine signifikante Reduktion der

KeratinozyterDissoziation.
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Abbildung 34: PRT062607 zdidn der hiéchsten Konzentratioreine signifikante Reduktion der
Fragmentierung des ZeMonolayers im KeratinozytenDissoziationsAssay nicht jedoch in den

beiden niedrigeren Die Werte wurde eigens (rot) und von Bejtiie Naumann (schwarz) erhoben.
Nivic=20. Nicr= 20. Nnnibior = 9. ES wurde deKruskaWallis¢ S & G = 5 dzy-TeétWowieler G K 2 O
AusreilRefTest nach Grubbs durchgefihrt** f ' 0,0001.)s = Nicht signifikant.IVIG =
Intravendses Immunglobulin G. scFv = VariaBlegelkettenfragment.
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7 Diskussion

7.1 KritischeBewertung de#iautorganKulturmodels

In dieser Arbeit wurde unter anderem das Hautorg@nturmodell verwendet, eine in unserem
Labor bereits etablierte MethodikDiesesex vivo Modell eignet sich sehmgut, die Wirkung
pharmakologischer Substanzen auf humane Hauevaluieren. Dabei wird die Haut unter Erhalt
aller drei Schichten (Epidermis, Dermis, Subkutis) verwerdiet. Architektur der Haut bleibt
erhalten. Somit sind alle nattrlich vorkommenden 2ellin der Haut in ihrer physiologischen
Nische vertreten sowie alle ZeKontakte wie z.B. Desmosomearhalten. Dies stellt einen
entscheidenden Vorteil gegeniber klassischen Zellkddtgerimenten dar, bei welchedie
untersuchten Zellen als isolierter Zelltyp in einem einschichtigen Monolayer wachgeln.ist das
HautorganKulturmodell weniger anfallig gegentbtfektionen, da die Haut lediglich fir 24 h
inkubiert und anschlieRengeerntet wird.Mit dieser Methode kann eine Blasenbildung der Haut

leicht mittels DIF und HE&rbung beurteilt werdelLotti et al., 2022)

Die Tatsache, dass die Haut aus elektiven Operationen stammattsowohl Vor als auch
Nachteie. Generellist sienur durch das Zusammenarbeiten mit einer entsprechenden klinischen
Abteilung zu bekommerbas Verwenden der humanen Haat aus ethischer Sicht unbedenklich,

da die verwendete Haut ansonsten anderweitig entsorgt werden wirde und jeder Patient vor der
Operation seine schriftiche Zustimmung zur weiteren Verwendung der Haut zu
Forschungszwecken gibt. Ein Nachteil ist die eingeschrankte Planbarkeit der Experimente, da in
recht unregelmafigen Abstédnden Hautlieferungen eintreffen, abhéngig von der Ha&ufigkeit
entsprechender Operationen. Dies ist gerade in den Sommermonaten problematisch, da die
Operationen eher in der kihleren Jahreszeit stattfinddoch stammt die verwendete Haubn

einem recht heterogenen Patientenklientel. So bestehen zwischen den verschiedenen Patienten
teilweise groRe Altersunterschiede, was wiederum einen Einfluss auf die Dicke und Konsistenz der
Haut hd. Das kdnnte Auswirkungen auf die Ergebnisse der Experirhatienund einen direkten
Vergleich zweier Patienten erschweren. Allerdings werden durch diese Tatsache auch weiter
gefacherte Daten generietind alle Altersschichten mit in die Analyse einbezogen, was durchaus
sinnvoll ist, da PV eine Erkrankung, die sich Uber alle Altersschichten erstreqdbly and

Litrowski, 2011Porro et al., 2019)

Bei den Experimenten wurde ein-$pezifischer AmiDsgl1/3 scFv mit einer Spritze direkt in die
Dermis injiziert. Dies spiegelt dysiologischen Verteilungsshaltnissebeim PWPatientensehr

gut wider, dadie PVIgG uber die Blutversorgung der Dermis in die Haut gelangen und sich von
dort Giber Diffusion in die Epidermis ausbreiten, wo sie an Dsgl und Dsg3 dbidérerwendung

eines scFv anstelle von RYG bietet einige Vorteilé&so lassessich tber ein AntikérpePhagen
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Display sehr kostengulinstig herstelldfiir die Verwendung von RYG missen diese aus dem Blut
eines Patienten mit akutem aktiven mukokutanem PV mit -Bsylund 3 Antikdrpern isoliert
werden.Das ist teuer und zeitaufwendiguf3erdem ist die Patientenverfiigbarkeit nicht planbar.
Bei der Herstellung des scFv liegt immer eine genau definierte Konzentrattb$spezifitatdes
Antikérpersvor, was bei isolierten PG nicht der Fall isBei PV IgG missen diese zusatzlich
bestimmt werden.Durch die Verwendung des schkann der Versuchsaufbau standardisiert
werden und die Ergebnisse sind reproduzierbadaich betragt digMasse einescFvMolekils
mit etwa 30 kDa im Vergleich zu einem {g@lekil mit etwa 150 kDa nur etwain Flnftel,
wodurch es sich deutlich schneller und gleichméaRiger im Gewebe vdHeitton et al., 1991
Ahmad et al., 2012udem liegen bei mukdsem PV hauptsachlich-Bet3lgG vor, sodass zur
Untersuchung von mukokutanem PV haufig DspaltendesExfoliative Toxin AETA) empfohlen
und verwendet wird (Amagai et al., 20Q0lwata et al., 2015) Dies stellt jedoch einen
unphysiologischen Faktor dar, der die Ergebnisse beeinflussen kénnte, welchen man sich durch

den Einsatz des scFv ersparen kann.

Die Verwendung des scFv im Hautorgdanturmodell anstelle von isolierten RYG bzw. PV
PatientenSerum bringtallerdings auch Limitationemit sich So werden lediglich durch Bindung
des AntiDsgl/3 scFv vermittelte Effekte in dem Modell abgebildet, allerdings eine mdgliche
Interaktion mit anderen sich im Patienteerum befindenden IgG nicht mit beacht&tudien
haben zahlreicheextradesmosomaleAutoantikérper bei Patienten mit PV identifiziert, welche
eine bestatigte Rollbei der Pathophysiologie von PV spielen. Deren Antigeneusitedt anderen
Dsc(Mao et al., 201pAmber et al., 2018)Sowird beispielweiseein zusatzliches Vorliegen von

Anti-DselgG nichimit untersucht

Der scFv besteht lediglich ausndéeiden Antigentbindenden V-Doméanender H- und L-Kette
eines lg undesitzt somit kein FeFragment, welcher fir die Aktivierung von Effektorzellen wie
z.B. neutrophile Granulozyten benétigt wird Das wiederumfihrt zur Aktivierung des
KomplementsystemgSchroeder and Cavacini, 201&in mdglicher FEragment vermittelter
weiterfihrenderEffekt kann also mit dem verwendeten scFv nicht abgebildet werdikerdings
ist in der Literatur schon lange bekannt, dassauch nach Inaktivierung des Komplemgstsms
weiterhin zur Akantholyse durch RYG kommt(Michel and Ko, 1977)Auch gehodren PG
tiberwiegend der IgGWnterklasse an, welche ohnehin nicht das Komplementsystem aktivieren
und deren Fdragment nur unzureichend Effektorzellen aktivierSomit scheint der
akantholytische Effekt descFvaufder Aktivierung intrazellularer Signalkaskaderd dem Prinzip
der sterischen Hinderungu beruhen (vgl. Kap. 2.3.1pabeibestiindeallerdingsdie Moglichkeit,
dassder scFv aufgrund seiner deutlighringererMasse im Vergleich zum IgG (30 vs. 150 kDa) die
Akantholysenichtim gleichenUmfangauslostwie P\AIgG.
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7.2 Der Effekt von Glucocorticoiden auf die Akantholyse im Hautorgan

Kulturmodell

In den Experimenten im Hautorgatulturmodell konnte die durch a& scFv ausgeloste
Akantholyse durch zuséatzliche Behandlung @f@nicht signifikant reduziert werderwobei eine
Tendenz zur Reduktion gesehen werden konitas gilt sowohl fur disystemischdnjektionvon
Prednisolorals auch fir die topische Applikation v@fobetaschaltiger Cremégvgl. Kap. 5.4nd
5.5). Dabei wurden die Hautproben entweder zeitgleich mit scFv und PrednibaienClobetasol
behandelt oder mit Prednisolon 2 h, bzw. 4 h prainkubiert, belasscFv hinzugefigt wurde (vgl.
Tab. 8 nd 9). Dabei entsprach die Konzentration diegizierten Prednisolon in etwa der einer

CortisonPulstherapie im P¥Patienten.

Die Wirkung von Corticosteroiden auf die Akantholyse im Hautekgdturmodell fir PV wurde
schon vorher von verschiedenen Arbeitsgruppen untersuSlat.haben erste Experimente von
Schiltzet al. 1979 gezeigt, dass es durch die gleichzeitige Inkubation von Hydrocortison-tigiePV

zu keiner Verringerung der Akantholyse im Hautorf@atturmodell kommt Dieser
Versuchsansatz wurde vo8wanson and Dahl983 erweitert. Sie lieBen die Hautproben in
Methylprednisolorhaltigem Medium(0,25 mM)fir 0 h, 1 h, 4 h oder 24 h prainkubieren, bevor
siedie HautPemphigusPlasma aussetzten. Die Auswertung erfolgte Uber I# HEFarbungen

der Proben. Interessanterweise konnten sie durch einestBhdige Inkubation der Haut in
Methylprednisolon die Akantholyse komplett hemmen, wahrend keine,ufid 4stiindige
Prainkubationwenig bis keiren Effekt auf die Akantholyse zeigteledoch konnte bei keiner der
Proben eine reduzierte Bindung der Antikorper in der Epidermis festgestellt werden. Diese
Erkenntnisse decken sich komplett mit den eigenen Ergebnissen. So konnte méglicherweise durch
eine unzureichende Préinkubation von Prednisolon von max. 4 h nur eine unzureichende
Reduktion der Akantholyserreicht werden da das Prednisolon mdglicherweise mehr Zeit
braucht in die Zellen zu diffundieren und metabolisch wirksam zu werliechkonnte durchdie

Behandlung keine Anderung im Bindeverhalten des scFv in der Epidermis festgestellt werden.

Jeffeset al. konnte 1984 einen konzentrationsabhdngigen Effekt von Hydrocortison auf die
Akantholyse bei gleichzeitiger Inkubation mit PemphiBlesma feststellen. So konnte ab einer
Konzentration vor,5 mM die Akantholyse bei gleichzeitiger Inkubation gehemmt werden, nicht
jedoch bei 0,25 mMwelche Konzentration fir die eigenen Experimente verwendet wuSde.
brauchte es nach Jeffest al. eine Dosis von 12800 mg von Cortison taglich, um die akute

Krankheitsaktivitat zu unterdriicken
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Ahnliche Ergebnisse hat eine andere Studie gezeigt, welche die Akantholyse in Hautexplantaten
von PVWPatienten durch die Behandlung mit Betamethason aufhalten kon(lteada and Ogawa,
1991)

Im Widerspruch dazstandeine Studie, welche die Wirkung von Dexamethason auf die durch PV
IgG ausgeloste Akantholyse bei neonatalen Mausen untersuch{Ardialt et al., 1986)Der
klinische Phéanotyp wurde durch Dexamethason nicht beeinflugsiohl die verwendete Dosis
weit Uber der beim Menschen verwendetdag Ursachekonnten Schwachen des neonatalen
Mausmodellssein (vgl. Kap. 6.)3 da Nguyenet al. 2004 zeigen konnte, dass es durch die
Behandlung mit Methylprednisolon zu einer reduzierten Akanthoigs25 Tage alten, nicht aber

in neonatalen 1 Tag alten Mausen kam. So scheint der Effekt vdg@bei neonatalen Mausen
aufgrund der unzureichend entwickelten Haund Immunsystemstarker zu sein odesie sind
unempfindlich gegenibeder anti-akantholytische Wirkung des Methylprednisolonaufgrund

von mdglicherweise noch unzureichend entwickelten Hautbestandteilen wie z.B. Proteinen.

Eine Limitationdes Modells warum bei den Experimenten eine unzureichende Wirkung des
Prednisolons auf die Akantholyse festgestellt werden konkdente die Tatsache des fehlenden
Blutflusses verbunden mit kurzer Experimé&duer sein. Im lebenden Organismus nimmt
Cortison Einfluss aufie Anzahl zirkulierender Lymphozytend fuhrt sozu einer Verringerung
des AntikorpeiTitersim Blut, was wiederum die klinische Symptomatik besgRrickett et al.,
2022) Allerdings liegen in diesem Modell keine Lymphozyten vor diedkurze Dauer des
Experimentsvare ohnehinnicht ausreichend, unmentsprechende Effektzu erzielen Auch wird

die Haut bereits préaformierten Antikdrpern ausgesetzias diesen Mechanismus ohnehin
umgehen wirde.Allerdings deutet vor dem Hintergrund, dass die Akantholyse durch eine
CortisonPulstherapie nach 248 h gestoppt werden kanmarauf hin dass der Effekt der
LymphozyterSuppressiomicht alleinig fur eine Reduktion der Akantholyse verantwortlich sein
kann, dainnerhalb dieser Zespannekeine Anderungen des Antikbrgéers zu erwarten sind

(Nguyen et al., 2004)

Moglicherweise hat Cortison auch einen anderen Effekt auf scFv als auf vollstandige Antikorper.
So kénnte Cortisobeispielsweisalurch eine Interaktion mit dem Heragment eines 1gG Einfluss

auf dessen Aktivitdt nehmen, welcher beim scFv fehlt. Allerdings konnten keine Studien gefunden
werden, welche eine solche Interaktion beschreibeldgliche Mechanismen kdénnten eine durch
Cortison verringerte Bindung von G in der Epidermis als auch eine Belagerung des Fc
Fragments sein. Allerdingg®nnte wie bereits beschrieben keine reduzierte Bindung votg®vin

mit Cortisonbehandelter Haut festgestellt werden und auch dad-Fagment ist nicht notwendig

fur das Ausldsen der Akantholyse
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Zusammengefasst fligen sich die eigenen Ergebnisse did liereits bestehende Forschung ein.
Der ausgebliebene erwartete Effekt der Reduktion der Akantholyse durch Prednisolon ist
moglicterweiseauf eine zu kurz gewahlte Inkubationszeit des Prednisolons vor Hinzufiigen des
scFv zurtckzufuhrerwas bereits bestehende Studien gezeigt hab&for diesem Hintergrund
wurden sich weitere Experimente mit einer Verlangerung der Inkubationszeit von Prednisolon auf
24 h anbietenum dieser Frage nachzugehémuch mdglich ware eine Erhéhung der Predniseolon

Konzentration bei gleichzeitigem Beibehalten desher gewahlterPrainkubationszeén.

7.3 Madgliche Fehlerquellen bei der Durchfiihrung des blgainKulturmodells

Bei der Durchfihrung des Hautorg&mlturmodells kann es an verschiedenen Stellen der
Methodik zu Fehlern kommen, welche das Ergebnis beeinflussen kdnnen. Die Haut muss
spatestens 24 h nach der Operation den Experimenten verwendet werderBei der
Verarbeitung der Haut kann es passieren, dassrgiéktion der Substanzen in die Hanitht ganz

mittig oder zu tief erfolgt, was im Falle von dinner Haut zu einem Herauslaufen der Lésung
fuhren kann. In diesem Falle kann es schwierig sein, beim Schneiden der Proben im Mikrotom die
Blasabildung im vollen Umfang darzustelleBeim Schneidemjibt es keine standardisierte
Schnitttiefe und somuss generell darauf geachtete werden, die Schnitte zum Zeitpunkt der
maximalen BlasengrolRaufzufangen, damit der volle Umfang der Akantholyse abgebildet wird.
Besteht der Verdacht, dass die Blase noch gréf3er werden kénnte, sollten Schnitte aufgefangen
werden, bevor tiefer geschnitten wir@eim Teilen der Proben vor der Einbettung in Paraffin bzw.
Cryomatrix muss vorsichtig agiert werden, da dabei Scherkréafte auf die Epidermis ausgetibt
werden, was das Ausmald der Ablésung der Epidermis kinstlich vergroRern kann. Um solche
Schneideartefakte auszuklammern, wird bei der Ausmessung der Blasenbildungen in den
Schnitten 200 um von den Randern abgezodggim Einbetten der Proben mudarauf geachtet
werden die Probe mit der richtigen Orientierung eifibetten, damit man die Blase auch gut
findet. In diesem Punkt kommt es regelmafig zu Fehlern, da die Markierung der Probe beim
Einbetten nicht immer gut zu erkennen iBeim Ansetzten der Losungen \aer Injektion in die

Haut muss ordentlich pipettiert werden, da nur sehr kleine Mengen von 50 puL injiziert werden.
Werden mehrere Hautproben gleichzeitig beimpft, kann auch schnell eine Injektion Ubergangen
werden. So konnte ich in einer PC keine Blasen auffinden, bevor sich in der DIF herausstellte, dass

gar kein scFv injiziert wurde.
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7.4 Dasin vivo Mausnodell fir die Untersuchung von Pemphigus vulgaris im

Vergleich
Neben der Zellkultur alg vitro-Modell und dem menschlichen Hautorg&ulturmodell alsex
vivo Ansatz werden in der Pemphig&srschung auch haufig vivo Mausmodelle verwendet.
Diese bieten die Méglichkeit, das Fortschreiten der Erkrankung zu beobachten und die Wirkung

moglicher Medikamente im lebenden Organismus zu erfors¢hetti et al., 2022)

Dabei wird zwischen passiven und aktiven Maodellen unterschieden. Beim passiven Modell
werden zuvor generierte Autoantikdrper in Mause Ubertragen, umvivo eine Blasenbildung
auszulésen. Beim aktiven Modell wird eine Autoimmunreaktion durch das Immunisieren von
Wildtyp- oder genetisch veranderten Mausen auf das Autoantigen induziert, wodurch die Mause

selbstAutoantiktrper produzierer{Pollimann and Eming, 2017)

Passive Mausmodelle werden verwendet, um den Pathomechanismus ufigtellgebung in PV

zu erforschen. Mit diesem Ansatz konnte gezeigt werden, dass neonatale Mause, welelygh PV
injiziert wurden, Blasen bilde(Anhalt et al., 1982)Die gleiche Arbeitsgruppe fand auch heraus,
dass ein @hnlicher Phanotyp durch die Injektion von bivalenterHratpmenten ausgeldst wird,

was bestatigt, dass auch inm vivo Modell der Fevermittelte Mechanismus bei der PV
Pathogenese zu vernachlassigen (@8hhalt et al.,, 1986) Interessanterweise konnte dieser
Phanotyp durch monovalente Fdsagmente nicht ausgeldst werden, was im Widersprach
meinen eigenen und anderen Forschungsergebnissen steht (vgl. Kap. Ah8kbrper als
sterisches HindernjsMahoneyet al. haben mit dem passiven Transfer von-Ig& in neonatale

Dsg3 Knockout’{) Mause gezeigt, dass es bei gleichzeitiger Expression von Dsgl und Dsg3 nicht
ausreicht, wenn lediglich Antikbrper gegen eine der beiden Isoformen vorliegen, um eine
Blasenbildung auszulésen (vgl. Kap. 2.3.1 Desmoglein Kompensationstheorie). Allerdings ist die
Entwicklung der Haut und des Immunsystems bei neonatalen Mausen noch nicht abgeschlossen,
wodurch es fraglich ist, ob dieses Modell vergleichbardaithumanen, adulterHautist, beider

die Erkrankung vorkommt. Auch kdnnen bei adulten M&usen durch Verwendung von humanen
Anti-Dsg3Antikorpern keine Blaseimduziertwerden(Culton et al., 2015)was wahrscheinlich auf

die Aminosauresequerdomologie zwischen Mausind HumanrDsg3 zurtickzufihren ist, die
lediglich 85,6 % betragiishikawa et al., 2000)Aus diesem Grund wurden humanisierte Dsg3
transgene Mause geziichtet, indem humanes Dsg3 in D3gause uUberfihrt wurde. Dadurch
kommt es zur Bindung von RYG an Schleimh&uten von humanisierten DSGRisen, jedoch

nicht an Schleimhautgewebe vaxildtyp-Mausen(Culton et al., 2015)

Ein anderer Ansatz ist es, den monospezifischenBsgBAntikorper AK23 in adulte, 8 Wochen

alte C57Bl/6Mause zu injizieren(Tsunoda et al., 2003Dadurch kommt es zu Lasionen der
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Mundschleimhaut, was es fir die Untersuchung AMp3Antikdrpervermittelter
SignalUbertragung in erwachsener Haut geeignet macht. Allerdings zeigte eine zusatzliche
Behandlung mit AntDsg1lgG von PPatienten lediglich in neonatalen, nicht in adulten Mausen,
kutane Lasioner{Schulze et al., 2012)n einem weiteren passiven Modell wurde Mausen mit
schwerer kombinierter Immunschwache gesunde menschliche Vollhaut als Xenograft
transplantiert (Zillikens et al., 2001)Dadurch sollten die Bedingungen noch mehr denen im
Menschen angepasst werden. Allerdings wurde der Versuchsansatz aufgrund seiner Komplexitat
und der Tatsache, dass er wenig zu den klassischen passiven Modellen hinzuflgt, nicht

weiterverfolgt.

Da es nicht mdoglich ist, passive Transfermadelliber einen langeren Zeitraum
aufrechtzuerhalten, was Beurteilung der Langzeiteffekte von Autoantikérpern auf die
Krankheitsentwicklung oder medikamentdse Therapie unmdglich mégieber et al., 2010)
wurden aktive Mausmodelle entwickelt, bei denen die Mause selbst Antikérper produzieren. Bei
einem davon werden zunachst Dsg3ause durch Injektion von rekombinantem murinem Dsg3
immunisiert. Anschlie3end werden Lymphozyten aus deren Milz intravends oder intraperitoneal
in immundefiziente Rag2 Mause Ubertragen, welche Dsg3 exprimieren. Rag2’- Empfanger
Mause produzieren daraufhin stabile Afisg3Antikorper, welche an Dsg3 binden und so zur
ausgepragten Entwicklung eines klinischen Phanotyps fiih(Amagai et al., 2000)
Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass ein Priming der Lymphozyten i D&g&en

vor Ubertragung in die Rag2 Maus nicht notwendig ist, um einen klinischen Ph&notyp zu
entwickeln. Allerdings zeigten diese Mause eine geringere2guBlgG Konzentration im Serum

mit geringerer Pathogenitat als die Rag2Mause welche aktiv immunisierte Lymphozyten

zugefiihrt bekamerfAokiOta et al., 2004)

Beim humanisierten HL#hansgenen Modellwerden MausMHGCII Knockout Mausen PY
assoziierte humane HHE@assdl-Allele, sowie humanes CD4 eingesetzt, woraufhin sie mit
humanem Dsg3 immunisiert wurden. Sie bildeten daraufhin -Bag3lgG, welche
interessanterweise zu Blasen in den Mausen fihrten, was wiederum auf eine Kreuzreaktivitat von

humanen AntiDsg3lgG mit murinem Dsg3 hindeutéEming et al., 2014)

Generell sind aktive Man®odelle geeignet, alle Aspekte der Blasenbildung und therapeutischen

Interventionen zu untersuchen. Dabei handelt es sich jedoch um murine Systeme, sodass
maglicherweise nicht alle Aspekte auf die menschliche Erkrankung tbertragen werden kénnen.
Driuber hinaus sind die Auswirkungen der Adjuvantien, welche fir die Immunisierung verwendet

werden, noch weitestgehend unbekanfBieber et al., 2010)
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7.5 Kritische Bewertung deMlessrorgang der KinaseAktivitat im Hautorgan

Kulturmodell mittelsler PamGenelechnologie
Mit der PamGeneTechnologie wurden die Aktivitat der in den Hautproben enthaltenen Kinasen
untersucht. Daflr wurde die Haut zunéchst mechanisch zerkleibestor daraus mittels eines
LysePuffers die Proteine inkive Kinasen extrahiert wurden. Um eine zuverlassige Messung
der PamStatiordurchfiihren zu kénnen, musste eine Mindestkonzentration an Protein in dem
Lysat enthalten seinBei den Vorversuchen stellten sich bereits einige Probleme dar, diese
benotigte Konzentration zu erreichen. So musste im Endeffekt mehr als die funffache Menge an
Gewebe verwendet werdergls es in dem Protokoll zur Herstellung des Lysats durch die Firma
PamGeneempfohlen wurde. Das lag hdchstwahrscheinlich an der Tatsache, dass die Haut im
Vergleich zu anderen Gewebetypen eine relativ niedrige Proteinkonzentration aufweist.
Gleichzeitig ist sie sehr kollagenhaltig, was das Zerkleinern und vor allem das anschlieBende
Lysieren des Gewebes erschwert h8b ishur bedingt ein homogenes Lysat entstandamshalb
mdglicherweise nicht alle Proteine vollstdndig extrahiert werden konnten. Auch war die
Konzentration des Proteibysats aus verschiedenen Proben recht heterogen, was wahrscheinlich
auf teilweise deutlichen Altersunterschieden im Patientenklientel zurickzufihren ist, was
wiederum Dicke und Proteingehalt der Haut beeinfluEstnnoch konnte aus allen Hautproben

ausreichende Prote#vienge fiir die Messunip der PamStatiogewonnen werden.

Generell ist diePamGenelechnologie eine elegante und vielversprechende Methodik, um die
Aktivitat vieler verschiedener Kinasen in einem Gewabé einmalzu bestimmen. Dabei muss
allerdings beachtet werden, dass diese Messung lediglich eine Momentaufnahme der
metabolischen Vorgénge in der Zelle ist. So wurden die Hautproben nach der Behdiidk4g
inkubiert, bevor sie weiterverarbeitet wurden. Das bedeutet, dass man nur Kinasen, welche genau
zu diesem Zeitpunkt aktiv waren, als signifikant gesteidetéktieren kann. Sadmtliche zellularen
Aktivitaten, welche wahrend der Ztindigen Inkubationszeit abgelaufen sind, werden nicht
erfasst Eswurde also bei der Messung nicht das komplette, dynamische, sich wahrend de
Pathomechanismus standig &andernde Aktivitatsprofil der Kinasen abgebildet. So ist es
hochwahrscheinlich, dass wir mit unserer Messung nicht alle Kinasen identifiziert haben, welche
an der Signalkaskade als Reaktion auf die Behandlung mit dem scFv beteiligtveseist eine
wichtige Limiation der Methodik, was bei der Interpretation der Ergebnisse beachtet werden
muss.Um die Datenlage zu verdichten, missten Proben nach Behandlung in mehreren, méglichst
engen Zeitabstdnden genommen werden, um die zu dem jeweiligen Zeitpunkt aktiven Kinasen zu
detektieren und so ein dynamisches Aktivitatsprofil Gber einen Zeitraum zu bekomisn.

wurden auch nur die Kinagkktivitat bei der Verwendung des gegen Dsgl und Dsg3 gerichteten
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scFv untersucht. Méglicherweise konnte sich diese Signalkaskade im Gegensatz zu der bei

Antikdrpern nur gegen Dsg3 unterscheiden.

Auch bedacht werden musdasses keine 10éprozentge Sicherheit gibt, dass die Kinasen den
Phosphorylierungen der Peptidreste auf dem PamChip korrekt zugeordnet wurden. Die
Bestimmung der Aktivitdt einer Kinase beruht auf einer Kalkulation wvem PamGene
entwickeltenBioNavigatoiSoftware und ist keine direkte Messung der Aktivétter bestimmten
Kinase Die in dem Protenbysat enthaltenen Kinasen phosphorylieren die auf dem PamChip
immobilisierten Peptidreste, woraufhin auf der BasgkannterKinaseSubstratZugehorigkeitus
ProteinDatenbanken die Wahrscheinlichkeit der Beteiligung einer bestimmten Kinase bei einer
bestimmten Phosphorylierung errechnet wir@diesen Zusammenhang beschreibt ddean
specificity score (vgl. Kap. 5.6). Wurde eine Kinase in ihrer Aktivitat als signifikant verandert
angegeben, betrug die Wahrscheinlichkeit €40 dass die Zuordnung einer Kinase zu einer
bestimmten Phosphorylierung falsch wabieses Risiko ist recht klein, sollte aber bei der

Interpretation der Ergebnisse mitbedacht werden.

7.6 Messergebnisse der Kinasktivitatmittels PamGenel'echnologie

Es wurden alle drei Bedingungen im direkten Vergleich zueinander sowdPTKsals auch fir

STKs gemessen. PTKs und STKs werden separat analysiert, da sie auf PamChips mit verschiedenen
Mustern von Peptidsequenzen untersucht werdéws diesem Grund werden sie auf separaten
Datenblattern gefuhrtinsgesamt wurden 65 PTKs und 101 STKs gemdasden Experimenten

wurde in mit scFv behandelter Haut hauptsachlich nach aktivitatsgesteigerten Kinasen gesucht, da
diese mdglicherweisespezifisch inhibiertwerden und somit pdenziell als Angriffsziele neuer

Medikamente fungieren kdnnen.

Interessanterweise waren in den mit scFv behandelten PC im Vergleich zu den mit IVIG
behandelten NC alle 65 untersuchten PTKs tendenziell hochreguliert und gleichzeltigl8EKs

nach unten, auch wenn nur einige Anderungen signifikant wakénsache dafur konnte wie
bereits beschriebenen in Ungenauigkeiten der Kalkulation der Beteiligung bestimmter Kinasen bei
bestimmten PeptidPhosphorylierungen sein. Viele Kinasen haben mehrere verschiedene
Substrate, wodurch viele Kreuzreaktionendem komplexen KesenNetzwerk ablaufen. Sind
viele Kinasen innerhalb einer Klasse hodader runterreguliert, besteht aufgrund des
Kalkulationsalgorithmuder BioNavigateSoftwareeine Tendenz zur Angleichuagn Ausreil3en

an das Aktivitatsprofil der Gbrigen Kinas@a das Kinonein komplexes, eng verzahntes System

ist, ist ein exaktes kalkulieren der Aktivifater einzelnerKinasen kaum moglicdedoch wird die
Sicherheit einer akkuraten Messung fir jede Kinase in entsprechebdaemrsaingegebensodass
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nur einige Kinasemit hoher Messsicherheimnit signifikanter Aktivitatsdnderung gelistet werden

(vgl. Kap. 5.6).

Zu diesen mit signifikanter Aktivitatssteigerung gelisteten Kinasen zahlten in der PC insgesamt
acht PTKg=unf davon gehoren der SkenaserFamilie anmit den Vertretern Fyn, HCK, Src, Lck
und Yes. Des Weiteren wurden FAK1 und FAK2 aus dérdfdike, sowie Syk identifiziert

Kinasen der StEamilie gehdren zu den NRTKs, die an der Regulation zahlreicher essenzieller
Zellfunktionen wie Proliferation, Migration, Differenzierung und Stoffwechsel beteiligt Ailted
SreKinasen teilen einen dhnlichen Aufbau: Eemeymatisch aktivé&sGterminale Doméne (SH1),

zwei regulatorische Src -2 und 3HomologieDoménen (SH2 u. SH3) und eine
membranverankernde ftferminale Doméane (SH4). Dabei unterscheiden sie sich nur durch eine
50-90 Aminosaurereste lange Sequenz zwischen 8ht8 SH4omane, welche UniquBoméane
genannt wird Dabei werden die Kinasen in ihrer Aktivitat selbst durch Phosphorylierung reguliert
(Boggon and Eck, 200Amata et al., 2014Roskoski, 2015Aufgrund dieser groRen Ahnlichkeit
zwischen den verschiedenen Mitgliedern der-Baeniliekdnnte es bei dePamGeneVlessung zu
Problemen der genauen Zuordnung einer Phosphorylierung zu einer dieser Kinasen gekommen
sein. Somit wurde moglicherweise die Aktivitat einer oder mehrerer Kinasen d€a8itie als zu

hoch kalkuliert, da sie aufgrund ihres Aufbaus nur erscheeaikt voneinander zu trennesind.

Src als Mitglied der gleichnamigen PHailie istereits recht guierforscht Srcwird ubiquitér in
Wirbeltieren exprimiert und befindet sich als NRTK an die zytoplasmatische Seite der
Plasmamembran gebundeort findet ein bidirektionaler Informationsaustausch mit Rezeptoren
wie dem EGFRatt, welcher im Falle eine Uberexpression mit dem Auftreten von Krebs assoziiert
ist (Roskoski, 20155rc ist dementsprechend ein PragBmkogen und bedarf daher einer genauen
Regulation. Auch spielt Src eine Rolle bei der Zelladh&sion delveglichkeit. Eine Sre
Aktivierung wurde mit der Phosphorylierung vonCkdherin undi -Catenin in Verbindung
gebracht, was den Verlust von ZélkY 2 y (G I | ( S y-CaieSimvérdidial RiCadherin tiber
h-Catenin mit dem Zytoskelett und ist verwandt mit Plakoglat@ehrens et al., 1993Wwas zu
einer Stabilisierung der AdhareiMerbindungen fihrt. Eine weitere Caterdsoform, p120, ist mit

dem zytoplasmatischen Schwanz vorC&dherin assoziier(Aghib and McCrea, 1995Fine
Phosphorylierung dieser Proteine durch Src bewirkt eine Desiahiligydes Komplexes und eine
Endozytose von-Eadherin(Ortiz et al., 2021)Dies konnte in einer anderen Studie bestatigt
werden, bei der eine Sneermittelte Phosphorylierung von -Eadherin eine verringerte
Bindungsaffinitat zu -Catenin und somit eine Dissoziation der Adhargesbindung bewirkte
(Chen et al., 2016)nteressanterweise ist pl2Catenin mit der Aktivierung der Ri#feGTPase

assoziiert, welche mit der Pathogenese von PV in Verbindung gebracht wurde (vgl. Kap. 2.3.1).

90



Diskussion

Uber eine Phosphorylierung von pt2atenin durch Src wird R aktiviert, wahrend sie durch

Phosphorylierung von Fyn an einem anderen TyrB&at gehemmt wirgCastaro et al., 2007)

FAKist auch eine NRTK und stellt ebensim Substrat von Srdar. Sieist sehr wichtig fur die
Vermittlung vonZeltZeltAdhasionund konzentriert sich vor allem an fokalen Adhasionen, welche
tber transmembrane Integrine das Akffiytoskelett mit der extrazellularen Matrix verbinden
(Roskoski, 2004) Durch eine Srecabhangige Phosphorylierungvon FAK kommt es zur
Destabilisierung von -Eadherin, was mit einer Schwachung der -ZeltAdhasion einher
Gleichzeitig kommt es zu einem Wechsel des vorliegenden Adhasionstyps von Gddheniert

zu Integrindominiert, wodurch wiederum ein beweglicher Phanotyp und somit-Majration
gefordert wird(Avizienyte et al., 200 vizienyte and Frame, 2006 2 R2 N2 GA 6 . Bide | f X
andere Quelle beschreibt hingegen einen durch denFad€Komplex induzierten Abbauon
Integriren, was den Kontakt zur extrazellularen Matrix unterbricht wmnd diese WeiseZelt
Migration fordert (Ortiz et al., 2021)Das fehlende Vorliegen vdmAKin KnockowZellenbewirkt
beiden Theorien entsprechend elangsameresnigrierender Zellen als normalerweisgianks

and Polte, 1997)

Syk ist ebenfalls eine NRTKelche zahlreiche ZdHunktionen vermittelt. Zunéachst wurde sie
hauptsachlich in hamatopoetischen Zellen untersucht, doch mittlerweile ist sie auch in
zahlreichen nicht-h&dmatopoetischen Zellen nachgewiesen wordéMoécsai et al.,, 2010)
Zahlreiche Proteine als Teil vieler verschiedener biologis€heifwechselwegesind von ihrer
katalytischen Aktivitat abhangig. Unter anderash siean ZeHZellKontakten lokalisiert, wo sie
Cadherine und andere Proteine phosphorylieren kann, was wiederunZeliZellAdhésionen
starkt (Larive et al., 2009Piese Tatsache wiirde ihrer Beteiligung bei der Akantholyse durch ihre

Aktivierung allerdings eher widersprechen.

7.7 Der Effekt der Kinadahibition im KeratinozyteDissoziationg\ssay auf die

Keratinozyten Fragmentierung
Das KeratinozyteissoziationdModell ist fur die Quantifizierung des akantholytischen Effekts
von PVAntikérpern auf einen Keratinozytevlonolayer geeignetvan der Wier et al., 2010)
Daruber hinaus lassen sich in diesem Modell\Wlieksamkeit von Substanzen auf die Reduktion
der Akantholyse untersuche(Burmester et al., 2020)Dafir konnen sowohhormale humane
epitheliale KeratinozytelNHEKals auch HaCadellen verwendet werden. Priméare Keratinozyten
wie NHEK bieten die Mdglichkeit, die Variabilitat der vivo Situation mdglickt genau

widerzuspiegeln, jedoch sind HaGAdlllinien gunstiger, einfacher zu handhaben und die
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Ergebnisse sind reproduzierbardtotti et al., 2022) NHEK weisen Einschrankungen als
experimentelles Modell fir mukokutanePV auf, da sie auch unter hohem Calciumspiegel keine
signifikanten Mengen an Dsgl exprimieréran der Wier et al., 2010Aus diesen Grinden
wurden bei den Experimenten HaGadllen den NHEK bevorzudtabei sollte aber beachtet
werden, dass HaCa&Zellen eine immortalisiere Zelllinie sindweshalb Abweichungen in den
Signalkaskaden der Zellen zu primaren Keratinozyten mdglich EindProblembei diesem
Modell stellt die Vergleichbarkeit der Experimente da, da sich die Methodik in verschiedenen
Forschungsgruppen leicht voneinander unterscheiden k@uhmidt et al., 2022Auch werden

die Zellenverwendet, wenn sie anndhernd 100 % konfluent gewachsen sind, jedoch kann es
immer zu kleinen Abweichungen in der Wachstumsgeschwindigkeit zwischen den Wells kommen,

was einen Einfluss auf die Ergebnisse haben kann.

Auf der Basis derPamGeneErgebnisse sollten die Rolle der detektierten Kinasen im
Pathomechanismus von PV im Keratinozyassoziationdviodell validiert werden. Dafir wurden
Kinaselnhibitoren der FirmaSelleck Chemicals verwendet, welche mdglichst spezifisch einzelne
Kinasen hemmen solltenim Falle eines erfolgreichen Ergebnisses wirde es durch diese
Behandlung zur Reduktion der Fragmentierung des Aétinolayers im Keratinozyten
DissoziationgAssaykommen, woraus eine Beteiligung dieser Kinasen im Pathomechanismus von
PV bestatigt werden wirdeAufgrund des sehr ahnlichen Aufbaus der aus der gleichen Familie
stammenden Kinasen (vdflap. 67), war es nicht mdglich jede Kinase separat zu hemmen, sodass
einige verwendete Inhibitoren mehrere Kinasen gleichzeitig inhibiereng@&iauenverwendeten
Inhibitoren mit den dazugehdrigen gehemmten Kinasen kdnnen Taelle 14 (Kap. 5.7)
entnommen werdenAlle Inhibitoren wurden in den Konzentrationen 0,1 uM, 1 uM und 10 uM

getestet.

Es wurden insgesamt funf Inhibitoren getestet, welche einen oder mehrere Mitglieder der Src
Familie inhibiert haben. Dabei konnte fiur dignibitoren PP2 (Lck / Fyn), SU 6656 (Fyn / Lck / Yes)
und Saracatinib (ganze Sfamilie)in allen drei Konzentrationeaine signifikante Reduktion der
Fragmentierung des Zeéonolayers mit weitestgehend linearer Effektstarke zur Inhibitor
Konzentration beobachtet werden. Die Inhibitoren K3& (Src) und RK 244Bck) zeigten
ebenfalls eine reduzierte Fragmentierung in alle drei Konzentrationen, jedoch zeigte RK 24466 mit
steigender InhibitoitKonzentration eine Zunahme der Fragmentierung, wahi€K@391bis 1 uM

eine reduzierte Fragmentierung bewirkt, bevor diese bei 10 pM wieder anddiag.konnte auf

einen toxischen Effekt dieser Inhibitoren auf die Zellen in hoheren Konzentrationen hinweisen.

Diese Ergebnisse decken sich weitestgehenidder bekannten Beteiligung der Sfamilie bei

der Regulation der Zedhasion(vgl. Kap. &). Des Weiteren haben bereits einige Studien die
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Rolle von SrkKinasen in der Pathogenese von PV untersuSbthaben Kugelmannet al. den
Effekt einer Inhibition von Src durch PP2 auf die Akantholyse durdg@®in Zellkultuy Maus

und HautorgarKultutmodell untersucht. In der Zellkultur zeigte sich bei einer-16nd 60
minltigen Inkubation von PAgG mit PP2 eine signifikante Reduktion der Akantholyse, nicht
jedoch nach 24tindiger. Eine parallel durchgefiihrte Westdlot-Analyse zeigte eine
Aktivierung von Src in den ersten 2 h der Inkubation, nicht jedoch nach 24 h, was darauf
hindeutet, dass eine S#demmung nur in der Zeit der Siktivierung vor der Akantholyse
schitzend ist.Dieses Ergebnis wurde von weiteren Gruppen gestid#¢. Forschungsgruppe
Walter et al. hat den zeitlichen Aktivitatsverlauf von Src bestimmt, welcher bei 30 min nach PV
IgG Kontakt sein Peak erreichet, bevor es wieder aliEieénsoMarchenkoet al, die den Src
Peak nach 1 h erreichteBestatigt wird dies in eineanderenStudie welchedie SreAktivitat nur

in perilasionaler Haut erhéhtorfand,nichtjedochin lasionale(Tsang et al., 2012Paher scheint

die SreAktivierung vor eintreten der Akantholyse relevant zu §8ohmitt and Waschke, 2021)
Dies widerspricht den eigenen Ergebnissen, bei denen dieAKSingtat nach 24stiindiger
Inkubation signifikant erhoht warMoglicherweise waren gewisse Mengen an perilasionalem

Gewebe in den Proben enthalten und somit eine erhdhteMktivitéat detektierbar.

Im Mausnodell wurde in Experimenten von Kugelmanat al. die Akantholyse zu allen
Zeitpunkten reduziertwas de Ergebnisse in einer weiteren Studie besttigdie durch eine
Inhibition von Src im Mausodellen eine durch PAYG ausgeléste Akantholyse hemniRretel et

al., 2009) Zum gleichen Ergebnis kamen zwei andere Studien, welche die durch PP2 ausgeldste
Akantholyse durch PWG in ZellkultuExperimenten komplett verhindern, bzw. reduzieren
konnten(Chernyavsky et al., 200Walter et al., 2017)Im menschlichen Hautorgakultumodell

konnte jedoch durcldieseBehandlung kein vorteilhafteEffekt auf die Akantholyse zeigerden
(Kugelmann et al.,, 2019)Zusétzlich konnte auch eine Beteiligungron Src bei der
Phosphorylierung von Plakophi beobachtet werden, was zu dessen Dissoziation von Dsg3
fuhrt und somit Desmosomen destabilisiert. Eine Inhibition von Src in Ha&kER brachte

diesen Prozess zuBrliegenund starkte die Zelddhasion(Cirillo et al., 2014)

Insgesamt gibt es starke Evidenz, dass die Akantholyse in PV durch eine Inhibition von Src
NBRdzl ASNIIZ 061 6P OSNKAYRSNI 6SNRSYy {lyyo Ly RSy
a{-G@BOYAfASaG RAS wSRS dzyR Sa 6dzZNRS Ay 1SAYSNI { {dz
Beteiligungan der Pathogenese von PV differenziert. Wie bereits beschrieben muss allerdings
hervorgehoben werden, dass die einzelnen Mitglieder einen sehr &hnlichen Aufbau haben und

somit nichtsehr spezifisch einzeln inhibiert evden kénnen, was eine genauere Untersuchung
erschwert. So ist davon auszugehen, dass bei Verwendung einesnifiodors in hoher
Konzentration von bis zu 10 uM, welche in vielen Studien verwendet wird, zwangslaufig eine
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Hemmung der anderen SKinasen stattfinden wird. In den meisten Studien wurde auch nur
diese eine Konzentration getestéBrescacin et al., 2022y or diesem Hintergrund kénnen unsere
Experimente tiefere Einblicke in die Beteiligung der verschied&reKinasen in Pgeben, da

verschiedene Inhibitoren in verschiedenen Konzentrationen getestet wurden.

Uber die Beteiligung von FAK und Syk bei der Pathogenese von PV wurde in der Literatur bisher
nur sehr wenig berichtetin den durchgefihrten Experimenten konnte der HAKibitor PF

573228 die Fragmentierung der Keratinozytem allen drei Konzentrationen signifikant
reduzieren, jedoch blieb das Ausmalfd der Reduktion Uber die drei Konzentrationen kobBstant.

wird durchdie Ergebnisse dekrbeitsgruppeGilet al. in einem Maumodell bestétigt wo es durch

P\IgG zur Phosphorylierung und Aktivierung von FAK kommt, was mit Akantholyse verbunden ist.
Durch eine direkte Hemmung von FAit PF573228konnte dies verhindert werden. Ebenso

nahm durch eine Inhibition von Src die FAlosphorylierung und die Akantholyse in der

Epidermis apwasdie Wechselwirkungon Src und FAK nochmardeutlicht.

Syk wurde bisher noch nicht mit der Pathogenese von PV in Verbindung gebracht. Sie wurde
lediglich als beteiligte Kinase bei der Pathogenese einer anderen blasenbildenden
Autoimmundermatose, der Epidermolysis bullosa aquisi@entifiziert Dabei hatte eine
Inhibition von Syk sich als schiitzend fir Mause herausgeé®alihavedam et al., 2018n den
eigenen Experimenten konnte durch deSykinhibitor PRT062607ediglich in der hdchsten
Konzentrationvon 10 uM eine Reduktion der Fragmentierung beobachtete werden, bei welcher
Konzentration bereits mit Kreuzhemmungen von anderen Kinasen gerechnet wangesnSomit

scheintdiese Behandlung keinen Vorteil zu bewirken.

7.8 Andere beteiligte Kinasen bei der Pathogenese von Pemphigus vulgaris
Neben denmit der PamGeneTechnologiedetektierten Kinasen werden in der Literatur einige
weitere Kinasen mit der Pathogenese von PV in Verbindung gebracht. Die mit am haufigsten und
intensivsten untersuchte davon ist d€TKp38MAPK (vgl. Kap. 2.3.Nach dem Kontakt mit RV
IgG kommt es zur Phosphorylierung von p38MAPK, was wiederum zum Verlust déeliZell
Adhasion fluhrt.Zahlreiche Studien haben die Wirksamkeit der Inhibition der p38MARHlen
drei gangigen PWodellenuntersuchtund kamen zu dem Bebnis, dass modelliibergreifend die
Akantholyse durch eine Inhibition unterbunden werden kgBmescacin et al., 2022[Ebenfalls
wurde eine Beteiligung des EGERd dessen nachgeschaltetextracellularsignal regulated
kinase(ERKnachgewiesenDiesewerden Giber Src aktiviert und eine Hemmuugs EGFRvder
ERKzeigteschitzende Wirkung in ZellkultyMaus und humana& HautExperimentenBektas et
al., 2013 Egu et al., 2019alter et al., 2019)Auch ist die PKC von mehreren Studien bei der
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Blasenbildung in PV nachgewiesen worden. So flihrte eine Hemmung der PKC zu einer reduzierten
Depletion von Dsg3 durch RYGin Maus und ZellkulturExperimenten(Sanchearpintero et
al., 2004 Spindler et al., 2011)nicht jedoch in humaneex vivo Haut (Egu et al., 2019)

Zahlreich@ weiteren Kinaserwird eine Beteiligungachgesag(Brescacin et al., 2022)

Ein Grund, warum diese Kinasen nicht in @&amGeneAnalyse entdeckt wurden, kdnnte der
Zeitpunkt der Probennahme sein. Die Hautproben wurden nach 24 h geerntet, jedoch zeigen
Studien, dassgieleKinasen schon friher ihre Aktivitatsspieeeichen bevor sie wieder abfallen.

So wurde fir die p38MAPK eine maximale Aktivitdt beR&@0 min nach Kontakt mit PG
beschriebenBerkowitz et al., 20Q5Chernyavsky et al., 20Q7)ir die PKC nach30 min(Osada

et al., 1997)sowie fir den EGFR und ERK nach ca. 3@QWalter et al., 2019)Deshalb wirde es

sich anbieten, in einem weiteren Forschungsprojekitien zu einem friiheren und wenn méglich

mehreren Zeitpunkten zu nehmen, um die Datenlage zu verdichten.

7.9 Ausblick

In den Experimenten wurde die Beteiligung der- 8rdd FAKKinasen bei der Pathogenese von PV
bestatigt und weiter evaluiert. Momentan untersucht meine Arbeitsgruppe die verwendeten
Kinaselnhibitoren auf deren Wirkung im Hautorgdtulturmodel. Im Folgenden wéren auch
Testungen im Mausodell interessanf um eine modellibergreifendedichte Datenlage zu
generieren. Auch ware es sinnvoll, noch einmal Hautproben zu friheren Zeitpunkten nach
Antikérperkontakt mit der PamGeneTechnologie zu untersuchen, um auch Kinasen zu
detektieren, welche zu einem friiheren Zeitpunkt der Pathogenak&v sind und so ein

dynamisches Aktivitatsprofil der beteiligten Kinasen zu bekommen.

Zusétzlich kénnte noch einmal die Untersuchung der Wirkung von Prednisolon im Hautorgan
Kulturmodell aufgegriffen werderDa mehrere Studien gezeigt haben, dass durch eine langere
Inkubation der Haut mit Prednisolon vor Hinzufiigen vonAmRtikdrpern eine Akantholyse
verhindet werden kann, kénnten die eigenen Ergebnisse noch einmal hinterfragt werden.
Besonders interessant ware dabei aus meiner Sicht die Wirkung der topischen, lokalen Auftragung
von GChaltiger Creme auf die Akantholyse, welche bereits eine deutliche Tendenz zur Reduktion
gezeigt hat und eine topische Anwendung generell mit weniger Nebenwirkungen verbunden ist

als eine systemische Applikati@ioly et al., 2002)
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8 Zusammenfassung

Bei der Autoimmunerkrankung Pemphigus vulgar{®V) werden Antikérper gegen die
epidermalen Proteine Desmoglein (Dsguidd 3 gebildet, was zu Blasenbildung auf Haut und
Schleimhauten fihrt. In dieser Arbeit wurde der Effekt der Injektion bzw. topischen Applikation
von Glucocorticoiderauf die Blasenbildung im Hautorg&ulturmodell firPVuntersucht. Dabei
wurde die Haut mit einem kpezifischen AniDsgl/3 variablen Einzelkettenfragment (scFv)
behandelt, was zur epidermalen Blasenbildung fuhrt. Dabei konnte durch eine zusatzliche
Behandlung der Haut miGlucocorticoidenkeine signifikante Reduktion der Blasenbildung
beobachtet werden.Jedoch konnten andere Studien bereits einen Effekt durch langere
Inkubationszeit des Cortisons vor Hinzufiigen des Antikérpers feststellen, sodass weitere
Experimente folgen sollterZusatzlich wurden ImmunfluoreszeRarbungen auf das scFv, sowie
dessen Antigene Dsgl und Dsg3 durchgefiihrt, welche ein deckungsgleiches Bindeverhalten

zeigten.

AulRerdem wurden Hautproben des Hautorgdunlturmodellsmit der PamGeneTechnologieauf
deren Kinasé\ktivitdt hin untersucht. Dabei zeigten sich in der mit scFv behandelten
Positivkontrolle im Vergleich zur mit intravendsem Immunglobulin G behandelten
Negativkontrolle eine signifikante Aktivitatssteigerung fir insgesamt acht PrdteosinKinasen.
Darunter befanden sich unter anderem finf Vertreter der-SirtaserFamilie zwei Vertreter der

FAKFamilie, sowie Syk.

Auf Basis dieser Ergebnisse wurdm KeratinozyterDissoziations\ssay durchgefuhrt. Dafir
wurden HaCaFellen angeziichtet, welche mit dem scFv behandelt wurde, was aufgrund des
Verlusts der Zelhdhasion zu einer Fragmentierung des -E&dnolayers gefuhrt hat. Es wurden

fir diese Versuchsreihe bestimmte Inhibitoren ausgewahlt, welche maoglichst spezifisch die in
ihrer Aktivitat gesteigerten Kinasen inhibieren sollten. Dadurch selith zeigenob durch die
Inhibition der Kinasen die Zélldhasion der mit scFv behandelten Keratinozyten gestarkt werden
kann, was sich in einer Verringerung der Fragmentierung des/dalblayerszeigen wirde Dies
wirde eine Beteiligung dieser Kinasen im Pathomechanismus voibeBiatigen Tatsé&chlich
konnten bei sechs von sieben getesteten Kindgbitoren in allen dreiverwendeten
Konzentrationervon 0,1uM, 1 uM und 10 pM eine signifikante Reduktion der Fragmentierung
des ZelMonolayers festgestellt werden. Fir den letzten Inhibitor konnte lediglich in der héchsten

Konzentration eine relevante Reduktion der Fragmentierung beobachtet werden.

Diese Ergebnisseschaffen eine hervorragende Basis fir weitere Forschungsprojekte in

Zukunftweitere zielgerichtete Therapien fir P entwickeh.
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Investigation of intracellular kinase activity in pemphigus
vulgaris using a human skin organ culture and cell culture model
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1 University of Liibeck, Lubeck Institute of Experimental Dermatology (LIED), 23564 Lubeck, Germany
2 University hospital of Liibeck, Department of Dermatology, 23564 Libeck, Germany

Introduction

Pemphigus vulgaris (PV) is an autoimmune skin blistering disease. Autoantibodies against X
desmoglein (Dsg)1 and Dsg3 are formed, leading to acantholysis in the skin and mucous
membranes. This is very painful and potentially life-threatening for patients and has a huge Src Kx2-391
impact on their quality of life." Treatment options are mainly limited to systemic cortisone

2 Lek RK 24486
therapy and a few others, mostly immune suppression therapy.? For more extensive and Src -~
specific treatment, new therapeutic targets need to be identified. In this work, the activity of famity Lek ! Fyn PP2
kinases in PV was investigated in an ex vivo human skin organ culture (HSOC) model by
using the PamGene technology. Eight kinases with significantly increased activity were
detected. The results were validated by inhibiting these kinases in a keratinocyte Src Pan (whole Src ~ family) Saracatinib
dissociation assay (KDA) to , if this cell S }

Methods
a) Names of kinases with significantly increased activity in the scFv treated skin.
Human skin organ culture (HSOC) model b) Name of kinase inhibitor and which kinases are inhibited by it (Compounds selected individually from the
P ccompany Selleckchem'). * = Inhibitor not shown in graphes below.
i S A

B -5

- -2 s

1) For the HSOC, healthy skin from elective surgerys was used.
2) Itwas cut in squares of 1 x 1 cm with all three skin layers remaining
3) 45 pg of an anti-dsg1/3 single chain variable fragment (scFv) was injected into the skin . 0.0 S 0.0
samples, which leads to intraepidermal split formation. As a negative control, non- concentration (M concantration (M) 9 # 01 1 10
pathogenic intravenouse immune gobulin G (IVIG) was injected. Aniibody anwooy: [wie | wlv ]
4) The skin was incubated on a 6-well-plate for 24 h at 37 °C and 5 % CO,.
5) After incubation the skin was used for the measurement of the kinase activity (biopsy)
or for histological and immunohistological stainings (cut in half)

Fyn/Lek/Yes

FAK FAK1/FAK2 PF-573228

family syk PRT062607°

tive fragmentation

Saracatinib
SU 6656
Relative fragmentation

Keratinocyte dissociation assay (KDA)
Inhibitor
+scFy

Relative fragmentation
Relative fragmentation

X 0.0~
Inhbitor- Inhibitor
concentration (uM): concentration (M)

Antiody:

1) For the KDA, keratinocytes were grown on the bottom of a 12-well-plate.

2) When the cells were close to 100 % confluency, the low calcium (Ca?*) keratinocyte
growth medium was changed to high Ca?* medium, which induces the formation of
desmosomes between the cells.

3) After 22 h of incubation (37 °C / 5 % CO,) the kinase inhibitors were added to the cells.

4) After 2 h of incubation the scFv was added to the inhibitor on the cells.

5) After 24 h of incubation dispase was added to the cells for 30 min.

6) The dispase detached the cells from the bottom of the well as a monolayer.

7) Mechanical stress was applied to the monolayer by pipetting it up and down for 5 times. 0.0 0.0

8) The monolayer fell apart into fragments, which were stained and photographed from m:;mn - :ﬁm&m(uw- & B % e i

i = P T —

MG

PF-573228
Relative fragmentation
RK 24466
Rolative fragmentation

Red values = expenments performed by Fel Frchmann
Black values = experiments perfored by Bespje Naumann

Conclusion

+ The measurement of the kinase activity in the HSOC identified 8 kinases with significantly
increased activity in the scFv treated skin
= All kinase inhibitors that were tested in the KDA, except one, reduced the fragmentation

Inhibitory substance in uM. j of the i i in different

+ These promising inhibitors will be further validated and their effect more closely studied.

With normal cell adhesion, the monolayer remains largely as one single piece after applying the mechanical
stress, shown in negative control (NC). I cell adhesion is disturbed by scFv, the monolayer falis apart into many
fragments, shown in positive control (PC). The next step was to find out, if the inhibition of the kinases that were.
detected, prevent the keratinocytes from dissociation in the assay. Therefore, each inhibitor was tested in a « 4 (2017) Pemghus, DOL 10,1038 201725
concentration of 0.1, 1 and 10 M. For the evaluation of the experiment, every fragment in the wells was counted References: P el . (2019) Pemigus wagaris D01 1015000 1606 4841 20195011

83 1, independent from its size. . Burmester e . (2020) 00 10 111pn 15238

S H UNVERSITATSKLINKUM
Selesaig-Holsen

in Chronic inflammation
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10.3 Rohdaten deErgebnisse ddPamGeneMessung

In den folgenden Tabellen und Grafiken werden &amGeneRohdaten aller im direkten

Vergleich gemessenen Hautproben gelistet. Dabei werden PrdtgisinKinasen und Serin

ThreoninKinasen auf verschiedenen Datenblattern gefihrt.

10.3.1 ProteinTyrosinKinasen

Tabellarische Darstellung der Rohdaten fir alle PrefsirosinKinasenim direkten Vergleich

zwei verschiedener Proben

Negativkontrolle vs. Positivkontrolle

Kinase Kinase Mean Mean Mean Mean Mean
Uniprot ID Name Specificity | Significance] Final Kinase Peptide
Score Score Score Statistic Set Size
HOY8A4 RYK 0,144072984 0,388063234 | 0,532136218 | 0,266697691 | 6,444444444
060674 JAK2 0,094535872 0,34471128 |0,439247153|0,293684758 | 14,44444444
P00519 Abl 0,254603587 0,458731074 | 0,713334661 | 0,372190783 | 42,77777778
P00533 EGFR 0,016647669 0,353072279|0,369719948 | 0,268086731 | 36,44444444
P04626 HER2 0,169435902 0,427771603 | 0,597207505 | 0,341096494 | 24,44444444
P04629 TRKA 0,624053234 0,539745878|1,163799112 | 0,46022016 |10,88888889
P06213 INSR 0,837818867 0,617803809 | 1,455622676 | 0,456185989 | 19,55555556
P06239 Lck 1,442262818 0,536281565 | 1,978544384 | 0,486399281 | 26,88888889
P06241 Fyn 1,78932275 | 0,598553261 | 2,387876011 | 0,564537877 | 13,44444444
P07332 Fes 0,01296543 | 0,193404461 | 0,206369891 | 0,153015346 | 11,88888889
P07333 FmS/CSFR |0,191102671] 0,483210355|0,674313026 | 0,320873913 | 7,888888889
P07947 Yes 1,06981727 | 0,547024419|1,616841689 | 0,484843219 | 20,88888889
P07948 Lyn 0,794965083 0,541704342 | 1,336669426 | 0,454859119| 18
P07949 Ret 0,28048006€| 0,446175598 | 0,726655664 | 0,359107152 | 14,11111111
P08069 IGF1R 0,151535872 0,433952851 | 0,585488724 | 0,317404543 | 13,44444444
P08581 Met 0,103571588 0,381270553 | 0,484842141 | 0,32385308 |24,11111111
P08631 HCK 1,561238678 0,575891583 | 2,13713026 |0,508781177|21,66666667
P09619 PDGFR[beta]| 0,106670871 0,387565842 | 0,494236713|0,293142925|11,11111111
P09769 Far 0,619153817 0,60110674 |1,220260557 | 0,492916286 | 6,666666667
P10721 Kit 0,584793843 0,596011406 | 1,18080525 |0,453052933|11,88888889
P11362 FGFR1 0,24355666 |0,347821178|0,591377838|0,346319103 | 11
P12931 Src 1,675606526 0,525677954 | 2,20128448 |0,489494415|32,11111111
P14616 IRR 0,113083831| 0,288501927 | 0,401585758 | 0,220751376 | 4,2
P16234 PDGFR[alphg 0,327387433 0,565310428 | 0,89269786 |0,414612999 |5
P16591 Fer 0,093133223 0,285890628 | 0,379023851 | 0,255608826 | 9,555555556
P17948 FLT1 0,006314395 0,259869625 | 0,266184019| 0,104032992 | 13,66666667
P21709 EphAl 0,418158001| 0,464956313 | 0,883114315|0,398494694 | 4,2
P21802 FGFR2 0,807621027 0,518731702 | 1,326352729|0,512087848 | 7,857142857
P21860 HER3 0,507115261| 0,486117157 | 0,993232418 | 0,405523911 | 35,77777778
P22455 FGFR4 0,441390527 0,48249436 |0,923884887 |0,431415609 | 13,33333333
P22607 FGFR3 0,763197225 0,513049195 | 1,27624642 |0,50825698 |7,166666667
P23458 JAK1~b 0,063551144 0,162689155 | 0,226240299 | 0,177595623 | 4
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P29317 EphA2 0,083273391 0,252782891 | 0,336056283 | 0,215117887 | 5,125
P29322 EphA8 0,308038486 0,410166666 | 0,718205151 | 0,428330419 | 3
P29376 LTK 0,435260493 0,486795369 | 0,922055863 | 0,398586319 | 13
P30530 AxI 0,837934187 0,510403107 | 1,348337293| 0,424000676 | 46,77777778
P35916 FLT4 0,023878656 0,26175246 |0,285631116 | 0,149583195 | 12,22222222
P35968 KDR 0,005456329 0,332884398 | 0,338340727|0,158283939|16,11111111
P36888 FLT3 0,048194731 0,280982487 | 0,329177217|0,202116631 | 9,375
P41240 CSK 0,216962625 0,437528359 | 0,654490984 | 0,36413208 |32
P42679 CTK 0,811663656 0,509699018 | 1,321362675| 0,446185136 | 24,22222222
P42680 TEC 0,110615426 0,353816919 | 0,464432345 | 0,327960107 | 30,66666667
P42681 TXK 0,1431515 |0,405700598 |0,548852097 | 0,334937451 | 24
P42684 Arg 0,249479779 0,453440094 | 0,702919873 | 0,368151753 | 41,44444444
P42685 FRK 0,425612047 0,427940317 | 0,853552364 | 0,394016931 | 43,22222222
P43403 ZAP70 0,880952991 0,487760299 | 1,36871329 |0,423544099 | 48,33333333
P43405 Syk 1,439878374 0,503352565 | 1,943230939 | 0,438838428 | 58,11111111
P51451 BLK 0,911070754 0,529484069 | 1,440554823|0,474402235|20,11111111
P51813 Etk/BMX 0,120551536 0,351550793| 0,472102329| 0,324268572 | 22,55555556
P54756 EphA5 0,420216403 0,455931956 | 0,876148359 | 0,480520906 | 3
P54764 EphA4 0,317781442 0,493010202 | 0,810791645 | 0,438267189 | 3
Q04912 Ron 0,255441758 0,368561605 | 0,624003363 | 0,360276743 | 6,444444444
Q05397 FAK1 1,04179346 | 0,527063769 | 1,568857229 | 0,455429563 | 31,77777778
Q06187 BTK 0,08278824 | 0,326922412|0,409710652 | 0,278090011 | 16,22222222
Q06418 Tyro3/Sky 0,335923218 0,459764342 | 0,79568756 |0,381605709 | 34,22222222
Q08345 DDR1 0,182320927 0,334581008 | 0,516901936 | 0,344042854 | 3
Q08881 ITK 0,03172235 | 0,313205357 | 0,344927707 | 0,269491198 | 26,77777778
Q12866 Mer 0,132917836 0,418786903 | 0,55170474 |0,34581451 |39,88888889
Q13882 Brk 0,098966716 0,395022826 | 0,493989542 | 0,343439613 | 49,66666667
Q14289 FAK2 1,510733686 0,625249903 | 2,135983589 | 0,497158151 | 23,66666667
Q15303 HER4 0,164149799 0,382851982 | 0,547001781 | 0,315183826 | 23,11111111
Q16288 TRKC 0,493152344 0,527873462 | 1,021025806 | 0,42775015 |14,11111111
Q16620 TRKB 0,469433547 0,505873089 | 0,975306636 | 0,419239984 | 16,55555556
Q9H3Y6 | Srm 0,073084785 0,339755358 | 0,412840143 | 0,322140398 | 34,33333333
Q9UM73 | ALK 0,679409577 0,50113511 |1,180544687 |0,424474118 | 33,44444444
Positivkontrolle vs. Prednisoloehandlung
Kinase Kinase Mean Mean Mean Mean Mean
Uniprot ID Name Specificity | Significance Final Kinase Peptide
Score Score Score Statistic Set Size
HOY8A4 RYK 0,11509348§ 0,05089376€ 0,165987254 -0,028865603 6,444444444
060674 JAK?2 0,227094483 0,065626864 0,292721345 -0,0829466171 14,44444444
P00519 Abl 0,58527806¢ 0,135599781 0,720877849 -0,120507499 42,7777777§
P00533 EGFR 0,065146814 0,055867994 0,12101480¢ 0,041289071 36,44444444
P04626 HER2 0,10415384¢ 0,05418762 0,158341469 0,006523339 24,44444444
P04629 TRKA 0,247463373 0,12641191 0,373875284 -0,095207053 10,8888888¢
P06213 INSR 0,390171179 0,114942464 0,505113644 -0,113711374 19,5555555€
P06239 Lck 1,30691498€¢ 0,164471334 1,47138631§ -0,179561895 26,8888888¢
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P06241 Fyn 1,195577404 0,209321824 1,404899229 -0,21481405] 13,44444444
P07332 Fes 0,22825027 0,093980379 0,322230649 0,08672435] 11,88888889
P07333 FmMS/CSFR 0,07537797§ 0,037017117 0,11239509 -0,037905179 7,88888888¢
P0O7947 Yes 0,451698509 0,128744904 0,58044341]1 -0,12612126€4 20,8888888¢
P07948 Lyn 0,520984893 0,12400128 0,644986174 -0,132080081 18
P07949 Ret 0,170431755 0,06645649¢ 0,23688825] 0,017511109 14,11111111]
P08069 IGF1R 0,115022614 0,045242969 0,160265583 -0,036040954 13,44444444
P08581 Met 0,029573247 0,021035974 0,050609219 0,002999115 24,11111111]
P08631 HCK 0,628139054 0,137821473 0,7659605279 -0,129824619 21,66666667
P09619 PDGFR[beta] | 0,385029867 0,127046863 0,512076729 -0,121134644 11,1111111]
P09769 Fgr 0,355513025 0,127235974 0,482749004 -0,144310694 6,666666667
P10721 Kit 0,168511807 0,069337681 0,237849487% -0,07456309] 11,8888888¢
P11362 FGFR1 0,18090327 0,07461859¢ 0,25552181¢ 0,019799524 11
P12931 Src 1,488148697 0,167040168 1,65518886¢ -0,17779503§ 32,11111111
P14616 IRR 0,159976424 0,125676657 0,2856530§ -0,085829647 4,2
P16234 PDGFR[alpha] 0,044503247 0,0207752 0,06527844§ -0,02826151¢ 5
P16591 Fer 0,24167622€¢ 0,079805673 0,321481899 0,066886704 9,55555555¢
P17948 FLT1 1,10957043 0,283952174 1,393522601 0,202122742 13,66666667
P21709 EphAl 0,321098049 0,157321507 0,478419554 -0,074405686 4,2
P21802 FGFR2 0,67636170§ 0,174146725 0,850508433 -0,18853584§ 7,857142857%
P21860 HERS3 0,13767717 0,07862018 0,21629735 -0,0676659 35,77777778
P22455 FGFR4 0,321918547% 0,114233164 0,436151713 -0,118730839 13,33333333
P22607 FGFR3 0,58727979]1 0,166294513 0,753574304 -0,183775756 7,166666661
P23458 JAK1~b 0,683455879 0,2431856479 0,92664152] 0,245467624 4
P29317 EphA2 0,239717434 0,148022187 0,387739621 -0,084656057 5,125
P29322 EphA8 0,63707684 0,27329190] 0,910368741 -0,264992618 3
P29376 LTK 0,24869443¢ 0,087268414 0,335962852 -0,064988954 13
P30530 Axl 0,19284944 0,080768481 0,27361792] -0,085814254 46,77777778
P35916 FLT4 0,06261443]1 0,02604951f§ 0,08866395 0,030200964 12,22222227
P35968 KDR 0,107788994 0,035911023 0,14370001% -0,048017401 16,11111111]
P36888 FLT3 0,18473823 0,064054879 0,248793109 0,06689091] 9,375
P41240 CSK 0,367046989 0,118458227 0,48550521 -0,10832141] 32
P42679 CTK 0,28130223 0,09955600§ 0,38085823§ -0,098231244 24,22222227
P42680 TEC 0,254948007 0,088339937 0,343287944 -0,086970825 30,66666661
P42681 TXK 0,03387573§ 0,02744943 0,06132516§ -0,027978349 24
P42684 Arg 0,190107043 0,095846897 0,28595394 -0,082347559 41,44444444
P42685 FRK 0,217364705 0,086813174 0,30417788]1 -0,08743836§ 43,22222227
P43403 ZAP70 0,179627215 0,08249873§ 0,262125953 -0,082279033 48,33333337
P43405 Syk 0,297629113 0,097246764 0,39487587§ -0,09593535] 58,1111111]
P51451 BLK 0,790671483 0,15412361§ 0,944795101 -0,160420945 20,11111111]
P51813 Etk/BMX 0,210938087 0,07974705 0,290685137% -0,077161082 22,5555555¢
P54756 EphA5 0,420216403 0,236572004 0,65678841 -0,21598298 3
P54764 EphA4 0,176550785 0,10271402¢ 0,279264811 -0,10770438 3
Q04912 Ron 0,29746040¢ 0,115933164 0,41339356§ -0,117462193 6,444444444
Q05397 FAK1 0,17594999¢ 0,083999873 0,259949869 -0,078329699 31,7777777§
Q06187 BTK 0,05977481¢ 0,022133169 0,081907985 0,007792974 16,22222227
Q06418 Tyro3/Sky 0,226464097 0,081855573 0,308319665 -0,082579391 34,22222227
Q08345 DDR1 0,40559671 0,19980286 0,60539957 -0,20814042] 3
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Q08881 ITK 0,02454463 0,02346062§ 0,048005259 -0,011027288 26,7777777§
Q12866 Mer 0,08168204¢ 0,062146189 0,143828235 -0,05796369 39,8888888¢
Q13882 Brk 0,002917764 0,012126751 0,015044514 -0,019912245 49,66666667
Q14289 FAK?2 0,178939287 0,069372765 0,24831204% -0,071047211] 23,66666667
Q15303 HERA4 0,24301339¢ 0,093733691 0,336747089 0,029367483 23,11111111
Q16288 TRKC 0,242447667 0,097030997 0,339478659 -0,083061994 14,11111111
Q16620 TRKB 0,31288572]1 0,10860567¢ 0,42149139§ -0,10029489 16,5555555€
Q9H3Y6 Srm 0,040081464 0,031548514 0,071629979 -0,03385954§ 34,33333339
Q9UM73 ALK 0,067452924 0,047872281 0,115325205 -0,048866804 33,44444444
Negativkontrolle vs. Prednisoloehandlung
Kinase Kinase Mean Mean Mean Mean Mean
Uniprot ID Name Specificity | Significance Final Kinase Peptide
Score Score Score Statistic Set Size

HOY8A4 RYK 0,079733607 0,140229114 0,219962721] 0,110540284 6,444444444
060674 JAK2 0,073110811 0,143265242 0,216376054 0,144036424 14,44444444
P00519 Abl 0,073757793 0,197965785 0,27172357§ 0,18442177¢ 42, 77777778
P00533 EGFR 0,490424092 0,30304117 0,793465264 0,234275864 36,44444444
P04626 HER2 0,85741703 0,32205620§8 1,179473237% 0,271665991 24,44444444
P04629 TRKA 0,55096475 0,31250212§ 0,863466879 0,2671915727 10,8888888¢
P06213 INSR 0,561125024 0,28633993§ 0,847464959 0,254760304 19,5555555¢
P06239 Lck 0,410707163 0,226222339 0,63692950] 0,234357349 26,88888889
P06241 Fyn 0,55633202¢ 0,241626104 0,79795813 0,257510189 13,44444444
P07332 Fes 0,158739517% 0,175056093 0,33379561 0,179559037 11,88888889
P07333 FmS/CSFR | 0,172346564 0,2004359574 0,372782514 0,1764649 7,88888888¢
P07947 Yes 0,948804681 0,29425368§ 1,243058369 0,288096331] 20,88888889
P07948 Lyn 0,327745161 0,222417262 0,550162424 0,224174419 18
P07949 Ret 0,67124117¢ 0,308966015 0,98020719 0,279582144 14,11111111
P08069 IGF1R 0,16905344 0,207321135 0,376374575 0,187695064 13,44444444
P08581 Met 0,426811281 0,254282301 0,681093581] 0,238024314 24,11111111
P08631 HCK 0,95442257¢ 0,318056454 1,272479029 0,29279956]1 21,66666661
P09619 PDGFR[beta]] 0,08006335 0,150423403 0,230486753 0,131996827 11,11111111
P09769 Fgr 0,424226264 0,27017411¢ 0,6944003§ 0,251339155 6,666666667
P10721 Kit 0,712390205 0,302880334 1,01527054 0,285762459 11,88888889
P11362 FGFR1 0,76997967§ 0,301359784 1,07133946Z4 0,304029878 11
P12931 Src 0,460169967% 0,22244302 0,68261298{ 0,236442545 32,11111111
P14616 IRR 0,063396501 0,120529374 0,183925875 -0,00138863 4.2
P16234 PDGFRJalphg 0,64317969% 0,332351269 0,975530964 0,31371218¢ 5
P16591 Fer 0,467791742 0,274200894 0,741992634 0,262891325 9,555555556
P17948 FLT1 0,39836711¢ 0,35030764 0,748674757 0,23167229¢ 13,66666667
P21709 EphAl 0,24816631 0,210457403 0,458623713 0,183045335 4,2
P21802 FGFR2 0,39097335] 0,21519757¢ 0,6061709279 0,24918467f 7,857142857
P21860 HER3 0,848487822 0,286973424 1,135461244 0,26245889€¢ 35,77777778
P22455 FGFR4 0,369744993 0,234923965 0,604668957 0,239030179 13,33333333
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P22607 FGFR3 0,38310817 0,219316264 0,602424434 0,249819463 7,166666661
P23458 JAK1~b 0,768584304 0,36758587§ 1,1361701874 0,351918163 4
P29317 EphA2 0,048371887 0,081052209 0,12942409¢ 0,02159148¢ 5,125
P29322 EphA8 0,04480307]1 0,053832464 0,0986355371 0,070649895 3
P29376 LTK 0,509294529  0,2610564 0,770351129 0,259450907 13
P30530 Axl 1,293219884 0,27799891§ 1,571218809 0,27086207 46,77777778
P35916 FLT4 0,0905816971 0,148530727 0,239112427 0,127691866q 12,22222227
P35968 KDR 0,005454323 0,081445409 0,086899737 0,065919859 16,11111111]
P36888 FLT3 0,277403905 0,247354727 0,524758634 0,209239747 9,375
P41240 CSK 0,23756763§ 0,2245824371 0,462150079 0,209765031] 32
P42679 CTK 0,909500983 0,281923273 1,19142425§ 0,281558833 24,22222222
P42680 TEC 0,124617799 0,18800537 0,312623169 0,18948267¢ 30,66666667
P42681 TXK 0,462768733 0,262766289 0,725535024 0,246993916 24
P42684 Arg 0,23509256] 0,227874714 0,462967273 0,212362767 41,44444444
P42685 FRK 0,6090588 0,23760612¢ 0,846664926 0,240579584 43,22222227
P43403 ZAP70 1,26744188 0,279489801 1,546931681 0,268499343 48,33333334
P43405 Syk 2,074775007 0,28132063]1 2,35609563§ 0,273427213 58,11111111
P51451 BLK 0,406068974 0,232040714 0,63810969]1 0,237765355 20,11111111]
P51813 Etk/BMX 0,120240374 0,1834763574 0,30371672¢ 0,17756366 22,5555555¢
P54756 EphA5 0,226213553 0,173925197 0,4001387574 0,205010255 3
P54764 EphA4 0,394615713 0,276229073 0,67084478¢ 0,26881418¢ 3
Q04912 Ron 0,14091045§ 0,1438833295 0,284793784 0,155589199 6,444444444
Q05397 FAK1 1,49052675§ 0,309354569 1,799881327 0,292638263 31,77777778
Q06187 BTK 0,248344437 0,228954897 0,477299329 0,209730615 16,22222227
Q06418 Tyro3/Sky 0,512825014 0,242105065 0,754930079 0,2387782164 34,22222222
Q08345 DDR1 0,066617124 0,08311583 0,149732954 0,099642423 3
Q08881 ITK 0,16453653 0,196578871 0,361115401 0,193813111 26,77777778
Q12866 Mer 0,352160054 0,246351704 0,59851176 0,225957184 39,8888888¢
Q13882 Brk 1,161266537 0,280907894 1,44217443] 0,258227899 49,66666661
Q14289 FAK2 2,277035999 0,3925084871 2,66954448¢ 0,353001173 23,66666661
Q15303 HER4 0,89064145] 0,303639116§ 1,194280567 0,250622349 23,11111111
Q16288 TRKC 0,437136581 0,27222714 0,70936372]1 0,238542609 14,11111111]
Q16620 TRKB 0,42345366] 0,251002606 0,674456267 0,23595018§ 16,5555555¢4
QI9H3Y6 Srm 0,329007669 0,225452895 0,554460564 0,224739433 34,33333333
Q9UM73 ALK 1,489585899 0,317375926 1,806961825 0,294127337 33,44444444
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Grafische Darstellung aller ProteliyrosinKinasen zwei verschiedener ProbamVergleich.

Negativkontrolle vs. Positivkontrolle

Normalized kinase statistic (>0 indicates higher activity in the pos group)
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Positivkontrolle vs. PrednisoloiBehandlung

Normalized kinase statistic (>0 indicates higher activity in the treat group)
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Negativkontrolle vs. Prednisoloehandlung

Kinase name
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Normalized kinase statistic (>0 indicates higher activity in the treat group)
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10.3.2 SerinThreoninKinasen

Tabellarische Darstellung der Rohdaten fir alle SEnireoninKinasen im direkten Vergleich zwei

verschiedener Proben

Negativkontrolle vs. Positivkontrolle

Kinase Kinase Mean Mean Mean Mean Mean
Uniprot ID Name Specificity | Significance Final Kinase Peptide
Score Score Score Statistic Set Size
000141 SGK1 0,7160715€¢ 0,61893836 1,3350099Z -0,3707022 3
014757 CHK1 1,58118771 0,76403822 2,34522593 -0,3990131 10
014920 IKK[beta] 0,49643677 0,53998524 1,03642201 -0,2805204 3,2
014965 AurA/Aur2 0,3431564¢ 0,25683789 0,59999437 -0,2056717 5,11111111
015075 DCAMKL1 0,9500091] 0,49187591 1,44188501 -0,3835087 4.5
015111 IKK[alpha] 0,10532601 0,11080408 0,2161300¢ -0,0792313 3
015264 p38[delta] 1,3830995] 0,47941043 1,86250993 -0,3232209 17,2222222
015530 PDK1 0,03009243 0,03418498 0,06427741 -0,0244558 3
043293 DAPK3 0,906189 0,63996626 1,54615524 -0,4150971 3,11111111
043930 PRKY 0,72704765 0,35382464 1,08087228 -0,2663973 10,6666667
060285 NuaK1 1,4391906§ 0,79269969 2,23189037 -0,4313874 5,16666667
075116 ROCK2 0,13865304 0,1339049 0,27255794 -0,1036638 4,2
075582 MSK1 0,12461183 0,13782684 0,26243867 -0,1053034 8
075676 MSK2 0,09561905 0,09907353 0,19469258 -0,0698553 3
076039 CDKL5 1,13185274 0,58308837 1,7149411 -0,3861575 5,625
094921 PFTAIRE1 0,35076371] 0,36092724 0,71169095 -0,2165443 3
095819 HGK/zZC1 1,42710007 0,75965634 2,18675641 -0,4482083 5,71428571
096017 CHK2 0,82532514 0,43065578 1,25598097 -0,2593003 20,1111111
P04049 RAF1 0,8488878Z 0,46139522 1,31028304 -0,3358667 6,33333333
P05129 PKC[gamma] 0,3103133Z2 0,23824258 0,5485559 -0,1854904 13,6666667
P0O5771 PKC[beta] 0,44697391 0,29027829 0,7372522 -0,2235414 10
P06493 CDC2/CDK1 1,97685973 0,66170306 2,63856278 -0,3666838 16,6666667
P10398 ARAF 0,5772837§ 0,35978093 0,93706471 -0,3239068 3
P11309 Pim1 0,3717468 0,25025711 0,62200391 -0,1892758 61,7777778
P11802 CDK4 1,2036941€¢ 0,79557853 1,9992726S¢ -0,3850002 7,11111111
P15056 BRAF 0,68949917 0,46235956 1,15185873 -0,3483924 3,33333333
P16066 ANP[alpha] 1,70609615 0,53679026 2,24288641 -0,3112313 24,2222222
P17252 PKC[alpha] 0,0175747¢ 0,104272 0,12184677 -0,0900338 29,2222222
P17612 PKA[alpha] 0,02173164 0,16147561 0,18320725 -0,131013 52,4444444
P23443 p70S6K 1,3822871€¢ 0,45352489 1,83581205 -0,3095739 17,4444444
P24723 PKCleta] 0,2754554¢ 0,20664447 0,48209994 -0,1749864 13,4444444
P24941 CDK2 2,06536661 0,69422668 2,75959329 -0,3751811 17,55555564
P27361 ERK1 2,55441114 0,71563782 3,27004893 -0,3855768 21,7777778
P28482 ERK2 2,43138779 0,69944475 3,13083254 -0,3702803 21
P31749 Akt1/PKBJalpha] 0,1217619¢ 0,18001628 0,30177824 -0,1368319 27,5555556¢
P31751 Akt2/PKBl[beta] | 0,1099588€ 0,17278074 0,2827396 -0,1328106 25,6666667
P41279 COoT 0,54320064 0,42961465 0,9728152S% -0,2770362 5
P41743 PKCJiota] 0,3476519¢ 0,24375322 0,5914052 -0,194511 15,2222222
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P42345 mTOR/FRAP 0,5325893 0,30816825 0,84075754 -0,2710015 4,88888889
P45983 JNK1 2,2811452¢ 0,60346317 2,88460841 -0,3315969 26,4444444
P45984 JNK2 1,32111579 0,53264038 1,85375617 -0,2981612 20,7777778
P48729 CK1[alpha] 1,71746604 0,83547592 2,55294195 -0,3875231 12,2222227
P48730 CK1[delta] 0,49636582 0,70222148 1,19858731 -0,2788262 3,25
P49137 MAPKAPK2 0,83572097 0,43389791 1,26961883 -0,2420482 30,3333333
P49674 CK1[epsilon] 0,5020866€ 0,61217656 1,11426324 -0,2723958 3,88888889
P49840 GSK3Jalpha] 1,5664594 0,93809144 2,50455084 -0,501087 4,66666667
P49841 GSK3Jbeta] 1,5435199¢ 0,77300093 2,3165208Y -0,4589727 5,88888889
P50613 CDKY 0,67678877 0,42988466 1,10667343 -0,2613622 13
P50750 CDK9 1,34741607 1,04984746 2,39726354 -0,3816305 8,66666667
P51812 RSK2 0,30507371 0,27439683 0,57947054 -0,1904259 9
P51817 PRKX 0,12914613 0,19778865 0,3269347§ -0,1487652 31,111111]
P53355 DAPK1 0,69723974 0,89492103 1,59216077 -0,3471158 3
P53778 p38[gamma] 1,0794355¢ 0,50121272 1,5806482§ -0,331457§ 9,7777777§
P53779 JNK3 2,17511834 0,58859321 2,76371155 -0,3289655 25,8888889
P68400 CK2[alpha]l 0,0793330¢ 0,09751534 0,1768484 -0,0665852 4,88888889
Q00526 CDK3 1,39099523 0,64995965 2,04095488 -0,3242792 13
Q00532 CDKL1 0,56577247 0,34120515 0,90697764 -0,275597 5,8
Q00534 CDK6 0,71075785 0,56469539 1,27545323 -0,3157524 5,88888889
Q00535 CDK5 2,37072084 1,1614654 3,53218624 -0,4579071 10
Q00537 PCTAIRE2 1,0149587F 0,61492413 1,6298828q -0,4484453 3,2
Q02156 PKC[epsilon] 0,21173523 0,20830289 0,42003817 -0,160409 18,555555¢
Q04759 PKCltheta] 0,11797994 0,16363607 0,28161601] -0,1357502 21
Q05513 PKC|zeta] 0,35367627 0,24231991 0,59599619 -0,2027584 9,5555555¢
Q05655 PKCldelta] 0,03216657 0,10307481 0,13524139 -0,0908475 21,7777778
Q13131 AMPKJalpha]l 0,26765157 0,20650504 0,47415661 -0,1675741 10,777777§
Q13153 PAK1 0,76027177 0,40747677 1,16774853 -0,3191212 6
Q13164 ERK5 2,06244447 0,70086922 2,76331364 -0,4234 12
Q13237 PKG2 0,0445391 0,1393574 0,183896 -0,1195263 36,111111]
Q13464 ROCK1 0,6943491¢ 0,41367031 1,10801949 -0,3115111 4,7142857]
Q13535 ATR 0,93660293 0,62269938 1,55930231] -0,3129438 9,88888889
Q13627 DYRK1A 1,1126837§ 0,62378255 1,73646634 -0,4762331 3
Q13976 PKG1 0,0067346¢ 0,10263201 0,10936669 -0,0856238 39,6666667
Q14164 IKK[epsilon] 0,9696674¢ 0,48517347 1,45484093 -0,3060293 7
Q15118 PDHK1 0,12604179 0,12442056 0,25046233 0,09519287 3
Q15131 CDK10 0,26462952 0,23265843 0,49728799 -0,1685572 6,1111111]
Q15139 PKD1 0,11421127 0,12444846 0,23865974 -0,0910587 6
Q15349 RSK1/p90RSK | 0,12146004 0,11367554 0,23513558 -0,0970313 6
Q15418 RSK3 0,3703378% 0,25423283 0,62457067 -0,205561 10
Q15759 p38[beta] 0,9197628§ 0,54340867 1,4631715§ -0,3663801 5,66666667
Q16512 PKN1/PRK1 0,9609233¢ 0,57482307 1,535746449 -0,354203 6,88888889
Q16539 MAPK14 2,17314848§ 0,8164278 2,9895762§ -0,4160932 13,8888889
Q16566 CaMK4 0,04806921 0,06764449 0,1157137 -0,047097| 12,3333333
Q16644 MAPKAPK3 1,10346311 0,43532471 1,53878782 -0,2560674 35,2222222
Q86V86 Pim3 0,39497772 0,25699665 0,65197437 -0,1923973 59,6666667
Q8IWB6 SgK307 1,26533814 0,70409047 1,9694284 -0,4509358 4,44444444
Q8NI60 ADCK3 0,69654441 0,34885777 1,04540213 -0,2596561 9,555555564
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Q8TD08 ERK7 1,02687215 1,04575749 2,07262964 -0,4010519 4
Q92772 CDKL2 0,2083261§ 0,13709483 0,34542101] -0,1390197 3,33333333
Q96GD4 AurB/Aurl 0,28499312 0,22900172 0,51399484 -0,173263 5,11111111
Q96196 AlphaK1 0,5425075 0,37374842 0,91625592 -0,2869994 3,66666667
Q96Q40 PFTAIRE2 0,4531023 0,44781668 0,90091899 -0,236772§ 6,88888889
Q96538 RSKL1 0,62210539 0,51011472 1,13222011 -0,3347456 3
Q9BWU1 CDK11 0,92004193 1,05800209 1,97804402 -0,4000317 4
Q9HBYS8 SGK2 0,94979657 0,44999622 1,39979279 -0,2947191 15,7777778
Q9P1W9 Pim2 0,24821885 0,23389635 0,4821152 -0,1782639 41
Q9UBSO p70S6K[beta] 0,11506297 0,17063491 0,28569788 -0,1348158 25
Q9UHD2 TBK1 1,2073072¢ 0,76928273 1,97659001 -0,4276284 4,88888889
Q9UIK4 DAPK2 0,95206292 0,52883224 1,48089516 -0,3713859 4,88888889
Q9UKES TNIK/ZC2 0,66282825 0,40669536 1,06952361 -0,34427 3
Q9UPZ9 ICK 0,62525223 0,49250732 1,11775955 -0,3394656 3,33333333
Q9Y6S9 RSKL2 0,30674354 0,23498109 0,54172463 -0,191401 3,5
Positivkontrolle vs. Prednisoloehandlung
Kinase Kinase Mean Mean Mean Mean Mean
Uniprot ID Name Specificity | Significance Final Kinase Peptide
Score Score Score Statistic Set Size

000141 SGK1 0,56594817 0,40240953 0,9683577 0,30109133 3
014757 CHK1 0,44403881 0,26786777 0,71190659 0,15887708 10
014920 IKK[beta] 0,09670231 0,11665311 0,21335542 -0,0675193 3,2
014965 AurA/Aur2 0,03373845 0,01736157 0,05110002 0,01532344 5,11111111
015075 DCAMKL1 0,1895167 0,08830072 0,27781742 0,10869579 4,5
015111 IKK[alpha] 0,80918067 0,43838012 1,24756079 -0,3847735 3
015264 p38[delta] 0,85526982 0,29625567 1,15152549 0,2166326 17,2222222
015530 PDK1 0,00632362 0,00642279 0,01274641 -0,0056296 3
043293 DAPK3 0,16063264 0,15201893 0,31265157 0,10928632 3,11111111
043930 PRKY 0,86926031 0,3006548 1,16991511 0,24927373 10,6666667
060285 NuaK1 0,49286271 0,34070583 0,83356854 0,17988822 5,16666667
075116 ROCK?2 0,06211942 0,05115884 0,11327828 0,00357099 42
075582 MSK1 0,1777193§ 0,11218774 0,28990713 0,08442933 8
075676 MSK2 0,1115477¢ 0,09550669 0,20705445 -0,0800406 3
076039 CDKL5 1,19888295 0,47752296 1,67640592 0,38818747 5,625
094921 PFTAIRE1 0,44762487 0,35745354 0,8050784 -0,2505139 3
095819 HGK/zC1 0,63875901 0,33256117 0,97132018 0,24287732 5,71428571
096017 CHK2 0,15658922 0,08675223 0,24334145 0,06668446 20,1111111
P04049 RAF1 0,65319535 0,29275773 0,94595309 0,24009591 6,33333333
P05129 PKC[gamma] 0,12930081 0,07772255 0,2070233q 0,05652063 13,6666667
PO5771 PKC[beta] 0,18262749 0,08812471 0,27075221 0,08125331 10
P06493 CDC2/CDK1 1,8432216€ 0,4546875 2,29790916 0,3171107Z2 16,6666667
P10398 ARAF 0,41864004 0,25211366 0,67075369 0,2343444 3
P11309 Piml1 0,3830851] 0,14815027 0,53123537 0,1146995 61,7777778
P11802 CDK4 0,65422709 0,32702697 0,98125404 0,23211513 7,11111111%
P15056 BRAF 0,48682449 0,30183614 0,78866065 0,24933613 3,33333333
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