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1 Einleitung 
1.1 Aufbau und Funktion der Hautdecke 
Die menschliche Hautdecke, auch als Integumentum commune bezeichnet, bildet die 

äußere Körperoberfläche und fungiert als Schutzbarriere gegenüber der Umwelt. Sie setzt 

sich aus der Kutis (Haut) und der darunterliegenden Subkutis (Unterhaut, Tela 

subcutanea) zusammen. Das Integumentum commune schützt das Körperinnere vor 

mechanischen Verletzungen, mikrobiellen Infektionen, UV-Strahlung, transepidermalem 

Wasserverlust sowie extremer Hitze und Kälte. Darüber hinaus sind die Sinnesorgane in 

der Haut lokalisiert, die für die Wahrnehmung von Reizen wie Tast-, Druck-, Schmerz- 

und Vibrationssinne verantwortlich sind. Neben dem Hautkomplex aus Keratinozyten 

enthält die Haut eine Vielzahl weiterer struktureller und funktioneller Komponenten. 

Dazu zählen Blutgefäße, Nervenendigungen, Thermorezeptoren, Mechanorezeptoren und 

Hautanhangsgebilde wie Haare, Nägel, Talg-, Schweiß- und Brustdrüsen.  

Histologisch betrachtet kann die Kutis in eine epitheliale Schicht, die Epidermis 

(Oberhaut), und in eine bindegewebige Schicht, die Dermis (Lederhaut), unterteilt 

werden (Welsch et al. 2022). Die Epidermis besteht aus einem verhornenden, 

mehrschichtigen Plattenepithel aus Keratinozyten und kann in vier verschiedene 

Schichten differenziert werden. Direkt angrenzend an die Dermis liegt die Basallamina 

mit dem einschichtigen Stratum basale (Baroni et al. 2012). Die prismatischen Zellen 

sind für den Zellnachschub verantwortlich. Die Stammzellen und Progenitorzellen sind 

hier lokalisiert, daher sind meist Mitoseformen zu finden. Darüber liegt das Stratum 

spinosum, welches aus zwei bis fünf Zelllagen stachelartiger Zellen besteht. In dieser 

Schicht beginnt allmählich der Prozess der Verhornung (Keratinisierung). Die 

darauffolgende Schicht, das Stratum granulosum (Körnerschicht), besteht aus zwei bis 

drei Zelllagen. Die Keratinozyten enthalten basophile Keratohyalingranula, die eine 

zentrale Rolle im Verhornungsprozess spielen. Das außenliegende Stratum corneum 

(Hornschicht) besteht aus flachen, kernlosen Keratinozyten. Die Zellen durchlaufen einen 

kontinuierlichen Regenerationsprozess von der Basalschicht bis zur Hornschicht, wobei 

die abgestorbenen Keratinozyten kontinuierlich abgeschilfert werden (Lüllmann-Rauch 

2015). Der gesamte Zyklus kann zwei bis drei Wochen dauern, bis eine basale kubische 

Zelle die vier Schichten durchlaufen hat (Blanpain und Fuchs 2009). 

Die Keratinozyten der Epidermis sind über eine Vielzahl interzellulärer Verbindungen 

miteinander und mit der Basallamina verbunden. Zu den wichtigsten Zell-Zell-Kontakten 
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gehören Desmosomen, die die mechanische Stabilität der Epidermis sicherstellen, sowie 

Tight Junctions, Zonula adhärens, Fokalkontakte und die Gap Junctions, die den 

Zellverband stabilisieren und den interzellulären Stoffaustausch regulieren (Lüllmann-

Rauch 2015). 

Die Dermis ist über die dermo-epidermale Verbindungszone fest mit der Epidermis 

verbunden. Diese Verbindung wird durch zapfenförmige Fortsätze (Papillen) verstärkt, 

die in die Epidermis hineinragen, um makroskopisch zusätzliche Haftung zu erzeugen. 

Histologisch kann die Dermis in das Stratum papillare und Stratum reticulare eingeteilt 

werden. Das Stratum papillare besteht aus lockerem und elastischem Bindegewebe, 

welches in den Papillen der Dermis lokalisiert ist. Die Papillen enthalten Kapillaren, 

sensorische Nervenendigungen sowie Lymphgefäße und sind entscheidend für den 

Stoffaustausch zwischen Dermis und Epidermis. Das darunter folgende Stratum 

reticulare besteht aus straffem, geflechtartigem Bindegewebe, das eine hohe 

Reißfestigkeit und Dehnungsbeständigkeit der Haut gewährleistet (Lüllmann-Rauch 

2015; Yang et al. 2015). 

Die Subkutis besteht aus lockerem Bindegewebe und Fettgewebe, in denen Nerven und 

Blutgefäße verlaufen. Die Schicht bildet eine Verbindung zwischen der Kutis und den 

tieferliegenden Strukturen wie Periost und Faszien. Ihre Hauptfunktionen bestehen darin, 

als mechanisches Polster zu dienen, eine Verschiebbarkeit der Haut gegenüber 

darunterliegenden Strukturen zu ermöglichen und die Wärmeisolation des Körpers zu 

unterstützen. Die Subkutis enthält zudem Fettdepots, die als Energiespeicher dienen 

(Lüllmann-Rauch 2015; Schünke et al. 2022). 

 

1.2 Zellverbindungen 
Die Zellverbindungen lassen sich in drei Gruppen aufteilen: Haft-, Verschluss- und 

Kommunikationskontakte. Die Haftkontakte dienen der mechanischen Verankerung 

zwischen den Zellen sowie der Verankerung der Zelle mit der Extrazellulärmatrix. Zu den 

Haftkontakten zählen die Desmosomen, die Zonula adhärens, die Hemidesmosomen und 

die Fokalkontakte. Die allgemeine Baustruktur der Haftkontakte besteht aus den 

verbindenden Transmembranproteinen und Plaque-Proteinen, die die Anbindung an die 

Filamente des Zytoskeletts vermitteln (Lüllmann-Rauch 2015). Zu den interzellulären 

Zellverbindungen zählen die Haftkontakte Desmosomen, die Zonula adhärens und die 

Verschlusskontakte Tight Junctions. Beide Arten von Haftkontakten besitzen Proteine der 
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Cadherin-Familie als Transmembranproteine. Cadherine benötigen extrazelluläres 

Calcium, um eine Verbindung zur Nachbarzelle einzugehen (Beckert et al. 2019; Chitaev 

und Troyanovsky 1997). Die Zonula adhärens bildet einen gürtelförmigen Zellkontakt 

aus, der die Zelle von allen Seiten verbindet. Das Transmembranprotein E-Cadherin (im 

Epithel) bindet an die Plaque, die aus Cateninen (!, #, p120), !-Actinin und Vinculin 

besteht. Diese Plaque vermittelt die Verbindung zu den Aktinfilamenten des Zytoskeletts 

(Hartsock und Nelson 2008; Niessen 2007).  

Zu den Verschlusskontakten zählen die Tight Junctions, die aus verschiedenen Proteinen 

wie Claudinen, Occludinen und Zonula occludens (ZO)-Proteinen bestehen. Die Proteine 

bilden Barrieren zwischen benachbarten Zellen, indem sie sich miteinander verbinden, 

um eine dichte Versiegelung der Zellzwischenräume zu schaffen und die Durchlässigkeit 

zwischen den Zellen zu regulieren. Die Zell-Zell-Verbindungen unterliegen einem 

kontinuierlichen Umbau, der aktiv durch intra- und interzelluläre 

Signaltransduktionswege induziert werden kann (Green et al. 2010). 

Zu den Zell-Matrixkontakten zählen die Hemidesmosomen und die Fokalkontakte. Die 

Hemidesmosomen sind für die Verankerung der Zelle an die Basalmembran 

verantwortlich. Integrine fungieren als transmembranäre Verbindungsproteine, die die 

extrazelluläre Matrix über Plaqueproteine der Plasmamembran mit der Lamina densa der 

Basalmembran koppeln. Die Lamina densa wird durch Kollagen VII an die 

Kollagenfibrillen des Bindegewebes vernetzt. Auf der zytoplasmatischen Seite sind die 

Hemidesmosomen mit den Intermediärfilamenten (z.B. Keratin) an Plaqueproteine wie 

Plektin und BP230 verankert (Walko et al. 2015). Die Fokalkontakte sind dynamische 

Zell-Matrix-Verbindungen, die in beweglichen Zellen vorkommen. Die intrazelluläre 

Plaque beinhaltet !-Actinin, Vinculin und Talin, die mit den Aktinfilamenten verbunden 

sind (Wehrle-Haller 2012). 

 

1.3 Desmosomen 
Desmosomen sind essenziell für die mechanische Stabilität der Zell-Zell-Verbindungen 

und lassen sich im Gegensatz zu den anderen Zellverbindungen ultrastrukturell im 

Elektronenmikroskop darstellen (Delva et al. 2009). Desmosomen kommen in 

mechanisch belasteten Geweben wie in Epithelien, Herzmuskelzellen, Harnblase, 

gastrointestinale Mukosa, dendritischen Zellen der Lymphfollikel und Meningealzellen 

der weichen Hirnhaut vor (Delva et al. 2009; Getsios et al. 2004; Holthöfer et al. 2007). 
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1.3.1 Struktureller Aufbau der Desmosomen  

Elektronenmikroskopisch lassen sich drei Hauptbereiche des Desmosoms unterscheiden: 

die extrazelluläre Kernregion, die äußere dichte Plaque und die innere dichte Plaque 

(Abb. 1). Die durchschnittliche Breite des desmosomalen Kontakts beträgt etwa 300 nm, 

wobei ein Spalt von 20 bis 40 nm durch fadenförmige Strukturen, die extrazellulären 

Domänen der Cadherine, überbrückt wird (Holthöfer et al. 2007; Lüllmann-Rauch et al. 

2015). Der extrazelluläre Bereich wird von Desmogleinen (Dsg) und Desmocollinen 

(Dsc) aus der desmosomalen Cadherin-Familie gebildet, wobei vier Isoformen von Dsg1-

4 und drei Isoformen von Dsc1-3 bekannt sind. Diese transmembranären Glykoproteine 

vermitteln Calcium-abhängige homo- oder heterophile Bindungen (Angst et al. 2001).  

Es wurde gezeigt, dass Desmosomen unter mechanischen Stress eine 

calciumunabhängige Hyperadhäsion ausbilden können. Die Regulation erfolgt über 

intrazelluläre Signalwege, insbesondere durch die Proteinkinase C (PKC) (Kimura et al. 

2007). Der extrazelluläre Anteil der Cadherine besteht aus vier Domänen (EC1-4), gefolgt 

von der extrazellulären Ankerdomäne EA. Das zytoplasmatische Ende der Cadherin-

Proteine assoziiert im Zellinneren mit der äußeren Plaque (Nollet et al. 2000). Die äußere 

Plaque besteht aus Plakoglobin (PG) und Plakophilin (PKP), beides Mitglieder der 

Armadillo-Familie. Das PG fungiert als Verbindungsglied zwischen dem 

zytoplasmatischen Ende der desmosomalen Cadherine und Desmoplakin (DP). 

Außerdem ist PG an intrazellulären Signaltransduktionsvorgängen involviert und 

reguliert die laterale Interaktion sowie die Größe der Desmosomen (Wahl et al. 1996). 

Das PKP, von dem drei Haupttypen mit insgesamt fünf Isoformen bekannt sind, dient 

ebenfalls als Verbindungsglied zwischen den desmosomalen Cadherinen, PG, DP und den 

Intermediärfilamenten (Garrod und Chidgey 2008). Das DP, ein Mitglied der Plakin-

Familie in der inneren Plaque, interagiert mit PG und PKP und stellt die Verbindung der 

Desmosomen mit den Keratin-Intermediärfilamenten des zytoskelettalen Netzwerkes in 

Epithelzellen her. In Kardiomyozyten interagiert DP mit den Desmin- 

Intermediärfilamenten und in Arachnoidalzellen sowie follikulären dendritischen Zellen 

mit Vimentin-Intermediärfilamenten (Delva et al. 2009; Getsios et al. 2004; Holthöfer et 

al. 2007).  
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Strukturkomponenten des Desmosoms 
(modifiziert nach Delva et al. 2009 und erstellt mit BioRender 

(https://BioRender.com))  
Desmosomen bestehen aus drei Komponenten, den desmosomalen Cadherine mit fünf 

extrazellulären Domänen (EC1-5) (A) und den zwei intrazellulären Domänen (B und C). Der 

extrazelluläre Teil bindet außerhalb der Zelle mit einem anderen Cadherin-Protein auf hetero- 

oder homophilerweise, welche Calciumabhängig ist. (B) Die dichte desmosomale Plaque kann in 

einen äußeren Teil, bestehend aus Plakophilin (PKP) und Plakoglobin (PG), und in einen inneren 

Bereich, bestehend aus Desmoplakin (DP), eingeteilt werden. (C) Die Intermediärfilamente, 

Bestandteile des intrazellulären Zytoskeletts, strahlen in die innere dichte Plaque ein.   

 

1.3.2 Molekularer Aufbau der desmosomalen Cadherine 

Die Gene von Dsc1-3 und Dsg1-4 sind auf dem q-Arm des Chromosoms 18 lokalisiert. 

Es gibt drei separate Dsc-Gene, die jeweils durch alternatives Spleißen eine „a“- und eine 

„b“-Isoform aufweisen (Abb. 2). Die desmosomalen Cadherine bestehen aus vier 

extrazellulären Domänen (EC1-4), gefolgt von der extrazellulären Ankerdomäne EA, die 

proximal an die membranumspannende Region, die Transmembrandomäne (TM), 

anknüpft. Die intrazelluläre Ankerdomäne (IA) wird durch eine intrazelluläre Cadherin-

ähnliche Sequenz (ICS) ergänzt, die in den Spleißvarianten der Dsc „a“ sowie in den Dsg-

Proteinen vorkommt. An die ICS-Domäne von Dsg und Dsc kann PG binden (Mathur et 

al. 1994). Die Spleißvarianten der Dsc „b“ besitzen eine verkürzte ICS-Domäne und 

enden mit zusätzlichen 11 Aminosäuren in Dsc1 und Dsc2 bzw. acht Aminosäuren in 

Dsc3, die in der „a“-Form nicht vorhanden sind (Kowalczyk und Green 2013). Die 

zytoplasmatischen Domänen der Dsg-Proteine enthalten zusätzlich Segmente, darunter 

einen kurzen, intrazellulären, prolinreichen Linker (IPL), variable 

Wiederholungseinheiten-Domänen (RUD), sowie eine Desmoglein-spezifische terminale 

Domäne (DTD) (Getsios et al. 2004; Holthöfer et al. 2007).  

A B B C C 
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der desmosomalen Cadherine (modifiziert 
nach Getsios et al. 2004 und erstellt mit BioRender (https://BioRender.com))  
Die Dsc und Dsg besitzen beide vier extrazelluläre Domäne (EC1-4) mit einer 

membranproximalen Domäne (EA), die an die Transmembrandomäne (TM) bindet. An dem 

intrazellulären Anker (IA) folgt die Cadherin-ähnliche Sequenz (ICS). Die Dsg besitzen 

zusätzliche Sequenzen mit teilweise unbekannten Funktionen, wie die prolinreiche Linkerregion 

(IPL), die Wiederholungseinheits-Domäne (RUD) und eine Desmoglein-Terminaldomäne 

(DTD). Die Dsc weisen durch Alternatives Spleißen eine „a“- und eine „b“-Isoform auf. Die „a“-

Isoform enthält ebenfalls die ICS-Domäne, während die „b“-Spleißvariante die ICS-Domäne 

verkürzt und mit zusätzlichen 11 Aminosäuren in Dsc1 und Dsc2 bzw. acht Aminosäuren in Dsc3 

enthält. 

 

1.3.3 Gewebespezifische Expression der desmosomalen Cadherine und deren 
Assoziation mit Erkrankungen 

Desmosomen zeigen eine strukturelle und funktionelle Vielfalt, die sowohl die 

Gewebedifferenzierung als auch die Entstehung von Krankheitsbildern beeinflussen 

kann. Erkrankungen, die durch genetische Mutationen oder Autoimmunreaktionen gegen 

spezifische desmosomale Komponenten verursacht werden, betreffen häufig nur 

bestimmte desmosomenhaltige Gewebe. Beispielsweise kommt Dsg1 u.a. in der 

Schleimhaut des Uterus, des Magens, des Darms und in den Epithelien von Haut, Leber 

und Pankreas vor, während Dsc1 hauptsächlich im Darm und in der Leber exprimiert 

wird. Die Dsc2 und Dsg2 werden hingegen in allen desmosomenhaltigen Geweben 

exprimiert. Daher enthalten das Gewebe wie der Dickdarm und der Herzmuskel 

ausschließlich Dsc2 und Dsg2 (Waschke 2008). In der Epidermis werden alle sieben 

desmosomalen Cadherine differenzierungsspezifisch exprimiert, wobei Dsg2, Dsg3, 

a Isoform 

b Isoform 

Dsg 

Dsc 
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Dsc2 und Dsc3 in den unteren Epidermisschichten und Dsg1, Dsg4, Dsc1 und Dsg4 in 

den oberen Schichten vorkommen (Holthöfer et al. 2007). Die desmosomale Adhäsion 

kann durch genetische Defekte, bakterielle Toxine oder die Bindung von 

Autoantikörpern, wie sie bei der Autoimmunerkrankung Pemphigus v.a. gegen Dsg1 

und/oder Dsg3 auftreten, beeinträchtig werden (Waschke 2008). Obwohl in Karzinomen 

wie Plattenepithel-, Magen-, Darm- und Brustkarzinomen veränderte Expression von 

Dsg2/Dsc2 und Dsg3/Dsc3 nachgewiesen wurden, konnten keine Mutationen der 

Desmosomen festgestellt werden (Bazzi und Christiano 2007). 

 

1.4 Pemphigus-Erkrankungen 
Pemphigus zählt zu den seltenen blasenbildenden Autoimmunerkrankungen, die v.a. die 

Haut und die Schleimhäute betrifft. Als Auslöser binden Autoantikörper, größtenteils vom 

Typ IgG, an die Oberflächenstrukturen der Keratinozyten, die für die Hautbarriere 

verantwortlich sind. Als Folge kommt es zum Verlust der intraepidermalen Adhäsion, die 

sich klinisch als Blasen und Erosionen äußern (Amagai et al. 1991). Die Erkrankung wird 

daher als Pemphigus bezeichnet, da diese von dem griechischen Wort pemphix (zu 

Deutsch „Blase“) stammt. (Kneisel und Hertl 2011a).  

Die häufigsten intraepidermalen Pemphiguserkrankungen sind Pemphigus vulgaris (PV) 

und Pemphigus foliaceus (PF) (Singer et al. 1985). Die Inzidenz variiert abhängig von 

der Region. Beispielsweise liegt die jährliche Inzidenz von Pemphigus vulgaris in 

Deutschland bei 1 bis 2 Fällen pro 1.000.000 Einwohner, während Südeuropäer eine bis 

zu neunmal höhere Inzidenz aufweisen (Hahn‐Ristic et al. 2002; Zhao et al. 2023). Der 

Erkrankungspeak tritt bei beiden Geschlechtern zwischen dem 4. und 6. Lebensjahrzehnt 

auf, jedoch sind auch Kinder und ältere Patienten betroffen (Porro et al. 2019). Die genaue 

Ursache für die Entstehung von Pemphigus ist noch unklar, allerdings kommen 

bestimmte Medikamente (Penicillinamin, Angiotensin-Converting-Enzyme (ACE)-

Hemmer, Pyrazolonderivate, Cephalosporine und Rifampicin) sowie andere Faktoren wie 

Verbrennungen, UV-Strahlung, Röntgenexposition oder genetische Prädisposition als 

mögliche Auslöser in Frage (Bystryn und Rudolph 2005; Ruocco et al. 2013). 

Pemphigus vulgaris ist die häufigste Form, welche die Schleimhäute (z.B. Mund, Nase, 

Pharynx, Larynx, Konjunktiva, Genitalien) als auch die Epidermis betreffen kann. Es 

entstehen schmerzhafte Blasen, die häufig nach dem Zerplatzen als Erosionen auf der 

Haut und/oder den Schleimhäuten verbleiben (Kneisel und Hertl 2011a). Da auch 
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Pharynx, Larynx und Nasenschleimhäute betroffen sein können, weisen die Patienten 

auch häufig Symptome von Heiserkeit, Epistaxis und Schwierigkeiten beim Schlucken 

auf. Pemphigus foliaceus ist die zweithäufigste und mildere Form und betrifft 

hauptsächlich die Haut (insbesondere Gesicht, Kopfhaut und Oberkörper), ohne die 

Schleimhäute zu beeinträchtigen (Amagai und Stanley 2012; Porro et al. 2019). 

 

1.4.1 Pathogenese des Pemphigus vulgaris 
Beutner und Jordan konnten im Jahr 1964 zum ersten Mal mit der indirekten 

Immunfluoreszenz zeigen, dass die Antikörper aus Seren der PV-Patienten an die 

Oberfläche der Zellen des mehrschichtigen Plattenepithels, insbesondere im Stratum 

spinosum, binden (Beutner und Jordon 1964). Das Immunsystem produziert 

Autoantikörper überwiegend vom Immunglobulin Typ IgG, welche unter anderem an 

Dsg1 und/oder Dsg3 binden (Amagai et al. 1991). Es kommt zur Akantholyse zwischen 

den Keratinozyten, die ihre Zell-Zell-Verbindungen verlieren (Abb. 3). Histologisch ist 

eine intraepidermale Spaltbildung zu erkennen, wobei sich die oberste bedeckende 

Hautschicht häufig durch das Einwirken von mechanischen Reizen ablöst. Klinisch sind 

dann die typischen Erosionen und Ulzerationen und seltener intakte Blasen zu erkennen 

(Porro et al. 2019).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 3: Schematische Darstellung des Aufbaus der Epidermis und der durch 
Autoantikörper induzierten Akantholyse (modifiziert nach Wascke et al 2008 und 
erstellt mit BioRender (https://BioRender.com)) 
(A) Die physiologisch gesunde Epidermis besteht aus den vier benannten Schichten. (B) Bei 

einem PV-Patienten binden die Autoantikörper größtenteils an die desmosomalen Cadherinen 

Stratum 
basale 

Stratum 
spinosum 

Stratum 
granulosum 

Stratum 
corneum 
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Dsg1 und/oder Dsg3, sodass die Zellen ihre Zell-Zell-Verbindungen verlieren und sich ablösen 

(Akantholyse).  

 

Die Pathogenese der Pemphigus-Erkrankungen ist komplex und wird durch verschiedene 

Mechanismen erklärt, die sich gegenseitig beeinflussen (Pan et al. 2011). Eine zentrale 

Theorie ist die Desmoglein-Kompensationstheorie, die von Amagai und Stanley 1999 

formuliert wurde (Abb. 4). Sie basiert auf der unterschiedlichen Verteilung und Funktion 

der Desmoglein-Proteine (Dsg1 und Dsg3) in der Epidermis und den Schleimhäuten. 

Diese Theorie erklärt, dass Dsg1 und Dsg3 in unterschiedlichen Hautschichten exprimiert 

werden und sich gegenseitig in ihrer Funktion kompensieren können (Amagai et al., 

1999). So treten bei PF, der durch Antikörper gegen Dsg1 charakterisiert ist, superfizielle 

Blasen auf, da in den oberen Hautschichten kein Dsg3 vorhanden ist, um den 

Funktionsverlust von Dsg1 auszugleichen. Im Gegensatz dazu führt beim mukosalen PV 

die Bildung von Antikörpern gegen Dsg3 zu suprabasalen Blasen in der Schleimhaut, wo 

Dsg1 nicht ausreichend exprimiert wird. Bei mukokutanem PV, bei dem Antikörper gegen 

Dsg1 und Dsg3 vorliegen, kommt es zur Blasenbildung in Haut und Schleimhäuten. 

Allerdings weisen einige Patienten klinische und serologische Profile auf, die nicht 

vollständig mit der Dsg-Kompensationstheorie übereinstimmen (Sielski et al. 2022). 

Neben der sterischen Blockade durch Autoantikörper gegen die extrazelluläre Domäne 

der Dsg-Proteine, was zu einer Störung der Zell-Zell-Adhäsion führt, spielen 

intrazelluläre Signalwege eine entscheidende Rolle (Saito et al. 2012). Die PV-IgG 

aktivieren Signalwege wie Tyrosinkinase Src, Epidermal Growth Factor-Rezeptor-

Kinase (EGFRK), p38 Mitogen-aktivierte Proteinkinase (p38MAPK) und c-Jun-N-

Terminale Kinase (JNK), die zu einer Destabilisierung des Zytoskeletts und einer 

Dissoziation der Desmosomen führen. Insbesondere die biphasische Aktivierung von 

p38MAPK zeigt, dass die frühe Phase die Akantholyse auslöst, während die späte Phase 

mit Apoptose assoziiert ist. Dennoch ist der Zusammenhang der Apoptose mit der 

Pathogenese von PV weiterhin umstritten, weil die Apoptose eher als sekundärer Effekt 

der Akantholyse angesehen wird, da PV-IgG in vitro eine Akantholyse auch ohne 

Apoptose verursachen kann (Schmitt und Waschke 2021).  

Weitere Theorien wie die Basalzellschrumpfungshypothese von Claude et al. (2006) und 

das Konzept der „Apoptolyse“ von Grando et al. (2009) ergänzen das Verständnis der 

Pathogenese. Die Basalzellschrumpfungshypothese postuliert, wie Signalwege den 

Kollaps des Zytoskeletts und eine Schrumpfung der Zellen induzieren, was zum Verlust 
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der Zell-Zell-Verbindungen führt (Bystryn und Grando 2006). Die Apoptolyse beschreibt, 

wie Zelltod-Enzyme das Zytoskelett destabilisieren und eine Schrumpfung der Zellen 

bewirken, wodurch die Desmosomen abreißen (Grando et al. 2009).  

Zusätzlich werden im Serum von PV-Patienten zahlreiche Autoantikörper gegen 

desmosomale und nicht-desmosomale Bestandteile wie Dsc, PG oder nikotinergen 

Acetylcholin-Rezeptoren gefunden (Kalantari-Dehaghi et al. 2013). Dies unterstützt die 

multipathogene Theorie, die besagt, dass mehrere Mechanismen gleichzeitig zur 

Blasenbildung führen (Sajda und Sinha 2018). Dennoch besitzen Antikörper gegen Dsg1 

und Dsg3 die größte pathogene Bedeutung. Diese Antikörper überwinden zusammen mit 

Faktoren wie Serinproteasen oder Fas-Ligand die Reparaturmechanismen der Zellen, was 

zu irreversiblen Schäden führt (Ahmed et al. 2016). 

Zusammengefasst ist die Pathogenese des PV ein Zusammenspiel aus Autoantikörper-

induzierter sterischer Hinderung, Signalwegaktivierung und Zytoskelettdestabilisierung. 

Die genaue Rolle der Apoptose bleibt jedoch unklar, ob sie als primärer, vermittelnder 

oder sekundärer Prozess auftritt. Dieses komplexe Zusammenspiel führt letztlich zur 

Akantholyse und den klinischen Manifestationen der Erkrankung. 
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Dsg-Kompensationstheorie (modifiziert 
nach Amagai & Stanley, 1999).  
(A) Dsg1 (blau) und Dsg3 (orange) weisen eine unterschiedliche Verteilung der Expression in 

der Haut und den Schleimhäuten auf. (B) Bei Patienten mit PF sind Anti-Dsg1-Antikörper 

vorhanden, die zu superfiziellen Hautläsionen führen. (C) Bei Patienten mit PV kann ein 

mukosadominanter Typ auftreten, bei dem Anti-Dsg3-Antikörper basale Schleimhaut-Läsionen 

verursachen. (D) Alternativ kann auch der mukokutane Typ vorliegen, bei dem sowohl Anti-Dsg1 

als auch Anti-Dsg3 Antikörper nachgewiesen werden. 

 

1.4.2 Diagnostik des Pemphigus vulgaris 

Die Diagnostik erfolgt durch eine Kombination aus Anamnese, klinischer Untersuchung 

und Laboruntersuchungen, wie einer Hautbiopsie und dem Nachweis von 

Autoantikörpern im Blut mittels direkter oder indirekter Immunfluoreszenz (Eming und 

Hertl 2006). Die Anamnese gibt Auskunft über mögliche bekannte Triggerfaktoren. Die 

klinische Untersuchung beinhaltet Inspektion und die Durchführung der Nikolski-

Zeichen I und II. Beim Nikolski-Zeichen I wird durch Ausübung von tangentialem Druck 

auf gesunde Haut die Ablösung der Epidermis provoziert. Beim Nikolski-Zeichen II 

lassen sich bereits vorhandene Blasen verschieben (Goebeler und Hamm 2017). Laut 

Leitlinien stellt die direkte Immunfluoreszenz die sicherste Methode zur 

A B 

C D 
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Diagnosestellung dar. Für diese Untersuchung ist eine 4 mm große Stanzbiopsie aus dem 

periläsionalen Areal erforderlich, um ein falsch negatives Ergebnis zu verhindern 

(Kneisel und Hertl 2011b). Histopathologisch zeigen sich in den Hautproben häufig nur 

Spaltbildung und Akantholyse, während serologische Tests den Nachweis der 

Autoantikörper ermöglichen. Für die indirekte Immunfluoreszenz werden die im Serum 

enthaltenden Antikörper auf Ösophagusschnitten von Affen analysiert (Knudson et al. 

2010). Ebenfalls gibt es anti-Dsg1- und anti-Dsg3-ELISA (Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay)-Testsysteme, da die Autoantikörper gegen Dsg1 und Dsg3 als 

ausschlaggebend für die Erkrankung gelten (Amagai et al. 1999; Kneisel und Hertl 

2011b). Bei entsprechender klinischer Symptomatik und negativen Laboruntersuchungen 

sollten auch Autoantikörper gegen nicht-desmosomale Zielantigene, wie Acetylcholin-

Rezeptoren, Pemphaxin (Annexin 9) und andere desmosomale Bestandteile wie PG, E-

Cadherin, DP und Dsc in Betracht gezogen werden (Nguyen et al. 2000). 

 

1.4.3 Therapie und Prognose des Pemphigus vulgaris 
Zurzeit gibt es keine zugelassene Therapie, die gezielt auf die betroffenen Strukturen von 

PV einwirkt. Das primäre therapeutische Ziel besteht daher in der Unterdrückung des 

Immunsystems und der Hemmung der Autoimmunreaktion (Martin et al. 2009). Zur 

systemischen Induktionstherapie wird eine Kombination aus Glukokortikoiden, wie 

Prednisolon oder einem Prednisolonäquivalent, mit einem Immunsuppressivum (z.B. 

Azathioprin, Mycophenolat-Mofetil, Mycophenolsäure) oder Rituximab angewendet 

(Knudson et al. 2010). Bei einer langfristigen oder übermäßigen Anwendung von 

Glukokortikoiden, wie Prednisolon, treten häufig Nebenwirkungen wie Hyperglykämie 

(Diabetes mellitus), Hypertonie, Osteoporose oder das Cushing-Syndrom auf (Barnetson 

und White 1992). Azathioprin, ein Purinanaloga, kann in die DNA anstelle von Guanin 

eingebaut werden, sodass es zu einem Einzelstrangbruch, Zellzyklusarrest und letztlich 

zur Apoptose kommt. Als Folge wird die Differenzierung von Lymphozyten und die 

Antikörperproduktion gehemmt (Chavez-Alvarez et al. 2020). Rituximab, ein 

monoklonaler Antikörper gegen CD-20 (cluster of differentiation), bindet an das CD-20-

Antigen auf den B-Zellen, was durch verschiedene zelluläre Mechanismen zum Tod der 

B-Zellen führt und neben PV/PF auch bei B-Zell-Lymphomen zum Einsatz kommt 

(Ahmed et al. 2006).  

Zusätzlich zur systemischen Induktionstherapie können topische Glukokortikoide und 

antiseptische Wundversorgungsmaßnahmen eingesetzt werden. Aufgrund der 
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großflächigen Erosionen im Mundraum sollen regelmäßige Zahnarztbesuche erfolgen 

(Kneisel und Hertl 2011b). Nach erfolgreicher Induktionstherapie erfolgt der Übergang 

in die Erhaltungstherapie durch eine schrittweise Reduktion der systemischen 

Kortikosteroid-Dosis, wobei eine Reduzierung unter die Cushing-Schwelle von 7,5 mg 

pro Tag Prednisolon als Ziel gilt (Goebeler und Hamm 2017). Obwohl die Therapie dazu 

beiträgt, neue Läsionen zu verhindern und bestehende Läsionen abheilen zu lassen, bleibt 

Pemphigus in vielen Fällen eine chronische Erkrankung (Ruocco et al. 2013). Daher 

besteht ein erheblicher Bedarf an der Erforschung gezielter therapeutischer Ansätze 

(Kneisel und Hertl 2011b). Trotz des unspezifischen Therapieansatzes hat sich die 

Prognose für Patienten mit PV deutlich verbessert, da die Erkrankung vor Einführung der 

systemischen Kortikosteroide in den 1950er Jahren in 100% der Fälle letal verlief (Porro 

et al. 2019). Die offenen Wunden auf der Haut und im Mund stellen eine optimale 

Eintrittspforte für Mikroorganismen dar (Hertl et al. 2008). Die Erkrankung manifestiert 

sich häufig spontan im höheren Lebensalter und zeigt einen schubweisen Verlauf mit 

akuten bis chronischen Phasen. In etwa 90% der Fälle kann eine Heilung oder langfristige 

Krankheitskontrolle erreicht werden (Goebeler und Hamm 2017). Aufgrund des 

unspezifischen Therapieverfahrens sind die Patienten besonders anfällig für 

Superinfektionen und erleben starke Nebenwirkungen, die durch langfristige Einnahme 

von Immunsuppressiva, Glukokortikoiden oder Rituximab verursacht werden (Kneisel 

und Hertl 2011b; Pollmann et al. 2018).  

 

1.4.4 Anti-Dsg3 Antikörper in der Pemphigusforschung  
Für die Forschung zur Pathogenese von PV stellt der monoklonale Antikörper mAK23 

ein ausgezeichnetes Werkzeug dar, da dieser spezifisch an Dsg3, das Hauptzielantigen bei 

PV, bindet. Der mAK23 induziert PV-ähnliche Blasenbildung, indem die Zelladhäsion 

gestört wird, was sich durch suprabasale Akantholyse und Dsg3-Depletion zeigt (Tsunoda 

et al. 2003, 2011). Diese Effekte werden durch die Bindung an ein calciumabhängiges 

Epitop auf Dsg3 erzielt, welches entscheidend für die desmosomale Adhäsion ist. Neben 

der direkten Hemmung der Dsg3-Interaktionen aktiviert mAK23 Signalwege wie 

p38MAPK und Src, die für die PV-Pathogenese von zentraler Bedeutung sind (Schmitt et 

al. 2023; Walter et al. 2017). Dieser Antikörper wurde durch Immunisierung von Dsg3-

Knockout Mäusen mit rekombinantem Dsg3 erzeugt, wodurch die B-Zellen der Mäuse 

spezifische Antikörper gegen Dsg3 produzieren. Nach der Fusion der Milz B-Zellen der 
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immunisierten Mäuse mit Myelomzellen entstanden Hybridom-Zellen, die in der Lage 

sind, den AK23-Antikörper unbegrenzt zu produzieren (Tsunoda et al. 2003).  

Der mAK23 wurde in vitro in Keratinozytenkulturen und in vivo in Mausmodellen 

umfassend getestet und hat sich als zuverlässiges Werkzeug zur Untersuchung der PV-

Mechanismen bewährt. Es beeinträchtigt die Desmosomenstruktur und 

Keratinverankerung, wodurch zentrale Aspekte der Krankheit nachgebildet werden (Egu 

et al. 2020). Im Vergleich zu Alternativen wie 2G4, einem Antikörper gegen die EC5-

Domäne von Dsg3, zeigt mAK23 eine überlegene Effektivität bei der Induktion des 

Zelladhäsionsverlusts. Zwar aktiviert 2G4 ebenfalls Signalwege wie p38MAPK, jedoch 

nicht Src, was auf Unterschiede in den Mechanismen hinweist (Eming et al. 2024; 

Schmitt et al. 2023). Patientenseren bestehen aus heterogenen, polyklonalen PV-IgG, 

jedoch sind diese weniger standardisiert und nicht gut reproduzierbar (Saito et al. 2012). 

Insgesamt ermöglicht mAK23 durch seine Spezifität, Reproduzierbarkeit und 

Pathogenität eine detaillierte Untersuchung der molekularen Mechanismen von PV und 

ist somit die bevorzugte Wahl gegenüber anderen Antikörpern. 

 

1.5 Flotilline 

1.5.1 Entdeckung und Vorkommen der Flotilline  
Flotilline gehören zu der Stomatin-Prohibitin-Flotillin-Protein-Superfamilie (SPFH) und 

sind durch zwei homologe Proteine, Flotillin 1 (Flot1) und Flotillin 2 (Flot2), vertreten 

(Browman et al. 2007). Diese Proteine wurden 1997 unabhängig voneinander von zwei 

Forschungsgruppen entdeckt und tragen daher unterschiedliche Bezeichnungen. Flot1 

wird in der Literatur auch als Reggie-2 und Flot2 als Reggie-1 bezeichnet. Schulte et al. 

benannten die Proteine als Reggie-1 und -2 aufgrund ihrer Entdeckung in der 

Regeneration retinaler Ganglienzellen bei Goldfischen (Schulte et al. 1997). Bickel et al. 

entdeckten Flotilline in caveolinreichen Membranfraktionen aus der Mauslunge. 

Aufgrund der hohen Detergenzresistenz in den Lipidmikrodomänen und der Eigenschaft 

im Dichtegradienten zu schwimmen, bezeichnete Bickel die Proteine als Flot1 und Flot2, 

was in der wissenschaftlichen Literatur überwiegend verwendet wird (Bickel et al. 1997).  

Flotilline sind evolutionär hochkonserviert und nahezu ubiquitär in verschiedensten 

Geweben vorkommend (Babuke und Tikkanen 2007). Bereits in Bakterien, Pilzen und 

Pflanzen konnten Flotillin-ähnliche Proteine nachgewiesen werden (Rivera-Milla et al. 

2006). Die Lokalisation von Flotillinen variiert je nach Differenzierungsgrad der Zellen, 
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Zelltyp und Kulturbedingungen. In differenzierten Zellen sind Flotilline primär an der 

Plasmamembran lokalisiert, während in nicht-differenzierten Zellen die Lokalisation 

häufig auf intrazellulären Strukturen konzentriert. Beispielsweise in Epithelzellen ist 

Flot2 größtenteils an der Plasmamembran und verstärkt an den Zell-Zell-Kontakten 

lokalisiert (Neumann-Giesen et al. 2004), während Flot1 bevorzugt in endosomalen 

Strukturen vorzufinden ist (Liu et al. 2005). Intrazellulär sind Flotilline in Lysosomen, 

Endosomen, Phagosomen und Exosomen assoziiert (Stuermer et al. 2004). Flot1 kann 

auch in dem Golgi-Apparat und Zellkern lokalisiert sein (Gkantiragas et al. 2001). An der 

Zellmembran sind die Flotilline mit den Lipid Rafts auf der zytosolischen Seite durch 

hydrophobe Interaktionen und posttranslationale Modifikationen wie Palmitylierung und 

Myristylierung assoziiert (Abb. 5A). Diese Mikrodomänen sind reich an Cholesterin und 

Glykosphingolipiden und spielen eine wichtige Rolle bei der Organisation und Funktion 

von Membranproteinen (Banning et al. 2011). Flotilline tragen zur Stabilisierung und 

Dynamik dieser Lipid Rafts bei und beeinflussen somit die Funktion und Integrität der 

Desmosomen (Stahley et al. 2014). Daher werden Flotilline häufig als Markerproteine für 

Lipidmikrodomänen genutzt (Lingwood und Simons 2010; Solis et al. 2007). 

 

1.5.2 Molekulare Struktur von Flotillinen 
Die homologen Flotillin-Proteine weisen eine Ähnlichkeit von 44% in ihrer 

Aminosäuresequenz auf und besitzen eine molekulare Masse von 48 kDa. Die 

Proteinsequenz von Flotillinen in der Maus zeigt eine Übereinstimmung von 99% mit der 

menschlichen Sequenz (Babuke und Tikkanen 2007; Schulte et al. 1997). Allgemein 

lassen sich die Flotilline in einen N-terminalen und C-terminalen Anteil unterteilen. Die 

N-terminalen Sequenz enthält hydrophobe Regionen und Acylierungsstellen für 

posttranslationale Fettsäuremodifikationen.  

Über die N-terminale Region binden die Flotilline an die Plasmamembran, wobei sie  auf 

der zytosolischen Seite als Homo- oder Hetero-Oligomere mit den Lipid Rafts 

interagieren (Bodin et al. 2025; Neumann-Giesen et al. 2007) (Abb. 5 A, B). Flot1 besitzt 

an Position 34 ein Cystein (Cys) mit einer reversibel gebundenen Palmitinsäure (Morrow 

et al. 2002). Flot2 weist an Position 2 ein Glycin (Gly) für die irreversible Myristylierung 

und an Position 4, 19 und 20 Cys für eine Palmitylierung (Neumann-Giesen et al. 2004). 

Die SPFH-Domäne bildet eine kompakte, ellipsoide bis kugelförmige Struktur, die 

zusätzlich vier bis fünf a-Helices und sechs b-Faltblattstränge aufweist (Langhorst et al. 
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2005). Die C-terminale Region, auch als Flotillin-Domäne bezeichnet, besteht aus 

Alanin-Glutamat Wiederholungen und ist für die Bildung der Hetero- und Homo-

Oligomere der Flotilline verantwortlich, die entscheidend bei der Endozytose und 

Membranassoziation sind (Bickel et al. 1997). Flotilline können an verschiedenen Stellen 

phosphoryliert werden, wobei die wichtigsten Phosphorylierungsstellen an Tyrosin (Tyr) 

in Flot1 an Position 160 und in Flot2 an Position 163 liegen, da diese im Zusammenhang 

zur Epidermal Growth Factor (EGF) Stimulation stehen (Kurrle et al. 2012; Linding et 

al. 2007; Neumann-Giesen et al. 2007; Riento et al. 2009). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 5: Strukturaufbau der Flotilline (modifiziert nach Browman et al 2007 
und erstellt mit BioRender (https://BioRender.com)) 
(A) Interaktion des Flotillin Heterooligomers (in grün) mit den Lipid Rafts (in orange/gelb) über 

die Myristyl- und Palmitylreste an der Plasmamembran (in blau). (B) Flotilline bestehen aus einer 

N-terminalen SPFH- und C-terminalen Flotillin-Domäne. Vereinfachte Darstellung des Aufbaus 

von Flot1 und Flot2 mit wichtigen Myristyl-, Palmityl- und Phosphorylierungspositionen.  

 

1.5.3 Die Funktionen von Flotillinen 

Flotilline besitzen eine sehr diverse Funktionsvielfalt mit Einfluss auf zahlreiche 

Prozessen, wie Signaltransduktionswege (Neumann-Giesen et al. 2007), Endozytose 

(Amaddii et al. 2012; Schneider et al. 2008), endosomales Trafficking (Meister und 

Tikkanen 2014; Solis et al. 2012, 2013), Zell-Zell-Adhäsion (Völlner et al. 2016), 

B 

A 

Flot1 Flot2 
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Phagozytose (Dermine et al. 2001), die Regulation des Zytoskelettumbaus (Neumann-

Giesen et al. 2004, 2007) und die Neuronenregeneration (Schulte et al. 1997). Aufgrund 

der breiten Funktionalität sind Flotilline in Zellen nicht nur an der Zellmembran, sondern 

auch in verschiedenen zellulären Kompartimenten lokalisiert.  

 

1.5.3.1 Phosphorylierung von Flotillinen  

Die Phosphorylierung von Flotillinen ist ein entscheidender Faktor für wichtige 

regulatorische Mechanismen, die beispielsweise die Funktion in 

Signaltransduktionswegen, Membranorganisation und Zytoskelett-Dynamik 

beeinflussen. Im MAPK-Signalweg, induziert durch EGF, sind Flotilline an der 

Endozytose von EGF und dem Abbau des EGF-Rezeptors (EGFR) beteiligt. Das Flot1 

wirkt dabei regulierend als strukturelles Gerüst und Verstärker des MAPK-Signalweges, 

während Flot2 durch Umorganisieren der Aktinfilamente Einfluss auf das Zytoskelett 

nimmt, um die induzierten Wachstumsprozesse zu unterstützen (Amaddii et al. 2012; 

Neumann-Giesen et al. 2007). In der Studie von Neumann-Giesen et al. wurden alle acht 

Tyrosine in Flot2 durch Einzel- (Y24, Y27, Y124, Y241) und Doppelpunktmutation 

(Y158 + Y163, Y348 + Y358) zu Phenylalanin mutiert, um zu analysieren, ob die Src-

Kinase diese Tyrosine phosphoryliert. Interessanterweise fand nach der Substitution von 

Tyrosin zu Phenylalanin an Position 163 in Flot2 durch Stimulation mit EGF keine 

Translokation durch Endozytose in die Endosomen statt, sondern die Y163F-Mutante 

verblieb in der Plasmamembran, da keine Phosphorylierung an Tyr163 mehr möglich war. 

Durch die Translokation von Flot2 von der Membran in Endosomen wird die 

Zellverbreitung und die Signalübertragung zum Aktin-Zytoskelett beeinflusst (Neumann-

Giesen et al. 2007). Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass Flot1 durch die Fyn-Kinase an 

Tyr160 phosphoryliert wird, während Flot2 an der Tyr163 phosphoryliert wird. Diese 

Phosphorylierung ist entscheidend für die Internalisierung und den Abbau von Flotillinen 

von der Plasmamembran in späte Endosomen und Lysosomen (Neumann-Giesen et al. 

2007; Riento et al. 2009).  

 

1.5.3.2 Bedeutung der Flotilline für die desmosomale Adhäsion 

Ein besonders relevanter Aspekt für die vorliegende Arbeit ist die Rolle der Flotilline in 

der Zell-Zell-Adhäsion (Völlner et al. 2016). Flotilline stabilisieren Cadherine an den 

Zell-Zell-Kontakten und sind für deren Bildung notwendig. Ihre Depletion führt zu einer 
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Störung der Organisation und Funktion der Zonula adhärens, was die Integrität und 

Funktionalität der Zell-Zell-Verbindung beeinträchtigt. Zudem dienen Flotillin-

Mikrodomänen als Signalplattformen, die für die Differenzierung und Aufrechterhaltung 

epithelialer Barrieren von zentraler Bedeutung sind (Chartier et al. 2011; Guillaume et al. 

2013; Kurrle et al. 2013). Auch die Assemblierung von Desmosomen und die Stärke der 

Zell-Zell-Verbindungen hängen von den cholesterinreichen Membrandomänen ab (Kurrle 

et al. 2013; Resnik et al. 2011).  

Wie bereits zuvor beschrieben, spielen Lipid Rafts eine wichtige Rolle beim Aufbau und 

bei der Stabilisierung der interzellulären Haftkontakte (Resnik et al. 2011). Flot1 und 

Flot2 interagieren mit PG, welches sowohl in Zonula adhärens als auch in Desmosomen 

vorkommt (Chartier et al. 2011; Kurrle et al. 2013). In Abwesenheit von Flotillinen in 

MCF10A-Zellen werden Adhäsionsproteine wie E-Cadherin und β-Catenin verstärkt in 

Lipid Rafts rekrutiert, die jedoch nicht in der Lage sind, stabile Adhäsionsstrukturen 

vollständig zu unterstützen. Dies deutet darauf hin, dass Flotilline erforderlich sind, um 

Adhäsionsproteine in spezifischen „Flotillin-Rafts“ zu organisieren, was die Bildung 

geordneter und stabiler Zell-Zell-Adhäsionsstrukturen ermöglicht (Kurrle et al. 2013).  

Es konnte nachgewiesen werden, dass Flotillin-Mikrodomänen die Bildung von 

Cadherin-Komplexen regulieren. Völlner et al. konnten mit Immunfluoreszenz in 

menschlichen Hautschnitten darstellen, dass Flotilline mit dem desmosomalen 

Adhäsionsprotein Dsg3 in Keratinozyten kolokalisieren. Mithilfe eines Pulldown-Assay 

konnte eine direkte Interaktion zwischen der zytoplasmatischen Domäne von Dsg3 und 

Flotillinen gezeigt werden. Die desmomale Adhäsion der Zellen war signifikant 

geschwächt, da die Zellmonolayer ohne Flot1 oder Flot2 eine stärkere Fragmentierung 

aufwiesen als die Wildtyp (WT)-Zellen. Im Western Blot (WB) zeigte Dsg3 eine 

reduzierte Expression bei Fehlen von Flot1 oder Flot2. Die HaCaT-Zellen, die mit IgG-

Antikörpern aus dem Serum von PV-Patienten behandelt wurden, zeigten eine 

diskontinuierliche, weniger kompakte Dsg3-Färbung, die der Färbung der HaCaT-Zellen 

ohne Flot1- und Flot2-Expression ähnelte. Interessanterweise induzierten die PV-IgG-

Antikörper eine Umverteilung von Flot2 in den intrazellulären Bereich, wobei die 

Plasmamembranfärbung verloren ging. Diese Ergebnisse belegen, dass Flotilline eine 

entscheidende Rolle bei der Regulation und dem Aufbau von Desmosomen in der 

Plasmamembran spielen. Bei Fehlen der Flotillin-Proteine wird Dsg3 über Endozytose in 

die Zelle aufgenommen und degradiert, was zu einer geschwächten desmosomalen 

Adhäsion führt (Kurrle et al. 2013; Völlner et al. 2016). 
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1.6 Zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) 
Zyklisches Adenosin-3‘,5‘-Monophosphat (cAMP) fungiert als sekundärer Botenstoff 

(second messenger) und spielt eine zentrale Rolle bei der Signalübertragung von 

Hormonen und Neurotransmittern (Sutherland und Rall 1957). Der cAMP-Signalweg 

(Abb. 6) wird durch die Bindung eines Liganden an einen G-Protein-gekoppelten 

Rezeptor (GPCR) an der Plasmamembran aktiviert. Die Ligandenbindung induziert eine 

Konformationsänderung im Rezeptor, wodurch das heterotrimere GS-Protein, bestehend 

aus je einer a-, b- und g-Untereinheit, aktiviert wird. Durch die Aktivierung ersetzt die a-

Untereinheit das Gunanosindiphosphat (GDP) durch ein Guanosintriphosphat (GTP) und 

integriert mit dem membranverankerten Enzym Adenylatcyclase (AC) (Sassone-Corsi 

2012). Es sind neun Isoformen der AC bekannt, die sich hinsichtlich ihrer Struktur, 

Regulation, Gewebeverteilung und Funktion unterscheiden (Hanoune und Defer 2001; 

Stanley McKnight 1991). Die bg-Untereinheiten des trimeren G-Proteins können andere 

AC-Isoformen stimulieren. Das Enzym AC katalysiert die Reaktion von 

Adenosintriphosphat (ATP) zu cAMP unter gleichzeitiger Freisetzung von Pyrophosphat. 

Die Reaktion ist irreversibel, da das Pyrophosphat unmittelbar in zwei Phosphate zerfällt.  

 

1.6.1 Signaltransduktionswege von cAMP 

Als sekundärer Botenstoff aktiviert cAMP eine Vielzahl von zellulären Prozessen, um 

eine intrazelluläre Signalverstärkung zu vermitteln. Die drei zentralsten Effekte von 

cAMP sind die Aktivierung der Proteinkinase A (PKA), EPAC (exchange protein 

activated by cAMP) und die Aktivierung cAMP-abhängiger Ionenkanäle (Abb. 6).  

Die PKA, eine Serin/Threonin-spezifische Kinase, ist ein symmetrisches Holoenzym 

bestehend aus zwei katalytischen und zwei regulatorischen Untereinheiten (Pierce et al. 

2002). Durch die Bindung von cAMP an die regulatorischen Untereinheiten werden die 

katalytischen Untereinheiten freigesetzt, was zur Aktivierung der Kinase führt (Taylor et 

al. 1992). Es sind zwei Hauptformen der PKA bekannt, wobei Typ I meist im Zytosol und 

Typ II an Membranen, Organellen oder Zytoskelettstrukturen verankert sind (Potter und 

Taylor 1979; Rassow et al. 2016). Die PKA aktiviert oder inhibiert weitere Proteine durch 

Phosphorylierungsprozesse. Unter anderem phosphoryliert die PKA bestimmte 

Transkriptionsfaktoren wie CREB (cAMP response element-binding protein), um die 

Expression von bestimmten Genen zu regulieren, die in Zellwachstum, Differenzierung, 

und neuronaler Plastizität beteiligt sind (Kopperud et al. 2003).  
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Die Proteine EPAC1 und EPAC2 sind cAMP-abhängige Signalproteine, die als Guanin-

Nukleotid-Austauschfaktoren (GEF) für die kleinen Guanosintriphosphatasen (GTPasen) 

Rap1 und Rap2 dienen (Rassow et al. 2016). Die GTPasen sind Enzyme, die als 

molekulare Schalter in einer Vielzahl von zellulären Prozessen fungieren, indem sie 

zwischen einem aktiven GTP-gebundenen und einem inaktiven GDP-gebundenen 

Zustand wechseln. Es gibt mehrere Familien von den GTPasen, darunter die Ras-, Rho-, 

Rab-, Sar1/Arf- und Ran-Familien, die jeweils spezifische zelluläre Funktionen 

regulieren (Takai et al. 2001). Die Proteine Rap1 und Rap2 sind Mitglieder der Ras-

ähnlichen kleinen GTP-bindenden Proteine und spielen eine zentrale Rolle in 

verschiedenen zellulären Prozessen wie in der Zelladhäsion, Zellproliferation und 

Differenzierung (Borland et al. 2009; De Rooij et al. 1998). Beispielsweise kann Rap1 

nach Aktivierung durch cAMP-regulierte GEF, EPAC1, die Zelladhäsion über die 

Integrin Rezeptoren erhöhen (Bos 2003). Darüber hinaus kann cAMP direkt oder indirekt 

die Ionenkanäle der CNG-Gruppe (Cyclic Nucleotide gated) aktivieren, wie zum Beispiel 

die HCN-Kanäle (Hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated channel) im 

Herzmuskel, die für die Regulierung des Herzschlags zuständig sind (Zaccolo et al. 

2021).  

Die Aktivität der AC kann durch Liganden gehemmt werden, die an GPCR mit Gi-Protein 

gekoppelt sind. Zudem kann cAMP durch Phosphodiesterasen (PDEs) abgebaut werden, 

die bei hohen cAMP-Konzentrationen durch negative Rückkopplung aktiviert werden. 

Die Isoenzyme PDE4, PDE7 und PDE8 katalysieren den spezifischen Abbau von cAMP 

zu AMP, indem die Phosphodiesterbindung gespalten wird (Doseyici et al. 2014; 

Vielmuth et al. 2023). Die ACs und PDEs unterliegen einer Vielzahl positiver und 

negativer Regulationsmechanismen durch andere Signalwege, wie z. B. Calcium-

Signalwege über Calcium/Calmodulin-abhängige Proteinkinasen (CaMKs) und 

Calcineurin (Bruce et al. 2003), Inositol-Lipide über PKC (Yoshimasa et al. 1987) und 

Rezeptor-Tyrosinkinasen über die ERK-MAP-Kinase und Proteinkinase B (PKB) 

(Webster und Anwer 1999). 

Zur Erhöhung des intrazellulären cAMP-Spiegels werden Forskolin und Rolipram 

verwendet. Forskolin, ein Naturstoff aus der indischen Pflanze Coleus forskohlii, aktiviert 

die AC-Isoformen 1 bis 8 durch Bindung an eine hydrophobe Tasche in der Nähe der 

katalytischen Stelle des Enzyms. Rolipram hemmt selektiv die PDE4, welche weit 

verbreitet ist und spezifisch cAMP hydrolysieren kann (Doseyici et al. 2014). Im Einklang 
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mit dieser Beobachtung zeigte auch der PDE4-Inhibitor Apremilast eine modulatorische 

Wirkung auf den cAMP-Spiegel (Sigmund et al. 2023).  

Abbildung 6: Schematische Darstellung des Signaltransduktionsweges von cAMP 
(modifiziert nach Sassone-Corsi et al. 2012 und erstellt mit BioRender 

(https://BioRender.com))  
Nach Aktivierung des G-Protein-gekoppelten Rezeptors (GPCR) durch einen Liganden wird die 

Adenylatcyclase (AC) durch das gekoppelte G-Protein aktiviert. Die AC produziert intrazellulär 

cAMP aus ATP. Der sekundäre Botenstoff cAMP wirkt über drei Hauptwege: PKA, EPAC und 

ionische Kanäle (CNG-Kanäle). Die PKA wird durch die Bindung von cAMP an die 

regulatorischen Untereinheiten der PKA aktiviert, sodass die katalytischen Untereinheiten 

freigesetzt werden. Die PKA phosphoryliert Zielproteine wie CREB, wodurch Genexpression, 

Stoffwechsel und Zelladhäsion reguliert werden. Das Protein EPAC aktiviert Rap-GTPasen, um 

das Zytoskelett und die Adhäsion über Integrine zu beeinflussen, während die cAMP-Ionenkanäle 

direkt oder über PKA moduliert und so die elektrische Erregbarkeit von Zellen steuert. Durch eine 

negative Rückkopplung kann durch die PKA die Phosphodiesterase (PDE) aktiviert werden, 

wodurch cAMP zu AMP abgebaut wird. Zur Modulation des cAMP-Signalweges kann Forskolin 

die AC zur vermehrten Produktion von cAMP stimulieren, während Rolipram und Apremilast 

selektiv die PDE inhibieren können, sodass intrazelluläres cAMP nicht abgebaut wird. 
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1.6.2 cAMP-vermittelte protektive Wirkung auf die desmosomale Adhäsion  

Es ist bekannt, dass vaskuläre endotheliale (VE)-Cadherine, ähnlich dem Dsg in der Haut, 

entscheidend für die Adhäsion zwischen Endothelzellen sind, die das Lumen der 

Blutgefäße auskleiden. Der sekundäre Botenstoff cAMP hat eine protektive Wirkung auf 

die VE-Cadherine und wirkt somit verstärkend auf den adhäsiven Verband (Dejana et al. 

2009). Spindler et al. wollten diesen Zusammenhang auch in Keratinozyten prüfen, ob 

cAMP eine protektive Wirkung auf die desmosmale Adhäsion hat. Sie sahen das Potential 

für einen Therapieansatz, um den durch Pemphigus-Autoantikörper induzierten Verlust 

der desmosomalen Adhäsion zu verhindern. Die Ergebnisse zeigten, dass ein erhöhter 

cAMP-Spiegel sowohl in vitro als auch in vivo eine Schutzwirkung gegen die pathogenen 

Effekte der PV-Antikörper hat. Zudem wurde beobachtet, dass die Inkubation mit PV-

Antikörpern die cAMP-Konzentration in Keratinozyten signifikant erhöhte, was darauf 

hinweist, dass der cAMP-Signalweg Teil eines intrazellulären Rettungsmechanismus als 

Reaktion auf den Verlust der Zelladhäsion ist (Spindler et al. 2010).  

In verschiedenen Studien wurden mehrere PDE4-Inhibitoren entwickelt und getestet (Li 

et al. 2018). Sigmund et al. wollten das Medikament Apremilast untersuchen, einen 

selektiven PDE4-Inhibitor, der bereits für die Behandlung von Psoriasis, Psoriasis 

Arthritis und Morbus Behçet zugelassen ist (Pincelli et al. 2018; Sigmund et al. 2023; 

Torres und Puig 2018). Ein Fallbericht dokumentierte zudem den erfolgreichen Einsatz 

von Apremilast zur Behandlung eines Patienten mit PV (Meier et al. 2020). Die 

Ergebnisse von Sigmund et al. zeigten, dass Apremilast den durch PV-Autoantikörper 

induzierten Verlust der Kohäsion von Keratinozyten aus menschlicher Epidermis ex vivo, 

in kultivierten Keratinozyten in vitro sowie in vivo in Mäusen signifikant reduzierte. 

Gleichzeitig inhibierte Apremilast die Keratinretraktion sowie die Spaltung der 

Desmosomen, förderte die Phosphorylierung von PG an Ser665 und unterstützte den 

Einbau von DP in Desmosomen-Plaque (Sigmund et al. 2023). Das cAMP verstärkt 

sowohl in Keratinozyten als auch in Kardiomyozyten die Zellkohäsion, indem es die 

Verankerung der desmosomalen Plaque an Intermediärfilament-Zytoskelett fördert. In 

beiden Zelltypen induziert cAMP eine PKA-abhängige Phosphorylierung von PG an 

Ser665, 167 und 224, was die Bindung von Intermediärfilamenten an DP durch einen 

bisher nicht vollständig verstandenen Mechanismus unterstützt. Im Gegensatz dazu führt 

die Phosphorylierung von DP an Ser2849 durch PKC zu einer negativen Regulierung der 

DP-Keratin-Interaktion, was die Keratinozyten-Adhäsion verringert. Diese 

Phosphorylierung ist von Bedeutung, da Ca²⁺-Signalwege und Phospholipase C (PLC) als 
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Regulatoren von PKC durch PV-Autoantikörper aktiviert werden können. 

Zusammengefasst wirken die Phosphorylierungen der Plaque-Proteine PG und DP als 

gegensätzliche molekulare Schalter, welche die desmosomale Zytoskelett-Verankerung 

regulieren und es den Desmosomen ermöglichen, auf unterschiedliche Umweltsignale 

wie Zellverletzungen und Zellmigration zu reagieren (Vielmuth et al. 2023). 
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1.7 Ziele der Arbeit 
Pemphigus vulgaris (PV) ist eine schwerwiegende Autoimmunerkrankung der Haut 

und/oder Schleimhäute, verursacht durch IgG-Autoantikörper gegen die desmosomalen 

Cadherine Dsg3 und Dsg1. Diese führen zu Blasen- und Erosionsbildung. Der bekannte 

Schutzmechanismus von cAMP spielt eine wichtige Rolle beim Erhalt der desmosomalen 

Adhäsion in Anwesenheit von PV-Autoantikörpern. Flotilline, als wichtige Regulatoren 

der Signaltransduktion, interagieren direkt mit Dsg3 und Dsg1. Ihr Mangel schwächt die 

desmosomale Adhäsion und führt zu einer PV-ähnlichen Dsg3-Lokalisierung in 

menschlichen Keratinozyten.  

Ein Ziel dieser Arbeit ist es, den Zusammenhang zwischen dem protektiven, erhöhten 

cAMP-Spiegel in hTert- und HaCaT-Keratinozyten und Flotillinen zu untersuchen. 

Flotilline könnten hierbei als potenzielle Angriffspunkte dienen, um die Adhäsion in PV-

betroffenen Zellen zu stärken. Zudem sollen grundlegende Interaktionen innerhalb der 

Desmosomen näher erforscht werden, insbesondere in Bezug auf die Rolle der Flotilline. 

Ein Nebenziel war es, mithilfe der Isolierung von Einzelzellen Flot2 defiziente hTert-

Zellen zu generieren, um die Folge des Knockouts von Flot2 auf den protektiven cAMP-

Mechanismus zu untersuchen. Die Bedeutung von Flot2 Phosphorylierung an Tyrosin 163 

bei der desmosomalen Adhäsion sollte zusätzlich untersucht werden, um ein besseres 

Verständnis der spezifischen Rolle von Flot2 in Keratinozyten zu ermöglichen. 
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2 Material 
2.1 Technische Geräte 
In den folgenden Tabellen sind die eingesetzten technischen Geräte und Materialien 

inklusive Hersteller und Firmensitz aufgeführt. 

 

Tabelle 1: Auflistung der Geräte und Materialien 
Bezeichnung Hersteller 

Becherglas (100 ml, 150 ml, 250 ml, 

400 ml, 600 ml und 800 ml) 

Roth, Karlsruhe (DE) 

Blotkammer, Criterion Blotter Bio-Rad, München (DE) 

CO2-Inkubator MCO-18AIC zur in vitro 

Zellkultivierung 

Sanyo, Osaka (JP) 

Erlenmeyerkolben (500 ml) Roth, Karlsruhe (DE) 

Fluoreszenzmikroskop-Kamera, ORCA-

Flash 4.0 C13440 

Hamamatsu Photonics, Hamamatsu (JP) 

Fluoreszenzmikroskop, Aurox Clarity Aurox, Abingdon (UK) 

Gefrierbehälter, Mr. Frosty Thermo Fisher Scientific, Dreieich (DE) 

Heizblock, HLC Labomedic, Bonn (DE) 

Kühlschrank -20 °C comfort  Liebherr, Kempten (DE) 

Gefrierschrank -80 °C freeze  Hera, Baden-Baden (DE) 

Kühlschrank +6 °C profi line  Liebherr, Kempten (DE) 

Lichtmikroskop, AE31 Motic, Wetzlar (DE) 

Mikrobiologische Sicherheitswerkbank, 

HeraSafe KS 

Thermo Fisher Scientific, Dreieich (DE) 

Multipipette, E3 Eppendorf, Hamburg (DE) 

Neubauer Zählkammer Paul Marienfeld, Lauda-Königshofen (DE) 

Objektträger, 76 x 26 mm Neo-Lab, Heidelberg (DE) 

Petrischale, Ø 10 cm Glas Roth, Karlsruhe (DE) 

Pinzette Neo-Lab, Heidelberg (DE) 

Pipetten, Pipetman L Gilson International B.V., Limburg (DE) 

Pipetten, Research Plus Eppendorf, Hamburg (DE) 

Pipettierhelfer, accu-jet A. Hartenstein, Würzburg (DE) 
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Scanner, Epson Perfection 3200  Herzog Computer Systeme, Frankfurt 

(DE) 

Schwenktisch, WS-10 Edmund Bühler GmbH, Bodelshausen 

(DE) 

SDS-Gel Gießkammer Amersham Bioscience, Freiburg (DE) 

SDS-PAGE Kammersystem Amersham Bioscience, Freiburg (DE) 

Sonoplus Ultraschallhomogenisatoren Bandelin electronics, Berlin (DE) 

Spannungsquelle, EPS 301 Amersham Bioscience, Freiburg (DE) 

TECAN Infinite M200 Thermo Fisher Scientific, Dreieich (DE) 

Vortexmischer, V-1 Plus A. Hartenstein, Würzburg (DE) 

Waage, SI-64 Denver Instrument GmbH, Göttingen (DE) 

Waage, Toledo PB602-S Mettler-Toledo, Gießen (DE) 

Wasserbad  LAUDA Dr. R. Wobser, Lauda-

Königshofen (DE) 

Zentrifuge, 5424 R Eppendorf, Hamburg (DE) 

Zentrifuge, Mikro 200 R Hettich, Kirchlengern (DE) 

Zentrifuge mit Kühlung, Mikro 22R Hettich, Kirchlengern (DE) 

Zentrifuge, Universal 32R Hettich, Kirchlengern (DE) 

 

2.2 Verbrauchsmaterialien 
In den folgenden Tabellen sind die eingesetzten Verbrauchsmaterialien inklusive 

Hersteller und Firmensitz aufgeführt. 

 
Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Verbrauchsmaterialien 

Bezeichnung Hersteller 

Amicon Ultra-15 Zentrifugen- 

Filtereinheiten 

Merck Millipore, Darmstadt (DE) 

Cellstar Plastikröhrchen (15 ml, 50 ml) Greiner Bio-One, Frickenhausen (DE) 

Deckgläschen Ø 15 mm Menzel, Braunschweig (DE) 

Filterpapier, Protran BA 83 Whatman, Dassel (DE) 

Impfnadeln Sarstedt AG & Co., Nümbrecht (DE) 

Kryoröhrchen Greiner Bio-One, Frickenhausen (DE) 



 27 

Mikrotiterplatten 96-Well  Sarstedt AG & Co., Nümbrecht (DE) 

Nitrocellulose-Membran  Whatman GmbH, Dassel (DE) 

Reaktionsgefäße (0,5 ml, 1 ml, 2 ml) Sarstedt AG & Co., Nümbrecht (DE) 

Skalpell Schreiber GmbH, Fridingen (DE) 

Parafilm Bemis, Wisconsin (USA) 

Pasteurpipetten, Glas Roth, Karlsruhe (DE) 

Pipettenspitzen (10 µl, 200 µl, 1000 µl) Nerbe Plus, Winsen (DE) 

Zellkulturplatten (6-, 12-, 24-, 96-Well) Sarstedt AG & Co., Nümbrecht (DE) 

Zellkulturflaschen (T-25, T-75) Sarstedt AG & Co., Nümbrecht (DE) 

Zellschaber Sarstedt AG & Co., Nümbrecht (DE) 

 

2.3 Chemikalien und Puffer 
In den folgenden Tabellen sind die eingesetzten Chemikalien und verwendeten Puffer 

inklusive Hersteller und Firmensitz aufgeführt. 

 

Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Chemikalien und Puffer 
Chemikalie/Puffer Hersteller 

2-Mercaptoethanol Roth, Karlsruhe (DE) 

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

Diphenyltetrazoliumbromid (MTT) 

Sigma-Aldrich, Taufkirchen (DE) 

Acrylamid (AA) Roth, Karlsruhe (DE) 

Ammoniumpersulfat (APS) AppliChem, Darmstadt (DE) 

Ampicillin Roth, Karlsruhe (DE) 

Bovine Serum Albumin (BSA) PAA, Cölbe (DE) 

Bradford Reagenz Bio-Rad, München (DE) 

Bromphenolblau Roth, Karlsruhe (DE) 

Calciumchlorid (CaCl2) Roth, Karlsruhe (DE) 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, Taufkirchen (DE) 

Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Roth, Karlsruhe (DE) 

Dithiothreitol (DTT) AppliChem, Darmstadt (DE) 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

(DMEM) 

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA) 
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Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline 

(PBS) 

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA) 

Essigsäure Roth, Karlsruhe (DE) 

Ethanol Roth, Karlsruhe (DE) 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Roth, Karlsruhe (DE) 

Forskolin Sigma-Aldrich, Taufkirchen (DE) 

Fötales Kälberserum (FBS) Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA) 

Glycerin Roth, Karlsruhe (DE) 

Glycin AppliChem, Darmstadt (DE) 

Hanks' balanced salt solution (HBSS) Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA) 

Isopropanol Roth, Karlsruhe (DE) 

Keratinocyte Growth Medium 2 (KGM 

2) mit SupplementMix & CaCl2 Solution 

PromoCell, Heidelberg (DE) 

Methanol Roth, Karlsruhe (DE) 

Milchpulver Roth, Karlsruhe (DE) 

Natrium-Phosphat-Puffer AppliChem, Darmstadt (DE) 

Natriumcarbonat AppliChem, Darmstadt (DE) 

Natriumcitrat Roth, Karlsruhe (DE) 

Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4) Roth, Karlsruhe (DE) 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth, Karlsruhe (DE) 

Natriumpyruvat Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA) 

Nicht-essentielle Aminosäuren (NEAA) Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA) 

Nonoxinol-P40 (NP-40) Roth, Karlsruhe (DE) 

Ponceau S AppliChem, Darmstadt (DE) 

Protein G Sepharose GE Healthcare, Buckinghamshire (UK) 

Proteinase Inhibitor Cocktail (PI) Sigma-Aldrich, Taufkirchen (DE) 

Proteinmarker Bio-Rad, München (DE) 

Rolipram Sigma-Aldrich, Taufkirchen (DE) 

Roti®-Mount FluorCARE 4',6-

diamidino-2-phenylindole (DAPI) 

Roth, Karlsruhe (DE) 

SuperSignal West Femto/Pico 

Chemilumineszenz-Substrat 

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA) 

Tetramethylethylendiamin (TEMED) Roth, Karlsruhe (DE) 
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Tabelle 4: Auflistung der verwendeten selbstgemischten Puffer mit Zusammensetzung 

  

Tris-(hydroxymethyl)-

aminomethanhydrochlorid (Tris HCl) 

Roth, Karlsruhe (DE) 

Trypanblau  Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA) 

Tween 20 Roth, Karlsruhe (DE) 

Zitronensäure Roth, Karlsruhe (DE) 

Puffer Zusammensetzung 

Blockierungspuffer für WB 5% Milchpulver in TBST 

Blockierungspuffer für IF 1% BSA in PBS 

Blottingpuffer 192 mM Glycin 

25 mM Tris 

10% Methanol 

Einfriermedium 10% DMSO in FBS 

Lämmli-Gelelektrophorese-Puffer 192 mM Glycin 

25 mM Tris 

0,1% SDS 

Natriumcitratpuffer (20 mM, pH 2,4) 0,37% Zitronensäure 

0,03% Natriumcitrat 

Natriumphosphat-Puffer (200 mM, pH 

7,3) 

150 mM Na2HPO4 • 2 H2O 

20 mM NaH2PO4 • 2 H2O 

PBS pH 7,4 150 mM NaCl 

20 mM NaH2PO4 • H2O 

Ponceau S 0,1% Ponceau-red 

5% Essigsäure 

Proteinladepuffer (4x) 100 mM DTT 

250 mM Tris-HCl pH 6,8 

8% SDS 

40% Glycerin 

0,4% Bromphenolblau 

20% 2-Mercaptoethanol 
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WB: Western Blot; IF: Immunfluoreszenz 

 

2.4 Enzyme 
Die Tabelle 5 listet die benutzten Enzyme auf.  

 
Tabelle 5: Auflistung der verwendeten Enzyme 
Enzyme Hersteller 

Dispase II Roche, Basel (CHE) 

Trypsin  Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA) 

 

2.5 Antibiotika 
In der folgenden Tabelle sind die verwendeten Antibiotika aufgelistet, die den 

Nährmedien zugesetzt wurden. 

 

Tabelle 6: Auflistung der verwendeten Antibiotika 
Antibiotika Hersteller 

Gentamycinsulfat Serva, Heidelberg (DE) 

Penicillin/Streptomycin Invitrogen, Karlsruhe (DE) 

  

Stürmer-Lysepuffer 150 mM NaCl 

50 mM Tris pH 7,4 

2 mM EDTA 

1% Nonoxinol 40 (NP-40) 

Tris-buffered saline Tween 20 (TBST) 150 mM NaCl 

0,05% Tween-20 

100 mM Tris-HCl pH 7,4 
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2.6 Antikörper 
In den folgenden Tabellen sind die verwendeten primären und sekundären Antikörper für 

Western Blot (WB) und Immunfluoreszenzmikroskopie (IF) mit Angabe der Verdünnung 

in TBST (WB) oder 1% BSA in PBS (IF) aufgelistet.  

 
Tabelle 7: Auflistung der verwendeten primären Antikörper 
Antikörper Wirt Verdünnung Hersteller 

WB IF 

Anti-Dsg1 (B-11) Maus 1:1.000 / Santa Cruz Biotechnologie, 

Heidelberg (DE) 

Anti-Dsg3 (5H10) Maus 1:1.000 / Santa Cruz Biotechnologie, 

Heidelberg (DE) 

Anti-Flot1 Maus 1:1.000 1:100 BD Transduction 

Laboratories, Franklin 

Lakes, NJ (USA) 

Anti-Flot2 Maus 1:1.000 1:50 BD Transduction 

Laboratories, Franklin 

Lakes, NJ (USA) 

Anti-GAPDH 

(6C5) 

Maus 1:20.000 / Abcam, Cambridge (UK) 

Anti-GFP Maus 1:1.000 / Roche, Basel (CHE) 

 
Tabelle 8: Auflistung der verwendeten sekundären Antikörper 
Antikörper Wirt Verdünnung Hersteller 

WB IF 

Anti-mouse Alexa 

Fluor (AF) 488  

Esel / 1:300 Thermo Fisher Scientific, 

Waltham (USA) 

Anti-mouse 

IgG/HRP 

Ziege 1:5000 / Dako, Hamburg (DE) 
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2.7 Zelllinien 
In Tabelle 9 sind die verwendeten Zelllinien aufgezählt und in Tabelle 10 die benötigten 

Nährmedien mit Zusammensetzungen.  

 

Tabelle 9: Zelllinien 
Zelllinien 
Bezeichnung 

Information Kultivierung 

AK23 Hybridoma 

Zellen 

Immortalisierte Maus 

Hybridoma-Zellen, die 

mAK23 produzieren (Tsunoda 

et al. 2003), Geschenk von 

Amagai Arbeitsgruppe 

Gibco RPMI 1640 

Medium 

+ + + + + 

ISF-1 Medium  

Bei +37 °C und 5% CO2 

HaCaT Immortalisierte humane 

Keratinozyten (Boukamp et al. 

1988) 

DMEM + + + + 

Bei +37 °C und 5% CO2 

hTert/KER-CT Immortalisierte humane 

Keratinozyten (Beckert et al. 

2019) 

KGM 2 + + +  

Bei +37 °C und 5% CO2 

 

Tabelle 10: Nährmedien 
Medium Bezeichnung Zusammensetzung Hersteller 

Dulbecco’s Modified 

Eagle’s Medium 

(DMEM) + + + + 

10% FBS 

1% Penicillin/Streptomycin 

1% NEAA 

1 mM Natriumpyruvat 

Thermo Fisher Scientific, 

Waltham (USA) 

ISF-1 Medium  Für AK23 Hybridoma 

Antikörper Produktion: 

60% ISF-1 und 40% RPMI  

+ + + + 

BioSell, Nürnberg (DE) 
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Keratinocyte Growth 

Medium 2 (KGM 2)   

+ + + 

SupplementMix: 

4 µl/ml Boviner 

Hypophysen Extrakt 

0,125 ng/ml Epidermaler 

Wachstumsfaktor (EGF) 

5 µg/ml Insulin  

0,33 µg/ml Hydrocortison  

0,39 µg/ml Adrenalin 

10 µg/ml Transferrin  

0,05 mM CaCl2 Solution 

30 µg/ml Gentamycin Sulfat 

PromoCell, Heidelberg 

(DE) 

Roswell Park Memorial 

Institute (RPMI) 1640 

Medium + + + + + 

10% FBS 

1% Penicillin/Streptomycin 

1% NEAA 

1 mM Natriumpyruvat 

1% 2-Mercaptoethanol 

Thermo Fisher Scientific, 

Waltham (USA) 

 

2.8 Computerprogramme für Bilderbearbeitung, statistische Analysen und 
Graphendesign 

In Tabelle 11 sind die verwendeten Programme mit Anwendungsbereichen und Hersteller 

angegeben. 

  

Tabelle 11: Computerprogramme 
Programm 
Bezeichnung 

Anwendung Hersteller 

GraphPad Prism 6 Durchführung von statistischen 

Analysen und Anfertigung von 

Graphen 

GraphPad Software Inc., 

San Diego, CA (USA) 

Fiji Bildbearbeitungsprogramm, 

Auswertung von WB 

Wayne Rasband (USA) 
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Magellan Steuerung von Mikroplatten-

Readern, die in der Bradford-

Analyse die Datenerfassung, 

Erstellung von Standardkurven 

und Berechnung der Protein-

Konzentrationen ermöglicht 

Tecan Austria GmbH, 

Grödig (AUT) 

Microsoft Office 2013 Datendokumentation, 

Textverarbeitungsprogramm 

Microsoft Corporation 

(USA) 

Zotero  Open-Source-Software zur 

Literaturverwaltung 

Corporation for Digital 

Scholarship (CDS), 

Fairfax, Virginia (USA) 
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3 Methoden 
3.1 Zellbiologische Standardmethoden 

3.1.1 Kultivierung der hTert, HaCaT und AK23-Hybridoma Zelllinien 

Die immortalisierten humanen Keratinozyten (hTert) wurden in T-25 Zellkulturflaschen 

bei einer Temperatur von 37oC und 5% CO2 im Brutschrank kultiviert. Als Nährmedium 

diente 5 ml Keratinocyte Growth Medium 2 (KGM 2) pro T-25 Zellkulturflasche. Dieses 

Medium wurde durch Zugabe von SupplementMix (die genaue Zusammensetzung ist in 

Tab. 10 dargestellt), 30 µg/ml Gentamycin und 0,05 mM CaCl2 ergänzt. Zur Induktion 

der desmosomalen Zell-Zell-Kontakte in den hTert-Zellen wurde das Nährmedium mit 2 

mM CaCl2 KGM 2 ersetzt (Beckert et al. 2019).  

Die Kultivierung der HaCaT-Keratinozyten erfolgte unter den gleichen Bedingungen. Im 

Unterschied dazu wurde als Nährmedium DMEM (Tab. 10) verwendet, welches mit 10% 

FBS, 1% Penicillin/Streptomycin, 1% NEAA und 1 mM Natriumpyruvat supplementiert 

wurde. 

Die AK23-Hybridoma-Zellen wurden unter gleichen Bedingungen in Medium RPMI 

1640 (die genaue Zusammensetzung ist in Tab. 10 dargestellt) und in einer T-75 

Zellkulturflasche kultiviert. Um die Produktion des monoklonalen Antikörpers AK23 zu 

induzieren, wurde das Kulturmedium durch eine Kombination aus ISF-1 Medium mit 

RPMI ersetzt.  

 

3.1.2 Passagieren der Zelllinien hTert und HaCaT 
Wenn die hTert-Zellen zu ca. 90% konfluent den Boden der T-25 Zellkulturflasche 

bedeckten, musste eine Subkultivierung der Zellen durchgeführt werden, um die 

Zelldichte zu reduzieren. Zur Vermeidung einer Kontamination durch 

Fremdmikroorganismen erfolgte die Subkultivierung in der Sterilbank unter sterilen 

Bedingungen. Zunächst wurde das verbrauchte Nährmedium entfernt und anschließend 

mit 5 ml PBS/0,05% EDTA für max. 10 min bei 37oC und 5% CO2 im Brutschrank 

inkubiert, sodass die Ca2+- und Mg2+-Ionen chelatiert wurden. Nach Entfernung der 

PBS/0,05% EDTA-Lösung wurde für 2 bis 3 min 200 µl Trypsinlösung zugegeben, sodass 

die Zellen sowohl von der Oberfläche der Zellkulturflasche als auch voneinander gelöst 

wurden. Nach optischer Kontrolle am Mikroskop wurde die Trypsinwirkung durch 

Zugabe von 800 µl PBS/2% FBS neutralisiert. Die 1 ml Zellsuspension wurde in ein 1,5 

ml Reaktionsgefäß überführt und für 5 min bei 1300 rpm zentrifugiert. Der 



 36 

Flüssigkeitsüberstand wurde entfernt und das Zellpellet mit 1 ml 0,05 mM CaCl2 KGM 

2 Nährmedium resuspendiert. Zur Herstellung einer neuen Subkultur wurden 150 µl der 

Zellsuspension in eine frische T-25 Kulturflasche überführt und mit 5 ml KGM 2 

Nährmedium aufgefüllt. 

Die HaCaT-Zellen wurden ebenfalls unter sterilen Bedingungen passagiert. Nach 

Entfernung des verbrauchten Nährmediums wurden die Zellen mit 5 ml PBS/0,05% 

EDTA für ca. 10 min bei 37oC und 5% CO2 Partialdruck im Brutschrank inkubiert. Nach 

Entfernung der PBS/0,05% EDTA-Lösung wurde 500 µl Trypsinlösung zugeben und 

erneut für 10 min bei 37oC und 5% CO2 Partialdruck im Brutschrank inkubiert. Zur 

Inaktivierung des Trypsins wurde 500 µl DMEM + + + + (Tab. 10) hinzugegeben. Die 

gesamte Zellsuspension wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Um eine neue 

Subkultur zu etablieren, wurden 100 µl der Zellsuspension in eine T-25 Kulturflasche 

überführt und mit 5 ml DMEM + + + + Nährmedium ergänzt. 

 

3.1.3 Zellzählung und Aussäen in Zellkulturplatten 
Um die Zellzahl zu bestimmen, wurde in einem neuen 1,5 ml Reaktionsgefäß 20 µl von 

der Zellsuspension mit 20 µl Trypanblau vermischt. Die 10 µl von der verdünnten 

Zellsuspension wurde unter das Deckgläschen auf der Neubauer-Kammer appliziert. 

Durch das Mikroskop wurden die verteilten Zellen in der Neubauer-Kammer sichtbar. 

Die Zellzahl auf den Kammern wurden jeweils gezählt und anschließend der Durschnitt 

berechnet. Da die Zellsuspension 1:2 mit Trypanblau verdünnt wurde, musste der 

Durchschnittswert verdoppelt werden. Die Quadrate weisen eine Fläche von 1 mm2 und 

eine Kammerhöhe von 0,1 mm auf, daher beträgt ein Quadrat Volumen 0,1 µl. Aus diesem 

Grund muss der Wert verzehnfacht werden, um die Zellzahl pro µl zu erhalten. Für eine 

24-Well-Platte wurden 20.000 Zellen pro Well ausgesät. Für die 12-Well-Platte wurden 

40.000 Zellen pro Well benötigt und für die 6-Well-Platte 60.000 Zellen pro Well. 

 
3.1.4 Kryokonservierung von Zellen 
Zu Beginn wurden die Zellen in einer T-25 Zellkulturflasche ausgesät und inkubiert bis 

die Zellen 90% Konfluenz erreichten. Nach 10 min Waschen mit PBS/0,05% EDTA 

wurden die Zellen trypsiniert und mit PBS/2% FBS in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß 

gegeben. Nach Zentrifugation mit 1300 rpm für 5 min wurde der Flüssigkeitsüberschuss 

abpipettiert und mit 1 ml Einfriermedium (FBS + 10% DMSO) suspendiert. Die 

Zellsuspension, versetzt mit Einfriermedium, wurde in Kryoröhrchen gegeben und zur 
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kontrollierten Abkühlung zunächst in einem Mr. Frosty-Gefrierbehälter mit Isopropanol 

bei -80oC über Nacht gelagert. Am folgenden Tag erfolgte die Umlagerung der 

Kryoröhrchen in Lagerboxen bei -150oC, um die langfristige Kryokonservierung 

sicherzustellen. 

 

3.1.5 Behandlung der Zellen mit anti-Dsg3- und Kontroll- (Ktrl) IgG-Antikörpern  
Nach Erreichen der Konfluenz in den ausgesäten Well-Platten mit hTert-Zellen wurde das 

Medium durch KGM 2 mit 2 mM CaCl2 ersetzt. Die Zellen wurden für 24 h bei 37oC und 

5% CO2 im Brutschrank inkubiert. Am folgenden Tag wurde die Vorbereitung der Zusätze 

durchgeführt, gefolgt von der Behandlung der Zellen mit Antikörpern. Die Antikörper 

wurden in einer Konzentration von 75 µg/ml appliziert. Die benötigte Antikörpermenge 

für ein Well einer 24-Well-Platte wurde nach folgender Formel berechnet: 

AK Menge in µl = 
!,!#$	&'/&)	∙+$!	&)

,   ; c = Stock Konzentration 

 

3.1.6 Modulation des cAMP-Spiegels mit Forskolin und Rolipram 

Zur Erhöhung des intrazellulären cAMP-Spiegels wurden die Zellen mit 5 µM Forskolin 

und 10 µM Rolipram für 24 h behandelt. Forskolin wirkt als Aktivator der 

Adenylatcyclase (AC) und fördert dadurch die Synthese von cAMP aus ATP. Gleichzeitig 

hemmt Rolipram die PDE-4, wodurch die Degradation von cAMP zu AMP verhindert 

wird (Spindler et al. 2010). Die Behandlung mit dem pathogenen Antikörper mAK23 oder 

Kontrollantikörper (Ktrl IgG) erfolgte kurz nach dem Austausch des Nährmediums, das 

entweder mit oder ohne Forskolin/Rolipram zugesetzt wurde. 

Für die HaCaT-Zellen entfiel der Mediumwechsel mit erhöhtem Calciumgehalt, da 

DMEM-Medium bereits eine hohe Calciumkonzentration enthält. Nach Erreichen der 

Konfluenz konnten die Zellen direkt mit Forskolin/Rolipram und/oder Antikörpern 

behandelt werden. Für die HaCaT-Keratinozyten wurde eine Konzentration von 20 µM 

Forskolin und 20 µM Rolipram verwendet, da diese Konzentrationen als wirksam 

identifiziert wurden. 

 

3.1.7 Gewinnung aus Einzelzellklonen 

Um Flot1- oder Flot2-defiziente hTert-Zellen zu erzeugen, wurden die Zellen mithilfe der 

CRISPR-Cas9-Technik und lentiviraler Transduktion durch Benedikt Beckert hergestellt. 

Um eine homogene Zellkultur zu etablieren, wurde daher eine zielgerichtete Selektion 
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eines Einzelzellklons durchgeführt (Abb. 7). Zunächst wurden die hTert-Zellen in einer 

T-25 Kulturflasche ausgesät und kultiviert bis eine Konfluenz von 90% erreicht wurde. 

Nach 10 min Waschen mit 5 ml PBS/0,05% EDTA wurden die Zellen mit 200 µl 

Trypsinlösung trypsiniert. Nach 3 min Inkubation wurden die Zellen mit 800 µl 2% 

FBS/PBS verdünnt. Die Zellzahl wurde mit der Neubauer-Zählkammer bestimmt und 

anschließend berechnet. Anhand der bestimmten Zellzahl wurde die Zellsuspension 

verdünnt, dass eine Konzentration von 2 Zellen pro Well erreicht wurde. Die 100 µl der 

verdünnten Zellsuspension wurden in jedes Well einer 96-Well-Platte pipettiert. Die 

einzelnen Wells wurden regelmäßig mikroskopisch überwacht und dokumentiert, um 

Wells mit einem Einzelzellklon zu identifizieren. Nach Erreichen einer 90% Konfluenz 

wurden die Einzelzellklone aus den identifizierten Wells in eine 24-Well-Platte überführt. 

Das Vorgehen zur Zellablösung folgte dem zuvor beschriebenen Protokoll, mit 200 µl 

PBS/0,05% EDTA, gefolgt von der Zugabe von 50 µl Trypsinlösung und einer 

Inaktivierung mit 200 µl 2% FBS/PBS. Die Übertragung erfolgte dann in eine 12-Well-

Platte. Aus den konfluenten Wells wurden Proben hergestellt, um die Zellen mithilfe der 

WB-Methode zu charakterisieren. 

 

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Gewinnung von Einzelzellklonen 
(erstellt mit BioRender (https://BioRender.com)) 
Die hTert-Keratinozyten wurden in eine 96-Well-Platte mit 2 Zellen pro Well ausgesät. Die 

konfluenten Wells wurden in eine 24-Well-Platte überführt und anschließend in zwei 12-Well-

Platten, sodass Zellen kryokonserviert und WB-Proben zur Analyse geerntet werden konnten.  
 

3.1.8 Monolayer-Dissoziationsassay  

Um die Stabilität der Zell-Zell-Adhäsion nach Stimulation mit pathogenen anti-Dsg3-

Antikörpern wie mAK23 zu untersuchen, wurde der Monolayer-Dissoziationsassay 

verwendet (Abb.8) (Ishii et al. 2005; Zakrzewicz et al. 2022). In eine 24-Well-Platte 
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wurden 20.000 hTert-Zellen pro Well ausgesät. Die Zellen wurden bei 37 °C und 5% CO2 

inkubiert, bis eine vollständige Konfluenz erreicht war. Anschließend wurde das 

Kulturmedium durch KGM 2 mit 2 mM CaCl2 ersetzt, um die Ausbildung desmosomaler 

Zell-Zell-Kontakte zu fördern. Die Zellen wurden für weitere 24 h bei 37 °C und 5% CO₂ 

inkubiert. Das Kulturmedium wurde auf 350 µl pro Well reduziert, welches zum Teil mit 

Zusätzen wie Forskolin und Rolipram versetzt wurde. Im Anschluss wurden die 

Antikörper mit einer Konzentration von 75 µg/ml in die Wells pipettiert. Die Zellen 

wurden erneut für 24 h bei 37 °C und 5% CO₂ inkubiert, bevor der Dissoziationsassay 

begonnen wurde. Zunächst wurde das Enzym Dispase II in HBSS zu einer Konzentration 

von 2,5 U/ml vorbereitet. Nach Entfernen des alten Mediums wurden die Wells mit 500 

µl HBSS pro Well gewaschen, sodass 350 µl von der Dispase-Lösung pro Well zugegeben 

werden konnte. Die Platte wurde für 30 min bei 37 °C und 5% CO₂ inkubiert, um die 

Zellmonolayer von der Oberfläche der Wells zu lösen. Danach wurde die Dispase-Lösung 

vorsichtig mit einer Pipette entfernt, um die Monolayer nicht zu beschädigen. Zur 

Visualisierung der Zellmonolayer wurden 20 µl MTT pro Well zugegeben. Die Zellen 

wurden für 15 min bei 37 °C und 5% CO₂ inkubiert, bis sich eine sichtbare Färbung der 

Zellmonolayer ergab. Um die desmosomale Adhäsion abschätzen zu können, wurden die 

Zellmonolayer einer mechanischen Belastung ausgesetzt. Dazu wurden die Monolayer 

durch definiertes Pipettieren mechanisch beansprucht. Die benutzten Pipettenspitzen 

wurden mit einer 1% BSA-Lösung beschichtet. Beim Pipettieren wurde mit der positiven 

Kontrollgruppe begonnen. Die Monolayer dieser Wells wurde so lange wiederholt auf- 

und abpipettiert, bis die erste Fragmentierung sichtbar wurde. Die Anzahl der 

Pipettierschritte bis zur Fragmentierung wurde als Referenz festgelegt. Die gleiche 

Anzahl an Pipettierschritten wurde dann auf die restlichen Wells angewendet. Nach der 

mechanischen Belastung wurden die Fragmentierungsgrade der Zellmonolayer 

dokumentiert. Dies erfolgte durch eine visuelle Aufnahme der 24-Well-Platte mittels 

eines Scanners. Das Pipettieren wurde so lange wiederholt, bis auch die Monolayer der 

Negativkontrollgruppe fragmentierten. Zur Quantifizierung der Fragmentierung wurden 

die gescannten Bilder der Well-Platte auf DIN-A4 Papier ausgedruckt und manuell 

gezählt. Der Mittelwert der drei Replikate wurde als Maß für den Grad der 

Fragmentierung verwendet. 
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Abbildung 8: Schematische Darstellung des Monolayer-Dissoziationsassay (erstellt 
mit BioRender (https://BioRender.com)) 
(1) Die hTert-Keratinozyten wurden in eine 24-Well-Platte ausgesät. (2) Nach drei Tagen 

erreichten die Zellen Konfluenz, sodass das Kulturmedium durch KGM 2 mit 2 mM CaCl2 ersetzt 

werden konnte. (3) Nach 24 h wurden die Zellen mit 350 µl Kulturmedium ausgetauscht, welches 

mit Zusätzen wie Forskolin und Rolipram versetzt wurde. Im Anschluss wurden die 

Kontrollantikörper oder mAK23 einzeln in die Wells pipettiert. (4) Nach weiteren 24 h konnte 

der Dissoziationsassay eingeleitet werden. Das Enzym Dispase II wurde für 30 min in die Wells 

appliziert, um die Monolayer von dem Plattenboden zu lösen. Im Anschluss wurde die Dispase-

Lösung abpipettiert. Zur Visualisierung der Zellmonolayer wurden die Zellen für 15 min mit MTT 

behandelt. Durch wiederholtes Auf- und Abpipettieren der Monolayer wurden die Zell-Zell-

Kontakte unter mechanischer Belastung getestet. (5) Die Zellmonolayer wurden mit einem 

Scanner erfasst und die Bilder zur Quantifizierung der Zell-Zell-Kontakte ausgewertet. 

 

3.2 Biochemischen Methoden 

3.2.1 Herstellung der Zelllysate 
Zur Herstellung von Zelllysaten wurden die Zellen in 12-Well-Platten kultiviert. Nach der 

Behandlung der Zellen wurden diese geerntet. Zunächst wurde das alte Medium 

abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen. Anschließend wurden 70 µl von dem 

Stürmerlysepuffer mit PI (1:100) in jedes Well hinzugegeben und für 10 min inkubiert, 

um die Lyse der Zellmembran einzuleiten. Die Zellen wurden dann mit dem Zellschaber 

mechanisch von dem Boden der Well-Platte entfernt und mit dem Lysepuffer vermischt. 

Die Zelllysate wurden in jeweils 1,5 ml Reaktionsgefäße überführt und für mind. 1 h bei 

-20oC gelagert. Dann wurden die Zelllysate durch Ultraschallbehandlung (Sonikation) 

homogenisiert, um Zelltrümmer zu zerkleinern und Proteine freizusetzen. Im Anschluss 

wurde das Lysat für 10 min bei 15.000 rpm und 4oC zentrifugiert. Das klare Zelllysat 
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wurde in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt, während das Zellpellet am Boden 

des Gefäßes zurückblieb. Die Zelllysate wurden entweder auf Eis gelagert, wenn die 

Proteinbestimmung unmittelbar erfolgen sollte, oder bei -20°C eingefroren, falls die 

Analyse zu einem späteren Zeitpunkt durchgeführt wurde. 

 

3.2.2 Proteinbestimmung nach Bradford 
Für die Proteinbestimmung wurde die Bradford-Methode angewendet (Bradford 1976). 

Die Proteinproben wurden mit destilliertem Wasser im Verhältnis 1:40 oder 1:75 

verdünnt, sodass die Konzentrationen der Proben innerhalb des messbaren Bereichs 

lagen. Auf einer 96-Well Mikroplatte wurden eine Standardreihe für die ersten neun 

Reihen mit jeweils 10 µl pro Well in Triplikaten pipettiert. Die Standardlösungen hatten 

die folgenden festgelegten BSA-Konzentrationen: S0: dest. H2O, S1: 0,02 mg/ml, S2: 

0,05 mg/ml, S3: 0,1 mg/ml, S4: 0,15 mg/ml, S5: 0,2 mg/ml, S6: 0,25 mg/ml, S7: 0,3 

mg/ml. Die zu untersuchenden, verdünnten Proteinproben wurden ebenfalls in Triplikaten 

nach der Standardreihe in die freien Wells der 96-Well-Platte pipettiert. Mit der 

Multipipette wurde in jedes Well 200 µl Bradford-Reagenz mit destillierten H2O verdünnt 

zu 1:5 zugegeben. Vor der Messung an dem Plattenphotometer muss mind. 5 min gewartet 

werden, sodass die Farbreaktion stattfinden kann. Die Absorption der Proben wurde mit 

einem Plattenphotometer (Tecan Mikroplattenleser) gemessen, wobei das 

Absorptionsmaximum bei 595 nm detektiert wurde. Die Proteinkonzentration der Proben 

wurde durch Vergleich der gemessenen Absorptionen mit der Standardkurve berechnet. 

 

3.2.3 SDS-PAGE und Western Blot zur Proteincharakterisierung 

Die SDS-PAGE Methode dient der molekularen Auftrennung von Proteinen entsprechend 

der Molekulargröße. Die Proteine wandern durch eine Polyacrylamid-Gelmatrix, wobei 

kleinere Proteine schneller als größere migrieren können. Das im Polyacrylamid-Gel 

enthaltende Natriumdodecylsulfat ummantelt die Proteine, sodass alle eine einheitliche 

negative Ladung erhalten. Als Folge wandern die Proteine im elektrischen Feld in 

Richtung der Anode.  

Es wurden SDS-PAGE Gele mit 10%igem Polyacrylamidgehalt hergestellt, die aus einem 

Trenngel (10%) und Sammelgel (4%) bestehen (Tab. 12). Das Sammelgel bewirkt eine 

Fokussierung der Proteine durch die geringere Polyacrylamidkonzentration, wodurch 

eine gleichmäßige Proteinbandenbildung gewährleistet wird.  
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Tabelle 12: SDS-PAGE Gele 

 Trenngel 10%  Sammelgel 4% 

1,5 M Tris/HCl pH 8,8 12,5 mM / 

0,5 M Tris/HCl pH 6,8 / 4,2 mM 

SDS 20% 0,1% 0,1% 

AA 10% 4% 

APS 0,5% 0,5% 

TEMED 0,1% 0,1% 

 

Zur Proteinprobenvorbereitung wurde die zu pipettierende Probenmenge (in µl) für eine 

Proteinmenge von 10 µg anhand der bestimmten Proteinkonzentration berechnet. Die 

Proteinproben wurden mit 4x Ladepuffer versetzt und mit destilliertem Wasser auf 50 µl 

aufgefüllt. Zur Denaturierung der Proteine wurden die Proben für 5 min bei +95oC erhitzt. 

Es wurden 10 µl Proteinproben und 2 µl Proteinmarker auf die Gelspur pipettiert. Die 

SDS-Gelelektrophorese mit dem Lämmli-Puffer wurde an eine Stromquelle 

angeschlossen und lief zu Beginn mit einer Stromstärke von 15 mA pro Gel. Nachdem 

die Proteinfront die Hälfte des Gels erreicht hatte, wurde die Stromstärke auf 30 mA pro 

Gel erhöht. Nach 90 min Laufzeit wurde das Polyacrylamid-Gel mit den aufgetrennten 

Proteinen auf eine Nitrocellulosemembran übertragen, um die WB-Methode 

durchzuführen. Das Polyacrylamid-Gel und die Nitrocellulosemembran wurden in einer 

Kompressionskassette zwischen zwei Filterpapieren und Schwämmen luftblasenfrei 

positioniert. Die Kompressionskassetten wurden in die Kammer mit dem Transferpuffer 

zwischen die Anode und die Kathode platziert. Die Proteinübertragung erfolgte bei einer 

Stromstärke von 400 mA für 90 min. Die negativ geladenen Proteine wanderten von der 

Kathode in Richtung Anode, wodurch die Proteine auf der Nitrocellulosemembran fixiert 

wurden. Zur Kontrolle der Proteinübertragung wurde die Membran temporär mit der 

Ponceau-Färbelösung behandelt, die Proteine unspezifisch sichtbar macht. Die Ponceau-

Lösung wurde nach der Überprüfung der Proteinübertragung mit einigen Waschschritten 

TBST-Puffer entfernt.  

Um unspezifische Bindungen der Antikörper an die Membran zu verhindern, wurden die 

hydrophoben Bindungsstellen der Membran blockiert. Dazu wurde die Membran für 1 h 

in einer 5%igen Magermilchlösung in TBST inkubiert. Nach Waschen der Membran mit 

TBST wurde der Primärantikörper hinzugeben (Tab. 7), der an das spezifisch gewünschte 
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Protein bindet. Die Inkubation erfolgte über Nacht bei 4oC. Am folgenden Tag erfolgten 

drei Waschschritte mit TBST für jeweils 10 min, um überschüssige, ungebundene 

Antikörper zu entfernen. Danach wurde der Sekundärantikörper für 1 h auf die Membran 

gegeben, der mit HRP (Peroxidase) konjugiert ist und gleichzeitig an den 

Primärantikörper bindet. Die überschüssigen Sekundärantikörper (Tab. 8) wurden durch 

dreimalige Waschschritte für 10 min mit TBST entfernt.  

Um die Proteine mit den gebundenen Primär- und Sekundärantikörpern sichtbar zu 

machen, wurde das ECL (Enhanced Chemiluminescence) WB-Substrat verwendet. Das 

Substrat wurde aus zwei Lösungen I und II im Verhältnis 1:1 angemischt und auf die 

Membranen für 3 min appliziert. Die mit HRP konjugierten Sekundärantikörper 

katalysieren die Oxidation von Luminol (Bestandteil von Lösung I) durch H2O2 

(Bestandteil von Lösung II). Diese chemische Reaktion führt zur Bildung von instabilen 

Dioxetan-Derivaten, die in den Grundzustand zurückkehren und dabei Licht emittieren. 

Das emittierte Licht wurde mit einem Chemilumineszenz-Lesegerät (z. B. LICOR) 

detektiert und dokumentiert. Die Quantifizierung erfolgte mit der Software ImageJ, 

womit die Intensitäten der Grauwerte analysiert wurden (Abschnitt 3.5). 

 

3.2.4 Messung des cAMP-Spiegels  
Die intrazellulären cAMP-Konzentrationen wurden mithilfe des cAMP Enzyme 

Immunoassay Kits (EIA, Kat.-Nr. CA-200, Sigma-Aldrich) quantifiziert. Dazu wurden 

konfluente hTert-Keratinozyten bis zu maximal 6 h mit Forskolin (5 µM; Sigma-Aldrich) 

und Rolipram (10 µM; Sigma-Aldrich) oder DMSO behandelt. Nach der Behandlung 

wurden die Zellen gewaschen und in 0,1 M HCl lysiert. Die gewonnenen Zelllysate 

wurden bei 600 g für 10 min zentrifugiert und die Überstände wurden gemäß den 

Anweisungen des Herstellers für die Messung verwendet. Die Intensität der 

Farbänderung wurde mit einem Tecan Infinite 200 Plattenlesegerät und der Magellan 

Software Version V7.2 gemessen. Die cAMP-Konzentration wurde anhand der intern 

gemessenen Standardkurve berechnet. 

 

3.3 Aufreinigung von mAK23 und Kontrollantikörpern 
Für die Experimente wurde der monoklonale Antikörper mAK23 eingesetzt, um den 

pathogenen Effekt der Akantholyse an Zell-Zell-Verbindungen zu induzieren (Tsunoda et 

al. 2003). Zur Produktion des monoklonalen Antikörpers wurden Hybridomazellen 
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verwendet, die von der Arbeitsgruppe Amagai aus Japan bereitgestellt wurden. Nach einer 

10-tägigen Kultivierung der Hybridomazellen in Zellkulturflaschen wurde der 

Flüssigkeitsüberstand entnommen und in 50 ml Aliquots bei -20oC gelagert.  Die 

Kontrollantikörper wurden aus Mäuseserum isoliert, das im Rahmen des 

„Versuchstierkundlichen Kurses“ der JLU Gießen gewonnen wurde. In diesem Kurs üben 

die Teilnehmenden die Blutentnahme an Versuchstiermäusen, wobei die entnommenen 

Blutproben zur Verfügung gestellt wurden. 

Zur Aufreinigung der monoklonalen Antikörper wurde die Affinitätschromatographie 

eingesetzt (Abb. 9). Am ersten Tag wurden die 50 ml Aliquots der Hybridoma-

Überständen aufgetaut und für 10 min bei 5.000 rpm zentrifugiert, um Zellrückstände zu 

entfernen. Anschließend wurde der pH-Wert durch Zugabe von 20 bis 40 µl 2 M Na2CO3 

auf einen Wert über 8 angehoben, um die Bindung der Antikörper an Protein G zu 

ermöglichen. Zunächst wurden die Protein G Sepharose Beads durch mehrfaches 

Waschen mit Natriumphosphat für den Antikörper mAK23 vorbereitet. Dann wurden 0,5 

bis 0,75 ml Protein G Sepharose 4 Fast Flow in 2 bis 3 ml Natriumphosphatpuffer 

resuspendiert und zu dem Hybridoma-Überstand gegeben. Die 50 ml Falcons wurden mit 

Parafilm verschlossen und über Nacht bei 4oC unter kontinuierlichem Rollen inkubiert. 

Am folgenden Tag wurde das Gemisch erneut zentrifugiert, sodass der 

Flüssigkeitsüberstand verworfen werden konnte. Die verbliebende Protein G-mAK23-

Suspension wurde mit der Restflüssigkeit vermischt und in eine Filtersäule überführt. Die 

Säule wurde mehrfach mit mind. 10 ml Natriumphosphatpuffer gewaschen und bei 5 min 

bei 5.000 rpm zentrifugiert. Die Bindung zwischen dem Antikörper und dem Antigen am 

Protein G wurde durch Zugabe von 2,5 ml 20 mM Zitronensäure (pH 2,4) gelöst. Um 

eine Neutralisierung der Zitronensäure zu gewährleisten, wurde im Sammelgefäß der 

Elutionsfraktion 50 µl 2 M Na2CO3 appliziert. Der Elutionsschritt wurde wiederholt, um 

die maximale Ausbeute an Antikörpern zu erzielen. Abschließend wurden die Antikörper 

mit einem Amicon-Konzentrator aufkonzentriert. Die Antikörperkonzentration wurde mit 

der Bradford-Methode (Abschnitt 3.2.2) bestimmt, um die für die Experimente benötige 

Antikörpermenge berechnen zu können. 

Die Mäuseblutproben wurden zentrifugiert, sodass die Serumanteile mit den enthaltenden 

IgG Kontrollantikörpern gepoolt werden konnten. Für die Aufreinigung der 

Kontrollantikörper wurde das gleiche Verfahren wie bei der Aufreinigung der 

monoklonalen Antikörper mAK23 angewandt. Nach der Zentrifugation des Serums und 

der Erhöhung des pH-Werts auf über 8 wurde das Protein G Sepharose 4 Fast Flow mit 
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dem Serum inkubiert. Nach der Übernacht-Inkubation bei 4 °C und der Zentrifugation 

wurden die Antikörper ähnlich wie bei mAK23 über eine Filtersäule aufgereinigt und 

eluiert. Die abschließende Bestimmung der Antikörperkonzentration erfolgte ebenfalls 

mittels der Bradford-Methode.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 9: Schematische Darstellung der Affinitätschromatographie (modifiziert 
nach https://www.abcam.com) 
(1) Die Waschsäule enthält die Protein G beschichteten Beads (blau), die durch mehrfaches 

Waschen mit Natriumphosphatpuffer auf die Bindung der Antikörper mAK23 vorbereitet werden. 

(2) Der Hybridoma-Überstand mit den enthaltenden Antikörpern (rot) wird zu den Protein G 

beschichteten Beads in die Waschsäule gegeben. (3) Die Antikörper binden spezifisch an die 

Protein G beschichteten Beads, sodass diese nicht durch die Membran gelangen können. Um 

unerwünschte Substanzen aus dem Hybridoma-Überstand zu entfernen, wird die Säule mehrfach 

mit Natriumphosphatpuffer gewaschen. (4) Die gebundenen Antikörper werden durch Zugabe 

eines sauren Elutionspuffers von den Beads gelöst. Nach dem Durchlaufen der Membran fallen 

die Antikörper in eine Lösung mit basischen pH-Wert, sodass der saure pH-Wert neutralisiert 

wird. 

 

3.4 Indirekte Immunfluoreszenzfärbung und Mikroskopie 
Zur Visualisierung von gewünschten Antigenen wurde die Methode der indirekten 

Immunfluoreszenz eingesetzt, die auf einem zweistufigen Inkubationsverfahren basiert. 

Zunächst bindet der primäre Antikörper spezifisch an die Antigene innerhalb der Zelle. 

Im zweiten Schritt bindet ein AF488-konjugierter sekundärer Antikörper an den primären 

Antikörper. Diese Methode ermöglicht eine Signalverstärkung und erlaubt die 

Zitronensäure 

pH 2,4 
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2
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3
 

pH 11,5 

1 2 3 4 
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gleichzeitige Detektion mehrerer Antigene durch den Einsatz unterschiedlicher primärer 

Antikörper und Fluorochrome.  

In einer 12-Well-Platte wurden Deckgläschen (∅ 15 mm) in jedem Well mit einer sterilen 

Pinzette positioniert. Anschließend wurden 20.000 hTert-Keratinozyten pro Well 

ausgesät. Nach Erreichen der Konfluenz wurde das Kulturmedium durch KGM 2 mit 2 

mM CaCl2 ersetzt, sodass die Keratinozyten ihre desmosomale Adhäsion aufbauen 

können. Nach einem Tag Inkubation wurden die Zellen mit 1 ml PBS gewaschen. Zur 

Fixierung der Zellstrukturen wurden die Zellen für 8 min mit 1 ml kaltem Methanol bei  

-20°C inkubiert. Anschließend wurden die Zellen auf den Deckgläschen dreimal mit PBS 

gewaschen, um Reste des Fixiermittels zu entfernen. Für die Antikörper-Inkubation 

wurden die Deckgläschen mit der Zellseite nach unten auf 30 µl 1% BSA/PBS-Lösung 

auf einem Parafilm mit markiertem Raster platziert. Die Blockierung unspezifischer 

Bindungsstellen erfolgte für mind. 10 min. Anschließend wurden die Deckgläschen auf 

30 µl der verdünnten Lösung des primären Antikörpers (in 1% BSA/PBS) gelegt und für 

1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die genaue Verdünnung der primären Antikörper ist 

in Tab. 7 angegeben. Nach der Inkubation wurden die Deckgläschen dreimal für jeweils 

5 min mit PBS gewaschen, um ungebundene Antikörper zu entfernen. Anschließend 

wurden die Deckgläschen für 1 h im Dunkeln auf 30 µl des verdünnten sekundären 

Antikörpers (Tab. 8), ebenfalls in 1% BSA/PBS gelegt. Auch hier erfolgten im Anschluss 

drei Waschschritte mit PBS jeweils für 5 min sowie ein abschließender Waschschritt mit 

destilliertem Wasser. Zur Einbettung der Zellen wurden die Deckgläschen auf einem 

Objektträger mit 8 µl Roti®-Mount FluorCARE DAPI-Lösung positioniert, wobei die 

Zellseite nach unten zeigte. Das DAPI-haltige Einbettmedium ermöglicht die Anfärbung 

der DNA in den Zellkernen. Die Objektträger wurden über Nacht bei 4 °C gelagert, um 

eine ausreichende Aushärtung des Einbettmediums sicherzustellen. 

Die Fluoreszenzdetektion und Bildaufnahme erfolgte mittels konfokaler Laserscanning-

Mikroskopie (Aurox Clarity, Aurox). Die Lichtquelle im Mikroskop regt die Fluorophore 

des sekundären Antikörpers durch laserbasierte Anregung an und erfasst die 

Lichtemission mit hoher Sensitivität.  

 

3.5 Bildbearbeitung und statistische Auswertung 
Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurden mit der Software ImageJ 

hinsichtlich Kontrastes und Helligkeit angepasst. Abgesehen von diesen Anpassungen 
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wurden keine weiteren Bildmanipulationen vorgenommen. Die digitalen WB-Bilder 

wurden zur quantitativen Analyse ebenfalls mit dem Programm ImageJ ausgewertet, um 

die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu überprüfen und mögliche Messungenauigkeiten 

zu minimieren. Die WB-Bilder im TIFF-Format wurden mit ImageJ geöffnet. Nach 

Entfernung des Hintergrundes wurden die Proteinsignale manuell markiert, sodass die 

Intensitäten der Signale gemessen und in Form eines Balkendiagrammes visualisiert 

werden konnte. Die Intensitätswerte der Graustufen der Proteinsignale wurden durch 

Normalisierung an die Intensitätswerte der Lade-Kontrollprotein GAPDH relativiert.  

Die statistische Analyse sowie die graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgten mit 

der Software GraphPad Prism 5. Die Datenauswertung umfasste ein- und zweifaktorielle 

Varianzanalysen (ANOVA) mit Bonferroni-Post-hoc-Korrektur. Die Messergebnisse 

wurden in den Graphen als Mittelwerte mit zugehörigen Standardabweichungen (SD) 

dargestellt. Bei einem berechneten Wert von p ≤ 0,05 gilt es als signifikant (*), Werte mit 

p ≤ 0,01 als hoch signifikant (**) und Werte mit p ≤ 0,001 als sehr hoch signifikant (***). 

Sofern nicht anders angegeben, wurden die Experimente mind. dreimal durchgeführt. 
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4 Ergebnisse 
4.1 Etablierung und Charakterisierung der Flotillin-Knockout hTert- und 

HaCaT-Keratinozyten 
Meine Arbeit konzentrierte sich auf die Rolle von Flotillin-Proteinen in einem durch 

cAMP-vermittelten Schutzmechanismus, der unter Einfluss von anti-Dsg3-Antikörpern 

den desmosomalen Zellkontaktverlust verhindern kann. Es ist bereits bekannt, dass 

Flotilline mit den desmosomalen Cadherinen interagieren. Daher weisen Zellen mit 

fehlender Flotillin-Expression eine schwache desmosomale Adhäsion auf, ähnlich wie bei 

dem Krankheitsbild Pemphigus vulgaris (Völlner et al. 2016). Um die Funktion von 

Flotillinen im cAMP-vermittelten protektiven Mechanismus zu untersuchen, habe ich mit 

hTert- und HaCaT-Keratinozytenzelllinien gearbeitet, bei denen mittels der CRISPR-

Cas9-Genom-Editing Technik das FLOT1- oder FLOT2-Gen ausgeschaltet wurde. Die 

Knockout-Zelllinie wurde von der Arbeitsgruppe (AG) Tikkanen bereitgestellt. 

Die hTert- und HaCaT-Keratinozyten werden häufig zur Untersuchung der epidermalen 

Zell-Zell-Adhäsion und der Pemphigus-Pathogenese verwendet (Beckert et al. 2019; 

Boukamp et al. 1988; Sigmund et al. 2023). Die HaCaT-Keratinozyten stammen aus einer 

periläsionalen Region eines Hauttumors und sind spontan immortalisiert (Boukamp et al. 

1988). Im Vergleich dazu wurden die hTert-Zellen, die aus der Vorhaut stammen, durch 

Expression von Telomerase und Cdk4 immortalisiert. Die hTert-Keratinozyten ähneln 

daher am nächsten den primären Keratinozyten, da bei HaCaT-Keratinozyten häufig 

Chromosomenaberrationen und Mutationen im Verlauf der Passagen auftreten können 

(Boukamp et al. 1988, 1997). 

 

4.1.1 Validierung der Flotillin-Expression in hTert-Keratinozyten mittels WB 

Die bereitgestellten hTert WT-, Flot1-KO-, Flot2-KO- und Flot1/2-KO-Zelllinien wurden 

zunächst auf die Expression von Flot1 und Flot2 überprüft. Die Zellen wurden in 12-

Well-Platten mit dem Nährmedium KGM 2 mit 0,05 mM CaCl2 kultiviert. Nach 

Erreichen der Konfluenz wurde das Nährmedium auf KGM 2 mit 2 mM CaCl2 für 24 h 

ausgetauscht, da die Zellen eine erhöhte Calciumkonzentration benötigen, um die 

desmosomalen Strukturen aufbauen zu können (Beckert et al. 2019). Die Zellen wurden 

lysiert und die Proben vorbereitet, sodass anschließend mithilfe der WB-Methode die 

Expression der Flotilline mit den passenden Antikörpern überprüft werden konnte. 

GAPDH diente als Ladekontrolle, um die Proteinmengen anzupassen. Die 
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Quantifizierung erfolgte mit der Software ImageJ, womit die Intensitäten der Grauwerte 

analysiert wurden. 

Als Kontrolle zeigte der WT die entsprechende Expression der Flotilline. Im Vergleich 

zum WT wies der Flot1-KO-Klon eine signifikant reduzierte Expression von Flot2 auf, 

während Flot1 nicht nachweisbar war. Der Flot2-KO- und Flot1/2-KO-Klon wiesen ein 

tieferliegendes Signal für Flot2 auf, welches ein verkürztes Protein vermuten lässt. 

Interessanterweise zeigte der Flot2-KO-Klon eine statistisch signifikant reduzierte 

Expression von Flot1. Der Flot1/2-KO-Klon zeigte keine Flot1-Expression (Abb. 10 A, 
B).  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Abbildung 10: Nachweis von Flot-Expression in hTert-Keratinozyten mittels WB.  
Die hTert WT-, Flot1-KO-, Flot2-KO- und Flot1/2-KO-Zelllinien wurden für drei Tage in KGM 

2 Medium kultiviert. Nach Austausch des Mediums mit 2 mM CaCl2 wurden die Zellen nach 

einem Tag geerntet und lysiert. Nach Durchlaufen des SDS-Gels und Übertragung durch den WB 

auf die Membran wurden die Proteine mit den passenden Antikörpern detektiert. Die 

Quantifizierung erfolgte mit der Software ImageJ, womit die Intensitäten der Grauwerte 

analysiert wurden. (A) Flotilline sind bei 48 kDa und GAPDH bei 37 kDa dargestellt. (B) Die 

Graphiken zeigen die Grauintensitäten der Signale von Flot1 und Flot2 der vorliegenden 

Zellsysteme WT, Flot1-KO, Flot2-KO und Flot1/2-KO. GAPDH diente als Ladekontrolle und die 

Signalintensitäten wurden zur Quantifizierung relativ zum GAPDH-Signal normalisiert. Die 

A 

B 



 50 

statistische Analyse wurde mithilfe der zweifaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) mit 

Bonferroni-Korrektur durchgeführt. Statistisch signifikante Unterschiede sind in den 

Abbildungen durch *** p ≤ 0,001 gekennzeichnet. Der Fehlerbalken stellt die 

Standardabweichung der Werte dar, die in mind. vier unabhängigen Experimenten ermittelt 

wurden. 

 

4.1.2 Validierung der Flotillin-Expression in hTert-Keratinozyten mittels IF 

Zur Bestätigung der WB-Ergebnisse wurde eine Immunfluoreszenzfärbung mit anti-

Flot1- und anti-Flot2-Antikörpern durchgeführt. Dafür wurden die hTert-Zellen auf 

Deckgläschen in einer 12-Well-Platte kultiviert. Nach Erreichen der Konfluenz erfolgte 

eine Inkubation bei 2 mM CaCl2 Medium für 24 h, sodass die Zellen die desmosomale 

Adhäsion aufbauen konnten. Anschließend wurden die Keratinozyten mit Methanol 

fixiert und mit anti-Flot1-, anti-Flot2-Antikörpern (Tab. 7), gefolgt von AF488-

gekoppelten Sekundärantikörpern (Tab. 8) angefärbt. Nach Eindeckeln im DAPI-haltigen 

Einbettmedium konnten die Deckgläschen mikroskopiert werden. Im WT zeigte das 

Protein Flot1 eine perinukleäre Lokalisation, während Flot2 zusätzlich teilweise an der 

Zellmembran anzutreffen war. Beim Flot1-KO konnte kein Flot1 detektiert werden, 

während Flot2 eine diffuse Verteilung in der Zelle aufwies. Der Flot2-KO zeigte eine 

perinukleäre Lokalisation von Flot1, während Flot2 diffus in der Zelle vorhanden war. 

Der Flot1/2-KO wies kein Flot1 Signal und ein schwaches diffuses Signal von Flot2 auf 

(Abb. 11). Da die in Abb. 10 und 11 dargestellten Ergebnisse zeigten, dass Flot2- und 

Flot1/2-KO keine vollständig fehlende Flot2-Expression aufwiesen, wurde versucht neue 

Einzelzellklone mit Knockout von Flot2 und Flot1/2 zu generieren. 
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Abbildung 11: Nachweis von Flot-Expression in hTert-Keratinozyten mittels IF.  
Nach Kultivierung der hTert-Zellen auf Deckgläschen in einer 12-Well-Platte und Inkubation bei 

2 mM CaCl2 Medium für 24 h konnten die Zellen mit Methanol fixiert und mit anti-Flot1- oder 

anti-Flot2-Antikörpern und anschließend AF488-gekoppelten Sekundärantikörpern angefärbt 

werden. Nach Positionierung im DAPI-haltigen Einbettmedium konnten die Deckgläschen 

mikroskopiert werden. Der Maßstab beträgt 20 µm. 

 

4.1.3 Gewinnung von Einzelzellklonen mit Knockout von Flot2 oder Flot1/2  

Die Flot-Knockout hTert-Keratinozyten wurden von Benedikt Beckert aus AG Tikkanen 

unter Anwendung der CRISPR/Cas9-Genom Editing-Technik hergestellt und sollten aus 

Einzelzellklonen stammen. Die Pools, die für die Einzelklone als Grundlage gedient 

hatten, wurden aufgetaut und kultiviert. Nach der Herstellung von Zelllysaten wurde ein 

WB und IF-Färbung durchgeführt, um die Pools zu analysieren, ob der Knockout-Prozess 

von Flot1 und/oder Flot2 in bestimmten Zellen erfolgreich war. 

Der Flot2-KO-Pool zeigte ein Flot2-Doppelsignal, wobei das eine Signal auf der gleichen 

Ebene wie der WT und das zweite Signal leicht unter 48 kDa lag. Im Flot1/2-KO-Pool 

war ein sehr schwaches, tieferliegendes Flot2-Signal zu erkennen (Abb. 12 A). Die Klone 

von Flot2-KO und Flot1/2-KO zeigten ähnliche Ergebnisse wie in Abb. 10A dargestellt. 

Wie in Abb. 11 beschrieben, wurde ebenso eine IF-Färbung durchgeführt. Die 

Immunfluoreszenz des Flot2-KO-Pools zeigte eine heterogene Flot2-Färbung, wobei 

einige Zellen eine starke, andere eine schwache oder keine Färbung aufwiesen. Im 

Flot1/2-KO-Pool war die Flot2-Signaldetektion sehr schwach bis kaum wahrnehmbar 
(Abb. 12 B). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass es sich um eine gemischte 

Zellpopulation handelt, die sowohl einen effektiven Knockout als auch Zellen mit 

geringer Flot2-Expression umfasst. 
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Abbildung 12: Expression von Flot in hTert Flot2-KO- und Flot1/2-KO-Pools. 
(A) Zellpools, die mithilfe der CRISPR/Cas9-Genom-Editing-Technik hergestellt wurden, waren 

bereits vorhanden. Die Zellen wurden kultiviert und lysiert, um einen WB durchzuführen. 

GAPDH diente als Ladekontrolle. (B) Das in Abb. 10 beschriebene Vorgehen wurde angewendet, 

um Flot2 in den Flot2-KO- und Flot1/2-KO-Pools anzufärben. Der Maßstab beträgt 20 µm. 

 

Um Einzelzellklone zu isolieren, wurden die Zellen aus den Flot2-KO- oder Flot1/2-KO-

Pools in eine 96-Well-Platte verdünnt ausgesät und konfluent gewordene Wells 

sukzessive in eine 24-Well-Platte und später folgend in eine 12-Well-Platte überführt. 

Nach Herstellen der Zellproben wurde der WB durchgeführt. Durch Verdünnung des 

Flot2-KO-Pools konnten drei Klone selektiert werden, die keine Flot2-Expression 

aufwiesen. Die Klone 3.1, 7.1 und 19.1 zeigten gleichzeitig eine sehr geringe Flot1-

Expression. Da Klon 3.1 das schwächste und Klon 7.1 das stärkste Flot1-Signal zeigten, 

wurde Klon 19.1 mit mittlerer Flot1-Expression für nachfolgende Experimente 

ausgewählt (Abb. 13).  
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Abbildung 13: Validierung der Flot-Expression in hTert Flot2-Knockout-
Einzelzellklonen. 
Nach Herstellung der Zelllysaten wurde ein WB durchgeführt. Der WT diente als Positivkontrolle 

und GAPDH als Ladekontrolle. 

 
Der gleiche Ansatz der Einzelzellenisolierung wurde auch für den Flot1/2-KO-Pool 

durchgeführt. Allerdings wiesen die isolierten Klone stets ein sehr schwaches, 

tieferliegendes Flot2-Signal auf (Abb. 14 A, B). Nach zahlreichen erfolglosen Versuchen 

wurde die Isolation von Flot1/2-KO-Einzelklonen abgebrochen und der Fokus auf die 

Flot1-KO- und Flot2-KO-Klone gelegt.  

 

 
 
 
 

 
 
 
Abbildung 14: Validierung der Flot-Expression in hTert Flot1/2-Knockout-

Einzelzellklonen. 
Nach Herstellung der Zelllysaten wurde ein WB durchgeführt. Der WT diente als Positivkontrolle 

und GAPDH als Ladekontrolle. (A) und (B) stellen Beispiel-WBs von überprüften Flot1/2-KO-

Klonen dar.  
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4.1.4 Charakterisierung der neu generierten hTert-Zelllinien  

Mit dem neu isolierten Flot2-KO-Klon 19.1 wurden zusammen mit dem WT und Flot1- 

KO vier weitere WBs (Vorgehen wie in Abb. 10 dargestellt) sowie IF-Färbung (Vorgehen 

wie in Abb. 11 dargestellt) durchgeführt, um die Expression von Flot1 und Flot2 zu 

bestimmen. Im WB zeigte der neue Flot2-KO Klon 19.1 das Fehlen der Flot2-Expression, 

während gleichzeitig eine signifikant reduzierte Flot1-Expression festgestellt wurde. Im 

Vergleich dazu zeigte der Flot1-KO das Fehlen der Flot1-Expression und eine 

geringfügige Reduktion der Flot2-Expression (Abb. 15 A, B). In den IF-Bildern wies der 

WT eine perinukleäre Färbung des Proteins Flot1 auf, während Flot2 zusätzlich teilweise 

an der Zellmembran lokalisiert war. Die Flot1-KO-Keratinozyten hatten keine Flot1-

Färbung, jedoch eine diffuse intrazelluläre Färbung von Flot2. Im Gegensatz dazu zeigte 

der Flot2-KO keine Flot2-Färbung und eine sehr geringe Flot1-Färbung (Abb. 15 C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 
 

A 

B 



 55 

 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
Abbildung 15: Charakterisierung der endgültigen hTert WT-, Flot1-KO- und Flot2-
KO-Keratinozytenklonen.  
(A) Nach Herstellung der Zelllysaten wurde der WB durchgeführt. (B) Die Graphiken zeigen die 

analysierten Grauintensitäten der Signale von Flot1 und Flot2 der vorliegenden Zellsystemen WT, 

Flot1-KO und Flot2-KO. GAPDH diente als Ladekontrolle und die Signalintensitäten wurden zur 

Quantifizierung relativ zum GAPDH-Signal normalisiert. Die statistische Analyse wurde mithilfe 

der zweifaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) mit Bonferroni-Korrektur durchgeführt. 

Statistisch signifikante Unterschiede sind in den Abbildungen durch *** p ≤ 0,001 

gekennzeichnet. Der Fehlerbalken stellt die Standardabweichung der Werte dar, die in mind. vier 

unabhängigen Experimenten ermittelt wurden. (C) Wie in Abb. 11 beschrieben, wurden IF-

Färbung von den hTert-Zellen angefertigt. Es wurden anti-Flot1- und anti-Flot2-Antikörpern mit 

anschließender AF488-gekoppelten Sekundärantikörpern verwendet. Der Maßstab beträgt 20 µm. 

 

4.1.5 Validierung von Flotillin-Expression in HaCaT-Keratinozyten 

Wie bei den hTert-Keratinozyten wurden die vorliegenden HaCaT-Zellklone WT, Flot1-

KO und Flot2-KO zunächst nach Expression von Flot1 und Flot2 überprüft. Die 

Keratinozyten wurden in einer 12-Well-Platte kultiviert. Da bereits im DMEM + + + + 

Medium ausreichend Calcium enthalten ist, entfällt der Mediumwechsel mit höherem 

Calciumgehalt. Nach Lysieren und Vorbereitung der Proben wurde der WB durchgeführt. 

Die Detektion der Proteinlevel von Flot1, Flot2 und GAPDH erfolgte mithilfe 

spezifischer Antikörper und wurde durch unterschiedliche Intensitäten der 

Grauwertsignale dargestellt. Die Quantifizierung erfolgte mit der Software ImageJ. Wie 

bei den hTert-Zellen zu beobachten, hatten die Flot2-KO-Keratinozyten keine Flot2-

Expression und ein schwächeres Flot1-Proteinlevel als der WT. Im dargestellten WB 
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zeigte der Flot1-KO ebenfalls keine Flot1-Expression und ein signifikant schwächeres 

Flot2-Proteinlevel (Abb. 16 A, B). 
 

 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
Abbildung 16: Charakterisierung der Flotillin-Expression in HaCaT-Zelllinien.  
(A) Nach der Herstellung der Zelllysate wurden WBs durchgeführt und die Intensitäten der 

Grauwerte quantifiziert. (B) Die Graphiken zeigen die Intensitätswerte der Graustufensignale von 

Flot1 und Flot2 der vorliegenden Zellsystemen WT, Flot1-KO und Flot2-KO. GAPDH diente als 

Ladekontrolle und die Signalintensitäten wurden zur Quantifizierung relativ zum GAPDH-Signal 

normalisiert. Die statistische Analyse wurde mithilfe der zweifaktoriellen Varianzanalyse 

(ANOVA) mit Bonferroni-Korrektur durchgeführt. Statistisch signifikante Unterschiede sind in 

den Abbildungen durch ** p ≤ 0,01 und *** p ≤ 0,001 gekennzeichnet. Der Fehlerbalken stellt 

die Standardabweichung der Werte dar, die in mind. vier unabhängigen Experimenten ermittelt 

wurden. 

 

A 
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4.2 Protektiver Effekt von cAMP auf die Monolayerstabilität von hTert-

WT- und HaCaT-WT-Keratinozyten 

4.2.1 Behandlung mit Forskolin/Rolipram führt zur Induktion von cAMP in 

hTert-Zellen 
In anderen Studien wurde gezeigt, dass Forskolin (F), ein Aktivator der AC, und Rolipram 

(R), ein Hemmer der PDE4, den intrazellulären cAMP-Spiegel in HaCaT-Keratinozyten 

nach 24 h signifikant erhöhen können. Diese Ergebnisse konnten durch ELISA-

Messungen bestätigt werden, die zeigten, dass auch in hTert-Keratinozyten das cAMP-

Level durch Behandlung mit Forskolin und Rolipram um das Fünffache im Vergleich zur 

DMSO-Kontrolle anstieg (Abb. 17).  

 
 
 

 
 
 
 

 
 
Abbildung 17: ELISA-Nachweis der Erhöhung des cAMP-Levels nach Behandlung 
mit Forskolin/Rolipram in hTert-Keratinozyten. 
Konfluente hTert-Zellen wurden mit F (5 µM) und R (10 µM) oder DMSO für 6 h behandelt. 

Nach der Behandlung wurden die Zellen gewaschen und mit HCl lysiert. Nach Zentrifugation 

wurden die Überstände auf das Plattenlesegerät pipettiert. Nach Zugabe der Bradford-

Reagenzlösung wurden die messbaren Signalintensitäten mit einem Plattenlesegerät gemessen 

und die cAMP-Konzentration anhand einer Standardkurve berechnet. Die Graphiken zeigen die 

cAMP-Konzentration in pmol/100 µg Gesamtprotein in Abhängigkeit von der Behandlung. Die 

statistische Analyse wurde mithilfe der zweifaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) mit 

Bonferroni-Korrektur durchgeführt. Statistisch signifikante Unterschiede sind in den 

Abbildungen durch *** p ≤ 0,001 gekennzeichnet. Der Fehlerbalken stellt die 

Standardabweichung der Werte dar, die in mind. vier unabhängigen Experimenten ermittelt 

wurden. 
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4.2.2 cAMP-Erhöhung reduziert den anti-Dsg3-induzierten Adhäsionsverlust von 

hTert-WT-Keratinozyten 
Frühere Studien haben zudem belegt, dass eine Erhöhung des intrazellulären cAMP-

Spiegels den durch PV-IgG-Antikörper induzierten desmosomalen Adhäsionsverlust 

reduzieren kann (Sigmund et al. 2023; Spindler et al. 2010). Zur Analyse der 

desmosomalen Haftung zwischen den Keratinozyten hat sich der sogenannte Monolayer-

Dissoziationsassay als Standardmethode etabliert (Schmidt et al. 2022; Zakrzewicz et al. 

2022). Dabei wurden Keratinozyten in einer 24-Well-Platte kultiviert und nach Erreichen 

der Konfluenz für 24 h mit Substanzen stimuliert und/oder mit Antikörpern behandelt. 

Anschließend wurde die Zellmonolayer mithilfe des Enzyms Dispase II von der 

Plattenoberfläche gelöst, sodass die Zellschicht frei in der Flüssigkeit schwamm. Durch 

Zugabe von MTT für 15 min wurden die Zellmonolayer sichtbar gemacht. Um die 

Integrität der Monolayer unter Belastung zu testen, wurde die Zellschicht gleichmäßig 

pipettiert, was eine mechanische Belastung simuliert. Die resultierende Fragmentierung 

der Zellschicht wurde schrittweise dokumentiert, indem die 24-Well-Platte mit einem 

Scanner erfasst und die entstandenen Fragmente gezählt wurden.  

In den Experimenten wurde der monoklonale mAK23 verwendet, der spezifisch an Dsg3 

bindet, wodurch Dsg3 über Endozytose in die Zelle gelangt und es zu einer lysosomalen 

Degradation kommt (Grando et al. 2009; Waschke 2008). Dieser Effekt soll die 

Pathogenese der Autoimmunerkrankung Pemphigus vulgaris vereinfacht simulieren. 

In dem Monolayer-Dissoziationsassay zeigen unbehandelte Keratinozyten oder solche, 

die mit Kontrollantikörpern behandelt werden eine weitgehende intakte Zellmonolayer 

und nur wenig Fragmentierung. Beim Einsatz von PV-IgG oder anti-Dsg3 Antikörper 

mAK23 verlieren die Zellen ihre desmosomale Haftung, was zu einer starken 

Fragmentierung führt (Ishii et al. 2005). Die gleichzeitige Behandlung mit 

Forskolin/Rolipram und PV-IgG oder mAK23 kann die Fragmentierung deutlich 

reduzieren (Spindler et al. 2010).  

Die hTert-WT-Zellen wurden in einer 24-Well-Platte ausgesät und nach Erreichen der 

Konfluenz für 24 h in dem Medium mit 2 mM CaCl2 inkubiert. Die Behandlungen wurden 

in Triplikaten durchgeführt. Um die Zell-Zell-Adhäsion zwischen den Keratinozyten 

gezielt zu stören, wurde der pathogene anti-Dsg3-Antikörper mAK23 eingesetzt. Die 

einzelnen Wells wurden für 24 h behandelt. Mithilfe des Monolayer-Dissoziationsassays 

konnte der protektive Effekt des erhöhten cAMP-Spiegels bei Zugabe des pathogenen 

Antikörpers mAK23 in hTert-Keratinozyten bestätigt werden. Bei Vorliegen von mAK23 
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fragmentierte sich die Monolayer, was signifikant durch die Forskolin/Rolipram-

Behandlung reduziert wurde (Abb. 18 A, B).  

 

Abbildung 18: Protektiver Effekt von Forskolin/Rolipram auf die 

Monolayerstabilität von hTert-WT-Keratinozyten. 
Die hTert-Keratinozyten wurden in einer 24-Well-Platte inkubiert und nach Erreichen der 

Konfluenz in 2 mM CaCl2 Medium für 24 h kultiviert. Für die vorgesehenen Wells wurde das 

Medium mit F/R zugesetzt und mit mAK23 für 24 h behandelt. Nach Lösen und Darstellen der 

Zellmonolayer wurden diese gleichmäßig auf- und abpipettiert. Die resultierende Fragmentierung 

der Zellmonolayer wurden schrittweise mit einem Scanner dokumentiert und die entstandenen 

Fragmente gezählt. (A) Die Graphik zeigt die Anzahl an Fragmenten in hTert-WT-Keratinozyten 

in Abhängigkeit von Behandlung mit F/R und/oder Stimulation mit mAK23. Die statistische 

Analyse wurde mithilfe der zweifaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) mit Bonferroni-Korrektur 

durchgeführt. Statistisch signifikante Unterschiede sind in den Abbildungen durch *** p ≤ 0,001 

gekennzeichnet. Der Fehlerbalken stellt die Standardabweichung der Werte dar, die in mind. vier 

unabhängigen Experimenten ermittelt wurden. (B) Die Bilder zeigen beispielhafte Darstellung 

der Monolayer nach Durchführung des Monolayer-Dissoziationsassays. 

 

4.2.3 cAMP-Erhöhung hat keinen Effekt auf den durch mAK23-induzierten Dsg3-
Abbau 

Zusätzlich wurden WBs durchgeführt, um zu überprüfen, ob die Behandlung mit mAK23 

oder die Kombination aus mAK23 und Forskolin/Rolipram einen Einfluss auf das 

Proteinlevel von Dsg oder Flot hat. Dazu wurden die hTert-Zellen in einer 12-Well-Platte 

kultiviert und nach Erreichen der Konfluenz mit mAK23 und/oder Forskolin/Rolipram 

behandelt. Nach einem Tag wurden die Zelllysate vorberereitet und ein WB durchgeführt. 

In Übereinstimmung mit zuvor veröffentlichen Daten führte die Behandlung mit mAK23 

A B 
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zu einer signifikanten Reduktion des Dsg3-Proteinlevels (Yamamoto et al. 2007). Eine 

simultane Inkubation mit Forskolin/Rolipram konnte den Dsg3-Verlust nicht verhindern. 

Das Proteinlevel von Dsg1 blieb durch die Behandlung unverändert (Abb. 19 A, B). Bei 

der Kombination aus mAK23 und Forskolin/Rolipram war eine signifikante Reduktion 

der Flot1-Expression erkennbar. Die Flot1-Expression zeigte bei Behandlung mit mAK23 

keine signifikante Veränderung aufgrund starker Variation zwischen den Experimenten. 

Die Flot2-Expression dagegen zeigte eine signifikante Reduktion, sowohl bei der 

Behandlung mit mAK23 als auch bei der kombinierten Behandlung mit mAK23 und 

Forskolin/Rolipram (Abb. 19 C, D). Zusammenfassend führte die Behandlung mit 

mAK23 zu einer Reduktion von Dsg3 und Flot2, was nicht durch Behandlung mit 

Forskolin/Rolipram verhindert werden konnte.  
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Abbildung 19: Effekt von Forskolin/Rolipram auf die Expression von Dsg und Flot 

in hTert-WT-Keratinozyten behandelt mit mAK23. 
Die Zellen wurden auf eine 12-Well-Platte ausgesät und nach Erreichen der Konfluenz mit 

mAK23 oder mAK23 mit F/R behandelt. (A) Nach einem Tag konnten die Zelllysate hergestellt 

und ein WB zur Darstellung von Dsg1 und Dsg3 durchgeführt werden. Die Graphiken zeigen die 

Grauintensitäten der Signale von Dsg1 und Dsg3 in den hTert-WT-Zellen. GAPDH diente als 

Ladekontrolle und die Signalintensitäten wurden zur Quantifizierung relativ zum GAPDH-Signal 

normalisiert. Die statistische Analyse wurde mithilfe der zweifaktoriellen Varianzanalyse 

(ANOVA) mit Bonferroni-Korrektur durchgeführt. Statistisch signifikante Unterschiede sind in 

den Abbildungen durch * p ≤ 0,05 und ** p ≤ 0,01 gekennzeichnet. Der Fehlerbalken stellt die 

Standardabweichung der Werte dar, die in mind. vier unabhängigen Experimenten ermittelt 

wurden. (B) Wie bei (A) wurden WB zur Darstellung von Flot1 und Flot2 durchgeführt. Die 

Graphiken zeigen die Grauintensitäten der Signale von Flot1 und Flot2 in den hTert-WT-Zellen.  
 

4.2.4 Behandlung mit Forskolin/Rolipram reduziert den anti-Dsg3 induzierten 

Adhäsionsverlust von HaCaT-WT-Keratinozyten 
Die HaCaT-WT-Zellen wurden in einer 24-Well-Platte ausgesät. Nach Erreichen der 

Konfluenz erfolgte die Stimulation der Zellen für 24 h. Da die bei hTert-Keratinozyten 

verwendeten Konzentrationen von 5 µM Forskolin und 10 µM Rolipram keine 

C 

B 



 62 

signifikante Reduktion der Fragmentierung bewirkten, wurden die Konzentrationen 

sukzessive erhöht. Eine deutliche Verringerung der Fragmentierung konnte bei einer 

Konzentration von 20 µM Forskolin und Rolipram festgestellt werden (Abb. 20 A, B). 
Aus diesem Grund wurde diese höhere Forskolin/Rolipram-Konzentration für die 

Behandlung der HaCaT-Zellen gewählt. Mithilfe dem Monolayer-Dissoziationsassay 

konnte ebenfalls in HaCaT-Keratinozyten der protektive Effekt eines erhöhten cAMP-

Spiegels bei Zugabe des pathogenen Antikörpers mAK23 nachgewiesen werden.   

 

 
 
 

Abbildung 20: Protektiver Effekt von Forskolin/Rolipram auf die 
Monolayerstabilität von HaCaT-WT-Keratinozyten. 
Gleicher Versuchsaufbau wie in Abb. 17. In die vorgesehenen Wells wurde das Medium mit 

unterschiedlichen Konzentrationen von F (5 bis 20 µM) und R (5 bis 20 µM) ergänzt. (A) Die 

dargestellte Graphik zeigt die Anzahl der Fragmente in HaCaT-WT-Keratinozyten in 

Abhängigkeit von Behandlung mit F/R und/oder Stimulation mit mAK23. Die statistische 

Analyse wurde mittels zweifaktorieller Varianzanalyse (ANOVA) mit Bonferroni-Korrektur 

durchgeführt. Statistisch signifikante Unterschiede sind in den Abbildungen durch ** p ≤ 0,01 

und *** p ≤ 0,001 markiert. Die Fehlerbalken repräsentieren die Standardabweichungen der 

Ergebnisse aus mind. vier unabhängigen Experimenten. (B) Die Bilder zeigen beispielhafte 

Darstellung der Monolayer nach Durchführung des Monolayer-Dissoziationsassays. 

 

4.2.5 Behandlung mit mAK23 und Forskolin/Rolipram hat keinen Effekt auf Dsg- 
und Flot-Expression in HaCaT-WT-Kerationzyten 

Wie bei den hTert-Zellen wurden WB-Analysen durchgeführt, um zu überprüfen, ob die 

Behandlung mit mAK23 oder mAK23 in Kombination mit Forskolin/Rolipram das 

Proteinlevel von Dsg und Flot in HaCaT-WT-Kerationzyten beeinflusst. Die Ergebnisse 
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der WB zeigten jedoch eine hohe Variabilität, wie die ausgeprägten 

Standardabweichungen verdeutlichen, sodass keine signifikanten Unterschiede zwischen 

den Grauintensitäten feststellbar war (Abb. 21 A, B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

Abbildung 21: Effekt von mAK23 oder mAK23 mit Forskolin/Rolipram auf die 
Expression von Dsg und Flot in HaCaT-WT-Keratinozyten. 
(A) Die Zellen wurden auf eine 12-Well-Platte ausgesät und nach Erreichen der Konfluenz mit 

mAK23 oder mAK23 mit F/R behandelt. Nach einem Tag konnten die Zelllysate hergestellt und 

WB durchgeführt werden. (B) Die Graphiken zeigen die Grauintensitäten der Signale von Dsg1, 
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Dsg3, Flot1 und Flot2 in den HaCaT-WT-Zellen. GAPDH diente als Ladekontrolle und die 

Signalintensitäten wurden zur Quantifizierung relativ zum GAPDH-Signal normalisiert. Die 

statistische Analyse wurde mithilfe der zweifaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) mit 

Bonferroni-Korrektur durchgeführt. Der Fehlerbalken stellt die Standardabweichung der Werte 

dar, die in mind. vier unabhängigen Experimenten ermittelt wurden.  

 

4.3 Rolle von Flotillinen im cAMP-induzierten protektiven Mechanismus 

4.3.1 Effekt von erhöhtem cAMP auf die Monolayerstabilität von Flotillin-
Knockout hTert-Keratinozyten  

Das cAMP hat eine protektive Wirkung auf die Zelladhäsion und Barriereintegrität 

(Sigmund et al. 2023; Spindler et al. 2010), während Flotilline eine wichtige Rolle in der 

Organisation von Zell-Zell-Kontakten und der Stabilisierung von Adhäsionskontakten 

wie Desmosomen spielen (Völlner et al. 2016). Es konnte bereits in früheren Studien 

gezeigt werden, dass HaCaT-Zellen mit shRNA gegen die mRNA von Flot1 oder Flot2 

eine signifikant höhere Fragmentierung der Zellmonolayer aufweisen als Kontrollzellen 

(Völlner et al. 2016). Die Verbindung von cAMP-Signalen mit der Funktion von 

Flotillinen in Bezug auf die Monolayerstabilität ist jedoch bisher nicht umfassend 

untersucht worden.  

Um den möglichen Zusammenhang zwischen Flotillinen und den durch 

Forskolin/Rolipram induzierten protektiven Mechanismus zu untersuchen, wurde in 

Flot1-KO- und Flot2-KO-Zellen der intrazelluläre cAMP-Spiegel erhöht und die 

Stabilität der Zellmonolayer mithilfe des Monolayer-Dissoziationsassays analysiert.  

Für die Experimente wurden hTert-Keratinozyten (WT, Flot1-KO und Flot2-KO) auf 

einer 24-Well-Platte kultiviert und nach Erreichen der Konfluenz für 24 h in dem Medium 

mit 2 mM CaCl2 inkubiert. Die Behandlungen wurden in Triplikaten durchgeführt. Die 

Zellen wurden mit Forskolin/Rolipram für 24 h inkubiert, um den intrazellulären cAMP-

Spiegel zu erhöhen. Mithilfe des Enzyms Dispase II konnten die Zellmonolayer von der 

Oberfläche gelöst werden und anhand der mechanischen Dissoziation der Monolayers 

konnte auf die relative Stärke der desmomalen Adhäsion geschlossen werden. Die 

Ergebnisse des Monolayer-Dissoziationsassays zeigten, dass unbehandelte Flot2-KO-

Zellen eine signifikant stärkere Fragmentierung aufwiesen als die WT und Flot1-KO-

Zellen. Die Behandlung mit Forskolin/Rolipram reduzierte die Fragmentierung 

signifikant in Flot1-KO- und Flot2-KO-Zellen (Abb. 22 A, B). Dies deutet darauf hin, 
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dass cAMP-vermittelte Mechanismen eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der 

Zelladhäsion in Flot-KO-Zellen spielen.  

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 22: Protektiver Effekt von Forskolin/Rolipram auf die 
Monolayerintegrität von Flot-KO hTert-Keratinozyten. 
Der gleiche Versuchsaufbau wie in Abb. 17 wurde verwendet. Für die vorgesehenen Wells wurde 

das Medium mit F/R zugesetzt. (A) Die Graphik zeigt die Anzahl an Fragmenten in hTert WT-, 

Flot1-KO- und Flot2-KO-Keratinozyten in Abhängigkeit von Behandlung mit F/R. Die 

statistische Analyse wurde mithilfe der zweifaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) mit 

Bonferroni-Korrektur durchgeführt. Statistisch signifikante Unterschiede sind in den 

Abbildungen durch * p ≤ 0,05 und ** p ≤ 0,01 gekennzeichnet. Der Fehlerbalken stellt die 

Standardabweichung der Werte dar, die in mind. vier unabhängigen Experimenten ermittelt 

wurden. (B) Die Bilder zeigen beispielhafte Darstellung der Monolayer nach Durchführung des 

Monolayer-Dissoziationsassays. 

 

4.3.2 Beteiligung von Flotillinen am cAMP-vermittelten Mechanismus zur 
Verhinderung des mAK23-induzierten Verlustes der Zell-Zell-Adhäsion in 

hTert-Zellen  
Um die Beteiligung von Flotillinen an den durch cAMP vermittelten protektiven 

Mechanismen weiter zu untersuchen, wurden Experimente mit Zugabe des pathogenen 

monoklonalen Antikörpers mAK23 durchgeführt. Nach Erreichen der Konfluenz wurde 

das Medium auf 2 mM CaCl₂ für 24 h erhöht. Die Zellen wurden mit Forskolin/Rolipram 

vorinkubiert, um den intrazellulären cAMP-Spiegel zu erhöhen und anschließend mit 75 

µg/ml Kontrollantikörper (Ktrl IgG) oder pathogenen anti-Dsg3 mAK23 für 24 h 

behandelt. Danach wurden die Monolayer-Dissoziationsassays durchgeführt und die 

resultierenden Fragmente gezählt.  
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Die Ergebnisse der Experimente mit WT und Flot1-KO zeigten, dass Flot1-KO-Zellen 

bereits unter Kontrollantikörperbedingungen eine höhere Instabilität als die WT-Zellen 

aufwiesen, die durch Forskolin/Rolipram Behandlung reduziert werden konnte. Die 

Behandlung mit mAK23 erhöhte signifikant die Fragmentierung der WT- und Flot1-KO-

Zellmonolayer, dieser Effekt konnte jedoch durch gleichzeitige Behandlung mit 

Forskolin/Rolipram signifikant reduziert werden (Abb. 23 A, B).  
In den Experimenten mit WT- und Flot2-KO-Zellen führte mAK23 ebenfalls zu einer 

signifikanten Fragmentierung der Zellmonolayer. Jedoch zeigte die Behandlung mit 

Forskolin/Rolipram in den Flot2-KO-Zellen keine signifikante Reduktion der Fragmente. 

Wie durch Abb. 22 bereits bekannt, wiesen Flot2-KO-Zellen unter 

Kontrollantikörperbedingungen eine erhöhte Instabilität auf, die durch 

Forskolin/Rolipram Behandlung reduziert werden kann (Abb. 23 C, D). 
Diese Daten deuten auf eine mögliche Rolle von Flot2 auf den protektiven cAMP-

Mechanismus unter pathogenen Bedingungen hin, insbesondere bei der Behandlung mit 

mAK23. Die Flot1-KO-Zellen scheinen sowohl unter Kontroll- als auch unter pathogenen 

Antikörperbedingungen stärker auf die von Forskolin/Rolipram induzierte Stabilisierung 

zu reagieren. 
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Abbildung 23: Effekt von Forskolin/Rolipram auf den mAK23 induzierten Verlust 
der Zell-Zell-Adhäsion in Flot-KO hTert-Keratinozyten. 
(A) Der Versuchsaufbau ist wie in Abb. 17 beschrieben. Für die vorgesehenen Wells wurde das 

Medium mit F/R zugesetzt. Danach wurden die Zellen mit Kontrollantikörpern (Ktrl IgG) oder 

mAK23 für 24 h behandelt. Die Graphik zeigt die Anzahl an Fragmenten in hTert-WT- und Flot1-

KO-Keratinozyten in Abhängigkeit von Behandlung mit F/R und/oder mAK23. Die statistische 

Analyse wurde mithilfe der zweifaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) mit Bonferroni-Korrektur 

durchgeführt. Statistisch signifikante Unterschiede sind in den Abbildungen durch * p ≤ 0,05, ** 

p ≤ 0,01 *** oder p ≤ 0,001 gekennzeichnet. Der Fehlerbalken stellt die Standardabweichung der 

Werte dar, die in mind. vier unabhängigen Experimenten ermittelt wurden. Die Bilder zeigen 

beispielhafte Darstellung der Monolayer nach Durchführung des Monolayer-Dissoziationsassays. 

(B) Der gleiche Experimentaufbau wie bei (A) wurde für hTert WT- und Flot2-KO-Keratinozyten 

angewendet. Die Bilder zeigen beispielhafte Darstellung der Monolayer nach Durchführung des 

Monolayer-Dissoziationsassays. 
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4.3.3 Expression von Dsgs und Flots nach Behandlung mit mAK23 und 

Forskolin/Rolipram in Flot-KO-Keratinozyten  
In hTert-WT-Keratinozyten wurde bereits gezeigt, dass mAK23 die Proteinlevel von 

Dsg3 und Flot2 reduzieren kann und dass ein erhöhtes intrazelluläres cAMP-Level diesen 

Effekt nicht verhindern kann (Abb. 19). Daher wurde untersucht, welchen Einfluss 

mAK23 und der cAMP-induzierte Schutzmechanismus auf die Proteinlevel von Dsg und 

Flot in Flot-KO-Keratinozyten haben. Hierfür wurde der gleiche Versuchsaufbau mit 

hTert Flot1-KO- und Flot2-KO-Zellen durchgeführt wie bei den hTert-WT-Zellen (Abb. 
19). Ähnlich wie im hTert WT konnte in den hTert Flot1-KO-Keratinozyten eine 

Reduktion des Dsg3-Levels nach Behandlung mit mAK23 sowie mit der Kombination 

aus mAK23 und Forskolin/Rolipram beobachtet werden. Die Dsg1- und Flot2-

Expression zeigten keine signifikanten Unterschiede (Abb. 24 A, B).  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 
 
Abbildung 24: Effekt von Forskolin/Rolipram auf die Expression von Dsg und Flot 
in Flot1-KO-Keratinozyten behandelt mit mAK23. 
Der gleicher Versuchsaufbau wie beschrieben in Abb. 19 wurde verwendet. (A) Es wurden WBs 

durchgeführt zur Darstellung der Dsg1-, Dsg3- und Flot2-Expression. (B) Die Graphiken zeigen 

die Grauintensitäten der Signale von Dsg1, Dsg3 und Flot2 in den hTert Flot1-KO-Zellen. 
GAPDH diente als Ladekontrolle und die Signalintensitäten wurden zur Quantifizierung relativ 
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zum GAPDH-Signal normalisiert. Die statistische Analyse wurde mithilfe der zweifaktoriellen 

Varianzanalyse (ANOVA) mit Bonferroni-Korrektur durchgeführt. Statistisch signifikante 

Unterschiede sind in den Abbildungen durch *** p ≤ 0,001 gekennzeichnet. Der Fehlerbalken 

stellt die Standardabweichung der Werte dar, die in mind. vier unabhängigen Experimenten 

ermittelt wurden.  

 

Die hTert Flot2-KO-Zellen zeigten keine signifikanten Unterschiede in der Dsg1-, Dsg3- 

und Flot1-Expression, obwohl die WB-Analyse eine sichtbare Reduktion des Dsg3- und 

Flot1-Proteinlevels nach Behandlung mit mAK23 zeigte (Abb. 25 A, B). Dieses Ergebnis 

deutet darauf hin, dass die statistische Signifikanz möglicherweise aufgrund einer hohen 

Variabilität nicht erreicht wurde.   

Zusammenfassend belegen die Ergebnisse in Flot1-KO-Zellen, dass die Behandlung mit 

mAK23 sowie mit der Kombination aus mAK23 und Forskolin/Rolipram zu einer 

Reduktion der Dsg3- und Flot2-Expression führte. Die Flot2-KO-Zellen zeigten keine 

signifikanten Veränderungen, obwohl eine Tendenz zur Reduktion der Dsg3-Expression 

und eine Erhöhung der Flot1-Expression im WB erkennbar war. 
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Abbildung 25: Effekt von Forskolin/Rolipram auf die Expression von Dsg und Flot 

in Flot2-KO-Keratinozyten behandelt mit mAK23. 
Der gleicher Versuchsaufbau wie beschrieben in Abb. 19 wurde verwendet. (A) Es wurden WBs 

zur Darstellung der Dsg1-, Dsg3- und Flot1-Expression durchgeführt. (B) Die Graphiken zeigen 

die Grauintensitäten der Signale von Dsg1, Dsg3 und Flot1 in den hTert Flot2-KO-Zellen. 
GAPDH diente als Ladekontrolle und die Signalintensitäten wurden zur Quantifizierung relativ 

zum GAPDH-Signal normalisiert. Die statistische Analyse wurde mithilfe der zweifaktoriellen 

Varianzanalyse (ANOVA) mit Bonferroni-Korrektur durchgeführt. Der Fehlerbalken stellt die 

Standardabweichung der Werte dar, die in mind. vier unabhängigen Experimenten ermittelt 

wurden.  

 

4.3.4 Beteiligung von Flot am cAMP-vermittelten Mechanismus zur Verhinderung 

des mAK23-induzierten Verlustes der Zell-Zell-Adhäsion in HaCaT-Zellen  
Der gleiche experimentelle Versuchsaufbau wie in Abb. 23 wurde auch auf HaCaT-

Keratinozyten übertragen, um die gewonnen Erkenntnisse in einer weiteren Zelllinie zu 

validieren. Die Flot1-KO- und Flot2-KO-Zellen wurden separat mit WT-Zellen in einer 

24-Well-Platte kultiviert. Nach der Behandlung der Zellen wurde der Monolayer-
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Dissoziationsassay durchgeführt. Die daraus resultierenden Zellfragmentierungen 

wurden dokumentiert und die Anzahl der Fragmente wurde quantifiziert.  

Die Analyse der Flot1-KO-Zellen zeigte, dass die Behandlung mit dem pathogenen 

mAK23 zu einer signifikanten Erhöhung der Fragmentanzahl führte. Die Behandlung mit 

Forskolin/Rolipram reduzierte die Fragmentierung signifikant. Zusammenfassend war 

jedoch kein Unterschied zwischen WT- und Flot1-KO-Zellen festzustellen (Abb. 24 A, 
B). 
Wie bei den hTert-Keratinozyten (Abb. 23 C, D) induzierte mAK23 auch in HaCaT WT- 

und Flot2-KO-Zellen eine signifikant stärkere Fragmentierung der Zellmonolayer. Im 

Gegensatz zu den WT-Zellen konnte die Behandlung mit Forskolin/Rolipram in Flot2-

KO-Zellen keine signifikante Reduktion der Fragmentanzahl bewirken. Darüber hinaus 

zeigten HaCaT Flot2-KO-Zellen unter Kontrollantikörperbedingungen ebenfalls eine 

erhöhte Instabilität, die durch Behandlung mit Forskolin/Rolipram jedoch verringert 

werden konnte (Abb. 26 C, D). 

Diese Ergebnisse stimmen mit den Befunden der Experimente mit hTert-Keratinozyten 

überein und deuten darauf hin, dass Flot2 eine zentrale Rolle im protektiven cAMP-

abhängigen Mechanismus unter pathogenen Bedingungen spielt, insbesondere bei der 

Behandlung mit mAK23. Im Gegensatz dazu wirkte die durch Forskolin/Rolipram 

induzierte cAMP-Erhöhung protektiv nach Behandlung mit pathogenen Antikörpern auf 

die Zellmonolayer der Flot1-KO-Zellen.  
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Abbildung 26: Effekt von Forskolin/Rolipram auf den mAK23-induzierten Verlust 
der Zell-Zell-Adhäsion in Flot-KO HaCaT-Keratinozyten. 
(A) Der gleiche Versuchsaufbau wie in Abb. 23 wurde für HaCaT-Zellen verwendet. Die Graphik 

zeigt die Anzahl an Fragmenten in HaCaT WT- und Flot1-KO-Keratinozyten in Abhängigkeit von 

Behandlung mit F/R und/oder Stimulation mit mAK23. Die statistische Analyse wurde mithilfe 

der zweifaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) mit Bonferroni-Korrektur durchgeführt. 

Statistisch signifikante Unterschiede sind in den Abbildungen durch * p ≤ 0,05 oder ** p ≤ 0,01 

gekennzeichnet. Der Fehlerbalken stellt die Standardabweichung der Werte dar, die in mind. drei 

unabhängigen Experimenten ermittelt wurden. Die Bilder zeigen beispielhafte Darstellung der 

Monolayer nach Durchführung des Monolayer-Dissoziationsassays. (B) Der gleiche 

Experimentaufbau wie bei (A) wurde für HaCaT WT- und Flot2-KO-Keratinozyten angewendet. 

Die Bilder zeigen beispielhafte Darstellung der Monolayer nach Durchführung des Monolayer-

Dissoziationsassays.   
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4.4 Einfluss der Phosphorylierung von Flot2 an Tyr163 auf die 

Monolayerstabilität in Keratinozyten 

4.4.1 Charakterisierung der HaCaT Flot2-KO-Zelllinien mit Überexpression von 

Flot2-WT oder Y163F-Mutante 
Physiologisch wird Flot2 durch die Src-Kinase, die z.B. durch den epidermalen 

Wachstumsfaktor (EGF) aktiviert wird, an mehreren Tyrosinresten phosphoryliert, was 

eine Endozytose von Flot2 in HeLa-Zellen induziert. Neumann-Giesen et al. zeigten, dass 

die Flot2-Y163F-Mutante den stärksten Effekt auf das Ausbleiben der EGF-induzierten 

Endozytose hatte. Die Punktmutation an Position 163 führt zu einem Austausch der 

Aminosäure Tyrosin (Tyr, Y) durch Phenylalanin (Phe, F), wodurch diese Stelle nicht 

mehr phosphoryliert werden kann und daher verbleibt die Y163F-Mutante an der 

Plasmamembran (Neumann-Giesen et al. 2007).  

Zur Untersuchung des Einflusses der Phosphorylierung an Tyr163 auf die 

Monolayerstabilität wurde die Flot2-Mutante Y163F in HaCaT-Zellen analysiert. Ziel der 

Untersuchung war es, den potenziellen Einfluss der Tyr-Phosphorylierung auf die 

desmosomale Adhäsion und den protektiven cAMP-abhängigen Mechanismus zu 

analysieren. 

Für die Experimente wurden die Zelllinien Flot2-Y163F und Flot2-WT verwendet, die 

beide am C-Terminus von Flot2 mit einem EGFP-Tag markiert waren und daher die 

Proteingröße von 48 kDa auf etwa 75 kDa erhöht wurde. Diese Zellen wurden durch eine 

stabile genomische Integration eines Flot2-WT-EGFP- oder Flot2-Y163F-EGFP-

Konstrukts in Flot2-KO-HaCaT-Zellen hergestellt (Doktorarbeit von Inga Lisa 

Nordhues). Dies ermöglicht den Vergleich der Y163F-Mutante mit einem WT-Flot2-

Protein, das die gleiche Molekülmasse wie die Mutante aufweist, um potenzielle Effekte 

aufgrund der EGFP-Markierung auszuschließen.  

Zur Validierung der Expression der Flot2-Y163F- und Flot2-WT-Proteine wurden die 

Zellen in 6-Well-Platten kultiviert und nach Erreichen der Konfluenz lysiert. Es wurden 

WB-Experimente durchgeführt, um die Expression von Flot1 und Flot2 zu überprüfen. 

Da sowohl Flot2-Y163F als auch Flot2-WT mit EGFP markiert sind, wurde der 

monoklonale Antikörper anti-GFP zur Detektion eingesetzt, der als prominentes Signal 

bei etwa 75 kDa zu beobachten ist. Beim Einsatz von anti-Flot2 Antikörpern wurden im 

WB mehrere Signale im Bereich von 48 bis 75 kDa sichtbar, wobei die prominentesten 

Signale bei 48 und 75 kDa lagen. Im Vergleich dazu zeigten die HaCaT WT-Zellen ein 
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einzelnes Signal bei 48 kDa, das der endogenen Form von Flot2 entspricht. GAPDH 

diente als Ladekontrolle. Die Flot2-WT-Zellen zeigten im Vergleich zur Flot2-Y163F-

Mutante eine geringere Expression von Flot2 sowie Flot1 (Abb. 27 A, B). Insgesamt 

wurde aber bestätigt, dass Flot2-Y163F und Flot2-WT exprimiert werden.  
 

 
 
 

 
 
 
 

Abbildung 27: Validierung der Überexpression von Flot2-WT oder Y163F-Mutante 
in HaCaT Flot2-KO-Zellen. 
(A) Nach der Herstellung der Zelllysate wurde ein WB durchgeführt und anschließend die 

Expression von Flot2 mit anti-GFP und Flot1 mit anti-Flot1 Antikörpern überprüft. (B) Wie in 

(A) wurde ein WB mit anschließender Detektion der Flot2-Expression mit anti-Flot2 Antikörpern 

durchgeführt. GAPDH diente als Ladekontrolle. 

 

4.4.2 Bedeutung der Tyr163-Phosphorylierung für die Monolayerstabilität  

Um die Bedeutung der Tyr163-Phosphorylierung auf die Monolayerstabilität zu 

überprüfen, wurde mithilfe des Monolayer-Dissoziationsassays die Mutante Flot2-Y163F 

mit der Flot2-WT-Zelllinie verglichen. Der Versuchsaufbau entsprach dem in Abb. 23 

dargestellten Protokoll. In den HaCaT Flot2-WT-Zellen führte die Behandlung mit 

Kontrollantikörpern oder die Zugabe von Forskolin/Rolipram zu keiner Veränderung der 

Fragmentierung. Im Gegensatz dazu bewirkte der pathogene Antikörper mAK23 eine 

signifikante Zunahme der Fragmente. Dieser Effekt konnte durch die 

Forskolin/Rolipram-Behandlung signifikant reduziert werden, was die protektive 

Wirkung eines erhöhten cAMP-Spiegels in Anwesenheit von Flot2-WT-EGFP bestätigt. 

Interessanterweise zeigte die Mutante Flot2-Y163F unabhängig von der 

Antikörperbehandlung oder Forskolin/Rolipram-Stimulation eine stark erhöhte 

Fragmentierung der Zellmonolayer und der protektive Effekt blieb weitestgehend aus 

(Abb. 28 A, B).  
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Abbildung 28: Effekt von Forskolin/Rolipram auf den mAK23-induzierten Verlust 
der Zell-Zell-Adhäsion in Flot2-Y163F-überexprimierenden HaCaT-Zellen im 
Vergleich zu Flot2-WT-überexprimierenden HaCaT.  
(A) Der gleiche Versuchsaufbau wie in Abb. 23 wurde für HaCaT-Zellen verwendet. Die HaCaT 

Flot2-WT-Zellen stellen die Kontrollgruppe im Vergleich zu der Mutante Flot2-Y163F dar. Die 

Graphik zeigt die Anzahl an Fragmenten in HaCaT Flot2-WT- und Flot2-Y163F-Keratinozyten 

in Abhängigkeit von Behandlung mit F/R und/oder Stimulation mit mAK23. Die statistische 

Analyse wurde mithilfe der zweifaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) mit Bonferroni-Korrektur 

durchgeführt. Statistisch signifikante Unterschiede sind in den Abbildungen durch ** p ≤ 0,01 

und *** p ≤ 0,001 gekennzeichnet. Der Fehlerbalken stellt die Standardabweichung der Werte 

dar, die in mind. vier unabhängigen Experimenten ermittelt wurden. (B) Die Bilder zeigen 

beispielhafte Darstellung der Monolayer nach Durchführung des Monolayer-Dissoziationsassays. 

 

Im nächsten Schritt wurde die Mutante Flot2-Y163F mit den Flot2-KO HaCaT-Zellen 

verglichen, um die hohe Grundfragmentierung der Mutante besser einordnen zu können. 

Die Flot2-KO-Zellen zeigten unter dem Einfluss von Kontrollantikörpern (Ktrl-IgG) 

ebenfalls eine erhöhte Fragmentierung. Diese Fragmentierung konnte durch 

Forskolin/Rolipram-Zugabe signifikant reduziert werden. Nach Behandlung mit mAK23 

wurde jedoch keine Veränderung bei der Zugabe von Forskolin/Rolipram festgestellt. 

Interessanterweise war die Fragmentierung der Zellmonolayer in den Flot2-Y163F-

Zellen unter Kontrollbedingungen sogar signifikant höher als in den Flot2-KO-Zellen. 

Auch unter Zugabe von Forskolin/Rolipram und Kontrollantikörpern war die 

Fragmentierung in der Flot2-Y163F-Mutante signifikant höher als in den Flot2-KO-

Zellen (Abb. 29 A, B). 
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Abbildung 29: Effekt von Forskolin/Rolipram auf den mAK23-induzierten Verlust 
der Zell-Zell-Adhäsion in Flot2-Y163F-überexprimierenden HaCaT-Zellen im 
Vergleich zu HaCaT Flot2-KO. 
(A) Der gleiche Versuchsaufbau wie in Abb. 23 wurde für HaCaT-Zellen verwendet. Die HaCaT 

Flot2-KO-Zellen wurden mit der Mutante Flot2-Y163F verglichen. Die Graphik zeigt die Anzahl 

an Fragmenten in HaCaT Flot2-KO und Flot2-Y163F-Keratinozyten in Abhängigkeit von 

Behandlung mit F/R und/oder Stimulation mit mAK23. Die statistische Analyse wurde mithilfe 

der zweifaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) mit Bonferroni-Korrektur durchgeführt. 

Statistisch signifikante Unterschiede sind in den Abbildungen durch * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01 oder 

*** p ≤ 0,001 gekennzeichnet. Der Fehlerbalken stellt die Standardabweichung der Werte dar, die 

in mind. vier unabhängigen Experimenten ermittelt wurden. (B) Die Bilder zeigen beispielhafte 

Darstellung der Monolayer nach Durchführung des Monolayer-Dissoziationsassays. 

 

Zuletzt wurde die Mutante Flot2-Y163F mit den endogenen HaCaT WT-Zellen 

verglichen. Der Versuchsaufbau entsprach dem in Abb. 23 dargestellten Protokoll. Die 

HaCaT WT-Zellen zeigten den gleichen protektiven Effekt bei der cAMP-Behandlung 

wie die HaCaT Flot2-WT-Zellen (Abb. 28). Da in Abb. 27 eine geringe Expression von 

Flot1 und Flot2 in HaCaT Flot2-WT-EGFP-Zellen festgestellt werden konnte, könnte dies 

die leicht erhöhte Fragmentierung der Zellmonolayer der Flot2-WT-überexprimierenden 

HaCaT unter Kontrollantikörperbedingung im Vergleich zu HaCaT WT-Zellen erklären. 

Die Mutante Flot2-Y163F zeigte in diesem Vergleich das ähnliche Bild wie zuvor in Abb. 
28, 29 beobachtet (Abb. 30 A, B). Somit konnte mit dem WT und dem Flot2-WT als 

Kontrollgruppen das gleiche Ergebnis bestätigt werden. 

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass die Phosphorylierung an Tyr163 von Flot2 

entscheidend für die Funktion des protektiven cAMP-abhängigen Mechanismus sein 
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kann. Sowohl die HaCaT WT-Zellen als auch die Flot2-WT-Zelllinie zeigten eine 

signifikante Reduktion der mAK23-induzierten Fragmentierung nach 

Forskolin/Rolipram-Behandlung. Im Gegensatz dazu war die Forskolin/Rolipram-

Behandlung bei den Flot2-Y163F und Flot2-KO-Zellen nicht in der Lage, die 

Fragmentierung zu reduzieren. Interessanterweise zeigte die Flot2-Y163F Mutante eine 

höhere Grundfragmentierung als die Flot2-KO-Zellen, was darauf hinweist, dass die 

Mutation möglicherweise nicht nur die Funktion von Flot2 beeinträchtigt, sondern auch 

die Integrität der Zell-Zell-Verbindungen weiter destabilisiert. Diese Ergebnisse betonen 

die Bedeutung der Tyrosin-Phosphorylierung von Flot2 für die Aufrechterhaltung der 

Zellmonolayer-Stabilität und die protektive Wirkung des cAMP. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 30: Effekt von Forskolin/Rolipram auf den mAK23-induzierten 
Verlust der Zell-Zell-Adhäsion in Flot2-Y163F-überexprimierenden HaCaT-

Zellen im Vergleich zu HaCaT-WT-Zellen. 
(A) Der gleiche Versuchsaufbau wie in Abb. 23 wurde für HaCaT-Zellen verwendet. Die HaCaT-

WT-Zellen stellen die Kontrollgruppe dar, die in Abb. 20 bereits beschrieben wurde, im Vergleich 

zu der Mutante Flot2-Y163F dar. Die Graphik zeigt die Anzahl an Fragmenten in HaCaT-WT und 

Flot2-Y163F-Keratinozyten in Abhängigkeit von Behandlung mit F/R und/oder Stimulation mit 

mAK23. Die statistische Analyse wurde mithilfe der zweifaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) 

mit Bonferroni-Korrektur durchgeführt. Statistisch signifikante Unterschiede sind in den 

Abbildungen durch *** p ≤ 0,001 gekennzeichnet. Der Fehlerbalken stellt die 

Standardabweichung der Werte dar, die in mind. vier unabhängigen Experimenten ermittelt 

wurden. (B) Die Bilder zeigen beispielhafte Darstellung der Monolayer nach Durchführung des 

Monolayer-Dissoziationsassays. 
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5 Diskussion 
In der Anwesenheit von mAK23, einem monoklonalen Antikörper gegen Dsg3, wird die 

Zellkohäsion beeinträchtigt, was zu einer Akantholyse von Keratinozyten führt (Walter et 

al. 2017). Der cAMP-Signalweg wirkt protektiv bei der durch PV verursachten 

Blasenbildung. Die Erhöhung des intrazellulären cAMP-Spiegels kann die Blasenbildung 

und den Verlust der Zellkohäsion durch die Aktivierung der PKA und die Hemmung der 

p38MAPK-Aktivierung verhindern (Spindler et al. 2010). Dies geschieht durch die 

Stabilisierung der Desmosomenstruktur und die Verbesserung der zytoskelettalen 

Verankerung von Dsg3, was die Zelladhäsion stärkt und die pathologischen Effekte von 

mAK23 reduziert. Flotilline sind bekannt dafür, dass sie mit dem zytoplasmatischen 

Anteil von Dsg interagieren und die Zelladhäsion stabilisieren (Völlner et al. 2016). Ich 

habe in meiner Arbeit untersucht, ob Flotilline eine Rolle bei dem bekannten cAMP-

vermittelten Schutzmechanismus spielen, um den Zelladhäsionsverlust, der durch 

pathogene Anti-Dsg3-Antikörper induziert wird, zu verhindern.  

 

5.1 Die hTert- und HaCaT-Zelllinien als Modellsysteme zur Untersuchung 

der desmosomalen Adhäsion 
Zur Untersuchung von Mechanismen, wie die Desmosomenadhäsion oder Pathogenese 

von PV, werden hauptsächlich Zelllinien wie hTert- und HaCaT-Keratinozyten oder 

primäre Keratinozyten verwendet (Beckert et al. 2019; Walter et al. 2019). Die Wahl eines 

geeigneten Keratinozyten-Zellmodells war für meine Arbeit entscheidend. Die hTert-

Zelllinie kann durch die Expression der katalytischen Untereinheit der Telomerase 

unbegrenzt proliferieren (Beckert et al. 2019; Ramirez et al. 2003). Die Zellen weisen 

eine stabile Desmosomen-Cadherin-Expression auf und ermöglichen reproduzierbare 

Experimente, da Variationen, die in primären Keratinozyten vorhanden sind, entfallen 

(Beckert et al. 2019; Smits et al. 2017). Die hTert-Zellen spiegeln die physiologische 

Funktion gut wieder, sind jedoch nicht gut transfizierbar (Farwell et al. 2000; Smits et al. 

2017). Im Vergleich zu hTert-Zellen sind HaCaT-Zellen einfach zu kultivieren, gut 

transfizierbar und eignen sich für genetische Modifikationen, um z.B. für meine Arbeit 

Flotillin-Aminosäurensequenz zu modulieren. Die Zellen weisen jedoch chromosomale 

Aberrationen und eine veränderte Differenzierung auf, was ihre physiologische Relevanz 

einschränkt (Beckert et al. 2019; Deyrieux und Wilson 2007; Jahn et al. 2024). Im 

Vergleich dazu bieten primäre Keratinozyten die höchste physiologische Relevanz, da sie 
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die natürliche Zellbiologie und Pathophysiologie am genauesten widerspiegeln (Sprenger 

et al. 2013). Allerdings stellen ihre begrenzte Lebensdauer, die donorbedingten 

Variationen und die Herausforderung der genetischen Modifikation bedeutende 

Einschränkungen dar (Beckert et al. 2019; Jahn et al. 2024). Zusammenfassend wurde für 

diese Arbeit die Kombination aus Experimenten mit den hTert- und HaCaT-Zelllinien 

gewählt, sodass die experimentelle Flexibilität und die physiologische Aussagekraft 

optimiert wird. 

 

5.1.1 Generierung einer neuen Flot2-KO hTert-Keratinozyten Zelllinie 

Bei meinen ersten Experimenten habe ich festgestellt, dass die Flot2- und Flot1/2-KO 

hTert-Zelllinien, generiert mit der CRISPR/Cas9-Technik, keinen vollständigen Verlust 

der Flot2-Expression aufwiesen. Stattdessen zeigte sich ein schwaches Signal bei einem 

niedrigen Molekulargewicht (MW) im WB, welches auf ein trunkiertes Protein hinweist. 

Es liegt wahrscheinlich ein Verlust bestimmter Aminosäurensequenzen vor, was in vielen 

Fällen mit einem Funktionsverlust einhergeht. Eine DNA-Sequenzierung bzw. Analyse 

der vorhandenen mRNA-Spleißvarianten wäre notwendig, um diese Vermutung zu 

bestätigen (Den Dunnen und Van Ommen 1999; Fortelny et al. 2015; Prokisch 2019). 

Mehrere Ursachen könnten zur Entstehung des verkürzten Flot2-Proteins geführt haben, 

darunter alternative Spleißvarianten, vorzeitige Terminationscodons oder partieller 

Abbau. Alternative Spleißvarianten können durch Veränderungen in der mRNA-

Prozessierung entstehen oder infolge neu entstandener Spleiß-Konsensus-Sequenzen 

sowie dem Verlust regulatorischer Sequenzen (Rosen et al. 2020). Frameshift-

Mutationen, die vorzeitige Terminationscodons erzeugen können, sind ebenfalls eine 

häufige Ursache für verkürzte Proteine (Novodvorsky et al. 2015). In der Publikation von 

Kapahnke et al. wurde gezeigt, dass eine einzelne Basenänderung im Ziel-Exon, die durch 

CRISPR/Cas9 vermittelt wird, zu zufälligem Spleißen mehrerer Exons führen kann 

(Kapahnke et al. 2016). Diese Veränderungen entstehen wahrscheinlich durch Mutationen 

in spleißregulatorischen Sequenzen. Interessanterweise zeigte die Publikation von Smits 

et al., dass bei einer Analyse der verkürzten Proteinen BRD4, DNMT1 und NGLY1 die 

Proteinfunktion trotz genetischer Modifikationen teilweise erhalten blieb. Dies kann 

durch Translation von N-terminal verkürzten Proteinen oder durch Exon-Skipping 

geschehen, was zu funktionellen Proteinisoformen führen kann (Smits et al. 2019). Neben 

den biologischen Gründen könnte auch die verwendete CRISPR/Cas9-Technik die 

Effizienz der Generierung beeinflusst haben. Optimierungen, wie die Nutzung anderer 
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Cas9-Varianten, verbesserter gRNAs oder selektierbarer Marker (z. B. 

Antibiotikaresistenz), könnten die Klonierung und Selektion verbessern. 

Ich konnte zeigen, dass in dem nicht-selektierten Zellpool nach Anwendung der 

CRISPR/Cas9-Technik eine gemischte Zellpopulation vorhanden war, wobei einige 

Zellen mit vollständigem Knockout der Flot2-Expression aufwiesen. Durch Isolierung 

von Einzelklonen aus diesem Flot2-KO-Pool konnten drei Flot2-KO-Klone erfolgreich 

generiert werden, die einen vollständigen Verlust der Flot2-Expression zeigten. Im 

Gegensatz dazu konnten keine geeigneten Flot1/2-KO-Klone isoliert werden. Eine 

Begründung für die vielen Fehlschläge ist, dass der Flot1/2-KO-Pool basierend auf einem 

Flot2-KO-Klon generiert wurde, welcher eine Flot2-Expression mit verkürzter 

Proteinlänge aufwies. 

Da die Generierung einer Flot2-KO hTert-Zelllinie erfolgreich war, konnte mit dieser in 

den folgenden Experimenten gearbeitet werden. Die hTert-Keratinozyten wurden mittels 

WB und IF-Färbung charakterisiert. Wie erwartet zeigte sich bei der Charakterisierung 

der Flot2-KO-Klone eine reduzierte Flot1-Expression, ähnlich wie die reduzierte Flot2-

Expression in den Flot1-KO-Klonen. Der in meiner Arbeit isolierte Flot2-KO-Klon bietet 

ein gutes Zellmodell zur Untersuchung der Rolle von Flotillinen in der PV-Pathogenese. 

Insbesondere mit dem Hintergrund des cAMP-modulierenden Mechanismus in der 

Desmosomenadhäsion bieten diese Klone Potenzial für weiterführende Studien. 

 

5.2 Monoklonale Anti-Dsg3 Antikörper als wertvolle Werkzeuge in der 

Pemphigusforschung 
Wie bereits beschrieben, wurde zur Untersuchung der Pathogenese von PV der 

monoklonale Anti-Dsg3-Antikörper mAK23 gewählt. Dieser Antikörper hat sich als eine 

zuverlässige und gut charakterisierte Option erwiesen, da er spezifisch an die EC1-

Domäne von Dsg3, ein wichtiges Hauptzielantigen bei PV, bindet und effektiv PV-

ähnliche Blasenbildung induziert. Durch die Bindung an ein calciumabhängiges Epitop 

von Dsg3 hemmt mAK23 direkt die Zelladhäsion und aktiviert Signalwege wie 

p38MAPK, Src oder Akt, die für die Krankheit zentral sind (Schmitt et al. 2023; Walter 

et al. 2017). Experimentelle Modelle mit mAK23 zeigen suprabasale Akantholyse, 

Desmosomenverlust und Dsg3-Depletion (Egu et al. 2020; Tsunoda et al. 2003). Diese 

Eigenschaften machen mAK23 zu einem ausgezeichneten Werkzeug für die Forschung, 

besonders für die Erkrankung PV. Alternativ können polyklonale PV-IgG aus 
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Patientenseren verwendet werden, die aus einer Ansammlung aus verschiedenen 

Autoantikörpern bestehen. Allerdings weisen diese Seren Einschränkungen hinsichtlich 

der Standardisierung und Reproduzierbarkeit auf, was ihre Nutzung erschwert (Saito et 

al. 2012). Zusammenfassend bietet mAK23 durch seine Spezifität, die Aktivierung 

relevanter Signalwege und seine konsistente Pathogenität ein gutes Werkzeug zur 

Erforschung der PV-Mechanismen. Der pathogene Antikörper mAK23 stellt eine 

bevorzugte Wahl gegenüber anderen Antikörpern dar, insbesondere aufgrund seiner 

Fähigkeit, die zentralen pathologischen Merkmale von PV zuverlässig nachzubilden. 

 

5.3 Protektiver Effekt von cAMP auf die Monolayerstabilität in hTert- und 
HaCaT-Keratinozyten 

5.3.1 Die cAMP-Erhöhung schützt die hTert- und HaCaT-Keratinozyten vor 
mAK23-induzierten desmosomalem Adhäsionsverlust  

Frühere Studien zeigten, dass cAMP-modulierende Substanzen wie Forskolin/Rolipram 

oder Apremilast vor den Effekten pathogener mAK23- bzw. PV-IgG-Antikörper schützen 

können. Dieser Effekt wurde in vitro in HaCaT-Zellen, ex vivo in menschlicher Haut und 

in vivo im s.g. passiven Transfermodell in der Maus nachgewiesen (Sigmund et al. 2023; 

Spindler et al. 2010).  

In meiner Arbeit konnte ich den protektiven Effekt des cAMP-Signalwegs in hTert-WT- 

und HaCaT-WT-Keratinozyten unter Einfluss des pathogenen mAK23-Antikörpers 

reproduzieren, was die zentrale Rolle dieses Signalwegs in der durch mAK23 oder PV-

IgG-Antikörper induzierten Pathogenese unterstreicht (Sigmund et al. 2023; Spindler et 

al. 2010). Allerdings zeigte die Konzentration von 5 µM Forskolin/10 µM Rolipram, die 

in hTert-WT-Keratinozyten als auch in der Studie von Spindler et al. verwendet wurde, 

keinen signifikanten Effekt in HaCaT-Zellen. Eine schrittweise Erhöhung der 

Forskolin/Rolipram-Konzentration ergab, dass eine Konzentration von jeweils 20 µM 

Forskolin/Rolipram am effektivsten den durch mAK23 induzierten Adhäsionsverlust der 

Zellmonolayer verhinderte. Ein möglicher Grund für die fehlende Wirkung der niedrigen 

Konzentration könnte in zellulären Veränderungen von HaCaT-Zellen mit zunehmender 

Passagenzahl liegen. Die HaCaT-Zellen entwickeln mit der Kultivierungsdauer 

Chromosomenaberrationen und Mutationen, welche die Signaltransduktion und 

Substanzsensitivität beeinflussen können (Boukamp et al. 1988). Eine höhere 

Passagenzahl könnte daher eine erhöhte Forskolin/Rolipram-Konzentration erforderlich 
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machen, um ein vergleichbares intrazelluläres cAMP-Level, wie in Zellen mit niedriger 

Passagenzahl, zu erreichen. Um dies zu überprüfen, sollten ELISA-Messungen zur 

Bestimmung des intrazellulären cAMP-Spiegels in HaCaT-WT-Keratinozyten 

durchgeführt werden. Zusammenfassend deutet die erhöhte erforderliche Konzentration 

von Forskolin/Rolipram in HaCaT-Zellen darauf hin, dass sowohl die Passagenzahl als 

auch zelllinien- oder protokollspezifische Faktoren die Effektivität des protektiven 

Mechanismus beeinflussen könnten. Weitere Untersuchungen zur Bestimmung des 

cAMP-Levels und eine Standardisierung der Kulturbedingungen sind erforderlich, um 

diese Faktoren weiter zu charakterisieren. 

 

5.3.2 Effekt von cAMP auf die Dsg- und Flot-Expression  
Bereits aus früheren Studien ist bekannt, dass die pathogenen Anti-Dsg3-Antikörper und 

der intrazellulär erhöhte cAMP-Spiegel einen Einfluss auf die Dsg- und Flot-Expression 

haben. In der Studie von Spindler et al. bewirkten die pathogenen PV-IgG- oder mAK23-

Antikörpern in HaCaT-Zellen eine Reduktion des Dsg3-Proteinlevels, während die 

Behandlung mit Forskolin/Rolipram eine Stabilisierung des Dsg3-Spiegels und einen 

Schutz vor PV-IgG-induzierter Dsg3-Depletion bewirken konnte (Spindler et al. 2010). 

Die pathogenen Antikörper binden an das desmosomale Cadherin Dsg3 und aktivieren 

intrazelluläre Signalwege, die zur Endozytose und lysosomalen Degradation von Dsg3 

führen. Die Dsg3-Depletion beeinträchtigt die Zell-Zell-Adhäsion und verursacht einen 

interzellulären Kontaktverlust (Grando et al. 2009; Waschke 2008). Im Gegensatz zeigte 

die Studie von Sigmund et al., dass die Behandlung mit Apremilast keine Wirkung auf 

die Dsg3-Depletion oder die Anzahl der Desmosomen hatte, jedoch wurde die 

Keratinverankerung durch Desmoplakin-Assemblierung und Plakoglobin-

Phosphorylierung verstärkt (Sigmund et al. 2023).  

In meinen Experimenten induzierte mAK23 eine Dsg3-Depletion in hTert-WT und Flot-

defizienten Zellen. In Übereinstimmung mit Sigmund et al. stellte ich keine Erhöhung 

des Dsg3-Spiegels unter dem Einfluss von Forskolin/Rolipram fest, unabhängig von der 

Flotillin-Expression. Dies könnte darauf zurückzuführen sein, dass desmosomale 

Cadherine in desmosomalen als auch in extra-desmosomalen Pools an der 

Plasmamembran vorliegen. Da der cAMP-Signalweg primär die Stabilität bereits 

assemblierten Desmosomen fördert, könnte der extra-desmosomale Pool unbeeinflusst 

bleiben (Völlner et al. 2016). Zudem habe ich untersucht, ob ein Einfluss auf die Flot-

Expression besteht. In den hTert-WT-Zellen war unter Behandlung mit mAK23 eine 
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Reduktion der Flot2-Expression zu beobachten. Flotilline stabilisieren die desmosomale 

Adhäsion und ihr Fehlen fördert die dynaminabhängige Endozytose sowie den 

lysosomalen Abbau von Dsg3. Die beobachtete Reduktion von Flot2 könnte daher mit 

dem Mechanismus der Dsg3-Depletion in Zusammenhang stehen, da Flot2 eine 

entscheidende Rolle bei der Stabilisierung der desmosomalen Adhäsion spielt (Völlner et 

al. 2016). Unter gleichzeitiger Forskolin/Rolipram-Behandlung und mAK23 zeigte sich 

in hTert-WT-Keratinozyten zudem eine Reduktion der Flot1- und Flot2-Spiegel, was 

darauf hindeutet, dass cAMP-modulierende Substanzen auch hier vorrangig auf den 

desmosomalen Flotillin-Pool wirken könnten.  

Da Flotilline als Oligomere vorliegen, beeinflusst die Reduktion von Flot2 ebenfalls den 

Flot1-Spiegel (Meister und Tikkanen 2014; Solis et al. 2007). Interessanterweise zeigten 

die Flot2-defizienten Zellen eine Tendenz zur erhöhten Flot1-Expression, wodurch die 

Zellen möglicherweise versuchen den Verlust von Flot2 unter mAK23-Behandlung zu 

kompensieren. Dieser kompensatorische Mechanismus scheint jedoch durch die 

zusätzliche Erhöhung des cAMP-Spiegels gestört zu werden. In den Experimenten mit 

den Flot2-defizienten hTert-Zellen konnte keine statistisch signifikante Veränderung der 

Dsg- und Flot1-Proteinlevels festgestellt werden, obwohl in den WB eine Dsg3-

Reduktion und Erhöhung der Flot1-Expression unter Behandlung mit mAK23 zu 

erkennen war. Die mangelnde Signifikanz könnte durch die hohe Variabilität der 

Ergebnisse erklärt werden. 

In meinen Experimenten mit den HaCaT-WT-Zellen war eine höhere Konzentration an 

Forskolin/Rolipram erforderlich, um signifikante, protektive Effekte mit cAMP zu 

erzielen. Dies könnte erklären, warum keine signifikanten Veränderungen der Dsg- und 

Flot-Proteinlevel festgestellt wurden. Zudem zeigte sich eine hohe Variabilität der 

Ergebnisse, sodass mehrere Wiederholungen notwendig waren. Diese Variabilität könnte 

durch Unterschiede in den Zellantworten oder experimentelle Bedingungen bedingt sein 

und unterstreicht die Notwendigkeit standardisierter Versuchsbedingungen für 

reproduzierbare Ergebnisse. Die Studie von Spindler et al. zeigte, dass die Dsg3-

Depletion und der Verlust der Dsg3-Färbung in HaCaT-Zellen, die für 3 Tage in einem 

hochcalciumhaltigen Medium inkubiert wurden, prominent waren, jedoch weniger 

ausgeprägt in HaCaT-Kulturen nach 8 Tagen (Spindler et al. 2011).  

Zusammenfassend verdeutlichen die Ergebnisse die zentrale Rolle von Dsg3 und 

Flotillinen für die Zell-Zell-Adhäsion, während cAMP-modulierenden Substanzen wie 

Forskolin/Rolipram keinen signifikanten Einfluss auf die durch mAK23 induzierten 
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Proteinspiegelveränderungen hatten. Weitere Untersuchungen sind erforderlich, um die 

spezifischen Mechanismen der Proteindepletion sowie die spezifischen Wirkungen der 

Substanzen auf Cadherine und Flotilline zu klären. 

 

5.4 Flot2 ist obligatorisch für den protektiven cAMP-Mechanismus im 
Zusammenhang mit dem durch mAK23 induzierten Verlust der Zell-

Zell-Adhäsion in hTert- und HaCaT-Keratinozyten  
Frühere Studien haben gezeigt, dass eine reduzierte Expression von Flot1 und Flot2, 

induziert durch zielspezifische small interfering RNA (siRNA), mit einem Verlust der 

desmosomalen Adhäsion einhergeht. Der Adhäsionsverlust, der durch die Flotillin-

Reduktion in der HaCaT-Zelllinie verursacht wird, war vergleichbar mit dem 

Adhäsionsverlust, der durch pathogene PV-IgG-Antikörper im Rahmen von PV 

hervorgerufen wird. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass Flot2 direkt mit Dsg1 

und Dsg3 interagiert, wodurch die Stabilisierung der Desmosomen an der 

Plasmamembran unterstützt wird (Völlner et al. 2016). 

Mithilfe neu generierter hTert- und HaCaT-Zelllinien mit vollständiger Flot1- oder Flot2-

Defizienz konnte ich die bisherigen Ergebnisse nur teilweise reproduzieren. Während das 

Fehlen von Flot2 erwartungsgemäß zu einer signifikanten Reduktion der desmosomalen 

Adhäsion führte, zeigte sich beim vollständigen Fehlen von Flot1 kein signifikanter 

Effekt. Diese Diskrepanz lässt sich möglicherweise durch Unterschiede in der Methodik 

erklären. Die siRNA-Methode ermöglicht eine temporäre schnelle und teilweise 

Reduktion der Genexpression, während die CRISPR/Cas9-Technologie eine dauerhafte 

und vollständige Unterdrückung des Zielgens bewirkt. Ein dauerhafter Proteinverlust 

kann bestimmte Kompensationsmechanismen aktivieren, welche die experimentellen 

Ergebnisse beeinflussen können (Wang et al. 2018). 

Um zu prüfen, ob Flotilline eine zentrale Rolle im cAMP-vermittelten 

Schutzmechanismus spielen, untersuchte ich die Wirkung von Forskolin/Rolipram auf 

Flotillin-Knockout Keratinozyten. Das Ergebnis zeigte, dass der cAMP-

Schutzmechanismus auch beim Fehlen von Flot1 oder Flot2 wirksam ist und 

möglicherweise bestehende Desmosomen stabilisieren kann. Dies könnte auf die 

Fähigkeit des cAMP-Signalwegs zurückzuführen sein, andere stabilisierende 

Mechanismen oder Proteine zu aktivieren, welche die Funktion von Flotilline teilweise 

kompensieren.  
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In einem nächsten Schritt wurde untersucht, inwiefern Flot1 und Flot2 für den protektiven 

Effekt des cAMP-Signalwegs in dem mAK23 induziertem Adhäsionsverlust erforderlich 

ist. In hTert- und HaCaT-Zelllinien konnte gezeigt werden, dass ein erhöhter cAMP-

Spiegel in Flot2-defizienten Zellen keinen protektiven Effekt gegenüber dem mAK23-

induzierten Adhäsionsverlust vermittelt. Die Flot2-Knockout hTert-Zellen wiesen bereits 

unter Basalbedingungen eine höhere Grundfragmentierung auf als die Flot1-Knockout 

Zellen. Dies legt nahe, dass Flot2 für die Wirkung des cAMP-vermittelten 

Schutzmechanismus erforderlich ist. In den WB-Analysen zeigten die Flot2-Knockout 

hTert- und HaCaT-Zellen eine reduzierte Flot1-Expression. Dies deutet darauf hin, dass 

Flot1 ebenfalls eine unterstützende Rolle im Schutzmechanismus spielen könnte und 

nicht vollständig irrelevant für die cAMP-vermittelte Stabilisierung der Desmosomen ist. 

Während in Flot1-defizienten Zellen der protektive Effekt von Forskolin/Rolipram 

erhalten blieb, war dieser in Flot2-defizienten Zellen vollständig aufgehoben. Die Rolle 

von Flot2 scheint daher nicht nur strukturell an der Organisation der Desmosomen 

beteiligt zu sein, sondern möglicherweise auch funktionell an der Signaltransduktion 

innerhalb des cAMP-Signalwegs. Es ist bekannt, dass Flot2 eine wichtige Funktion bei 

der Umstrukturierung des Aktin-Zytoskeletts im Rahmen von Wachstumsprozessen spielt 

(Amaddii et al. 2012; Banning et al. 2018; Neumann-Giesen et al. 2004, 2007). Es ist 

daher denkbar, dass Flot2 als Gerüstprotein fungiert, das die Organisation von 

Signalplattformen für cAMP-vermittelte Prozesse unterstützt. Da Flot2 direkt an die 

zytoplasmatische Domäne von Dsg3 bindet (Völlner et al. 2016), könnte Flot2 zusätzlich 

eine Funktion bei der Stabilisierung der Verankerung von Keratinfilamenten übernehmen, 

die durch cAMP-abhängige Prozesse reguliert wird.  

Zusätzlich beeinflussen Flotilline als membranassoziierte Proteine auch den 

intrazellulären Proteintransport. Studien zeigten, dass Flotilline in Signalnetzwerke 

eingebunden sind, die das cAMP-Level regulieren. Beispielsweise beschreiben Amatya 

et al. eine Interaktion von Sorting Nexin 19 (SNX19) mit Caveolin-1 und Flot1 und 

untersuchten deren Einfluss auf die D1R-Signalübertragung. Die Ergebnisse zeigten, dass 

der D1R-Agonisten Fenoldopam (FEN) die Bindung von SNX19 an Flot1 und Caveolin-

1 verstärken. Die Deletion der Bindungsmotive für Flot1 oder Caveolin-1 in SNX19 

führte zu einer verminderten Kolokalisation und einer reduzierten cAMP-Produktion 

nach FEN-Stimulation (Amatya et al. 2025). Auch Watanabe et al. zeigten, dass das 

humane Neuroglobin (Ngb) die Abnahme der cAMP-Konzentration unter oxidativem 

Stress hemmt, was zur Zellschutzfunktion beiträgt. Die Bindung von Ngb an Flot1 
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bewirkt die Hemmung von Gα(i/o), sodass die durch den oxidativen Stress induzierte 

Reduktion von cAMP verhindert wird (Watanabe et al. 2012). Eine andere Studie konnte 

darstellen, dass Flotilline wichtig für die Aktivität der Phosphodiesterase-3B (PDE3B) 

sein könnte, da eine Ko-Elution von PDE3B mit Caveolae- und Lipid-Raft-Markern 

mittels Superose-6-Chromatographie nachgewiesen wurde (Nilsson et al. 2006). 

Interessanterweise scheint Flot2 relevant für den protektiven cAMP-Mechanismus unter 

dem Einfluss von pathogenen anti-Dsg3 mAK23-Antikörpern zu sein. In Abwesenheit 

von mAK23 kann das erhöhte intrazelluläre cAMP-Level den Adhäsionsverlust von 

Flotillin-defizienten Zellen stabilisieren. Hypothetisch wird Flot2 als Brücke oder Anker 

für cAMP-abhängige Stabilisierungssignale funktionell notwendig, nur wenn Dsg3 direkt 

gestört wird, beispielsweise durch mAK23.  

Zusammenfassend lässt sich vermuten, dass Flotilline – insbesondere Flot2 – das cAMP-

Level über die Interaktion mit dem cAMP-Signalweg, wie PKA, Gα, FEN oder PDE 

modulieren und somit eine Schlüsselrolle bei der Stabilisierung des 

Desmosomenkomplexes einnehmen. Um diese Hypothese zu bestätigen, sollten 

zukünftige Studien das cAMP-Level in Flotillin-defizienten Zellen quantitativ erfassen, 

beispielsweise mittels ELISA. 

 

5.5 Bedeutung der Tyr-Phosphorylierung an Position 163 in Flot2 für die 

Aufrechterhaltung der Zellmonolayer-Stabilität   
Die zentrale Bedeutung von Flot2 im cAMP-vermittelten Schutzmechanismus konnte 

durch die Untersuchung der Phosphorylierung an Tyr163 in Flot2 bestärkt werden. Bisher 

ist bekannt, dass PV-Antikörper verschiedene Signalwege aktivieren, wie EGFR und 

andere Kinasen, wie Src und p38MAPK (Bektas et al. 2013; Berkowitz et al. 2006; 

Chernyavsky et al. 2007). Flot2 wird durch den EGF phosphoryliert, insbesondere an der 

Tyrosinposition 163, was zur Endozytose von Flotillinen führt (Neumann-Giesen et al. 

2007). Jedoch gibt es derzeit keinen Beleg, dass PV-Antikörper die Phosphorylierung von 

Flotillinen induzieren. Zur Untersuchung der Auswirkung der Phosphorylierung an 

Tyr163 wurde mit der Mutante Flot2-Y163F in HaCaT-Zellen gearbeitet. 

Interessanterweise zeigte die HaCaT-Mutante Flot2-Y163F eine stark erhöhte 

Fragmentierung, unabhängig von der Behandlung, und deutlich höhere 

Fragmentierungsraten als HaCaT WT und HaCaT mit überexprimierten Flot2-WT. 

Dennoch konnte klar gezeigt werden, dass die Y163F-Mutante einen verstärkten 
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Adhäsionsverlust aufwies, der über den Effekt des Flot2-Knockouts hinausgeht und nicht 

durch Forskolin/Rolipram reduziert werden konnte. Eine Erklärung für den dominant-

negativen Effekt der Punktmutation an Position 163 könnte sein, dass die 

Phosphorylierung an Y163 für die Funktion von Flot2 als Gerüstprotein oder 

Signalmodulator entscheidend sein kann, der über einen einfachen Funktionsverlust 

hinausgeht (Kwiatkowska et al. 2020; Neumann-Giesen et al. 2007; Wisniewski et al. 

2023). Eine Hypothese könnte sein, dass die Mutation spezifische Interaktionen von Flot2 

mit cAMP-regulierten Effektoren wie PKA oder PDE4 stören, oder sie beeinträchtigt die 

cAMP-Produktion selbst. Zwar ist bekannt, dass Flot2 an der Organisation von 

Signalplattformen beteiligt ist, aber es wurde bisher keine direkte Beeinträchtigung von 

cAMP-regulierten Effekten wie PKA, PDE4 oder der cAMP-Produktion selbst 

nachgewiesen. Dies könnte zu einer gravierenderen Beeinträchtigung der basalen 

Stabilisierung der Zell-Zell-Adhäsion führen als ein vollständiges Fehlen von Flot2. 

Ein weiterer Aspekt ist die mögliche Destabilisierung des Keratinzytoskeletts. Die 

Mutation könnte die Fähigkeit von Flot2, Signalplattformen für cAMP-abhängige 

Prozesse zu organisieren, erheblich beeinträchtigen. Flot2 ist bekannt dafür, die 

Interaktion mit Desmosomenproteinen zu modulieren und die Verankerung von 

Keratinfilamenten zu unterstützen (Völlner et al. 2016). Der Verlust dieser Funktionen 

könnte erklären, warum die Grundfragmentierung bei der Y163F-Mutante höher ist als 

im Flot2-Knockout. Zusätzlich könnte die Mutation die Bildung dysfunktionaler 

Proteinaggregate fördern oder falsche Signalwege aktivieren, was zu toxischen Effekten 

führt. 

Zusammenfassend unterscheiden sich die Effekte des vollständigen Verlusts von Flot2 im 

Flot2-Knockout und der Y163F-Mutante deutlich. Diese Mutation könnte sowohl einen 

Funktionsverlust darstellen als auch toxische Effekte hervorrufen, was sie zu einem 

besonders interessanten Modell macht, um die Signalmodulations- und Gerüstfunktionen 

von Flot2 zu untersuchen. Dies unterstreicht die Notwendigkeit weiterer Studien, um die 

spezifischen Mechanismen zu klären, durch die die Y163F-Mutation die Stabilität der 

Zell-Zell-Adhäsion und die Signaltransduktion beeinflusst. 
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5.6 Mögliche Rolle von Flotillinen im cAMP-vermittelten 

Schutzmechanismus  
Um den Zusammenhang zwischen Flotillinen und dem protektiven cAMP-Mechanismus 

im Kontext des durch PV-IgG induzierten Zelladhäsionsverlustes zu verstehen, sollte 

zunächst die Pathogenese von Pemphigus und die beteiligten Schlüsselsignalwege 

betrachtet werden (Abb. 31). Die wichtigsten pathogenen PV-Autoantikörper sind anti-

Dsg3 und anti-Dsg1, welche an die EC-1-Domäne von Dsg3 und/oder Dsg1 binden und 

dadurch deren Endozytose bewirken (Kasperkiewicz et al. 2017). Dies führt zusammen 

mit der Desorganisation der Desmosomen zu einer Retraktion der Keratinfilamente von 

der Zelloberfläche in Richtung Zellkern (Hu et al. 1978). Allerdings reicht diese direkte, 

sterische Hemmung allein nicht aus, um einen vollständigen Adhäsionsverlust der 

Keratinozyten zu verursachen. Vielmehr ist anerkannt, dass sowohl die direkte 

Blockierung der Dsg-Interaktion durch Autoantikörper als auch die induzierten 

Signalwege zur Regulation der Zelladhäsion beitragen (Schmitt und Waschke 2021).  

Ein zentraler Bestandteil in der Pathogenese des Pemphigus ist p38MAPK, welches durch 

Bindung von PV-IgG in Keratinozyten in vitro und in vivo durch Phosphorylierung an 

Threonin 180 und Tyrosin 182 aktiviert wird (Berkowitz et al. 2006). Anschließend 

aktiviert p38MAPK über die MAP-Kinase-aktivierte Proteinkinase 2 (MAPKAPK2) das 

Hitzeschockprotein 27 (HSP27), das mit dem Keratin-Zytoskelett assoziiert ist und 

sowohl das Aktin- als auch das Intermediärfilamentsystem reguliert (Berkowitz et al. 

2005). Experimente haben gezeigt, dass die spezifische Hemmung von p38MAPK in 

vitro, in vivo und ex vivo den Adhäsionsverlust deutlich reduziert (Berkowitz et al. 2006; 

Egu et al. 2017). 

Ein weiteres Schüsselmolekül im komplexen Signalnetzwerk ist der epidermale EGFR. 

Der EGFR kann ligandengebunden, wie z.B. durch EGF oder transformierender 

Wachstumsfaktor (TGF), als auch ligandenunabhängig, wie z.B. durch PV-IgG oder 

mAK23, aktiviert werden. Letztere Aktivierung erfolgt über die p38MAPK- und Src-

Signalwege (Bektas et al. 2013; Biscardi et al. 1999; Chernyavsky et al. 2007; Oda et al. 

2005; Schulze et al. 2012; Walter et al. 2019). EGFR fördert die Endozytose von Dsg3 

und PG, was zu einer Schwächung der Zelladhäsion führt (Bektas et al. 2013). Zusätzlich 

ist der EGFR-abhängige Ras/Raf/Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Kinase (MEK)/ 

extrazellulär regulierten Kinasen (ERK)-Signalweg besonders für die PV-Pathogenese 

relevant, da ERK1/2 eine Endozytose von Dsg3, die Retraktion der Keratinfilamente und 
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den Verlust der Zell-Zell-Adhäsion bewirken, was zur Blasenbildung und Akantholyse 

führt (Schlögl et al. 2018; Walter et al. 2019). Die Hemmung von EGFR und ERK1/2 

konnte die durch PV-IgG induzierte Blasenbildung verhindern, was die Bedeutung dieses 

Signalwegs in der Pathogenese des Pemphigus unterstreicht (Egu et al. 2024). 

Neben diesen pathogenen Mechanismen existieren jedoch auch protektive Signalwege. 

Studien zeigen, dass PV-IgG die cAMP-Produktion in Keratinozyten erhöhen kann. Eine 

gezielte pharmakologische Erhöhung von cAMP hemmt in vitro die PV-IgG induzierte 

Akantholyse und reduziert die Hautblasenbildung in Mäusen in vivo. Dabei wirkt die 

durch cAMP aktivierte PKA schützend gegen die p38MAPK-Aktivierung (Spindler et al. 

2010). Ein zweiter protektiver cAMP-Wirkmechanismus wurde bei der Apremilast-

Anwendung, einem PDE4-Inhibitor, gezeigt. Die PKA-vermittelte Phosphorylierung von 

Plakoglobin an S665 bewirkt eine modulierende Verstärkung der Desmosomenadhäsion 

(Sigmund et al. 2023). Ebenfalls konnte die Studie von Barbier et al. zeigen, dass die 

Behandlung von Zellen mit einem nicht-hydrolysierbaren cAMP-Analogon, 8-(4-

chlorophenylthio)-cAMP, die EGF-induzierte Tyrosinphosphorylierung von zellulären 

Proteinen sowie die Aktivierung des EGFR verringerte. Diese Hemmung erfolgt durch 

die Aktivierung der cAMP-abhängigen PKA, die den EGFR an Serinresten 

phosphoryliert und dadurch seine Tyrosinkinaseaktivität und Signaltransduktion 

reduziert. Diese Ergebnisse wurden sowohl in vitro als auch in vivo bestätigt (Barbier et 

al. 1999; Waschke et al. 2025). 

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, zu untersuchen, welche Rolle die Flotilline in dem 

Zusammenhang der zwei Theorien zum cAMP-Schutzmechanismus auf die bekannten 

Signalwege in der PV-Pathogenese spielen. Flotilline, die als Signalplattformen innerhalb 

spezialisierter Membrandomänen agieren, haben ein diverses Funktionsspektrum 

(Glebov et al. 2006; Solis et al. 2007). Das Protein Flot1 interagiert direkt mit dem EGFR 

und erleichtert dessen Clusterbildung sowie Aktivierung, was zur Aktivierung 

nachgeschalteter MAP-Kinase-Signalwege wie ERK1/2 führt (Amaddii et al. 2012). 

Flot1 bildet Komplexe mit CRAF, MEK1, ERK und KSR1 und ist entscheidend für die 

Aktivierung der MAP-Kinase-Signalkaskade. Der Knockdown von Flot1 reduziert die 

EGFR-Aktivierung und führt zu einer ineffizienten Aktivierung nachgeschalteten MAP-

Kinase-Signalkaskade, einschließlich ERK1/2 in HeLa-Zellen (Amaddii et al. 2012). 

Interessanterweise zeigt sich in Flot2-KO-Mäusen eine verstärkte Aktivierung von 

ERK1/2, was auf eine regulierende Rolle von Flot2 bei der Aktivierung dieses Signalwegs 

hindeutet (Banning et al. 2014a). In meinen Experimenten zeigte die Erhöhung des 
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cAMP-Spiegels in Flot2-KO-Zellen keine protektive Wirkung. Eine mögliche Erklärung 

könnte sein, dass Flot2 entscheidend als negativer Regulator der MAP-Kinase-

Signalkaskade, besonders von ERK1/2, fungiert (Banning et al. 2014b). Es ist bekannt, 

dass ERK2 die PDE4 an S579 phosphoryliert, um eine verstärkte Degradation von cAMP 

zu AMP zu bewirken (Hoffmann et al. 1999). In den Flot2-KO-Zellen könnte daher die 

Überaktivität von ERK1/2 den Effekt von cAMP eliminieren, indem der Botenstoff 

vermehrt abgebaut wird. Um diese Theorie zu überprüfen, wären ELISA-Experimente 

zur Messung der cAMP-Konzentration in Flot2-KO-Zellen notwendig. Zusätzlich 

könnten Flotilline auch entscheidend bei der Regulation der p38MAPK-Signalkaskade 

sein. Daher wäre es sinnvoll, die Kinase-Aktivität und Expression in Flotillin-Knockout-

Zellen unter verschiedenen Bedingungen zu untersuchen.  

In meinen Untersuchungen zeigten HaCaT-Keratinozyten mit einer Mutation an Tyrosin 

163 in Flot2 einen dominant-negativen Effekt, was darauf hindeutet, dass die 

physiologische Funktion von Flot2 und die EGFR-vermittelte Signaltransduktion 

beeinträchtigt sind. Flot2 spielt eine wichtige Rolle bei der Organisation von 

Signalplattformen in lipidreichen Membrandomänen (Lipid Rafts) und bei der Regulation 

der EGFR-Aktivierung und -Degradation. Eine Mutation an Tyrosin 163 könnte daher die 

Interaktion von Flot2 mit weiteren Signalproteinen stören und zu einer veränderten 

Zellantwort führen. 

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse darauf hin, dass Flotilline, insbesondere Flot2, 

eine zentrale Rolle in der Regulation des cAMP-Schutzmechanismus im Rahmen der PV-

Pathogenese spielen (Abb. 31). Während Flot1 als Verstärker der EGFR-Aktivierung 

fungiert, reguliert Flot2 negativ die ERK1/2-Aktivierung. Eine Dysregulation von Flot2 

könnte die protektive Wirkung von cAMP aufheben, indem eine verstärkte PDE4-

Aktivität den cAMP-Spiegel senkt. Zukünftige Untersuchungen zur Interaktion zwischen 

Flotillinen, cAMP und den relevanten Signalwegen könnten neue therapeutische 

Ansatzpunkte zur Modulation der Pemphigus-Pathogenese liefern. 
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Abbildung 31: Hypothetisches Modell für die modulatorische Rolle der Flotilline im 

cAMP-vermittelten Schutzmechanismus (modifiziert nach Schmitt et al. 2021 und 
erstellt mit BioRender (https://BioRender.com)) 
Die AC produziert cAMP aus dem intrazellulären ATP. Der Botenstoff cAMP aktiviert 

die PKA, die über zwei Wege die Zelladhäsion verstärken kann und vor der Wirkung der 

PV-IgG schützt. (1) Plakoglobin kann durch S665-Phosphorylierung modulierend 

verstärkt werden. (2) Zusätzlich kann die PKA die Aktivierung vom p38MAPK 

inhibieren, sodass die Intermediärfilamente nicht umgebaut werden können. Die PV-IgG 

binden an die EC1-Domäne von Dsg1 und Dsg3, sodass intrazellulär der p38MAPK- 

(orange) und EGFR-Signalwege (rot) aktiviert werden. (3) Ebenfalls kann das erhöhte 

cAMP die Phosphorylierung von EGFR inhibieren, wodurch die Aktivierung der MAPK-

Kaskade über ERK1/2 verhindert wird. (4) Die p38MAPK wird durch Phosphorylierung 

aktiviert und wirkt über HSP27 inhibitorisch auf die Intermediärfilamente, sodass es zum 

Adhäsionsverlust kommt. (5) Der EGFR wird ebenfalls durch Phosphorylierung aktiviert 

und bewirkt über die Ras/Raf/MEK1/2/ERK1/2-Signalkaskasde schwächend auf die 

Zelladhäsion. (6) Die Flotilline (grün) sind über die zytosolische Seite der Lipid Rafts 

assoziiert und interagieren mit dem EGFR. Der Prozess beginnt mit der Bindung von 

epidermalem Wachstumsfaktor (EGF) an den EGFR, was zur Dimerisierung und 

Autophosphorylierung des Rezeptors führt. Diese Autophosphorylierung aktiviert 

nachfolgend Src-Kinase, die dann Flotillin an spezifischen Tyrosinresten phosphoryliert. 

Diese Phosphorylierung ermöglicht die Assoziation von Flotillin mit Clathrin-
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beschichteten Gruben und die nachfolgende Endozytose von Flotillin mit dem 

assoziierten EGFR. Bei Flot1-KO kommt es zur Hemmung des EGFR-Signalweges, 

während Flot2-KO eine gegensätzliche Überaktivierung von ERK1/2 induziert.   
 

5.7 Ausblick 
Durch die Etablierung eines vollständigen hTert Flot2-Knockouts kann die Rolle von 

Flot2 im protektiven cAMP-abhängigen Signalmechanismus weiter untersucht werden. 

Zur gezielten Analyse der Phosphorylierung von Flot2 an Tyr163 könnten, wie für die 

HaCaT-Zelllinie, hTert Flot2-KO-Zelllinien mit überexprimierten Flot2-WT-EGFP und 

Flot2-Y163F-EGFP generiert werden. Diese Untersuchungen würden es ermöglichen, die 

funktionellen Erkenntnisse aus HaCaT-Zellen auch in hTert-Zellen zu bestätigen und 

vergleichend zu validieren.  

Da frühere Studien mit Hemmung der PKA mit H89 gezeigt haben, dass der cAMP-

Mechanismus abhängig von der PKA ist (Sigmund et al. 2023), könnte untersucht 

werden, ob eine indirekte oder direkte Interaktion zwischen Flot2 und PKA besteht. Die 

PKA wird durch einen erhöhten intrazellulären cAMP-Spiegel aktiviert und 

phosphoryliert unter anderem das Serin an Position 665 von Plakoglobin, der ein zentraler 

Bestandteil der äußeren Plaqueregion der Desmosomen darstellt. Die Phosphorylierung 

von S665 fördert nachweislich die Insertion der Keratinfilamente in die Plaque und 

verstärkt somit die mechanische Stabilität des Zell-Zell-Kontakts. Zudem wurde gezeigt, 

dass cAMP die Assemblierung von Desmoplakin in die desmosomale Plaque stimuliert 

(Sigmund et al. 2023). Daher sollte der Einfluss von PKA und EPAC für den cAMP-

vermittelten Schutzmechanismus weiter untersucht werden. H89 ist ein bekannter 

Inhibitor der PKA, der jedoch Off-Target-Effekte zeigt, weshalb es entscheidend ist, die 

Spezifität der Inhibition weiter zu untersuchen (Inoue et al. 2013; Limbutara et al. 2019). 

Eine Möglichkeit wäre der Einsatz spezifischerer Inhibitoren oder genetischer Methoden 

wie siRNA oder CRISPR, um PKA gezielt auszuschalten und somit die Rolle von EPAC 

klarer zu differenzieren. Falls der cAMP-Mechanismus trotz PKA-Hemmung weiterhin 

funktioniert, könnte EPAC ein alternativer cAMP-Effektor sein. Um seine Beteiligung zu 

klären, könnten spezifische EPAC-Aktivatoren, wie 8-pCPT-2’-O-Me-cAMP oder 

gezielte Inhibitoren eingesetzt werden (Brown et al. 2014). Dies würde helfen, die 

Funktion von EPAC unabhängig von PKA zu validieren. Ein weiterer Downstream-

Signalweg ist der Transkriptionsfaktor CREB, der durch PKA an Ser133 phosphoryliert 
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wird (Grewal et al. 2000). Die Analyse der CREB-Phosphorylierung wäre sinnvoll, um 

festzustellen, ob dieser als Downstream-Ziel eine zentrale Funktion hat. Darüber hinaus 

könnten weitere Zielproteine von PKA oder EPAC identifiziert werden, um potenzielle 

neue Signalwege zu entdecken (Sigmund et al. 2025). 

Außerdem sollten neben Tyr163 auch weitere Tyrosinreste in Flot2 untersucht werden, ob 

diese für die Signalweiterleitung und die Regulation der Zelladhäsion relevant sind. Flot2 

besitzt insgesamt acht Tyrosinreste (Y24, Y27, Y124, Y158, Y163, Y241, Y348, Y358), 

die nach Stimulation mit epidermalem Wachstumsfaktor (EGF) durch Src-abhängige 

Signalwege phosphoryliert werden können (Neumann-Giesen et al. 2007). Der genaue 

Mechanismus, ob Src direkt an Flot2 bindet oder ob Adapterproteine wie CAP (c-Cbl-

associated protein) oder Vinexin beteiligt sind, ist bislang nicht vollständig aufgeklärt.  

Die Proteine CAP und Vinexin könnten durch die Vermittlung von Rekrutierung von Src 

oder anderen Kinasen Signalwege regulieren, die für die Dynamik der Desmosomen 

essenziell sind, wie z.B. die Endozytose von desmosomalen Cadherinen wie Dsg1 und 

Dsg3 (Ribon et al. 1998). Interessanterweise könnte Vinexin indirekt die Produktion von 

cAMP und die Signaltransduktion beeinflussen, indem es Src und andere Signalmoleküle 

in Lipid Rafts rekrutiert. Dies könnte die Funktion von Adenylylcyclasen, G-Protein-

gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) und anderen cAMP-regulierten Prozessen wie der 

Aktivität von PKA und der Regulation von Zelladhäsion stärken.  

Zur weiteren Charakterisierung sollten ELISA-Messungen in Flot-defizienten hTert und 

HaCaT-Zellen durchgeführt werden, um zu analysieren, ob die Flot-Expression 

gegebenenfalls das cAMP-Level beeinflusst. Parallel könnte überprüft werden, ob 

unterschiedliche Konzentrationen von Forskolin und Rolipram einen variablen Einfluss 

auf cAMP-abhängige Prozesse haben. Sigmund et al. konnten zeigen, dass 

Konzentrationen von 1 bis 100 µM Apremilast in HaCaT-Zellen signifikante Wirkungen 

auslösen können, ohne toxisch auf die Zellen zu wirken (Sigmund et al. 2023).  

Falls in Flot-defizienten Zellen eine reduzierte cAMP-Konzentration nachgewiesen wird, 

könnte dies darauf hindeuten, dass Flotilline Einfluss auf die Regulation der cAMP-

Produktion haben könnte. Um den Zusammenhang zwischen Flot2 und cAMP weiter zu 

bestätigen, könnte Apremilast als spezifischer PDE4-Inhibitor herangezogen werden. 

Apremilast ist bereits für die klinischen Indikationen von Psoriasis, Psoriasis Arthritis 

und Morbus Behçet zugelassen (Pincelli et al. 2018; Sigmund et al. 2023; Torres und Puig 

2018). 
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Als weiterer Aspekt sollten der desmosomale und extradesmosomale Pool der 

Desmosome getrennt untersucht werden, um die Theorie zu bestätigen, dass die anti-Dsg3 

Antikörper und cAMP-modulierenden Substanzen allein auf die bereits assemblierenden 

Desmosomen wirken (Völlner et al. 2016). 

Zusammenfassend könnte Flot2 eine bisher unterschätzte Rolle in der cAMP-

Signaltransduktion und der Desmosomen-Dynamik spielen, die sowohl für die normale 

Zelladhäsion als auch für die Pathogenese von Erkrankungen wie PV von Bedeutung ist. 

Die genaue Funktion von Y163 in Flot2 und die damit verbundenen Signalwege könnten 

neue therapeutische Ansätze eröffnen. 
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6 Zusammenfassung 
Pemphigus vulgaris ist eine seltene Autoimmunerkrankung, die durch IgG-

Autoantikörper gegen desmosomale Proteine, hauptsächlich Desmoglein (Dsg) 3 und 

Dsg1, verursacht wird. Dies führt zu Blasenbildung in der Epidermis und/oder der 

Schleimhaut. Die Lipid-Raft-assoziierten Flotilline, zentrale Regulatoren der 

Signaltransduktion, interagieren direkt mit Dsg1 und Dsg3. Die Depletion von Flotillinen 

beeinträchtigt die desmosomale Adhäsion und führt zu einer PV-ähnlichen Dsg3-

Lokalisation in Keratinozyten. Kürzlich wurde gezeigt, dass ein erhöhter cAMP-Spiegel 

vor der induzierten desmosomalen Dissoziation durch pathogene Antikörper schützen 

kann. In der vorliegenden Arbeit war es ein Ziel zu analysieren, ob Flotilline an dem 

cAMP vermittelten Schutzmechanismus beteiligt sind. 

Zunächst zeigte ich, dass die Behandlung von hTert- und HaCaT-Keratinozyten mit 

Forskolin/Rolipram den intrazellulären cAMP-Spiegel erhöhen und die Zellmonolayer 

vor der induzierten Dissoziation durch mAK23, ein pathogener anti-Dsg3-Antikörper, 

schützt. Interessanterweise verhinderte die Behandlung mit Forskolin/Rolipram nicht den 

durch mAK23 induzierten Verlust der Dsg3-Expression in hTert-Zellen. Zur Aufklärung 

der Rolle der Flotilline im cAMP-vermittelten Schutzmechanismus wurden hTert-

Zelllinien mit fehlender Flotillin(Flot)1- oder Flot2-Expression generiert. In den Flot1- 

und Flot2-Knockout-Zelllinien war die Monolayer-Dissoziation verstärkt. Auch ohne 

pathogene Antikörper reduzierte das erhöhte cAMP die Fragmentierung unabhängig von 

der Flotillin-Expression. Nach mAK23-Stimulation war der schützende Effekt nur in WT- 

und Flot1-, nicht jedoch in Flot2-defizienten Zellen nachweisbar. 

Auch Flot2-defiziente HaCaT-Zellen zeigten eine beeinträchtigte Zelladhäsion, die nur 

ohne mAK23 durch Forskolin/Rolipram teilweise wiederhergestellt werden konnte. Die 

Überexpression des Flot2-Tyr163Phe-Mutanten in HaCaT-Zellen zeigte einen dominant-

negativen Effekt. Dies spricht für die Bedeutung der Flot2-Phosphorylierung bei der 

cAMP-abhängigen Stabilisierung der Zelladhäsion. 

Diese Ergebnisse unterstreichen die zentrale Rolle von Flot2 im cAMP-abhängigen 

Schutz der Keratinozytenadhäsion. Mutationen in Flot2 können diesen Mechanismus 

stören. Zukünftige Studien sollten die molekularen Interaktionen zwischen Flot2, dem 

cAMP-Signalweg und desmosomalen Komponenten weiter aufklären, um therapeutische 

Ansätze für PV und andere Erkrankungen mit gestörter Zelladhäsion zu entwickeln. 
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7 Summary 
Pemphigus vulgaris is a rare autoimmune disease caused by IgG autoantibodies targeting 

desmosomal proteins, mainly desmoglein (Dsg) 3 and Dsg1, leading to blister formation 

in the epidermis and/or mucosal membrane. The raft-associated flotillins are regulators 

of signal transduction, and can directly interact with Dsg1 and 3. Their depletion impairs 

desmosomal adhesion, resulting in PV-like localization of Dsg3 in human keratinocytes. 

Recently, it has been shown that elevated cAMP can protect keratinocytes from 

dissociation induced by pathogenic antibodies. In this study, I aimed to analyze whether 

flotillins are involved in the protective mechanism mediated by cAMP. 

Initially, I could show that increasing cellular cAMP levels through forskolin/rolipram 

protects hTert and HaCaT keratinocyte monolayers from dissociation induced by the 

pathogenic anti-Dsg3 antibody mAK23. Interestingly, the treatment with 

forskolin/rolipram failed to prevent the mAK23-induced loss of Dsg3 expression in hTert 

cells. To elucidate the role of flotillins in the cAMP-mediated protective mechanism, 

hTert cells witch knockout of flotillin (Flot)1 or Flot2 were generated. The absence of 

Flot1 or Flot2 lead to a pronounced monolayer dissociation, even without a pathogenic 

antibody treatment, and the elevated cAMP reduced the fragmentation independent on 

Flot expression. The treatment with mAK23 antibodies induced a stronger fragmentation 

in WT, Flot1 or Flot2 knockout hTert keratinocytes. Elevated cAMP level partially 

rescued the pathogenic effect in WT and Flot1, but not in Flot2 knockout cells. 

Consistently, Flot2-deficient HaCaT cells also exhibited a severely impaired cell 

adhesion, which could be partially restored by forskolin/rolipram only in the absence of 

pathogenic anti-Dsg3 antibodies. Furthermore, in HaCaT cells overexpressing Flot2 

Tyr163Phe mutant showed a dominant-negative effect, suggesting that phosphorylation 

of Flot2 is critical for cAMP-dependent stabilization of cell adhesion and that 

dysregulation of this process may impair this protective mechanism. 

These findings emphasize the pivotal role of Flot2 in the cAMP-mediated stabilization of 

keratinocyte adhesion and show that Flot2 mutations can significantly alter this 

mechanism. Future studies should aim to further elucidate the molecular interactions 

between Flot2, cAMP signaling, and desmosomal components to identify potential 

therapeutic approaches for Pemphigus vulgaris and other disorders associated with 

defective cell adhesion.  
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8 Verzeichnis 
8.1 Abkürzungsverzeichnis 
 
AA Acrylamid 

AC Adenylatcyclase 

ACE Angiotensin-Converting-Enzyme 

AF Alexa Fluor 

APS Ammoniumpersulfat 

ATP Adenosintriphosphat 

BSA Bovine Serum Albumin 

Ca2+ Calciumion 

CaCl2 Calciumchlorid 

CaMK Calcium/Calmodulin-abhängige Proteinkinase 

cAMP Cyclisches Adenosin-3‘,5‘-monophosphat 

Cas CRISPR-assoziierte Gene 

CD cluster of differentiation 

CNG Cyclic Nucleotide gated 

CO2 Kohlenstoffdioxid 

CREB cAMP response element-binding protein 

CRISPR clustered regularly interapaced short palindromic repeats 

Cys Cystein 

DAPI Roti®-Mount FluorCARE 4',6-diamidino-2-phenylindole 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DP Desmoplakin 

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

Dsc Desmocollin 

Dsg Desmoglein 

DTD desmoglein terminal domain, Desmoglein-spezifische terminale 

Domäne 

DTT Dithiothreitol 

EA extracelullar anchor domain 

EC extrazelluläre Cadherindomäne 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
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EGF Epidermal growth factor 

EGFR Epidermal growth factor receptor 

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 

EPAC exchange protein activated by cAMP 

ERK extrazellulär regulierten Kinase 

et al. et alteri 

F Forskolin 

FBS Fötales Kälberserum 

Flot Flotilline 

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

GDP Gunanosindiphosphat 

GEF Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor 

Gly Glycin 

GPCR G-Protein-gekoppelten Rezeptor 

GTP Guanosintriphosphat 

H2O Wasser 

HaCaT Spontan immortalisierte humane Keratinozyten 

HBSS Hanks' balanced salt solution 

HCN-Kanäle Hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated channel 

HRP Horseradish peroxidase 

hTert Immortalisierte humane Keratinozyten 

IA intracellular anchor 

ICS intracellular cadherin-like sequence 

IF Immunfluoreszenz 

IgG Immunglobulin G 

IPL intracellular proline-rich linker domain 

JNK c-Jun-N-Terminale Kinase 

kDa Kilodalton 

KGM 2 Keratinocyte Growth Medium 2 

Ktrl Kontroll 

KO Knockout 

M Mol 

MAPK Mitogen-activated protein kinase 
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Mg2+ Magnesiumion 

mM Millimol 

MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid 

Na2CO3 Natriumcarbonat 

NaH2PO4 Natriumdihydrogenphosphat 

Na2HPO4 Dinatriumhydrogenphosphat 

NaCl Natriumchlorid 

NEAA Nicht-essentielle Aminosäuren 

NP-40 Nonoxinol-P40 

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese 

PBS Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline 

PDE Phosphodiesterase 

PF Pemphigus foliaceus 

PG Plakoglobin 

pH Potential Hydrogenii 

PI Proteinase Inhibitor Cocktail 

PKA Proteinkinase A 

PKB Proteinkinase B 

PKC Proteinkinase C 

PKP Plakophilin 

PLC Phospholipase C 

PV Pemphigus vulgaris 

R Rolipram 

rpm rounds per minute 

RPMI Roswell Park Memorial Institute 

RUD reapeated-unit domains, Wiederholungseinheiten-Domänen 

S Serin 

Scr Tyrosinkinase Scr 

SDS Natriumdodecylsulfat 

SPFH Stomatin-Prohibitin-Flotillin-Protein-Superfamilie 

TBST Tris-buffered saline Tween 20 

TEMED Tetramethylethylendiamin 

TM transmembrane domain 



 100 

Tris HCl Tris-(hydroxymethyl)-aminomethanhydrochlorid 

Tyr Tyrosin 

U Einheiten 

VE vaskulär endothelial 

WB Western Blot 

WT Wildtyp 

ZO Zonula occludens 
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9 Anhang 
9.1 Nutzungsgenehmigung von Abbildungen 
Die Nutzungsgenehmigung von Abbildungen aus fremden Quellen wurde von den 

Autoren eingeholt.  
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