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Abstract (deutsch)

Desmosomen sind hochgradig regulierte Zell-Zell-Verbindungskomplexe, die die
Intermedidrfilamente mit der Plasmamembran verbinden. Sie sind essentiell fur die
mechanische Stabilitat der Haut. Stabilitdt, Aufbau und Calciumabhangigkeit werden (iber
posttranslationale Modifizierungen, wie Phosphorylierungen, an den desmosomalen
Proteinen reguliert. Phorbolester-abhangige Aktivierung der Protein-Kinase-C Familie (PKC)
hatte signifikante Adhasionsverluste tGber PKCa-induzierte Phosphorylierung zufolge, wobei
das Augenmerk bisher auf die Modifizierung des Desmoplakin (DSP) C-Terminus gelegt wurde.
Jedoch ist zurzeit weder der Einfluss der librigen PKC-Isoformen, noch ein direkter Effekt auf

andere desmosomale Proteine genauer untersucht und verstanden worden.

In dieser Arbeit wurde der Einfluss der PKCs auf die desmosomalen Proteine der Maus
systematisch untersucht. Hierbei konnte erstmalig die Bedeutung der novel PKCS fiir die
Regulation der Desmosomen in Mauskeratinozyten gezeigt werden. Phorbol-12-myristat-13-
acetat (PMA)-abhangige Aktivierung der PKCs fiihrte zur Phosphorylierung von Plakophilin 3
(PKP3) in einem RXXS/T-Motiv, sowie von DSP am Serin 177/178 (S165/166 im Menschen),
eine Site die bisher nicht mit PKCs in Verbindung gebracht wurde. Die RXXS/T-Motive von
Plakophilin 1, Plakoglobin und Desmoglein 1/2 blieben hiervon unbeeinflusst. Die
Phosphorylierung von PKP3 schwachte allgemein die PKP3-Membranlokalisation und sorgte
zudem fir einen deutlichen Verlust dieses Proteins an den trizellularen Zellkontakten, welche
bedeutend fir mechanische Stabilitat sind. Der Knockdown der novel PKC6 milderte diesen
PMA-Phéanotyp deutlich ab und verhinderte aulRerdem die PKP3-Phosphorylierung. Weder der
Knockdown der klassischen PKC-Isoformen a, noch der novel Isoform n zeigten vergleichbare
Effekte. Anhand von Daten aus in-vitro-Peptid-Kinase-Assays, Massenspektrometrie und
datenbankgestiitzten Phosphorylierungsvoraussagen  wurden potentielle PKC6-
phosphorylierbare PKP3-Sites ausgewéhlt und zu Alanin mutiert. Uber Austausch von Serin zu
Alanin am Motiv S313/314 kam es zu einer deutlichen Reduktion des PKP3-
Phosphorylierungssignals. Eine Phospho-Mimikmutante (Glutamat) dieses Motivs zeigte
zudem verringerte PKP3-Lokalisation an der Membran und dhnelte dabei einem mit PMA
behandeltem Wildtyp. Zusammengenommen sprechen diese Daten fiir eine PKC6-abhangige
Phosphorylierung des PKP3-5313/314-Motivs und eine daraus resultierende verringerte PKP3-

Membranlokalisation, was wiederum die desmosomale Stabilitat beeinflusst.
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Abstract (english)

Desmosomes are highly regulated cell-cell-junction-complexes which link the intermediate
filaments to the plasma membrane. They are one of the main structures responsible for
mechanic stability in the skin. Stability, assembly and calcium dependency are regulated
through post translational modifications like phosphorylation. Phorbol ester induced
activation of the protein kinase C family (PKC) results in a significant loss of adhesion in a PKCa
dependent manner. So far, the main reason responsible for this effect is believed to be the
phosphorylation of the desmoplakin (DSP) C terminal domain. But so far, the involvement of
other PKC isoforms and the effect on other desmosomal proteins has not been thoroughly

investigated and is poorly understood.

The influence of the PKCs on the desmosomal proteins of mouse keratinocytes was therefore
systematically investigated in this work. It could be shown for the first time that the novel
PKC& isoform is directly involved in desmosomal regulation in mouse keratinocytes. Phorbol-
12-myristat-13-acetate (PMA)-dependent activation of PKC led to phosphorylation of
plakophilin 3 (PKP3) on a RXXS/T motif and of desmoplakin on serine 177/178 (S165/166 in
human), a site not yet related to PKC-dependent phosphorylation. RXXS/T motifs of
plakophilin 1, plakoglobin or desmoglein were not modified. Activation of PKCs led to a weaker
PKP3 membrane localization and loss of PKP3 at tricellular contacts which are important for
mechanical stability. Knockdown of PKC& considerably reduced this PMA-depended
phenotype and abolished phosphorylation of PKP3. Neither knockdown of the classical PKCa
nor knockdown of the novel PKCn showed similar effects. Potential PKC6-dependent
phosphorylation sites were identified based on in-vitro peptide kinase assays, mass
spectrometry and phosphorylation prediction databases and mutated to alanine. Mutation of
serine 313/314 to alanine resulted in the loss of PMA-dependent PKP3 phosphorylation.
Additionally, the phosphomimic mutant of this motif (serine to glutamate) led to reduced
PKP3 localization at the membrane and strongly resembled the PMA-treatment of wild type
cells. Taken together, these data strongly suggests that PKP3 is phosphorylated on serine
313/314 in a PKC6 dependent manner which weakens PKP3 membrane localization, possibly

affecting desmosomal stability.
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1. Einleitung
1.1. Haut

Die Haut ist das groRte Organ des Menschen und hat diverse essentielle Funktionen. Die
offensichtlichste Aufgabe ist dabei die Abgrenzung des Kérperinneren von der AulRenwelt und
somit der Schutz vor dulReren Bedrohungen, wie z.B. Pathogenen, Strahlung oder einfachen
mechanischen Belastungen. Aber genauso ist sie auch flir den Austausch zwischen Innen und
Aulien, also Sekretion und Aufnahmemechanismen, so wie die Hautatmung, zustandig.
Dariiber hinaus dient sie als Wahrnehmungsorgan und ist sehr sensitiv gegeniber
Temperaturanderungen und Berlihrungen. Zusatzlich ist sie beispielsweise noch an
Warmeregulation, Stoffwechsel und Immunreaktionen beteiligt. Wahrend kleinere
Verletzungen der Haut problemlos von selbst verheilen, kdnnen grofRere Verletzungen, sowie
der Verlust der Barrierefunktion fatale Folgen, bis hin zum Tod, haben. Entsprechend existiert
ein groBes Interesse daran, die Funktionen und Regulationen der Haut genau zu verstehen

und somit Erkrankungen bekampfen zu konnen (Lopez-Ojeda et al., 2021).

Strukturell |dsst sich die Haut in drei Schichten einteilen (Abb.1). Die tiefste Schicht ist die
Subcutis (Unterhaut), dariiber liegt die Dermis (Lederhaut, Corium) und darauf wiederum die
Epidermis (Oberhaut). Als unterste Schicht verankert die Subcutis die Haut mit den Muskeln
bzw. Knochen. Die Unterhaut selbst besteht dabei groRtenteils aus Fettzellen und
Bindegewebe, hierdurch dient sie als Energiespeicher und Warmeisolator. Des Weiteren
durchziehen Nerven und BlutgefaRRe diese Schicht bis hin ins Corium und ermdoglichen so die
Sinneswahrnehmung und Versorgung der Haut. Die Dermis besteht hauptsachlich aus
Kollagen (maRgeblich | und Ill) (Meigel et al.,, 1977) und Elastinfasern, die fiir eine hohe
ReiRfestigkeit sorgen. Man unterscheidet dabei zwischen zwei Bereichen: Der Uber der
Subcutis liegenden Netzschicht (stratum reticulare), bestehend aus hauptsachlich straffem
Bindegewebe und der dariber liegenden Papillarschicht (stratum papillare), bestehend aus
hauptsachlich lockerem Bindegewebe (Diegel et al., 2018). Des Weiteren befinden sich in der
Dermis die Haarwurzeln, Hautdriisen und ein Grofdteil der Sinnesrezeptoren. Die am
haufigsten auftretenden Zellen sind Fibroblasten, aber auch Histiozyten, Mastzellen und
Fettzellen sind von Bedeutung (Brown und Krishnamurthy, 2021). Die Epidermis wird in finf
Schichten eingeteilt, von auRRen nach innen sind dies die Hornzellschicht (stratum corneum),

die Glanzschicht (stratum lucidum), die Kornerzellschicht (statum granulosum), die
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Stachelzellschicht (stratum spinosum) und die Basalschicht (statum basale). Darunter befindet
sich die Basalmembran, die Dermis und Epidermis abgrenzt (Yousef et al., 2021). Die
Basalschicht ist iber Hemidesmosomen mit der Basalmembran verbunden und durch die hier
stattfindende Zellteilung ein essentieller Ort fir Wundheilung und Proliferation. Hier
entstandene Keratinozyten wandern zum Teil in die Stachelzellschicht, beginnen dort mit der
Keratinisierung (Verhornung) bis sie im Stratum Corneum als Korneozyten ankommen
(Maynard und Downes, 2019). Neben Keratinozyten befinden sich im Stratum Basale auch
Melanozyten und Merkel-Zellen. Im Stratum Spinosum kommt es zu einer verstarken
Ausbildung von Desmosomen, wodurch sich die Stabilitat der Zellkontakte erhéht (SNELL,
1965). Zudem befinden sich in dieser Schicht Langerhanszellen, welche eine Rolle bei der
Immunantwort spielen. Im Stratum Granulosum sind die Keratinozyten abgeflacht und ihr
Zytoplasma wird durch Keratinaggregation granular, es kommt zur Absonderung von
Glykolipiden, welche die Zellenverbindungen weiter verstarken (Anton-Lamprecht, 1984). Das
Stratum Lucidum ist eine zusatzliche Schicht, die nur in dickschichtigen Hautbereichen, wie
den Handflachen und FuRsohlen auftritt und zusatzliche Barrierefunktion und Stabilitat bringt.
In allen anderen Bereichen folgt auf die Kérnerzellschicht die Hornzellschicht. Hier haben die
Keratinozyten ihre Differenzierung zu Korneozyten abgeschlossen. Es handelt sich hierbei um

totes Gewebe, vergleichbar mit Nageln, Krallen, Haaren usw. (Yousef et al., 2021; Eckert und

Rorke, 1989).

Epidermis Hornschicht

Glanzschicht
Kornerzellschicht

Dermis Langerhanszelle

Stachelzellschicht

Subkutis|

=————— Pigmentzelle

] —Q——-— Basalschicht

Basalmembran
Lederhaut

Abb. 1 Der Aufbau der Haut

Links ist der Aufbau der Hautschichten dargestellt (https://doglike.de/wp-
content/uploads/2018/02/Hunde_Hautaufbau_DE-600x424.png, 2018). Rechts ist die Struktur der
Epidermis gezeigt (https://medlexi.de/images/Epidermis.jpg, 2013).
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1.1.1. Zell-Zell-Kontakte

Die Zellen der Haut sind durch verschiedene Zell-Zell-Kontakte miteinander verbunden.
Generell wird zwischen drei Gruppen von Kontakten unterschieden. Dies sind zum einen die
Gap Junctions, die dichten Verbindungen (Tight Junctions) und die Adharenzverbindungen
(Adherens Junctions) zu denen auch die Desmosomen gehoren.

Bei Gap Junctions handelt es sich um Verbindungen, die fir die Signalweitergabe und den
Stoffaustausch zwischen Zellen genutzt werden. Sechs Connexin-Molekiile bilden hierfir
einen Zylinder, der von dem Zytoplasma durch die Plasmamembran in den interzellularen
Bereich ragt und sich dort mit dem Connexin-Hexamer einer benachbarten Zelle zu einem
Tunnel verbindet (S6hl und Willecke, 2004). lonen und kleine Molekiile kbnnen Uber diesen
Tunnel frei vom Cytoplasma der einen in das Zytoplasma der anderen Zelle diffundieren
(Alexander und Goldberg, 2003). Die hierliber ermoglichte Signalweitergabe ist fur die
Kommunikation der Zellen von essentieller Bedeutung und spielt beispielsweise auch bei der
Wundheilung der Haut eine wichtige Rolle (Churko und Laird, 2013).

Tight Junctions hingegen sind Verbindungen, die eine Barrierefunktion ausiben (Yuki et al.,
2007). Sie verhindern generell, dass Stoffe, einschlieRlich lonen, von einer Seite der Zelle auf
die andere gelangen. Je nach Struktur und mit Hilfe von lonenkanalen ist aber der Transport
bestimmter Molekiile bzw. lonen moglich (Tang und Goodenough, 2003). Als weitere Funktion
unterbinden sie auBerdem die Diffusion von Lipiden und Membranproteinen zwischen
apikaler und basolateraler Seite der Plasmamembran (Zihni et al., 2016). Strukturell bestehen
Tight Junctions aus Transmembranproteinen, die im interzelluldren Raum mit den
entsprechenden Proteinen der anderen Zelle interagieren und im Zytoplasma uber
Adapterproteine (Zonula Occludens [Z0O]) mit dem Aktinzytoskelett verbunden sind. Die
Transmembranproteine werden in zwei Gruppen gegliedert, den Tetraspan-Proteinen
(Claudin, Occludin, Trizellulin), welche vier in der Membran befindliche Abschnitte besitzen,
sodass C- und N-Terminus im Zytoplasma liegen und den Singlespan-Proteinen (junctional
adhesion molecule [JAM], crumbs homolog 3 [CRB3]), welche nur eine in der Membran
befindliche Domédne aufweisen (Balda und Matter, 2008). Claudin scheint hierbei eine
essentielle Rolle fiir die Funktion zu haben, wahrend beispielsweise Occludin eher eine
regulatorische Rolle zugeschrieben wird (Furuse und Tsukita, 2006; Saitou et al., 1998; Furuse

et al., 2002).
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Adhérenzverbindungen sind fiir die Ausbildung stabiler, aber dynamischer Zell-Zell-Kontakte
zustandig. Hierzu interagieren klassische oder desmosomale Cadherine zweier Zellen im
interzelluldren Bereich miteinander. Auf zytoplasmatischer Seite bildet sich ein
Cadherin/Catenin-Komplex, welcher mit den Aktinbindeln und den Intermediarfilamenten
verbunden ist (Harris und Tepass, 2010). Adhéarenzverbindungen sind generell
calciumabhangig. In der Haut sind zwei klassische Cadherine exprimiert, P-Cadherin in der
Basalschicht und E-Cadherin gleichmaRig in allen Schichten (Brandner et al., 2010). Durch das
Fehlen von E-Cadherin kommt es zu starkem Wasserverlust aufgrund der gestorten
Barrierefunktion der Haut, was letztendlich zum Tod fihrt. Interessanterweise ist dies auf eine
gestorte Regulation der Tight Junctions zuriickzufiihren (Tunggal et al., 2005). Der Verlust von

P-Cadherin zeigt in der Maus keinen offensichtlich veranderten Phanotyp (Radice et al., 1997).

1.1.2. Desmosomen

Desmosomen (macula adhaerens) sind spezielle Adharenzverbindungen, die fir ihre
besonders starken stabilitatsférdernden Eigenschaften bekannt sind. Sie treten hauptsachlich
in Geweben auf, die einer starken mechanischen Belastung ausgesetzt sind, wie dem
Herzmuskel und der Haut (Delva et al., 2009). Die desmosomalen Cadherine (Desmocollin 1-3
und Desmoglein 1-4) interagieren mit den jeweiligen Proteinen einer anderen Zelle im
interzelluldren Raum und bilden dabei eine sehr stabile Verbindung aus. Auf
zytoplasmatischer Seite binden sie an die desmosomalen Plaque-Proteine Plakoglobin (JUP)
und Plakophilin (1-3). Die Plaque-Proteine werden wiederum Uber Desmoplakin mit den
Intermediarfilamenten verbunden (Kowalczyk und Green, 2013). Eine besondere Eigenschaft
der Desmosomen ist, dass sie einen hyperadhdsiven Zustand erreichen kénnen, in dem sie
deutlich stabiler und zudem calciumunabhdngig (resistent gegen Behandlung mit
Calciumchelatoren z.B. EGTA) werden (Garrod und Tabernero, 2014). Es wird angenommen,
dass die Ca?*-Unabhingigkeit tiber Phosphorylierungen durch die Protein-Kinase C o (PKCal)
aufgehoben werden kann und dies essentiell fir Wundheilung ist (Wallis et al., 2000).
Innerhalb der Haut sind die desmosomalen Proteine zum Teil unterschiedlich exprimiert und
kénnen daher als Marker fir die Keratinozytendifferenzierung genutzt werden (Dubash und

Green, 2011; Brandner et al., 2010) (Abb.2).
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Neben den Desmosomen existieren die Hemidesmosomen, welche anstatt einer Verbindung
zwischen zwei Zellen eine Verbindung zwischen Zellen und der extrazellularen Matrix
herstellen. Hemidesmosomen haben ihren Namen aufgrund des dhnlichen Erscheinungsbildes
im Elektronenmikroskop. lhre Zusammensetzung unterscheidet sich jedoch vollstandig von
der der Desmosomen. Die Funktionen von Desmocollin und Desmoglein werden in

Hemidesmosomen von Integrinen tlbernommen (Walko et al., 2015).

A B
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Abb. 2 Verteilung desmosomaler Proteine in der Haut und Struktur des Desmosoms

Abbildung A nach Dubash und Green, 2011. Die desmosomalen Proteine sind wie folgt abgekiirzt:
Plakophilin (PKP), Desmoglein (Dsg), Desmocollin (Dsc), Desmoplakin (DP), Plakoglobin (PG). PKP1,
DSG1, Dsg4 und Dscl sind am abundantesten in der Kornerzellschicht exprimiert, wahrend PKP2, Dsg2,
Dsg3, Dsc2 und Dsc3 verstadrkt in der Basalschicht auftreten. PKP3, Plakoglobin und Desmoplakin sind

relativ gleichmaRig in allen Schichten vertreten. Abbildung B nach Fuchs und Raghavan, 2002, zeigt den
schematischen Aufbau der Desmosomen.

1.1.2.1. Desmoplakin (DSP bzw. DP)

Desmoplakin gehort zur Familie der Plakin-Zytolinkerproteine. Es besteht aus einer
N-terminalen Plakin-Domane (sechs Spektrin Repeats), einer zentralen Coiled-Coil-Rod
Domaéne und drei homologen Plakin-Repeat-Domanen, gefolgt von einer Glycin-Serin-Arginin-
reichen Region (Sonnenberg und Liem, 2007; Sonnenberg et al., 2007) (Abb.3). Zwei

Splicevarianten wurden beschrieben (332 und 260 kDa), wobei der Variante 2 ein grol3er Teil
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der Rod-Domine fehlt (Green et al., 1990; O'Keefe et al., 1989). Uber den N-terminalen
Bereich wird die Interaktion mit Plakoglobin und der Kopfdomane von Plakophilin 1 und 3
ermoglicht (Kowalczyk et al., 1997; Bonné et al.,, 2003; Kowalczyk et al.,, 1999). Die
zytoplasmatische Region von Desmoglein 1 kann hingegen direkt an die dahinter befindliche
Plakin-Domaine binden (Kami et al., 2009; Choi und Weis, 2016). Uber die C-terminalen Plakin-
Repeat-Domanen wird die Verankerung mit den Intermediarfilamenten ermdglicht. Hierbei
wurden beispielsweise direkte Interaktionen mit diversen Keratinen, Vimentin und Desmin
gezeigt (Choi et al., 2002; Kouklis et al., 1994; Meng et al., 1997) (Abb.3). Der Glycin-Serin-
Arginin-reiche Bereich ist Ziel von postranslationalen Modifizierungen (PTMs), wie
Methylierung und Phosphorylierung. Es wird angenommen, dass hiertiber die Interaktion mit
den Intermediarfilamenten und die Bildung (assembly) der Desmosomen reguliert wird
(Albrecht et al., 2015; Godsel et al., 2005; Stappenbeck et al., 1994). Dabei wurden bereits
Einflisse der PKCs, der Glykogen-Synthasekinase-3 (GSK3) und der Protein-Arginin-
Methyltransferase-1 (PRMT-1) gezeigt (Bass-Zubek et al., 2008; Albrecht et al., 2015). Der
Verlust von Desmoplakin hat letale Folgen. Im Mausmodell kommt es in der frihen
embryonalen Phase zum Tod. Es kénnen schwere Fehlfunktionen im Herzmuskel, Neuro- und
Hautepithel beobachtet werden (Gallicano et al., 1998; Gallicano et al., 2001). Entsprechend
sind auch schwere Folgen fiir Herz und Haut durch Fehlfunktionen und Mutationen dieses
Proteins beschrieben worden (Armstrong et al., 1999; Jonkman et al., 2005; Norgett et al.,
2000; Vasioukhin et al., 2001), darunter Keratoderma und Kardiomyopathie (Lai Cheong et al.,
2005; Yang et al., 2006).
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Plakophilin
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Glycin-Serin-Arginin
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Abb. 3 Strukturschema der Desmoplakin Splicevariante 1 mit Interaktionspartnern
Dargestellt sind die Domadnen der Desmoplakin Splicevariante 1. Der Beginn der entsprechenden
Domane ist mit der dazugehdrigen Aminosdureposition gekennzeichnet. Interaktionspartner und

Interaktionsbereich sind oberhalb der entsprechenden Domaéne dargestellt.

1.1.2.2. Plakoglobin (PG, Gen-Name JUP)

Plakoglobin (y-Catenin) und die Plakophiline gehoren zu den Armadillo-Repeat-Proteinen, wie
beispielsweise auch B-Catenin, welches in Drosophila spec. (Fallén, 1823) Armadillo genannt
wird und namensgebend fiir die Familie ist (Peifer et al., 1992; Hatzfeld, 2005). Strukturell
zeichnen sich die Armadillo-Repeat-Proteine durch einen ungeordneten N- und C-terminalen
Bereich aus, der durch zwolf (Plakoglobin) bzw. neun (Plakophilin) Armadillo-Repeat-
Domanen verbunden ist (Choi und Weis, 2005b; Choi et al., 2009).

Plakoglobin wurde erstmalig als 83 kDa grofles Protein des desmosomalen Plaques
beschrieben (Franke et al., 1983). Es ist essentiell fiir die Desmosomenbildung und somit auch
fiir die mechanische Stabilitdt von Haut und Herz (Lewis et al., 1997). So hat ein Knockout von
Plakoglobin durch den Verlust der Desmosomen bereits in der embryonalen Phase letale
Folgen (Bierkamp et al., 1996). Strukturell gibt es sehr groRe Ahnlichkeiten zu B-Catenin, dem
homologen Protein der herkémmlichen Adharenzverbindungen, sodass Interaktionen mit
Bindepartnern wie E-Cadherin und a-Catenin moglich sind, wenn auch mit geringerer Affinitat
(Piepenhagen und Nelson, 1993; Knudsen und Wheelock, 1992; Sacco et al., 1995). Hingegen
kann Plakoglobin im Gegenzug dazu faktisch alle desmosomalen Proteine binden. Hierbei sind
je nach Protein die einzelnen Armadillo-Repeat-Doméanen von Bedeutung (Abb.4). So wird die

Interaktion zu den Desmogleinen durch die ersten Repeats ermoglicht, wahrend fur die
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Desmocolline auch die hinteren Repeats eine Rolle spielen (Mathur et al., 1994; Roh und
Stanley, 1995; Witcher et al., 1996). Die Interaktion mit den Plakophilinen wird ebenfalls tiber
die C-terminalen Repeats ermoglicht (Bornslaeger et al., 2001; Bonné et al., 2003; Kirchner et
al., 2012), wahrend fiir die Bindung zu Desmoplakin alle Doméanen relevant sind (Kowalczyk et
al., 1997). Neben der direkten Beteiligung an der Zell-Zell-Adharenz ist Plakoglobin aber auch
in Signaling-Prozesse involviert. So sind beispielsweise Interaktionen mit dem Insulin-
Rezeptor und den Tumorsuppressoren p53 und APC (adenomatous polyposis coli Protein)
beschrieben worden (Aktary et al., 2013; Cohen et al., 2014; Shibata et al., 1994), sodass
Plakoglobin im Gegensatz zu B-Catenin tumor- und metastaseunterdriickende Eigenschaften
zugeschrieben werden (Aktary et al., 2017). Uber Phosphorylierung der Serin-, Threonin- und
Tyrosinreste werden Loslichkeit, Lokalisation und Interaktion von Plakoglobin reguliert
(Pasdar et al., 1995). Hierbei sind besonders die Wnt-, Src- und Rezeptor-Tyrosin-Kinase-
abhangige Signalwege von Bedeutung (Hegland et al., 1999; Bradley et al., 1993; Franzen et
al., 2012). So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass es durch die Aktivierung des EGFR
(epidermal growth factor receptor) zu Plakoglobin-Tyrosin-Phosphorylierung kommt, wodurch
es zum Verlust von DSP an den Desmosomen und somit zu verringerter Adhdsion kommt (Yin

et al., 2005).

Desmocollins Desmocollins
——

Desmoplakins

Desmogleins Plakophilins

Central (Armadillo) repeats

Plakoglobin
APC
———

Axin

TCF/LEF

i eatinlia Classic cadherins

Abb. 4 Interaktionen von Plakoglobin (Aktary et al., 2017)

Gezeigt ist Plakoglobin mit seinen Interaktionspartnern. In Rot sind Interaktionspartner gezeigt, die
nur mit Plakoglobin interagieren kénnen, in Blau jene, die sowohl an Plakoglobin, als auch an B-Catenin
binden. APC steht fur adenomatous polyposis coli protein und TCF/LEF fur T-cell factor/Lymphoid

enhancer factor. Sie und Axin sind in den Wnt-Signalweg involviert.
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1.1.2.3. Plakophiline (PKP)

Im Gegensatz zu Plakoglobin finden die Interaktionen der Plakophiline hauptsachlich tGber ihre
N-terminale ungeordnete Domane statt. Diese ist bei den Plakophilinen deutlich langer, dafir
ist aber die C-terminale Domane sehr klein. Dazwischen liegen die neun Armadillo-Repeat-
Domanen, wobei es zwischen Domane fiinf und sechs eine kleine Insertion gibt, wodurch das
Protein eine leicht sichelformige Struktur erhalt (Choi und Weis, 2005b) (Abb.5). Es sind drei
Isoformen bekannt, welche sich deutlich in der Sequenz der N-terminalen Domane
unterscheiden. Jede Isoform erfiillt verschiedenste Aufgaben und zeigt ein individuelles
Expressionsmuster (Neuber et al., 2010; Schmidt und Jager, 2005; Hatzfeld, 2007). Die
Expression von PKP1 ist auf mehrschichtige Epithelien begrenzt. In der Haut ist es von Basal-
bis Granularschicht zunehmend exprimiert (Dubash und Green, 2011). Es ist mal3geblich an
dem Aufbau der Desmosomen beteiligt, indem es Desmoplakin rekrutiert (Hatzfeld et al.,
2000; Sobolik-Delmaire et al., 2006). Durch gemeinsame Bindung mit Plakoglobin an
Desmoplakin kommt es dann zu verstarkter Desmosomenbildung (Bornslaeger et al., 2001).
Ebenso sind Interaktionen mit Desmocollin 1 und Desmoglein 1 beschrieben worden (Smith
und Fuchs, 1998; Hatzfeld et al., 2000). Entsprechend filihrt das Fehlen von PKP1 zu deutlich
verringerter Desmosomenzahl und -groRRe, sowie verstarkter Zellmigration (South et al., 2003).
Auch eine Anreicherung von Desmoglein 3 im Desmosom findet dann nicht statt (Fuchs et al.,
2019). Ein Knockdown von PKP1 verringert deutlich die mechanische Stabilitdt und verhindert
Hyperadhasion (Hatzfeld et al.,, 2017; Keil et al., 2016). Ein Knockout im Mausmodell hat
gezeigt, dass neben dieser deutlich verringerten mechanischen Stabilitdt auch die
Barrierefunktion von innen nach auBen gestort ist, sodass neugeborene Mause binnen 24 h
an den Folgen des Wasserverlustes versterben (Rietscher et al., 2016). Auch hier ist dies auf
eine Fehlregulation der Tight Junctions zuriickzufiihren (Rietscher, 2018). Im Menschen fiihren
Mutationen von PKP1 zu schweren Hautkrankheiten, darunter EDSFS (ectodermal dysplasia
skin fragility syndrome) (Hamada et al., 2002; McGrath et al., 1997; McMillan et al., 2003).
Neben der offensichtlichen Beteiligung an der Zell-Zell-Adhéasion, wurden aber noch weitere
Eigenschaften von PKP1 beschrieben. Beispielsweise lokalisiert PKP1 im Nukleus. Es existiert
sogar eine unterreprasentierte Splicevariante, die bisher ausschlieflich dort und nicht in
Desmosomen nachgewiesen wurde (Schmidt et al., 1997). Jedoch ist die genaue Funktion

nicht geklart, wobei wahrend der Apoptose eine starke Abwanderung aus dem Kern
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beobachtet wird und daher ein méglicher Zusammenhang mit dem Uberleben der Zellen
diskutiert wird (Weiske et al., 2001; Sobolik-Delmaire et al., 2010). Des Weiteren werden auch
Effekte auf die Translation beschrieben (Wolf et al., 2010; Wolf und Hatzfeld, 2010) und der
Einfluss von PKP1 auf den Wnt-Signalweg wird untersucht (Miyazaki et al., 2016). PKP1 selbst
wird unter anderem Uiber Phosphorylierungen reguliert, so verandert sich das Verhaltnis vom
desmosomalen zum zytoplasmatischen Pool in Abhangigkeit der Modifizierung (Hatzfeld et al.,
2014). In diesem Zusammenhang konnte beispielsweise gezeigt werden, dass
insulinabhangige Phosphorylierung von PKP1 durch Akt2 zu reduzierter Zell-Zell-Adhasion und
erhohter Proliferation fiihrt (Wolf et al., 2013).

PKP2 ist die dominante Isoform des Herzmuskels (Gandjbakhch et al., 2011). Fehlfunktionen
bzw. die Abwesenheit dieses Proteins fihren daher zu Herzleiden, wie arrhythmogene
rechtsventrikuldare Kardiomyopathie (Antoniades et al., 2006; van Tintelen et al., 2006).
Knockout-Versuche im Mausmodell sind in der Embryonalphase letal, was ebenfalls auf Fehler
in der Herzregulation zuriickzufiihren ist (Grossmann et al., 2004). In der humanen Epidermis
ist PKP2 hauptsachlich in der Basalschicht, aber zum Teil auch im Stachelzellenepithel
exprimiert (Dubash und Green, 2011). In der Maushaut ist es auf Proteinebene nicht
nachweisbar. Uber die N-terminale Kopfdoméne interagiert es mit diversen desmosomalen
Proteinen, wie Desmoplakin, Plakoglobin, Desmoglein 1-2 und Desmocollin 1-2, aber auch
Interaktionen mit B-Catenin und Keratin sind beschrieben (Chen et al., 2002; Hofmann et al.,
2000). Hierbei hat PKP2 auch regulatorische Eigenschaften. So konnte gezeigt werden, dass
eine gleichzeitige Bindung von Desmoplakin und PKCa zur Phosphorylierung von Desmoplakin
fiihrt, wodurch DSP verstirkt ins Desmosom integriert wird (Bass-Zubek et al., 2008). Ahnlich
wie PKP1 kann auch PKP2 im Nukleus nachgewiesen werden (Mertens et al., 1996). Dort
kommt es zur Interaktion mit der groflen Untereinheit der RNA-Polymerase lll, jedoch ist noch
unklar, was dies bewirkt (Mertens et al., 2001). Die Translokation in den Kern wird Gber eine
Phosphorylierung am Serin 82 durch die Kinase C-TAK 1 reguliert. Es kommt daraufhin zur
Interaktion von PKP2 mit 14-3-3 Proteinen (konservierte, regulatorische Proteine siehe Fu et

al., 2000), wodurch PKP2 auRerhalb des Nukleus bleibt (Mdiller et al., 2003).

PKP3 ist in der Epidermis relativ gleichmaRig exprimiert (Dubash und Green, 2011). Neben der
Bindung am Desmosom existiert auch ein vergleichsweise groRRer zytoplasmatischer Pool und

im Gegensatz zu den anderen Plakophilinen konnte bisher keine offensichtliche
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Kernlokalisation gezeigt werden (Schmidt et al., 1999). PKP3 bindet (iber die Kopfdomane, mit
Ausnahme der anderen Plakophiline, quasi alle desmosomalen Proteine (Bonné et al., 2003).
Es wird angenommen, dass es fiir den Aufbau des zytoplasmatischen Teils der Desmosomen
zustandig ist und durch die Interaktion mit der Rap1l-GTPase ebenfalls eine Rolle fiir die
Reifung der herkdmmlichen Adharenzverbindungen hat (Todorovic et al., 2014; Hogan et al.,
2004). Jedoch sind Desmosomen, die PKP3 enthalten, deutlich dynamischer und weniger
hyperadhasiv (Keil et al., 2016). Der Knockout von PKP3 im Mausmodel zeigt einen deutlich
milderen Phanotyp, als bei den anderen PKPs. So sind die PKP3-Null-Mause lebensfahig,
zeigen aber vermehrte Entziindungsreaktionen und milde Stérungen in der Haut und
Haarregulation (Sklyarova et al., 2008). Es wird angenommen, dass die anderen Plakophiline
den PKP3 Verlust zum Teil kompensieren kénnen (Neuber et al., 2010). Dennoch konnte in
verschiedenen Krebsarten sowohl erhdhte als auch verringerte Expression von PKP3
beobachtet werden (Breuninger et al., 2010; Demirag et al., 2011; Demirag et al., 2012; Kundu
et al.,, 2008). Zudem konnte gezeigt werden, dass posttranslationale Modifizierungen von
PKP3 deutlich Einfluss auf die Desmosomen nehmen und durchaus gegensatzliche Effekte
haben. So fuhrt EGF (epidermal growth factor)-abhangige Phosphorylierung von PKP3 an den
Serinen 134/135 durch RSKs (ribosomale S6 Kinase) zu verstarkter Lokalisation von PKP3 an
die Desmosomen (Miiller et al., 2020), wahrend Phosphorylierung von Tyrosin 195 lber die
Src-Kinase zu einem Verlust von PKP3 an den Desmosomen fiihrt (Neuber et al., 2015). Neben
dem Einfluss auf Zell-Zell-Kontakte konnte fur PKP3 auch ein Effekt auf die
posttransskriptionelle Genregulation beobachtet werden, indem es mit RNA-Bindeproteinen
interagiert, wie beispielsweise dem Poly (A)-Bindeprotein 1 (PABPC1), dem fragile-X-related-
Protein (FXR1) und dem ras-GAP-SH3-Bindeprotein (G3BP) (Hofmann et al., 2006).

Plakophilin 1

Plakophilin 2

Plakophilin 3 —-Imli’\\

Abb. 5 Struktur der Plakophiline (Hatzfeld, 2007; Choi und Weis, 2005a)

Links sind die Plakophiline schematisch dargestellt. Rechts ist die Struktur der Armadillo-Repeat-
Domanen von PKP1 in Cartoondarstellung PDB:1XM9 gezeigt. Die einzelnen Armadillo-Repeat-

Domaénen sind farblich gekennzeichnet.



1.1.2.4. Desmocollin (Dsc) und Desmoglein (Dsg)

Die desmosomalen Cadherine sind fiir die Verkniipfung der Desmosomen zweier Zellen {iber
den extrazellularen Raum zustandig. Es sind vier Desmogleine (Dsg) und drei Desmocollin (Dsc)
Isoformen beschrieben worden. Von letzteren existieren jeweils die Splicevarianten a und b,
wobei Variante b ein Teil der zytoplasmatischen Domadne fehlt. In der Epidermis sind die
desmosomalen Cadherine unterschiedlich exprimiert. So sind Dsgl, 4 und Dscl am starksten
in der Kornerzellschicht exprimiert und Dsg2, 3 und Dsc2, 3 am starksten in der Basalschicht
(Dubash und Green, 2011) (Abb. 2a). Strukturell sind sie wie folgt aufgebaut: N-terminal liegen
die flinf extrazelluldaren Domanen (EC1-5), gefolgt von der Transmembrandomane (TM), der
intrazellularen Ankerdomane (lA) und der intrazellularen Cadherin-like Sequenz (ICS) (Chidgey
und Garrod, 2016). Desmogleine haben eine deutlich ldngere zytoplasmatische Domane als
Desmocolline und herkdmmliche Cadherine. So folgt bei ihnen nach der ICS eine interzellulare
prolinreiche Linkerdomane (IPL), eine Repeat Unit-Domdne (RUD) und mit Ausnahme von
Dsg3 eine Desmoglein-terminale-Domane (DTD). Die Anzahl der Repeats in der RUD variiert je
nach Dsg-lIsoform (Chidgey und Garrod, 2016) (Abb.6). Die Interaktionen im extrazellularen
Raum finden, dhnlich wie bei herkdmmlichen Cadherinen, liber die hydrophobe Seitenkette
eines konservierten Tryptophans (Trp2) der EC1-Domane statt (Nie et al., 2011; Tariq et al.,
2015). Hierbei kommt es aber nahezu nur zur Ausbildung von Dsg-Dsc-Heterodimeren, da
einzelne, geladene Aminosauren die Ausbildung von Homodimeren unterbinden (Harrison et
al.,, 2016). Die einzelnen Isoformen der desmosomalen Cadherine haben unterschiedliche
Bedeutung fiir die Haut, wie man an den Folgen von Knockout-Versuchen sieht. Der Verlust
von Dsg2 und Dsc3 ist letal in der Embryonalphase (Eshkind et al., 2002; Den et al., 2006),
wahrend der Knockdown von Dsc2 keine offensichtlichen Phanotypveranderungen hervorruft
(Rimpler, 2014). Knockout von Dscl fuhrt zu lebensfahigen Tieren, jedoch mit entziindeter,
fragiler, schnell proliferierender Haut und Haarausfall (Chidgey et al., 2001). Der Verlust von
Dsg4 hat maRgeblichen Einfluss auf die Regulation des Haarwachstums (Kljuic et al., 2003;
Zhang et al., 2008) und der Knockout von Dsg3 fuhrt zur Blasenbildung in der Haut und
ebenfalls zu Haarausfall (Koch et al., 1997). Zu Dsgl liegen dahingehend bisher keine Daten
vor, da in der Maus drei Gene (DSG1la, b, c) existieren, die deletiert werden mdssten.
Fehlfunktionen der desmosomalen Cadherine fihren auch beim Menschen oft zu schweren

Haut- oder Herzkrankheiten. Eine der bekanntesten ist pemphigus vulgaris, eine
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Autoimmunerkrankung, die sich meist gegen Dsgl und/oder Dsg3 richtet (Walter et al., 2019).
Es kommt zu schwerer Blasenbildung und Entziindung der Haut, die tédlich enden kann (Porro
et al., 2019; Spindler und Waschke, 2014). Dsgl hat vor einigen Jahren an Aufmerksamkeit
gewonnen, da gezeigt werden konnte, dass es inhibierend auf den EGF-Rezeptor (EGFR) wirkt
und somit Differenzierung fordert (Getsios et al., 2009). Fir die Desmogleine wurde auch ein
regulatorischer Einfluss der PKCs beschrieben (Denning et al., 1998), der fiir die Motilitat und

Metastasierung von Krebszellen von Bedeutung sein kann (Brown et al., 2014).

Trp2 T“ Dsc ‘a’
[ EC1 [ EC2 | Ec3 | Ec4 [ECE

Dsc ‘b’
Trp2
| v A ICS IPL RUD  DTD
[ ECH [ EC2 [ EC3 [EC-{ IECE : | e} | Dsg

DSCR

Abb. 6 Struktur der desmosomalen Cadherine

Dargestellt sind die Domanen der desmosomalen Cadherine: EC steht dabei fiir die extrazellularen
Domaénen, IA fir intrazellulare Ankerdomane, ICS fir intrazellulare Cadherin-like-Sequenz, IPL fir
interzellulare prolinreiche Linkerdomane, RUD fiir Reapet-Unit-Domane, DTD fiir Desmoglein-
terminale-Domane, TM fir Transmembranbereich und DSCR fiir Desmoglein-spezifische

zytoplasmatische Region.

1.2. MAP Kinase und AKT Signaling

Wie in den vorherigen Kapiteln erwahnt wurde, werden die Desmosomen (iber verschiedene
Signalwege reguliert und nicht selten sind die einzelnen desmosomalen Proteine Ziel von
posttranslationalen Modifizierungen, wie Phosphorylierungen. Jedoch sind bis heute noch
nicht alle Zusammenhange und Funktionen geklart. Die meisten Kinase-Kaskaden werden als
Reaktion auf Verletzung, Stress oder durch Wachstumsfaktoren aktiviert. Hierrliber werden
unzihlige Prozesse kontrolliert, die die Funktionalitit und das Uberleben von Geweben
gewahrleisten, darunter beispielsweise Proliferation, Differenzierung, Apoptose und
Wundheilung. An der Entwicklung und Regulation der Epidermis sind verschiedene

Wachstumsfaktoren beteiligt, darunter der epidermal growth factor (EGF), der insulin-like
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growth factor (IGF), bzw. Insulin selbst, der transforming growth factor (TGF) und der
keratinocyte growth factor (KGF) (Carpenter et al., 1986; Edmondson et al., 2003; Lawrence,
1996; Yen et al., 2014). Uber die Basalmembran kommt es zum Austausch von
Wachstumsfaktoren zwischen der Dermis und der Epidermis. Sie binden dann an
extrazelluldare Rezeptoren, wodurch die Kinase-Kaskaden aktiviert werden. Zwei komplexe
Signalwege sind hier von besonderer Bedeutung, der MAP-Kinase- (mitogen aktivierte
Protein) (Guo et al., 2020) und der Akt-Kinase- (Protein Kinase B) Signalweg (Manning und
Toker, 2017) (Abb.7).

Der MAP-Kinase-Signalweg ist malgeblich an der Regulation von Proliferation,
Differenzierung, Zelltod/Uberleben und Stressantworten beteiligt (Keshet und Seger, 2010;
Sabio und Davis, 2014; Eckert et al., 2002). Die Kaskade besteht aus einer Serie von Kinasen,
die jeweils ihre entsprechenden Downstream-Kinasen phosphorylieren und aktivieren, bis hin
zur eigentlichen mitogen-aktivierten Protein-Kinase (MAPK), die ihrerseits ein breites
Spektrum an weiteren Kinasen aktivieren kann. Je nach Position oberhalb der MAPK spricht
man von MAP-Kinase-Kinase (MAPKK) oder MAP-Kinase-Kinase-Kinase (MAPKKK) usw.
Unterhalb MAPK spricht man von MAPK-aktivierten Protein-Kinasen (MAPKAPK) (Qi und Elion,
2005). Es existieren vier unterschiedliche MAPKs mit entsprechenden, unterschiedlichen Up-
und Downstream-Kinasen und unterschiedlichen Effekten auf die Zelle. Dies sind die
extrazellular-Signal-regulierte Kinase (ERK1/2), beteiligt an Wachstum, Differenzierung,
Zelliiberleben und Entwicklung, die c-Jun-N-terminale Kinase (JNK), die p38 MAPK, beide
beteiligt an Immunantwort, Apoptose, Wachstum und Differenzierung und ERKS5, beteiligt an
Wachstum, Differenzierung und Entwicklung (Morrison, 2012). Da fiir diese Arbeit der ERK1/2-
MAPK-Signalweg eine Rolle spielen wird, wird dieser im Folgenden genauer beschrieben.
Upstream von ERK befinden sich die Enzyme MEK (MAPKK) und Raf (MAPKKK). Die Aktivierung
von Raf ist vergleichsweise kompliziert. Sie ist abhadngig von PKC und Src-bedingter
Phosphorylierung, sowie der Bindung an das G-Protein Ras (Terrell und Morrison, 2019;
Stokoe und McCormick, 1997; Schonwasser et al., 1998; Corbit et al., 2003). Die Aktivierung
der GTPase Ras wird Uber die Rezeptor-Tyrosin-Kinase EGFR (epidermal growth factor
receptor) mediiert (Margolis und Skolnik, 1994), welche tGber Stimulation der Phospholipase C-
v (PLCy) auch aktivierend auf die PKCs wirkt (Ullrich und Schlessinger, 1990). Entsprechend
lasst sich der MAPK-Kinase-Signalweg Gber den Wachstumsfaktor EGF aktivieren (Carpenter

und Cohen, 1990). Downstream von ERK existieren unzahlige Targets, darunter ribosomale
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S6-Kinasen (RSK), mitogen- und stressaktivierte Kinasen (MSK) und Phospholipase A2 (Unal et
al., 2017; Wortzel und Seger, 2011). Verstarkte oder dauerhafte Aktivierung bzw.
Fehlregulation dieses Signalweges haben schwerwiegende Folgen und gehen meistens mit

Krebs einher (Dhillon et al., 2007; McCubrey et al., 2007).

Ebenso von groRer Bedeutung ist der Akt (PKB) Signalweg. Er spielt eine zentrale Rolle im
Glucose-Metabolismus, in der Proliferation und der Regulation des Zelliberlebens bzw. der
Apoptose (Fresno Vara et al., 2004). Es sind drei Isoformen in Sdugetieren beschrieben worden.
Akt1 ist ubiquitar exprimiert, Akt2 in insulinsensitivem Gewebe und Akt3 am hoéchsten im Hirn
und den Hoden (Franke, 2008). Sie zeigen eine hohe Homologie zu den PKCs (Bellacosa et al.,
1993). lhre Aktivierung verlauft Gber die Stimulation von Rezeptor-Tyrosinkinasen und G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren, wodurch Phosphoinosid-3-Kinasen (PI3K) an die Membran
rekrutiert und aktiviert werden. Hierdurch entsteht Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat
(PIP3). Durch Bindung von PIP3 an die Phosphoinositid-abhangige Kinase 1 (PDK1) wird diese
stimuliert (Vanhaesebroeck et al., 2010). Es kommt zur Phosphorylierung von Akt an den
konservierten Motiven T308 und S473 (Nummerierung Aktl), wodurch dieses bei
gleichzeitiger Interaktion mit PIPs aktiv wird (Alessi et al., 1997). Potente Aktivatoren dieses
Signalweges sind Insulin und der Insulin like Growth Factor 1 (IGF-1) (Alessi et al., 1996a).
Downstream von Akt sind (iber hundert verschiedene Enzyme bekannt, die phosphoryliert
werden, wobei dies abhangig vom Protein sowohl eine aktivierende als auch eine
deaktivierende Wirkung haben kann (Manning und Cantley, 2007). Darunter befinden sich
beispielsweise  die  Glykogen-Synthase-Kinase-3 (GSK3), die  Forkhead-Box-O-
Transkriptionsfaktoren (FoxO) und der Tumorsuppressor Tuberin (TSC2), wodurch der am
Zellwachstum beteiligte mTOR-Komplex aktiviert wird (Brunet et al., 1999; Cross et al., 1995;
Inoki et al., 2002).

Obwohl die ERK und Akt Signalwege dhnliche Mechanismen der Aktivierung nutzen und sich
einige Targets liberschneiden, wirken sie dennoch inhibierend aufeinander. Daher wird auch
bei PKC-Stimulation und einhergehender MAPK-Aktivierung eine Deaktivierung von Akt
beobachtet (Mendoza et al., 2011; Lu et al., 2011; Khamaisi et al., 2016).
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Abb. 7 Vereinfachtes Schema des MAPK- und Akt-Signalwegs
Dargestellt ist die vereinfachte Signaltransduktion des ERK- und des Akt-Signalweges in Abhangigkeit
von EGF- und Insulinstimulation. Zuséatzlich sind der Einfluss der klassischen und novel PKCs, sowie
publizierte desmosomale Targets dargestellt. DAG steht fiir Diacylglycerin, ein Aktivator der PKCs.
Diese Abbildung wurde mittels BioRender.com (2021) erstellt.

1.3. Protein-Kinase C (PKC)

PKCs wurden erstmalig als Enzyme beschrieben, die Histone phosphorylieren (Inoue et al.,
1977; Takai et al.,, 1977). Seitdem haben sie stetig an Bedeutung gewonnen. Durch PKC-
abhangige Phosphorylierung werden diverse Signalkaskaden aktiviert, die Einfluss auf
beispielsweise Differenzierung, Proliferation, Apoptose, Immunantwort und Hirnaktivitat
nehmen (Callender und Newton, 2017; Black und Black, 2013; Reyland, 2009). Bei vielen
Krankheiten bzw. gesundheitlichen Beeintrachtigungen wird der Einfluss der PKCs untersucht,
darunter auch Diabetes (Geraldes und King, 2010) und Herzinfarkte (Singh et al., 2017b).
Gerade auch in der Krebsforschung spielt das Verstandnis der PKC-Regulation eine essentielle

Rolle (Garg et al., 2014; Kang, 2014).

Die Familie der PKCs umfasst 10 Isoenzyme und gehort zu der Gruppe der AGC-Kinasen

(benannt nach Proteinkinase A, G und C), wie beispielsweise auch PKBs (Akt), PKNs, RSKs und
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die PDK1. Sie zeichnen sich durch ihre konservierte katalytische Doméane aus, welche mit Hilfe
von ATP Serin- und Threonin-Reste in Gegenwart von Arginin und/oder Lysin phosphoryliert.
Wichtig ist, dass sich Arginin oder Lysin hierfiir an der -2 oder -3 Position befindet. Es existieren
funf Konsensusmotive, die maRgeblich von PKCs erkannt werden: [R/K]X[S/T];
[R/KI[R/KIX[S/TI]; [R/KIXX[S/T]; [R/KIX[S/TIIR/K] und [R/KIXX[S/TIX[R/K] (Kang et al., 2012).
Alle PKCs haben aulRerdem eine N-terminale regulatorische Domane. Diese beinhaltet einen
autoinhibitorischen Pseudosubstrat-Bereich (Konsensusmotiv in dem S/T durch Alanin (A)
ersetzt ist), der das Enzym in einer inaktiven Konformation halt und die sogenannten C-
Module, welche fir die Aktivierung und die Lokalisation, also beispielsweise die Bindung an
die Plasmamembran, zustandig sind (Hurley, 2006). Anhand der regulatorischen Doméne
lassen sich die PKCs in drei Unterfamilien aufteilen: Die herkbmmlichen/klassischen PKCs (o
B1; B2; y), die neuen/novel PKCs (8; €; n; 6) und die atypischen PKCs (¢; /A) (Abb.8). Die
klassischen PKCs haben die Module C1A und C1B, welche eine Aktivierung lber Diacylglycerin
(DAG) und Phorbolester (Zhang et al., 1995) ermdglichen und das C2-Modul, welches
anionische Lipide in Abhangigkeit von Calcium bindet. Eine Aktivierung der klassischen PKCs
(cPKC) bendtigt entsprechend DAG und Calcium. Die novel PKCs (nPKC) haben ebenfalls die
C1A- und C1B-Module, jedoch ist ihr C2-Modul calciumunabhangig, sodass zur Aktivierung der
novel PKCs lediglich DAG bendtigt wird. Die atypischen PKCs (aPKC) haben ein C1-Modul,
welches statt DAGs Phosphatidylinositol bindet und ein Protein-Protein-Interaktions-Modul,
welches mit Phox- und Bem1- (PB1) Domanen interagiert. Das C2-Modul ist nicht vorhanden.
Entsprechend sind atypische PKCs weder abhangig von Calcium, noch durch DAG aktivierbar
(Steinberg, 2008; Newton, 2010). Zur Aktivierung der PKCs ist, mit Ausnahme von PKC§ (Liu et
al., 2006), auRerdem noch eine Phosphorylierung im sogenannten Activation Loop (AL)
notwendig. Dieser befindet sich im C-terminalen Bereich der Kinase-Domane (Freeley et al.,
2011). Dahinter befinden sich das Turn-Motiv (TM) und das hydrophobe Motiv (HM). Je nach
Isoform ist zusatzlich auch die Phosphorylierung eines dieser Motive fiir die Aktivitat
notwendig (Freeley et al., 2011). Nach Aktivierung der PKCs kommt es oftmals zu einer
Abspaltung der regulatorischen Doméne, was zu einer Daueraktivitat fihrt (Kishimoto et al.,
1989). Haufig wird die Phosphorylierung des AL, TM oder HM als Marker fir PKC-Aktivitat
genutzt. Das ist jedoch nicht ideal, da (A) auch inaktive PKC phosphoryliert wird, bzw. eine

Phosphorylierung nicht zwangslaufig bedeutet, dass die PKC auch aktiviert wird, (B) eine
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Dephosphorylierung von aktiver PKC nicht zwangsweise zu einer Inaktivierung fiihrt und (C)

der Effekt der einzelnen Motive sehr unterschiedlich je nach Isoform ist (Freeley et al., 2011).
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Abb. 8 Struktur der PKC-Unterfamilien

Oben wird die Struktur der unterschiedlichen PKC-Isoenzyme gezeigt. Die Pseudosubstratregion (PS)
ist griin, die C1 Domane rot, die C2 Domane gelb, die Kinase-Domane tiirkis und die PB1-Domane lila
dargestellt. Links unten ist vereinfacht die Aktivierung der cPKCs dargestellt. DAG steht fir
Diacylglycerin. Rechtsunten sind die C1B, die C2 und die Kinase-Domane in Ribbon-Ansicht prasentiert.
Bindepartner sind lila dargestellt (Steinberg, 2008).

Die einzelnen PKC-Isoformen sind auf unterschiedliche Weise an verschiedenen Prozessen
beteiligt. Sie wirken dabei aber oft entgegengesetzt und so sind auch viele widerspriichlich
erscheinende Erkenntnisse publiziert worden (Black und Black, 2013). Allgemein fihrt die
Aktivierung der Isoformen Alpha, Epsilon, Zeta und lota/Lambda in den meisten Fallen zu
verringertem Zellsterben, wahrend PKCS Apoptose induziert (Reyland, 2009). Mit Ausnahme
von PKCy sind alle Isoformen an der Regulation von T-Zellen beteiligt (Koretzky et al., 1989),
wobei PKCO dabei eine besonders wichtige Rolle einzunehmen scheint (Berry und Nishizuka,
1990; Freeley und Long, 2012; Wang et al., 2012). PKCy ist hingegen hauptsachlich im Gehirn
und anderen neuronalen Geweben von groBer Bedeutung (Cardell et al., 1997; Saito und Shirai,

2002).
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1.3.1. Regulation der PKCs

Klassische und novel PKCs lassen sich allgemein (ber ihr C1-Modul mittels DAGs,
Phorbolestern und Phosphatidylserinen aktivieren (Nishizuka, 1988). Je nach Art der
Aktivierung, kann es Unterschiede im Phosphorylierungsmuster der Substrate geben
(Robinson, 1992). In-vivo spalten Phospholipase-C-Enzyme, nach Aktivierung Giber G-Proteine
oder Rezeptor-Tyrosin-Kinasen, wie dem EGF-Rezeptor (EGFR), Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat in Inositoltriphosphat und Diacylglycerin, wodurch es zur Aktivierung der c- und
nPKCs kommt (Kadamur und Ross, 2013). Der bekannteste und meist verwendete, artifizielle
Aktivator ist der Tumor-Promoter Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA), er wird oft auch als
12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetat (TPA) bezeichnet (Castagna et al., 1982). Vor kurzem
wurde von der Entdeckung eines fiir PKC6 selektiven Aktivators 7a-acetoxy-68-benzoyloxy-
12-0O-benzoylroyleanon (Roy-Bz) berichtet (Bessa et al., 2018). Atypische PKCs sind hingegen
generell Gber Phosphatidylinositol und somit indirekt Gber Insulinstimulation aktivierbar

(Velnati et al., 2021; Beeson et al., 2003; Standaert et al., 2001).

Zur Inhibierung der PKCs sind diverse kleine Molekiile beschrieben worden. Jedoch wurde fiir
die wenigsten der Effekt fir alle Isoformen bestimmt (siehe Anhang Tab. A1) (Ringvold und
Khalil, 2017). Es gibt verschiedene Mdoglichkeiten die PKCs zu hemmen. Beispielsweise kann
die ATP- oder Substrat-Bindung unterbunden, die katalytische Domane geblockt oder die
Offnung der regulatorischen Domane verhindert werden. Wihrend es einige Inhibitoren gibt,
die potentiell alle PKC-Isoformen inhibieren (Sotrastaurin, Staurosporin) (Evenou et al., 2009;
Wagner et al., 2009; Tamaoki et al., 1986), gibt es nur wenige, die wirklich spezifisch fir eine
Isoform sind. Mit G66976, CGP53353, GF109203X und Ly379196 existieren Substanzen, die
vergleichsweise gut auf Vertreter der klassischen PKCs wirken (Chalfant et al., 1996; Martiny-
Baron et al., 1993; Slosberg et al., 2000; Toullec et al., 1991), aber fiir die novel PKCs gibt es,
mit Ausnahme der Inhibitoren fiir PKCO (Tumey et al., 2009; Niu et al., 2009) und den
peptidbasierten Verbindungen KCel2 und KCel6 fir PKCe (Shafrir et al., 2006; Yonezawa et
al., 2009), keine Substanzen, die sie von klassischen PKCs unterscheiden kénnen. Fiir PKC6
wurde zwar der ,,selektive” Inhibitor Rottlerin beschrieben und oft verwendet (Gschwendt et
al., 1994). Jedoch konnte gezeigt werden, dass die Spezifitat dieser Verbindung nicht gegeben

ist und es wurde seither davon abgeraten diesen Inhibitor zu verwenden (Soltoff, 2007).
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1.3.2. PKCs in der Haut

Anfanglich galt PKCa als die einzig bedeutende PKC-Isoform in der Haut. Im Laufe der Zeit
konnten aber weitere Isoformen nachgewiesen werden, wobei gerade die Isoformen Delta,
Epsilon, Eta und Zeta deutlich an Bedeutung gewannen (Hirabayashi et al., 1990; Wang et al.,
1993; Osada et al., 1990; Helfrich et al., 2007; Basu, 2019; Papp et al., 2003).

PKCa assoziiert vorwiegend mit dem Keratinzytoskelett und den desmosomalen Zell-
Zellkontakten (Jansen et al., 2001). Es wird angenommen, dass PKCa eine wichtige Rolle bei
der Differenzierung, Wundheilung, Adhdsion und Tumorgenese spielt (Lee et al., 1998; Matsui
et al., 1992; Singh et al., 2017a; Singh et al., 2017b). Auch bei Entzindungsreaktionen ist der
Einfluss von PKCa gezeigt worden, so kommt es beispielsweise bei einer Uberexpression zur
verstarkten Expression von proinflammatorischen Mediatoren (Wang und Smart, 1999).
Durch Stimulation mittels EGF und HGF (hepatocyte growth factor) kommt es zur
Translokation an die Plasmamembran (Sharma et al., 2005). In diesem Zusammenhang kann
bei gleichzeitiger Uberexpression eine verstiarkte und bei Knockdown eine verlangsamte
Wundheilung beobachtet werden (Sharma et al.,, 2007). Oft wird eine entgegengesetzte
Wirkung zu PKC6 beschrieben und man geht zur Zeit von einer Apoptose-verhindernden
Wirkung von PKCa aus (Michie und Nakagawa, 2005). Auf Desmosomen bezogen wurde
beschrieben, dass die PKCa-abhdngige Phosphorylierung von DSP zu einem Adhasionsverlust
und einer Destabilisierung fuhrt (Kroger et al., 2013), dieser Effekt wird deutlich durch die

Abwesenheit von Keratin 5 begiinstigt (Loschke et al., 2016).

PKC& ist an Zellwachstum, Differenzierung, Migration und Apoptose beteiligt (Li et al., 2002;
Heit et al., 2001; Dietrich et al., 2001). So fiihrt beispielsweise die Aktivierung von PKC& zu
einer Translokalisation in verschiedene Bereiche, die z.B. im Falle einer Wanderung zum Kern,
inhibierend flr das Zellwachstum wirkt (Heit et al., 2001). In epidermalen Basalzellen kommt
es hingegen zur Interaktion mit den Hemidesmosomen, wodurch es zu einem
Adhasionsverlust kommt, der wiederum Wundheilung beglinstigt (Alt et al., 2001). PKC6
funktioniert auRerdem maRgeblich als Tumorschutzmechanismus. UV-bedingte Apoptose der
Hautzellen wird beispielsweise durch konstitutiv aktive PKC6 (Abspaltung der regulatorischen
Domaéne) bedingt (Fukunaga et al., 2001; Denning et al., 2002). Des Weiteren wird der MAP-
Kinase-Signalweg (MEK/ERK/RSK) Gber PKCS aktiviert (Ueda et al., 1996) und zusammen mit

PKCn spielt er (ber Regulation der p38-MAPK eine wichtige Rolle in der
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Keratinozytendifferenzierung (Denning, 2010). PKCS selbst wird (iber Src-Signaling reguliert,
indem es zu Tyrosinphosphorylierungen kommt. Jedoch existieren sowohl Publikationen, die
einen aktivierenden (Li et al., 1994), als auch welche, die einen inhibierenden Effekt (Denning

et al., 1993; Joseloff et al., 2002) beschreiben.

PKCn ist besonders hoch in der Epidermis, vor allem in der Stachelzellschicht (stratum
spinosum) exprimiert. Innerhalb der Zellen lokalisiert es vorwiegend im perinukledren Bereich
und am rauen endoplasmatischen Retikulum. (Chida et al., 1994). PKCn Uberexpression in
Keratinozyten fuhrt zum Stopp des Zellzyklus in der G1-Phase (G1 arrest) indem es an den
CyclinE/cdk2/p21-Komplex bindet und die cdk2- (cyclin dependent kinase 2) Kinaseaktivitat
inhibiert (Kashiwagi et al., 2000). Es leitet auBerdem Differenzierung tber die Aktivierung der
Transglutaminase 1 und Involucrin ein (Kashiwagi et al., 2002; Denning, 2010). Zusatzlich
kommt es zur Aktivierung des Fyn-Signalweges und zu verringerter Expression des EGF-
Rezeptors (EGFR) (Cabodi et al., 2000). Durch das Fehlen von PKCn kommt es zu erhdhter
Karzinogenese, entsprechend scheint PKCn eine tumorunterdriickende Wirkung zu haben

(Kashiwagi et al., 2002).

PKCe wird in Keratinozyten hauptsachlich mit Proliferation und Differenzierung in Verbindung
gebracht. Jedoch ist die genaue Wirkung groRtenteils noch unbekannt. Bekannt ist aber, dass
PKCe mit der Raf-1 Kinase interagiert und damit die Produktion von Wachstumsfaktoren
induziert (Ueffing et al., 1997) und generell fiir MAP-Kinase-Aktivierung von Bedeutung ist
(Hamilton et al., 2001). PKCe ist auBerdem Uber die Bindung an Intermediarfilamente und die
Phosphorylierung von Vimentin in Mechanismen der Zelladhasion und des Zellspreizens (Cell
Spreading) involviert (Berrier et al., 2000; Ivaska et al., 2005). Eine Uberexpression von PKCe
wirkt krebsfordernd (Li et al., 2005), fihrt aber auch zu erhéhter Wundheilung (Sharma et al.,
2007).

Fiir PKCT ist beschrieben, dass es an der calciumabhangigen Differenzierung beteiligt ist
(Nishikawa et al., 1997). Durch Interaktion mit Keratin 10 kommt es zur Deaktivierung von
PKCZ, was letztendlich zum Stopp des Zellzyklus fihrt (Paramio et al., 2001). Wahrend im
Gegensatz zu PKCi/A keine direkte Anreicherung von PKCT an den Tight Junctions gezeigt
werden konnte (Helfrich et al., 2007), scheint PKCZ dennoch eine wichtige Rolle bei der

Zellpolaritat zu haben (Suzuki et al., 2002; Parkinson et al., 2004).
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1.3.3. PKCs und Desmosomen

Allgemein gilt die Annahme, dass es durch die Aktivierung der PKCs zu einer Schwachung der
bestehenden Desmosomen kommt und somit die Zelladhasion verringert wird (Amar et al.,
1998), sie aber trotzdem zur Ausbildung neuer Desmosomen beitrdgt (van Hengel et al., 1997).
Gerade fiir Prozesse wie die Wundheilung spielt das eine bedeutende Rolle und der direkte
Einfluss der PKCs konnte in diesem Zusammenhang gezeigt werden (Thomason et al., 2012).
Schon frith wurde erkannt, dass PKCs die Desmosomen im calciumabhangigen Zustand halten
bzw. in diesen versetzen und Inaktivierung Calciumunabhangigkeit fordert. Sie sind somit ein
Regulator von Hyperadhéasion (Wallis et al., 2000; Kimura et al., 2007). Uber Inhibitorstudien
mittels G66976 erwies sich PKCa als bedeutend (Garrod et al., 2005). PKCa-abhangige
Phosphorylierung von humanem DSP am Serin 2849 stért die Interaktion zwischen DSP und
den Intermediarfilamenten und vermindert somit Desmosomenstabilitat (Stappenbeck et al.,
1994; Hobbs und Green, 2012). Jedoch fihrt sie gleichzeitig zu verstarkter
Desmosomenbildung durch Rekrutierung von DSP (Godsel et al., 2005), ein Effekt der liber
Interaktion von PKP2 mit PKCa und DSP mediiert wird (Bass-Zubek et al., 2008). Jedoch wird
PKP2 nicht in allen Desmosomen-bildenden Zellen exprimiert und es ist unbekannt, inwieweit
die anderen PKP-Isoformen PKP2 in diesem Zusammenhang ersetzen kénnen. Aber auch fir
PKP3 konnte eine Kolokalisation mit PKCa gezeigt werden, die mit einem Riickgang der Zell-
Zell-Adhéasion assoziiert wird (Keil et al., 2016). Insgesamt ist noch unklar, welche
desmosomalen Proteine direkt Ziel von PKC-abhangiger Phosphorylierung sind und obwohl
auch die novel PKCs an Keratinozytendifferenzierung und der Regulation von essentiellen
Signalwegen, wie des MAPK- und Akt-Signaling beteiligt sind, konnten direkte Effekte auf die
Desmosomen bisher nur tGber PKCa gezeigt werden (Adhikary et al., 2010). Entsprechend
wurde der Fokus in dieser Arbeit auf die Identifizierung desmosomaler PKC Targets und die

Bestimmung der beteiligten PKC-Isoformen gelegt.
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1.4. Fragestellung

Die Stabilitdit und Adhasion der Desmosomen werden unter anderem (Uber
Phosphorylierungen reguliert. Dies ist bedeutend fiir die Fahigkeit der Haut, auf dulere
Einflisse zu reagieren. Fir Wundheilung ist es beispielsweise notwendig, dass die
Desmosomen dynamischer und weniger adhasiv werden (Garrod et al., 2005). Die Familie der
PKCs scheint malRgeblich an dieser Regulation beteiligt zu sein. Jedoch ist der Einfluss auf die
einzelnen desmosomalen Proteine, sowie der Einfluss der unterschiedlichen PKC-Isoformen
bisher weitgehend noch unverstanden. Im Zuge dieser Arbeit soll daher systematisch
ergriindet werden, welche desmosomalen Proteine PKC-abhangig phosphoryliert werden,
welche PKC-lIsoform/en hierfir verantwortlich sind und welchen Effekt dies auf die

Desmosomen und deren Adhéasion hat.
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2. Material und Methoden

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Chemikalien von Applichem (Darmstadt,
Deutschland), Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland), Cayman Chemical (Ann Arbor, USA),
Selleckchem (Houston, USA), Sigma Aldrich (St. Louis, USA), Roche (Basel, Schweiz), Thermo
Fisher Scientific (Waltham, USA) und Merck (Darmstadt, Deutschland) erworben. SiPools
kamen von siTools Biotech (Planegg, Deutschland), Zell-Kultur-Medium wurde von PAN-
Biotech (Pasching, Osterreich) erworben. Plastik und Verbrauchsmaterialien, wie
Kulturschalen usw. kamen von VWR (West Chester, USA), BD Bioscience (San José, USA), TPP
(Trasadingen, Schweiz), und Corning (Tewksbury, USA). Das Blot-Papier wurde von Carl Roth
(Karlsruhe, Deutschland) und die Nitrozellulosemembranen von Whatman (Kent, UK) gekauft.

Verwendete Gerate und Software sind unter Anhang 6.3. verzeichnet.

2.1. Zusammensetzung der Puffer, Losungen und Medien:

Blot Puffer I: 0,3 M Tris/HCI; 20 % (V/V) Methanol; pH 10,4
Blot Puffer II: 25 mM Tris/HCI; 20 % (V/V) Methanol; pH 10,4
Blot Puffer lll: 25 mM Tris/HCl; 40 mM e-Aminocapronsaure; 20 % (V/V)

Methanol; pH 9,4

ECLA: 100 mM Tris/HCl; 25 mM Luminol; 0,4 mM Cumarinsaure;
pH 8,5

ECL B: 100 mM/Tris/HCl; 0,02 % H,0,; pH 8,5

Elektrophorese-Puffer: 25 mM Tris/HCl; 0,192 M Glycin; 0,1 % SDS; pH 8,3

High Calcium Medium (HCM): DMEM/Ham’s F12 (3,5/1,1); Calcium (1,2 mM); 10 % (V/V) FBS

Superior (Sigma Aldrich, St. Louis, USA); 1 mM Natriumpyruvat,
1 mM Glutamat; 0,18 mM Adenin; 0,5 pg/ml Hydroxycortison;
5 pg/ml Insulin; 10 ng/ml EGF; 100 pM Choleratoxin

Low Calcium Medium (LCM): DMEM/Ham’s F12 (3,5/1,1); Calcium (50 uM); 10 % (V/V) FBS
Superior (Sigma Aldrich, St. Louis, USA); 1 mM Natriumpyruvat,
1 mM Glutamat; 0,18 mM Adenin; 0,5 pg/ml Hydroxycortison;
5 pg/ml Insulin; 10 ng/ml EGF; 100 pM Choleratoxin
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Medium ohne Zusitze (serumfrei):

Mowiol:

MT Puffer:

PBS (10x):

PBSE (10x):

Ponceauldsung:

Reaktionspuffer Peptid-Chip-Array:

RIPA:

SDS-Probenpuffer (4x):

Stripping-Puffer:
Superscript-Puffer (5x):
TBS (10x):

TBST (10x):

Trizol

Wet-Blot-Puffer:

DMEM/Ham’s F12 (3,5/1,1)

5 % (m/V) Mowiol; 30 % (V/V) Glycerin; 0.25% (m/V)
1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan

100 mM PIPES; 2mM EDTA; 1 mM EGTA; 4 M Glycerin; 0,5 %
(V/V) Triton X-100; pH 6,9

1,35 M NaCl; 25 mM; KCl 10 mM KH;PO4; 100 mM Na;HPO4;
pH 7,4

1,35 M NaCl; 25 mM; KCI 10 mM KH,PO4; 100 mM Na;HPO4;
0,5 mM EDTA; pH 7,4

0,2 % Ponceau S; 3 % Trichloressigsaure; 3 % Sulfosalicylsaure

5 mM MOPS; 2,5 mM B-Glycerophosphat; 10 mM MgCly;
1 mM EGTA; 0,4 mM EDTA; 50 uM DTT; pH 7,2

150 mM NaCl; 1 % (m/V) NP-40; 0,5 % (m/V)
Natriumdesoxycholat; 0,1 % (m/V) SDS; 50 mM Tris pH 8
+ Phosphatase und Protease Inhibitoren: 0,2 mM NaF; 10
ng/ml Aprotinin; 20 ng/ml Leupeptin; 2 uM Pefablock® SC
(alternativ AEBSF); 1 mM NaVOs

250 mM Tris-HCI (pH 7,5); 8 % (m/V) SDS; 30 % (V/V) Glycerin;
10 % (V/V) B-Mercaptoethanol; 0,25 % (V/V) Bromphenolblau

0,2 M Glycin; 0,05 % (V/V) Tween-20; pH 2,5

250 mM Tris/HCl; 375 mM KCI; 15 mM MgCly; pH 8,3
100 mM Tris/HCl; 1 mM NaCl; pH 7,6

100 mM Tris/HCl; 1 mM NaCl; 1 % Tween-20; pH 7,6

0,8 M Guanidiniumisothiocyanat; 0,4 M Ammoniumthio-
cyanat; 0,1 M Natriumacetat pH 5; 5 % (V/V) Glyzerin; 48 %
(V/V) Aqua-Roti-Phenol

25 mM Tris/HCL; 0,192 M Glycin; 20 % Methanol; pH 8,3
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2.2. Zelllinien

Tab. 1 Zelllinien
Die MKZ-Desmoplakin-KO-Linie wurde von der AG Magin zur Verfligung gestellt. Alle weiteren Linien
wurden von Dr. R. Keil und Dr. K. Rietscher (AG Hatzfeld), wie von Rietscher, 2018 beschrieben,
generiert.

Alle verwendeten Zelllinien sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

Zelllinie

Herstellung

Literatur

MKZ Desmoplakin KO

Spontan immortalisierte
Mauskeratinozyten isoliert
aus DSP7- Maus

(Vasioukhin et al., 2001)

MKZ + GFP

Generiert aus lentiviraler
Transduktion von MKZ wt

(Rietscher, 2018)

MKZ PKP1 KO

Spontan immortalisierte
Mauskeratinozyten isoliert
aus PKP17- Maus

(Rietscher et al., 2016)

MKZ + PKP1-GFP

Generiert aus lentiviraler
Transduktion von MKZ wt

Dr. R. Keil (AG Hatzfeld)

MKZ + PKP3-GFP

Generiert aus lentiviraler
Transduktion von MKZ wt

Dr. R. Keil (AG Hatzfeld)

MKZ PKP3 KO

Spontan immortalisierte
Mauskeratinozyten isoliert
aus PKP37- Maus

(Sklyarova et al., 2008;

Keil et al., 2016)

MKZ PKP3 KO + PKP3-GFP

Generiert aus lentiviraler
Transduktion von MKZ PKP3
KO

(Rietscher, 2018)

MKZ PKP3 KO + PKP3
S92/93/95A-GFP

Generiert aus lentiviraler
Transduktion von MKZ PKP3
KO

Dr. R. Keil (AG Hatzfeld)

MKZ PKP3 KO + PKP3
S134/135A-GFP

Generiert aus lentiviraler
Transduktion von MKZ PKP3
KO

(Rietscher, 2018)

MKZ PKP3 KO + PKP3
$280/283/285A-GFP

Generiert aus lentiviraler
Transduktion von MKZ PKP3
KO

(Rietscher, 2018)

MKZ PKP3 KO + PKP3
S313/314A-GFP

Generiert aus lentiviraler
Transduktion von MKZ PKP3
KO

(Rietscher, 2018)

MKZ PKP3 KO + PKP3
S313/314E-GFP

Generiert aus lentiviraler
Transduktion von MKZ PKP3
KO

(Rietscher, 2018)

MKZ wt

Spontan immortalisierte
Mauskeratinozyten isoliert
aus Geschwistertieren der

PKP1** Maus

(Rietscher et al., 2016)
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2.3. Zellkultur

Zellen wurden auf mit Kollagen | beschichteten Schalen in LCM, bei 32 °C, 5 % CO, und 90 %
Luftfeuchtigkeit kultiviert. Zum Beschichten wurden 50 pg/ul Kollagen | in 0,02 M Essigsaure
auf die Schalen gegeben und diese fiir 30 min bei 37°C inkubiert. AnschlieRend erfolgte ein
zweimaliges Waschen mit PBS. Fiir alle Experimente wurden, sofern nicht anders angegeben,

Mauskeratinozyten der Passagen 20 bis 50 verwendet (MKZ-wt).

Zum Passagieren wurden die Zellen 1x mit PBS gewaschen und daraufhin mit 2 ml
Trypsinlésung (0,02 % Trypsin in PBSE) pro 10 cm? fiir 10 min bei 37 °C inkubiert. Daraufhin
wurden die Zellen durch vorsichtiges auf- und abpipettieren von der Schale gel6st und in ein
15 ml Grainer-Réhrchen mit 3 ml LCM pro 10 cm Schale Uberfiihrt. Es wurde bei 1500 rpm fir
3 min zentrifugiert und das Medium abgenommen. Die Zellen wurden in 1 ml LCM pro
eingesetzter Schale resuspendiert und im Verhaltnis 1:2 bzw. 1:3 ausgesat. Das Passagieren

erfolgte je nach Zelldichte alle 2 bis 3 Tage.

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden vor dem Aussaen 20 ul der Zellsuspension in 380 ul PBS
aufgenommen und durchmischt. 10 pl hiervon wurden auf eine Neubauer Zellzahlkammer
(Laboroptik; Friedrichshof; Deutschland) gegeben. Das Auszdhlen erfolgte mit Hilfe eines

Wilovert A -Mikroskops (Hund; Wetzlar, Deutschland).

Zum Einfrieren der Zellen wurde das Pellet nach Trypsinbehandlung in LCM + 10 % DMSO
resuspendiert, in Kryoréhrchen tGberfiihrt und bei -80 °Cin einem Isopropanol-Gefrierbehalter
eingefroren. Zum Auftauen der Zellen wurde die gefrorene Zellsuspension in 9 ml LCM pro ml
Zellsuspension aufgenommen und bei 1500 rpm fiir 3 min zentrifugiert. Das Medium wurde

abgenommen und die Zellen, wie oben beschrieben, ausgesat.

2.4. Stimulation durch PMA, EGF, Insulin

MKZ wurden in LCM ausgesat (50000 — 60000 Zellen pro cm? fiir Western-Blot (WB), 40000
Zellen pro cm? fur Immunfluoreszenz (IF)). Nach 24 h erfolgte ein Mediumwechsel zu HCM.
Die Zellen wurden je nach Experiment fiir 24 bis 72 h in HCM kultiviert. Daraufhin wurden sie
entweder 2x mit PBS gewaschen und fir 4 h mit Medium ohne Zusdtze inkubiert

(Serumentzug) oder direkt mittels PMA (1 uM), EGF (100 ng/ml) bzw. Insulin (5 pg/ml)
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stimuliert. Wenn nicht anders angegeben, betrug die Stimulationsdauer 15 min. Bei

gleichzeitiger Behandlung mit Inhibitoren wurde der jeweilige Inhibitor vorgelegt.

2.5. Inhibierung und EGTA Behandlung

MKZ wurden wie in 2.3. beschrieben in LCM ausgesat und nach 24 h fiir die entsprechende
Zeit in HCM kultiviert, daraufhin wurde der jeweilige Inhibitor (geldst in DMSO) fiir eine bzw.
zwei Stunde/n hinzugegeben. Die Konzentration der Inhibitoren im Medium war dabei wie in
Tab. 3 angegeben. Als Kontrolle wurde DMSO, entsprechend der mit den Inhibitoren
zugesetzten DMSO-Menge, verwendet. Die EGTA Behandlung 1 bzw. 2 h lief nach einem
identischen Schema ab. Bei gleichzeitiger Behandlung mit Inhibitor und EGTA wurde der

Inhibitor eine Stunde vorgelegt. Es wurden 3,3 mM EGTA verwendet.

Tab. 3 Verwendete Inhibitoren

Inhibitor Ziel Konzentration [pM] Handler
G066976 PKCa 2 Cayman Chemical; Ann Arbor; USA
Sotrastaurin Alle PKCs 3 Cayman Chemical; Ann Arbor; USA
uo126 MEK 10 Sigma-Aldrich; St. Louis; USA
Fr180204 ERK 25 Selleckchem; Housten; USA
BI-D1870 RSK 10 Selleckchem; Housten; USA
Rapamycin mTOR 0,1 Sigma-Aldrich; St. Louis; USA

2.6. Knockdown

Fir die Knockdown-Experimente wurden die Zellen mit Hilfe von Lipofectamin RNAiMax
(0,75 pl/cm?) mit den spezifischen siRNA-POOLs (PKCa 2,5 pmol/cm?; PKC8/n 1 pmol/cm?; RSK
2 pmol/cm?) transfiziert. Jeder siPOOL bestand aus 30 verschiedenen siRNAs, welche
spezifisch flir das jeweilige Zielgen sind. Durch die geringe Konzentration der einzelnen siRNAs
werden Offtarget-Effekte minimiert (Hannus et al., 2014). Als Kontrolle wurde ein Negativ-
Kontroll-siPOOL (2,5 pmol/cm?), bestehend aus 30 siRNAs, die nicht mit Mausgenen
interagieren, verwendet. Der jeweilige siPOOL und Lipofectamin RNAiMax wurden fiir 5 min

alleine und anschlieBend gemeinsam fiir maximal 30 min bei RT in Medium ohne Zuséatze
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(50 pl/cm?) vorinkubiert, anschlieRend wurde der Ansatz zusammen mit LCM (200 pl/cm?) auf

frisch ausgesate Zellen gegeben. Am nachsten Tag fand ein Mediumwechsel statt.

2.7. Lyse und Probenvorbereitung fiir Western-Blot bzw.

Immunprazipitation

Die Zellen wurden 1x mit PBS gewaschen, daraufhin in 600 pl RIPA Buffer mit
Protease-/Phosphataseinhibitoren pro 10 cm Schale lysiert und von der Schale geldst. Der
Zellaufschluss erfolgte durch mehrmaliges auf- und abpipettieren durch Kandlen
verschiedener GroRe. Zelltrimmer wurden bei 13000 rpm fir 15 min abzentrifugiert. 500 pl
des Uberstandes wurden fiir die Immunprazipitation (IP) genutzt. Die tibrigen 100 ul wurden
mit 33 ul 4xSDS Probenpuffer versetzt und fir 5 min bei 95 °C erhitzt (Input). Wenn keine IP
durchgefiihrt wurde, wurden die gesamten 600 pl mit 200 pl 4xSDS Probenpuffer gemischt

und ebenfalls fiir 5 min bei 95 °C erhitzt (Input).

2.8. Immunprazipitation

Pro IP wurden 20 ul Protein-A-Agarose verwendet. Die Agarose wurde 3x in RIPA-Puffer
(500 pl) equilibriert und fiir 2 h mit dem jeweiligen Antikdrper in 500 ul RIPA-Puffer bei 4 °C
am Rotator inkubiert (1 pl PKP3 #2; 1 ul DSP 616; 5 ul DSG1+2 Progen; 20 ul JUP 618).
Daraufhin wurden die Agarose 2x mit RIPA-Puffer mit Protease/Phosphataseinhibitoren
(500 ul) gewaschen. Danach wurden 500 pl Lysat auf die Agarose gegeben und wieder fiir 2 h
bei 4 °C am Drehrad inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurde die Agarose nochmals 3x mit RIPA-
Puffer mit Protease-/Phosphataseinhibitoren (500 ul) gewaschen. Die Agarose wurde
abzentrifugiert (4000 rpm), Uberstand verworfen und in 50 ul 1x SDS Probenpuffer
aufgenommen. Die Proben wurden fiir 10 min bei 95 °C erhitzt (Eluat). Fir die

Spezifitatskontrolle siehe Anhang Abbildung A1l.

Zur Prazipitation von PKP1 wurde eine PKP1-GFP-Uberexpressionslinie verwendet. PKP1-GFP
wurde (iber eine GFP-Trap (ChromoTek, Planegg, Deutschland) prazipitiert. 15 pl GFP-Trap-
Agarose pro IP wurden 3x in RIPA-Puffer mit Protease-/Phosphataseinhibitoren (500 pl)
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equilibriert. Danach wurde 500 pl Lysat auf die Agarose gegeben und dieses fiir mindestens
1 h bei 4 °C am Rotator inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurde die Agarose nochmals 3x mit
RIPA-Puffer mit Protease-/Phosphataseinhibitoren (500 ul) gewaschen. Die Agarose wurde
abzentrifugiert (4000 rpm), Uberstand verworfen und in 50 pl 1x SDS-Probenpuffer

aufgenommen. Die Proben wurden fiir 10 min bei 95 °C erhitzt (Eluat).

2.9. SDS-PAGE und Western-Blot

Die Proteinproben wurden mittels SDS-Page aufgetrennt (Laemmli, 1970). Hierzu wurden
Polyacrylamid-Gele mit 10 % Polyacrylamid fir Proteine < 120 kDa und 8 % Polyacrylamid fir
Proteine = 120 kDa verwendet. Pro Probe wurden 20 pl auf das Gel geladen. Die Laufkammer
wurde mit Elektrophoresepuffer gefiillt. Die Auftrennung erfolgte fiir 20 min bei 80 V und
anschlieBend fiir 2-3 h bei 100 V.

Danach wurden die Proteine mittels Wet-Blot oder Semi-dry-Verfahren auf
Nitrozellulosemembranen iibertragen. Zur Ubertragung mittels Semi-dry-Verfahren wurde ein
PerfectBlue Semi-Dry-Blotter verwendet. Der Aufbau erfolgte nach folgendem Schema:
Kathode (-), 3x Whatman Zellulosefilterpapier getrankt in Blot-Puffer Ill, SDS-Gel,
Nitrozellulosemembran getrankt in Blot-Puffer I, 3x Whatman Zellulosefilterpapier getrankt
in Blot-Puffer Il; 3x Whatman Zellulosefilterpapier getrankt in Blot-Puffer I, Anode (+). Die
Ubertragung erfolgte bei 1 mA/cm? fiir 45 min und anschlieBenden 1,5 mA/cm? fiir 30 min.
Der Transfer iber das Wet-Blot-Verfahren erfolgte fir 1 h bei 110 V in einer mit Wet-Blot-
Puffer gefiillten Kammer (Mini Trans-Blot® Cell, Bio-Rad, Hercules, USA) nach folgendem
Schema: Kathode (-), Schwamm, 2x Whatman Zellulosefilterpapier, SDS-Gel,
Nitrozellulosemembran, 2x Whatman Zellulosefilterpapier, Schwamm, Anode (+). Der Erfolg
des Transfers wurde bei beiden Methoden (iber eine Ponceaufdarbung kontrolliert (5 min

Farbung in Ponceauldsung, Entfarbung: 5 min in TBST).

AnschlieRend wurden die Membranen mit 3 % BSA/PBS Losung geblockt und mit den
gewilinschten primaren Antikorpern Gber Nacht inkubiert (Tab. 3). Am nachsten Tag wurden
die Membranen 3x mit TBST gewaschen und anschlieBend in 3% Milchpulver/TBST mit den
Sekundarantikorpern fir 1 h behandelt (Tab. 4). Nach abschlieBendem Waschen mit TBST

wurde das Chemilumineszenz-Signal mit dem Fusion-SL 3500.WL imaging system (Peqlab,
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Erlangen, Deutschland) aufgenommen. Hierzu wurde die Membran zuvor mit 1 ml einer ECL
Losung, bestehend aus je 500 ml ECL A und ECL B benetzt. Sofern im Anschluss weitere
Proteine auf derselben Membran detektiert wurden (z.B. Protein-Signal nach Phosphor-
Signal), wurde die Membran fir 1h mit Stripping-Puffer behandelt. Nach dreimaligem
Waschen (TBST) und anschlieRendem Blocken in 3 % BSA/TBST wurde die Membran mit den
jeweiligen primaren Protein-Antikorper inkubiert und wie oben beschrieben weiter behandelt.

(siehe Tab. 3).

Tab. 3 Primadre Antikorper

— Katalog .
Antikoérper Hersteller N Spezies Klon WB IF
r.
Akt (pan) Cell Signaling #2920 Maus 40D4 1:1000 -
p-Akt pan
Cell Signaling #9271 Kaninchen Polyklonal 1:500 -
pS473
Dsg 1+2 Progen 61002S Maus DG3.10 1:200 -
DSP 142 AG Hatzfeld 616 Kaninchen 1:10000 | 1:500
P-DSP1+2 1 colisignaling | #5885 | Kaninchen | Polykional | 1:500 .
pS177/178
elF4B Cell Signaling #3592 Kaninchen Polyklonal | 1:1000 -
p-elF4B
Cell Signaling #3591 Kaninchen Polyklonal 1:500 -
pS422
ERK 1+2 Cell Signaling #4696 Maus L34F12 1:1000 -
P-ERK 1+2 Cell Signaling #4376 Kaninchen 20G11 1:500 -
pT202/pY204
GFP Rockland 600-401- Kaninchen | Polyklonal | 1:1000 -
215
GSK3p Cell Signaling #12456 Kaninchen D5C5Z 1:1000 -
p-GSK3B pS9 | Cell Signaling #14630 Maus D2Y9Y 1:500 -
PG AG Hatzfeld 618 Kaninchen 1:1000 -
MEK 1+2 Cell Signaling #4694 Maus L38C12 1:750 -
p-MEK 1+2
Cell Signaling #9154 Kaninchen 41G9 1:500 -
pS217/221
p-Motiv Cell Signaling | #9614 Kaninchen 110B7E 1:500 -
RXXpS/pT
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_— Katalog .
Antikoérper Hersteller N Spezies Klon WB IF
r.
PKCa Cell Signaling #59754 Kaninchen D7E6E 1:1000 -
PKC& Cell Signaling #2058 Kaninchen Polyklonal | 1:1000 -
PKCn Abcam ab179524 Kaninchen EPR18513 | 1:1000 -
PKP1 AG Hatzfeld 667 Kaninchen 1:2000 1:500
PKP3 AG Hatzfeld #2 Meer- 1:10000 | 1:4000
schweinchen
RSK1+2+3 Cell Signaling #9355 Kaninchen 32D7 1:1000 -
p-RSK pan
Cell Signaling #9341 Kaninchen Polyklonal 1:500 -
pS380
S6 Cell Signaling #2217 Kaninchen 5G10 1:1000 -
p-56 Cell Signaling | #4858 | Kaninchen | D57.2.2E | 1:1000 ;
pS235/236
S6K Cell Signaling #9202 Kaninchen Polyklonal | 1:1000 -
p-S6K pT389 | Cell Signaling #9234 Kaninchen 108D2 1:500 -
Tab. 4 Sekundare Antikorper
Antikorper Hersteller Katalog Nr. Spezies Konzentration
Anti-Kaninchen Cy3 Dianova 011-160-003 Esel Polyklonal 1:300 (IF)
Anti-Kaninchen HRP Dianova SBA-6440-05 | Esel Polyklonal | 1:20000 (WB)
Anti-Meerschweinchen Dianova 706-545-148 Esel Polyklonal 1:750 (IF)
Alexa 488
Anti-Meerschweinchen |y, | 706-035-148 | Esel Polyklonal | 1:20000 (WB)
HRP
Anti-Maus HRP Dianova SBA-6415-05 Esel Polyklonal 1:20000 (WB)

40




2.10. Praparation der Immunfluoreszenz-Farbungen

Zellen wurden auf mit Kollagen | beschichteten 2 cm? groBen Deckglaschen kultiviert (40000
Zellen pro cm?) und entsprechend des jeweiligen Experimentes behandelt. Die Deckgldschen
wurden daraufhin 1x mit PBS gewaschen und die Zellen daraufhin fiir 10 min entweder mit
Methanol bei -20 °C oder mit 3,7%iger Formaldehydldsung bei 4 °C fixiert. Danach wurden die
Deckglaschen fiir 15 min mit MT-Puffer und anschliefend fiir mindestens 30 min mit 1%iger
BSA/PBS-Lésung behandelt. AnschlieRend erfolgte die Inkubation mit den jeweiligen
Primarantikoérpern bei 4 °C Giber Nacht (Tab 3). Am nachsten Tag wurden die Deckglaschen 3x
mit PBS und 1x mit 1%iger BSA/PBS-Losung gewaschen und fur 1h mit dem jeweiligen
Sekundarantikoérper, plus Hoechst 33342 (1:1000) zur Visualisierung der Kerne, bei
Raumtemperatur inkubiert (Tab. 4). AbschlieBend wurden die Deckglaschen 3x mit PBS, 1x mit
ddH;0 und 1x mit 96%igem Ethanol gewaschen, getrocknet und in Mowiol eingebettet.
Aufnahmen erfolgten mit Hilfe einer an ein Nikon Eclipse E600 Mikroskop mit APO 60x/1.40
NA Olobjektiv gekoppelten Kamera iber die NIS-Elements AR 4.12.00 Software. Die
anschliefende Bildbearbeitung erfolgte mittels Imagel Fiji. (Rueden et al., 2017; Schindelin et
al., 2012).

2.11. Quantifizierungen

Zur Quantifizierung der Western-Blots (Phosphorylierung) und der Immunfluoreszenz-
Farbungen (Lokalisation) wurde Imagel Fiji verwendet. Die Signifikanz wurde Uber eine One-
way ANOVA (Analysis of Variance) mit post-hoc Tukey-Honesty-Significant-Difference-Test
bestimmt und mit * p<0,05 und ok p<0,01 angegeben
(https://astatsa.com/OneWay_Anova_with_TukeyHSD). Die jeweiligen Graphen und
Abbildungen wurden mit Hilfe von PowerPoint (Microsoft, Redmond, USA) und
OriginLab 8.5.1 (Origin Lab Corporation, Northampton, USA) erstellt.

Zur Quantifizierung des Phosphorylierungssignals im Western-Blot wurde das Integral der
Signalstadrke der Phosphorantikorperbande bestimmt und durch das Integral der Signalstarke
der entsprechenden Proteinantikorperbande geteilt (p-Protein/Protein). Fir die

Quantifizierung der Knockdowns wurde auf das PKP3-Signal normiert (PKC/PKP3).
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Zur Quantifizierung der PKP3-Lokalisation wurde eine 200 px| lange Linie mit einer Breite von
10 pxl Gber den lateralen, durch den trizelludren Bereich bis ins Zytoplasma gelegt (Abb.9) und
die Pixelintensitat Gber den ROI-Manager (Image) Fiji) bestimmt. Ausgewertet wurden fiir den
lateralen Bereich Pixel 130-190, fiir den trizelluldren Pixel 96-103 und fir den
zytoplasmatischen Bereich die Pixel 5-65. Es wurden je nach Behandlung zwischen 50 und 200

Zellkontakte aus unabhangigen Experimenten ausgewertet.

A B PKP3 Farbung

Kontrolle

EGTA

7 A
1 —— Kontrolle
81 — EGTA
5,
5 4
B
2
- 3
e el R £
61 pxl 7 pxl 61 pxl 3]
Zytoplasma trizellular lateral
1
‘ T ! T T T T T T T T T T T T T T T T
200 pxl 0 25 50 75 100 125 150 175 200

Gesamtlange Pixel

Zytoplasma trizelluldr lateral

Abb. 9 Quantifizierung der PKP3 Lokalisation

Links (A) ist das Schema der Quantifizierungsmethode gezeigt. Eine 200 pxl lange Linie wurde
Uber den lateralen Bereich, durch den trizelluldaren bis ins Zytoplasma gelegt. Ausgewertet
wurden jeweils fiir den lateralen Bereich Pixel 130-190, fiir den trizellularen die Pixel 96-103
und fir den zytoplasmatischen Bereich die Pixel 5-65. Rechts (B) ist ein Beispiel fir eine
Quantifizierung eines Zellkontakts unbehandelter Zellen im Vergleich zu mit EGTA Behandelten
Zellen gezeigt. Ubersichtshalber wurde in diesem Beispiel nur je eine Linie iiber den Kontakt
gelegt und ausgewertet.
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2.12. Expressionsanalyse

2.12.1. RNA-Isolation

Fir die RNA-Isolation wurden die Zellen 1x mit PBS gewaschen und in 1,5 ml in Trizol pro 10
cm? homogenisiert. Zelltrimmer wurden fiir 15 min bei 12000 rpm und 4 °C abzentrifugiert.
Daraufhin wurde zweimal eine Phenol-/Chloroform-Extraktion durchgefiihrt. Hierfir wurde
1/5 Volumen Chloroform zugegeben und die Probe gut durchmischt. Es wurde fiir 15 min bei
12000 rpm und 4 °C zentrifugiert und die obere Phase abgenommen. Diese wurde mit 1/2
Volumen Trizol und 1/5 Volumen Chloroform vermischt und der Vorgang wiederholt. Die so
erhaltene obere Phase wurde abgenommen, mit 1 Volumen Isopropanol gemischt und Gber
Nacht bei -20 °C inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Probe fir 10 min bei 12000 rpm und
4 °C zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das RNA-Pellet wurde 1x mit 1 ml 75%igem
Ethanol pro ml verwendetem Trizol fiir 5 min gewaschen und fir 5 min bei 7500 rpm und 4 °C
zentrifugiert. Das Ethanol wurde verworfen und das Pellet wurde an der Luft bei RT getrocknet.
Das Pellet wurde daraufhin in 30 pul RNAse-freiem Wasser resuspendiert. Zur
Konzentrationsbestimmung wurde die ODg0/280 bestimmt. Zur Kontrolle der erfolgreichen
Isolation wurden 0,25 pg RNA mit 5 pl H,0 und 5 pl 2x RNA-Loading-Dye versetzt, fir 10 min
bei 70 °Cinkubiert und fur 3 min auf Eis gekuhlt. Daraufhin wurden die Proben lber ein 1%iges

Agarosegel aufgetrennt. Es ergaben sich je 2 scharfe Banden (18S und 28S) (nicht gezeigt).

2.12.2. cDNA Synthese
Mittels SuperScript® Il Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) wurde
sie unter folgenden Reaktionsbedingungen in cDNA umgeschrieben. In einem 12 ul Ansatz
wurden 250 ng random Primer, 1 ug RNA und 1 uL dNTPs (je 10 mM) mit RNAse-freiem ddH,0
gemischt und fir 5 min auf 65 °C erhitzt. Daraufhin wurden 2 ul 0,1 M DTT und 4 pl
5xSuperScript Puffer hinzugegeben und fir 2 min bei 25 °C inkubiert. Es wurde 1 pl (200 Units)
SuperScript® Il Reverse Transcriptase hinzupipettiert und weitere 10 min bei 25 °C inkubiert.
Das Gemisch wurde danach fir 50 min auf 42 °C erhitzt. Die Reaktion wurde abschlieRend

durch 15-minttiges Erhitzen auf 70 °C inaktiviert.
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2.12.3. Real Time PCR
Fur die Real Time PCR wurde Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA) und das Roche LightCycler 480 Il Real Time PCR-System verwendet.
Die Uiber die SuperScript® Transcriptase erhaltende cDNA wurde 1:20 (0,25 pl) mit je 0,2 uM
Primer und 50 % Mastermix (2,5 ul) pro Reaktion vermischt (Gesamtvolumen 5 pul). Es wurden
folgende Einstellungen gewahlt: Die Proben wurden fiir 15 min bei 95 °C vorinkubiert,
daraufhin durchliefen sie 40 Zyklen mit je 95 °C fur 15 s, 62 °C fiir 15 s und 72 °C fiir 20 s. Die
Messung der gebildeten DNA erfolgte jeweils nach der Synthesephase. Die Primer-Effizienz
war fur alle Primer vergleichbar. Fir die verwendeten PKC-Primer siehe Tab.5. Als

Housekeeping-Gen wurde die POL2R verwendet.

Tab. 5 PKC-Primer fiir die Expressionsanalyse

o o Position in
Name Sequenz 5'->3 Tm [°C] der CDS
Maus-PKCa-qPCR-FW AACCAAAACCATCCGCTCCA 60,18 854
Maus-PKCa-qPCR-REV AAGTCATTCCGAGTCGTCCG 59,83 985
Maus-PKCB-qPCR-FW GGAAGCAGGGATTCCAGTGT 59,67 402
Maus-PKCB-gPCR-REV GTAGGACTGGAGTACGTGTGG 59,53 558
Maus-PKCy-gPCR-FW TACAATGTACCGGTGGCCGA 61,26 1114
Maus-PKCy-gPCR-REV GACACGCTTCTCTACGAGGG 59,9 1311
Maus-PKC8-gPCR-FW ATTCGAGAGGGACCCTGACA 59,96 1977
Maus-PKC8-qPCR-REV AGTTGCTGTAGTCTGAAGGGG 59,37 2128
Maus-PKCe-qPCR-FW AGGATTTTGGCTCTGGCTCG 60,39 2180
Maus-PKCe-qPCR-REV TTTCGGGACCGCTGAATCTG 60,39 2316
Maus-PKCZ-gPCR-FW CCCTTCCTGGTTGGCTTACA 59,6 1137
Maus-PKCZ-qPCR-REV TCCCCGCCATTGACATACTC 59,53 1216
Maus-PKCn-qPCR-FW CGTCCATAAACGCTGCCATC 59,7 1091
Maus-PKCn-gPCR-REV ATGTTGATGCCAAACCGCTG 59,76 1195
Maus-PKCB-qPCR-FW GTCTCCCATGCTCCACCAAA 59,96 1044
Maus-PKCB-qPCR-REV CACTTCGGGTTCAGGAGGAC 60,04 1180
Maus-PKCi-qPCR-FW GATGAGGAAGGAGACCCATGT 58,88 428
Maus-PKCi-qPCR-REV GTGCCCCTCTCCGGTAAATG 60,46 602
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2.13. Peptid-Chip-Kinase-Array

Der Peptid-Chip-Kinase-Array wurde nach Miller et al. 2020 durchgefiihrt. Die Kinasen
wurden von Abcam (Cambridge, UK) erworben, PKCa (ab55672), PKCS, (ab60844), PKCn
(ab60849). Auf dem Chip (JPT Peptid Technologies, Berlin, Deutschland) waren Peptide der
desmosomalen Proteine in Form von 15-Aminosdure-langen Peptiden fixiert, wobei je 10
Aminosauren sequenzgleich mit dem nachsten Peptid waren. Die Peptidchips wurden tber
Nacht in 0,5mg/ml PEG 20000 und 200 uM ATP geblockt. 1 U (1 nmol/min) der
entsprechenden PKC wurde fiir 10 Minuten in 450 ul Reaktionspuffer plus 10 uM ATP und 50
pl 10x PKC Lipid Aktivator (SignalChem, Richemond, Kanada) zur Autophosphorylierung
vorinkubiert. Daraufhin wurde die L6sung zusammen mit 100 pCi y*2-P-ATP (6000 Ci/mmol,
Perkin EImer, Waltham, USA) auf den Chip gegeben und fiir 2 h bei 32°C inkubiert. Nach Ablauf
der Zeit wurde der Chip dreimal mit 1%iger, wassriger SDS-Losung, einmal mit 1%iger Triton-
X100 PBS-Losung, dreimal mit ddH>O und einmal mit Ethanol fiir je 10 Minuten gewaschen.
Die Detektion des Phosphorsignals erfolgte Giber Autoradiographie. Hierzu wurde ein Fotofilm
fir 3 Tage auf den Chip fixiert und danach in der Dunkelkammer entwickelt (1 min
Entwicklungslosung (Kodak, New York, USA), 1x Waschen H;0, 30 s Fixierlosung (Kodak, New
York, USA)). Die Strahlung der radioaktiv-phosphorylierten Peptide flihrte zu einer
Schwarzung des Films an der entsprechenden Position. Die so erhaltenen Spots konnten direkt
den jeweiligen Peptiden zugeordnet werden, indem tiber PhotoScape (MOOIITech; Korea) ein

Rasterfeld entsprechend des Aufbaus der Peptidchips auf den Film gelegt wurde.
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3. Ergebnisse
3.1. Modellsystem Mauskeratinozyten

Als Modellsystem wurden nicht transformierte, immortalisierte Mauskeratinozyten (MKZ)
verwendet (Rietscher et al., 2016). Es handelte sich hierbei um eine Primarkultur, die sich aus
Stammzellen der Mausepidermis selektiert hatte. Die Zellen wurden in Medium mit niedriger
Ca%*-Konzentration (50 uM, LCM) gehalten, da so nicht nur die Ausbildung von
Adharenzkontakten, sondern auch die Differenzierung verhindert wird. In diesem Medium
kdnnen die Zellen weiter passagiert werden. Bei Kontakt mit Calcium (1,2 mM, HCM) beginnen
die Zellen zu differenzieren und mehrschichtig zu wachsen. Nach ca. 1 h sieht man erste native
Desmosomen, nach einem Tag haben nebeneinanderliegende Zellen durchgehend
Desmosomen ausgebildet. Diese Desmosomen sind noch weitgehend Calcium-abhangig. Nach
3 - 6 Tagen in HCM gehen die Desmosomen in einen Calcium-unabhdngigen Zustand Uber.
Differenzierungsmarker werden im Laufe von 2 - 6 Tagen exprimiert. Es kommt in Kultur
jedoch nicht zur Verhornung, das heiRt die Keratinozyten differenzieren nicht bis hin zu

Korneozyten.

3.2. Phosphorylierung desmosomaler Proteine
3.2.1. Stimulation von Map-Kinasen, Akt und PKCs

Der epidermale Wachstumsfaktor (EGF) und Insulin/IGF1 sind potente, natlrliche Aktivatoren
des MAPK- und Akt-Signalweges, wahrend PMA ein starker Aktivator der klassischen und nove/
PKCs ist. Um herauszufinden, nach welchem Zeitintervall die Kinasekaskade durch die
Wachstumsfaktoren bzw. PMA aktiviert ist, wurde die Phosphorylierung der Schliisselkinasen
mittels phospho-spezifischer Antikorper im WB detektiert und eine Zeitreihe durchgefiihrt.
Untersucht wurde dabei der Effekt auf die MAPK ERK, MAPKK MEK, MAPKAPK RSK, Akt und
das desmosomale Protein Desmoplakin (Abb.10). Da bereits nach 15 Minuten eine deutliche
Signalanderung beobachtet wurde, die zum Teil nach 30 Minuten wieder abflachte, wurde fiir
alle folgenden Experimente standardmaRig eine Stimulationsdauer von 15 Minuten gewahlt.
Danach galt es zu untersuchen, welche desmosomalen Proteine durch diese Stimulationen ein
verdandertes Phosphorylierungsmuster aufweisen. Hierzu wurden die Proteine mittels

Immunprazipitation isoliert und Phosphorylierungen mittels eines Phosphomotiv-Antikorpers,
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der ein fur AGC-Kinasen typisches Motiv (RXXpS/pT) erkennt, identifiziert. Theoretisch

phosphorylierbare Sites des RXXS/T-Motivs sind in Abbildung 11 zusammengefasst.

PMA EGF Insulin
[min] 0 15 30 60 0 15 30 60 0 15 30 60
MEK | s i | | S - —
p-MEK — —— — . e S
ERK :--- —.-z; §:-~
p-ERK — — — | — —

RSK — — — — | — — — — | | — —

p-RSK |~ 5;4_4 — —— — — [ — e
AKT — — — — S . q—
p-AKT — — — —~— ‘ ‘ ;
DSP |F°F T == -

p-DSP e e B NN —§ 10— — n=3

Abb. 10. Zeitreihe der Stimulation mit PMA, EGF, Insulin zur Ermittlung der optimalen
Inkubationszeit

MKZ wurden 24h in HCM kultiviert und daraufhin 4 h unter Serumentzug gehalten. Danach wurden
sie je fur 0, 15, 30 bzw. 60 Minuten mit PMA, EGF oder Insulin stimuliert. Das Phosphorylierungssignal
wurde mittels Western-Blot detektiert: pMEK (pS217/221), pERK (pT202/pY204), pRSK (pS380), pAKT
(pS473), pDSP (pS165/166) S177/178 in Maus.
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Abb. 11 RXXS/T Motive in desmosomalen Proteinen der Maus
Dargestellt sind die Serine und Threonine, die in den RXXS/T-Motiven der desmosomalen Proteine
Desmoplakin (DSP), Plakophilin 1/3 (PKP1/3), Plakoglobin (JUP), Desmoglein 1a/2/3 (Dsg 1a/2/3) und
Desmocollin 1a/2a/3a (Dsc 1a/2a/3a) der Maus vorkommen. DSCR steht fiir Desmoglein-spezifische
zytoplasmatische Region.
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PKP2 und Dsg4 werden in den hier untersuchten Mauskeratinozyten nicht exprimiert und
wurden daher nicht untersucht. Fiir Dsg3 standen leider keine Antikoérper zur Verfligung und
es konnte daher ebenfalls nicht betrachtet werden. Fiir Dsc ist es nicht gelungen, eine
erfolgreiche Immunprazipitation durchzufiihren, jedoch befinden sich ohnehin kaum
mogliche Phosphorylierungssites in der intrazelluldren Desmocollindomane. Es ist ein
generelles Problem, dass kaum Antikérper existieren, die geeignet sind, um die
desmosomalen Cadherine in Mauszellen zu identifizieren.

Die Zellen wurden fiir 24 h in HCM kultiviert. Um maogliche Phosphorylierungen, die aufgrund
der Wachstumsfaktoren im Vollmedium auftreten, zu unterdriicken, wurden die Zellen
danach fir 4 h einem Serumentzug ausgesetzt. Anschlieend wurden sie mit PMA, EGF bzw.
Insulin stimuliert. Der Erfolg der Stimulation wurde lber die Phosphorylierung von MEK, ERK,
RSK, Akt und S6 validiert (Abb.12). MEK, ERK und RSK wurden deutlich Gber PMA aktiviert,
dieser Effekt war starker als Gber EGF und Insulin. Akt wurde hingegen durch PMA inaktiviert
und deutlich durch Insulin stimuliert. Fiir S6 konnte eine deutliche Phosphorylierung sowohl
unter PMA-, als auch unter EGF-Stimulation beobachtet werden. PKP3 wies ebenfalls eine
deutliche Phosphorylierungszunahme unter PMA-Stimulation auf. Auch unter EGF-Einfluss
kam es zu einer Zunahme, jedoch war der Effekt durch PMA wesentlich starker. Selbiges galt
auch fuir DSP an der Position S177/178. Jedoch war dieser Effekt deutlich weniger deutlich im
DSP-Eluat, das mit einem generellen Motivantikérper (RXXpS/pT) untersucht wurde. PKP1
zeigte ein deutlich erhéhtes Signal, sowohl nach Insulin, als auch nach EGF-Stimulation, aber
durch PMA kam es zu einer schwach verringerten Phosphorylierung. Fir JUP und Dsg 1/2
konnte keine signifikante Phosphorylierungsanderung beobachtet werden. Diese Ergebnisse
legen nahe, dass (a) die Aktivierung der PKCs durch PMA zur Regulation der Desmosomen
beitrdagt und (b) DSP und PKP3 wesentlich fiir die Vermittlung des Effektes verantwortlich sind.
Entsprechend dieser Ergebnisse wurde der Fokus auf PKP3 und DSP S177/178 gesetzt.
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Abb. 12 Stimulierbarkeit desmosomaler Proteine mittels PMA, EGF, Insulin

MKZ wurden 24 h in HCM kultiviert und daraufhin 4 h unter Serumentzug gehalten. Danach wurden sie
je fur 15 Minuten mit PMA, EGF bzw. Insulin stimuliert. Die Phosphorylierungssignale wurde mittels
Western-Blot detektiert. Als Eluat gekennzeichnete Proteine wurden zuvor mittels Immunprazipitation
isoliert. Die Phosphorylierung dieser Proteine wurde mit einem Motivantikérper (RXXpS/pT)
nachgewiesen. Die Signifikanz wird angegeben mit * p<0,05 und ** p<0,01 und wurde Uber eine One-
way ANOVA (Analysis of Variance) mit post-hoc Tukey-Honesty-Significant-Difference-Test bestimmt.

Als Nachstes wurde Uberprift, ob die PMA-Stimulation auch im Vollmedium, also ohne
Serumentzug nachweisbar ist oder ob die Zellen im Vollmedium durch EGF und Insulin bereits
so stark stimuliert sind, dass eine Wirkung von PMA nicht erkennbar ist (Abb.13). Der Effekt
von PMA war unabhdngig vom Serumentzug und trat genauso unter Vollmedium-
Bedingungen auf. Daher wurde in den folgenden Experimenten auf den Serumentzug
verzichtet. Da DSP zu groRen Teilen unloslich ist, wurde zudem (berpriift, ob die DSP-
Phosphorylierung auch im unléslichen Pool (Pellet) auftritt. Und auch der unlésliche Pool von

DSP wurde deutlich am $177/178 nach PMA-Stimulation phosphoryliert.
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Abb. 13 Stimulierbarkeit von DSP und PKP3 in Abhdngigkeit vom Serumentzug

MKZ wurden 24 h in HCM kultiviert. Ein Teil der Zellen wurde daraufhin fir 4 h einem
Serumentzug ausgesetzt. Danach wurden alle Zellen je fiir 15 Minuten mit PMA stimuliert. Das
Phosphorylierungssignal wurde mittels Western-Blot detektiert. Mit als
,Eluat” gekennzeichnete Proteine wurden zuvor mittels Immunprazipitation isoliert. Die
Phosphorylierung dieser Proteine wurde mit einem Motivantikérper (RXXpS/pT)
nachgewiesen. Zusatzlich wurde auch der unl6sliche Pool nach der Stimulation von
Desmoplakin untersucht (DSP P). Die Signifikanz wird angegeben mit * p<0,05 und ** p<0,01
und wurde Uber eine One-way ANOVA (Analysis of Variance) mit post-hoc Tukey-Honesty-
Significant-Difference-Test bestimmt.
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3.2.2. Einfluss der PMA Stimulation auf die Lokalisation

Es stellt sich nun die Frage, ob diese Phosphorylierungen sichtbaren Einfluss auf die
Desmosomen nehmen. Um dies zu beantworten, wurden die Lokalisation von PKP3, PKP1 und
DSP mit und ohne PMA-Stimulation betrachtet (Abb. 14). In unbehandelten Zellen lag PKP3
verstarkt an den trizellularen Kontakten vor, wahrend PKP1 eher an den lateralen Kontakten
lokalisierte und DSP relativ gleichmaRig an der Membran verteilt war. Trizelluldre Kontakte
erfahren in der Regel die starkste mechanische Belastung und miissen daher sowohl
besonders stabil als auch dynamisch sein. Je nach Art der Belastung werden verschiedene
biochemische Signalketten aktiviert (Mechanotransduktion), die der Zelle erméglichen, auf
den mechanischen Stress zu reagieren (Higashi und Miller, 2017). Unter dem Einfluss von PMA
kam es zu einer Umverteilung. PKP3 war nun relativ einheitlich tGber die Zellkontakte verteilt.
Generell wirkten die Kontakte nun fransiger und die Zellgrenzen begannen uneindeutiger zu
werden. Es kam zu verstirktem Uberwachsen der Zellen und vereinzelt auftretenden

Lochern/Rissen. Die Lokalisation an trizellularen Kontakten war sichtbar reduziert.
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Abb. 14 Einfluss von PMA auf die Lokalisation von PKP3, PKP1 und DSP

MKZ wurden 24 h in HCM kultiviert. Danach wurden sie je fir 15 Minuten mit PMA stimuliert. Die
Zellen wurden mit Methanol fixiert. PKP3 ist griin, DSP und PKP1 je rot und die Zellkerne blau
dargestellt. Ein Bild entspricht einer Lange von 136 um, der vergroRerte Ausschnitt einer Lange
von 42,5 um. Die PKP3 Lokalisation ist als Mittelwert der Intensitdt unten grafisch fir die
jeweiligen Behandlungen dargestellt.
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3.3. Identifikation der verantwortlichen PKC-Isoform

3.3.1. Expression der PKCs in Mauskeratinozyten

Da Uber PMA generell alle klassischen und novel PKCs aktiviert werden, ist es unklar, welche
PKC-Isoform/en fiir die bisher gezeigten Effekte auf die Desmosomen verantwortlich sind. Um
dies genauer zu untersuchen, wurde zunachst mittels qRT-PCR Uberpriift, welche PKCs in
Mauskeratinozyten exprimiert sind und ob sich die Expression nach Beginn der

Differenzierung (durch Shift von LCM zu HCM) andert.

Die CT-Werte der Isoformen waren nach Zugabe von Calcium vergleichbar mit dem LCM-Level
(Tab. 6). Die Isoformen a, §, T, n, /A waren dabei am abundantesten. Zeta und lota/Lambda
sind aber atypische Isoformen. Da nur die klassischen und die calciumunabhangigen novel
PKCs durch PMA stimulierbar sind (Steinberg, 2008; Newton, 2010), kann ein direkter Effekt
durch die atypischen Isoformen ausgeschlossen werden. Die Isoformen Beta und Theta
schienen nicht exprimiert zu sein. Relevant blieben somit die klassischen Isoformen Alpha,

Gamma und die novel PKCs Epsilon, Delta und Eta.

Tab. 6 CT-Werte der PKC Isoformen in Mauskeratinozyten (n = 3)

Gen CT Werte
LCM HCM
Kontrolle POLR2 (Kontrolle) 20.68 21.25
Klassisch PKCa 23.51 23.76
PKCB >40 >40
PKCy 27.10 27.48
Novel PKCé 21.94 22.92
PKCe 25.90 26.67
PKCn 23.77 23.76
PKCO >40 >40
Atypisch PKCT 24.52 24.60
PKCt/A 21.15 21.47
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3.3.2. Calciumentzug

Um nun zwischen dem Einfluss der klassischen und der novel PKCs differenzieren zu kdnnen,
wurde den Zellen im folgenden Experiment Calcium mittels EGTA entzogen (Abb.15). Da die
klassischen PKCs calciumabhangig, die novel aber calciumunabhangig sind, ist zu erwarten,

dass ein Calciumentzug zu einer Verringerung der Aktivitat der klassischen PKCs fiihrt.

Durch das Entziehen von Calcium kam es jedoch nicht zu einer Verringerung des
Phosphorylierungs-Signals, hingegen flihrte es sogar zu einer leichten Erh6hung. Dieser Effekt
trat sowohl bei PKP3 (RXXS/T), als auch bei DSP (S177/178) auf. AuBerdem war die Aktivierung
des MAP-Kinase- und des AKT-Signalweges durch den Calciumentzug leicht verstarkt. Dies

weist somit auf einen moglichen Effekt durch die novel PKCs (g, 6, n) hin.

DSP
4-
. PMA EGTA "MA  _ (pS177/178) **
+EGTA & Hok
MEK | e s — =
= [
p-MEK o — g
ERK | e e e ‘E.
RSK [ o oo e
p-RSK (SR
Input | AKT ——— —— — —
P-AKT | = — PKP3
S6 | — — —

p-S6 L — — ——
DSP = =B T T
p-DSP |~ Emmm === =N
G T e e —
PKP3
p-PKP3 — b

p-PKP3 E (RXXpS/pT) / PKP3 E

Eluat

n=

Abb. 15 Calciumabhangigkeit der PMA Stimulation

MKZ wurden 24 h in HCM kultiviert. Danach wurden sie 1 h mit EGTA behandelt und je fiir 15
Minuten mit PMA stimuliert (Zugabe 45 min nach EGTA). Das Phosphorylierungssignal wurde
mittels Western-Blot detektiert. Als Eluat gekennzeichnete Proteine wurden zuvor mittels
Immunprazipitation isoliert. Die Phosphorylierung dieser Proteine wurde mit einem
Motivantikérper (RXXpS/pT) nachgewiesen. Die Signifikanz wird angegeben mit * p<0,05 und
** p<0,01 und wurde Uber eine One-way ANOVA (Analysis of Variance) mit post-hoc Tukey-
Honesty-Significant-Difference-Test bestimmt.
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3.3.3. Inhibierung der PKCs und des MAP- sowie des Akt-Signalweges

Da PKC-Aktivitdit neben der Phosphorylierung der desmosomalen Proteine auch die
Aktivierung der Enzyme des MAP-Kinase-Signalweges und die Deaktivierung des Akt-
Signalwegs zur Folge hatte, ist es moglich, dass die bisher gezeigten Phosphorylierungen nur
indirekt durch PKCs ausgelost werden. Zur Bestimmung welche Kinasen nun an der
Phosphorylierung von PKP3 und DSP beteiligt sind und wieweit MAP-Kinase und Akt-
Signalweg darauf Einfluss nehmen, wurden die entsprechenden Enzyme mit Hilfe von
Inhibitoren gehemmt und der PMA-Effekt beobachtet (Abb.16 & 17). Untersucht wurde die
Phosphorylierung der am MAP-Kinase-Signalweg beteiligten Enzyme MEK, ERK und RSK,
reprasentativ fir das Akt-Signaling, die ribosomale protein-S6-Kinase (S6K) und Akt selbst,
sowie die Target-Proteine S6, der eukaryotische Translations-Initiationsfaktor 4B (elF4B), die
Glykogensynthasekinase 3 (GSK3[) und die desmosomalen Proteine DSP und PKP3 (Abb. 18).
Es wurden Sotrastaurin (Sotra) zur Inhibierung aller PKCs, G66976 zur Inhibierung von PKCa
(reprasentativ fur klassische PKCs), Rapamycin fiir mTOR, U0126 fiir MEK, FR180204 fir ERK
und BI-D1870 fiir RSK verwendet. Leider war zum jetzigen Zeitpunkt kein spezifischer Inhibitor
nur fur die novel PKCs beschrieben, sodass nur der Breitbandinhibitor Sotrastaurin verwendet

werden konnte.

Den Erwartungen entsprechend, schwachte die Inhibierung mittels Sotrastaurin die Wirkung
von PMA bei allen untersuchten Proteinen signifikant ab, inaktivierte somit die MAP-Kinasen
und reaktivierte Akt. Die Inhibierung von PKCa mittels G66976 zeigte hingegen nur auf die
PKP3-Phosphorylierung einen deutlich reduzierenden Effekt. Nach den Ergebnissen des
Calciumentzugexperimentes ist dies unerwartet. Des Weiteren schien die Aktivierung des
MAP-Kinase-Signalweges durch G66976 leicht verstarkt zu sein. Die Regulation des Akt-
Signalweges war hiervon aber weitestgehend unbeeinflusst. Die Phosphorylierung von DSP
wurde durch G66976 leicht reduziert. Inaktivierung von mTOR mittels Rapamycin zeigte mit
Ausnahme der entsprechenden Downstream-Targets S6K und S6 keine Effekte. Die
Inhibierung der MAP-Kinase MEK verhinderte die Downstream Aktivierung von ERK und RSK,
zeigte zudem aber Effekte auf DSP und Akt. Das Blocken von ERK zeigte hingegen kaum Einfluss
auf DSP und keine Wirkung auf Akt, stattdessen wurde die PKP3-Phosphorylierung
aufgehoben. Da ERK aber durch die Inhibierung von MEK ebenfalls inaktiviert wurde und bei

der Verwendung des U0126 Inhibitors keine Effekte auf PKP3 zu beobachten waren, ist es gut
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moglich, dass die Wirkung von FR180204 auf PKP3 nicht auf die Inhibierung von ERK, sondern
auf einen Offtarget-Effekt zurlickzufiihren war. Die Inaktivierung von RSK schien unter PMA
Stimulation keinen Effekt auf PKP3 zu haben, hingegen liel8 sich aber ein Effekt auf DSP

beobachten.

Zusammenfassend sprechen die Ergebnisse dieses Experimentes fiir eine Beteiligung der
klassischen PKC-lIsoform a an der Regulation von PKP3 und fiir eine Regulation von DSP
(5177/178) liber eine andere, ggf. eine novel PKC-Isoform mit moglicher Beteiligung des MAP-
Kinase-Signalweges. Nach diesen Daten ist PKCa-Aktivitat nicht fur die Aktivierung der MAPKs
notwendig. Fir PKP3 korrelieren diese Ergebnisse nicht mit denen des Calciumentzuges.
Aufgrund der begrenzen Spezifitat vieler Inhibitoren, ist es nicht immer eindeutig, ob es sich
bei den beobachteten Effekten tatsachlich um Effekte durch die Inhibierung des Target-
Enzyms handelt. Daher wird spater mittels Knockdown genauer tberprift werden, welchen
Einfluss die einzelnen PKC-Isoformen auf die Phosphorylierung der untersuchten Proteine

haben.
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Abb. 16 Einfluss von Inhibitoren auf die PMA Signale im MAP und Akt Signalweg

MKZ wurden 24 h in HCM kultiviert. Danach wurden sie 1 h mit dem entsprechenden Inhibitor behandelt
und je flir 15 Minuten mit PMA stimuliert (Zugabe 45 min nach Inhibitor). Das Phosphorylierungssignal
wurde mittels Western-Blot detektiert. Die Signifikanz wird angegeben mit * p<0,05 und ** p<0,01 und
wurde Uber eine One-way ANOVA (Analysis of Variance) mit post-hoc Tukey-Honesty-Significant-Difference-
Test bestimmt. Rechts oben ist schematisch der Zusammenhang der einzelnen Proteine im Signalweg und
der Effekt der Inhibitoren gezeigt. Dieses wurde Uber Biorender.com (2021) erstellt. Unten ist die
Quantifizierung des PMA-Effektes auf die untersuchten Proteine gezeigt
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Abb 17. Quantifizierung des Einflusses von Inhibitoren auf die PMA Signale im MAP und Akt Signalweg
MKZ wurden 24 h in HCM kultiviert. Danach wurden sie 1 h mit dem entsprechenden Inhibitor behandelt

und je fir 15 Minuten mit PMA stimuliert (Zugabe 45 min nach Inhibitor). Das Phosphorylierungssignal
wurde mittels Western-Blot detektiert. Die Signifikanz wird angegeben mit * p<0,05 und ** p<0,01

bezogen auf die Differenz zur PMA Behandlung und wurde tber eine One-way ANOVA (Analysis of

Variance) mit post-hoc Tukey-Honesty-Significant-Difference-Test bestimmt.
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Abb 18. Einfluss von Inhibitoren auf das PMA Signal von DSP (A) und PKP3 (B)

MKZ wurden 24 h in HCM kultiviert. Danach wurden sie 1 h mit dem entsprechenden Inhibitor behandelt
und je fur 15 Minuten mit PMA stimuliert (Zugabe 45 min nach Inhibitor). Das Phosphorylierungssignal
wurde mittels Western-Blot detektiert. Das PKP3 Eluat (B) wurde zuvor mittels Immunprézipitation isoliert.
Die Phosphorylierung dieses Proteins wurde mit einem Motivantikorper (RXXpS/pT) nachgewiesen. Die
Signifikanz wird angegeben mit * p<0,05 und ** p<0,01 bezogen auf die Differenz zur PMA Behandlung
und wurde Uber eine One-way ANOVA (Analysis of Variance) mit post-hoc Tukey-Honesty-Significant-
Difference-Test bestimmt.
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3.3.4. Der Einfluss von Sotrastaurin und G66976 auf die Lokalisation von

PKP3 und DSP und den Effekt von PMA

Fiir PMA wurde in 3.2.2. gezeigt, dass es die Lokalisation desmosomaler Proteine beeinflussen
kann. Sotrastaurin sollte diesen Effekt aufheben konnen, wahrend G66976 nach den
Ergebnissen von 3.3.3. zumindest den Effekt auf PKP3 unterbinden miisste. Uber den
Calciumentzug mittels EGTA ist bekannt, dass er die Zellverbindungen abschwacht, da die
Cadherine calciumabhangig sind (Pitelka et al., 1983; Rothen-Rutishauser et al., 2002). Dies
gilt auch fiir Dsg und Dsc solange keine Hyperadhasion erreicht wurde. Um den Effekt von den
Inhibitoren in diesem Zusammenhang zu Uberprifen, wurden Immunfluoreszenzfarbungen

angefertigt und die Lokalisation von PKP3, PKP1 und DSP untersucht.

Durch die Behandlung mittels Sotrastaurin bzw. G66976 verdeutlichte sich die trizellulare
Lokalisation von PKP3. Die Zellkontakte waren gradlinig und gut erkennbar. Durch das
Behandeln der Zellen mit EGTA bildeten sich Locher an den trizelluldaren Bereichen (starkste
mechanische Belastung). Unter den hier verwendeten Bedingungen waren die Desmosomen
nicht hyperadhasiv, entsprechend war dieser Effekt zu erwarten. Weder Sotrastaurin noch
G66976 haben die destabilisierende Wirkung von EGTA auf die Zellkontakte unterbunden.
Jedoch war die GroRe der Liicken bei G66976-Behandlung leicht reduziert (Abb.19).

Wie in 3.2.2. beschrieben, fiihrte die Behandlung mit PMA zu einer veranderten PKP3
Lokalisation und zu diffuseren, fransigeren Zellgrenzen. Diese Effekte wurden bei
gleichzeitiger Behandlung mit Sotrastaurin deutlich unterdriickt, PKP3 blieb weiterhin stark an
den trizellularen Kontakten. Jedoch brachte die Inhibierung mittels G66976 keinen Rescue des
PMA-Phanotyps. Auch die Effekte von PMA auf PKP3 blieben vorhanden und somit war PKP3
trotzdem deutlich an den trizellularen Kontakten reduziert, obwohl G66976 im Western-Blot
PMA-induzierte Phosphorylierung auf PKP3 unterdrickt hatte (Abb. 20 & 21). In Kombination
mit PMA war die Wirkung von EGTA nochmals verstarkt, sodass gréRBere Locher in den
trizelluldren und auch Licken in den lateralen Bereichen auftraten. Diese PMA-bedingte
Verstarkung schien aber deutlich durch Sotrastaurin, jedoch nur sehr leicht durch G66976

abgeschwaécht zu werden (Abb. 22 & 23).

Insgesamt sprechen diese Ergebnisse dafiir, dass PMA die Stabilitat der Zellkontakte verringert.
Der Effekt von PMA kann durch den Breitbandinhibitor Sotrastaurin aufgehoben werden, vom
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PKCa-spezifischen Inhibitor G66976 aber nur bedingt. Entsprechend weisen auch diese Daten
auf eine Beteiligung einer weiteren PKC-Isoform hin. Auffallig ist, dass die Wirkung von
G66976 auch in der Immunfluoreszenzfarbung nicht mit der im Western-Blot korreliert und
dass G66976 bei gleichzeitiger EGTA-Behandlung einen stabilisierenderen Effekt zeigt, als der
Breitbandinhibitor Sotrastaurin, welcher ebenfalls die PKCa inhibiert. Mogliche unspezifische

Effekte durch G66976 sind entsprechend denkbar.
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MKZ wurden 24 h in HCM kultiviert. Danach wurden sie 2 h mit dem entsprechenden Inhibitor
und 1 h mit EGTA und je flir 15 Minuten mit PMA stimuliert (Zugabe 105 min nach dem Inhibitor).
Die Zellen wurden mit Methanol fixiert. PKP3 ist griin, DSP und PKP1 je rot und die Zellkerne blau
dargestellt. Ein Bild entspricht einer Ldnge von 136 um, der vergréRerte Ausschnitt einer Lange

von 42,5 um.
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Abb. 20 Einfluss von PMA, Sotrastaurin und G66976 auf die Lokalisation von PKP3, PKP1 und
DSP

MKZ wurden 24 h in HCM kultiviert. Danach wurden sie 2 h mit dem entsprechenden Inhibitor
und je fiir 15 Minuten mit PMA stimuliert (Zugabe 105 min nach dem Inhibitor). Die Zellen wurden
mit Methanol fixiert. PKP3 ist griin, DSP und PKP1 je rot und die Zellkerne blau dargestellt. Ein Bild
entspricht einer Lange von 136 um, der vergrofRerte Ausschnitt einer Lange von 42,5 um.
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Abb. 21 Quantifizierung der PKP3 Lokalisation

Oben ist die Quantifizierung der trizellularen PKP3 Lokalisation im Vergleich zur lateralen und
der lateralen im Vergleich zur zytoplasmatischen dargestellt. Die Signifikanz wird angegeben mit
* p<0,05; ** p<0,01; n.s. nicht signifikant und wurde liber eine One-way ANOVA (Analysis of
Variance) und anschlieBendem post hoc tukey HSD Test bestimmt. Zur Quantifizierung wurde
eine 200 pxl lange Linie Uber den lateralen Bereich, durch den trizellularen bis ins Zytoplasma
gelegt. Ausgewertet wurden fiir den lateralen Bereich Pixel 130-190 und fiir den trizellularen
Pixel 96-103. Fir den zytoplasmatischen Bereich wurden die Pixel 5-65 gewahlt. Der Mittelwert
aller Messungen ist unten grafisch fir die jeweiligen Behandlungen dargestellt.
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Abb. 22 Einfluss von PMA, Sotrastaurin und G66976 auf die Lokalisation von PKP3, PKP1 und
DSP in Abhangigkeit von EGTA

MKZ wurden 24 h in HCM kultiviert. Danach wurden sie 2 h mit dem entsprechenden Inhibitor
und 1 h mit EGTA behandelt und je fiir 15 Minuten mit PMA stimuliert (Zugabe 45 min nach
EGTA). Die Zellen wurden mit Methanol fixiert. PKP3 ist griin, DSP und PKP1 je rot und die
Zellkerne blau dargestellt. Ein Bild entspricht einer Lidnge von 136 um, der vergroRerte

Ausschnitt einer Lange von 42,5 pum.
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Abb. 23 Quantifizierung der PKP3 Lokalisation nach EGTA-Behandlung

Zur Quantifizierung wurde eine 200 pxl lange Linie Gber den lateralen Bereich, durch die trizellulare Liicke
bis ins Zytoplasma gelegt. Ausgewertet wurden fir den lateralen Bereich Pixel 130-190 und fir den
trizellularen Pixel 96-103. Fir den zytoplasmatischen Bereich wurden die Pixel 5-65 gewahlt. Der
Mittelwert aller Messungen ist grafisch fiir die jeweiligen Behandlungen dargestellt. Es wurden nur
Zellkontakte ausgewertet, die eine Liicke im trizellularen Bereich aufwiesen.
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3.3.5. Differenzierungsabhangigkeit des PMA-Effektes

Nach Kontakt mit Calcium beginnen Keratinozyten zunichst mit der Ausbildung von Ca?*-
abhéngigen Zellkontakten (Desmosomen + Adharensverbindungen). Sie erreichen letztendlich
eine Ca?*-unabhidngige Form, die aufgrund ihrer gestirkten Adhéasionsfihigkeit, als
Hyperadhasion beschrieben wird. In Zellkultur dauert dies ca. sechs Tage. Wahrend dieses
Prozesses andert sich auch die Lokalisation der desmosomalen Proteine. Um zu untersuchen,
ob diese Entwicklung Einfluss auf die Phosphorylierbarkeit von DSP und PKP3 hat, wurde der
PMA-Effekt und die Inhibierung der PKCs zu verschiedenen Zeitpunkten nach Calciumzugabe
untersucht (Abb. 24). Dabei stellte sich heraus, dass es zu keiner signifikanten Anderung in der
Phosphorylierbarkeit innerhalb der ersten drei Tage kommt. Interessanterweise war aber der
Effekt von Go66976 in LCM nicht so dominant, wie in HCM. Generell scheint die
Phosphorylierung von PKP3 und DSP (S177/178) auch in sich differenzierenden Zellen méglich

Zu sein.
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Abb. 24 Abhéangigkeit der Phosphorylierung von der Differenzierung

MKZ wurden fir die angegebene Zeit in HCM kultiviert. Danach wurden sie 1 h mit dem
entsprechenden Inhibitor behandelt und je fiir 15 Minuten mit PMA stimuliert (Zugabe 45 min nach
Inhibitor). Die Phosphorylierungssignale wurde mittels Western-Blot detektiert. Das Eluat (PKP3)
wurde zuvor mittels Immunprazipitation isoliert. Die Phosphorylierung dieses Proteins wurde mit
einem Motivantikérper (RXXpS/pT) nachgewiesen. Die Signifikanz wird angegeben mit * p<0,05 und
** p<0,01 bezogen auf die Differenz zur PMA Behandlung und wurde lber eine One-way ANOVA
(Analysis of Variance) mit post-hoc Tukey-Honesty-Significant-Difference-Test bestimmt.

3.3.6. Abhdngigkeit der PKP3- und DSP-Phophorylierung von anderen
desmosomalen Proteinen

Die Zuganglichkeit der desmosomalen Proteine kann abhangig von ihrer Bindung zu anderen
desmosomalen Partnern sein. Beispielsweise wird die PKCa-abhangige Phosphorylierung des
DSP C-Terminus durch PKP2 vermittelt (Bass-Zubek et al., 2008). Um zu Uberpriifen, ob dies
auch fur die hier beobachteten Phosphorylierungen der Fall ist, wurde das PMA-abhadngige
Phosphorylierungsmuster von DSP und PKP3 in Wildtyp-, DSP KO-, PKP1 KO- (1KO) und PKP3
KO- (3KO) Linien untersucht.

Ohne PKP1 kommt es zu einer Verringerung der Adhasion. Die Menge und GroRe der

Desmosomen ist geringer und Hyperadhasion ist nicht moglich (South et al., 2003; Hatzfeld et
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al., 2017; Keil et al., 2016). PKP3 kann den PKP1-Verlust nicht kompensieren (Abb. 25). Unter
der Annahme, dass PKP3-Phosphorylierung destabilisierend auf das Desmosom wirkt, kdnnte
man erwarten, dass PKP3 geringer phosphoryliert wird, um den PKP1-Verlust zu
kompensieren. Jedoch war dies nicht der Fall. Weder die PKP3-, noch die Phosphorylierung
der anderen Proteine zeigte eine verdnderte Reaktion auf die PMA-Stimulation.
Interessanterweise war G66976 im 1KO nicht in der Lage, die PMA-abhangige DSP-
Phosphorylierung zu reduzieren. Ansonsten waren aber sowohl der Effekt von G66976, als

auch der von Sotrastaurin identisch zu dem im Wildtyp.

3KOs zeigen generell eine starkere Adhasion als der Wildtyp (Keil et al., 2016; Neuber et al.,
2010). Der Verlust von PKP3 kann durch PKP1 in Hinsicht auf stabile Adhasion ausgeglichen
werden (Abb.26). Da die Stirke der Desmosomen auch von der DSP-Phosphorylierung
beeinflusst wird, wurde diese in den 3KOs untersucht. Vergleichbar zu den Effekten in der
1KO-Linie war die Phosphorylierung in den 3KOs nicht verandert zum Wildtyp. Jedoch zeigte
auch hier G66976 keinen Effekt auf die Modifizierung von DSP (5177/178).

Der Verlust von DSP verhindert die Ausbildung von funktionellen Desmosomen, da die
Verbindung zu den Intermediarfilamenten nicht mehr moglich ist. Die Adhdasion ist somit stark
reduziert (Gallicano et al., 1998). Phosphorylierungen, die nur in ausgebildeten Desmosomen
bzw. nur nach Bindung zu DSP erfolgen, sind entsprechend nicht mehr moglich (Abb. 27). Die
Phosphorylierung von PKP3 nach PMA-Stimulation in einem RXXS/T-Motiv war aber
unabhangig von DSP weiterhin genauso moglich wie im Wildtyp. Auch die Effekte der

Inhibitoren fiihrten nicht zu signifikant veranderten Signalen.

Sowohl in den PKP1-, als auch den PKP3-KO Linien zeigte G66976 keinen Effekt mehr auf die
PMA-abhangige Phosphorylierung von DSP (S177/178). Somit besteht die Moglichkeit, dass
diese Site PKCa-abhangig in Anwesenheit beider Plakophiline phosphoryliert wird, bzw. PKPs
dies beglinstigen. Jedoch weist der deutlich starkere Effekt von Sotrastaurin und der, auch in
Abwesenheit der PKPs, noch starke Effekt von PMA auf die Beteiligung weiterer PKC-
Isoformen hin, welche die Phosphorylierung dieser Site ermoglichen und somit den Einfluss
von PKCa kompensieren. Des Weiteren ist anhand dieser Ergebnisse davon auszugehen, dass
die PMA-abhingige Phosphorylierbarkeit von DSP (S177/178) und PKP3 im RXXS/T-Motiv

generell unabhangig zur Interaktion mit anderen desmosomalen Proteinen moglich ist.
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Abb. 25 Effekt von PMA, Sotrastaurin und G66976 in Wildtyp- und PKP1-KO-Mauskeratinozyten

Oben ist schematisch der Aufbau des Desmosoms im Wildtyp im Vergleich zum PKP1 KO gezeigt. JUP
steht fiir Plakoglobin, Dsg fiir Desmoglein und Dsc fiir Desmocollin. Das Schema wurde mit
Biorender.com (2021) erstellt. Darunter ist die Western-Blot Behandlung mit den dazugehérigen
Quantifizierungen dargestellt. Sotrastaurin wurde mit Sotra abgekirzt. Die Zelllinien wurden 24 h in
HCM kultiviert. Danach wurden sie 1 h mit dem entsprechenden Inhibitor inkubiert und jeweils fir
15 Minuten mit PMA stimuliert (Zugabe 45 min nach Inhibitor). Das Phosphorylierungssignal wurde
mittels Western-Blot detektiert. Als Eluat gekennzeichnete Proteine wurde zuvor mittels
Immunprazipitation isoliert. Die Phosphorylierung dieser Proteine wurde mit einem Motivantikorper
(RXXpS/pT) nachgewiesen. Die Signifikanz wird angegeben mit * p<0,05 und ** p<0,01 bezogen auf die
Differenz zur PMA-Behandlung und wurde Gber eine One-way ANOVA (Analysis of Variance) bestimmt.
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Abb. 26 Effekt von PMA, Sotrastaurin und G66976 in Wildtyp- und PKP3-KO-Mauskeratinozyten

Oben ist schematisch der Aufbau des Desmosoms im Wildtyp im Vergleich zum PKP3 KO gezeigt. JUP
steht fiir Plakoglobin, Dsg fiir Desmoglein und Dsc fiir Desmocollin. Das Schema wurde mit
Biorender.com (2021) erstellt. Darunter ist die Western-Blot Behandlung mit der dazugehérigen
Quantifizierung dargestellt. Sotrastaurin wurde mit Sotra abgekiirzt. Die Zelllinien wurden 24 h in HCM
kultiviert. Danach wurden sie 1 h mit dem entsprechenden Inhibitor inkubiert und jeweils fir
15 Minuten mit PMA stimuliert (Zugabe 45 min nach Inhibitor). Das Phosphorylierungssignal wurde
mittels Western-Blot detektiert. Als Eluat gekennzeichnete Proteine wurde zuvor mittels
Immunprazipitation isoliert. Die Phosphorylierung dieser Proteine wurde mit einem Motivantikérper
(RXXpS/pT) nachgewiesen. Die Signifikanz wird angegeben mit * p<0,05 und ** p<0,01 bezogen auf die
Differenz zur PMA-Behandlung und wurde lber eine One-way ANOVA (Analysis of Variance) bestimmt.
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Abb. 27 Effekt von PMA, Sotrastaurin und G66976 in Wildtyp- und DSP-KO-Mauskeratinozyten

Oben ist schematisch der Aufbau des Desmosoms im Wildtyp im Vergleich zum DSP KO gezeigt. JUP
steht fir Plakoglobin, Dsg fiir Desmoglein und Dsc fir Desmocollin. Das Schema wurde mit
Biorender.com (2021) erstellt. Darunter ist die Western-Blot Behandlung mit der dazugehérigen
Quantifizierung dargestellt. Sotrastaurin wurde mit Sotra abgekiirzt. Die Zelllinien wurden 24 h in HCM
kultiviert. Danach wurden sie 1 h mit dem entsprechenden Inhibitor inkubiert und jeweils fir
15 Minuten mit PMA stimuliert (Zugabe 45 min nach Inhibitor). Das Phosphorylierungssignal wurde
mittels Western-Blot detektiert. Als Eluat gekennzeichnete Proteine wurde zuvor mittels
Immunprézipitation isoliert. Die Phosphorylierung dieser Proteine wurde mit einem Motivantikoérper
(RXXpS/pT) nachgewiesen. Die Signifikanz wird angegeben mit * p<0,05 und ** p<0,01 bezogen auf die
Differenz zur PMA-Behandlung und wurde liber eine One-way ANOVA (Analysis of Variance) bestimmt.
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3.3.7. Knockdown der PKC-Isoformen Alpha, Delta und Eta

Die in Abschnitt 3.3.3. und 3.3.4. gezeigten Experimente mit Inhibitoren gaben Hinweise
darauf, dass auch die novel PKCs bedeutend fiir desmosomale Phosphorylierung sein kénnen.
Fir die klassische PKCa waren die Ergebnisse aber nicht eindeutig und da ATP-kompetitive
Inhibitoren, wie G66976 und Sotrasaturin auch andere ATP-abhdngige Enzyme inhibieren
kdnnen, ist es notwendig, diese Ergebnisse mit anderen Methoden zu lberpriifen. Um den
Effekt der einzelnen PKC-Isoformen auf PKP3 und DSP genauer bestimmen zu kénnen, wurden
nun die drei abundanten Isoformen Alpha, Delta und Eta einem Knockdown unterzogen und
die entsprechenden Zellen 48 bzw. 72 Stunden spater mit PMA behandelt. Hierbei wurde
zusatzlich wieder der Effekt auf die Proteine MEK, ERK; RSK, Akt, S6 und GSK3p beobachtet.

Der Knockdown der PKC-Isoformen fihrte nach 48 h zu einer Reduktion des jeweiligen
Proteinlevels um 53 % fir PKCa; 96 % fir PKCS und 93 % fiir PKCn, sowie zu einer Reduktion
nach 72 h um 70 % fiir PKCa, 95 % fiir PKC6 und 91 % fiir PKCn. Jedoch flihrte der Knockdown
der PKCa nach 72 h ebenfalls zu einer leichten Reduktion von PKC und der Knockdown von
PKC& zu einer deutlichen Reduktion von PKCn (Abb. 28). Der Knockdown von PKCa hatte kaum
Effekte auf die Phosphorylierungen der untersuchten Proteine. Nach 72 h liel8 sich zwar ein
leichter Riickgang der PKP3 Phosphorylierung beobachten, jedoch war zu diesem Zeitpunkt
auch die Menge an PKC§ verringert. Dies steht deutlich im Widerspruch zu dem Effekt durch
den PKCa-Inhibitor G66976 und spricht fiir eine PKCa-unabhangige PKP3-Phosphorylierung.
Jedoch war trotz Knockdown noch eine gewisse Menge an PKCa vorhanden, sodass
Restaktivitat nicht ausgeschlossen werden kann. Die Abwesenheit von PKCS hingegen hatte
signifikanten Einfluss auf den PMA-Effekt. So kam es unter diesen Bedingungen nicht mehr zur
Aktivierung des MAP-Kinase-Signalweges, auRerdem wurde auch die Phosphorylierung von
PKP3 deutlich reduziert. Der Effekt im Western-Blot dhnelte deutlich der Wirkung von
Sotrastaurin. Jedoch kam es trotz der Wirkung auf den MAPK-Weg zu keiner Reaktivierung
von Akt. Der Knockdown von PKCn zeigte vergleichbar zu PKCa kaum Effekte, wobei auch hier
nach 72 h eine leichte Reduktion der phosphorylierten PKP3-Menge beobachtet werden
konnte. Die Phosphorylierung von DSP (5177/178) wurde durch keinen der hier untersuchten
Knockdowns reduziert (Abb.29 & 30). Es besteht die Moglichkeit der Beteiligung einer
weiteren PKC-Isoform oder, wie in 3.3.6. beschrieben, dass diese Site abhangig von mehreren

PKCs phosphorylierbar ist und somit der Verlust einer einzelnen Isoform kompensiert wird.

74



48 h nach Knockdown

72 h nach Knockdown
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Abb. 28 Knockdown-Kontrollen der PKC Isoformen Alpha, Delta und Eta

MKZ wurden 48 bzw. 72 h nach dem siRNA-mediierten Knockdown untersucht. Sie wurden zuvor 24 h
in HCM kultiviert. Danach wurden sie je fur 15 Minuten mit PMA stimuliert. Die Effizienz des
Knockdowns wurde bestimmt als die Differenz des jeweiligen PKC-Signals und des PKP3 Input-Signals,
bezogen auf die PMA-Kontrolle. Die Signifikanz wird angegeben mit * p<0,05 und ** p<0,01 und wurde
Uber eine One-way ANOVA (Analysis of Variance) mit post-hoc Tukey-Honesty-Significant-Difference-

Test bestimmt.
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72 h nach Knockdown
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Abb. 29 Knockdown der PKC Isoformen Alpha, Delta und Eta

MKZ wurden 48 bzw. 72 h nach dem siRNA-mediierten Knockdown untersucht. Sie wurden zuvor 24 h

in HCM kultiviert.

Das

Danach wurden sie je fir 15 Minuten mit PMA stimuliert.

Phosphorylierungssignal wurde mittels Western-Blot detektiert. Die Signifikanz wird angegeben mit *

p<0,05 und ** p<0,01 bezogen auf die Differenz zur jeweiligen PMA Kontrolle und wurde Uber eine

One-way ANOVA (Analysis of Variance) mit post-hoc Tukey-HSD-Test bestimmt.
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Abb. 30 PKP3 (RXXS/T) und DSP (S177/178) Phosphorylierung nach Knockdown der PKC
Isoformen Alpha, Delta und Eta

MKZ wurden 48 bzw. 72 h nach dem siRNA-mediierten Knockdown untersucht. Sie wurden
zuvor 24 h in HCM kultiviert. Danach wurden sie je fir 15 Minuten mit PMA stimuliert. Das
Phosphorylierungssignal wurde mittels Western-Blot detektiert. Das PKP3-Eluat wurde zuvor
mittels Immunprazipitation isoliert. Die Phosphorylierung dieses Proteins wurde mit einem
Motivantikérper (RXXpS/pT) nachgewiesen. Die Signifikanz wird angegeben mit * p<0,05 und
** p<0,01 bezogen auf die Differenz zur jeweiligen PMA Kontrolle und wurde Gber eine One-
way ANOVA (Analysis of Variance) mit post-hoc Tukey-Honesty-Significant-Difference-Test
bestimmt.
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Makroskopisch kam es durch den Knockdown der PKC&-Isoform zu einem veranderten
Phanotyp. Der Zellrasen wies diverse, mit blolem Auge sichtbare zellfreie Bereiche auf, ohne
dass die Proteinmenge im Western-Blot reduziert war (Anhang Abb. A2). Bei den anderen

Isoformen, sowie der Kontrolle, trat dieser Effekt nicht auf.

In den Immunfluoreszenzbildern lieR sich erkennen, dass die PKP3- und DSP-Lokalisation
durch den Knockdown der PKC-lsoformen a, & und n nicht wesentlich verandert wirkte
(Abb.31, fur groRere Darstellung siehe Anhang Abb. A3-A5). Aktivierung der jeweils
verbliebenen PKC-Isoformen durch PMA zeigte auch nach Depletion der Isoformen Alpha und
Eta vergleichbare Effekte, wie in der Kontrolle ohne Knockdown. Bei dem Knockdown der
Delta-Isoform kam es jedoch zu einer deutlichen Reduktion der PMA-Wirkung (Abb.32). So
blieben die Zellgrenzen klarer definiert und die Zellen wuchsen weniger tibereinander. Jedoch
handelte es sich nicht um einen kompletten Rescue. So kam es dennoch zu einer leichten
Reduktion von PKP3 an den trizelluldaren Bereichen und zu fransigeren, nicht gradlinigen
Zellgrenzen. Entsprechend erzielte der Knockdown der Delta-Isoform alleine nicht dieselbe
Wirkung, wie die Inhibierung mittels Sotrastaurin, erweckte aber dennoch den Eindruck,

stabilisierend auf das Desmosom zu wirken.

Diese Experimente zeigen deutlich, dass PKCS eine Rolle bei der Regulation der Desmosomen

spielt und dass PKP3 ein wichtiges Target dieser Kinase ist.
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ation von PKP3, PKP1 und DSP
MKZ wurden 48 h nach dem siRNA-mediierten Knockdown untersucht. Sie wurden zuvor 24 h in HCM
kultiviert und fur 15 Minuten mit PMA stimuliert. Die Zellen wurden mit Methanol fixiert. PKP3 ist griin,
DSP und PKP1 je rot und die Zellkerne blau dargestellt. Ein Bild entspricht einer Lénge von 136 um, der

vergroRerte Ausschnitt einer Lange von 42,5 um
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Abb. 32 Quantifizierung und Knockdown-Kontrolle der Inmunfluoreszenz

Links oben ist die Quantifizierung der trizellularen PKP3-Lokalisation im Vergleich zur lateralen und der
lateralen im Vergleich zur zytoplasmatischen dargestellt. Die Signifikanz wird angegeben mit ** p<0,01;
n.s. nicht signifikant und wurde tiber eine One-way ANOVA (Analysis of Variance) und anschlieBendem
post hoc tukey HSD Test bestimmt. Links unten ist die Western-Blot Kontrolle fiir die PKC-Knockdowns
der Immunfluoreszenz gezeigt. MKZ wurden 48 h nach dem siRNA mediierten Knockdown untersucht.
Sie wurden zuvor 24h in HCM kultiviert. Zur Quantifizierung wurde eine 200 pxl lange Linie (iber den
lateralen Bereich, durch den trizelluldren bis ins Zytoplasma gelegt. Ausgewertet wurden fiir den
lateralen Bereich Pixel 130-190 und fiir den trizellularen Pixel 96-103. Fiir den zytoplasmatischen
Bereich wurden die Pixel 5-65 gewahlt. Der Mittelwert aller Messungen ist rechts grafisch fur die
jeweiligen Behandlungen dargestellt.
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Als Nachstes wurde Uberprift, ob der Knockdown der PKCs Einfluss auf den EGTA-mediierten
Verlust der Zellkontakte durch Calciumentzug hat (Abb.33). Aber, wie auch nach Inhibierung
mittels Sotrastaurin beobachtet (3.3.4.), schiitzte der Knockdown der PKC-Isoformen nicht vor
dem Effekt von EGTA. Auch hier kam es durch den Knockdown der PKCa nicht zu demselben
Effekt, wie durch die Inhibierung durch G66976.

K Si Si PKCa Si PKC6 PKCn

Kontrolle EGTA Kontrolle

S

EGTA Kontrolle EGTA

P

—EGTA
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Abb. 33 Einfluss des PKC-Knockdowns auf die Wirkung von EGTA

MKZ wurden 48 h nach dem siRNA-mediierten Knockdown untersucht. Sie wurden zuvor 24 h in
HCM kultiviert und fiir 120 min mit EGTA behandelt. Die Zellen wurden mit Methanol fixiert. Ein
Bild entspricht einer Lange von 136 um, der vergroRerte Ausschnitt einer Lange von 42,5 um. Zur
Quantifizierung wurde eine 200 pxl lange Linie iber den lateralen Bereich, durch den trizellularen
»,Lochbereich” bis ins Zytoplasma gelegt. Der Mittelwert aller Messungen ist unten grafisch fir
die jeweiligen Behandlungen dargestellt.
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3.3.7.1. Doppelknockdown PKCa und PKC6

Der Knockdown von PKC6 verhinderte zwar die PKP3-Phosphorylierung, aber dennoch gab es
einige Unterschiede zur Inhibierung mit Sotrastaurin. Da zudem der PKCa-Knockdown
zumindest leichte Effekte auf die PKP3-Phosphorylierung zeigte, wurde ein Doppelknockdown

von PKCa und PKC& durchgefiihrt (Abb.34).

Auf Western-Blot-Ebene zeigte der Doppelknockdown von PKCa und PKC& dieselben
Auswirkungen auf MEK-, ERK- und RSK-Phosphorylierung, wie der alleinige Knockdown von
PKCS. Auch die Phosphorylierung von PKP3 an RXXS/T-Motiven war gleichermaRen reduziert.
Effekte auf DSP (S177/178) bleiben aus.

In der Immunfluoreszenzfarbung schwacht der Doppelknockdown ebenfalls, wie im Falle von
PKC6, den PMA-Effekt ab. Jedoch waren die Zellkontakte diffuser. Nichtsdestotrotz lokalisiert
PKP3 auch in Anwesenheit von PMA deutlich an den trizelluldaren Kontakten. Diese Resistenz
gegen die PMA-induzierte Umverteilung von PKP3 war im Doppelknockdown starker, als im
einfachen PKC&8-Knockdown und erreichte in etwa das Niveau des unbehandelten Wildtyps.
Dies spricht dafiir, dass, obwohl PKC& den starkeren Effekt auf PKP3 zu haben scheint, auch
PKCa eine Bedeutung fir dessen Regulation hat. Eine PKCa-abhangige Phosphorylierung in

einem Motiv, welches nicht dem RXXS/T-Motiv entspricht, ware anhand dieser Daten denkbar.
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Abb. 34 Effekt eines Doppelknockdowns von PKCa und PKC8 Pixel

MKZ wurden 48 h nach dem siRNA-mediierten Knockdown untersucht. Sie wurden zuvor 24 h in HCM
kultiviert und fiir 15 Minuten mit PMA stimuliert. In A ist das Phosphorylierungssignal in Abhangigkeit des
Knockdowns dargestellt. (B) Die Zellen wurden mit Methanol fixiert. PKP3 ist griin, DSP rot und die
Zellkerne blau dargestellt. Ein Bild entspricht einer Lange von 136 um, der vergroRerte Ausschnitt einer
Lange von 42,5 um. Unten, links (C) ist die Quantifizierung der trizellularen PKP3 Lokalisation im Vergleich
zur lateralen gezeigt. Die Signifikanz wird angegeben mit * p<0,05 und ** p<0,01. Sie wurde Uber eine One-
way ANOVA und anschlieRendem post hoc tukey HSD-Test bestimmt. (D) Zur Quantifizierung der PKP3-
Intensitat wurde eine 200 pxl lange Linie liber den lateralen Bereich, durch den trizellularen bis ins
Zytoplasma gelegt. Ausgewertet wurden lateralen Pixel 130-190 (lateral), Pixel 96-103 (trizellular) und Pixel
5-65 (Zytoplasma). Der Mittelwert aller Messungen ist grafisch dargestellt.
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3.3.7.2. Knockdown RSK im Vergleich zu PKC6

Da es durch den Knockdown von PKCS zu einer Inaktivierung des MEK/ERK/RSK-Signalweges

kam, besteht die Moglichkeit, dass die PMA-abhangige Regulation von PKP3 direkt abhdngig

vom MAP-Kinase-Signalweg ist. Wie von Miiller et al. 2020 beschrieben, besteht die

Moglichkeit, dass RSK1/2 dabei eine bedeutende Rolle spielen. Um dies zu tUberprifen, wurde

der Knockdown von PKCS mit dem Knockdown von RSK 1/2 verglichen (Abb.35). Hierbei war

auffallig, dass die Abwesenheit von PKCS das p-RSK Signal noch starker reduzierte, als der

Knockdown der RSKs selbst. Des Weiteren hatte die Reduktion von RSK aber keinen Effekt auf

die Phosphorylierung von PKP3 unter PMA-Stimulation. Trotz des Effektes des RSK-Inhibitors

BI-D1870 auf DSP, zeigte sich durch Knockdown hier keine Veranderung. Entsprechend liegt

es nahe, dass die Regulation von DSP und PKP3 unter PMA-Stimulation nicht tGber RSK

kontrolliert wird.
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Abb. 35 Knockdown PKC8 im Vergleich zu RSK1/2

MKZ wurden 48 bzw. 72 h nach dem siRNA-mediierten Knockdown untersucht. Sie wurden zuvor 24 h
in HCM kultiviert. Danach wurden sie je fiir 15 Minuten mit PMA stimuliert. Das Phosphorylierungssignal
wurde mittels Western-Blot detektiert. PKP3 Eluat wurde zuvor mittels Immunprazipitation isoliert. Die
Phosphorylierung dieses Proteins wurde mit einem Motivantikorper (RXXpS/pT) nachgewiesen. Die
Signifikanz wird angegeben mit * p<0,05 und ** p<0,01 bezogen auf die Differenz zur PMA Behandlung
und wurde (ber eine One-way ANOVA (Analysis of Variance) mit post-hoc Tukey-Honesty-Significant-
Difference-Test bestimmt.
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3.4. Identifizierung moglicher PKP3-Phosphorylierungsstellen

Die bisherigen Ergebnisse sprechen dafir, dass die PMA-abhdngige Phosphorylierung von
PKP3 hauptsachlich Giber PKC& reguliert wird, jedoch ist es unklar, an welcher/welchen
Position/en die Modifizierung/en stattfinden. Es existieren 18 (RXXS/T) Motive in Maus-PKP3,
die theoretisch phosphoryliert und von dem hier verwendeten Substrat-Antikorper erkannt
werden kdnnten. 16 dieser Motive sind auch in humanem PKP3 konserviert (Anhang Abb. A6).
Zur ldentifizierung der tatsachlich relevanten Sites wurden Peptid Arrays durchgefiihrt, PKP3-
Alanin-Punktmutanten generiert und die Phosphorylierung nach PMA-Stimulation mit Hilfe

von Massenspektrometrie untersucht.

3.4.1. In-Vitro-Phosphorylierung-Peptid-Kinase-Array

Mittels eines Peptid-Kinase-Arrays wurden mehrere potentiell durch PKCs phosphorylierbare
Sites in-vitro identifiziert. Hierzu wurde ein Chip, auf dem PKP3-Peptide gespottet wurden, mit
aktiver Kinase und radioaktivem ATP behandelt, sodass phosphorylierte Peptide Uber
Autoradiographie nachgewiesen werden konnten. Jedes Peptid hatte dabei eine Lange von 15
Aminosauren, wobei je 10 Aminosauren sequenzgleich mit dem nachsten Peptid waren. Viele
der so identifizierten Sites wurden auch von dem Kinase Predictor Tool von Kinexus
PhosphoNet mit einem Score von tiber 300 fiir die Phosphorylierbarkeit durch PKC6 bewertet.
Mittels phosphosite.org wurde zusammengestellt, wie haufig diese Serine bzw. Threonine
bereits in Massenstudien phosphoryliert gefunden wurden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 7
zusammengefasst. Die dem RXXS/T Motiv entsprechenden, von PKC& phosphorylierten
Aminosauren sind S134, S135, S220, S256, S280, S314, T676 und S683. Diese sind im PKP3-
Schema rot markiert. Interessanterweise kam es auch zu Phosphorylierung von Peptiden der
C-terminalen Repeats. Fiir diese wurde laut Phosphosite bisher noch keine Phosphorylierung
beschrieben. Die Phosphorylierung anderer desmosomaler Proteine ist im Anhang Tab. A2

zusammengefasst.
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Tab. 7 Potentielle Phosphorylierungsstellen von humanem PKP3 nach dem Peptid-Kinase-

Array
Voraussage
. Peptid Konserviert Kinexus Hits auf
Protein Start Sequenz PKCa | PKCS | PKCn | S/T | RXXS/T Maus PhosphoNet | Phosphosite.org
Score >300
T86 - T86 - T86: 132
S92 - S92 S92 $92:3
PKP3 81 RGQYHTLQAGFSSRS + + + 593 ) 93 ] $93: 0
S95 - S95 - S95: 20
S121 - S121 - S121:1
S123 - S123 - $123:12
S$128 - T128 - $128:0
PKP3 121 SRSAVDLSCSRRLSS + + + $130 ) $130 $130 $130: 1
S134 S134 S134 S134 S134: 8
S135 S135 S135 - $135:0
PKP3 181 LRSLRLGPGGLDDRY + + - $183 - 5183 S$183 S$183: 16
PKP3 T207 - - - T207:3
201 QLEPAATSTYRAFAY - + - S208 - S208 - S208: 2
T209 - T209 - T209: 13
PKP3 T207 - - - T207:3
S208 - S208 - $208: 2
206 ATSTYRAFAYERQAS + + - 1209 ) 1209 ) 1209: 13
S220 S220 S220 - $220: 1
PKP3 T242 - T242 - T242:0
241 RTIRAPAVRTLQRFQ + + - 1250 ) 1250 ) T250: 3
PKP3 T250 - T250 - T250:3
S$256 S$256 5256 $256 $256: 0
246 PAVRTLQRFQSSHRS + + + 257 ) <257 5257 $257:0
S260 - S260 - $260: 3
PKP3 S280 S280 S280 S280 $280: 20
271 VLEPVARAPSVRSLS - + + $283 - S$283 - $283: 4
S285 S285 S285 - $285: 8
PKP3 S302 - S302 - S302: 4
S305 - - S305 S305: 4
301 NSYGSHRTLQRLSSG + + - T308 - T308 - T308: 7
S313 - S313 S313 $313:118
S314 S314 S314 - S314: 123
PKP3 T571 - T571 - T571: 4
566 VVGCFTPQSRRLREL + + + <572 ) 5574 <574 $574: 6
PKP3 S674 - S674 - S674:0
671 QLRSLTGLIRNLSRN - + + T676 T676 T676 - T676: 0
S683 S683 S683 S683 $683: 0
PKP3 T676 - T676 - T676: 0
676 TGLIRNLSRNARNKD |+ |+ * | ses3 | ses3 5683 5683 $683: 0
$220 S285 5683
$134/135| T264| S314 T382 5486 S625 T666 s768
PKP3-
Maus NH: - - H H - H - COOH
RXXS/T
S$535 T676
5163 $280 S349
5256
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Unter den artifiziellen Bedingungen des in-vitro-Kinase-Arrays ist es moglich, dass auch
Serine/Threonine phosphoryliert werden, die in-vivo von den jeweiligen Kinasen nicht
modifiziert werden. Um nun Hinweise auf Phosphorylierung innerhalb der Zelle zu erhalten,
wurde PKP3 aus Mauskeratinozyten, die zuvor mit PMA stimuliert bzw. Sotrastaurin inhibiert
wurden, mittels Immunprazipitation isoliert und von der Core Facility Massenspektrometrie
Halle (Saale) nach Phosphorylierungen untersucht. Hierbei wurden Phosphorylierungen an
den Positionen S283, S313 und S314 gefunden. Wahrend die letzteren beiden auch in den
inhibierten Proben auftraten, konnte die Phosphorylierung von S283 nur in der durch PMA
stimulierten Probe nachgewiesen werden. Jedoch ist eine quantitative Aussage zu den
Phosphorylierungen anhand dieser Daten nicht méglich, entsprechend ist es denkbar, dass
das Motiv S313/314 in den beiden Proben unterschiedlich stark phosphoryliert vorliegt. Leider
lag die Sequenzabdeckung nur zwischen 49 und 55 %. Die potentiell relevanten RXXS/T-Sites
$220, S256, S280 und S683, sowie die mit einem Kinexus PhosphoNet Score von Utber 300
bewerteten Sites S92, S130, S183, S256, S257, S280, T574 und S683 wurden nicht mit
abgedeckt (Anhang Abb. A7). Nichtsdestotrotz wurden Anhand dieser Ergebnisse die Motive
S283 und S313/314 als potentiell bedeutend fiur die PKC induzierte Phosphorylierung
angesehen und Uber Punktmutationen genauer untersucht. Bei der S283-Site handelt es sich
jedoch nicht um ein RXXS-Motiv. Bei den benachbarten Sites S280 und S285 hingegen schon.
Weshalb das Motiv auf $280/283/285 erweitert wurde.

3.4.2. Untersuchung von PKP3-Mutanten

Anhand der Ergebnisse des in-vitro-Kinase-Assays, der Massenspektrometrie und den
Informationen aus der Literatur wurden vier potentielle PKP3-Motive ausgewahlt, zu Alanin
mutiert und die Phosphorylierung der jeweiligen Mutante nach Stimulierung durch PMA
untersucht (Abb.36). Aufgrund der Alanin-Mutation kénnen die entsprechenden Sites nicht
mehr phosphoryliert werden. Sollte eines dieser Motive im Wildtyp nach PMA-Behandlung
phosphoryliert werden, wiirde das Phospho-Signal der jeweiligen Mutante geringer ausfallen.
Die Mutanten wurden wie folgt benannt (in Klammern sind die jeweiligen

Aminosaureaustausche gekennzeichnet):
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1) 95A (592/93/95A)
2) 134A (S134/135A)
3) 280A (5280/283/285A)
4) 314A (S313/314A)

Alle PKP3-Konstrukte trugen einen C-terminalen GFP-Tag. Phosphorylierung von GFP in einem

RXXS/T-Motiv konnte in einem Kontrollexperiment ausgeschlossen werden (Anhang Abb. A8).
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Abb. 36 PMA Stimulation der PKP3 Alanin Mutanten

Die Bezeichnung der Linien steht fiir folgende PKP3-Konstrukte: 95A (PKP3-S92/93/95A-GFP); 134A
(PKP3-S134/135A-GFP); 280A (PKP3-5280/283/285A-GFP); 314A (PKP3-S313/314A-GFP). Die PKP3-
Mutantenlinien wurden 24 h in HCM kultiviert. Danach wurden sie je fiir 15 Minuten mit PMA
stimuliert. Das Phosphorylierungssignal wurde mittels Western-Blot detektiert. Das PKP3 Eluat
wurde mittels Immunprazipitation isoliert. Die Phosphorylierung dieses Proteins wurde mit einem
Motivantikérper (RXXpS/pT) nachgewiesen.

Die Signifikanz wird angegeben mit * p<0,05 und ** p<0,01 bezogen auf die Differenz zur jeweiligen
unbehandelten Probe und wurde (iber eine One-way ANOVA (Analysis of Variance) mit post-hoc
Tukey-Honesty-Significant-Difference-Test bestimmt.
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Obwohl Motiv 95A nicht dem RXXS/T-Motiv entsprach, fiihrte die Mutation dieser
Aminosauren zu einer verringerten PKP3-Phosphorylierung. Die Mutation der Motive 134A
und 280A zeigte keine signifikante Anderung der PKP3-Phosphorylierung im Vergleich zu der
Kontrolllinie. Jedoch ging das PMA-abhangige Phosphorylierungssignal durch die Mutation
des 314A Motives verloren. Dies spricht stark dafir, dass das 314A-Motiv in Wildtyp- PKP3
unter PMA-Stimulation verstarkt phosphoryliert wird. DSP (S177/178)-Phosphorylierung,

wurde durch die PKP3-Mutanten nicht beeinflusst.

3KO+PKP3wt 95A 134A

W v X O
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Abb. 37 Einfluss von PMA auf die Lokalisation von PKP3-Alanin-Motivmutanten

Die Bezeichnung der Linien steht fiir folgende PKP3-Konstrukte: 95A (PKP3-S92/93/95A-GFP); 134A
(PKP3-S134/135A-GFP); 280A (PKP3-5280/283/285A-GFP); 314A (PKP3-5313/314A-GFP). Die PKP3-
Mutantenlinien wurden 24 h in HCM kultiviert. Danach wurden sie je fur 15 Minuten mit PMA
stimuliert. Die Zellen wurden mit Formaldehyd fixiert. Ein Bild entspricht einer Ldnge von 136 um,
der vergroRerte Ausschnitt einer Lange von 42,5 um.

Zusatzlich zum Western-Blot wurden die Mutanten auch nach ihrer PKP3-Lokalisation in
Abhangigkeit zum PMA-Effekt untersucht (Abb.37). Die Mutanten zeigten dabei allgemein
einen Phanotyp mit fransigen Zellkontakten. Es kam zu keiner verstarkten Lokalisation von
PKP3 an den trizelluldren Bereichen, zudem wuchsen die Zellen leicht libereinander. Die 95A

Mutante zeigt eine relativ schwache Membranlokalisation. Nach Zugabe von PMA wurde
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dieser Effekt nochmals verstarkt. Die Kontakte der 134A- und 280A-Mutanten wirkten dann
ungeordneter ahnlich wie es in der 3KO+PKP3wt-Linie der Fall war. Die 314A-Mutante
hingegen wirkte auch in der Immunfluoreszenz-Farbung von PMA gréRtenteils unbeeinflusst,

es entstanden aber dennoch kleine Liicken an den trizelluldaren Kontakten.

Aufgrund der bisherigen Hinweise auf eine Relevanz des S$S313/314-Motivs, wurde eine
Phosphomimikmutante 314E (S313/314E) generiert und mittels Immunfluoreszenz nach
PMA- und EGTA-Behandlung untersucht. Hierzu wurde PMA vorgelegt, um sicherzugehen,
dass die Proteine phosphoryliert waren, sobald EGTA wirkte (Abb.38).

Durch die 135-minttige PMA-Behandlung kam es nun auch bei der 314A-Mutante zu deutlich
fransigeren Zellkontakten, jedoch blieb PKP3 weiterhin stark an der Membran. Es bildeten sich
aber Licken an den trizelluldren Kontakten. Die Zellen wuchsen kaum ubereinander. Die
Lochbildung durch EGTA war gering und wurde auch durch PMA nicht verstarkt. Die 314E-
Motivmutante zeigte eine signifikant schwachere Lokalisation von PKP3 an der Membran und
die Zellen Gberwuchsen sich auch ohne PMA deutlich. Durch Zugabe von PMA rundeten sie
sich ab. In Kombination mit EGTA kam es zu deutlichen Kontaktverlusten, zum Teil auch an
lateralen Bereichen. Insgesamt spricht dies dafiir, dass sich eine Phosphorylierung von PKP3
am Motiv S313/314 negativ auf die Membranlokalisation und somit auch negativ auf

Desmosomenstabilitdt auswirkt.
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Abb. 38 Unterschied der Lokalisation von PKP3 314A und 314E in Abhangigkeit von PMA und EGTA

Die Bezeichnung der Linien steht fiir folgende PKP3-Konstrukte: 314A (PKP3-S313/314A-GFP) und 314E
(PKP3-S313/314E-GFP). Die Linien wurden 24 h in HCM kultiviert. Danach wurden sie je fir 135 min mit
PMA stimuliert und 120 min mit EGTA (Zugabe 15 min nach PMA) behandelt. Die Zellen wurden mit
Formaldehyd fixiert. Ein Bild entspricht einer Ldnge von 136 um, der vergroRerte Ausschnitt einer Lange
von 42,5 um. Unten ist die Quantifizierung der trizellularen PKP3 Lokalisation der 314A und 314E Motive
im Vergleich zur zytoplasmatischen, sowie der lateralen im Vergleich zur zytoplasmatischen gezeigt. Die
Signifikanz wird angegeben mit * p<0,05 und ** p<0,01. Zur Quantifizierung wurde eine 200 pxl lange
Linie Gber den lateralen Bereich, durch den trizelluldren bis ins Zytoplasma gelegt. Ausgewertet wurden
fir den lateralen Bereich Pixel 130-190 und fiir den trizellularen Pixel 96-103. Fiir den zytoplasmatischen
Bereich wurden die Pixel 5-65 gewahlt. Der Mittelwert aller Messungen ist unten rechts grafisch fir die

jeweiligen Behandlungen dargestellt.
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3.5. Zusammenfassung

Die Erkenntnisse dieser Arbeit kdnnen wie folgt zusammengefasst werden. In den hier
verwendeten Mauskeratinozyten sind die PKC-Isoformen Alpha, Gamma, Delta, Epsilon, Zeta,
Eta und lota exprimiert. Durch die Stimulation mittels PMA kam es zur direkten Aktivierung
der PKCs (mit Ausnahme der atypischen Isoformen Zeta und lota). Nach bereits 15 Minuten
lieBen sich dadurch Aktivierung des MAP-Kinase-Weges (MEK/ERK/RSK) und eine
Inaktivierung des AKT-Signalweges beobachten. Es kam zusatzlich zu einer Phosphorylierung
von DSP an der Position S177/178 und von PKP3 an mindestens einem RXXS/T-Motiv. PKP1,
JUP und Dsg 1/2 wurden durch PMA nicht an einem RXXS/T-Motiv modifiziert. Uber Dsc
konnte keine Aussage getroffen werden. Die Phosphorylierung von PKP3 und DSP war
unabhangig von der calciumabhdngigen Differenzierung, von Calciumentzug und von der
Anwesenheit von DSP, PKP3 und PKP1 (DSP Phosphorylierung in PKP1- und PKP3-KO und PKP3
Phosphorylierung in DSP-KO und PKP3-KO) mdglich. Die PMA-Stimulation fihrte zu fransigen
Zellkontakten und zu einer Reduktion von PKP3 an den trizelluldren Kontakten. Durch
Inhibierung aller PKCs mittels Sotrastaurin wurde diese Effekte grofSteils aufgehoben. Zudem
wurden MAP-Kinasen wieder deaktiviert und AKT reaktiviert. Die Inhibierung von PKCa mittels
G066976 reduzierte zwar die PKP3-Phosphorylierung (Western-Blot), hebt aber den PMA-
Effekt auf die Lokalisation (Immunfluoreszenz) nicht auf. Des Weiteren wurde weder das MAP-
Kinase-, noch das AKT-Signaling von Go66976 beeinflusst. Im Gegensatz zu der
Inhibitorbehandlung fiihrte der spezifische Knockdown von PKCa nicht zu einer Reduktion der
PKP3-Phosphorylierung in einem RXXS/T-Motiv unter PMA-Stimulation und deutete somit
darauf hin, dass es sich bei der Wirkung des G66976-Inhibitors nicht um einen PKCa-
abhangigen Effekt handelte. Auch die PKCn-lsoform schien fiir die hier betrachteten
Zusammenhadnge nicht relevant zu sein. Der Knockdown von PKC6 hingegen zeigte einen
signifikanten Effekt auf die PKP3-Phosphorylierung und auf die Aktivierung des MAP-Kinase-
Weges. Auch in der Immunfluoreszenzfarbung konnte eine gestarkte Resistenz gegen die
durch PMA-induzierten Effekte beobachtet werden. Durch einen Doppelknockdown von PKC&
und a wurde diese Resistenz leicht verstarkt. Durch Knockdown von RSK konnte gezeigt
werden, dass die PKP3-Phosphorylierung unabhdngig vom MAP-Kinase-Signaling war. Mit
Hilfe von Massenspektrometrie und in-vitro-Kinase-Assays wurden potentiell durch PKC
phosphorylierbare PKP3-Sites identifiziert. Eine Mutation von Serin 313/314 zu Alanin zeigte

eine deutliche Resistenz von PKP3 gegeniiber PMA-abhangiger Phosphorylierung. Wahrend
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die S313/314A-Mutante zu einer gestarkten Lokalisation von PKP3 an der Membran fiihrte,
fihrte die Mutation dieses Motives zu Glutamat (Phosphormimetikum) zu einer
geschwachten Membranlokalisation. Entsprechend dieser Daten ist anzunehmen, dass lber
PKC& PKP3 an dem S313/314-Motiv phosphoryliert und dadurch an der Membran reduziert

wird. Dies wiederum beeinflusst Zusammensetzung und Funktion der Desmosomen.
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4. Diskussion

Die Phosphorylierung desmosomaler Proteine hat maligeblich Einfluss auf Bildung, Stabilitat
und Hyperadhdsion der Desmosomen. Sie wird oft (iber Wachstumsfaktoren, wie EGF oder
Insulin induziert. Besonders MAPK-, Akt- und PKC-Aktivitat spielen dabei eine wichtige Rolle.
PKCs phosphorylieren generell Serine und Threonine in Gegenwart von Arginin und/oder Lysin.
Jedoch ist die Identifizierung der jeweiligen Serine/Threonine oft nicht trivial. Eine gangige
Methode ist der Nachweis Gber Phosphoantikorper, welche phosphorylierte Serine/Threonine
in Gegenwart bestimmter Aminosduren erkennen. Leider ist das Angebot und die Spezifitat
solcher Antikorper bisher noch begrenzt, sodass noch nicht jede Site, bzw. jedes Motiv
untersucht werden kann. Haufig auftretende PKC-abhangig phosphorylierte Motive sind
beispielsweise R/KXXS/T und R/KXS/T (Kang et al., 2012), weshalb hier die Phosphorylierung
mittels eines RXXS/T-Motiv-Antikorpers untersucht wurde. Jedoch handelt es sich hierbei um
ein Motiv, dass generell gut von Mitgliedern der AGC-Kinase-Familie erkannt wird (Bradley
und Beltrao, 2019). Entsprechend muss eine so nachgewiesene Phosphorylierung nicht
zwangslaufig direkt durch PKC vermittelt sein. Mit Hilfe von Aktivierung, Inhibierung und
Knockdown der entsprechenden Kinasen ldasst sich aber dennoch eine wahrscheinliche
Aussage zur Beteiligung der PKCs treffen. Eine weitere Schwierigkeit ist, dass liber diese
Methode zwar Phosphorylierungen angezeigt werden, die genaue Position dieser
Modifikation aber unbekannt bleibt. Daher ist es notwendig, sich zusatzlich weiterer
Methoden zu bedienen, wie beispielsweise die Untersuchung mittels Massenspektrometrie
oder mittels Peptidkinase-Arrays. So gefundene, potentielle Sites kdnnen dann beispielsweise

Uber Punktmutation verifiziert werden.

Die Ergebnisse aus 3.2.1. zeigten, dass die einzelnen desmosomalen Proteine unterschiedlich
auf die Stimulation der Signalwege reagieren. Aktivierung von Akt2 (iber Insulin hatte, wie von
Wolf et al., 2013 beschrieben, einen deutlichen Effekt auf PKP1. Obwohl die PKCs eine hohe
Homologie zu den Akt-Kinasen aufweisen und vergleichbare Motive erkennen (Akt Motiv:
RXRXXS/T (Alessi et al., 1996b)), kam es durch PMA-Stimulation nicht zur Phosphorylierung
von PKP1 in einem RXXS/T-Motiv. Stattdessen kam es zusammen mit der Inaktivierung von
Akt, sogar zu einer geringfligigen Signalabnahme. Da schon haufiger eine inhibierende
Wirkung der PKCs auf Akt-Aktivitdt beschrieben wurde, entsprach dies den Erwartungen

(Motley et al., 2001; Motley et al., 2003; Wen et al., 2003; Khamaisi et al., 2016; Hsu et al.,
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2018). Aktivierung der MAPKs Uiber EGF fiihrte entsprechend der Ergebnisse von Miiller et al.,
2020 zu einer Phosphorylierung von PKP3. Durch Aktivierung der PKCs (PMA) wurde aber ein
deutlich starkeres PKP3-Phosphorylierungssignal beobachtet. DSP zeigte dann ebenfalls eine
leichte Erhohung des Phospho-RXXS/T-Motivs, darunter moglicherweise PKCa-abhangig am
52860 (52849 im Menschen) (Stappenbeck et al., 1994; Hobbs und Green, 2012). Da DSP aber
sehr grof} ist (>250 kDa) und 34 RXXS/T-Motive in der Maus aufweist, ist es moglich, dass die
einzelnen Motive unterschiedlich auf die Stimulationen reagieren und so ist die Untersuchung
mit einem Motiv-Antikorper hier oftmals uneindeutig. Zudem ist unklar, ob der RXXpS/pT-
Antikorper unabhdngig von den umgebenden Aminosduren alle Motive, die dieser
Konsensussequenz entsprechen, erkennt. Mit einem spezifischen Phosphoantikérper fir das
DSP-Motiv pS177/178 (pS165/166 im Menschen) konnte eine DSP-Site identifiziert werden,
die durch PMA-Stimulation verstarkt phosphoryliert wird. Jedoch ist die Funktion dieser Site
in-vivo bisher noch unverstanden. In diversen Krebslinien konnte sie verstarkt phosphoryliert
gefunden werden, weshalb sie an Aufmerksamkeit gewonnen hat (phosphosite.org). Ein
Zusammenhang mit den PKCs wurde bisher aber nicht publiziert. Generell wurde fir die PMA-
abhangige Phosphorylierung von DSP ein adhdasionsverringernder Effekt beschrieben
(Stappenbeck et al., 1994; Hobbs und Green, 2012). Hierbei wird die Beteiligung von PKP2 als
bedeutend angesehen (Bass-Zubek et al., 2008). Jedoch zeigen die Ergebnisse in 3.2.1., dass
PMA-abhangige DSP-Phosphorylierung in Mauskeratinozyten auch ohne PKP2 moglich ist
(PKP2 wird nicht exprimiert). Zudem lie sich anhand von 3.3.6. erkennen, dass zumindest die
Phosphorylierung von DSP S177/178 auch in Abwesenheit von je PKP3 oder PKP1 stattfindet.

Inwieweit die Site Einfluss auf Adhasion nimmt, ist aber weiterhin unklar.

Dsg 1/2 und PG hatten auf keine der Stimulationen mit einer messbaren Signalanderung
reagiert. Das heit jedoch nicht, dass sie nicht dennoch dariiber beeinflusst und reguliert
werden konnten. Es gibt diverse Phosphorylierungsstellen, die nicht dem RXXS/T-Motiv
entsprechen und somit von dem hier verwendeten Antikorper nicht erkannt werden. PG wird
beispielsweise EGF-abhangig an Tyrosinresten phosphoryliert und dariber reguliert (Gaudry
et al., 2001; Lorch et al., 2004). Aber auch eine Phosphorylierung tiber PKCs in einem anderen
Motiv, wie dem RXS/T-Motiv, oder eine Phosphorylierung durch PKC-abhangig aktivierte
Kinasen ist nicht auszuschlieBen. Fir PKP3 wurde zusatzlich mit entsprechenden

Motivantikorpern die Phosphorylierung in RRXS/T-, R/KXSXR/K- und PXSP- (MAPK-Motiv
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(Sheridan et al., 2008)) Motiven untersucht (Daten nicht gezeigt), jedoch konnte kein

deutlicher Effekt festgestellt werden.

Eine Behandlung mit PMA fiihrte in-vivo zu einer deutlich veranderten Morphologie der
desmosomalen Zellkontakte (3.2.2.). PKP3 lokalisiert in unbehandelten Zellen unter HCM
Bedingungen verstarkt an den trizelluldaren Kontakten (Keil et al., 2016). Aber bereits nach
15-mindtiger PMA-Stimulation war es dort signifikant reduziert. Die Zellkontakte begannen
diffuser zu werden und vereinzelt entstanden kleine Locher. Dieser Effekt verstarkte sich
deutlich bei langerer PMA-Exposition (Daten nicht gezeigt). Wobei berlicksichtigt werden
sollte, dass eine Langzeit-PMA-Behandlung zur Inaktivierung und dem Abbau der klassischen
und novel PKCs fiihrt. Entsprechend ist die Interpretation von langeren Behandlungen
schwierig (Lu et al., 1998; Leontieva und Black, 2004). Nichtsdestotrotz wirken die Zellkontakte
PMA-behandelter Desmosomen instabiler. Bei gleichzeitiger EGTA-Behandlung entstanden
groRere Licken zwischen den Zellen, als es ohne PMA der Fall gewesen war. Dies passt auch
zu den Beobachtungen von Wallis et al. 2000, dass Hyperadhasion durch PMA aufgehoben
wird. Es ist denkbar, dass die Phosphorylierung und die damit einhergehende
Lokalisationsanderung von PKP3 daran beteiligt ist. Dies wurde auch von Keil et al. 2016
vorgeschlagen, nachdem er einen PKC-abhangigen Adhasionsverlust in Mauskeratinozyten
nach PKP3-Uberexpression beobachtet hatte. Inhibierung der PKCs erhéhte dabei die
Zelladhasion deutlich. Durch Sotrastaurin-Behandlung (Breitband PKC Inhibitor) kam es zu
einer gestarkten PKP3-Membranlokalisation, vor allem an den trizelluldren Kontakten (3.3.4.).
Dies liefert einen weiteren deutlichen Hinweis darauf, dass Uber PKC-abhangige PKP3-
Phosphorylierung die desmosomale Zell-Zell-Adhdsion verringert und so Hyperadhdasion

aufgehoben werden kann (Abb.39).
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Verringerte RXXS/T Phosphorylierung  Basale RXXS/T Phosphorylierung Hohe RXXS/T Phosphorylierung
PKP3 verstarkt trizellular PKP3 trizellular PKP3 kaum trizellular
Weniger anfalligfiir Ca**-Entzug Anfalligfiir Ca®*-Entzug Stark anfalligfiir Ca**-Entzug

Gestarkte Adhdsion Adhdsiv Verringerte Adhdsion

Abb. 39 Schematische Darstellung des Einflusses der PKCs auf PKP3
Hier ist schematisch der Effekt auf die PKP3-Lokalisation und die damit einhergehenden Folgen fiir die
Zelladhasion gezeigt. PKP3 ist griin dargestellt, in blau sind die Zellkerne angedeutet.

Bisher wurden direkte Effekte der PKC-Familie auf die Desmosomen nur fiir die klassische,
calciumabhangige Isoform PKCa beschrieben. Dabei wurde meist Desmosomenstabilitat
und/oder Effekte auf DSP betrachtet (Kroger et al., 2013; Wallis et al., 2000). Effekte durch
andere PKC-Isoformen wurden bisher eher vernachldssigt, obwohl sie zum Teil ebenfalls
deutlich exprimiert (3.3.1.) und oftmals zusammen mit PKCa aktiviert werden. In vielen Fallen
wurde die Wirkung von PKCa liber die Inhibierung mittels G66976 (als spezifisch fir PKCa
beschrieben (Martiny-Baron et al., 1993)), GF109203X (leicht spezifisch fiir klassische PKCs
(Toullec et al., 1991; Gekeler et al., 1996)) oder Breitbandinhibitoren gezeigt. In 3.3.3. lasst
sich auch hier deutlich ein Effekt auf die PMA-abhangige Phosphorylierung von PKP3 und DSP
(5177/178) durch die Inhibierung mittels G66976 erkennen. Jedoch blieb diese Wirkung in der
Immunfluoreszenz-Farbung aus, denn die reduzierte PKP3-Phosphorylierung nach G66976-
Behandlung konnte den PMA-abhangigen PKP3-Verlust an den trizellularen Kontakten nicht
verhindern. Und auch der Entzug von Calcium (3.3.2.) verstarkte den Effekt von PMA, anstatt
ihn zu verringern, obwohl PKCa als Ca-abhdngige Isoform unter Calciumentzug eine
verringerte Aktivitat aufweisen musste. Es ist zwar moglich, dass trotz EGTA-Behandlung noch
genligend Calcium fiir eine Aktivierung der PKCa vorhanden war, zumal es nach Aktivierung
zu einem Abspalten der regulatorischen Domane kommen kann (konstitutiv aktiv). Aber
dennoch war anhand der beschriebenen Effekte von G66976 an dieser Stelle eine

Verringerung der Phosphorylierung zu erwarten gewesen. Da aber auch der Knockdown der
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PKCa-Isoform nicht zu einer deutlichen Reduktion der PKP3-Phosphorylierung fihrte, spricht
viel dafir, dass ein Offtarget existiert, welches von G66976 inhibiert wurde und dadurch die
im Western-Blot gezeigte Wirkung von PMA verringerte. Generell ist es ein Problem, dass viele
der gangigen PKC-Inhibitoren eine Reihe weiterer Kinasen inhibieren und zum Teil, obwohl sie
als spezifisch beschrieben sind, auch deutliche Effekte auf die jeweils anderen Isoformen
haben (siehe Anhang Tab. Al). Im Falle fiir G66976 sind beispielsweise auch die RSKs, MSKs,
GSK3B, PAKs (p21-aktivierte Kinase), Aurora, CDKs und einige weitere deutlich betroffen (Wu-
Zhang und Newton, 2013). Neben G66976 fiihrte auch die Inhibierung von ERK mittels
FR180204 zu einer verminderten PKP3-Phosphorylierung. Aber wie im Ergebnisteil bereits
beschrieben, kam es durch die Inhibierung von MEK (MAPKK Upstream von ERK) ebenfalls zur
Inaktivierung von ERK und dabei blieb der PMA-Effekt auf PKP3 bestehen. Somit spricht auch
hier viel fiir einen Offtarget-Effekt. Interessanterweise ist eines der Offtargets, die deutlich
potent von FR180204 inhibiert werden kénnen, die PKC-Isoform & (Anastassiadis et al., 2011).
Passend dazu zeigte der Knockdown der PKC6-Isoform eine deutliche Resistenz von PKP3
gegenliber der PMA-Behandlung (3.3.7.). Die Wirkung des Knockdowns auf die PKP3-
Phosphorylierung entsprach in etwa der Behandlung mit dem PKC-Breitbandinhibitor
Sotrastaurin, was dafiir spricht, dass PKC6 essentiell fiir die Regulation von PKP3 in einem
RXXS/T-Motiv ist und andere Isoformen dies nicht kompensieren kénnen. PKC&-Aktivitat
wurde bereits mit der Regulation von Gap Junctions (Cone et al., 2014; Niger et al., 2010),
sowie von Tight Junctions in Verbindung gebracht (Eckert et al., 2004; Koizumi et al., 2008; Wu
et al., 2017). Und auch fir Adharenzverbindungen ist tiber Interaktion mit E-Cadherin ein
Einfluss auf Zell-Zell-Adh&sion beschrieben worden, wobei PKC6 dort einen destabilisierenden
Effekt brachte (Singh et al., 2009; Chen und Chen, 2009). Jedoch ist dies das erste Mal, dass
die Beteiligung der PKC6 an der Regulation eines desmosomalen Proteins gezeigt werden

konnte.

Auch in der Immunfluoreszenzfarbung (3.3.7. & Abb. A4) zeigte der Knockdown von PKCS eine
deutliche Resistenz von PKP3 gegeniliber der PMA-Behandlung, jedoch wurde der Effekt nicht
so stark reduziert, dass wieder der Wildtyp-Phanotyp erreicht werden konnte. Obwohl der
Knockdown zu einer deutlichen Reduktion von PKCS flihrte, kam es dadurch nicht um einem
PKC6-Null-Phanotyp. Entsprechend war immer noch etwas PKCS vorhanden, welche fiir den
PMA-Effekt in der Immunfluoreszenzfarbung verantwortlich gewesen sein konnte. Da aber die

PKP3-Phosphorylierung im Western-Blot sehr deutlich reduziert war, ist es fraglich, inwieweit
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die restliche Menge PKC6 noch derartige Effekte ausldosen konnte. Entsprechend ist es eher
plausibel, dass zusatzlich auch andere PKC-lIsoformen an der Regulation von PKP3 beteiligt
sein konnten. Dies kdnnte beispielsweise auch tber die Modifizierung anderer desmosomaler
Proteine oder die Modifizierung von PKP3 an einem anderen Motiv (z.B. RXS/T) erfolgen. Da
trotz Knockdown noch tber 40 % der PKCa vorhanden war und schwache Effekte auf die PKP3
Phosphorylierung im Western-Blot erkennbar waren, kann zudem ein Effekt von PKCa nicht
ausgeschlossen werden. Der Doppelknockdown der Isoformen a und & bestédtigte diese
Vermutung (3.3.7.1.). Hierdurch erreichte die trizellulare PKP3-Lokalisation trotz PMA-
Behandlung wieder Wildtyp-Niveau, was im jeweiligen Einzelknockdown nicht der Fall war.
Daher sollte, auch wenn PKCS in diesem Zusammenhang einen deutlich dominanteren Einfluss
zu haben scheint, PKCa nicht ignoriert werden. Zudem besteht auBerdem die Mdoglichkeit,
dass die PKC-Isoform € Einfluss auf desmosomale Phosphorylierung nimmt. Da sie sowohl bei
Differenzierung, als auch Proliferation und Wundheilung der Haut beteiligt ist, sollte sie
zukunftig mit beriicksichtigt werden (Denning et al., 1995; Hessabi, 2005; Sharma et al., 2007).
Voruntersuchungen mit dieser Isoform wurden bereits durchgefiihrt, brachten aber bisher

keine eindeutigen Ergebnisse (Daten nicht gezeigt).

Neben PKP3 waren auch die Proteine des MAPK-Signalweges (ERK) signifikant von dem PKCé-
Knockdown betroffen. Generell gelten PKCs als Aktivatoren der MAPKs, jedoch werden die
MAPK-Signalwege je nach Gewebe und Kinase unterschiedlich von den PKC-Isoformen
beeinflusst. PKCS gilt dabei als Aktivator des ERK und des P38 MAPK-Wegs (Denning, 2010;
Ueda et al., 1996), was hier im Falle des ERK-Signalweges deutlich bestatigt wurde. Sowohl
PKCa, als auch PKCn scheinen fiir die Aktivierung dieses Signalweges in Mauskeratinozyten
nicht essentiell zu sein. Miller et al. 2020 haben beschrieben, dass PKP3 RSK1-abhangig nach
MAPK-Aktivierung tGber EGF an dem RXXS-Motiv S134 phosphoryliert wird. Da dieser MAPK-
Weg auch unter PMA-Stimulation PKC6-abhangig aktiviert wurde, bestand die Moglichkeit,
dass der PMA-Effekt auf PKP3 Gber RSK vermittelt wird. Der Vergleich des RSK1/2-Knockdowns
mit dem PKC6-Knockdown zeigte aber klar, dass die PMA-abhangige PKP3-Phosphorylierung
nicht abhangig von RSK war (3.3.7.2.). Das passt zu den Erkenntnissen von Xu et al., 2002, dass
PMA und EGF zwar beide ERK-Phosphorylierung induzieren, diese zwei Mechanismen aber
unabhangig voneinander wirken. Da PKCs auch Uber andere Stimulationen aktiviert werden

konnen, bzw. fiir PKCS sogar inaktivierende Effekte durch EGFR-abhangige Phosphorylierung
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beschrieben wurden (Denning et al., 1996), sprechen diese Daten dafiir, dass tiber PKCS eine

EGF-unabhangige Regulation der Desmosomen maoglich ist.

Die PMA-abhangige Phosphorylierung von DSP (5177/178) wurde weder vom Knockdown der
PKC-Isoformen a oder 6 noch von der Isoform n aufgehoben. Die Tatsache, dass G66976 hier
einen geringeren Effekt als Sotrastaurin zeigte, spricht an sich dafir, dass diese Site von mehr
als nur einer PKC phosphoryliert werden kann. Zusammen mit den Ergebnissen des
Knockdowns ist es denkbar, dass in diesem Fall der Verlust einer Isoform durch eine andere
Isoform kompensiert werden kann. Die Daten des Peptid-Kinase-Assay zeigen, dass eine
Phosphorylierung dieser DSP-Site auch durch die AMP aktivierbare Kinase a (AMPKa) moglich
ist (Daten nicht gezeigt). Da diese wiederum PKCe-abhangig aktivierbar ist, besteht zudem die
Moglichkeit, dass PKCe an der Phosphorylierung von DSP S177/178 beteiligt ist (Vanezis et al.,
2014). An dieser Stelle ist es notwendig, noch weitere Untersuchungen durchzufiihren, um die
tatsachlich beteiligten Kinasen zu identifizieren und die biologische Bedeutung dieser Site zu

verstehen.

Uber in-vitro-Peptid-Chip-Kinase-Arrays lieBen sich diverse PKP3-Sites identifizieren, die
potentiell durch PKCa, 6 oder n phosphoryliert werden kénnen (3.4.1.). Den Erwartungen
entsprechend lag der GroRteil dieser Serine/Threonine in der N-terminalen, ungeordneten
Domaéne, welche fir die Interaktion mit anderen Proteinen verantwortlich ist (Bonné et al.,
2003). EIf dieser Aminosauren wurden auch von Kinexus PhosphoNet mit einem Score von
Uber 300 fir die Phosphorylierung durch PKC6 bewertet. Auffallig war, dass von diesen nur
vier dem RXXS/T-Motiv entsprachen (S134, S256, S280, S683) und fur zwei dieser Sites (5256,
S683) noch nie eine Phosphorylierung in-vivo beschrieben wurde. Ein Problem bei den in-vitro-
Kinase-Arrays ist, dass oftmals auch Peptide phosphoryliert werden, die in-vivo nicht
modifiziert werden kénnen. Das kann beispielsweise an den Reaktionsbedingungen in-vitro,
aber auch der Zuganglichkeit der Proteine in-vivo liegen. Eine weitere Schwierigkeit ist, dass
oftmals mehr als ein Serin/Threonin pro Peptid vorhanden ist und somit die Zuordnung der
Phosphorylierung nicht genau maoglich ist. In diesem Fall wurde beispielsweise ein Peptid mit
den Aminosauren T242 und T250, sowie das darauffolgende Peptid mit den Aminosduren
T250, S256, S257 und S260 phosphoryliert. Eine Phosphorylierung von T250 wiirde dann ein
positives Signal fiir beide Peptide erklaren, ldsst aber keine Riickschliisse auf die

Phosphorylierung der tiblichen Reste zu. Mit Hilfe der Core Facility Massenspektrometrie Halle
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wurden drei Serine identifiziert, die phosphoryliert unter PMA Behandlung vorlagen: S283,
$313 und S314. Inwieweit diese Phosphorylierungen PMA-induziert bzw. -verstarkt sind, lasst
sich bisher nicht sagen, da die Bestimmungen nicht quantitativ waren. Leider war der
Sequenzbereich unteranderem fiir S256 und S683 nicht abgedeckt (Abb. A7). S313/314 sind
bisher iberdurchschnittlich oft in Proteomanalysen phosphoryliert gefunden worden, jedoch
ist zur biologischen Funktion dieser Site nichts beschrieben (Phosphosite.org). Interessant ist
auBerdem, dass diese Site dem Anschein nach nicht in der N-terminal ungeordneten Domadne
liegt, die flr die gangigen PKP3-Proteininteraktionen verantwortlich ist, sondern im ersten

Armadillo Repeat.

Generell ist Uber die Auswirkungen von Phosphorylierung an den verschiedenen PKP3-
Serin/Threonin-Sites bisher sehr wenig bekannt. S134/135 ist, wie weiter oben bereits
erwdhnt, eine Site, die RSK-abhangig nach EGF-Stimulation phosphoryliert wird. Dies flihrt zu
verstarkter Membranassoziation von PKP3 (Miiller et al., 2020), dies entsprache nicht dem
Phanotyp einer PMA-Behandlung. Uber S285 ist beschrieben, dass ihre Phosphorylierung eine
Interaktion mit dem 14-3-30-Protein ermdglicht, wodurch PKP3 an den trizellularen Kontakten
akkumuliert, ebenfalls das Gegenteil des PMA-Phanotyps (Rietscher et al., 2018). Passend
hierzu wurde PKP3 weiterhin PMA-abhangig phosphoryliert, auch wenn $134/135 oder
$280/283/285 zu Alanin mutiert wurden (3.4.2.) und auch in der Immunfluoreszenzfarbung
konnte keine verstarkte PKP3-Membranassoziation beobachtet werden. Selbiges galt auch fir
die S92/93/95A-Mutante. Lediglich die Mutation von $313/314 zu Alanin war in der Lage, die
im Western-Blot gezeigte Phosphorylierung mittels PMA komplett zu unterdriicken.
Entsprechend ist es sehr wahrscheinlich, dass diese Site PKC6-abhangig phosphoryliert wird
oder eine Phosphorylierung dieses Motivs notwendig ist, damit andere PKC&-abhadngige
RXXS/T-Motive phosphoryliert werden kénnen. Dazu passend zeigte die $313/314A-Mutante
in der Immunfluoreszenzfarbung eine vergleichsweise starke PKP3-Membranassoziation
(starker als wt; Anhang Abb. A9) und reagierte auch hier nur sehr milde auf eine PMA-
Behandlung. Interessanterweise zeigte auch die Behandlung mit EGTA nur einen schwachen
Effekt und wurde ebenfalls in Kombination mit PMA nicht deutlich verstarkt. Entsprechend
besteht die Moglichkeit, dass diese Site in ihrer unphosphorylierten Form Hyperadhésion
begunstigt. In der Phosphomimik-Mutanten-Linie (5313/314 Mutation zu Glutamat) war PKP3
hingegen deutlich schwéacher an der Membran assoziiert und kaum an trizelluldaren Kontakten

verstarkt. Selbst ohne PMA zeigte die Mutante Ahnlichkeiten zu PMA-behandelten Wildtyp-
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Zellen (Anhang Abb. A9). Die Zugabe von PMA verstarkte diesen Effekt nicht mehr deutlich.
Die Behandlung mit EGTA fiihrte zudem zu deutlich groReren Liicken zwischen den Zellen, als
bei der Alanin-Mutante. Uberraschenderweise zeigte die S$313/314E Mutante bei
Kombination von EGTA mit PMA aber ein klar verstirktes Vereinzeln der Zellen, was
daflrspricht, dass noch weitere PMA-abhdngige Sites existieren oder zumindest die
Phosphorylierung von anderen desmosomalen Proteinen in Kombination mit der
Phosphorylierung von $S313/314 Einfluss auf den Zusammenhalt der Zellen nimmt. Es sollte
aber  bericksichtigt werden, dass der Glutamat-Rest nicht exakt einen
Phosphatidylserin/-threonin-Rest imitiert, da beispielsweise, allein schon durch die
unterschiedliche GroRe, Bindungen zu Interaktionspartnern gestort sein kénnen (Dephoure et
al., 2013) und somit dadurch artifiziell die PKP3-Membranassoziation und die Zelladhasion
beeintrachtigt werden konnte. Nichtsdestotrotz liefert die Glutamat-Mutante zusammen mit
der Alanin-Mutante starke Hinweise auf die essentielle Bedeutung der S313/314-Site fur die
Membranassoziation von PKP3 und damit einhergehend fiir die PKC6-abhangige Regulation
des Desmosoms und der Zell-Zell-Adhasion. Zusammengenommen ist dies ein weiteres,
starkes Indiz dafiir, dass die Phosphorylierung von $313/314 die PKP3-Membranlokalisation
verringert und in Kombination mit weiteren PKC-abhadngigen Motiven (ggf. auch in anderen
desmosomalen Proteinen) die Adhdsion und womoglich auch die Hyperadhasion deutlich

abschwacht.
Zusammenfassend ergibt sich folgende Hypothese:

Neben der klassischen PKCa ist auch die novel PKC6 bedeutend fir die Regulation der
Desmosomen. Uber die Aktivierung der PKCS wird PKP3 am Motiv $313/314 phosphoryliert.
Diese Phosphorylierung flihrt zu geschwachter PKP3-Membranlokalisation, vor allem an den
trizellularen Zellkontakten. Die Zellkontakte sind dann anfalliger fiir den Entzug von Calcium
(EGTA) und damit einhergehend weniger adhésiv. Entsprechend ist es denkbar, dass PKC&
hieriber an der Aufhebung von Hyperadhdsion beteiligt ist, so wie auch PKCa (iber DSP-
Phosphorylierung (Stappenbeck et al., 1994; Hobbs und Green, 2012). PKC6 kdnnte daher
ebenfalls eine Rolle bei Mechanismen wie beispielsweise der Wundheilung spielen. Da
S313/314 oft auch ohne Stimulation phosphoryliert gefunden wurde, kbnnte diese Site ein
Grund fir die dynamischen, eher Zell-Zell-Kontakt-Stabilitat-verringernden Eigenschaften
(Keil et al., 2016) von PKP3 sein. Unterdriickung dieser Phosphorylierung bzw. der PKC6-

Aktivitat generell miisste entsprechend Hyperadhasion beglinstigen.
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6. Anhang

6.1. Tabellen

Tab. A1 Relevante PKC-Inhibitoren

Wirk
Inhibitor |r. ?rt/ Spezifitat [I1Cso] Literatur
kompetitiv gegen
(Defauw et al.,
. PKC 1996; Mochly-
Bal I ATP-B ’
alano indung BlI>BI>n>6>a>e Rosen et al.,
2012)
Carbonitril (Tumey et al
(5-Vinyl-3- Katalytische PKCO 4,7 nM 2009; Niu et al.,
pyridincarbonitril Domane
. 2009)
Derivat)
PKCBI 3,8 uM
CGP53353 ATP-Bindung PKCBII 0,41 uM (Cha'Iaggg‘;t al.
Andere c und nPKCs > 22 uM
H l.
Chelerythrine ATP-Bindung PKC: 0,7 uM (Herbert etal.,
1990)
PK M
EOéiQMn (Faul et al.,
Enzastaurin ATP-Bindung 2003; Graff et
v 83 nM al., 2005)
€110 nM v
PKCa 8,4 nM
Bl 18 nM
Bl 16 nM (Toullec et al.,
F109203X
(Bisir?dololgmg?eimid) ATP-Bindung y 20 nM 1991; Gekeler et
y §210 nM al., 1996)
€132 nM
75800 nM
G56976 Katalyt‘l.sche PKCa 2,3; B1 6,2 nM (Martiny-Baron
Domaéne PKCS; n; T> 3 uM et al., 1993)
PKCa 7 nM
B7nM
G66983 ATP-Bindung v 6nM (G?h";‘;gg; et
610 nM N
(60 nM
Isoquinoline : . (Howcroft und
T ATP-Bindung PKC: 6 uM Lindquist, 1991)
(Shafrir et al.,
KCe-12 und KCe-16 | Substrat Bindung PKCe 2006; Yonezawa
et al., 2009)
. PKCB 30-50 nM (Slosberg et al.,
LY3791 -B
379196 ATP-Bindung PKC a; §; n; y ~600 nM 2000)
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Inhibitor

Wirkort/
kompetitiv gegen

Spezifitit [ICso)

Literatur

Perylenequinone
Calphostin C

Regulatorische

c und nPKCs ~50 nM

(Ogiwara et al.,

Hydroxystaurosporin)

Doma 1
(UCN-10280) omane 998)
PKCa 5 nM
Katalvtische Bl 24 nM (Wilkinson et
Ro 31-8220 Dor\‘:\éne Bll: 14 nM al., 1993; Davies
Yy 27 nM et al., 2000)
€24 nM
PKC6 3-6 uM
h
Rottlerin ATP-Bindung PKCa; B; y 30-42 UM (GZCI “{ggi; et
PKCg; n; £ 80-100 uM N
Ruboxistaurin . (Jirousek et al.
ATP-Bind PKCBI 4,7; BIl: 5,9 nM ’
(LY333531) ‘naung BI4,7; BlI:5,9n 1996)
a 0,95 nM
10,64 nM
Sotrastaurin [36 261 nTVI (Wagner etal,
(AEB071) ATP-Bindung . 3’2 M 2009; Evenou et
n1,8nM al., 2009, 2009)
6 0,22 nM (Ki)
PKCT
Spheciosterol sulfat Katalytische A:1,6 uM (Whitson et al.,
A-C Domaéne B: 0,5 uM 2009)
C:0,1 uM
. . Regulatorische (Khan et al.,
Sphingosin Doméne PKCs 2,8 uM 1990)
PKCa 12 nM,
B11nM (Tamaoki et al.,
Staurosporin ATP-Bindung vy 14 nM 1986; Ward und
620 nM O'Brian, 1992)
n4nM
. (Rohlff et al.,
(Ta;a;z]'cen) Reg;(')an:‘;:ZChe cPKCs 1998; Zarate et
al., 2007)
UCN-01 (7-
( ATP-Bindung PKC 40 nM (Tamaoki, 1991)
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Tab. A2 Potentielle Phosphorylierungsstellen desmosomaler Proteine nach dem Peptid-
Kinase-Array

Voraussage
. Peptid Konserviert Kinexus Hits auf
Protein Str; rt Sequenz PKCa | PKCS | PKCh S/T RXXS/T Maus PhosphoNet | Phosphosite.org
Score >300
PKP1- T48 - T48 - T48:0
human 41 VQEQVMMTVKRQKSK ) ) * S54 S54 S54 - S54: 1
T61 - T61 - T61: 1
PKP1- $63 - S63 - $63: 2
human 61 TLSHSNRGSMYDGLA ) ) * S65 - S65 S65 S65: 3
$69 - S69 S69 S69: 3
T82 - T83 - T82:3
T83 - T84 - T83:1
PKP1- s84 - 85 - S84: 1
human 76 DNYNYGTTSRSSYYS + - + <86 ] o ] <86, 1
s87 - 588 s87 587:1
590 - 591 590 $90: 0
T82 - T83 - T82:3
T83 - T84 - T83:1
PKP1- $84 - 585 - S84: 1
human 81 GTTSRSSYYSKFQAG + + + <86 ] <87 ] <861
$87 - 588 587 $87:1
590 - 591 590 $90: 0
S86 - 587 - 586: 1
PKP1- s87 - 588 587 S87:1
human 86 SSYYSKFQAGNGSWG ) ) * $90 - s91 S90 $90: 0
598 - 599 - 598: 2
PKP1- 598 - 599 - 598: 2
human % NGSWGYPIYNGTLKR * ) ) T107 - T108 - T107:4
PKPL T107 - T108 - T107:4
human 106 GTLKREPDNRRFSSY - - + S118 S118 5119 5118 $118:8
5119 5119 5120 - $119: 13
5118 5118 $119 5118 $118:8
PKP1- S119 5119 5120 - $119: 13
human 116 RFSSYSQMENWSRHY * ) . 5121 - 5122 - $121:13
5127 - 5128 - $127: 1
PKPL s121 - 5122 - $121: 13
human 121 SQMENWSRHYPRGSC + + + s127 - 5128 - $127: 1
5134 - 5135 5134 $134:0
5127 - 5128 - $127: 1
PKP1- S134 - 5135 5134 $134:0
human 126 WSRHYPRGSCNTTGA - + + 1137 ] T138 ) T137.1
T138 - - - T138:0
PKPL T166 - T167 - T166: 36
human 161 CDPRGTLRKGTLGSK - + - T171 T171 T172 - T171:2
5174 - 5175 - S174: 1
T179 - T180 - T179:1
PKPL T180 - T181 - T180:1
human 176 GQKTTQNRYSFYSTC + + + S185 - 5186 5185 5$185: 80
5188 - 5189 - $188: 9
T189 - T190 - T189: 10
5185 - 5186 5185 5$185: 80
PKP1- 5188 - 5189 - 5188: 9
human 181 QNRYSFYSTCSGQKA ) * * T189 - T190 - T189: 10
5191 - 5192 - $191: 19
T428 - - - T428:0
PKP1- 5429 5429 - S429 $429:0
human 421 ALVPQRATSSRVNLS - + + <430 ) ] ) <430.0
5435 - S415 - $435: 0
PKPL- T443 - T423 - T443:0
e 441 RQTMRNYSGLIDSLM - + - s448 5448 5428 - $448: 0
5453 - 5433 - $453: 0
PKP1- 5483 - S463 5483 $483:0
human 481 NLSYRLDAEVPTRYR + - + 1492 ] 1472 ) 14921
S614 - $594 - S614: 0
PKP1- S617 - 5597 - $617:0
et 611 VVRSGASLLSNMSRH - + - <620 ] <600 ] <620.0
$623 - S603 - $623: 0

124



Voraussage
. Peptid Konserviert] Kinexus Hits auf
Protein Start Sequenz PKCa | PKCS | PKCn S/T RXXS/T Maus PhosphoNet | Phosphosite.org
Score >300
PKP1- S617 - S597 - S617:0
human 616 ASLLSNMSRHPLLHR - + + S$620 - S600 - $620: 0
S$623 - S603 - $623: 0
PKP1- S713 - - - S§713:0
human 711 MWSSKELQGVLRQQG - + - s714 ) 605 ) $714:0
T733 - - - T733:0
PKP1- S739 - - S739 §739:2
human | 731 LGTLAGANSLRNFTS ) ) * T744 T744 T725 - T744:0
S745 - S726 - S745:0
PKP1- S739 - - S739 §739: 2
human 736 GANSLRNFTSRF + + + T744 T744 T725 - T744:0
S745 - S726 - S745:0
Voraussage
. Peptid Konserviert| Kinexus Hits auf
Protein Start Sequenz PKCa | PKCS | PKCn S/T RXXS/T Maus PhosphoNet | Phosphosite.org
Score >300
DSP- S7 - S7 - S7:4
human 6 GSHPRINTLGRMIRA ) ) * T13 T13 T13 - T13:13
T31 - T31 - T31:4
DSP- S32 - - - S32:7
human 31 TSGGGGTSRMYYSRR + + + T37 - T47 - T37:5
S38 - S48 - $38:2
S43 - S53 S43 S43:2
T37 - T47 - T37:5
DSP- S38 - S48 - $38:2
human 36 GTSRMYYSRRGVITD + + + a3 ) 53 a3 43:2
T49 - - - T49: 8
DSP- S157 - S169 S157 S$157: 11
human | 151 | ALYKAISVPRVRRAS |+ |+ * | sies | sies 5177 5165 $165: 132
DSP- 391 | VLKGLQDSIRKKYPC | + | + + | s398 - $410 - $398: 2
human
T1415 - T1427 - T1415:0
DSP- T1417 - - - T1417:0
human | 1411 | RLKNTLTQTTENLRR - * | T1a19 - T1431 - T1419: 0
T1420 - T1432 - T1420:0
DSP- 2136 DPVNSVFLPKDVALA + - - S$2140 - S2152 - $2140: 0
human
DSP- S$2202 - S2214 - $2202:1
human 2201 LSVQKRSMSFQGIRQ + + + $2207 - S2219 - $2207: 8
S$2209 $2209 S$2221 S$2209 $2209: 67
DSP- T2455 - T2467 - T2455:0
human 2451 KQVQTSQKNTLRKRR - + + S2456 - S2468 - $2456: 0
T2460 - T2472 - T2460: 1
T2507 - T2519 - T2507:0
DSP- T2509 - T2521 - T2509: 0
human 2506 ITITGSDGSTRVVLV - + - S2511 - S$2523 - $2511: 0
S2514 - S$2526 - $2514: 0
T2515 - T2527 - T2515:0
S2511 - S$2523 - $2511: 0
DSP- S2514 - S$2526 - $2514: 0
human | 2°11 | SDGSTRVVLVDRKTG ) * ) T2515 - T2527 - T2515: 0
T2524 - T2536 - T2524:2
Voraussage
. Peptid Konserviert Kinexus Hits auf
Protein Start Sequenz PKCa | PKC8 | PKCn S/T RXXS/T Maus PhosphoNet | Phosphosite.org
Score >300
T54 T54 T54 - T54: 29
PG- T58 - T58 - T58:3
human 51 RQYTLKKTTTYTQGV - + - T59 - T59 - T59:3
T60 - T60 - T60: 3
T62 - T62 - T62: 4
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T201 - T201 - T201: 0
bG. T205 - T205 - T205: 1
homan | 201 TARCTTSILHNLSHH - + + T206 T206 T206 - T206: 0
5207 - 5207 - $207:0
$213 - $213 - $213:0
T331 - T331 - T331: 0
PG- $332 - $332 - $332:0
human | 331 TSRVLKVLSVCPSNK - + - <339 ) <339 ) <3390
$343 - $343 - $343:0
Voraussage
Protein P;’;tr'td Sequenz PKCa | PKCS | PKCn | s/T | Rxxs/T K°':\;’:‘L"S'ert Ph':::::;et Pho:;;i:i‘:;org
Score >300

DSC1- s821 - T813 - $821: 0
human | 8% QSFTOPRLGEKVYLC ) * ) 1823 - T815 - T823:0
51037 - 51045 - $1037:0
DSG1 T1040 - T1048 - T1040: 0
huma; 1035 ARSRITKYSTVQYSK + + - 51043 - - - $1043: 1
T1044 - T1052 - T1044: 2
51048 - 51056 - $1048: 0
51096 - - - $1096: 0
51098 - 51102 - $1098: 2
T1099 - T1103 - T1099: 1
DSG2- T1101 - T1105 - T1101: 0
homan | 1095 HSNSTITTSSTRVTK - + + T1102 - T1106 - T1102: 0
51103 - 51107 - $1103: 0
51104 - 51108 51104 $1104: 0
T1105 - T1109 - T1105: 0
T1108 - T1112 - T1108: 0
T1101 - T1105 - T1101: 0
T1102 - T1106 - T1102: 0
51103 - 51107 - $1103: 0
DSG2- 51104 - 51108 51104 $1104: 0
human | 1100 ITTSSTRVTKHSTVQ ) * * T1105 - T1109 - T1105: 0
T1108 - T1112 - T1108: 0
S1111 - 51115 - S1111: 1
T1112 - T1116 - T1112: 0
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6.2. Abbildungen
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Abb. A1 Spezifitdtskontrollen fiir Inmunprazipitationen (IP)

Dargestellt sind die Western-Blots fir PKP3, DSP und JUP im Vergleich zu ihrer jeweiligen
unspezifischen Serum- bzw. IgG-Kontrolle. Im Verhaltnis zur jeweiligen Antikérpermenge war die
Menge an Protein, die unspezifisch prazipitiert wurde, vernachlassigbar. MKZ-wt wurden zuvor 24 h
in HCM kultiviert.
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Abb. A2 Effekt des PKC Knockdowns auf den Zellrasen
MKZ wurden 48 h nach dem siRNA-mediierten Knockdown fotografiert. Sie wurden zuvor 24h in
HCM kultiviert. Der Knockdown der PKCS zeigt groRe, deutliche Liicken im Zellrasen.
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Abb. A3 Einfluss des Knockdowns der PKCa auf die Lokalisation von PKP3, PKP1 und DSP
MKZ wurden 48 h nach dem siRNA-mediierten Knockdown untersucht. Sie wurden zuvor 24h in

HCM kultiviert und fir 15 Minuten mit PMA stimuliert. Die Zellen wurden mit Methanol fixiert.
PKP3 ist griin, DSP und PKP1 je rot und die Zellkerne blau dargestellt. Ein Bild entspricht einer

Lange von 136 um, der vergroRerte Ausschnitt einer Ldnge von 42,5 um
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Abb. A4 Einfluss des Knockdowns der PKC6 auf die Lokalisation von PKP3, PKP1 und DSP

MKZ wurden 48 h nach dem siRNA-mediierten Knockdown untersucht. Sie wurden zuvor 24h in
HCM Medium kultiviert und fir 15 Minuten mit PMA stimuliert. Die Zellen wurden mit Methanol
fixiert. PKP3 ist griin, DSP und PKP1 je rot und die Zellkerne blau dargestellt. Ein Bild entspricht

einer | Ange von 136 im. der vererdRerte Ausschnitt einer | 3nge von 42 .5 um
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Abb. A5 Einfluss des Knockdowns der PKCn auf die Lokalisation von PKP3, PKP1 und DSP
MKZ wurden 48 h nach dem siRNA-mediierten Knockdown untersucht. Sie wurden zuvor 24h in

HCM Medium kultiviert und fiir 15 Minuten mit PMA stimuliert. Die Zellen wurden mit Methanol
fixiert. PKP3 ist griin, DSP und PKP1 je rot und die Zellkerne blau dargestellt. Ein Bild entspricht

einer Lange von 136 um, der vergroRerte Ausschnitt einer Ldnge von 42,5 um
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10
MQEGNFLLSA
60
RARLLOLGOQ

110

DETSTFRFPIA
160
TQPTPPMPTR
210
QLEPAAASTY
260
LORFQSSHRS
310
DSYTGHRTLQ
360
AMAMKKOQARSL
410
EENGIFELLR
460
LVLSPLSGAG
510
GLVDALVTYT
560
EGRGRRDMAG
610
WLWSPQIVGL
660
LEQERILNPL
710
IEKLPGSVGE
760
IKKKRDSFPDS

PKP3 Maus

20
LQPETGVCSL
70
SEHNGSAELD
120
KPAYSPASWS
170
PVSFHERGGA
220
RAYAYERQAS
270
RGGTGSVSGA
320
RLSSGFDDID
370
QAVPRLVELF
420
TLREQDDELR
470
GPPLIQQNAS
520
NHATLDVGKCE
570
APPGEMVGCEF
620
YNRLLQRCEL
670
LDRVRTADHN
720
KCPPAEVLVN
770
EKSSRAASSL

30
ALPSDLQLDR
80
GSAESARGMP
130
SRSAVDLTCS
180
ASRADYDTLS
230

SGSSRAGGLD
280
GLEPVARAPS
330
LPSAVEKYLMA
380
NHANQEVORH
430
ENVTGILWNL
480
EAEIFYNATG
530
DESVENAVCV
580
TPQSRELEREL
630
NRHTTEAAAG
680
QIRSLTGLIR
730
ITAVLNNLVV
780
LANTWQYSKL

40
RGAEGPEADR
90
RGOQYHTMQTG
140
RRLSSAHNGG
190
LRSLRLGPGG
240
WPEATEGPPS
290
VRSLSLSLAD
340
SDPNLQVLGA

390

ATGAMENLIY
440
SSSDHLEDRL
490
FLRNLSSASQ
540
LENLSYRLYD
590
PLTADALTFA
640
ATLQNITAGDR
690
NLSRNARNKD
740
ASPIAARDLL
790
HERDFRAKGYR

50
LRAARVQEQV
100
FSSRSQGMSG
150
SAFGAVGYGG
200
LDDRYSVVSE
250
RTIRAPAMRT
300
SGHLPDVREGL
350
AYTQHRCYSD
400
DNVDNELALV
450
ARDTLEQLTD
500
ATRQKMRECH
550
EMPPSALQRL
600
EVSKDPEGLE
650
RWAGVLSRLA
700
EMSTKVVSHL
750
YFDGLRELVE

KEDFLGP

Abb. A6 Vergleich der PKP3-Sequenz in Maus und Mensch
RXXS/T-Motive sind in rot markiert.
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10
MOQDGNFLLSA
60
RARTLOLGOQ
110
DETSGFRFIA
160
AQPTPFMPTR
210
QLEPAATSTY
260
LORFQSSHRS
310
NSYGSHRTLQ
360
AMAMKKOQARSL
410
EENGIFELLR
460
LVLSPLSGAG
510
GLVDALVTSI
560
EGRGRRDLAG
6l0
WLWSPQIVGL
660
LEQERILNPL
710
IEKLPGSVGE
760
IKKKRDSFDS

PKP3 Mensch

20
LQPEAGVCSL
70
PRHNGAAEPE
120
KPAYSPASWS
170
PVSFHERGGV
220
RAFAYERQAS
270
RGVGGAVPGA
320
RLSSGFDDID
370
QAVPRLVELF
420
TLREQDDELR
470
GPPLIQQNAS
520
NHALDAGKCE
570
APPGEVVGCEF
620
YNRLLQRCEL
670
LDRVRTADHH
720
KSPPAEVLVN
770
EKSSRAASSL

30
ALPSDLQLDR
80
PEAETARGTS
130
SRSAVDLSCS
180
GSRADYDTLS
230
SSSSRAGGLD
280
VLEPVARAPS
330
LPSAVEKYLMA
380
NHANQEVORH
430
ENVTGILWNL
480
EAEIFYNATG
530
DESVENAVCVYV
580
TPQSRELEREL
630
NRHTTEAAAG
680
QIRSLTGLIR
730
ITAVLNNLVV
780
LANLWQYNEKL

40
RGAEGPEAER
90
RGOYHTLQAG
140
RRLSSAHNGG
190
LRSLRLGPGG
240
WPEATEVSPS
290
VRSLSLSLAD
340
SDPNLQVLGA
390
ATGAMENLIY
440
SSSDHLEDRL
490
FLRNLSSASQ
540
LERNLSYRLYD
590
PLAADALTFA
640
ATQNITAGDR
690
NLSRNARNKD
740
ASPIAARDLL
790
HEDFRAKGYR

50
LRAARVQEQV
100
FSSRSQGLSG
150
SAFGAAGYGG
200
LDDRYSLVSE
250
RTIRAPAVRT
300
SGHLPDVHGF
350
AYTQHECYSD
400
DNADNELALV
450
ARDTLEQLTD
500
ATRQKMRECH
550
EMPPSALQRL
600
EVSKDPEGLE
650
RWAGVLSRLA
700
EMSTKVVSHL
750
YFDGLRELIF

KEDFLGP



10
MQEGNFLLSA
60
RARLLQLGQQ

110

DKTSTFRPIA
160
TQPTPPMPTR
210
QLEPAAASTY
260
LORFQSSHRS
310
DSYTGHRTLQ
360
AAAKKQARSL
410
EENGIFELLR
460
LVLSPLSGAG
510
GLVDALVTYI
560
EGRGRRDMAG
610
WLWSPQIVGL
660
LEQERILNPL
710
IEKLPGSVGE
760
IKKKRDSFDS

PMA

Sequenzabdeckung 54,7 %

20
LQPETGVCSL
70
SRHNGSAELD
120
KPAYSPASWS
170
PVSFHERGGA
220
RAYAYERQAS
270
RGGTGSVSGA
PP 320
RLSSGFDDID
370
QAVPRLVKLF
420
TLREQDDELR
470
GPPLIQQNAS
520
NHALDVGKCE
570
APPGEMVGCFE
620
YNRLLORCEL
670
LDRVRTADHN
720
KCPPRAEVLVN
770
EKSSRARASSL

30
ALPSDLQLDR
80
GSAESARGMP
130
SRSAVDLTCS
180
ASRADYDTLS
230
SGSSRAGGLD
280
GLEPVARAPS
330
LPSAVKYLMA
380
NHANQEVQRH
430
KNVTGILWNL
480
EAEIFYNATG
530
DKSVENAVCV
580
TPQSRRLREL
630
NRHTTEARAG
680
QLRSLTGLIR
730
ITAVLNNIVV
780
LANLWQY SKL

40
RGAEGPEADR
20
RGQYHTMQTG
140
RRLSSAHNGG
190
LRSLRLGPGG
240
WPEATEGPPS
P 290
VRSLSLSLAD
340
SDPNLQVLGA

390

ATGAMRNLIY
440
SSSDHLFDRL
490
FLRNLSSASQ
540
LENLSYRLYD
590
PLTADALTFA
640
ALONITAGDR
690
NLSRNARNKD
740
ASPIAARDILL
790
HRDFRAKGYR

50
LRAARVQEQV
100
FSSRSQGMSG
150
SAFGAVGYGG
200
LDDRYSVVSE
250
RTIRAPAMRT
300
SGHLPDVRGL
350
AYIQHRCYSD
400
DNVDNKLALV
450
ARDTLEQLTD
500
ATRQKMRECH
550
EMPPSALQRL
600
EVSKDPKGLE
650
RWAGVLSRLA
700
EMSTKVVSHL
750
YFDGLRKLVE

KEDFLGP

10
MQEGNFLLSA
60
RARLLQLGQQ

110

DKTSTFRPIA
160
TQPTPPMPTR
210
QLEPARASTY
260
LQRFQSSHRS
310
DSYTGHRTLQ
360
AAAKKQARSL
410
EENGIFELLR
460
LVLSPLSGAG
510
GLVDALVTYI
560
EGRGRRDMAG
610
WLWSPQIVGL
660
LEQERILNPL
710
IEKLPGSVGE
760
IKKKRDSPDS

Sotrastaurin

Sequenzabdeckung 48,8 %

20
LQPETGVCSL
70
SRENGSAELD
120
KPAYSPASKWS
170
PVSFHERGGA
220
RAYAYERQAS
270
RGGTGSVSGA
PP 320
RLSSGEDDID
370
QAVPRLVKLF
420
TLREQDDELR
470
GPPLIQQNAS
520
NHALDVGKCE
570
APPGEMVGCF
620
YNRLLQRCEL
670
LDRVRTADHN
720
KCPPAEVLVN
770
EKSSRAASSL

30
ALPSDLOLDR
80
GSAESARGMP
130
SRSAVDLTCS
180
ASRADYDTLS
230
SGSSRAGGLD
280
GLEPVARAPS
330
LPSAVKYIMA
380
NHANQEVQRH
430
KNVTGILWNL
480
EAEIFYNATG
530
DKSVENAVCV
580
TPQSRRLREL
630
NRHTTEAALG
680
QLRSLTGLIR
730
IIAVLNNLVV
780
LANLWQYSKL

Abb. A7 Sequenzabdeckung von PKP3 aus der Messung der Facility Massenspektrometrie Halle (Saale)
Der nachgewiesene Bereich von PKP3 ist griin markiert, Phosphorylierungen sind Rot dargestellt.

40
RGAEGPEADR
20
RGQYHTMQTG
140
RRLSSAHNGG
190
LRSLRLGPGG
240
WPEATEGEPS
290
VRSLSLSLAD
340
SDPNLQVLGA

390

ATGAMRNLIY
440
SSSDHLEDRL
490
FLRNLSSASQ
540
LENLSYRLYD
590
PLTADALTFA
640
AT.QNITAGDR
690
NLSRNARNKD
740
ASPIAARDLL
790
HRDFRAKGYR

50
LRAARVQEQV
100
FSSRSQGMSG
150
SAFGAVGYGG
200

LDDRY SVVSE
250
RTIRAPAMRT
300
SGHLPDVRGL
350
AYTQHRCYSD
400
DNVDNKLALV
450
ARDTLEQLTD
500
ATRQKMRECH
550
EMPPSALQRL
600
EVSKDPKGLE
650
RWAGVLSRLA
700
EMSTKVVSHL
750
YEDGLRRLVFE

KEDFLGP



Antikorper * | Antikorper
GFP RXXpS/pT

Abb. A8 Phosphorylierungskontrolle GFP
MKZ+GFP wurden 24 h in HCM kultiviert und 15 min mit PMA stimuliert. Dargestellt ist die

Phosphorylierung im RXXS/T-Motiv im Input im Vergleich zur GFP-Menge. Es ist erkennbar das GFP
nicht nach PMA-Stimulation phosphoryliert wurde.

PKP3 Intensitat

Y v T v T T T
0 50 100 150 200
Pixel
Abb. A9 PKP3 Lokalisation der 313/314-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp + PMA
Zur Quantifizierung der PKP3-Lokalisation von Abb. 14 im Vergleich zu Abb. 38 wurde eine 200 pxI

lange Linie (ber den lateralen Bereich, durch den trizelluldren bis ins Zytoplasma gelegt. Der
Mittelwert aller Messungen ist grafisch fiir die jeweilige Behandlung/Linie dargestellt.
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6.3. Listen

6.3.1. Gerate-Liste

Biometra Trio PCR Thermocycler
Biometra Standard Power Pack P25
Bio-Rad Mini-Trans-Blot® Cell

Bio-Rad Power Pack HC 250 V

Electrophoresis Power Supply Consort EV231

Fusion-SL 3500.WL Imaging System
Heracell 240i CO,-Inkubator
Heraeus Biofuge Stratos Zentrifuge
Heraeus Cytosperm 2 CO,-Inkubator
Heraeus Pico 17 Zentrifuge

Hettich Mikro 220 R Zentrifuge
Hettich Universal 320R Zentrifuge
Hettich 1617 Rotor

Hettich 1195-A Rotor

Infinite M PLEX

Labnet Heitzblock D1302-230 V
Magnet-Rihrer RH basic 2

Milli-Q Direct 8 Wasseraufbereitung
Nikon DS-L4 Steuereinheit

Nikon Eclipse E600 Mikroskop
Nikon Eclipse Ts2 Mikroskop
PerfektBlue Semi-dry Blotter
Perfection V600 Photo scanner

pH Enomenal

Analytik Jena; Jena; Deutschland

Analytik Jena; Jena; Deutschland

Bio-Rad; Minchen; Deutschland

Bio-Rad; Minchen; Deutschland

Sigma Aldrich; St. Louis; USA

Peqlab; Erlangen; Deutschland

Thermo Fischer Scientific; Waltham; USA
Thermo Fischer Scientific; Waltham; USA
Thermo Fischer Scientific; Waltham; USA
Thermo Fischer Scientific; Waltham; USA
Hettich GmbH & Co. KG; Tuttlingen; Deutschland
Hettich GmbH & Co. KG; Tuttlingen; Deutschland
Hettich GmbH & Co. KG; Tuttlingen; Deutschland
Hettich GmbH & Co. KG; Tuttlingen; Deutschland
Tecan; Mannedorf; Schweiz

Labnet Internationals; Edison; USA

IKA; Staufen; Deutschland

Merck; Darmstadt; Deutschland

Nikon; Minato; Japan

Nikon; Minato; Japan

Nikon; Minato; Japan

Peqlab; Erlangen; Deutschland

Epson; Suwa; Japan

VWR; Radnor; USA
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Primovert Zeiss Mikroskop

Roche LightCycler 480 Real-Time PCR
Rotator34528

Stuart Rotator SB3

Thermomixer HLC

Thermomixer comfort

UV-Tisch

Vortex-Genie 2
VWR® Power Source 250 V
VWR® Rocker Plattform

Wasserbad Laura Aqualine Al 18

6.3.2. Software-Liste

BioRender
Fusion Software v17

ImagelJ Fiji 1.53c

LightCycler 480 Software 1.5
Microsoft Office 2016
Microsoft Paint 2004
NIS-Elements AR 4.12.00
NIS-Elements L

Origin 8.5.1

PhotoScape 3.7

Tecan i-control

Carl Zeiss; Jena; Deutschland

Roche; Basel; Schweiz

Snijders Scientifics; Tilburg; Niederlande

Bibby Scientifics; Staffordshire; UK

Science Service GmbH; Miinchen; Deutschland
Eppendorf; Hamburg; Deutschland

bts Biotech Trade & Service GmbH; Kraichtal;
Deutschland

Scientific Industries; New York; USA
VWR; Radnor; USA
VWR; Radnor; USA

Lauda; Konigshofen; Deutschland

BioRender.com (2021)
Peqlab; Erlangen; Deutschland

Imagel; Wayne Rasband; Open Source (Schindelin et
al., 2012)

Roche; Basel; Schweiz

Microsoft Corporation; Redmond; USA
Microsoft Corporation; Redmond; USA
Nikon; Minato; Japan

Nikon; Minato; Japan

Origin Lab; Northampton; USA

Mooii Tech; Korea

Tecan; Mannedorf; Schweiz
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