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Abstract (deutsch) 

Desmosomen sind hochgradig regulierte Zell-Zell-Verbindungskomplexe, die die 

Intermediärfilamente mit der Plasmamembran verbinden. Sie sind essentiell für die 

mechanische Stabilität der Haut. Stabilität, Aufbau und Calciumabhängigkeit werden über 

posttranslationale Modifizierungen, wie Phosphorylierungen, an den desmosomalen 

Proteinen reguliert. Phorbolester-abhängige Aktivierung der Protein-Kinase-C Familie (PKC) 

hatte signifikante Adhäsionsverluste über PKCα-induzierte Phosphorylierung zufolge, wobei 

das Augenmerk bisher auf die Modifizierung des Desmoplakin (DSP) C-Terminus gelegt wurde. 

Jedoch ist zurzeit weder der Einfluss der übrigen 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 PKCδ für die 

Regulation der Desmosomen in Mauskeratinozyten gezeigt werden. Phorbol-12-myristat-13-

acetat (PMA)-abhängige Aktivierung der PKCs führte 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 schwächte allgemein die PKP3-Membranlokalisation und sorgte 

zudem für einen deutlichen Verlust dieses Proteins an den trizellulären Zellkontakten, welche 

bedeutend für mechanische Stabilität sind. Der Knockdown der novel PKCδ milderte diesen 

PMA-Phänotyp deutlich ab und verhinderte außerdem die PKP3-Phosphorylierung. Weder der 

Knockdown der klassischen PKC-Isoformen α, noch der novel Isoform η zeigten vergleichbare 

Effekte. Anhand von Daten aus in-vitro-Peptid-Kinase-Assays, Massenspektrometrie und 

datenbankgestützten Phosphorylierungsvoraussagen wurden potentielle PKCδ-

phosphorylierbare PKP3-Sites ausgewählt und zu Alanin mutiert. Über 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 ähnelte dabei einem mit PMA 

behandeltem Wildtyp. Zusammengenommen sprechen diese Daten für eine PKCδ-abhängige 

Phosphorylierung des PKP3-S313/314-Motivs und eine daraus resultierende verringerte PKP3-

Membranlokalisation, was wiederum die desmosomale Stabilität beeinflusst.  



 

5 
 

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 PKCα 

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 

PKCδ 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 PKCδ considerably reduced this PMA-depended 

phenotype and abolished phosphorylation of PKP3. Neither knockdown of the classical PKCα 

nor knockdown of the novel PKCη showed similar effects. Potential PKCδ-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 PKCδ dependent manner which weakens PKP3 membrane localization, possibly 

affecting desmosomal stability.   
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1. Einleitung 
1.1. Haut 

Die Haut ist das größte Organ des Menschen und hat diverse essentielle Funktionen. Die 

offensichtlichste Aufgabe ist dabei die Abgrenzung des Körperinneren von der Außenwelt und 

somit der Schutz vor äußeren Bedrohungen, wie z.B. Pathogenen, Strahlung oder einfachen 

mechanischen Belastungen. Aber genauso ist sie auch für den Austausch zwischen Innen und 

Außen, also Sekretion und Aufnahmemechanismen, so wie die Hautatmung, zuständig. 

Darüber hinaus dient sie als Wahrnehmungsorgan und ist sehr sensitiv gegenüber 

Temperaturänderungen und Berührungen. Zusätzlich ist sie beispielsweise noch an 

Wärmeregulation, Stoffwechsel und Immunreaktionen beteiligt. Während kleinere 

Verletzungen der Haut problemlos von selbst verheilen, können größere Verletzungen, sowie 

der Verlust der Barrierefunktion fatale Folgen, bis hin zum Tod, haben. Entsprechend existiert 

ein großes Interesse daran, die Funktionen und Regulationen der Haut genau zu verstehen 

und somit Erkrankungen bekämpfen zu können (Lopez-Ojeda et al., 2021).   

Strukturell lässt sich die Haut in drei Schichten einteilen (Abb.1). Die tiefste Schicht ist die 

Subcutis (Unterhaut), darüber 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 größtenteils aus Fettzellen und 

Bindegewebe, hierdurch dient sie als Energiespeicher und Wärmeisolator. Des Weiteren 

durchziehen Nerven und Blutgefäße diese Schicht bis hin ins Corium und ermöglichen so die 

Sinneswahrnehmung und Versorgung der Haut. Die Dermis besteht hauptsächlich aus 

Kollagen (maßgeblich I und III) (Meigel et al., 1977) und Elastinfasern, die für eine hohe 

Reißfestigkeit sorgen. Man unterscheidet dabei zwischen zwei Bereichen: Der über der 

Subcutis liegenden Netzschicht (stratum reticulare), bestehend aus hauptsächlich straffem 

Bindegewebe und der darüber liegenden Papillarschicht (stratum papillare), bestehend aus 

hauptsächlich lockerem Bindegewebe (Diegel et al., 2018). Des Weiteren befinden sich in der 

Dermis die Haarwurzeln, Hautdrüsen und ein Großteil der Sinnesrezeptoren. Die am 

häufigsten auftretenden Zellen sind Fibroblasten, aber auch Histiozyten, Mastzellen und 

Fettzellen sind von Bedeutung (Brown und Krishnamurthy, 2021). Die Epidermis wird in fünf 

Schichten eingeteilt, von außen nach innen sind dies die Hornzellschicht (stratum corneum), 

die Glanzschicht (stratum lucidum), die Körnerzellschicht (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 über Hemidesmosomen mit der Basalmembran verbunden und durch die hier 

stattfindende Zellteilung ein essentieller Ort für 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 verstärken 

Ausbildung von Desmosomen, wodurch sich die Stabilität der Zellkontakte erhöht (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 verstärken (Anton-Lamprecht, 1984). Das 

Stratum Lucidum ist eine zusätzliche Schicht, die nur in dickschichtigen Hautbereichen, wie 

den Handflächen und Fußsohlen auftritt und zusätzliche Barrierefunktion und Stabilität bringt. 

In allen anderen Bereichen folgt auf die Körnerzellschicht die Hornzellschicht. Hier haben die 

Keratinozyten ihre Differenzierung zu Korneozyten abgeschlossen. Es handelt sich hierbei um 

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

Rorke, 1989).       

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 Adhärenzverbindungen 

(Adherens Junctions) zu denen auch die Desmosomen gehören.  

Bei Gap Junctions handelt es sich um Verbindungen, die für die Signalweitergabe und den 

Stoffaustausch zwischen Zellen genutzt werden. Sechs Connexin-Moleküle bilden hierfür 

einen Zylinder, der von dem Zytoplasma durch die Plasmamembran in den interzellulären 

Bereich ragt und sich dort mit dem Connexin-Hexamer einer benachbarten Zelle zu einem 

Tunnel verbindet (Söhl und Willecke, 2004). Ionen und kleine Moleküle können über diesen 

Tunnel frei vom Cytoplasma der einen in das Zytoplasma der anderen Zelle diffundieren 

(Alexander und Goldberg, 2003). Die hierüber ermöglichte Signalweitergabe ist für 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 ausüben (Yuki et al., 

2007). Sie verhindern generell, dass Stoffe, einschließlich Ionen, von einer Seite der Zelle auf 

die andere gelangen. Je nach Struktur und mit Hilfe von Ionenkanälen ist aber der Transport 

bestimmter Moleküle bzw. Ionen möglich (Tang und Goodenough, 2003). Als weitere Funktion 

unterbinden sie außerdem 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 interzellulären Raum mit den 

entsprechenden Proteinen der anderen Zelle interagieren und im Zytoplasma über 

Adapterproteine (Zonula Occludens [ZO]) 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 Domäne aufweisen (Balda und Matter, 2008). Claudin scheint hierbei eine 

essentielle Rolle für die Funktion zu haben, während beispielsweise Occludin eher eine 

regulatorische Rolle zugeschrieben wird (Furuse und Tsukita, 2006; Saitou et al., 1998; Furuse 

et al., 2002).  
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Adhärenzverbindungen sind für die Ausbildung stabiler, aber dynamischer Zell-Zell-Kontakte 

zuständig. Hierzu interagieren klassische oder desmosomale Cadherine zweier Zellen im 

interzellulären Bereich miteinander. Auf zytoplasmatischer Seite bildet sich ein 

Cadherin/Catenin-Komplex, welcher mit den Aktinbündeln und den Intermediärfilamenten 

verbunden ist (Harris und Tepass, 2010). Adhärenzverbindungen sind generell 

calciumabhängig. In der Haut sind zwei klassische Cadherine exprimiert, P-Cadherin in der 

Basalschicht und E-Cadherin gleichmäßig in allen Schichten (Brandner et al., 2010). Durch das 

Fehlen von E-Cadherin kommt es zu starkem Wasserverlust aufgrund der gestörten 

Barrierefunktion der Haut, was letztendlich zum Tod führt. Interessanterweise ist dies auf eine 

gestörte Regulation der Tight Junctions zurückzuführen (Tunggal et al., 2005). Der Verlust von 

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

 

1.1.2. Desmosomen  

Desmosomen (macula adhaerens) sind spezielle Adhärenzverbindungen, die für ihre 

besonders starken stabilitätsfördernden Eigenschaften bekannt sind. Sie treten hauptsächlich 

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 

interzellulären 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 über Desmoplakin mit den 

Intermediärfilamenten verbunden (Kowalczyk und Green, 2013). Eine besondere Eigenschaft 

der Desmosomen ist, dass sie einen hyperadhäsiven Zustand erreichen können, in dem sie 

deutlich stabiler und zudem calciumunabhängig (resistent gegen Behandlung mit 

Calciumchelatoren z.B. EGTA) werden (Garrod und Tabernero, 2014). Es wird angenommen, 

dass die Ca2+-Unabhängigkeit über Phosphorylierungen durch die Protein-Kinase C α (PKCα) 

aufgehoben werden kann und dies essentiell für Wundheilung ist (Wallis et al., 2000). 

Innerhalb der Haut sind die desmosomalen Proteine zum Teil unterschiedlich exprimiert und 

können daher als Marker für 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 extrazellulären Matrix 

herstellen. Hemidesmosomen haben ihren Namen aufgrund des ähnlichen Erscheinungsbildes 

im Elektronenmikroskop. Ihre Zusammensetzung unterscheidet sich jedoch vollständig von 

der der Desmosomen. Die Funktionen von Desmocollin und Desmoglein werden in 

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

 

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 abgekürzt: 

Plakophilin (PKP), Desmoglein (Dsg), Desmocollin (Dsc), Desmoplakin (DP), Plakoglobin (PG). PKP1, 

DSG1, Dsg4 und Dsc1 sind am abundantesten in der Körnerzellschicht exprimiert, während PKP2, Dsg2, 

Dsg3, Dsc2 und Dsc3 verstärkt in der Basalschicht auftreten. PKP3, Plakoglobin und Desmoplakin sind 

relativ gleichmäßig 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 gehört zur Familie der Plakin-Zytolinkerproteine. Es besteht aus einer 

N-terminalen Plakin-Domäne (sechs Spektrin Repeats), einer zentralen Coiled-Coil-Rod 

Domäne und drei homologen Plakin-Repeat-Domänen, 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 großer Teil 

A B 
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der Rod-Domäne fehlt (Green et al., 1990; O'Keefe et al., 1989). Über den N-terminalen 

Bereich wird die Interaktion mit Plakoglobin und der Kopfdomäne von Plakophilin 1 und 3 

ermöglicht (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-Domäne binden (Kami et al., 2009; Choi und Weis, 2016). Über die C-terminalen Plakin-

Repeat-Domänen wird die Verankerung mit den Intermediärfilamenten ermöglicht. 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 hierüber die Interaktion mit 

den Intermediärfilamenten und die Bildung (assembly) der Desmosomen reguliert wird 

(Albrecht et al., 2015; Godsel et al., 2005; Stappenbeck et al., 1994). Dabei wurden bereits 

Einflüsse 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 frühen 

embryonalen Phase zum Tod. Es können schwere Fehlfunktionen im Herzmuskel, Neuro- und 

Hautepithel beobachtet werden (Gallicano et al., 1998; Gallicano et al., 2001). Entsprechend 

sind auch schwere Folgen für 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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Abb. 3 Strukturschema der Desmoplakin Splicevariante 1 mit Interaktionspartnern  

Dargestellt sind die Domänen der Desmoplakin Splicevariante 1. Der Beginn der entsprechenden 

Domäne ist mit der dazugehörigen Aminosäureposition gekennzeichnet. Interaktionspartner und 

Interaktionsbereich sind oberhalb der entsprechenden Domäne dargestellt.  

 

1.1.2.2. Plakoglobin (PG, Gen-Name JUP) 

Plakoglobin (γ-Catenin) und die Plakophiline gehören zu den Armadillo-Repeat-Proteinen, wie 

beispielsweise auch β-Catenin, welches in Drosophila spec. (Fallén, 1823) Armadillo genannt 

wird und namensgebend für 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 zwölf (Plakoglobin) bzw. neun (Plakophilin) Armadillo-Repeat-

Domänen verbunden ist (Choi und Weis, 2005b; Choi et al., 2009).  

Plakoglobin wurde erstmalig als 83 kDa großes Protein des desmosomalen Plaques 

beschrieben (Franke et al., 1983). Es ist essentiell für die Desmosomenbildung und somit auch 

für die mechanische Stabilität 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 große Ähnlichkeiten zu β-Catenin, dem 

homologen Protein der herkömmlichen Adhärenzverbindungen, sodass Interaktionen mit 

Bindepartnern wie E-Cadherin und α-Catenin möglich sind, wenn auch mit geringerer Affinität 

(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-Domänen von Bedeutung (Abb.4). So wird die 

Interaktion zu den Desmogleinen durch die ersten Repeats ermöglicht, während für 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 über 

die C-terminalen Repeats ermöglicht (Bornslaeger et al., 2001; Bonné et al., 2003; Kirchner et 

al., 2012), während für die Bindung zu Desmoplakin alle Domänen relevant sind (Kowalczyk et 

al., 1997). Neben der direkten Beteiligung an der Zell-Zell-Adhärenz 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 β-Catenin tumor- und metastaseunterdrückende Eigenschaften 

zugeschrieben werden (Aktary et al., 2017). Über Phosphorylierung der Serin-, Threonin- und 

Tyrosinreste werden Löslichkeit, Lokalisation und Interaktion von Plakoglobin reguliert 

(Pasdar et al., 1995). Hierbei sind besonders die Wnt-, Src- und Rezeptor-Tyrosin-Kinase-

abhängige 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 Adhäsion kommt (Yin 

et al., 2005).              

 

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 können, in Blau jene, die sowohl an Plakoglobin, als auch an β-Catenin 

binden. APC steht für adenomatous polyposis coli protein und TCF/LEF für 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 hauptsächlich über ihre 

N-terminale ungeordnete Domäne statt. Diese ist bei den Plakophilinen deutlich länger, dafür 

ist aber die C-terminale Domäne sehr klein. Dazwischen liegen die neun Armadillo-Repeat-

Domänen, wobei es zwischen Domäne fünf und sechs eine kleine Insertion gibt, wodurch das 

Protein eine leicht sichelförmige Struktur erhält (Choi und Weis, 2005b) (Abb.5). Es sind drei 

Isoformen bekannt, welche sich deutlich in der Sequenz der N-terminalen Domäne 

unterscheiden. Jede Isoform erfüllt verschiedenste Aufgaben und zeigt ein individuelles 

Expressionsmuster (Neuber et al., 2010; Schmidt und Jäger, 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 maßgeblich 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 verstärkter 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 führt das Fehlen von PKP1 zu deutlich 

verringerter Desmosomenzahl und -größe, sowie verstärkter 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 Stabilität und verhindert 

Hyperadhäsion (Hatzfeld et al., 2017; Keil et al., 2016). Ein Knockout im Mausmodell hat 

gezeigt, dass neben dieser deutlich verringerten mechanischen Stabilität auch die 

Barrierefunktion von innen nach außen gestört ist, sodass neugeborene Mäuse binnen 24 h 

an den Folgen des Wasserverlustes versterben (Rietscher et al., 2016). Auch hier ist dies auf 

eine Fehlregulation der Tight Junctions zurückzuführen (Rietscher, 2018). Im Menschen führen 

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-Adhäsion, wurden aber noch weitere 

Eigenschaften von PKP1 beschrieben. Beispielsweise lokalisiert PKP1 im Nukleus. Es existiert 

sogar eine unterrepräsentierte Splicevariante, die bisher ausschließlich dort und nicht in 

Desmosomen nachgewiesen wurde (Schmidt et al., 1997). Jedoch ist die genaue Funktion 

nicht geklärt, wobei während der Apoptose eine starke Abwanderung aus dem Kern 
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beobachtet wird und daher ein möglicher Zusammenhang mit dem Überleben 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 über Phosphorylierungen reguliert, so verändert sich das Verhältnis vom 

desmosomalen zum zytoplasmatischen Pool in Abhängigkeit der Modifizierung (Hatzfeld et al., 

2014). In diesem Zusammenhang konnte beispielsweise gezeigt werden, dass 

insulinabhängige Phosphorylierung von PKP1 durch Akt2 zu reduzierter Zell-Zell-Adhäsion und 

erhöhter Proliferation führt (Wolf et al., 2013).          

PKP2 ist die dominante Isoform des Herzmuskels (Gandjbakhch et al., 2011). Fehlfunktionen 

bzw. die Abwesenheit dieses Proteins führen daher zu Herzleiden, wie arrhythmogene 

rechtsventrikuläre 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 zurückzuführen ist (Grossmann et al., 2004). In der humanen Epidermis 

ist PKP2 hauptsächlich in der Basalschicht, aber zum Teil auch im Stachelzellenepithel 

exprimiert (Dubash und Green, 2011). In der Maushaut ist es auf Proteinebene nicht 

nachweisbar. Über die N-terminale Kopfdomäne interagiert es mit diversen desmosomalen 

Proteinen, wie Desmoplakin, Plakoglobin, Desmoglein 1-2 und Desmocollin 1-2, aber auch 

Interaktionen mit β-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 PKCα zur Phosphorylierung von Desmoplakin 

führt, wodurch DSP verstärkt ins Desmosom integriert wird (Bass-Zubek et al., 2008). Ähnlich 

wie PKP1 kann auch PKP2 im Nukleus nachgewiesen werden (Mertens et al., 1996). Dort 

kommt es zur Interaktion mit der großen Untereinheit der RNA-Polymerase III, jedoch ist noch 

unklar, was dies bewirkt (Mertens et al., 2001). Die Translokation in den Kern wird über 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 außerhalb des Nukleus bleibt (Müller et al., 2003).   

PKP3 ist in der Epidermis relativ gleichmäßig exprimiert (Dubash und Green, 2011). Neben der 

Bindung am Desmosom existiert auch ein vergleichsweise großer 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 über die Kopfdomäne, mit 

Ausnahme der anderen Plakophiline, quasi alle desmosomalen Proteine (Bonné et al., 2003). 

Es wird angenommen, dass es für den Aufbau des zytoplasmatischen Teils der Desmosomen 

zuständig ist und durch die Interaktion mit der Rap1-GTPase ebenfalls eine Rolle für die 

Reifung der herkömmlichen Adhärenzverbindungen hat (Todorovic et al., 2014; Hogan et al., 

2004). Jedoch sind Desmosomen, die PKP3 enthalten, deutlich dynamischer und weniger 

hyperadhäsiv (Keil et al., 2016). Der Knockout von PKP3 im Mausmodel zeigt einen deutlich 

milderen Phänotyp, als bei den anderen PKPs. So sind die PKP3-Null-Mäuse lebensfähig, 

zeigen aber vermehrte Entzündungsreaktionen und milde Störungen in der Haut und 

Haarregulation (Sklyarova et al., 2008). Es wird angenommen, dass die anderen Plakophiline 

den PKP3 Verlust zum Teil kompensieren können (Neuber et al., 2010). Dennoch konnte in 

verschiedenen Krebsarten sowohl erhöhte 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 gegensätzliche Effekte 

haben. So führt EGF (epidermal growth factor)-abhängige Phosphorylierung von PKP3 an den 

Serinen 134/135 durch RSKs (ribosomale S6 Kinase) zu verstärkter Lokalisation von PKP3 an 

die Desmosomen (Müller et al., 2020), während Phosphorylierung von Tyrosin 195 über die 

Src-Kinase zu einem Verlust von PKP3 an den Desmosomen führt (Neuber et al., 2015). Neben 

dem Einfluss auf Zell-Zell-Kontakte konnte für 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).  

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

Links sind die Plakophiline schematisch dargestellt. Rechts ist die Struktur der Armadillo-Repeat-

Domänen von PKP1 in Cartoondarstellung PDB:1XM9 gezeigt. Die einzelnen Armadillo-Repeat- 

Domänen sind farblich gekennzeichnet. 
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1.1.2.4. Desmocollin (Dsc) und Desmoglein (Dsg)  

Die desmosomalen Cadherine sind für die Verknüpfung der Desmosomen zweier Zellen über 

den extrazellulären Raum zuständig. 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 Domäne fehlt. In der Epidermis sind die 

desmosomalen Cadherine unterschiedlich exprimiert. So sind Dsg1, 4 und Dsc1 am stärksten 

in der Körnerzellschicht exprimiert und Dsg2, 3 und Dsc2, 3 am stärksten in der Basalschicht 

(Dubash und Green, 2011) (Abb. 2a). Strukturell sind sie wie folgt aufgebaut: N-terminal liegen 

die fünf extrazellulären Domänen (EC1-5), gefolgt von der Transmembrandomäne (TM), der 

intrazellulären Ankerdomäne (IA) und der intrazellulären Cadherin-like Sequenz (ICS) (Chidgey 

und Garrod, 2016). Desmogleine haben eine deutlich längere zytoplasmatische Domäne als 

Desmocolline und herkömmliche Cadherine. So folgt bei ihnen nach der ICS eine interzelluläre 

prolinreiche Linkerdomäne (IPL), eine Repeat Unit-Domäne (RUD) und mit Ausnahme von 

Dsg3 eine Desmoglein-terminale-Domäne (DTD). Die Anzahl der Repeats in der RUD variiert je 

nach Dsg-Isoform (Chidgey und Garrod, 2016) (Abb.6). Die Interaktionen im extrazellulären 

Raum finden, ähnlich wie bei herkömmlichen Cadherinen, über die hydrophobe Seitenkette 

eines konservierten Tryptophans (Trp2) der EC1-Domäne statt (Nie et al., 2011; Tariq et al., 

2015). Hierbei kommt es aber nahezu nur zur Ausbildung von Dsg-Dsc-Heterodimeren, da 

einzelne, geladene Aminosäuren die Ausbildung von Homodimeren unterbinden (Harrison et 

al., 2016). Die einzelnen Isoformen der desmosomalen Cadherine haben unterschiedliche 

Bedeutung für 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), 

während der Knockdown von Dsc2 keine offensichtlichen Phänotypveränderungen hervorruft 

(Rimpler, 2014). Knockout von Dsc1 führt zu lebensfähigen Tieren, jedoch mit entzündeter, 

fragiler, schnell proliferierender Haut und Haarausfall (Chidgey et al., 2001). Der Verlust von 

Dsg4 hat maßgeblichen Einfluss auf die Regulation des Haarwachstums (Kljuic et al., 2003; 

Zhang et al., 2008) und der Knockout von Dsg3 führt zur Blasenbildung in der Haut und 

ebenfalls zu Haarausfall (Koch et al., 1997). Zu Dsg1 liegen dahingehend bisher keine Daten 

vor, da in der Maus drei Gene (DSG1a, b, c) existieren, die deletiert werden müssten. 

Fehlfunktionen der desmosomalen Cadherine führen 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 Dsg1 und/oder Dsg3 richtet (Walter et al., 2019). 

Es kommt zu schwerer Blasenbildung und Entzündung der Haut, die tödlich enden kann (Porro 

et al., 2019; Spindler und Waschke, 2014). Dsg1 hat vor einigen Jahren an Aufmerksamkeit 

gewonnen, da gezeigt werden konnte, dass es inhibierend auf den EGF-Rezeptor (EGFR) wirkt 

und somit Differenzierung fördert (Getsios et al., 2009). Für die Desmogleine wurde auch ein 

regulatorischer Einfluss der PKCs beschrieben (Denning et al., 1998), der für die Motilität und 

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

 

 

 

 

 

Abb. 6 Struktur der desmosomalen Cadherine 

Dargestellt sind die Domänen der desmosomalen Cadherine: EC steht dabei für die extrazellulären 

Domänen, IA für intrazelluläre Ankerdomäne, ICS für intrazelluläre Cadherin-like-Sequenz, IPL für 

interzelluläre prolinreiche Linkerdomäne, RUD für Reapet-Unit-Domäne, DTD für Desmoglein-

terminale-Domäne, TM für Transmembranbereich und DSCR für Desmoglein-spezifische 

zytoplasmatische Region.  

 

1.2. MAP Kinase und AKT Signaling  

Wie in den vorherigen Kapiteln erwähnt wurde, werden die Desmosomen über verschiedene 

Signalwege reguliert und nicht selten sind die einzelnen desmosomalen Proteine Ziel von 

posttranslationalen Modifizierungen, wie Phosphorylierungen. Jedoch sind bis heute noch 

nicht alle Zusammenhänge und Funktionen geklärt. Die meisten Kinase-Kaskaden werden als 

Reaktion auf Verletzung, Stress oder durch Wachstumsfaktoren aktiviert. Hierrüber werden 

unzählige Prozesse kontrolliert, die die Funktionalität und das Überleben von Geweben 

gewährleisten, 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 



 

22 
 

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). Über die Basalmembran kommt es zum Austausch von 

Wachstumsfaktoren zwischen der Dermis und der Epidermis. Sie binden dann an 

extrazelluläre 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 maßgeblich an der Regulation von Proliferation, 

Differenzierung, Zelltod/Überleben 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 

extrazellulär-Signal-regulierte Kinase (ERK1/2), beteiligt an Wachstum, Differenzierung, 

Zellüberleben und Entwicklung, die c-Jun-N-terminale Kinase (JNK), die p38 MAPK, beide 

beteiligt an Immunantwort, Apoptose, Wachstum und Differenzierung und ERK5, beteiligt an 

Wachstum, Differenzierung und Entwicklung (Morrison, 2012). Da für 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 abhängig von PKC und Src-bedingter 

Phosphorylierung, sowie der Bindung an das G-Protein Ras (Terrell und Morrison, 2019; 

Stokoe und McCormick, 1997; Schönwasser et al., 1998; Corbit et al., 2003). Die Aktivierung 

der GTPase Ras wird über die Rezeptor-Tyrosin-Kinase EGFR (epidermal growth factor 

receptor) mediiert (Margolis und Skolnik, 1994), welche über Stimulation der Phospholipase C-

γ (PLCγ) auch aktivierend auf die PKCs wirkt (Ullrich und Schlessinger, 1990). Entsprechend 

lässt sich der MAPK-Kinase-Signalweg über den Wachstumsfaktor EGF aktivieren (Carpenter 

und Cohen, 1990). Downstream von ERK existieren unzählige Targets, darunter ribosomale 
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S6-Kinasen (RSK), mitogen- und stressaktivierte Kinasen (MSK) und Phospholipase A2 (Ünal et 

al., 2017; Wortzel und Seger, 2011). Verstärkte 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 großer Bedeutung ist der Akt (PKB) Signalweg. Er spielt eine zentrale Rolle im 

Glucose-Metabolismus, in der Proliferation und der Regulation des Zellüberlebens bzw. der 

Apoptose (Fresno Vara et al., 2004). Es sind drei Isoformen in Säugetieren beschrieben worden. 

Akt1 ist ubiquitär exprimiert, Akt2 in insulinsensitivem Gewebe und Akt3 am höchsten im Hirn 

und den Hoden (Franke, 2008). Sie zeigen eine hohe Homologie zu den PKCs (Bellacosa et al., 

1993). Ihre Aktivierung verläuft über 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-abhängige Kinase 1 (PDK1) wird diese 

stimuliert (Vanhaesebroeck et al., 2010). Es kommt zur Phosphorylierung von Akt an den 

konservierten Motiven T308 und S473 (Nummerierung Akt1), wodurch dieses bei 

gleichzeitiger Interaktion mit PIP3 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 über hundert verschiedene Enzyme bekannt, die phosphoryliert 

werden, wobei dies abhängig 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 ähnliche Mechanismen der Aktivierung nutzen und sich 

einige Targets überschneiden, 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).  



 

24 
 

 

Abb. 7 Vereinfachtes Schema des MAPK- und Akt-Signalwegs 

Dargestellt ist die vereinfachte Signaltransduktion des ERK- und des Akt-Signalweges in Abhängigkeit 

von EGF- und Insulinstimulation. Zusätzlich sind der Einfluss der klassischen und novel PKCs, sowie 

publizierte desmosomale Targets dargestellt. DAG steht für 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-

abhängige Phosphorylierung werden diverse Signalkaskaden aktiviert, die Einfluss auf 

beispielsweise Differenzierung, Proliferation, Apoptose, Immunantwort und Hirnaktivität 

nehmen (Callender und Newton, 2017; Black und Black, 2013; Reyland, 2009). Bei vielen 

Krankheiten bzw. gesundheitlichen Beeinträchtigungen 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 Verständnis der PKC-Regulation eine essentielle 

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

Die Familie der PKCs umfasst 10 Isoenzyme und gehört 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 Domäne 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 hierfür an der -2 oder -3 Position befindet. Es existieren 

fünf Konsensusmotive, die maßgeblich von PKCs erkannt werden: [R/K]X[S/T]; 

[R/K][R/K]X[S/T]; [R/K]XX[S/T]; [R/K]X[S/T][R/K] und [R/K]XX[S/T]X[R/K] (Kang et al., 2012). 

Alle PKCs haben außerdem eine N-terminale regulatorische Domäne. Diese beinhaltet einen 

autoinhibitorischen Pseudosubstrat-Bereich (Konsensusmotiv in dem S/T durch Alanin (A) 

ersetzt ist), der das Enzym in einer inaktiven Konformation hält und die sogenannten C-

Module, welche für die Aktivierung und die Lokalisation, also beispielsweise die Bindung an 

die Plasmamembran, zuständig sind (Hurley, 2006). Anhand der regulatorischen Domäne 

lassen sich die PKCs in drei Unterfamilien aufteilen: Die herkömmlichen/klassischen PKCs (α; 

β1; β2; γ), die neuen/novel PKCs (δ; ε; η; θ) und die atypischen PKCs (ζ; ι/λ) (Abb.8). Die 

klassischen PKCs haben die Module C1A und C1B, welche eine Aktivierung über Diacylglycerin 

(DAG) und Phorbolester (Zhang et al., 1995) ermöglichen und das C2-Modul, welches 

anionische Lipide in Abhängigkeit von Calcium bindet. Eine Aktivierung der klassischen PKCs 

(cPKC) benötigt entsprechend DAG und Calcium. Die novel PKCs (nPKC) haben ebenfalls die 

C1A- und C1B-Module, jedoch ist ihr C2-Modul calciumunabhängig, sodass zur Aktivierung der 

novel PKCs lediglich DAG benötigt 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) Domänen interagiert. Das C2-Modul ist nicht vorhanden. 

Entsprechend sind atypische PKCs weder abhängig von Calcium, noch durch DAG aktivierbar 

(Steinberg, 2008; Newton, 2010). Zur Aktivierung der PKCs ist, mit Ausnahme von PKCδ (Liu et 

al., 2006), außerdem noch eine Phosphorylierung im sogenannten Activation Loop (AL) 

notwendig. Dieser befindet sich im C-terminalen Bereich der Kinase-Domäne (Freeley et al., 

2011). Dahinter befinden sich das Turn-Motiv (TM) und das hydrophobe Motiv (HM). Je nach 

Isoform ist zusätzlich auch die Phosphorylierung eines dieser Motive für die Aktivität 

notwendig (Freeley et al., 2011). Nach Aktivierung der PKCs kommt es oftmals zu einer 

Abspaltung der regulatorischen Domäne, was zu einer Daueraktivität führt (Kishimoto et al., 

1989). Häufig wird die Phosphorylierung des AL, TM oder HM als Marker für PKC-Aktivität 

genutzt. Das ist jedoch nicht ideal, da (A) auch inaktive PKC phosphoryliert wird, bzw. eine 

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

der Effekt der einzelnen Motive sehr unterschiedlich je nach Isoform ist (Freeley et al., 2011).   

 

Abb. 8 Struktur der PKC-Unterfamilien 

Oben wird die Struktur der unterschiedlichen PKC-Isoenzyme gezeigt. Die Pseudosubstratregion (PS) 

ist grün, die C1 Domäne rot, die C2 Domäne gelb, die Kinase-Domäne türkis und die PB1-Domäne lila 

dargestellt. Links unten ist vereinfacht die Aktivierung der cPKCs dargestellt. DAG steht für 

Diacylglycerin. Rechtsunten sind die C1B, die C2 und die Kinase-Domäne in Ribbon-Ansicht präsentiert. 

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 widersprüchlich 

erscheinende Erkenntnisse publiziert worden (Black und Black, 2013). Allgemein führt die 

Aktivierung der Isoformen Alpha, Epsilon, Zeta und Iota/Lambda in den meisten Fällen zu 

verringertem Zellsterben, während PKCδ Apoptose induziert (Reyland, 2009). Mit Ausnahme 

von PKCγ sind alle Isoformen an der Regulation von T-Zellen beteiligt (Koretzky et al., 1989), 

wobei PKCθ dabei eine besonders wichtige Rolle einzunehmen scheint (Berry und Nishizuka, 

1990; Freeley und Long, 2012; Wang et al., 2012). PKCγ ist hingegen hauptsächlich im Gehirn 

und anderen neuronalen Geweben von großer 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 über 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 über 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 für PKCδ selektiven Aktivators 7α-acetoxy-6β-benzoyloxy-

12-O-benzoylroyleanon (Roy-Bz) berichtet (Bessa et al., 2018). Atypische PKCs sind hingegen 

generell über Phosphatidylinositol und somit indirekt über Insulinstimulation aktivierbar 

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

Zur Inhibierung der PKCs sind diverse kleine Moleküle beschrieben worden. Jedoch wurde für 

die wenigsten der Effekt für alle Isoformen bestimmt (siehe Anhang Tab. A1) (Ringvold und 

Khalil, 2017). Es gibt verschiedene Möglichkeiten die PKCs zu hemmen. Beispielsweise kann 

die ATP- oder Substrat-Bindung unterbunden, die katalytische Domäne geblockt oder die 

Öffnung der regulatorischen Domäne verhindert werden. Während 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 für eine 

Isoform sind. Mit Gö6976, 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 für die novel PKCs gibt es, 

mit Ausnahme der Inhibitoren für PKCθ (Tumey et al., 2009; Niu et al., 2009) und den 

peptidbasierten Verbindungen KCe12 und KCe16 für PKCε (Shafrir et al., 2006; Yonezawa et 

al., 2009), keine Substanzen, die sie von klassischen PKCs unterscheiden können. Für PKCδ 

wurde zwar der „selektive“ Inhibitor Rottlerin beschrieben und oft verwendet (Gschwendt et 

al., 1994). Jedoch konnte gezeigt werden, dass die Spezifität 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 

Anfänglich galt PKCα 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).    

PKCα assoziiert vorwiegend mit dem Keratinzytoskelett und den desmosomalen Zell-

Zellkontakten (Jansen et al., 2001). Es wird angenommen, dass PKCα eine wichtige Rolle bei 

der Differenzierung, Wundheilung, Adhäsion und Tumorgenese spielt (Lee et al., 1998; Matsui 

et al., 1992; Singh et al., 2017a; Singh et al., 2017b). Auch bei Entzündungsreaktionen ist der 

Einfluss von PKCα gezeigt worden, so kommt es beispielsweise bei einer Überexpression zur 

verstärkten 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 Überexpression eine verstärkte und bei Knockdown eine verlangsamte 

Wundheilung beobachtet werden (Sharma et al., 2007). Oft wird eine entgegengesetzte 

Wirkung zu PKCδ beschrieben und man geht zur Zeit von einer Apoptose-verhindernden 

Wirkung von PKCα aus (Michie und Nakagawa, 2005). Auf Desmosomen bezogen wurde 

beschrieben, dass die PKCα-abhängige Phosphorylierung von DSP zu einem Adhäsionsverlust 

und einer Destabilisierung führt (Kröger et al., 2013), dieser Effekt wird deutlich durch die 

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

PKCδ ist an Zellwachstum, Differenzierung, Migration und Apoptose beteiligt (Li et al., 2002; 

Heit et al., 2001; Dietrich et al., 2001). So führt beispielsweise die Aktivierung von PKCδ zu 

einer Translokalisation in verschiedene Bereiche, die z.B. im Falle einer Wanderung zum Kern, 

inhibierend für das Zellwachstum wirkt (Heit et al., 2001). In epidermalen Basalzellen kommt 

es hingegen zur Interaktion mit den Hemidesmosomen, wodurch es zu einem 

Adhäsionsverlust kommt, der wiederum Wundheilung begünstigt (Alt et al., 2001). PKCδ 

funktioniert außerdem maßgeblich als Tumorschutzmechanismus. UV-bedingte Apoptose der 

Hautzellen wird beispielsweise durch konstitutiv aktive PKCδ (Abspaltung der regulatorischen 

Domäne) bedingt (Fukunaga et al., 2001; Denning et al., 2002). Des Weiteren wird der MAP-

Kinase-Signalweg (MEK/ERK/RSK) über PKCδ aktiviert (Ueda et al., 1996) und zusammen mit 

PKCη spielt er über Regulation der p38-MAPK eine wichtige Rolle in der 
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Keratinozytendifferenzierung (Denning, 2010). PKCδ selbst wird über 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.    

PKCη ist besonders hoch in der Epidermis, vor allem in der Stachelzellschicht (stratum 

spinosum) exprimiert. Innerhalb der Zellen lokalisiert es vorwiegend im perinukleären Bereich 

und am rauen endoplasmatischen Retikulum. (Chida et al., 1994). PKCη Überexpression in 

Keratinozyten führt 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) Kinaseaktivität 

inhibiert (Kashiwagi et al., 2000). Es leitet außerdem Differenzierung über die Aktivierung der 

Transglutaminase 1 und Involucrin ein (Kashiwagi et al., 2002; Denning, 2010). Zusätzlich 

kommt es zur Aktivierung des Fyn-Signalweges und zu verringerter Expression des EGF-

Rezeptors (EGFR) (Cabodi et al., 2000). Durch das Fehlen von PKCη kommt es zu erhöhter 

Karzinogenese, entsprechend scheint PKCη eine tumorunterdrückende Wirkung zu haben 

(Kashiwagi et al., 2002).   

PKCε wird in Keratinozyten hauptsächlich mit Proliferation und Differenzierung in Verbindung 

gebracht. Jedoch ist die genaue Wirkung größtenteils noch unbekannt. Bekannt ist aber, dass 

PKCε mit der Raf-1 Kinase interagiert und damit die Produktion von Wachstumsfaktoren 

induziert (Ueffing et al., 1997) und generell für MAP-Kinase-Aktivierung von Bedeutung ist 

(Hamilton et al., 2001). PKCε ist außerdem über die Bindung an Intermediärfilamente und die 

Phosphorylierung von Vimentin in Mechanismen der Zelladhäsion und des Zellspreizens (Cell 

Spreading) involviert (Berrier et al., 2000; Ivaska et al., 2005). Eine Überexpression von PKCε 

wirkt krebsfördernd (Li et al., 2005), führt aber auch zu erhöhter Wundheilung (Sharma et al., 

2007).   

Für PKCζ ist beschrieben, dass es an der calciumabhängigen Differenzierung beteiligt ist 

(Nishikawa et al., 1997). Durch Interaktion mit Keratin 10 kommt es zur Deaktivierung von 

PKCζ, was letztendlich zum Stopp des Zellzyklus führt (Paramio et al., 2001). Während im 

Gegensatz zu PKCι/λ keine direkte Anreicherung von PKCζ an den Tight Junctions gezeigt 

werden konnte (Helfrich et al., 2007), scheint PKCζ dennoch eine wichtige Rolle bei der 

Zellpolarität 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 Schwächung der 

bestehenden Desmosomen kommt und somit die Zelladhäsion verringert wird (Amar et al., 

1998), sie aber trotzdem zur Ausbildung neuer Desmosomen beiträgt (van Hengel et al., 1997). 

Gerade für 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 früh wurde erkannt, dass PKCs die Desmosomen im calciumabhängigen Zustand halten 

bzw. in diesen versetzen und Inaktivierung Calciumunabhängigkeit fördert. Sie sind somit ein 

Regulator von Hyperadhäsion (Wallis et al., 2000; Kimura et al., 2007). Über Inhibitorstudien 

mittels Gö6976 erwies sich PKCα als bedeutend (Garrod et al., 2005). PKCα-abhängige 

Phosphorylierung von humanem DSP am Serin 2849 stört die Interaktion zwischen DSP und 

den Intermediärfilamenten und vermindert somit Desmosomenstabilität (Stappenbeck et al., 

1994; Hobbs und Green, 2012). Jedoch führt sie gleichzeitig zu verstärkter 

Desmosomenbildung durch Rekrutierung von DSP (Godsel et al., 2005), ein Effekt der über 

Interaktion von PKP2 mit PKCα 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 können. Aber auch für 

PKP3 konnte eine Kolokalisation mit PKCα gezeigt werden, die mit einem Rückgang der Zell-

Zell-Adhäsion assoziiert wird (Keil et al., 2016). Insgesamt ist noch unklar, welche 

desmosomalen Proteine direkt Ziel von PKC-abhängiger 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 über PKCα 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 Stabilität und Adhäsion der Desmosomen werden unter anderem über 

Phosphorylierungen reguliert. Dies ist bedeutend für die Fähigkeit der Haut, auf äußere 

Einflüsse zu reagieren. Für Wundheilung ist es beispielsweise notwendig, dass die 

Desmosomen dynamischer und weniger adhäsiv werden (Garrod et al., 2005). Die Familie der 

PKCs scheint maßgeblich 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 

ergründet werden, welche desmosomalen Proteine PKC-abhängig phosphoryliert werden, 

welche PKC-Isoform/en hierfür verantwortlich sind und welchen Effekt dies auf die 

Desmosomen und deren Adhäsion 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, Österreich) 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 Geräte und Software sind unter Anhang 6.3. verzeichnet.  

 

 

2.1. Zusammensetzung der Puffer, Lösungen und Medien: 

Blot Puffer I:     0,3 M Tris/HCl; 20 % (V/V) Methanol; pH 10,4 

Blot Puffer II:    25 mM Tris/HCl; 20 % (V/V) Methanol; pH 10,4 

Blot Puffer III:  25 mM Tris/HCl; 40 mM ε-Aminocapronsäure; 20 % (V/V) 

Methanol; pH 9,4 

ECL A:  100 mM Tris/HCl; 25 mM Luminol; 0,4 mM Cumarinsäure; 

pH 8,5  

ECL B:      100 mM/Tris/HCl; 0,02 % H2O2; 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 µg/ml Hydroxycortison; 

5 µg/ml Insulin; 10 ng/ml EGF; 100 pM Choleratoxin 

Low Calcium Medium (LCM):  DMEM/Ham’s F12 (3,5/1,1); Calcium (50 µM); 10 % (V/V) FBS 

Superior (Sigma Aldrich, St. Louis, USA); 1 mM Natriumpyruvat, 

1 mM Glutamat; 0,18 mM Adenin; 0,5 µg/ml Hydroxycortison; 

5 µg/ml Insulin; 10 ng/ml EGF; 100 pM Choleratoxin  
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Medium ohne Zusätze (serumfrei):  DMEM/Ham’s F12 (3,5/1,1) 

Mowiol:  5 % (m/V) Mowiol; 30 % (V/V) Glycerin; 0.25% (m/V) 

1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan  

MT Puffer:  100 mM PIPES; 2mM EDTA; 1 mM EGTA; 4 M Glycerin; 0,5 % 

(V/V) Triton X-100; pH 6,9 

PBS (10x):  1,35 M NaCl; 25 mM; KCl 10 mM KH2PO4; 100 mM Na2HPO4; 

pH 7,4 

PBSE (10x): 1,35 M NaCl; 25 mM; KCl 10 mM KH2PO4; 100 mM Na2HPO4; 

0,5 mM EDTA; pH 7,4 

Ponceaulösung:    0,2 % Ponceau S; 3 % Trichloressigsäure; 3 % Sulfosalicylsäure 

Reaktionspuffer Peptid-Chip-Array:  5 mM MOPS; 2,5 mM β-Glycerophosphat; 10 mM MgCl2; 

1 mM EGTA; 0,4 mM EDTA; 50 μM DTT; pH 7,2 

RIPA:  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 µM Pefablock® SC 

(alternativ AEBSF); 1 mM NaVO3 

SDS-Probenpuffer (4x): 250 mM Tris-HCl (pH 7,5); 8 % (m/V) SDS; 30 % (V/V) Glycerin; 

10 % (V/V) β-Mercaptoethanol; 0,25 % (V/V) Bromphenolblau 

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

Superscript-Puffer (5x):   250 mM Tris/HCl; 375 mM KCl; 15 mM MgCl2; pH 8,3 

TBS (10x):     100 mM Tris/HCl; 1 mM NaCl; pH 7,6 

TBST (10x):     100 mM Tris/HCl; 1 mM NaCl; 1 % Tween-20; pH 7,6 

Trizol 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  

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

Alle verwendeten Zelllinien sind in Tabelle 1 zusammengefasst.   

Tab. 1 Zelllinien 

Die MKZ-Desmoplakin-KO-Linie wurde von der AG Magin zur Verfügung gestellt. Alle weiteren Linien 

wurden von Dr. R. Keil und Dr. K. Rietscher (AG Hatzfeld), wie von Rietscher, 2018 beschrieben, 

generiert.  

Zelllinie Herstellung  Literatur 

MKZ Desmoplakin KO 
Spontan immortalisierte 

Mauskeratinozyten isoliert 
aus DSP-/- Maus 

(Vasioukhin et al., 2001) 

MKZ + GFP 
Generiert aus lentiviraler 
Transduktion von MKZ wt 

(Rietscher, 2018) 

MKZ PKP1 KO 
Spontan immortalisierte 

Mauskeratinozyten isoliert 
aus PKP1-/- 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 PKP3-/- 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 
S280/283/285A-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 I beschichteten Schalen in LCM, bei 32 °C, 5 % CO2 und 90 % 

Luftfeuchtigkeit kultiviert. Zum Beschichten wurden 50 µg/µl Kollagen I in 0,02 M Essigsäure 

auf die Schalen gegeben und diese für 30 min bei 37°C inkubiert. Anschließend erfolgte ein 

zweimaliges Waschen mit PBS. Für 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 

Trypsinlösung (0,02 % Trypsin in PBSE) pro 10 cm² für 10 min bei 37 °C inkubiert. Daraufhin 

wurden die Zellen durch vorsichtiges auf- und abpipettieren von der Schale gelöst und in ein 

15 ml Grainer-Röhrchen mit 3 ml LCM pro 10 cm Schale überführt. Es wurde bei 1500 rpm für 

3 min zentrifugiert und das Medium abgenommen. Die Zellen wurden in 1 ml LCM pro 

eingesetzter Schale resuspendiert und im Verhältnis 1:2 bzw. 1:3 ausgesät. Das Passagieren 

erfolgte je nach Zelldichte alle 2 bis 3 Tage.  

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden vor dem Aussäen 20 µl der Zellsuspension in 380 µl PBS 

aufgenommen und durchmischt. 10 µl hiervon wurden auf eine Neubauer Zellzählkammer 

(Laboroptik; Friedrichshof; Deutschland) gegeben. Das Auszählen 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 Kryoröhrchen überführt und bei -80 °C in einem Isopropanol-Gefrierbehälter 

eingefroren. Zum Auftauen der Zellen wurde die gefrorene Zellsuspension in 9 ml LCM pro ml 

Zellsuspension aufgenommen und bei 1500 rpm für 3 min zentrifugiert. Das Medium wurde 

abgenommen und die Zellen, wie oben beschrieben, ausgesät.          

 

2.4. Stimulation durch PMA, EGF, Insulin 

MKZ wurden in LCM ausgesät (50000 – 60000 Zellen pro cm² für Western-Blot (WB), 40000 

Zellen pro cm² für Immunfluoreszenz (IF)). Nach 24 h erfolgte ein Mediumwechsel zu HCM. 

Die Zellen wurden je nach Experiment für 24 bis 72 h in HCM kultiviert. Daraufhin wurden sie 

entweder 2x mit PBS gewaschen und für 4 h mit Medium ohne Zusätze inkubiert 

(Serumentzug) oder direkt mittels PMA (1 µM), EGF (100 ng/ml) bzw. Insulin (5 µg/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 ausgesät und nach 24 h für die entsprechende 

Zeit in HCM kultiviert, daraufhin wurde der jeweilige Inhibitor (gelöst in DMSO) für 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 [µM] Händler 

Gö6976 PKCα 2 Cayman Chemical; Ann Arbor; USA 

Sotrastaurin Alle PKCs 3 Cayman Chemical; Ann Arbor; USA 

U0126 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 

Für die Knockdown-Experimente wurden die Zellen mit Hilfe von Lipofectamin RNAiMax 

(0,75 µl/cm2) mit den spezifischen siRNA-POOLs (PKCα 2,5 pmol/cm2; PKCδ/η 1 pmol/cm2; RSK 

2 pmol/cm2) transfiziert. Jeder siPOOL bestand aus 30 verschiedenen siRNAs, welche 

spezifisch für 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/cm²), bestehend aus 30 siRNAs, die nicht mit Mausgenen 

interagieren, verwendet. Der jeweilige siPOOL und Lipofectamin RNAiMax wurden für 5 min 

alleine und anschließend gemeinsam für maximal 30 min bei RT in Medium ohne Zusätze 
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(50 µl/cm2) vorinkubiert, anschließend wurde der Ansatz zusammen mit LCM (200 µl/cm2) auf 

frisch ausgesäte Zellen gegeben. Am nächsten Tag fand ein Mediumwechsel statt.    

 

2.7. Lyse und Probenvorbereitung für Western-Blot bzw. 

Immunpräzipitation 

Die Zellen wurden 1x mit PBS gewaschen, daraufhin in 600 µl RIPA Buffer mit 

Protease-/Phosphataseinhibitoren pro 10 cm Schale lysiert und von der Schale gelöst. Der 

Zellaufschluss erfolgte durch mehrmaliges auf- und abpipettieren durch Kanülen 

verschiedener Größe. Zelltrümmer wurden bei 13000 rpm für 15 min abzentrifugiert. 500 µl 

des Überstandes wurden für die Immunpräzipitation (IP) genutzt. Die übrigen 100 µl wurden 

mit 33 µl 4xSDS Probenpuffer versetzt und für 5 min bei 95 °C erhitzt (Input). Wenn keine IP 

durchgeführt wurde, wurden die gesamten 600 µl mit 200 µl 4xSDS Probenpuffer gemischt 

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

 

2.8. Immunpräzipitation  

Pro IP wurden 20 µl Protein-A-Agarose verwendet. Die Agarose wurde 3x in RIPA-Puffer 

(500 µl) equilibriert und für 2 h mit dem jeweiligen Antikörper in 500 µl RIPA-Puffer bei 4 °C 

am Rotator inkubiert (1 µl PKP3 #2; 1 µl DSP 616; 5 µl DSG1+2 Progen; 20 µl JUP 618). 

Daraufhin wurden die Agarose 2x mit RIPA-Puffer mit Protease/Phosphataseinhibitoren 

(500 µl) gewaschen. Danach wurden 500 µl Lysat auf die Agarose gegeben und wieder für 2 h 

bei 4 °C am Drehrad inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurde die Agarose nochmals 3x mit RIPA-

Puffer mit Protease-/Phosphataseinhibitoren (500 µl) gewaschen. Die Agarose wurde 

abzentrifugiert (4000 rpm), Überstand verworfen und in 50 µl 1x SDS Probenpuffer 

aufgenommen. Die Proben wurden für 10 min bei 95 °C erhitzt (Eluat). Für die 

Spezifitätskontrolle siehe Anhang Abbildung A1.     

Zur Präzipitation von PKP1 wurde eine PKP1-GFP-Überexpressionslinie verwendet. PKP1-GFP 

wurde über eine GFP-Trap (ChromoTek, Planegg, Deutschland) präzipitiert. 15 µl GFP-Trap-

Agarose pro IP wurden 3x in RIPA-Puffer mit Protease-/Phosphataseinhibitoren (500 µl) 
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equilibriert. Danach wurde 500 µl Lysat auf die Agarose gegeben und dieses für 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 µl) gewaschen. Die Agarose wurde 

abzentrifugiert (4000 rpm), Überstand verworfen und in 50 µl 1x SDS-Probenpuffer 

aufgenommen. Die Proben wurden für 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 für Proteine ≤ 120 kDa und 8 % Polyacrylamid für 

Proteine ≥ 120 kDa verwendet. Pro Probe wurden 20 µl auf das Gel geladen. Die Laufkammer 

wurde mit Elektrophoresepuffer gefüllt. Die Auftrennung erfolgte für 20 min bei 80 V und 

anschließend für 2-3 h bei 100 V.  

Danach wurden die Proteine mittels Wet-Blot oder Semi-dry-Verfahren auf 

Nitrozellulosemembranen übertragen. Zur Übertragung mittels Semi-dry-Verfahren wurde ein 

PerfectBlue Semi-Dry-Blotter verwendet. Der Aufbau erfolgte nach folgendem Schema: 

Kathode (-), 3x Whatman Zellulosefilterpapier getränkt in Blot-Puffer III, SDS-Gel, 

Nitrozellulosemembran getränkt in Blot-Puffer II, 3x Whatman Zellulosefilterpapier getränkt 

in Blot-Puffer II; 3x Whatman Zellulosefilterpapier getränkt in Blot-Puffer I, Anode (+). Die 

Übertragung erfolgte bei 1 mA/cm2 für 45 min und anschließenden 1,5 mA/cm2 für 30 min. 

Der Transfer über das Wet-Blot-Verfahren erfolgte für 1 h bei 110 V in einer mit Wet-Blot-

Puffer gefüllten 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 über eine Ponceaufärbung kontrolliert (5 min 

Färbung in Ponceaulösung, Entfärbung: 5 min in TBST). 

Anschließend wurden die Membranen mit 3 % BSA/PBS Lösung geblockt und mit den 

gewünschten primären Antikörpern über Nacht inkubiert (Tab. 3). Am nächsten Tag wurden 

die Membranen 3x mit TBST gewaschen und anschließend in 3% Milchpulver/TBST mit den 

Sekundärantikörpern für 1 h behandelt (Tab. 4). Nach abschließendem 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 

Lösung, 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 für 1h mit Stripping-Puffer behandelt. Nach dreimaligem 

Waschen (TBST) und anschließendem Blocken in 3 % BSA/TBST wurde die Membran mit den 

jeweiligen primären Protein-Antikörper inkubiert und wie oben beschrieben weiter behandelt. 

(siehe Tab. 3).   

Tab. 3 Primäre Antikörper 

Antikörper Hersteller 
Katalog 

Nr. 
Spezies Klon WB IF 

Akt (pan) Cell Signaling #2920 Maus 40D4 1:1000 - 

p-Akt pan 

pS473 
Cell Signaling #9271 Kaninchen  Polyklonal 1:500 - 

Dsg 1+2 Progen 61002S Maus DG3.10 1:200 - 

DSP 1+2 AG Hatzfeld 616 Kaninchen   1:10000 1:500 

p-DSP 1+2 

pS177/178 
Cell Signaling #5885 Kaninchen  Polyklonal 1:500 - 

eIF4B Cell Signaling #3592 Kaninchen  Polyklonal 1:1000 - 

p-eIF4B 

pS422 
Cell Signaling #3591 Kaninchen  Polyklonal 1:500 - 

ERK 1+2 Cell Signaling #4696 Maus L34F12 1:1000 - 

p-ERK 1+2 

pT202/pY204 
Cell Signaling #4376 Kaninchen  20G11 1:500 - 

GFP Rockland 600-401-

215 
Kaninchen  Polyklonal 1:1000 - 

GSK3β Cell Signaling #12456 Kaninchen  D5C5Z 1:1000 - 

p-GSK3β 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 

pS217/221 
Cell Signaling #9154 Kaninchen  41G9 1:500 - 

p-Motiv 

RXXpS/pT 
Cell Signaling #9614 Kaninchen  110B7E 1:500 - 
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Antikörper Hersteller 
Katalog 

Nr. 
Spezies Klon WB IF 

PKCα Cell Signaling #59754 Kaninchen  D7E6E 1:1000 - 

PKCδ Cell Signaling #2058 Kaninchen  Polyklonal 1:1000 - 

PKCη Abcam ab179524 Kaninchen  EPR18513 1:1000 - 

PKP1 AG Hatzfeld 667 Kaninchen   1:2000 1:500 

PKP3 AG Hatzfeld #2 Meer-

schweinchen 
 1:10000 1:4000 

RSK1+2+3 Cell Signaling #9355 Kaninchen  32D7 1:1000 - 

p-RSK pan 

pS380 
Cell Signaling #9341 Kaninchen  Polyklonal 1:500 - 

S6 Cell Signaling #2217 Kaninchen  5G10 1:1000 - 

p-S6 

pS235/236 
Cell Signaling #4858 Kaninchen  D57.2.2E 1:1000 - 

S6K Cell Signaling #9202 Kaninchen  Polyklonal 1:1000 - 

p-S6K pT389 Cell Signaling #9234 Kaninchen  108D2 1:500 - 

 

Tab. 4 Sekundäre Antikörper  

Antikörper 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 

Alexa 488 
Dianova 706-545-148 Esel Polyklonal 1:750 (IF) 

Anti-Meerschweinchen 

HRP 
Dianova 706-035-148 Esel Polyklonal 1:20000 (WB) 

Anti-Maus HRP Dianova SBA-6415-05 Esel Polyklonal 1:20000 (WB) 
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2.10. Präparation der Immunfluoreszenz-Färbungen  

Zellen wurden auf mit Kollagen I beschichteten 2 cm² großen Deckgläschen kultiviert (40000 

Zellen pro cm²) und entsprechend des jeweiligen Experimentes behandelt. Die Deckgläschen 

wurden daraufhin 1x mit PBS gewaschen und die Zellen daraufhin für 10 min entweder mit 

Methanol bei -20 °C oder mit 3,7%iger Formaldehydlösung bei 4 °C fixiert. Danach wurden die 

Deckgläschen für 15 min mit MT-Puffer und anschließend für mindestens 30 min mit 1%iger 

BSA/PBS-Lösung behandelt. Anschließend erfolgte die Inkubation mit den jeweiligen 

Primärantikörpern bei 4 °C über Nacht (Tab 3). Am nächsten Tag wurden die Deckgläschen 3x 

mit PBS und 1x mit 1%iger BSA/PBS-Lösung gewaschen und für 1h mit dem jeweiligen 

Sekundärantikörper, plus Hoechst 33342 (1:1000) zur Visualisierung der Kerne, bei 

Raumtemperatur inkubiert (Tab. 4). Abschließend wurden die Deckgläschen 3x mit PBS, 1x mit 

ddH2O 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 Ölobjektiv gekoppelten Kamera über die NIS-Elements AR 4.12.00 Software. Die 

anschließende Bildbearbeitung erfolgte mittels ImageJ Fiji. (Rueden et al., 2017; Schindelin et 

al., 2012).       

 

2.11. Quantifizierungen  

Zur Quantifizierung der Western-Blots (Phosphorylierung) und der Immunfluoreszenz-

Färbungen (Lokalisation) wurde ImageJ Fiji verwendet. Die Signifikanz wurde über eine One-

way ANOVA (Analysis of Variance) mit post-hoc Tukey-Honesty-Significant-Difference-Test 

bestimmt und mit * ρ<0,05 und ** ρ<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 

Signalstärke der Phosphorantikörperbande bestimmt und durch das Integral der Signalstärke 

der entsprechenden Proteinantikörperbande geteilt (p-Protein/Protein). Für die 

Quantifizierung der Knockdowns wurde auf das PKP3-Signal normiert (PKC/PKP3).    
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Zur Quantifizierung der PKP3-Lokalisation wurde eine 200 pxl lange Linie mit einer Breite von 

10 pxl über den lateralen, durch den trizelluären Bereich bis ins Zytoplasma gelegt (Abb.9) und 

die Pixelintensität über den ROI-Manager (ImageJ Fiji) bestimmt. Ausgewertet wurden für den 

lateralen Bereich Pixel 130-190, für den trizellulären Pixel 96-103 und für den 

zytoplasmatischen Bereich die Pixel 5-65. Es wurden je nach Behandlung zwischen 50 und 200 

Zellkontakte aus unabhängigen Experimenten ausgewertet.    

  

 

 

EGTA 

PKP3 Färbung 

Abb. 9 Quantifizierung der PKP3 Lokalisation  

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

EGTA 

Kontrolle 

4,5 µM 

Kontrolle 
EGTA 
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TA 
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2.12. Expressionsanalyse  

2.12.1. RNA-Isolation 

Für die RNA-Isolation wurden die Zellen 1x mit PBS gewaschen und in 1,5 ml in Trizol pro 10 

cm² homogenisiert. Zelltrümmer wurden für 15 min bei 12000 rpm und 4 °C abzentrifugiert. 

Daraufhin wurde zweimal eine Phenol-/Chloroform-Extraktion durchgeführt. Hierfür wurde 

1/5 Volumen Chloroform zugegeben und die Probe gut durchmischt. Es wurde für 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 über 

Nacht bei -20 °C inkubiert. Am nächsten Tag wurde die Probe für 10 min bei 12000 rpm und 

4 °C zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das RNA-Pellet wurde 1x mit 1 ml 75%igem 

Ethanol pro ml verwendetem Trizol für 5 min gewaschen und für 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 µl RNAse-freiem Wasser resuspendiert. Zur 

Konzentrationsbestimmung wurde die OD₂₆₀/₂₈₀ bestimmt. Zur Kontrolle der erfolgreichen 

Isolation wurden 0,25 µg RNA mit 5 µl H2O und 5 µl 2x RNA-Loading-Dye versetzt, für 10 min 

bei 70 °C inkubiert und für 3 min auf Eis gekühlt. Daraufhin wurden die Proben über ein 1%iges 

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

 

2.12.2. cDNA Synthese  

Mittels SuperScript® II Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) wurde 

sie unter folgenden Reaktionsbedingungen in cDNA umgeschrieben. In einem 12 µl Ansatz 

wurden 250 ng random Primer, 1 µg RNA und 1 µL dNTPs (je 10 mM) mit RNAse-freiem ddH2O 

gemischt und für 5 min auf 65 °C erhitzt. Daraufhin wurden 2 µl 0,1 M DTT und 4 µl 

5xSuperScript Puffer hinzugegeben und für 2 min bei 25 °C inkubiert. Es wurde 1 µl (200 Units) 

SuperScript® II Reverse Transcriptase hinzupipettiert und weitere 10 min bei 25 °C inkubiert. 

Das Gemisch wurde danach für 50 min auf 42 °C erhitzt. Die Reaktion wurde abschließend 

durch 15-minütiges Erhitzen auf 70 °C inaktiviert.  
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2.12.3. Real Time PCR 

Für die Real Time PCR wurde Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, USA) und das Roche LightCycler 480 II Real Time PCR-System verwendet. 

Die über die SuperScript® Transcriptase erhaltende cDNA wurde 1:20 (0,25 µl) mit je 0,2 µM 

Primer und 50 % Mastermix (2,5 µl) pro Reaktion vermischt (Gesamtvolumen 5 µl). Es wurden 

folgende Einstellungen gewählt: Die Proben wurden für 15 min bei 95 °C vorinkubiert, 

daraufhin durchliefen sie 40 Zyklen mit je 95 °C für 15 s, 62 °C für 15 s und 72 °C für 20 s. Die 

Messung der gebildeten DNA erfolgte jeweils nach der Synthesephase. Die Primer-Effizienz 

war für alle Primer vergleichbar. Für die verwendeten PKC-Primer siehe Tab. 5. Als 

Housekeeping-Gen wurde die POL2R verwendet.  

 

Tab. 5 PKC-Primer für die Expressionsanalyse 

Name Sequenz 5'->3' Tm [°C] 
Position in 

der CDS 
Maus-PKCα-qPCR-FW AACCAAAACCATCCGCTCCA 60,18 854 
Maus-PKCα-qPCR-REV AAGTCATTCCGAGTCGTCCG 59,83 985 
Maus-PKCβ-qPCR-FW GGAAGCAGGGATTCCAGTGT 59,67 402 
Maus-PKCβ-qPCR-REV GTAGGACTGGAGTACGTGTGG 59,53 558 
Maus-PKCγ-qPCR-FW TACAATGTACCGGTGGCCGA 61,26 1114 
Maus-PKCγ-qPCR-REV GACACGCTTCTCTACGAGGG 59,9 1311 
Maus-PKCδ-qPCR-FW ATTCGAGAGGGACCCTGACA 59,96 1977 
Maus-PKCδ-qPCR-REV AGTTGCTGTAGTCTGAAGGGG 59,37 2128 
Maus-PKCε-qPCR-FW AGGATTTTGGCTCTGGCTCG 60,39 2180 
Maus-PKCε-qPCR-REV TTTCGGGACCGCTGAATCTG 60,39 2316 
Maus-PKCζ-qPCR-FW CCCTTCCTGGTTGGCTTACA 59,6 1137 
Maus-PKCζ-qPCR-REV TCCCCGCCATTGACATACTC 59,53 1216 
Maus-PKCη-qPCR-FW CGTCCATAAACGCTGCCATC 59,7 1091 
Maus-PKCη-qPCR-REV ATGTTGATGCCAAACCGCTG 59,76 1195 
Maus-PKCθ-qPCR-FW GTCTCCCATGCTCCACCAAA 59,96 1044 
Maus-PKCθ-qPCR-REV CACTTCGGGTTCAGGAGGAC 60,04 1180 
Maus-PKCι-qPCR-FW GATGAGGAAGGAGACCCATGT 58,88 428 
Maus-PKCι-qPCR-REV GTGCCCCTCTCCGGTAAATG 60,46 602 
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2.13. Peptid-Chip-Kinase-Array   

Der Peptid-Chip-Kinase-Array wurde nach Müller et al. 2020 durchgeführt. Die Kinasen 

wurden von Abcam (Cambridge, UK) erworben, PKCα (ab55672), PKCδ, (ab60844), PKCη 

(ab60849). Auf dem Chip (JPT Peptid Technologies, Berlin, Deutschland) waren Peptide der 

desmosomalen Proteine in Form von 15-Aminosäure-langen Peptiden fixiert, wobei je 10 

Aminosäuren sequenzgleich mit dem nächsten Peptid waren. Die Peptidchips wurden über 

Nacht in 0,5 mg/ml PEG 20000 und 200 µM ATP geblockt. 1 U (1 nmol/min) der 

entsprechenden PKC wurde für 10 Minuten in 450 µl Reaktionspuffer plus 10 µM ATP und 50 

µl 10x PKC Lipid Aktivator (SignalChem, Richemond, Kanada) zur Autophosphorylierung 

vorinkubiert. Daraufhin wurde die Lösung zusammen mit 100 µCi γ³²-P-ATP (6000 Ci/mmol, 

Perkin Elmer, Waltham, USA) auf den Chip gegeben und für 2 h bei 32°C inkubiert. Nach Ablauf 

der Zeit wurde der Chip dreimal mit 1%iger, wässriger SDS-Lösung, einmal mit 1%iger Triton-

X100 PBS-Lösung, dreimal mit ddH2O und einmal mit Ethanol für je 10 Minuten gewaschen. 

Die Detektion des Phosphorsignals erfolgte über Autoradiographie. Hierzu wurde ein Fotofilm 

für 3 Tage auf den Chip fixiert und danach in der Dunkelkammer entwickelt (1 min 

Entwicklungslösung (Kodak, New York, USA), 1x Waschen H2O, 30 s Fixierlösung (Kodak, New 

York, USA)). Die Strahlung der radioaktiv-phosphorylierten Peptide führte zu einer 

Schwärzung des Films an der entsprechenden Position. Die so erhaltenen Spots konnten direkt 

den jeweiligen Peptiden zugeordnet werden, indem über 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 Primärkultur, die sich aus 

Stammzellen der Mausepidermis selektiert hatte. Die Zellen wurden in Medium mit niedriger 

Ca2+-Konzentration (50 µM, LCM) gehalten, da so nicht nur die Ausbildung von 

Adhärenzkontakten, sondern auch die Differenzierung verhindert wird. In diesem Medium 

können 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-abhängig. Nach 

3 - 6 Tagen in HCM gehen die Desmosomen in einen Calcium-unabhängigen Zustand über. 

Differenzierungsmarker werden im Laufe von 2 - 6 Tagen exprimiert. Es kommt in Kultur 

jedoch nicht zur Verhornung, das heißt 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, natürliche Aktivatoren 

des MAPK- und Akt-Signalweges, während PMA ein starker Aktivator der klassischen und novel 

PKCs ist. Um herauszufinden, nach welchem Zeitintervall die Kinasekaskade durch die 

Wachstumsfaktoren bzw. PMA aktiviert ist, wurde die Phosphorylierung der Schlüsselkinasen 

mittels phospho-spezifischer Antikörper im WB detektiert und eine Zeitreihe durchgeführt. 

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 

Signaländerung beobachtet wurde, die zum Teil nach 30 Minuten wieder abflachte, wurde für 

alle folgenden Experimente standardmäßig eine Stimulationsdauer von 15 Minuten gewählt. 

Danach galt es zu untersuchen, welche desmosomalen Proteine durch diese Stimulationen ein 

verändertes Phosphorylierungsmuster aufweisen. Hierzu wurden die Proteine mittels 

Immunpräzipitation isoliert und Phosphorylierungen mittels eines Phosphomotiv-Antikörpers, 
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der ein für AGC-Kinasen typisches Motiv (RXXpS/pT) erkennt, identifiziert. Theoretisch 

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

 

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 für 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. 

 

n=3 
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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 für Desmoglein-spezifische 

zytoplasmatische Region. 
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PKP2 und Dsg4 werden in den hier untersuchten Mauskeratinozyten nicht exprimiert und 

wurden daher nicht untersucht. Für Dsg3 standen leider keine Antikörper zur Verfügung und 

es konnte daher ebenfalls nicht betrachtet werden. Für Dsc ist es nicht gelungen, eine 

erfolgreiche Immunpräzipitation durchzuführen, jedoch befinden sich ohnehin kaum 

mögliche Phosphorylierungssites in der intrazellulären Desmocollindomäne. Es ist ein 

generelles Problem, dass kaum Antikörper existieren, die geeignet sind, um die 

desmosomalen Cadherine in Mauszellen zu identifizieren.  

Die Zellen wurden für 24 h in HCM kultiviert. Um mögliche Phosphorylierungen, die aufgrund 

der Wachstumsfaktoren im Vollmedium auftreten, zu unterdrücken, wurden die Zellen 

danach für 4 h einem Serumentzug ausgesetzt. Anschließend wurden sie mit PMA, EGF bzw. 

Insulin stimuliert. Der Erfolg der Stimulation wurde über die Phosphorylierung von MEK, ERK, 

RSK, Akt und S6 validiert (Abb.12). MEK, ERK und RSK wurden deutlich über PMA aktiviert, 

dieser Effekt war stärker als über EGF und Insulin. Akt wurde hingegen durch PMA inaktiviert 

und deutlich durch Insulin stimuliert. Für 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 stärker. Selbiges galt 

auch für DSP an der Position S177/178. Jedoch war dieser Effekt deutlich weniger deutlich im 

DSP-Eluat, das mit einem generellen Motivantikörper (RXXpS/pT) untersucht wurde. PKP1 

zeigte ein deutlich erhöhtes Signal, sowohl nach Insulin, als auch nach EGF-Stimulation, aber 

durch PMA kam es zu einer schwach verringerten Phosphorylierung. Für JUP und Dsg 1/2 

konnte keine signifikante Phosphorylierungsänderung beobachtet werden. Diese Ergebnisse 

legen nahe, dass (a) die Aktivierung der PKCs durch PMA zur Regulation der Desmosomen 

beiträgt und (b) DSP und PKP3 wesentlich für die Vermittlung des Effektes verantwortlich sind. 

Entsprechend dieser Ergebnisse wurde der Fokus auf PKP3 und DSP S177/178 gesetzt.  
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Als Nächstes wurde überprüft, 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 unabhängig vom Serumentzug und trat genauso unter Vollmedium-

Bedingungen auf. Daher wurde in den folgenden Experimenten auf den Serumentzug 

verzichtet. Da DSP zu großen Teilen unlöslich ist, wurde zudem überprüft, ob die DSP-

Phosphorylierung auch im unlöslichen Pool (Pellet) auftritt. Und auch der unlösliche Pool von 

DSP wurde deutlich am S177/178 nach PMA-Stimulation phosphoryliert.   

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 für 15 Minuten mit PMA, EGF bzw. Insulin stimuliert. Die Phosphorylierungssignale wurde mittels 

Western-Blot detektiert. Als Eluat gekennzeichnete Proteine wurden zuvor mittels Immunpräzipitation 

isoliert. Die Phosphorylierung dieser Proteine wurde mit einem Motivantikörper (RXXpS/pT) 

nachgewiesen. Die Signifikanz wird angegeben mit * ρ<0,05 und ** ρ<0,01 und wurde über eine One-

way ANOVA (Analysis of Variance) mit post-hoc Tukey-Honesty-Significant-Difference-Test bestimmt. 

 

n=6 

n=4 

n=12 n=4 
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Abb. 13 Stimulierbarkeit von DSP und PKP3 in Abhängigkeit vom Serumentzug 

MKZ wurden 24 h in HCM kultiviert. Ein Teil der Zellen wurde daraufhin für 4 h einem 

Serumentzug ausgesetzt. Danach wurden alle Zellen je für 15 Minuten mit PMA stimuliert. Das 

Phosphorylierungssignal wurde mittels Western-Blot detektiert. Mit als 

„Eluat“ gekennzeichnete Proteine wurden zuvor mittels Immunpräzipitation isoliert. Die 

Phosphorylierung dieser Proteine wurde mit einem Motivantikörper (RXXpS/pT) 

nachgewiesen. Zusätzlich wurde auch der unlösliche Pool nach der Stimulation von 

Desmoplakin untersucht (DSP P). Die Signifikanz wird angegeben mit * ρ<0,05 und ** ρ<0,01 

und wurde über eine One-way ANOVA (Analysis of Variance) mit post-hoc Tukey-Honesty-

Significant-Difference-Test bestimmt. 

 

n=3 



 

52 
 

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 

verstärkt an den trizellulären Kontakten vor, während PKP1 eher an den lateralen Kontakten 

lokalisierte und DSP relativ gleichmäßig an der Membran verteilt war. Trizelluläre Kontakte 

erfahren in der Regel die stärkste mechanische Belastung und müssen daher sowohl 

besonders stabil als auch dynamisch sein. Je nach Art der Belastung werden verschiedene 

biochemische Signalketten aktiviert (Mechanotransduktion), die der Zelle ermöglichen, 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 über die Zellkontakte verteilt. 

Generell wirkten die Kontakte nun fransiger und die Zellgrenzen begannen uneindeutiger zu 

werden. Es kam zu verstärktem Überwachsen der Zellen und vereinzelt auftretenden 

Löchern/Rissen. Die Lokalisation an trizellulären 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 für 15 Minuten mit PMA stimuliert. Die 
Zellen wurden mit Methanol fixiert. PKP3 ist grün, DSP und PKP1 je rot und die Zellkerne blau 
dargestellt. Ein Bild entspricht einer Länge von 136 µm, der vergrößerte Ausschnitt einer Länge 
von 42,5 µm. Die PKP3 Lokalisation ist als Mittelwert der Intensität unten grafisch für die 
jeweiligen Behandlungen dargestellt.   
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3.3. Identifikation der verantwortlichen PKC-Isoform 

3.3.1. Expression der PKCs in Mauskeratinozyten 

Da über PMA generell alle klassischen und novel PKCs aktiviert werden, ist es unklar, welche 

PKC-Isoform/en für die bisher gezeigten Effekte auf die Desmosomen verantwortlich sind. Um 

dies genauer zu untersuchen, wurde zunächst mittels qRT-PCR überprüft, welche PKCs in 

Mauskeratinozyten exprimiert sind und ob sich die Expression nach Beginn der 

Differenzierung (durch Shift von LCM zu HCM) ändert.  

Die CT-Werte der Isoformen waren nach Zugabe von Calcium vergleichbar mit dem LCM-Level 

(Tab. 6). Die Isoformen α, δ, ζ, η, ι/λ waren dabei am abundantesten. Zeta und Iota/Lambda 

sind aber atypische Isoformen. Da nur die klassischen und die calciumunabhängigen 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 PKCα 23.51 23.76 

PKCβ >40 >40 

PKCγ 27.10 27.48 

Novel PKCδ 21.94 22.92 

PKCε 25.90 26.67 

PKCη 23.77 23.76 

PKCθ >40 >40 

Atypisch PKCζ 24.52 24.60 

PKCι/λ 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 können, 

wurde den Zellen im folgenden Experiment Calcium mittels EGTA entzogen (Abb.15). Da die 

klassischen PKCs calciumabhängig, die novel aber calciumunabhängig sind, ist zu erwarten, 

dass ein Calciumentzug zu einer Verringerung der Aktivität der klassischen PKCs führt.  

Durch das Entziehen von Calcium kam es jedoch nicht zu einer Verringerung des 

Phosphorylierungs-Signals, hingegen führte es sogar zu einer leichten Erhöhung. Dieser Effekt 

trat sowohl bei PKP3 (RXXS/T), als auch bei DSP (S177/178) auf. Außerdem war die Aktivierung 

des MAP-Kinase- und des AKT-Signalweges durch den Calciumentzug leicht verstärkt. Dies 

weist somit auf einen möglichen Effekt durch die novel PKCs (ε, δ, η) hin.  

Abb. 15 Calciumabhängigkeit der PMA Stimulation 

MKZ wurden 24 h in HCM kultiviert. Danach wurden sie 1 h mit EGTA behandelt und je für 15 

Minuten mit PMA stimuliert (Zugabe 45 min nach EGTA). Das Phosphorylierungssignal wurde 

mittels Western-Blot detektiert. Als Eluat gekennzeichnete Proteine wurden zuvor mittels 

Immunpräzipitation isoliert. Die Phosphorylierung dieser Proteine wurde mit einem 

Motivantikörper (RXXpS/pT) nachgewiesen. Die Signifikanz wird angegeben mit * ρ<0,05 und 

** ρ<0,01 und wurde über eine One-way ANOVA (Analysis of Variance) mit post-hoc Tukey-

Honesty-Significant-Difference-Test bestimmt. 

 

n=3 



 

56 
 

3.3.3. Inhibierung der PKCs und des MAP- sowie des Akt-Signalweges 

Da PKC-Aktivität 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 möglich, dass die bisher gezeigten Phosphorylierungen nur 

indirekt durch PKCs ausgelöst 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, 

repräsentativ für das Akt-Signaling, die ribosomale protein-S6-Kinase (S6K) und Akt selbst, 

sowie die Target-Proteine S6, der eukaryotische Translations-Initiationsfaktor 4B (eIF4B), die 

Glykogensynthasekinase 3β (GSK3β) und die desmosomalen Proteine DSP und PKP3 (Abb. 18). 

Es wurden Sotrastaurin (Sotra) zur Inhibierung aller PKCs, Gö6976 zur Inhibierung von PKCα 

(repräsentativ für klassische PKCs), Rapamycin für mTOR, U0126 für MEK, FR180204 für ERK 

und BI-D1870 für RSK verwendet. Leider war zum jetzigen Zeitpunkt kein spezifischer Inhibitor 

nur für die novel PKCs beschrieben, sodass nur der Breitbandinhibitor Sotrastaurin verwendet 

werden konnte.  

Den Erwartungen entsprechend, schwächte 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 PKCα mittels Gö6976 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 Gö6976 leicht verstärkt zu sein. Die Regulation des Akt-

Signalweges war hiervon aber weitestgehend unbeeinflusst. Die Phosphorylierung von DSP 

wurde durch Gö6976 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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möglich, dass die Wirkung von FR180204 auf PKP3 nicht auf die Inhibierung von ERK, sondern 

auf einen Offtarget-Effekt zurückzuführen war. Die Inaktivierung von RSK schien unter PMA 

Stimulation keinen Effekt auf PKP3 zu haben, hingegen ließ sich aber ein Effekt auf DSP 

beobachten.  

Zusammenfassend sprechen die Ergebnisse dieses Experimentes für eine Beteiligung der 

klassischen PKC-Isoform α an der Regulation von PKP3 und für eine Regulation von DSP 

(S177/178) über eine andere, ggf. eine novel PKC-Isoform mit möglicher Beteiligung des MAP-

Kinase-Signalweges. Nach diesen Daten ist PKCα-Aktivität nicht für die Aktivierung der MAPKs 

notwendig. Für PKP3 korrelieren diese Ergebnisse nicht mit denen des Calciumentzuges. 

Aufgrund der begrenzen Spezifität vieler Inhibitoren, ist es nicht immer eindeutig, ob es sich 

bei den beobachteten Effekten tatsächlich um Effekte durch die Inhibierung des Target- 

Enzyms handelt.  Daher wird später mittels Knockdown genauer überprüft werden, welchen 

Einfluss die einzelnen PKC-Isoformen auf die Phosphorylierung der untersuchten Proteine 

haben.  
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n=6 

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 für 15 Minuten mit PMA stimuliert (Zugabe 45 min nach Inhibitor). Das Phosphorylierungssignal 

wurde mittels Western-Blot detektiert. Die Signifikanz wird angegeben mit * ρ<0,05 und ** ρ<0,01 und 

wurde über 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 über 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 für 15 Minuten mit PMA stimuliert (Zugabe 45 min nach Inhibitor). Das Phosphorylierungssignal 

wurde mittels Western-Blot detektiert. Die Signifikanz wird angegeben mit * ρ<0,05 und ** ρ<0,01 

bezogen auf die Differenz zur PMA Behandlung und wurde über 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 für 15 Minuten mit PMA stimuliert (Zugabe 45 min nach Inhibitor). Das Phosphorylierungssignal 

wurde mittels Western-Blot detektiert. Das PKP3 Eluat (B) wurde zuvor mittels Immunpräzipitation isoliert. 

Die Phosphorylierung dieses Proteins wurde mit einem Motivantikörper (RXXpS/pT) nachgewiesen. Die 

Signifikanz wird angegeben mit * ρ<0,05 und ** ρ<0,01 bezogen auf die Differenz zur PMA Behandlung 

und wurde über eine One-way ANOVA (Analysis of Variance) mit post-hoc Tukey-Honesty-Significant-

Difference-Test bestimmt. 

 

n=6 

n=6 

B 

A 
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3.3.4. Der Einfluss von Sotrastaurin und Gö6976 auf die Lokalisation von 

PKP3 und DSP und den Effekt von PMA 

Für PMA wurde in 3.2.2. gezeigt, dass es die Lokalisation desmosomaler Proteine beeinflussen 

kann. Sotrastaurin sollte diesen Effekt aufheben können, während Gö6976 nach den 

Ergebnissen von 3.3.3. zumindest den Effekt auf PKP3 unterbinden müsste. Über den 

Calciumentzug mittels EGTA ist bekannt, dass er die Zellverbindungen abschwächt, da die 

Cadherine calciumabhängig sind (Pitelka et al., 1983; Rothen-Rutishauser et al., 2002). Dies 

gilt auch für Dsg und Dsc solange keine Hyperadhäsion erreicht wurde. Um den Effekt von den 

Inhibitoren in diesem Zusammenhang zu überprüfen, wurden Immunfluoreszenzfärbungen 

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

Durch die Behandlung mittels Sotrastaurin bzw. Gö6976 verdeutlichte sich die trizelluläre 

Lokalisation von PKP3. Die Zellkontakte waren gradlinig und gut erkennbar. Durch das 

Behandeln der Zellen mit EGTA bildeten sich Löcher an den trizellulären Bereichen (stärkste 

mechanische Belastung). Unter den hier verwendeten Bedingungen waren die Desmosomen 

nicht hyperadhäsiv, entsprechend war dieser Effekt zu erwarten. Weder Sotrastaurin noch 

Gö6976 haben die destabilisierende Wirkung von EGTA auf die Zellkontakte unterbunden. 

Jedoch war die Größe der Lücken bei Gö6976-Behandlung leicht reduziert (Abb.19). 

Wie in 3.2.2. beschrieben, führte die Behandlung mit PMA zu einer veränderten PKP3 

Lokalisation und zu diffuseren, fransigeren Zellgrenzen. Diese Effekte wurden bei 

gleichzeitiger Behandlung mit Sotrastaurin deutlich unterdrückt, PKP3 blieb weiterhin stark an 

den trizellulären Kontakten. Jedoch brachte die Inhibierung mittels Gö6976 keinen Rescue des 

PMA-Phänotyps. Auch die Effekte von PMA auf PKP3 blieben vorhanden und somit war PKP3 

trotzdem deutlich an den trizellulären Kontakten reduziert, obwohl Gö6976 im Western-Blot 

PMA-induzierte Phosphorylierung auf PKP3 unterdrückt hatte (Abb. 20 & 21). In Kombination 

mit PMA war die Wirkung von EGTA nochmals verstärkt, sodass größere Löcher in den 

trizellulären und auch Lücken in den lateralen Bereichen auftraten. Diese PMA-bedingte 

Verstärkung schien aber deutlich durch Sotrastaurin, jedoch nur sehr leicht durch Gö6976 

abgeschwächt zu werden (Abb. 22 & 23).   

Insgesamt sprechen diese Ergebnisse dafür, dass PMA die Stabilität der Zellkontakte verringert. 

Der Effekt von PMA kann durch den Breitbandinhibitor Sotrastaurin aufgehoben werden, vom 
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PKCα-spezifischen Inhibitor Gö6976 aber nur bedingt. Entsprechend weisen auch diese Daten 

auf eine Beteiligung einer weiteren PKC-Isoform hin. Auffällig ist, dass die Wirkung von 

Gö6976 auch in der Immunfluoreszenzfärbung nicht mit der im Western-Blot korreliert und 

dass Gö6976 bei gleichzeitiger EGTA-Behandlung einen stabilisierenderen Effekt zeigt, als der 

Breitbandinhibitor Sotrastaurin, welcher ebenfalls die PKCα inhibiert. Mögliche unspezifische 

Effekte durch Gö6976 sind entsprechend denkbar.   
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Abb. 19 Einfluss von EGTA, Sotrastaurin und Gö6976 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 1 h mit EGTA und je für 15 Minuten mit PMA stimuliert (Zugabe 105 min nach dem Inhibitor). 

Die Zellen wurden mit Methanol fixiert. PKP3 ist grün, DSP und PKP1 je rot und die Zellkerne blau 

dargestellt. Ein Bild entspricht einer Länge von 136 µm, der vergrößerte Ausschnitt einer Länge 

von 42,5 µm.  
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Abb. 20 Einfluss von PMA, Sotrastaurin und Gö6976 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 für 15 Minuten mit PMA stimuliert (Zugabe 105 min nach dem Inhibitor). Die Zellen wurden 

mit Methanol fixiert. PKP3 ist grün, DSP und PKP1 je rot und die Zellkerne blau dargestellt. Ein Bild 

entspricht einer Länge von 136 µm, der vergrößerte Ausschnitt einer Länge von 42,5 µm.  
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Abb. 21 Quantifizierung der PKP3 Lokalisation  

Oben ist die Quantifizierung der trizellulären PKP3 Lokalisation im Vergleich zur lateralen und 
der lateralen im Vergleich zur zytoplasmatischen dargestellt. Die Signifikanz wird angegeben mit 
* ρ<0,05; ** ρ<0,01; n.s. nicht signifikant und wurde über eine One-way ANOVA (Analysis of 
Variance) und anschließendem post hoc tukey HSD Test bestimmt. Zur Quantifizierung wurde 
eine 200 pxl lange Linie über den lateralen Bereich, durch den trizellulären bis ins Zytoplasma 
gelegt. Ausgewertet wurden für den lateralen Bereich Pixel 130-190 und für den trizellulären 
Pixel 96-103. Für den zytoplasmatischen Bereich wurden die Pixel 5-65 gewählt. Der Mittelwert 
aller Messungen ist unten grafisch für die jeweiligen Behandlungen dargestellt.   
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Abb. 22 Einfluss von PMA, Sotrastaurin und Gö6976 auf die Lokalisation von PKP3, PKP1 und 

DSP in Abhängigkeit 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 für 15 Minuten mit PMA stimuliert (Zugabe 45 min nach 

EGTA). Die Zellen wurden mit Methanol fixiert. PKP3 ist grün, DSP und PKP1 je rot und die 

Zellkerne blau dargestellt. Ein Bild entspricht einer Länge von 136 µm, der vergrößerte 

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

Zur Quantifizierung wurde eine 200 pxl lange Linie über den lateralen Bereich, durch die trizelluläre Lücke 

bis ins Zytoplasma gelegt. Ausgewertet wurden für den lateralen Bereich Pixel 130-190 und für den 

trizellulären Pixel 96-103. Für den zytoplasmatischen Bereich wurden die Pixel 5-65 gewählt. Der 

Mittelwert aller Messungen ist grafisch für die jeweiligen Behandlungen dargestellt. Es wurden nur 

Zellkontakte ausgewertet, die eine Lücke im trizellulären Bereich aufwiesen.   
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3.3.5. Differenzierungsabhängigkeit des PMA-Effektes 

Nach Kontakt mit Calcium beginnen Keratinozyten zunächst mit der Ausbildung von Ca2+-

abhängigen Zellkontakten (Desmosomen + Adhärensverbindungen). Sie erreichen letztendlich 

eine Ca2+-unabhängige Form, die aufgrund ihrer gestärkten Adhäsionsfähigkeit, als 

Hyperadhäsion beschrieben wird. In Zellkultur dauert dies ca. sechs Tage. Während dieses 

Prozesses ändert 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 Änderung in der 

Phosphorylierbarkeit innerhalb der ersten drei Tage kommt. Interessanterweise war aber der 

Effekt von Gö6976 in LCM nicht so dominant, wie in HCM. Generell scheint die 

Phosphorylierung von PKP3 und DSP (S177/178) auch in sich differenzierenden Zellen möglich 

zu sein.   
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3.3.6. Abhängigkeit der PKP3- und DSP-Phophorylierung von anderen 

desmosomalen Proteinen  

Die Zugänglichkeit der desmosomalen Proteine kann abhängig von ihrer Bindung zu anderen 

desmosomalen Partnern sein. Beispielsweise wird die PKCα-abhängige Phosphorylierung des 

DSP C-Terminus durch PKP2 vermittelt (Bass-Zubek et al., 2008). Um zu überprüfen, ob dies 

auch für die hier beobachteten Phosphorylierungen der Fall ist, wurde das PMA-abhängige 

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 Adhäsion. Die Menge und Größe der 

Desmosomen ist geringer und Hyperadhäsion ist nicht möglich (South et al., 2003; Hatzfeld et 

Abb. 24 Abhängigkeit der Phosphorylierung von der Differenzierung 

MKZ wurden für die angegebene Zeit in HCM kultiviert. Danach wurden sie 1 h mit dem 

entsprechenden Inhibitor behandelt und je für 15 Minuten mit PMA stimuliert (Zugabe 45 min nach 

Inhibitor). Die Phosphorylierungssignale wurde mittels Western-Blot detektiert. Das Eluat (PKP3) 

wurde zuvor mittels Immunpräzipitation isoliert. Die Phosphorylierung dieses Proteins wurde mit 

einem Motivantikörper (RXXpS/pT) nachgewiesen. Die Signifikanz wird angegeben mit * ρ<0,05 und 

** ρ<0,01 bezogen auf die Differenz zur PMA Behandlung und wurde über eine One-way ANOVA 

(Analysis of Variance) mit post-hoc Tukey-Honesty-Significant-Difference-Test bestimmt. 

n=3 
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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, könnte 

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 veränderte Reaktion auf die PMA-Stimulation. 

Interessanterweise war Gö6976 im 1KO nicht in der Lage, die PMA-abhängige DSP-

Phosphorylierung zu reduzieren. Ansonsten waren aber sowohl der Effekt von Gö6976, als 

auch der von Sotrastaurin identisch zu dem im Wildtyp.  

3KOs zeigen generell eine stärkere Adhäsion als der Wildtyp (Keil et al., 2016; Neuber et al., 

2010). Der Verlust von PKP3 kann durch PKP1 in Hinsicht auf stabile Adhäsion ausgeglichen 

werden (Abb.26). Da die Stärke 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 verändert zum Wildtyp. Jedoch zeigte 

auch hier Gö6976 keinen Effekt auf die Modifizierung von DSP (S177/178).    

Der Verlust von DSP verhindert die Ausbildung von funktionellen Desmosomen, da die 

Verbindung zu den Intermediärfilamenten nicht mehr möglich ist. Die Adhäsion 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 möglich (Abb. 27). Die 

Phosphorylierung von PKP3 nach PMA-Stimulation in einem RXXS/T-Motiv war aber 

unabhängig von DSP weiterhin genauso möglich wie im Wildtyp. Auch die Effekte der 

Inhibitoren führten nicht zu signifikant veränderten Signalen. 

Sowohl in den PKP1-, als auch den PKP3-KO Linien zeigte Gö6976 keinen Effekt mehr auf die 

PMA-abhängige Phosphorylierung von DSP (S177/178). Somit besteht die Möglichkeit, dass 

diese Site PKCα-abhängig in Anwesenheit beider Plakophiline phosphoryliert wird, bzw. PKPs 

dies begünstigen. Jedoch weist der deutlich stärkere 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 ermöglichen und somit den Einfluss 

von PKCα kompensieren. Des Weiteren ist anhand dieser Ergebnisse davon auszugehen, dass 

die PMA-abhängige Phosphorylierbarkeit von DSP (S177/178) und PKP3 im RXXS/T-Motiv 

generell unabhängig zur Interaktion mit anderen desmosomalen Proteinen möglich ist.  
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Abb. 25 Effekt von PMA, Sotrastaurin und Gö6976 in Wildtyp- und PKP1-KO-Mauskeratinozyten 

Oben ist schematisch der Aufbau des Desmosoms im Wildtyp im Vergleich zum PKP1 KO gezeigt. JUP 

steht für Plakoglobin, Dsg für Desmoglein und Dsc für Desmocollin. Das Schema wurde mit 

Biorender.com (2021) erstellt. Darunter ist die Western-Blot Behandlung mit den dazugehörigen 

Quantifizierungen dargestellt. Sotrastaurin wurde mit Sotra abgekürzt. Die Zelllinien wurden 24 h in 

HCM kultiviert. Danach wurden sie 1 h mit dem entsprechenden Inhibitor inkubiert und jeweils für 

15 Minuten mit PMA stimuliert (Zugabe 45 min nach Inhibitor). Das Phosphorylierungssignal wurde 

mittels Western-Blot detektiert. Als Eluat gekennzeichnete Proteine wurde zuvor mittels 

Immunpräzipitation isoliert. Die Phosphorylierung dieser Proteine wurde mit einem Motivantikörper 

(RXXpS/pT) nachgewiesen. Die Signifikanz wird angegeben mit * ρ<0,05 und ** ρ<0,01 bezogen auf die 

Differenz zur PMA-Behandlung und wurde über eine One-way ANOVA (Analysis of Variance) bestimmt. 

  

Wildtyp 1KO 

Input 

DSP 

PKP3 

n=3 
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Abb. 26 Effekt von PMA, Sotrastaurin und Gö6976 in Wildtyp- und PKP3-KO-Mauskeratinozyten 

Oben ist schematisch der Aufbau des Desmosoms im Wildtyp im Vergleich zum PKP3 KO gezeigt. JUP 

steht für Plakoglobin, Dsg für Desmoglein und Dsc für Desmocollin. Das Schema wurde mit 

Biorender.com (2021) erstellt. Darunter ist die Western-Blot Behandlung mit der dazugehörigen 

Quantifizierung dargestellt. Sotrastaurin wurde mit Sotra abgekürzt. Die Zelllinien wurden 24 h in HCM 

kultiviert. Danach wurden sie 1 h mit dem entsprechenden Inhibitor inkubiert und jeweils für 

15 Minuten mit PMA stimuliert (Zugabe 45 min nach Inhibitor). Das Phosphorylierungssignal wurde 

mittels Western-Blot detektiert. Als Eluat gekennzeichnete Proteine wurde zuvor mittels 

Immunpräzipitation isoliert. Die Phosphorylierung dieser Proteine wurde mit einem Motivantikörper 

(RXXpS/pT) nachgewiesen. Die Signifikanz wird angegeben mit * ρ<0,05 und ** ρ<0,01 bezogen auf die 

Differenz zur PMA-Behandlung und wurde über eine One-way ANOVA (Analysis of Variance) bestimmt. 

Wildtyp 3KO 

Input 

DSP 

n=2 
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Abb. 27 Effekt von PMA, Sotrastaurin und Gö6976 in Wildtyp- und DSP-KO-Mauskeratinozyten 

Oben ist schematisch der Aufbau des Desmosoms im Wildtyp im Vergleich zum DSP KO gezeigt. JUP 

steht für Plakoglobin, Dsg für Desmoglein und Dsc für Desmocollin. Das Schema wurde mit 

Biorender.com (2021) erstellt. Darunter ist die Western-Blot Behandlung mit der dazugehörigen 

Quantifizierung dargestellt. Sotrastaurin wurde mit Sotra abgekürzt. Die Zelllinien wurden 24 h in HCM 

kultiviert. Danach wurden sie 1 h mit dem entsprechenden Inhibitor inkubiert und jeweils für 

15 Minuten mit PMA stimuliert (Zugabe 45 min nach Inhibitor). Das Phosphorylierungssignal wurde 

mittels Western-Blot detektiert. Als Eluat gekennzeichnete Proteine wurde zuvor mittels 

Immunpräzipitation isoliert. Die Phosphorylierung dieser Proteine wurde mit einem Motivantikörper 

(RXXpS/pT) nachgewiesen. Die Signifikanz wird angegeben mit * ρ<0,05 und ** ρ<0,01 bezogen auf die 

Differenz zur PMA-Behandlung und wurde über eine One-way ANOVA (Analysis of Variance) bestimmt. 

 

 

 

Wildtyp DSPKO 

PKP3 
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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 für desmosomale Phosphorylierung sein können. 

Für die klassische PKCα waren die Ergebnisse aber nicht eindeutig und da ATP-kompetitive 

Inhibitoren, wie Gö6976 und Sotrasaturin auch andere ATP-abhängige Enzyme inhibieren 

können, ist es notwendig, diese Ergebnisse mit anderen Methoden zu überprüfen. Um den 

Effekt der einzelnen PKC-Isoformen auf PKP3 und DSP genauer bestimmen zu können, wurden 

nun die drei abundanten Isoformen Alpha, Delta und Eta einem Knockdown unterzogen und 

die entsprechenden Zellen 48 bzw. 72 Stunden später mit PMA behandelt. Hierbei wurde 

zusätzlich wieder der Effekt auf die Proteine MEK, ERK; RSK, Akt, S6 und GSK3β beobachtet. 

Der Knockdown der PKC-Isoformen führte nach 48 h zu einer Reduktion des jeweiligen 

Proteinlevels um 53 % für PKCα; 96 % für PKCδ und 93 % für PKCη, sowie zu einer Reduktion 

nach 72 h um 70 % für PKCα, 95 % für PKCδ und 91 % für PKCη. Jedoch führte der Knockdown 

der PKCα nach 72 h ebenfalls zu einer leichten Reduktion von PKCδ und der Knockdown von 

PKCδ zu einer deutlichen Reduktion von PKCη (Abb. 28). Der Knockdown von PKCα hatte kaum 

Effekte auf die Phosphorylierungen der untersuchten Proteine. Nach 72 h ließ sich zwar ein 

leichter Rückgang der PKP3 Phosphorylierung beobachten, jedoch war zu diesem Zeitpunkt 

auch die Menge an PKCδ verringert. Dies steht deutlich im Widerspruch zu dem Effekt durch 

den PKCα-Inhibitor Gö6976 und spricht für eine PKCα-unabhängige PKP3-Phosphorylierung. 

Jedoch war trotz Knockdown noch eine gewisse Menge an PKCα vorhanden, sodass 

Restaktivität nicht ausgeschlossen werden kann. Die Abwesenheit von PKCδ hingegen hatte 

signifikanten Einfluss auf den PMA-Effekt. So kam es unter diesen Bedingungen nicht mehr zur 

Aktivierung des MAP-Kinase-Signalweges, außerdem wurde auch die Phosphorylierung von 

PKP3 deutlich reduziert. Der Effekt im Western-Blot ähnelte deutlich der Wirkung von 

Sotrastaurin. Jedoch kam es trotz der Wirkung auf den MAPK-Weg zu keiner Reaktivierung 

von Akt. Der Knockdown von PKCη zeigte vergleichbar zu PKCα kaum Effekte, wobei auch hier 

nach 72 h eine leichte Reduktion der phosphorylierten PKP3-Menge beobachtet werden 

konnte. Die Phosphorylierung von DSP (S177/178) wurde durch keinen der hier untersuchten 

Knockdowns reduziert (Abb.29 & 30). Es besteht die Möglichkeit der Beteiligung einer 

weiteren PKC-Isoform oder, wie in 3.3.6. beschrieben, dass diese Site abhängig von mehreren 

PKCs phosphorylierbar ist und somit der Verlust einer einzelnen Isoform kompensiert wird.    
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n=7 

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 für 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 * ρ<0,05 und ** ρ<0,01 und wurde 

über eine One-way ANOVA (Analysis of Variance) mit post-hoc Tukey-Honesty-Significant-Difference-

Test bestimmt. 
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n=7 

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. Danach wurden sie je für 15 Minuten mit PMA stimuliert. Das 

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

ρ<0,05 und ** ρ<0,01 bezogen auf die Differenz zur jeweiligen PMA Kontrolle und wurde über 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 für 15 Minuten mit PMA stimuliert. Das 

Phosphorylierungssignal wurde mittels Western-Blot detektiert. Das PKP3-Eluat wurde zuvor 

mittels Immunpräzipitation isoliert. Die Phosphorylierung dieses Proteins wurde mit einem 

Motivantikörper (RXXpS/pT) nachgewiesen. Die Signifikanz wird angegeben mit * ρ<0,05 und 

** ρ<0,01 bezogen auf die Differenz zur jeweiligen PMA Kontrolle und wurde über eine One-

way ANOVA (Analysis of Variance) mit post-hoc Tukey-Honesty-Significant-Difference-Test 

bestimmt. 

 

n=7 

n=7 
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Makroskopisch kam es durch den Knockdown der PKCδ-Isoform zu einem veränderten 

Phänotyp. Der Zellrasen wies diverse, mit bloßem 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 ließ sich erkennen, dass die PKP3- und DSP-Lokalisation 

durch den Knockdown der PKC-Isoformen α, δ und η nicht wesentlich verändert wirkte 

(Abb.31, für größere 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 übereinander. Jedoch 

handelte es sich nicht um einen kompletten Rescue. So kam es dennoch zu einer leichten 

Reduktion von PKP3 an den trizellulären 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 PKCδ eine Rolle bei der Regulation der Desmosomen 

spielt und dass PKP3 ein wichtiges Target dieser Kinase ist.         
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Abb. 31 Einfluss des Knockdowns der PKCs auf die Lokalisation von PKP3, PKP1 und DSP 

MKZ wurden 48 h nach dem siRNA-mediierten Knockdown untersucht. Sie wurden zuvor 24 h in HCM 

kultiviert und für 15 Minuten mit PMA stimuliert. Die Zellen wurden mit Methanol fixiert. PKP3 ist grün, 

DSP und PKP1 je rot und die Zellkerne blau dargestellt. Ein Bild entspricht einer Länge von 136 µm, der 

vergrößerte Ausschnitt einer Länge von 42,5 µm 
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Abb. 32 Quantifizierung und Knockdown-Kontrolle der Immunfluoreszenz  

Links oben ist die Quantifizierung der trizellulären PKP3-Lokalisation im Vergleich zur lateralen und der 

lateralen im Vergleich zur zytoplasmatischen dargestellt. Die Signifikanz wird angegeben mit ** ρ<0,01; 

n.s. nicht signifikant und wurde über eine One-way ANOVA (Analysis of Variance) und anschließendem 

post hoc tukey HSD Test bestimmt. Links unten ist die Western-Blot Kontrolle für 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 über den 

lateralen Bereich, durch den trizellulären bis ins Zytoplasma gelegt. Ausgewertet wurden für den 

lateralen Bereich Pixel 130-190 und für den trizellulären Pixel 96-103. Für den zytoplasmatischen 

Bereich wurden die Pixel 5-65 gewählt. Der Mittelwert aller Messungen ist rechts grafisch für die 

jeweiligen Behandlungen dargestellt.   
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Als Nächstes wurde überprüft, 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.), schützte der Knockdown der PKC-Isoformen nicht vor 

dem Effekt von EGTA. Auch hier kam es durch den Knockdown der PKCα nicht zu demselben 

Effekt, wie durch die Inhibierung durch Gö6976.  

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 für 120 min mit EGTA behandelt. Die Zellen wurden mit Methanol fixiert. Ein 

Bild entspricht einer Länge von 136 µm, der vergrößerte Ausschnitt einer Länge von 42,5 µm. Zur 

Quantifizierung wurde eine 200 pxl lange Linie über den lateralen Bereich, durch den trizellulären 

„Lochbereich“ bis ins Zytoplasma gelegt. Der Mittelwert aller Messungen ist unten grafisch für 

die jeweiligen Behandlungen dargestellt.   
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3.3.7.1. Doppelknockdown PKCα und PKCδ 

Der Knockdown von PKCδ verhinderte zwar die PKP3-Phosphorylierung, aber dennoch gab es 

einige Unterschiede zur Inhibierung mit Sotrastaurin. Da zudem der PKCα-Knockdown 

zumindest leichte Effekte auf die PKP3-Phosphorylierung zeigte, wurde ein Doppelknockdown 

von PKCα und PKCδ durchgeführt (Abb.34). 

Auf Western-Blot-Ebene zeigte der Doppelknockdown von PKCα und PKCδ dieselben 

Auswirkungen auf MEK-, ERK- und RSK-Phosphorylierung, wie der alleinige Knockdown von 

PKCδ. Auch die Phosphorylierung von PKP3 an RXXS/T-Motiven war gleichermaßen reduziert. 

Effekte auf DSP (S177/178) bleiben aus.  

In der Immunfluoreszenzfärbung schwächt der Doppelknockdown ebenfalls, wie im Falle von 

PKCδ, den PMA-Effekt ab. Jedoch waren die Zellkontakte diffuser. Nichtsdestotrotz lokalisiert 

PKP3 auch in Anwesenheit von PMA deutlich an den trizellulären Kontakten. Diese Resistenz 

gegen die PMA-induzierte Umverteilung von PKP3 war im Doppelknockdown stärker, als im 

einfachen PKCδ-Knockdown und erreichte in etwa das Niveau des unbehandelten Wildtyps. 

Dies spricht dafür, dass, obwohl PKCδ den stärkeren Effekt auf PKP3 zu haben scheint, auch 

PKCα eine Bedeutung für dessen Regulation hat. Eine PKCα-abhängige Phosphorylierung in 

einem Motiv, welches nicht dem RXXS/T-Motiv entspricht, wäre anhand dieser Daten denkbar.     
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n=1 

Abb. 34 Effekt eines Doppelknockdowns von PKCα und PKCδ 

MKZ wurden 48 h nach dem siRNA-mediierten Knockdown untersucht. Sie wurden zuvor 24 h in HCM 

kultiviert und für 15 Minuten mit PMA stimuliert. In A ist das Phosphorylierungssignal in Abhängigkeit des 

Knockdowns dargestellt. (B) Die Zellen wurden mit Methanol fixiert. PKP3 ist grün, DSP rot und die 

Zellkerne blau dargestellt. Ein Bild entspricht einer Länge von 136 µm, der vergrößerte Ausschnitt einer 

Länge von 42,5 µm. Unten, links (C) ist die Quantifizierung der trizellulären PKP3 Lokalisation im Vergleich 

zur lateralen gezeigt. Die Signifikanz wird angegeben mit * ρ<0,05 und ** ρ<0,01. Sie wurde über eine One-

way ANOVA und anschließendem post hoc tukey HSD-Test bestimmt. (D) Zur Quantifizierung der PKP3-

Intensität wurde eine 200 pxl lange Linie über den lateralen Bereich, durch den trizellulären bis ins 

Zytoplasma gelegt. Ausgewertet wurden lateralen Pixel 130-190 (lateral), Pixel 96-103 (trizellulär) und Pixel 

5-65 (Zytoplasma). Der Mittelwert aller Messungen ist grafisch dargestellt.   

 

A B 

C 

D 
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3.3.7.2. Knockdown RSK im Vergleich zu PKCδ 

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

kam, besteht die Möglichkeit, dass die PMA-abhängige Regulation von PKP3 direkt abhängig 

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

Möglichkeit, dass RSK1/2 dabei eine bedeutende Rolle spielen. Um dies zu überprüfen, wurde 

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

auffällig, dass die Abwesenheit von PKCδ das p-RSK Signal noch stärker 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 Veränderung. Entsprechend liegt 

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

kontrolliert wird.  

Abb. 35 Knockdown PKCδ 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 für 15 Minuten mit PMA stimuliert. Das Phosphorylierungssignal 

wurde mittels Western-Blot detektiert. PKP3 Eluat wurde zuvor mittels Immunpräzipitation isoliert. Die 

Phosphorylierung dieses Proteins wurde mit einem Motivantikörper (RXXpS/pT) nachgewiesen. Die 

Signifikanz wird angegeben mit * ρ<0,05 und ** ρ<0,01 bezogen auf die Differenz zur PMA Behandlung 

und wurde über eine One-way ANOVA (Analysis of Variance) mit post-hoc Tukey-Honesty-Significant-

Difference-Test bestimmt. 

 

n=3 
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3.4. Identifizierung möglicher PKP3-Phosphorylierungsstellen 

Die bisherigen Ergebnisse sprechen dafür, dass die PMA-abhängige Phosphorylierung von 

PKP3 hauptsächlich über PKCδ 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-Antikörper erkannt 

werden könnten. 16 dieser Motive sind auch in humanem PKP3 konserviert (Anhang Abb. A6). 

Zur Identifizierung der tatsächlich relevanten Sites wurden Peptid Arrays durchgeführt, 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 über 

Autoradiographie nachgewiesen werden konnten. Jedes Peptid hatte dabei eine Länge von 15 

Aminosäuren, wobei je 10 Aminosäuren sequenzgleich mit dem nächsten Peptid waren.  Viele 

der so identifizierten Sites wurden auch von dem Kinase Predictor Tool von Kinexus 

PhosphoNet mit einem Score von über 300 für die Phosphorylierbarkeit durch PKCδ bewertet. 

Mittels phosphosite.org wurde zusammengestellt, wie häufig diese Serine bzw. Threonine 

bereits in Massenstudien phosphoryliert gefunden wurden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 7 

zusammengefasst. Die dem RXXS/T Motiv entsprechenden, von PKCδ phosphorylierten 

Aminosäuren 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. Für 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 

Protein Peptid 
Start Sequenz PKCα PKCδ PKCη S/T RXXS/T Konserviert 

Maus 

Voraussage 
Kinexus 

PhosphoNet 
Score >300 

Hits auf 
Phosphosite.org 

PKP3 81 RGQYHTLQAGFSSRS + + + 

T86 
S92 
S93 
S95 

- 
- 
- 
- 

T86 
S92 
S93 
S95 

- 
S92 

- 
- 

T86: 132 
S92: 3 
S93: 0 

S95: 20 

PKP3 121 SRSAVDLSCSRRLSS + + + 

S121 
S123 
S128 
S130 
S134 
S135 

- 
- 
- 
- 

S134 
S135 

S121 
S123 
T128 
S130 
S134 
S135 

- 
- 
- 

S130 
S134 

- 

S121: 1 
S123: 12 
S128: 0 
S130: 1 
S134: 8 
S135:0 

PKP3 181 LRSLRLGPGGLDDRY + + - S183 - S183 S183 S183: 16 

PKP3 
201 QLEPAATSTYRAFAY - + - 

T207 
S208 
T209 

- 
- 
- 

- 
S208 
T209 

- 
- 
- 

T207: 3 
S208: 2 

T209: 13 

PKP3 

206 ATSTYRAFAYERQAS + + - 

T207 
S208 
T209 
S220 

- 
- 
- 

S220 

- 
S208 
T209 
S220 

- 
- 
- 
- 

T207: 3 
S208: 2 

T209: 13 
S220: 1 

PKP3 
241 RTIRAPAVRTLQRFQ + + - T242 

T250 
- 
- 

T242 
T250 

- 
- 

T242: 0 
T250: 3 

PKP3 

246 PAVRTLQRFQSSHRS + + + 

T250 
S256 
S257 
S260 

- 
S256 

- 
- 

T250 
S256 
S257 
S260 

- 
S256 
S257 

- 

T250: 3 
S256: 0 
S257: 0 
S260: 3 

PKP3 
271 VLEPVARAPSVRSLS - + + 

S280 
S283 
S285 

S280 
- 

S285 

S280 
S283 
S285 

S280 
- 
- 

S280: 20 
S283: 4 
S285: 8 

PKP3 

301 NSYGSHRTLQRLSSG + + - 

S302 
S305 
T308 
S313 
S314 

- 
- 
- 
- 

S314 

S302 
- 

T308 
S313 
S314 

- 
S305 

- 
S313 

- 

S302: 4 
S305: 4 
T308: 7 

S313: 118 
S314: 123 

PKP3 
566 VVGCFTPQSRRLREL + + + T571 

S574 
- 
- 

T571 
S574 

- 
S574 

T571: 4 
S574: 6 

PKP3 
671 QLRSLTGLIRNLSRN - + + 

S674 
T676 
S683 

- 
T676 
S683 

S674 
T676 
S683 

- 
- 

S683 

S674: 0 
T676: 0 
S683: 0 

PKP3 
676 TGLIRNLSRNARNKD + + + T676 

S683 
- 

S683 
T676 
S683 

- 
S683 

T676: 0 
S683: 0 

PKP3-
Maus 
RXXS/T 
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Unter den artifiziellen Bedingungen des in-vitro-Kinase-Arrays ist es möglich, 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 Immunpräzipitation isoliert und von der Core Facility Massenspektrometrie 

Halle (Saale) nach Phosphorylierungen untersucht. Hierbei wurden Phosphorylierungen an 

den Positionen S283, S313 und S314 gefunden. Während 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 möglich, 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 

S220, S256, S280 und S683, sowie die mit einem Kinexus PhosphoNet Score von über 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 für die PKC induzierte Phosphorylierung 

angesehen und über 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 S280/283/285 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 ausgewählt, zu Alanin 

mutiert und die Phosphorylierung der jeweiligen Mutante nach Stimulierung durch PMA 

untersucht (Abb.36). Aufgrund der Alanin-Mutation können die entsprechenden Sites nicht 

mehr phosphoryliert werden. Sollte eines dieser Motive im Wildtyp nach PMA-Behandlung 

phosphoryliert werden, würde das Phospho-Signal der jeweiligen Mutante geringer ausfallen. 

Die Mutanten wurden wie folgt benannt (in Klammern sind die jeweiligen 

Aminosäureaustausche gekennzeichnet):  
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1) 95A (S92/93/95A)  

2) 134A (S134/135A) 

3) 280A (S280/283/285A)  

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). 

 

Abb. 36 PMA Stimulation der PKP3 Alanin Mutanten 

Die Bezeichnung der Linien steht für folgende PKP3-Konstrukte: 95A (PKP3-S92/93/95A-GFP); 134A 

(PKP3-S134/135A-GFP); 280A (PKP3-S280/283/285A-GFP); 314A (PKP3-S313/314A-GFP). Die PKP3-

Mutantenlinien wurden 24 h in HCM kultiviert. Danach wurden sie je für 15 Minuten mit PMA 

stimuliert. Das Phosphorylierungssignal wurde mittels Western-Blot detektiert. Das PKP3 Eluat 

wurde mittels Immunpräzipitation isoliert. Die Phosphorylierung dieses Proteins wurde mit einem 

Motivantikörper (RXXpS/pT) nachgewiesen.   

Die Signifikanz wird angegeben mit * ρ<0,05 und ** ρ<0,01 bezogen auf die Differenz zur jeweiligen 

unbehandelten Probe und wurde über eine One-way ANOVA (Analysis of Variance) mit post-hoc 

Tukey-Honesty-Significant-Difference-Test bestimmt. 

 

n=5 
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Obwohl Motiv 95A nicht dem RXXS/T-Motiv entsprach, führte die Mutation dieser 

Aminosäuren zu einer verringerten PKP3-Phosphorylierung. Die Mutation der Motive 134A 

und 280A zeigte keine signifikante Änderung der PKP3-Phosphorylierung im Vergleich zu der 

Kontrolllinie. Jedoch ging das PMA-abhängige Phosphorylierungssignal durch die Mutation 

des 314A Motives verloren. Dies spricht stark dafür, dass das 314A-Motiv in Wildtyp- PKP3 

unter PMA-Stimulation verstärkt phosphoryliert wird. DSP (S177/178)-Phosphorylierung, 

wurde durch die PKP3-Mutanten nicht beeinflusst. 

 

Zusätzlich zum Western-Blot wurden die Mutanten auch nach ihrer PKP3-Lokalisation in 

Abhängigkeit zum PMA-Effekt untersucht (Abb.37). Die Mutanten zeigten dabei allgemein 

einen Phänotyp mit fransigen Zellkontakten. Es kam zu keiner verstärkten Lokalisation von 

PKP3 an den trizellulären Bereichen, zudem wuchsen die Zellen leicht übereinander. Die 95A 

Mutante zeigt eine relativ schwache Membranlokalisation. Nach Zugabe von PMA wurde 

Abb. 37 Einfluss von PMA auf die Lokalisation von PKP3-Alanin-Motivmutanten 

Die Bezeichnung der Linien steht für folgende PKP3-Konstrukte: 95A (PKP3-S92/93/95A-GFP); 134A 

(PKP3-S134/135A-GFP); 280A (PKP3-S280/283/285A-GFP); 314A (PKP3-S313/314A-GFP). Die PKP3-

Mutantenlinien wurden 24 h in HCM kultiviert. Danach wurden sie je für 15 Minuten mit PMA 

stimuliert. Die Zellen wurden mit Formaldehyd fixiert. Ein Bild entspricht einer Länge von 136 µm, 

der vergrößerte Ausschnitt einer Länge von 42,5 µm.  
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dieser Effekt nochmals verstärkt. Die Kontakte der 134A- und 280A-Mutanten wirkten dann 

ungeordneter ähnlich wie es in der 3KO+PKP3wt-Linie der Fall war. Die 314A-Mutante 

hingegen wirkte auch in der Immunfluoreszenz-Färbung von PMA größtenteils unbeeinflusst, 

es entstanden aber dennoch kleine Lücken an den trizellulären Kontakten.     

 

Aufgrund der bisherigen Hinweise auf eine Relevanz des 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-minütige 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 Lücken an den trizellulären Kontakten. Die Zellen wuchsen kaum übereinander. Die 

Lochbildung durch EGTA war gering und wurde auch durch PMA nicht verstärkt. Die 314E-

Motivmutante zeigte eine signifikant schwächere Lokalisation von PKP3 an der Membran und 

die Zellen überwuchsen 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 dafür, dass sich eine Phosphorylierung von PKP3 

am Motiv S313/314 negativ auf die Membranlokalisation und somit auch negativ auf 

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

Die Bezeichnung der Linien steht für 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 für 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 Länge von 136 µm, der vergrößerte Ausschnitt einer Länge 

von 42,5 µm. Unten ist die Quantifizierung der trizellulären PKP3 Lokalisation der 314A und 314E Motive 

im Vergleich zur zytoplasmatischen, sowie der lateralen im Vergleich zur zytoplasmatischen gezeigt. Die 

Signifikanz wird angegeben mit * ρ<0,05 und ** ρ<0,01. Zur Quantifizierung wurde eine 200 pxl lange 

Linie über den lateralen Bereich, durch den trizellulären bis ins Zytoplasma gelegt. Ausgewertet wurden 

für den lateralen Bereich Pixel 130-190 und für den trizellulären Pixel 96-103. Für den zytoplasmatischen 

Bereich wurden die Pixel 5-65 gewählt. Der Mittelwert aller Messungen ist unten rechts grafisch für die 

jeweiligen Behandlungen dargestellt. 

** ** 
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3.5. Zusammenfassung 

Die Erkenntnisse dieser Arbeit können wie folgt zusammengefasst werden. In den hier 

verwendeten Mauskeratinozyten sind die PKC-Isoformen Alpha, Gamma, Delta, Epsilon, Zeta, 

Eta und Iota exprimiert. Durch die Stimulation mittels PMA kam es zur direkten Aktivierung 

der PKCs (mit Ausnahme der atypischen Isoformen Zeta und Iota). Nach bereits 15 Minuten 

ließen sich dadurch Aktivierung des MAP-Kinase-Weges (MEK/ERK/RSK) und eine 

Inaktivierung des AKT-Signalweges beobachten. Es kam zusätzlich 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. Über Dsc 

konnte keine Aussage getroffen werden. Die Phosphorylierung von PKP3 und DSP war 

unabhängig von der calciumabhängigen 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) möglich. Die PMA-Stimulation führte zu fransigen 

Zellkontakten und zu einer Reduktion von PKP3 an den trizellulären Kontakten. Durch 

Inhibierung aller PKCs mittels Sotrastaurin wurde diese Effekte großteils aufgehoben. Zudem 

wurden MAP-Kinasen wieder deaktiviert und AKT reaktiviert. Die Inhibierung von PKCα mittels 

Gö6976 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 Gö6976 beeinflusst. Im Gegensatz zu der 

Inhibitorbehandlung führte der spezifische Knockdown von PKCα 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 Gö6976-Inhibitors nicht um einen PKCα-

abhängigen Effekt handelte. Auch die PKCη-Isoform schien für die hier betrachteten 

Zusammenhänge nicht relevant zu sein. Der Knockdown von PKCδ hingegen zeigte einen 

signifikanten Effekt auf die PKP3-Phosphorylierung und auf die Aktivierung des MAP-Kinase-

Weges. Auch in der Immunfluoreszenzfärbung konnte eine gestärkte Resistenz gegen die 

durch PMA-induzierten Effekte beobachtet werden. Durch einen Doppelknockdown von PKCδ 

und α wurde diese Resistenz leicht verstärkt. Durch Knockdown von RSK konnte gezeigt 

werden, dass die PKP3-Phosphorylierung unabhängig 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 gegenüber PMA-abhängiger Phosphorylierung. Während 
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die S313/314A-Mutante zu einer gestärkten Lokalisation von PKP3 an der Membran führte, 

führte die Mutation dieses Motives zu Glutamat (Phosphormimetikum) zu einer 

geschwächten Membranlokalisation. Entsprechend dieser Daten ist anzunehmen, dass über 

PKCδ 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 maßgeblich Einfluss auf Bildung, Stabilität 

und Hyperadhäsion der Desmosomen. Sie wird oft über Wachstumsfaktoren, wie EGF oder 

Insulin induziert. Besonders MAPK-, Akt- und PKC-Aktivität 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 gängige 

Methode ist der Nachweis über Phosphoantikörper, welche phosphorylierte Serine/Threonine 

in Gegenwart bestimmter Aminosäuren erkennen. Leider ist das Angebot und die Spezifität 

solcher Antikörper bisher noch begrenzt, sodass noch nicht jede Site, bzw. jedes Motiv 

untersucht werden kann. Häufig auftretende PKC-abhängig phosphorylierte Motive sind 

beispielsweise R/KXXS/T und R/KXS/T (Kang et al., 2012), weshalb hier die Phosphorylierung 

mittels eines RXXS/T-Motiv-Antikörpers 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 

zwangsläufig direkt durch PKC vermittelt sein. Mit Hilfe von Aktivierung, Inhibierung und 

Knockdown der entsprechenden Kinasen lässt sich aber dennoch eine wahrscheinliche 

Aussage zur Beteiligung der PKCs treffen. Eine weitere Schwierigkeit ist, dass über diese 

Methode zwar Phosphorylierungen angezeigt werden, die genaue Position dieser 

Modifikation aber unbekannt bleibt. Daher ist es notwendig, sich zusätzlich weiterer 

Methoden zu bedienen, wie beispielsweise die Untersuchung mittels Massenspektrometrie 

oder mittels Peptidkinase-Arrays. So gefundene, potentielle Sites können dann beispielsweise 

über 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 über 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 geringfügigen Signalabnahme. Da schon häufiger eine inhibierende 

Wirkung der PKCs auf Akt-Aktivität 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 über EGF führte entsprechend der Ergebnisse von Müller et al., 

2020 zu einer Phosphorylierung von PKP3. Durch Aktivierung der PKCs (PMA) wurde aber ein 

deutlich stärkeres PKP3-Phosphorylierungssignal beobachtet. DSP zeigte dann ebenfalls eine 

leichte Erhöhung des Phospho-RXXS/T-Motivs, darunter möglicherweise PKCα-abhängig am 

S2860 (S2849 im Menschen) (Stappenbeck et al., 1994; Hobbs und Green, 2012). Da DSP aber 

sehr groß ist (>250 kDa) und 34 RXXS/T-Motive in der Maus aufweist, ist es möglich, dass die 

einzelnen Motive unterschiedlich auf die Stimulationen reagieren und so ist die Untersuchung 

mit einem Motiv-Antikörper hier oftmals uneindeutig. Zudem ist unklar, ob der RXXpS/pT-

Antikörper unabhängig von den umgebenden Aminosäuren alle Motive, die dieser 

Konsensussequenz entsprechen, erkennt. Mit einem spezifischen Phosphoantikörper für das 

DSP-Motiv pS177/178 (pS165/166 im Menschen) konnte eine DSP-Site identifiziert werden, 

die durch PMA-Stimulation verstärkt phosphoryliert wird. Jedoch ist die Funktion dieser Site 

in-vivo bisher noch unverstanden. In diversen Krebslinien konnte sie verstärkt phosphoryliert 

gefunden werden, weshalb sie an Aufmerksamkeit gewonnen hat (phosphosite.org). Ein 

Zusammenhang mit den PKCs wurde bisher aber nicht publiziert. Generell wurde für die PMA-

abhängige Phosphorylierung von DSP ein adhäsionsverringernder 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-abhängige DSP-Phosphorylierung in Mauskeratinozyten auch ohne PKP2 möglich ist 

(PKP2 wird nicht exprimiert). Zudem ließ 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 Adhäsion nimmt, ist aber weiterhin unklar.  

Dsg 1/2 und PG hatten auf keine der Stimulationen mit einer messbaren Signaländerung 

reagiert. Das heißt jedoch nicht, dass sie nicht dennoch darüber beeinflusst und reguliert 

werden könnten. Es gibt diverse Phosphorylierungsstellen, die nicht dem RXXS/T-Motiv 

entsprechen und somit von dem hier verwendeten Antikörper nicht erkannt werden. PG wird 

beispielsweise EGF-abhängig an Tyrosinresten phosphoryliert und darüber reguliert (Gaudry 

et al., 2001; Lorch et al., 2004). Aber auch eine Phosphorylierung über PKCs in einem anderen 

Motiv, wie dem RXS/T-Motiv, oder eine Phosphorylierung durch PKC-abhängig aktivierte 

Kinasen ist nicht auszuschließen. Für PKP3 wurde zusätzlich mit entsprechenden 

Motivantikörpern 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 führte in-vivo zu einer deutlich veränderten Morphologie der 

desmosomalen Zellkontakte (3.2.2.). PKP3 lokalisiert in unbehandelten Zellen unter HCM 

Bedingungen verstärkt an den trizellulären Kontakten (Keil et al., 2016). Aber bereits nach 

15-minütiger PMA-Stimulation war es dort signifikant reduziert. Die Zellkontakte begannen 

diffuser zu werden und vereinzelt entstanden kleine Löcher. Dieser Effekt verstärkte sich 

deutlich bei längerer PMA-Exposition (Daten nicht gezeigt). Wobei berücksichtigt werden 

sollte, dass eine Langzeit-PMA-Behandlung zur Inaktivierung und dem Abbau der klassischen 

und novel PKCs führt. Entsprechend ist die Interpretation von längeren Behandlungen 

schwierig (Lu et al., 1998; Leontieva und Black, 2004). Nichtsdestotrotz wirken die Zellkontakte 

PMA-behandelter Desmosomen instabiler. Bei gleichzeitiger EGTA-Behandlung entstanden 

größere Lücken zwischen den Zellen, als es ohne PMA der Fall gewesen war. Dies passt auch 

zu den Beobachtungen von Wallis et al. 2000, dass Hyperadhäsion durch PMA aufgehoben 

wird. Es ist denkbar, dass die Phosphorylierung und die damit einhergehende 

Lokalisationsänderung von PKP3 daran beteiligt ist. Dies wurde auch von Keil et al. 2016 

vorgeschlagen, nachdem er einen PKC-abhängigen Adhäsionsverlust in Mauskeratinozyten 

nach PKP3-Überexpression beobachtet hatte. Inhibierung der PKCs erhöhte dabei die 

Zelladhäsion deutlich. Durch Sotrastaurin-Behandlung (Breitband PKC Inhibitor) kam es zu 

einer gestärkten PKP3-Membranlokalisation, vor allem an den trizellulären Kontakten (3.3.4.). 

Dies liefert einen weiteren deutlichen Hinweis darauf, dass über PKC-abhängige PKP3-

Phosphorylierung die desmosomale Zell-Zell-Adhäsion verringert und so Hyperadhäsion 

aufgehoben werden kann (Abb.39).     
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Bisher wurden direkte Effekte der PKC-Familie auf die Desmosomen nur für die klassische, 

calciumabhängige Isoform PKCα beschrieben. Dabei wurde meist Desmosomenstabilität 

und/oder Effekte auf DSP betrachtet (Kröger et al., 2013; Wallis et al., 2000). Effekte durch 

andere PKC-Isoformen wurden bisher eher vernachlässigt, obwohl sie zum Teil ebenfalls 

deutlich exprimiert (3.3.1.) und oftmals zusammen mit PKCα aktiviert werden. In vielen Fällen 

wurde die Wirkung von PKCα über die Inhibierung mittels Gö6976 (als spezifisch für PKCα 

beschrieben (Martiny-Baron et al., 1993)), GF109203X (leicht spezifisch für klassische PKCs 

(Toullec et al., 1991; Gekeler et al., 1996)) oder Breitbandinhibitoren gezeigt. In 3.3.3. lässt 

sich auch hier deutlich ein Effekt auf die PMA-abhängige Phosphorylierung von PKP3 und DSP 

(S177/178) durch die Inhibierung mittels Gö6976 erkennen. Jedoch blieb diese Wirkung in der 

Immunfluoreszenz-Färbung aus, denn die reduzierte PKP3-Phosphorylierung nach Gö6976-

Behandlung konnte den PMA-abhängigen PKP3-Verlust an den trizellulären Kontakten nicht 

verhindern. Und auch der Entzug von Calcium (3.3.2.) verstärkte den Effekt von PMA, anstatt 

ihn zu verringern, obwohl PKCα als Ca-abhängige Isoform unter Calciumentzug eine 

verringerte Aktivität aufweisen müsste. Es ist zwar möglich, dass trotz EGTA-Behandlung noch 

genügend Calcium für eine Aktivierung der PKCα vorhanden war, zumal es nach Aktivierung 

zu einem Abspalten der regulatorischen Domäne kommen kann (konstitutiv aktiv). Aber 

dennoch war anhand der beschriebenen Effekte von Gö6976 an dieser Stelle eine 

Verringerung der Phosphorylierung zu erwarten gewesen. Da aber auch der Knockdown der 

Abb. 39 Schematische Darstellung des Einflusses der PKCs auf PKP3 

Hier ist schematisch der Effekt auf die PKP3-Lokalisation und die damit einhergehenden Folgen für die 

Zelladhäsion gezeigt. PKP3 ist grün dargestellt, in blau sind die Zellkerne angedeutet. 
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PKCα-Isoform nicht zu einer deutlichen Reduktion der PKP3-Phosphorylierung führte, spricht 

viel dafür, dass ein Offtarget existiert, welches von Gö6976 inhibiert wurde und dadurch die 

im Western-Blot gezeigte Wirkung von PMA verringerte. Generell ist es ein Problem, dass viele 

der gängigen 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. A1). Im Falle für Gö6976 sind beispielsweise auch die RSKs, MSKs, 

GSK3β, PAKs (p21-aktivierte Kinase), Aurora, CDKs und einige weitere deutlich betroffen (Wu-

Zhang und Newton, 2013). Neben Gö6976 führte 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 für einen Offtarget-Effekt. Interessanterweise ist eines der Offtargets, die deutlich 

potent von FR180204 inhibiert werden können, die PKC-Isoform δ (Anastassiadis et al., 2011). 

Passend dazu zeigte der Knockdown der PKCδ-Isoform eine deutliche Resistenz von PKP3 

gegenüber 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 dafür spricht, dass PKCδ essentiell für die Regulation von PKP3 in einem 

RXXS/T-Motiv ist und andere Isoformen dies nicht kompensieren können. PKCδ-Aktivität 

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 für Adhärenzverbindungen ist über Interaktion mit E-Cadherin ein 

Einfluss auf Zell-Zell-Adhäsion beschrieben worden, wobei PKCδ dort einen destabilisierenden 

Effekt brachte (Singh et al., 2009; Chen und Chen, 2009). Jedoch ist dies das erste Mal, dass 

die Beteiligung der PKCδ an der Regulation eines desmosomalen Proteins gezeigt werden 

konnte.  

Auch in der Immunfluoreszenzfärbung (3.3.7. & Abb. A4) zeigte der Knockdown von PKCδ eine 

deutliche Resistenz von PKP3 gegenüber der PMA-Behandlung, jedoch wurde der Effekt nicht 

so stark reduziert, dass wieder der Wildtyp-Phänotyp erreicht werden konnte. Obwohl der 

Knockdown zu einer deutlichen Reduktion von PKCδ führte, kam es dadurch nicht um einem 

PKCδ-Null-Phänotyp. Entsprechend war immer noch etwas PKCδ vorhanden, welche für den 

PMA-Effekt in der Immunfluoreszenzfärbung verantwortlich gewesen sein könnte. Da aber die 

PKP3-Phosphorylierung im Western-Blot sehr deutlich reduziert war, ist es fraglich, inwieweit 
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die restliche Menge PKCδ noch derartige Effekte auslösen konnte. Entsprechend ist es eher 

plausibel, dass zusätzlich auch andere PKC-Isoformen an der Regulation von PKP3 beteiligt 

sein könnten. Dies könnte beispielsweise auch über die Modifizierung anderer desmosomaler 

Proteine oder die Modifizierung von PKP3 an einem anderen Motiv (z.B. RXS/T) erfolgen. Da 

trotz Knockdown noch über 40 % der PKCα vorhanden war und schwache Effekte auf die PKP3 

Phosphorylierung im Western-Blot erkennbar waren, kann zudem ein Effekt von PKCα nicht 

ausgeschlossen werden. Der Doppelknockdown der Isoformen α und δ bestätigte diese 

Vermutung (3.3.7.1.). Hierdurch erreichte die trizelluläre PKP3-Lokalisation trotz PMA-

Behandlung wieder Wildtyp-Niveau, was im jeweiligen Einzelknockdown nicht der Fall war. 

Daher sollte, auch wenn PKCδ in diesem Zusammenhang einen deutlich dominanteren Einfluss 

zu haben scheint, PKCα nicht ignoriert werden. Zudem besteht außerdem die Möglichkeit, 

dass die PKC-Isoform ε Einfluss auf desmosomale Phosphorylierung nimmt. Da sie sowohl bei 

Differenzierung, als auch Proliferation und Wundheilung der Haut beteiligt ist, sollte sie 

zukünftig mit berücksichtigt werden (Denning et al., 1995; Hessabi, 2005; Sharma et al., 2007). 

Voruntersuchungen mit dieser Isoform wurden bereits durchgeführt, brachten aber bisher 

keine eindeutigen Ergebnisse (Daten nicht gezeigt).      

Neben PKP3 waren auch die Proteine des MAPK-Signalweges (ERK) signifikant von dem PKCδ-

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. PKCδ 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 bestätigt wurde. Sowohl 

PKCα, als auch PKCη scheinen für die Aktivierung dieses Signalweges in Mauskeratinozyten 

nicht essentiell zu sein. Müller et al. 2020 haben beschrieben, dass PKP3 RSK1-abhängig nach 

MAPK-Aktivierung über EGF an dem RXXS-Motiv S134 phosphoryliert wird. Da dieser MAPK-

Weg auch unter PMA-Stimulation PKCδ-abhängig aktiviert wurde, bestand die Möglichkeit, 

dass der PMA-Effekt auf PKP3 über RSK vermittelt wird. Der Vergleich des RSK1/2-Knockdowns 

mit dem PKCδ-Knockdown zeigte aber klar, dass die PMA-abhängige PKP3-Phosphorylierung 

nicht abhängig 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 

unabhängig voneinander wirken. Da PKCs auch über andere Stimulationen aktiviert werden 

können, bzw. für PKCδ sogar inaktivierende Effekte durch EGFR-abhängige Phosphorylierung 
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beschrieben wurden (Denning et al., 1996), sprechen diese Daten dafür, dass über PKCδ eine 

EGF-unabhängige Regulation der Desmosomen möglich ist.   

Die PMA-abhängige Phosphorylierung von DSP (S177/178) wurde weder vom Knockdown der 

PKC-Isoformen α oder δ noch von der Isoform η aufgehoben. Die Tatsache, dass Gö6976 hier 

einen geringeren Effekt als Sotrastaurin zeigte, spricht an sich dafür, 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 α (AMPKα) möglich 

ist (Daten nicht gezeigt). Da diese wiederum PKCε-abhängig aktivierbar ist, besteht zudem die 

Möglichkeit, dass PKCε an der Phosphorylierung von DSP S177/178 beteiligt ist (Vanezis et al., 

2014). An dieser Stelle ist es notwendig, noch weitere Untersuchungen durchzuführen, um die 

tatsächlich beteiligten Kinasen zu identifizieren und die biologische Bedeutung dieser Site zu 

verstehen.  

Über in-vitro-Peptid-Chip-Kinase-Arrays ließen sich diverse PKP3-Sites identifizieren, die 

potentiell durch PKCα, δ oder η phosphoryliert werden können (3.4.1.). Den Erwartungen 

entsprechend lag der Großteil dieser Serine/Threonine in der N-terminalen, ungeordneten 

Domäne, welche für die Interaktion mit anderen Proteinen verantwortlich ist (Bonné et al., 

2003). Elf dieser Aminosäuren wurden auch von Kinexus PhosphoNet mit einem Score von 

über 300 für die Phosphorylierung durch PKCδ bewertet. Auffällig war, dass von diesen nur 

vier dem RXXS/T-Motiv entsprachen (S134, S256, S280, S683) und für zwei dieser Sites (S256, 

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 können. Das kann beispielsweise an den Reaktionsbedingungen in-vitro, 

aber auch der Zugänglichkeit 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 möglich ist. In diesem Fall wurde beispielsweise ein Peptid mit 

den Aminosäuren T242 und T250, sowie das darauffolgende Peptid mit den Aminosäuren 

T250, S256, S257 und S260 phosphoryliert. Eine Phosphorylierung von T250 würde dann ein 

positives Signal für beide Peptide erklären, lässt aber keine Rückschlüsse auf die 

Phosphorylierung der üblichen Reste zu. Mit Hilfe der Core Facility Massenspektrometrie Halle 
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wurden drei Serine identifiziert, die phosphoryliert unter PMA Behandlung vorlagen: S283, 

S313 und S314. Inwieweit diese Phosphorylierungen PMA-induziert bzw. -verstärkt sind, lässt 

sich bisher nicht sagen, da die Bestimmungen nicht quantitativ waren. Leider war der 

Sequenzbereich unteranderem für S256 und S683 nicht abgedeckt (Abb. A7). S313/314 sind 

bisher überdurchschnittlich oft in Proteomanalysen phosphoryliert gefunden worden, jedoch 

ist zur biologischen Funktion dieser Site nichts beschrieben (Phosphosite.org). Interessant ist 

außerdem, dass diese Site dem Anschein nach nicht in der N-terminal ungeordneten Domäne 

liegt, die für die gängigen PKP3-Proteininteraktionen verantwortlich ist, sondern im ersten 

Armadillo Repeat.   

Generell ist über die Auswirkungen von Phosphorylierung an den verschiedenen PKP3-

Serin/Threonin-Sites bisher sehr wenig bekannt. S134/135 ist, wie weiter oben bereits 

erwähnt, eine Site, die RSK-abhängig nach EGF-Stimulation phosphoryliert wird. Dies führt zu 

verstärkter Membranassoziation von PKP3 (Müller et al., 2020), dies entspräche nicht dem 

Phänotyp einer PMA-Behandlung. Über S285 ist beschrieben, dass ihre Phosphorylierung eine 

Interaktion mit dem 14-3-3σ-Protein ermöglicht, wodurch PKP3 an den trizellulären Kontakten 

akkumuliert, ebenfalls das Gegenteil des PMA-Phänotyps (Rietscher et al., 2018). Passend 

hierzu wurde PKP3 weiterhin PMA-abhängig phosphoryliert, auch wenn S134/135 oder 

S280/283/285 zu Alanin mutiert wurden (3.4.2.) und auch in der Immunfluoreszenzfärbung 

konnte keine verstärkte PKP3-Membranassoziation beobachtet werden. Selbiges galt auch für 

die S92/93/95A-Mutante. Lediglich die Mutation von S313/314 zu Alanin war in der Lage, die 

im Western-Blot gezeigte Phosphorylierung mittels PMA komplett zu unterdrücken. 

Entsprechend ist es sehr wahrscheinlich, dass diese Site PKCδ-abhängig phosphoryliert wird 

oder eine Phosphorylierung dieses Motivs notwendig ist, damit andere PKCδ-abhängige 

RXXS/T-Motive phosphoryliert werden können. Dazu passend zeigte die S313/314A-Mutante 

in der Immunfluoreszenzfärbung eine vergleichsweise starke PKP3-Membranassoziation 

(stärker 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 verstärkt. Entsprechend 

besteht die Möglichkeit, dass diese Site in ihrer unphosphorylierten Form Hyperadhäsion 

begünstigt. In der Phosphomimik-Mutanten-Linie (S313/314 Mutation zu Glutamat) war PKP3 

hingegen deutlich schwächer an der Membran assoziiert und kaum an trizellulären Kontakten 

verstärkt. Selbst ohne PMA zeigte die Mutante Ähnlichkeiten zu PMA-behandelten Wildtyp-
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Zellen (Anhang Abb. A9). Die Zugabe von PMA verstärkte diesen Effekt nicht mehr deutlich. 

Die Behandlung mit EGTA führte zudem zu deutlich größeren Lücken zwischen den Zellen, als 

bei der Alanin-Mutante. Überraschenderweise zeigte die S313/314E Mutante bei 

Kombination von EGTA mit PMA aber ein klar verstärktes Vereinzeln der Zellen, was 

dafürspricht, dass noch weitere PMA-abhängige 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 berücksichtigt werden, dass der Glutamat-Rest nicht exakt einen 

Phosphatidylserin/-threonin-Rest imitiert, da beispielsweise, allein schon durch die 

unterschiedliche Größe, Bindungen zu Interaktionspartnern gestört sein können (Dephoure et 

al., 2013) und somit dadurch artifiziell die PKP3-Membranassoziation und die Zelladhäsion 

beeinträchtigt werden könnte. Nichtsdestotrotz liefert die Glutamat-Mutante zusammen mit 

der Alanin-Mutante starke Hinweise auf die essentielle Bedeutung der S313/314-Site für die 

Membranassoziation von PKP3 und damit einhergehend für die PKCδ-abhängige Regulation 

des Desmosoms und der Zell-Zell-Adhäsion. Zusammengenommen ist dies ein weiteres, 

starkes Indiz dafür, dass die Phosphorylierung von S313/314 die PKP3-Membranlokalisation 

verringert und in Kombination mit weiteren PKC-abhängigen Motiven (ggf. auch in anderen 

desmosomalen Proteinen) die Adhäsion und womöglich auch die Hyperadhäsion deutlich 

abschwächt.       

Zusammenfassend ergibt sich folgende Hypothese:  

Neben der klassischen PKCα ist auch die novel PKCδ bedeutend für die Regulation der 

Desmosomen. Über die Aktivierung der PKCδ wird PKP3 am Motiv S313/314 phosphoryliert. 

Diese Phosphorylierung führt zu geschwächter PKP3-Membranlokalisation, vor allem an den 

trizellulären Zellkontakten. Die Zellkontakte sind dann anfälliger für den Entzug von Calcium 

(EGTA) und damit einhergehend weniger adhäsiv. Entsprechend ist es denkbar, dass PKCδ 

hierüber an der Aufhebung von Hyperadhäsion beteiligt ist, so wie auch PKCα über DSP-

Phosphorylierung (Stappenbeck et al., 1994; Hobbs und Green, 2012). PKCδ könnte daher 

ebenfalls eine Rolle bei Mechanismen wie beispielsweise der Wundheilung spielen. Da 

S313/314 oft auch ohne Stimulation phosphoryliert gefunden wurde, könnte diese Site ein 

Grund für die dynamischen, eher Zell-Zell-Kontakt-Stabilität-verringernden Eigenschaften 

(Keil et al., 2016) von PKP3 sein. Unterdrückung dieser Phosphorylierung bzw. der PKCδ-

Aktivität generell müsste entsprechend Hyperadhäsion begünstigen. 
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6. Anhang 
 

6.1. Tabellen 
 

Tab. A1 Relevante PKC-Inhibitoren  

Inhibitor 
Wirkort/ 

kompetitiv gegen 
Spezifität [IC50] Literatur 

Balanol ATP-Bindung 
PKC 

βII>βI>η>δ>α>ε 

(Defauw et al., 
1996; Mochly-
Rosen et al., 

2012) 

Carbonitril 
(5-Vinyl-3-

pyridincarbonitril 
Derivat) 

Katalytische 
Domäne 

PKCθ 4,7 nM 
(Tumey et al., 

2009; Niu et al., 
2009) 

CGP53353 ATP-Bindung 
PKCβI 3,8 µM 

PKCβII 0,41 µM 
Andere c und nPKCs > 22 µM 

(Chalfant et al., 
1996) 

Chelerythrine ATP-Bindung PKC: 0,7 µM 
(Herbert et al., 

1990) 

Enzastaurin ATP-Bindung 

PKCα 39 nM 
β 6 nM 
γ 83 nM 

ɛ 110 nM 

(Faul et al., 
2003; Graff et 

al., 2005) 

GF109203X 
(Bisindolylmaleimid) 

ATP-Bindung 

PKCα 8,4 nM 
βI 18 nM 
βII 16 nM 
γ 20 nM 

δ 210 nM 
ɛ 132 nM 
ζ 5800 nM 

(Toullec et al., 
1991; Gekeler et 

al., 1996) 

Gö6976 
Katalytische 

Domäne 
PKCα 2,3; βI 6,2 nM 

PKCδ; η; ζ > 3 µM 
(Martiny-Baron 

et al., 1993) 

Gö6983 ATP-Bindung 

PKCα 7 nM 
β 7 nM 
γ 6 nM 

δ 10 nM 
ζ 60 nM 

(Gschwendt et 
al., 1996) 

Isoquinoline 
H-7 

ATP-Bindung PKC: 6 µM 
(Howcroft und 

Lindquist, 1991) 

KCe-12 und KCe-16 Substrat Bindung PKCε 
(Shafrir et al., 

2006; Yonezawa 
et al., 2009) 

LY379196 ATP-Bindung 
PKCβ 30-50 nM 

PKC α; δ; η; γ ~600 nM 
(Slosberg et al., 

2000) 



 

123 
 

Inhibitor 
Wirkort/ 

kompetitiv gegen 
Spezifität [IC50] Literatur 

Perylenequinone 
Calphostin C 
(UCN-1028C) 

Regulatorische 
Domäne 

c und nPKCs ~50 nM 
(Ogiwara et al., 

1998) 

Ro 31-8220 
Katalytische 

Domäne 

PKCα 5 nM 
βI 24 nM 

βII: 14 nM 
γ 27 nM 
ɛ 24 nM 

(Wilkinson et 
al., 1993; Davies 

et al., 2000) 

Rottlerin ATP-Bindung 
PKCδ 3-6 µM 

PKCα; β; γ 30-42 µM 
PKCε; η; ζ 80-100 µM 

(Gschwendt et 
al., 1994) 

Ruboxistaurin 
(LY333531) 

ATP-Bindung PKCβI 4,7; βII: 5,9 nM 
(Jirousek et al., 

1996) 

Sotrastaurin 
(AEB071) 

ATP-Bindung 

α 0,95 nM 
βI 0,64 nM 
δ 2,1 nM 
ɛ 3,2 nM 
η 1,8 nM 

θ 0,22 nM (Ki) 

(Wagner et al., 
2009; Evenou et 
al., 2009, 2009) 

Spheciosterol sulfat 
A-C 

Katalytische 
Domäne 

PKCζ 
A: 1,6 µM 
B: 0,5 µM 
C: 0,1 µM 

(Whitson et al., 
2009) 

Sphingosin 
Regulatorische 

Domäne 
PKCs 2,8 µM 

(Khan et al., 
1990) 

Staurosporin ATP-Bindung 

PKCα 12 nM, 
β 11 nM 
γ 14 nM 
δ 20 nM 
η 4 nM 

(Tamaoki et al., 
1986; Ward und 
O'Brian, 1992) 

Taxol 
(Tamoxifen) 

Regulatorische 
Domäne 

cPKCs 
(Rohlff et al., 

1998; Zarate et 
al., 2007) 

UCN-01 (7-
Hydroxystaurosporin) 

ATP-Bindung PKC 40 nM (Tamaoki, 1991) 
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Tab. A2 Potentielle Phosphorylierungsstellen desmosomaler Proteine nach dem Peptid- 

Kinase-Array 

Protein Peptid 
Start Sequenz PKCα PKCδ PKCη S/T RXXS/T Konserviert 

Maus 

Voraussage 
Kinexus 

PhosphoNet 
Score >300 

Hits auf 
Phosphosite.org 

PKP1-
human 41 VQEQVMMTVKRQKSK - - + T48 

S54 
- 

S54 
T48 
S54 

- 
- 

T48: 0 
S54: 1 

PKP1-
human 61 TLSHSNRGSMYDGLA - - + 

T61 
S63 
S65 
S69 

- 
- 
- 
- 

T61 
S63 
S65 
S69 

- 
- 

S65 
S69 

T61: 1 
S63: 2 
S65: 3 
S69: 3 

PKP1-
human 76 DNYNYGTTSRSSYYS + - + 

T82 
T83 
S84 
S86 
S87 
S90 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

T83 
T84 
S85 
S87 
S88 
S91 

- 
- 
- 
- 

S87 
S90 

T82: 3 
T83: 1 
S84: 1 
S86: 1 
S87: 1 
S90: 0 

PKP1-
human 81 GTTSRSSYYSKFQAG + + + 

T82 
T83 
S84 
S86 
S87 
S90 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

T83 
T84 
S85 
S87 
S88 
S91 

- 
- 
- 
- 

S87 
S90 

T82: 3 
T83: 1 
S84: 1 
S86: 1 
S87: 1 
S90: 0 

PKP1-
human 86 SSYYSKFQAGNGSWG - - + 

S86 
S87 
S90 
S98 

- 
- 
- 
- 

S87 
S88 
S91 
S99 

- 
S87 
S90 

- 

S86: 1 
S87: 1 
S90: 0 
S98: 2 

PKP1-
human 96 NGSWGYPIYNGTLKR + - - S98 

T107 
- 
- 

S99 
T108 

- 
- 

S98: 2 
T107: 4 

PKP1-
human 106 GTLKREPDNRRFSSY - - + 

T107 
S118 
S119 

- 
S118 
S119 

T108 
S119 
S120 

- 
S118 

- 

T107: 4 
S118: 8 

S119: 13 

PKP1-
human 116 RFSSYSQMENWSRHY + - - 

S118 
S119 
S121 
S127 

S118 
S119 

- 
- 

S119 
S120 
S122 
S128 

S118 
- 
- 
- 

S118: 8 
S119: 13 
S121: 13 
S127: 1 

PKP1-
human 121 SQMENWSRHYPRGSC + + + 

S121 
S127 
S134 

- 
- 
- 

S122 
S128 
S135 

- 
- 

S134 

S121: 13 
S127: 1 
S134: 0 

PKP1-
human 126 WSRHYPRGSCNTTGA - + + 

S127 
S134 
T137 
T138 

- 
- 
- 
- 

S128 
S135 
T138 

- 

- 
S134 

- 
- 

S127: 1 
S134: 0 
T137: 1 
T138: 0 

PKP1-
human 161 CDPRGTLRKGTLGSK - + - 

T166 
T171 
S174 

- 
T171 

- 

T167 
T172 
S175 

- 
- 
- 

T166: 36 
T171: 2 
S174: 1 

PKP1-
human 176 GQKTTQNRYSFYSTC + + + 

T179 
T180 
S185 
S188 
T189 

- 
- 
- 
- 
- 

T180 
T181 
S186 
S189 
T190 

- 
- 

S185 
- 
- 

T179: 1 
T180: 1 

S185: 80 
S188: 9 

T189: 10 

PKP1-
human 181 QNRYSFYSTCSGQKA - + + 

S185 
S188 
T189 
S191 

- 
- 
- 
- 

S186 
S189 
T190 
S192 

S185 
- 
- 
- 

S185: 80 
S188: 9 

T189: 10 
S191: 19 

PKP1-
human 421 ALVPQRATSSRVNLS - + + 

T428 
S429 
S430 
S435 

- 
S429 

- 
- 

- 
- 
- 

S415 

- 
S429 

- 
- 

T428: 0 
S429: 0 
S430: 0 
S435: 0 

PKP1-
human 441 RQTMRNYSGLIDSLM - + - 

T443 
S448 
S453 

- 
S448 

- 

T423 
S428 
S433 

- 
- 
- 

T443: 0 
S448: 0 
S453: 0 

PKP1-
human 481 NLSYRLDAEVPTRYR + - + S483 

T492 
- 
- 

S463 
T472 

S483 
- 

S483: 0 
T492: 1 

PKP1-
human 611 VVRSGASLLSNMSRH - + - 

S614 
S617 
S620 
S623 

- 
- 
- 
- 

S594 
S597 
S600 
S603 

- 
- 
- 
- 

S614: 0 
S617: 0 
S620: 0 
S623: 0 
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Protein Peptid 
Start Sequenz PKCα PKCδ PKCη S/T RXXS/T Konserviert 

Maus 

Voraussage 
Kinexus 

PhosphoNet 
Score >300 

Hits auf 
Phosphosite.org 

PKP1-
human 

616 ASLLSNMSRHPLLHR - + + 
S617 
S620 
S623 

- 
- 
- 

S597 
S600 
S603 

- 
- 
- 

S617: 0 
S620: 0 
S623: 0 

PKP1-
human 

711 MWSSKELQGVLRQQG - + - 
S713 
S714 

- 
- 

- 
S695 

- 
- 

S713: 0 
S714: 0 

PKP1-
human 

731 LGTLAGANSLRNFTS - - + 

T733 
S739 
T744 
S745 

- 
- 

T744 
- 

- 
- 

T725 
S726 

- 
S739 

- 
- 

T733: 0 
S739: 2 
T744: 0 
S745: 0 

PKP1-
human 

736 GANSLRNFTSRF + + + 
S739 
T744 
S745 

- 
T744 

- 

- 
T725 
S726 

S739 
- 
- 

S739: 2 
T744: 0 
S745: 0 

 

Protein Peptid 
Start Sequenz PKCα PKCδ PKCη S/T RXXS/T Konserviert 

Maus 

Voraussage 
Kinexus 

PhosphoNet 
Score >300 

Hits auf 
Phosphosite.org 

DSP-
human 6 GSHPRINTLGRMIRA - - + S7 

T13 
- 

T13 
S7 

T13 
- 
- 

S7: 4 
T13: 13 

DSP-
human 31 TSGGGGTSRMYYSRR + + + 

T31 
S32 
T37 
S38 
S43 

- 
- 
- 
- 
- 

T31 
- 

T47 
S48 
S53 

- 
- 
- 
- 

S43 

T31: 4 
S32: 7 
T37: 5 
S38: 2 
S43: 2 

DSP-
human 36 GTSRMYYSRRGVITD + + + 

T37 
S38 
S43 
T49 

- 
- 
- 
- 

T47 
S48 
S53 

- 

- 
- 

S43 
- 

T37: 5 
S38: 2 
S43: 2 
T49: 8 

DSP-
human 151 ALYKAISVPRVRRAS + + + S157 

S165 
- 

S165 
S169 
S177 

S157 
S165 

S157: 11 
S165: 132 

DSP-
human 391 YLKGLQDSIRKKYPC + + + S398 - S410 - S398: 2 

DSP-
human 1411 RLKNTLTQTTENLRR - + + 

T1415 
T1417 
T1419 
T1420 

- 
- 
- 
- 

T1427 
- 

T1431 
T1432 

- 
- 
- 
- 

T1415: 0 
T1417: 0 
T1419: 0 
T1420: 0 

DSP-
human 2136 DPVNSVFLPKDVALA + - - S2140 - S2152 - S2140: 0 

DSP-
human 2201 LSVQKRSMSFQGIRQ + + + 

S2202 
S2207 
S2209 

- 
- 

S2209 

S2214 
S2219 
S2221 

- 
- 

S2209 

S2202: 1 
S2207: 8 

S2209: 67 

DSP-
human 2451 KQVQTSQKNTLRKRR - + + 

T2455 
S2456 
T2460 

- 
- 
- 

T2467 
S2468 
T2472 

- 
- 
- 

T2455: 0 
S2456: 0 
T2460: 1 

DSP-
human 2506 ITITGSDGSTRVVLV - + - 

T2507 
T2509 
S2511 
S2514 
T2515 

- 
- 
- 
- 
- 

T2519 
T2521 
S2523 
S2526 
T2527 

- 
- 
- 
- 
- 

T2507: 0 
T2509: 0 
S2511: 0 
S2514: 0 
T2515: 0 

DSP-
human 2511 SDGSTRVVLVDRKTG - + - 

S2511 
S2514 
T2515 
T2524 

- 
- 
- 
- 

S2523 
S2526 
T2527 
T2536 

- 
- 
- 
- 

S2511: 0 
S2514: 0 
T2515: 0 
T2524: 2 

 

 

Protein Peptid 
Start Sequenz PKCα PKCδ PKCη S/T RXXS/T Konserviert 

Maus 

Voraussage 
Kinexus 

PhosphoNet 
Score >300 

Hits auf 
Phosphosite.org 

PG-
human 51 RQYTLKKTTTYTQGV - + - 

T54 
T58 
T59 
T60 
T62 

T54 
- 
- 
- 
- 

T54 
T58 
T59 
T60 
T62 

- 
- 
- 
- 
- 

T54: 29 
T58: 3 
T59: 3 
T60: 3 
T62: 4 
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PG-
human 201 TARCTTSILHNLSHH - + + 

T201 
T205 
T206 
S207 
S213 

- 
- 

T206 
- 
- 

T201 
T205 
T206 
S207 
S213 

- 
- 
- 
- 
- 

T201: 0 
T205: 1 
T206: 0 
S207: 0 
S213: 0 

PG-
human 331 TSRVLKVLSVCPSNK - + - 

T331 
S332 
S339 
S343 

- 
- 
- 
- 

T331 
S332 
S339 
S343 

- 
- 
- 
- 

T331: 0 
S332: 0 
S339: 0 
S343: 0 

 

Protein Peptid 
Start Sequenz PKCα PKCδ PKCη S/T RXXS/T Konserviert 

Maus 

Voraussage 
Kinexus 

PhosphoNet 
Score >300 

Hits auf 
Phosphosite.org 

DSC1-
human 820 QSFTQPRLGEKVYLC - + - S821 

T823 
- 
- 

T813 
T815 

- 
- 

S821: 0 
T823: 0 

DSG1-
human 1035 ARSRITKYSTVQYSK + + - 

S1037 
T1040 
S1043 
T1044 
S1048 

- 
- 
- 
- 
- 

S1045 
T1048 

- 
T1052 
S1056 

- 
- 
- 
- 
- 

S1037: 0 
T1040: 0 
S1043: 1 
T1044: 2 
S1048: 0 

DSG2-
human 1095 HSNSTITTSSTRVTK - + + 

S1096 
S1098 
T1099 
T1101 
T1102 
S1103 
S1104 
T1105 
T1108 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
S1102 
T1103 
T1105 
T1106 
S1107 
S1108 
T1109 
T1112 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

S1104 
- 
- 

S1096: 0 
S1098: 2 
T1099: 1 
T1101: 0 
T1102: 0 
S1103: 0 
S1104: 0 
T1105: 0 
T1108: 0 

DSG2-
human 1100 ITTSSTRVTKHSTVQ - + + 

T1101 
T1102 
S1103 
S1104 
T1105 
T1108 
S1111 
T1112 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

T1105 
T1106 
S1107 
S1108 
T1109 
T1112 
S1115 
T1116 

- 
- 
- 

S1104 
- 
- 
- 
- 

T1101: 0 
T1102: 0 
S1103: 0 
S1104: 0 
T1105: 0 
T1108: 0 
S1111: 1 
T1112: 0 

 



 

127 
 

6.2. Abbildungen  

Abb. A1 Spezifitätskontrollen für Immunpräzipitationen (IP) 

Dargestellt sind die Western-Blots für PKP3, DSP und JUP im Vergleich zu ihrer jeweiligen 

unspezifischen Serum- bzw. IgG-Kontrolle. Im Verhältnis zur jeweiligen Antikörpermenge war die 

Menge an Protein, die unspezifisch präzipitiert wurde, vernachlässigbar. MKZ-wt wurden zuvor 24 h 

in HCM kultiviert. 
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Si PKCδ 

48h 

Si PKCη 

48h 

Si Kontrolle 48h Si PKCα 

48h 

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 PKCδ zeigt große, deutliche Lücken im Zellrasen.  

 

100 µM 
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Abb. A3 Einfluss des Knockdowns der PKCα 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 für 15 Minuten mit PMA stimuliert. Die Zellen wurden mit Methanol fixiert. 

PKP3 ist grün, DSP und PKP1 je rot und die Zellkerne blau dargestellt. Ein Bild entspricht einer 

Länge von 136 µm, der vergrößerte Ausschnitt einer Länge von 42,5 µm 
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Abb. A4 Einfluss des Knockdowns der PKCδ 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 für 15 Minuten mit PMA stimuliert. Die Zellen wurden mit Methanol 

fixiert. PKP3 ist grün, DSP und PKP1 je rot und die Zellkerne blau dargestellt. Ein Bild entspricht 

einer Länge von 136 µm, der vergrößerte Ausschnitt einer Länge von 42,5 µm 
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Abb. A5 Einfluss des Knockdowns der PKCη 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 für 15 Minuten mit PMA stimuliert. Die Zellen wurden mit Methanol 

fixiert. PKP3 ist grün, DSP und PKP1 je rot und die Zellkerne blau dargestellt. Ein Bild entspricht 

einer Länge von 136 µm, der vergrößerte Ausschnitt einer Länge von 42,5 µm 
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Abb. A6 Vergleich der PKP3-Sequenz in Maus und Mensch 

RXXS/T-Motive sind in rot markiert.  
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PMA 

Sequenzabdeckung 54,7 % 

Sotrastaurin 
Sequenzabdeckung 48,8 % 

Abb. A7 Sequenzabdeckung von PKP3 aus der Messung der Facility Massenspektrometrie Halle (Saale)  

Der nachgewiesene Bereich von PKP3 ist grün markiert, Phosphorylierungen sind Rot dargestellt.    



 

134 
 

 

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.  

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 pxl 

lange Linie über den lateralen Bereich, durch den trizellulären bis ins Zytoplasma gelegt. Der 

Mittelwert aller Messungen ist grafisch für die jeweilige Behandlung/Linie dargestellt.   
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6.3. Listen  

6.3.1. Geräte-Liste 

 

Biometra Trio PCR Thermocycler  Analytik Jena; Jena; Deutschland  

Biometra Standard Power Pack P25  Analytik Jena; Jena; Deutschland 

Bio-Rad Mini-Trans-Blot® Cell   Bio-Rad; München; Deutschland 

Bio-Rad Power Pack HC 250 V   Bio-Rad; München; Deutschland 

Electrophoresis Power Supply Consort EV231 Sigma Aldrich; St. Louis; USA 

Fusion-SL 3500.WL Imaging System  Peqlab; Erlangen; Deutschland 

Heracell 240i CO2-Inkubator   Thermo Fischer Scientific; Waltham; USA 

Heraeus Biofuge Stratos Zentrifuge  Thermo Fischer Scientific; Waltham; USA 

Heraeus Cytosperm 2 CO2-Inkubator  Thermo Fischer Scientific; Waltham; USA 

Heraeus Pico 17 Zentrifuge   Thermo Fischer Scientific; Waltham; USA 

Hettich Mikro 220 R Zentrifuge    Hettich GmbH & Co. KG; Tuttlingen; Deutschland  

Hettich Universal 320R Zentrifuge  Hettich GmbH & Co. KG; Tuttlingen; Deutschland 

Hettich 1617 Rotor    Hettich GmbH & Co. KG; Tuttlingen; Deutschland 

Hettich 1195-A Rotor    Hettich GmbH & Co. KG; Tuttlingen; Deutschland 

Infinite M PLEX     Tecan; Männedorf; Schweiz  

Labnet Heitzblock D1302-230 V   Labnet Internationals; Edison; USA 

Magnet-Rührer RH basic 2   IKA; Staufen; Deutschland  

Milli-Q Direct 8  Wasseraufbereitung  Merck; Darmstadt; Deutschland 

Nikon DS-L4 Steuereinheit   Nikon; Minato; Japan 

Nikon Eclipse E600 Mikroskop   Nikon; Minato; Japan 

Nikon Eclipse Ts2 Mikroskop   Nikon; Minato; Japan 

PerfektBlue Semi-dry Blotter   Peqlab; Erlangen; Deutschland 

Perfection V600 Photo scanner   Epson; Suwa; Japan 

pH Enomenal     VWR; Radnor; USA 
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Primovert Zeiss Mikroskop   Carl Zeiss; Jena; Deutschland 

Roche LightCycler 480 Real-Time PCR  Roche; Basel; Schweiz 

Rotator 34528     Snijders Scientifics; Tilburg; Niederlande 

Stuart Rotator SB3     Bibby Scientifics; Staffordshire; UK   

Thermomixer HLC    Science Service GmbH; München; Deutschland 

Thermomixer comfort  Eppendorf; Hamburg; Deutschland 

UV-Tisch  bts Biotech Trade & Service GmbH; Kraichtal; 

Deutschland  

Vortex-Genie 2  Scientific Industries; New York; USA 

VWR® Power Source 250 V  VWR; Radnor; USA  

VWR® Rocker Plattform  VWR; Radnor; USA   

Wasserbad Laura Aqualine Al 18  Lauda; Königshofen; Deutschland 

 

 

6.3.2. Software-Liste 

 

BioRender     BioRender.com (2021) 

Fusion Software v17    Peqlab; Erlangen; Deutschland 

ImageJ Fiji 1.53c  ImageJ; Wayne Rasband;  Open Source (Schindelin et 

al., 2012) 

LightCycler 480 Software 1.5   Roche; Basel; Schweiz 

Microsoft Office 2016    Microsoft Corporation; Redmond; USA 

Microsoft Paint 2004    Microsoft Corporation; Redmond; USA  

NIS-Elements AR 4.12.00    Nikon; Minato; Japan 

NIS-Elements L     Nikon; Minato; Japan 

Origin 8.5.1     Origin Lab; Northampton; USA  

PhotoScape 3.7     Mooii Tech; Korea 

Tecan i-control     Tecan; Männedorf; Schweiz 
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