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1 EINLEITUNG

1.1 Die Autoimmunerkrankung Epidermolysis bullosa acquisita

Die Epidermolysis bullosa acquisita (EBA) ist eine Blasen bildende Autoimmunerkrankung
der Haut, bei der Antikorper gegen das korpereigene Protein Kollagen Typ VII in der Haut
gebildet werden (Woodley, Briggaman et al. 1984). Betrachtet man die einzelnen
Hautschichten, so wird die Epidermis durch die Basalmembran von der Dermis abgegrenzt.
Diese Membran wird auch als dermal-epidermale Junktionszone bezeichnet. Hier befindet
sich das Kollagen Typ VII, das in Form von Verankerungsfibrillen die beiden Schichten
miteinander verbindet. Es spannt sich von der Basallamina der Epithelzellen bis zur Lamina
reticularis. Letztere besteht aus Bindegewebe vom Kollagen Typ III, um welches sich das
Kollagen Typ VII wickelt. Kollagen Typ VII ist aus drei a-Ketten aufgebaut, die eine kollagene
Triple-Helix bilden. Diese wird von zwei nicht-kollagenen (NC) Dominen flankiert: NC1 am
Amino-Terminus und NC2 am Carboxy-Terminus. Zwei solcher Monomere dimerisieren
antiparallel (Abbildung 1A) und aggregieren schliefllich zu mehreren Dimeren als
Ankerfibrille (Bruckner-Tuderman 2009). Die Bindung der Antikorper an die NC1-Domine
des Kollagens Typ VII (Jones, Hunt et al. 1995) fithrt zum Abbau des Proteins und schlieSlich
zur Entstehung von Blasen, die auf der Ablosung der Epidermis von der Dermis beruht. Die
Erkrankung gehort zu einer der vier Gruppen der Epidermolysis bullosa. Die Pravalenz dieser
seltenen Erkrankung wird mit etwa 0,2 pro 1 Million Einwohner angegeben (Ishii, Hamada et

al. 2010).

Der Blasenbildung liegen mehrere Prozesse zugrunde: Nach der Bindung der zirkulierenden
Antikorper an das Kollagen Typ VII kommt es zur Aktivierung des Komplementsystems
(Sitaru, Kromminga et al. 2002; Mihai, Chiriac et al. 2007). Dies fithrt wiederum zur
Anlockung und Einwanderung von Neutrophilen sowie der Freisetzung von reaktiven
Sauerstoftspezies (ROS) (Klos, Tenner et al. 2009), die ebenfalls zur Schadigung des Gewebes
beitragen (Sitaru and Zillikens 2005). Da das Kollagen Typ VII die Epidermis mit der Dermis

verbindet, fithrt seine Zerstorung zur Losung dieser beiden Gewebsschichten voneinander
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und zur Abhebung der Epidermis von der Dermis in Form einer Blase (Woodley, Briggaman
et al. 1984; Lapiere, Woodley et al. 1993; Ishii, Hamada et al. 2010) (Abbildung 1B). Wéhrend
an der Entstehung der Erkrankung nur das Immunsystem beteiligt ist, indem spezifische
Antikorper von B-Zellen produziert werden, spielt im weiteren Verlauf der Erkrankung auch

die Wundheilung eine Rolle.
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Abbildung 1: Der Aufbau des Proteins Kollagen Typ VIl und Angriff des Proteins wahrend der
EBA-Erkrankung. A: Schematische Darstellung eines Kollagen Typ VII-Dimers (rechts), welches aus zwei
antiparallel an der NC2-Domane verbundenen Triple-Helices aus a-Ketten besteht, wobei die NC1-Domanen
nicht miteinander verbunden sind. B: Mehrere dieser Dimere bilden Ankerfibrillen (links), welche in der
dermal-epidermalen Junktionszone (DEJ) die Dermis mit der Epidermis verbinden. Wahrend der Entstehung
der EBA wandern Antikorper (lila) in die Haut ein (Mitte) und binden an die NC1-Domanen. Dies flihrt zur
Aktivierung und Bindung des Komplementsystems (griin), zur Anlockung und Einwanderung von
Granulozyten (orange) sowie zur Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). Diese tragen zur
Gewebsschadigung bei und es kommt zur Abhebung der Epidermis von der Dermis in Form einer Blase
(rechts).
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Aktuell steht nur eine begrenzte Anzahl an Behandlungsmadglichkeiten zur Verfiigung, die
teils mit erheblichen Nebenwirkungen einhergehen (Bernard, Vaillant et al. 1995; Ishii,
Hamada et al. 2010; Kim, Kim et al. 2011). Neben der Behandlung mit systemischen Steroiden
sowie mit Immunsuppressiva wie Azathioprin oder Zytostatika wie Cyclophosphamid und
Methotrexat (Remington, Chen et al. 2008) gibt es auch neue Therapien, die sich starker auf
die Ursache der Erkrankung fokussieren. So wird durch die Behandlung mit i.v.
Immunglobulinen (IVIG) das Immunsystem moduliert (Schwab and Nimmerjahn 2013),
auch wenn hierbei noch nicht alle Mechanismen genau geklart sind (Furue, Iwata et al. 1986;
Kofler, Wambacher-Gasser et al. 1997; Engineer and Ahmed 2001). IVIG ist ein Blutprodukt,
welches Immunglobuline mehrerer tausend Spender enthélt (Sokos, Berger et al. 2002). Auch
der Einsatz des neuen Therapeutikums Rituximab (Schmidt, Benoit et al. 2006; Niedermeier,
Eming et al. 2007), eines monoklonalen Antikorpers gegen das B-Zell-Antigen CD20, ist
vielversprechend. Die B-Zellen, darunter auch die Antikorper-produzierenden B-Zellen,
werden durch die Behandlung depletiert. Es werden unterschiedliche Mechanismen
diskutiert, die dieser Funktionsweise zugrunde liegen: die Komplement-abhingige
Zytotoxizitdit und die Antikorper-abhingige Zell-vermittelte Zytotoxizitit (Zhou, Hu et al.

2008).

Schliefilich lassen sich bei der sogenannten Immunadsorption die Antikorper aus dem Plasma
des Patienten iiber Adsorber entfernen. Dazu wird der Patient einem Therapieverfahren
unterzogen, bei dem sein Blutplasma aus dem Blutkreislauf abgetrennt und iiber Adsorber
geleitet wird. Dort wird es von den Antikorpern gereinigt, indem diese an spezifisch
generierte Sdulen mit einer hohen Bindungsaffinitdt binden. Anschlief}end wird es wieder
dem Patienten zugefithrt. Diese Behandlung fithrt oft bereits nach wenigen Wochen zur
Abheilung der Lasionen. In der Regel sind mehrere Therapieblocke im Abstand von drei bis
vier Wochen nétig (Schmidt 2009). Da der Korper weiterhin Immunglobuline produziert,
muss die Behandlung regelmiflig wiederholt werden und wird in der Regel mit anderen

Therapeutika wie Rituximab kombiniert (Niedermeier, Eming et al. 2007).



EINLEITUNG

1.1.1 Modelle zur Untersuchung der EBA

Aufgrund der begrenzten Therapiemoglichkeiten ist es nétig, die Krankheitsentstehung besser
zu verstehen, um neue Ansitze fiir Therapieformen zu finden. Um die Pathogenese dieser
Erkrankung zu untersuchen, kann man auf verschiedene Modelle zuriickgreifen (Sitaru,
Kromminga et al. 2002; Sitaru, Mihai et al. 2005; Sitaru, Chiriac et al. 2006; Sitaru 2007;
Bieber, Sun et al. 2010). Bei den Tiermodellen stehen das aktive und das passive Modell zur

Verfiigung, die sich im Hinblick auf die erforschten Phasen der Erkrankung unterscheiden.

Das aktive Modell umfasst die Induktionsphase und die Effektorphase der EBA. Die
Erkrankung wird in der Maus induziert, indem sie mit einem rekombinanten Fragment der
NCI1-Domaéne des Kollagens Typ VII immunisiert wird. Dazu muss die kdrpereigene Toleranz
durchbrochen werden. Erreicht wird dies durch den Einsatz des Adjuvans’ Titermax, welches
das Immunsystem aktiviert (Bennett, Check et al. 1992). Nach der einmaligen oder
wiederholten Immunisierung wird das korpereigene Kollagen Typ VII als ,.fremd“ angesehen,
und es kommt zur Aktivierung von T- und B-Zellen sowie zur Keimzentrumsbildung.
B-Zellen produzieren schliellich Autoantikorper (Sitaru, Chiriac et al. 2006). Auf diese
Induktionsphase der Erkrankung folgt die Effektorphase, die unter Ziffer 1.1.2 genauer
beschrieben wird. Kurz zusammengefasst zirkulieren in dieser Phase die Antikorper in der
Maus und binden schliefllich an das korpereigene Kollagen Typ VII in der Haut. Dieses wird
abgebaut, zudem werden Neutrophile angelockt, die ROS freisetzen und somit das Gewebe
schidigen. Zuletzt kommt es zur Trennung der Epidermis von der Dermis und damit zur

Blasenbildung.

Beim passiven Modell wird demgegeniiber alleine die Effektorphase reproduziert (Sitaru,
Mihai et al. 2005). Die Antikorper miissen dazu im Vorfeld aus Kaninchen gewonnen werden,
die mit einem rekombinanten Fragment des murinen Kollagens Typ VII immunisiert wurden.
Die aufgereinigten Kaninchen-Antikdrper werden der Maus wiederholt injiziert. Wie beim
aktiven Modell binden diese zirkulierenden Antikdrper an das Protein in der Haut, fithren zu

seinem Abbau sowie zur Gewebsschiadigung, die schliefSlich in der Blasenbildung miindet.
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Neben den in vivo-Tiermodellen gibt es auch in vitro-Modelle, die sich noch spezifischer auf
die Effektorphase konzentrieren (Sitaru, Kromminga et al. 2002) und vor allem die
Untersuchung von Patientenserum ermdglichen. Sie basieren auf Kryoschnitten der Haut
(z.B. neonatale Vorhaut), auf welcher Patientenserum oder Antikorperpriparationen
aufgetragen werden. Um die Einwanderung von Granulozyten zu ermdglichen, miissen diese
zundchst aus gesunden Spendern gewonnen werden und extern auf den Schnitt gegeben
werden. In der Folge kommt es auch in diesem Modell zu einer Abspaltung von Dermis und

Epidermis.

1.1.2 Effektorphase und adaptives Immunsystem wihrend der EBA

In der Effektorphase des aktiven EBA-Modells entstehen durch die Bindung der gegen
Kollagen Typ VII gerichteten Antikdrper an das Kollagen Komplexe, die vom Immunsystem
der Maus als ,,Nicht-Selbst erkannt werden. Durch dieses ,,Danger®-Signal werden Zellen des
adaptiven Immunsystems angelockt: Patrouillierende T-Zellen sowie unspezifische
Leukozyten wandern ein. Neutrophile bilden ROS und unter Einwirkung von Enzymen wird
ein Teil des Komplexes abgebaut (Delves and Roitt 2000), aufgenommen und von
Dendritischen Zellen im Lymphknoten présentiert. Dort werden T-Zellen geprimt und
wandern in die Haut ein, wo sie das Antigen ein zweites Mal présentiert bekommen.
Hierdurch werden sie aktiviert und proliferieren. Sobald das Antigen présentiert wird, werden
Antigen-spezifische T-Zellen rekrutiert. Diese agieren als ,Pionierzellen® am Ort der
Entziindung und rekrutieren nach Antigenkontakt weitere T-Zellen sowie Neutrophile
(Ghani, Feuerer et al. 2009). Daraufhin kommt es, auch unter der Ausschiittung von
Chemokinen und weiteren Mediatoren, zu einer vollstindig ausgeprigten
Entziindungsreaktion. T-Zellen spielen dabei eine Rolle: So fithrt der Transfer von T-Zellen
aus SJL-Méusen in SJL-Nacktméause zur Produktion autoreaktiver Antikorper (Sitaru, Chiriac
et al. 2006; Sitaru, Sesarman et al. 2010). Auch beim EBA-Modell, welches auf der
Immunisierung mit vVWFA2 (von-Willebrand-Faktor A-dhnliche Doméne 2) basiert, spielen
CD4* T-Zellen nach der Induktion durch Antigen-prasentierende Zellen eine grofle Rolle

(Iwata, Bieber et al. 2013). Weiterhin haben die Neutrophilen eine wichtige Funktion (Gupta,
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Woodley et al. 2012; Ludwig 2013), wihrend Mastzellen nicht in jedem EBA-Modell von
Bedeutung sind (Sitaru 2007; Kim and Kim 2013). In den ersten Stunden der Entziindung
sind weitere Mediatoren in die Rekrutierung der Zellen involviert, zu einem spiteren
Zeitpunkt der Entziindung (zwischen zwei und fiinf Tagen) spielt IFN-y eine grofle Rolle
(Ghani, Feuerer et al. 2009). Insgesamt sollen T-Zellen das Milieu im Gewebe modulieren und
somit zur Entziindung beitragen. Die Anhdufung von Antigen-spezifischen T-Zellen ist
entweder auf eine Retention dieser im Gewebe zuriickzufithren (Debes, Arnold et al. 2005)
oder auch auf eine Expansion der Population (Jenkins, Khoruts et al. 2001). Dendritische
Zellen wandern von der entziindeten Haut bis in den Lymphknoten, aktivieren
Antigen-spezifische T-Zellen und rekrutieren diese an den Ort der Entziindung (Dudda and
Martin 2004; Sigmundsdottir and Butcher 2008). Eine Proliferation der Antigen-spezifischen
T-Zellen kann sowohl am Ort der Entziindung als auch im Lymphknoten nachgewiesen
werden. Diese T-Zellen werden dann auch in die Blutlaufbahn entlassen und konnen
zirkulieren (Doebis, Menning et al. 2011). Die lokal proliferierenden Zellen werden hingegen
im Gewebe zuriickgehalten. Die Wanderung vom Gewebe in den drainierenden
Lymphknoten wird in Zusammenhang mit CCR7 gebracht. Wird dieser nur unzuldnglich
oder gar nicht exprimiert, bleiben die T-Zellen im Gewebe ,gefangen® (Debes, Arnold et al.

2005).

Die voranstehende Ausfilhrung beschreibt die Effektorphase und die Beteiligung des
adaptiven Immunsystems daran im aktiven Modell. Ob das adaptive Immunsystem auch eine
Rolle wihrend der Effektorphase im passiven Mausmodell spielt, ist bislang ungeklért. Es ist
daher von besonderem Interesse, dieser Frage im passiven Modell nachzugehen. Dazu wird
ein experimenteller Ansatz gewihlt, der sich rein mit der Effektorphase der Erkankung
beschiftigt. Das bereits beschriebene in vitro-Modell, das auf Kryoschnitten basiert, kommt
durch seine hohe Spezifizierung nicht infrage. Es bietet keine Moglichkeit zur Erforschung der

Zellen des adaptiven Immunsystems.
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1.1.3 Neben Zytokinen relevante Molekiile bei der EBA
Neben verschiedenen Zytokinen sind weitere Molekiile am Entziindungsprozess in der Haut
beteiligt. Die wichtigsten in diesem Zusammenhang, die auch im Verlauf der Arbeit

untersucht werden sollen, seien im Folgenden kurz vorgestellt.

IL-1p gilt als proinflammatorisches Zytokin und wird von hdmatopoetischen Zellen
produziert, wobei die inaktive Vorstufe durch Caspase-1 in ihre aktive Form gespalten werden
muss (Fantuzzi and Dinarello 1999). Es ist an einer Vielzahl von angeborenen und adaptiven
Immunprozessen beteiligt, unter anderem an der Rekrutierung von Leukozyten sowie der

Lebensdauer und der Effektorfunktion von Neutrophilen (Garlanda, Dinarello et al. 2013).

IL-4 wird von T-Zellen, vor allem von Th2-Zellen, und Mastzellen exprimiert. Es fordert die
Differenzierung von ThO-Zellen in Th2-Zellen (Kaplan, Schindler et al. 1996). Auflerdem ist
es an der Aktivierung von B-Zellen sowie dem Immunglobulin-Klassenwechsel beteiligt. IL-4
induziert dabei das fiir den Klassenwechsel benotigte Enzym AID (activation-induced cytidine

deaminase) (Dedeoglu, Horwitz et al. 2004).

IL-10 wird von Monozyten und Th2-Zellen produziert und wirkt hemmend auf die
Makrophagenfunktion. Es wurde auch der schiitzende Effekt von IL-10 auf die
Autoimmunerkrankung Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) in der Maus
beschrieben (Fillatreau, Sweenie et al. 2002). Dabei stammte das IL-10 von

Antigen-spezifischen B-Zellen, die zuvor T-Zell-abhangig aktiviert worden waren.

IL-17 ist ein proinflammatorisches Zytokin, das von verschiedenen T-Zellen wie Th17-Zellen,
aber auch von Natiirlichen Killerzellen und Neutrophilen produziert wird. Es reguliert die
Expression proinflammatorischer Zytokine hoch, ist an der Rekrutierung von Neutrophilen
an den Entziindungsort beteiligt und wird vor allem in Zusammenhang mit verschiedenen

Autoimmunerkrankungen gebracht (Waite and Skokos 2012).

IFN-y wird von aktivierten T-Zellen und Natiirlichen Killerzellen freigesetzt und ist in

verschiedenster Weise an der Immunantwort beteiligt: Unter anderem werden Antigene
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vermehrt von Antigen-prasentierenden Zellen prasentiert und fithren so zur Erkennung und
Zerstorung von Pathogenen (Larkin, Ahmed et al. 2013). Dabei spielt die Ausgewogenheit
dieses Signalwegs eine wichtige Rolle, da ein exzessives Signal mit Autoimmunerkrankungen
wie Systemischer Lupus erythematodes in Verbindung gebracht werden konnte (Baechler,
Batliwalla et al. 2003). Es gilt als charakteristisches Zytokin einer Thl-Antwort (Perona-

Wright, Mohrs et al. 2010).

Gr-1 ist ein Molekiil, das auf der Oberfliche von Neutrophilen (Granulozyten) exprimiert
wird. Es gehort zur Ly6-Familie (Fleming, Fleming et al. 1993). Diese umfasst die beiden
Molekiile Ly6C und Ly6G, welche auf murinen Neutrophilen vorkommen und an die der
Gr-1-Antikorper RB6-8C5 bindet. Wéhrend es Nachweise fiir die Beteiligung von Ly6C am
Homing von CD8* T-Zellen gibt (Hickey 2012), scheint Ly6G womdglich eine Rolle fiir die

Fahigkeit von Neutrophilen zur Rekrutierung zu spielen (Wang, Bair et al. 2012).

Der CC Chemokinrezeptor 5 (CCR5) wird von T-Zellen exprimiert und ist beteiligt an der
chemotaktischen Anlockung von Leukozyten an Entziindungsorte, insbesondere der
Rekrutierung von Makrophagen, T-Zellen und Monozyten (de Oliveira, Oda et al. 2014). Die
Expression des Rezeptors konnte auch auf regulatorischen T-Zellen nachgewiesen werden
(Bystry, Aluvihare et al. 2001). Hingegen wird eine Expression abhédngig von der Polarisierung
Richtung Th1 und Th2 kontrovers diskutiert (Bonecchi, Bianchi et al. 1998; Sallusto, Lenig et
al. 1998). Werden T-Zellen aktiviert, kommt es auch zur Hochregulierung der Expression
dieses Rezeptors. Dies ermdglicht den aktivierten T-Zellen die Einwanderung in das

entziindete Gewebe.

FcyR2b ist ein inhibierender Rezeptor, der auf allen Zellen des Immunsystems, bis auf
T-Zellen und Natiirliche Killerzellen, exprimiert wird (Nimmerjahn and Ravetch 2006). Die
Unterscheidung in die inhibierende oder aktivierende Eigenschaft des Rezeptors hingen mit
dem von ihm getriggerten Signalweg zusammen. So reguliert dieser Rezeptor auf B-Zellen die
aktivierenden Signale, die {iber den B-Zell-Rezeptor verarbeitet werden (Nimmerjahn and

Ravetch 2008).
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FcyR4 hingegen ist ein aktivierender Rezeptor in der Maus, der auf Neutrophilen, Monozyten,
Makrophagen und Dendritischen Zellen exprimiert wird und von Thl-Zytokinen wie IFN-y

hochreguliert wird (Nimmerjahn and Ravetch 2006).

1.1.4 Beeinflussung der Wundheilung wihrend der EBA

Therapieformen wie das zuvor genannte IVIG-Verfahren geben einen Hinweis auf das
Potential der vielfaltigen Immunmodulation bei EBA-Patienten. Daher kdnnte ein Ansatz, um
die Wundheilung zu modulieren, in der Anwendung verschiedener Proteine bestehen, die auf
das Zytokinmilieu und die Immunzellen wirken. Dafiir wurde eine kommerziell erhaltliche
Priparation aus Komplexen intrazellulirer Proteine und Nukleinsduren ausgewdhlt, die unter
normalen Umstinden nicht in das umgebende Gewebe gelangen. Diese Komplexe aus
Proteinen und Nukleinsiduren wurden in den 1980er Jahren am Friedrich-Loeffler-Institut
entdeckt und unter der Bezeichnung RiV (Reaktionsmuster in Vertebratenzellen) bekannt
(Solisch 1986). Es handelt sich um Partikel mit einem Durchmesser zwischen 30 und 70nm,
die in ihrer Erscheinung Exosomen #hneln. Nachdem Vertebratenzellen (Zellen aus der
Kilberniere) durch Néhrstoffmangel unter Stress gesetzt wurden, konnte man oben genannte
Partikel in Ultradiinnschnitten nachweisen. Zu der Priparation isolierter Partikel liegen
bisher kaum breit angelegte Studien vor. Sie wurden im Tiermodell als experimenteller
Impfstoft bei laryngealer Papillomatose (Brandt, Christoph et al. 1980), Maul- und
Klauenseuche in Meerschweinchen (Solisch, Nockler et al. 1986), Mammakarzinom der Maus
(Solisch, Wazel et al. 1987) und murinem Myelom eingesetzt. Auch bei - meist
austherapierten - AIDS-, Krebs- und Hepatitis C-Patienten kam es in einigen Féllen zur
Anwendung (Liebermann, Sietmann et al. 2005; Liebermann and Miiller 2008). Diese
Priparation, im Folgenden als Protein-Nukleinsduren-Komplexe (PNACs) bezeichnet, enthalt

unter anderem Heat Shock Proteine.
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1.2 Fragestellung

Fiir die vorliegende Arbeit ergeben sich daher zwei Fragestellungen:

Es soll untersucht werden, ob das adaptive Immunsystem, wie im aktiven Modell bereits
bekannt, auch im passiven Modell beteiligt ist. Im passiven Modell wird - anders als im
aktiven — nur die Effektorphase der EBA-Erkrankung reproduziert. So kommt es nach der
Injektion von Kaninchen-Antikdrpern zur Bindung an das Antigen, zur Aktivierung des
Komplementsystems und letztlich zu einer Entziindung. Da es aber im passiven Modell zu
einer zeitlichen Verzogerung von etwa vier bis sechs Tagen zwischen der Injektion der
Antikorper und der Ausbildung der Wunden kommt, stellt sich dariiber hinaus die Frage,
worauf diese Beobachtung zuriickzufithren ist. Womdglich konnten T-Zellen fiir die
beschriebene Verzogerung verantwortlich sein. Daher soll weiterhin analysiert werden, ob

und welche Rolle T-Zellen in diesem Modell spielen.

Im zweiten Teil der Arbeit soll geklart werden, ob es moglich ist, itber PNACs Einfluss auf die
Wundheilung zu nehmen. Der Schweregrad der EBA-Erkrankung hangt von zwei Faktoren
ab: der Pathologie der Erkrankung und dem Grad der Wundheilung. Bei einer starken
Auspriagung der Blasen und Wunden verschlimmert sich das Gesamterscheinungsbild. Liegt
hingegen ein hohes Maf} an Wundheilung vor, verbessert sich das Gesamterscheinungsbild.
Daher bietet die Wundheilung einen mdglichen Angriffspunkt, um die Erkrankung
modulieren zu konnen. Dabei sollen Komplexe aus intrazelluldiren Proteinen und

Nukleinsdauren (PNACs) zur Anwendung kommen.
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2 MATERIALIEN UND METHODEN

2.1 Materialien

2.1.1 Mause

Fir die Experimente mit Mdusen wurden weibliche Mduse vom Stamm C57BL/6NCrl
verwendet. Die Mduse wurden im Alter von zehn Wochen von Charles River Laboratories
(Charles River WIGA GmbH, Sulzfeld) bezogen. C57BL/6Ly5.1-Méuse stammten aus eigener
Zucht (Prof. Dr. med. Jirgen Westermann, Universitit zu Liibeck). Fiir korperliche
Untersuchungen wurden die Tiere narkotisiert (Aqua dest., 5mg/ml Ketanest S, 1,5mg/ml
Rompun, steril filtriert) und die Augen vor dem Austrocknen mit Bepanthen Augensalbe

geschiitzt. Die Totung erfolgte mit Kohlenstoffdioxid.

Die Tiere wurden aufgrund folgender Tierversuchsantrage genehmigt:

Tierversuchsanzeige: ,,Einfluss einer mechanischen Reizung der Haut auf die Entstehung von
autoimmuninduzierten Blasen - Untersuchungen am passiven Mausmodell der EBA®

(61-4/12), Antragsteller: Dr. rer. nat. Kathrin Kalies.

Tierversuchsanzeige: ,Modulation des Verlaufs einer Autoimmunerkrankung der Haut -
Untersuchungen am passiven Mausmodell der EBA®“ (195-10), giiltig bis 30.12.2013,

Antragsteller: Dr. rer. nat. Kathrin Kalies.

Tierversuchsanzeige zur Organentnahme: ,,Identifikation von relevanten Zellen und Faktoren
bei der Epidermolysis bullosa acquisita (V 312-772241.12271 / 9277 / 09), giiltig vom
15.07.2010, Antragsteller: Prof. Dr. med. Jirgen Westermann, Stellvertreter: Prof. Dr. med.

Peter Konig.

Die Tiere wurden geméf3 dem Tierschutzgesetz Schleswig-Holstein gehalten.
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2.1.2 Medien, Puffer und Stocklésungen

10x Stocklosung Phosphat-

gepufferte Saline (PBS)

10x Stocklosung Tris-gepufferte

Saline (TBS)

10x Stocklosung Tween-20

APAAP-Substrat (100ml)

DEPC-H,O

Eindeckmittel fiir
Fluoreszenzfarbung Mowiol

(Gebrauchslosung)

MACS-Puffer

TBS-Tween

Dulbecco’s Phosphate-Buffered

Saline (DPBS)

Williams’ E Kulturmedium

Aqua bidest, 2,5mM KCl, 1,5mM KH,PO,, 140mM

NaCl, 6,5mM Na,HPO,, pH 7,25 (mit HCI)

Aqua dest., 0,5M Tris, 1,5M NaCl, pH 7,6 (mit HCI)

Aqua dest., 5% Tween-20

0,02g Naphthol AS-MX Phosphat, 2ml N,N-
Dimethylformamid, 98ml 0,1M Tris pH 8,2, 100ul 1M

Levamisol

Aqua bidest., 0,1% DEPC

12g Mowiol in 30ml Aqua dest. 16sen, 60ml 0,2M Tris
Puffer (in Aqua dest., pH 8,5 mit HCI eingestellt) dazu
geben, iiber Nacht rithren; Losung im Wasserbad
rithren, dabei langsam auf 90°C erhitzen, bei dieser
Temperatur 45 Minuten rithren; langsam auf 50°C
abkiihlen lassen und 24ml fluoreszenzfreies Glycerin
vorsichtig unterrithren, mit 1IN NaOH auf pH 8,5

einstellen

PBS, 2mM EDTA, 0,5% BSA

TBS, 0,05% Tween® 20

Hxx-502 PAA Laboratories GmbH,
Colbe
#F1115 Biochrom AG, Berlin
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2.1.3 Antikorper fiir FACS-Firbung

Alexa Fluor® 647 Rat-Anti Mouse #557684 BD Biosciences Pharmingen,
CD19 (1D3) Heidelberg
PE Hamster Anti-Mouse TCR #553172 BD Biosciences Pharmingen,
Chain (H57-597) Heidelberg

2.1.4 Antikorper fiir immunhistologische Praparate

Hamster Anti-Mouse FcgRIV Falk Nimmerjahn,

(Clone 9E9) Universitdt Erlangen,
Erlangen

Hamster Anti-Mouse TCR-3 553169 BD Biosciences Pharmingen,

(biotinyliert) Heidelberg

Mouse Anti-Human CD31 M 0823 Dako Denmark A/S,

Glostrup, Danemark

Rat Anti-Mouse B220 01121 BD Biosciences Pharmingen,
Heidelberg

Rat Anti-Mouse F4/80 ab6640 Abcam plc, Cambridge,
GrofSbritannien

Rat Anti-Mouse Ki-67 M 7249 Dako Denmark A/S,

(Clone TEC-3) Glostrup, Danemark

Goat Anti-Mouse C3 0855500 MP Biomedicals GmbH,

(Fluoreszein-gekoppelt) Heidelberg
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Goat Anti-Mouse IgG1

(Alexa Fluor® 555-gekoppelt)

Goat Anti-Mouse IgG2c

(FITC-gekoppelt)

Red Goat Anti-Mouse IgG-

Rhodamine

Rabbit Anti-Mouse IgG

(FITC-gekoppelt)

Rat Anti-Mouse IgG1

(FITC-gekoppelt)

Rat Anti-Mouse IgG2b

(FITC-gekoppelt)

Rabbit Anti-Mouse

Rabbit Anti-Rat (biotinyliert)

ExtrAvidin®-Alkaline Phosphatase

ExtrAvidin®-Peroxidase

A21127

A90-136F

115-285-062

F 0261

553443

553395

70259

E 0468

E2636

E2886

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Bethyl Laboratories, Inc.,

Montgomery, TX, USA

Jackson ImmunoResearch
Europe Ltd., Newmarket,

Suffolk, Grof8britannien

Dako Denmark A/S,

Glostrup, Danemark

BD Biosciences Pharmingen,

Heidelberg

BD Biosciences Pharmingen,

Heidelberg

Dako Denmark A/S,

Glostrup, Danemark

Dako Denmark A/S,

Glostrup, Danemark

Sigma-Aldrich Chemie

GmbH, Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie

GmbH, Steinheim
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2.1.5 Verbrauchsmaterialien

6-Well Gewebekulturplatten

96-Well Multiply*-PCR Platten,

Polypropylen

Bepanthen® Augen- und Nasensalbe

Biopsiestanzen, 2mm (REF 48201, PZN

3010542)

Biopsiestanzen, 4mm (REF 48401, PZN

3010631)

Combitips, unsteril

Deckglaschen

Einwegspritzen 1ml, steril (BD PlastiPak™)

FACS-Rohrchen, 5ml, steril

Falcon-Gefiaf3e, 15ml und 50ml

Glasobjekttrager Superfrost ISO 8037/1

Handschuhe Safeskin Satin plus

Injektionskaniilen, 0,45 x 13mm

(BD Microlance™ 3)

Sarstedt AG & Co., Numbrecht

Sarstedt AG & Co., Niumbrecht

Bayer Vital GmbH, Leverkusen

KAI Europe GmbH, Solingen

KAI Europe GmbH, Solingen

Eppendorf AG, Hamburg

Menzel Glasbearbeitungswerk GmbH & Co

KG, Braunschweig

BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg

BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg

BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg

Menzel Glasbearbeitungswerk GmbH & Co

KG, Braunschweig

Kimberly-Clark GmbH, Mainz

BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg

16



MATERIALIEN UND METHODEN

Injektionskaniilen Sterican®, Gr. 18

Insulinspritzen 1ml (BD Micro-Fine™+

Insulinspritzen)

Kryoréhrchen

Petrischalen, 10cm

Pipettenspitzen 20pl, 100ul, 200pl, 1000ul
Reaktionsgefifle, 1,5ml, Polypropylen
Reaktionsgefife, 2ml Safe Seal

Protein G Sepharose Fast Flow Column

chromatography

Safe Lock Tubes, 1,5ml

Serologische Pipetten (1, 2, 5, 10, 25ml)
Spritzenfilter PET, 0,2um

Steritop-GP, 0,22pm (vakuumbetriebener

Flaschenaufsatzfilter)

2.1.6 Ubrige Reagenzien

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg

Nunc A/S, Roskilde, Danemark

Sarstedt AG & Co., Numbrecht

Sarstedt AG & Co., Niumbrecht

Sarstedt AG & Co., Numbrecht

Sarstedt AG & Co., Niumbrecht

Merck KGaA, Darmstadt

Eppendorf AG, Hamburg

Sarstedt AG & Co., Numbrecht

C. Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Merck Millipore, Billerica, MA, USA

Aceton 9372.5 C. Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe
Amphotericin (Fungizone) #15290-026 Gibco, Darmstadt
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BK-RiV

Bovines Serumalbumin (BSA)

Chloroform

DAB (3,3'-Diaminobenzidin)

(Substrat-Chromogen System:

DAB+ Chromogen, DAB+

Substratpuffer)

DAPI

DEPC

dNTP-Mix (10mM)

EDTA

Einbettmedium, Shandon

Cryomatrix Embedding resin

Einbettmedium, Tissue-Tek®

0O.C.T.™ Compound

Eindeckmittel, Aquatex®

Eindeckmittel, Entellan®

A4503

1024312500

K 3468

20-301

67-690-06

#4583

108562

107960

Varicula Biotec GmbH,

Teterow

Sigma-Aldrich Chemie

GmbH, Steinheim

Merck KGaA, Darmstadt

Dako Denmark A/S,

Glostrup, Danemark

Roche Diagnostics GmbH,

Mannheim

Sigma-Aldrich Chemie

GmbH, Steinheim

PEQLAB Biotechnologie

GmbH, Erlangen

Serva GmbH, Heidelberg

Thermo Scientific, Karlsruhe

Leica Instruments, Nussloch

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt
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Eindeckmittel, Fluoromount-G

Ethanol, 70% und 100%

Fast Blue

Fast Red

Fettstift, Dako Pen

First Strand Buffer, 5x

Formaldehyd

Formamid

FTY720

Glutaraldehyd

Glycerin fiir die

Fluoreszenzmikroskopie

Glycin

0100-01

F3378

F2768

S$2002

1039992500

F7503

10006292,

CAS 162359-56-0

23114.01

104095

SouthernBiotechnology
Associates, Inc., Birmingham,

AL, USA

C. Roth GmbH & Co. KG,

Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie

GmbH, Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie

GmbH, Steinheim

Dako Denmark A/S,

Glostrup, Danemark

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie

GmbH, Steinheim

Cayman Chemical Company,

Ann Arbor, M1, USA

Serva GmbH, Heidelberg

Merck KGaA, Darmstadt

C. Roth GmbH & Co. KG,

Karlsruhe
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HCl

Hoechst 33342, Fluoreszenzfarbstoff

Hydrocortison

innuPREP RNA Mini Kit

Insulin

KCl

Ketanest S, 25mg/ml

KH,PO,

Levamisol ((-)-Tetramisol

Hydrochlorid)

L-Glutamin

Mayers Hamalaunlosung

Methanol

Mowiol® 4-88

H3570

HO0135

11882

PZN 8509909

L9756

M11-004

1092490500

4627.5

C. Roth GmbH & Co. KG,

Karlsruhe

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie

GmbH, Steinheim

Analytik Jena AG, Jena

Sigma-Aldrich Chemie

GmbH, Steinheim

Merck KGaA, Darmstadt

Pfizer Pharma GmbH,

Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie

GmbH, Steinheim

PAA Laboratories GmbH,

Colbe

Merck KGaA, Darmstadt

C. Roth GmbH & Co. KG,

Karlsruhe

Hoechst AG, Frankfurt-

Hochst
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NaCl 106404 Merck KGaA, Darmstadt

Na,HPO, 106579 Merck KGaA, Darmstadt

NaN; 1066880100 Merck KGaA, Darmstadt

NaOH 6771.1 C. Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Naphthol AS-MX Phosphat N4875 Sigma-Aldrich Chemie

GmbH, Steinheim

N,N-Dimethylformamid 40240 Fluka Sigma-Aldrich Chemie

GmbH, Steinheim

Normales Kaninchenserum c.c.pro GmbH, Oberdorla

Normal Mouse Serum 10410 Caltag Laboratories, Inc.,

Burlingame, CA, USA

Paraformaldehyd (PFA) 0335.3 C. Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Penicillin/Streptomycin P11-010 PAA Laboratories GmbH,
Colbe

qPCR Mastermix Plus Eurogentec Deutschland
GmbH, Kéln

Random-Primer MWG Biotech AG, Ebersberg

Reverse Transkriptase, BD BD Biosciences Pharmingen,

PowerScript™ Heidelberg
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Rompun 20mg/ml PZN 1320422

Skalpellklingen No. 25

Trinatriumcitrat Dihydrat C7254

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 08003

Tween® 20 37470

Bayer HealthCare AG,

Leverkusen

Dimeda Instrumente GmbH,

Tuttlingen

Sigma-Aldrich Chemie

GmbH, Steinheim

Biomol GmbH, Hamburg

Serva GmbH, Heidelberg

2.1.7 Gerate

ABI Prism 7000 Sequence Detection System

ABI Prism 7900HT Sequence Detection

System

AccuBlock™ Digital Dry Bath

Digitaler Blockthermostat

FACSCanto II

Heizblock

Laser-Scanning Konfokalmikroskop LSM

510 Meta

Magnetriithrer IKA Combimag RET

Applied Biosystems Deutschland GmbH,

Darmstadt

Applied Biosystems Deutschland GmbH,

Darmstadt

Labnet International Inc., Windsor,

Berkshire, Groflbritannien

Axon Labortechnik, Kaiserslautern

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Axon Labortechnik, Kaiserslautern

Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Géttingen

Janke & Kunkel GmbH & Co. KG, Staufen
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Mikroskop Axiovert 200

Operationsbesteck (Instrumente aus

hochlegiertem Edelstahl)

Peristaltic Pump P-1

pH-Meter Beckman 3500 digital

BioPhotometer

Pipetten Eppendorf Research

Pipettierhilfe pipetus®-akku

Serienschnittmikrotom, HYRAX C 50,

Kryostat

Thermomixer comfort

Vakuumkonzentrationszentrifuge,

Concentrator 5301

Vortexer

Waage, Kern 440-51N, Messgenauigkeit 1g

Waage, OHAUS Adventurer™,

Messgenauigkeit 0,1mg

Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Géttingen

Préiparierschere, fein; Pinzette, anatomisch;
Pinzette, chirurgisch; Uhrmacherpinzette;

Skalpellhalter

GE Healthcare, Buckinghamshire,

Grofsbritannien

Beckman Coulter GmbH, Krefeld

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Hirschmann Laborgeridte GmbH & Co. KG,

Eberstadt

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Gottingen

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

C. Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Kern & Sohn GmbH, Balingen

Ohaus GmbH, Gieflen
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Wasserbad, Typ 3048

Zahlkammer, Neubauer improved (Tiefe

0,02mm)

Zentrifuge 5417R

Zentrifuge Heraeus” Megafuge® 1.0R /2.0R

Zentrifuge MiniSpin® Plus

2.1.8 Software

Adobe® Acrobat® 8 Professional

Adobe ° Hlustrator® CS3

Adobe® Photoshop® CS3

AxioVision Rel. 4.8

EndNote X6

FACSDiva™ Version 6.1.1

GraphPad Prism® 5

Image]

LSM 510 Meta 3.2

LSM Image Browser Rel. 4.2

Microsoft® Excel® 2010

Kottermann GmbH & Co. KG,

Uetze/Hanigsen

Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co.
KG, Sondheim

Eppendorf AG, Hamburg

Kendro Laboratory Products GmbH, Hanau

Eppendorf AG, Hamburg

Adobe Systems, Inc., San José, CA, USA

Adobe Systems, Inc., San José, CA, USA

Adobe Systems, Inc., San José, CA, USA

Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Géttingen

Thomson Reuters, Philadelphia, PA, USA

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA

http://rsb.info.nih.gov/ij/

Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Géttingen

Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Géttingen

Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA
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Microsoft ICE

Microsoft® Word® 2010

SDS 2.2.1

SDS 2.4

Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA

Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA

Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA,
USA

Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA,
USA
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2.2 Methoden

2.2.1 Aufreinigung von Kaninchen-IgG

Kaninchen-IgG wurde aus dem Serum von Kaninchen gewonnen, die bei einem
kommerziellen Anbieter (Eurogentec S.A., Seraing, Belgien) mit einem rekombinanten
Fragment des murinen Kollagens Typ VII immunisiert worden waren. Kontroll IgG, welches
aus dem kommerziell erhiltlichen Serum gesunder, nicht immunisierter Kaninchen
gewonnen wurde, wurde ebenso aufgereinigt. Die Aufreinigung erfolgte iiber eine hiTrap
Protein G-Sdule. Sie enthielt somit eine Vielzahl verschiedener IgG-Antikorper, die im
Kaninchen zirkulierten. Zusitzlich dazu wurden auch Kollagen Typ VII-spezifische
IgG-Antikorper tiber eine zuvor dafiir hergestellte Sdule (mColVIIc) aufgereinigt. Diese
wurden in den Versuchen mit FTY (Abschnitt 3.2, Abbildungen 16 bis 21) verwendet. Bei
allen anderen Versuchen wurde das ,,Gesamt-IgG“ der mit Kollagen Typ VII immunisierten
Kaninchen verwendet. Um es jedoch vom Kontroll IgG abzugrenzen, werden beide

Praparationen im weiteren Verlauf als ,Kollagen Typ VII-spezifisches IgG“ bezeichnet.

Aufreinigung iiber Protein G-Sdule: Am Tag vor der geplanten Aufreinigung wurde die
Sdule mit dem 10- bis 20-fachen Sdulenvolumen an PBS gewaschen. Zu Beginn der
Aufreinigung wurde das noch nicht angeschlossene Pumpsystem mit PBS gewaschen
(Fliefrate 1ml/min), dabei wurde Luftblasenbildung vermieden. 1,5ml-Reaktionsgefifie mit
75ul Tris-base (1M in Aqua bidest., pH 9) zur Neutralisierung wurden vorbereitet. Die Sdule
wurde an das Pumpsystem angeschlossen und mit 10ml PBS gewaschen. Das
Kaninchenserum wurde auf die Saule aufgetragen, dabei wurde Luftblasenbildung vermieden.
Die Sdule wurde mit 20ml PBS gewaschen. Fiir die Eluierung wurden 10ml Glycin-HCI (0,1M
in Aqua bidest., pH 2,8) aufgetragen. Das Eluat wurde in den vorbereiteten Gefaflen in
Iml-Fraktionen aufgefangen und die Konzentration im Photometer (OD280) bestimmt. Die
Fraktionen mit der hochsten Konzentration wurden vereinigt und mit Tris-base auf pH 7,1
bis 7,2 eingestellt. Nach der Eluierung wurde die Sdule so lange mit 0,1M Glycin-HCI

gewaschen, bis keine Antikorper mehr von der Sdule eluiert wurden und die OD 0,000 betrug.
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Anschliefend wurde die Sdule mit 10ml PBS gewaschen. Zur Aufbewahrung wurde die Séule
mit 10ml 20% Ethanol gewaschen und bei 4°C in 20% Ethanol aufbewahrt. Das Pumpsystem
wurde zur Reinigung ebenfalls mit 20% Ethanol gewaschen. Die eluierten Antikérper wurden
nun einer Dialyse in PBS unterzogen, zuerst mit 2,5ml PBS fiir 3 Stunden bei 4°C,
anschlieffend mit 2,5ml frischem PBS tiber Nacht (4°C). Die vereinigte Fraktion wurde drei
Mal fiir 10 Minuten zentrifugiert (4°C, 4000rpm). Dabei wurde jeweils der Durchlauf
verworfen und 4ml frisches PBS hinzugefiigt. Die Konzentration der vereinigten IgG-Fraktion
wurde schlieSlich in einem Volumen von 5ml bestimmt. Die Antikdrper wurden bei 4°C

aufbewahrt.

Herstellung einer mColVIIc-spezifischen Sdule: 1ml mCol7c-His (4,8mg/ml) wurde in
einen Dialyseschlauch gegeben. Dieses wurde bei 4°C fiir 3 bis 4 Stunden in 2450ml
MOPS-Puffer (0,IM MOPS, 0,08M CaCl,, pH7,5 mit NaOH) dialysiert. Anschlieflend
erfolgte die Dialyse in 2500ml frischem MOPS-Puffer iiber Nacht (4°C). Das dialysierte
Protein wurde im Kiihlschrank aufbewahrt. Affi-Gel 10 wurde durch Schiitteln gleichmaflig
suspendiert. 4ml davon wurden in ein 15ml-Reaktionsgefaf3 iiberfithrt und bei 2000rpm und
4°C herunterzentrifugiert. Der geloste Uberstand wurde verworfen. Das Gel wurde zwei Mal
mit 2ml MOPS-Puffer gewaschen, dabei wurde es nach dem Hinzufligen gemischt und der
Uberstand nach der Zentrifugation verworfen. Nun wurde das dialysierte mCol7c-His
hinzugefiigt, dabei wurde aus einigen Mikrolitern die Konzentration vor der Vereinigung
bestimmt. Das Gel wurde mit dem Protein gemischt und fiir eine Stunde auf dem Schiittler
inkubiert (RT). Anschlielend wurde das Gemisch bei 2000rpm und 4°C herunterzentrifugiert,
der geldste Uberstand wurde verworfen, nachdem aus einigen Mikrolitern die Konzentration
bestimmt worden war. Die Bindungsrate zwischen Gel und His-Tag-Protein wurde bestimmt
(obige Konzentrationsbestimmung im Photometer bei OD280), dabei sollte nach der Bindung
moglichst kein freies Protein im Uberstand zu finden sein. Zum Gemisch wurden nun 2ml
MOPS-Puffer sowie 0,2ml 1M Ethanolamin (pH 8) hinzugefiigt, gemischt und auf dem
Schiittler fir eine Stunde inkubiert (RT). Dies wurde bei 2000rpm und 4°C

herunterzentrifugiert und der Uberstand verworfen. 2ml PBS wurden hinzugefiigt und
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gemischt, dies wurde dann in eine Sdule transferiert. Etwas PBS wurde zum verbliebenen
Gelrest hinzugefiigt und auf die Sdule gegeben. Das untere Ende der Sdule wurde geoffnet,
sodass das PBS ablaufen konnte. Schliefllich wurden 10ml PBS auf die Sdule gegeben, dabei
wurde ein Filter verwendet, um die Ablagerung von Staub auf der Sdule zu vermeiden. Zur
Aufbewahrung wurde die Sdule mit 20% Ethanol gewaschen. Das untere Ende wurde

verschlossen, 5ml 20% Ethanol hinzugefiigt und die Sdule bei 4°C aufbewahrt.

Aufreinigung von spezifischem Kaninchen-IgG unter Verwendung der hergestellten
Sdule: Oben hergestellte und aufbewahrte Saule wurde fiinf Mal mit je 10ml PBS gewaschen.
Fliissigkeiten wurden unter Verwendung eines Filters auf die Sdule gegeben. Das dialysierte
»Gesamt-IgG* wurde auf die Sdule gegeben, der Durchlauf wurde aufgefangen. Dieser wurde
nun finf weitere Male auf die Sdule gegeben, dabei wurde der letzte Durchlauf als
Gesamt-IgG-Fraktion ohne spezifisches mCol7c-IgG aufbewahrt. Die Sdule wurde erst mit
50ml PBS, dann 25ml 0,85M NaCl mit 1% Triton-X 100 und schlieflich erneut mit 50ml PBS
gewaschen. Ein 15ml-Reaktionsgefaf mit 400yl 1M Tris-base (pH 9) zur Neutralisierung
wurde vorbereitet. Die Eluierung wurde durch 500ul Glycin-HCI (pH 2,8) begonnen. Aus den
letzten beiden Tropfen wurde im Photometer (OD280) die Konzentration bestimmt. Die
Eluierung wurde fortgesetzt, bis die Konzentration das Hintergrundrauschen (OD=0,003)
erreichte. Dann wurde mit 1M Tris-base (pH 9) der pH auf 7,1 bis 7,2 eingestellt. Die Sdule
wurde gewaschen, indem 50ml 20mM Tris (pH 7,5) aufgetragen wurden, anschliefSend
konnte wieder Gesamt-IgG aufgetragen werden. Ansonsten wurde mit 50ml 20mM Tris
(pH 7,5) mit 0,5M NaCl gewaschen und anschlieflend mit 50ml 20mM Tris (pH 7,5). Die
Sdule wurde in 20% Ethanol bei 4°C aufbewahrt. Fiir den Pufferaustausch wurde eine Amicon
Ultracel 50 NMWL Sdule verwendet. Das aufgefangene Eluat wurde fiir 15 Minuten bei 5000¢
zentrifugiert, der Durchlauf wurde verworfen. Zur IgG-Suspension wurden 5ml PBS
hinzugefiigt, und der Zentrifugationsschritt zwei Mal wiederholt. Das Volumen der
IgG-Suspension wurde auf 200yl aufkonzentriert und schliefllich die Konzentration des

spezifischen IgG bestimmt. Die Antikdrper wurden bei 4°C aufbewahrt.
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2.2.2 Induktion der passiven EBA

Um EBA im passiven Mausmodell zu induzieren, wurde weiblichen Mdusen vom Stamm
C57BL/6N wiederholt Kaninchen-IgG gegen murines Kollagen Typ VII (im Folgenden als
Kollagen Typ VII-spezifisches IgG bezeichnet) injiziert. Die IgG-Antikorper wurden vier Mal,
alle zwei Tage, in einer Konzentration von 5mg/Maus (100pg/Maus beim aufgereinigten
spezifischen IgG) subkutan an der Bauchseite injiziert. Kontrollmdusen wurde nach
demselben Injektionsschema 5mg (bzw. 100ug) unspezifisches IgG (im Folgenden als
Kontroll IgG bezeichnet) pro Maus und Injektion verabreicht. Die Méduse wurden je nach
Gruppe an Tag 3, 6, 12 oder 21 (Kinetik, FTY-Behandlung) bzw. zwischen Tag 40 und 60
(PNACs-Behandlung) getotet. Die Ohrhaut sowie die inguinalen Lymphknoten als
drainierende Lymphknoten der Injektionsstelle wurden fiir weitere Untersuchungen

entnommen.

Um den Verlauf der Erkrankung zu bestimmen, wurden die Méuse alle zwei bis drei Tage
untersucht und der ,Score® als prozentual betroffene Korperoberfliche festgestellt. Dazu
wurde die Korperoberfliche der Tiere in bestimmte Bereiche (z.B. Schnauze, Schwanz, Auge,
Ohr) eingeteilt und analysiert. Jeder Bereich trug zu einem vorab definierten Prozentsatz zur

gesamten Korperoberflache (Tabelle 1) und dem damit verbundenen Score bei:
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Tabelle 1: Unterteilung des Kérpers der Maus nach Regionen und der entsprechende prozentuale
Anteil an der Korperoberfliache.

Organ % der Korperoberfliche
Rechtes Ohr 2,5
Linkes Ohr 2,5
Rechtes Auge 0,5
Linkes Auge 0,5
Schnauze 2,5
Mucosa 2,5
Kopf 9
Rechtes Vorderbein 5
Linkes Vorderbein 5
Rechtes Hinterbein 10
Linkes Hinterbein 10
Schwanz 10
Riicken 40

Die Behandlung mit FTY720 oder dem Vehikel (Aqua dest.) wurde zwei Tage vor der ersten
IgG-Injektion begonnen. FTY720 bzw. das Vehikel wurden taglich in einer Konzentration von
Img/kg Korpergewicht i.p. injiziert. Um die Wirkung zu kontrollieren, wurden Blutproben
(100ul) an Tag -2, 0, 3 und 6 entnommen und auf die Lymphozytenpopulationen hin

untersucht.

Bei der Behandlung mit PNACs (200pg/ml) oder PBS erhielten die Miuse drei Injektionen

i.m. pro Woche.
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2.2.3 Firbung der Blutproben und FACS-Analyse

In 100ul heparinisiertem Vollblut wurden die enthaltenen Erythrozyten fiir 5 Minuten mit
500pl 1% NH,CI lysiert. Danach wurden die Proben fiir 6 Minuten bei 1100g zentrifugiert und
der Uberstand verworfen. Dieser Schritt wurde wiederholt, bis der Uberstand klar war (Indiz
tir erfolgreiche Lyse der Erythrozyten). Das Pellet wurde darauf zwei Mal mit 1000ul PBS
gewaschen (U fiir 2 Minuten bei 1000g). Anschlielend wurde das Pellet in 100ul MACS-
Puffer gelost, die T-Zellen mit Hamster Anti-Mouse TCR-f PE (1:500 in PBS) und die
B-Zellen mit Rat-Anti Mouse CD19 Alexa 647 (1:1000 in PBS) gefarbt. Die Proben wurden fiir
20 Minuten im Kiihlschrank im Dunkeln inkubiert. Schliefdlich wurden die Proben fiir
6 Minuten bei 1100g zentrifugiert und die ungebundenen Antikérper im Uberstand
verworfen. Die Pellets wurden in 500ul MACS-Puffer gelost und fiir die FACS-Analyse
vorbereitet. Die FACS-Analyse erfolgte mit einem BD FACSCanto II unter Verwendung der
FACSDiva Software. Die lebenden Zellen wurden auf die Anfirbung von TCR- und CD19

hin untersucht, dabei wurden die Dubletten ausgeschlossen.

2.2.4 Immunbhistologische Fiarbungen
Kryoschnitte von Haut und Lymphknoten von Médusen wurden Farbungen fiir Gr-1, TCR-,

Ki-67 B220 und FcyR4 unterzogen. Im Folgenden sind die einzelnen Fiarbungen beschrieben.

Gr-1: Die Praparate wurden gegen F4/80, einen Marker fiir eosinophile Granulozyten, gefarbt,
um in den Schnitten die neutrophilen Granulozyten zu detektieren. Die Objekttrager wurden
fiir 10 Minuten bei -20°C in Methanol/Aceton (1:1) inkubiert, anschlielend mit TBS-Tween
gewaschen (kurz, dann fiir 10 Minuten). Nun erfolgte fiir eine Stunde eine Inkubation mit
dem Primidrantikorper Rat Anti-Mouse F4/80 (1:1000). Die ungebundenen Antikdrper
wurden durch das Waschen in TBS-Tween (kurz, dann fiir 10 Minuten) entfernt. Der
biotinylierte Sekundirantikdrper Rabbit Anti-Rat (1:500, mit 5% Normal Mouse Serum)
wurde aufgetragen und fiir 30 Minuten inkubiert. Ungebundene Antikorper wurden erneut
durch Waschen in TBS-Tween (kurz, dann fir 10 Minuten) entfernt. Nun wurde fir

30 Minuten mit der ExtrAvidin®-Alkaline Phosphatase (1:100) inkubiert und ungebundene
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Antikorper durch Waschen in TBS-Tween (kurz, dann fir 10 Minuten) entfernt. Das
gekoppelte Substrat Fast Red (0,067% in APAAP-Substrat, 10 Minuten inkubiert vor
Verwendung) fiir die Phosphatase wurde zugegeben und fiir 25 Minuten inkubiert. Nach dem
Waschen in TBS-Tween (kurz, dann fiir 10 Minuten) wurde fiir 20 Sekunden eine
Kernfarbung mit Himalaun (1:5 in PBS, pH 7,4, filtriert) durchgefiihrt. Die Praparate wurden

schliefflich mit PBS gewaschen (kurz, dann fiir 10 Minuten) und mit Aquatex eingedeckt.

TCR- B: Um die T-Zellen zu identifizieren, wurden die Préparate gegen den Rezeptor TCR-3
gefirbt. Zuerst wurden die Objekttrager fiir 10 Minuten bei -20°C in Methanol/Aceton (1:1)
inkubiert, anschlieffend mit TBS-Tween gewaschen (2 x 5 Minuten). Nun erfolgte fiir eine
Stunde eine Inkubation mit dem biotinylierten Primérantikérper Hamster Anti-Mouse
TCR-p (1:100). Die ungebundenen Antikorper wurden durch das Waschen in TBS-Tween
(5 Minuten) entfernt. Der Sekundirantikorper ExtrAvidin®-Peroxidase (1:100) wurde
aufgetragen und fiir 30 Minuten inkubiert. Ungebundene Antikérper wurden erneut durch
Waschen in TBS-Tween (5 Minuten) entfernt. Nun wurde fiir 5 Minuten mit DAB (1:100),
einem Enzymsubstrat fiir die Peroxidase, inkubiert und ungebundener Farbstoff durch
Waschen in TBS-Tween (2 x 5 Minuten) entfernt. Die Préparate wurden schliefflich mit

Aquatex eingedeckt.

Ki-67 B220: Um in Lymphknoten sowohl die Zellproliferation als auch die Verteilung der
T- und B-Zellen betrachten zu koénnen, wurden die Lymphknotenschnitte einer
Doppelfirbung unterzogen. Der Antikorper gegen das Protein Ki-67 (Klon TEC-3) farbt
dabei proliferierende Zellen rot an, wahrend der Antikérper gegen B220 die B-Zellen blau
markiert. Dafiir wurden die Objekttrager zu Beginn fiir 30 Minuten aufgetaut und bei RT erst
fir 10 Minuten in Chloroform inkubiert, dann fiir weitere 10 Minuten in Aceton (RT).
Anschliefend wurden sie mit TBS-Tween erst kurz und dann fiir 10 Minuten gewaschen. Fiir
45 Minuten erfolgte bei 4°C eine Inkubation in 4% Paraformaldehyd. Nach dem Waschen in
TBS-Tween (kurz, dann fiir 10 Minuten) wurden die Priparate tber Nacht mit dem
Primdrantikorper Rat Anti-Mouse Ki-67 (1:100 in PBS, 1% BSA, 0,1% NaNs). Die

ungebundenen Antikoérper wurden mit dem Waschen in TBS-Tween (kurz, dann fir
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10 Minuten) entfernt. Der biotinylierte Sekundérantikorper Rabbit Anti-Rat (1:500, mit
5% Normal Mouse Serum) wurde aufgetragen und fiir 30 Minuten inkubiert. Ungebundene
Antikorper wurden erneut durch Waschen in TBS-Tween (kurz, dann fir 15 Minuten)
entfernt. Nun wurde fiir 30 Minuten mit dem gekoppelten Enzymantikérper ExtrAvidin®-
Alkaline Phosphatase (1:100) inkubiert, ungebundener Antikérper wurde durch Waschen in
TBS-Tween (kurz, dann fiir 10 Minuten) entfernt. Das gekoppelte Substrat Fast Red (0,067%
in APAAP-Substrat, 10 Minuten inkubiert vor Verwendung) fiir die Phosphatase wurde
zugegeben und fiir 25 Minuten inkubiert. Nach dem Waschen in TBS-Tween (kurz, dann fiir
10 Minuten) wurden die Préparate gegen das zweite Antigen geférbt. Fiir eine Stunde erfolgte
die Inkubation mit dem Primérantikérper Rabbit Anti-Mouse B220 (1:100 in PBS, 1% BSA,
0,1% NaNj3). Uberschiissiger Antikérper wurde durch Waschen in TBS-Tween (kurz, dann fiir
10 Minuten) entfernt. Anschlieffend wurde der biotinylierte sekundédre Antikorper Rabbit
Anti-Rat (1:500, mit 5% Normal Mouse Serum) aufgetragen und fiir 30 Minuten inkubiert.
Ungebundener Antikérper wurde durch Waschen mit TBS-Tween (kurz, dann fir
10 Minuten) entfernt. Nun wurde der gekoppelte Enzymantikorper ExtrAvidin® Alkaline
Phosphatase (1:100) aufgetragen und fiir 30 Minuten inkubiert. Ungebundene Antikdrper
wurden durch Waschen mit TBS-Tween (kurz, dann fir 10 Minuten) entfernt. Das
gekoppelte Substrat Fast Blue (0,1% in APAAP-Substrat, 10 Minuten inkubiert und filtriert
verwendet) wurde fiir 15 Minuten inkubiert und der Uberschuss anschlieflend durch
Waschen mit TBS-Tween (kurz, dann fiir 10 Minuten) entfernt. Schliellich wurden die

Schnitte mit Aquatex eingedeckt.

FcyR4: Die Priparate wurden gegen den FcyR4 gefirbt, um in den Schnitten die Zellen
auszumachen, die diesen Rezeptor tragen, welcher einen aktivierenden Faktor wéhrend der
EBA-Erkrankung darstellt. Die Objekttrager wurden fiir 10 Minuten bei -20°C in
Methanol/Aceton (1:1) inkubiert, anschlieflend mit TBS-Tween erst kurz und dann fir
10 Minuten gewaschen. Uber Nacht erfolgte eine Inkubation mit dem Primirantikérper
Hamster Anti-Mouse 9E9 (1:500 in PBS, 1% BSA, 0,1% NaN3). Die ungebundenen Antikdrper

wurden mit dem Waschen in TBS-Tween (kurz, dann fir 10 Minuten) entfernt. Der
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Sekundérantikorper Goat Anti-Hamster Alkalische Phosphatase (1:50, mit 5% Normal Mouse
Serum) wurde aufgetragen und fiir 1 Stunde inkubiert. Ungebundene Antikdrper wurden
erneut durch Waschen in TBS-Tween (kurz, dann fiir 10 Minuten) entfernt. Das gekoppelte
Substrat Fast Red (0,067% in APAAP-Substrat, 10 Minuten inkubiert vor Verwendung) fiir
die Phosphatase wurde zugegeben und fiir 25 Minuten inkubiert. Nach dem Waschen in
TBS-Tween (kurz, dann fiir 10 Minuten) wurde eine schwache Kernfirbung mit Himalaun
(1:5 in PBS, pH 74, filtriert) durchgefithrt. Die Praparate wurden schliefdlich mit PBS

gewaschen (kurz, dann fiir 10 Minuten) und mit Aquatex eingedeckt.

Die Proliferation in der T-Zell-Zone (TZZ) wurde bestimmt, indem die Anzahl der
proliferierenden Zellen in zwei hochaktiven Bereichen der Lymphknoten jeder einzelnen

Maus ausgezihlt wurde, daraus wurde der Mittelwert gebildet.

Kryoschnitte der Haut wurden auflerdem auch mit Fluoreszenzfarbstoffen gegen
Kaninchen-IgG und C3 angefirbt. Anhand von Aufnahmen wurde die mittlere
Fluoreszenzintensitit (MFI) der Ablagerung an der dermal-epidermalen Junktionszone

mittels Image] bestimmt.

IgG: Um die Ablagerung des Kaninchen-IgG zu detektieren, wurden die Praparate mit einem
entsprechenden Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Antikorper gefirbt. Dazu wurden die
Objekttrager zuerst fiir 10 Minuten bei -20°C in Methanol/Aceton (1:1) inkubiert,
anschlieffend mit TBS-Tween erst kurz und dann fiir 10 Minuten gewaschen. Es folgte fiir
eine Stunde eine Inkubation mit dem FITC-gekoppelten Antikorper Rabbit Anti-Mouse IgG
(1:100). Die ungebundenen Antikdrper wurden lichtgeschiitzt durch das Waschen in TBS-
Tween (kurz, dann fiir 10 Minuten) entfernt. Nun wurde fiir 10 Minuten eine Kernfirbung
mit Hoechst 33342 (1:10000 in PBS) durchgefiihrt. Nach dem lichtgeschiitzten Waschen in
TBS-Tween (kurz, dann fiir 10 Minuten) zur Entfernung des {berschiissigen Farbstofts

wurden die Praparate schlief3lich mit Mowiol eingedeckt.

34



MATERIALIEN UND METHODEN

C3: Die Praparate wurden gegen C3 gefirbt, einen Faktor der Komplementkaskade. Dazu
wurden die Objekttriger zuerst fiir 10 Minuten bei -20°C in Methanol/Aceton (1:1) inkubiert,
anschlieffend mit TBS-Tween erst kurz und dann fiir 10 Minuten gewaschen. Es folgte fiir
eine Stunde eine Inkubation mit dem fluoreszierenden Antikérper Goat Anti-Mouse C3
(1:200). Die ungebundenen Antikdrper wurden lichtgeschiitzt durch das Waschen in TBS-
Tween (kurz, dann fiir 10 Minuten) entfernt. Nun wurde fiir 10 Minuten eine Kernfirbung
mit Hoechst 33342 (1:10000 in PBS) durchgefiithrt. Nach dem lichtgeschiitzten Waschen in
TBS-Tween (kurz, dann fiir 10 Minuten) zur Entfernung des iberschiissigen Farbstofts

wurden die Praparate schlief3lich mit Mowiol eingedeckt.

2.2.5 qRT-PCR

Entnommene Haut sowie Lymphknoten von Méusen wurden einer Genexpressionsanalyse
mittels QRT-PCR unterzogen. Dafiir wurde im ersten Schritt RNA aus den Proben extrahiert,
anschlieffend in ¢cDNA umgeschrieben und schliefdlich unter Verwendung verschiedener

Primer amplifiziert.

Folgende Primer wurden verwendet:

MLNS51 Sonde (5-CACGGGAACTTCGAGGTGTGCCTAAC-3')
MLNG51 for (5'-CCAAGCCAGCCTTCATTCTTG-3")
MLN51 rev (5'-TAACGCTTAGCTCGACCACTCTG-3')

IFN-y Sonde (5'-TGCCAAGTTTGAGGTCAACAACCCACAG-3)
IFN-y for (5'-GCAAGGCGAAAAAGGATGC-3')
IEN-y rev (5-GACCACTCGGATGAGCTCATTG-3')

IL-1p Sonde (5-CATCTTTGAAGAAGAGCCCATCCTCTGTGAC-3)
IL-1p for (5-CTTCCAGGATGAGGACATGAG-3")
IL-1p rev (5-CACACCAGCAGGTTATCATC-3')
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IL-4 Sonde (5'-CCTGGATTCATCGATAAGCTGCACCATG-3')
IL-4 for (5'-GAGACTCTTTCGGGCTTTTCG-3")
IL-4 rev (5-AGGCTTTCCAGGAAGTCTTTCAG-3)

IL-10 Sonde (5'-CTGAGGCGCTGTCATCGATTTCTCCC-3")
IL-10 for (5'-TCCCTGGGTGAGAAGCTGAAG-3")
IL-10 rev (5'-CACCTGCTCCACTGCCTTG-3')

IL-17 Sonde (5'-CACCCTGGACTCTCCACCGCAATGAAG-3')
IL-17 for (5'-TCAGACTACCTCAACCGTTCC-3)
IL-17 rev (5'-CTTTCCCTCCGCATTGACAC-3')

Gr-1 for (5'-GCGTTGCTCTGGAGATAGAAG-3')
Gr-1 rev (5'-CTTCACGTTGACAGCATTACC-3")

TCR-a for (5-CTTCAAAGAGACCAACGCCAC-3')
TCR-arev (5-CTTTCAGCAGGAGGATTCGGAG-3')

FcyR4 Sonde (5-CTAGGCGATCCAGGGTCTCCATC-3")
FcyR4 for (5-GAGGGCTCATTGGACACAAC-3')
FcyR4 rev (5-GTCCTATCAGCAGGCAGAATG-3')

2.2.6 In vitro-Kultur der humanen Hautstanzen (Wundheilungsmodell)

Es wurden humane Hautproben verwendet, die bei chirurgischen Eingriffen angefallen sind,
nachdem der Patient tiber die Verwendung aufgeklart wurde und seine Zustimmung gegeben
hat. Dies erfolgte gemaf} dem Ethikantrag 06-109 mit dem Titel ,,In vitro-Untersuchung der
Biologie des humanen Haarfollikels in Bezug auf Wachstumseigenschaften, Apoptose,
Wachstumsregulation, Pigmentierung und Immunprivileg in Haarorgankulturmodellen®
(erteilt am 18.07.2006, mit einer Erganzung um die Wundheilungsversuche am 13.03.2012).
Die Hautproben wurden in Isolationsmedium (Williams’® E  Kulturmedium,

1x Penicillin/Streptomycin, 2,5pug/ml Amphotericin) angeliefert. Sie wurden in 100mm-
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Kulturschalen in Isolationsmedium ausgebreitet. Anschlieflend wurden 2mm-Stanzen gesetzt
und durch Drehen entfernt. Um diese herum wurden 4mm-Stanzen gesetzt, sodass
ausgestanzte ,Ringe“ entstanden. In 6-Well Platten wurde 3ml Kulturmedium (Williams™ E
Kulturmedium, 1x Penicillin/Streptomycin, 1x L-Glutamin, 10pg/ml Insulin, 10ng/ml
Hydrocortison) pro Well steril vorgelegt und in jedes Well zwei der Stanzen transferiert.
Dabei wurde darauf geachtet, dass die Epidermis der Hautstanzen oben lag. Die Platten mit
den Proben wurden bis zu sieben Tagen im Brutschrank bei 37°C mit 5% CO, inkubiert. An
Tag 2 und 4 erfolgte jeweils ein Mediumwechsel. Kontrollstanzen wurden sofort nach der
Entnahme in Kryomedium eingebettet und in flissigem Stickstoff eingefroren und
anschliefend bei -80°C verwahrt. Die restlichen Proben wurden je nach Zeitpunkt nach drei
bis vier und sechs bis sieben Tagen eingefroren. Neben den Kontrollen ohne Zusatz wurden

die restlichen Proben mit dem Zusatz von 10% PBS, PNACs oder FCS inkubiert.

2.2.7 Firbung der humanen Hautstanzen
Von den Hautproben wurden 12um dicke Schnitte angefertigt und mit HE gefarbt, um das

Flichen- und Langenwachstum zu analysieren.

HE: Um einen Uberblick tiber das Zungenwachstum zu erméglichen, wurden die Préparate
einer Hamatoxylin-Eosin-Farbung (auch Hadmalaun-Eosin-Farbung) unterzogen. Dabei
werden durch Hédmalaun saure/basophile Strukturen wie DNA enthaltende Zellkerne blau
gefarbt, wahrend Eosin basische/acidophile Strukturen wie Zytoplasma rot farbt. Die
Objekttrager wurden fiir 10 Minuten bei -20°C in Methanol/Aceton (1:1) inkubiert und
anschlieflend mit PBS (pH 7,4) gewaschen (2 x 5 Minuten). Nun erfolgte je nach gewiinschter
Intensitdt eine Inkubation mit Hamalaun (1:5 in PBS pH 7,4, vor Gebrauch filtriert) fiir 1 bis
10 Minuten. Ungebundener Farbstoff wurde durch das Waschen mit PBS (2 x 5 Minuten)
entfernt. Anschlieflend erfolgte das Blauen durch 10-miniitiges Waschen mit PBS. Dieses
wurde durch einen kurzen Waschschritt in Aqua dest. entfernt. Darauf wurden die Praparate
je nach gewiinschter Intensitdt fiir 1 bis 3 Minuten mit 1% Eosin gefirbt, tiberschiissiger

Farbstoff wurde durch einen kurzen Waschschritt mit Aqua dest. entfernt. Es folgte eine
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Alkoholreihe, um die Schnitte zu entwiéssern: je ein kurzer Waschschritt in 70%, 80%, 90%,

96% und 2 x 100% Alkohol. Schliefdlich wurde der Alkohol durch das ,,Klaren“ mit Xylol (3 x

2 Minuten) entfernt und die Praparate mit Entellan eingedeckt.

MIB-1: Um die Proliferation der Hautzellen darzustellen, wurden die Hautschnitte mit
MIB-1, einem Antikorper gegen das Protein Ki-67, angefirbt. Dafiir wurden die Objekttrager
zuerst fiir 10 Minuten bei -20°C in Methanol/Aceton (1:1) inkubiert, anschliefSend mit TBS-
Tween gewaschen (2 x 5 Minuten). Nun erfolgte fiir eine Stunde eine Inkubation mit dem
kreuzreaktiven Primidrantikorper Rat Anti-Mouse MIB-1 (1:500). Die ungebundenen
Antikorper wurden durch das Waschen in TBS-Tween (2 x 5 Minuten) entfernt. Der
Sekundirantikdrper Rabbit Anti-Mouse (1:50) wurde aufgetragen und fiir 30 Minuten
inkubiert. Ungebundene Antikérper wurden erneut durch Waschen in TBS-Tween (2 x
5 Minuten) entfernt. Nun wurde fiir 30 Minuten mit dem gekoppelten Enzym Mouse APAAP
(1:50) inkubiert und ungebundene Antikérper durch Waschen in TBS-Tween (2 x 5 Minuten)
entfernt. Das gekoppelte Substrat Fast Red (0,067% in APAAP-Substrat, 10 Minuten inkubiert
vor Verwendung) fiir die Phosphatase wurde zugegeben und fiir 25 Minuten inkubiert. Nach
dem Waschen in TBS-Tween (2 x 5 Minuten) wurde fiir 15 Sekunden eine Kernfirbung mit
Héamalaun (1:5 in PBS, pH 7,4, filtriert) durchgefiihrt. Anschlief3end erfolgte das Blauen durch

Waschen in PBS (2 x 5 Minuten) sowie das Eindecken in Aquatex.

CD31: Um die Angiogenese in den Hautschnitten zu untersuchen, wurden die Proben gegen
CD31 angefarbt. In Paraffin eingebettete Schnitte wurden zwei Mal im Ofen bei 65°C fiir
10 Minuten in Citratpuffer (10mM NaCitrat) inkubiert, um die Antigene freizulegen.
Anschlieffend wurden die Objekttriger auf Raumtemperatur abgekiihlt (1 Stunde) und bei
dieser drei Mal fiir 5 Minuten mit TBS gewaschen. Die Schnitte auf den Objekttragern wurden
mit einem Fettstift umrandet und die Objekttrager in einer Feuchtkammer platziert. Sie
wurden tber Nacht mit dem Primirantikdrper Mouse Anti-Human CD31 (1:30) bei 4°C
inkubiert. Am ndchsten Tag wurden sie bei Raumtemperatur drei Mal fiir 5 Minuten mit TBS
gewaschen. Anschlieflend wurde der Sekundarantikorper Red Goat Anti-Mouse IgG-

Rhodamine (1:200) aufgetragen und die Schnitte damit bei Raumtemperatur fiir 45 Minuten
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inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in TBS (5 Minuten, RT) wurden die Schnitte mit DAPI
(Ipg/ml) gegengefiarbt (1 Minute, RT) und iiberschiissiger Farbstoff mit dreimaligem
Waschen in TBS (5 Minuten, RT) entfernt. Schliefllich wurden sie mit Fluoromount

eingedeckt.

2.2.8 Statistik

Die Daten wurden als Mittelwerte mit Standardfehler (SEM) wiedergegeben. Die statistische
Analyse erfolgte mit GraphPad Prism 5. Signifikanzen wurden mittels Mann-Whitney-U-Test
berechnet. Dabei sind die Wahrscheinlichkeiten wie folgt indiziert: *p<0.05, **p<0.01 und

©4p<0.001.
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3.1 Beteiligung des drainierenden Lymphknotens an der passiven

Epidermolysis bullosa acquisita (EBA)

3.1.1 Etablierung des passiven EBA-Modells

Zunichst sollte das Maus-Modell der passiven EBA im Rahmen der Doktorarbeit im Labor
etabliert werden. Dazu wurde den Tieren an Tag 0, 2 und 4 Kontroll IgG oder
Kollagen Typ VII-spezifisches IgG injiziert. An Tag 6 wurde die Ohrhaut entnommen und es
wurde immunhistochemisch untersucht, ob sich die Antikorper in der Haut an der dermal-
epidermalen Junktionszone (DEJ) ablagerten. Dazu wurden Schnitte der Ohrhaut spezifisch
gegen Kaninchen-IgG  gefirbt (Abbildung 2). Nur in den Tieren, die
Kollagen Typ VII-spezifisches IgG erhalten hatten, war eine Ablagerung zu sehen. Im
nachsten Schritt wurde die Intensitét der spezifischen Farbung gegen Kaninchen-IgG mittels
Image] quantifiziert (Abbildung 3). In den Maiusen, die Kollagen Typ VII-spezifisches IgG
erhalten hatten, war die Intensitit der Fiarbung signifikant erhoht im Vergleich zu den

Maiusen, die Kontroll IgG erhalten hatten. Nur das spezifische IgG lagerte sich ab.
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Abbildung 2: Die Ablagerung von IgG an der dermal-epidermalen Junktionszone (DEJ) ist nur nach
Injektion von Kollagen Typ VlI-spezifischem IgG zu finden. Mdusen wurde Kontroll IgG oder
Kollagen Typ VlI-spezifisches 1gG an Tag 0, 2 und 4 injiziert. An Tag 6 wurde die Ohrhaut entnommen und
gegen Kaninchen-IgG gefarbt. Die Pfeile markieren die DEJ. Nur auf der rechten Seite hat der Antikorper
gebunden.
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Abbildung 3: Eine signifikante Ablagerung von IgG an der DEJ ist in Mdusen nach der Injektion von
Kollagen Typ VlI-spezifischem IgG zu finden. Madusen wurde  Kontroll IgG  oder
Kollagen Typ Vll-spezifisches IgG an Tag 0, 2 und 4 injiziert. An Tag 6 wurde die Ohrhaut enthommen und
gegen Kaninchen-IgG gefarbt. Die Intensitat (MFI=mean fluorescence intensity) der spezifischen Farbung
gegen Kaninchen-lgG an der DEJ wurde mittels Imagel) quantifiziert. Angegeben sind die Mittelwerte mit
Standardfehler. Der Vergleich der Gruppen erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Test (n=4 bei Kontroll IgG, n=10
bei Kollagen Typ VlI-spezifischem IgG; **p<0.01).
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Da durch IgG das Komplementsystem aktiviert wird, wurde im Folgenden die Ablagerung des
Komplementfaktors C3 an der DE]J mittels Immunhistochemie untersucht. Dazu wurde den
Tieren an Tag 0, 2 und 4 Kontroll IgG oder Kollagen Typ VII-spezifisches IgG injiziert. An
Tag 6 wurde die Ohrhaut entnommen und die histologischen Schnitte wurden mit einem
Fluoreszenz-Antikorper gegen C3 angefirbt (Abbildung 4). Nur in Tieren, die
Kollagen Typ VII-spezifisches IgG erhalten hatten, war eine deutliche Farbung zu erkennen.
Die Intensitit der spezifischen Farbung gegen C3 wurde mittels Image] quantifiziert
(Abbildung 5). In den Tieren, die Kollagen Typ VII-spezifisches IgG erhalten hatten, war die
Intensitdt der Farbung signifikant erh6ht verglichen mit den Tieren, die Kontroll IgG erhalten

hatten. Nur das spezifische IgG war in der Lage, das Komplementsystem zu aktivieren.

Kontroll IgG Kollagen Typ VlI-spezifisches IgG

Abbildung 4: Die Ablagerung von C3 an der DEJ ist nur nach Injektion von
Kollagen Typ Vll-spezifischem IgG zu erkennen. Mausen wurde Kontroll IgG  oder
Kollagen Typ Vll-spezifisches I1gG an Tag 0, 2 und 4 injiziert. An Tag 6 wurde die Ohrhaut enthommen und
gegen den Komplementfaktor C3 gefarbt. Die Pfeile markieren die DEJ. Nur auf der rechten Seite hat der
Antikorper gebunden.
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Abbildung 5: Eine signifikante Ablagerung von C3 an der DEJ ist in Mausen nach der Injektion von
Kollagen Typ Vll-spezifischem IgG zu finden. Mausen wurde Kontroll IgG  oder
Kollagen Typ VlI-spezifisches IgG an Tag 0, 2 und 4 injiziert. An Tag 6 wurde die Ohrhaut entnommen und
gegen den Komplementfaktor C3 gefarbt. Die Intensitdt (MFI=mean fluorescence intensity) der spezifischen
Farbung gegen C3 an der DEJ wurde mittels Image) quantifiziert. Angegeben sind die Mittelwerte mit
Standardfehler. Der Vergleich der Gruppen erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Test (n=4 bei Kontroll IgG, n=10
bei Kollagen Typ VlI-spezifischem IgG; ***p<0.001).

Um festzustellen, ob die Ablagerung von IgG und C3 zu einer Entziindung an der Haut
fithrte, sollte die Genexpression bestimmter Marker in der Haut bestimmt werden. Miusen,
denen an Tag 0, 2 und 4 Kontroll IgG oder Kollagen Typ VII-spezifisches IgG injiziert worden
war, wurde an Tag 6 die Ohrhaut entnommen. Es sollten Marker des angeborenen sowie des
adaptiven Immunsystems untersucht werden. Beim innaten Immunsystem waren dies zum
einen der Granulozytenmarker Gr-1 sowie zum anderen das Zytokin IL-1, das hauptsachlich
von Makrophagen abgegeben wird. CCR5 wurde als ein Marker des adaptiven Immunsystems
untersucht, da dieser Rezeptor vor allem auf T-Zellen zu finden ist. Mittels qRT-PCR wurde
die relative Genexpression bezogen auf das Housekeeping-Gen MLN51 bestimmt
(Abbildung 6). Es zeigte sich ein einheitliches Muster: In den Maiusen, die

Kollagen Typ VII-spezifisches IgG erhalten hatten, war die Expression von Gr-1, IL-1p und
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CCR5 in der Haut signifikant erhoht im Vergleich zu Méusen, denen Kontroll IgG injiziert

worden war.
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Abbildung 6: Eine signifikant erhohte Genexpression von Gr-1, IL-18 und CCR5 in der Haut ist in
Méausen nach der Injektion von Kollagen Typ Vil-spezifischem IgG nachzuweisen. Miusen wurde
Kontroll IgG oder Kollagen Typ Vll-spezifisches IgG an Tag 0, 2 und 4 injiziert. An Tag 6 wurde die Ohrhaut
entnommen und die relative Genexpression in Bezug auf MLN51 mittels gRT-PCR bestimmt. Angegeben sind
die Mittelwerte mit Standardfehler. Der Vergleich der Gruppen erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Test (n=5
bei Kontroll IgG, n=5 bei Kollagen Typ VllI-spezifischem IgG; *p<0.05; **p<0.01).

Um festzustellen, ob die verdnderte Genexpression auch auf Proteinebene nachweisbar war,
wurde die Haut immunhistochemisch untersucht. Dies wurde am Beispiel der Granulozyten
durchgefiihrt, die den Marker Gr-1 tragen. Médusen wurde an Tag 0, 2, 4 und 6 Kontroll IgG
oder Kollagen Typ VII-spezifisches IgG injiziert. An Tag 12 wurde die Ohrhaut entnommen
und einer Farbung gegen Gr-1 unterzogen (Abbildung 7). Nur in den Tieren, die
Kollagen Typ VII-spezifisches IgG erhalten hatten, konnten rot angefirbte Granulozyten
nachgewiesen werden. Die Ablagerung von IgG und C3 fithrte sowohl auf Genexpressions- als

auch auf Proteinebene zu einer Entziindung.
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Kontroll IgG Kollagen Typ VlI-spezifisches IgG

Abbildung 7: Granulozyten sind nur in der Haut von Mausen nach Injektion von
Kollagen Typ Vil-spezifischem IgG zu finden. Madusen wurde  Kontroll IgG  oder
Kollagen Typ VlI-spezifisches IgG an Tag 0, 2, 4 und 6 injiziert. An Tag 12 wurde die Ohrhaut entnommen und
gegen Gr-1 gefarbt. Die Pfeile markieren entsprechend angefarbte Zellen.

3.1.2 Makroskopische Wundentstehung

Um zu untersuchen, ob die nachgewiesene Entziindung an der Haut auch zu einer
makroskopischen Blasenbildung fiihrte, wurde die Korperoberfliche der Mause eingehend
untersucht. Dazu wurden Tiere, die Kollagen Typ VII-spezifisches IgG an Tag 0, 2, 4 und 6
erhalten hatten, an Tag 12 in Narkose gelegt, auf charakteristische Wunden und
Hautverdnderungen hin untersucht und fotografiert (Abbildung 8). Sie wiesen fiir die EBA
typische Hautverdnderungen wie Krusten, Erosionen, Erytheme und Alopezie an Ohren, Kopf

und Schnauze sowie an den Gliedmaflen auf.
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Abbildung 8: Der charakteristische EBA-Phdnotyp zeigt sich in Mausen nach Injektion von
Kollagen Typ VlI-spezifischem IgG. C57BL/6-Mdusen wurde Kollagen Typ VlI-spezifisches IgG an Tag 0, 2, 4
und 6 s.c. injiziert. An Tag 12 wurden die Tiere fotografiert. Sie wiesen typische Hautveranderungen (Krusten,
Erosionen, Erytheme, Alopezie) an Schnauze, Kopf und Ohren sowie an den Beinen auf. Reprdsentative
Aufnahmen von drei Tieren wurden ausgewahlt.

Um das Ausmaf’ der Erkrankung zu erfassen, wurde bei Mausen der prozentuale Anteil der
betroffenen Korperoberfliche bestimmt und im zeitlichen Verlauf dargestellt. Dazu wurden
Tiere, denen Kontroll IgG oder Kollagen Typ VII-spezifisches IgG an Tag 0, 2, 4 und 6
injiziert worden war, zwischen Tag 0 und 40 regelmiflig untersucht (Abbildung 9). Die
Miuse, die Kontroll IgG erhalten hatten, =zeigten erwartungsgemafl keinerlei
Hautveranderungen (Woodley, Chang et al. 2005), wihrend sich bei den Tieren, die
Kollagen Typ VII-spezifisches IgG erhalten hatten, erste Wunden sechs Tage nach der ersten
IgG-Injektion manifestierten. Der Anteil betroffener Korperstellen nahm in der zweiten
Gruppe weiterhin zu, bis das Maximum der Erkrankung an Tag 18 beobachtet werden
konnte. Anschlieffend nahm der Anteil der betroffenen Korperoberfliche wieder ab und
erreichte nach vierzig Tagen etwa 4%. Daraus ergab sich die Frage, wodurch es zu der
zeitlichen = Verzogerung von sechs Tagen zwischen erster Injektion von

Kollagen Typ VII-spezifischem IgG und Wundentstehung kam.
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Abbildung 9: Nur die Injektion von Kollagen Typ VlI-spezifischem IgG fiihrt zu einer EBA-Erkrankung.
C57BL/6-Méausen wurde Kontroll IgG oder Kollagen Typ Vll-spezifisches IgG an Tag 0, 2, 4 und 6 s.c. injiziert.
Die Tiere wurden regelmdBig untersucht und der prozentuale Anteil der betroffenen Korperoberflache
bestimmt. Mduse, denen Kontroll IgG verabreicht wurde, zeigten Uber vierzig Tage hinweg keinerlei
Verdnderungen an der Kérperoberflache. In den Mausen, die Injektionen mit Kollagen Typ VlI-spezifischem
IgG erhalten hatten, hatten sich an Tag 6 die ersten Wunden etabliert. Die Anzahl der Tiere lag in beiden
Gruppen abhdngig vom Zeitpunkt zwischen 5 und 20. Das Experiment wurde mit denselben Ergebnissen
wiederholt. Angegeben sind die Mittelwerte mit Standardfehler (n=5-20 bei Kontroll 1gG, n=5-20 bei
Kollagen Typ Vll-spezifischem IgG).

3.1.3 Drainierender Lymphknoten an Erkrankung beteiligt

Um zu analysieren, wodurch es nach der Injektion von Kollagen Typ VII-spezifischem IgG zu
der zeitlichen Verzogerung hinsichtlich der Wundentstehung an der Haut kam, wurden die
Untersuchungen auf das adaptive Immunsystem ausgeweitet. Hinweise auf Zellen des
adaptiven Immunsystems fanden sich bereits in der erhohten Expression von CCR5. Um die
mogliche Beteiligung des adaptiven Immunsystems zu tiberpriifen, wurde im Folgenden der
drainierende inguinale Lymphknoten untersucht. Da es mit Kollagen Typ VII-spezifischem
IgG zu einer Einwanderung von Granulozyten in die Haut kam, sollte auch im Lymphknoten
tberprift werden, ob dies zu einer erhohten Expression des Granulozytenmarkers Gr-1
tithrte. Dazu wurde Mausen, denen Kontroll IgG oder Kollagen Typ VII-spezifisches IgG an
Tag 0, 2 und 4 injiziert worden war, an Tag 3 und 6 der inguinale Lymphknoten entnommen.
Die relative Genexpression von Gr-1 in Bezug auf das Housekeeping-Gen MLN51 wurde

bestimmt (Abbildung 10). An Tag 3 gab es keinen Unterschied zwischen den beiden Gruppen.
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An Tag 6 war die Expression in den Maiusen, denen Kollagen Typ VII-spezifisches IgG

verabreicht worden war, signifikant erhoht.

Gr-1

0.020
. [1 Kontroll IgG

Il Kollagen Typ Vll-spezifisches IgG

0.015

relative Genexpression
o
<
o
|

o
o
S
(92}
I

0.000

Tag

Abbildung 10: Eine signifikant erhohte Genexpression von Gr-1 im inguinalen Lymphknoten ist in
Mausen nach der Injektion von Kollagen Typ Vil-spezifischem IgG nachzuweisen. Miusen wurde
Kontroll IgG oder Kollagen Typ Vll-spezifisches IgG an Tag 0, 2 und 4 injiziert. An Tag 3 und 6 wurden die
inguinalen Lymphknoten entnommen und die relative Genexpression in Bezug auf MLN51 mittels qRT-PCR
bestimmt. Angegeben sind die Mittelwerte mit Standardfehler. Der Vergleich der Gruppen erfolgte mittels
Mann-Whitney-U-Test (n=5 bei Kontroll IgG an Tag 3 und 6; n=5 bei Kollagen Typ Vll-spezifischem IgG an Tag
3 und 6; **p<0.01).

Um zu untersuchen, ob diese Verdnderung auch auf Proteinebene nachzuweisen war, wurden
Tieren, die Kontroll IgG oder Kollagen Typ VII-spezifisches IgG an Tag 0, 2 und 4 erhalten
hatten, an Tag 6 die inguinalen Lymphknoten entnommen und histologische Schnitte gegen
Gr-1 gefirbt (Abbildung 11). In der Gruppe mit Kontroll IgG wiesen die Tiere keine
spezifische Farbung auf. In der Gruppe mit Kollagen Typ VII-spezifischem IgG waren
deutlich und intensiv angefirbt einzelne Zellen auszumachen. Zum Zeitpunkt der
Wundentstehung waren vermehrt Granulozyten in die drainierenden Lymphknoten der

Maiuse mit Kollagen Typ VII-spezifischem IgG eingewandert.
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Kontroll IgG Kollagen Typ VlI-spezifisches IgG

Abbildung 11: Eindeutig angefarbte Granulozyten im Lymphknoten sind nur in Mausen nach Injektion
von Kollagen Typ Vll-spezifischem IgG zu finden. Mausen wurde Kontroll I1gG oder
Kollagen Typ Vll-spezifisches 1gG an Tag 0, 2 und 4 injiziert. An Tag 6 wurden die inguinalen Lymphknoten
entnommen und gegen Gr-1 gefarbt. Die Pfeile markieren entsprechend angefarbte Zellen, welche nur auf
der rechten Seite auszumachen sind.

Um zu untersuchen, ob es auch zu einer Proliferation im Lymphknoten kam, wurden Mausen
nach Injektion von Kontroll IgG oder Kollagen Typ VII-spezifischem IgG an Tag 0, 2 und 4
die inguinalen Lymphknoten an Tag 6 entnommen und einer Doppelfirbung gegen Ki-67
und B220 unterzogen (Abbildung 12). Die proliferierenden Zellen wurden dabei rot angefarbt
gegen das Antigen Ki-67, welches nur zu finden ist, wenn sich eine Zelle im Zellzyklus
befindet. Um die T-Zell-Zone von der B-Zell-Zone unterscheiden zu kdnnen, wurden die
B-Zellen blau angefarbt. Die Lymphknoten der Miuse, die Kontroll IgG verabreicht bekamen,
wirkten klar strukturiert. Auflen im blau angefarbten Bereich waren B-Zellen zu finden, innen
im hellen Bereich waren einzelne rot angefirbte T-Zellen zu sehen. In der B-Zell-Zone fand
man rot angefirbt die Keimzentren, in denen die B-Zell-Proliferation stattfindet, sie
erschienen durch die Uberlagerung der beiden Firbungen dunkler. Die Struktur des
Lymphknotens der Maéuse, denen Kollagen Typ VII-spezifisches IgG injiziert wurde, sah
verandert aus. Die Keimzentren waren nicht so klar abgegrenzt wie bei den Tieren nach
Injektion von Kontroll IgG. Die T-Zell-Zone wies rot angefarbt viele proliferierende Zellen

auf.
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Abbildung 12: Eine starke Proliferation in der T-Zell-Zone (TZZ) der Lymphknoten ist in Mausen nach
Injektion von Kollagen Typ Vll-spezifischem IgG nachzuweisen. Mausen wurde Kontroll IgG oder
Kollagen Typ Vll-spezifisches 1gG an Tag 0, 2 und 4 injiziert. An Tag 6 wurden die inguinalen Lymphknoten
entnommen und doppelt gegen Ki-67 (Proliferation) und B220 (B-Zell-Marker) gefarbt. Proliferierende Zellen
sind rot markiert, B-Zellen blau.

Um dies zu quantifizieren, wurden in beiden Gruppen die proliferierenden Zellen in zwei
0,03 mm?® groflen Bereichen der T-Zell-Zone, die maximale Proliferation aufwiesen,
ausgezdhlt (Abbildung 13). Die Proliferationsrate war in den Madusen, denen

Kollagen Typ VII-spezifisches IgG injiziert worden war, signifikant erhoht.

50



ERGEBNISSE

100
N
F %
e 80-
£ AyA
Q
-~ |
= 60 A
2 A
N L
S 40
C
@
2 L
< 204
o
o

0 | T

Kontroll  Kollagen Typ VII-
I9G spezifisches
[e]€]

Abbildung 13: Eine signifikant erhohte Proliferation in der TZZ im inguinalen Lymphknoten ist in
Mausen nach der Injektion von Kollagen Typ Vil-spezifischem IgG nachzuweisen. Mdusen wurde
Kontroll IgG oder Kollagen Typ Vll-spezifisches IgG an Tag 0, 2 und 4 injiziert. An Tag 6 wurden die inguinalen
Lymphknoten entnommen und doppelt gegen Ki-67 (Proliferation) und B220 (B-Zell-Marker) geférbt. Die
Anzahl der proliferierenden Zellen in der TZZ wurde in zwei Bereichen von je 0,03 mm?, die maximale
Proliferation aufwiesen, ausgezdhlt. Jedes Symbol reprasentiert ein Tier. Angegeben sind die Mittelwerte mit
Standardfehler. Der Vergleich der Gruppen erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Test (n=5 bei Kontroll IgG, n=5
bei Kollagen Typ Vll-spezifischem IgG; *p<0.05).

Ob die erhohte Proliferation der Lymphknoten auch zu einer verdnderten Produktion der
Zytokine im Lymphknoten fiihrte, sollte im ndchsten Schritt geklart werden. Dazu wurden
Maiusen, die Kontroll IgG oder Kollagen Typ VII-spezifisches IgG an Tag 0, 2 und 4 erhalten
hatten, die inguinalen Lymphknoten an Tag 3 und 6 entnommen. Die relative Genexpression
von IFN-y, IL-4, IL-10 und IL-17 wurde in Bezug auf das Housekeeping-Gen MLNS51
bestimmt (Abbildung 14). An Tag 3 gab es zwischen beiden Gruppen keinen Unterschied. An
Tag 6 zeigten sich in Tieren, die Kollagen Typ VII-spezifisches IgG erhalten hatten, drei
Muster: Die Expression von IFN-y war signifikant erhoht, die Expression von IL-4 signifikant

vermindert und bei IL-10 und IL-17 gab es keinen Unterschied zur Kontrollgruppe.
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Abbildung 14: Eine signifikant erh6hte Expression von IFN-y bei signifikant verminderter Expression
von IL-4 im Lymphknoten ist in Mausen nach der Injektion von Kollagen Typ Vil-spezifischem IgG zu
finden. Mausen wurde Kontroll IgG oder Kollagen Typ Vll-spezifisches IgG an Tag 0, 2 und 4 injiziert. An Tag 3
und 6 wurden die inguinalen Lymphknoten entnommen und die relative Genexpression in Bezug auf MLN51
mittels qRT-PCR bestimmt. Angegeben sind die Mittelwerte mit Standardfehler. Der Vergleich der Gruppen
erfolgte  mittels Mann-Whitney-U-Test (n=5 bei Kontroll IgG an Tag 3 wund 6, n=5 bei
Kollagen Typ Vll-spezifischem IgG an Tag 3 und 6; *p<0.05; **p<0.01).

Da die erhohte Proliferation in der TZZ der Lymphknoten sowie die Expression
charakteristischer T-Zell-Zytokine einen Hinweis auf T-Zellen darstellten, wurde im nichsten
Schritt tberprift, ob T-Zellen in die Haut einwanderten. Dazu wurde Mausen, denen
Kontroll IgG oder Kollagen Typ VII-spezifisches IgG an Tag 0, 2, 4 und 6 injiziert worden

war, an Tag 12 die Ohrhaut entnommen und gegen den Rezeptor TCR-f gefarbt
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(Abbildung 15). Nur in Miusen, die Kollagen Typ VII-spezifisches IgG erhalten hatten, waren
T-Zellen in der Haut zu finden. In der Kontrollgruppe konnten sie nicht nachgewiesen

werden. T-Zellen wanderten in die erkrankte Haut ein.

Kontroll IgG Kollagen Typ VlI-spezifisches IgG

TCR-B

Abbildung 15: T-Zellen sind nur in der Haut von Mausen nach Injektion von
Kollagen Typ Vll-spezifischem IgG zu finden. Madusen wurde Kontroll IgG  oder
Kollagen Typ Vll-spezifisches I9G an Tag 0, 2, 4 und 6 injiziert. An Tag 12 wurde die Ohrhaut entnommen und
gegen TCR-( gefarbt. Die Pfeile markieren entsprechend angefarbte Zellen.

3.1.4 Zusammenfassung I

Im Rahmen der Doktorarbeit konnte das passive EBA-Modell im Labor etabliert werden. Es
fanden sich charakteristische Ablagerungen von IgG und C3 an der DE]J. Dies fiihrte zu einer
Entziindung an der Haut mit erhohter Zytokinexpression und duferte sich in
makroskopischen Blasen. Als neue Erkenntnis konnte zusitzlich gezeigt werden, dass
T-Zellen im drainierenden Lymphknoten proliferierten, die Expression von IFN-y signifikant
erhoht und die Expression von IL-4 signifikant vermindert war. Bisher nicht untersucht,

konnte hier ebenfalls gezeigt werden, dass T-Zellen in die erkrankte Haut einwanderten.
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3.2 Rolle der T-Zellen im passiven Modell

3.2.1 FTY-Behandlung vermindert Zirkulation von T-Zellen

Um eine mogliche Rolle der T-Zellen bei der Erkrankung genauer zu untersuchen, sollte ihre
Zirkulation unterbunden werden. Méusen wurde tiglich der Immunmodulator FTY720, im
Folgenden mit FTY abgekiirzt, in einer Konzentration von 1mg/kg Korpergewicht i.p.
injiziert. Dieser ist ein Analogon des Sphingosin-1-Phosphats und verhindert durch Bindung
an den Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor die Auswanderung von T-Zellen aus den
lymphatischen Organen (Matloubian, Lo et al. 2004; Rivera, Proia et al. 2008). Den Méusen
wurde vor der Behandlung und nach zwei Tagen Behandlung Blut aus der Schwanzvene
entnommen und einer Erythrolyse unterzogen. Die iibrigen Zellen wurden gegen TCR-p und
CD19 gefarbt. Mittels Durchflusszytometrie wurden die Leukozyten in einem Scatterplot
angezeigt, der eine Unterscheidung der einzelnen Populationen nach Grofle (Forward
scatter=FSC) und Granularitit (Side scatter=SSC) ermoglichte. Es wurde auf die
Lymphozytenpopulation gegatet, ihre Zellen wiesen unter den ibrigen Leukozyten die
geringste Grofle und Granularitdt auf. In den Dot plots zweier Zeitpunkte lieflen sich die
unterschiedlich angefirbten Zellen unterschieden (Abbildung 16). Diese Dot plots wurden in
vier Quadranten aufgeteilt, in Q1 und Q4 fanden sich die Zellen, die eine spezifische Fiarbung
aufwiesen, also jeweils positiv fiir den T-Zell-Marker TCR- oder den B-Zell-Marker CD19
waren. In Q2 fanden sich doppelt positive Zellen, wahrend die Zellen in Q3 fiir beide Marker
negativ waren. Betrachtet wurde nun QI, in dem sich die T-Zellen befanden. Oben links ist
der prozentuale Anteil dieser Zellen an der gesamten Lymphozytenpopulation zu sehen.
Bereits nach zwei Tagen Behandlung nahm der Anteil der T-Zellen sowie ihre absolute

Anzahl, zu sehen an den einzelnen Punkten, deutlich ab.
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Abbildung 16: Die Anzahl der T-Zellen im peripheren Blut wird durch die Behandlung mit FTY
(Immunmodulator FTY720) bereits nach zwei Tagen deutlich reduziert. Mausen wurde taglich 1Tmg pro
kg Korpergewicht FTY i.p. injiziert. Vor der Behandlung sowie nach zwei Tagen Behandlung wurde Blut aus
der Schwanzvene entnommen, einer Erythrolyse unterzogen und die Zellen gegen TCR-3 und CD19 gefarbt.
AnschlieBend wurden sie mittels Durchflusszytometrie untersucht und die Zellen im Lymphozyten-Gate
wurden ausgewertet. Zu sehen sind zwei Dot plots, dabei sind die T-Zellen (TCR-B*, CD19) oben links im
Quadranten Q1 zu finden. Ihr prozentualer Anteil an den Lymphozyten ist rot markiert.

Um festzustellen, wie sich diese Behandlung auf die T-Zellen im peripheren Blut von Miusen,
die Kontroll IgG oder Kollagen Typ VII-spezifisches IgG verabreicht bekamen, auswirkte,
wurden die Tiere in vier Gruppen unterteilt. Es wurde an Tag 0 mit der Behandlung
begonnen, dabei wurde ihnen fiir vierzehn Tage téglich ein Vehikel oder FTY injiziert. Nach
zwei Tagen dieser vorbehandelnden Injektionen wurde mit der Injektion der Antikdrper
begonnen, die tagliche Injektion von Vehikel oder FTY wurde parallel dazu fortgefiihrt. Die
Vehikel-Mause erhielten Kontroll IgG oder Kollagen Typ VII-spezifisches IgG, ebenso die
Tiere der FTY-Gruppe. Die Antikdrper wurden an Tag 2, 4 und 6 injiziert. Das Blut wurde an
Tag 0, 2, 5 und 8 entnommen. Nach einer Erythrolyse wurden die Zellen gegen TCR-f und
CD19 gefirbt. Im Lymphozytengate wurden die T-Zellen betrachtet. Dabei wurde ihr Anteil
an Tag 0, also vor der Behandlung, als 100% gesetzt. Die spiteren Zeitpunkte wurden jeweils
in Relation zu diesem Wert gesetzt (Abbildung 17). Zwei Aussagen liefSen sich nun treffen:
Die Abnahme der T-Zellen im Blut stellte einen spezifischen FTY-Effekt dar, der mit dem

Vehikel nicht auftrat. Weiterhin war dieser Effekt unabhingig von der Art der injizierten
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Antikorper, er trat sowohl bei Kontroll IgG als auch bei Kollagen Typ VII-spezifischem IgG

auf.
T-Zellen im peripheren Blut
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Abbildung 17: Die Anzahl der T-Zellen im peripheren Blut ist wahrend der Behandlung mit FTY,
unabhdngig vom applizierten Antikorper, deutlich reduziert. Mdusen wurde fiir vierzehn Tage téglich
ein Vehikel (weil}) oder 1mg/kg Korpergewicht FTY (rot) ip. injiziert. Nach zwei Injektionen dieser
Vorbehandlung wurde den Tieren Kontroll IgG (einfarbig) oder Kollagen Typ VllI-spezifisches IgG (schraffiert)
an Tag 2, 4 und 6 injiziert, dabei wurde die tagliche Injektion von Vehikel oder FTY fortgefiihrt. An Tag O, 2, 5
und 8 wurde Blut aus der Schwanzvene entnommen, einer Erythrolyse unterzogen und die Zellen gegen
TCR-B und CD19 gefarbt. AnschlieBend wurden sie mittels Durchflusszytometrie untersucht und die Zellen
im Lymphozyten-Gate wurden ausgewertet. Die T-Zellen an Tag 0, also vor Beginn der Behandlung, wurden
als 100% gesetzt und die Werte der folgenden Tage darauf bezogen. Die Anzahl der Tiere lag in allen
Gruppen an Tag 2 und 5 bei 15 und an Tag 8 bei 10. Angegeben sind die Mittelwerte mit Standardfehler
(n=10-15 bei Kontroll 1gG, n=10-15 bei Kollagen Typ Vll-spezifischem IgG, n=10-15 bei Kontroll IgG + FTY,
n=10-15 bei Kollagen Typ VllI-spezifischem IgG +FTY).

Um zu untersuchen, ob die Abnahme der T-Zellen auch in der Haut nachzuweisen war,
wurde im ndchsten Schritt die Ohrhaut untersucht. Dabei konzentrierten sich die
Untersuchungen auf Kollagen Typ VII-spezifisches IgG, da nach der Injektion von
Kontroll IgG keine T-Zellen in der Haut zu finden waren. Méduse wurden vierzehn Tage lang
taglich mit einem Vehikel oder FTY behandelt, nach zwei Tagen dieser Vorbehandlung wurde
ihnen Kollagen Typ VII-spezifisches IgG an Tag 0, 2, 4 und 6 injiziert, wahrend die

Behandlung mit dem Vehikel oder FTY parallel fortgefithrt wurde. An Tag 3, 6 und 12 wurde
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die Ohrhaut entnommen und die relative Genexpression des Rezeptors TCR-a in Bezug auf
das Housekeeping-Gen MLN51 bestimmt (Abbildung 18). Die Behandlung mit FTY fiihrte zu
einer signifikanten Abnahme der T-Zellen in der Haut, gemessen an der Expression des
Rezeptors TCR. Um diese Feststellung auf Proteinebene zu untersuchen, wurde die Ohrhaut
an Tag 12 entnommen und einer Farbung gegen TCR- unterzogen (Abbildung 19). Mit dem
Vehikel waren T-Zellen in der Haut zu finden, mit FTY waren kaum bis keine zu sehen (A).
Dies wurde quantifiziert, indem die Anzahl der T-Zellen je Fliche ausgezihlt wurde (B). Ihre

Anzahl war wahrend der FTY-Behandlung signifikant vermindert.
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Abbildung 18: Die Behandlung mit FTY reduziert signifikant die Expression von TCR (T-Zell-Rezeptor)
in der Haut von Mausen nach der Injektion von Kollagen Typ VlI-spezifischem IgG. Mausen wurde fiir
vierzehn Tage téglich ein Vehikel oder Tmg/kg Koérpergewicht FTY i.p. injiziert. Nach zwei Injektionen dieser
Vorbehandlung wurde den Tieren Kontroll IgG oder Kollagen Typ VlI-spezifisches IgG an Tag 0, 2, 4 und 6
injiziert, dabei wurde die tagliche Injektion von Vehikel oder FTY fortgefiihrt. An Tag 3, 6 und 12 wurde die
Ohrhaut entnommen. Die relative Genexpression von TCR-a in Bezug auf MLN51 wurde mittels gRT-PCR
bestimmt. Mit FTY zeigte sich eine signifikant verminderte Expression. Jedes Symbol reprasentiert ein Tier.
Angegeben sind die Mittelwerte mit Standardfehler. Der Vergleich der Gruppen erfolgte mittels
Mann-Whitney-U-Test (n=14 bei Kollagen Typ Vll-spezifischem IgG - FTY, n=13 bei
Kollagen Typ Vll-spezifischem IgG + FTY; **p<0.01).
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Abbildung 19: Die Behandlung mit FTY reduziert signifikant die Anzahl der T-Zellen in der Haut von
Mausen nach der Injektion von Kollagen Typ VlI-spezifischem IgG. Mausen wurde fiir vierzehn Tage
taglich ein Vehikel oder 1Tmg/kg Kérpergewicht FTY i.p. injiziert. Nach zwei Injektionen dieser Vorbehandlung
wurde den Tieren Kontroll IgG oder Kollagen Typ Vll-spezifisches IgG an Tag 0, 2, 4 und 6 injiziert, dabei
wurde die tagliche Injektion von Vehikel oder FTY fortgefiihrt. An Tag 12 wurde die Ohrhaut entnommen
und gegen TCR-B gefarbt. A: Entsprechend angefarbte Zellen sind rot markiert. Sie sind nur im oberen Bild zu
sehen. Die Pfeile markieren die Abhebung der Epidermis von der Dermis in Form einer Blase. B: Die Anzahl
der positiven Zellen wurde in Bezug auf die Flache quantifiziert. Jedes Symbol reprasentiert ein Tier.
Angegeben sind die Mittelwerte mit Standardfehler. Der Vergleich der Gruppen erfolgte mittels Mann-
Whitney-U-Test (n=5 bei Kollagen Typ Vll-spezifischem IgG - FTY, n=5 bei
Kollagen Typ Vll-spezifischem IgG + FTY; *p<0.05).

Um festzustellen, ob die reduzierte T-Zell-Anzahl in der Haut Auswirkungen auf die
Zytokinexpression in der Haut hatte, wurde die Ohrhaut von Maiusen, denen
Kollagen Typ VII-spezifisches IgG an Tag 0, 2, 4 und 6 injiziert worden war, an Tag 3, 6 und
12, also nach fiinf bis vierzehn Tagen Vehikel- oder FTY-Behandlung, entnommen. Die
relative Genexpression von IFN-y, IL-4, IL-10 und IL-17 wurde in Bezug auf das
Housekeeping-Gen MLN51 bestimmt (Abbildung 20). Es ergaben sich zwei Muster: Mit FTY
nahm die Expression von IFN-y und IL-17 signifikant ab, wéihrend es bei IL-4 und IL-10

keine Unterschiede zwischen beiden Gruppen gab.
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Abbildung 20: Die Behandlung mit FTY reduziert signifikant die Expression von IFN-y und IL-17 in der
Haut von Mausen nach der Injektion von Kollagen Typ VllI-spezifischem IgG. Mdusen wurde fiir vierzehn
Tage tdglich ein Vehikel oder 1mg/kg Korpergewicht FTY i.p. injiziert. Nach zwei Injektionen dieser
Vorbehandlung wurde den Tieren Kollagen Typ VlI-spezifisches IgG an Tag 0, 2, 4 und 6 injiziert, dabei wurde
die tagliche Injektion von Vehikel oder FTY fortgefiihrt. An Tag 3, 6 und 12 wurde die Ohrhaut entnommen.
Die relative Genexpression in Bezug auf MLN51 wurde mittels qRT-PCR bestimmt. Jedes Symbol reprasentiert
ein Tier. Angegeben sind die Mittelwerte mit Standardfehler. Der Vergleich der Gruppen erfolgte mittels
Mann-Whitney-U-Test (n=7-14 bei Kollagen Typ Vll-spezifischem IgG - FTY, n=5-12 bei
Kollagen Typ Vll-spezifischem IgG + FTY; *p<0.05; ***p<0.001).
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Ob die Reduzierung der T-Zellen in Blut und Haut einen Einfluss auf die Entwicklung der
EBA hatte, wurde im folgenden Schritt geklart. Mause wurden fiir vierzehn Tage taglich mit
Vehikel oder FTY behandelt. Nach zwei Tagen Behandlung wurde den Tieren der
Vehikel- sowie der FTY-Gruppe Kontroll IgG oder Kollagen Typ VII-spezifisches IgG an Tag
0, 2,4 und 6 injiziert. An Tag 0, 3, 6, 9 und 12 wurden die Tiere eingehend auf Veranderungen
an der Hautoberfliche untersucht und der jeweilige prozentuale Anteil bestimmt (Abbildung
21). Die Méuse, denen Kontroll IgG injiziert worden war, zeigten erwartungsgemaf3 keinerlei
Hautverdnderungen, unabhéngig davon, ob sie mit einem Vehikel oder mit FTY behandelt
worden waren. Auch die Mause, die Kollagen Typ VII-spezifisches IgG und ein Vehikel
erhalten hatten, wurden erwartungsgemafl krank. Wider Erwarten wurden jedoch auch die
Maiuse krank, die Kollagen Typ VII-spezifisches IgG und eine FTY-Behandlung erhalten
hatten. Es zeigte sich kein Unterschied zu den Maiusen, die mit dem Vehikel behandelt
worden waren. Die reduzierte T-Zell-Anzahl im Blut und in der Haut, sowie die verminderte
Expression von IFN-y und IL-17 in der Haut beeinflusste die Entstehung der

EBA-Erkrankung nicht.
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Abbildung 21: Die Behandlung mit FTY verdandert den Krankheitsverlauf der EBA-Erkrankung nicht.
Mausen wurde fiir vierzehn Tage tdglich ein Vehikel (schwarz) oder Tmg/kg Koérpergewicht FTY (rot) i.p.
injiziert. Nach zwei Injektionen dieser Vorbehandlung wurde den Tieren Kontroll IgG (Quadrat) oder
Kollagen Typ Vll-spezifisches IgG (Dreieck) an Tag 0, 2, 4 und 6 injiziert, dabei wurde die tagliche Injektion
von Vehikel oder FTY fortgefiihrt. Die Tiere wurden alle drei Tage untersucht und der prozentuale Anteil der
betroffenen Kérperoberflaiche bestimmt. Die Anzahl der Tiere lag in jeder Gruppe abhdngig vom Zeitpunkt
zwischen 5 und 15. Angegeben sind die Mittelwerte mit Standardfehler (n=5-15 bei Kontroll IgG, n=5-15 bei
Kollagen Typ VlI-spezifischem I9G, n=5-15 bei Kontroll IgG + FTY, n=5-15 bei
Kollagen Typ VlI-spezifischem IgG + FTY).

3.2.2 Zusammenfassung II

Mit FTY lief§ sich die Anzahl der T-Zellen im peripheren Blut bereits nach zwei Tagen senken,
dies  geschah  unabhdngig davon, ob den  Tieren KontrollIgG  oder
Kollagen Typ VII-spezifisches IgG verabreicht worden war. Die Behandlung reduzierte des
Weiteren die Anzahl der T-Zellen in der Haut. Dadurch kam es auch zu einer Veranderung
im Zytokinmuster in der Haut: IFN-y und IL-17 wurden signifikant weniger exprimiert.

Dennoch dnderte sich dadurch nichts an der Entwicklung der EBA-Erkrankung.
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3.3 Modulierung mit PNACs

3.3.1 PNAGC:s in passiver EBA

Im Folgenden wurde nun untersucht, ob zytosolische Proteine, wie sie in Protein-
Nukleinsauren-Komplexen (PNACs) enthalten sind, einen Einfluss auf den Krankheitsverlauf
der EBA haben wiirden. Mausen wurde Kollagen Typ VII-spezifisches IgG an Tag 0, 2, 4 und
6 injiziert. Nach Krankheitsinduktion wurden sie ab Tag 10 drei Mal wochentlich mit PBS
oder PNACs behandelt. Die Tiere wurden von Tag 0 bis Tag 40 regelmiflig auf
Verdnderungen der Hautoberfliche untersucht (Abbildung 22). Bis Tag 25 gab es keine
Unterschiede zwischen beiden Gruppen. Ab diesem Zeitpunkt war eine Tendenz in der
PNACs-behandelten Gruppe zu erkennen: Verglichen mit der PBS-Gruppe war ein geringerer
Prozentsatz der Hautoberfliche betroffen. Diese Tendenz fithrte an Tag 40 zu einem

signifikanten Ergebnis.
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Abbildung 22: Die Behandlung mit PNACs (Protein-Nukleinsdure-Komplexe) verbessert den
Krankheitsverlauf der passiven EBA. Mausen wurde Kollagen Typ VlI-spezifisches IgG an Tag 0, 2, 4 und 6
injiziert. Ab Tag 10 wurde ihnen drei Mal wochentlich PBS oder PNACs injiziert. Die Tiere wurden regelmaflig
untersucht und der prozentuale Anteil der betroffenen Korperoberfliche bestimmt. Die Anzahl der Tiere lag
in beiden Gruppen abhdngig vom Zeitpunkt zwischen 6 und 30. Angegeben sind die Mittelwerte mit
Standardfehler. Der Vergleich der Gruppen erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Test (n=6-30 bei PBS, n=6-30
bei PNACs; **p<0.01).

Um die Reproduzierbarkeit dieses feinen Unterschieds zu tiberpriifen, wurde der Versuch
mehrmals wiederholt, die Werte bei Versuchsende (Tag 40 bis 46) wurden
zusammengenommen betrachtet (Abbildung 23). Auch hier war der Anteil der betroffenen

Hautoberfliche in PNACs-behandelten Méusen signifikant niedriger.
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Abbildung 23: PNACs verringern die Erkrankung nach vierzig Tagen. Mausen wurde
Kollagen Typ Vll-spezifisches IgG an Tag 0, 2, 4 und 6 injiziert. Ab Tag 10 wurde ihnen drei Mal wochentlich
PBS oder PNACs injiziert. Der prozentuale Anteil der betroffenen Kérperoberflache wurde in drei Versuchen
an Tag 40 bis 46 bestimmt. Jedes Symbol reprasentiert ein Tier. Angegeben sind die Mittelwerte mit
Standardfehler. Der Vergleich der Gruppen erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Test (n=22 bei PBS, n=23 bei
PNACs; *p<0.05).

Um zu untersuchen, ob PNACs das Zytokinmilieu im drainierenden Lymphknoten
verdnderten, wurden Méusen, die Kollagen Typ VII-spezifisches IgG und eine PBS- oder
PNACs-Behandlung erhalten hatten, die inguinalen Lymphknoten bei Versuchsende (Tag 12
bei einem Versuch, Tag 40 bis 62 in vier Versuchen) entnommen. Die relative Genexpression
von IFN-y, IL-4, FcyR2b und FcyR4 bezogen auf das Housekeeping-Gen MLN51 wurde
analysiert (Abbildung 24). FcyR2b und FcyR4 wurden untersucht, da sie eine Rolle bei der
EBA-Erkrankung spielen. FcyR2b wirkt hemmend auf die Erkrankung, wihrend FcyR4 die
Erkrankung fordert (Nimmerjahn and Ravetch 2008; Kasperkiewicz, Nimmerjahn et al. 2012).
Es zeigten sich drei Muster: Bei IFN-y und FcyR2b gab es keine Unterschiede zwischen beiden
Gruppen. Die Expression von IL-4 war durch die PNACs-Behandlung signifikant erhoht,
wiahrend die Expression von FcyR4 signifikant vermindert war. Die Behandlung mit PNACs

modulierte das Zytokinmilieu und wies auf eine verbesserte Wundheilung hin.

64



ERGEBNISSE

IFN-y IL-4
0.08+ 15
*%
5 5
2 0.06- * @ ®
g g 014 ¢
Zj ° <>1,< A,A od® °
C0047 4, ° c sian SN
°
3 A :. g AA '..ﬂ:
001 aAAAa o®
E 0 02_ AAA [ ) E AA& ..
c -.-&-‘- [°]
v "‘%‘ ®eee®’ v at *
AAA‘ CYYY N
0.00 kb ds——o 00— 0.001 . T
PBS PNACs PBS PNACs
FcyR2b FcyR4
10 15 %
* A
[ c
o A o A
@ ° @a ‘A:A o:.
L ®oq0®® L 01 —F— %
A A °
% AAAAL _‘9. . % AA*AAA §
c 14 4 A ° %e c AA 0;20
) Asd L AL ) A, .4 Pt 13
& AsA ° $ AaA o0
o AL Uy @ 0.01 A .0...00
> Ad Z o
8 ° © A °
v g
0.1 T T 0.001 T T
PBS PNACs PBS PNACs

Abbildung 24: Die Behandlung mit PNACs erhoht signifikant die Expression von IL-4 und reduziert
signifikant die Expression von FcyR4. Mdusen wurde Kollagen Typ VlI-spezifisches IgG an Tag 0, 2, 4 und 6
injiziert. AnschlieBend erfolgte drei Mal wochentlich die Behandlung mit PBS oder PNACs. Bei Versuchsende
(Tag 12 bei einem Versuch, Tag 40-62 in vier Versuchen) wurden die inguinalen Lymphknoten entnommen.
Die relative Genexpression in Bezug auf MLN51 wurde mittels gqRT-PCR bestimmt. Jedes Symbol reprasentiert
ein Tier. Angegeben sind die Mittelwerte mit Standardfehler. Der Vergleich der Gruppen erfolgte mittels
Mann-Whitney-U-Test (n=27-30 bei PBS, n=30-35 bei PNACs; *p<0.05; **p<0.01).

3.3.2 PNACs im humanen in vitro-Hautmodell

Um dem Hinweis auf eine verbesserte Wundheilung durch PNACs nachzugehen, wurde ein
etabliertes humanes in vitro-Hautmodell benutzt. Dabei wurden aus Hautbiopsien, die aus
chirurgischen Eingriffen stammten und nach Aufklirung und Einverstindnis des Patienten
verwendet wurden, Stanzen gewonnen. Dazu wurde eine Stanze mit einem Durchmesser von
4mm entnommen, sie bestand aus der Epidermis, der Dermis und hiufig dem

Unterhautfettgewebe. Mittig wurde eine Stanze mit 2 mm Durchmesser entfernt. Somit
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entstand die Form eines Hohlylinders. Diese Stanzen wurden in reinem Medium oder unter
Zugabe von PNAC:s fiir drei und sechs Tage kultiviert und anschlieflend entnommen. Nach
dem Einbetten in ein Kryomedium und dem Einfrieren in fliissigem Stickstoff wurden daraus
Langsschnitte hergestellt, die jeweils alle Hautschichten beinhalteten (Abbildung 25). Dabei
war die mittlere Stanze abhédngig vom Schnitt nicht vollig durchgéngig, sodass in der Mitte die
Epidermis und nur ein Teil der Dermis fehlte, wie auf dem Ubersichtsbild rechts oben zu
sehen ist. Diese Vertiefung bildete das Wundbett. Somit ergaben sich vier Wundrander: zwei
duflere und zwei innere. An diesen bildeten sich durch die Kultivierung sogenannte
Wundheilungs- oder Epithelzungen. Solch eine ist ganz rechts oben dargestellt. Dabei wuchs

die Epidermis um den Wundrand herum.

Hautbiopsien -

{

~punch-in-a-punch”

Epidermis —— g
100 pm
Dermis —
Unterhaut-
fettgewebe
S —
4 mm

Langsschnitte

PNACs Dw’trolnkubatior> [ Einbetten ‘

Abbildung 25: In einem humanen in vitro-Hautmodell wird die Wundheilung an den Wundridndern
untersucht. Hautbiopsien, die bei chirurgischen Eingriffen anfielen, wurden nach Aufklarung und
Einverstdandnis des Patienten fiir dieses Modell verwendet. Links ist eine Stanze schematisch dargestellt, die
aus der Haut des Patienten gewonnen wurde. Sie erstreckte sich von der Epidermis (iber die Dermis bis zum
Unterhautfettgewebe. Diese Stanzen wurden unter unterschiedlichen Bedingungen fiir drei und sechs Tage
kultiviert. Nach dem Einfrieren wurden Langsschnitte der Stanzen abhdngig von den untersuchten
Parametern gefirbt. Oben mittig ist ein solcher Langsschnitt mit HE-Férbung in der Ubersicht zu sehen. An
den vier Wundkanten entstanden die sogenannten Wundheilungs- oder Epithelzungen. Oben rechts ist eine
Epithelzunge dargestellt.
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3.3.3 Flichenentwicklung der Wundheilungszungen

Die Stanzen wurden fiir drei und sechs Tage in reinem Medium oder unter Zugabe von 10%
PNACs kultiviert. Anschlieffend wurden sie entnommen. Als Kontrolle wurden frische
Stanzen an Tag 0 entnommen. Die Schnitte wurden HE gefirbt (Abbildung 26). In den
Kontrollen an Tag 0 war deutlich eine scharfe Wundkante zu sehen, die durch das Stanzen
verursacht wurde. Die Flache der Epithelzungen der Kontrolle war daher definitionsgemaf3
null. Der Wundrand zu den spiteren Zeitpunkten wurde so bestimmt, dass eine imaginare
Linie zwischen Stratum corneum der Epidermis und Wundkante der Dermis angelegt wurde,
jenseits des Wundrands befand sich die gewachsene Epithelzunge. Anhand der Epidermis lief3
sich erkennen, welche Bereiche bereits ausdifferenziert waren im Vergleich zu den Bereichen,
in denen noch ,,Bewegung® stattfand. Morphologisch betrachtet konnte man auch im Stratum
basale einen Unterschied in der Anordnung der Zellen feststellen. Waren sie im intakten
Gewebe vor dem Wundrand relativ klar in eine Richtung angeordnet, so ging diese Ordnung
in der Zunge verloren. Die beiden untersuchten Zeitpunkte unterschieden sich voneinander.
Die Grofienzunahme war insbesondere zum frithen Zeitpunkt deutlich. Drei Tage spéater war
diese nicht mehr so stark. Es konnte hier jedoch eine Differenzierung beobachtet werden. Das
Stratum corneum wurde deutlich dicker. Mit PBS wurden hiufig kleinere, dickliche Zungen

beobachtet, wihrend sie mit PNACs vor allem lang und diinn waren.
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Abbildung 26: Es entstehen groB3ere und langere Zungen mit PNACs. Die Hautstanzen wurden in reinem
Medium oder unter Zugabe von 10% PNACs kultiviert und nach drei und sechs Tagen entnommen. Zur
Kontrolle wurden an Tag 0 frische Stanzen entnommen. Alle Stanzen wurden HE gefdrbt. Nur nach
Kultivierung sind gewachsene Epithelzungen am Wundrand zu erkennen. Reprdsentative Aufnahmen
wurden ausgewahlt.

Um diese Beobachtung zu quantifizieren, wurde die Fliche von Zungen bestimmt, die drei
und sechs Tage in reinem Medium, unter Zusatz einer Proteinkontrolle (fetales
Kilberserum=FCS) oder unter Zugabe von PNACs kultiviert worden waren. Es wurden je
Stanze alle vier Zungen, zwei duflere und zwei innere, analysiert. Zur Abgrenzung der Fliche
wurden alle lebenden Zellen der Wundheilungszunge betrachtet, nicht jedoch die bereits
abgestorbenen Zellen der oberen Epidermisschichten (Abbildung 27). Nach drei Tagen gab es
keine Unterschiede zwischen den drei Gruppen. Nach sechs Tagen war die Fliche der
Epithelzungen mit PNACs signifikant grofler, sowohl im Vergleich zu reinem Medium als

auch zu der Kontrolle mit unspezifischen Proteinen.
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Abbildung 27: Nach PNACs-Behandlung entsteht eine signifikant groBere Wundheilungsfliche an
Tag 6. Die Hautstanzen wurden in reinem Medium, unter Zugabe von 10% einer Proteinkontrolle (FCS) oder
unter Zugabe von 10% PNACs kultiviert und nach drei und sechs Tagen entnommen. Alle Stanzen wurden
HE gefarbt. A: Die Flache der gewachsenen Epithelzungen (Wundheilungsflache) wurde markiert (unterer
Pfeil) und mittels ImageJ quantifiziert. B: Es wurden an beiden Tagen jeweils vier Patienten analysiert.
Angegeben sind die Mittelwerte mit Standardfehler. Der Vergleich der Gruppen erfolgte mittels Mann-
Whitney-U-Test (n=4 bei Medium, n=4 bei Kontrolle, n=4 bei PNACs; *p<0.05; **p<0.01).
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3.3.4 Linge der Wundheilungszungen

Ein verbessertes Flichenwachstum der Wundheilungszungen konnte auf vier verschiedene
Faktoren zuriickzufithren sein. Die Migration von Zellen wiirde ebenso zu einer grofleren
Fliche beitragen wie eine lingere Epithelzunge. Zusitzlich zur Linge konnte auch die
Proliferation zunehmen, wobei beides durch Angiogenese gefordert wiirde. Diese wiirde
durch die Bildung neuer Gefifle fiir eine verbesserte Versorgung der Epidermis mit
Nahrstoffen sorgt. Diese Faktoren sollten in den ndchsten Schritten untersucht werden,
beginnend mit der Linge der Epithelzungen. Dabei wurden Zungen verglichen, die fiir drei
und sechs Tage in reinem Medium oder unter Zugabe von PNACs kultiviert worden waren
(Abbildung 28). Es wurde von der Schnittkante apikal entlang der Basalzellschicht gemessen.
Ahnlich wie bei der Fliche war auch das Lingenwachstum bereits zu einem frithen Zeitpunkt
grofdtenteils abgeschlossen. Die Steigerung des Langenwachstums zwischen Tag 3 und Tag 6
war nicht mehr so deutlich. Dies fiel zeitlich zusammen mit der Differenzierung der
Epithelzunge. Zu beiden Zeitpunkten zeigte sich ein signifikant besseres Lingenwachstum mit

dem Zusatz von PNAC:s.
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Abbildung 28: Nach PNACs-Behandlung sind signifikant langere Epithelzungen an Tag 3 und 6 zu
finden. Die Hautstanzen wurden in reinem Medium oder unter Zugabe von 10% PNACs kultiviert und nach
drei und sechs Tagen entnommen. Alle Stanzen wurden HE gefdrbt. Die Linge der gewachsenen
Epithelzungen wurde mittels ImageJ quantifiziert. A: Die Lange der gewachsenen Epithelzunge wurde
entlang der Basalzellschicht markiert (Pfeil) und mittels ImageJ ausgewertet. B: Es wurden an beiden Tagen
jeweils vier Patienten analysiert. Angegeben sind die Mittelwerte mit Standardfehler. Der Vergleich der
Gruppen erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Test (n=4 bei Medium, n=4 bei PNACs; *p<0.05; **p<0.01).
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3.3.5 Proliferation als verantwortlicher Prozess

Um die Proliferation genauer zu untersuchen, wurden Stanzen fiir drei und sechs Tage in
reinem Medium oder unter Zugabe von PNACs kultiviert und anschlieflend entnommen. Als
Kontrolle wurden frische Stanzen von Tag 0 verwendet, die nicht kultiviert wurden. Die
Schnitte wurden gegen Ki-67 gefirbt (Abbildung 29). An Tag 0 war eine schwache
Proliferation zu sehen, dabei war im Bereich der Wundkante keine Proliferation zu
beobachten. Nach drei und sechs Tagen énderte sich diese Situation jedoch. Vor allem im
Stratum basale war eine starke Proliferation kennzeichnend. Diese war nicht nur auf die
Epithelzunge beschréankt, sondern auch im angrenzenden epidermalen Gewebe zu finden. Die

Basalzellen zeigten die stirkste Proliferation in der Epithelzunge.
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Abbildung 29: Nach PNACs-Behandlung ist in den Epithelzungen vermehrte Proliferation zu finden.
Die Hautstanzen wurden in reinem Medium oder unter Zugabe von 10% PNACs kultiviert und nach drei und
sechs Tagen entnommen. Zur Kontrolle wurden an Tag 0 frische Stanzen entnommen. Alle Stanzen wurden
gegen Ki-67 gefarbt. Nach Kultivierung ist eine gesteigerte Proliferation in den gewachsenen Epithelzungen
zu sehen. Reprasentative Aufnahmen wurden ausgewahilt.

Um die Proliferation zu quantifizieren, wurden Stanzen nach drei und sechs Tagen Kultur in
reinem Medium oder unter Zugabe von PNACs entnommen und die proliferierenden Zellen
angefirbt. Die Anzahl der proliferierenden Zellen in der Epithelzunge wurde ausgezéhlt und
ins Verhdltnis zur Gesamtzahl aller lebenden Zellen der Epithelzunge gesetzt (Abbildung 30).
Die Proliferation mit PNACs war zu beiden Zeitpunkten signifikant erhoht im Vergleich zu
reinem Medium. Deutlich wurde auch, dass sich die Proliferation iiber die Zeit nicht
verdnderte. Die starke Proliferation in der PNACs-Gruppe war unter anderem auf die lange

Epithelzunge zuriickzufithren, die dadurch mehr Basalzellen beinhaltete.
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Abbildung 30: PNACs erhohen signifikant die Proliferation in den Epithelzungen. Die Hautstanzen
wurden in reinem Medium oder unter Zugabe von 10% PNACs kultiviert und nach drei und sechs Tagen
entnommen. Alle Stanzen wurden gegen Ki-67 gefarbt. A: Die proliferierenden Zellen wurden rot angefarbt.
B: Ihre Anzahl wurde in Bezug auf alle lebenden Zellen der Epithelzunge quantifiziert. Es wurden an beiden
Tagen jeweils vier Patienten analysiert. Angegeben sind die Mittelwerte mit Standardfehler. Der Vergleich
der Gruppen erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Test (n=4 bi Medium, n=4 bei PNACs; ***p<0.001).
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3.3.6 CD31-positive Zellen als Indikator der Angiogenese

Da bei der Wundheilung weitere Faktoren bei der Versorgung der Haut eine Rolle spielen,
wurde schlieflich die Gefiaf8bildung, die Angiogenese, in der Dermis untersucht. Analysiert
wurden je Stanze sechs Felder mit den Maflen 1024x1024 Pixel in 40-facher Vergrofierung. Je
ein Feld in direkter Relation zur Wundheilungszunge wurde so gewihlt, dass es direkt am
dermalen Wundrand unter/neben der Zunge lag. Zusitzlich wurde ein weiterer, vermutlich
hochaktiver Bereich betrachtet, das Wundbett. Dieses entstand dadurch, dass es bei der Dicke
humaner Haut nur unzuldnglich moglich war, die innere Stanze von 2 mm Durchmesser
durch alle Gewebsschichten zu setzen. So wurde hdufig nur die Epidermis entfernt, die
Dermis darunter bildete somit das Wundbett. Zwei Felder in der Mitte des Wundbettes
wurden daher ebenfalls untersucht. Diese sechs Felder wurden in Schnitten, die gegen den
Angiogenesemarker CD31 angefarbt worden waren, auf die Anzahl der positiven Zellen
untersucht. CD31 ist ein Protein, das als Marker fiir Endothelzellen gilt, da es eine grofie Rolle
bei den endothelialen Zellkontakten spielt. Verglichen wurden Stanzen, die fiir drei und sechs
Tage in reinem Medium oder unter Zugabe von PNACs kultiviert worden waren
(Abbildung 31). In der PNACs-Gruppe war die Anzahl der CD31-positiven Zellen zu beiden
Zeitpunkten signifikant erhoht. Beim Vergleich der beiden Zeitpunkte gab es vor allem in der
PNACs-Gruppe zum spéteren Zeitpunkt mehr positive Zellen. Der spétere Zeitpunkt schien
also sowohl durch die Differenzierung als auch durch vermehrte Angiogenese gekennzeichnet

Zu sein.
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Abbildung 31: PNACs erhohen signifikant die Angiogenese in der Dermis in der unmittelbaren
Umgebung der Epithelzungen. Die Hautstanzen wurden in reinem Medium oder unter Zugabe von
10% PNACs kultiviert und nach drei und sechs Tagen entnommen. Alle Stanzen wurden gegen CD31 geférbt.
Sechs verschiedene Felder pro Schnitt wurden auf die Anzahl der CD31-positiven Zellen hin untersucht:
direkt an den vier Wundrandern neben oder unter den Epithelzungen sowie zwei Felder im Wundbett. Dieses
entstand, wenn die mittlere 2 mm-Stanze haufig nur die Epidermis, nicht aber die darunter liegende Dermis
entfernte und gilt als hochaktiver Bereich. A: Oben rechts ist die CD31-Farbung (rot) dargestellt, unten links
die Kernfarbung (blau). Unten rechts ist die Uberlagerung beider Farbungen dargestellt, doppelt positive
Zellen erscheinen daher violett. Sie sind durch wei3e Pfeile markiert. B: CD31-positive Zellen wurden
ausgezdhlt. Es wurden an beiden Tagen jeweils vier Patienten analysiert. Angegeben sind die Mittelwerte mit
Standardfehler. Der Vergleich der Gruppen erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Test (n=4 bei Medium, n=4 bei
PNACs; *p<0.05).
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3.3.7 Zusammenfassung III

Die Behandlung der passiven EBA mit PNACs lieferte Hinweise auf eine Wirkung in der
spaten Phase. Daher wurde die Wundheilung in einem humanen Hautmodell untersucht.
Betrachtet wurde der Einfluss von PNACs auf das Wachstum von Epithelzungen. Diese
zeigten mit PNACs ein grofieres Flichenwachstum, was auf verbessertes Langenwachstum,

erhohte Proliferation sowie erhohte Angiogenese in der Dermis zuriickzufithren war.
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4.1 Rolle des adaptiven Immunsystems in der Epidermolysis bullosa

acquisita (EBA)

4.1.1 Modelle der EBA

Um die Pathophysiologie der EBA-Erkrankung zu erforschen, stehen unterschiedliche
experimentelle Ansitze in Form verschiedener Modelle zur Verfiigung (Sitaru, Kromminga et
al. 2002; Shimanovich, Mihai et al. 2004; Sitaru, Mihai et al. 2005; Sitaru, Chiriac et al. 2006;
Sitaru 2007; Bieber, Sun et al. 2010). Sie umfassen dabei entweder beide, die Induktions- und
die Effektorphase, oder nur die Effektorphase der Erkrankung. Die drei gangigsten Modelle,

die sich grundlegend voneinander unterscheiden, werden im Folgenden vorgestellt.

Beim aktiven Immunisierungsmodell werden Méuse empfanglicher Mausstimme, wie SJL,
wiederholt mit einem Adjuvans und dem autologen Protein Kollagen Typ VII immunisiert.
Dabei wird ein rekombinantes Peptidfragment der nicht-kollagenen (NC1) Domine des
murinen Kollagens Typ VII alle drei Wochen subkutan in die Fu3sohle oder die Schwanzbasis
injiziert. Durch das Adjuvans soll das Immunsystem angeregt werden, das injizierte Antigen
zu erkennen. Als Adjuvans wird hierbei TiterMax (Bennett, Check et al. 1992; Stills 2005)
verwendet, welches unter anderem ein patentiertes Blockcopolymer und Squalen enthalt. Auf
die wiederholte Immunisierung hin kommt es zu einem Durchbrechen der korpereigenen
Toleranz, das Antigen wird als ,,fremd” erkannt, es werden T- und B-Zellen aktiviert, in den
Lymphknoten entstehen Keimzentren und Antikérper gegen das korpereigene Protein
Kollagen Typ VII werden gebildet. Die Keimzentren entstehen nach dem Kontakt mit einem
T-Zell-abhéngigen Antigen. Sie sind an der Produktion von Plasmazellen sowie
B-Gedichtniszellen beteiligt. Dabei werden B-Zellen ihrerseits durch aktivierte CD4* T-Zellen
aktiviert. Bei diesem Kontakt interagiert der T-Zell-Rezeptor mit dem MHCII-Komplex,
wiahrend der CD40-Ligand CD154 auf der T-Zelle mit CD40 auf der B-Zelle interagiert. Somit

wird die B-Zelle befdhigt ein Keimzentrum zu bilden (Banczyk, Kalies et al. 2014). Auch
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T-Zellen konnen an der Induktion von Keimzentren beteiligt sein: So konnte in der Milz
nachgewiesen werden, dass nur aktivierte, nicht jedoch ruhende, CD4* T-Zellen Keimzentren
und Autoantikorper induzieren kénnen (Banczyk, Kalies et al. 2014). Dies geschieht in zwei
Schritten: Im ersten werden B-Zellen unabhingig vom T-Zell-Rezeptorrepertoire und der
Expression des CD40-Liganden CD154 iiber MHCII aktiviert. Diese aktivierten B-Zellen
bilden im zweiten Schritt Keimzentren aus, wobei sie nun CD154-abhéngige T-Zell-Hilfe
bendtigen. Die Differenzierung der B-Zellen erfolgt mit Hilfe follikuldrer T-Helferzellen,
deren Aufgabe in der T-Zell-Hilfe fiir B-Zellen im Rahmen der Antigen-spezifischen
B-Zell-Immunitat besteht. Sie konnen aus naiven T-Helferzellen nach Antigen-spezifischem
Priming durch Dendritische Zellen entstehen (McHeyzer-Williams, Okitsu et al. 2012). Naive
B-Zellen werden durch Antigenprasentation und T-Zell-Hilfe geprimt und aktiviert. Dies
ermoglicht die Differenzierung einiger B-Zellen zu Plasmazellen. Auflerdem wird dieser
Kontakt fiir die Reifung von B-Zellen zu B-Gedichtniszellen benétigt. SchliefSlich kommt es
durch den Kontakt auch zum sogenannten Klassenwechsel von IgM zu IgG. Dabei werden
verschiedene Subklassen des IgG gebildet, die sich darin unterscheiden, dass einige wie
IgG2a/c und IgG2b das Komplementsystem aktivieren kdnnen, andere wie IgG1 jedoch nicht.
IgG2b und IgG2c hingen dabei mit der Ausbildung des klinischen Phénotyps der EBA
zusammen (Hammers, Bieber et al. 2011). Die Antikorper gelangen iiber den Blutkreislauf an
die Haut und binden in der dermal-epidermalen Junktionszone (DEJ) an das
Kollagen Typ VII. Darauthin wird das Komplementsystem aktiviert und es werden schlieflich
Granulozyten angelockt, es kommt zu einer lokalen Entziindung und zur Blasenbildung
(Abbildung 32A). Dies sind vereinfacht dargestellt die Charakteristika der
Antikorper-vermittelten Gewebsschdadigung wéhrend der Effektorphase. Genauer betrachtet
wird das Komplementsystem auf dem alternativen Weg aktiviert. Dies ergab eine Studie an
Maiusen, denen entweder das fiir den klassischen Aktivierungsweg benotigte Clq, das beim
Lektin-Weg bendtigte Mannose-bindende Lektin oder der beim alternativen Weg involvierte
Faktor B fehlte (Mihai, Chiriac et al. 2007). Die Injektion von Kaninchen-Antikdrpern gegen
murines Kollagen Typ VII (passives Modell) rief in den beiden ersten Knock-out-Méusen

vergleichbare Ergebnisse mit dem Wildtyp hervor, wahrend das Fehlen des Faktors B zu einer
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verzogerten und abgeschwichten Erkrankungsform fiihrte, die eine reduzierte Einwanderung
von Neutrophilen aufwies. Dabei gelten die Spaltprodukte C3a und C5a des alternativen
Aktivierungswegs des Komplementsystems als Anaphylatoxine, welche in der Lage sind,
Granulozyten chemotaktisch anzulocken und zu aktivieren (Klos, Tenner et al. 2009). Durch
die Spaltprodukte werden Neutrophile angelockt ins Gewebe einzuwandern und geben nach
der Bindung an die bestehenden Immunkomplexe reaktive Sauerstoffspezies (ROS) sowie
Matrix-Metalloproteasen (MMP) frei, welche das Gewebe schidigen (Ludwig 2013). Dabei
spielt auch das Fragment Fc der Antikorper eine Rolle: Die Fc-Doméne von IgG2b und IgG2c
lockt tiber den FcyR4 Granulozyten an (Kasperkiewicz, Nimmerjahn et al. 2012). Durch die
Dauer bis zum Toleranzdurchbruch sowie bis zur eigenstindigen Produktion der Antikdrper
in der Maus entstehen die ersten Wunden nach etwa drei Wochen. Die Miduse bleiben iiber
mehrere Wochen hinweg erkrankt. Somit kann in diesem Langzeitmodell sowohl die
Produktion der Antikorper durch die Maus (Induktionsphase) als auch die Blasenbildung
(Effektorphase) untersucht werden. Von Nachteil ist sowohl die lange Dauer des Modells bis
zum Ausbruch der Erkrankung als auch der forcierte Aspekt der Immunisierung mittels

Adjuvans zwecks Toleranzdurchbruchs (Benisek, Siili et al. 2004).

Mochte man gezielt die Effektorphase der Erkrankung untersuchen, steht das passive
Mausmodell, auch Transfermodell genannt, zur Verfiigung. Dort miissen in einem ersten
Schritt die Antikorper generiert werden. Dazu werden Kaninchen mit rekombinantem
Protein in Form von Fragmenten der NCIl-Domidne des murinen Kollagens Typ VII
immunisiert, woraufhin sie polyklonale Antikdrper bilden. Diese konnen nun aus dem Serum
der Tiere mittels Aufreinigung iiber eine Protein G-Sdule gewonnen werden. Die so
gewonnenen Antikorper werden erwachsenen Maiusen empfinglicher Mausstimme, wie
C57BL/6 oder BALB/c, repetitiv injiziert. Nach der Injektion, die alle zwei Tage subkutan
erfolgt, zirkulieren diese Antikdrper im Blut und gelangen dariiber an die Haut. Dort binden
sie an das Kollagen Typ VII in der DE]J, aktivieren wie bereits beschrieben das
Komplementsystem und locken Granulozyten an, wodurch es nach der Freisetzung von ROS

und MMP schliefllich zu einer Entziindung mit Blasenbildung kommt (Sitaru, Mihai et al.
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2005) (Abbildung 32B). Da die Antikdrper im passiven Modell nicht erst gebildet werden
miissen, ist die Dauer bis zum Ausbruch der Erkrankung im Vergleich zum aktiven Modell
deutlich verkiirzt. Die ersten Wunden lassen sich zwischen vier und sechs Tagen nach der
ersten IgG-Injektion nachweisen. Somit wird in diesem Modell auf die Effektorphase der
Erkrankung fokussiert. Es wére jedoch moglich, dass die Maus auf die injizierten Antikorper
als Fremdprotein reagiert und wiederum selbst Antikorper gegen das Kaninchen-IgG bildet.
Zusitzlich zu den Kaninchen-Antikérpern wiirden in der Maus also auch eigene Antikorper

zirkulieren.

Ein weiterer, jedoch noch spezifischerer Ansatz, der die Effektorphase reproduziert, besteht
im sogenannten Kryo-Assay (Sitaru, Kromminga et al. 2002). Im Vergleich zum passiven
Modell besteht seine Spezifikation darin, dass er sich nur mit der Interaktion von Serum und
Granulozyten auf Hautschnitten befasst. In diesem Modell werden Kryoschnitte von kutanen
Gewebeproben verwendet, auf die Patientensera oder Antikorperpriparationen aufgetragen
werden, die Autoantikorper gegen Kollagen Typ VII enthalten. Im Detail werden die Schnitte
auf Objekttragern aufgebracht und anschlieflend die mit PBS verdiinnten Sera oder die
Antikorperpraparationen hinzugefiigt. Nach der Inkubation werden die Objekttrager mit
einem weiteren Objekttrager bedeckt. Durch Abstandshalter entstehen dabei
Inkubationskammern, die im nichsten Schritt ein Wandern der Leukozyten ermdglichen.
Diese werden schliefSlich aus gesunden Spendern isoliert, in die Kammern gegeben und
inkubiert. Die Objekttridger mit der Gewebeprobe werden zum Schluss nach entsprechenden
Waschschritten gefirbt. Die Autoantikorper binden an das Protein und fithren zu einer
Anlockung der zuvor hinzugefiigten Granulozyten. Somit kommt es zur charakteristischen
Abspaltung der Epidermis von der Dermis an der DEJ (Abbildung 32C). Dies geschieht
innerhalb weniger Stunden, da weder Antikoérper gebildet noch iiber die Blutlaufbahn zum
Zielprotein befordert werden miissen. Es ist jedoch ein ex vivo/in situ-Modell, wodurch die
Untersuchung der einzelnen Komponenten des Immunsystems schwer bis unmoglich ist. So
miissen die Granulozyten aus gesunden Spendern gewonnen werden und extern hinzugefiigt

werden, weiterhin kann jhre Einwanderung ins Gewebe nicht untersucht werden.
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Da in der vorliegenden Arbeit ausschliefllich die Effektorphase der EBA untersucht werden
sollte, wurde ein Modell benétigt, das die Induktionsphase unberiicksichtigt lisst (Uberblick
in Tabelle 2). Das aktive Immunisierungsmodell schied somit aus. Weiterhin war die Frage
von Interesse, warum Blasen an der Haut im passiven Modell erst nach vier bis sechs Tagen
auftreten. Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass das adaptive Immunsystem dabei eine
Rolle spielen konnte. Dieses ist jedoch nur im passiven Modell, nicht aber im Kryo-Assay zu
finden. Somit bot einzig das passive Modell die Moglichkeit, Untersuchungen in einem auf die
Effektorphase beschrinkten EBA-Modell durchzufithren, welches dennoch iiber ein

vollstindiges adaptives Immunsystem verfiigt.
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A Aktives Immunisierungsmodell
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Adjuvans & Boosts der Toleranz, BT
Produktion
Induktionsphase von Antikbrpern

B Passives (Transfer-)Modell

urines WW Bindung an
Kol Kollagen Typ VI,
'|(') a?/ﬁn ::> |—> C57BL/6 [ > EBA Phanotyp:

yp -~ B o N—— subepidermale

(NC1)  Immunisierung repetitive Injektionen Blasen

von Kaninchen-lgG
C  Kryo-Assay
Bindung an

Patientenserum

ke |+ oder o S T et
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Abbildung 32: Schematische Darstellung der verschiedenen EBA-Modelle. A: Beim aktiven
Immunisierungsmodell werden SJL-Mause mit einem rekombinanten Fragment der NC1-Domdne des
murinen  Kollagens Typ VIl zusammen mit einem Adjuvans immunisiert. Nach wiederholten
Boost-Injektionen kommt es zum Durchbruch der Toleranz und zur Antikorperproduktion. Nach der Bindung
der Antikdrper an das Antigen entwickelt sich ein EBA-Phanotyp mit subepidermalen Blasen. B: Beim
passiven Modell werden Kaninchen mit einem rekombinanten Fragment der NC1-Domane des murinen
Kollagens Typ VIl immunisiert. Die Kaninchen bilden daraufhin Antikérper, die nach der Aufreinigung
wiederholt C57BL/6-Mausen injiziert werden. Nach der Bindung der Antikdrper an das Antigen entwickelt
sich ein EBA-Phdnotyp mit subepidermalen Blasen. C: Beim Kryo-Assay werden Hautproben mit
Patientenserum oder einer Antikorperpraparation inkubiert. Danach werden Granulozyten gesunder
Spender hinzugefiigt. Nach der Bindung der Antikdrper an das Antigen kommt es zur Spaltbildung an der
DEJ. Die zur Induktionsphase gehdrenden Schritte sind blau hinterlegt, die Schritte der Effektorphase orange.
NC1: nicht-kollagene Domaéne 1. DEJ: dermal-epidermale Junktionszone. SJL, C57BL/6: verschiedene
Mausstamme.
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Tabelle 2: Verschiedene experimentelle Ansatze bei der Erforschung der Grundlagen der EBA

Modell Aktives Passives Modell Kevo A
0-Assa
ode Immunisierungsmodell (Transfermodell) 2 Y
Aufbringen von Sera
Wiederholte Wiederholte Injektion | mit Autoantikérpern
Immunisierung mit von Kaninchen- gegen
Induktionsmodus Adjuvans und Antikorpern gegen | Kollagen Typ VII auf
NCI1-Doméne des NCI1-Doméne des Kryoschnitte der
Kollagens Typ VII Kollagens Typ VII Haut, Hinzufligen
von Granulozyten
ex vivo/in situ
Art in vivo in vivo (Kryoschnitte der
(SJL-Mause) (C57BL/6-Maiuse) Haut, z.B. neonatale
Vorhaut)
Mehrere Wochen (erste | Mehrere Tage (erste
Dauer Wunden nach ca. drei | Wunden nach vier bis Mehrere Stunden
Wochen) sechs Tagen)
Reproduktion
Indukti h d
welcher Phase der | oo P RaSE U Effektorphase Effektorphase
Effektorphase
EBA
Reproduziert gesamte
Pathophysiologie,
) athop YSI,O oste Dauer bis Dauer bis
Vorteile Maus produziert selbst ) ]
o Krankheitsetablierung Blasenentstehung
Autoantikorper gegen
Kollagen Typ VII
Fokus auf
Fokus auf Effektorphase, nicht
Nachteile Pauer des MOFlells, ) E'ffektorpha.se, physiologisch:
Einsatz von Adjuvans | mogliche Reaktion auf Granulozyten
Kaninchen-Antikorper miissen extern
hinzugefiigt werden
) Sitaru, Chiriac et al. Sitaru, Mihai et al. Sitaru, Kromminga
Literatur

2006

2005

et al. 2002
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4.1.2 Beteiligung des Lymphknotens und indirekte Rolle der T-Zellen

Einen Hinweis auf die Beteiligung von T-Zellen im aktiven Modell fand man in Experimenten
mit athymischen SJL-Nacktméusen, die nach Immunisierung nicht an EBA erkrankten: Erst
die Rekonstitution mit T-Zellen aus dem immunisierten Wildtyp fiihrte zu einer Erkrankung
(Sitaru, Sesarman et al. 2010). Die Vermutung, dass T-Zellen auch im passiven Modell
beteiligt sein konnten, ergab sich aus der zeitlichen Verzégerung von vier bis sechs Tagen
zwischen der Antikorper-Injektion und der Ausbildung von Wunden. Diese vier bis sechs
Tage entsprechen der Zeit, die das adaptive Immunsystem der Maus benétigen wiirde, um
Antikorper gegen die injizierten Kaninchen-Antikorper zu bilden. Daraus wurde die
Hypothese entwickelt, dass das adaptive Immunsystem an der EBA-Erkrankung im passiven

Maus-Modell beteiligt sein konnte.

Neben einer verstirkten Proliferation im drainierenden Lymphknoten fand sich auch eine
erhohte Expression von T-Zell-Zytokinen in der Haut und im Lymphknoten. Im ersten
Schritt wurde das passive Modell im Labor reproduziert. Dabei lie3 sich die Bindung von
Kaninchen-IgG an der DEJ], die Aktivierung des Komplementsystems und die daraus
resultierende Ablagerung des Komplementfaktors C3 an der DE]J nachweisen. Granulozyten
wanderten in die Haut ein und nach vier bis sechs Tagen waren charakteristische Wunden zu
finden. Neben dieser zeitlichen Verzogerung zwischen erster IgG-Injektion und
Wundentstehung fand sich auch eine erhohte Expression von CCR5 in der Haut. CCR5 wird
von T-Zellen und Dendritischen Zellen exprimiert (Mackay and Sallusto 2006) und ist dabei
ein wichtiger Mediator der Chemotaxis im adaptiven Immunsystem, wie z.B. von

regulatorischen T-Zellen (Kroetz and Deepe 2011).

Im drainierenden, inguinalen Lymphknoten fanden sich vermehrt Granulozyten, aufSerdem
zeigte sich eine erhohte Proliferation in der T-Zell-Zone. Zusitzlich wiesen zwei
T-Zell-Zytokine an Tag 6 nach der ersten IgG-Injektion eine charakteristische Expression auf:
IFN-y war signifikant erhoht, wihrend IL-4 signifikant vermindert war. Dies stand also in
zeitlichem Zusammenhang mit der Etablierung der ersten Wunden. Zusitzlich zum

beobachteten Expressionsmuster waren auch T-Zellen in der Haut zu finden. Es war daher
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wahrscheinlich, dass die T-Zellen eine Rolle bei der EBA-Erkrankung im passiven Modell
spielten. Der Hypothese zufolge wandern spezifische T-Zellen aus dem Lymphknoten in die
Haut aus, um dort mit dem entsprechenden Antigen, einem Epitop der injizierten
Kaninchen-Antikorper, in Kontakt zu treten. Diese Wanderung sollte durch die Verwendung
des Immunmodulators FTY720 (FTY) verhindert werden. Die Tiere wurden tdglich mit FTY
behandelt. Durch die unterbundene Zirkulation der T-Zellen fanden sich weniger T-Zellen in
der Haut, aulerdem war die dortige Zytokinexpression verdndert: Es wurden weniger IFN-y
und IL-17 exprimiert. Dies beeinflusste jedoch die Ausprigung der Erkrankung nicht.
Verglichen mit den Tieren, die ebenfalls Kollagen Typ VII-spezifisches IgG erhalten hatten,
jedoch zusammen mit einem Vehikel statt FTY, wurden die FTY-Tiere genauso krank. Daraus
lasst sich schliefSen, dass die T-Zellen nicht direkt an der Blasenbildung in der Haut beteiligt
sind. Allerdings lief sich eine verstirkte Proliferation der T-Zellen im Lymphknoten
nachweisen. Thre Rolle kénnte in der Aktivierung von B-Zellen bestehen. Dies konnte nach
folgender Hypothese ablaufen: T-Zellen induzieren B-Zellen iiber MHCII und
CD40-Ligand/CD40. Dabei besteht das priasentierte Antigen aus Fragmenten der injizierten
Kaninchen-Antikorper. Nun bilden die aktivierten B-Zellen Keimzentren und produzieren
Antikorper gegen die injizierten Kaninchen-Antikérper. Die sezernierten Antikorper
zirkulieren und binden schlieffllich in der Haut an die dort lokalisierten
Kaninchen-Antikérper. Dadurch aktivieren sie das Komplementsystem, wodurch es im
passiven Modell zu einer Erkrankung mit dem EBA-Phanotyp kommt. Somit wiirde sich die
Beteiligung des adaptiven Immunsystems an der Ausbildung der Erkrankung im passiven

EBA-Modell auflern.

Ein Hinweis fiir die Rolle der T-Zell-abhdngigen Antikérperproduktion bei der Ausbildung
der passiven EBA ergibt sich dabei aus der Literatur (Bieber, Sun et al. 2010): Es konnte
beobachtet werden, dass eine Erkrankung in neonatalen C57BL/6-Mdusen durch Injektion
pathogener Antikorper nicht induziert werden kann, wihrend dies bei erwachsenen Méusen
desselben Stamms erfolgreich moglich ist. Sowohl im aktiven als auch im passiven

EBA-Modell liegt eine Th1-Polarisierung vor. Es werden charakteristische Zytokine wie IFN-y
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verstarkt exprimiert. Neonatale Méduse weisen hingegen eher eine Th2-Polarisierung auf. Es
wurde beschrieben, dass sich die neonatale T-Zell-abhingige Antikérperproduktion deutlich
von der adulter Miuse unterscheidet (Adkins, Leclerc et al. 2004). Wihrend der Behandlung
mit FTY wurde eine mégliche Aktivierung der B-Zellen nicht unterbunden. Durch FTY
werden sie zwar auch, aber in deutlich geringerem Umfang in lymphatischen Organen
zuriickgehalten. Um nun die Rolle der B-Zellen in der Ausbildung der Erkrankung zu
untersuchen, miissten andere Ansitze, beispielsweise Knock-out (KO)-Miuse herangezogen
werden. In  bisher  unveroffentlichten  Studien  der  Arbeitsgruppe  wurde
CD40-Ligand-KO-Tieren vier Mal alle zwei Tage je 5mg Kollagen Typ VII-spezifisches IgG
injiziert, ebenso der Kontrollgruppe, die aus C57BL/6-Miusen bestand. Dabei ist fiir diesen
KO-Stamm charakteristisch, dass es keine B-Zell-Hilfe durch T-Zellen gibt. In Mdusen ohne
diesen Defekt prasentieren B-Zellen ein Antigen an T-Zellen. Wird dieses tiber MHCII
erkannt, bindet der CD40-Ligand auf der T-Zelle an den CD40-Rezeptor auf der B-Zelle.
Durch das Zusammenspiel dieser beiden Interaktionen wird diese aktiviert. Dieser Schritt
bleibt bei KO-Maiusen aus. Tatsichlich wiesen die KO-Tiere an Tag 23 einen geringeren Score
auf, gemessen an dem Areal unter der Kurve (area under the curve=AUC). Das Ergebnis
wurde in der Wiederholung des Experiments reproduziert. Dies bestdtigt eine mdgliche

Beeinflussung der Erkrankung iiber die Antikorperproduktion der B-Zellen.

Um die Rolle des adaptiven Immunsystems hinsichtlich der B-Zellen weiter aufzukléren,
wurde das Experiment mit einem weiteren Mausstamm wiederholt (bisher unverdffentlichte
Daten der Arbeitsgruppe). Neben der Kontrollgruppe, bestehend aus C57BL/6-Maiusen,
wurden B-Zell-defiziente JHT-Maiuse verwendet. Diesen fehlen Ju-Segmente und ein
Intron-Enhancer im IgH-Locus, wodurch sie keine B-Zellen produzieren kénnen (Gu, Zou et
al. 1993). Diese Tiere wiesen nach obigem Injektionsschema ebenfalls einen geringeren Score

(AUC an Tag 23) als die Kontrolltiere auf.

Die Ergebnisse dieser Versuche weisen darauf hin, dass B-Zellen und damit auch das adaptive
Immunsystem im passiven Modell der EBA eine Rolle spielen. Diese besteht in der

Produktion von Antikérpern mithilfe der T-Zellen. Zusatzlich dazu wire ein Einfluss auf die
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Erkrankung an anderer Stelle mdoglich, was erkliren konnte, warum die KO-Maduse in den
oben beschriebenen Experimenten zwar weniger krank werden, aber auch nicht véllig gesund
bleiben. Diese Beeinflussung konnte beispielsweise tiber die Zytokinproduktion oder die

Antigenprésentation geschehen.

Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass endogene Antikdrper an der Krankheitsentstehung
im passiven Modell beteiligt sind. Dabei wiirden sie das Komplementsystem aktivieren. Somit
liele sich sowohl das Ausmaf3 als auch der verspiatete Onset der Erkrankung erkldren. Um den
Zusammenhang zwischen T- und B-Zellen im Modell der passiven EBA aufzukldren, sowie

ihre konkrete Rolle bei der Erkrankung zu untersuchen, wéren weitere Experimente notig:

Hautschnitte der Maus konnten gegen murines IgG1, IgG2 und IgG3, auflerdem gegen IgA
und IgE gefarbt werden. Eine deutliche Fiarbung an der Haut wiirde die Produktion von

Maus-Antikdrpern gegen Kaninchen-IgG nachweisen sowie ihre Bindung an letztere.

Eine weitere Herangehensweise bestiinde in einem spezifischen ELISA: Platten kénnten mit
Kaninchen-Antikorpern gecoatet werden, die zur Krankheitsinduktion verwendet wurden.
Anschlieflend wiirde ein Assay mit Mausserum aus erkrankten Tieren durchgefiihrt werden.

Bei vorhandenen murinen Antikdrpern gegen Kaninchen-IgG ergiabe sich ein positives Signal.

Die Injektion von IgG zur Krankheitsinduktion in einer Kontrollgruppe (C57BL/6) verglichen
mit T-Zell-defizienten Mausen, B-Zell-defizienten Méiusen sowie Midusen, denen sowohl
T- als auch B-Zellen fehlen, wiirde den Einfluss der Kommunikation zwischen T- und
B-Zellen auf die Erkrankung untersuchen. Bei einer Beteiligung der T-Zellen, z.B. durch

Kommunikation, wire die Erkrankung in der letzten Gruppe am schwiéchsten ausgepragt.

Den bereits erwiahnten Versuch mit JHT-Mausen konnte man um eine zusitzliche Stufe
erweitern, in der B-Zell-defizienten Médusen B-Zellen aus anderen Méusen injiziert wiirden.
Bei B-Zellen aus normalen C57BL/6-Tieren wire ein Anstieg im Krankheitswert auf das Level

der Kontrollgruppe zu erwarten. Wiirde man ihnen B-Zellen aus Méusen injizieren, denen
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CD40 fehlt, konnte man untersuchen, ob die Kommunikation zwischen T- und B-Zellen zu

bestimmten Phasen der Krankheit eine Rolle spielen konnte.

Um weitere Erkenntnisse iiber die Rolle der Zytokinexpression und —produktion zu erhalten,
wiirde man in erster Linie die vorhandene Zytokinexpression in den Lymphknoten
untersuchen. In einem zweiten Schritt konnte man Maiuse verwenden, deren spezifische
Zytokinproduktion eines Zelltyps, z.B. IL-6 der B-Zellen (Barr, Shen et al. 2012), ausgeschaltet
ist. Dazu miissen Knochenmark-chimire Mause generiert werden (Fillatreau, Sweenie et al.
2002). So konnte man Riickschliisse auf die Herkunft eines bestimmten Zytokins ziehen und
die verschiedenen Zelltypen und Zytokine in einen kausalen Zusammenhang fiir die

Krankheitsentstehung bringen.
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4.2 Wundheilung durch Protein-Nukleinsdure-Komplexe (PNACs)

Das Ausmaf} der EBA-Erkrankung wird nach der Krankheitsinduktion nicht nur durch die
Blasenbildung bestimmt, sondern auch durch die Wundheilung. Wahrend sich durch das
Ausmafl der Pathologie das Krankheitsbild verschlechtert, verbessert sich auf der anderen
Seite der Verlauf durch den Grad der Wundheilung. Daher wurde versucht, die Wundheilung
- und somit das gesamte Krankheitsbild - durch die Verwendung von PNACs zu

beeinflussen.

Nach der Induktion einer EBA-Erkrankung (passives Modell) in Mausen wurden diese
entweder mit PBS oder PNACs behandelt. Der Einsatz von PNACs zeigte seine Wirkung
insbesondere in der spiaten Phase der Erkrankung: Das Ausmafl der Blasenbildung an der
Haut der Miuse, abzulesen am Score, verbesserte sich. PNACs spielen daher eine Rolle in der
Wundheilung. Sie lieflen wéihrend der EBA die Blasen besser abheilen. Dabei war im
Lymphknoten eine verdnderte Zytokinexpression nachzuweisen: Wéhrend IL-4 signifikant
erhoht war, wurde FcyR4 signifikant weniger exprimiert. Dabei hat IL-4 eine
anti-inflammatorische Wirkung (Hart, Vitti et al. 1989), es reguliert die Th1-Zellen herunter
(Gramaglia, Mauri et al. 1999), fordert die Differenzierung von Th2-Zellen (Croft and Swain
1995) und stimuliert aktivierte B-Zellen (Hudak, Gollnick et al. 1987). FcyR4 spielt eine Rolle
in der EBA (Nimmerjahn and Ravetch 2008; Kasperkiewicz, Nimmerjahn et al. 2012). Er gilt
als aktivierender Faktor der Erkrankung. Somit hingt eine verminderte Expression mit einer
geringeren Auspragung der Erkrankung zusammen. Dabei konnten PNACs auch einen
Einfluss auf das Aktin-bindende Protein Flightless 1 haben. Dieses wurde in der Literatur im
Zusammenhang mit der verschlechterten Wundheilung sowie der Ausbildung schwerer
Wunden wihrend der EBA-Erkrankung beschrieben (Kopecki, Arkell et al. 2011). Eine
weitere Rolle konnte das Heat Shock Protein (HSP) 90 spielen. Es ist ein Bestandteil von
PNACs und sein positiver Einfluss auf die Wundheilung wihrend der EBA ist aus der

Literatur bekannt (Kim and Kim 2013).
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Um Hinweise auf die molekularen Wirkansatze der PNACs in der Wundheilung zu erlangen,
wurden diese in einem humanen Modell eingesetzt. Wundheilungsstanzen wurden in einem
in vitro-Assay mit PNACs inkubiert. An den Wundheilungsrindern entstanden dabei
Epithelzungen. Diese gelten dabei als Maf3 fiir die Wundheilung (Yu, Stojadinovic et al. 2012;
Meier, Haslam et al. 2013) und wurden daher ndher untersucht. Analysiert wurden die Lange
dieser entstandenen Zungen entlang der Basalzellmembran jenseits der zugefiigten
Wundkante sowie ihre Flache. Dieser liegen die Faktoren Proliferation und Angiogenese
zugrunde. Das Maf} der Proliferation wurde als Anteil der proliferierenden Zellen in Bezug
auf alle lebenden Zellen der Zunge bestimmt. Als Marker der Angiogenese wurde das Molekiil
CD31 herangezogen (Lee, Liu et al. 2014), das von Endothelzellen exprimiert wird und Gefaf3e

immunhistochemisch markiert.

Durch die Zugabe von PNACs wiesen die Epithelzungen eine grofiere Fliche auf, die auf
Proliferation und Angiogenese zuriickgefithrt werden konnte. Mit der Proliferation hing auch
die signifikant erhohte Linge der Zungen zusammen: Durch eine vermehrte Proliferation in
der Basalzellschicht entstehen ldngere Zungen. Die Angiogenese fithrte zu einer erhéhten
Anzahl an Gefdflen. Dariiber beeinflusst sie das Wachstum der Zungen durch eine verbesserte
Nihrstoffversorgung des Epithels. Die Linge, Proliferation und Angiogenese waren unter der
Zugabe von PNACs bereits nach drei Tagen Kultivierung signifikant erhoht. Auch an Tag 6
waren Liange, Proliferation und Angiogenese mit PNACs signifikant erhoht. Dabei steigerten
sich Lange und Angiogenese sogar noch weiter verglichen mit Tag 3, was bei der Lange auf die
konstant erhohte Proliferationsrate zuriickzufithren ist. Diese signifikant erhohten Werte an
Tag 6 fithrten zu diesem Zeitpunkt schliefllich auch zu einer signifikant grofieren Flache der

Epithelzungen.

Diesen Ergebnissen konnte eine Vielzahl molekularer Wirkmechanismen zugrunde liegen. Da
PNACs aus Komplexen von Proteinen und Nukleinsduren bestehen, wéiren komplexierende
Chaperone eine naheliegende Moglichkeit. Diese werden verstdrkt unter Stressbedingungen

gebildet, die ebenfalls bei der Herstellung von PNACs vorherrschen, und konnten daher auch
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prozentual einen Grofiteil der PNACs ausmachen. So enthalten PNACs die Molekiile HSP90,

HSP27 und Calreticulin.

HSP90a verbesserte in einer Studie die Wundheilung, indem es die Migration dermaler
Fibroblasten anregte (Li, Li et al. 2007). Dabei wurde es wahrend des hypoxischen Zustands
der Haut sekretiert. Eine andere Forschergruppe fand mit HSP90a ebenfalls eine verbesserte
Wundheilung, diese war auch auf eine verbesserte Migration der Zellen in der Haut
zurilickzufithren (Tsen, Bhatia et al. 2013). Dabei beschiftigten sich die Forscher mit dem
zugrunde liegenden Mechanismus. Sie fanden einen Transmembran-Signalweg am
Lipoprotein Receptor-related Protein (LRP)1, der die Kinasen Aktl und Akt2, auch bekannt
als Proteinkinasen B o und f, aktivierte. Im Gegensatz zu der verbesserten Wundheilung steht
eine Studie, welche die Rolle von HSP90 im aktiven EBA-Modell untersuchte und einen
Zusammenhang mit autoreaktiven T-Zellen zeigte (Kasperkiewicz, Miiller et al. 2011). Dabei
wurden Inhibitoren gegen HSP90 eingesetzt, die zu einer Reduzierung der
T-Zell-Proliferation und daher zu einem verbesserten Krankheitsbild fithrten. Somit war das
HSP90 in diesem Fall nicht protektiv, sondern forderte die Proliferation der T-Zellen. Da die
T-Zellen im passiven Modell aber keine ursachliche Rolle spielen, wie dies im aktiven Modell

der Fall ist, kann diese Wirkweise des HSP90 vernachlassigt werden.

Ein anderes HSP ist das HSPB1, auch bekannt in seiner humanen Form als HSP27 oder als
murines HSP25. In einer Studie mit HSPBI1-defizienten Madusen in einem
Exzisions-Wundheilungsmodell ~ stellte man fest, dass HSPBI  mit seiner
anti-inflammatorischen Wirkung die Wundheilung beeinflusste (Crowe, Aubareda et al.
2013). Dabei veranderte HSPB1 das Zytokinmilieu in einer anti-inflammatorischen Weise, es
reduzierte die Einwanderung von Neutrophilen in Wunden und erhdhte die Proliferation von

Fibroblasten.

Ein weiteres Chaperon, das auch einen Bestandteil von PNACs bildet, ist das Protein
Calreticulin. In einer Studie an diabetischen Mausen lief sich durch seinen topischen Einsatz

die Wundheilung beschleunigen (Greives, Samra et al. 2012). Die Zeit bis zur vollstaindigen
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SchliefSung einer Wunde war mit Calreticulin deutlich verkiirzt. Dabei steigerte Calreticulin
in vitro die Proliferation muriner Fibroblasten, jedoch nicht stirker als die Zugabe von Serum.
Als ursachlich fir die verbesserte Wundheilung hielten die Verfasser dieser Studie die
Steigerung der Migration von Fibroblasten durch Calreticulin, welche sie in vitro nachweisen
konnten. Auch bei humanen Fibroblasten in vitro konnte Calreticulin die Migration und
Proliferation steigern. Eine andere Gruppe fand bei der Behandlung mit einem
Calreticulin-Fragment eine deutlich geringere Auspriagung der Erkrankung in einem murinen
DTH-Modell sowie im EAE-Modell (Qiu, Hong et al. 2012). Dieser immunmodulatorische
Effekt war nicht auf eine Wirkung bei der Aktivierung von T-Zellen zuriickzufiihren, sondern
auf eine Produktion von IgG-Antikorpern, die gegen das Calreticulin-Fragment gerichtet
waren. Diese Antikorper waren in der Lage, Antigen-spezifische T-Zellen in vitro zu
inhibieren. Zelloberflachen-Calreticulin ist auf T-Zellen, aber auch auf Makrophagen und

Dendritischen Zellen zu finden.

Zusitzlich zu den einzelnen Proteinen stellen die Proliferation und die Migration Prozesse
dar, die nach der Verletzung und der folgenden Entziindungsreaktion stattfinden (Braiman-
Wiksman, Solomonik et al. 2007). Die Proliferation der Keratinozyten in der Epidermis tragt
dabei zur Reepithelialisierung und schliefllich zum Wundverschluss bei (Biith, Buttigieg et al.
2007). Dies konnte auch in den im Rahmen dieser Arbeit durchgefithrten Versuchen am
humanen Wundheilungsmodell beobachtet werden, wo eine erhohte Proliferation bei Zugabe

von PNAC:s zu grofleren Wundheilungszungen fiihrte, die die Reepithelialisierung darstellen.

Der Ansatzpunkt der beschriebenen Chaperone wiren verschiedene Chaperonrezeptoren, die
ebenfalls im Zusammenhang mit der Wundheilung beschrieben wurden. So kann der
Rezeptor Lectin-like oxidized low-density lipoprotein receptor 1 (LOX1) HSPs wie HSP70
erkennen (Inoue and Sawamura 2007). Dabei wird LOX1 vor allem auf Endothelzellen
exprimiert. Es konnte gezeigt werden, dass es eine Rolle in der Angiogenese spielt (Jiang, Yan
et al. 2011). Das stimmt mit den vorliegend dargestellten Ergebnissen aus dem
Wundheilungsmodell iiberein, in welchem PNACs die Angiogenese anregten. Dabei wire es

moglich, dass die enthaltenen HSPs tiber LOX1 Einfluss auf die Angiogenese nahmen.
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Weiterhin ist in der Literatur der Zusammenhang von CD91 (auch bekannt als
Chaperonrezeptor LRP1) mit der Migration dermaler und epidermaler Zellen beschrieben
(Cheng, Fan et al. 2008). Er bindet dabei das Chaperon HSP90a. Auch dieser Rezeptor konnte
tiber das HSP90 aus PNACs angesprochen werden, die daraus resultierende Migration konnte

zu einem Teil auch zu der Entstehung der Wundheilungszungen beitragen.

Vergleicht man PNACs mit dem Zusatz der Proteinkontrolle in Form von FCS, so fiihrte
dieser zu einer signifikant kleineren Wundheilungsfliche an Tag 6. Somit besitzt FCS nicht
nur wachstumsfordernde Eigenschaften. Der Einsatz von FCS in einem Fibroblastenmodell
fihrte sowohl zur Erhohung anti-apoptotischer als auch pro-apoptotischer Proteine
(Kobayashi, Liu et al. 2005). Weiterhin wurden Antikorper gegen FCS bei Patienten gefunden,
die mit kultivierten Lymphozyten unter dem Zusatz von FCS behandelt worden waren
(Selvaggi, Walker et al. 1997). Beide Studien verdeutlichen, dass der Einsatz von FCS in der
Zellkultur und im Modell auch negative Aspekte birgt, die den vergleichsweise geringen

Einfluss auf das Wachstum der Epithelzungen im Vergleich zu PNACs erkldren konnten.

Zusammenfassend sind vor allem die Chaperone vielversprechende Kandidaten, die fiir die
Verbesserung der Wundheilung durch PNACs infrage kommen. Die Hinweise aus der
Literatur auf die vielfaltigen Molekiile stiitzen die Hypothese, dass nicht ein einziges Molekiil
als Bestandteil der PNACs verantwortlich fiir deren Einfluss auf die Wundheilung ist.
Vielmehr ist der Wundheilungseffekt der PNACs vermutlich auf das Zusammenspiel der
Komplexe aus unterschiedlichen Proteinen und Nukleinsduren zuriickzufithren. Da dies
jedoch schwierig zu untersuchen ist, sollte in erster Linie der Fokus auf den einzelnen

Bestandteilen liegen und deren Potential in weiteren Versuchen genauer analysiert werden.

Um den Einfluss der einzelnen Proteine wie HSP90, HSPB1 und Calreticulin zu erforschen,
konnte man diese in einem ersten Schritt im Wundheilungsmodell einsetzen und ihren
Einfluss auf das Wachstum der Epithelzungen untersuchen. Ausgehend von einem oder
mehreren vielversprechenden Kandidaten wire es in einem zweiten Schritt moglich, die

passive EBA in Mdusen zu induzieren, die fiir das jeweilige Protein defizient sind. Wahrend
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die Zufuhr der Proteine iiber PNACs das Krankheitsbild verbesserte, sollte ein Fehlen dieser
Proteine zu einer Verschlechterung der Erkrankung fithren. In einem weiteren
Versuchsaufbau konnte man Maduse im passiven EBA-Modell zusitzlich zu PNACs mit
spezifischen Antikorpern gegen einzelne darin enthaltene Proteine behandeln. Somit wiirde
deren Wirkung in der Maus unterbunden werden, wahrend der Rest aus den Komplexen nach
wie vor vorhanden wire. Beschrinkt man sich auf in vitro-Versuche, konnte man im
Wundheilungsmodell das Wachstum der Epithelzungen unter der Zugabe von spezifischen
Antikdrpern gegen oben genannte Proteine untersuchen. Bei dem oder den an der
Wundheilung beteiligten Proteinen sollten mit entsprechenden Antikdrpern die

Epithelzungen Defizite im Wachstum zeigen.
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Im ersten Teil der Arbeit sollte untersucht werden, ob das adaptive Immunsystem eine Rolle
im passiven Modell spielt. Dazu wurde das passive EBA-Modell im Labor etabliert, neben
Ablagerungen von IgG und C3 an der DEJ fand sich in der Haut eine Entziindungsreaktion,
gemessen an einer erhohten Zytokinexpression, die zu makroskopischen Blasen fiihrte. Eine
Beteiligung des adaptiven Immunsystems konnte im drainierenden Lymphknoten
nachgewiesen werden, der eine Proliferation von T-Zellen aufwies, welche auch in die

erkrankte Haut einwanderten.

Da es zwischen der Injektion der Antikérper und der Ausbildung von Wunden zu einer
zeitlichen Verzogerung von vier bis sechs Tagen kam, stellte sich die Frage hinsichtlich einer
moglichen Rolle der T-Zellen bei der Pathogenese der Erkrankung. Dazu wurde der
Lymphozytenegress an die Haut durch den Immunmodulator FTY unterbunden. Dieser
konnte die Anzahl der T-Zellen im peripheren Blut bereits nach zwei Tagen senken. Durch
die Behandlung konnte weiterhin die Anzahl der T-Zellen in der Haut reduziert werden, was
auch das exprimierte Zytokinmuster veranderte. So wurden IFN-y und IL-17 signifikant
weniger exprimiert. Jedoch hatte dies keinen Einfluss auf die Auspridgung der Erkrankung.
Somit spielen die T-Zellen keine direkte Rolle bei der passiven EBA, jedoch ist eine indirekte
Rolle denkbar. Dabei konnten sie B-Zellen induzieren, welche ihrerseits Antikorper gegen die
injizierten Antikorper bilden wiirden. Die darauf folgende Entziindungskaskade wiirde zur
Ausbildung des EBA-Phanotyps fithren. Durch die Bindung der gebildeten Antikérper kime
es zur Aktivierung des Komplementsystems und schlief3lich zur lokalen Entziindung an der

Haut.

Der Schweregrad der Erkrankung setzt sich zusammen aus einer stark ausgeprigten
Effektorphase auf der einen Seite, resultierend in der Entstehung von Blasen, Wunden und
Krusten, und der Wundheilung auf der anderen Seite. Wiahrend Komplementfaktoren,

Granulozyten und ROS, die zur Ausbildung der Blasen fiihren, die Erkrankung
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verschlimmern, triagt das Maf§ der Wundheilung zur Verbesserung des Krankheitsbildes bei.
Eine mogliche Modulation der Erkrankung zeigte sich bei der Behandlung der EBA mit
PNACs, die in der spiten Phase das Krankheitsbild verbesserten. Daher wurde die
Wundheilung durch PNACs in einem humanen Hautmodell anhand des Wachstums von
Epithelzungen untersucht. Mit PNACs wiesen diese eine grofiere Fliche auf, welche auf
verbessertes Langenwachstum, erhohte Proliferation sowie erhohte Angiogenese in der

Dermis zuriickzufithren war.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass das adaptive Immunsystem die Effektorphase
der Erkrankung bestimmt. Uber die Wundheilung lisst sich die bereits ausgebildete

Erkrankung positiv beeinflussen.
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