Aus dem Institut fur experimentelle Dermatologie
der Universitat zu Libeck

Direktor: Prof. Dr. R. Ludwig

Libecker Institut fur experimentelle Dermatologie

Die Effekte einer Inhibition der Januskinase 2 in
in vitro Modellen der Epidermolysis bullosa
acquisita
Inauguraldissertation
zur Erlangung der Doktorwirde
der Universitat zu Lubeck

-Sektion Medizin-

vorgelegt von

Jarno Till Scheuber
aus Bad Oldesloe

Libeck 2016



1. Berichterstatter: Prof. Dr. med. Ralf Ludwig
2. Berichterstatter:

Tag der mindlichen Prifung:

Zum Druck genehmigt. Libeck, den 05.07.2016

Promotionskommission der Sektion Medizin



Inhaltsverzeichnis |

Inhaltsverzeichnis
INNAISVEIZEICHNIS ... e I
ADKUIZUNGSVEIZEICANIS ..o v
R T oY =T 1 AU g o PPt 1
1.1 AutoimmuNerkranKUNQEN ........coieieiiiiiieiee e e e e e e e e e e e e e e e e eeennes 1
1.2 Morphologi€ der HAUL.........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitiiii e 3
1.2.1 Allgemeine Eigenschaften der Haut.............cccccceeiiiiiiiiiiieiciiii e, 3
O Y oo [T 1 ] £ PRSPPI 3
O S I T o ] P RSRPPPRR 4
1,24 SUBKULIS .o 5
I T o] =T =T o 1Y/ YA | SRR 5
1.4 Blasenbildende AutoimmundermMatOSeN .........ccovvvvviiieiinieeeeeeeeeiiiee e e e e eeeeenes 6
1.5 Epidermolysis bullosa acquiSita...............ceeiieeiiiiiiiiiiiiii e 8
1.5.1 EpPIdemiolOgi€ .....ccooviiiiiiiiiii it 8
1.5.2 Genetik der EBA ... 9
1.5.3 Pathogenese und die Rolle des Kollagen Typ VIl .......oooviiiiiiiieninnnnnn, 9
1.5.4 Entstehung des Klinisches BildesS............cccoovviiiiiiiiiiiiiiiieiee e, 9
155 KINIK e 10
1.5.6  MechanobullBse FOrmM ........coooiiiiiiiii 10
1.5.7 Inflammatorische FOrm ..., 11
L1.5.8  DIAGNOSE ... .o 12
1.5.9  HiStOIOQIE ..evuiieie e 12
1.5.10 Direkte Immunfluoreszenz (DIF) .......cccooeeiiiiiiiiiiiie e 13
1.5.11 Indirekte Immunfluoreszenz (I1F) ..., 14
1.5.12 ImmunelektronenmikroSKOPI€ ..........ooeeiiiiiiiiiiiii e 15
1.5.13 Western ImmunobIot............ooooiiii e 15
1.5.14 Enzym-Linked Immune Assay (ELISA) ..., 15
TN R T I 01T = o1 PSPPSR 16
1.6  Zytokine iINder EBA ... ..o 17
1.6.1 Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF)..... 17
1.6.2  Gamma Interferon (IFN-Y) ..., 17
1.7  Interleukin 8 (IL-8) ...couuuiiiiiiiii e 18
1.8  JAK-STAT-SIQNAIWEG ......uuuururrrrieiiiiiiiieiiiiiieeeeeaeeeaeereea—a—————————————————— 18
1.8.1  JAK2-INhibitor CEP-33779 ...ccoo oo 19

1.9 ZIElE iSO ATDBIL. .. e e e 20



Inhaltsverzeichnis I

2 Material und Methoden ...........eiiiiiii e 23
2.1  Verwendete Pharmaka ...............uuuuuiiiimimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiienneees 23
F A O 01T 4 11 =TT o SRR 23
2.3 PUfer und MeAIEN ......cooeiiiiiie e eeaees 24
2.4 Verbrauchsmaterialien. ..o 24
2.5 Verwendete LabOrgerate .............uuuuuuuuummmmmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiienineinennneeenees 25
2.6 Verwendung humaner Biomaterialien..............ccccouuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 27

2.6.1 Humanes Kollagen Typ VII (hCol7) und anti-human-COL7-IgG1 ......... 27
2.7 ROS-ASSAY ..ottt 27
2.7.1  VersucChsaufbau ..........ccoooiiiiiiiiiii e 27
2.7.2  Separation neutrophiler Granulozyten (PMN) aus peripherem Vollblut. 28
2.7.3 Vorbereitung und Durchflhrung..........ccccooiiie 29
2.7 4 AUSWEITUNG ...coeieeeiiiiee ettt et e e e e e e e e e e e e e e e ennnna s 31
2.8 Granulozyten-Migration-ASSAY ............ceeiieeeeeeieiiiiiiiiieeeeeeeeeear e e eeeeeeennns 32
2.8.1 Vorbereitung und Durchflhrung..........ccccocoiii 32
2.8.2  AUSWEITUNG ...ceiieieiiii ettt sttt e e e e e e e e e e e e e e nn s 36
2.9  Gefrierschnittmodell........... ... 36
2.9.1 Gefrierschnittpraparate ...........cccccoviiiiiiii e 36
2.9.2  Versuchsaufbau ............cooviiiiiiiiii e 36
2.9.3  Vorbereitung und Durchflihrung..........cccccooviiiiiii i, 37
2.9.4 Farbung der Kryosektionpraparate mit Hamatoxylin-Eosin................... 39
2.9.5 Lichtmikroskopische AUSWEItUNG..........ccccoiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee 40
2.10 ElQStASE-ASSAY.....ccceeiieeeiiiiiiee e e et e e e aaaaaaann 40
2.10.1 Separation der PMN ... 40
2.10.2 Versuchsaufbau und Durchflhrung ........cccccooiii 41
2.00.3  AUSWEITUNG .. eevieeiii ettt e e e e e e e et e e e e e e e e e ea e e eaaneeeanneeenns 42
2.11 Bestimmung der Zytotoxizitat von CEP-33779 auf PMN mittels
DUrChfluSSZYIOMELIIE. .o 42
2.11.1 Vorbereitung und Durchflihrung.........ccccoooeeeiiiiii e, 43
2.10.2 AUSWEITUNG ..ceieeeeeiiii e e ettt sttt e e e et e e e s e e e e e e e e e e esnnan s 44
2.12 StatiStiISCNE AUSWETTUNG .....uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii bbb 44

3 EIGEDNIS SO 45

3.1 Der Effekt von CEP-33779 auf die Freisetzung von ROS aus PMN............ 45
3.1.1 JAK2-Blockade inhibiert die Aktivierung von PMN...........ccooovviiiiieennnnn. 45
3.2  JAK2-Inhibition hat hemmenden Einfluss auf die Migration von PMN.......... 46

3.3 Der Einfluss des JAK2-Inhibitors auf die dermo-epidermale Spaltbildung... 48
3.3.1  Typ VIl Kollagen AntiKOIPer ........cooi i 48



Inhaltsverzeichnis 1l

3.3.2 JAK2-Inhibition vermindert die dermo-epidermale Separation ............. 48
3.4 ElGSIASE-ASSAY ....cceeeeeeiiiiiiee e ee et 50
G T 10 ) {4 | - L S PSP 52
A DISKUSSION .o 54
4.1 Auswahl des getesteten Wirkstoffes CEP-33779 .......ccoovvvviiiiiiiiiiiiiiiiiinnnnn. 54
4.2  Funktionen von PMN und Wichtigkeit in der Pathogenese der EBA............ 55
4.2.1 Der Weg zur Aktivierung von PMN ..........cccoiiiiiiiiiiiiee e 56
4.2.2  Einfluss der Zytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren auf PMN .. 56
4.2.1 Reaktive SauerstoffSPeZIES......ccovviiiiiiiiiiiiee e 57
N Y [ To | = L1 0] o PO 58
4.2.3  ElQSTASE ..o 58
4.3 Funktion der Januskinase 2...........cccciiiiiiiiiiiiieee e 59
4.3.1 Tyrosinkinasen bei myeloproliferierenden Syndromen ...............c......... 59
4.3.2 Januskinase-2-Inhibitor CEP-33779 in vorangegangenen Studien....... 60

4.4  Der inhibitorische Effekt des CEP-33779 auf die Freisetzung von ROS aus
Y N 61
4.5 Der Einfluss von CEP-33779 auf die Migrationseigenschaften von PMN.... 62
4.6 Das Gefrierschnittmodell ..o 63
4.6.1 Versuchsprinzip des Gefrierschnittmodells ...............ciiiiiiieiiiiiiiiinnnnnn. 63
4.6.2 Der Effekt des Januskinase 2 Inhibitors auf die DES..............ccccevvvnenn. 63

4.7 Der inhibitorische Effekt von CEP-33779 auf die Freisetzung von Elastase
= LU SR LAY =T (= o 0 1Y/ SN 65
4.8 In vivo Mausexperimente mit JAK2 bei passiv induzierter EBA................... 66
4.9 Potentielle Nebenwirkungen des CEP-33779.........ccooviiiiiiiiiie e, 68
g O S U 1= o] o3PS 69
5 ZUSAMMENTASSUNG covuiiiiiiiii i e e e 71
6 LiteratUrverzeiChNis ... 73
T AN ANG 86
7.1 Voten der EthiKKOMMISSION ........cooiiiiiiiiiiiie e 86
7.2 ADDIldUNGSVEIZEICNNIS ......uuiiiiiiiiiiiiii e 86
8 DANKSAGUNG ..o 88

O LB BN S AU e 89



Abkirzungsverzeichnis

Abkirzungsverzeichnis

BP — bulléses Pemphigoid

BSA — Rinderserumalbumin

°C — Grad Celsius

CD4 — Cluster of Differentiation 4

CEP-33779 — Janus associated kinase 2 Inhibitor

CL — Chemilumineszenz

DES — dermo-epidermale Spaltbildung

DEJ — dermo-epidermale Junktionszone

DMSO - Dimethylsulfoxid

EBA — Epidermolysis bullosa acquisita

EDTA — Ethylendiamintetraacetic acid (Ethylendiamintetraessigsaure)
ELISA — Enzyme-linked immunosorbent assay (Enzymimmunoassay)
Fcy-Rezeptoren — engl. fragment crystallisable gamma Rezeptor
FCS — Fetales Kalberserum

fMLP — N-formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanine

GM-CSF — Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierender Faktor
hCol7 — humanes Typ VII Kollagen

HE — Hamatoxylin-Eosin

HLA — Humane Leukozyten Antigene

IFN-y — Gamma-Interferon

IgG — Immunglobulin G

IL — Interleukin

JAK — Janus associated Kinase

kDa — Kilodalton

LIF — Leuk&dmiehemmender Faktor

M — Molar

MHC — Haupthistokompatibilitditskomplex

ml — Milliliter

NaCl — Natriumchlorid

NADPH — Nicotinsaureamid-adenin-dinukleotid-phosphat

NC — non-collagen (nicht-kollagen)

ng — Nanogramm

NF-kB — Nuklearer Faktor 'kappa-leicht-Ketten-Verstéarker' aktivierter B-Zellen


https://de.wikipedia.org/wiki/Leuk%C3%A4miehemmender_Faktor
https://de.wikipedia.org/wiki/Haupthistokompatibilit%C3%A4tskomplex

Abkirzungsverzeichnis

OSM - Oncostatin M

NK — Negativkontrolle

PBS - Phosphate-buffered saline (Phosphatgepufferte Salzlésung)
Pl — Propidiumiodid

PMN — polymorphkernige neutrophile Granulozyten

PK — Positivkontrolle

ROS - reactive oxygen species (reaktive Sauerstoffspezies)
rpm — Rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)

RPMI — Roswell Park Memorial Institute Medium

RLU — Relative Light Unit

SH2 — Src-homology 2

STAT - Signaltransduktoren und Aktivatoren der Transkription
TCR — T-Zell-Rezeptor

TNF — Tumornekrosefaktor

pl — Mikroliter

pm— Mikrometer



Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Autoimmunerkrankungen

Autoimmunerkrankungen liegen nach Rose & Bona (Rose and Bona, 1993) dann
vor, wenn sich die Erkrankung durch den Transfer von T-Zellen oder Antikdrpern
induzieren lasst. Die Induktion der Erkrankung durch Transfer von T-Zellen oder
Antikdrpern in Tieren und die Kklinische Beobachtung, z.B. Detektion von
Autoantikorpern und Korrelation dieser mit dem klinischen Schweregrad, sind
nach Rose & Bona indirekte Hinweise auf das Vorliegen von
Autoimmunerkrankungen. Retrospektive Kohortenstudien von Serumproben
zeigen, dass bereits Jahre vor der klinischen Manifestation der Erkrankung
Autoantikdrper nachweisbar sind (Arbuckle et al., 2003). Da Autoantikdrper jedoch
auch bei mindestens 10 % der Gesunden vorkommen, l&sst sich momentan nicht
unterscheiden, ob eine Klinisch gesunde Person mit einem Nachweis von
Autoantikdrpern weiter gesund bleibt (,benigne Autoimmunitat®), oder ob es sich
um eine frihe Manifestation der Erkrankung handelt. Unter Umstanden konnte
eine weitere Analyse der Autoantikorper, z.B. deren Glykosylierung am Fc-
Fragment (Rombouts et al., 2015), hier als Pradiktor verwendet werden.

Die Pravalenz aller Autoimmunerkrankungen in den westlichen Landern liegt bei
etwa 5 % (Davidson und Diamond, 2001). Genetische Faktoren sind essentiell bei
deren Entstehung, was epidemiologische Studien und Tierexperimente belegten
(Goris und Liston, 2012). Vor allem die Expression besonderer HLA-Haplotypen
bringt ein erhohtes Risiko mit sich eine Autoimmunerkrankung zu entwickeln.
Pradisponierende Gene und unginstige Umweltfaktoren, wie Rauchen,
Drogenmissbrauch, Diat, Chemikalienexposition und Sonnenlicht fihren zu einem
Verlust der Selbsttoleranz und somit zu einer Destruktion von korpereigenem
Gewebe durch das Immunsystem (D’Cruz, 2000; Thorsby und Lie, 2005). Die
Tatsache, dass Frauen in etwa dreimal so haufig wie Manner an
Autoimmunerkrankungen leiden, zeigt einen wahrscheinlichen Einfluss von
Hormonen auf die Pathogenese (Grimaldi et al., 2005). Es werden noch weitere
Mechanismen in der Pathogenese vermutet. Bei der molekularen Mimikry kommt

es aufgrund &hnlicher Oberflachenstrukturen von Erregern und korpereigenem
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Gewebe zu einer Kreuzreaktion und somit zu Destruktion von autologen Zellen
durch das Immunsystem (Cusick et al., 2012; Libbey et al., 2007).

Im Thymus durchlaufen reifende T-Lymphozyten eine Negativ- und eine
Positivselektion. Bei diesem Prozess binden sich T-Zell-Rezeptoren (TCR) an
korpereigene Peptide, die von MHC-I- und MHC-II-Molekilen auf den
Thymusepithelzellen exponiert werden. Ist die Bindung des TCR nicht mdglich,
wird der apoptotische Zelltod eingeleitet und somit nicht positiv selektiert. Entsteht
eine zu starke Bindung zwischen T-Zelle und MHC-Molekul, wird die T-Zelle
Uberaktiviert und ebenfalls apoptotisch. Dieser Vorgang wird Negativselektion
genannt. Eine fehlerhafte Selektion kann durch fehlende Elimination von
autoreaktiven Zellen zur Entwicklung einer autoimmunen Reaktion flhren
(Bommhardt et al., 2004; Vallejo et al., 2004). B-Lymphozyten durchlaufen einen
ahnlichen Prozess der negativen Selektion, um die Immunkompetenz zu erlangen.
Dieser Schritt der Reifung beginnt im Knochenmark und wird in der Milz
fortgefuhrt, in die B-Zellen, unter anderem nach Austritt aus dem Knochenmark,
migrieren (Hardy und Hayakawa, 2001). Neben der eben geschilderten zentralen
Toleranz, werden bei der peripheren Toleranz Antigenepitope der in der Peripherie
vorkommenden korpereigenen Peptide présentiert. Ein Mechanismus ist die
Versetzung einer T-Zelle in Anergie, sobald ein Antigen ohne co-stimulatorische
Molekile prasentiert wird (Schwartz, 2003). Eine autoimmune Reaktion beginnt
mit der Aufnahme von Autoantigenen aus geschadigtem Gewebe von
dendritischen Zellen, die daraufhin in regionale Lymphknoten migrieren. Die
dendritischen Zellen prasentieren anschlieend T-Helfer-Zellen das Antigen,
welche daraufhin CD8+ T-Zellen und B-Lymphozyten aktivieren. Wenn die
Lymphozyten spezifisch fur das Autoantigen sind und ein Mangel an
Selbsttoleranz vorliegt, folgt eine Immunantwort gegen Gewebe des eigenen
Korpers. Die Effektormechanismen sind die gleichen wie die einer Immunantwort
auf eingedrungenes Pathogen, einschlie8lich  Antikérpersynthese und
Zellantworten von CD4+ T-Zellen, CD8+ T-Zellen, Makrophagen und anderen
phagozytischen Zellen sowie Mastzellen (Rose und Mackay, 2006).

Antikérper sind Effektormolekile, die von Plasmazellen, dem reifsten
Differenzierungsstadium eines B-Lymphozyten, sezerniert werden (Manz et al.,
2005). Diese Antikdrper gegen autologe Strukturen, AutoantikGrper, kdnnen

entweder direkt an Zellenrezeptoren binden und dadurch eine Behinderung oder


http://de.wikipedia.org/wiki/Haupthistokompatibilit%C3%A4tskomplex
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Aktivierung der Signaltransduktion induzieren oder indirekt schaden, indem diese
mit Faktoren des angeborenem Immunsystems, wie dem Komplementsystem und
den unspezifischen Entzindungszellen, mit dem Fc-Fragment der Antikorper
interagieren. Des  Weiteren  konnen  Autoantikorper  direkt  reaktive
Sauerstoffspezies katalysieren, welches einen inflammatorischen Schaden
verursacht (Wentworth et al., 2002).

Die in dieser Arbeit beschriebenen Autoimmundermatosen werden nach deren
Zielantigenen untereilt. Wahrend bei den Pemphiguserkrankungen die Zell-Zell-
Kontakte, Desmosomen, der Epidermis betroffen sind, kommt es bei
subepithelialen Autoimmundermatosen zum Gewebeschaden und in der
epidermo-dermalen Junktionszone zu einer Spaltbildung (Sitaru und Zillikens,
2005).

1.2 Morphologie der Haut

1.2.1 Allgemeine Eigenschaften der Haut

Die Haut ist mit einer Flache von ca. 1,8 m? und einem Gesamtgewicht von 15 %
des Korpergewichts das groRte Organ des menschlichen Organismus, das die
Abgrenzung des Korpers gegeniber der AuRRenwelt bildet. Die Funktionen
beinhalten Schutz vor Sonnenlicht, vor pathologischen Keimen und Austrocknung.
AuBBerdem dient die Haut zur Warmeregulation des Korpers, sensiblen
Sinneswahrnehmungen und als Energiereserve in Form von Fettspeicherung. Die
Haut wird in drei Schichten untergliedert. Die Epidermis (Oberhaut), die Dermis
(Lederhaut oder Korium) und die Subkutis (Unterhaut) (Wysocki, 1999).

1.2.2 Epidermis

Die Epidermis besteht aus mehrschichtig verhornendem Plattenepithel, das

hauptsachlich aus Keratinozyten besteht und nerven- und gefaffrei ist. Zusatzlich


http://flexikon.doccheck.com/de/Pathologisch
http://flexikon.doccheck.com/de/Keim
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kommen Melanozyten und Langerhanszellen entlang der Basalmembran vor
(Braun-Falco, 2000).

Die Epidermis wird in vier Schichten unterteilt. Das Stratum corneum besteht aus
kernlosen Keratinozyten und bildet die oberste Schicht der Haut und dient als
mechanischer Schutz der Haut. Im Stratum granulosum kommt es im Zellinneren
zur Anreicherung von basophilen Keratohyalingranula, welches mit dem Verlust
der Zellorganellen begleitet wird. Das Stratum spinosum wird aus einem
mehrschichtigen Bereich mit grof3en polygonalen Keratinozyten gebildet, welche
Uber Desmosomen miteinander verbunden sind. Stachelige Ausstllpungen sind
lichtmikroskopisch zu erkennen. Das aus Stammzellen bestehende Stratum
basale bildet die unterste Schicht und ist fir die Regeneration des Epithels
zustandig. Die hier gebildeten Keratinozyten benétigen ca. 4-6 Wochen, um bis

zum Stratum corneum zu wandern (Kanitakis, 2002).

1.2.3 Dermis

Die Dermis, auch Korium oder Lederhaut genannt, dient als Bindegewebe
zwischen Epidermis und dem subkutanen Fettgewebe. Im Grenzbereich zwischen
Epidermis und Dermis liegt die dermo-epidermale Junktionszone (DEJ), in der die
epidermale Basalmembran uber Verankerungsfibrilen und Reteleisten mit der
Dermis verbunden wird. Durch diese Verankerung wird ein Ablésen der Epidermis
von der Dermis, insbesondere bei Einwirkung von Scherkraften, verhindert. Die
DEJ wird in verschiedene Zonen unterteilt (Abbildung 3). Die Hemidesmosomen
der epidermalen basalen Keratinozyten bilden die erste Zone, auf welche die
Lamina lucida, Lamina densa, Sublamina densa sowie die Verankerungsfibrillen
der papillaren Dermis folgen. Die hemidesmosomalen Plaques der basalen
Keratinozyten beinhalten die Proteine Plektin und BP230, die mit den
intrazellularen Anteilen der transmembrandsen Ankerfilamente BP180 und a634-
Integrin interagieren. Die extrazellular befindlichen Strukturen des BP180 und
a6B4-Integrins gehen zusammen mit dem Laminin 332 (in mancher Literatur noch
als Laminin 5 bezeichnet) eine feste Verbindung zu den in der Lamina densa und
Sublamina densa befindlichen Verankerungsfibrillen ein. Diese

Verankerungsfibrillen, welche sich bis in die papillare Dermis ausdehnen,


http://flexikon.doccheck.com/de/Basophil
http://flexikon.doccheck.com/de/Keratohyalin
http://flexikon.doccheck.com/de/Zellorganell
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bestehen insbesondere aus Kollagen Typ VII (Borradori und Sonnenberg, 1999;
Burgeson und Christiano, 1997).

Die Dermis ist in zwei Schichten unterteilt. Die Obere ist das Stratum papillare und
liegt der Epidermis direkt an. Sie setzt sich aus kollagenem Bindegewebe und
elastischen Fasern zusammen und beinhaltet ein dichtes Netz aus Kapillaren,
Venen und Lymphgefallen. Das Stratum reticulare ist fest mit dem Stratum
papillare verbunden und besteht ebenfalls aus elastischen Fasern sowie
kollagenem Bindegewebe. Diese sind fur die Straffheit der Dermis verantwortlich.
Neben Hautanhangsgebilden, feinen Nervenfasern und Sinnesrezeptoren, wie die
Meil3ner-Tastkorperchen und Vater-Pacini-Korperchen, befinden sich viele Zellen
des Immunsystems in der Schicht. Zu diesen gehdren Gewebemakrophagen,

Lymphozyten und Mastzellen (Ross und Pawlina, 2006).

1.2.4 Subkutis

Die Aufgaben der aus Bindegewebe und Fettzellen bestehenden Subkutis liegen
in der Warmeisolation und Energiespeicherung. AufRerdem dient sie als
Verschiebeschicht zwischen Dermis und Korperfaszie (Schwegler und Lucius,
2011).

1.3 Kollagen Typ Vii

Das Kollagen Typ VIl besteht aus drei identischen Alphaketten, die sich jeweils
aus einer zentralen 145 kDa kollagentsen tripelhelikalen Doméane und zwei
angrenzenden nichtkollagendsen Domé&nen zusammensetzen. Die 145 kDa
aminoterminale nichtkollagentésen Doméane wird als NC1 und die kleinere 34 kDa
carboxylterminale Domane als NC2 bezeichnet (Burgeson, 1993; Keene et al.,
1987). In der extrazellularen Matrix bildet das Typ VII Kollagen Uuber
Disulfidbriicken stabilisierte antiparallele End-zu-End Dimere, wodurch es zu einer
proteolytischen Abspaltung eines Fragments der NC2-Doméane kommt. Durch
seitliche Anlagerung mehrerer antiparalleler Dimere bilden sich die Ankerfibrillen
(Lapiere et al.,, 1993). Die NC1 Doméne interagiert mit verschiedenen
Bestandteilen der extrazellularen Matrix wie Fibronektin, Laminin 332 und
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Kollagen Typ | und IV. Somit wird die Verankerung der Basalmembran an
umliegenden Strukturen ermdglicht und stabilisiert die Bindung von der Lamina

densa zur Dermis (Chen et al., 1997).

Collagenous domain

NC1

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Kollagen Typ VII. An die kollagendse tripelhelikale
Domaéane des Typ VII Kollagens grenzt zum einen die grof3e aminoterminale nichtkollagentse
Doméane (NC1), sowie die kleinere carboxylterminale Domé&ne (NC2). Zwei Molekule von
antiparallelen End-zu-End Dimeren werden Uber Disulfidbricken am carboxyterminalen Ende
gebunden. NC1: aminoterminale nichtkdllagenésen Doméne, NC2: carboxylterminale
nichtkollagenése Doméne, Collagenous domain: kollagenésen Domane. Aus: (Sitaru et al.,
2005).

Bei der Epidermolysis bullosa acquisita (EBA) ist in der Mehrzahl der Félle die
NC1 Doméne das Epitop der Autoantikorper (Jones et al., 1995; Lapiere et al.,
1993; Woodley et al., 1987). Aber auch die kollagenése tripelhelikale Doméane, wie
bei der milderen, im Kindesalter auftretender Form beschrieben (Trigo-Guzman et
al., 2003), und die NC2 Domaéne kdnnen betroffen sein (Chen et al., 2012).

1.4 Blasenbildende Autoimmundermatosen

Blasenbildende Autoimmundermatosen sind eine Gruppe von verschiedenartigen
Erkrankungen, die durch Autoantikorper gegen desmosale und hemidesmosale
Strukturen der Haut oder Gewebetransglutaminase ausgeldst wird (Schmidt und
Zillikens, 2011).
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Erkrankung

Autoantigene

Pemphigusgruppe

Pemphigus vulgaris

Desmoglein 1, Desmoglein 3

Pemphigus foliaceus

Desmoglein 1

Paraneoplastischer Pemphigus

Desmoglein 1, Desmoglein 3,
Plakine

IgA-Pemphigus

Desmocollin 1, Desmoglein 3

Pemphigoidgruppe

Bulldses Pemphigoid

BP180, BP 230

Pemphigiod gestationis

BP180, BP230

Schleimhautpemphigoid

BP180, Laminin-332, a6B4-Integrin

Lineare IgA-Dermatose

LAD-1

Lichen planus pemphigoides

BP180

Anti-p200/Laminin y1 Pemphigoid

Laminin y1

Epidermolysis bullosa acquisita Typ VII Kollagen

Dermatitis herpetiformis Duhring Gewebstransglutaminase

Abbildung 2: Blasenbildende Autoimmundermatosen mit den dazugehérigen
Autoantigenen. In Abhangigkeit des Zielantigens der Autoantikdper ist eine Unterteilung in vier
Hauptgruppen mdglich, die sich klinisch in epidermalen und subepidermalen Spaltbildungen
manifestieren. BP: Bulloses Pemphigoidantigenen. LAD: Lineare IgA-Dermatose Antigen-1.
Modifiziert nach (Kerl et al., 2003).

In Abhangigkeit der befallenden Struktur werden Pemphigus-Erkrankungen,
Pemphigoid-Erkrankungen, Epidermolysis bullosa acquisita und Dermatitis
herpetiformis Duhring, differenziert. Die Mehrheit der Zielstrukturen wurde bereits
identifiziert. Bei den Pemphigus-Erkrankungen entsteht eine intraepitheliale
Spaltbildung, wohingegen eine subepidermale Spaltbildung bei Pemphigoid-
Erkrankungen, Epidermolysis bullosa acquisita und Dermatitis herpetiformis auftritt
(Mihai und Sitaru, 2007; Sitaru und Zillikens, 2005).
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Abbildung 3: Zielantigene der Antikdérper bei Autoimmundermatosen. Schematisches
Diagramm der desmosomalen, hemidesmosomalen und dermal-epidermalen Junktionszonen. Die
Desmosomen der Epidermis sind eine typische  Zielstruktur des  Pemphigus.
Pemphigoiderkrankungen betreffen die hemidesmosomale Bindungen der Basalmembran mit den
Keratinozyten. Basal verbindet das in der Sublamina densa liegende Kollagen Typ VII, welches
das Antigen bei der EBA reprasentiert, die Dermis mit der Lamina densa; Type VIl collagen:
Kollagen Typ VII Aus: (Bieber et al., 2010).

1.5 Epidermolysis bullosa acquisita

1.5.1 Epidemiologie

Epidermolysis bullosa acquisita ist eine erworbene und chronisch verlaufende
subdermale blasenbildende Autoimmundermatose, welche durch
Antikdrperbindung an das 290 kDa Kollagen Typ VII verursacht wird (Woodley et
al., 1988, 1984). EBA ist eine seltene Erkrankung mit einer Inzidenz von 0.2 bis

0.5 auf 1 Millionen Einwohner in Westeuropa (Bernard et al., 1995; Zillikens et al.,
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1995). In Deutschland liegt die Préavalenz bei einem Fall auf 1.3 Millionen
Einwohnern (Kim et al.,, 2011). Das Alter des Krankheitsbeginns variiert vom
Kindesalter bis zum spéaten Erwachsenenalter, jedoch in den meisten Féllen
zwischen dem 40. und 50. Lebensjahr. Eine ethnische und geschlechtliche

H&aufung ist nicht zu beobachten (Gupta et al., 2012).

1.5.2 Genetik der EBA

MHC Genotypisierung und klinische Beobachtungen von EBA Patienten deuten
auf einen genetischen Einfluss bei der Krankheitsentstehung hin. In
Mausexperimenten konnte diese Annahme bestéatigt werden. Bestimmte MHC-
Allele werden mit der EBA assoziiert. So konnte HLA-DR2 und HLA-DRB1*15:03
mit der Erkrankung in Verbindung gebracht werden (Gammon et al.,, 1988;
Zumelzu et al., 2011). Des Weiteren konnten mehrere EBA Falle innerhalb einer
Familie beobachtet werden, was auf eine genetische Determinierung der EBA
Suszeptibilitdt hindeutet (Noe et al., 2008).

1.5.3 Pathogenese und die Rolle des Kollagen Typ VII

EBA ist gekennzeichnet durch die Autoimmunitat gegen das Kollagen Typ VII,
welches den Grol3teil der Ankerfibrillen bildet. Letztere befestigen die Epidermis
zusammen mit der Basalmembran an das darunterliegende Stratum papillare der
Dermis. Antikorper gegen das Kollagen Typ VII mit anschlieRender
Entziindungsreaktion kénnen ungentigende Haftung oder Spaltbildung zwischen

Dermis und Epidermis zur Folge haben (Hashimoto et al., 2012).

1.5.4 Entstehung des klinisches Bildes

Obwohl die Pathogenese auf molekularer Ebene noch nicht vollstandig verstanden
wurde (Hashimoto et al., 2012; Yancey, 2005), gibt es zwei Hypothesen zur
Entstehung des klinischen Bildes der EBA. Bei der inflammatorischen Form geht

man davon aus, dass an einer oder mehreren Domanen des Kollagen Typ VI
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gebundene Antikorper eine Immunantwort auslésen und so eine Destruktion der
Verbindungsstrukturen der DEJ und Blasenbildung zur Folge haben (Chen et al.,
2012). Fur die dermo-epidermale Spaltbildung sind hauptsachlich IgG1 und IgG3
verantwortlich, nicht aber IgG2 und IgG4 (Recke et al., 2010). Dieser Vorgang wird
afferente Phase genannt. An der Entziindungsreaktion beteiligt sind das
Komplementsystem, verschiedene Zytokine und polymorphkernige neutrophile
Granulozyten (PMN). Letztere migrieren aus der Blutbahn zum Ort der
Entzindung und sekretieren ROS und Enzyme wie Elastase und Gelatinase B,
welche in der efferenten Phase die Spaltbildung induzieren (Shimanovich et al.,
2004).

Bei der klassischen mechanobullésen Form der EBA kommt es ebenfalls zur
Bindung von Autoantikérpern an das Kollagen Typ VII, jedoch wird aufgrund der
geringen Entzindungsaktivitat ein anderer Pathomechanismus als bei der
inflammatorischen Variante vermutet. So kdnnten Antikérper am NC1 direkt die
Interaktion zwischen Kollagen Typ VII und Bestandteilen der DEJ, unter anderem
Laminin-332, Kollagen Typ IV und Fibronektin, storen (Chen et al., 1999, 1997;
Gammon et al.,, 1993). Das erklart die Fragilitat der betroffenen Haut, bei der
bereits geringe Traumata zum klinischen Bild der subepidermalen Blasenbildung
fuhren (Kim et al., 2011).

1.5.5 Kilinik

Die Hautmanifestation von EBA ist sehr heterogen und kann in zwei
Hauptgruppen unterteilt werden. Dazu zahlen die mechanobullése (klassisch,

nicht-entzindlich) und die entziindliche EBA.

1.5.6 Mechanobullése Form

Diese Variante der EBA betrifft annahernd ein Drittel der Patienten und zeichnet
sich durch bereits leichtes Trauma verursachte Erosionen und pralle Blasen aus,
die mit Narben und Milienbildung ausheilen und meist an der Streckseite der
Akren, Ellenbogen und Sakralregion auftreten. Des Weiteren werden haufig
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Nageldystrophien, Mundschleimhautbefall und Depigmentierung beschrieben.
Schwerere Formen werden mit der Klinik der vererblichen dystrophischen
Epidermolysis bullosa acquisita verglichen, wogegen leichtere Formen der
Porphyria cutanea tarda éhneln (Buijsrogge et al., 2011; Kim et al., 2011; Lam und
Vleugels, 2013).

1.5.7 Inflammatorische Form

Die entzuindliche Variante der EBA betrifft in etwa zwei Drittel der Patienten. Die
klinische Manifestation &hnelt unterschiedlichen Autoimmundermatosen, wie
bulléses Pemphigoid, dem Schleimhautpemphigoid, der linearen IgA-Dermatose
und dem Brunsting-Perry Pemphigoid.

Typisch sind stammbetonte, weit verbreitete vesikobullése Erosionen, die mit
starkem Pruritus einhergehen. Auch Extremitaten und intertriginése Hautflachen
sind betroffen. Im Gegensatz zur mechanobullésen heilt die inflammatorische
Form ohne oder mit nur geringer Narben- und Milienbildung ab (Buijsrogge et al.,
2011; Gupta et al., 2012; Kim et al., 2011).

Patienten berichten Uber starke Schmerzen und aufgrund der haufig auftretenden
Lasionen an Handen und FuRen kommt es zu Einschrankungen im Alltag und

fuhrt oftmalig zur Arbeitsunfahigkeit (Engineer und Ahmed, 2001).
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Abbildung 4: Klinisches Bild der EBA. Blasenbildung und Erosionen mit erythematésen und
trophischen Plaques (a, b) Oraler Schleimhautbefall durch EBA (c) Durch wiederholte
Minortraumata entstandene pralle Blasenbildung im Achillessehnenbereich (d) Multiple erosive
Lasionen am Rucken und Gesal (e). Aus: (Ishii et al., 2010).

1.5.8 Diagnose

Die Diagnose beruht hauptséachlich auf der Prasentation des klinischen Bildes, der
durch direkte Immunfluoreszenz detektierten gewebegebundenen Antikdrper in
Form von u-Zacken und der im Blut zirkulierenden Antikorper gegen Kollagen Typ
VII (Ludwig, 2013).

1.5.9 Histologie

Die Histologie der nichtinflammatorischen klassischen Variante zeigt sich als
subepidermale Blase mit intakten dermalen Papillen mit nur wenigen bis keinen
infiltrierenden Entziindungszellen. Wohingegen sich zwar bei der entzindlichen
Variante an selber Stelle die Spaltbildung zeigt, jedoch zusatzlich mit in das
Gewebe eingewanderten Lymphozyten, Monozyten sowie neutrophilen und
eosinophilen Granulozyten am Blasenboden und den Seiten. Die PMN dominieren
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das entzindliche Infiltrat. Anhand der Histologie ist aufgrund der Ahnlichkeit zu
anderen Autoimmundermatosen keine zuverlassige Diagnose moglich (Kerl et al.,
2003; Schmidt und Zillikens, 2011).

1.5.10 Direkte Immunfluoreszenz (DIF)

Die Gewebeentnahme fir die direkte Immunfluoreszenz bei EBA Patienten erfolgt
nicht direkt in den Hautdefekten, sondern perilasional. Haufig kann eine IgG
Ablagerung an der dermo-epidermalen Junktionszone (DEJ) beobachtet werden,
jedoch auch Faktor B, Komplement (C3 und C5), Properdin, IgA und IgM wurden
mittels der Immunfluoreszenzen detektiert (Smoller und Woodley, 1992; Yaoita et
al., 1981). Die Farbung sollte sich als linear fluoreszierende Bande an der DEJ
zeigen und lasst sich bei 93 % der Patienten darstellen (Ludwig, 2013).

Um  andere  Autoimmundermatosen  mit  &hnlichem  Fluoreszenzbild
auszuschlie3en, konnen bei starker VergroRerung u-Zacken und n-Zacken
unterschieden werden. Wéahrend n-Zacken z.B. beim bullésen Pemphigoid

auftreten, sind u-Zacken spezifisch fur EBA (Vodegel et al., 2004).
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Abbildung 5: Mikroskopisch vergroRRerte Photographie von U-Zacken in der direkten
Immunfluoreszenz. Bei einer durch EBA betroffenen Haut wurden die 1gG-Antikdrper angefarbt
und unter dem Mikroskop 400x vergroRBert. Zu sehen sind im Bereich der DEJ gebundene
Antikdrper. In dem weiter vergréRertem Bildausschnitt unten sind die U-Zacken durch rote Linien
verdeutlicht. Quelle: Mit freundlicher Genehmigung von Prof. Ludwig.

1.5.11 Indirekte Immunfluoreszenz (lIF)

Die IIF kann zur Detektion von im Patientenserum zirkulierenden Antikorpern
benutzt werden. Hierfir werden meist humane Hautschnitte verwendet, die mit 1
M NaCl bei 4 °C fur drei Tage vorbehandelt wurden, wodurch eine artifizielle
Spaltbildung entsteht (Ghohestani RF et al., 1997). Am Blasenboden stellen sich
dann die markierten gebundenen Antikorper als fluoreszierende Bande dar, was
die Sublamina densa kennzeichnet. Die Antikdrper gehdren meistens zur IgG1-
und 1gG3-Subklasse (Ishii et al., 2010).
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1.5.12 Immunelektronenmikroskopie

Die Immunelektronenmikroskopie stellt eine sichere Methode zur Diagnose einer
EBA dar. Bei der Betrachtung von Patientenhautproben prasentieren sich
Antikorper und Komplement an der Lamina densa sowie Sublamina densa, was
eine Spaltbildung genau unterhalb dieser Strukturen zu Folge hat und
pathognomonisch fir EBA ist (Nieboer et al., 1980; Yaoita et al., 1981). Selten
zeigen Patienten eine Spaltbildung in der Lamina lucida (Fine et al., 1989). In den
meisten Fallen binden die Antikorper N-terminale nicht-kollagendse (NC1)
Doméanen des Typ VII Kollagens in der Lamina densa. Seltener kommt es zur

Bindung an der NC2 Doméane unterhalb der Lamina densa (Ishii et al., 2004).

1.5.13 Western Immunoblot

Beim Immunoblot werden Extrakte der Basalmembran der Haut oder aus
Zellkulturen durch Elektrophorese auf eine Membran transferiert und fixiert. Die
praparierte Membran wird mit Serum eines EBA Patienten und einem
Kontrollserum inkubiert. Die Antikérper aus dem EBA-Serum binden an der
290 kDa Bande, welche die Alphakette des Typ VII Kollagens beinhaltet. Meistens
stellt sich eine 145 kDa Bande dar, welche das Hauptepitop der EBA-Antikorper
reprasentiert und aus der aminoterminale NC1 Doméne des Typ VIl Kollagens
besteht (Jones et al., 1995; Lapiere et al., 1993; Woodley et al., 1988, 1984).

1.5.14 Enzym-Linked Immune Assay (ELISA)

Eine zuverldssige Methode stellt der ELISA dar. Hierfur wird eine Mixtur von
rekombinanten NC1 und NC2 Domanen des Typ VII Kollagens benutzt, auf das
mit einer Sensitivitdt von 93.8 % und Spezifitdt von 98.1 % die EBA-Seren
reagieren (Saleh et al., 2011). Des Weiteren bestehen die Vorteile in der schnellen
Durchfiihrung eines ELISA, der geringen Menge an benétigtem Serum (10-20 pl)
und der im Gegensatz zu den anderen Methoden hohen Sensitivitat bei niedrigen
Titern (Gupta et al., 2012).
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1.5.15 Therapie

Die Behandlung der EBA, im Besonderen der mechanobulldsen Form, stellt sich
als aul3erst schwierig dar. Patienten mit schwerem Verlauf neigen zu kompliziert
zu behandelnden Rickféllen. Aufgrund der geringen Pravalenz gibt es keine
klinische Studien zur Behandlung und eine definierte Leitlinientherapie existiert
nicht. Behandlungsempfehlungen beruhen meist auf den Erfahrungen der auf
Autoimmundermatosen spezialisierten Kliniken (Engineer und Ahmed, 2001;
Kirtschig G. et al., 2002). Die am haufigsten verwendete systemische Behandlung
erfolgt durch Kortikosteroide, bei denen insbesondere in Kombination mit Colchicin
und Dapsonen gute Behandlungserfolge berichtet wurden. Therapierefraktare
Falle konnten erfolgreich mit intravends verabreichten Immunglobulinen,
Immunadsorption und dem Anti-CD20 Antikérper Rituximab behandelt werden
(Kim und Kim, 2013; Kim et al., 2011). Viele Literaturen empfehlen als First-Line-
Therapie eine Colchicinbehandlung, da im Vergleich zu anderen
Therapiekonzepten die erwarteten Nebenwirkungen milder sind und sie gegen die
entztindliche sowie klassische EBA Form effektiv ist (Cunningham et al., 1996;
Megahed und Scharffetter-Kochanek, 1994). Immunsuppressiva wie Azathioprin,
Methotrexat, Mycophenolat-Mofetil, Cyclophosphamid und Cyclosporin kommen
als Adjuvanz zu den Kortikosteroiden zum Einsatz. Ein Effekt der
Immunsuppressiva ist die mogliche Dosisreduktion des Kortikosteroids (Schmidt
und Zillikens, 2011).

Durch das zunehmende Verstandnis des Pathomechanismus werden neue
Therapieansatze erprobt, die gezielt an der Entstehungskette angreifen und die

oben beschriebene unspezifische Therapie moglicherweise ablésen kdnnten.
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1.6 Zytokine in der EBA

1.6.1 Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF)

GM-CSF ist ein wichtiger hamopoetischer Wachstumsfaktor und Immunmodulator.
Mithilfe des GM-CSF's werden zirkulierende PMN, Monozyten und Lymphozyten
zum Ort der Infektion rekrutiert und es bewirkt dort eine Differenzierung von
Vorlauferzellen zu Granulozyten und Makrophagen. GM-CSF wird eine
signifikante Rolle bei der Entstehung von Autoimmunerkrankungen zugesprochen
(Shi et al.,, 2006). So wurde es zum Beispiel mit rheumatoider Arthritis und
anderen Autoimmunerkrankungen durch die Aktivierung von PMN mit der
Krankheitsentstehung in Verbindung gebracht (Campbell et al., 2000).

Weitere Funktionen sind zum einen die Stimulation der Granulozyten- und
Makrophagensekretion von proinflammatorischen Zytokinen IL-1 und TNF-a sowie
der gesteigerten Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). Eine erhdhte
Ausschittung von entziindungsfordernden Arachidonsduremetaboliten durch GM-
CSF wurde beschrieben (Fuhler et al., 2007; Weisbart et al., 1987) und die Rolle
als entzindungsfordernder Mediator durch Blockung von GM-CSF in Studien
bestétigt (McQualter et al., 2001). Des Weiteren unterstitzt der GM-CSF die PMN
bei der Migration aus den Gefal3en in das Entziindungsgewebe (Cook et al., 1989;
Hamilton, 1993). Eine Verringerung der Autoantikdrperproduktion konnte in
Mausversuchen durch Blockade des GM-CSF beobachtet werden (Samavedam et
al., 2014).

Aufgrund der proinflammatorischen Eigenschaften, vor allem auf PMN, wird
angenommen, dass GM-CSF auf die Entstehung des klinischen Bildes der EBA

einen Einfluss hat.

1.6.2 Gamma Interferon (IFN-y)

IFN-y ist ein Zytokin, welches von naturlichen Killerzellen, T-Helferzellen,
zytotoxischen Zellen und dendritischen Zellen, Makrophagen und PMN auf ein
Immunstimulus oder durch Zytokinaktivierung von z.B. IL-12 sekretiert wird

(Hanada und Yoshimura, 2002; Yamada et al.,, 2011). Dieses Interferon hat
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anitvirale und immunmodulatorische Effekte und antitumorale Eigenschaften. Die
immunmodulatorischen Fahigkeiten haben Einfluss auf viele Teile der
Immunantwort. So aktivieren sich z.B. Makrophagen zu Beginn einer Infektion
untereinander mit IFN-y, was zur vermehrten Antigenprasentation fihrt. Des
Weiteren aktiviert Gamma Interferon die naturlichen Killerzellen und induziert die
IgG2a- und 1gG3-Sekretion aus Plasmazellen (Schroder et al., 2004). Auch wurde
die Aktivierung von NF-kB durch IFN-y beschrieben (Boehm et al., 1997). Auf
PMN hat IFN-y einen aktivierenden Effekt. So konnte beobachtet werden, dass
IFN-y die Phagozytose sowie Chemotaxis und somit Migration induziert und die
Sekretion von ROS stimuliert (Schroder et al., 2004).

1.7 Interleukin 8 (IL-8)

IL-8 ist ein Zytokin, das von Epithelzellen, Endothelzellen, Fibroblasten und
Monozyten, die einem entzindlichen Stimulus ausgesetzt sind, produziert wird.
Das IL-8 hat einen aktivierenden Einfluss auf PMN, welches eine Exozytose,
Chemotaxis und eine Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies beinhaltet
(Godaly et al., 1997). Die Signaltransduktion von IL-8 auf die PMN ist G-Protein
vermittelt Gber den CXC-Rezeptor 1 und 2. Es konnte in Experimenten gezeigt
werden, dass nach intradermaler Injektion von IL-8 eine stark ausgepragte
Akkumulation von PMN folgte. Nach bereits 15 min. war ein signifikanter Effekt zu
messen, der bis 10 Stunden nachzuweisen war (Baggiolini and Clark-Lewis,
1992).

1.8 JAK-STAT-Signalweg

Uber die JAK-STAT-Signaltransduktion werden von bestimmten extrazellular
gebundenen Zytokinen und Hormonen Signale zu den im Nucleus liegenden
Promotoren weitergeleitet. Durch die extrazellulare Bindung eines Liganden am
Rezeptor entsteht durch Wechselwirkungen ein Rezeptordimer, welches diesem
den Namen verlieh (Janus: romischer doppelgesichtiger Gott der Torbégen und

offentlichen Durchgange) (Berg et al., 2003).
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Nach der Dimerisierung kommt es zur gegenseitigen Phosphorylierung von
Tyrosinen der Januskinasen und es entsteht ein Kontakt zu den Src-homology 2
(SH2) Domanen der Signaltransduktoren und Aktivatoren der Transkription
(STATSs). Darauf folgt die Phosphorylierung und Bindung zweier STATSs, welche
als Dimer in den Zellkern als Transkriptionsfaktor wandern und die Expression des

Zielgenes induzieren.
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Abbildung 6: Januskinase-Inhibitoren blocken den Zytokinsignalweg. Die Bindung der
Zytokine an deren spezifischen Rezeptor fuhrt zur Phosphorylierung der intrazellularen Doméne
des Tyrosinrezeptors durch die zugehorigen JAKs. Signaltransduktoren und Aktivatoren der
Transkription (STATSs) binden daraufhin am Rezeptor und werden ebenfalls phosphoryliert. Es folgt
die Dimerisierung, Translokation und letztendlich die Regulierung der Gentranskription.
Dimerization: Dimerisierung, Translocation: Translokation, Cytoplasm: Zytoplasma. Aus:
(O’Shea et al., 2013).

1.8.1 JAK2-Inhibitor CEP-33779

Der bei den Experimenten dieser Arbeit verwendete CEP-33779 ist ein oral
verfluigbarer, hochspezifischer JAK2-Inhibitor, der in hdheren Konzentrationen
STAT1, STAT3, STAT4 und STAT5 hemmt (John J O’'Shea und Murray, 2008;
Stump et al., 2011). JAK2 dient als Rezeptor fur Erythropoetin, Thrombopoetin,
GH (Growth Hormon), IL-3 und IL-5, den Granulozyten-Monozyten-Kolonie-
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stimulierenden Faktor (GM-CSF) die gp130 Rezeptor Familie wie IL-6, IL-11, OSM
und LIF, die IL-10 Familie mit IL-10, 19, 20, 22, 24 und die IL-12 Familie mit IL-12
und IL-23 sowie IFN-y. Somit spielt JAK2 eine essentielle Rolle, neben
entziindungsmodulierenden Funktionen, bei der Bildung der Blutbestandteile
(Kisseleva et al., 2002; O’Shea et al., 2002; Schindler et al., 2007).

Erste Mausversuche zur Behandlung von Autoimmunerkrankungen mittels CEP-
33779 sind bereits erfolgt. So wurden bei mit rheumatoider Arthritis induzierten
Mausen eine Reduktion von Gewebezerstérung, Knochendegeneration,
Synoviainflammation und Osteoarthritis beobachtet (Stump et al.,, 2011). Bei
Mausen mit induzierten systemischem Lupus erythematodes (SLE) konnte durch
Behandlung eine Lebensverlangerung erreicht und die Entwicklung einer
Glomerulonephritis verhindert werden. Die Verringerung der Serumspiegel von
den proinflammatorischen Zytokinen IL-12, IL-17A, IFN-a, IL-13, und TNF-a
wurden unter Therapie gemessen (Lu et al., 2011).

1.9 Ziele dieser Arbeit

Die Therapie der EBA ist nach heutigem Stand auf die allgemeine
Immunsuppression beschréankt, welche mit vielen Nebenwirkungen behaftet ist
und héaufig zu keiner zufriedenstellenden klinischen Verbesserung fihrt. Trotz
Behandlung sind Rezidive nicht selten (Engineer und Ahmed, 2001). Neue
Therapiekonzepte, die spezifisch in den Prozess der dermal-epidermale
Spaltbildung eingreifen, koénnten Vorteile in Hinsicht auf Wirksamkeit und

Nebenwirkungen haben.

An der Entzindungsreaktion sind das Komplementsystem, die Autoantikorper,
Zytokine und PMN beteiligt, wobei letztere die Haupteffektorzellen fir die dermal-
epidermale Spaltbildung darstellen (Chiriac et al., 2007). Die Aktivierung fuhrt zur
Degranulation, wodurch unter anderem die Matrix-Metalloproteasen Elastase und
Gelatinase B ausgeschittet werden. Zusammen mit ROS sind das die
urséchlichen Mediatoren der Pathogenese der EBA (Kopecki et al., 2013, 2011;
Shimanovich et al., 2004). Ein mdglicher Therapieansatz ware die Hemmung der



Einleitung 21

PMN im Hinblick auf die Sekretion der Enzyme und Migration aus den Gefal3en

zum Entzundungsgeschehen.

In dieser Arbeit soll der Einfluss eines JAK2-Inhibitors auf die Aktivitat der PMN
gezeigt werden. Neben Interaktion mit Fremdorganismen oder Immunkomplexen
aktivieren verschiedene Zytokine die PMN. Zu diesen zahlen, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8,
Tumornekrosefaktor a, GM-CSF, G-CSF und IFN-y (Schroder et al., 2004; Witko-
Sarsat et al., 2000). Der Tyrosinrezeptor des JAK/STAT-Signalwegs dient vielen
dieser Zytokine als Bindungsstelle (Kisseleva et al.,, 2002), wobei das
Hauptaugenmerk auf den GM-CSF und IFN-y fallt. Eine Hemmung dieser
Signalwege konnte die positive Rickkopplung der PMN unterdriicken und somit
deren Aktivitat reduzieren. Aufgrund der guten Ergebnisse des CEP-33779 in
vorangegangenen Studien zur Behandlung der Autoimmunerkrankungen SLE und
rheumatoider Arthritis, fiel die Wahl auf diesen Inhibitor (Lu et al., 2011; Stump et
al., 2011). In nachfolgend beschriebenen in-vitro-Experimenten soll die mdgliche
Wirksamkeit des JAK2-Inhibitors auf die Pathogenese der dermo-epidermalen

Spaltbildung bei EBA untersucht werden.
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der Pathogenese der EBA. Markierungen (1)-(3):
experimentelle Vorlagen zur Testung der Wirkung von CEP-33779. Autoantikdrper binden an
das Kollagen Typ VII und verursachen eine Entziindungsreaktion. (1) Durch chemotaktisch
agierende Zytokine migrieren PMN zum Ort der Entziindung. Die Migration durch Endothel kann
mit einem Migrations-Assay gemessen werden, bei dem die Anzahl der durchwandernden
Granulozyten durch eine dem Endothel nachempfundenen Membran zwischen zwei Kammern
bestimmt wird. (Kawa et al., 1997; Mul et al., 2000). (2) Der ROS-Assay ist ein Verfahren das die
Sekretion der reaktiven Sauerstoffspezies von aktivierten PMN quantifizieren kann. Eine mdogliche
Auswirkung des Inhibitors auf die Sekretion kann durch diesen Versuch ermittelt werden.
(Yamazaki et al., 2011). Der Elastase-Assay ist ein ELISA-Verfahren, durch das die sekretierte
Elastase, welche die DES verursacht, bestimmt werden kann (Clark-Lewis et al., 1991). (3) Bei
einem Kryrostatschnitt-Experiment kann histologisch die dermo-epidermale Spaltbildung auf
Gewebeschnitten beobachtet werden. Durch Inhibition der PMN kann dieser Prozess unterbrochen
werden (Mihai und Sitaru, 2007).

Ergdnzend wird die eventuelle Toxizitat des JAK2-Inhibitors sowie des
Losungsmittels DMSO auf die PMN, nach spezieller Farbung mittels
Durchflusszytometrie, getestet (Rieger et al., 2011; van Eeden et al., 1999).
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Pharmaka

Heparin-Natrium-25.000 I.E.
CEP-33779 JAK2-Inhibitor

2.2 Chemikalien

Ammoniak-Ldsung

Aqua dest.

BSA (bovine serum albumin)
Dextran T-500

Dimethylsulfoxide (DMSO)

Essigsaure-Alkohol
Ethanol 70 %

Formyl-Methionyl-Leucyl-
Phenylalanin (fMLP)

Formaldehyd-L6sung 5 %
Hamatoxylin
Histopaque 1119

Luminol

Lymphocyte Separation Medium 1077

Octoxinol 9 (Triton X)

Percoll Density Centrifugation Media
Polymorphprep

Tissue-Tek O.C.T.TMCompound
Trypan Blau

Xylol

Ratiopharm GmbH, Ulm

Teva Pharmaceutical Industries

Merck KgaA, Darmstadt
Apotheke UKSH, Campus Lubeck
Sigma-Aldrich, Hamburg

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen

Merck KgaA, Darmstadt
Apotheke UKSH, Campus Lubeck
Sigma-Aldrich, Hamburg

Merck KgaA, Darmstadt

Merck KgaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Hamburg
Sigma-Aldrich, Hamburg
PromoCell GmbH, Heidelberg
E. Merck, Darmstadt

GE Healthcare, Hamburg
Axis-Shield, Heidelberg

Sakura Finetek Germany GmbH

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen
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2.3 Puffer und Medien

Blockingpuffer

Carbonate buffer (Adsorption buffer)

Chemilumineszenzmedium

Glycinpuffer

Lysepuffer
PBS (phosphate buffered saline)

PBS-T
RPMI 1640 Medium without L-Glutamine

RPMI-1640 Complete

Waschpuffer

2.4 Verbrauchsmaterialien

Aluminiumfolie Paclan

Aqua Spullésung
Blutentnahmeréhrchen S-Monovette
9 ml, Kalium-EDTA

Deckglaser 24 x 60 mm

Einbettungsmedium Tissue-Tek

1 % Biotinfreies BSA, geldst in
PBS-T

5.3 g Na2CO3, 5.04 g NaHCO3
geldstin 1 | dest. Wasser.

pH auf 9.6 mit 1N HCl titriert
RPMI ohne Phenol rot, stab. L-
Glutamin, 25 mM HEPES

7.52 g Glycin in 1 | dest. Wasser.
pH auf 2.8 mit 1N HCl titriert

PBS 1-fach 20 %, in Aqua dest.

8 g/L NaCl, 0.2 g/L KCI, 1.44 gl
Na2PO4K2HPO4 in dest. Wasser,
pH auf 7.2 mit Phosphatsaure
titriert

0.05 ml Tween 20 in 1L PBS

PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Austria

RPMI-1640 (mit Phenolrot) + 1 %
Fetales Kalberserum

PBS + 0.05 % Tween

A. Hartenstein Laborbedarf,
Wiurzburg

Deltaselect GmbH, Dreieich
Sarstedt, Numbrecht

G. Menzel, Glasbearbeitungswerk,
Braunschweig

Sakura Finetek Europe B.V.,
Zoulerwoude, Niederlande
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Einmal-Kanile BD Microlance 3, 26Gx1/2

Einmal-Spritze-1ml BD PlastipakTM

Einmal-Spritze-20ml BD DiscarditTM Il

ELISA plate Maxisorb

ELISA Platte seal

Falcon-Rohrchen 15 ml, 50 ml
Minisart-Sterile Filter (0.20um)

Human PMN Elastase Platinum Elisa-Kit
Objekttrager 26 x 76 mm/ca. 1mm

Objekttrager SuperFrost /Plus

Parafilm M Laboratory Film

Pasteurpipette, Glas

ReaktionsgefalRe 0,5 ml, 1,0 ml, 1,5 ml
Serologische Pipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml

Transwell-Platte 3472 clear, 3ul Porengrolie

2.5 Verwendete Laborgerate

Airsterilisator US PATS

Analysenwaage Analytical Plus

Begasungsbrutschrank

Bio Vortex V1
Eindeckautomat Leica CV 5030

ELISA Plattenlesegerat
ELISA Plattenwascher

Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg

Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg

Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg

Nunc, Roskilde, Norwegen
Sarstedt AG&Co., Numbrecht
Sarstedt AG&Co., Nimbrecht
Sarstedt AG&Co., Nimbrecht
eBioscience, USA

Heinz Herenz Medizinalbedarf,

Hamburg

G. Menzel, Glasbhearbeitungswerk,

Braunschweig

Pechiney Plastic Packaging,
Menasha, Wisconsin, USA
Sondheim/Rhon

Eppendorf AG, Hamburg
Sarstedt AG & Co. Nuembrecht
Sigma-Aldrich, Hamburg

Binder GmbH, Tuttlingen

Ohaus Corporation, New Jersey,
USA

Heraerus Instruments GmbH,
Hanau

lab4you GmbH, Berlin

Leica Mikrosysteme Vertrieb
GmbH, Wetzlar

Perkin Elmer, CA, USA

TECAN, Maennedorf, Switzerland



Material und Methoden

26

Elektrische Feinwaage PT 150
Eppendorf Research Pipetten
Feuchtigkeitskammer

Kihlschrank (4°C) / Gefrierschrank (-20°C)

Gefriertruhe C660 (-80 °C)

Kihlkammer

Kryostat Leica CM 3050 S
Laborabzug captairchem
Magnetrihrer IKA ® RH basic 2
Mikroskop Olympus BX40

Mikroskop Wilovert S
Neubauer Zahlkammer

pH-Meter ph526
Pipettierhilfe, pipetus®-akku

Schitteltisch Duomax 1030

Sterilbank, Biowizard Kojair

Vortex Genie 2

Wasserstrahlpumpe
Zentrifuge Varifuge 3.0 R

Zentrifuge Biofuge pico

Sartorius AG, Gottingen
Eppendorf AG, Hamburg

Werner Hassa GmbH, Lubeck
Liebherr International AG, Bulle,
Switzerland

New Brunswick Scientific, England
Viessmann GmbH & Co. KG,
Allendorf

Leica Mikrosysteme Vertrieb
GmbH, Wetzlar

Erlab Laboreinrichtungen, Wangen
IKA Werke GmbH, Staufen
Olympus Deutschland, Hamburg
Helmut Hund GmbH, Wetzlar

A. Hartenstein Laborbedarf,
Wirzburg

MultiCal WTW, Weilheim
Hirschmann Laborgerate GmbH &
Co. KG, Eberstadt

Heidolph Instruments, Nurnberg
W. H. Mahl, Reinraumtechnik
GmbH, Magdeburg

Scientific Industries, Bohemia, New
York, USA

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim
Haereus Instruments GmbH,
Hanau

Haereus Instruments GmbH, Hanau
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2.6 Verwendung humaner Biomaterialien

Fur samtliche Experimente in dieser Arbeit wurden PMN bendtigt. Die Isolierung
der PMN erfolgte aus dem Vollblut von freiwilligen méannlichen und weiblichen
Spendern im Alter zwischen 24 und 42 Jahren. Einschlusskriterien waren die
Verneinung von Vorerkrankungen und aktuelle Medikamenteneinnahme. Die
Spender wurden uber die Risiken einer peripheren vendsen Blutentnahme
aufgeklart.

Die aus Vorhaut bestehenden Proben fir die Gefrierschnitte stammen aus der

Kinderklinik und wurden fir Forschungszwecke zur Verfiigung gestellt.

2.6.1 Humanes Kollagen Typ VII (hCol7) und anti-human-COL7-lgG1

Fir die Versuche in dieser Arbeit wurden rekombinante, monoklonale anti-human-
COL7-lgG1 und Fragmente der NC1 Doméane der Kollagen Typ VII verwendet.
Ihre Herstellung war bereits in unserer Einrichtung etabliert und erfolgte in
Zusammenarbeit mit weiteren Laboren. In der Arbeit von Recke et al. ist die
Prozedur im Detail beschrieben. Zusammenfassend formuliert wurden aus hCol7
codierenden cDNA Fragmenten Plasmide erzeugt. Diese Vektoren wurden
daraufhin in Escherichia coli-BL21 transferiert. Die erzeugten Proteine wurden
mittels Gluthation Affinitdtschromography purifiziert. Auch die anti-human-COL7-

IgG1 wurden geklont, exprimiert und isoliert.

2.7 ROS-Assay

2.7.1 Versuchsaufbau

Durch die Aktivierung von PMN durch einen Immunkomplex aus hCol7 und
spezifischen Antikérpern vom IgG1-Typ werden neben Zytokinen und Enzymen
auch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) freigesetzt, welches einen Anteil in der
Pathogenese der EBA durch einen gewebeschadigenden Effekt hat (Cedergren et
al., 2007).
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Die freigesetzte reaktive Sauerstoffspezies kann mittels ROS-Assay und
photometrischer Auswertung nach Hinzugabe von Luminol quantifiziert werden.
Folglich kann der Einfluss des CEP-33779 in verschiedenen Konzentrationen auf

die Freisetzung von ROS aus PNM untersucht werden.

2.7.2 Separation neutrophiler Granulozyten (PMN) aus peripherem
Vollblut

Fur diesen Versuch wurde peripher entnommenes venéses Vollblut von gesunden
mannlichen und weiblichen Spendern im Alter von 24 bis 32 Jahren entnommen.
Die Gesamtteilnehmerzahl betrug 15, wovon 7 Frauen und 8 Manner waren.
Hierfir verwendete Materialien waren Butterflykanilen und ein 9 ml Réhrchen,
welche das Antikoagulans EDTA enthielten.

Im nachsten Schritt wurde pro EDTA-R6hrchen ein 15 ml Zentrifugenréhrchen mit
6 ml Polymorphprep gefillt. Dann wurden mit 6 ml Blut mittels akkubetriebener
Pipettierhilfe und 10 ml Aufsatz langsam im 45-Grad-Winkel das Polymorphprep
Uberlagert. Die Réhrchen wurden daraufhin bei 1600 rpm in der oben aufgelisteten
Zentrifuge (s. Kapitel 2.5), Raumtemperatur und inaktivierter Bremse fur
35 Minuten zentrifugiert.

o
—

<— Monozyten und Lymphozyten

<— Neutrophile Granulozyten

<«—— Erythrozyten

Abbildung 8: Schematische Darstellung der entstandenen Zellbanden nach Zentrifugation
von EDTA-Vollblut in Polymorphprep in einem 15 ml Réhrchen. Die Zellbestandteile laufen je
nach Gréf3e und Gewicht unterschiedlich weit durch das Polymorphprep bei Zentrifugation.
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Durch das Zentrifugieren entstanden weil3lich tribe Zellbanden, wobei die oberste
Monozyten und Lymphozyten und die zweite von oben PMN beinhalteten. Am
Boden des Rohrchens sammelten sich die Erythrozyten in einer Schicht. Die
oberste Zellbande, der sog. "Buffy coat”, mit dartiber befindlichem Plasma wurde
mit einer akkubetriebenen Pipettierhilfe und einem 5 ml Aufsatz entnommen und
verworfen. Der gesamte Bereich, in dem sich die Granulozytenbande befand, bis
zur Erythrozytenschicht am Boden des Réhrchens, wurde mit einer Pipettierhilfe in
jeweils ein 50 ml Zentrifugenréhrchen uGberflhrt. Hierzu wurde zuerst 5 mi
Halbmedium hinzugefiigt und daraufhin bis auf 50 ml Gesamtmenge mit RPMI-
1640 Medium aufgefullt. Die Réhrchen wurden 10 Minuten bei 1400 rpm und
Raumtemperatur zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand mit einer
Wasserstrahlpumpe entnommen, wobei auf eine noch vorhandene Befeuchtung
des Pellets zu achten ist. Zu den Pellets wurden jeweils 3 ml Lysepuffer
hinzugefigt, mit einer Pipette resuspendiert und nach 30 Sekunden mit RPMI
Medium wieder auf 50 ml aufgefullt. Die Zentrifugenréhrchen kamen wieder flr
10 Minuten bei 1400 rpm und Raumtemperatur in die Zentrifuge und der
Uberstand wurde nach Beendigung aspiriert. Nach dem Hinzufiigen von 20 ml
CL-Medium zu jedem Pellet wurde mit denselben Einstellungen wie beim vorigen
Mal zentrifugiert. Nach dem Aspirieren des Uberstandes wurden 3 ml CL-Medium
mit einer Pipette in jedes Rohrchen hinzugeflgt, grindlich resuspendiert und bis

zur Verwendung auf Eis gelegt.

2.7.3 Vorbereitung und Durchfuhrung

Der erste Schritt war die Beschichtung einer 96-Kammer-ELISA-Platte mit dem
Antigen Kollagen Typ VII (hCol7). Hierzu wurde die Lésung von 0,7 mg/ml auf 20
png/ml verdiinnt und jeweils 50 pl in die Kammern 5-12 pipettiert. Die Platte wurde
daraufhin mit einer klebenden Folie bedeckt und fur drei Stunden bei
Raumtemperatur auf den Schutteltisch gestellt. Um die nicht an die Platte
gebundenen hCol7 Antikérper aus den Kammern zu entfernen, wurde diese durch
den ELISA-Plattenwascher mit Programm WHITE mit PBS gespult. Nach diesem
Schritt wurden in jede Kammer 100 pl Blockpuffer (PBS + 1 % biotinfreies BSA +
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0,05% Tween) pipettiert und Uber Nacht bei 4 °C auf dem Schitteltisch
positioniert.

Am folgenden Tag wurde die Platte wieder mit PBS durch das Waschprogramm
WHITE gewaschen. Dann wurde die IgG1-Antikorper gegen das Kollagen Typ VII
aus der Stocklosung 1:400 mit Blockpuffer verdinnt und jeweils 100 pl in die
Kammern 3 und 4 und 7-12 mit einer Pipette geflllt (s. Abbildung 9). Die Platte
wurde wieder mit der Folie luftdicht verklebt und zur Inkubation eine Stunde bei
Raumtemperatur auf den Schitteltisch gestellt.

Der nachste Schritt bestand aus den Vorbereitungen der LOsungen fur die
nachsten Arbeitsgange. Als Positivkontrolle der Neutrophilenaktivierung wurde
Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin (fMLP) aus der Stocklésung 1:50 mit
CL-Medium verdinnt und auf Eis gelegt. Bei der Vorbereitung fur die
Luminollésung wurden 2 mg Luminol (5-amino-2,3-dihydro-1,4-phthalazindion) in
8 ul NaOH geldst und mit 1 ml doppelt destilliertem Wasser aufgefullt. Da Luminol
lichtempfindlich ist, wurde Aluminiumfolie zur UV-Licht-Abschirmung um das
Rohrchen gewickelt. Kurz vor dem Auftragen der Granulozytensuspension auf die
Platte wurden 100 pl Luminol aus der vorbereiteten Suspension hinzugefugt.
Nachdem die Platte eine Stunde inkubierte, wurde diese per Hand mit einer
Mehrkanalpipette mit CL-Medium gewaschen. Hierzu wurden in jede Kammer
200 ul CI-Medium pipettiert, kurz geschuttelt und anschlieRend ausgeklopft. Dieser
Vorgang wurde finfmal wiederholt.

Um den JAK2-Inhibitor in verschiedenen Konzentration einfacher in die
verschiedenen Kammern zu pipettieren, wurden die 10 mg/ml Stocklésung zu

einer 1:10 (1 mg/ml) und einer 1:50 (0.2mg/ml) Lésung mit DMSO verdunnt.

Nachdem die PMN mit 100 pl Luminol versetzt und alle Ingredienzien vorbereitet
wurden, folgte das Pipettieren in die Kammern. Es konnten auf einer Platte Proben
von acht Probanden untersucht werden. In die Kammer 1 kam die Positivkontrolle,
d.h. 100 pl fMLP-L6sung. In die Kammern 2, 4 und 6 kam die in diesem Versuch
angewendete Hochstdosis des Jak2-Inhibitors (100 ng/ml oder 250 ng/ml). In den
Kammern 2-12 musste die hinzugefligte Menge stets 100 pl ergeben, z.B. musste
zu einer 2 ul Jak2-Ldsung in einer Kammer noch 98 pl CL hinzugefligt werden. Da
fur die Kammern 3, 5 und 7 kein Inhibitor vorgesehen war, wurden diese mit 100 pl

CL-Medium befdllt. In die Kammern 8-12 kamen in aufsteigenden Konzentrationen
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entweder 5, 25, 50, 75, 100 ng/ml oder 50, 100, 150, 200, 250 ng/ml der
vorbereiteten JAK2-Inhibitor Losung. Im nachsten Arbeitsschritt wurden zugig
jeweils 100 pl der mit Luminol versetzten Zellen in jede Kammer pipettiert und
umgehend in das auf 37 °C vorgeheizte ELISA-Plattenlesegerat zur

photometrischen Auswertung gelegt.
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Abbildung 9: Pipettierschema der 96-Kammer-Platte im ROS-Assay. Die verschiedenen
Farben reprasentieren die Vorbereitung der Plattenkammern, bevor die PMN hinzugegeben
wurden. In die Kammern 8-12 wurden in aufsteigenden Konzentrationen entweder 5, 25, 50, 75,
100 ng/ml oder 50, 100, 150, 200, 250 ng/ml hinzugegeben. In die Kammern 2, 4 und 6 wurde fur
die Kontrollen die in dem Versuch benutzte Hochstdosis pipettiert. In absteigender Reihenfolge
wurden PMN der verschiedenen Spender aufgetragen.

2.7.4 Auswertung

Im ROS-Assay ist es mdglich, reaktive Sauerstoffspezieskonzentrationen mit Hilfe
einer Chemilumineszenzreaktion durch Luminol zu bestimmen (Yamazaki et al.,
2011). Hierbei geht Luminol mit dem ROS eine Bindung ein, die entstehende
Lichtemission wird von einem ELISA-Plattenlesegerat ausgewertet und in RLU
(Relative Light Unit)/ml angegeben. Diese Messung der Extinktion erfolgte bei
einer Wellenlange von 425 nm in 60-Minutenzyklen. Durch den mit dem ELISA-

Plattenlesegerat verbundenen Wallac-1420-Manager erfolgte die Auswertung der

gemessenen Werte.
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2.8 Granulozyten Migration-Assay

Bei einer Entzindung werden chemotaktische Botenstoffe freigesetzt, die PMN
dazu bewegen, durch GefaRendothel zu wandern, um zum Ort des
Entzindungsgeschehens zu gelangen. Die sogenannte Migration (Mul et al.,
2000).

In diesem Versuch wurde der Einfluss des JAK2-Inhibitors auf die Migration
gemessen, indem Granulozytensuspensionen zu unterschiedlichen Bedingungen
in Kammern hinzugefigt wurden und die Migration von PMN durch eine

Polycarbonatmembran mittels ELISA- Plattenlesegerét quantifiziert wurde.

2.8.1 Vorbereitung und Durchfiihrung

Der erste Schritt war die periphere vendse Vollblutentnahme mittels
Butterflykantle. Hierzu wurden von gesunden Probanden, zwei Frauen und zwei
Méannern, im Alter zwischen 24 und 42 Jahren zwei 9 ml EDTA-R6hrchen Blut aus
der Armbeuge nach medizinischem Standard entnommen. Die 18 ml Blut jedes
Probanden wurden mit sterilem PBS bis 25 ml Gesamtmenge aufgefllt. In einem
50 ml Falcon-Réhrchen wurden 12,5 ml Lymphozyten Separationsmedium
vorsichtig auf 12,5 ml Histopaguegradient mit einer akkubetriebenen Pipettierhilfe
mit 10 ml Aufsatz Uberlagert. Es entstanden zwei Phasen. Schlie3lich wurden die
25 ml Blut-PBS Gemisch ebenfalls mittels Pipettierhilfe im 45-Grad-Winkel
langsam aufgetragen und fur 30 Minuten bei 1000 rpm und deaktivierter Bremse
zentrifugiert.

Zwischenzeitlich wurde die Percollverdiinnung vorbereitet. Hierzu wurden zuerst
36 ml Percoll mit 4 ml PBS gemischt, das dann in finf 15 ml Zentrifugenréhrchen
mit RPMI auf eine Konzentration von 85 %, 80 %, 75 %, 70 %, und 65 % verdunnt
wurde. Aus diesen funf Rohrchen mit jeweils einer entsprechenden Konzentration
wurde dann in einem 15 ml Réhrchen ein Gradient angefertigt. Mit der hochsten
Konzentration beginnend, 85 9%, wurden jeweils 2 ml bei absteigender
Konzentration auf die darauf folgende Phase vorsichtig pipettiert. Bei der

65-prozentigen Percollkonzentration wurden abschliel3end 3 ml aufgetragen.
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Durch das Zentrifugieren sind finf Phasen entstanden. Die oberen drei Schichten
mit den enthaltenen Monozyten, Lymphozyten und dem Plasma wurden mit einer
Vakuumpumpe und Glaspipette verworfen. Die Phase Uber der am Boden
abgesetzten Erythrozytenschicht wurde mit einer Pipette in ein 50 ml Falcon-
Rohrchen transferiert und mit PBS bis 50 ml aufgefillt. Das R6hrchen wurde fur
10 Minuten bei 2000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand tber dem durch das
Zentrifugieren entstandenen Pellet wurde mit einer Vakuumpumpe mit
Glaspipettenaufsatz entfernt und 5 ml RPMI + 1 %FCS hinzugegeben. Das Pellet
wurde bis zur Auflésung resuspendiert und jeweils 2,5 ml auf einen Percollgradient
vorsichtig aufgetragen.

Der Percollgradient mit der Granulozytensuspension wurde dann bei 2000 rpm
und deaktivierter Bremse fur 25 Minuten zentrifugiert. Bei diesem Schritt
entstanden 6 Banden (s. Abbildung 10). Die obersten Beiden beinhalteten
Monozyten und basophile Granulozyten und wurden mit einer Glaspipette unter
Sog entfernt. Die dann folgenden drei Banden enthielten die fir den Versuch
bendtigten PMN, die daraufhin mit einer Pipette in ein 50 ml Falcon-Rdhrchen
Ubertragen wurden, wobei darauf zu achten war, die am Ro6hrchenboden

abgesetzte Erythrozytenschicht nicht mit zu entfernen.

<~ Monozyten
65 %
<— Basophile Granulozyten

70 %

75 %
<— Neutrophile Granulozyten
80 %

85 %

Abbildung 10: Schematische Darstellung der durch den Percollkonzentrationsgradient
entstandenen Zellbanden nach Zentrifugation in einem 15ml Réhrchen. Die Zellen wandern
wahrend der Zentrifugation je nach GréRe und Gewicht unterschiedlich weit durch den Gradienten
und sammeln sich zwischen den Konzentrationsspriingen.
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Die transferierte Granulozytensuspension wurde wieder mit PBS auf 50 ml
aufgefullt und bei 2000 rpm 10 Minuten zentrifugiert. Nach dem Entfernen des
Uberstandes wurde dem Pellet 5 ml RPMI + 1 % FCS hinzugegeben,
resuspendiert und anschlieBend in der Neubauer Zahlkammer die
Granulozytenzahl per ml bestimmt. Zum Zahlen wurden zu 50 pl Zellsuspension
100 pl PBS und 100 pl Trypanblau in ein Eppendorf Gefald gegeben und aus
diesem Gemisch 10 pl in die Zahlkammer pipettiert. Bei zehnfacher Vergrol3erung
wurden nun die in vier Eckkammern enthaltenen Granulozyten gezahlt und durch
vier dividiert, um den Mittelwert zu erhalten. Der Mittelwert wird nun zuerst mit 10*
multipliziert, um die Zellzahl pro ml zu erhalten und dann mit 50 multipliziert, um
die fur die Zahlung angesetzte Verdinnung auszugleichen. Die Werte lagen
zwischen 510 x 10* und 740 x 10* im Mittel bei 588 x 10*. Daraufhin wurde die
24-Kammern-Transwell-Platte mit einlegbaren Polycarbonatmembranen und 3 pm
Porengrof3e vorbereitet. Hierzu wurde in Kammer Nummer 1 17 pl DMSO
pipettiert und mit 593 pl RPMI + 1 % FCS auf 600 pl aufgefullt. Hiermit wurde der
Einfluss von DMSO, dem Lésungsmittel des Inhibitors, auf die Migration getestet.
Fur die Positivkontrolle kam in Kammer 2 Interleukin 8 (IL-8), welches unter
anderem auf PMN chemotaktisch wirkt und deren Migration induziert (Clark-Lewis
et al., 1991). Hier wurde, wie in allen weiteren Kammern auch, der Inhalt bis 600 pl
mit RPMI aufgefullt. Nun wurde in einer Konzentration von 5, 25, 50, 75, und
100 ng/ml der JAK2-Inhibitor jeweils in eine Kammer der Transwellplatte in die IL-
8 Suspension pipettiert. Anschlieend wurden die Membranen in die Kammern
gelegt und in jede Kammer, ohne die Membran mit der Pipettenspitze zu
bertihren, 100 pl von der PMN-Suspension gegeben. 600 pl wurden fir den
Standard in ein Mikroreaktionsgefal3 pipettiert. Die fertig vorbereitete Platte und
der Standard kamen fir 3 Stunden bei 37 °C und 5 % CO, Gehalt in den

Inkubator.
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Abbildung 11: Pipettierschema und Prinzip des Migrations-Assays. Die farblich unterlegten
Kammern reprasentieren das unterschiedlich vorbereitete Milieu fir die Migration der PMN durch
die Polycarbonatmembran. Die Kammern 1 und 2 der ersten und dritten Reihe sind die Kontrollen,
wobei bei Kammer 1 die Wirkung des JAK2-Lésungsmittels DMSO getestet wurde und Kammer 2
die Positivkontrolle ist. In die hellblau unterlegten Kammern wurden in aufsteigender
Konzentrationen 5, 25, 50, 75, 100 ng/ml pipettiert. Es konnten Zellen von zwei verschiedenen
Probanden auf einer 24 Kammer-Transwell-Platte getestet werden.

Nach der Inkubationszeit wurde in jede Kammer und in die Standardsuspension
100 pl Triton X (Octoxinol 9) hinzu pipettiert, welches die Granulozyten lysiert.
Daraufhin wurde eine durchsichtige, nicht bindende 96-Kammer-ELISA-Platte
vorbereitet. FUr die Standards wurden in alle Kammern 150 pl RPMI pipettiert, mit
Ausnahme der ersten beiden. AnschlieRend kam in Kammer Nummer 1 dieser
zwei Reihen 300 pl der mit Triton X versetzen Zellenlésung des Standards und es
wurde eine Konzentrationsreihe erstellt, indem 150 pl mit einer Pipette
resuspendiert, aspiriert und in die darauffolgende Kammer transferiert wurde.
Dieser Vorgang erfolgte in allen Kammern auf3er in den letzten beiden, in denen
weiterhin reines RPMI enthalten war. Aus diesen Standards wurden daraufhin je
100 pl in derselben Reihenfolge auf eine weitere durchsichtige, nicht bindende
96-Kammer-ELISA-Platte transferiert. Anschlieend wurden aus jeweils einer
Kammer der Transwellplatte zweimal 100 pl mit einer Multikanalpipette
entnommen und in die unter den Standards liegenden zwei Reihen der ELISA-
Platte pipettiert. In jede Kammer kam daraufhin 100 pl Substratlésung, die aus
20 ml 0,1 M Acetatpuffer und 5 mg p-Nitrophenyl-3-Glucoronidid bestand. Die
Inkubation erfolgte Uber Nacht bei Raumtemperatur. Am Folgetag wurde zum
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Stoppen der Reaktion 100 ul 0,4 M Glycinpuffer (pH 10,3) je Kammer pipettiert,
das den Farbumschlag der Losung in den Kammern bewirkte.

2.8.2 Auswertung

Die Auswertung erfolgt mittels ELISA-Plattenlesegerét bei einer Wellenlange von
450 nm mit dem angeschlossenen Wallac-1420-Manager mit dem

3-Glucoronidase-Assay-Protokoll.

2.9 Gefrierschnittmodell

2.9.1 Gefrierschnittpraparate

Die fur diesen Versuch bendtigten Gefrierschnitte bestanden aus 6 pm dinnen
Scheiben aus menschlicher Vorhaut. Hierzu wurde die Haut zunachst in ca. 1 cm
groRe Stiicke aufgeteilt und bei -80°C in kleinen Einbettkassetten mit Tissue-Tek-
0O.C.T.-Compound-Medium gelagert. Jeweils drei der mit dem Mikrotom
abgetrennten Gewebeschnitte wurden auf einen Objekttrager platziert und bei

-80°C eingefroren.

2.9.2 Versuchsaufbau

Fur diesen Versuch wurden Praparate aus menschlicher Vorhaut zuerst mit
rekombinanten oder Kaninchen-anti-human-lgG-Antikérpern gegen COL7 oder
Patientenserum und danach mit einer PMN Suspension versetzt. Dabei handelte
es sich bei beiden um gesamt Kaninchen-anti-human-lgG und um Patienten-
Gesamt-IgG. Die unterschiedliche Beimpfung war erforderlich, weil die ersten drei
Versuchsdurchgange mit Patientenserum und zwei Versuchsdurchlaufe mit dem
auch in den anderen Versuchen benutzen rekombinanten anti-human-lgG1
frustran waren. Mit dem gesamt Kaninchen-anti-human-IgG konnten daraufhin

sechs Versuche erfolgreich durchgefiihrt werden. Die Bindung der Granulozyten



Material und Methoden 37

an die in der Haut gebundenen Immunkomplexe aus Antikdrpern und COL7 flhrt
zur Degranulation, die sich in der Freisetzung von Zytokinen und proteolytischen
Enzymen wie z.B. Elastase und Gelatinase B sowie reaktiver Sauerstoffspezies
aullert. Insbesondere infolge der Freisetzung der proteolytischen Enzyme und der
ROS kommt es zu einer dermo-epidermalen Spaltbildung (Chiriac et al., 2007;
Shimanovich et al., 2004; Sitaru et al., 2002).
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Abbildung 12: Prinzip des Gefrierschnittmodells: (1) Die Gefrierschnitte humaner Haut werden
zunachst mit einer Antikdrpersuspension gegen Kollagen Typ VII inkubiert, welche als
Verankerungsfibrillen in der dermo-epidermalen Junktionszone fungieren. (2) Nach erfolgter
Inkubation werden auf die verschiedenen Gefrierschnitte aus Vollblut isolierte PMN mit
aufsteigender JAK2-Inhibitor-Konzentration gegeben. Die PMN binden daraufthin am
Immunkomplex aus Antikérpern und COL7. Das hat eine Sekretion von ROS und proteolytischen
Enzymen zur Folge. Eine dermo-epidermale Separation entsteht. Die mikroskopische Auswertung
folgt nach HE-Farbung, wobei die prozentuale dermo-epidermale Separation in Bezug auf die
Gesamtlange der dermo-epidermalen Junktionszone bestimmt wird.

2.9.3 Vorbereitung und Durchfihrung

Der erste Schritt bestand aus dem Beflllen von vier 20 ml Spritzen mit 1 ml
Heparin (25.000 I.E./ 5 ml). Daraufhin wurde von maéannlichen und weiblichen
gesunden freiwilligen Spendern zwischen 24 und 30 Jahren peripher Vollblut mit
einer Butterflykantle entnommen und in die vorbereiteten Spritzen aspiriert.
Anschliel3end wurde das Blut in vier 50 ml Zentrifugenréhrchen transferiert und mit
20 ml dreiprozentigem Dextran vermischt. Diese Suspension inkubierte fur
20 Minuten bei Raumtemperatur. Die Verwendung verschiedener Methoden zur
Isolation der PMN in den einzelnen Versuchen dieser Arbeit ist durch die
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unterschiedliche Effektivitat der Separationsvorgange bedingt. Insbesondere fir
den Gefrierschnitt-Assay werden relativ viele PMN bendtigt.

Wahrenddessen erfolgte die Vorbereitung der Gefrierschnittpraparate. Benétigt
wurden je ein Objekttrager fur die Positivkontrolle, Negativkontrolle und die JAK2-
Inhibitor Konzentrationen 5, 25, 50, 75, 100 ng/ml. Auf séamtliche der drei
Hautschnitte auf jedem Objekttrager wurden 25 pl des Kaninchen-anti-human-1gG-
Antikdrpers gegen COL7 in einer Verdinnung von 1:2 mit PBS aufgetragen. Die
Praparate kamen zur Inkubation fur eine Stunde bei 37 °C in den
Begasungsbrutschrank. Zur Vorbeugung gegen Austrocknung der Objekttrager
wurden feuchte Papierstreifen der Aufbewahrungsbox beigelegt.

Durch die Senkung der Erythrozyten waren nun zwei Banden zu erkennen. Die
obere Bande mit den enthaltenen Granulozyten, Lymphozyten und Monozyten
wurde mit einer akkubetriebenen Pipettierhilfe und einem 10 ml Aufsatz in vier 50
ml Réhrchen Uberfihrt und bei 19 °C bei 1200 rpm 12 Minuten lang zentrifugiert.
Mit einer Wasserstrahlpumpe mit Glaspipettenspitze wurde der Uberstand
vorsichtig entnommen. In jedes Zentrifugenréhrchen wurde 10 ml RPMI pipettiert
und das Pellet so lange resuspendiert, bis es vollkommen gel6st war. Der Inhalt
aller vier Réhrchen wurde in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen vereint. Dieses wurde
bei gleichen Bedingungen wie das vorige Mal zentrifugiert. Nach der Entnahme
des Uberstandes, wurden 20 ml 0,2 % NaCl Lésung zur Lyse der Erythrozyten in
das Falcon-Rdhrchen pipettiert und resuspendiert. Nach 20 Sekunden Inkubation
kamen 20 ml 1,6 %er NaCl Lésung zur Neutralisierung hinzu. Die Suspension kam
fur 12 Minuten bei 1200 rpm und 4 °C in die Zentrifuge. Nach Beendigung wurde
der Uberstand mittels Wasserstrahlpumpe und Glaspipette entnommen, 30 ml
RPMI in das Falcon-Rohrchen hinzugegeben, resuspendiert und bei 4 °C bei
1200 rpm 7 Minuten lang zentrifugiert. SchlieRlich wurde der Uberstand
entnommen, 5 ml RPMI hinzugeflgt, resuspendiert und die Suspension auf Eis
gelagert. Als nachstes wurden die verschiedenen Konzentrationen des JAK2-
Inhibitors vorbereitet. Hierzu wurde die Stocklosung mit der Zellsuspension in
jeweils einem 1 ml Mikroreaktionsgefal3 auf 5, 25, 50, 75, 100 ng/ml verdinnt.
Nach der einstindigen Inkubation konnten die Kryosektionpréparate aus dem
Brutschrank entnommen und mit PBS auf einem Schitteltisch 5 Minuten
gewaschen werden. Die Objekttrager wurden vorsichtig auf saugfahigem Papier

abgeklopft, um moglichst viel PBS zu entfernen. Nun wurden die


https://de.vwr.com/store/jump/sku/734-0448EA/Tube+conical+50ml+30x115mm+polypropylene+with+screw+cap+sterile+1+*+500+items
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Kryosektionpraparate mit einem weiteren Objekttrager mit endstandigem
Abstandhalter mittels zwei 1 cm breiten Paraffinstreifen fixiert. In dem
entstandenen Zwischenraum zwischen den Objekttrdgern wurden nun die
vorbereiteten Inhibitorlosungen, PBS als Negativkontrolle und reine
Granulozytenlosung fur die Positivkontrolle langsam im 45-Grad-Winkel pipettiert.
Mogliche gebildete Luftblasen konnten durch leichtes Klopfen auf den Objekttrager
entfernt werden. Die Praparate kamen fur 3 Stunden bei 37 ‘C in den
Begasungsbrutschrank, zusammen mit feuchtem saugfahigem Papier. Der
nachste Schritt bestand aus dem Entfernen der gebundenen Granulozyten vom
Kryosektionpraparat durch Waschen per Hand in PBS mit lichtmikroskopischer
Kontrolle. Nach dem Waschen wurden die Praparate bis zur Farbung in PBS

gelagert.

2.9.4 Farbung der Kryosektionpraparate mit Hamatoxylin-Eosin

Der erste Schritt bestand aus der Fixierung des Praparates mit Formaldehyd.
Hierzu wurde das PBS aus dem Glasbehélter mit dem Objekttrager verworfen, mit
Formaldehyd befillt, um es 5 Minuten einwirken lassen. Daraufhin wurden die
Praparate mit kaltem Wasser gespult und in einen Farbestadnder mit der Oberseite
nach vorne platziert. Nun kam der Farbestdnder fur vier Minuten in die
Kernfarbung nach Papanicoulaou, wurde mit kaltem Wasser gespilt und in
Ethanol 20 Sekunden durch Schwenken gereinigt. Als nachstes wurden die
Objekttrager wieder mit Wasser abgespdult und fur 10 Sekunden in Ammoniak vor-
und zurtick bewegt. Nach der erneuten Spulung mit Wasser kam der Farbestander
mit den Praparaten fir eine Minute in die Eosin Lésung und wurde dann in der
aufsteigenden Alkoholreihe bis hin zur 100 % Lésung 10- bis 15 mal geschwenkt,
um Wasser aus den Gewebeschnitten zu verdrangen. Die anschlieRende
Eindeckung der fertig gefarbten Objekttrdger erfolgte durch den
Glaseindeckautomat (Leica CV 5030).
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2.9.5 Lichtmikroskopische Auswertung

Die Auswertung erfolgte unabhéngig durch zwei Personen, die unter dem
Lichtmikroskop die prozentuale dermo-epidermale Spaltbildung in Bezug auf die
Gesamtlange des Gewebeschnitts errechneten, ohne Kenntnis dartber, mit
welchen CEP-33779 Konzentrationen das Préparat inkubiert wurde. Aus den
Ergebnissen der beiden Auswertungen wurde ein Mittelwert errechnet. Die
angefertigten Fotografien wurden mit Hilfe eines Programms (ProgResCapture)
erstellt, welches mit einem Lichtmikroskop verbunden ist. Der Doktorand war
dabei stets an der Auswertung aller Schnitte beteiligt. Die 2. auswertende Person
wechselte, sodass an der Auswertung der Schnitte Dr. Andreas Recke und Prof.

Ralf Ludwig beteiligt waren.

2.10 Elastase-Assay

In diesem Versuch wird der Einfluss vom JAK2-Inhibitor CEP-33779 auf die
Ausschittung von Elastase aus aktivierten PMN mittels "Human PMN Elastase
Platinum Elisa-Kit" von eBioscience untersucht. Die Elastasesekretion gehort zu
den physiologischen Abwehrmechanismen der PMN (Tkalcevic et al., 2000) und
spielt eine Rolle im Pathomechanismus der EBA (Shimanovich et al., 2004). Das
Kit basiert auf der Sandwich-ELISA Methode mit anschlieRender photometrischer

Auswertung.

2.10.1 Separation der PMN

Fur diesen Versuch wurde peripher entnommenes venéses Vollblut von gesunden
mannlichen und weiblichen Spendern im Alter von 24 bis 32 Jahren entnommen.
Es wurden drei Versuchsdurchlaufe durchgefiihrt. Hierflir verwendete Materialien
waren eine Butterflykantle und zwei 9 ml EDTA-ROhrchen pro Proband. Es war
darauf zu achten, dass das Blut nicht koaguliert, welches eine Sekretion von
Elastase und falsch positive Ergebnisse zur Folge hatte.

Die Trennung der PMN vom Vollblut ist identisch mit dem im ,Separation

neutrophiler Granulozyten (PMN) aus peripherem Vollblut® beschriebenen
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Prozedere vom ROS-Assay (s. Kapitel 2.7.2). Die fertige Granulozytensuspension

wurde bis zur weiteren Verwendung auf Eis gelegt.

2.10.2 Versuchsaufbau und Durchfihrung

Fur dieses Experiment wurde eine 96-Kammer-ELISA-Platte mit dem Antigen
hCol7 und anschlieBend mit dem rekombinanten anti-human-COL7-l1gG-
Antikorper beschichtet, nach dem Schema des ROS-Assays. Auf einer separaten
96-Kammer-ELISA-Platte wurde nach dem Pipettierschema des ROS-Assays
(s. Kapitel 2.7.3) der JAK2-Inhibitor in unterschiedlichen Konzentrationen die
Suspension aus PMN hinzugegeben und fir eine Stunde auf den Schutteltisch
inkubiert. Das weitere Prozedere beinhaltete das Transferieren der Zellen mit
einer Mehrkanalpipette auf die beschichtete ELISA-Platte und die anschlieRende
funfzehnmindtige Inkubation auf dem Schutteltisch. Im Anschluss wurde die
ELISA-Platte bei 1500 rpm fur 20 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Daraufhin wurden
10 pl des entstandenen Uberstandes auf eine weitere 96-Kammer-ELISA-Platte in
gleicher Reihenfolge mit einer Mehrkanalpipette Uberfihrt und mit der im Elastase-
Kit enthaltenden Verdinnungslosung auf ein Verhaltnis von 1:10 verdinnt.
Zusammenfassend formuliert, inkubierten die PMN mit den unterschiedlichen
Konzentrationen des JAK2-Inhibitors eine Stunde ohne Immunkomplex und
anschlieBend 15 Minuten mit dem Immunkomplex aus IgG und hCol7, um
daraufhin die im Uberstand enthaltene Elastase zu messen.

Fur die anschlieBenden Schritte wurde eine mit Antikdrpern gegen Elastase
beschichtete Mikrotiterplatte verwendet. Fir die Standardldsung wurden 200 pl der
im Kit enthaltenden Standard-Lésung in Duplikaten in die ersten beiden Kammern
der Platte pipettiert. In die darauf folgenden Kammern wurden jeweils 100 ul
Verdunnungslosung hinzugeftigt. Hieraus wurde dann eine Verdinnungsreihe
erstellt, indem 100 pl aus den ersten beiden Kammern entnommen und in die
darauf folgenden transferiert wurde. Dieser Vorgang wurde bis zur letzten Kammer
wiederholt. Die letzte Kammer wurde ausgelassen. Sie enthielt lediglich die
Verdunnungslésung. Daraufhin wurden je 100 ul der 1:10 Verdlinnung in gleicher
Reihenfolge auf die Mikrotiterplatte Ubertragen. In einem letzten Schritt wurden in

Duplikaten 100 ul der Standardlésungen "low" und "high" auf die Platte pipettiert
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und far 60 Minuten bei Raumtemperatur auf dem Schitteltisch inkubiert.
Anschliel3end wurde die Platte viermal mit dem im Kit enthaltenen Waschpuffer
gewaschen, daraufhin vollstandig entleert und zum Entfernen der letzten
Ruckstande auf saugfahigem Papier ausgeklopft. Im nachsten Schritt kamen
150 pl der an Peroxidase konjugierten a-1 Proteaseinhibitor-Antikorper in jedes
Well. Diese binden an den Immunkomplex aus Elastase und Antikdrpern. Nach
einer 60 mindtigen Inkubationszeit folgte ein vierfach durchgefuihrter Waschgang,
wie bereits im vorausgegangenen Arbeitsschritt beschrieben. Daraufhin wurde 200
pl vom Substrat Tetramethylbenzidin (TMB) dazugegeben und die Reaktion nach
20 Minuten Inkubation in dunkler Umgebung mit 2M HCI-L6sung gestoppt. Der

erfolgte Farbumschlag konnte im Anschluss photometrisch gemessen werden.

2.10.3 Auswertung

Die vorbereitete Mikrotiterplatte wurde bei 450 nm Wellenlange mittels ELISA-
Plattenlesegerat und dem angeschlossenen Wallac-1420-Manager ausgewertet.

2.11 Bestimmung der Zytotoxizitat von CEP-33779 auf PMN mittels
Durchflusszytometrie.

In diesem Experiment wurde die Toxizitat von CEP-33779 auf PMN getestet, um
auszuschlieBen, dass der inhibitorische Effekt der vorangegangenen Experimente
auf dem Untergang der Zellen beruht. Hierfir wurden PMN mit verschiedenen
Konzentrationen von dem JAK2-Inhibitor inkubiert und mittels
Durchflusszytometrie der prozentuale Anteil der apoptotischen, nekrotischen und
lebenden Zellen bestimmt. Das Prinzip besteht darin, dass das Farbemittel
Annexin V, welches normalerweise das im Inneren der Zelle befindliche
Membranphospholipid Phosphatidylserin, welches bereits im Frihstadium der
Apoptose nach auf3en exponiert wird, markiert. Zerstorte Zellmembranen sind
permeabel fir den Marker Propidiumiodid (PI), welcher spater zur Differenzierung

zwischen apoptotischen und nekrotischen Zellen dient (Rieger et al., 2011).
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Abbildung 13: Ein Beispiel der Quantifizierung von apoptotischen und nekrotischen PMN
mittels Durchflusszytometrie. Zu sehen ist ein Punktdiagramm einer Durchlaufzytometrie mit
Annexin und PI markierten Granulozyten. Im unteren linken Quadranten sind die lebenden PMN zu
sehen, an die weder Pl noch Annexin gebunden hat. Der untere rechte Quadrant repréasentiert die
frih apoptotischen Zellen, die Annexin positiv und Pl negativ sind. Der obere rechte Quadrant
beinhaltet die nicht-lebenden, nekrotischen oder spéatapoptotischen Zellen. Sowohl Annexin als
auch PI sind an der Zellmembran gebunden (Sulowska et al., 2002).

2.11.1 Vorbereitung und Durchfihrung

Die Aufreinigung der PMN aus peripher entnommenem Blut der Probanden
erfolgte mittels Percollgradient, wie schon bei der Migration beschrieben (s.
Kapitel 2.8.1). Nach der Bestimmung der Zellzahl mittels Neubauer-Zahlkammer
wurde die Granulozytensuspension mit RPMI auf eine Konzentration von 10°
Zellen pro ml verdinnt.

Dann wurden 500 pul Zellen in Mikroreaktionsgefale mit JAK2-
Inhibitorkonzentrationen von 5, 25, 50, 75, 100 ng/ml fir 3 Stunden bei 37 °C
inkubiert sowie auch die Granulozyten ohne Inhibitor fir die Kontrollen. Die
Positivkontrolle wurde 15 Minuten mit artifiziellem UVC-Licht behandelt, was eine
Zellnekrose induzierte. Nach der Inkubationszeit wurden die Proben fiir 5 min bei
2000 rpm zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und mit 100 ul PBS
resuspendiert. Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt, mit der Ausnahme, dass
nach der letzten Zentrifugation mit 1X-Binding-Puffer resuspendiert wurde. Zu der
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Konzentrationsreihe mit den Inhibitoren wurden jeweils 5 pl Annexin und 10 pl PI
gegeben. Die Kontrollen bestanden aus jeweils einem Mikroreaktionsgefald mit
ausschlie8lich PMN, Zellen mit Annexin V, Zellen mit Propidiumiodid, PMN mit
0,5 ul DMSO, Annexin und Propidiumiodid und einem mit PMN und 2 pl DMSO,
Annexin und Propidiumiodid, was der DMSO-Menge bei der hochsten
Konzentration des Inhibitors (100 ng/ml) entspricht. Unter Ausschluss von UV-
Licht wurden die Proben fir 15 min. inkubiert. Daraufhin wurden die Granulozyten
in ein Reagenzglas transferiert und weitere 400 pl 1X-Binding-Puffer
hinzupipettiert. Nach kurzem Durchmischen mit dem Vortex wurden die Proben
der Durchlaufzytometrie FACSCalibur angeboten.

2.11.2 Auswertung

Die Daten wurden mit Hilfe der Flowing Software ausgewertet. Durch das Erstellen
eines Punktdiagramms konnte der prozentuale Anteil von lebenden, apoptotischen
und nekrotischen Granulozyten bestimmt werden. Bei jeder Probe wurden 10.000

Zellen ausgewertet.

2.12 Statistische Auswertung

Die Varianzanalyse (Kruskal-Wallis) wurde zum Vergleich von mehr als zwei
Gruppen angewendet, worauf die Dunnett's Methode oder Bonferroni t-Test zum
multiplen Paarvergleich folgte. In allen angewendeten Tests wurde ein p<0.05 als
signifikant betrachtet. Alle statistischen Analysen wurden mit dem Sigma Plot 12.0
(Systat Software, Erkrath, Germany) durchgefihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Der Effekt von CEP-33779 auf die Freisetzung von ROS aus PMN

3.1.1 JAK2-Blockade inhibiert die Aktivierung von PMN

Um den Einfluss einer JAK2-Inhibition auf die PMN-Aktivierung zu untersuchen,
wurden diese wie oben beschrieben (s. Kapitel 2.7) durch einen Immunkomplex
aktiviert. Die Aktivierung der PMN wurde anhand der Freisetzung der ROS
bestimmt. In Anwesenheit des JAK2-Inhibitors CEP-33779 kam es zu einer
dosisabhangingen Reduktion der ROS-Freisetzung. Die Rangvarianzanalyse nach
Kruskal-Wallis ergab einen p-Wert von 0,001; somit besteht ein signifikanter
Unterschied zwischen den Versuchsgruppen. Die getesteten Dosen lagen
zwischen 5 und 500 ng/ml. Ab einer Konzentration von 75 ng/ml konnte eine
signifikante Reduktion der ROS-Freisetzung im Bonferroni t-Test festgestellt
werden. Das Maximum der Inhibition wurde mit 250 ng/ml erreicht. Ab dieser

Konzentration lag die ROS-Freisetzung im nicht messbaren Bereich.
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Abbildung 14: JAK2 ist essentiell fur die Aktivierung PMN. Gezeigt ist die Sekretion der
reaktiven Sauerstoffspezies der verschiedenen Kontrollgruppen (—) und der in aufsteigend
aufgelisteten Konzentrationen des JAK2-Kinaseinhibitors der Versuchsgruppen (~-i) angegeben
in (RLU) Relative Light Unit/ml. Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert der 60 gemessenen
Zyklen aus funfzehn Versuchsdurchlaufen (N=15) + Standardabweichung. Ab einer Konzentration
von 75 ng/ml wurde die ROS-Sekretion in Bezug auf die IK-Gruppe im Bonferroni t-Test signifikant
reduziert (*) = p<0,05. Abkirzungen: (fMLP) N-formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanine, (PK)
Positivkontrolle, (NK) Negativkontrolle, (IK) Immunkomplex aus hCol7 und IgG1-Antikorpern.
(hCol7) humanes Typ VIl Kollagen, die Konzentrationsangabe (ng/ml) ist die JAK2-Inhibitor-
Konzentration in der jeweiligen Kammer auf der 96-Kammer-Platte.

3.2 JAK2-Inhibition hat hemmenden Einfluss auf die Migration von PMN

Um die Wirkung von JAK2-Inhibition auf die Migration von PMN zu testen, wurden
diese zunachst mit Interleukin 8 aktiviert. Die Migration wurde mittels Anzahl
migrierter Granulozyten durch eine Polycarbonatmembran bei unterschiedlichen
Inhibitorkonzentrationen quantifiziert (s. Kapitel 2.7). CEP-33779 zeigte in allen
Versuchsreinen eine deutliche Hemmung der Migration durch die
Polycarbonatmembran. So zeigte sich im Verhéltnis zur Positivkontrolle eine
Verminderung der migrierten PMN bereits bei einer Konzentration von 25 ng/mi
um 86,0 % (Median). In den Versuchsreihen mit den Konzentrationen 50, 75 und
100 ng/ml migrierten im Median noch 6,1 %, 5,3 % und 5,1 % der PNM-Anzahl der

Positivkontrolle. Die Rangvarianzanalyse nach Kruskal-Wallis ergab einen p-Wert
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von 0,010; somit besteht ein signifikanter Unterschied zwischen den
Versuchsgruppen. Bei 5 ng/ml ergab die Messung im Median ein Wert von 42.2 %
und erreichte beim Dunnett’'s Test gegentber der Positivkontrolle, im Unterschied
zu den Versuchsreihen mit den héheren Konzentrationen, keine Signifikanz. Auch
die Konzentrationen 150, 200 und 250 ng/ml wurden getestet und ergaben keinen
Unterschied zu den 50, 75, und 100 ng/ml.
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Abbildung 15: JAK2 hemmt die Migration durch Polycarbonatmembranen. Die Anzahl der
migrierten PMN angegeben in Prozent. Ausgehend von der Positivkontrolle (PK), bestehend aus
dem PMN-Stimulator Interleukin 8 (IL-8) und PMN, wurden die mit JAK2-Inhibitor versetzen
migrierten  PMN in Relation gesetzt. Jeder Balken reprasentiert den Median aus vier
Versuchsdurchlaufen (N=4) + Standardabweichung. Eine Signifikanz ist ab 25 ng/ml in Bezug auf
die Positivkontrolle erkennbar (*) = p<0,05. Ab einer Konzentration von 50 ng/ml besteht kaum
noch ein Unterschied der Inhibition der Migration zu den hdheren Dosierungen und wurden
deshalb hier nicht abgebildet. Die Konzentrationsangabe (ng/ml) ist die JAK2-Inhibitor-
Konzentration in der jeweiligen Kammer auf der Transwell-Platte.
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3.3 Der Einfluss des JAK2-Inhibitors auf die dermo-epidermale
Spaltbildung

3.3.1 Typ VIl Kollagen Antikdrper

Die ersten Versuchsdurchgange wurden mit rekombinanten anti-human-COL7-
IgG1 und durch Plasmapherese gewonnenen EBA Patientenseren durchgefihrt.
Hier zeigte sich in allen Durchlaufen in der Positivkontrolle keine dermo-
epidermale Separation. Die daraufhin verwendeten Gesamt-Antikdrper aus Seren
von Kaninchen, die mit humanen COL7 immunisiert wurden, ergaben verwertbare

Ergebnisse.

3.3.2 JAK2-Inhibition vermindert die dermo-epidermale Separation.

Zur Prufung des Effektes von JAK2-Inhibitoren auf die dermo-epidermalen
Separation in vitro werden humane Gefrierschnitte zuerst mit Antikdrpern gegen
Kollagen Typ VII und daraufhin mit purifizierten PMN inkubiert (s. Kapitel 2.9). Die
durch den Immunkomplex aktivierten Granulozyten bewirken eine mikroskopisch
quantifizierbare Separation zwischen Dermis und Epidermis. Die prozentuale
dermo-epidermale Spaltbildung in Bezug auf die Gesamtlange des
Gewebeschnitts wurde errechnet und der Mittelwert gebildet.

Es konnte eine dosisabhdngige Verminderung der dermo-epidermalen
Spaltbildung durch den JAK2-Inhibitor CEP-33779 beobachtet werden. Die
Rangvarianzanalyse nach Kruskal-Wallis ergab einen p-Wert von <0,010, somit
besteht ein signifikanter Unterschied zwischen den Versuchsgruppen. Ab einer
Konzentration von 5 ng/ml konnte eine signifikante Reduktion der DES im
Bonferroni t-Test im Vergleich zur Positivkontrolle festgestellt werden. Ab einer
Dosis von 75 ng/ml war das Maximum an Inhibition erreicht und lag auf dem

Niveau der Negativkontrolle.
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Abbildung 16: Der Einfluss des JAK2-Inhibitors CEP-33779 auf die dermo-epidermale
Separation. Der prozentuale Anteil der Haut mit Spaltbildung zur nicht betroffenen Haut wurde
ermittelt, der Mittelwert aus sechs Versuchsdurchlaufen (N=6) gebildet und normalisiert. Jeder
Balken reprasentiert den normalisierten Mittelwert + Standardabweichung. Bereits die niedrigste
Konzentration von 5 ng/ml des JAK2-Inhibitors fihrte zu einer signifikanten Reduktion der DES. Ab
75 ng/ml ist kein Unterschied zur Negativkontrolle zu erkennen. (NK) Negativkontrolle, (PK)
Positivkontrolle, die Konzentrationsangabe (ng/ml) ist die JAK2-Inhibitor Konzentration, mit der die
Gefrierschnitte inkubiert wurden.
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Abbildung 17: Die Auswirkung des JAK2-Inhibitors CEP-33779 auf die dermo-epitdermale
Spaltbildung. Darstellung der Gefrierschnitte nach HE Farbung unter 200-facher VergroflRerung.
Die Strichlange der am unteren linken Bildrand liegenden Legende entspricht 1 pm. Bei der
Positivkontrolle (a) zeigten sich starke Spaltbildungen (durch schwarze Pfeile markiert) Bei der
Negativkontrolle (b) ist eine intakte dermo-epidermale Junktionszone zu erkennen. Bei 5 ng/ml (c)
ist noch eine deutliche Spaltbildung zu erkennen. Die DES ist bei 25 ng/ml (d) bereits weniger
ausgepragt und bei 50 ng/ml (e) kaum noch erkennbar. Bei 75 ng/ml (f) und 100 ng/ml (g) ist die
Separation vollstandig inhibiert.

3.4 Elastase-Assay

Mithilfe des Elastase-Assays wurde der Effekt des CEP-33779 auf die Freisetzung
von Elastase aus PMN untersucht. Hierfir wurden die separierten PMN durch
einen Immunkomplex aktiviert und mittels Sandwich-ELISA-Methode die
freigesetzte Elastase quantifiziert (s. Kapitel 2.10). Hier zeigte sich eine von der
CEP-33779-Dosis abhangige Reduktion der Elastasefreisetzung aus PMN. Es
wurden die Konzentrationen zwischen 5 und 100 ng/ml getestet. Die
Rangvarianzanalyse nach Kruskal-Wallis ergab einen p-Wert von 0,023; somit
besteht ein signifikanter Unterschied zwischen den Versuchsgruppen. Ab einer
Dosis von 25 ng/ml erreichte der Dunnett’'s Test gegentuber der Positivkontrolle
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eine Signifikanz. Das Maximum der Inhibition wurde bei der hochsten
Konzentration von 100 ng/ml beobachtet. Folglich kann eine Inhibierung des

JAK2-Signalwegs die Elastasefreisetzung aus PMN signifikant hemmen.
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Abbildung 18: Der JAK2-Inhibitor CEP-33779 hemmt dosisabhéngig die Elastasefreisetzung
aus PMN. Aus den Daten aus drei Versuchsdurchgangen (N=3) wurde ein Mittelwert gebildet,
normalisiert und als Balken (Prozent) dargestellt + Standardabweichung. Ausgehend von der
freigesetzten Elastase der durch einen Immunkomplex aktivierten PMN wurden die
Elastasekonzentrationen der mit CEP-33779 behandelten Proben in Relation gesetzt. Eine
Signifikanz war ab 25 ng/ml zu beobachten (*) = p<0,05. Die Konzentrationsangabe (ng/ml) ist die
JAK2-Inhibitor-Konzentration in der jeweiligen Kammer auf der 96-Well-Platte. (IK) Immunkomplex.
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3.5 Toxizitat

Um die Toxizitdt von CEP-33779 auf PMN zu testen, wurden diese mit
Konzentrationen zwischen 5 und 100 ng/ml des JAK2-Inhibitors inkubiert und mit
der unbehandelten Probe verglichen. Der prozentuale Anteil der apoptotischen,
nekrotischen und lebenden Zellen wurde mittels Durchflusszytometrie bestimmt
(s. Kapitel 2.11). In einer Versuchsgruppe wurde die Menge DMSO, die bei einer
100 ng/ml  JAK2-Inhibitorkonzentration enthalten ist, untersucht. Die
Rangvarianzanalyse der lebenden Zellen nach drei Stunden Inkubation einzelner
Versuchsgruppen nach Kruskal-Wallis ergab einen p-Wert von 0,139; somit
besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den Versuchsgruppen. Aufgrund
der fehlenden Signifikanz wurde kein multipler Paarvergleich zwischen den

unbehandelten Zellen und den Versuchsgruppen durchgefihrt.
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Abbildung 19: Die dosisabhangige Auswirkung des JAK2-Inhibitors CEP-33779 auf PMN.
Dargestellt ist der prozentuale Anteil von lebenden, apoptotischen und nekrotischen Granulozyten
nach 3 Stunden Inkubation. (DMSO) Dimethylsulfoxid. Die Konzentrationsangabe (ng/ml) ist die
JAK2-Inhibitor Konzentration der jeweiligen Proben.
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Abbildung 20: Der zytotoxische Effekt des JAK2-Inhibitors CEP-33779 auf PMN. Der
prozentuale Anteil der lebenden Zellen nach drei Stunden Inkubation mit CEP-33779 und DMSO
wurde ermittelt, der Mittelwert aus drei Versuchsdurchlaufen (N=3) gebildet und normalisiert. Jeder
Balken reprasentiert den normalisierten Mittelwert + Standardabweichung. Es konnte im Kruskal
Walllis Test keine Signifikanz unter den Versuchsgruppen ermittelt werden (p-Wert=0,139). (DMSO)
Dimethylsulfoxid. Die Konzentrationsangabe (ng/ml) ist die JAK2-Inhibitor Konzentration der
jeweiligen Proben.
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4 Diskussion

Die EBA gehort zu den Autoimmundermatosen und ist charakterisiert durch die
Bindung von Autoantikdrpern am Kollagen Typ VII mit resultierender Separation
der Dermis von der Epidermis (Kim und Kim, 2013). Die Spaltbildung ist entweder
die Folge von direkter Interaktion von Antikérper und Zielstruktur oder
entzindlicher Atiologie, bei der die Immunantwort auf den Antigen-Antikorper-
Komplex zum Klinischen Bild fihrt (Gupta et al., 2012; Ishii et al., 2010).

Die Immunreaktion beinhaltet eine durch Chemotaxis resultierende Migration von
PMN aus den BlutgefaRen zum Ort der Entzindung. Diese werden durch den
Immunkomplex aktiviert und sekretieren ROS sowie die Matrix-Metalloproteasen
Elastase und Gelatinase B. Dieser Prozess ist ein wichtiger Bestandteil der
Pathogenese von EBA (Ludwig, 2013; Shimanovich et al., 2004).

Die Therapiemoglichkeiten beschranken sich aktuell auf die allgemeine
Immunsuppression, vor allem mit Prednisolon, Colchicin, Azathioprin und
Mycophenolat-Mofetil (Schmidt und Zillikens, 2011). Unter der Therapie kommt es
jedoch haufig zu Rezidiven (Engineer und Ahmed, 2001).

4.1 Auswahl des getesteten Wirkstoffes CEP-33779

Aufgrund der unbefriedigenden Therapiemoglichkeiten soll in dieser Arbeit ein
neuer Therapieansatz untersucht werden. Dieser sollte im Gegensatz zur
bisherigen Therapie spezifisch den entzindlichen Prozess der Pathogenese
hemmen. Die Wabhl fiel auf den oral verfugbaren, spezifischen JAK2-Inhibitor CEP-
33779 wegen der guten Ergebnisse in Studien in Bezug auf die
Autoimmunerkrankungen rheumatoide Arthritis und systemischer Lupus
erythematodes (Lu et al., 2011; Stump et al., 2011). Uber den JAK/STAT-
Signalweg laufen viele Zytokine (Parganas et al., 1998), welche die PMN
aktivieren und als chemotaktische Botenstoffe dienen (Yamashiro et al., 2001).

In dieser Arbeit wird gezeigt, dass der CEP-33779 auf viele Ebenen des
Pathomechanismus der EBA Einfluss hat. So konnte die Migration von PMN und
die Sekretion von ROS und Elastase inhibiert werden. Im Gefrierschnittmodel

spiegelten sich diese Ergebnisse wider, weil die dermo-epidermale Spaltbildung
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unter Einfluss des JAK2-Inhibitors ausblieb. Die Erkenntnisse dieser Arbeit
konnten auf weitere Autoimmunerkrankungen mit &hnlichem Pathomechanismus

Ubertragen werden und eine weitere Therapieoption darstellen.

4.2 Funktionen von PMN und Wichtigkeit in der Pathogenese der EBA

Fir die Entstehung einer dermo-epidermalen Spaltbildung bei dem entzuindlichen
Typ der EBA sind aktivierte PMN essentiell. Weder in der Arbeit von Sitaru et al.
noch in dieser Arbeit war die alleinige Inkubation mit IgG-Antikdrpern im
Gefrierschnittmodell ausreichend fir eine DES. Bei der nichtentziindlichen
mechanobullésen Form der EBA sind kaum PMN im Hautgewebe nachzuweisen.
Hier ist eine duRere Manipulation der Haut nétig fur eine Blasenbildung.

PMN gehéren zum unspezifischen angeborenen Immunsystem. Sie sind ein
wichtiger Bestandteil in der ersten Verteidigungslinie gegen bakterielle Infektionen,
Pilzinfektion und Protozoen. Die PMN haben einen Anteil von 50 bis 70 % der
zirkulierenden Leukozyten. Taglich werden im Knochenmark bis zu 10 PMN
produziert und ihre Anzahl kann bei Infektionen bis zu 10% gesteigert werden
(Edwards, 2005). PMN uberleben lediglich 8-12 Stunden im Blutkreislauf, jedoch
nach Aktivierung und Wanderung ins Interstitium steigt die Lebensdauer auf ein
bis zwei Tage. Sie besitzen die Fahigkeit, zum Ort der Infektion zu migrieren,
Pathogene zu erkennen und sie durch verschiedene Mechanismen zu eliminieren.
Zu diesen zadhlen neben der Phagozytose die Sekretion antimikrobakterieller
Peptide, Enzyme, Proteasen und reaktiver Sauerstoffspezies sowie die
Austreibung nukledrer Inhalte - die sogenannten neutrophilen extrazellularen
Fallen (Kumar und Sharma, 2010; Mayadas et al., 2014), die nach Aktivierung
freigesetzt werden. Die fur die Abtétung von Pathogenen benotigten Substanzen
sind in den Granula des Zytoplasmas enthalten. Die Granula werden in azurophile
(priméare), spezifische (sekundare) und Gelatinase (tertiare) Granula unterteilt
(Segal, 2005).
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4.2.1 Der Weg zur Aktivierung von PMN

Durch das Binden der IgG-Autoantikérper an das Kollagen Typ VII in der DEJ
entsteht ein Immunkomplex, an den PMN Uber Fcy-Rezeptoren an deren
Zellmembranaul3enseite eine Bindung eingehen. In Mausmodellen konnte ein
Krankheitsausbruch von EBA durch Blockierung des FcyR IV verhindert werden
(Kasperkiewicz et al., 2012).

Der weitere Signalweg bewirkte Uber die Aktivierung der Scr-Tyrosinkinase eine
Phosphorylierung der zytoplasmatischen ITAMS (immunoreceptor tyrosine-based
activation motifs). Die phosphorylierten ITAMS dienen als Bindestelle fur die SH2
Doméane der Syk-Tyrosinkinase, die verschiedene Signalwege aktiviert. Die
Signaltransduktion lauft daraufhin Gber p38-mitogenaktivierte Proteinkinasen (p38
MAPK) und extrazellulare regulierende Kinasen (ERK1/2) (Lowell, 2011; Mdcsai et
al., 2010). Auch wurde eine intrazellulare Ca**-Freisetzung und Offnung von
Ca'*-Kanalen beschrieben (Bei et al., 1998). Weitere Signalwege beinhalten unter
anderem die Phosphatidylinositid-3-Kinase (PI3K/Akt) und JAK/STAT (Fortin et al.,
2007). Die eigentlich zum Schutz des eigenen Organismus bestimmten
Mechanismen destruieren in diesem Fall, nach Aktivierung der PMN, die dermo-
epidermale Junktionszone und haben eine Blasenbildung zur Folge.

4.2.2 Einfluss der Zytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren auf PMN

Chemische Botenstoffe wie Zytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren haben
einen modulierenden Einfluss auf die Funktion von PMN. Dabei ist sie der Ort der
Synthese und dient gleichzeitig als Zielstruktur der proinflammatorischen
Substanzen. Zum Beispiel werden die Zytokine IFN-y und GM-CSF von PMN
sekretiert und binden zugleich wieder an deren Rezeptoren (Witko-Sarsat et al.,
2000; Yamada et al.,, 2011). Diese chemischen Botenstoffe verstarken einige
Funktionen der PMN, wie die Adharenz zu den Endothelzellen, ROS Produktion,
Degranulation und Migration. Die Sekretion folgt nach Immunkomplexkontakt,
und/oder nach Bindung von Zytokinen an die Tyrosinrezeptoren an den

Membranoberflachen. Zu den Aktivatoren von PMN gehoéren unter anderem:
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Tumornekrosefaktor a, GM-CSF, G-CSF, IFNy und IL-1, IL-2, IL-6, IL-8
(Cassatella, 1999; Schroder et al., 2004).

4.2.1 Reaktive Sauerstoffspezies

Ein Mechanismus von PMN zur Abwehr von Pathogenen stellen reaktive
Sauerstoffspezies dar. Die Freisetzung erfolgt nach Aktivierung der PMN in einer
Reaktionskaskade, dem oxydativen Burst (Chen und Junger, 2012).

Nicht nur der Kontakt zum Pathogen verursacht Degranulation und die Produktion
von ROS, sondern auch der Kontakt Uber den Fcy-Rezeptor zum Fc-Fragment
eines am Antigen gebundenen Antikorpers (Wright et al., 2010). Das
Vorhandensein von GM-CSF potenziert die ROS-Freisetzung auf PMN (Dang et
al., 1999). Die Aktivierung der membranstandigen NADPH-Oxidase bewirkt einen
Elektronentransfer aus dem Zellplasma durch die Zellmembran, wodurch aus
Sauerstoff das Superoxidanion O, entsteht. Sowohl spontan oder auch mit Hilfe
des Katalysators  Superoxyd-Dismutase  entstehen  weitere lytische
Sauerstoffradikale, wie Wasserstoffperoxid, Hydroxylradikale, monomolekularer
Sauerstoff und Stickstoffmonoxid. Durch Schadigung von DNA und Oxidation von
Proteinen, Lipiden und Lipoproteinen wirken die Sauerstoffradikale bakterizid
(Clark, 1999; Nauseef, 2007; Rasheed, 2008).

Der oxydative Stress schadigt nicht nur Pathogene, sondern wirkt auch
gewebeschadigend auf den Wirt. So wurde bereits die Rolle von ROS in der
Pathogenese von rheumatoider Arthritis beschrieben (Cedergren et al., 2007).
Chiriac et al. haben die Bedeutung von ROS in der Entstehung von EBA
betrachtet. So zeigten Mause ohne funktionsfahige NADPH-Oxidase nach
passivem Transfer von Antikdrpern gegen Kollagen Typ VII keine typischen
Blasen der Haut. Ex vivo Experimente auf Gefrierschnitten mit medikamentoser

Hemmung der NADPH-Oxidase bestatigten diese Annahme (Chiriac et al., 2007).
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4.2.2 Migration

Die Migration oder Leukodiapedese beinhaltet die Fahigkeit von Immunzellen, wie
die PMN, der Durchwanderung von GefalRendothel in die extrazellulare Matrix zum
Ort der Entziindung. Bei der EBA stellt es die dermo-epidermale Junktionszone
dar. Es ist ein komplexer Prozess aus Interaktionen zwischen Zytokinen,
Zelladhasionsmolekulen des Endothels und der Chemokine (Downey et al., 2009).
Die bei einer Entziindung beteiligten Gewebsmakrophagen, dendritische Zellen
und PMN sekretieren verschiedene Zytokine. Diese bewirken eine Lockerung der
Zell-Zell-Verbindungen und die Exprimierung von Selektinen am Endothel. PMN
binden vorubergehend an Selektinen der Endotheloberflache, was eine
entschleunigende, rollende Adhasion zur Folge hat. Die starke Adhasion ist durch
die Integrine des Endothels vermittelt. Die Durchwanderung durch das
GefalRendothel kann sowohl trans- als auch parazellular verlaufen. Die PMN
folgen dem chemotaktischen Gradienten in Richtung inflammatorischen Gewebes
(Wright et al., 2010).

4.2.3 Elastase

Elastase gehort zu der Familie der Serinproteasen und wird von PMN nach
Aktivierung aus den azurophilen Granula sekretiert. Weitere Serinproteasen in
PMN sind Proteinase 3 und Cathepsin G. Proteasen sind im allgemeinen Enzyme,
die das Teilen von Proteinen in kleinere Peptide oder Aminosauren katalysieren
(Korkmaz et al., 2010). Die neutrophile Elastase ist eines der Schlisselmolekile
des angeborenen Immunsystems und hat potente antimikrobakterielle Wirkung
gegen gram-negative Bakterien, Spirochaten und Pilze (Belaaouaj et al., 1998;
Garcia et al., 1998; Tkalcevic et al., 2000). Aufgrund der unspezifischen Wirkung
der Elastase, spaltet diese neben den Pathogenen auch kérpereigenes Gewebe.
Hierzu zahlen Proteoglykane, Fibronektin, Fibrin und viele Arten des Kollagens
(Travis, 1988). Bei der EBA wird Kollagen Typ VII, das Bindeglied zwischen
Dermis und Epidermis, proteolytisch gespalten, was eine Spaltbildung zur Folge
hat. Verdeutlicht wird dieser Effekt bei dem autosomal- rezessiv vererbten Alpha-

1-Antitrypsin-Mangel. Antitrypsin inhibiert physiologisch die Elastase, wodurch es
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bei einem Mangel zu einer Uberaktivitit kommt und ein Lungenemphysem zur
Folge hat. Auch eine chronische Entziindung, wie z.B. die chronisch obstruktive
Lungenerkrankung, hat eine Uberaktivitat der Elastase zur Folge und fuhrt haufig
zu Lungenemphysemen (Sandhaus und Turino, 2013). Weitere Funktionen der
Elastase ist die Modellierung der Entziindungsreaktion und es hat die Fahigkeit,
die Freisetzung von Zytokinen, wie z.B. IL-8 und GM-CSF aus Epithelzellen zu
stimulieren (Bédard et al., 1993).

4.3 Funktion der Januskinase 2

Alle intrazellularen Signaltransduktionen werden durch Phosphorylierung von
Kinasen weitergeleitet (Constantinescu, 2009). Menschen exprimieren mehr als
500 verschiedene Proteinkinasen, die typischerweise Tyrosin, Serin oder Threonin
auf zytosolischer Seite phosphorylieren. Januskinase 2 ist ein Mitglied der Familie
von Tyrosinkinasen, die auch JAK1, JAK3 und Tyk2 beinhaltet (Campbell und
Green, 2006). Januskinasen werden fir Signaltransduktion von Zytokinen und
Wachstumsfaktoren benétigt, wobei meist nicht eine JAK fir einen Liganden
spezifisch ist. Bei den meisten liegt eine Uberlappung von Familienmitgliedern der
Januskinasen bei Signaltransduktionen vor. Ausnahmen sind einige
Wachstumsfaktoren wie Erythropoetin und Thrombopoetin, die nur JAK2 nutzen.
Das erklart, weshalb JAK2-knockout-Mausembryonen bis zum 12. Lebenstag

aufgrund von mangelnder Erythropoese sterben (Verstovsek, 2009).

4.3.1 Tyrosinkinasen bei myeloproliferierenden Syndromen

Die Entdeckung der aktivierenden Tyrosinkinasemutation JAK2V617F in den
myeloproliferierenden  Syndromen  wie  Polycythdmia Vera, essentielle
Thrombozythamie, primare Myelofibrose hat das Interesse auf JAK2 gelenkt.
Durch spezifische Blockierung der Kinase sollte eine Verbesserung des
Krankheitsbildes erzielt werden (James et al., 2005). Diese Mutation geht mit einer
Hypersensitivitdt auf hamatopoetische Zytokine einher, die eine abnormale
Proliferation der Stammzellen zur Folge haben (Jones et al., 2009). Da diese
Mutation nicht bei allen Erkrankten des myeloproliferierenden Syndroms gefunden
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werden konnte, geht man davon aus, dass JAK2V617F nicht die Ursache,
sondern dass es eine Rolle als Risikofaktor bei der Krankheitsgenese spielt
(Kralovics et al., 2006). Durch die Erkenntnisse in der Pathogenese der
myeloproliferierenden Erkrankungen wurde intensiv an einem selektiven JAK2-
Inhibitor geforscht. Seit der Entdeckung des BCR-ABL-Kinase-Inhibitors Imatinib,
eingesetzt bei chronischer myeloischer Leuk&dmie und weiteren malignen
Erkrankungen, gab es groRRe Fortschritte in der Entwicklung von potenten und
selektiven Kinaseinhibitoren. Durch ATP-ahnliche, kleinmolekulare Inhibitoren, wie
CEP-33779, konnte der Signalweg der JAK2 unterbrochen werden (Kumar et al.,
2009). Bei therapierefraktaren Patienten wurden JAK2-Inhibitoren bereits in
klinischen Studien eingesetzt. So konnte das korperliche Empfinden verbessert
und die fur das myeloproliferierende Syndrom typische Splenomegalie reduziert
werden (Bhagwat et al., 2014).

4.3.2 Januskinase-2-Inhibitor CEP-33779 in vorangegangenen Studien

Die Erkenntnisse Uber die Signalwege der Tyrosinkinasen erweiterten die
mdglichen Anwendungsgebiete. So inhibieren JAK2-Inhibitoren neben STATS5, der
neben proinflammatorischen Eigenschaften vor allem fur die Zellreifung und
Proliferation zustandig ist, auch STAT1, STAT3 und STAT4. Uber die drei
Letztgenannten laufen entztindungsmodulierende Signalwege (John J. O’Shea
und Murray, 2008). Die Erkenntnisse uber den Einfluss vom JAK2-Signalweg im
Entziindungsgeschehen fuhrten zur Erprobung dieser in Autoimmunerkrankungen.
Der Hemmer des Signalwegs kam in Form von CEP-33779, einem potenten, oral
absorbierbaren und kleinmolekularen Januskinase 2 Inhibitor, in Mausmodellen
beim systemischen Lupus erythematodes (SLE) und rheumatoider Arthritis zum
Einsatz. Bei der rheumatoiden Arthritis konnte durch Behandlung mit CEP-33779
eine Reduktion der Gewebezerstorung bei Mausen beobachtet werden (Stump et
al., 2011). Mause mit SLE entwickelten unter Therapie seltener eine Nephritis und
der JAK2-Inhibitor wirkte lebensverlangernd (Lu et al.,, 2011). In beiden
Versuchsmodellen wurde mit verschiedenen Konzentrationen bis 100mg/kg
getestet und es zeigten sich jeweils signifikante Ergebnisse ab einer Konzentration

von 55mg/kg.


http://de.wikipedia.org/wiki/Chronische_myeloische_Leuk%C3%A4mie
http://de.wikipedia.org/wiki/Maligne
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4.4 Der inhibitorische Effekt des CEP-33779 auf die Freisetzung von ROS
aus PMN

Im ROS-Assay wird in dieser Arbeit der Einfluss des JAK2-Inhibitors auf die
Freisetzung von ROS beleuchtet. Es konnte gezeigt werden, dass der
Immunkomplex aus hCol7 und IgG1-Antikdrpern ein stark aktivierendes Potenzial
auf die PMN hat. Die Menge der von PMN freigesetzten ROS der Positivkontrolle
mit fMLP ergab keinen signifikanten Unterschied zu der Gruppe mit dem
Immunkomplex. Somit konnte die Bildung von ROS durch das Binden von
Antikorpern am Kollagen Typ VII bestétigt werden. Der ROS-Assay zeigt eine
dosisabhangige Reduktion von ROS durch CEP-33779. Eine signifikante
Hemmung trat bei 75 ng/ml im Vergleich zur Kontrolle ein. Der hier vorliegende
Wirkmechanismus beruht am wahrscheinlichsten auf der sofortigen Blockade von
aktivierenden Zytokinen in PMN (Cassatella, 1999; Kisseleva et al., 2002). So
konnte bereits gezeigt werden, dass GM-CSF durch die Phosphorylierung der
NADPH-Oxidasekomponente p47°" die ROS-Produktion in PMN potenziert
(Dang et al., 1999). Interferon-y ist mit GM-CSF ein weiterer Ligand, der Uber den
JAK2/STAT-Signalweg die Freisetzung von ROS induziert (Wright et al., 2010).
Die Messung erfolgte umgehend nach Zusammenfihrung der Testkammern mit
den Granulozyten, im Gegensatz zu den weiteren Versuchen in dieser Arbeit, bei
denen der Inhibitor drei Stunden mit den Granulozyten inkubierte. Nach dem
Binden der PMN iber den Fcy-Rezeptor am Immunkomplex kommt es zur
Degranulation und Ausschittung von ROS. Die freigesetzten Enzyme bewirken
eine Verstarkung der PMN-Funktion, die durch JAK2-Inhibitoren zum Teil
unterbrochen wird (Witko-Sarsat et al., 2000). Eine weitere Moglichkeit besteht in
einer, in der Literatur noch nicht beschriebenen, direkten Interaktion zwischen
aktivierenden Fcy-Rezeptoren und des JAK2/STAT-Signalwegs. Die fehlende
ROS-Produktion bei den Konzentrationen von 250 ng/ml und 500 ng/ml kann
durch toxische Wirkung auf PMN bei héheren Konzentrationen erklart werden. Die
hier vorgestellten Daten basieren auf den Ergebnissen, die anhand einer
Aktivierung humaner PMN mit Immunkomplexen mit rekombinanten IgG1 erhoben
wurden. Aufgrund der geringen Verfugbarkeit humaner Serumproben wurden die

Versuche mit dem rekombinanten IgG durchgefuhrt.
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4.5 Der Einfluss von CEP-33779 auf die Migrationseigenschaften von PMN

Die im Blut zirkulierenden PMN haben die Mdoglichkeit, die Blutbahnen zu
verlassen, um zum Ort einer Infektion zu gelangen (Ridley et al., 2003). Hierzu
interagieren die PMN mit Selektinen des GefalRendothels und rollen an der
Innenseite entlang. Durch Bindung mit Integrinen entsteht daraufhin eine starke
Adhasion. Die Zytokine und Chemokine TNF-a, GM-CSF, IFN-y und IL-8 kdnnen
bei PMN in diesem Zustand eine Diapedese durch das Endothel induzieren. Der
Durchtritt durch das GefalRendothel kann sowohl trans- als auch parazellular
verlaufen und die PMN folgen daraufhin dem chemotaktischem Gradienten in
Richtung des inflammatorischen Gewebes (Schroder et al., 2004; Wright et al.,
2010; Yong, 1996). In dieser Arbeit wird der Einfluss von CEP-33779 auf die
Migration von IL-8 aktivierten PMN betrachtet. Es konnte belegt werden, dass IL-8
stark chemotaktisch wirkt (Kawa et al., 1997). Die Positivkontrolle ohne Inhibitor
erzielte im Migrations-Assay die meisten migrierten PMN. Bereits ab einer JAK2-
Inhibitor-Konzentration von 25 ng/ml konnte eine signifikante Verminderung der
Migration durch die Polycarbonatmembran erreicht werden.

Der Effekt beruht am wahrscheinlichsten auf der Blockade des Signalwegs von
Zytokinen und Chemokinen der PMN. Neben der chemotaktischen Wirkung auf
PMN, flhrt IL-8 zur Degranulation und Freisetzung von Enzymen (Baggiolini und
Clark-Lewis, 1992). Zu den freigesetzten Stoffen, welche die Migration der
umliegenden PMN verstarken, zéahlen zum Beispiel GM-CSF und IFN-y. Die PMN
gehen eine Adhasion mit der Polycarbonatmembran ein und unter Einfluss von
Chemokinen, wie die oben genannten IL-8, IFN-y und GM-CSF, werden diese zur
Migration angeregt (Hamilton, 1993; Schroder et al., 2004).

Interleukin 8 bindet an die G-Protein vermittelten CXC-Rezeptoren 1 und 2 und
|6st eine Signaltransduktionskaskade aus (Baggiolini und Clark-Lewis, 1992).
CEP-33779, der die JAK2/STAT-Signalwege Uber den Tyrosinrezeptor beeinflusst,
hat demnach keinen bekannten direkten Effekt auf die IL-8 induzierte Migration.
So kommen am ehesten Zytokine in Frage, die durch IL-8-Stimulation von PMN
freigesetzt werden und weitere PMN zur Migration anregen, wie GM-CSF und IFN-
y (Hamilton, 1993; Schroder et al., 2004). Eine weitere Méglichkeit ware eine noch
nicht beschriebene Interaktion des IL-8 Rezeptor-Signalwegs mit der STAT 1, 3,
oder 5 des JAK2-Transduktionswegs.
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4.6 Das Gefrierschnittmodell

4.6.1 Versuchsprinzip des Gefrierschnittmodells

Von den 6 pm dunnen Praparaten aus humaner Vorhaut werden je drei Stiick auf
einem Superfrost Plus Objekttrager platziert und bei -80 °C gelagert. Bei
sorgfaltiger Durchfihrung bleiben die Struktur der Haut und die durch die
elastischen Fasern resultierende Spannung erhalten. Durch den Prozess der
Aktivierung von PMN durch den Immunkomplex und nachfolgender Degranulation
entsteht eine DES. Das ist zu erklaren durch die Destruktion der Ankerfibrillen und

darauf das folgende Restringieren der Haut (Sitaru, 2007).

4.6.2 Der Effekt des Januskinase-2-Inhibitors auf die DES

Um die Pathogenese der EBA aus mehreren Blickwinkeln zu betrachten, ist das
Gefrierschnittmodell aufgrund der einfachen und schnellen Durchfiihrung gut
geeignet. Dabei wird ex vivo am Modell der humanen Haut die Aktivierung von
PMN durch den Immunkomplex zwischen Antikérper und dem Kollagen Typ VI
gezeigt. Die verursachte DES kann nach Farbung histologisch nachgewiesen
werden (Sitaru, 2007). Ursachlich fur die Separation der Epidermis von der Dermis
sind unter anderem die PMN, die durch den Immunkomplex zur dermo-
epidermalen Junktionszone rekrutiert werden und dort unter mikroskopischer
Betrachtung gehéuft vorzufinden sind (Sitaru et al., 2002). Die PMN setzen
reaktive Sauerstoffspezies frei, die durch das Enzym NADPH-Oxidase katalysiert
werden. Der Effekt von ROS auf die Spaltbildung wurde in Studien belegt. (Chiriac
et al., 2007). So wie ROS, sind die durch PNM sekretierten Elastasen ein wichtiger
Teil der Immunantwort auf zum Beispiel gramnegative Keime (Papayannopoulos
et al., 2010). Der Einfluss von neutrophiler Elastase auf die DES konnte gezeigt
werden (Shimanovich et al., 2004).

In dieser Arbeit wurde die Inhibition des CEP-33779 auf PMN und somit auf die
dermo-epidermale Spaltbildung mittels Gefrierschnittmodell untersucht. Es konnte
eine signifikante Reduktion der DES beobachtet werden. Zu erklaren ist dieser

Effekt durch eine noch nicht beschriebene direkte Hemmung der Signalwege von
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aktivierenden Fcy-Rezeptoren durch den JAK2-Inhibitor. Dartiber hinaus aktivieren
sich PMN nach Immunkomplexkontakt gegenseitig durch Zytokine, dessen
Signaltransduktion tGber den STAT 1, 3 oder 5 vermittelt wird, die ebenfalls durch
JAK2 gehemmt werden (Cassatella, 1999; O’Shea et al., 2002; Schindler et al.,
2004; Witko-Sarsat et al., 2000;). Zum Beispiel bewirkt GM-CSF eine
Potenzierung der ROS Freisetzung aus PMN (Dang et al., 1999). Das Resultat der
Inhibierung ware eine Reduktion proteolytischen Enzyme und ROS, welche
ansonsten, wie bei der Positivkontrolle, zur DES fuhren.

Die Versuchsbedingungen sind soweit wie moglich dem in menschlichen Korper
nachempfunden. Es wurden aus Vollblut gesunder Donatoren PMN separiert. Die
Gefrierschnitte aus humaner Vorhaut wurden mit Kaninchen-anti-human-
Antikdrpern gegen Kollagen Typ VII beimpft, um so einen Immunkomplex
entstehen zu lassen. Die Inkubation der Praparate erfolgte stets bei 37 C.
Aufgrund dieser Versuchsbedingungen kann auf die Pathogenese in vivo beim
Menschen geschlossen und Therapieansatze unter kontrollierten und gut
reproduzierbaren Voraussetzungen untersucht werden. Jedoch nicht alle Aspekte
der Pathogenese, wie zum Beispiel die Migration der PMN aus dem Gefal3system
zum Entziindungsgeschehen, kdnnen mit diesem Modell beleuchtet werden.
Dieser Schritt wird mit dem direkten Auftragen der Zellen auf das Praparat
Ubergangen. Deshalb wird dieser Teil in einem weiterem Versuch, dem
Migrations-Assay, behandelt. Durch die Separation der PMN aus dem Vollblut
werden alle anderen Bestandteile ausgewaschen, wie das Komplementsystem,
dem in der Pathogenese eine mogliche Rolle zugesprochen wird und weitere
Zellen des Immunsystems, die mit den PMN interagieren.

Bei Versuchsdurchlaufen, in denen die Positivkontrolle keine Spaltbildung aufwies,
sind verschiedenste Ursachen mdglich. Im Vergleich zu den anderen Methoden
dieser Arbeit, wie ROS-Assay und Migration-Assay, konnte im Kryosektion-Modell
in diesen Fallen keine ausreichende Aktivierung der PMN erfolgen, die dann zu
einer dermo-epidermalen Spaltbildung fuhrt. Die Grinde hierfur sind letztlich nicht
bekannt. Mdglich ist zum Beispiel, dass die ROS-Freisetzung lediglich einen
Aspekt der PMN-Aktivierung erfasst. Zur Induktion der dermo-epidermalen
Spaltbildung sind jedoch mindestens drei Schritte notwendig; beginnend mit der
Bindung an die dermo-epidermale Junktionszone, der ROS- und der Proteasen-

Freisetzung. Somit ist diese Methode sehr wahrscheinlich auf eine deutlichere
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Aktivierung der PMN angewiesen, und daher auch wesentlich weniger sensitiv als
die beiden anderen Testverfahren. Eine weitere denkbare Fehlerursache konnte
ein im Herstellungsprozess des Kryostatschnittes entstandener Defekt oder
wahrend des Experimentes durch manuelle Schadigung in der Vorbereitung oder
des Waschens der Préaparate sein, wodurch eine Auswertung nicht moéglich ware.

Zusammenfassend beschrieben, ist das Gefrierschnittmodell eine haufig
reproduzierbare und schnelle Mdglichkeit, eine Substanz im Hinblick auf den
Einfluss in der Pathogenese der EBA zu untersuchen. Der in dieser Arbeit
verwendete CEP-33779 konnte mit diesem Modell nach Beseitigung der
Fehlerquellen signifikante Ergebnisse erzielen. Es konnte gezeigt werden, dass
bereits geringe Konzentrationen eine deutliche Reduktion der Spaltbildung zur
Folge hatten und in héheren Dosierungen die DES vollstandig ausblieb. Obwohl
nicht bekannt ist, mit welchen humanen Fcy-Rezeptoren Kaninchen-IgG
interagieren, zeigen die Daten aus dem Gefrierschnitt-Assay, dass dies zu einer
Aktivierung der PMN fuhrt. In Zusammenschau mit den weiter erhobenen Daten in
dieser Arbeit legt dies dennoch den Schluss nahe, dass JAK2 an der Aktivierung

von PMN Uber aktivierende Fcy-Rezeptoren beteiligt ist.

4.7 Der inhibitorische Effekt von CEP-33779 auf die Freisetzung von
Elastase aus aktivierten PMN

Im Elastase-Assay-Modell konnten die Auswirkungen einer JAK2-Blockade auf die
Elastasefreisetzung aus PMN gezeigt werden. Ahnlich wie bei dem ROS-Assay
konnten durch einen Immunkomplex aus hCol7 und IgG1l die PMN aktiviert
werden und eine Elastasefreisetzung gemessen werden. In den Versuchsreihen
aus Immunkomplex, PMN und CEP-33779 konnte eine dosisabh&ngige Reduktion
der Elastase beobachtet werden. Eine signifikante Inhibition trat bei einer
Konzentration von 25 ng/ml ein. Dieser Effekt ist durch die Inhibition von Zytokinen
des JAK/STAT 1, 3, 4, 5 Signalwegs durch den CEP-33779 zu erklaren. Nach der
Bindung der PMN uber Fcy-Rezeptoren am Immunkomplex kommt es zur
Degranulation und Freisetzung von Zytokinen und Enzymen. Elastase befindet
sich in den azurophilen Granula der PMN und wird nach Aktivierung freigegeben
(Korkmaz et al., 2010). Zytokine wie GM-CSF und IFN-y aktivieren wiederum tber
den JAK2-Rezeptor die PMN (Cassatella, 1999; Schroder et al., 2004). Die
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Unterbrechung der Autostimulation hemmt die Granulozytenaktivierung. Als
weiteren Mechanismus kame eine direkte Interaktion des JAK/STAT-Signalwegs
mit der Fcy-Rezeptoren-Transduktion in Frage. Ein solcher Zusammenhang wurde

noch nicht beschrieben.

4.8 In vivo Mausexperimente mit JAK2 bei passiv induzierter EBA

Basierend auf den Daten dieser Arbeit wurde die Wirksamkeit des CEP-33779 in
vivo an Mausen im passiven Modell untersucht. Die Versuchsméuse erhielten
sechs subkutane Injektionen von Kaninchen-anti-human-COL7-IgG, um die EBA
zu induzieren. Gleichzeitig wurden mehrere Testreihen durchgefihrt, bei denen 5,
10 und 15 mg/kg des CEP-33779 oral verabreicht wurden. Ein klinischer Score
wurde berechnet, indem der prozentuale Anteil der bullés veranderten
Hautlasionen von der Gesamtkorperoberflache ermittelt wurde. Nach 4, 8 und 12
Tagen wurde erneut gepruft. Aus diesen Daten wurde AUC (Area under the
Curve) berechnet und mit der Krankheitsschwere gleichgestellt. Bereits 5 mg/kg
hatten eine signifikante Verminderung der Krankheitsschwere zur Folge. Bei der
Maximaldosis von 15 mg/kg war nur ein geringer Unterschied zu 10 mg/kg zu

beobachten.
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Abbildung 21: Der Krankheitsverlauf ist abh&ngig von der Konzentration des CEP-33779. Auf
dem oben abgebildeten Diagramm ist der prozentuale Anteil der von EBA befallenen Haut der
verschiedenen Versuchsreihen vom 1. bis 12. Tag aufgetragen. Auf dem unten abgebildeten
Diagramm ist die Krankheitsschwere der einzelnen Versuchsreihen gegentibergestellt. Es konnte
bereits bei der niedrigsten Konzentration von 5 mg/kg eine signifikante Reduktion der
Krankheitsschwere beobachtet werden.
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4.9 Potentielle Nebenwirkungen des CEP-33779

Bei Betrachtung der Zytokine, deren Signaltransduktion Uberwiegend Uber JAK2
und STAT 1, 3, 4 und 5 laufen, liegen neben immunmodulierenden vor allem
myelosuppressive  Nebenwirkungen nahe. Aufgrund der Blockade von
Erythropoetin, Thrombopoetin und dem Granulozyten-Monozyten-Kolonie-
stimulierenden Faktor (GM-CSF) konnten Anamien, Leukozytopenien und
Thrombozytopenien auftreten.

Zum heutigen Stand (2015) sind noch keine JAK2-Inhibitoren zugelassen. Jedoch
befinden sich einige in den klinischen Phasen zur Therapie der Myelofibrose.
Pacritinib, das vorwiegend die JAK2 inhibiert, befindet sich in der klinischen Phase
[Il (Hatzimichael et al., 2014). Das Nebenwirkunksprofil wurde an 24 Freiwilligen
randomisiert in niedrigen oralen Dosen von 100 und 200 mg sowie 400 mg
getestet. Pacritinib wurde gut toleriert; hauptsachlich sind gastrointestinale
Beschwerden wie Diarrho, Ubelkeit und Erbrechen aufgetreten. Im Verlauf haben
191 Patienten mit Myelofibrose in klinischen Studien teilgenommen. Es sind in
19,4 % der Féalle eine behandlungsabhangige Thrombozytopenie und in 25,6 %
eine Anamie aufgetreten. Bei einer durch die Myelofibrose bedingten
Thrombozytopenie  war  keine Dosisreduktion erforderlich.  Weitere
Nebenwirkungen wie Fatique, periphere Odeme, Pruritus, Dyspnoe, Husten,
Kopfschmerz und Schlafstérungen wurden vereinzelt berichtet (Verstovsek et al.,
2013).

Um systemische Nebenwirkungen zu minimieren, ist bei der EBA die Méglichkeit
gegeben, den Wirkstoff topisch auf die befallenen Hautareale aufzutragen. Mit der
geeigneten  Tragersubstanz  kénnte der CEP-33779 am Ort des
Entziindungsgeschehens wirken.

Die direkte schadigende Wirkung von CEP-33779 wurde mittels
Durchflusszytometrie ermittelt und zeigte keine signifikante Zytotoxizitat des
Inhibitors oder des Lésungsmittels gegenuber PMN.
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4.10 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde ein neuer Therapieansatz fur die EBA in Form
eines JAK2-Inhibitors untersucht. Die durchgefiihrten Experimente reprasentieren
verschiedene Ebenen in der Pathogenese der dermo-epidermalen Spaltbildung in
der EBA, wie die ROS- und Elastasefreisetzung aus PMN und die Migration der
PMN zum Ort des Entzindungsgeschehens. Die Ergebnisse zeigten eine
signifikante Hemmung dieser PMN-Funktionen schon bei niedrigen
Konzentrationen des JAK-2-Inhibitors CEP-33779. Im Gefrierschnittmodell konnte
eine signifikante Reduktion der dermo-epidermale Spaltbildung ex vivo erreicht
werden.

Die Ergebnisse lassen vermuten, dass CEP-33779 die Aktivierung der PMN
verhindert. In allen Experimenten - ausgenommen die Testung der
Migrationseigenschaften - wurden die PMN mit einem Immunkomplex aus
humanen Kollagen Typ VIl und IgG1-Antikdrpern stimuliert, was nach der Bindung
Uber den Fcy-Rezeptoren eine Aktivierung zur Folge hat. Jedoch ist eine
Interaktion der Fcy-Rezeptoren-Signaltransduktion und des JAK2/STAT-
Signalwegs noch nicht beschrieben. Eine mdgliche Erklarung ware, dass nach
initialer Aktivierung der PMN proinflammatorische Enzyme wie z.B. IFN-y und GM-
CSF freigesetzt werden, der Signalweg jedoch durch den CEP-33779 blockiert
und somit eine Potenzierung der Aktivierung von PMN verhindert wird. Mdgliche
Wechselbeziehungen der beiden Signalwege koénnten in Folgeexperimenten
untersucht werden. Eine weitere Moglichkeit ware eine zytotoxische Wirkung des
CEP-33779 oder des Losungsmittels DMSO auf die PMN, welche eine Hemmung
der Aktivierung in den Versuchsergebnissen imitieren kénnte. Diese mdgliche
Toxizitdt wurde mittels Durchflusszytometrie und spezieller Férbung
ausgeschlossen.

Die signifikanten Ergebnisse der in vitro Experimente wurden in in vivo
Mausversuchen bestétigt. Hier zeigte sich eine Reduktion der bullés veranderten
Hautlasionen bereits bei einer Dosis von 5 mg/kg. Somit kénnte eine Erprobung
vom CEP-33779 bei EBA-Patienten in Betracht gezogen werden. Ein Problem
konnte die niedrige Pravalenz der EBA und somit die niedrigen Fallzahlen sein.
Eine Inhibition des JAK2/STAT-Signalwegs hat jedoch nicht nur einen

entzindungsmodulierenden Einfluss. Haufig treten auch myelosuppressive
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Nebenwirkungen auf. Da EBA nur das Organ Haut betrifft, kbnnten Experimente
mit topischer Anwendung eines JAK2-Inhibitors folgen, um die systemischen
Nebenwirkungen umgehen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen erste Anhaltspunkte fiir eine neue Mdglichkeit
der Behandlung der EBA. Der CEP-33779 bewirkte bereits bei einer Monotherapie
in Mausversuchen eine Reduktion der Hautlasionen. Moglich wére eine Testung
eines bereits in der klinischen Phase befindlichen Januskinase-2-Inhibitors, wie
z.B. der Wirkstoff Pacritinib, bei EBA-Patienten. Obwohl der CEP-33779 durch
eine spezifische Hemmung der Januskinase 2 zu einer Inhibition der PMN-
Funktionen fuhrt, sind weitreichende Nebenwirkungen wie Thrombozytopenien,

Anamie und Leukozytopenien zu erwarten.
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5 Zusammenfassung

Die Epidermolysis bullosa acquisita gehort zu den blasenbildenen
Autoimmundermatosen und stellt sich klinisch mit kdrperstammbetonten
vesikobullésen Erosionen dar, die mit Schmerzen und Pruritus einhergehen. Die
Pathogenese erfolgt durch eine Immunantwort nach Autoantikdrperbildung gegen
das Kollagen Typ VII. Die Autoantikorper bilden mit der Zielstruktur einen
Immunkomplex, an den sich PMN Uber Fcy-Rezeptoren binden und dort aktiviert
werden. Es folgt die Sekretion von Elastase, Gelatinase B, reaktive
Sauerstoffspezies sowie verschiedene Zytokinen wie z.B. GM-CSF und
Interferon-y. Es entsteht eine Verstarkung der Entziindungsreaktion und eine
krankheitstypische dermo-epidermale Spaltbildung. Die zur Verfiigung stehende
Therapie beschrankt sich auf Immunsuppressiva und Kortikosteroide. Jedoch sind
haufige  Rezidive  beschrieben.  Aufgrund  der  aktuell  frustranen
Behandlungsmoglichkeiten werden neue Therapieansatze getestet. In dieser
Arbeit ein denkbarer Ansatz mit dem JAK2-Inhibitor CEP-33779 Uberprift. Bei der
Pathogenese spielen die PMN die entscheidende Rolle. In dieser Arbeit wurde der
Einfluss der CEP-33779 auf die Funktionen der PMN im Hinblick auf die
Krankheitsentstehung experimentell untersucht. Sie beinhaltet die Auswirkung auf
Sekretion von Elastase und reaktiver Sauerstoffspezies, auf die Migration durch
eine dem Epithel nachempfundenen Membran und Untersuchungen am
Gefrierschnittmodell. Der CEP-33779 ist ein Januskinase-2-Inhibitor, welcher die
Signaltransduktion einiger proinflammatorischen Zytokine, wie z.B. GM-CSF und
y-Interferon, blockiert und somit die Aktivierung der PMN verhindert. Bei dem
Elastase- und ROS-Versuchsmodell wurden PMN mit einem Immunkomplex aus
humanem COL7 und dem von Mausen gewonnenen anti-human-lgG gegen
hCOL7 aktiviert und in unterschiedlichen Konzentrationen des CEP-33779
inkubiert. Der Effekt auf die Sekretion wurde mit einem ELISA-Plattenlesegeréat
ermittelt. Im Migrationsmodell wurden PMN mit IL-8 aktiviert und die Anzahl der
durch eine Polycarbonatmembran migrierten Zellen bei verschiedenen
CEP-33779-Konzentrationen gemessen. Beim Gefrierschnittmodell werden ex
vivo menschliche Gewebsschnitte mit 1gG-Antikérpern gegen COL7 und PMN-
Suspension inkubiert. Infolge der Aktivierung freigesetzter Proteasen und ROS
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entsteht in der DEJ eine Spaltbildung, deren Auspréagung unter verschiedenen
CEP-33779-Konzentrationen beobachtet werden konnte. Die DES wurde nach
HE-Farbung mittels Mikroskop beurteilt und in Relation zu den intakten Arealen
gesetzt. Mithilfe dieser Modelle konnte die Auswirkung des JAK2-Inhibitors auf die
Sekretion der Elastase und ROS sowie die Migration aus den Blutgefallen zum
Ort der Entziindung simuliert werden. Durch das Gefrierschnittmodell konnten ex
vivo Bedingungen im menschlichen Kérper nachempfunden und die Wirkung des
CEP-33779 auf die DES beobachtet werden. In allen oben aufgeflihrten
Experimenten konnte eine signifikante, dosisabhangige Inhibierung der getesteten
Granulozytenfunktionen sowie eine Hemmung der dermo-epidermalen Separation
im Gefrierschnittmodell beobachtet werden. Um eine Zytotoxizitat des JAK2-
Inhibitors und dessen Losungsmittel DMSO auf PMN auszuschlieen, wurden
PMN mit den Konzentrationen des CEP-33779 und der maximalen
Inkubationsdauer aus den vorangegangenen Versuchen behandelt. Mittels
spezieller Farbung konnten apoptotische und nekrotische Zellen mittels

Durchflusszytometrie identifiziert werden.
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