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1 Einleitung

.Die Umhullende” oder ,die Bedeckende® aus dem Indogermanischen (s)keu(a) lautete die ur-
spriingliche Bezeichnung fir das heute verwendete Wort ,Haut*".

Diese Umhiillung dient als Schutz vor mechanischen und chemischen Einfliissen und stellt
eine Barriere gegen aufBere Pathogene dar. Neben exogener Schadigung der Barriere durch
bspw. Verletzungen oder Verbrennungen kénnen auch endogene Faktoren zu Lasionen der
Haut fihren und damit die Integritat des Schutzmantels angreifen. Unser Immunsystem, das
der Aufrechterhaltung der Gesundheit dient, richtet bei Uberaktivitat bzw. Toleranzverlust sei-
ne Immunantwort nicht nur gegen kérperfremde Pathogene, wie Bakterien, Viren, Parasiten
und Pilze, sondern auch gegen kérpereigene Strukturen. Wenn vom Immunsystem Antikérper
(AK) gegen kérpereigene Zielstrukturen, die Autoantigene, produziert werden, spricht man
von einer Autoimmunerkrankung®. Richten sich die Autoantikérper (Auto-AK) gegen Struktur-
bestandteile der Haut, so leidet deren Unversehrtheit und es entstehen Krankheitsbilder, die
unter dem Namen Autoimmundermatosen zusammengefasst werden®. Bei dieser Arbeit ha-
be ich mich mit einer bestimmten Autoimmundermatose, der Epidermolysis bullosa acquisita
(EBA), beschéaftigt.

1.1 Aufbau und Funktionen der Haut

In ihrer Ursprungsbezeichung ,die Umhullende® oder ,die Bedeckende® sind bereits wesent-
liche Eigenschaften der Haut beschrieben. Als mit 2m? flachenmé&Big einem der gréBten Or-
gane unseres Korpers hat die Haut eine Schutzfunktion vor mechanischen und chemischen
Einflissen sowie vor duBeren Pathogenen inne®. Mit den drei Hauptschichten Epidermis, Der-
mis und Subkutis bildet die Haut die Grenze zur Umwelt (s. Abb[T.1) und wirkt neben dem
Schutz nach auBen auch wie eine nach innen gerichtete Diffusionsbarriere, die uns vor zu
starkem Wasserverlust bewahrt. Durch die GeféBarchitektur und Schwei3driisen als Hautan-
hangsgebilde wird die Kérpertemperatur reguliert. Darliber hinaus ist die Haut Sitz kleiner
Sinnesorgane, welche die Wahrnehmung unterschiedlicher Reize aus der Umwelt ermdgli-
chen. Die vielfaltigen Funktionen machen die Haut zu einem flrr uns lebenswichtigen Organ,
dessen Beschadigung in Folge von Erkrankungen, Verletzungen oder Verbrennungen lebens-
bedrohlich sein kann®*®.
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Neben der rein mechanischen Barriere bieten dem Immunsystem zugehdrige Zellen, wie die
Langerhanszellen, in den oberen Hautschichten Schutz vor Infektionen®”. Zusétzliche Ab-
wehrzellen kénnen Uber das GefaBsystem in die Haut transportiert werden.

In einem dynamischen, etwa 4 Wochen dauernden Prozess werden aus epidermalen Stamm-
zellen im Stratum basale der Epidermis Keratinozyten erschaffen, die bei ihrer Wanderung in
die oberen Zellschichten einen Verhornungsprozess durchlaufen. Je nach Differenzierungs-
grad und Funktion bilden die Zellen unterscheidbare Schichten, die von basal nach apikal
folgendes Schichtbild der Epidermis ergeben: Das Stratum basale (sitzt direkt auf der Basal-
membran, der Grenzschicht zwischen Epidermis und Dermis), darliber das Stratum spinosum
(Zellzusammenhalt durch zahlreiche Desmosomen gewabhrleistet), darlber das Stratum gra-
nulosum und als duBerste Zone der Epidermis das Stratum corneum (Hornschicht)®. Die stan-
dige Erneuerung gewahrleistet die Aufrechterhaltung der vielféltigen Funktionen der Haut.

An die Basalmembran der Epidermis grenzt in der Tiefe die Dermis, mit der sie Uber die
dermo-epidermale Junktionszone (DEJ) fest und gleichzeitig elastisch verankert ist, wodurch
die Haut ihre mechanische und elastische Widerstandsféhigkeit erhalt®. Die Dermis l4sst sich
in das direkt unter der Basalmembran gelegene Stratum papillare mit lockerem Bindegewebe,
vielen Zellen, wie Fibroblasten und Abwehrzellen (Mastzellen und Makrophagen), und freien
Nervenendigungen, die u.a. Schmerz- und Juckempfindungen vermitteln, und das Stratum re-
ticulare, bestehend aus straffem, geflechtartigem Bindegewebe unterteilen. Im Gegensatz zur
Epidermis ist die Dermis von GefaBen durchzogen sowie Sitz von Haarfollikeln, kleinen Mus-
keln und verschiedenen Driisen®.

Die Subkutis verbindet die oberhalb liegenden Hautschichten mit den darunter liegenden
Strukturen und Organen. Durch lockeres Bindegewebe und Fettanteile fungiert sie je nach
Korperregion als Druckpolster, Energiespeicher oder Warmeisolator®.

Eine bereits erwahnte, fir die Widerstandsfahigkeit und den Zusammenhalt der Hautschichten
wichtige Komponente, ist die Basalmembran. Als DEJ bezeichnet, bildet sie die Verankerungs-
punkte zwischen Epidermis und Dermis. Ultrastrukturell lasst sich eine weitere Teilung der Ba-
salmembran in Basallamina, gebildet aus Lamina lucida und Lamina densa, und Sublamina
densa (Lamina fibroreticularis) erkennen®®, in denen die fir die Haftkomplexe (Hemidesmo-
somen) unerlasslichen Strukturproteine liegen (s. Abb[1.1). Wahrend der Zusammenhalt der
Keratinozyten innerhalb der Basalmembran durch desmosomale Verbindungen gewahrleistet
ist, werden sie mit der Dermis Uber Hemidesmosomen verankert. Extrazellulare Hemidesmo-
somenanteile der Keratinozyten ragen in die Lamina lucida hinein, in der weitere Ankerfibril-
len und Adhasionsmolekule zu finden sind. Die Lamina densa sorgt mit einem geflechtarti-
gen Netzwerk aus Kollagen Typ IV, Laminin, Fibronektin und Proteoglykanen fir vielfaltige
Verbindungs- und Stabilisationspunkte zwischen den Ankerfibrillen und Adh&sionsmolekilen
der Lamina lucida und Sublamina densa. Hauptbestandteil der Verankerungsfibrillen der zu-
letzt genannten Schichten ist das Kollagen Typ VIl (COL7). Es verankert die Basalmembran
mit den Kollagenfasern der darunterliegenden dermalen Matrix*®1% Das Zusammenwirken
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dieser Strukturproteine bildet die Grundlage fiir die Integritat und Stabilitdt der Haut und ist
gleichzeitig die Zielstruktur fir verschiedene autoreaktive AK. Folgen der Autoimmunreaktion
kénnen blasenbildende Autoimmundermatosen (AIBD) sein.
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Abbildung 1.1 Schematischer Aufbau der Haut (Querschnitt) und ihrer Strukturproteine - Zielan-
tigene bulléser Autoimmundermatosen (Ref.1 512, modifiziert)
A) Dreischichtung der Haut in Epidermis, Dermis und Subkutis. Epidermis mit Untergliederung in
Stratum corneum, Stratum granulosum, Stratum spinosum und Stratum basale. Dermis mit dem Stra-
tum papillare mit eigenen Kapillarschlingen und freien Nervenendigungen und dem Stratum reticu-
lare mit dicken Kollagenfasern und elastischen Fasern. Die Subkutis besteht zu groBen Teilen aus
Fettgewebe. B) Die histologische Abbildung, mit Darstellung pathologischer Blasenbildung, zeigt Epi-
dermis und Dermis mit dazwischen liegender Basalmembran/DEJ. C) Die epithelialen Keratinozyten
sind Uber desmosomale Cadherine (Desmoglein 1 und 3 und Desmocollin 1) und Plaque-Proteine
(Plakoglobin, Desmoplakin, Plakophilin) miteinander verbunden. Diese Haftproteine sind Zielantige-
ne bei Pemphiguserkrankungen. Hemidesmosomen bilden in der DEJ als Zell-Matrix-Kontakte die
Verankerungspunkte zwischen den basalen Keratinozyten der Epidermis (BP230, Plektin) und den
Verankerungsfibrillen der papillaren Dermis. Das transmembrandse BP180 und a634-Integrin inter-
agiert mit Laminin 332, welches wiederum mit COL7 in Verbindung steht. Werden Auto-AK gegen
die hemidesmosomalen Bestandteile gerichtet, wird von pemphigoiden Erkrankungen gesprochen,
zu denen auch die EBA zahlt™3.
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1.2 Bullose Autoimmundermatosen

Blasenbildende, auch bullés genannte Autoimmundermatosen stellen eine Gruppe zwar selte-
ner, jedoch schwerwiegender, chronischer, schwierig zu behandelnder Autoimmunerkrankun-
gen der Haut dar. Gekennzeichnet sind sie durch gewebsgebundene Auto-AK gegen Struktur-
proteine der Haut. Die Bindung der Auto-AK an entsprechende Antigene fuhrt zu Veranderun-
gen bzw. Verlusten der Funktionalitat®. Der Zell-Zell-Kontakt zwischen Keratinozyten bzw. die
Adhasion von Epidermis und Dermis™4 st nicht mehr gewahrleistet, sodass Blasenbildung
und schwerwiegende Schadigungen der Haut und/oder Schleimhaut die Folgen sind™>7,
Anhand der Zielstrukturen, gegen die sich die Auto-AK richten, lassen sich zwei grof3e Unter-
gruppen voneinander unterscheiden (s. Abb. und [1.1). Bei den Pemphiguserkrankungen
richten sich die AK gegen desmosomale Proteine. Die Immunkomplexbindung fihrt zum Kon-
taktverlust zwischen den epithelialen Keratinozyten, woraus intraepithelial gelegene Blasen
resultieren. Pemphigus vulgaris (PV) (Auto-AK gegen Desmoglein 1 und 3), Pemphigus folia-
ceus (Auto-AK gegen Desmoglein 1) und das IgA-Pemphigus (Auto-AK gegen Desmocollin
1 und Desmoglein 3) gehdren zu dieser Gruppe. Auf der anderen Seite stehen die Pemphi-
goiderkrankungen, bei denen sich die AK gegen hemidesmosomale Bestandteile oder deren
Ankerfibrillen richten und damit die Verankerung von Epidermis und Dermis an der DEJ aufl6-
sen. Die Ausbildung subepidermaler Blasen ist in diesen Fallen die Konsequenz®'17Z, In der
Gruppe der subepidermalen Autoimmundermatosen finden sich das bullése Pemphigoid (BP)
(Auto-AK gegen BP180, BP230) und das Schleimhautpemphigoid (Auto-AK gegen BP180,
BP230, a6/4Integrin, Laminin5) mit Auto-AK gegen hemidesmosomale Proteine sowie EBA
mit Auto-AK gegen COL7 wieder.

Erkrankgung

Zielantigene

Pemphigus

Pemphigus vulgaris

Desmoglein 1, Demsoglein 3

Pemphigus foliaceus

Desmoglein 1

IgA-Pemphigus
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Pemphigoide

Bulléses Pemphigoid
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Pemphigoid gestationis

BP180, BP231

lineare IgA-Dermatose

LAD-1, (BP180)

Schleimhautpemphigoid

BP180, BP230, Laminin 5, a6B34-Integrin

Lichen planus pemphigoid

BP180, BP230

Anti-Laminin y 1/p200 Pemphigoid

Laminin y1

Epidermolysis bullosa acquisita

COL7

Abbildung 1.2 Klassifikation bulléser Autoimmunerkrankungen (Ref.%13 modifiziert)
Dargestellt sind bulldse Autoimmundermatosen, die anhand der Zielantigene in zwei Hauptgruppen
unterteilt werden. Je nach Lage des Antigens in der Haut kommt es zu intraepidermaler (Pemphigus-
Erkrankungen) oder zu subepidermaler Spaltbildung (Pemphigoid-Erkrankungen) (s. auch .

Im Folgenden soll das Augenmerk auf die Autoimmundermatose EBA gerichtet werden.
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1.3 Epidermolysis bullosa acquisita — eine blasenbildende

Autoimmunerkrankung

Vor mehr als 100 Jahren beschrieb Elliot erstmals Falle von blasenbildenden Erkrankungen
der Haut mit Beginn im Erwachsenenalter, die sich in ihren Symptomen der bereits im Kin-
desalter auftretenden Epidermolysis bullosa dystrophica (EBD) dhnelten®. Wahrend bei der
EBD ein genetischer Defekt des COL7 vorliegt, konnte EBA als eine Autoimmunerkrankung
identifiziert werden, bei der COL7 das Autoantigen darstellt'®. COL7 bildet den Hauptanteil
der Verankerungsfibrillen zwischen der Lamina densa, Sublamina densa und dem Kollagen
der dermalen Matrix™®%2% (s, Abb.[1.1). Bei einem Funktionsverlust des COL7 wird die Veran-
kerung geldst und es bilden sich subepidermale Blasen.

1.3.1 Inzidenz und klinisches Bild

Mit lediglich etwa 0,2 bis 0,5 Neuerkrankungen auf eine Million Menschen pro Jahr, und damit
zehnmal seltener vorkommend als das BP, ist die EBA eine sehr seltene Autoimmunerkran-
kung1°1€22724 " |n der Regel manifestiert sich die Erkrankung in einem mittleren Alter von 47
Jahren2¥2727 jedoch sind in Ausnahmefallen auch Kinder betroffen=/=,

In Assoziation mit EBA steht der Haupthistokompatibilitdtskomplex (MHC), speziell das huma-
ne Leukzyten-Antigen (HLA) DR2%%. Vor allem bei dunkelhdutigen Menschen afrikanischen
Ursprungs, die das HLA-DRB1*15:03 Allel tragen, scheint das Risiko an EBA zu erkranken
erhdht®2 und das Manifestationsalter ist geringer23i2>/27:32,

Klinisch erbffnet sich bei EBA-Patienten ein sehr heterogenes Erkrankungsbild. Phanotypisch
lassen sich jedoch zwei Gruppen unterscheiden: die nicht-entziindliche und die entziindliche
EBA. Einige Patienten vereinen Merkmale beider Formen als Mischtyp in sich“"2%, Die klas-
sische mechanobullése, auch nicht-entziindliche EBA wurde erstmals von Roenigk 1971 defi-
niert®® und geht mit extrem anfalliger Haut und Blasenbildung bevorzugt an den Streckseiten
der Extremitaten bzw. an exponierten, mechanisch beanspruchten Stellen, wie den Ellbogen,
Knien, Hand- und FuBrlicken sowie den Zehen einher. Repetitive kleine Traumata bedingen
die Entstehung subepidermaler, praller, flissigkeitsgefillter oder hdmorrhagischer Blasen, de-
ren Aufplatzen Hautldsionen in Form von Entziindungen und Verkrustungen hervorrufen. Sie
kénnen unter Narben- und Milienbildung abheilen12353,

Anders als bei der inflammatorischen Form ist bei der klassischen Form haufiger eine Schleim-
hautbeteiligung des Rachenraums und Osophagus zu beobachten, was mit Komplikationen
wie einer Osophagusstenose einhergehen kann®1834 Auch die Schleimhautepithelien von
Lippen, Wange, Zunge, Vagina und Analkanal kénnen von Blasenbildung betroffen sein®>.
Das Auftreten von Nageldystrophien und Haarverlust ist bei beiden Formen bekannt. Eine zu-
satzliche Beteiligung des Auges bzw. der Kornea, im schlimmsten Falle mit darauf folgender
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Erblindung, ist selten und nur bei schweren Formen der Erkrankung zu verzeichnen=%<7,

In etwa 66% der Félle liegt die inflammatorische Form der EBA vor, die sich in ihren Sympto-
men anderen bullésen Autoimmundermatosen, wie dem BP, der linearen IgA-Dermatose oder
dem Schleimhautpemphigoid &hnelt. Bei diesen Patienten sind die Blasen typischerweise tber
den gesamten Koérper, stamm- und extremitatenbetont verteilt2322%32 ynd heilen meist ohne
das Zurtckbleiben von Narben ab.

Als eine Erkrankung des Autoimmunsystems geht die EBA aufgrund einer méglichen Syn-
these Uberlappender Auto-AK mit anderen autoimmun bedingten Krankheiten einher®=%, Der
Systemische Lupus Erythematodes (SLE) beispielsweise geht in seinem Verlauf vermehrt mit
bulldsen Hauterscheinungen einher, die wie bei EBA durch IgG-Auto-AK gegen COL7 aus-
geldst werden. Daneben wurde Uber eine Haufung SLE-verwandter AK in Seren von EBA
Patienten berichtet®®=84> Eine Assoziation von EBA mit entziindlichen Darmerkrankungen
wurde in der Literatur ebenfalls dokumentiert, was durch den Nachweis von COL7 im Colon“®
und durch erhéhte Auto-AK gegen COL7 in Seren von Morbus Crohn-“” und Colitis ulcerosa-
Patienten®348 erklart werden kann.

Eine rein klinische eindeutige Unterscheidung zwischen EBA und anderen autoimmun-assozi-
ierten bullésen Hauterkrkankungen ist nicht mdglich. Allerdings macht die direkte Immunfluo-
reszenz (DIF) die Differenzierung der Auto-AK in ihrer Gruppenzugehdérigkeit méglich. Beim
bulldsen SLE oder bei entziindlichen Darmerkrankungen werden vor allem Auto-AK der IgG2-
und 1gG3-Untergruppe produziert, wohingegen bei der EBA 1gG1- und 1gG4-AK gebildet wer-
den49;50_

1.3.2 Diagnostik und Therapie

Als diagnostisches Instrument der EBA und anderer bulléser Autoimmundermatosen wird die
DIF verwendet, mit deren Hilfe die an die Strukturproteine gebundenen AK sichtbar gemacht
werden kénnen. Als Kriterium der EBA gilt die lineare Ablagerung von IgG-AK an der DEJ®1%2,
In einigen Fallen lagern sich auch Komplementkomponenten oder IgA ab?123%3%4 |m Gegen-
satz zu anderen bullésen Autoimmundermatosen, bei denen sich in der DIF das Bild einer
n-Verzahnung ergibt, binden die Immunglobuline bei EBA in Form einer u-Verzahnung, was
sich durch die in der Sublamina densa gelegenen Autoantigene erklaren lasst?”. Neben den
gebundenen kdénnen auch im Serum zirkulierende AK mittels ELISA detektiert werden42, Hi-
stopathologische Analysen geschadigter Hautstellen zeigen oft subepidermale Blasenbildung,
jedoch lassen sich keine pathognomonischen Parameter fur die EBA festlegen. Daftr kénnen
in der Immunelektronenmikroskopie EBA-spezifische Immunzellendepots unter der Lamina
densa im Bereich der Ankerfibrillen detektiert werden?.

Die Therapie der EBA konzentriert sich v.a. auf allgemein wirksame Immunsuppressiva, die
mit anderen, z.T. spezifischer wirksamen Therapieoptionen kombiniert werden kénnen (s.u.).
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Die Effizienz der Therapie ist bestimmt durch den Phanotyp und den klinischen Schweregrad
der Erkrankung. Neben allgemein supportiven MaBnahmen zur Wundversorgung, der Vermei-
dung von Traumata und der Verwendung von Sonnencreme, um der Verschlechterung oder
dem Neuauftreten von Hautldsionen bei langerer Sonnenexposition vorzubeugen, sind keine
speziellen Therapieleitlinien zur EBA herausgegeben worden?®2®, Wie auch andere Autoim-
munerkrankungen kann EBA mit hochdosierten Glukokortikoiden behandelt werden?>165,
Um Langzeitnebenwirkungen, wie Infektionen, dem Cushing-Syndrom, Diabetes mellitus, Hy-
pertension und Osteoporose vorzubeugen, wird die Therapie meist mit anderen Immunsup-
pressiva wie Ciclosporin A, Azathioprin, Mycophenolat Motefil, Methotrexat, Cyclophosphamid
oder Rituximab kombiniert®®=8. Als Erstlinientherapie wird heute Colchicin als Monotherapie
in hoher Dosis eingesetzt, da es mit geringeren Nebenwirkungen (Diarrhoen) als die Gabe
von Steroiden einhergeht1%23,

Eine weitere Option, vor allem bei therapieresistenten Patienten, bietet die intravenése Gabe
von Immunglobulinen (IVIG), welche die zirkulierenden Auto-AK neutralisieren®2€%. Nachteil
dieser Therapie ist der kurze Therapieeffekt, der immer wiederkehrende Behandlungszyklen
nach sich zieht™®, Rituximab erweist sich ebenfalls als hilfreiche und steroideinsparende The-
rapieoption®’28_ Es ist gegen das auf B-Zellen exprimierte CD20-Oberflachenmolekiil (Cluster
of differentiation) gerichtet und reduziert auf diese Weise zirkulierende B-Zellen, was letzt-
endlich zu verminderter AK-Produktion flhrt. AuBerdem kénnen die Auto-AK mit Hilfe von
Plasmapherese oder Immunadsorption aus dem Blut entfernt werden®!. Obwohl zu dieser
Behandlungsmethode derzeit nur wenige Fallberichte zur Verflgung stehen, kdnnte es sich
um eine vielversprechende Anwendung gerade bei therapieresistenten Patienten handeln.

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass unterschiedliche Therapieansatze zur Behandlung
der EBA existieren. Es handelt sich dabei allerdings um keine speziell auf die EBA zuge-
schnittenen Algorithmen, sodass nicht immer zufriedenstellende Behandlungsergebnisse er-
zielt werden kénnen. Um neue, spezifischere therapeutische Zielstrukturen identifizieren zu
kénnen, sollte die Aufklarung des Pathomechanismus der EBA weiter vorangetrieben werden.
Das Wissen Uber die Bindungsdoméanen der Auto-AK am COL7 kann beispielsweise die Ent-
wicklung einer Therapie mit rekombinanten COL7 Fragmenten férdern, welche die Bindung
zirkulierender Auto-AK bereits vor deren Bindung an der DEJ bewirken'® . Weitere Annéhe-
rung an neue Therapieziele besteht in der genaueren Aufklarung der extra- und intrazellu-
laren Signaltransduktionswege der neutrophilen Granulozyten, die zur Freisetzung von ROS
und Matrix-Metalloproteasen (MMP) flihren. Wirkstoffe, welche die gezielte Aktivierung von
Kinasen und Rezeptoren in diesen Signalkaskaden unterdriicken, kdnnten mdglicherweise
die Entstehung von Blasen verhindern.
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1.3.3 Pathophysiologie der EBA - Kollagen Typ VII als Autoantigen

Warum es Uberhaupt bei einigen Menschen zu einem Zusammenbruch oder zumindest zu ei-
ner Stérung der Immuntoleranz und damit zur Produktion von Auto-AK kommt, oder was genau
der Ausloser der Entstehung von Autoimmunerkrankungen ist, ist bisher noch nicht vollstan-
dig verstanden®2®3, Grundsatzlich ist die Balance zwischen regulatorischen T-Zellen (T eg) und
autoreaktiven T-Zellen bei der Aufrechterhaltung der Immuntoleranz bedeutsam®(s. Abb. [1.4).
Kommt es beispielsweise durch Mutationen oder Infektionen getriggert zu einer Verschiebung
dieses Gleichgewichts hin zu den autoreaktiven T-Zellen, kénnen Autoimmunerkrankungen
entstehen®?,

In der initialen Phase der EBA kommt es zum Toleranzverlust gegenlber COL7. Das HLA-
DR2 der MHC Kilasse-ll, welches fur die Aintigenprasentation des extrazellular gelegenen
Kollagens auf der Zelloberflache zustandig ist, ist bei EBA-Patienten gehauft prasent!. Au-
toreaktive CD4 T-Zellen erkennen das préasentierte Antigen und verhelfen anschlieBend den
B-Zellen zur Auto-AK-Synthese®26567 (s Abb. [1.4).

Unverzichtbarer Bestandteil der EBA ist neben den frei zirkulierenden oder gewebegebunde-
nen AK das Autoantigen COL7. Die Geninformation fiir das 290 kDa grof3e Protein liegt auf
dem kurzen Arm des Chromosoms 3. Es besteht aus drei a-Ketten, die sich jeweils aus ei-
ner zentralen 145 kDa schweren kollagenen Doméne, einer angrenzenden 145 kDa schweren
amino-terminalen nicht-kollagenen (NC1) Doméane und einer angrenzenden 34 kDa schwe-
ren carboxy-terminalen nicht-kollagenen (NC2) Doméne zusammensetzen #6870 (s Apb.[1.3).
Studien mit EBA-Patientenseren zeigten, dass die Auto-AK in den meisten Fallen an Epitope
im Bereich der NC1 Doméane binden®*72, Nur selten wurden Berichte von Patienten mit AK
gegen die kollagene’® oder die NC2 Domane* verdffentlicht.

Sobald die AK das COL7 in der DEJ erreicht haben, binden sie daran und aktivieren sowohl
Uber den klassischen Weg (direkte Immunkomplexbindung an C1g”®) als auch Uber den al-
ternativen Weg'”® das Komplementsystem©®3%6/72i’8_ Dig Spaltung der Komplementfaktoren C3
und C5 flhrt zur Freisetzung von C3a und C5a, welche wiederum eine wesentliche Rolle bei
der Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten inne haben”®”®. Die bedeutende Rolle der
Komplentaktivierung und -wirkung konnte anhand C5-defizienter Mause gezeigt werden, die
vollstéandig vor Blasenbildung bei induzierter EBA geschiitzt waren®?. Auch ein Mangel des fiir
den alternativen Weg bedeutsamen Faktors B fiihrte zu geringerer Krankheitsaktivitat .
Neben der Rekrutierung durch das Komplementsystem werden Neutrophile Gber proinflamma-
torisch und chemotaktisch wirksame Zytokine, wie GM-CSF, CXCL1/2, IL1c/3 und TNF /81784,
zur verstarkten Migration in die Haut bewegt. Uber Oberflachenmolekiile wie 32-Integrin®
oder Bindung ihres Fcy-Rezeptors an den Fc-Teil der immobilisierten IgG Auto-AK®87 werden
die neutrophilen Granulozyten aktiviert, wobei unterschiedliche intrazellulare Signalkaskaden
in Gang gesetzt werden. Die Bedeutung des Fcy-Rezeptors zeigte sich in Tierversuchen, bei
denen der Verlust des Rezeptors bei mit COL7 immunisierten Mausen zu einem Schutz vor
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Abbildung 1.3 Aufbau von COL7 und der COL7-Ankerfibrillen (Ref.23"! modifiziert)
Eine einzelne COL7 «-Kette besteht aus einer zentralen Kollagenregion, die von einer nicht-
kollagenen-(NC)1-Doméne Uber eine von-Willebrandt-Faktor-A2(vVWFA2)-Doméane am Amino-Ende
und einer NC2-Domé&ne am Carboxyl-Ende flankiert wird. Drei identische Ketten lagern sich zu einem
helikalen Monomer zusammen. Disulfidbriickenbindungen an sich Uberlappenden Carboxyl-Enden
fOhren zur Bildung von antiparallelen Dimeren, die sich wiederum zu COL7-Ankerfibrillen zusammen-
lagern.

Erkrankungssymptomen fiihrte®®7. Auch die Unterdriickung von TNF« fiihrte in vivo zu einem
Schutz vor Hautlasionen®®, Folge der Neutrophilenaktivierung ist neben der Freisetzung von
MMP auch die Ausldsung des sogenannten ,respiratory burst“60859091 (s Apb. [1.4).

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS), die den respiratory burst ausmachen, sind ausschlagge-
bend an der Krankheits- bzw. Symptomentstehung der EBA, der Spaltung der Epidermis von
der Dermis, beteiligt. Die Neutrophilen, die ROS freisetzen und die Mehrzahl der in die Haut-
schichten infiltrierten Leukozyten darstellen, gelten daher auch als Haupteffektorzellen der
EBA79:92_

Neben den Neutrophilen werden auch andere Zellen, wie Keratinozyten, Makrophagen oder
Mastzellen aktiviert®2/88993 die {iber Zytokinfreisetzung®* die Entziindungsreaktion aufrecht-
erhalten. T-Zellen scheinen ebenfalls z.T. in der Effektorphase an der Krankheitsauspragung
beteiligt zu sein®®. Sie aktivieren lber Zytokine B-Zellen, die dann zur Produktion der Auto-AK
beitragen©263:66,

Das Flightlessprotein | (Flii) wurde kirzlich als potenzielle neue Zielstruktur zur Behandlung
der EBA identifiziert. Bei in vivo Versuchen mit M&ausen wurde bei starker Expression des Pro-
teins, das an der Wundheilung beteiligt ist, ein klinisch schwererer Phanotyp der EBA ausgebil-
det. Die pharmakologische Blockade von Flii resultierte in einem weniger stark ausgepragten
Krankheitsbild %8,
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Abbildung 1.4 Schematische Darstellung pathologischer Mechanismen bei EBA (Ref.%3, modi-
fiziert) Toleranzverlust im Thymus gegen COLY7 fiihrt zur Genese autoreaktiver T-Zellen, die B-Zellen
zur Auto-AK-Synthese verhelfen. Die Auto-AK binden an der DEJ an COL7 und aktivieren neutrophi-
le Granulozyten Uber den Fcy-Rezeptor. Das Komplementsystem wird aktiviert, weitere Immunzellen
wie Mastzellen setzen Zytokine frei, die wiederum zu verstarkter Neutrophilenaktivierung fihren. Freie
Radikale degradieren extrazellulare Matrix, sodass es zum Kontaktverlust zwischen Dermis und Epi-
dermis mit der Folge von subepidermaler Blasenbildung kommt. TCR, T-Zell-Rezeptor; B, B-Zelle;
APC, Antigenprésentierende Zellen.

1.4 Neutrophile Granulozyten

1.4.1 Funktionen neutrophiler Granulozyten

Die neutrophilen Granulozyten, auch polymorphkernige Leukozyten (PMN), sind dem zellu-
laren, angeborenen Immunsystem zugehérig®?. Sie sind wahrend der frihen Abwehrphase
wesentlich an der Erkennung, Abt6tung und Elimination kérperfremder Mikroorganismen be-
teiligt. Im Knochenmark, dem wichtigsten hamatopoetischen Organ, reifen die neutrophilen
Granulozyten aus der Reihe der Leukozyten heran und unterscheiden sich durch ihre Far-
beeigenschaften und Kernmorphologien von anderen Leukozyten®®. Die Granulozyten selbst
lassen sich wiederum anhand ihres stab- oder segmentférmigen Kerns und anhand ihrer un-
terschiedlich gefarbten Granula klassifizieren19% Den gréBten Teil ihrer Lebenslaufzeit ver-
bringen die Granulozyten wahrend der Ausreifung im Knochenmark. Die reifen Zellen werden
in die Blutbahn geschwemmt, wo sie mit einer Lebenshalbwertszeit von 10-12 Stunden, bei
Migration in entsprechendes Gewebe von 1-2 Tagen, verbleiben™®. In einem dynamischen
Prozess werden téglich etwa 120 Mrd., etwa 1-2%"% aller Neutrophilen, in das GefaBsystem
eingeschwemmt und herausgefiltert. Der Grof3teil der reifen Neutrophilen verbleibt als Reser-
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ve im Knochenmark®?,

Bei Entziindungsprozessen kommt es zu einem massiven Anstieg zirkulierender neutrophi-
ler Granulozyten. Dabei kommt dem Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierenden Faktor
(GM-CSF), der die Granulopoese bzw. die Menge an peripher zirkulierenden Neutrophilen
bis auf das 10fache steigern kann'%"4 eine essentielle Bedeutung zu. AuBerdem werden
pro-inflammatorische Zytokine, wie der Tumornekrosefaktor (TNF) und Interferon (IFN), sowie
Chemokine, wie IL-8 oder IL-13, aktivierte Komponenten des Komplementsystems (C5a), Leu-
kotriene (LTB4) oder bakterielle Peptide (fMLP) frei, welche zum Recruitment der Neutrophilen
beitragen und sie an den Ort des Entziindungsprozesses leiten19210>:197 Dje Transmigrati-
on aus dem GefaBsystem in das umliegende Gewebe, auch Diapedese genannt, wird durch
Oberflachenantigene der Neutrophilen Gber IL-1 stimulierte Adhasion an das Endothel der
GefaBe ermoglicht1%, Von Bedeutung bei diesem sogenannten Rolling- und anschlieBenden
Migrationsprozess sind durch Zytokine aktivierte Endothelzellen, die auf ihrer Oberflache P-
und E-Selektine'® sowie die Adhasionsmolekiile ICAM1 und ELAM1%% exprimieren. Zudem
sind die auf der Granulozytenoberflache exprimierten Glykoproteine der CD18/CD11 Familie,
L-Selektine und 32-Integrine an der Diapedese beteiligt’®™1 Y. Untersuchungen zeigten, dass
AK gegen CD18 die Migration verhindern,® nicht jedoch AK gegen LECAM1, was auf eine
starkere Bedeutung von LECAM1 bei der reinen Adhé&sion an das Endothel und auf eine star-
kere Bedeutung von CD18 bei der Diapedese hindeutet'®.

Treffen neutrophile Granulozyten nach der Migration im Gewebe auf (immobilisierte) Immun-
komplexe, binden sie mit ihrem Oberflachenrezeptor Fcy den Fc-Teil des im Immunkomplex
fixierten AK. Dartiber werden unterschiedliche intrazellulare Signalkaskaden der Neutrophilen
aktiviert, die zu Immunantworten flihren, welche der Abtétung und Elimination von Pathoge-
nen dienen. Neben den Fcy-Rezeptoren werden auf der Oberflache neutrophiler Granulozyten
auch sogenannte Mustererkennungsrezeptoren (PRR (Pattern Recognition Receptor)), ein-
schlieBlich der Familie der Toll-like Rezeptoren (TLR), exprimiert, welche das Erkennen von
Pathogenen oder geschadigtem Gewebe anhand charakteristischer Muster erméglichen.

Die Bindung und Aktivierung der Rezeptoren ruft in den Neutrophilen unterschiedliche Effek-
torfunktionen hervor. Dazu zahlt u.a. die Generierung extrazellularer Fasernetzwerke (NETs:
neutrophil extracellular traps)2. Bestehend aus DNA und Histonen, ausgestattet mit Granula-
proteinen, wie Myeloperoxidase, neutrophiler Elastase, MMP9 oder Peptidoglykan erkennen-
den Proteinen (PGRP-S), besitzen sie die Fahigkeit Fremdkdrper zu erkennen, zu binden und
zu vernichten'2, Eine gesteigerte NET-Bildung kann bei Infektionen, aber auch bei Autoimmu-
nerkrankungen wie Psoriasis, Vaskulitiden, Antiphospholipid-Syndrom, rheumatoider Arthritis
(RA) und SLE beobachtet werden™3, Sie kdnnten als Ziel zur Erforschung neuer Biomar-
ker und Therapiemdéglichkeiten von Autoimmunerkrankungen wie EBA ebenfalls in den Fokus
riicken™ s,

Eine substanzielle Bedeutung kommt im Prozess der Neutrophilenaktivierung auf3erdem der
Nicotinsaureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat- (NADPH) Oxidase zu, welche fir die Synthe-
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se von Superoxidanionen (Oy"), als Vorstufe anderer ROS verantwortlich ist'®11# Die Myel-
operoxidase katalysiert die Reaktion von Wasserstoffperoxid mit Chloridionen zu Hypochlorit-
lonen (CIO™), welche wiederum zur Oxidation verschiedener Biomolekile beitragen, sodass
apoptotisches Material fiir Phagozyten erkenntlich gemacht wird™2,

Neben der Zerstérung fremder Organismen und apoptotischen Materials kommt der NADPH-
Oxidase und ihrer Generierung von ROS eine Schllisselrolle bei der Entstehung von Gewebe-
schadigungen des eigenen Kdrpers zu, wie es bei EBA und anderen Autoimmunerkrankungen
der Fall ist®.

1.4.2 Signaltransduktionen neutrophiler Granulozyten, die zur
ROS-Freisetzung und EBA fiihren

Die Phosphorylierung von Proteinen spielt im metabolischen Regulationsmechanismus eine
wichtige Rolle™®. So wird auch bei der Aktivierung neutrophiler Granulozyten durch Bindung
von Faktoren an unterschiedliche Rezeptoren die Phosphorylierung verschiedener Proteine
ausgeldst, was wiederum zur Aktivierung einer Reihe unterschiedlicher Signalkaskaden mit
unterschiedlichen Effektorfunktionen flhrt.

Bei der EBA spielt neben einer verstarkten Neutrophilenfreisetzung vor allem deren Aktivie-
rung und der damit einhergehende ,respiratory burst bei der Destruktion der Hautintegritat
eine bedeutende Rolle. Dabei kénnen unterschiedliche Reize und Rezeptoren die Signalkas-
kaden stimulieren, die letztendlich, getriggert durch die aktivierte NADPH-Oxidase, zur ROS-
Freisetzung flhren.

Bei Immunkomplexbindung an den Fcy-Rezeptor werden beispielsweise der Src-Familie zuge-
horige Tyrosinkinasen, wie Hck, Fgr und Lyn#318 phosphoryliert, welche wiederum die PI3K3
(Phosphoinositid-3-Kinase), p38 MAPK (Mitogen-aktivierte Protein Kinase), AKT und ROR«
(Related Orphan Receptor) stimulieren®19120 | etztendlich wird so durch Immunkomplexbin-
dung an den Fcy-Rezeptor die Freisetzung von MMPs und ROS bewirkt®%&®1 |n Kooperation
mit dem C3-Rezeptor aktiviert der Fcy-Rezeptor auf der einen Seite den fir die Phagozyto-
se notwendigen Signalweg der Aktinpolymerisation und auf der anderen Seite die NADPH-
Oxidase, wodurch ROS freigesetzt wird"4".

Die Beteiligung der Src-Tyrosinkinasen an der ROS-Freisetzung konnte an mutierten Maus-
stdmmen, Hck=/~, Fgr=/~ und Lyn—/~, gezeigt werden, die bei AK-Injektion im systemischen
Modell der EBA vollsténdig vor der Erkrankung geschiitzt waren™'®, Die Phosphorylierung der
Src-Kinasen flihrt zur Aktivierung der nachgeschalteten SYK (Spleen Tyrosin Kinase)'2123,
bei deren Blockade bzw. Fehlen die ROS-Freisetzung deutlich reduziert wurde™1~.

Sobald die Neutrophilen aktiviert werden, wird die PI3K aus dem Plasma in die Zellmembran
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Abbildung 1.5 Beispielhafte Signalkaskade zur Freisetzung von ROS aus aktivierten neutrophi-
len Granulozyten (Ref.®® modifiziert nach1%7)
Die in die Haut migrierten Neutrophilen binden Uber Fcvy-Rezeptoren an die gewebegebundenen
COL7-anti-COL7-Immunkomplexe. Durch die Rezeptorbindung werden Signaltransduktionswege ge-
triggert, in die Kinasen der Src-Familie, SYK, ERK, AKT und p38 MAPK involviert sind®%1Z. Neben
der Aktivierung Uber den Fcy-Rezeptor wurde kirzlich die Bedeutung von LTB4 und seinem Rezeptor
BLT1 bei der Rekrutierung und Migration der Neutrophilen in durch Auto-AK entziindetes Gewebe
erkannt'%Z. Die Aktivierung der Signalkaskaden fiihrt letztendlich zur Freisetzung von Mediatoren wie
den ROS, die in der Pathogenese der EBA eine essentielle Rolle spielen. AuBerdem werden Chemoki-
ne, Zytokine und Proteasen synthestisiert und freigesetzt, die zur Verstarkung der (Selbst-)Aktivierung
und Rekrutierung der Neutrophilen beitragen.

transloziert. Es kommt zur Aktivierung einer Signalkaskade, welche tber Phosphorylierung
weiter abwarts liegende Effektoren, wie die Protein Kinase B (PKB), auch bekannt als AKT,
aktiviert'2#12% Diese flihrt auf einem Ras-Raf-unabhangigen Weg zur Phosphorylierung der
Mitogen-aktivierten Kinasen ERK1 und ERK212®, Die pharmakologische Blockade der Phos-
phorylierung von PKC (Protein Kinase C), PISK, AKT, p38 MAPK oder ERK1/2 in vitro verrin-
gerte die ROS-Freisetzung aktivierter neutrophiler Granulozyten=12Z, Die Inhibition von p38
MAPK oder ERK1/2 fiihrte in vivo zu verringerter dermo-epidermaler Blasenbildung=?.

Der Tumornekrosefaktor o (TNF«) spielt bei der Aktivierung neutrophiler Granulozyten und
deren Freisetzung von ROS ebenfalls eine Rolle. Uber die Aktivierung von Serin/Threonin
Protein Kinasen werden Uber MEKK und MEK1 verschiedene ERKs (Extrazellular-Signal Re-
gulierte Kinase) innerhalb des MAPK-Signalweges aktiviert'?®, TNFa kann auch durch MAPK
unabhéangige Signalwege Uber die PI3K zur Zellaktivierung und ROS-Freisetzung flhren12Z.
Ein weiterer Signalweg umfasst die Phosphorylierung der Phospholiapse C~ (PLC), welche
einen Anstieg der intrazellularen Calciumkonzentration und die Produktion von Diazylglycerol
(DAG) zur Folge hat. DAG stimuliert die PKC, deren Inhibierung zu einer verringerten Frei-
setzung von Superoxidanionen fuhrt, was ihre Bedeutung in der Generierung des ,respiratory
burst“ verdeutlicht2!129,
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Der NADPH-Oxidase kommt bei der ROS-Freisetzung, wie bereits erwahnt, eine bedeuten-
de Rolle zu. Uber die Phosphorylierung einer 48 kDa schweren Untereinheit™® p477hox, mit
homologen Domanen zu Tyrosin Kinasen der Src-Familie, kann die NADPH-Oxidase aktiviert
werden. Sowohl die PKC als auch die Protein Kinase A (PKA) oder p38MAPK und ERK2 kén-
nen die Aktivierung der Oxidase steuern®31713%

Auch eine Reihe GTP-bindender Proteine, die an Regulationsmechanismen verschiedener
Zellantworten beteiligt sind, kdnnen in Neutrophilen die Aktivitdt der NADPH-Oxidase und da-
mit die ROS-Freisetzung beeinflussen. In zellfreien Untersuchungen konnte gezeigt werden,
dass der Phosphorylierungszustand der zur Rho-Familie zugehérigen Rac-Proteine, in Asso-
ziation mit GTP bzw. GDP, zum An- oder Ausschalten der NADPH-Oxidase von Bedeutung
ist19%, In Korrelation dazu steht die Beobachtung der absoluten Notwendigkeit von GTP zur
Aktivierung der NADPH-Oxidase™®%> AuBerdem stehen Rac-GTPasen in Leukozyten mit
p21-aktivierten Kinasen (PAKs) in Verbdingung, die wiederum den ,resiratory burst* modulie-
rentse,

Kirzlich konnte ROR« als ein weiterer bedeutender Mitspieler bei der Synthese bzw. Freiset-
zung von ROS identifiziert werden. Bei Behandlung mit einem RORa-Inhibitor setzten humane
neutrophile Granulozyten in vitro weniger ROS frei20,

Zur Aktivierung der Neutrophilen scheint auch das Chaperon HSP90 (Heat-Shock-Protein 90)
entscheidend beizutragen®?, da die pharmakologische Blockade zu einer reduzierten ROS-
Freisetzung fiihrte38, Sowohl in vitro als auch in vivo konnte die die HSP90-Blockade vor
Hautschadigungen schiitzen©9138139,

Die ROS-Freisetzung aus Neutrophilen ist entscheidend fir die Auspragung der EBA Sym-
ptome. Dennoch werden Uber viele weitere Signalkaskaden weitere Funktionen und Mecha-
nismen, wie beispielsweise eine gesteigerte Freisetzung der Neutrophilen aus dem Knochen-
mark, die Migration und Rekrutierung in entsprechende Gewebe, die Ausbildung von NETs
oder die Freisetzung von Granula gesteuert. Bei der Migration Neutrophiler aus dem Ge-
faBsystem werden Signale von 32-Integrinen und TNF-Rezeptoren mit Hilfe der Pyk2 inte-
griert. Die Neutrophilen setzen daraufhin Granula und gewebsschadigende Substanzen, wie
die ROS, frei. Die Bedeutung von Src-Tyrosinkinasen (Fgr und Hck) bei diesem Regulations-
prozess zeigte Mocsai in seiner Studie mit Hck=/~ Zellen, die keine Granula freisetzten49,

In dieser Arbeit konzentriere ich mich allerdings auf die Signalkaskaden, die zur Freisetzung
von ROS aus den Neutrophilen flhren.

14



1 Einleitung

1.5 Charakteristika und Anwendungsgebiete der in vivo

verwendeten Signaltransduktionsinhibitoren (STI)

Sotrastaurin (AEBOQ71) ist ein nicht selektiver PKC-Inhibitor, der neben der #-Untereinheit
(ICs0 0,22 NnM) in hdheren Konzentrationen auch die a-, 5 und §-Untereinheit (ICso 0,6 - 2,1
nM) blockiert'*". Die PKC ist im Signaltransduktionsweg relativ zu Beginn gelegen™2, wird
durch DAG beeinflusst, calciumabhangig aktivert'#2143 ynd kommt mit ihren Subformen in
verschiedenen Geweben unterschiedlich stark ausgepragt vor. Auch in Zellen des Blut- und
Immunsystems, wie den Monozyten'#* | den T- und B-Zellen1*714% ynd den neutrophilen Gra-
nulozyten®%152 wird die PKC exprimiert. Die T-Zell-Proliferation kann mit einem 1Cso von
90 nM blockiert werden"#®. Sotrastaurin ist mit Nebenwirkungen gastrointestinaler Art, wie
Durchfall, Obstipation, Ubelkeit und Erbrechen sowie Andmien und Tachykardien™3154 gin ei-
nigermafen gut vertragliches oral verabreichbares Medikament. Durch die Blockade der PKC
konnte bei nieren- und lebertransplantierten Patienten in klinischen Studien der Phase Il eine
kurzfristige Wirksamkeit gegen AbstofBungsreaktionen durch verringerte T-Zellaktivierung und
damit einhergehender verringerter Immunantwort gezeigt werden1>471°6,

GDC-0941 blockiert verschiedene Untereinheiten der PI3-Kinase, insbesondere p110«a und
p1104 (ICso 3 NM)*°7, Seine giinstigen pharmakokinetischen und toxikologischen Eigenschat-
ten"®” sind Voraussetzung fiir die Verwendung von GDC-0941 in in vivo Modellen und klini-
schen Studien. Sowohl préklinische Versuche mit Xenograft-Modellen fir HER2-positive Tu-
moren oder das Medulloblastom bei Mausen™=8+1€% als auch klinische Phase | und Il Studien
zu ,soliden*8! oder Ostrogenrezeptor-positiven Tumoren®® wiesen bei taglicher oraler Be-
handlung mit GDC-0941 eine antiproliferative Wirkung des PI3K-Inhibitors auf. In der Kanze-
rogenese stellt der PISBK/AKT Signalweg einen entscheidenden Aspekt beztiglich Proliferation,
Migration und Angiogenese dar'>#1%%, Dieser Signalweg wird auch bei Immunkomplexbindung
Uber den Fcvy-Rezeptor auf neutrophilen Granulozyten aktiviert und sorgt fir die Bereitstellung
von ROS zur Abwehr fremder Organismen‘4'.

Bei Autoimmunerkrankungen, wie z.B. der kollageninduzierten Arthritis, wirken andere PI3K-
Inhibitoren, wie 1C-87114 (ICsy 0,5 1M1¢%), abmildernd auf den Krankheitsverlauf'®41¢> Be-
schrieben wurde eine deutliche Reduktion der Anzahl zirkulierender AK, der Produktion pro-
inflammatorischer Zytokine, der Zellmigration und der Schwellungen, ausgehend von der Blo-
ckade des PI3K/Akt-Signalweges durch IC-87114 in B-Zellen1®®, In einem Mausmodell zur all-
ergischen Immunanwort in der Haut flihrte die Gabe von IC-87114 dosisabhangig zu einr redu-
zierten Mastzelldegranulation und damit zu einer geringer ausgepragten Immunantwort'”,

Uber die PI3K wird im weiteren Verlauf der Signalkaskade AKT aktiviert. Dafiir ist die Phospho-
inositid-abhéngige Protein Kinase 1 (PDK1) notwendig'®®, die durch BX-795 inhibiert wird'®®
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(ICso 6 NM€9), Bisher wurde die PDK1-Blockade therapeutisch v.a. bei tumordés wachsenden
Zellen untersucht, da diese haufig eine Uberexpression der PDK1 aufweisen™ und die Be-
handlung mit PDK1-Inhibitoren in vitro zu reduziertem Tumorwachstum flihrtg 68170,

BX-795 blockiert in Folge der PDK1-Inhibierung auch die Phosphorylierung nachgeschalte-
ter Kinasen, wie PKC und AKT"“, Im Endeffekt resultiert daraus die Funktionseinschrankung
einer an der Migration von Neutrophilen und Makrophagen und an der Aktivierung und Pro-
liferation von T- und B-Zellen’2173 peteiligten Signalkaskade. Bei Untersuchungen zu PDK1-
abhangigen Regulationsmechanismen in neutrophilen Granulozyten konnte eine Abhangig-
keit zwischen PDK1 und der neutrophilen Chemotaxis, nicht jedoch zwischen PDK1 und der
ROS-Freisetzung feststgestellt werden. PDK1-knock-out Neutrophile zeigten keine Alteration
der ROS-Freisetzung™™. In Experimenten mit multiplen Myelomzellen stellte man dariiber hin-
aus sogar einen Anstieg reaktiver Sauerstoffspezies bei Behandlung mit einem PDK1-Inhibitor
(Dichloracetat) fest /4.

PH-797804 ist ein Inhibitor der p38a MAPK (ICso 26 nM™7®). Die MAPK-Signalkaskade, die
ebenfalls der PI3K nachgeschaltet ist, kann durch proinflammatorische Mediatoren, wie TNF-
a und IL-15, aktiviert werden und nimmt bei der Entwicklung von entziindlichen Erkrankungen,
beispielsweise Morbus Crohn, Psoriasis und RA, eine entscheidende Rolle ein/*7 Aufgrund
der stark selektiven Wirkung auf p38«, der guten pharmakokinetischen Eigenschaften nach
oraler Gabe und der deutlich antiinflammatorischen Wirksamkeit in Tierversuchen nach Endo-
toxingabe oder bei RA besitzt PH-797804 hohes Potential bezliglich seiner Anwendung am
Menschen.

Wahrend bei chronisch-entzindlichen Erkrankungen h&ufig Uberaktive B- und T-Zellen und
proinflammatorische Milieus mit Aktivierung von Immunzellen sowie Freisetzung proinflamma-
torischer Zytokine im Vordergrund stehen’”, konzentriert sich diese Arbeit auf neutrophile
Granulozyten und ihren Beitrag zum Pathomechanismus der EBA. Es konnte bereits gezeigt
werden, dass die Migration Neutrophiler in Lungengewebe und Sputum von COPD-Patienten
nach LPS-Inhalation durch orale Gabe von PH-797804 minimiert werden kann®’®. Auch die
ROS-Freisetzung aus Neutrophilen und die damit einhergehende Spaltbildung der Haut an
der DEJ kann MAPK-abhéngig reguliert werden®>.

MK-2206 hat durch die Blockade von AKT1/2/3 (ICs, 8 nM/ 12 nM/ 65 nM1%®) bereits sei-
ne Wirksamkeit auf unterschiedliche Tumoren in vitro, in vivo sowie in klinischen Studien
gezeigt'®?. Der AKT-Signalweg hat neben seiner Bedeutung bei Tumorwachstum auch auf
Regulationsmechanismen des Immunsystems Einfluss. Zellantworten neutrophiler Granulo-
zyten, Makrophagen, dendritischer Zellen und T-Zellen kénnen Gber diesen Weg verandert
werden 81182 5o jst AKT in Signalkaskaden involviert, die bei Entziindungsprozessen in Neu-
trophilen zur Synthese proinflammatorischer Zytokine und Chemokine, zur Zellrekrutierung
und zur NADPH gesteuerten ROS Generierung beitragen®’.
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Die Rac-GTPase, genauer die Rac1- und Rac3-GTPase, die durch EHop-016 inhibiert wird"®3
(ICso 1,1 uM™3), liegt in der Signalkaskade ebenfalls der PI3K nachgeschaltet. Die Migration
und Invasion von Krebszellen konnte durch EHop-016-Gabe in in vitro und in vivo minimiert
werden 83184 Untersuchungen zur Aktivierung der NADPH-Oxidase wiesen vor allem auf eine
Beteiligung der Isoform Rac2 und weniger der von EHop-016 spezifisch blockierten Isoformen
Rac1 und Rac2 hin™°,

Der PI3K-Signalweg steht neben der Aktivierung nachgeschalteter Kaskaden, wie PKC und
AKT, auch mit c-Met, dem Tyrosin Kinase Rezeptor fir den HGF-Signalweg (Hepatocyte Grow-
th Factor), in Verbindung®. Der liber den HGF/SF Liganden aktivierte Rezeptor war als On-
kogen und Zielmolekil v.a. in der onkologischen Forschung von Bedeutung. Seine Blocka-
de durch orale Gabe von PHA-665752 (ICs, 9nM*8%) mit anschlieBend geringerer Phospho-
rylierung nachgeschalteter Mediatoren, einschlieBlich Gab1, ERK1/2, PI3K, AKT, PLC~ und
STAT31867188 f{ihrte zur dosisabhangigen Volumenreduktion von Tumoren 182189190

Neben der direkten Wirkung auf Tumorzellen hat der c-Met Signalweg auch eine immunre-
gulatorische Funktion™®'. Die c-Met gesteuerte Signalkaskade steigert bei Aktivierung in vivo
die Rekrutierung neutrophiler Granulozyten aus dem Knochenmark sowie die transendothe-
liale Migration bei Tumorgeschehen®®2. Demgegeniiber stehen Untersuchungen, die der Ak-
tivierung des c-Met Signalweges durch den HGF Liganden eine immunprotektive Wirkung
im Sinne einer Antigentoleranz dendritischer Zellen und Hochregulation antiinflammatorischer
Zytokine zuschreiben®!.

NU7441 hemmt die DNA-PK (ICso-Wert 14 nM199) und wurde bisher ebenfalls v.a. als the-
rapeutische Option bei kanzerésen Prozessen erforscht, da die Blockade der DNA-PK zu
erhohter Zytotoxizitat und Sensitivitdt gegenlber Radiotherapie flihrte'®#1%%. Die schlechte
Wasserldslichkeit und orale Bioverflgbarkeit von NU7441 schréankten jedoch weitere klinische
Forschungen ein19#1%61197 Neben der Bedeutung in der Tumorentstehung scheint die DNA-PK
auch immunregulatorische Funktionen zu besitzen. Pathogene virale oder bakterielle Prote-
ine und DNA sowie korpereigene veranderte oder geschadigte DNA-Bestandteile kann die
DNA-PK Uber die PAMPS (pathogen-associated molecular patterns) erkennen. Die Aktivie-
rung der DNA-PK nach Entdeckung solcher Muster ruft durch Induktion von IFNS3, Zytokinen
und Chemokinen eine Immunantwort hervori®,

Propranolol ist ein 3-Adrenorezeptoren blockierendes Medikament (ICsy 12 nM™2) und wird
heutzutage im klinischen Alltag bereits haufig eingesetzt. Neben den herzspezifischen (1-
Rezeptoren bindet Propranolol auch an 52-Rezeptoren, nicht jedoch an 3-Rezeptoren und
gehort damit zur Gruppe der nicht herzselektiven Betablocker. Kardiale Erkrankungen229-203,
Hamangiome29472%6 ynd Migrane sind Krankheiten, die mit diesem Betablocker behandelt wer-
den%”, Allgemein gilt Propranolol als sehr gut vertragliches Medikament mit unspezifischen
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Nebenwirkungen, wie Ubelkeit, Erbrechen, Diarrhd, Miidigkeit, Schwindel oder Kopfschmer-
zen sowie z.T. Bradykardien, Hypotensionen und Hypoglykamien20%208,

Die Bindung an (3-Rezeptoren resultiert in der Uber G-Proteine gekoppelten Aktivierung unter-
schiedlicher Signalkaskaden wie beispielsweise der Adenylatzyklase (AC), die mit erhéhten
cAMP-Spiegeln einhergeht und so die zellularen Mechanismen reguliert2®®. Agonisten der 32-
Rezeptoren flihren zur Aktivierung der Src-Tyrosin Kinasen, Ras und MAPK2%210 Diese ha-
ben wiederum die Aktivierung verschiedener Signalwege wie Raf/MEK/ERK und PISK/AKT zur
Folge, wodurch Transkriptionsfaktoren aktiviert werden und Zellproliferation und -tUberleben
reguliert wird4". Die Behandlung mit dem /32-Antagonisten Propranolol fiihrte bei infantilen
Hamangiomen zu einer Reduktion der Angiogenese durch verringerte Expression des Wachs-
tumsfaktors VEGF (rewieved?%®) und bei Krebszellen zu einer verminderten Freisetzung von
MMP2Y, Gerade die verminderte Freisetzung von MMP ist in der Betrachtung fir EBA ein
interessanter Effekt, da sie neben ROS zur Schadigung des Gewebes beitragens.

Nilotinib fand mit seiner Fahigkeit das Bcr-Abl Fusionsprotein zu blockieren (ICsy <30 nM=412)
besonders in der onkologischen Forschung an leukamischen Zellen Aufmerksamkeit2'®, Die
hinter Bcr-Abl gelegenen aktivierten Signalwege, wie PI3K/ AKT/mTor, fihren zu verlangertem
Zelliberleben, sodass die Blockade von Bcr-ABI nach vielen klinischen Phase [, Il und Il
Studien nun therapeutisch genutzt wird?™, Der c-Abl Teil des Fusionsproteins wird auch von
Zellen des Immunsystems exprimiert und kann Uber verschiedene Signalwege, beispielsweise
Uber Eingriff in den NF-xB Signalweg, T- und B-Zellen regulieren?21215216 Aych Neutrophile
kénnen durch c-Abl-Blockade in ihrer 5-Intergin-abhangigen Migration gehemmt werden!”.

Neben den Rezeptoren und intrazellular gelegenen Kinasen stellt TNFa einen Parameter im
Serum dar, der bei Entziindungen vermehrt vorkommt und der bei der Regulation der Im-
munantwort auf entziindliche Prozesse eine Schliisselrolle einnimmt®¥21®_ Bei Patienten mit
AIBD sind TNFa-Serumlevel erhoht2¥220, |m EBA-Mausmodell konnten erhdhte Spiegel von
TNFa in den Hautldsionen, nicht aber im Mausserum gefunden werden®®. Etanercept (ETA)
(Enbrel), Adalimumab, Golimumab und Infliximab sind TNFa-Inhibitoren, die bei vielen ent-
ztndlichen Erkrankungen, wie RA%2Y und Autoimmundermatosen#?222° gingesetzt werden.
Wahrend Studien zu Etanercept bei RA im Vergleich zur Placebobehandlung keine starker

221

ausgepragten Nebenwirkungen identifizierten=<', sehen andere Studien einen Zusammen-

hang zwischen Etanercept und der Entstehung kutaner Vaskulitis?® und Morbus Crohn2”.
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1.6 Zielsetzung

Als Haupteffektorzellen stellen neutrophile Granulozyten in der Pathogenese der EBA einen
entscheidenden Faktor dar. Uber ihre Aktivierung und die damit verbundene, tber verschie-
dene Signalkaskaden getriggerte Freisetzung von ROS rufen sie Symptome wie Hautscha-
digung und Blasenbildung hervor. Die Behandlung dieser Erkrankung gestaltet sich bislang
noch schwierig, da die zur Therapie eingesetzten immunsuppressiv, jedoch wenig spezifisch
wirkenden Medikamente mit schwerwiegenden Nebenwirkungen einhergehen3228 Dar{iber
hinaus besitzen sie keine kurative Wirkung im Sinne einer ursachlich wirkenden Behandlung.
Ubergeordnetes Ziel meiner Arbeit ist es potentielle neue medikamentdse Ansatze zur The-
rapie der EBA zu finden. Durch eine spezifischere Wirkungsweise, als allgemein wirkende
Immunsuppressiva sie besitzen, sollen neue Therapien die Patienten von geringeren Neben-
wirkungen profitieren lassen. Das langerfristige, Uber meine Arbeit hinausreichende Ziel ist
die Identifikation eines vorzugsweise topisch wirksamen Medikaments. Diese Applikationsart
geht in der Regel mit deutlich geringeren Nebenwirkungen einher.

Um ein Medikament mit spezifischerem Angriffspunkt zu finden, muss der Fokus naher auf den
Pathomechanismus der EBA und die Signalkaskaden der Immunkomplex-aktivierten neutro-
philen Granulozyten gerichtet werden.

Meine Untersuchungen konzentrieren sich auf Substanzen, die in einem vorangegangenen
Projekt unserer Arbeitsgruppe mit z.T. noch unveréffentlichten Daten aus einer Sammlung von
Medikamenten ausgewahlt wurden und die in den Signalweg der neutrophilen Granulozyten
eingreifen.

Die Validierung der Wirkung der Medikamente auf die ROS-Freisetzung und die damit ein-
hergehende Mdglichkeit eines neuen Therapieansatzes wurde auf zwei Arbeitsschritte aufge-
teilt:

1. Durch einen in vitro ROS-Freisetzungsversuch sollte die hemmende Wirkung verschie-
dener Medikamente auf die ROS-Freisetzung durch Immunkomplex-aktivierte, humane
neutrophile Granulozyten getestet werden.

2. In in vivo Untersuchungen mit einer lokal induzierten EBA Erkrankung bei Mausen sollte
die Fahigkeit der in vitro wirksamen Medikamente in Bezug auf eine geringere Krank-
heitsauspragung der EBA Uberprift werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Antigene, Antikorper, Seren, Reagenzien, Laborgeriate

und Verbrauchsmaterialien

Antigene und Antikorper

Spezifitat Konzentration oder | Hersteller, Firmensitz

Unit
hCOL7 E-F 0,7 mg/ml AG Recke, Uni Liibeck*?, Deutschland
anti-hCOL-IgG1 0,984 mg/ml AG Recke, Uni Liibeck*?, Deutschland
FITC conjugated Goat IgG Fraction to | 4 mg/mi MP Biomedicals, Eschwege, Deutsch-
Mouse Complement C3 land
Anti-humanes CD16 (Pacific Blue) Clone | 0,5 mg/ mi Biolegend, San Diego, USA
3G8
FITC conjugated Donkey anti-Rabbit IgG | 0,5 mg Jackson Immuno Research, Cambridge,

UK

Polyclonal Goat Anti-Rabbit Immunoglo- | 1 ml Agilent-Dako, Santa Clara, USA
bins/HRP

2.1.1 Reagenzien

Tabelle 2.1 verwendete Reagenzien und Chemikalen

Reagenzien/Chemikalien

Hersteller, Firmensitz

4’,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)

SIGMA-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Aceton

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Aqua dest. (Aqua ad iniectabilia)

Fresenius Kabi France, Hamburg, Deutschland

Albumin Fraktion V, biotinfrei

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Albumin Fraktion V, M - 66000 g/mol

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Dialyseschlauch Visking, Cellulose Typ 36/32 inch.

Wandst. 0,020 mm, B 44 mm

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Dimethyl Sulphoxide (DMSQO)

SIGMA-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Ethanol 70% vergallt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Formaldehyd solution 4%

MERCK KGaA, Darmstadt , Deutschland
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Tabelle 2.1 (Fortsetzung)

HEPES Bufer solution 1M

PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland

Histofix 4% sé&urefrei (pH 7)-phosphatgepufferte
Formaldehydlésung 4%

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Injektionsspritzen (Injekt-F 1 ml)

B Braun, Melsungen, Deutschland

Injektionsspritzen (Omnican F 1 ml)

B Braun, Melsungen, Deutschland

Ketamin

SIGMA-Aldirch, Steinheim, Deutschland

Luminol (5-Amino-2,3-dihydro-1,4-phtalazinedione
free acid)

SIGMA-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Natriumcarbonat Na-CO3, M = 105.99 g/mol

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Natriumchlorid >99,8%

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat >99,5% ,
p.a.

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Natriumhydrogencarbonat NaHCO;, M = 84.01

g/mol

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

NaCl 0.9% (steril und endotoxinfrei)

Fresenius Kabi France, Hamburg, Deutschland

Phosphate Buffered Saline (PBS) (1x) w/o CaCl,,
w/o MgCl,
ortho.Phosphorsaure 85%

GIBCO by life technologies, Waltham, USA

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Polyethylenegylcol (PEG) BioUltra 400

SIGMA-Aldirch, Steinheim, Deutschland

Polymorphprep

Fresenius Kabi Norge AS, Oslo, Norwegen

Propyleneglycol, Kosher

SIGMA-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Protein G Resin Saule (Cat.No. L00209 5 ml; Lot
No. C40071501)

GenScript, Piscataway, USA

RPMI 1640 w L-Glutamine, w 25mM Hepes

Lonza, Basel, Schweiz

RPMI 1640 w Glutamine, w/o Glukose, w/o Phenol
red, w 2.0g/L NaCHO3

Genaxxon bioscience GmbH, Ulm, Deutschland

Salzsaure (2N), 2 mol/l

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Tween 20 (Polyoxyethylenesorbitan monolaurate)

SIGMA-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Tween 80

SIGMA-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Tissue-Tek

Xylazin SIGMA-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Phorbol myristate accetate (PMA) SIGMA-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Beschichtungspuffer s. Anhang|6.1

Bindungspuffer s. Anhang|6.1

CL-Medium s. Anhang|6.1

2.1.2 Laborgerate, Verbrauchsmaterialien und Software
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Tabelle 2.2 verwendete Laborgeréte, Verbrauchsmaterialien und Software

Laborgerate und Verbrauchsmaterial

Hersteller, Firmensitz

Amicon Ultra-15 (Zentrikons)

Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland

96 Deep-Well Platte (non-treated)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

96 well Microplatte (high binding)

Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland

Butterfly, Safety-Multifly 21G 200 mm lang

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Combitips advanced 5 ml, 10 ml

eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland

Cutasept F Hautdesinfizienz

Bode, Hamburg, Deutschland

EDTA S-Monovette 9 ml K3E

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Gewebeinfiltrationsautomat Leica ASP300 S

Leica Biosystems, Nussloch, Deutschland

Glaseindeckautomat fir HE-Histologie Leica

CV5030

Leica Biosystems, Nussloch, Deutschland

GraphPad Prism 5

GraphPad Software, La Jolla, USA

Elektronische Analysenwaage (Analytical Plus)

OHAUS, Greifensee , Schweiz

Elektrophorese-Netzgerat PEQPOWER 250

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutsch-
land

ELISA-Tips: 2-200 pl; 20-300 pl

eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland

Filtropur V50, V20 Filter

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Fluoreszenz-Mikroskop BZ-9000

Keyence, Neu-Isenburg, Deutschland

Glaskapillaren: End-to-End Kapillare 20 pL K2E

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Hoods:
LamininAir HB 2448
Biowizard

Heraeus, Hanau, Deutschland
Kojair, Vilppula, Finnland

Klebefolie, optisch klar

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Kryostat Leica CM3040S

Leica Biosystems, Nussloch, Deutschland

Kihlraum Viessmann Kuhlsysteme GmbH, Allendorf, Deutsch-
land
LaTex LaTeX Project (Leslie Lamport), Mainz, Deutschland

MACSQuant Analyzer 10

Miltenyi Biotec, Auburn, USA

Mikrotom Leica RM2255

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

Neubauer Zédhlkammer Improved, 0,100 mm Tiefe,
0,0025 mm?

Marienfeld, Lauda-Kénigshofen, Deutschland

Nitrocellulose Blotting Membrane 0,45 ym

GE Healthcare Life science

Multikanalpipetten: 0,5-10 pl; 10-100 pl; 30-300 pl

eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland

Multipipetten PLUS (“Stepper”)

eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland

Office 365

Microsoft, Redmond, USA

Pasteur-Glaspipetten ISO 7712, 230 mm

Hecht-Assistent GmbH & Co KG, Rhén, Deutschland

Pasteur-Plastikpipetten 1 ml/Einmal-Pipette

BioSigma, Cona, ltaly

pH-Meter pH562

WTW, Weilheim, Deutschland

Pipetten Research: 0,5-10 pl; 2-20 pl; 10-100 pl;
100-1000 pl

eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland

Pipetus-Pipettierhilfe

Hirschmann Laborgerate, Eberstadt, Deutschland

Pipettenspitzen: 10 pl; 100 pl; 1000 pl

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Réhren 15 ml, 50 ml

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland
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Tabelle 2.2 (Fortsetzung)

SafeSeal GefaBe 1.5 ml, 2.0 mi

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Skalpell (Feather Disposable)

Feather

Serologische Pipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Septoderm alkoholisches Hautdesinfizienz

Schumacher GmbH

Texmaker - original LaTeX Editor

Pascal Brachet,

Thickness dial gauge/spring-loaded micrometer

Mitutoyo, Neuss, Deutschland

Tischzentrifuge

Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode am Harz,
Deutschland

Ultra Low Temperature Freezer C660 Premium

New Brunswick Scientific, Edison, USA

VICTOR? Multilabel Reader

PerkinElmer, Waltham, USA

Vortexer
Bio-Vortex V1
Vortex-Genie 2
Reac 2000 Vortex

Hassa-Laborbedarf, Libeck, Deutschland
Scientific Industries, New York, USA
Heidolph Instruments, Schwabach, Deutschland

Wégepapier (MN 226, 90x115mm)

Macherey-Nagel, Dirren, Deutschland

Warme-Wasserbad

Koéttermann GmbH & Co. KG, Uetze, Deutschland

Wilovert S Mikroskop

Helmut Hund GmbH, Wetzlar, deutschland

Zentrifuge Megafuge 1.0R (fiir Neutrophilenaufrei-
nigung)

Andreas Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen, Deutsch-
land

Centrifuge 5804 (fiir Neutrophilenaufreinigung, fiir
Aufkonzentrierung von IgG) R

eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland

2.1.3 Losung und Lagerung der Inhibitoren und Aktivatoren fiir die in

vitro und in vivo Versuche

Far die in vitro Untersuchungen wurden die Substanzen in unterschiedlichen Tragersubstan-

zen, zur besseren Vergleichbarkeit méglichst in DMSO, in einer Konzentration von 10 mM
geldst (s. Tabelle [2.3). Bei nicht in DMSO Islichen Substanzen wurden die vom Hersteller
angegebenen Lésungsmittel verwendet und die Kontrollen dementsprechend angepasst. In

geldster Form wurden die Substanzen, wenn nicht anders angegeben, in 25 ul-Aliquots bei

-80°C gelagert. Die Testung der geldsten Substanzen fand innerhalb von drei Monaten statt,

sodass die vom Hersteller angegebene Haltbarkeit von sechs Monaten nicht tberschritten

wurde. Bei Substanzen mit geringerer Haltbarkeit von einer Woche (Lyn Peptide Inhibitor, GP-
CR GPR119 peptide, Ras inhibitory peptide und Hck Antibody blocking peptide) wurde die
Testung innerhalb der folgenden vier Tage durchgeflhrt.
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Tabelle 2.3 Lésung und Konzentration ausgewahlter Substanzen fiir die in vitro-Testung ihres Einflus-

ses auf die Signaltransduktion zur ROS-Freisetzung in aktivierten neutrophilen Granulozyten

Name Ziel Lésungsmittel | Konzentration | Hersteller, Firmensitz | ICsg

BIBR 1532 Telomerase DMSO 10 mM Selleckchem, Miin- | 100 nM
chen, Deutschland

BIRB 796 p38a MAPK | DMSO 10mM Selleckchem, Min- | 38nM
chen, Deutschland

BX-759 PDK1 DMSO 10 mM Selleckchem, Min- | 111 nM
chen, Deutschland

CCG 1423 RhoA DMSO 10 mM Selleckchem, Min- | 1,5 uM
chen, Deutschland

Cryptotanshinone | STAT3 DMSO 10 mM Selleckchem, Min- | 4,6 uM
chen, Deutschland

Dapagliflozin hSGLT2 DMSO 10 mM Selleckchem, Min- | 1,1 nM
chen, Deutschland

R59 949 DAG-Kinase | DMSO 10 mM EnzolifeScience, Lér- | 0,3 uM
rach, Deutschland

EHop-016 Rac GTPase | DMSO 10 mM Selleckchem, Man- | 1,1 uM
chen, Deutschland

Fulvestrant ER DMSO 10 mM Selleckchem, Min- | 0,29 nM
chen, Deutschland

GDC-0994 ERK1/2 DMSO 10 mM Selleckchem, Mdin- | 1,1/0,3
chen, Deutschland nM

GSK1292263 GRP119 DMSO 10 mM Selleckchem, Min- | >30 uM
chen, Deutschland

GPCR GPR119 | GPR119 PBS, 0,12 % | 0,5 mg/ml Abcam, Cambridge, UK

peptide BSA, 0,02%

NaN3

HCK  Antibody | HCK A.dest 1 mg/mi Abgent, San Diego,

Blocking Peptide USA

IC-87114 PI3Kd DMSO 10 mM Selleckchem, Min- | 0,5 uM
chen, Deutschland

Iniparib (BS1-201) | PARP1 DMSO 10 mM Selleckchem, Min- | 40-128
chen, Deutschland uM

Lyn Peptide Inhi- | Lyn A.dest. 10 mg/ml Abcam, Cambridge, UK

bitor

Mirabegron 53-Rezeptor | DMSO 10 mM Selleckchem, Min- | 22,4 nM
chen, Deutschland

MK-2206 AKT1/2/3 DMSO 10 mM Selleckchem, Min- | 8/12/65
chen, Deutschland nM

Nilotinib Ber-Abl DMSO 10 mM Selleckchem, Min- | <30 nM
chen, Deutschland

NU7441 DNA-PK DMSO 10 mM Selleckchem, Min- | 14 nM

chen, Deutschland
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Tabelle 2.3 (Fortsetzung)

NVP-BEP800 HSP90s Ethanol 10 mM Selleckchem, Min- | 58 nM
(100%) chen, Deutschland

PH797804 p38 DMSO 10mM Selleckchem, Min- | 26 nM
chen, Deutschland

PHA-665752 c-Met DMSO 10 mM Selleckchem, Min- | 9 nM
chen, Deutschland

Propranolol HCI (5-Rezeptor DMSO 10 mM Selleckchem, Min- | 12 nM
chen, Deutschland

PRT062607 HCI SYK DMSO 10 mM Selleckchem, Min- | 1 nM
chen, Deutschland

Ras inhibitory | Ras A.dest 1 mg/ml EnzolLifeScience, Lor-

peptide rach, Deutschland

SMi-4a Pim1 DMSO 10 mM Selleckchem, Min- | 17 nM
chen, Deutschland

Sotrastaurin pan-PKC DMSO 10 mM Selleckchem, Min- | 0,22 nM
chen, Deutschland

SR3335 ROR« DMSO 10 mM Biomol, Hamburg, Ger- | 480 nM
many

TGX-221 PI3K3 DMSO 10 mM Selleckchem, Min- | 5 nM
chen, Deutschland

uo126 MEK1/2 DMSO 10 mM Selleckchem, Mun- | 0,07 uM
chen, Deutschland

U73122 PLC~ DMSO 5mM Selleckchem, Mdin- | 1,0-2,1
chen, Deutschland uM

XL019 JAK2 DMSO 10 mM Selleckchem, Min- | 2,2 nM

chen, Deutschland

Fur die in vivo Versuche wurden die Medikamente in den in Tabelle angegebenen Tra-
gersubstanzen und Dosierungen gelést. BX-795, MK-2206 2HCI, PH797804, Propranolol und
Sotrastaurin wurden in unserem Labor selbst in Lésung gebracht. Die tbrigen in der Tabelle
aufgeflihrten Substanzen wurden von der Firma Selleckchem in den passenden Dosierungen
geldst. Die von mir gel6sten Medikamente wurden jeweils am Vorabend des Versuchsbeginns
vorbereitet und fir die Versuchsdauer von vier Tagen bei 4°C gelagert, mit Ausnahme von
Sotrastaurin, das bei Raumtemperatur (RT) und in Dunkelheit gelagert wurde. Die von der Fir-
ma Selleckchem gelieferten Substanzen wurden drei Tage vor Versuchsbeginn geliefert und
ebenfalls bei 4°C aufbewahrt.
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Tabelle 2.4 Tragersubstanzen und Dosierungen der Medikamente flr die in vivo Versuche

Name

Tragersubstanzen

‘ Dosierung

Applikation

Haufigkeit

BX-759

30% Polyethylenglycol 400 (PEG400)
0.5% Tween 80
5% Propylene glycol

15 mg/kg

p.o.

2x tgl.

EHop-016

4% DMSO
30% PEG 300
5% Tween 80

12 mg/kg

2x tgl.

GDC-0941

4% DMSO
30% PEG 300
5% Tween 80

40 mg/kg

p.o.

3x tgl.

IC-87114

4% DMSO
30% PEG 300
5% Tween 80

6 mg/kg

p.o.

3x tgl.

MK-2206

30% Captisol

120 mg/kg

p.o.

1x tgl.

Nilotinib

4% DMSO
30% PEG 300
5% Tween 80

24 mg/kg

p.o.

3x tgl.

NU7441

4% DMSO
30% PEG 300
5% Tween 80

5 mg/kg

2x tgl.

PH797804

2% DMSO
30% PEG 400
5% Tween 80

1 mg/kg

p.o.

2x tgl.

PHA-665752

4% DMSO
30% PEG 300
5% Tween 80

30 mg/kg

1x tgl.

Propranolol
HCI

PBS

4 mg/kg

1x tgl.

Sotrastaurin

10 x mehr D-Glukose als Sotrastaurin
20.75% PEG 400
8,5% 0,1M HCI

30 mg/kg

p.o.

3x tgl.

2.2 In vitro Validierung der Inhibitoren durch den

ROS-Freisetzungsversuch

Mit Hilfe des ROS-Freisetzungsversuchs wurde die Freisetzung von ROS aus aktivierten neu-
trophilen Granulozyten detektiert. In vier unterschiedlichen Konzentrationen (10 uM, 1 uM,
0,1 uM, 0,01 uM) wurden die Effekte der Substanzen auf die Signalwege, die in neutrophi-
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len Granulozyten zur ROS-Freisetzung fihren, Uberpruft. Ziel war die Erstellung einer Dosis-
Wirkungskurve.

2.2.1 Gewinnung humaner neutrophiler Granulozyten aus

Vollblutspenden

Far den ROS-Freisetzungsversuch wurden fir jede Testsubstanz humane neutrophile Granu-
lozyten aus jeweils vier bis maximal neun unterschiedlichen Spenderblutproben gewonnen.
Alle Spender wurden im Vorhinein Uber die Risiken einer Blutentnahme aufgeklart und ga-
ben freiwillig ihr schriftliches Einverstadndnis. Das positive Votum der Ethikkommission, das zur
Versuchsdurchfiihrung am Menschen notwendig ist, lag zum Versuchsbeginn vor (Ethikvotum-
Aktenzeichen 09-140 , s. Anhang[6.2).

Die frisch am jeweiligen Versuchstag entnommenen Vollblutproben (45 ml) von gesunden
Spendern wurden in zwei 50 ml Réhrchen auf Polymorphprep im Verhéltnis 1:2 aufgeschich-
tet. Die langsame Aufschichtung des Blutes ist dabei wichtig, um Verwirbelungen beider Me-
dien zu vermeiden. Bei anschlieBender Zentrifugation (535xg, ohne Bremse, 35 min, 23°C)
konnte durch das Polymorphprep ein Dichtegradient zwischen den Blutzellen erzeugt werden.
Es entstanden unterschiedliche Zellbanden, wobei die obere Bande PBMCs (mononukleare
Zellen des peripheren Blutes) und die darunterliegende Bande die notwendigen neutrophilen
Granulozyten (PMNSs) enthielt. Am Boden des Réhrchens befanden sich Erythrozyten (s. Abb.
[2.1). Nach Absaugen des Uberstandes wurde die gewiinschte Bande von PMNs aus beiden
50 ml Réhrchen mit einer 1 ml Pipette abgenommen und in einem neuen 50 ml Réhrchen zu-
sammengeflihrt. Die Zellsuspension wurde im Verhatnis 1:2 mit RPMI-Halomedium und RPMI
1640 auf 50 ml aufgefillt (s. Anhang[6.1).

Die Proben wurden erneut zentrifugiert (301xg, mit Bremse, 10 min, 4°C) und der Uberstand
wurde abgenommen. Die Erythrozyten, die sich nach diesem Schritt noch in dem gebilde-
ten Pellet befanden, wurden anschlieBend lysiert. Wahrend der ersten Versuchsreihen fand
die Lyse durch 30-seklindige Resuspension des Pellets mit 3 ml Lyse-Puffer (s. Anhang
statt, wurde durch Aufflllen auf 50 ml mit RMPI 1640 abgestoppt und erneut zentrifugiert
(301xg, mit Bremse, 10 min, 4°C). Da das Ergebnis der Lyse haufig unzureichend war, wur-
de sie umgestellt auf eine 45-seklindige Lyse durch 5 ml destilliertes Wasser, die mit 5 ml
zweifach konzentriertem PBS (Phosphate Buffered Saline) abgestoppt wurde. Nach Auffillen
des Probenréhrchens auf 50 ml mit einfach konzentriertem PBS wurde die Probe abermals
zentrifugiert (301xg, mit Bremse, 10 min, 4°C). Der Uberstand wurde abgesaugt und das ent-
standene Pellet mit 20 ml CL-Medium (s. Anhang in der ersten Versuchsreihe bzw. mit
einfach konzentriertem PBS in den folgenden Versuchsreihen gewaschen und nochmals zen-
trifugiert (301xg, mit Bremse, 10 min, 4°C). Die Aufreinigung der Neutrophilen aus humanem
Vollblut war damit abgeschlossen und das Pellet mit den gewiinschten Zellen wurde in 3 ml
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22 mL 535xg fiir 35 min

bei 23 °C
Vollblut :
— PBMCs
PMNs mit
22 mL — neutrophilen
Polymorphprep Granulozyten

Abbildung 2.1 Polymorphprep Dichtegradient

Durch die 35-mindtige Zentrifugation des auf Polymorphprep aufgeschichteten Vollblutes entsteht der
abgebildete Zellgradient. Die Zellen werden nach ihrer Dichte aufgetrennt und es entstehen folgende
Schichten und Banden von oben: erste Schicht (gelb) Plasma, zweite Schicht (weil3) PBMCs, dritte
Schicht (blau) Polymorphprep, vierte Schicht (wei3) PMNs mit den gewlinschten neutrophilen Granu-
lozyten, flnfte Schicht (blau) Polymorphprep, Sediment (rot) Erythrozyten.

CL-Medium aufgenommen.

Um die Zellkonzentration mit einer Neubauer-Zéahlkammer zu ermitteln, wurden 10 ul der ent-
standenen Zellsuspension zu 80 ul CL-Medium gegeben und mit 10 ul Trypanblau angefarbt.
Damit an jedem Versuchstag mit der gleichen Zellkonzentration von 2x10° Zellen/ml gearbei-
tet werden konnte, wurde die vorhandene Zellsuspension mit CL-Medium auf die gewlnschte
Konzentration verdinnt. Wahrend der weiteren Vorbereitung des Versuchs wurden die Zellen
auf Eis gelagert.

2.2.2 Vorbereitung der 96-Well-Platte

Die isolierten neutrophilen Granulozyten wurden durch Immunkomplexe aus hCOL7 und anti-
hCOL7 IgG1 aktiviert. Die notwendigen Immunkomplexe wurden dazu in einer 96-Well-Platte
vorbereitet. Neben den Ansétzen mit Immunkomplexen fur die Testung der Medikamente wur-
den auf der Platte ebenfalls Kontrollen durchgefuhrt. Als Positivkontrolle diente die Aktivierung
zum einen mit den Immunkomplexen ohne Zugabe von Medikamenten und zum anderen mit
Phorbol myristate accetate (PMA) (0,1 pg/ml). PMA-Zugabe zu neutrophilen Granulozyten re-
sultiert Uber die Aktivierung der Wortmannin-sensitiven NADPH-Oxidase in einer Aktivierung
der Neutrophilen und damit der Freisetzung von ROS?%. Als Negativkontrolle diente die Be-
schichtung der Wells lediglich mit dem AK anti-hCOL7 IgG1 oder dem Antigen hCOL7. Um
einen Einfluss des Lésungsmittels auf den Effekt der Medikamente auszuschlieB3en, lief au-
Berdem eine Kontrolle parallel, bei der die Wells mit Immunkomplexen beschichtet wurden
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

APMA PMA S01 10 pM |SO1 10 uM §S02 10 pM (S02 10 pM §S03 10 uM |S03 10 upM §S04 10 pM (S04 10 pM JS05 10 uM [SO5 10 pM

B |IC IC SO0L1pM |SO1 1 pM JSO2 1 puM [S021pM |S03 1pM |SO3 1 pM S04 1uM [SO041pM JSO51pM |SO5 1 pM

C [hCol7 hCol7 S010,1 pM|S01 0,1 pMJS02 0,1 pM [S02 0,1 pM|S03 0,1 pM|S03 0,1 pM}S04 0,1 pM S04 0,1 pMJS05 0,1 pM |S05 0,1 pM|

S010,01 |S010,01 JS020,01 [S020,01 §S030,01 |S030,01 JS040,01 [S040,01 JS050,01 |S050,01
D uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM

DMSO DMSO
E |1:1000 1:1000 S06 10 pM |S06 10 uM §S07 10 pM [S07 10 pM
DMSO DMSO
F|1:10000  [1:10000 JS06 1 pM |[S06 1 uM |SO07 1 uM |SO7 1 pM
DMSO DMSO
G |1:100000 |1:100000 JS06 0,1 pM[S06 0,1 pM|S07 0,1 pM |S07 0,1 pM S09 0,1 pM[S09 0,1 pM]S10 0,1 pM |S10 0,1 pM
DMSO DMSO S060,01  |S060,01 JS070,01  [S07 0,01 S090,01  [S090,01 JS100,01 |S100,01
HJ1:1000000 [1:1000000 JuM uM uM M uM uM uM uM

S09 10 pM [S09 10 M |S10 10 uM [S10 10 pM

S091uM [S091pM |S101uM [S101pM

Abbildung 2.2 Schema der Plattenbelegung Jeweils in Doppelbestimmung: PMA = Positivkontrolle,
IC(Immuncomplexe) = Positivkontrolle, hCOL7(Antigen) = Negativkontrolle, IgG1(AK) = Negativkon-
trolle, DMSO(L&sungsmittel) = Referenz, S01-S10 = Medikamente

und am Ende statt der Medikamente lediglich das Lésungsmittel zu den Zellen hinzugefugt
wurde. Alle Ansatze wurden in Doppelbestimmung durchgeflihrt, um mégliche Pipettierfehler,
Unreinheiten der Wells, Kontaminationen der Proben 0.a. in der Auswertung méglichst ge-
ring halten zu kénnen (s. Abb. [2.2). Die Vorbereitung der Platte begann jeweils einen Tag vor
dem eigentlichen Versuchstag. Dazu wurde das Antigen hCOL7 E-F mit einer Ausgangskon-
zentration von 0,7 mg/ml in einer Lésung mit Beschichtungspuffer (s. Anhang auf eine
Konzentration von 5 pug/ml verdinnt und die Wells einer stark bindenden 96-Well Platte mit je
50 ul dieser Losung beschichtet. Um eine ausreichende Bindung des Antigens an die Wells
zu ermdglichen, wurde die Platte Gber Nacht bei 4°C im Kihlraum gelagert.

Nach dreimaligem Waschen der Platte mit je 300 ul Waschpuffer (s.Anhang pro Well
wurde sie am Versuchstag mit je 100 ul Bindungspuffer (s. Anhang geblockt und flr min-
destens eine Stunde bei RT auf einen Rttler gestellt. AnschlieBend wurde die Platte dreimal
mit 200 pl Waschpuffer pro Well gewaschen und mit je 100 ul AK-lIésung beschichtet. Der
AK anti-hCOL7 IgG1 mit einer Ausgangskonzentration von 0,894 mg/ml wurde mit Bindungs-
puffer auf eine Konzentration von 1.8 ug/ml verdiinnt. Nachdem sich die mit AK beschichtete
Platte fir mindestens eineinhalb Stunden bei RT auf einem Ruttler befunden hatte, wurde
sie abermals dreimal mit 200 ul Waschpuffer pro Well gewaschen und wahrend der weiteren
Vorbereitung des Versuchs mit 150 ul CL-Medium beschichtet auf Eis gestellt.

2.2.3 Verdiinnung der Testsubstanzen

Die Substanzen wurden in vier unterschiedlichen Konzentrationen (10 uM, 1 M, 0.1 M, 0.01
M) getestet. Die Substanzen wurden abgewogen und entsprechend der Léslichkeitsangaben
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vom Hersteller mit in Tabelle [2.3]angegebenem Lésungsmittel in Lésung gebracht. Es wurden
Stocklésungen jeweils in einer Konzentration von 10 mM hergestellt, die bei -80°C aufbewahrt
wurden. Am jeweiligen Versuchstag wurde die 10 mM Stocklésung mit CL-Medium auf die
gewiinschten Konzentrationen verdiinnt (s. Abb. [2.3).

’ 20 pl
’ 20 pl
200 pL CL-Medium
A y
20 pl

200 pL CL-Medium

500 pL CL-Medium +
1 uL Medikament (10mM)
© £ 4

200 pL CL-Medium

Abbildung 2.3 Pipettierschema zur Verdiinnung der Medikamente auf die gewiinschten Konzen-
trationen von 10 uM, 1 pM, 0,1 pM, 0,01 pM
Die Verdinnung wurde in Doppelansétzen auf einer 96-Deep-Well Platte (2 mL) vorgenommen. Je
100 uL der jeweiligen Verdinnungen wurden in die entsprechenden Wells der Deep-Well Platte mit
Hilfe einer Mehrkanalpipette Ubertragen.

2.2.4 Messung der ROS-Freisetzung aus aktivierten neutrophilen

Granulozyten mit Hilfe von Luminol

Fir die Messung der ROS-Freisetzung aus Immunkomplex-aktivierten Neutrophilen wurden
zuerst je 100 ul der verdinnten Medikamente, bzw. fir die Negativkontrolle lediglich CL-
Medium und fiir die Positivkontrolle PMA mit einer Mehrkanalpipette auf die vorbereitete 96-
Well-Platte aufgetragen. Zu den aus Vollblut gewonnenen und in CL-Medium auf Eis aufbe-
wahrten Neutrophilen wurden anteilig 5% Luminol-Lésung (s. Anhang hinzugeftgt. 100
ul dieser Zellsuspension sind in jedes Well der vorbereiteten Platte gegeben worden. Um ei-
ne sofortige Aktivierung der Granulozyten durch die Immunkomplexe zu vermeiden, stand die
Platte auf Eis.

Durch die immobilisierten Immunkomplexe aus hCOL7 und anti-hCOL7 IgG1 wurden die neu-
trophilen Granulozyten letztendlich aktiviert und setzten infolgedessen ROS frei. Die freige-
setzte Menge an ROS kann durch Zugabe von Luminol gemessen werden. Luminol ist eine
Substanz, die an die freigesetzten ROS bindet und innerhalb einer Folgereaktion zum Pha-
nomen der Chemilumineszenz fuhrt2Y. Durch ein Elektron, welches aus einem energetisch
angeregten Zustand in einen tiefer liegenden Zustand Ubergeht, wird Licht emittiert. Diese
Lichtemissionen kénnen vom Messgerat VICTOR® Multilabel Reader detektiert werden. Das
Ausmaf3 der Lichtemissionen gibt die Menge an freigesetzten ROS wieder und wird durch das
Messgerat berechnet.
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2.2.5 Kontrolle der Neutrophilenstimulation durch Immunkomplexe

Wie bereits erwahnt, wurden auf jeder Platte Kontrollansatze, sowohl zur Negativ- als auch
zur Positivkontrolle (s. Kap. [2.2.2), mit durchgefihrt. Durch die in den Wells immobilisierten
Immunkomplexe sowie durch PMA sollten die neutrophilen Granulozyten ohne Zugabe eines
Medikaments oder dessen Lésungsmittel stimuliert werden und eine gewisse Menge an ROS
freisetzen. In den Wells der Negativkontrollen befand sich entweder nur das Antigen hCOL?7,
oder nur der AK anti-hCOL7 IgG1. Die Neutrophilen sollten in diesen Ansatzen nicht aktiviert
werden und folglich weniger bzw. kein ROS freisetzen. Der Abbildung ist zu entnehmen,
dass die Kontrollen positiv waren.

Kontrolle der Neutrophilenaktivierung

A) B)
2.5x1067 —— X 5000

* Kk

~—anti-hCOL7+hCOL7
~—hCOL7
hCOL7

2.0x1064

1.5x106

AUC

1.0x106

ROS-Freisetzung (RLU)

5.0x1054

135 7 9111315171921232527293133353739414345474951535557596163656769717375

I\
C9\ qé‘v Anzahl der Messungen
~¢°

Abbildung 2.4 Kontrolle der Neutrophilenstimulation durch hCOL7-anti-hCOL7-IgG1 Immun-
komplexe
Die aus humanem Vollblut gesunder Spender gewonnenen neutrophilen Granulozyten wurden durch
die auf der Platte immobilisierten Immunkomplexe aus hCOL7 und anti-hCOL7-IgG1 im Gegensatz
zu den Negativkontrollen (lediglich Antigen hCOL7 oder lediglich AK anti-hCOL7-1gG1) starker akti-
viert. Dies zeigt sich in einer statistisch signifikant héheren ROS-Freisetzung der Neutrophilen, die
mit den Immunkomplexen in Berlhrung kamen im Vergleich zu denen, die lediglich Kontakt zu dem
Antigen oder dem AK hatten. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Kruskal-Wallis-Test und
der Software Graphpad Prism 5.0, (*, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001), n = 29.

2.2.6 Bestimmung des Reinheitsgrades isolierter neutrophiler
Granulozyten mittels FACS

Die Bestimmung der Reinheit der isolierten neutrophilen Granulozyten Iasst sich durch Ab-
grenzung der Neutrophilen von anderen Zellpopulationen aufgrund der Zellgré3e und —granu-
laritat mit Hilfe der Durchflusszytometrie (FACS) bestimmen. So weisen bspw. Lymphozyten
eine geringere ZellgréBe und —granularitdt als Granulozyten auf (s. Abb. [2.5). Des Weite-
ren sind Neutrophile tber die Expression bestimmter Oberflachenmarker wie CD16 charak-
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Abbildung 2.5 Durchflusszytometrische Analyse zur Bestimmung der Reinheit isolierter huma-
ner PMN's
Aus humanem Vollblut wurden mittels Polymorphprep neutrophile Granulozyten isoliert (s. Kap.[2.2.1])
und fiir die durchflusszytometrische Analyse im Scatter Gate wie hier [2.2.6] beschrieben prépariert.
Das CD16 Oberflachenmolekil sowie AnnexinV, ein Apoptosemarker, wurden jeweils mit einem AK
markiert, der eine farbliche Unterscheidung der markierten Zellen bei der Durchflusszytometrie er-
laubt. CD16 und AnnexinV wurden in diesem Diagramm gegeneinander aufgetragen. Dargestellt sind
Proben vor (C) sowie nach der Isolation (A) Neutrophiler. Jeder Punkt stellt ein Messereignis, also
eine Zelle dar. Wahrend vor der Isolation ein Neutrophilen-Anteil von ca. 48% vorlag, fihrte der Isola-
tionsvorgang zu einem quantitativen Anstieg auf ca. 90% Neutrophiler in der Probe.

terisiert. FUr den quantitativen Nachweis der Reinheit Neutrophiler wurde ein anti-humaner
CD16-AK eingesetzt. 10° Zellen wurden in 100 ul FACS Puffer (s. Anhang fir 30 min
auf Eis mit 0,4 pl des AK im Dunkeln inkubiert. Die Zellen wurden anschlieBend far 6 min bei
450 x g zentrifugiert, in 100 uL FACS-Puffer aufgenommen und durch ein 40 um Nylonnetz
filtriert. Der Filter wurde mit 100 uL FACS-Puffer gespult. Die Probe wurde bis zur Messung
kihl (2-8°C) und dunkel gelagert. Die Messung erfolgte am MACS Quant Analyzer 10.

2.3 Verfahren der Tierversuche

Die méannlichen und weiblichen C57BL/6-Wildtyp-Mause stammten aus der internen Zucht
der Gemeinsamen Tierhaltung (GTH) der Universitat zu Libeck und wurden mit einem durch-
schnittlichen Alter von 12 Wochen in den Versuch aufgenommen. Die Tiere wurden den Aufla-
gen des Ministeriums flir Energiewende, Landwirtschaft, Umwelt und Iandliche Rdume Schles-
wig-Holstein, des Tierschutzgesetzes sowie der Tierschutz-Versuchstierordnung entsprechend
in der GTH der Universitat zu Libeck gehalten. Bei einem 12-stindigen Tag-Nacht-Rhythmus
wurden sie von den qualifizierten Mitarbeitern der gemeinsamen Tierhaltung mit Standardfut-
ter und Wasser versorgt. Der bei der Tierschutz-Ethikkommission des Ministeriums fur Ener-
giewende, Landwirtschaft, Umwelt und landliche Raume in Kiel entsprechend gestellte Antrag
auf Tierversuche wurde nach Begutachtung genehmigt (V 242 — 229788/2015 (108-8/15), s.
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Anhang und die Versuche von mir als zertifizierter Fachperson durchgefihrt (s. Anhang
6.2).

2.3.1 Verfahren zur Induktion einer lokal auftretenden EBA

Zur Induktion einer lokalen EBA wurde ein bereits in anderen Arbeiten beschriebenes Mo-
dell verwendet 1489231 Um die Erkrankung lediglich in einem begrenzten Bereich des Kor-
pers hervorzurufen, wurden Kaninchen-AK der IgG-Klasse gegen spezifisches murines COL7
(Versuchswoche 1), totales murines COL7 (Versuchswoche 3 und 4) bzw. gegen den von-
Willebrandt-Faktor-A2- (vWFA2-) Bestandteil des COL7 (Versuchswoche 2) einmalig in einer
Menge von 200ug, 980 g, bzw. 960 g intradermal in die Ohrbasis der Mause injiziert.

2.3.2 Aufbau der in vivo Versuche

In den in vivo Versuchen wurden nur Substanzen getestet, die in vitro zu einer statistisch signi-
fikanten Verringerung der ROS-Freisetzung aus aktivierten neutrophilen Granulozyten gefihrt
haben. Die Mause wurden bereits zwei Tage vor der Injektion des anti-mCOL7-1gG-AK mit
dem jeweiligen Medikament behandelt (s. Abb. 2.6). Es handelt sich bei diesem Versuchsmo-
dell um eine protektive, prophylaktische Medikamentengabe. Die Medikamente mit hemmen-
der Wirkung auf die Signalkaskaden wurden also verabreicht, bevor sich COL7-anti-COL7
Immunkomplexe gebildet haben, die die Neutrophilen stimulieren. Auf diese Weise lasst sich
maoglicherweise ein héherer Effekt auf die Erkrankungsausbildung erzielen. AuBerdem kann
der Versuch in einer verhaltnismafiig kurzen Zeit, namlich innerhalb von 5 Tagen durgefihrt
werden. Ein therapeutisch ausgelegter Versuchsansatz wirde hingegen darauf abzielen, die
Symptome bei einer bereits vorhandenen Erkrankung zu reduzieren.

L

Medikament ~ Medikament Anti-COL7 IgG  Medikament Versuchsende
+ Medikament

2 A 0 1 2
|
|

Abbildung 2.6 Behandlungsschema im in vivo Modell der lokalen EBA
Die tagliche Medikamentengabe begann zwei Tage (-2) vor Injektion des anti-mCOL7-1gG-AK (0) in
die Ohrbasis. 2 Tage nach der AK-Injektion (2) wurde der Versuch beendet.

Pro Versuchsansatz gab es eine Interventionsgruppe, die die Medikamente entweder per oral
(p.0.) oder intraperitoneal (i.p.) (s. Kap. Tab. erhielten sowie eine Kontrollgruppe,
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die aquivalent dazu lediglich mit der Tragersubstanz der Medikamente behandelt wurde. Jede
Gruppe bestand aus funf Tieren, die aquivalent zueinander gleich viele mannliche oder weibli-
che Tiere enthielten. Der Stichprobenumfang jeder Gruppe betrug 10 (5 Mause mit je 2 Ohren
zur Testung der Medikamente).

Als Parameter fUr die Auspragung der Entziindung wurde neben klinisch sichtbaren Rétungen,
Krusten und Verschuppungen die Veranderung der Ohrdicke gemessen. Die weitere Beurtei-
lung der Entzindung erfolgte histologisch. Die Messungen der Ohrdicke erfolgten an Tag 0,
1 und 2, wahrend sich die Mause in Narkose befanden. An Tag 2 wurde der Versuch been-
det, und die Tiere wurden in Narkose durch zervikale Dislokation get6tet. Die Ohren wurden
enthommen, um sie histologisch auf die Dicke der Epidermis und die Zelleinwanderung in die
Dermis zu untersuchen und mittels DIF die Bindung der AK und die Beteiligung des Komple-
mentsystems beurteilen zu kénnen.

Die Versuche wurden in vier unterschiedlichen Ansatzen durchgeflihrt. Alle bei uns im Labor
gelésten Medikamente wurde am Vorabend des ersten Versuchstages geldst und fur die Ver-
suchsdauer von finf Tagen bei 4°C (Sotrastaurin bei RT und abgedunkelt) gelagert.

Im ersten Ansatz wurden die Substanzen BX-795 und Propranolol getestet (Tragersubstan-
zen s. Kap.[2.1.3] Tab.[2.4). Die Behandlungs- wie auch die Kontrollgruppe zur BX-759-Testung
bestand aus je flnf weiblichen M&usen im Alter von neun bis zehn Wochen. Die Tiere wurden
nach dem in Abbildung dargestellten Schema zweimal taglich p.o. mit dem Medikament
mit einer Dosierung von 15 mg/kg Kérpergewicht (KG) bzw. dem Lésungsmittel behandelt. In
der Behandlungs- und Kontrollgruppe des Propranolol-Versuchs waren jeweils funf mannliche
Tiere im Alter von neun bis zehn Wochen. Die Behandlung fand einmal taglich mit einer Dosis
von 4 mg/kg KG i.p. statt. Am Tag 0 wurde den Tieren 200ug spezifisches anti-COL7c¢-IgG
(2001/100u0) in die Ohrbasis beider Ohren injiziert.

Im zweiten Ansatz wurden MK-2206 und PH-797804 getestet (Tragersubstanzen s. Kap.
Tab. ). Die Gruppen flr die Testung von MK-2206 bestanden aus jeweils flinf weiblichen,
zehn bis elf Wochen alten Tieren, die einmal taglich p.o. mit 120 mg/kg KG des Medikaments
bzw. Losungsmittel behandelt wurden. PH797804 wurde den zehn bis zwolf Wochen alten
Méausen in der Behandlungsgruppe (drei mannliche zwei weibliche) zweimal taglich mit einer
Dosierung von 1 mg/kg KG p.o. verabreicht. Die Kontrollgruppe bestand aus zwei mannlichen
und drei weiblichen Tieren. Die Injektion des totalen anti-vWFA2-IgG-AK fand nach dem Ver-
suchsaufbau an Tag 0 statt. Die Konzentration der AK-L&ésung betrug 13,6 mg/ml, sodass mit
einem Volumen von 70,5 pl 96049 injiziert wurden.

Im dritten Ansatz wurden PHA-665752, NU7441 und EHop-016 getestet (Tragersubstanzen
s. Kap. Tab. 2.4). Die drei Substanzen PHA-665752, NU7441 und Ehop-016 wurden
von der Firma Selleckchem drei Tage vor Versuchsbeginn gelést geliefert . PHA-6657572
fiel bei Zugabe des destillierten Wassers wieder aus, weswegen das Wasser erst direkt vor
der Gabe an die Behandlungsgruppe zugemischt wurde. Bei gleichen Tragersubstanzen der
drei Medikamente wurde lediglich eine Kontrollgruppe benétigt. Die Kontroll- sowie die drei
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Behandlungsgruppen bestanden aus je funf, zwischen neun und 15 Wochen alten, mannli-
chen Tieren. Den Tieren wurde einmal téglich 30 mg/kg KG PHA-665752 i.p., zweimal taglich
5mg/kg KG NU7441 i.p. oder zweimal taglich 12 mg/kg KG EHop i.p. bzw. das Lésungsmittel
verabreicht. In die Ohrbasis wurden an Tag 0 der AK injiziert. Die Konzentration der Lésung
des totalen anti-mCOL7 IgG-AK betrug 24,5 mg/ml. Es wurden 980ug in jedes Ohr injiziert.
Im vierten Ansatz wurde die Wirkung von Sotrastaurin, 1C-87441, Nilotinib und GDC-0941
beurteilt (Trdgersubstanzen s. Kap. Tab. [2.4). IC-87114, Nilotinib und GDC-0941 wur-
den von der Firma Selleckchem drei Tage vor Versuchsbeginn geldst geliefert . GDC-0941
fiel bei Zugabe des destillierten Wassers aus, sodass das Wasser erst direkt vor der Injektion
zugegeben wurde. Die drei Medikamente 1C-87114, Nilotinib und GDC-0941 wurden in der
gleichen Tragersubstanz geldst, sodass lediglich eine Kontrollgruppe bendtigt wurde. In den
Gruppen waren jeweils 3-4 weibliche und entsprechend 1-2 méannliche Tiere mit einem Alter
von neun Wochen. Diese Gruppen wurden dreimal taglich p.o. behandelt. 1C-87114 wurde mit
einer Dosis von 5,6 mg/kg KG, Nilotinib mit einer Dosis von 24 mg/kg KG und GDC-0941 mit
einer Dosis von 40 mg/kg KG verabreicht. Zusatzlich wurde Sotrastaurin in diesem Ansatz
getestet (Tragersubstanzen s. Kap. Tab. [2.4]). Die Tiere wurden dreimal taglich p.o. mit
einer Dosis von 30mg/kg KG behandelt. Die Behandlungs- und Kontrollgruppe bestanden aus
weiblichen Mausen im Alter von knapp zehn Wochen.

Allen Tieren wurde am Tag 0 (s. Abb. 98049 des totalen anti-mCI7-1gG-AK intradermal in
die Ohrbasis gespritzt.

2.4 Histologische Methoden: Hamatoxylin-Eosin-Farbung
(HE) und Direkte Immunfluoreszenz (DIF)

Flr die histologische Beurteilung der Lasionen wurden die Ohren als Gewebeproben ent-
nommen, enthaart und bis zur Weiterverarbeitung fur die Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-
Farbung) in Histofix, einer 4%igen Formaldehydlésung, bei RT konserviert. Die Farbung wur-
de durch das Routinelabor der Dermatologie Libeck durchgefihrt.

Mit Hilfe der HE-Farbung lassen sich basophile Bestandteile der Zellen, wie die Zellkerne,
DNA und Ribosomen blau darstellen. Acidophile Bestandteile, wie Proteine des Zytoplasmas
und Kollagen, werden rot angefarbt. Diese Farbung erlaubt die Beurteilung des Gewebes
beziglich der Einwanderung von Zellen und Veranderungen der Hautschichten, v.a. der Epi-
dermis, was beispielsweise die Dicke, die Bildung von Krusten oder Blasen betrifft. Die histo-
logisch feststellbaren Veranderungen bezliglich Zelleinwanderung, Verdickung oder Verkrus-
tung der Epidermis sowie Blasen- und Spaltbildung wurden als Parameter und Starke der
Entziindungsreaktion gewertet und in einem Score von 0 bis 3 zusammengefasst (s. Abb.
[2.7). Anhand dieses Scores wurden die HE-gefarbten Schnitte miteinander verglichen.
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Abbildung 2.7 Score zur Analyse HE-gefarbter Gewebeschnitte A) Score=0: diinne Epidermis und
keine Zelleinwanderung. B) Score=1: leicht verdickte, mehrschichtige Epidermis, oder Zelleinwande-
rung. C) Score=2: verdickte Epidermis und Einwanderung von Entziindungszellen. D) Score=3: ver-
dickte Epidermis, massive Zelleinwanderung als Zeichen eines entziindlichen Prozesses und Spalt-
bildung.

Neben der HE-Farbung wurden die Gewebeproben auch mittels Fluoreszenzfarbungen un-
tersucht. Dafur wurden die Proben nach Entnahme in TissueTek, einem Medium fur spéatere
Kryoschnitte, eingebettet und auf Trockeneis (festes CO,) gefroren. Die Weiterverarbeitung zu
6 pm dicken Gefrierschnitten fand mit dem Kryostaten CM3040S von Leica statt. Diese Schnit-
te wurden bis zur weiteren Untersuchung bei -21°C aufbewahrt. Die anschlieBend angewen-
dete DIF erlaubt die Sichtbarmachung von im Gewebe immobilisierten AK. Durch Bindung
eines zweiten, mit einem Fluoreszenzfarbstoff beladenen AK, kénnen die IgG-AK gegen das
COL7 an der DEJ und die Ablagerung des Komplementfaktors C3 detektiert werden. Insge-
samt wurden je drei Schnitte einer Probe fir die DIF verwendet. Ein Schnitt fir die Darstellung
der im Gewebe gebundenen IgG-AK gegen das COL7, einer fiir die Darstellung des C3 Kom-
plements und einer diente als Negativkontrolle.

Die 10-minttige Fixierung der Gefrierschnitte in -20°C kaltem Aceton erhéht zum einen die
Permeabilitat der Zellmembran flr den Durchtritt des fluoreszierenden AK, zum anderen wer-
den l6sliche Molekile und lipide Bestandteile aus dem Gewebe entfernt und Proteine in ih-
rem derzeitigen Zustand gefallt und so fixiert2®2. Die AK gegen Kaninchen-IgG und das C3-
Komplement wurden jeweils in einer Verdiinnung von 1:100 mit 1xPBS angesetzt und die ent-
sprechenden Schnitte anschlieBend mit 50 pl dieser Verdinnungen beschichtet. Der flr die
Negativkontrolle gedachte Schnitt wurde lediglich mit 50 ul PBS beschichtet. In einer dunklen,
feuchten Kammer wurden die Proben fir 45 min bei RT mit dem AK inkubiert. In zwei an-
schlieBenden zehnminitigen Waschschritten mit PBS bei RT wurden Uberschissige AK von
den Gewebeproben entfernt. Es folgte die Inkubation mit einem weiteren Fluoreszenzfarbstoff
DAPI, der die DNA und somit die Zellkerne markiert. Alle drei Schnitte, auch die Negativkon-
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trolle, wurden mit 80 ul dieses Farbstoffes in einer 1:1000 Verdiinnung mit 1xPBS beschichtet
und far 5 min bei RT in einer feuchten, dunklen Kammer inkubiert. Nach zwei weiteren zehn-
minutigen Waschschritten mit PBS bei RT wurden die Proben mit Mowikol eingedeckt und bei
4°C in Dunkelheit bis zur mikroskopischen Analyse gelagert. Die mikroskopische Auswertung
der Schnitte mit dem Fluoreszenz-Mikroskop BZ-9000 von Keyence fand maximal finf Tage
nach der Farbung mit dem Fluoreszenzfarbstoff statt.

2.5 Statistik

Die statistische Analyse der Daten des in vitro Versuchs zur ROS-Freisetzung erfolgte mit dem
Kruskal-Wallis-Test. Es wurden die Mittelwerte der Daten mit Standardabweichung dargestellt.
Die Ergebnisse der in vivo Versuche wurden mithilfe des Mann-Whitney-Tests, z.T. mithilfe des
t-Tests, analysiert. Die Daten wurden ebenfalls als Mittelwerte mit Standardabweichung dar-
gestellt. Als signifikant wurden Unterschiede mit p < 0,05 angesehen. Das Signifikanzniveau
(p) und der Stichprobenumfang (n) werden im Ergebnisteil aufgefihrt. Die Signifikanzprifung
sowie die graphische Darstellung erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism 5.0.
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3.1 Beeinflussung der ROS-Freisetzung aktivierter
neutrophiler Granulozyten von Substanzen mit Einfluss

auf intrazelluldare Signalwege in vitro

Thema dieser Arbeit ist die Einflussnahme ausgewahlter Substanzen auf die ROS-Freisetzung
Immunkomplex-aktivierter neutrophiler Granulozyten und die damit einhergehende Verbesse-
rung oder Aggravation der Symptome von EBA bei lokal induzierter Erkrankung im Mausmo-
dell. Die Substanzen wiesen einen in der Literatur beschriebenen oder in unserer Arbeitsgrup-
pe aus der Target spezifischen Library gescreenten, aber noch nicht als Daten veréffentlich-
ten, blockierenden Effekt auf Kinasen und Molekdile innerhalb der Signalkaskaden neutrophiler
Granulozyten auf (STls)23=01121i371233234  Dije Menge freigesetzter ROS aus stimulierten Neu-
trophilen sollte durch Zugabe der STls beeinflusst, im besten Falle reduziert werden.

Far die in vitro Experimente zur ROS-Freisetzung wurden neutrophile Granulozyten aus Voll-
blut von jeweils vier bis neun gesunden Spendern gewonnen und mit Immunkomplexen aus
hCOL7- und anti-hCOL7-1gG stimuliert. Als Negativkontrollen wurden die Neutrophilen ledig-
lich mit dem Antigen oder dem AK inkubiert. Als Positivkontrolle diente die Aktivierung der
Neutrophilen mit PMA oder den Immunkomplexen selbst. Die Kontrolle der Neutrophilensti-
mulation wurde bereits im Material- und Methodenteil dargestellt (s. Kap. Abb. 2.4).

Um die Wirkung der STls auf die ROS-Freisetzung der aktivierten Neutrophilen zu ermitteln,
wurden sie in jeweils vier Konzentrationen (10 uM, 1 uM, 0,1 M, 0,01 M) zu den Anséatzen
zugefligt und anhand des Lésungsmittelansatzes normalisiert. Das heif3t, dass die Wells, in
denen die Immunkomplexe mit dem jeweiligen Lésungsmittel und den Neutrophilen inkubiert
wurden, als Referenzwert im Sinne einer relativen ROS-Freisetzung von 100, gemessen mit
Hilfe des Chemilumineszenzeffekts von Luminol, gelten. Auf diese Weise kann die Medika-
mentenwirkung unabhangig von einem eventuellen Einfluss des Lésungsmittels auf die ROS-
Freisetzung bewertet werden. Die folgenden Abbildungen (s. Abb. und geben
einen Uberblick (iber die Ergebnisse des ROS-Freisetzungsversuchs.
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Abbildung 3.1 Relative ROS-Freisetzung im Freisetzungsversuch - hemmende STI

Neutrophile Granulozyten wurden mit hCOL7-anti-hCOL7-IgG1-Immunkomplexen stimuliert. Die An-
sétze enthielten entweder die Testsubstanz (10 uM, 1 uM, 0,1 uM oder 0,01 ©M) oder das entspre-
chende Lésungsmittel. Die Daten der Losungsmittelansatze wurden als Referenzwert im Sinne einer
relativen ROS-Freisetzung von 100 gesetzt und die Ergebnisse der Testsubstanzen anhand dieser Re-
ferenzwerte normalisiert. Auf diese Weise konnte die Medikamentenwirkung auf die ROS-Freisetzung
unabhangig von einem eventuellen Einfluss des Losungsmittels bewertet werden. Dargestellt sind
jeweils die Mittelwerte und Standardabweichung der Versuchsdaten jener Substanzen, die in min-
destens einer Konzentration einen statistisch gesehen signifikant hemmenden Effekt auf die ROS-
Freisetzung hatten. Auf signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen wurde mit dem Kruskal-
Wallis Test gepruft (*, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001), bei n = 4-9.
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Abbildung 3.2 Relative ROS-Freisetzung im Freisetzungsversuch - aktivierende STI

Neutrophile Granulozyten wurden mit hCOL7-anti-hCOL7-IgG1-Immunkomplexen stimuliert. Die An-
satze enthielten entweder die Testsubstanz (10 uM, 1 uM, 0,1 uM oder 0,01 M) oder das entspre-
chende Lésungsmittel. Die Daten der Losungsmittelansatze wurden als Referenzwert im Sinne einer
relativen ROS-Freisetzung von 100 gesetzt und die Ergebnisse der Testsubstanzen anhand dieser Re-
ferenzwerte normalisiert. Auf diese Weise konnte die Medikamentenwirkung auf die ROS-Freisetzung
unabhéngig von einem eventuellen Einfluss des Lésungsmittels bewertet werden. Dargestellt sind
jeweils die Mittelwerte und Standardabweichung der Versuchsdaten jener Substanzen, die in min-
destens einer Konzentration einen statistisch gesehen signifikant steigernden Effekt auf die ROS-
Freisetzung hatten. Auf signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen wurde mit dem Kruskal-
Wallis Test gepruft (*, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001), bei n = 4-9.
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Abbildung 3.3 Relative ROS-Freisetzung im Freisetzungsversuch - wirkungslose STI
Neutrophile Granulozyten wurden mit Immunkomplexen aus hCOL7- und anti-hCOL7-1gG1 stimuliert.
Zugesetzt wurde entweder nur das Lésungsmittel (DMSO) als Negativkontrolle oder die Testsubstanz
in einer Konzentration von 10 uM, 1 uM, 0,1 uM oder 0,01 M. Dargestellt sind die Substanzen, die
statistisch gesehen keinen signifikanten Effekt auf die ROS-Freisetzung hatten. Es sind jeweils die
Mittelwerte der Versuchsdaten mit Standardabweichung abgebildet. Die Ergebnisse der Medikamen-
tenanséatze wurden jeweils anhand des Ansatzes mit Lodsungsmittel normalisiert. Das heif3t, dass die
Wells, in denen die Immunkomplexe mit dem jeweiligen Losungsmittel mit den Neutrophilen inkubiert
wurden, als Referenzwert im Sinne einer relativen ROS-Freisetzung von 100, gemessen mit Hilfe des
Chemilumineszenzeffekts von Luminol, gelten. Auf diese Weise kann die Medikamentenwirkung unab-
hangig von einem eventuellen Einfluss des Lésungsmittels auf die ROS-Freisetzung bewertet werden.
Auf signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen wurde mit dem Kruskal-Wallis Test geprift (*, p
< 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001), bei n = 4-9.

Insgesamt wurden in dieser Arbeit 33 Substanzen getestet, von denen 19 einen signifikanten
Einfluss in mindestens einer Konzentration aufwiesen. 15 dieser 19 Substanzen reduzierten
die Menge an freigesetzten ROS, vier steigerten sie. Die in Abbildung [3.1] dargestellten Sub-
stanzen zeigen eine statistisch signifikante Minimierung der ROS-Freisetzung bis zur Konzen-
tration von 0,1 uM. Zu diesen Medikamenten gehéren TGX-221, welches die PI3-Kinasep
blockiert, PRT062607 mit Blockade der SYK-Tyrosinkinase, NU7441, das die DNA-abhangige
Protein Kinase inhibiert, PH797804 durch Hemmung der p38a MAP-Kinase, Sotrastaurin,
welches die PKC als Zielmolekil hat, IC-87114 mit Blockade der PI3-Kinase, BX-795 durch
Hemmung der PDK1 und XL019, das die JAK2 blockiert. Die drei Substanzen U73122 mit
Inhibierung der PLC, Nilotinib, das als Zielmolekll Ber-Abl hat und MK-2206 2HCI, welches
AKT1/2/3 hemmt, fihren bei Konzentrationen bis 1 M zur Reduzierung der ROS-Freisetzung.
GDC-0994 fiihrt durch Blockade von ERK1/2, ebenso wie U0126 mit Blockade der MEK1/2,
PHA-665752, welches als Zielmolekil c-Met inhibiert und Mirabegron, das den (33-Rezeptor
blockiert, bei einer Konzentration von 10 uM zu einer verringerten ROS-Freisetzung. Der
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DAG-Kinase-Inhibitor Il inhibiert, wie der Name sagt, die DAG-Kinase. CCG-1423 hemmt
RhoA, BIRB 796 hemmt p38 MAPK und das GPCR GPR119 Peptid blockiert einen Anti-
GPCR GPR119 AK. Diese Substanzen haben anstatt eines hemmenden, einen steigernden
Effekt auf die ROS-Freisetzung aus stimulierten Neutrophilen und sind in Abbildung [3.2) dar-
gestellt. In Abbildung[3.3|sind Substanzen gezeigt, die keinen statistisch signifikanten Einfluss
auf die ROS-Freisetzung stimulierter Neutrophiler hatten. Zu ihnen gehdéren folgende Medi-
kamente: Propranolol mit dem Ziel den 3-Rezeptor zu blockieren, EHop-016, das die Rac-
GTPase inhibiert, SR3335 mit Blockade von ROR«, Dapagliflozin, welches zur Blockade von
hSGLT2 (Natrium-abhangiger Glukosetransporter) fihrt, Iniparib mit Hemmung von PARP1
(Poly(ADP-Ribose)-Polymerase 1), GSK1292263, das GPR119 (G-Protein-gekoppelter Re-
zeptor 119) inhibiert, Fulvestrant mit dem Ziel den ER (Ostrogen-Rezeptor) zu blockieren,
Cryptotanshinone, welches Zielmolekil STAT3 besitzt, SMI-41 mit Blockade von Pim1 (Proto-
Onkogen Serin/Threonin-Protein Kinase), BIBR-1532, welches die Telomerase hemmt, NVP-
BEP800, welches HSP90. inhibiert, Lyn Peptid Inhibitor, der die Lyn Tyrosin Kinase blo-
ckiert, das Ras inhibierende Peptid mit der SH3 Doméane von Grb2 als Zielmolekll und das
HCK-AK blockierende Peptid, das, wie der Name sagt, HCK blockiert.

3.2 Untersuchung der in vitro wirksamen Medikamente im
lokalen Modell der AK-transfer-induzierten EBA in

Mausen

Die in vitro Versuche (s. Abb. und zeigten bei 15 von 33 Substanzen einen deut-
lichen Rickgang der ROS-Freisetzung durch die mit Immunkomplexen stimulierten neutrophi-
len Granulozyten. In vitro Versuche im Allgemeinen eignen sich sehr gut, um die Funktion und
Reaktion der einzelnen Zellen in einer isolierten Umgebung zu untersuchen. Allerdings ist die
Schlussfolgerung einer gleichen Wirkung der Substanzen in einem komplexen Organismus,
wie er in der Maus oder im Menschen vorliegt, nicht zulassig2®2%, |m Organismus kann die
einzelne Zelle nicht far sich allein betrachtet werden, da sie in standiger Wechselwirkung mit
anderen Zellen, benachbarten Strukturen, Geweben und freigesetzten Mediatoren steht, die
im in vitro Experiment nicht berlcksichtigt werden. AuBerdem stellt die Bioverflgbarkeit des
Medikaments eine zentrale Bedingung fir seine Wirksamkeit in vivo dar, die bei den in vitro
Experimenten von geringerer Bedeutung ist#**237 Fiir die in vivo Versuche wurden elf der im
in vitro Vorversuch wirksamen Medikamente ausgewahlt, die sich in Tragersubstanzen, in der
Literatur angegeben, flr Tierversuche |6sen lieBen. In einem prophylaktischen Behandlungs-
ansatz wurden die Wirkstoffe im lokal induzierten Modell der EBA, d.h. durch AK-Injektion in
die Ohrbasis, an Wildtyp Mausen des Stammes C57BL/J6 getestet. Die Ohrdicke sowie die
von Entziindung betroffenen Ohrflachen wurden im Verlauf des Versuchs als Parameter flr

46



3 Ergebnisse

die klinische Symptomatik herangezogen.

Die AK-Injektion fiihrt (iber schnelle Bindung der AK an die DEJ4® zu einer entziindlichen Re-
aktion, die dosisabhangig innerhalb der ersten 24-72 Stunden mit Schwellung, Rétung und
Blasenbildung®8% im Bereich der Injektionsstelle einhergeht. Neutrophile, die zu den ersten
Zellen gehoren, die auf einen Entzindungs- oder Infektionsreiz hin aus der Blutbahn in das
betroffene Gewebe auswandern,® setzen aufgrund ihrer Aktivierung durch die an der DEJ
abgelagerten Immunkomplexe u.a. Proteasen und ROS frei, welche zur Zerstérung des Ge-
webes im Sinne einer Erythem- und Blasenbildung flihren™1123238,

Im Folgenden werden die Medikamente und ihr Einfluss auf die Entstehung bzw. die Auspra-
gung der Symptomatik im Einzelnen dargestellt.

3.2.1 Positive Effekte von GDC-0941 im lokalen Modell der EBA

GDC-0941 wurde fur den in vivo Versuch aufgrund der besseren Léslichkeit anstelle von TGX-
221 eingesetzt. Die Ergebnisse der in vitro Wirksamkeit von TGX-221 durch Blockade der
PI3K3%¥ sind in Abbildung dargestellt. Bei GDC-0941 handelt es sich um einen Hemm-
stoff insbesondere der Untereinheiten o und § der PI3-Kinase (ICsy 3 nM)*>2. GDC-0941 wurde
den Tieren dreimal taglich p.o. jeweils mit einer Dosis von 40 mg/kg KG verabreicht™7.

Die Behandlung mit dem Medikament GDC-0941 flhrte zu einem deutlichen Unterschied der
Symptomatik zwischen Interventions- und Kontrollgruppe (s. Abb. [3.4). Bereits am ersten Tag
nach Antiképerinjektion war bei den behandelten Tieren eine deutlich geringere Schwellung
der Ohren (p < 0,001) im Vergleich zur Kontrollgruppe festzustellen, und auch am zweiten Tag
setzte sich diese Beobachtung fort (p < 0,05). Daneben unterschied sich auch die klinisch
sichtbare Auspragung der Entziindung beider Gruppen. Wahrend die Ohren der Kontrolltiere
deutliche Rétungen und teilweise Verkrustungen aufwiesen, die knapp 40% der Ohrflache be-
trafen, konnte bei den behandelten Tieren annahernd keine Lasion, Schwellung oder Rétung
festgestellt werden.

Die Unterschiede lieBen sich auch in der histologischen Auswertung der Gewebeproben be-
zlglich der Zelleinwanderung, der Verdickung der Epidermis und der Bildung von Blasen,
Spalten oder Krusten erkennen (p < 0,01). In der Kontrollgruppe kam es zu einer deutlichen
Einwanderung von Entzindungszellen in die Dermis und Epidermis und damit zu einer Verdi-
ckung der Epidermis. Die Epidermis, die normalerweise mit der Dermis tGber COL7 verbunden
ist, hat sich durch die gegen die Verankerungen gerichteten AK und die damit einhergehende
Entziindungsreaktion von der Dermis abgeldst. Im Gegensatz dazu ist bei den Gewebeschnit-
ten der Behandlungsgruppe keine nennenswerte Einwanderung von Zellen in das Gewebe
feststellbar, sodass die Epidermis Uberall gleichmafig dinn erscheint.

Um eine moglicherweise fehlende Bindung des injizierten IgG-AK gegen mCOL7 mit der Folge
einer geringer ausgepragten Klinik auszuschlieBen, wurde die Bindung an der DEJ mit Hilfe
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der DIF kontrolliert. Abbildung [3.4] zeigt die positive Bindung des IgG-AK durch die fluoreszie-
rende Linie an der DEJ an. Die Zellen bzw. deren Kerne wurden mit Hilfe der DAPI-Farbung
blau dargestellt, sodass die unterschiedlich starke Zelleinwanderung beurteilt werden konnte.
In der DIF wurde ebenfalls die Aktivierung des Komplementsystems analysiert, die sich durch
die Ablagerung der I6slichen C3-Komponente darstellen Iasst. Die Ergebnisse dieser Analyse
waren etwas schwieriger zu beurteilen, da es anders als bei der IgG- Fluoreszenzfarbung zu
einer starkeren Hintergrundfarbung kam. In den représentativen Ausschnitten der Proben ist
die Ablagerung des C3-Komplements an der DEJ jedoch in beiden Gruppen gut erkennbar,
und auch hier ist die Epidermis der Kontrollgruppe durch eingewanderte Zellen deutlich dicker
im Vergleich zur Behandlungsgruppe.
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Abbildung 3.4 Lokale EBA in GDC-0941- und Lésungsmittel-behandelten Mausen

C57BL/6-Wildtyp-Mause wurden p.o. mit GDC-0941, einem Inhibitor von PI3K«/d, oder dem Lésungs-
mittel ab Tag -2 behandelt. An Tag 0 erfolgte die Injektion des anti-mCOL7-IgG-AK in die Ohrbasis und
an Tag 0, 1 und 2 wurde die Ohrdicke als klinischer Parameter einer Entziindungsreaktion erfasst. An
Tag 2 erfolgte die Untersuchung der Ohren hinsichtlich klinischer Symptome der EBA, wie Hautré-
tung, Blasen- und Krustenbildung. Neben Referenzabbildungen der HE-gefarbten Gewebshistologien
(MaBstab = 200 pm) sind fluoreszensgeféarbte Gefrierschnitte zur Kontrolle der Bindung des 1gG-AK
und der Ablagerung von C3-Komplement (MaBstab = 100 pm) dargestellt (A). Klinische Parameter
(Schwellung der Ohren und prozentualer Befall der Ohren mit Symptomen der EBA) wurden erfasst
und mit dem Mann-Whitney Test statistisch ausgewertet (B, D). Die Veranderungen des Gewebes
wurden anhand der HE-gefarbten Proben mithilfe einer Bewertungsskala, die die Zelleinwanderung in
das Gewebe, die Verdickung der Epidermis und die Bildung von Blasen, Spalten und Krusten einbe-
zieht, analysiert (C) und ebenfalls mit dem Mann-Whitney Test auf statistisch signifikante Unterschiede
untersucht. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte und Standardabweichungen und signifikante Un-
terschiede mit Sternen markiert (*, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001).
Klinische Symptome einer Entziindung im Sinne einer Hautrétung oder Krustenbildung sind bei den
Kontrolltieren im Gegensatz zu den behandelten Tieren deutlich starker ausgepragt. Die von EBA-
Symptomen betroffene Oberflache der Ohren liegt mit 40% bei der Kontrollgruppe ebenfalls signifikant
héher als bei den behandelten Tieren mit etwa 5% (p<0,001)(D). Auch der zur klinischen Beurteilung
herangezogene Parameter der Ohrdicke unterscheidet sich mit einer statistisch signifikant starkeren
Ohrschwellung in der Kontrollgruppe von der Behandlungsgruppe (Tag 1: p < 0,001; Tag 2 p < 0,05)
(B). Bei der Auswertung der HE-gefarbten Gewebeproben lasst sich ein statistisch signifikanter Un-
terschied zwischen beiden Gruppen feststellen: Veranderungen des Gewebes, wie die Einwanderung
von Neutrophilen in die Dermis oder Blasenbildung durch Abspaltung der Epidermis, sind lediglich
bei der Kontrollgruppe deutlich sichtbar (p < 0,01)(C). In der DIF zeigte sich bei beiden Gruppen eine
erfolgreiche Bindung des AK anti-mCOL7-IgG sowie eine Ablagerung des C3-Komplements an der
DEJ (A).
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3.2.2 Effekte von Sotrastaurin im lokalen Modell der EBA am zweiten

Tag nach Injektion sichtbar

Bei Sotrastaurin handelt es sich um einen Inhibitor aller Untereinheiten der PKC (Pan-PKC-
Inhibitor; 6-, 3-, a- und J-Untereinheit (ICsy 0,22/0,64/9,5/2,1 nM))*4!, Die PKC liegt im Signal-
transduktionsweg relativ weit oben"2!, und die Blockade durch Sotrastaurin erzielte in den in
vitro Experimenten eine statistisch signifikante Reduktion der ROS-Freisetzung (s. Abb. [3.1).
Fir das lokale Modell der EBA wurden die Mause mit je 30 mg/kg KG dreimal taglich p.o.
behandelt?+0.

Sotrastaurin wird als oral gut vertragliches Medikament eingestuft’>31%% Zwei der finf Mause
wirkten allerdings krank, schwach, mit mattem Fell. Untersuchungen in geringerer Konzentrati-
on und Dosierung, mit anderen Losungsmitteln oder in topischer Anwendung bringen eventuell
bessere Vertraglichkeiten mit sich.

Es lieBBen sich Unterschiede in den in Abbildung dargestellten Ergebnissen zwischen
Kontroll- und Behandlungsgruppe verzeichnen, statistich signifikante Unterschiede v.a. die
Ohrdicke betreffend. An Tag 2 waren die Ohren der Kontrolltiere im Vergleich zur Behand-
lungsgruppe starker geschwollen (p < 0,01). Die Ohren der Kontrolltiere zeigten allerdings
weder flachenmaBig starker ausgepragte Symptome der EBA noch lie3 die Auswertung der
HE-gefarbten Gewebeschnitte einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen Kontroll-
und Behandlungsgruppe erkennen. Die DIF Farbungen weisen auf die erfolgreiche Bindung
des intradermal in die Ohrbasis der Mause beider Gruppen injizierten anti-mCOL7-IgG-AK
hin. Der grine Fluoreszenzfarbstoff markiert die im Gewebe an der DEJ immobilisierten AK
gegen mCOL7. Die Ablagerung von C3-Komplement hat ebenfalls bei Kontroll- und Behand-
lungsgruppe stattgefunden, was die Abbildung der DIF erkennen I&sst (s. Abb.[3.5).
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Abbildung 3.5 Lokale EBA in Sotrastaurin- und Lésungsmittel-behandelten Mausen

Dargestellt sind die Ergebnisse der in vivo Versuche mit dem PKC-Inhibitor Sotrastaurin. C57BL/6-
Wildtyp-Mause wurden p.o. mit Sotrastaurin oder dem L&sungsmittel ab Tag -2 behandelt, an Tag 0 er-
folgte die Injektion des anti-mCOL7-IgG-AK in die Ohrbasis und an Tag 0, 1 und 2 wurde die Ohrdicke
als klinischer Parameter einer Entziindungsreaktion erfasst. An Tag 2 erfolgte die Untersuchung der
Ohren hinsichtlich klinischer Symptome der EBA, wie Hautrétung, Blasen- und Krustenbildung. Neben
Referenzabbildungen der HE-gefarbten Gewebshistologien (MalBBstab = 200 pm) sind fluoreszensge-
farbte Gefrierschnitte zur Kontrolle der Bindung des IgG-AK und der Ablagerung von C3-Komplement
(MaBstab = 100 um) dargestellt (A). Klinische Parameter (Schwellung der Ohren und prozentualer
Befall der Ohren mit Symptomen der EBA) wurden erfasst und mit dem Mann-Whitney Test statistisch
ausgewertet (B, D). Die Veranderungen des Gewebes wurden anhand der HE-gefarbten Proben mit-
hilfe einer Bewertungsskala, die die Zelleinwanderung in das Gewebe, die Verdickung der Epidermis
und die Bildung von Blasen, Spalten und Krusten einbezieht, analysiert (C) und ebenfalls mit dem
Mann-Whitney Test auf statistisch signifikante Unterschiede untersucht. Dargestellt sind jeweils die
Mittelwerte und Standardabweichungen.Signifikante Unterschiede wurden mit Sternen markiert (*, p
<0,05; **, p<0,01; ™, p < 0,001).

Das klinische Bild der EBA unterscheidet sich nicht wesentlich zwischen Kontroll- und Interventions-
gruppe (D). Allerdings kann bei den mit Sotrastaurin behandelten Tieren ein statistisch signifikant ge-
ringerer Anstieg der Ohrdicke am zweiten Tag nach der AK-Injektion festgestellt werden (p < 0,01)(B).
Histologisch sind sowohl in der Kontroll- als auch in der Behandlungsgruppe Zelleinwanderungen und
Spaltbildungen zu erkennen(C). Die Bindung des anti-mCOL7-IgG-AK sowie die Ablagerung des C3-
Komplements an der DEJ war bei beiden Gruppen identisch (A).
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3.2.3 Abnahme der Ohrschwellung und histologisch geringere
Entziindungszeichen bei Behandlung mit PHA-665752 im lokalen
Modell der EBA

PHA-665752 inhibiert den Tyrosin-Kinase-Rezeptor c-Met in einem zellfreien Versuchsaufbau
mit einem 1Cso-Wert von 9 nM™”. Bei dem in vitro ROS-Freisetzungsversuch war eine signifi-
kante Reduktion der ROS-Freisetzung nur bei Zugabe der Substanz in der héchsten Konzen-
tration von 10 uM zu beobachten (s. Abb. [3.1). Fir den in vivo Versuch wurden die Mause
einmal taglich i.p. mit PHA-665752 in einer Dosierung von 30 mg/kg KG"8Z bzw. mit der Tr&-
gersubstanz behandelt. Die Ergebnisse dieses Versuches sind in Abbildung [3.6] dargestellt.
Die Ohren der Kontrolltiere waren im Gegensatz zu denen der PHA-665752-behandelten Tiere
von einer deutlicheren Rétung betroffen. An Tag 1 nach intradermaler AK-Injektion war bereits
die Tendenz eines starkeren Anschwellens der Ohren in der Kontrollgruppe zu sehen. Der Un-
terschied der Ohrdicke verglichen zu Tag 0 wurde zwischen Kontroll- und Behandlungsgruppe
am zweiten Tag statistisch hochsignifikant (p < 0,001).

Die Verdickung der Ohren konnte in der histologischen Auswertung der Schnitte in HE Farbung
ebenfalls nachvollzogen werden. Wahrend es bei den Kontrolltieren zu einer starken Einwan-
derung von Neutrophilen in die Dermis und zu einer eindeutigen Verdickung der Epidermis
im Sinne einer mehrschichtig statt einschichtig aufgebauten Epidermis kam, wanderten bei
den behandelten M&usen weniger Zellen ein und die Epidermis blieb verhaltnismaiig dinn.
Im reprasentativen Bild der HE gefarbten Schnitte ist bei der Kontrollgruppe auBBerdem die
Abspaltung der Epidermis von der Dermis mit Krustenbildung erkennbar.

Die DIF Farbungen lassen sowohl bei den behandelten als auch bei den Kontrolltieren eine
erfolgreiche Bindung des AK an der DEJ sowie die Ablagerung von C3-Komplement erkennen

(s. Abb.[3.6).
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Abbildung 3.6 Lokale EBA in PHA-665752- und Losungsmittel-behandelten Mausen
C57BL/6-Wildtyp-Mause wurden p.o. mit dem c-Met-Inhibitor PHA-665752 oder dem L&sungsmittel
ab Tag -2 behandelt, an Tag 0 erfolgte die Injektion des anti-mCOL7-IgG-AK in die Ohrbasis und an
Tag 0, 1 und 2 wurde die Ohrdicke als klinischer Parameter einer Entziindungsreaktion erfasst. An
Tag 2 erfolgte die Untersuchung der Ohren hinsichtlich klinischer Symptome der EBA, wie Hautré-
tung, Blasen- und Krustenbildung. Neben Referenzabbildungen der HE-gefarbten Gewebshistologien
(MaRBstab = 200 um) sind fluoreszensgefarbte Gefrierschnitte zur Kontrolle der Bindung des IgG-AK
und der Ablagerung von C3-Komplement (MaB3stab = 100 pm) dargestellt (A). Klinische Parameter
(Schwellung der Ohren und prozentualer Befall der Ohren mit Symptomen der EBA) wurden erfasst
und mit dem Mann-Whitney Test statistisch ausgewertet (B, D). Die Veranderungen des Gewebes
wurden anhand der HE-gefarbten Proben mithilfe einer Bewertungsskala, die die Zelleinwanderung in
das Gewebe, die Verdickung der Epidermis und die Bildung von Blasen, Spalten und Krusten einbe-
zieht, analysiert (C) und ebenfalls mit dem Mann-Whitney Test auf statistisch signifikante Unterschiede
untersucht. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte und Standardabweichungen und signifikante Un-
terschiede mit Sternen markiert (*, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001).

Neben einer starkeren Rétung der Ohren ist bei den HE-gefarbten Gewebeproben der Kontrolltiere ei-
ne deutlich verdickte Epidermis sowie eine beginnende Spaltbildung an der DEJ sichtbar, was sich in
der statistischen Auswertung der Histologien widerspiegelt (p < 0,01) (C). Die Auswertung der klinisch
erfassten Parameter zeigte ein deutlich starkeres Anschwellen der Ohren in der Kontrollgruppe (p <
0,001) (B). Der Anteil der Oberflache, der von sichtbaren Symptome der EBA, wie Rétung oder Ver-
krustung betroffen war, unterschied sich in beiden Gruppen statistisch nicht signifikant voneinander

(D).
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3.2.4 Geringere Symptomauspragung bei Behandlung mit NU7441 im
lokalen Modell der EBA

In einem zellfreien Versuchsansatz kann durch Zugabe von NU7441 die DNA-PK mit einem
ICso-Wert von 14 nM, in Konzentrationen ab 5 ;M kann auch die PI3K inhibiert werden193.
Bei dem in vitro Versuch zur ROS-Freisetzung zeigte sich bei Zugabe der Substanz in allen
vier Konzentrationen eine signifikante Reduktion der ROS-Freisetzung (s. Abb.[3.1). Die Mau-
se wurden im in vivo Versuch ab Tag -2 zweimal taglich i.p. mit dem Medikament (5 mg/kg
KG)™* bzw. mit der entsprechenden Menge des Lésungsmittels behandelt.

Wie man in Abbildung sehen kann, waren die Tiere der Kontrollgruppe starker von der
Erkrankung betroffen als die Mause der Behandlungsgruppe. Die prozentuale Flache der Oh-
ren, die in der Kontrollgruppe von Symptomen der EBA (Rétung, Verkrustung) befallen war,
war gréBer als bei den behandelten Tieren (p < 0,001). Die als klinischer Parameter der Sym-
ptomauspragung herangezogene Verdickung der Ohren war bei den Tieren der Kontrollgruppe
statistisch signifikant starker als die der mit NU7441 behandelten Tiere (p < 0,01). Die Auswer-
tung der HE-geféarbten Gewebeschnitte erbrachte keinen statistisch signifikanten Unterschied
in der Krankheitsauspragung. Bei beiden Gruppen kam es z.T. zur Verdickung und Verkrus-
tung der Epidermis durch eingewanderte Entziindungszellen (s. Abb. [3.7).

Die Kontrolle der Bindung der intradermal injizierten AK an die DEJ erfolgte mittels DIF und war
bei beiden Gruppen positiv. Bei beiden Gruppen lagerte sich auBerdem C3-Komplement an
der DEJ ab. Die Mehrschichtung des Epithels lief3 sich neben den HE-Schnitten auch bei den
DIF-gefarbten Schnitten als blaue Zellkerne oberhalb der griin fluoreszenzmarkierten IgG-AK
erkennen.
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Abbildung 3.7 Lokale EBA in NU7441- und Lésungsmittel-behandelten Mausen

C57BL/6-Wildtyp-Mause wurden i.p. mit dem DNA-PK-Inhibitor NU7441 oder dem L&sungsmittel ab
Tag -2 behandelt, an Tag 0 erfolgte die Injektion des anti-mCOL7-IgG-AK in die Ohrbasis und an
Tag 0, 1 und 2 wurde die Ohrdicke als klinischer Parameter einer Entziindungsreaktion erfasst. An
Tag 2 erfolgte die Untersuchung der Ohren hinsichtlich klinischer Symptome der EBA, wie Hautré-
tung, Blasen- und Krustenbildung. Neben Referenzabbildungen der HE-gefarbten Gewebshistologien
(MaRstab = 200 um) sind fluoreszensgefarbte Gefrierschnitte zur Kontrolle der Bindung des IgG-AK
und der Ablagerung von C3-Komplement (MaBBstab = 100 pm) dargestellt (A). Klinische Parameter
(Schwellung der Ohren und prozentualer Befall der Ohren mit Symptomen der EBA) wurden erfasst
und mit dem Mann-Whitney Test statistisch ausgewertet (B, D). Die Verdnderungen des Gewebes
wurden anhand der HE-gefarbten Proben mithilfe einer Bewertungsskala, die die Zelleinwanderung in
das Gewebe, die Verdickung der Epidermis und die Bildung von Blasen, Spalten und Krusten einbe-
zieht, analysiert (C) und ebenfalls mit dem Mann-Whitney Test auf statistisch signifikante Unterschiede
untersucht. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte und Standardabweichungen und signifikante Un-
terschiede mit Sternen markiert (*, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001).
Wahrend in den HE-gefarbten histologischen Gewebeschnitten sowohl in der Kontroll- als auch in
der Behandlungsgruppe eine Verdickung, Verkrustung und teilweise Ablésung der Epidermis sichtbar
ist (C), sind klinische Parameter, wie die Verdickung der Ohren (p < 0,01) (B) und der prozentual von
EBA-Symptomen betroffene Anteil der Ohroberflache (p < 0,001) (D), bei der Kontrollgruppe statistisch
signifikant stérker ausgepragt. Die DIF Farbungen zeigen bei beiden Gruppen sowohl die Bindung der
anti-mCOL7-1gG-AK als auch die C3-Ablagerung an der DEJ (A).
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3.2.5 Hemmender Effekt von Propranolol HCI auf die
Symptomauspragung im lokalen Modell der EBA

Propranolol ist ein nicht selektiver, kompetitiver Inhibitor des -Adrenorezeptors, der mit einem
ICso-Wert von 12 nM wirksam ist1®%. In einer ersten statistischen Analyse der in vitro Versuche
mit Hilfe des One-way ANOVA-Tests ergab sich bei Zugabe von Propranolol in einer Konzen-
tration von 10 M statistisch gesehen eine signifikante Reduktion der ROS-Freisetzung (p <
0,01). Daraufhin wurden weitere Untersuchungen mit Propranolol durch unsere Arbeitsgruppe
durchgefihrt. Bisher noch nicht veréffentlichte Daten zeigten ebenfalls eine deutlichen Reduk-
tion der ROS-Freisetzung aus stimulierten Neutrophilen unter Zugabe von Propranolol. In dem
von mir durchgefuhrten in vivo Versuch wurden die Mause der Behandlungsgruppe ab Tag -2
einmal taglich i.p. mit 4 mg/kg KG Propranolol bzw. einer aquivalenten Menge des Lésungs-
mittels PBS behandelt?41242,

Bei den Reprasentativbildern der Mause in Abbildung ist eine starker ausgepragte Rétung
der Ohren der Kontrolltiere zu erkennen. Die Schwellung der Ohren als klinischer Parame-
ter der Entzindung war bei den mit Propranolol behandelten Tieren vor allem am ersten Tag
nach AK-Injektion deutlich geringer (p < 0,05). Der Unterschied der von EBA betroffenen Ohr-
flache zwischen beiden Gruppen an Tag zwei war zwar statistisch gesehen nicht signifikant,
allerdings war bei den mit Propranolol behandelten Tieren im Mittel eine Ohrflache von 5%
betroffen, wahrend bei den Kontrolltieren Uber 20% der Flache Entzidnungsreaktionen auf-
wiesen. Die fehlende statistische Signifikanz kommt vermutlich wegen der breiten Streuung
bei gleichzeitig kleiner Stichprobengruppe zustande.

Die Auswertung der HE-gefarbten Gewebeschnitte beider Gruppen erbrachte keine signifikant
unterschiedlichen Ergebnisse. Sowohl bei der Kontroll- als auch bei der Behandlungsgruppe
ist die Epidermis leicht verdickt und eine Einwanderung von Granulozyten feststellbar. In den
DIF Farbungen konnte sowohl die Bindung der anti-mCOL7-IgG-AK an die DEJ als auch die
C3-Ablagerung nachgewiesen werden (s. Abb. [3.8).
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Abbildung 3.8 Lokale EBA in Propranolol HCI- und Lésungsmittel-behandelten Mausen

C57BL/6-Wildtyp-Mause wurden i.p. mit Propranolol, das nicht selektiv den S-Adrenorezeptor blo-
ckiert, oder dem Ldsungsmittel ab Tag -2 behandelt, an Tag 0 erfolgte die Injektion des anti-mCOL7-
IgG-AK in die Ohrbasis und an Tag 0, 1 und 2 wurde die Ohrdicke als klinischer Parameter einer
Entziindungsreaktion erfasst. An Tag 2 erfolgte die Untersuchung der Ohren hinsichtlich klinischer
Symptome der EBA, wie Hautrétung, Blasen- und Krustenbildung. Neben Referenzabbildungen der
HE-gefarbten Gewebshistologien (MalB3stab = 200 um) sind fluoreszensgefarbte Gefrierschnitte zur
Kontrolle der Bindung des IgG-AK und der Ablagerung von C3-Komplement (MaBstab = 100 pm)
dargestellt (A). Klinische Parameter (Schwellung der Ohren und prozentualer Befall der Ohren mit
Symptomen der EBA) wurden erfasst und mit dem Mann-Whitney Test statistisch ausgewertet (B,
D). Die Veranderungen des Gewebes wurden anhand der HE-gefarbten Proben mithilfe einer Bewer-
tungsskala, die die Zelleinwanderung in das Gewebe, die Verdickung der Epidermis und die Bildung
von Blasen, Spalten und Krusten einbezieht, analysiert (C) und ebenfalls mit dem Mann-Whitney Test
auf statistisch signifikante Unterschiede untersucht. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte und Stan-
dardabweichungen und signifikante Unterschiede mit Sternen markiert (*, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p
< 0,001).
Die klinischen Parameter zwischen der Kontroll- und der Interventionsgruppe unterschieden sich bis
auf die Differenz der Ohrdicke an Tag 1 (B) nicht signifikant voneinander. Die makroskopisch sicht-
bar betroffene Ohrflache betrug bei der Kontrollgruppe jedoch im Mittel 20%, wahrend bei der Inter-
ventionsgruppe lediglich 5% betroffen waren (D). In der histologischen Analyse zeigten sich ahnlich
ausfallende Gewebeveranderungen mit Zelleinwanderung, Verdickung der Epidermis und bei der Kon-
troligruppe Spaltbildung (C). Die DIF Farbungen zeigen bei beiden Gruppen sowohl die Bindung der
anti-mCOL7-IgG-AK als auch die C3-Ablagerung an der DEJ (A).

57



3 Ergebnisse

3.2.6 Hemmender Effekt von BX-795 auf die Symptomauspragung im
lokalen Modell der EBA

In zellfreien Untersuchungen hemmt BX-795 spezifisch die PDK1 mit einer ICs, von 6 nM19,
Die Zugabe von BX-795 in den drei héchsten Konzentrationen, 0,1 xM, 1 uM und 10 uM, zu
den durch Immunkomplexe aktivierten neutrophilen Granulozyten bewirkte eine signifikante
Reduktion der freigesetzten ROS (s. Abb. [3.1). Um die Wirkung des Medikamentes auf die
Zellen in einem komplexen Organismus zu untersuchen, wurde es im in vivo Versuch den
Méausen der Behandlungsgruppe zweimal taglich in einer Dosierung von 15 mg/kg KG peroral
verabreicht1¢,

Die klinischen Symptome der EBA, wie Rétung, Verkrustung und Blasenbildung, die sich nach
Injektion des anti-mCOL7-1gG-AK ausgebildet haben, zeigten in ihrer flachenhaften Ausbrei-
tung zwischen Behandlungs- und Kontrollgruppe einen deutlichen Unterschied (s. Abb. [3.9).
Wahrend in der Kontrollgruppe eine Flache am Ohr im Mittel von etwa 25% betroffen war, lie-
Ben sich an den Ohren der mit BX-795 behandelten M&use nur sehr wenige Lasionen finden.
Diese Beobachtung lie3 sich allerdings nicht durch starkere Schwellung der Ohren der Kon-
trolltiere widerspiegeln.

Bei der Analyse der HE gefarbten Gewebeschnitte lag keine starkere Einwanderung von Ent-
ztindungszellen, Verdickung der Epidermis oder Blasenbildung bei der Kontrollgruppe im Ver-
gleich zur Behandlungsgruppe vor. Die Farbungen der Proben mit Hilfe der DIF wiesen die
Bindung des intradermal injizierten anti-mCOL7-IgG-AK an das in der DEJ befindliche Anti-
gen COL7 sowie die Ablagerung von C3-Komplement an der DEJ nach (s. Abb[3.9).
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Abbildung 3.9 Lokale EBA in BX-795- und Lésungsmittel-behandelten Mausen

C57BL/6-Wildtyp-Mause wurden p.o. mit BX-795, einem Inhibitor der PDK1, oder dem L&sungsmittel
ab Tag -2 behandelt, an Tag 0 erfolgte die Injektion des anti-mCOL7-IgG-AK in die Ohrbasis und an
Tag 0, 1 und 2 wurde die Ohrdicke als klinischer Parameter einer Entziindungsreaktion erfasst. An
Tag 2 erfolgte die Untersuchung der Ohren hinsichtlich klinischer Symptome der EBA, wie Hautré-
tung, Blasen- und Krustenbildung. Neben Referenzabbildungen der HE-gefarbten Gewebshistologien
(MaBstab = 200 pm) sind fluoreszensgefarbte Gefrierschnitte zur Kontrolle der Bindung des 1gG-AK
und der Ablagerung von C3-Komplement (Maf3stab = 100 pm) dargestellt (A). Klinische Parameter
(Schwellung der Ohren und prozentualer Befall der Ohren mit Symptomen der EBA) wurden erfasst
und mit dem Mann-Whitney Test statistisch ausgewertet (B, D). Die Veranderungen des Gewebes
wurden anhand der HE-gefarbten Proben mithilfe einer Bewertungsskala, die die Zelleinwanderung in
das Gewebe, die Verdickung der Epidermis und die Bildung von Blasen, Spalten und Krusten einbe-
zieht, analysiert (C) und ebenfalls mit dem Mann-Whitney Test auf statistisch signifikante Unterschiede
untersucht. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte und Standardabweichungen und signifikante Un-
terschiede mit Sternen markiert (*, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001).
Die Tiere, die mit BX-795 behandelt wurden, wiesen im Gegensatz zu den Kontrolltieren nahezu
keine von entzindlichen Hautlasionen betroffene Ohrflache (p>0,001) auf (D). In der statistischen
Auswertung der Veranderung der Ohrdicke (B), als klinischer Parameter einer Entziindung, und in
der Analyse der histologischen Gewebeproben lieBen sich keine statistischen Unterschiede zwischen
beiden Gruppen feststellen (C). Die DIF Farbungen zeigen bei beiden Gruppen sowohl die Bindung
des anti-mCOL7-IgG-AK als auch die C3-Ablagerung an der DEJ (A).
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3.2.7 Kaum sichtbare Effekte von EHop-016 im lokalen Modell der
EBA

Die Rac-GTPase wird in MDA-MB-435- und MDA-MB-231-Zellen (Brustkrebszellen) durch
EHop-016 mit einem ICsy-Wert von 1,1 uM gehemmt'®3, In der hdchsten Konzentration von
10 uM reduzierte die Zugabe von EHop-016 zu stimulierten humanen neutrophilen Granulo-
zyten in vitro die ROS-Freisetzung nach einer ersten Analyse mit dem One-way ANOVA-Test
statistisch signifikant (p < 0,05). Aus diesem Grund wurde es fir den weiteren in vivo Ver-
such ausgewahlt und der Wirkstoff wurde dazu drei Tage vor Versuchsbeginn von der Firma
Selleckchem geldst geliefert. Zweimal taglich wurden die Mause i.p. mit 12 mg/kg KG EHop-
016184 bzw. dem entsprechenden Lésungsmittel behandelt.

Abbildung [3.10|fasst die Ergebnisse des in vivo Versuches zusammen. Ein signifikanter Unter-
schied zwischen Kontroll- und Behandlungsgruppe war lediglich in der Ausbreitung der Sym-
ptome am Ohr zu erkennen (p < 0,05), wobei die Kontrollgruppe starker betroffen war. Die
Messung der Schwellung der Ohren oder die Analyse der Gewebshistologien flhrten zu kei-
nen statistisch signifikant unterschiedlichen Ergebnissen.

Die Bindung des injizierten AK an mCOL?7 hat bei beiden Gruppen stattgefunden, was sich in
der DIF als griin fluoreszierende Linie an der DEJ darstellen lasst. Die Ablagerung von C3-
Komplement an der DEJ ist ebenso bei Kontroll- und Behandlungsgruppe als Zeichen einer
Aktivierung des Komplementsystems durch die im Gewebe immobilisierten Immunkomplexe
aus mCOL7 und anti-mCOL7-1gG erfolgt.
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Abbildung 3.10 Lokale EBA in EHop-016- und Lésungsmittel-behandelten Mausen

C57BL/6-Wildtyp-Mause wurden i.p. mit EHop-016, das die Rac-GTPase hemmt, oder dem L&sungs-
mittel ab Tag -2 behandelt, an Tag 0 erfolgte die Injektion des anti-mCOL7-IgG-AK in die Ohrbasis und
an Tag 0, 1 und 2 wurde die Ohrdicke als klinischer Parameter einer Entzindungsreaktion erfasst. An
Tag 2 erfolgte die Untersuchung der Ohren hinsichtlich klinischer Symptome der EBA, wie Hautré-
tung, Blasen- und Krustenbildung. Neben Referenzabbildungen der HE-gefarbten Gewebshistologien
(MaBstab = 200 pm) sind fluoreszensgefarbte Gefrierschnitte zur Kontrolle der Bindung des 1gG-AK
und der Ablagerung von C3-Komplement (MaB3stab = 100 pum) dargestellt (A). Klinische Parameter
(Schwellung der Ohren und prozentualer Befall der Ohren mit Symptomen der EBA) wurden erfasst
und mit dem Mann-Whitney Test statistisch ausgewertet (B, D). Die Verdnderungen des Gewebes
wurden anhand der HE-geféarbten Proben mithilfe einer Bewertungsskala, die die Zelleinwanderung in
das Gewebe, die Verdickung der Epidermis und die Bildung von Blasen, Spalten und Krusten einbe-
zieht, analysiert (C) und ebenfalls mit dem Mann-Whitney Test auf statistisch signifikante Unterschiede
untersucht. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte und Standardabweichungen und signifikante Un-
terschiede mit Sternen markiert (*, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001).
AuBer dem statistisch signifikant unterschiedlich stark ausgepréagten Befall der Ohrflache (p < 0,05)
(D) ergaben die Analysen der weiteren klinischen (B) und histologischen (C) Parameter keine sta-
tistisch signifikanten Unterschiede zwischen Kontroll- und Behandlungsgruppe. Die DIF Farbungen
zeigen bei beiden Gruppen sowohl die Bindung der anti-mCOL7-IgG-AK als auch die C3-Ablagerung
an der DEJ (A).
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3.2.8 Kein Effekt von MK-2206 2HCI im lokalen Modell der EBA

Durch die Blockade von AKT1/2/3 mit IC5o-Werten von 8 nM/ 12 nM/ 65 nM durch den Wirkstoff
MK-2206 2HCI wird die Phosphorylierung der im intrazellularen Signalweg unterhalb liegen-
den Enzyme/Kinasen verhindert'”. Die Blockade durch MK-2206 2HCI flihrte in den in vitro
Experimenten in den héheren Konzentrationen von 1 uM und 10 M zu einer statistisch signi-
fikant verringerten Freisetzung von ROS aus aktivierten neutrophilen Granulozyten (p < 0,05)
(s. Abb. [3.1). Fir die Behandlung der Tiere im in vivo Versuch wurde der Wirkstoff in einer
Dosierung von 120 mg/kg KG=*® oder das Lésungsmittel einmal taglich p.o. verabreicht.

Die Ergebnisse der Tierversuche sind in Abbildung dargestellt. Es waren keine wesent-
lichen Unterschiede weder in der flachenhaften Auspragung der Symptome noch in der Ver-
anderung der Ohrdicke zwischen beiden Gruppen feststellbar. Auch in der Auswertung der
HE-gefarbten Proben war keine signifikante Abweichung der Entzindungsmerkmale erkenn-
bar. Sowohl bei der Interventions- als auch bei der Kontrollgruppe fiihrte die AK-Injektion zur
Einwanderung von Zellen in das Gewebe sowie zur Ausbildung von Blasen durch Abspaltung
der Epidermis von der Dermis.

In der DIF war die DEJ bei beiden Gruppen als fluoreszierende Linie im Sinne des an mCOL7
gebundenen, injizierten AK darstellbar. Aufgrund einer relativ starken Hintergrundfarbung durch
den fluoreszierenden AK war die Ablagerung des C3-Komplements schlechter beurteilbar,
dennoch ist sie bei beiden Gruppen erkennbar.
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Abbildung 3.11 Lokale EBA in MK-2206 2HCI- und Lésungsmittel-behandelten Mausen

C57BL/6-Wildtyp-Méause wurden p.o. mit MK-2206, einem Hemmestoff der AKT1/2/3, oder dem L&-
sungsmittel ab Tag -2 behandelt, an Tag 0 erfolgte die Injektion des anti-mCOL7-1gG-AK in die Ohr-
basis und an Tag 0, 1 und 2 wurde die Ohrdicke als klinischer Parameter einer Entziindungsreaktion
erfasst. An Tag 2 erfolgte die Untersuchung der Ohren hinsichtlich klinischer Symptome der EBA, wie
Hautrétung, Blasen- und Krustenbildung. Neben Referenzabbildungen der HE-geférbten Gewebshis-
tologien (MaBstab = 200 um) sind fluoreszensgeféarbte Gefrierschnitte zur Kontrolle der Bindung des
IgG-AK und der Ablagerung von C3-Komplement (MaBstab = 100 xm) dargestellt (A). Klinische Pa-
rameter (Schwellung der Ohren und prozentualer Befall der Ohren mit Symptomen der EBA) wur-
den erfasst und mit dem Mann-Whitney Test statistisch ausgewertet (B, D). Die Verdnderungen des
Gewebes wurden anhand der HE-gefarbten Proben mithilfe einer Bewertungsskala, die die Zellein-
wanderung in das Gewebe, die Verdickung der Epidermis und die Bildung von Blasen, Spalten und
Krusten einbezieht, analysiert (C) und ebenfalls mit dem Mann-Whitney Test auf statistisch signifikan-
te Unterschiede untersucht. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte und Standardabweichungen und
signifikante Unterschiede mit Sternen markiert (*, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001).
Insgesamt ist eine relativ breite Streuung der Werte erkennbar, die relevante Unterschiede zwischen
beiden Gruppen nicht erkennen lasst (B, D). Verdnderungen der Haut bestehen bei beiden Gruppen
im Sinne einer Migration von Zellen und Verdickung bzw. Spaltbildung zwischen Dermis und Epider-
mis (C). Bei starker Hintergrundfarbung lassen sich die DIF-Bilder schwieriger analysieren, jedoch ist
sowohl die Bindung des IgG-AK sowie eine Ablagerung von C3 sichtbar (A).
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3 Ergebnisse

3.2.9 Geringer Effekt von IC-87114 auf die Symptomauspragung der
EBA im lokalen Modell

IC-87114 ist ein selektiver Inhibitor der PIBK4, mit einem 1Cso-Wert von 0,5 uM im zellfreien
Versuchsansatz'®. Im in vitro Experiment mit Immunkomplex-aktivierten Neutrophilen fiihr-
te die Zugabe von 1C-87114 mit einer Konzentration von minimal 0,1 M zu einer statistisch
signifikanten Verringerung der ROS-Freisetzung (p < 0,05) (s. Abb. [3.1). Fir die in vivo Ver-
suche wurde die Substanz von der Herstellerfirma Selleckchem drei Tage vor Versuchsbeginn
im Lésungsmittel geldst geschickt. Die Tiere wurden dreimal taglich p.o. mit einer Dosis von
5,6 mg/kg KG IC-87114"%% bzw. dem Lésungsmittel behandelt.

Der Befall der Ohren mit Symptomen der EBA, der bei der Kontrollgruppe im Mittel bei etwa
35% und bei der Behandlungsgruppe bei etwa 20% lag, unterschied sich statistisch signifi-
kant voneinander (p < 0,05) (s. Abb.[3.12). Die klinischen und histologischen Parameter einer
Entzindung unterschieden sich nicht signifikant. In den Referenzabbildungen ist sowohl bei
der Kontrollgruppe als auch bei der Behandlungsgruppe die Einwanderung von Zellen sicht-
bar sowie die Ausbildung einer Blase im Beispiel der Kontrollgruppe und die Ausbildung einer
Kruste im Beispiel der Behandlungsgruppe. Die Bindung des anti-mCOL7-IgG-AK und die Ab-
lagerung von C3-Komplement an der DEJ wurde durch Farbungen der Gewebeschnitte in der
DIF untersucht und ist bei beiden Gruppen identisch.
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Abbildung 3.12 Lokale EBA in IC-87114- und Lésungsmittel-behandelten Mausen

C57BL/6-Wildtyp-Mause wurden p.o. mit IC-87114, einem Inhibitor von PI3KJ, oder dem Lésungsmit-
tel ab Tag -2 behandelt, an Tag 0 erfolgte die Injektion des anti-mCOL7-IgG-AK in die Ohrbasis und
an Tag 0, 1 und 2 wurde die Ohrdicke als klinischer Parameter einer Entzlindungsreaktion erfasst. An
Tag 2 erfolgte die Untersuchung der Ohren hinsichtlich klinischer Symptome der EBA, wie Hautr-
tung, Blasen- und Krustenbildung. Neben Referenzabbildungen der HE-gefarbten Gewebshistologien
(MaRBstab = 200 um) sind fluoreszensgefarbte Gefrierschnitte zur Kontrolle der Bindung des IgG-AK
und der Ablagerung von C3-Komplement (MaB3stab = 100 pum) dargestellt (A). Klinische Parameter
(Schwellung der Ohren und prozentualer Befall der Ohren mit Symptomen der EBA) wurden erfasst
und mit dem Mann-Whitney Test statistisch ausgewertet (B, D). Die Veranderungen des Gewebes
wurden anhand der HE-gefarbten Proben mithilfe einer Bewertungsskala, die die Zelleinwanderung in
das Gewebe, die Verdickung der Epidermis und die Bildung von Blasen, Spalten und Krusten einbe-
zieht, analysiert (C) und ebenfalls mit dem Mann-Whitney Test auf statistisch signifikante Unterschiede
untersucht. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte und Standardabweichungen und signifikante Un-
terschiede mit Sternen markiert (*, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001).
Vor allem die Abbildungen der Gewebshistologien, sowohl die HE-Farbungen als auch die DIF-
Farbungen, lassen erkennen, dass es bei beiden Versuchsgruppen zu einer Krankheitsentwicklung
nach AK-Injektion gekommen ist (A, C). Eine Verdickung der Epidermis mit Krusten- bzw. Blasenbil-
dung sowie die Einwanderung von Entziindungszellen sind als Zeichen der Erkrankung sichtbar (C).
Die makroskopisch sichtbar von Symptomen betroffene Ohrflache der Interventionsgruppe ist nach
statistischer Auswertung signifikant geringer (D), wahrend bei der Ohrdicke und der Auswertung der
Gewebshistologien kein Unterschied zu sehen ist (B, C). Die Bindung des anti-mCOL7-IgG-AK und
die Ablagerung von C3-Komplement an der DEJ wurde durch Farbungen der Gewebeschnitte in der
DIF untersucht und ist bei beiden Gruppen gleich (A).
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3.2.10 Schwach aktivierender Effekt von Nilotinib im lokalen Modell
der EBA

Nilotinib als bekannter Inhibitor von Bcr-Abl mit einem ICso-Wert < 30 nM in murinen myeloiden
Progenitorzellen?'? fiinrte in der in vitro Untersuchung mit humanen neutrophilen Granulozy-
ten in Konzentrationen von 1 uM und 10 M zur deutlichen Reduktion der ROS-Freisetzung
(p < 0,05) (s. Abb. [3.1). Mit einer Dosierung von 24 mg/kg KG2'2 wurden die M&use der Be-
handlungsgruppe mit Nilotinib bzw. die Kontrolltiere mit der Tragersubstanz dreimal taglich p.o.
behandelt.

Die Versuchsergebnisse in Abbildung zeigen, dass die Behandlung mit Nilotinib zu kei-
ner Symptomabmilderung im Vergleich zur Kontrollgruppe fihrte. Die an den Ohren sichtbaren
Lasionen waren in beiden Gruppen etwa gleich stark ausgepragt. Bei der Kontrolle der Ohrdi-
cke konnte an Tag 2 sogar eine starkere Schwellung bei den mit Nilotinib behandelten Tieren
festgestellt werden (p < 0,05). Histologisch waren in den Gewebeproben beider Gruppen in
das Gewebe eingewanderte Zellen und die Ausbildung von Spalten zwischen Dermis und Epi-
dermis zu erkennen. Es kam ebenfalls bei beiden Gruppen zur Verdickung der Epidermis.
Die Bindung des intradermal injizierten AK wurde in der DIF Farbung Uberprift und konnte
bei beiden Gruppen an der DEJ nachgewiesen werden. Abgelagertes C3-Komplement wurde
ebenfalls markiert und an der DEJ dargestellt.
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Abbildung 3.13 Lokale EBA in Nilotinib- und Lésungsmittel-behandelten Mausen

Die Tiere wurden p.o. mit Nilotinib, das Bcr-Abl blockiert, oder dem Lésungsmittel ab Tag -2 behan-
delt, an Tag 0 erfolgte die Injektion des anti-mCOL7-IgG-AK in die Ohrbasis und an Tag 0, 1 und
2 wurde die Ohrdicke als klinischer Parameter einer Entziindungsreaktion erfasst. An Tag 2 erfolg-
te die Untersuchung der Ohren hinsichtlich klinischer Symptome der EBA, wie Hautrdtung, Blasen-
und Krustenbildung. Neben Referenzabbildungen der HE-gefarbten Gewebshistologien (MaBstab =
200 pm) sind fluoreszensgefarbte Gefrierschnitte zur Kontrolle der Bindung des 1gG-AK und der Ab-
lagerung von C3-Komplement (MaBstab = 100 xm) dargestellt (A). Klinische Parameter (Schwellung
der Ohren und prozentualer Befall der Ohren mit Symptomen der EBA) wurden erfasst und mit dem
Mann-Whitney Test statistisch ausgewertet (B, D). Die Veranderungen des Gewebes wurden anhand
der HE-gefarbten Proben mithilfe einer Bewertungsskala, die die Zelleinwanderung in das Gewebe,
die Verdickung der Epidermis und die Bildung von Blasen, Spalten und Krusten einbezieht, analysiert
(C) und ebenfalls mit dem Mann-Whitney Test auf statistisch signifikante Unterschiede untersucht.
Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte und Standardabweichungen und signifikante Unterschiede mit
Sternen markiert (*, p < 0,05; **, p < 0,01; ™, p < 0,001).

Sowohl in der Interventionsgruppe als auch in der Behandlungsgruppe wurden durch AK-Injektion
Symptome der EBA, wie Krusten- und Spaltbildung, hervorgerufen, was in den reprasentativen HE-
gefarbten Bildern zu sehenist (A). In der DIF-Farbung Iasst sich dartber hinaus die Einwanderung von
Zellen an der DEJ erkennen (blau gefarbte Zellen) (A). Die Messung der Ohrdicke zeigte ein deutliche-
res Anschwellen der Ohren der mit Nilotinib behandelten Tiere im Vergleich zu den Kontrolltieren (p
< 0,05) (B). Die statistische Auswertung der weiteren erhobenen klinischen Parameter sowie der HE-
gefarbten Gewebeproben ergaben keine relevanten Unterschiede zwischen beiden Versuchsgruppen
(C, D).
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3.2.11 Zunahme der Ohrschwellung bei Behandlung mit PH-797804

am zweiten Tag im lokalen Modell der EBA

PH-797804 ist ein Inhibitor der p38a MAP-Kinase mit einem ICso-Wert von 26 nM™2, In den
in vitro Versuchen konnte, wie in Abbildung[3.1] sichtbar, die ROS-Freisetzung bei Zugabe des
Wirkstoffes zu den Immunkomplex-aktivierten Neutrophilen in der Konzentration von 0,1 M
deutlich reduziert werden (p < 0,01). /n vivo wurde PH-797804 zweimal taglich in einer Do-
sierung von 1 mg/kg KG'%> oder zur Kontrolle die &quivalente Menge des Lésungsmittels p.o.
verabreicht.

Die Ergebnisse des Versuches sind in Abbildung[3.14]zusammengefasst dargestellt. Die klini-
sche Manifestation an den Ohren der Tiere unterschied sich in Kontroll- und Behandlungsgrup-
pe nicht wesentlich voneinander. Allerdings war eine deutlichere Zunahme der Ohrdicke fest-
zustellen und zwar nicht bei den Tieren der Kontrollgruppe, sondern bei den mit PH-797804
behandelten Tieren (p < 0,05). In der Auswertung der Gewebshistologien war die Zelleinwan-
derung in die Haut mit Folge einer verdickten Epidermis bei beiden Gruppen vergleichbar. Die
Bindung des intradermal applizierten IgG-AK an das in der DEJ gelegene COL7 sowie die
Ablagerung des C3-Komplements war bei beiden Gruppen identisch.
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Abbildung 3.14 Lokale EBA in PH-797804- und Lésungsmittel-behandelten Mausen

C57BL/6-Wildtyp-Mause wurden p.o. mit PH-797804, einem Inhibitor der p38a MAP-Kinase, oder
dem Lésungsmittel ab Tag -2 behandelt, an Tag 0 erfolgte die Injektion des anti-mCOL7-1gG-AK in
die Ohrbasis und an Tag 0, 1 und 2 wurde die Ohrdicke als klinischer Parameter einer Entziindungs-
reaktion erfasst. An Tag 2 erfolgte die Untersuchung der Ohren hinsichtlich klinischer Symptome der
EBA, wie Hautrétung, Blasen- und Krustenbildung. Neben Referenzabbildungen der HE-gefarbten
Gewebshistologien (MafBstab = 200 um) sind fluoreszensgefarbte Gefrierschnitte zur Kontrolle der
Bindung des 1gG-AK und der Ablagerung von C3-Komplement (MaBstab = 100 um) dargestellt (A).
Klinische Parameter (Schwellung der Ohren und prozentualer Befall der Ohren mit Symptomen der
EBA) wurden erfasst und mit dem Mann-Whitney Test statistisch ausgewertet (B, D). Die Verédnderun-
gen des Gewebes wurden anhand der HE-gefarbten Proben mithilfe einer Bewertungsskala, die die
Zelleinwanderung in das Gewebe, die Verdickung der Epidermis und die Bildung von Blasen, Spalten
und Krusten einbezieht, analysiert (C) und ebenfalls mit dem Mann-Whitney Test auf statistisch signi-
fikante Unterschiede untersucht. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte und Standardabweichungen
und signifikante Unterschiede mit Sternen markiert (*, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001).
Die Abbildungen der Gewebshistologien sowie die DIF-Farbungen lassen die Einwanderung von Zel-
len erkennen mit daraus folgenden Veranderungen des Gewebes, ndmlich Spaltbildung an der DEJ
und Zerstdérung des Epithels mit konsekutiver Krustenbildung (A). Zwischen Behandlungs- und Kon-
troligruppe bestehen in der Auswertung der Gewebeproben oder dem Ausmaf3 der makroskopisch
sichtbaren Erkrankungsauspragung keine statistisch signifikanten Unterschiede (D). Die Verédnderung
der Ohrdicke nach AK-Injektion flhrte statistisch gesehen zu einem signifikant starkeren Anschwellen
bei der Interventionsgruppe an Tag 2 (p < 05) (B).
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3 Ergebnisse

3.2.12 Geringere Syptmomauspragung bei Behandlung mit Enbrel im
lokalen Modell der EBA

Teile dieser Arbeit wurden im Rahmen von Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe zum Ein-
fluss von TNFa auf EBA bereits veroffentlicht®®. Es kdnnen héhere Level von TNFa in Haut-
lasionen von erkrankten M&usen detektiert werden, was einen postivien Effekt von Enbrel
(ETA), einem TNFa-Blocker, im Sinne einer abmildernden Symptomatik der Erkrankung er-
warten lie®Y. Enbrel wurde den Mausen einmal taglich in einer Dosierung von 2,5 mg/kg KG
i.p. verabreicht, beginnend 2 Tage vor Injektion des anti-mCOL17 IgG-AK in die Ohrbasis.
Das Ergebnis ist in Abbildung [3.15] dargestellt. Die prozentual von EBA-Symptomen betroffe-
ne Flache war bei den mit Enbrel behandelten Tieren statistisch signifikant geringerer als bei
der Kontrollgruppe (p < 0,05).
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Abbildung 3.15 Lokale EBA in Enbrel- und Lésungsmittel-behandelten Mausen®®
C57BL/6-Wildtyp-Mause wurden ab Tag -2 i.p. mit Enbrel (ETA), das TNF« blockiert, oder dem L&-
sungsmittel behandelt, an Tag 0 erfolgte die Injektion des anti-mCOL17-IgG-AK in die Ohrbasis und
an Tag 0, 1 und 2 wurde die Ohrdicke als klinischer Parameter einer Entziindungsreaktion erfasst. An
Tag 2 erfolgte die Untersuchung der Ohren hinsichtlich klinischer Symptome der EBA, wie Hautrétung,
Blasen- und Krustenbildung. Dargestellt sind représentative Mausohren 2 Tage nach AK-Injektion und
Behandlung mit Enbrel oder Tragersubstanz (A) und der prozentuale Befall der Ohren mit Symptomen
der EBA als klinischer Parameter (B). Die erfassten Daten wurden mit dem t-Test ausgewertet und si-
gnifikante Unterschiede wie folgt markiert: *, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001.

Der klinische Parameter im Sinne eines groB3flachigeren Symptombefalls war bei Tieren in der Be-
handlungsgruppe mit Enbrel (n=6) geringer ausgepragt als in der Kontrollgruppe (n=8) (p < 0,05)(B).
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4 Diskussion

Neutrophile Granulozyten sind als Haupteffektorzellen bei bulldsen Autoimmundermatosen,
wie der EBA, maBgeblich an der Entstehung der Symptome beteiligt88286:929398  Dgr Bin-
dung von Autoimmunkomplexen an die DEJ folgt die Freisetzung proinflammatorischer und
chemotaktischer Signale®™4 das Komplementsystem wird aktiviert’%%0 ynd neutrophi-
le Granulozyten werden rekrutiert und aktiviert. Die Degranulation der Neutrophilen geht mit
der Freisetzung von ROS und MMPs einher, wodurch eine Gewebeschadigung hervorgerufen
wird®P192 Wegen der schwerwiegenden und teils lebensbedrohlichen Symptome der EBA
sollte die Erforschung und Entwicklung neuer Medikamente das angestrebte Ziel sein. Die
pharmazeutische Industrie sieht gerade in der Erforschung neuer Therapeutika gegen seltene
Erkrankungen wirtschaftlich jedoch keine Rentabilitdt und hat daher wenig Interesse an der-
artigen Projekten244-245,

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Signaltransduktionsinhibitoren (STI), sogenannte ,kleine Mo-
lekile”, bezuglich ihrer Fahigkeit die ROS-Freisetzung aus Immunkomplex-aktivierten Neutro-
philen in vitro zu minimieren und damit eine geringere Krankheitsauspragung im in vivo Mo-
dell der lokalen EBA zu erzielen, getestet. Im Gegensatz zu breit immunsuppressiv wirkenden
Medikamenten, wie z.B. Glukokortikoiden, geht man aufgrund der gezielten Blockade flr die
Erkrankung spezifischer Zielstrukturen bei diesen Medikamenten von einem geringeren Ne-
benwirkungspotential aus#.

Von insgesamt 33 getesteten Substanzen flihrten 15 zu einer statistisch signifikanten Abnah-
me der ROS-Freisetzung aus Immunkomplex-aktivierten humanen neutrophilen Granulozyten
im in vitro Versuch. EIf dieser in vitro wirksamen Substanzen konnten im in vivo Modell der
lokal induzierten EBA auf ihre Wirksamkeit, die EBA-Symptome zu verringern, untersucht wer-
den. Am Ende zeigte sich bei der Anwendung von sechs dieser Medikamente eine deutlich
geringere Ausbildung von makroskopisch sichtbaren L&sionen und mikroskopisch erkennba-
ren Hautverénderungen. Die Ergebnisse sind in Abbildung [4.1]zusammengefasst dargestellt.
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Zielstruktur Name Zielstruktur ~ ROS in vivo ICso

-» (p1108) = v Iniparib PARP1 n.s. n.d. 40-128 uM
GDC-0941 invivo__|(pt100/5) in vivo 5nM/3nM GSK1292263 GPR119 ns. nd.  |>30uM
PRT062607 HCI SYK nd. 1M Fulvestrant ER n.s. nd. 0,29 nM
NU7441 DNA-PK v 14nM Dapagiifiozin hSGLT2 ns. nd. [1.1nM
PH797804 p38a MAPK Enizindung 4 |26 M Cryplotanshinons STATS s nd |26
Sotrastaurin PKC 4 0,22 nM SMi4a Pim1 e nd. 170M
IC87114 pi105 15 05uM BIBR 1532 Telomerase ns. nd. _ [100nM
BX-795 PDK v oM NVP-BEP800 HSP90B ns. nd.  |58nM
XL019 JAK2 nd. 22nM Lyn Peptide Inhibitor ~ {Lyn n.s. n.d.
urstz2 PLC i nd. 10-21M Ras inhibitory peptide  |Ras n.s. n.d.
Nilotinib Ber-Abl ** n.s. <30nM HCK Antibody (N-term)
VK-2206 2HCI | AKT1/2/3 . ns. 812165 T Blocking Peptide HCK ns n.d.
GDC-0994 ERK1/2 *x n.d. 1,1/0,3 nM BIRB 796 p38a MAPK * n.d. 38 nM
Uo126 MEK1/2 *x n.d. 0,07 uM GPCR GPR119 peptide [GPR119 * n.d.
PHA-665752 c-Met * v 9nM R59 949 DAG-Kinase * n.d. 0,3 uM
Mirabegron (33-Rezeptor * n.d. 22,4nM CCG-1423 RhoA * n.d. 1,5 uM
Propranolol HCI B-Rezeptor n.s. v 12nM
EHop-016 Ras GTPase n.s. n.s. 1,1um
SR3335 RORa n.s. n.d. 480 nM

-0.01 UM -0.1 UM I:’ 1uM I:|10 M I:| n.d.: nicht durchgefiihrt I:’ n.s.: nicht signifikant :I aktivierend

Abbildung 4.1 Ubersicht der Wirksamkeit getesteter Substanzen im in vitro und in vivo
Modell Dargestellt ist die Signifikanz der Wirksamkeit getesteter Substanzen im in vitro ROS-
Freisetzungsversuch und im in vivo Modell der lokal induzierten EBA. Die Abhé&ngigkeit der Re-
duktion der ROS-Freisetzung von der Konzentration des Medikamentes ist farblich verdeutlicht:
dunkelgrin=Hemmung bei einer Konzentration von 0.1uM; blassgrin=Hemmung bei einer Konzen-
tration von 1uM; tirkis=Hemmung bei einer Konzentration von 10uM; rot=Aktivierung. Im ROS-
Freisetzungsversuch wurden pro Medikament 4 bis 9 Versuche (n=4-9) mit Positiv- und Negativkon-
trolle in Doppelbestimmung durchgefihrt. Die Signifikanzen wurden mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Test
mit GraphPad Prism 5 ermittelt (*, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001). Im Ilokalen EBA-Modell wur-
den 5 Tiere mit je 2 Ohren (n=10) pro Medikament und pro Kontrollgruppe getestet. Nicht signifikante
Werte sind mit n.s. gekennzeichnet; nicht getestete mit n.d. (nicht durchgefiihrt).

Im Folgenden werden die einzelnen Medikamente beztiglich ihrer Wirksamkeit in den Tierver-
suchen diskutiert.

Sotrastaurin (AEB071), ein nicht selektiver PKC-Inhibitor, zahlt zu den Wirkstoffen, die ne-
ben der ROS Reduktion in vitro auch einen in vivo Effekt bezlglich der Abmilderung der EBA-
Symptome erzielen konnten. Neben Anwendungsgebieten, die in der Einleitung (s. Kap.
bereits beschrieben wurden, konnte Sotrastaurin, eingesetzt in der dermatologischen For-
schung, bei oraler Einnahme dosisabhangig sowohl den Ruckgang der akuten allergischen
Kontaktdermatitis im Rattenmodell als auch die Verbesserung von Symptomen bei Psoria-
sispatienten™®3 erzielen.

Bei préklinischen Zellversuchen in der onkologischen Forschung unterdriickte Sotrastaurin
den NF-xB Signalweg, der bei Tumorgeschehen eine entscheidende Rolle in der Pathogene-
se einnimmt<4”. Dieser Signalweg spielt auch in Bezug auf die Freisetzung von ROS durch
die aktivierte NADPH-Oxidase in neutrophilen Granulozyten eine wichtige Rolle?*®, sodass
dessen Unterdriickung in vivo zum Rickgang der EBA-Symptome gefiihrt haben kdnnte. Be-
kannt ist darliber hinaus ein dosisabhangiger hemmender Effekt Sotrastaurins in vitro so-
wohl auf die Migration aktivierter Neutrophiler als auch auf die Freisetzung von ROS?49, In
vitro konnte bei LPS-stimulierten Neutrophilen die Genexpression proinflammatorischer Zyto-
kine nicht inhibiert werden#®, Durch die Zugabe von Sotrastaurin in einer Konzentration von
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0,01uM konnte in vitro ein statistisch signifikanter Rlickgang der ROS-Freisetzung aus Ne-
turophilen erzielt werden. Im in vivo Modell der lokal induzierten EBA konnte Sotrastaurin in
praventiver Anwendung das klinische Bild bei den behandelten Tieren im Gegensatz zur Kon-
trollgruppe leicht verbessern. Am zweiten Tag war vor allem die Schwellung der Ohren in der
Behandlungsgruppe deutlich geringer. Bei der von EBA betroffenen Flache oder in der Aus-
wertung der Gewebshistologien gab es keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen
der Sotrastaurin- und der Kontrollgruppe.

Eine lokale Anwendung wére aufgrund meist geringer ausgepragter Nebenwirkungen, ver-
glichen zu systemischer Applikation, wiinschenswert. Im Rahmen von Untersuchungen zur
Hyperpigmentierung bei M&ausen zeigte der PKC/j-Inhibitor Bis bereits Wirkung in lokal topi-
scher Anwendung®. Untersuchungen zur topischen Anwendung von Sotrastaurin bei EBA
kénnten daher in Betracht gezogen werden.

Neben der Blockade von PKC flhrte auch die Blockade der PI3-Kinase durch GDC-0941
(Pictilisib) im in vivo Modell zu einer Verbesserung der EBA-Symptome. Bei der in vitro durch-
gefuhrten Blockade der PI3K verwendete ich den selektiv gegen die p1105 Untereinheit wirk-
samen Wirkstoff TGX-221. Da ich fir die in vivo Versuche keine Lésung von TGX-221 erzielen
konnte, wurde er durch GDC-0941 ersetzt. Dieser Wirkstoff hemmt insbesondere die PI3Ka-
und ¢-Untereinheit, in héherer Konzentration auch 5.

Der PI3K/AKT Signalweg stellt, wie bereits in der Einleitung erwahnt (s. Kap.[1.5), bei der Kan-
zerogenese einen entscheidenden Aspekt beztiglich Proliferation, Migration und Angiogenese
dar'°810 Bej Immunkomplexbindung tiber den Fcy-Rezeptor auf neutrophilen Granulozyten
wird dieser Signalweg ebenfalls aktiviert=#>118120 ynd sorgt fiir die Bereitstellung von ROS
zur Abwehr fremder Organismen“2Y. Durch Blockade der Signalkaskade konnten die neutro-
philen Granulozyten in vitro eine geringere Menge an ROS freisetzen (s. TGX-221 in Abb.
B.1), bzw. die Symptome der lokal induzierten EBA in vivo waren weniger stark ausgepragt
(s. Abb.[3.4). Die ausschlaggebende Bedeutung der PI3K in der Pathogenese der EBA zeig-
ten bereits Untersuchungen mit PI3K3-defizienten Mausen, die bei experimentell induzierter
EBA vor Entziindungen und Blasenbildung geschitzt waren¥37, Ob dieser Effekt auf die
Reduktion der freigesetzten ROS oder auf die Blockade der Freisetzung von Elastase'®?, die
zusammen mit der Gelatinase B wesentlich an der Zerstérung von Strukturproteinen und der
dermal-epidermalen Separation beteiligt ist®!, zurlickzufiihren ist, ist nicht klar voneinander
abzugrenzen. Da die Funktion der Neutrophilen bezlglich ihrer ROS-Freisetzung durch den
PI3K-Inhibitor allerdings sehr stark eingeschrankt wurde, tragt dieser Effekt vermutlich stark
zur verringerten Symptomatik bei.

Andere PI3K Inhibitoren, wie der selektive p1104-Inhibitor IC-87114, wiesen eine abmildernde
Wirkung in Tiermodellen bei Autoimmunerkrankungen, wie beispielsweise Arthritis, auf'®* und
reduzierten die Degranulation von Mastzellen in einem Mausmodell zur allergischen Immun-
antwort in der HautZ,
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GDC-0941 fuhrte im lokalen Modell der EBA im Vergleich zu 1C-87114 zu deutlich geringer
ausgepragten Symptomen. Die Inhibition der a- - und d-Untereinheit scheint in Bezug auf
die Aktivierung der Neutrophilen durch Immunkomplexe und die Freisetzung von ROS eine
bedeutendere Rolle zu spielen als die selektive Inhibition der §-Untereinheit durch 1C-87114.
Die Untereinheiten der PI3K sind mit unterschiedlichen Aktivierungswegen und Funktionen
vergesellschaftet=>2>2, Wahrend die v-Untereinheit bei biphasischer PI3K-Aktivierung durch
fMLP-stimulierte Neutrophile v.a. in der initialen Phase von Bedeutung ist, ist die 6-Untereinheit
zu etwa 50-60%, (5 zu etwa 15% und « zu maximal 15% fir die zweite Phase, in der die
Synthese und Freisetzung von ROS reguliert wird, verantwortlich®>®. Die alleinige Blockade
oder der Mangel an PI3K{ flhrte bei Neutrophilen vermittelt Gber den Fcy-Rezeptor zu ver-
ringerter ROS-Freisetzung. Im Mausmodell der EBA konnte auf diese Weise ein deutlicher
Schutz und im Modell der entziindlichen Arthritis ein partieller Schutz vor Symptomentwick-
lung geschaffen werden™®. Auch bei meinen in vitro Untersuchungen lieB sich eine deutli-
che Reduktion der ROS-Freisetzung aus humanen Neutrophilen durch die selektive Blockade
der PI3K mit TGX-221 in der Konzentration von 0,1uM erzielen. Die selektive Blockade von
PI3Ké mit IC-87114 fihrte zwar auch zur ROS-Reduktion, allerdings weniger deutlich (s. Abb.
[8.1). Mdglicherweise tragt die PI3K/3 zur Impulsweiterleitung und vollen Aktivierung der PI3Kd
bei'™®. Die gemeinsame Blockade der Untereinheiten 5 und § konnte in vitro auch bei hochdo-
sierter Immunkomplexstimulierung eine Reduktion der ROS-Freisetzung erreichen und einen
kompletten Schutz vor Symptomen der Arthritis erzielen™®. Das Zusammenspiel beider PI3K-
Untereinheiten kann erklaren, warum die Gabe von GDC-0941 im Gegensatz zu IC-87114 zu
einer geringeren Krankheitsauspragung im lokalen Modell der EBA flihrte. Die J-Untereinheit
scheint dartber hinaus fur die CD18 integrinabh&ngige, gerichtete Migration Neutrophiler eine
entscheidende Rolle zu spielen’®3. Die gleichzeitige Blockade von PI3K§ und PI3K3 kdnnte
neben der verringerten ROS-Reduktion (PIBK3) auch zu einer geringeren Einwanderung der
ursachlichen Granulozyten in das Entztindungsgewebe flhren.

Im weiteren Verlauf des PI3K-Signalwegs liegt die fiir die AKT-Aktivierung notwendige PDK 1168,
BX-795 blockiert die PDK1 und inhibiert infolgedessen auch die Phosphorylierung weiter ab-
warts gelegener Kinasen, wie PKC und AKT?A, Bei Forschung an tumords verénderten Zellen
resultierte daraus eine Funktionseinschrankung von Neutrophilen und Makrophagen bezlglich
der Chemotaxis und Migration™™173 |aut Yagi jedoch nicht beziiglich einer Minimierung der

ROS-Freisetzung aus Neutrophilen™”

. Untersuchungen mit multiplen Myelomzellen stellten
sogar einen Anstieg von ROS bei Behandlung mit einem PDK1-Inhibitor (Dichloracetat) fest™/*.
Kontrovers zu diesen Beobachtungen stehen die Ergebnisse, die sich bei dem von mir durch-
gefihrten ROS-Freisetzungsversuch ergaben. Durch Behandlung gesunder, Immunkomplex-
stimulierter Neutrophiler mit BX-795 in Konzentrationen bis 0,1 M konnte eine deutliche Re-
duktion der freigesetzten Menge an ROS im Vergleich zum Kontrollansatz gemessen werden

(s. Abb.[3.1). Diese Diskrepanz lasst sich moglicherweise auf veranderte Signaltransduktionen
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mit veranderter Zellantwort bei Tumorzellen zurlckfihren.

Neben dem PKC- und AKT-Signalweg werden durch die Blockade von PDK1 mdglicherweise
auch andere beeinflusst, die eine Alteration der ROS-Freisetzung zur Folge haben. In T-Zellen
wird durch PDK1-Blockade beispielsweise die NF-xB-Antwort beeintrachtigt’’s. Moglicherwei-
se hat der NF-xB-Signalweg ebenfalls einen Einfluss auf die ROS-Freisetzung oder anderer
Mediatoren und Zytokine, welche das Krankheitsbild der EBA oder anderer entziindlicher Au-
toimmunerkrankungen hervorrufen.

Im in vivo Versuch war vor allem bei der klinischen Betrachtung der Ohren eine verringerte
Auspragung der EBA-Symptome in der BX-795-Behandlungsgruppe zu erkennen, die auf eine
geringere ROS-Freisetzung hindeutet. Diese Beobachtungen spiegeln sich allerdings kaum in
Unterschieden die Ohrdicke und die histologische Auswertung betreffend wider. Eine deutlich
geringere Einwanderung von Zellen auf dem Boden der von Yagi beschriebenen Reduktion
von Chemotaxis und Migration bei PDK1-Inhibierung kann nicht festgestellt werden. In der
Kontrollgruppe ist die klinische Auspragung der EBA von kaum veranderten Ohren bis zu L&-
sionen, die etwa 50% der Ohrflache betreffen, sehr breit gestreut. Wiederholungen der Versu-
che bzw. weitere Untersuchungen dieses Wirkstoffes beziiglich seiner genauen Beeinflussung
der Signalkaskaden in neutrophilen Granulozyten sind notwendig.

Auch c-Met, ein Tyrosin Kinase Rezeptor, der durch PHA-665752 blockiert werden kann, steht
mit dem PI3K-Signalweg in Verbindung®. Ein direkter Zusammenhang zwischen der Blocka-
de von c-Met und der ROS-Freisetzung aus Neutrophilen wurde meines Wissens bisher noch
nicht untersucht. Jedoch scheint c-Met bei der Rekrutierung der Neutrophilen aus dem Kno-
chenmark und ihrer transendothelialen Migration Einfluss zu nehmen, ohne dass antitumoro-
se Funktionen der Neutrophilen eingeschrankt werden™?. Andere Untersuchungen zeigten
bei Aktivierung, nicht bei Blockade der c-Met eine gesteigerte Freisetzung antiinflammatori-
scher Mediatoren und Zytokine"®!, was die insgesamt komplexen und vom zellularen sowie
intrazellularen Kontext abhangigen Regulationsmechanismen durch c-Met verdeutlicht?>*. Die
Verknipfung von c-Met zu anderen Signalkaskaden, wie der PI3K/Akt- oder der Ras/MAPK-
Kaskade (zusammengefasst in?>%) |4sst vermuten, dass eine fehlende Aktivierung von c-Met
in Neutrophilen eine geringere ROS-Freisetzung zur Folge hat. Bei den in vitro Versuchen
zur ROS-Freisetzung wurde diese bei Zugabe von 10 uM konzentriertem PHA-665752 deut-
lich reduziert (s. Abb. [3.1). Im Modell der lokalen EBA konnte vor allem am zweiten Tag ein
Rickgang der Ohrschwellung bei mit PHA-665752 behandelten Tieren beobachtet werden.
Am deutlichsten konnten Unterschiede bei der Infiltration von Entzindungszellen zwischen
Kontroll- und Behandlungsgruppe in der Auswertung der HE-gefarbten Gewebehistologien
gesehen werden. Die starkere Infiltration bei der Kontrollgruppe unterstitzt die Erkenntnisse
von Glodde, dass c-Met Einfluss auf die transendotheliale Migration der Granulozyten nimmt
und dass durch die c-Met-Blockade die Migration inhibiert wird"%2.
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NU7441 inhibiert die DNA-PK, die bis dato eher Aufmerksamkeit in der Krebsforschung er-
hielt 194199255 Fin Einfluss auf immunologische Regulationsmechanismen im Sinne einer Frei-
setzung inflammatorisch wirkender Mediatoren und Zytokine Uber den NF-xB-Signalweg wur-
de jedoch auch beschrieben®. Die DNA-PK erkennt pathogene virale oder bakterielle Pro-
teine und DNA sowie korpereigene veranderte oder geschadigte DNA-Bestandteile Gber die
PAMPS (pathogen-associated molecular patterns). Durch Induktion von IFNS3, Zytokinen und
Chemokinen ruft die Aktivierung der DNA-PK eine Immunantwort hervor'®®, Die Blockade der
der DNA-PK kénnte im in vivo Modell zu einer reduzierten Freisetzung proinflammatorischer
Mediatoren und damit zu geringerer Migration und Aktivierung der Neutrophilen gefiihrt haben,
was wiederum eine verringerte Symptomauspragung der EBA zur Folge hat. Neben dieser in-
direkten Wirkung zeigte NU7441 in vitro auch einen direkten Einfluss auf die Neutrophilen. Es
kam zu einer deutlichen Verringerung der ROS-Freisetzung (s. Abb. [3.1). In einem zellfreien
Ansatz kann durch NU4771 in Konzentrationen ab 5 ;M auch die PI3K inhibiert werden93,
sodass ein wie bei den PI3-Kinase-Inhibitoren beschriebener Mechanismus ebenfalls zu dem
Ergebnis fuhren kénnte. Wie genau die Signalkaskade, die direkt die ROS-Freisetzung betrifft,
ablauft, muss daher noch weiter untersucht werden.

Propranolol ist ein sogenannter nicht-selektiver 5-Blocker, der im klinischen Alltag v.a. bei
kardialen Erkrankungen haufig eingesetzt wird?%%2%, |n meiner Arbeit wurde er flir autoimmu-
ne Dermatosen, im Speziellen fir EBA, als Behandlungsoption ndher untersucht.
32-Rezeptoragonisten fiihren zur Aktivierung der Src-Tyrosin Kinasen, Ras und MAPK?209210,
die wiederum die Aktivierung verschiedener Signalwege wie Raf/MEK/ERK und PI3K/AKT
zur Folge haben. Zellproliferation und -Uberleben wird so reguliert?’. Die Blockade des /32-
Rezeptors flihrt zu einer verringerten Expression des Wachstumsfaktors VEGF (rewieved<%®)
und zu einer verminderten Freisetzung von MMP2! Gerade die verminderte Freisetzung von
MMP ist in der Betrachtung flir EBA ein interessanter Effekt, da sie neben ROS zur Schadi-
gung des Gewebes beitragen.

Gegensatzlich dazu zeigte sich bei Stimulation des 52-Rezeptors in anderen Untersuchungen
eine reduzierte Neutrophilenmigration durch geringere Auspragung von ICAM-1 und VCAM-
1, wie auch geringere Level proinflammatorischer Zytokine und Chemokine, was insgesamt
eine anti-entziindliche Wirkungsweise widerspiegelt?>”. Jedoch kénnen 3-Agonisten unter be-
stimmten Bedingungen ebenfalls zur Entwicklung eines proinflammatorischen Milieus beitra-
gen=2¥. Berichte Uber 3-Blocker induzierte Psoriasis lassen auf eine verstarkte Proliferation,
Motilitat und Aktivitat von Lymphozyten, Neutrophilen und Makrophagen durch Blockade der
3-Rezeptoren schlieBen2>%260,

All diese Untersuchungen zeigen unter Beteiligung unterschiedlicher Zelltypen die offensicht-
lich sehr komplexen zellularen Mechanismen, die durch Stimulation bzw. Blockade der -
Rezeptoren in Gang gesetzt werden. Es bestehen noch immer Wissensllicken Uber die ge-
nauen Wirkmechanismen von Propranolol. Neben der 3-Rezeptor-Blockade wird auch Uber
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eine Beeinflussung von «- oder Serotonin (5HT)-Signalwegen nachgedacht (zusammenge-
fasst<%),

Anhand der Ergebnisse meiner Arbeit lassen sich kaum spezifischere Aussagen Uber die ge-
naue Wirkungsweise von Propranolol treffen. Im ROS-Freisetzungsversuch konnte die Be-
handlung mit Propranolol die Menge an ROS aus stimulierten humanen neutrophilen Granu-
lozyten reduzieren. Eine statistische Signifikanz ergab sich allerdings nur in der ersten Ana-
lyse mit dem One-way ANOVA-Test und in der h6chsten Konzentration von 10 M. Aufgrund
anderer, noch nicht veréffentlichter, Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe, die ebenfalls zu ei-
ner verringerten ROS-Freisetzung fluhrten, habe ich Propranolol im Tierversuch getestet. Im
lokalen Modell der EBA konnte durch Behandlung mit Propranolol eine geringere Auspra-
gung von Schwellung, Rétung und Krustenbildung in der Interventionsgruppe erzielt werden.
Diese Beobachtung kdnnte sich auf eine antiinflammatorische Reaktion durch Blockade des
(-Rezeptors zurlckfiihren lassen. Die Uber $-Rezeptoren stimulierten Src-Tyrosin Kinasen,
Ras- und MAP-Kinasen, mit anschlieBender Aktivierung von Raf/MEK/ERK- und PI3K/Akt-
Signalkaskaden, spielen bei der Entstehung von EBA eine entscheidende Rolle (reviewed'%).
Wird der 3-Rezeptor nun durch Propranolol blockiert, misste im Umkehrschluss das Aus-
bleiben der eben genannten Signalkaskadenaktivierung zu verringerter ROS-Freisetzung und
damit zur Abmilderung der EBA-Symptome fihren. Inwiefern aber lediglich die Blockade der
Neutrophilen ausschlaggebend fiir die in vivo gesehene Verbesserungen der EBA ist, oder
ob die in vitro gemessene ROS Reduktion durch andere Wirkmechanismen der [3-Blocker
Uberlagert wird, muss in weiteren Untersuchungen verifiziert werden.

Die anderen in vivo getesteten Wirkstoffe, Nilotinib (gegen Bcr-Abl gerichtet), MK-2206 2HCI
(gegen AKT gerichtet) und Ehop-016 (gegen Ras GTPase gerichtet) konnten bei praventiver
Anwendung keine abmildernde Wirkung auf die Symptome der lokal hervorgerufenen EBA
erzielen.

Bisher v.a. in der Leuk@amieforschung eingesetzt, bietet sich Nilotinib mit seiner Blockade des
Ber-Abl Fusionsproteins und damit einhergehend verminderter Aktivierung nachgeschalteter
Signalkaskaden, wie PI3K oder AKT, 213 ebenfalls an beziiglich seiner Wirkung auf Neutrophile
und die ROS-Freisetzung untersucht zu werden. Die Regulation der NADPH-Oxidase, die mit
der Synthese von ROS einhergeht, kann durch c-Abl beeinflusst werden“¢!, was sich durch
die in vitro Untersuchungen bestatigen lief3. Die Hemmung des Bcr-Abl Fusionsproteins durch
Nilotinib ab Konzentrationen von 1 M flhrte zu einer deutlich reduzierten ROS-Freisetzung
aus Immunkomplex-aktivierten Neutrophilen (s. Abb. [3.7). C-Abl hat auBerdem Anteil an der
B-Intergin-abhangigen Migration der Zellen, denn die Hemmung von c-Abl flihrte zu reduzier-
ter Zelleinwanderung®'”. Besonderes Augenmerk bei diesen Effekten liegt auf der Assoziation
zwischen c-Abl und den Tyrosinkinasen der Src-Familie (Fgr, Hek, Lyn) und SYK12262 welche
an der Regulation der Neutrophilenmigration sowie der Synthese und Freisetzung von ROS
beteiligt sind®®.
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Nilotinib wies eine gute Absorption und Bioverfligbarkeit des oral verabreichten Medikaments

212 und eine in klinischen Phase Il Studien

ohne nachweisliche Toxizitat auch in hohen Dosen
gemessene Halbwertszeit (HWZ) von 15 Stunden auf<®. Bei starker inhibitorischer Wirkung
in vitro auf leukdmisch veranderte myeloide Progenitorzellen (ICsq < 30 nM) werden gesun-
de Zellen in ihrer Aktivitat und Proliferation erst ab Konzentrationen von 1 uM gehemmt?12,
Neben der Bcr-Abl Blockade fuhrt Nilotinib in zellfreien Versuchen ab Konzentrationen von
3 puM zur Hemmung der bereits erwdhnten Tyrosinkinasen der Src-Familie, c-Met, PKA oder
PKB2'2, Daher kdnnte der Wirkstoff mit Anwendung héherer Konzentrationen Uber zuséatzliche
Blockade dieser Signalwege in vivo méglicherweise zu einer deutlicheren Reduktion der Neu-

trophilenfunktion fihren und damit zur Verringerung der lokal induzierten EBA-Symptome.

MK-2206 hemmt AKT und hat neben einer auf Tumorwachstum reduzierenden Wirkung auch
Einfluss auf Regulationsmechanismen des Immunsystems81:182, Bej Entziindungsgeschehen
ist der AKT Signalweg in Neutrophilen in die Synthese proinflammatorischer Zytokine und
Chemokine, in die Zellrekrutierung und die NADPH gesteuerte ROS Generierung involviert'8",
Vor allem die AKT2-Isoform, die zusammen mit AKT1 und AKT3 von MK-2206 blockiert wird,
scheint fiir die Bereitstellung von ROS tber die NADPH-Oxidase essentiell zu sein“®*,

Die Ergebnisse des in vitro Versuchs zeigen eine deutliche ROS Reduktion in Konzentratio-
nenvon 1 uMund 10 M. Méglicherweise lasst sich eine AKT2 Blockade, die fir die NADPH-
Oxidase-Aktivierung und ROS-Produktion ausschlaggebender ist als AKT1/3, lediglich in die-
sen héheren Konzentrationen erzielen. Im Gegensatz zu den in vitro Ergebnissen konnte in
vivo keine relevante Symptommilderung durch Behandlung mit 120 mg/kg KG MK-2206 erzielt
werden. Klinische Studien ergaben zwar eine relativ langsame Absorption von MK-2206 (4-
10 Stunden)<°, dafiir aber eine lange, z.T. variable HWZ im Kérper (60-90 Stunden)™”. Um
in vivo eine der in vitro vergleichbaren Hemmung der AKT zu erzielen, missten bei Patienten
Plasmakonzentrationen von 100-150 nM erreicht werden, was nur bei Uberschreiten der maxi-
mal tolerierten Dosis mdglich ware=e®. Ein Plasmaspiegel von MK-2206 hat sich aufgrund der
langen HWZ bei den Mausen vor Injektion des AK zwar wahrscheinlich aufgebaut, méglicher-
weise war die Konzentration, wie bei den klinischen Studien, dennoch zu gering, um AKT2 in
den Neutrophilen zu blockieren. Denkbar ware auch, dass die alleinige Blockade der intrazel-
luldr gelegenen AKT-Kinase nicht effizient genug fir die Reduktion der ROS-Freisetzung ist.
Denn auch in der Krebsforschung konnte ein signifikant positiver Behandlungseffekt lediglich
bei Anwendung in Kombinationstherapie mit anderen Zytostatika, nicht aber in Monotherapie
mit MK-2206 erzielt werden#®”. Die Kombination dieses Wirkstoffes mit einem anderen, bei-
spielsweise einem PI3K-Inhibitor, bezlglich seiner Wirkung auf die ROS-Freisetzung in vitro
und Symptomminderung in vivo erneut zu testen, kdnnte eine nachste Uberlegung sein.

EHop-016 inhibiert die Rac-GTPase, genauer die Rac1- und Rac3-GTPase®. Untersuchungs-
ergebnissen zufolge kann dadurch vor allem die Migration und Invasion von Krebszellen in
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vitro®3 und bei Behandlung von Mausen mit 25 mg/kg KG das Tumorwachstum in vivo mi-
nimiert werden®%, Bei meinem Versuch wurden die Tiere zweimal taglich mit 12 mg/kg KG
behandelt, da eine héhere Konzentration des Wirkstoffes im Losungsmittel nicht erzielt wer-
den konnte. Ein schwach positiver Effekt auf die Symptomauspragung der EBA kénnte auf
einen unzureichend hohen Wirkspiegel von EHop-016 zurickzuflhren sein, denn auch im in
vitro Versuch konnte eine statistisch signifikante Reduktion der ROS-Freisetzung nur bei 10
uM erzielt werden. Der breits erwahnte ICso-Wert von 1,1 uM (s. Kap. bezieht sich
auf Brustkrebszellen, was eine evitl. h6here Konzentration fir gesunde Zellen erklart. Hinzu
kommt eine relativ kurze HWZ von 3,8 bis 5,7 Stunden bei i.p.-Gabe?*®, die bei zweimaliger
Gabe am Tag Uberschritten wurde. Nach der Gabe scheint das Medikament schnell eliminiert
zu werden, sodass es bei sehr geringer Konzentration des Medikaments im Plasma zu keiner
Spiegelbildung kam#®. Wahrend EHop-016 spezifisch Rac1 und Rac3 inhibiert, ist die Isoform
Rac2 wesentlich an der Aktivierung der NADPH-Oxidase und damit der ROS-Freisetzung be-
teiligt'®. Bei héher konzentrierter Behandlung der Mause kénnte durch EHop-016 die Uber
Rac1 gesteuerte Migration der Neutrophilen™® maglicherweise verringert werden, ein direkter
Einfluss auf die ROS-Freisetzung ohne zusétzliche Blockade von Rac2 ist allerdings unwahr-
scheinlich.

Als Inhibitor der p38 MAPK kdnnte PH-797804 bedeutend fiir die Behandlung entziindlicher
Erkrankungen sein, da die p38 MAPK-Signalkaskade eine zentrale Rolle in der Entwicklung
entzindlicher Autoimmunerkrankungen, wie z.B. Morbus Crohn, Psoriasis, RA und EBA, ein-
nimmt®1Z2 Durch orale Behandlung von COPD-Patienten mit PH-797804 konnte nach LPS-
Inhalation eine geringere Migration Neutrophiler in das Lungengewebe gezeigt werden’®. Die
Beteiligung der p38 MAPK am sogenannten respiratory burst konnte durch Behandlung von
TNF-a- oder GM-CSF-aktivierten humanen neutrophilen Granulozyten mit SB203580 gezeigt
werden, da eine signifikante Reduktion der H,O,- und ROS-Produktion die Folge war®>127,
Die alleinige Inhibition der MAPKa-Untereinheit durch PH-797804 bewirkte bei den in vitro
Versuchen mit Immunkomplex-aktivierten humanen Neutrophilen eine signifikante Reduktion
der ROS-Freisetzung, auch in der geringen Konzentration von 0,1 uM (s. Abb. [3.1). Diese Er-
gebnisse konnten sich im Tiermodell allerdings nicht verifizieren lassen. Eine Verbesserung
der Symptome im Vergleich zur Kontrollgruppe konnte nach téglich zweimaliger p.o. Gabe von
1mg/kg KG nicht festgestellt werden. Insgesamt ist eine relativ breite Streuung der Ergebnis-
se zu erkennen. Dies betrifft vor allem die Werte der am zweiten Tag gemessenen Ohrdicke
sowie die histologisch ausgewerteten Ergebnisse (s. Abb. [3.14).

In anderen Studien konnte die Behandlung von Mausen mit PH-797804 eine antiinflammato-
rische Wirkung Uber verringerte Freisetzung chemotaktisch wirksamer Zytokine hervorrufen,
welche eine geringere Infiltration von Entziindungszellen, wie neutrophilen Granulozyten, zur
Folge hatte”. Eine direkte Wirkung auf die ROS-Freisetzung in vivo wurde nicht beschrieben.
Ob aufgrund der in vitro Reduktion der ROS-Freisetzung oder durch verringerte Migration,
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hatte ich einen mildernden Effekt auf die Entstehung EBA-spezifischer Symptome im lokalen
Mausmodell erwartet. Warum dies bei den in vivo Versuchen nicht der Fall ist, ist derzeit un-
bekannt. Eine langsame Absorption des Medikaments, aber eine dafiir lange in vivo HWZ1%
machen eine nicht ausreichende Konzentration eher unwahrscheinlich. Méglicherweise hat
PH-797804 aufgrund der Losung oder der Lagerung fir den in vivo Versuch an Wirksamkeit
verloren.

Zur Klarung, warum das Medikament im Vergleich zum in vitro Versuch eine derart geringe
Wirkung zeigte, sollten weitere Untersuchungen angestrebt werden, die den genauen Wirkme-
chanismus der Uber die a-Untereinheit der MAPK gesteuerten Signalkaskade in Neutrophilen
umfassen. AuBerdem sollte der Wirkstoff PH-797804 méglicherweise auf einem anderen Ap-
plikationsweg oder in einer anderen Tragersubstanz geldst und erneut im lokalen in vivo Modell
untersucht werden.

Alle weiteren Wirkstoffe, die bei den in vitro Testungen einen statistisch signifikanten Ruick-
gang der freigesetzten ROS mit sich brachten, konnte ich aufgrund unzureichender Lésungs-
eigenschaften nicht bezlglich ihrer Wirksamkeit im in vivo Modell untersuchen. Jedoch sollte
die Erforschung einiger dieser Wirkstoffe in Hinblick auf mégliche neue Therapieanséatze flr
EBA in Betracht gezogen werden.

Beispielsweise spielt SYK bei immunmodulatorischen Mechanismen eine entscheidende Rol-
le?2?. SYK=/~ Neutrophile waren bei Aktivierung tiber 32-Integrin-Signalkaskaden nicht in der
Lage zur Degranulation oder ROS-Freisetzung, wahrend die 32-Integrin abhangige Migra-
tion unbeeinflusst war4®®. Erst kirzlich wurde die Kinase auch als Schilsselstruktur in der
Entstehung von EBA identifiziert. Nach Stimulation durch COL7-haltige Immunkomplexe wa-
ren SYK™/~ neutrophile Granulozyten in vitro nicht in der Lage CXCL2 oder LTB4 als Zei-
chen einer Entziindungsamplifikation freizusetzen™®3. AuBerdem zeigten sie keine adéquate
Antwort auf die Aktivierung Uber den Fcy-Rezeptor in Form von Degranulation und Freiset-
zung von ROS"23, die bei der klinischen Krankheitsentwicklung von groBer Bedeutung sind.
SYK-defiziente M&ause wiesen einen vollkommenen Schutz vor AK-induzierter EBA auf17123,
Daten, die von unserer Arbeitsgruppe und u.a. von mir erhoben wurden, zeigen, dass auch
die pharmakologische Blockade der SYK in vivo dosisabhangig fast vollkommen vor der anti-
COL7-induzierten EBA schitzt™”. Analysen der Signalwege Immunkomplex-aktivierter Neu-
trophiler zeigten bei Behandlung mit dem SYK-Inhibitor BAY61-3606 u.a. eine geringere Phos-
phorylierung der nachgeschalteten ERK1/2, AKT und p38. Wie bereits erwahnt, tragen diese
Signalwege letztendlich zur Aktivierung der NADPH-Oxidase und zur fir die Blasenbildung
unerlasslichen Freisetzung von ROS bei. Der von mir verwendete Wirkstoff PRT062607"1/
inhibierte, wie auch BAY61-3606"", die SYK und reduzierte im ROS-Freisetzungsversuch in
Konzentrationen bis 0,1 M die Freisetzung von ROS statistisch signifikant (p < 0,05) (s. Abb.

3.1).
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Neben der Aktivierung durch den Fcvy-Rezeptor kénnen Neutrophile auch durch GM-CSF sti-
muliert werden. Bei der auf diese Weise aktivierten Signalkaskade sind JAK2 (Janus Kinase),
Stat3 und Stat5B involviert?’? und am Ende steht die Aktivierung der NADPH-Oxidase und
Freisetzung von ROS?. Bei meinen Versuchen wurden die neutrophilen Granulozyten nicht
durch GM-CSF, sondern durch Immunkomplexe stimuliert. Eine Blockade der JAK2 durch XL-
019 konnte die Freisetzung von ROS in vitro deutlich reduzieren (s. Abb. [3.1), was die Be-
teiligung der JAK2 auch im Fcy-aktivierten Signalweg nahelegt. Genauere Untersuchungen,
den Transduktionsweg betreffend, sollten daher fur die Erforschung neuer Therapien fir EBA
in Betracht gezogen werden. Sowohl bei klinischen Phase | Studien zur Behandlung mit allge-
meinen JAK-Inhibitoren als auch bei Anwendung des spezifischeren JAK2-Inhibitoren XL-019
wurde von Nebenwirkungen (dosisabhangige Myelosuppression; periphere und/oder zentrale
Neurotoxizitat) berichtet, die einen Abbruch der Untersuchungen erforderten®’2. Untersuchun-
gen zur topischen Anwendung des Medikamentes, die Ublicherweise mit weniger starken Ne-
benwirkungen einhergeht, kénnten weiterhin als Therapieoption der EBA in Betracht gezogen
werden.

Die PLC aktiviert die PKC DAG-abhangig?”®. Wie bereits erlautert, ist die PKC an der Freiset-
zung von ROS aus neutrophilen Granulozyten beteiligt und kann durch Sotrastaurin inhibiert
werden, was zur Reduktion der ROS-Freisetzung flhrt (s. Abb. [3.1). Die Blockade der PLC
durch U73122 bewirkte in vitro ebenfalls eine verringerte Menge gemessener ROS (s. Abb.
B.1), was sich anhand der Verbindung zwischen der PLC und PKC erkléren lasst. Fir eine
weitere Validierung im Mausmodell lief3 sich der Wirkstoff leider nicht I6sen.

Das Bindeglied DAG zwischen der PLC und PKC wird normalerweise Uber die DAG-Kinase
abgebaut. Die Blockade dieser Kinase flhrte in vitro zu einer gesteigerten Freisetzung von
ROS. Der verminderte Abbau von DAG und eine dadurch verstérkt stimulierte PKC machen
die gesteigerte ROS-Freisetzung méglicherweise plausibel>.

Eine Reduktion von ROS aus neutrophilen Granulozyten durch Inhibition von HSP90, wie sie
Tukaj beschrieb™®, konnte ich durch meine Versuche nicht reproduzieren. Maglicherweise ist
dies durch den unterschiedlichen Wirkstoff zu erklaren, der bei Tukaj (17-DMAG) alle Unter-
einheiten, bei mir (NVP-BEP800) jedoch lediglich die -Untereinheit blockierte. Unabhangig
von einer moglicherweise direkten Wirkung auf die ROS-Freisetzung der Neutrophilen erzielte
sowohl die systemische®®138 g|s quch die lokale?” Applikation des HSP90-Blockers 17-DMAG
im Mausmodell einer systemisch induzierten EBA einen deutlich milderen Krankheitsverlauf,
beruhend auf der Inhibierung autoreaktiver T- und B-Zellen sowie einem weniger intensiven
Entziindungszellinfiltrat aus Neutrophilen an der DEJ®8138275,

Generell lasst sich ein aufgrund limitierter Ressourcen verhaltnisméaBig kleiner Stichproben-
umfang von je 4 Blutspendern in vitro bzw. je 5 Mausen (n=10, da Untersuchung an je beiden
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Ohren der Maus) in vivo zur Untersuchung der Medikamente diskutieren, da mit kleinen Stich-
probengruppen gro3ere statistische Variabilitat einhergeht.

Die Untersuchungen zur ROS-Freisetzung als Grundlage fiir eine mdgliche Wirksamkeit der
STls gegen EBA ist sinnvoll, da die Neutrophilen bzw. deren Synthese von ROS gerade in
der Effektorphase eine entscheidende Rolle spielen®. Jedoch sollte sie nicht als alleiniges
Merkmal betrachtet werden, da nachgewiesenermaf3en auch andere Zellen, wie Makropha-
gen® und T-Zellen®, effektiv zur Krankheitsentstehung in der Effektorphase beitragen. Das
bedeutet, dass auch im lokalen Modell der EBA, das v.a. die frihe Phase der Krankheitsent-
stehung bericksichtigt, nicht nur Neutrophile, sondern eben auch Makrophagen und T-Zellen
zur Symptomausbildung beitragen. Folglich sollte die Wirkung der STls auch auf diese Zellen
beachtet werden. Diesbezliglich ist auch die Verwendung bzw. der Vergleich zwischen in vi-
tro- und in vivo-Testung der STls in zwei unterschiedlichen Systemen zu diskutieren. In vitro
wird die Wirkung der Substanzen in einem isolierten Zellsystem, bestehend aus neutrophi-
len Granulozyten untersucht, wéhrend bei in vivo Anwendung ein komplexer Organismus zu
Grunde liegt. Hier muss die Wirksamkeit nicht nur auf einen bestimmten, sondern auf mehre-
re Zelltypen beachtet werden. AuBerdem sind Bioverfligbarkeit und die Halbwertszeit far die
Wirksamkeit von Medikamenten in einem Organismus entscheidend. Die in vitro Versuche fan-
den mit humanen neutrophilen Granulozyten statt, wahrend die Wirksamkeit in vivo an einem
murinen Organismus getestet wurde. Mégliche Unterschiede in zellularen Prozessen, wie der
Aktivierung unterschiedlicher Signalkaskaden oder anderer Effektorfunktionen, kénnen nicht
vollkommen ausgeschlossen werden=>.

Die Pharmakokinetik, also Aufnahme, Bioverfligbarkeit, Verstoffwechselung und HWZ sowie
Wirkung eines Medikaments kann sich zwischen den Geschlechtern unterscheiden/%277, Um
gréBere statistische Variabilitat bezlglich der geschlechterspezifischen Unterscheidung aus-
zuschlieBen, wurden Versuchsgruppen wenn mdoglich lediglich aus mannlichen oder weibli-
chen Tieren zusammengestellt. Andernfalls wurde auf gleiche Verteilung der Geschlechter in
beiden Gruppen geachtet. Bei Anwendung der Medikamente lediglich an einem Geschlecht,
wird natlrlich eine evtl. bessere oder schlechtere Wirksamkeit beim jeweils anderen Ge-
schlecht nicht beachtet. Auch das Alter der Tiere kann einen Effekt auf die Pharmakokinetik
haben’®, Dariiber hinaus kénnte die Entwicklung des Immunsystems, welches bei Kindern
z.B. weniger weit entwickelt ist als bei Erwachsenen4”, sich auch bei jingeren Tieren von
dem alterer unterscheiden, was eine andere Wirkung der gegebenen STls nach sich ziehen
kénnte. Bezliglich der Pharmakokinetik sollte Gber den Applikationsweg, die Haufigkeit der An-
wendung und die Dauer der Behandlung nachgedacht werden. Méglicherweise ware bei eini-
gen Medikamenten eine langere Behandlungszeit oder eine haufigere Applikation notwendig
gewesen, um ausreichende Wirkspiegel aufbauen zu kénnen. Auf der anderen Seite steht die
Behandlung mit sehr hohen Konzentrationen der STls evtl. im Zusammenhang mit Nebenwir-
kungen im Sinne der Hemmung anderer, nicht spezifischer Kinasen2193212 die Einfluss auf
ROS-Freisetzung oder andere Zellantworten nehmen. Hier steht die genaue Betrachtung der
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IC50-Werte im Vordergrund, die sich in der Literatur teilweise lediglich auf kanzerés verander-
te, nicht aber gesunde Zellen bezieht'#¥212, AuBerdem muss die Toxizitat und Vertraglichkeit
der Medikamente v.a. in héheren Konzentrationen und in Bezug auf unterschiedliche Organis-
men (Maus vs. Mensch) berlcksichtigt werden. In klinischen Studien kam es beispielsweise
bei Inhibition der p38 MAPK durch kleine Molekule vermehrt zu Nebenwirkungen, die den Ab-
bruch der Studien erforderten=3<,

Bei der Auswertung der klinischen Parameter (Messung der Ohrdicke) und der Auswertung
der Gewebshistologien werden unterschiedliche, nicht spezifische Auswirkungen einer Ent-
zlndungsreaktion betrachtet. Die Ohrschwellung ist bspw. nicht ausschlieBlich durch Neu-
trophileneinwanderung mit ROS-Freisetzung zu erklaren. Unabhangig vom AK fiihrt jegliche
Injektion zu einer mastzellabhangigen Odementwicklung?8?. Die genaue Zuordnung der Ge-
webshistologien (HE-Farbungen) zu Werten von 0-3 anhand der Bewertungsskala, die Ver-
dickung der Epidermis, Zellweinwanderung und Spaltbildung umfasst, ist teilweise schwierig
und nicht vollstandig objektivierbar. AuBerdem kann es beim Schneiden der Gewebeproben
dazu kommen, dass ein nicht-représentativer Abschnitt im Sinne eines insgesamt zu starken
Befalls oder anders herum abgebildet wird.

4.0.1 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurden neue Optionen zur symptomatischen Behandlung der Au-
toimmundermatose EBA untersucht. Neben in vitro Experimenten zur Testung der Effizienz
unterschiedlicher Wirkstoffe auf die Reduktion der ROS-Freisetzung durch aktivierte neutro-
phile Granulozyten wurden die in vitro vielversprechenden Medikamente im Tiermodell un-
tersucht. Dabei handelte es sich um ein Mausmodell mit Induktion einer lokalen EBA durch
intradermale Injektion eines AK gegen COL?7.

Um die in vivo wirksamen Medikamente tatsachlich als Behandlungsmdglichkeit der EBA-
Symptome in Erwagung ziehen zu kénnen, missen weitere Untersuchungen angeschlossen
werden. Dazu z&hlt z.B. die Testung im systemischen Modell, bei dem der anti-COL7-AK nicht
lokal, sondern systemisch, also i.p., gespritzt wird. Vom prophylaktischen Versuchsansatz soll-
te auf den therapeutischen gewechselt werden, um die Wirkung der Medikamente nach ent-
standener Krankheitsausbildung im aktiven Modell der EBA zu testen. In diesem Falle stiinde
nicht nur die lokale Bedeutung der Neutrophilen, sondern auch die Einflussnahme anderer
Immunzellen, wie beispielsweise B- und T-Zellen, im Fokus. AuBBerdem sollte Uber die Ver-
abreichung der Wirkstoffe in unterschiedlichen Konzentrationen nachgedacht werden, um die
geringste noch wirksame Konzentration mit dem geringsten Nebenwirkungsprofil zu finden.
Sobald systemisch wirksame Wirkstoffe identifiziert werden konnten, kann die Untersuchung
einer topischen Applikation in Erwdgung gezogen werden, da bei transdermaler, topischer An-
wendung meist geringere Nebenwirkungen als bei systemischer Gabe auftreten.
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Alle Autoimmunerkrankungen gehen mit der Synthese von Auto-AK einher und kénnen durch
Immunkomplexbildung &hnliche Signalkaskaden wie bei der EBA in Gang setzen. Medika-
mente, die sich in der Behandlung von EBA als wirksam erweisen, kénnten daher auch einen
mildernden Effekt bei Erkrankungen desselben Formenkreises, wie BP, PV, RA etc. haben.
Um darutber hinaus genauere Erkenntnisse zum Pathomechanismus der EBA zu erlangen,
sollten die Signalkaskaden der neutrophilen Granulozyten weiter erforscht werden. An wel-
chen Positionen befinden sich die Schaltstellen, die zur Freisetzung proinflammatorisch und
chemotaktisch wirksamer Zytokine, ROS oder der ebenfalls bei EBA schadigend wirkenden
Elastase fliihren? Die Blockade welches Transduktionsweges ist die gewinnbringendste in der
Therapie klinisch manifester Autoimmundermatosen, wie EBA? Die Kenntnis Uber ein genau-
es Netzwerk der sich jeweils beeinflussenden Signalkaskaden und der entsprechenden Ge-
ne kann letztendlich hilfreich zum Verstandnis der Pathomechanismen sein. Analysen mittels
Western-Blot und Profilen der Genomexpression tragen zur Vervollstandigung dieses Netz-
werkes bei und sollten daher weiter erganzt werden.
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5 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es neue Erkenntnisse zu Funktionsweisen der Signalkaska-
den Immunkomplex-aktivierter neutrophiler Granulozyten im Hinblick auf spezifische Behand-
lungsmethoden der Autoimmundermatose Epidermolysis bullosa acquisita (EBA) zu gewin-
nen. Immunkomplexe insbesondere aus IgG-AK und dem in der Haut vorkommenden Au-
toantigen COL7 aktivieren bei der EBA neutrophile Granulozyten. Diese setzen daraufhin,
getriggert Uber unterschiedliche Signaltransduktionswege, reaktive Sauerstoffspezies (ROS)
frei, welche letztendlich zur Zerstérung der Hautintegritdt durch Spalt- und Blasenbildung
an der dermo-epidermalen Junktionszone fuhren. 33 Substanzen mit inhibierender Wirkung
auf Kinasen unterschiedlicher Signalkaskaden wurden in vitro bezlglich ihrer Wirkung auf
die ROS-Freisetzung durch die als Haupteffektorzellen geltenden, Immunkomplex-aktivierten
neutrophilen Granulozyten untersucht. Elf Medikamente, die in vitro zu statistisch signifikant
verringerten Mengen freigesetzter ROS fuhrten, wurden im Tiermodell der lokal induzierten
EBA hinsichtlich ihrer Effizienz die Erkrankungssymptome wie Blasen- und Krustenbildung
zu verhindern getestet. Sechs Wirkstoffe flhrten zu leicht bis deutlich milderen Krankheits-
auspragungen. Sie kdnnten aufgrund ihres spezifischeren Angriffspunktes als Therapieoptio-
nen der EBA flr weitere Untersuchungen in Erwagung gezogen werden. GDC-0941 (PI3Ka/0)
sowie PHA-665752 (Rezeptortyrosinkinase c-Met) flhrten in vivo klinisch zu deutlich weniger
stark ausgepragten Symptomen der EBA, was sich histologisch bestatigen lie3. Sotrastaurin
(PKCY) wirkte v.a. einer Schwellung der von EBA betroffenen Hautstellen (Ohren) entgegen.
NU-7441 (DNA-PK) wie auch Propranolol (5 Rezeptor) flihrten im Mausmodell der lokalen
EBA zu einer verringerten klinisch sichtbaren Auspragung der Erkrankung. Bei Anwendung
von BX-795 (PDK-1) war die sichtbar von Schadigung betroffene Oberflache geringer. In der
Ohrdicke oder der histologisch erkennbaren Entziindungsreaktion lie3 sich kein Unterschied
zwischen beiden Gruppen feststellen.

Die in dieser Arbeit untersuchten Wirkstoffe kénnten als Grundlage fir weitere Forschung
an neuen Therapieansatzen zur Behandlung der EBA und mdglicherweise anderer Auto-AK-
vermittelter Erkrankungen dienen. Weitere Untersuchungen beziglich der Wirksamkeit in an-
deren systemischen in vivo Modellen sind notwendig sowie eine llickenlosere Erforschung
der Signaltransduktionswege bzw. deren Schaltstellen, die zur Genese der EBA und anderer
Autoimmunerkrankungen flhren.
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6 Anhang

6.1 Medien und Puffer

Tabelle 6.1 Angesetze Medien und Puffer

| Medium/Puffer

\ Inhaltsstoffe

Bindungspuffer fur ROS-Assay

250 ml PBS
2,5 g BSA biotinfrei
(sterilfiltriert)

Beschichtungspuffer (0,05 M;

250 ml A.dest. (endotoxinfrei)

pH=9,6)

1,325 g Natriumcarbonat Na>CO3 (106 g/mol)

1,05 g Natriumhydrogencarbonat NaHCQO3 (84 g/mol)
CL-Medium 472,5 ml RPMI 1640 w Glutamine, w/o Glukose, w/o Phenol

red

12,5 ml HEPES Bufer solution 1M
5 ml FCS

10 ml Glukose (10%)

FACS Puffer

1% BSA in PBS)

RPMI-Halbmedium

25 ml RPMI 1640 w L-Glutamine, w 25mM Hepes
25 ml A.dest (endotoxinfrei)

Ketamin-Xylazin Narkose

10 mg/ml Ketamin
Xylazin 1,5 mg/mi

Luminol-Lésung

2 mg Luminol
8 ul NaOH 2M
1 ml A.dest.

Lyse-Puffer

40 ml Aqua dest.
10 ml 0,9% Natriumchlorid

Waschpuffer (pH=7,2)

5L 1xPBS
Phosphorséaure bis pH=7,2

2,5 ml Tween 20

6.2 Antrage, Bescheinigungen, Zertifikate
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Sehr geehrter Herr Ludwig,
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Gesichtspunkten geprift. Die Kommission hat keine Bedenken mehr,
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6 Anhang

Schleswig-Holstein }. Schleswig-Holstein
Der echte Norden Ministerium fir Energie-
% wende, Landwirtschaft,

Umwelt und landliche Raume

Ministerium fur Energiewende, Landwirtschaft, Urmwelt
und ldndliche Rdume | Postfach 71 51 | 24171 Kiel

Frau " thr Zeichen:

. . r Antrag vom: 20.10.2015 .
 Dr. _Katjg Bieber . Mein Zeichen: V 242 - 79228/2015 (108-8/15)
Institut fir Experimentelle Dermatotogie Meine Nachricht vom: /
t Universitat zu Lubeck Anja Hinz
.Ratzeburger Allee 160 : : , Anja.Hinz@melur.landsh.de

Fax: +49-431-988-6-157128

nachrichtlich;

Herrn Dr. B. Schmelting
Gemeinsame Tierhaltung
der Universitat zu Libeck
Ratzeburger Allee 160
23662 Libeck

09. Dezember 2015

Genehmigung zur Durchfiihrung von Versuchen an Wirbeltieren

Sehr geehrte Frau Dr. Bieber,

geméB § 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes in der Fassung der Bekanntmachung vom

18. Mai 2006 (BGBI. | S. 1206), zuletzt gesndert durch Gesetz vom 28. Juli 2014 (BGBI.

| S. 1308), erteile ich Ihnen die Genehmigung, im Rahmen des Versuchsvorhabens
inhibition von intrazellularen Signalwegen bei Epidermolysis bullosa acquisita

zu Versuchszwecken Eingriffe und Behandlungen an Tieren vorzunehmen.

Die Genehmigung ist mit folgenden Nebenbestimmungen verbunden:

1. Es darfen bis zu 528 Mause verwendet werden.

2. Die Genehmigung ist bis zum 31. Dezember 2018 befristet.

3. Ort der Durchftthrung:
Universitat zu Luibeck, Gemeinsame Tierhaltung

Dienstgebiude: Mercatorstralie 3, 5, 7, 24106 Kiel | Adolf-Westphal-Str. 4, 24143 Kiel | Telefon 0431 988-0 | Telefax 0431 988-7239 |
poststelle@melur.landsh.de | www melur.schieswig-holstein.de | E-Maii-Adressen: Kein Zugang fur elektronisch verschllisselte
Dokumente.
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6 Anhang

Leitung

UNIVERSITAT ZU LUBECK Dr. med. vet. Barthel Schmelting, Ph.D.

GEMEINSAME TIERHALTUNC( Fachtierarzt fir Versuchstierkunde

Tierschutzbeauftragter der Universitat

Ratzeburger Allee 160
23562 Libeck

Tel. +49 451 500 2875
Fax +49 451 500 4193

schmelting@gth.uni-luebeck.de
Teilnahmebescheinigung

Frau Katharina Schulze Dierckhoff

hat vom 06.10. — 12.10.2015 an einem 40-stiindigen Kurs der Universitat zu Liibeck

»Einfiihrung in die Versuchstierkunde”

erfolgreich teilgenommen (20h Theorie, 20 h Praxis mit abschlieRender schriftlicher Leistungskontrolle).

Folgende Kursinhalte wurden vermittelt (mit * gekennzeichnete Teile ebenfalls praktisch):
Einfiihrung in die Versuchstierkunde /Tierschutz und Tierversuche

Ersatz- und Ergdnzungsmethoden

Biologie der wichtigsten Versuchstierarten

(Maus, Ratte, Meerschweinchen, Kaninchen, Schwein, Schaf, Fische (Zebrabarbling))

Biologie, Anatomie*, Physiologie, Verhalten (Maus, Ratte)* / Umgang mit Versuchstieren (Maus,
Ratte, Meerschweinchen, Kaninchen, Minipig, Schaf, Fische)* / Erkennen von Schmerzen, Leiden
und Schaden / Nager: Erndhrung und Fitterung / Nager: Zucht und Genetik

Pflege und Haltung
Tierhaltungsrdaume, Barriere, Haltungseinheiten, Kafigsysteme*, Mindestraumbedarf / Fiitterung
Hygiene in Versuchstierhaltungen

Reinigung, Desinfektion / Mikrobiologischer Status von Versuchstieren / Gesundheitsiiberwachung
des Tierbestandes, Verhinderung von Infektionen / Versuchtierkrankheiten (Erkennen, Behandeln,
SchutzmaRnahmen / Einflisse auf Versuchsergebnisse) / Arbeiten, Hygieneprinzip unter
Umsetzstationen*

Ethische Grundlagen fiir tierexperimentelles Arbeiten
Rechtliche Grundlagen fiir tierexperimentelles Arbeiten

2010/63EU und Umsetzung durch das Tierschutzgesetz, Tierschutzversuchstierverordnung,
Versuchstiermeldeverordnung / Tierschutzbeauftragter / §15 Kommission

Durchfiihrung und Planung von Tierversuchen

Versuchsplanung und Protokollfiihrung* / Literaturrecherche / Biometrische Statistik / analoge
und digitale Dokumentation* / Narkose*, Schmerzausschaltung /Abbruchkriterien zur
Leidensbegrenzung / Sicheres handling von Nagern, Kaninchen und Schaf* / Methoden der
Applikation Nager*, Kaninchen, Probenentnahme Nager™ (ip, sc, iv, po, laterale Schwanzvene,
retrobulbar, mandibular, intrakardial)* / Tierschutzgerechte Totung von Versuchstieren* / Sektion
Maus* / 3R-Prinzip / Weiterbildungsmoglichkeiten

" 000

Liibeck, den 16.10.2015 Dr. B. Schmelting, Ph.
IM FOCUS DAS LEBEN
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