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1. Einleitung

Die Haut ist das groBte Organ des Menschen und hat als Grenzschicht zu unserer
Umgebung vielerlei Funktionen. Sie schiitzt uns vor dulleren Einflissen und ist flr die
Integritat unseres Organismus essenziell. Als anatomische und mechanische Barriere
schiitzt sie den Menschen vor Pathogenen. Erganzt wird dieser mechanische Schutz durch
das Immunsystem, ein komplexes Netzwerk aus Organen, Zellen und Molekiilen. Durch das
Immunsystem ist der Kérper in der Lage, Bakterien, Viren und Parasiten abzuwehren, ohne
dass sich der Mensch seiner Bedrohung durch etwaige Keime tberhaupt bewusst wird

(Murphy und Weaver 2018c, S. 3—46).

Ein derart komplexes System ist allerdings fehleranfillig. Wenn das Immunsystem
korpereigene Strukturen als vermeintlich pathogen erkennt und sich in der Folge gegen sie
richtet, spricht man von Autoimmunitat. Der Verlust der Eigentoleranz kann mit der
Zerstorung von fir den Organismus essentiellen Strukturen einhergehen (Murphy und

Weaver 20183, S. 835-911).

Auch die Haut kann durch das eigene Immunsystem angegriffen werden. Oft richten sich
die Autoantikorper gegen Strukturproteine der Epidermis oder der Dermis — so auch im
Falle der blasenbildenden Autoimmundermatose Epidermolysis bullosa acquisita (EBA)

(Schmidt und Zillikens 2013).

1.1 Der Aufbau der Haut

Die Haut setzt sich aus drei Schichten zusammen: der Epidermis, der Dermis und der
Subkutis (vgl. Abb. 1). Die Epidermis besteht hauptsachlich aus Keratinozyten. Dariber
hinaus enthalt sie Melanozyten, Merkel-Zellen und die zum Immunsystem gehdrenden
Langerhans-Zellen (Rocken und Biedermann 2018, S. 23-34). Die duBerste Zone der
Epidermis stellt das Stratum corneum dar und enthalt kernlose Hornzellen. Von auf3en nach
innen folgen das Stratum granulosum, das Stratum spinosum und das Stratum basale. Die
Keratinozyten des Stratum spinosums sind Gber Desmosomen miteinander verbunden. Das
an die Dermis grenzende Stratum basale ist ber Hemidesmosomen fest in der Basallamina

verankert (Hertl 2018, S. 3-21).



Die dulRere Schicht der Dermis wird als Stratum papillare bezeichnet und enthalt neben
zahlreichen Zellen des Immunsystems lockeres Bindegewebe, das aus dilinnen
Kollagenfasern (Typ Ill) besteht. Dem Stratum papillare schlielt sich das Stratum reticulare
an, welches straffes, geflechtartiges Bindegewebe aus Kollagenfasern (Typ 1) und elastische

Fasern enthalt (Hertl 2018, S. 3-21).

Die Basallamina ist die zentrale Struktur der dermal-epidermalen Junktionszone (DEJ) und
besteht ihrerseits aus drei Teilen - der Lamina lucida, der Lamina densa und der Lamina
fibroreticularis. An die Plasmamembran grenzt die Lamina lucida, die hauptsachlich aus
Ankerfilamenten besteht, die die Hemidesmosomen der Basalzellen mit der Lamina densa
verbinden. Letztere ist ein durch Proteoglykane und Proteine zusammengehaltenes Netz
aus Kollagenfasern (Typ IV) und Laminin. Uber in der Lamina fibroreticularis liegende
Kollagenfasern (Typ VII) sind die Kollagenfibrillen (Typ IlI) der papillaren Dermis mit der
Lamina densa verbunden (Lillmann-Rauch 2015, 588-568). Die zahlreichen molekularen
Verbindungselemente erméglichen die Ubertragung von Scherkréften von der Epidermis
auf die Dermis. Gleichzeitig sind sie jedoch auch Ziel verschiedener Autoantikérper, deren
Ablagerungen zu blasenbildenden Autoimmundermatosen fiihren kdénnen (Sadik et al.

2018, S. 839-873).
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Abb. 1 Schematische Darstellung der humanen Haut im Querschnitt. Die drei Schichten Epidermis, Dermis
und Subcutis sind zu erkennen, wobei die Basalmembran als feine, rosafarbene Linie zwischen dem Stratum
basale und dem Stratum papillare dargestellt ist. (https://viamedici.thieme.de/api/images/I/b/r/i/e/t/
histo_011900_steckbrief.png).

1.2 Epidermolysis bullosa acquisita - eine blasenbildende Autoimmundermatose

Bullése Autoimmundermatosen sind durch Blasenbildung der Haut und/oder der
Schleimhaut gekennzeichnet und nehmen oft einen chronischen und zum Teil
lebensbedrohlichen Verlauf. Den Erkrankungen liegt eine Autoimmunitdt gegenlber
Strukturproteinen der Epidermis oder der Dermis zugrunde. Anhand unterschiedlicher
Zielantigene konnen bullése Autoimmundermatosen in zwei Gruppen eingeteilt werden.

Wahrend sich die Autoantikorper bei den Pemphigus-Erkrankungen wie dem Pemphigus
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vulgaris und Pemphigus foliaceus gegen Desmoglein 1 und 3, Strukturproteine der
Epidermis, richten und zu einer intraepidermalen Spaltbildung fihren (Amagai et al. 1991;
Yokoyama und Amagai 2010), richten sich die Autoantikdrper der Gruppe der Pemphigoid-
Erkrankungen wie beim Bullésen Pemphigoid oder bei EBA gegen Strukturen der DEJ und
fihren zu einer subepidermalen Spaltbildung (Schmidt und Zillikens 2013; Kridin und
Ludwig 2018; Koga et al. 2019).

1.2.1 Definition, Pravalenz und Symptome der EBA

Die EBA ist eine erworbene Autoimmundermatose, bei der Autoantikorper gegen das Typ
VIl Kollagen vorliegen, welche subepidermale Blasenbildung verursachen. Die Erkrankung
hat eine Inzidenz von etwa 0,2—-0,5 Neuerkrankungen pro 1 Million Einwohner und Jahr, ist
HLA-DR2 assoziiert (Gammon et al. 1988; Schmidt und Zillikens 2013) und tritt haufiger in
der schwarzen Bevolkerung auf (Zumelzu et al. 2011). In den meisten Fallen erkranken die
Patient*innen im Alter von 40 bis 60 Jahren, in seltenen Fallen kbnnen aber auch Kinder an
EBA erkranken (Roenigk, JR et al. 1971; Yang et al. 2012; Plewig und Braun-Falco 2015, S.
803-806; Sadik et al. 2018; Iwata et al. 2018).

Es gibt verschiedene klinische Verlaufe der EBA. Die klassische Form ist die nicht-
entziindliche, mechanobullése Form. Dabei treten pralle Blasen und Erosionen
vornehmlich an mechanisch beanspruchten Korperregionen, wie zum Beispiel an den
Streckseiten der Extremitaten oder an Ful3- und Handrlicken auf. Das Abheilen der Blasen
geht mit einer Narbenbildung einher. Ferner kommt es gelegentlich zur Ausbildung von
Milien, zu narbiger Alopezie, Fibrosierung der Haut und zum Verlust der Nagel (Roenigk, JR

et al. 1971; Kim et al. 2011).

Unter den entziindlichen Verlaufen der EBA gibt es mehrere Subtypen: Die bullds-
pemphigoidartige Variante mit den pathognomonischen IgG-Antikdrpern, die sich linear an
der DEJ ablagern, betrifft etwa 5-10 % der Patient*innen. Sie heilt im Gegensatz zur
klassischen Form der EBA meist ohne Narbenbildung ab, wenngleich die generalisierten
und entzindlichen Blasen hdufig mit einem starken Juckreiz einhergehen (Roenigk, JR et al.
1971; Kim et al. 2011). Dariiber hinaus wurden in der Literatur Formen der EBA
beschrieben, die dem Schleimhaut-Pemphigoid, dem lokalisierten, vernarbenden

Pemphigoid Brunsting-Perry und der linearen IgA-Dermatose des Kindesalters dhneln. Bei
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der zuletzt genannten Form liegen anstelle der flir EBA pathognomonischen IgG-Antikorper
gegen Typ VIl Kollagen entsprechende Autoantikérper vom IgA-Subtyp vor, die sich an der
Basalmembran ablagern (Roenigk, JR et al. 1971; Kim et al. 2011). Antikérper vom IgA-
Subtyp liegen haufiger bei der nicht-mechanobullésen Form der EBA und bei Befall von
Schleimhaut vor als bei der mechanobullésen Form (lwata et al. 2018). Zudem konnte eine
Assoziation von chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (CED) wie Colitis ulcerosa
oder Morbus Crohn mit EBA beobachtet und Autoantikorper gegen Typ VII Kollagen im

Serum von Patient*innen mit CED nachgewiesen werden (Oostingh et al. 2005).

1.2.2 Das Autoantigen Typ VII Kollagen

Typ VIl Kollagen wird durch Epithelzellen und Fibroblasten synthetisiert und ist als
Ankermolekdl in der Lamina densa und Sublamina densa von Basalmembranen
mehrschichtiger Epithelien zu finden (Uitto et al. 1992). Es liegt in Haut, Kornea,
Mundschleimhaut, Oesophagus, Magen, Diinn- und Dickdarm vor (Ishii et al. 2011; Wullink
et al. 2015).

Das Gen COL7A1 befindet sich auf dem kurzen Arm des Chromosoms 3 und kodiert das
Autoantigen Typ VII Kollagen. Drei identische a-Ketten lagern sich zu einer Tripelhelix
zusammen, die aus einer kollagenen Domane (~145 kDa) besteht und an deren Enden sich
jeweils nicht-kollagene Domanen befinden. Eine in ihrer GroRe der kollagenen Domane
dhnelnde, nicht-kollagene Domane (NC1) liegt am N-Terminus vor und eine kleinere nicht-
kollagene Domane (NC2) (~30 kDa) am C-Terminus (vgl. Abb. 2) (Parente et al. 1991). Zwei
C-terminale Enden sind Uber eine Disulfidbindung verbunden, wodurch es zur Ausbildung
eines antiparallelen Dimers kommt. Die Ankerfibrillen bestehen aus mehreren parallel
aneinander gelagerten Typ VIl Kollagen-Dimeren und sind ein wichtiger Bestandteil der DEJ

(Morris et al. 1986).

Uber die NC1-Domainen sind die Ankerfibrillen mit Laminin 332, einem Strukturprotein der
Epidermis, verbunden. Auf der dermalen Seite interagieren die kollagenen Domanen der
Ankerfibrillen mit anderen, in der Dermis vorliegenden Kollagenen (COL I/I1l vgl. Abb. 2).
Auch das Glykoprotein Fibronektin ist in der Dermis (Lamina densa) zu finden und mit einer
Subdomane des Typ VII Kollagens verknipft. Die Bindungsstelle befindet sich auf der

kollagenen Tripelhelix unmittelbar neben dem Carboxyl-Terminus (Lapiere et al. 1994).
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Dadurch entsteht ein Geflecht, das die strukturelle Integritat der Haut durch Verkniipfung
von Epidermis und Dermis gewahrleistet (Uitto et al. 1992). Auf der NC1-Domane am
Ubergang zur kollagenen Domine befindet sich eine Cystein- und Prolin-reiche Region
(Wegener et al. 2014). Die Tripelhelix der kollagenen Domane ist durch eine etwa 39
Aminosauren lange Hinge Region (39 AA Hinge Region vgl. Abb. 2) unterbrochen (Richer
und Seeger 2014). Die Autoantikdrper der Patient*innen richten sich hauptsachlich gegen
die NC1-Domane (Woodley et al. 1984; Woodley et al. 1988), wobei auch die Fibronektin-
3-ahnliche Domane (Lapiere et al. 1993), die von-Willebrand-ahnliche Domane (Wegener
et al. 2013) und die Cartilage Matrix Subdomain (CMP) (Chen et al. 2007) als Epitope der
Autoantikorper beschrieben wurden (FNIII Domanen, vWF-dhnliche Doméane, CMP vgl.
Abb. 2). In der NC2-Domaéne (NC2) und der kollagenen Domane hingegen wurden lediglich
vereinzelte Epitope gefunden, an die Autoantikdrper binden (Tanaka et al. 1997; Ishii et al.

2004; Ishii et al. 2009).

NC1 Tripelhelix NC2

Region

\
CMP ENIII , \ 39 AA Hinge

Domanen  \wF_ahnliche
Doméne
Cystein- und
Prolin-reiche
Domaéne

Abb. 2 Aufbau von Typ VII Kollagen. Darstellung der kollagenen Tripelhelix mit Bestandteilen der NC1 (griin)
mit ihren Epitopen der Autoantikérper und der NC2 (blau) sowie der kollagenen Domane (lila). Abkiirzungen:
CMP, Cartilage Matrix Subdomain; COL I/Ill, Kollagene 1 und 3; FNIIl Domanen, Fibronektin-3-dhnliche
Doméanen; NC1, NC1-Domane; NC2, NC2-Domane; Lam332, Laminin 332; vWF-dhnliche Domane, von-
Willebrand-ahnliche Domane. Abb. 2 Zur Verflugung gestellt von K. Bieber, LIED, Universitat zu Libeck.

1.2.3 Verfahren zur Diagnose einer EBA
Roenigk et al. veroffentlichten 1971 erstmals Diagnosekriterien der EBA, welche
makroskopische EBA-typische Lasionen, das Auftreten der Klinik im Erwachsenenalter, eine

negative Familienanamnese und den Ausschluss anderer bulléser Erkrankungen

13



beinhalteten (Roenigk, JR et al. 1971; Iwata et al. 2018). Bald darauf konnten bei erkrankten
Patient*innen IgG- und C3-Ablagerungen entlang der DEJ nachgewiesen werden (Kushniruk
1973). Nach der anhand der Klinik gestellten Verdachtsdiagnose werden bullése
Autoimmunerkrankungen heute meist durch die Ablagerung von Autoantikdrpern
und/oder C3 in perildasionalen Hautbiopsien entlang der DEJ mittels direkter
Immunfluoreszenz nachgewiesen (Yaoita et al. 1981). Im Gegensatz zu anderen
subepidermalen Autoimmundermatosen, die ein v-férmiges Bindungsmuster der
Autoantikorper an das Gewebe aufweisen, ist bei der EBA ein u-formiges Bindungsmuster
zu finden (Vodegel et al. 2004; Buijsrogge et al. 2011). Mit der Elektronenmikroskopie kann

der genaue Bindungsort der Autoantikorper detektiert werden (Ishii et al. 2009).

Zusammen mit dem klinischen Bild der EBA (vgl. 1.2.1) ist ein u-férmiges Bindungsmuster
der Autoantikorper ausreichend, um eine EBA zu diagnostizieren. Darliber hinaus kann
insbesondere, wenn das u-formige Bindungsmuster nicht eindeutig zu erkennen ist, auch
durch den Nachweis von im Patientenserum zirkulierenden Antikdrpern die Diagnose einer
EBA gestellt werden (Komorowski et al. 2013). So kdnnen zirkulierende Antikdrper mittels
indirekter Immunfluoreszenz nachgewiesen werden, indem das Patientenserum zunachst
mit durch Salz gespaltener Haut inkubiert wird und sich die Autoantikérper an der
dermalen Seite der Haut anlagern (Gammon et al. 1984; Komorowski et al. 2013). Die
Spezifitat der Autoantikorper kann anschlieRend entweder durch den Nachweis von
Antikorpern gegen das 290 kDa groRe Protein Typ VII Kollagen mittels Western Blot
(Woodley et al. 1988; Remington et al. 2008) oder mittels Nachweis von dessen NC1- und
NC2-Domadnen durch ELISA erfolgen. Die Sensitivitat dieser Methode liegt bei 93.8 % und
die Spezifitat bei 98.1 %, wenn sowohl NC1- als auch NC2-Domanen nachgewiesen werden
kénnen (Saleh et al. 2011). Zudem korrelieren die mittels ELISA detektierten Serumspiegel
von Autoantikdrpern gegen Typ VII Kollagen mit dem Schweregrad der Hautldsionen und
sind daher nicht nur geeignet, die Diagnose einer EBA zu stellen, sondern auch, den

Krankheitsverlauf zu Giberwachen (Kim et al. 2013).

1.2.4 Therapieansatze zur Behandlung einer EBA
Da EBA eine Autoimmunerkrankung ist, basiert die Therapie bislang auf

Immunsuppression. Zumeist werden systemische Glukokortikoide in hohen Dosen (0,5-2
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mg/kg KG) als Basistherapeutika eingesetzt (Schmidt und Zillikens 2013). Allerdings birgt
die Steroidtherapie schwerwiegende Nebenwirkungen und kann zu Hypertension,
Osteoporose, Hyperlipiddamie, Diabetes mellitus und Adipositas fihren (Ishii et al. 2010). In
therapierefraktaren Fallen und schweren Verlaufen konnen Steroide mit weiteren
Immunmodulatoren wie Cyclosporin, Azathioprin (Engineer und Ahmed 2001; Giircan und
Ahmed 2011), Colchizin (Cunningham et al. 1996), Dapson (Gilircan und Ahmed 2009),
Mycophenolat Mofetil (Sami 2015), Rituximab (Sadler et al. 2007; Schmidt et al. 2006) oder
Plasmapherese (Schmidt und Zillikens 2010) erganzt werden. Von Therapieerfolgen mit
hochdosierten intravendsen Immunglobulinen wurde berichtet, allerdings sind mehrfache
Wiederholungen nétig und der Effekt ist nicht langanhaltend (Campos et al. 2006; Ishii et
al. 2010). In lokal begrenzten Fallen kann eine topische Therapie mit Glukokortikoiden

erfolgen (Sadik et al. 2018, S. 839-873).

Bei den auf Immunsuppression basierenden Therapieoptionen handelt es sich lediglich um
eine symptomatische Therapie der Erkrankung. In den letzten Jahren gewonnene
Erkenntnisse Uber den molekularen Pathomechanismus der EBA ermoglichen die
Erforschung neuer therapeutischer Mittel, die spezifisch in die Krankheitsentstehung der
EBA eingreifen (Kasperkiewicz et al. 2016). Durch die sogenannte targeted therapy konnen
in der Zukunft moglicherweise systemische Nebenwirkungen einer Immunsuppression

reduziert werden.

1.2.5 Erforschung der Pathomechanismen der EBA anhand von Tiermodellen

In der Pathogenese der EBA spielen Autoantikdrper gegen Typ VIl Kollagen eine
entscheidende Rolle. Weshalb es genau zum Verlust der Eigentoleranz und damit zur
Produktion der Autoantikdrper kommt, ist allerdings noch nicht hinreichend verstanden.
Bisher konnte nachgewiesen werden, dass es eine genetische Komponente gibt, die die
Entstehung von EBA beglinstigt. So gibt es bei an EBA erkrankten Menschen ein gehauftes
Vorkommen der Allele fir MHC-Klasse lI-Molekil HLA-DR2 und fir HLA-DRB*15:03

(Gammon et al. 1988; Zumelzu et al. 2011).

Aufgrund der Seltenheit der Erkrankung muss haufig auf Tiermodelle zuriickgegriffen
werden, um Erkenntnisse (iber den Pathomechanismus von EBA zu erlangen. Dass T-Zellen

fir die Pathogenese von EBA im Menschen wie auch im Tiermodell in Mausen essentiell
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sind, legen die Abwesenheit von Autoantikérpern in T-Zell-defizienten Mausen trotz
Immunisierung mit Typ VII Kollagen (Sitaru et al. 2010) und das Vorliegen Typ VII-NC1
Kollagen reaktiver T-Zellen bei an EBA erkrankten Patienten nahe (Miller et al. 2010). Die
autoreaktiven TH1-Zellen werden in der T-Zone von Lymphknoten durch die Prasentation
von Typ VIl Kollagen an der Oberflache antigenprasentierender Zellen aktiviert (Hammers
et al. 2011). Dieser Vorgang verhilft ebenfalls aktivierten, autoreaktiven B-Zellen zur
Produktion von Typ-Vll-Kollagen-Antikorpern. Die Autoantikérper binden an ihr
spezifisches Antigen, Typ VII Kollagen, in der DEJ und bilden dort Immunkomplexe.
Wahrend es sich bei Menschen mit EBA hauptsachlich um Antikorper der 1gG1- und 1gG4-
Subtypen handelt (Bernard et al. 1991), liegen bei Mausen zumeist AntikOrper der
Subtypen I1gG1, IgG2a und IgG2b vor (Sitaru et al. 2005).

Die Entstehung einer experimentellen EBA in Mausen ist stark mit der Vorlage des MHC-
Haplotyps "H2s" verknlpft (Ludwig et al. 2011). Auch das kutane Mikrobiom scheint einen
Einfluss auf die Manifestation klinischer Symptome zu haben — so ist im Mausmodell der
EBA eine hohe Diversitat des Mikrobioms mit einer geringeren klinischen Auspragung der
Symptome und eine geringe Diversitdt des Mikrobioms mit einer verstarkten klinischen
Symptomatik assoziiert (Ellebrecht et al. 2016). Darliber hinaus wurden Gen-Mikrobiota-
Interaktionen beschrieben, welche die Entstehung einer EBA beglinstigen (Srinivas et al.

2013).

Es gibt verschiedene Mdéglichkeiten, die einzelnen Krankheitsphasen der EBA in vivo an
Mausen zu simulieren. So ist es moglich, durch das passive Antikérpertransfer-Modell
Vorgange der Effektorphase der Erkrankung zu untersuchen (Bieber et al. 2010; Bieber et
al. 2017a). In diesem Modell wird den Mausen anti-murines-Typ-Vll-Kollagen-1gG
(amCOL7C) injiziert. Dieses stammt aus den Seren von Kaninchen, welche zuvor mit einem
rekombinant hergestellten Peptid aus der NC1-Domane des murinen Typ VII Kollagen
immunisiert wurden (Sitaru et al. 2005). Bereits 2-4 Tage nach wiederholter Injektion der
Antikoérper entwickeln die Mduse einen Phanotyp mit Erosionen, Blasen, Erythem und
Krusten, die den Symptomen einer EBA beim Menschen dhneln. Zudem sind IgG- und C3-

Ablagerungen an der DEJ nachzuweisen (Bieber et al. 2010). Darliber hinaus ist es moglich,
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durch einmalige Injektion der Antikérper in die Ohren der Mause eine lokal begrenzte

passive Form der EBA zu induzieren (Bieber et al. 2016; Bieber et al. 2017a).

Das aktive EBA-Mausmodell ist geeignet, die Mechanismen zu untersuchen, welche zum
Verlust der Eigentoleranz fiihren. Da in diesem Modell im Gegensatz zum passiven
Mausmodell die Symptome der experimentellen EBA {iber einen Zeitraum von 24 Wochen
aufrechterhalten werden kénnen, eignet sich dieses Modell zudem, die Langzeiteffekte
potentieller Therapeutika zu untersuchen (Bieber et al. 2017a). Die Mause werden
mehrfach mit rekombinanten Fragmenten der NC1-Domane immunisiert, um die klinische
Symptomatik der EBA zu induzieren. Dadurch wird in den Mausen eine autoimmune
Reaktion hervorgerufen, woraufhin Antikorper der Subtypen 1gG1, IgG2a und IgG2b gegen
Typ VIl Kollagen gebildet werden, was zur Auspragung des klinischen Phanotyps der EBA
fuhrt (Hirose et al. 2015).

Anhand der Mausmodelle konnte gezeigt werden, dass der murine Rezeptor (FcyRIV) auf
neutrophilen Granulozyten essentiell fiir die Entstehung einer experimentellen EBA ist, da
einerseits eine erhdhte Expression von FcyRIV in Mausstammen festgestellt wurde, die
anfalliger gegeniliber einer Krankheitsinduktion waren (Hammers et al. 2011), und
andererseits die Abwesenheit oder Blockade des FcyRIV die Induktion einer

experimentellen EBA verhinderte (Kasperkiewicz et al. 2012).

Sowohl bei Mausen als auch bei Menschen kommt es nach der Bindung der Autoantikdrper
gegen Typ VIl Kollagen an der DEJ zur Ausschiittung proinflammatorischer Mediatoren wie
IL-1, GM-CSF und Leukotrienen (vgl. Abb. 3 (1 und 2)). Fc-Fragmente der Autoantikorper
aktivieren im Folgenden das Komplementsystem Uber den alternativen Weg (Sitaru et al.
2005; Mihai et al. 2007) (vgl. Abb. 3.(3)), was zu einer proteolytischen Spaltung der
Komplementfaktoren C3 und C5 fiihrt. Da C5-defiziente Mause keine experimentelle EBA
entwickeln konnen, liegt es nahe, dass die Aktivierung des Komplementsystems ein
entscheidender Schritt der Effektorphase der EBA ist (Sitaru et al. 2005). AuRerdem ist die
Expression proinflammatorische Zytokine wie IL-1 und GM-CSF sowie der Rezeptorproteine
CXCL1/2 im Mausmodell hochreguliert, was unter anderem zur Rekrutierung und
Aktivierung neutrophiler Blutzellen fihrt (Sadeghi et al. 2015; Samavedam et al. 2014;
Hirose M et al. 2013). Wahrend sich C3b und C5b an der DEJ anlagern, fihrt die Freisetzung
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der Anaphylatoxine C3a und C5a zur Chemotaxis und zur Aktivierung neutrophiler
Granulozyten (Guo und Ward 2005). Zusatzlich werden humane neutrophile Granulozyten
auch durch die Bindung der Autoantikorper an Fcy-Rezeptoren auf ihrer Oberflache
aktiviert (vgl. Abb. 3 (5)). Es kommt Giber die Aktivierung einer intrazellularen Signalkaskade
via Syk Protein Tyrosinkinase (Syk) (vgl. Abb. 3 (6)) zur Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) durch NADPH-Oxidase, Myeloperoxidase (MPO) und die
Superoxiddismutase (SOD) (Samavedam et al. 2018) und zur Freisetzung von Gelatinasen
und Matrix-Metalloproteinasen (Shimanovich et al. 2004) (vgl. Abb. 3 (7)), was die
proteolytische Zerstérung verschiedener Strukturen der DEJ zur Folge hat. Der Verlust
intakter Ankerfibrillen fihrt dazu, dass sich Dermis und Epidermis voneinander 16sen und
ist makroskopisch als Blasenbildung zu erkennen. Zudem sezernieren neutrophile
Granulozyten macrophage Inflammatory Protein o (MIP a), wodurch Monozyten und
Makrophagen rekrutiert werden (Kasama et al. 1993) (vgl. Abb. 3 (8)). Kirzlich konnte
gezeigt werden, dass auch Monozyten und Makrophagen in der Lage sind, ROS freizusetzen
und somit zur Effektorphase der EBA beitragen (Hirose et al. 2016). Wahrend die Migration
neutrophiler Granulozyten durch regulatorische T-Zellen (Treg) gehemmt wird (Bieber et
al. 2017b), wirken natdrliche Killerzellen (NKT) und y6 T-Zellen proinflammatorisch auf die

Effektorphase der EBA (Bieber et al. 2016) (vgl. Abb. 3 (4)).
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Abb. 3 Pathomechanismen der Blasenbildung und Entziindung bei EBA. Abkiirzungen: Akt, eine Serin-und
Threoninkinase; NKT, natirliche Killerzellen; ROS, reaktive Sauerstoffradikale; Treg, regulatorische T-Zellen.
Abb. 3 zur Verfligung gestellt von K.Bieber, LIED, Universitat zu Libeck.
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1.2.6 Neutrophile Granulozyten

Neutrophile Granulozyten haben eine kurze Halbwertszeit und zirkulieren lediglich 6-9h im
Blut (Jelkmann 2011, S. 477-502). Sie gehéren zum angeborenen Immunsystem und sind
die ersten Blutzellen, die im Falle einer Infektion oder Entziindung durch
proinflammatorische Zytokine getriggert die Blutgefdalle verlassen, um Pathogene
aufzunehmen und sie anschlieRend in ihrem Inneren mittels ROS abzut6ten. Ein Mangel an
funktionstiichtigen neutrophilen Granulozyten resultiert in Immundefekten, die schwere
Infektionen mit sich ziehen — aber auch eine das physiologische Ausmal} tiberschreitende
Aktivitat kann negative Folgen fiir korpereigene Strukturen haben, wie es auch bei EBA der

Fall ist (Murphy und Weaver 2018b, S. 95-173; Schmidt und Zillikens 2013).

Die Bindung von Leukotrien B4 (LTB4) an den Leukotrien-Rezeptor (BLT1) (vgl. Abb. 4) ist
fur die Einwanderung neutrophiler Granulozyten in die Haut essenziell. Die 5-Lipoxygenase
(5-LO) ist ein Schllisselenzym in der Synthese von LTB4 und fiihrt zu einer verminderten
Rekrutierung neutrophiler Granulozyten. Da aktivierte Neutrophile in der Haut eine
wichtige Rolle im Pathomechanismus der EBA spielen (vgl. 1.2.5), konnten Mause mit
defizienten BLT1 bzw. mit defizienter 5-LO keine experimentelle EBA entwickeln (Sezin et

al. 2017).

Nach der Bindung der Autoantikorper an den Fcy-Rezeptor auf der Oberflaiche der
neutrophilen Granulozyten wird die zelluldare Antwort tiber den Syk-Signalweg (Kiefer et al.
1998; Samavedam et al. 2018) oder Uber den Pi3K/AKT/MAPK-Signalweg eingeleitet
(Burgering und Coffer 1995). Diese Aktivierung fiihrt zu einer Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine wie IL-1B and GM-CSF, welche wiederum die
Signaltransduktion durch Molekile der Src-Familie wie Hck, Fgr und Lyn zur Folge hat

(Ludwig 2017; Kovacs et al. 2014) (vgl. Abb. 4).

Der Uber den alternativen Aktivierungsweg des Komplementsystems freigesetzte
Komplementfaktor C5a fiihrt mittels Aktivierung der Phosphoinositid-3-Kinase (Pi3K) zu
einer Phosphorylierung von extracellular signal-regulated kinases 1 und 2 (Erk1/2) und auf
diesem Wege zur Aktivierung der neutrophilen Granulozyten (Ludwig 2013). Folglich wird
die Aktivierung der Neutrophilen durch die Hemmung der Pi3K, insbesondere der Pi3Kj-

Untereinheit, verhindert (Kulkarni et al. 2011). Auch die pharmakologische Inhibition der
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Erk1/2 sowie der p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK) und der Serin- und
Threoninkinase (AKT), auch unter dem Namen Proteinkinase B (PKB) bekannt, konnte die

IC-induzierte EBA verringern (Ludwig 2013; Hellberg et al. 2013).

Darliber hinaus tragt auch heat shock protein 90 (HSP90) zur Aktivierung von neutrophilen
Granulozyten bei, was anhand der durch die Hemmung von HSP90 hervorgerufenen
therapeutischen Effekte im Mausmodell deutlich wird (Ludwig 2017; Kasperkiewicz et al.
2011). In vitro hat auch die pharmakologische Inhibition von retinoid-related orphan
receptor a (RORa) die Hemmung der Immunkomplex-induzierten ROS-Freisetzung zur

Folge (Ludwig 2017; Sadeghi et al. 2015).

Fiir die Aktivierung der NADPH-Oxidase und damit fiir die ROS-Produktion muss eine
Untereinheit der NADPH-Oxidase p47phox, auch neutrophil cytosolic factor 1 (NCF1)
genannt, phosphoryliert werden (Ago et al. 1999). Auf zwei Kinasen, die NCF1 direkt

phosphorylieren, soll im Folgenden genauer eingegangen werden.

Die Serin- und Threoninkinase AKT phosphoryliert NCF1 (Chen et al. 2003) (vgl. Abb. 4),
wobei insbesondere die Isoform AKT 2 diese Funktion in neutrophilen Granulozyten
Ubernimmt und damit die proinflammatorische Antwort der Zelle mal3geblich beeinflusst.
Ferner scheint AKT 2 auch fiir Zellmigration und die Degranulation neutrophiler
Granulozyten bendtigt zu werden (Chen et al. 2010). Die Aktivitat von AKT selbst wird durch
verschiedene weitere Kinasen kontrolliert und mittels Phosphorylierung von Threonin308
durch die 3-Phosphoinositid-abhangige Proteinkinase 1 (PDK1) (Dangelmaier et al. 2014)
und mittels Phosphorylierung von Serind73 bewirkt. Serin437 kann auf verschiedenen
Wegen wie zum Beispiel durch mechanistic Target of Rapamycin (mTOR) (Sarbassov et al.
2005) oder mit Hilfe der DNA-abhangigen Proteinkinase (DNA-PK) (Feng et al. 2004; Li et al.

2013) phosphoryliert werden.

Auch die PKC (Proteinkinase C) beeinflusst die Aktivierung von AKT, da sie in der Lage ist,
Serin473 zu phosphorylieren (Kawakami et al. 2004) oder die DNA-PK zu aktivieren (Choi et
al. 1991). Dadurch, dass die PKC zusatzlich NCF1 direkt phosphorylieren kann (El Benna et
al. 1996), tragt die PKC mafigeblich zur Aktivierung der NADPH-Oxidase bei (Huang und
Kleinberg 1999).
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Abb. 4 intrazelluldre Signaltransduktion in einem neutrophilen Granulozyten. Dargestellt sind durch ICs
induzierte Signaltransduktionswege in neutrophilen Granulozyten, die zur Produktion von Zytokinen,
Proteasen, Chemokinen und zur Freisetzung von ROS fiihren. Abkilirzungen: Akt, Serin- und Threoninkinase;
BLT1, Leukotrien-Rezeptor; COL7, Typ VIl Kollagen; Erk1/2, extracellular signal-regulated kinases 1 und 2;
FcRIV, muriner Rezeptor; Hsp90, heat shock protein 90; IC, Immunkomplexe; LTB4, Leukotrien B4; PIK3CB
Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase Catalytic Subunit Beta; ROR a, Retinoid-related orphan
receptor a, ROS, reaktive Sauerstoffspezies. Modifizierte Abbildung nach Kasperkiewicz et al. 2016.

1.2.7 Getestete Inhibitoren

Da es sich bei EBA um eine sehr seltene Erkrankung handelt, hat die Industrie wenig
Interesse daran, Zielstrukturen im Pathomechanismus zu erforschen und neue
Therapeutika zu entwickeln. Eine komfortable Moglichkeit, potenzielle Medikamente
gegen EBA zu testen, ist die Nutzung von Bibliotheken kommerzieller Hersteller, da hier die
konkreten Zielmolekiile, die durch die einzelnen Substanzen gehemmt werden, bereits
bekannt sind. Die Target Selective Inhibitor Library von Selleckchem® enthalt 601
Substanzen, die insgesamt Uber 174 Zielstrukturen hemmen, welche allesamt Elemente

verschiedener Signaltransduktionswege sind. Alle Substanzen sind prinzipiell in der Lage
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dazu, eine einzelne Zielstruktur zu hemmen und haben gegeniber anderen Zielmolekiilen
(off-target) eine mindestens 100-fach héhere Selektivitat (http://www.selleckchem.com/
screening/selective-library.html). Aus der Target Selective Inhibitor Library von
Selleckchem® wurden 141 Substanzen getestet. Die Prestwick Chemical Library® enthalt
1280 bereits zugelassene Medikamente mit abgelaufenem Patent, welche ebenfalls

validiert wurden (http://www.prestwickchemical.com/libraries-screening-lib-pcl.html).

Zunachst wurden die Substanzen von Mikko Armbrust im Rahmen seiner Doktorarbeit in
vitro im ROS Release Assay auf die spezifische Inhibition von ROS-Produktion der
Haupteffektorzellen der EBA, den neutrophilen Granulozyten, gescreent. Da die
Aktivierung der neutrophilen Granulozyten durch ICs aus Typ VII Kollagen und anti-
humanes-Typ-VlIl-Kollagen-Antikorpern ein wesentlicher Schritt in der Pathogenese der
EBA ist, ist der ROS Release Assay ein vereinfachtes Modell, um potenzielle therapeutische

Wirkungen der Substanzen zu testen (Recke et al. 2010).

Im nadchsten Schritt wurden 22 Substanzen, die im ROS Release Assay die Produktion von
ROS hemmen konnten, von Georg Kaiser im Rahmen seiner Doktorarbeit in der AG Ludwig
(LIED) auf ihre Zytotoxizitat und im ex vivo EBA-Modell auf Hautgefrierschnitten getestet.
Katharina Schulze Dieckhoff prifte im Rahmen ihrer Doktorarbeit die Dosisabhangigkeit
der Substanzen im ROS Release Assay und wandte die wirksamsten Substanzen im
passiven, lokalen Antikdrpertransfer-Modell (vgl. 1.2.8) der EBA in vivo an. Dadurch wurde
einerseits die Effektivitat der Substanzen auf die Unterdriickung einer experimentellen EBA
geprift und andererseits die Vertraglichkeit der Substanzen in vivo getestet. Die flinf
Substanzen, die von den Mausen im Rahmen einer systemischen (oral oder i.p.) Gabe gut
vertragen wurden und im Tiermodell den gréRten Effekt auf die Unterdriickung der
experimentellen EBA hatten, sind Propranolol Hydrochlorid (HCI) (Zielmolekiil: B-receptor),
BX-795 (Zielmolekil: PDK1), Sotrastaurin (Zielmolekil: PKC), PHA-665752 (Zielmolekdl: c-
Met) und NU 7441 (Zielmolekil: DNA-PK) (http://www.selleckchem.com/screening

/selective-library.html) und liegen dieser Arbeit zu Grunde.

Propranolol HCl ist ein kompetitiver und nicht selektiver Inhibitor des B-Adrenozeptors mit
einer IC50 von 12 nM. Es handelt sich um den altesten klinisch gebrauchlichen B-Blocker

und wird zur Behandlung sehr unterschiedlicher Krankheiten eingesetzt. Am bekanntesten
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ist seine Indikation als Antihypertensivum. Darliber hinaus wird Propranolol auch zur
Behandlung von Hyperthyreose verwendet, da es in hohen Dosen die Konversion von T4 in
T3 hemmt (Oetjen 2017, S. 651). Propranolol kann auRerdem zur Anfallsprophylaxe von
Migrane eingesetzt werden (Feuerstein und Diener 2017, S. 177). Des Weiteren ist
Propranolol 3 mg/kg KG oral zur Behandlung infantiler Himangiome wirksam (Léauté-
Labréze et al. 2015). Auch die topische Applikation von Propranolol scheint zu einer
Regression infantiler Himangiome zu fiihren (Kunzi-Rapp 2012; Xu et al. 2012; Schneider
et al. 2014). Propranolol ist stark lipophil und wirkt in hohen Konzentrationen

membranstabilisierend (Starke 2017, S. 158).

BX-795 hemmt die PDK1 (3-Phosphoinositid-abhdngige Proteinkinase 1) im zellfreien
Versuchsansatz mit einer IC50 von 6 nM (https://www.selleckchem.com/products/bx-
795.html). In vitro wird durch die Hemmung der PDK1 die Phosphorylierung von AKT
verhindert und somit werden verschiedene Zellfunktionen, die den PDK1/AKT-Signalweg

beinhalten, gehemmt (Feldman et al. 2005; Dangelmaier et al. 2014).

Sotrastaurin ist ein potenter und selektiver Inhibitor der PKC. Die simultane Inhibition der
verschiedenen Isoformen der PKC fihrt in vitro zu einer dosisabhangigen Reduktion der
Chemotaxis von Neutrophilen und zu einer Hemmung der ROS-Produktion von stimulierten
Neutrophilen (Capsoni et al. 2012). Insbesondere die Isoform PKC B tragt in neutrophilen
Granulozyten zur Aktivierung der NADPH-Oxidase und somit zur Produktion von ROS bei
(Dekker et al. 2000). Dariuiber hinaus sind immunsuppressive Eigenschaften der Substanz
durch die Hemmung der frihen T-Zellantwort bekannt (Evenou et al. 2009). Im
Rattenmodell fiir TransplantatabstoBungen und nach kardialen Allografttransplantationen
konnte durch orale Applikation von 30mg/kg KG b.i.d. eine immunsuppressive Wirkung von
Sotrastaurin beobachtet werden (Weckbecker et al. 2010). In Phase-lI-Studien wurde
Sotrastaurin  bereits als Ergdnzung der immunsuppressiven Therapie nach
Nierentransplantationen (Skvara et al. 2008) und als neue Therapieoption zur Behandlung

der Psoriasis (Budde et al. 2010) getestet.

PHA-665752 inhibiert die Rezeptortyrosinkinase c-Met in einem zellfreien Versuchsaufbau
mit einem IC50-Wert von 9 nM (https://www.selleckchem.com/products/PHA-66

5752.html). C-Met liegt am Anfang verschiedener Signaltransduktionswege und beeinflusst
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dadurch die Migration und Proliferation von Tumorzellen (Christensen et al. 2003). In vitro
konnte an verschiedenen Krebszellmodellen gezeigt werden, dass eine selektive Hemmung
von c-Met durch PHA-665752 die der c-Met folgende Signaltransduktion via ERK, Akt, FAK,
PLCy, und STAT verhindert (Christensen et al. 2003; Furge et al. 2000).

NU 7441 hemmt im zellfreien Versuchsansatz die DNA-PK (DNA-abhéngige Proteinkinase)
mit einer IC50 von 14 nM und in hoheren Konzentrationen (IC50 5 uM) die PI3K
(https://www.selleckchem.com/products/nu7441.html). Die DNA-PK ist dazu in der Lage,
DNA-Doppelstrangbriiche zu reparieren. Zur Behandlung verschiedener Krebsarten kénnen
DNA-Doppelstrangbriiche provoziert werden, welche zytotoxisch auf Krebszellen wirken
(Aktories und Unger 2017, S. 827-830). Die gewilinschte therapeutische Wirkung
verschiedener Chemotherapeutika kann durch die Aktivitdt der DNA-PK reduziert werden
(Shen et al. 1998), weshalb die Hemmung des Enzyms zur Augmentation
chemotherapeutischer und radiotherapeutischer Behandlungen von Tumoren Gegenstand

aktueller Forschung ist (Sunada et al. 2016).

1.3. Ziele der Arbeit

Neutrophile Granulozyten spielen nicht nur in der Pathogenese der EBA, sondern auch in
vielen weiteren Autoimmunerkrankungen eine entscheidende Rolle (Kaplan 2013). Daher
ist die Erforschung von Substanzen, die die Aktivitat neutrophiler Granulozyten modulieren
konnen, auch im Hinblick auf die Erweiterung der Therapieoptionen anderer

Autoimmunerkrankungen attraktiv.

Ziel dieser Arbeit ist es, validierte Substanzen chemischer Bibliotheken (Selective Inhibitor
Library von Selleckchem® und Prestwick Chemical Library®), die bisher bereits im ROS
Release Assay auf ihre Zytotoxizitat und im Mausmodell der EBA (1.2.7) getestet wurden,
in vivo auf ihre Dosisabhdngigkeit zu evaluieren. Danach sollen diese Substanzen, die den
Mausen bisher lediglich systemisch (i.p. oder oral) verabreicht wurden, topisch appliziert
werden. Damit soll geprift werden, ob die Substanzen als mogliche neue topische
Therapeutika der EBA in Frage kommen und gegebenenfalls eine Alternative zu einer

kortikoidhaltigen Creme darstellen konnten.
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Aullerdem soll die im Hinblick auf die Milderung der experimentellen EBA im Mausmodell
meistversprechende Substanz genauer auf ihren Wirkmechanismus in humanen
neutrophilen Granulozyten untersucht werden. Hierzu wird eine Genexpressionsanalyse
durchgefiihrt, um mittels RNA Sequencing Rickschliisse auf die Mediatoren und
Mechanismen zu ziehen, mit denen die Substanz die IC-induzierte Freisetzung von ROS in

neutrophilen Granulozyten inhibiert.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Antikorper

Spezifitat Isotyp Konjugat Hersteller Anwendung
Kaninchen a- IgG Dermatologie, | Invivo
mCOL7 Libeck, D
(part C) IgG (Sitaru et al.

2005)
Goat IgG IgG MP Immunhistochemie
fraction to Biomedicals,
mouse C3 Santa Ana, USA
Donkey IgG IgG Alexa Flour 594 | Dianova, Immunhistochemie
anti-goat IgG Hamburg, D
(H+L)
Donkey anti- IgG FITC- Dianova, Immunhistochemie
rabbit IgG Hamburg, D
(H+L) FITC-
conjugated
AffiniPure
4',6-Diamidin- Sigma-Aldrich, | Immunhistochemie
2-phenylindol D-Steinheim, D
(DAPI)
anti-CD193- PE Biolegend, San | Durchflusszytometrie
(Klon 5E8) Diego, USA
anti-CD16- PacBlue Biolegend San | Durchflusszytometrie
(Klon 368) Diego, USA
anti-CD14 PE-Cy7 Biolegend San | Durchflusszytometrie
(Klon HCD14) Diego, USA
anti-CD66b- APC Biolegend San | Durchflusszytometrie
(Klon G10F5) Diego, USA
anti-CD62L- PerCP Biolegend San | Durchflusszytometrie
(Klon DREG- Diego, USA
56)
Zombie NIR Zombie Biolegend San | Durchflusszytometrie
(fixable Diego, USA
viability kit)
Annexin V FITC Biolegend San | Durchflusszytometrie

Diego, USA
anti-CD45 BV 510 Biolegend San | Durchflusszytometrie
(Klon H130) Diego, USA
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2.1.2 Inhibitoren, Stimuli

Substanz

Hersteller

1 % Propranolol in Basiscreme DAC

Apotheke UKSH, Libeck, D

2 % Propranolol in Basiscreme DAC

Apotheke UKSH, Libeck, D

5 % Propranolol in Basiscreme DAC

Apotheke UKSH, Libeck, D

Anti hCOL7-1gG (Recke et al. 2010)

Dermatologie UKSH, Libeck, D

BX-795

Selleckchem, Houston, USA

DAC Basiscreme

Fagron GmbH & Co. KG, Barshuttel, D

hCOL7 E-F (Recke et al. 2010)

Dermatologie UKSH, Libeck, D

NU7441 (KU-57788)

Selleckchem, Houston, USA

PHA-665752

Selleckchem, Houston, USA

Propranolol HCI

Selleckchem, Houston, USA

Sotrastaurin

2.1.3 Reagenzien

Selleckchem, Houston, USA

Chemikalien/Reagenzien

Hersteller

2-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

aqua dest.

Fresenius KABI, D-Bad Homburg, D

Albumin Fraktion V

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D

Albumin Fraktion V, biotinfrei

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D

CLM RPMI

Genaxxon bioscience, Ulm, D

dd H20

Fisher Scientific, Hampton, USA

Dimethyl Sulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Dulbecco’s Phosphate Buffered saline | Fisher Scientific, Hampton, USA
(DPBS)
EtOH 70 % Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D

EtOH Rotipuran®

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D
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FBS Gold Plus Bio & Sell, Feucht, D
Glucose Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Glycin Merck, Darmstadt, D

HEPES Buffer

PAN Biotech, Aidenbach, D

Histofix ® Formaldehydlosung 4 %

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D

Ketamin

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Luminol > 97 % (3-Aminophthalhydrazide)

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Maisol

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Mowiol 4-88

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D

Natriumcarbonat (Na2COs3

Merck, Darmstadt, D

Natriumchlorid (NacCl)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3,

Merck, Darmstadt, D

Natriumhydroxyd (NaOH)

Merck, Darmstadt, D

Nuklease-freies Wasser DNase/RNase Free

Fisher scientific, Hampton, USA

Phosphatpuffer (NazHPOa)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D

Polyethylenglycol 300

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Polyethylenglycol 400

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Polyethylenglycol 20.000

Serva, Heidelberg, D

Propylene Glycol

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Protein G Resin

GenScript, New Jersey, USA

RPMI 1640 with Glutamine w/o Glucose
w/o Phenol red with 2.0g/L NaCHO3

Genaxxon bioscience, Ulm, D

TRIS (C4H11NO3)

Serva, Heidelberg, D

Tris Pufferan > 99,9 %

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D

Trypanblau Losung

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Tween 20

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Tween 80

Sigma-Aldrich, Steinheim, D
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Xylazin Sigma-Aldrich, Steinheim, D

2.1.4 Fertig-Reagenzsatze

Bezeichnung Hersteller

Illumina NextSeq MidOutput v2 150 cycles | Illumina, San Diego, USA

Illumina TruSeqRNA Sample Prep Kit v2 Illumina, San Diego, USA

MACSxpress® Neutrophil Isolation Kit, | Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach,

human D

Red Blood Cell Lysis Solution (10x) Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach,
D

RNeasy® Mini Kit Qiagen, Hilden, D

2.1.5 Gerate

Laborgerat Hersteller

Feuchtkammer Hassa Laborbedarf, Liibeck, D

Feinwaage Analytical Plus Ohaus, Parsippany, NJ, USA

Fluoreszenzmikroskop Eurostar Euroimmun, Libeck, D

Fotometer Bio Photometer Eppendorf, Hamburg, D

GloMax GM3000 Microplate Reader Promega, Fitchburg, WI, USA

Inkubator B Binder, Tuttlingen, D

Kryostat CM3040S Leica, NulRloch, D

Lichtmikroskop Keyence Biorevo BZ-9000 | Keyence, Neu-Isenburg, D

MACSQuant® Analyzer 10 Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D
MACSxpress® Separator Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D
Magnetriihrer MR3002 Heidolph Instruments, Schwabach, D
Messuhr Dickenmesser Serie 7 Mitutoyo, Takatsu-ku, Japan
Multipipette plus Eppendorf, Hamburg, D
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Multipipette stream

Eppendorf, Hamburg, D

Neubauer Zahlkammer

Paul Marienfeld, Lauda-Kénigshofen, D

Nanodrop NP80

Implen, Westlake Village, USA

Pipetten Sartorius

Sartorius, Gottingen, D

Pipetten Eppendorf Research

Eppendorf, Hamburg D

Pipetus

Hirschmann Laborgerate, Eberstadt, D

Rotator test-tube-rotator 34528

Snijders, Tilburg, Niederlande

Schittler polymax 1040

Heidolph Instruments, Schwabach, D

Schittler TPM4

Sarstedt, Niumbrecht, D

Sequenzierer NextSeq 500

Illumina, San Diego, USA

Sterilwerkbank LaminAir HB2448

Heraeus, Hanau, D

Vakuumpumpe WISA

Steinkopf Laborausrister, Liibeck, D

Vortex Genie 2

Scientific Industries, Bohemia, NY, USA

Warmebad, 37 °C

Kottermann, Uetze, D

Zellzahler CASY Model TT

Scharfe System GmbH, Reutlingen, D

Zentrifuge Centrifuge 5804R

Eppendorf, Hamburg, D

Zentrifuge Centrifuge 5810R

Eppendorf, Hamburg, D

Zentrifuge Biofuge pico

Heraeus, Hanau, D

Zentrifuge Micro Star 17R

VWR, Darmstadt, D

Zentrifuge Megafuge 1.0R

Heraeus, Hanau, D

2.1.6 Verbrauchsmaterialien

Material

Firma

1,5 mL, 2 mL Reaktionsgefalle

Sarstedt, Niimbrecht, D
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15 mL, 50 mL Réhrchen

Sarstedt, Nimbrecht, D

6-well Platte, steril, non-treated

Thermo Fisher, Massachusetts, USA

96-well Microplatten, high-binding, weil}

Greiner Bio-one, Frickenhausen, D

96-well V-Bodenplatte, PP

Greiner Bio-one, Frickenhausen, D

Deckglaser 24x60 mm

Th. Geyer, Renningen, D

Dialysemembran Dialysis tubing cellulose

membrane avg. flat width 25 mm

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

EDTA- haltiges Blutentnahmerdhrchen 9

mL

Sarstedt, Nimbrecht, D

Einbettmedium

Tissue-Tek®0.C.T. Compound

Sakura Finetek, Staufen, D

Einbettschalchen

Tissue-Tek® Intermediate Cryomold

Sakura Finetek, Staufen, D

Kapillare End-to-end

Sarstedt, Nimbrecht, D

Filterplatte AcroPrep Advana 96 Filter

Plate

Pall Corporation, New York, USA

Filtertip Pipettenspitzen 10 pL, 200 L,
1000 pL

Sarstedt, Nimbrecht, D

Filtertube Millipore® UFC903008 Amicon®
Ultra-15 centrifugal filter concentrator
with Ultracel® 30 regenerated cellulose

membrane, NMWL: 300000D

Merck, Darmstadt, D
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Glassdule Chromatography Columns 2.5

cm x 20 cm

Santa Cruz Biotechnology, INC., Dallas,
USA

Kantlen, BDmicrolance 3, 26 G

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA

Kantlen Sterican 30 G

B Braun, Melsungen, D

Kiavetten 1.5 mL

Brand, Wertheim, D

Minisart-Plus Filter, PorengrofRe 0.45 um

Sarstedt, Nimbrecht, D

Minisart-Plus Filter, PoregrofRe 0.2 um

Sarstedt, Nimbrecht, D

Objekttrager Superfrost Plus

Greiner Bio-one, Frickenhausen, D

Pipettenspitzen 10 pL, 200 uL, 1000 pL

Menzel-Glaser, Braunschweig, D

Pipettenspitzen mit Filter 10 plL, 200 pL,
1000 pL

Sarstedt, Nimbrecht, D

Fligelkanile Safety-Multifly 21G 200 mm

lang

Eppendorf, Hamburg, D

Serologische Pipetten 5 mL, 10 mL, 25 mL

Sarstedt, Niimbrecht, D

S-Monovette 9 mL (1,6 mg EDTA/mL Blut)

Sarstedt, Nimbrecht, D

Spritzen Omnican F

Braun, Melsungen, D

Spritzen-Fitterungsaufsatz

Fuchigami, Kyoto, Japan

Verschlussfolie 96-well Platte, optisch klar

Sarstedt, Nimbrecht, D

2.1.7 Puffer und Medien

Puffer

Zusammensetzung

CL-Medium

472,5 mLRPMI 1640 12,5 mL HEPES Buffer
solution 1M 5 mL FBS 10 mL Glucose (10%)
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ROS

Blocking Buffer

1 % BSA, 0,05 % Tween-20 in 1x DPBS

Coating Buffer (0,05 M; pH=9,6)

0,53 % NaxCOs, 0,42 % NaHCOs3 in aqua

dest.

Washing Buffer

0,05 % Tween-20 in 1x DPBS

FACS

Annexin V Binding Buffer

Biolegend, San Diego, USA

FACS-Puffer

0,5 % BSA, 2 mM EDTA in 1x PBS

Fixation Buffer

2 % PFA (Paraformaldehyd) in 1x DPBS

MACSQuant Running Buffer

Biolegend, San Diego, USA

Aufreinigung von Kaninchen IgG

Bindungspuffer

20 mM NazHPOs, 150 mM NacCl, pH 7,0

Glycinpuffer

0.1 M Glycin, pH 2,5

Neutralisationspuffer

1 M Tris-HCI, pH 9,0

PBS

150 mM NaCl, 10 mM NayHPO4, 1 mM
NaH2POg4, pH 7,2

direkte Immunfluoreszenz

Immunoblocklésung

1 % Albumin Fraktion V, biotinfrei in PBS

2.1.8 Verwendete Programme und Internetdatenbanken

GraphPad Prism 7

GraphPad Software, La Jolla, USA

Jensen DISEASES

Jensenlab, Kopenhagen, Danemark
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KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and | Kanehisa Laboratories, Kyoto, Japan

Genomes)

MACSQuant Analysis Software Version 2.6 | Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D

Microsoft Office 2016 Microsoft, Redmond, USA

Venny 2.1 BioinfoGP Spanish National Biotechnology

Centre, Barcelona, Spanien

2.2 Isolierung und Aktivierung von neutrophilen Granulozyten

Neutrophile Granulozyten wurden mit Hilfe des MACSxpress® Neutrophil Isolation Kit
human von Miltenyi Biotec aus antikoaguliertem Vollblut gesunder Spender isoliert. Dafir
wurden den Spender*innen 16 mL Blut in EDTA-haltige Blutentnahmerdhrchen
abgenommen und unmittelbar danach weiterverarbeitet. Das Verfahren der Isolierung
neutrophiler Zellen aus humanem Vollblut beruht auf der Aggregation und Sedimentation
der Erythrozyten und auf immunomagnetischer Markierung von Leukozyten mit Ausnahme
der neutrophilen Granulozyten. Der MACSxpress® Separator trennt die magnetisch
markierten Zellen von den neutrophilen Granulozyten, sodass sich diese als einzige Fraktion
der Leukozyten im Uberstand befinden, welcher abpipettiert wird und weiterverarbeitet

werden kann.

Die folgenden Arbeitsschritte wurden unter sterilen Bedingungen an der Sterilwerkbank
durchgefiihrt. Alle verwendeten Materialien sind Bestandteile des MACSxpress®
Neutrophil Isolation Kit human. Zunachst wurde der MACSxpress® neutrophil isolation
Cocktail hergestellt, indem 2 mL von Buffer A je einem Vial mit MACSxpress® neutrophil
isolation Cocktail, lymphilized hinzugefiigt und das Pellet durch dreimaliges Auf- und
Abpipettieren rekonstituiert wurde. Anschlieffend wurden die Vials mit jeweils 2 mL des
Buffer B gemischt. Fir die Verarbeitung von insgesamt 16 mL Vollblut aus den EDTA-
Rohrchen wurden 2 aufbereitete Vials des Isolation Cocktails bendtigt. In einem 30 mL
Rohrchen wurde das Blut mit der entsprechenden Menge des Isolation Cocktails gemischt

und fir 5 min auf dem Rotator bei Zimmertemperatur inkubiert. Das Réhrchen wurde
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anschlieRend gedffnet und 15 min in den MACSxpress® Separator gestellt, damit sich die
magnetisch markierten Zellen von den Zielzellen, den neutrophilen Granulozyten, trennten
und sich ein Pellet mit Erythrozyten am Boden des Rohrchens absetzen konnte. Die sich
nun im Uberstand befindenden Zielzellen wurden vorsichtig abpipettiert und in einem 15
mL Réhrchen gesammelt. Da trotz Sedimentation vereinzelt Erythrozyten im Uberstand
verblieben, wurde der gesammelte Uberstand zur Lyse zundchst 10 min bei 300 x g und
Raumtemperatur zentrifugiert, der Uberstand aspiriert und das Pellet mit Red Blood Cell
Lysis Solution resuspendiert. Anschliefend wurde die Losung zunachst fur 5 s gevortext und
erneut fiir 10 min bei 300 x g und Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde
aspiriert und das die neutrophilen Granulozyten enthaltende Zellpellet mit 4 mL Cell lysis

Medium (CLM) resuspendiert.

Die Zellzahl wurde mit der Neubauer Zahlkammer ermittelt, indem 10 pL der
Zellsuspension mit 190 uL Trypanblau Losung verdiinnt wurden und die Anzahl der sich in
zwei 4x4-Feldern der Zahlkammer befindenden Zellen unter dem Mikroskop bestimmt
wurde. Das arithmetische Mittel wurde mit dem Kammerfaktor 10.000 und dem
Verdlinnungsfaktor 20 multipliziert, um die Zellzahl pro mL Suspension zu erhalten. Die
Zellen wurden mit CLM weiter verdinnt, bis die gewtinschte Zelldichte von 2x 10° Zellen

pro mL erreicht war.

Die mit Hilfe des MACSxpres® Neutrophil Isolation Kit human isolierten Granulozyten
wurden anschlieBend durch ICa, bestehend aus Antigen (Typ VII Kollagen) und Antikdrper
(Anti-Typ-VIl-Kollagen-1gG1, oder IgG4) (Recke et al. 2010), aktiviert. Im Rahmen der Arbeit
von Annika Munko, (LIED) Universitat zu Liibeck, wurden die verschiedenen Subtypen der
Immunglobuline hinsichtlich ihres Potentials zur Aktivierung neutrophiler Granulozyten
getestet (unveroffentlichte Daten). Da sich hier kein signifikanter Unterschied feststellen
liel, wurden IgG1l und IgG4 analog verwendet. Fir die Genexpressionsanalyse ist eine
grofle Zellausbeute notig, weshalb zur Stimulation und Inkubation der Zellen mit dem
Inhibitor eine 6-well Platte verwendet wurde. Parallel dazu wurde mit zwei 96-well Platten
gearbeitet, um im ROS Release Assay die Aktivierbarkeit der isolierten neutrophilen
Granulozyten zu prifen und in der FACS-Analyse die Zytotoxizitdt des Inhibitors

auszuschlieBen. Dadurch, dass sowohl Zellen der 6-well Platte wie auch der 96-well Platte
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im FACS analysiert wurden, konnten Rickschliisse von einem mdoglichen Einfluss der

Plattenbeschaffenheit auf die Aktivierung der Zellen gezogen werden.

Dazu wurden zunachst die Wells der 96-well Microplatten high-binding mit 50 pL Antigen
(Typ VIl Kollagen) der Konzentration 2,5 ug/uL Coating Buffer beschichtet und Gber Nacht
bei 4 °C inkubiert. Analog dazu wurde mit der 6-well Platte mit 800 pL Antigen der gleichen
Konzentration verfahren. Wenn nicht anders angegeben, bezieht sich im Folgenden die
erste Mengenangabe auf die 96-well Platte und die Mengenangabe nach dem doppelten
Schragstrich (//) auf die 6-well Platte. Am nachsten Tag wurden nicht gebundene Antigene
in drei Waschschritten mit Washing Buffer (300 uL // 5 mL pro Well) entfernt und die Platte
mit Blocking Buffer (200 uL // 2,5 mL pro Well) fir 1 h inkubiert. Nach Ablauf der
Inkubationszeit wurden die Wells erneut auf gleiche Weise mit dem Washing Buffer
gewaschen. Anstelle des Blocking Buffers wurden anschlieRend 100 uL // 2,5 mL Antikorper
(anti-Typ-VII-Kollagen-1gG1, 1gG3 oder 1gG4) der Konzentration 2,2 pug/mL Blocking Buffer
in die vorgesehenen Wells gegeben. Wells, die fiir die Negativkontrollen nur Zellen oder
nur Antigen enthalten sollten, wurden mit der der Zellsuspension entsprechenden Menge
an Blocking Buffer beschichtet. Darauf folgte eine einstlindige Inkubation zur Ausbildung
von ICs und ein weiterer dreifacher Waschschritt der Wells mit Washing Buffer.
AnschlieRend wurden die Wells einmalig mit CLM (100 pL // 2,5 mL pro Well) gewaschen
und 100 pL // 2,5 mL CLM als Vorlage fir die isolierten Zellen in die Wells gegeben. Die
Wells, die mit dem Inhibitor oder seinem Losungsmittel inkubierte Zellen enthalten sollten,
wurden anstelle von CLM mit einer 10 uM L&sung des Inhibitors in CLM oder dem
entsprechenden Anteil des Losungsmittels PBS in CLM befiillt, sodass am Ende in allen

Wells ein Volumen von 100 uL // 2,5 mL vorlag.

AnschlieRend wurden in alle Wells jeweils 100 pL // 2,5 mL der wie oben beschriebenen
vorbereiteten Zellsuspension von 2x 10%/mL CLM der neutrophilen Granulozyten
hinzugegeben. Durch die Bindung der Zellen an die ICs wurden die Zellen aktiviert und
setzten ROS frei. AnschlieRend wurde der ROS Release Assay (siehe 2.4) durchgefiihrt und
die Zellen der 6-well Platte nach vierstiindiger Inkubation bei 37 °C geerntet. Von diesen
Zellen wurden je 200 uL auf eine 96-well V-Boden Platte Ubertragen, um die FACS-Analyse

durchzufiihren (vgl. 2.3). Die restlichen Zellen wurden in 15 mL R6hrchen 10 min bei RT und
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330 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde mit je 2 mL RLT-Puffer des Qiagen RNeasy Mini Kit®

resuspendiert. Die Proben wurden bis zur Weiterverarbeitung bei -20 °C gelagert.

2.3 FACS-analytische Verfahren

Anhand durchflusszytometrischer Messungen kdnnen gemischte Zellpopulationen einer
Probe voneinander unterschieden und quantifiziert werden. Das Prinzip der
Durchflusszytometrie beruht auf der Detektion von Streulichtsignalen, die eine Zelle
verursacht, wahrend sie einen Laserstrahl passiert. Dabei gibt die Messung des Streulichts
unveranderter Wellenlange Auskunft Gber die GroBe und die Granularitat einer Zelle. Das
Vorwartsstreulicht (FSC), das in der urspriinglichen Richtung des Lichtstrahls gemessen
wird, ermoglicht die Bestimmung der GroRe einer Zelle. Anhand des Seitwartsstreulichts
(SSC), das im 90°-Winkel detektiert wird, kann die optische Dichte einer Zelle gemessen
werden. Dabei ist das gemessene SSC proportional zur optischen Dichte, welche wiederum

abhangig von der Granularitat der Zelle ist (Luttmann et al. 2006b, S. 63—66).

Mittels spezifischen, Fluorochrom-gekoppelten Antikorpern, die Oberflichenmolekiile
einer Zelle markieren, wird die Identifizierung einer Zellpopulation Uber den
Immunphanotyp einer Zelle ermdoglicht. Dabei wird das Fluorochrom von Licht einer
bestimmten Wellenlange angeregt und emittiert Licht einer spezifischen Wellenlange, das
von einem Photodetektor im 90°-Winkel erfasst wird. Jede Zelle wird als einzelnes Ereignis

detektiert und erscheint in einem Dot-Plot als Punkt (Luttmann et al. 20064, S. 81-84).

2.3.1 Farbung neutrophiler Granulozyten im humanen Vollblut

Die Isolation und Aktivierung neutrophiler Granulozyten aus humanem Vollblut erfolgte
wie in den oben genannten Ausfiihrungen beschrieben (vgl. 2.2). Nach der 4-stiindigen
Inkubation der Platten bei 37 °C wurden jeweils 200 L aus den Wells fiir die FACS-Farbung

auf eine 96-well V-Boden Platte lbertragen.

Wenn nicht anders angegeben, fanden alle folgenden Arbeitsschritte bei Raumtemperatur
statt. Nach Zentrifugation der Platte fiir 6 min bei 450 x g wurden die entstandenen
Uberstdnde mit der Vakuumpumpe abgesaugt und verworfen. Die Pellets enthielten die
Zellen und wurden jeweils mit 40 uL Annexin V Binding Buffer resuspendiert. Ein Vial mit

Zombie NIR wurde zunachst mit 100 uL DMSO gel6st. Diese Losung wurde weiter 1:1000
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mit DMSO verdiinnt. Davon wurden jeweils 10 puL in jedes Well pipettiert und die Platte
anschliefend bei 4 °C und lichtgeschiitzt fir 15 min inkubiert. Danach wurden pro Well 10
pL Anti-CD-Master Mix hinzugefiigt. 10 uL des Anti-CD-Master Mix setzten sich aus 0,08 pL
BV 510 anti-CD45, 0,31 uL FITC Annexin V, je 0,38 uL PE-Cy7 anti-CD14, PacBlue anti-CD16,
PE anti-CD193, PerCP anti-CD62L und APC anti-CD66b und 7,71 uL Annexin V Binding Buffer
zusammen. Der Anti-CD-Master Mix wurde lichtgeschitzt und auf Eis gelagert, da die
verwendeten anti-CD-Marker, FITC Annexin V und Zombie NIR Fluorochrom-gekoppelt
sind. Die Platte wurde fir 15 min bei RT lichtgeschiitzt inkubiert und anschlieRend fiir 6 min
bei 450 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieBend mit der Vakuumpumpe
abgesaugt und die Zellpellets mit je 200 uL Annexin V Binding Buffer resuspendiert.
AnschlieBend wurde die Platte erneut fiir 6 min bei 450 x g zentrifugiert und das Pellet in
200 pL FACS-Puffer aufgenommen. Dieser Schritt wiederholte sich, wobei das Pellet
anschliefend mit 100 uL Fixation Buffer gelost wurde. Zur Fixierung der Zellen wurde die
Platte 20 min unter Lichtschutz inkubiert und danach pro Well 100 pL FACS-Puffer
hinzugefigt. Durch Auf- und Abpipettieren wurde die Zellsuspension gemischt und die
Platte anschlieBend erneut fiir 6 min bei 450 x g zentrifugiert. Nach dem Absaugen des
Uberstandes wurden die Zellpellets in je 200 uL FACS-Puffer aufgenommen und die Platte

wurde bis zur Messung kiihl (4 °C) und dunkel gelagert.

Vor der Messung wurden alle Proben mit einer Filterplatte gefiltert. Hierzu wurden die
gefarbten und fixierten Zellen durch Auf- und Abpipettieren gemischt und in die Wells der
Filterplatte Ubertragen. Diese wurde auf eine neue 96-well V-Boden Platte gelegt und die
beiden Ubereinander gelagerten Platten so lange bei 450 x g zentrifugiert, bis die sich in
den Wells der Filterplatte befindende Zellsuspension tber den Filter in die Wells der neuen
96-well V-Boden Platte Uberfihrt wurde. Vor der Messung wurden Zellen, die sich am
Boden der Platte abgesetzt hatten, durch Auf- und Abpipettieren mobilisiert. Die Messung

und Auswertung erfolgte mit dem MACS Quant® Analyzer 10.

2.3.2 Gating Strategy
Anhand der Messung des FSC und SSC konnten Granulozyten aufgrund ihrer sich von den
Zellpopulationen der Monozyten und Lymphozyten unterscheidenden ZellgréRe und

Granularitat ausgewahlt werden. Es wurde davon ausgehend eine Diskrimination der
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Doublets durchgefiihrt, um ausschlielRlich Einzelzellen zu erhalten und eine Verfalschung
der Messergebnisse zu vermeiden. Phagozyten sind im Gegensatz zu Lymphozyten CD16
positiv. Die Herunterregulierung von CD45 (CD45 diminished) zeigt eine Aktivierung der
Zellen an, da es sich bei CD45 um eine membrandse, auf Leukozyten vorkommende
Tyrosinphosphatase handelt, die durch die Ausschiittung der von der NADPH-Oxidase
produzierten ROS vermindert exprimiert wird (Fialkow et al. 1997). Um neutrophile
Granulozyten von Mastzellen und Makrophagen abzugrenzen, wurden zusatzlich

ausschlieBlich CD193- und CD14-negative Zellen davon ausgewahlt.

Nach Anwendung der oben beschriebenen Gating Strategy wurden neutrophile
Granulozyten von anderen Zellpopulationen der Proben abgegrenzt. Um Aussagen Uber die
Zellvitalitat treffen zu konnen und lebendige von toten Zellen zu unterscheiden, wurde eine
Detektion der FITC Annexin-positiven (apoptotischen) und der Zombie NIR-positiven

(nekrotischen) Zellen durchgefiihrt.

FITC Annexin V bindet Calcium-abhangig intrazellulair an Phosphatidylserin, einen
Bestandteil der Zellmembran (https://www.biolegend.com/en-us/products/fitc-annexin-
v-5161). Da die Zellmembran bei Apoptose ihre intakte Struktur verliert, wird
Phosphatidylserin von der Innenseite auf die AuRenseite der Zellmembran verlagert. Das
Fluorochrom-gekoppelte Annexin V, befindet sich folglich ebenfalls an der Zelloberflache
und macht eine Detektion von apoptotischen Zellen mittels Durchflusszytometrie moglich.
Zombie NIR permeiert zerstérte Membranen und reagiert mit freien Aminogruppen.
Intakte Zellen werden nicht gefarbt, sodass im Durchflusszytometer nekrotische Zellen
detektiert werden koénnen (https://www.biolegend.com/en-us/products/zombie-nir-

fixable-viability-kit-8657).

Um die Aktivierung neutrophiler Granulozyten zu messen, wurden die Zellen mit anti-
humanen CD62L und CD66b-Antikorpern gefarbt. Bei CD62L handelt es sich um das
Glykoprotein L-Selektin, das bei der Migration peripherer Blutzellen ins Gewebe als
Adhéasionsmolekiil dient (Wedepohl et al. 2012). Nach der Aktivierung kommt es zum
Verlust von CD62L, was auch als CD62L-shedding bezeichnet wird, sodass aktivierte Zellen
in der Durchflusszytometrie CD62L-negativ erscheinen. CD66b, ein Gber einen GPI-Anker

verkniipftes Glykoprotein, induziert die Aktivierung der Granulozyten und wird bei
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aktivierten Neutrophilen vermehrt nachgewiesen, sodass sich in der Durchflusszytometrie

aktivierte Neutrophile CD66b-positiv darstellen (Kim und Haynes 2013).
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Abb. 5 Gates zur Detektion lebendiger, neutrophiler Granulozyten. Fiir die durchflusszytometrische Analyse
neutrophiler Granulozyten im Scatter Gate wurden Zellen mittels MACSxpress® Neutrophil Isolation Kit
human von Miltenyi Biotec aus antikoaguliertem Vollblut gesunder Spender isoliert und wie in 2.3.1
beschrieben gefarbt (a, b). Die Granulozytenpopulation wurde anhand ihrer charakteristischen Position im
FSC und SSC ermittelt und die (c-f) Expression der Oberflachenproteine anhand des Fluoreszenzsignals der
Zellen detektiert. Identifikation der Zellpopulation der Granulozyten anhand ihrer GrofRe und Granularitat (a).
Einzelzellen (b). CD16-positive und CD45-dim-Zellen (c). CD193- und CD14-negative Zellen (d). FITC Annexin-
negative und Zombie-NIR negative Zellen (e). CD62L-negative und CD66b-positive Zellen befinden sich im
oberen, linken Quadranten (f).

2.4 ROS Release Assay

Anhand der Detektion von ROS nach Bildung eines ICs aus Antigen (Typ VII Kollagen) und
Antikorper (Anti-Typ-VIl-Kollagen-1gG1, -1gG3 oder -IgG4) kann der Grad der Aktivierung
neutrophiler Granulozyten bestimmt werden (Kulkarni et al. 2011) und im Anschluss der
inhibitorische Effekt einer Substanz auf die Produktion von ROS beurteilt werden. Luminol
reagiert mit freigesetzten ROS, sodass die Messung der Intensitat der Chemolumineszenz
des Luminols im GloMax Microplate Reader Aufschluss Gber die quantitative Ausschittung
von ROS gibt. Dazu wurden 2 mg Luminol zunachst in 8 uL NaOH gelost und mit 1,1 mL

aqua dest. verdinnt. AnschlieBend wurde das verdinnte Luminol 1:20 zu den
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Zellsuspensionen aller Wells hinzugefiigt. Die Messung erfolgte bei 37 °C und 450 nm mit

102 Ilterationen in etwa 120 min.

2.5 Molekularbiologische Methoden

2.5.1 Isolierung der Gesamt-RNA aus stimulierten humanen Neutrophilen

Die Isolation fand bei Raumtemperatur und unter Verwendung der Puffer und Reagenzien
aus dem Qiagen RNeasy Mini Kit® statt. Das Kit basiert auf einer Methode von Chomczynski
und Sacchi (Chomczynski und Sacchi 1987). Bei dieser Methode werden die Proben
zunachst lysiert und homogenisiert. Der Guaniditium-Isothiocyanat und 2
Mercaptoethanol enthaltende Lysispuffer (RLT-Buffer) inaktiviert RNAsen. Durch Zugabe
von Ethanol wird die Bindung der RNA an die Membran aus Silicagel optimiert. In den
nachfolgenden Schritten werden Kontaminationen entfernt und zum Schluss die RNA durch
RNase-free water eluiert. Zur Vermeidung einer Kontamination der Proben erfolgten alle
folgenden Arbeitsschritte unter Verwendung von Mundschutz und Pipettenspitzen mit

Filter.

Die Stimulation und Inkubation der neutrophilen Granulozyten mit Propranolol erfolgten
wie in 2.2 beschrieben. Die in 2 mL RLT-Buffer gelagerten Zellen wurden aufgetaut und 2
mL EtOH 70 % hinzugefligt. AnschlieBend wurde das gesamte Zelllysat mit einer 30 G
Kaniile dreimal geschert. Davon wurden 750 uL auf die im Qiagen RNeasy Mini Kit®
enthaltenen Spin Columns gegeben, diese in den 2 mL Collection Tubes bei 16.000 x g fir
15 s zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Dieser Schritt wurde so oft wiederholt, bis
das gesamte Zelllysat Gber die Membranen der Spin Columns zentrifugiert wurde und sich
die Zellen in den Membranen befanden. Die Spin Columns wurden erneut in 2 mL Collection
Tubes platziert und 700 mL RWI1-Buffer hinzugegeben. Es erfolgte eine weitere
Zentrifugation fiir 15 s bei 16.000 x g, der Uberstand wurde verworfen und die Spin Columns
wieder vorsichtig in die Collection Tubes gestellt. AnschlieBend wurden je 500 uL RPE-Buffer
auf die Spin Columns gegeben und die Zentrifugation wie oben beschrieben wiederholt.
Nachdem erneut 500 uL RPE-Buffer auf die Spin Columns pipettiert wurden, erfolgte eine
zweiminitige Zentrifugation, um die Membranen der Spin Columns zu trocknen. Diese
wurden danach in ein neues 2 mL Collection Tube gestellt und bei 16.000 x g fiir 1 min

zentrifugiert, um Reste des RPE-Buffers zu entfernen. Im nachsten Schritt wurde die RNA
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eluiert. Dazu wurden die Spin Columns in neue 1,5 mL Collection Tubes platziert. Auf die
Membranen wurden je 30 puL RNase-free water pipettiert und die Proben fiir 1 min bei

16.000 x g zentrifugiert. Im Durchfluss befand sich die extrahierte RNA.

2.5.2 Messung der RNA-Qualitdt und -Quantitat

Zur Messung der RNA-Qualitat und -Quantitat wurde das Photometer Nanodrop mit 2 pL
RNA-freiem Wasser kalibriert. Anschliefend wurde die Konzentration der RNA durch die
Messung der Absorption bei einer Wellenldnge von 260 nm bestimmt, indem jeweils 2 uL
der wie in 2.5.1 beschrieben aufgereinigten Proben unverdiinnt in die Messkammer
gegeben wurden. Durch die Messung des Absorptionsquotienten 260 nm/280 nm wurde
die Verunreinigung der Proben durch Losungsmittel, durch die Bestimmung von A260
nm/A230 nm die Verunreinigung durch Proteine quantifiziert. Im optimalen Fall ergeben

260 nm/280 nm = 2 und A260 nm/A230 nm = 1 (Desjardins und Conklin 2010).

2.5.3 RNA-Genexpressionsanalyse (Max-Planck-Institut fiir Evolutionsbiologie Pl6n)

Fiir die Genexpressionsanalyse von humanen neutrophilen Granulozyten unter
verschiedenen Stimulationsbedingungen wurde das lllumina TruSeqRNA Sample Prep Kit
v2 verwendet. Die Durchfiihrung des Arrays erfolgte durch das Max-Planck-Institut fir
Evolutionsbiologie in PI6on entsprechend den Angaben der Hersteller der verwendeten Kits.

Die aus den Proben isolierte Gesamt-RNA (vgl. 2.5.1) wurde auf Trockeneis verschickt.

Mithilfe des lllumina TruSeqRNA Sample Prep Kit v2 wurde die mRNA zunachst fragmentiert
und dann mit Hilfe der reversen Transkriptase in einen cDNA-Strang Uberschrieben. Ein
zweiter cDNA-Strang wurde durch DNA-Polymerase und RNAse H synthetisiert.
AnschlieBend wurden die cDNA-Fragmente am 3‘-Terminus mit einer einzelnen Adenin-
Base versehen, um falsche Bindungen der cDNA-Fragmente zu verhindern. Im nachsten
Schritt erfolgte die Legierung der fiir die Hybridisierung benétigten Adapter. Die mit den
Adaptern markierten cDNA-Fragmente wurden auf dem Sequenzierer NextSeq 500 mit
dem Reagenzsatz /lllumina NextSeq MidOutput v2 150 cycles sequenziert und mittels PCR

amplifiziert.

Die Auswertung der Rohdaten und die quantitative Auswertung der Genexpression erfolgte

mit der Hilfe von Yask Gupta (LIED, Universitat zu Libeck). Die im FastQ-Format
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prasentierten Rohdaten wurden zunachst durch FastQC Software (Andrews S. 2010) auf
ihre Qualitat Uberprift, wobei FastQ reads, die nicht den Phred quality score von > 20
erflillten, sowie Sequenzen < 35 bp verworfen wurden. Sequenzen, deren Qualitdt an ihren
Enden nicht ausreichte, wurden mit Trimmomatic Software (Bolger et al. 2014) getrimmt.
AnschlieBend wurden die Daten mit Hilfe des RNA-seq aligner tool STAR (Dobin et al. 2013)
mit dem humanen Referenzgenom human verglichen. Fiir die quantitative Auswertung der
Genexpression durch Zahlung der die Exons Uberlappenden Sequenzen wurden HTSegq-
count (Anders et al. 2015) und zur anschlieRenden Bestimmung der relativen

Genexpression DESeq2 R package (Love et al. 2014) verwendet.

2.6 Herstellung von totalen mCOL7C

Das totale Kaninchen IgG wurde aus dem Serum von zuvor mit mCOL7C immunisierten
Kaninchen des kommerziellen Anbieters Eurogentec, Belgien, aufgereinigt. Dazu wurde
eine mit insgesamt 10 mL Protein G Resin gefiillte Glassdule verwendet, die zunachst mit
100 mL Bindungspuffer gewaschen wurde. Danach wurde das Serum durch einen Filter in
die Saule gegeben und mit dem Bindungspuffer aufgefiillt, bis die Sdule insgesamt etwa
100 mL beinhaltete. Die mit Serum gefiillte Saule wurde fiir 1 h bei 4 °C inkubiert und der
Durchfluss aufgefangen. Die Sadule mit den gebundenen Antikérpern wurde mit
Bindungspuffer so lange gewaschen, bis eine OD280 < 0,1 erreicht war. Vor der Eluierung
der Antikorper wurde ca. 2,5 mL Neutralisationspuffer in ein Auffanggefal} vorgelegt. Das
IgG wurde mit Glycin eluiert, bis die OD280 des Eluats < 0,05 betrug. Danach wurde mit

Neutralisationspuffer ein pH von 7,4 eingestellt.

AnschlieBend wurde die Saule mit Glycinpuffer gereinigt, bis die OD280 bei < 0,01 lag,
danach jeweils einmal mit 1 M NaCl und Bindungspuffer gewaschen, mit 20 % EtOH in

Bindungspuffer aufgefiillt und erneut bei 4 °C aufbewahrt.

Das Eluat mit den Antikérpern wurde zur Aufkonzentrierung zunachst in Dialyseschlauche
gefllt, welche fiir 2 h bei RT in Polyethylenglykol (PEG) 20.000 inkubiert wurden. Darauf
folgten 3 Dialyseschritte in 5 L PBS bei 4 °C, um den Puffer auszutauschen. Dazu wurden die
Dialyseschlauche zunéachst Gber Nacht und anschlielend erneut fir 2 bzw. 4 h in PBS

inkubiert.
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Der Inhalt der Dialyseschlauche wurde zundchst in 50 mL Réhrchen flr 5 min bei 3220 x g
zentrifugiert und das Pellet verworfen. Der die Antikérper enthaltende Uberstand wurde
in Filtertubes gefillt, welche mehrfach fiir 20 min bei 3220 x g zentrifugiert wurden, bis das
gesamte Eluat konzentriert war. Mit dem Photometer konnte eine Extinktion von 1,144

(OD280) gemessen werden, was einer IgG-Konzentration von 42,7 mg/mL entspricht.

Nach steriler Filtration der konzentrierten Antikérper mit den Filtern 0.45 pm Minisart®
plus und anschlieBend 0,2 um Minisart® plus betrug die Konzentration der Antikorper 32

mg/mL.

Aus dem totalen amCOL7C wurde mit Hilfe entsprechender Saulen spezifisches amCOL7C

hergestellt und mir von Astrid Fischer (LIED) zur Verfligung gestellt.

2.7 Tierexperimentelle Verfahren

Fir die Induktion der lokalen EBA wurden Mause des Stammes C57BL/6J verwendet. Die
Mause fur den ersten Versuchsteil der systemischen Applikation der 5 Inhibitoren stammen
aus eigener Zucht (Katja Bieber, LIED). Fur den Versuchsteil der topischen Applikation der
Inhibitoren wurden 8 Wochen alte Mause des gleichen Stammes von Charles River, Sulzfeld

bezogen.

Die Tierversuche wurden aufgrund folgender Tierversuchsanzeige von der Tierschutz-
Ethikkommission des Umwelt- und Landwirtschaftsministeriums Schleswig-Holstein
genehmigt (Tierversuchsantrag im Anhang) und von mir als zertifizierte Person (FELASA-B

Aquivalent im Anhang) durchgefiihrt:
Tierversuchsantrag:

»Inhibition von intrazelluldren Signalwegen bei Epidermolysis bullosa acquisita“ 5(108-

8/15), Antragsteller Katja Bieber.

Alle verwendeten Mause wurden an der Gemeinsamen Tierhaltung Libeck unter einem
zwolfstiindigen Tag-Nacht-Rhythmus in spezifisch-pathogenfreier Umgebung gehalten und

hatten Standard-Mausfutter sowie angesaduertes Trinkwasser ad libitum zur Verfligung.
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2.7.1 Versuchsaufbau der lokalen, antikorpertransfer-induzierten EBA

Das von Sitaru et al. beschriebene Tiermodell liegt der lokalen, antikoérpertransfer-
induzierten EBA zugrunde (Sitaru et al. 2005). Es wurde fir die Versuche zu einem lokalen,
auf die Ohren der Mause begrenzten, Krankheitsmodell modifiziert (Bieber et al. 2016;
Bieber et al. 2017a).

Hierzu wurde den mit 10 pg/g KG Xylazin und 100 pg/g KG Ketamin narkotisierten Mausen
an Tag 0 einmalig je 30 pug spezifisches Kaninchen amCOL7C intradermal in die Ohrbasis des
linken sowie des rechten Ohrs injiziert, wobei das Injektionsvolumen 50 plL betrug. Vor der
Injektion wurde die Ohrdicke mit der Messuhr gemessen, um einen Ausgangswert fiir die
Veranderung der Ohrdicke im Verlauf des Experimentes zu erhalten. Der klinische
Schweregrad der Erkrankung wurde anhand einer klinischen Untersuchung der Tiere
festgestellt. Dazu wurde die Ohrdicke gemessen und der mit Krusten, Blasen, Erythemen
und Erosionen befallene prozentuelle Anteil des Ohrs bestimmt und durch ein Foto
dokumentiert (Bieber et al. 2016). Nach finaler Blutentnahme aus dem Auge wurden die
Tiere durch zervikale Dislokation getotet. Nach der Totung erfolgte die Entnahme der
Ohren fir histologische Analysen. Die Ohren wurden geteilt, wobei eine Halfte fir
Gefrierschnitte in mit Einbettmedium O.C.T. Compound befiillten Einbettschdlchen
senkrecht und luftblasenfrei aufgestellt wurde. Die eingebetteten Proben wurden zunachst
auf Trockeneis gelegt und anschliefend bei -80 °C gelagert. Mit dem Kryostaten CM3040S
von Leica wurden die Proben zu 6 um dicken Gefrierschnitten weiterverarbeitet. Die
andere Halfte des Ohrs wurde unmittelbar nach der Entnahme in Histofix fixiert. Die
Blutproben wurden zunachst auf Eis gelagert und anschlieRend zweimal bei 10.000 x g fir
10 min zentrifugiert und nach jeder Zentrifugation das Serum vom Sediment abpipettiert

und in Aliguots gesammelt. Das aliquotierte Serum wurde anschlieBend bei -80 °C gelagert.

Vorzeitige Abbruchkriterien waren mehr als 2 Tage andauernde Gewichtsreduktion um
mehr als 20 % gegeniiber dem Ausgangsgewicht, Abnahme der Képertemperatur und livide
Verfarbung der Bauchhaut als Hinweise auf eine gestorte Kreislauffunktion,
Verkrampfungen, anhaltendes Zittern, Koordinationsschwierigkeiten, schwere

Automutilation und flache, angestrengte Atmung.
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2.7.1.1 Systemische Applikation der Inhibitoren

An Tag -2 bis Tag 1 wurden die Mause taglich je nach Gruppe mit dem Losungsmittel oder
einer niedrigen, mittleren oder hohen Konzentration des Inhibitors behandelt. Je nach
Substanz und Losungsmittel erfolgte die Applikation ein-, zwei- oder dreimal pro Tag
entweder oral oder i.p. am wachen Tier (vgl. Abb. 6). An Tag 1 und Tag 2 wurden die Tiere
erneut narkotisiert, um im Rahmen der klinischen Untersuchung den prozentualen Anteil

der von Lasionen betroffenen Ohren zu erheben und die Ohrdicke erneut zu messen.

-2 -1 0 1 2
l | | | |
I I I I I
T T TT T klinische
Untersuchung+
Subst. Subst. amCOL7C Subst. Probenentnahme
+ Subst.

Abb. 6 Versuchsaufbau systemische Applikation. Abkiirzungen: Subst., zu testende Substanz; amCOL7C,
anti-murines-Typ-VII-Kollagen-IgG.

2.7.1.2 Topische Applikation der Inhibitoren

Der oben beschriebene prophylaktische, systemische Behandlungsansatz wurde fiir den
topischen Behandlungsansatz leicht modifiziert (vgl. Abb. 7). Die Mause wurden nur einen
Tag vor Injektion der 30 ug amCOL7C prophylaktisch mit dem in DAC Basiscreme gel6sten
Inhibitor behandelt. Die Applikation des Inhibitors erfolgte zweimal taglich. An Tag 3 und
Tag 1 nach Injektion der Antikérper wurde anhand der klinischen Untersuchung der

Schweregrad der experimentellen EBA festgestellt und die Ohrdicke bestimmt.

-1 0 1 2 3
T TT T T klinische
Untersuchung+
Subst. amCOL7C Subst. Subst. Probenentnahme
+ Subst.

Abb. 7 Versuchsaufbau topische Applikation. Abklrzungen: Subst., zu testende Substanz; amCOL7C, anti-
murines-Typ-VIl-Kollagen-IgG.
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2.8 Losung der Substanzen
Alle finf Substanzen wurden auf Dosisabhdngigkeit systemisch und vier der finf

Substanzen als topische Applikation in vivo getestet.

2.8.1 Losung der Substanzen flir die systemische Applikation

Die Substanzen wurden jeweils in der hochsten Konzentration im entsprechenden
Losungsmittel gelost (Stammldsung) und mit diesem weiter verdinnt, um drei bzw. zwei
verschiedene Konzentrationen fir die Testung der Dosisabhangigkeit zu erhalten. Die

Kontrollgruppen erhielten das jeweilige Losungsmittel der Stammlésung.

Propranolol HCl wurde zur Herstellung einer Stammlésung in einer Konzentration von 0,2
mg Propranolol HCl in 100 pL PBS geldst. Nach Verdiinnung der Stammldsung wurden die
drei Losungen steril filtriert und den Mausen je nach Gruppenzugehorigkeit entweder 2

mg/kg KG, 4 mg/kg KG oder 8 mg/kg KG einmal taglich i.p. injiziert.

BX-795 wurde in einer Konzentration von 0,6 mg in 100 pL Lésungsmittel, bestehend aus
30 % PEG 400, 0.5 % Tween 80 und 5 % Propylene Glycol ad ddH20, gel6st. Je nach Gruppe
wurden den Mausen b.i.d. 7,5 mg/kg KG, 15 mg/kg KG oder 30 mg/kg KG der
entsprechenden Verdiinnung der Stammlosung oral mittels Spritzen-Fltterungsaufsatzes

verabreicht.

Sotrastaurin wurde in einer Konzentration von 1 mg in 100 plL aus 2 % DMSO ad Maisol
gelost. Den Mausen wurden 15 mg/kg KG bzw. 30 mg/kg KG oder 60 mg/kg KG dreimal pro

Tag oral verabreicht.

Die beiden folgenden Substanzen wurden direkt vom Hersteller Selleckchem® in der
hochsten zu verabreichenden Konzentration gel6st. Die Verdlinnung erfolgte mit dem

entsprechenden Losungsmittel.

PHA-665752 wurde in einer Konzentration von 0,5 mg in 100 pL Losungsmittel bestehend
aus 8 % DMSO, 5 % Tween80, 50 % PEG 300 ad ddH20 geldst. Es wurden einmal pro Tag
15 mg/kg KG bzw. 30 mg/kg KG oder 60 mg/kg KG i.p. injiziert.
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NU7441 (KU-57788) wurde 0,1 mg in 100 plL aus 4 % DMSO, 5 % Tween80, 30 % PEG 300
ad ddH20 gel6st. Den Madusen wurden entweder 5 mg/kg KG oder 2,5 mg/kg KG zweimal

pro Tag i.p. injiziert.

2.8.2 Losung der Substanzen fiir die topische Applikation

Propranolol HCl wurde in Konzentrationen von 5 %, 2 % und 1 % in DAC Basiscreme von
der Apotheke des UKSH Liibeck gel6st. Die Kontrollgruppe wurde mit DAC Basiscreme
behandelt.

BX-795, Sotrastaurin und PHA-665752 wurden zunachst in der hochstmoglichen
Konzentration in DMSO gel6st und dann in einem Verhaltnis von 1:1 in DAC Basiscreme
eingearbeitet, sodass am Ende BX-795 zu 5 %, Sotrastaurin zu 4,35 % und PHA-665752 zu
6,4 % jeweils in DMSO und DAC Basiscreme vorlagen. Die Kontrollgruppe wurde mit DMSO

in DAC einem Verhaltnis von 1:1 behandelt.

Mit der Feinwaage wurden 10-20 mg der Cremes abgewogen. Je Ohr wurde diese Menge

b.i.d. vorsichtig mit den Fingerspitzen aufgetragen.

2.9 Direkte Immunfluoreszenz
Das im Gewebe der Mausohren gebundene amCOL7C und der Komplementfaktor C3
wurden mit einer immunhistochemischen Fluoreszenzfarbung simultan nachgewiesen

(Sitaru et al. 2005).

Dazu wurden die 6 um dicken, von Diana Scheppan (LIED) angefertigten Gefrierschnitte bei
RT aufgetaut und zunachst mit einer Immunoblocklésung 30 min lang blockiert, um
Hintergrundfarbungen zu minimieren. Nach dem Blockieren wurden die Objekttrager in
eine Feuchtkammer gelegt und die Schnitte mit dem primaren Antikorper Goat IgG fraction
to mouse C3 (8 ug/mL PBS) 1 h bei RT inkubiert. Nach drei Waschschritten (einmal kurz und
zweimal je 7,5 min in PBS) wurden die Schnitte simultan mit den sekundaren Antikérpern
Donkey IgG anti-goat IgG (H+L) und Donkey anti-rabbit IgG (H+L) FITC-conjugated AffiniPure
(jeweils 15 pg/mL) fur 1 h in der Feuchtkammer inkubiert. Nach drei weiteren wie oben
beschriebenen Waschschritten wurden die Schnitte in der Feuchtkammer fiir 10 min mit
DAPI (1 pg/mL PBS) inkubiert und anschlieRend erneut gewaschen (einmal kurz und

zweimal 5 min in PBS). Die Uberschissige Flissigkeit wurde entfernt und die Schnitte mit
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Mowiol und Deckglasern eingedeckt. Nach der mikroskopischen Auswertung am folgenden

Tag wurden die Schnitte bei -20 °C gelagert.

2.10 Statistik

Die Daten wurden mithilfe des Shapiro-Wilk normality test auf Normalverteilung getestet.
Die statistische Analyse der normalverteilten Daten erfolgte mit dem ONE-way Anova. Zur
Veranschaulichung der Ergebnisse wurde eine Einzelpunktdarstellung mit den
Mittelwerten und den Standardabweichungen gewahlt. In den in vivo-Versuchen waren die
Daten mehrheitlich nicht normalverteilt. Die Prifung der Signifikanz erfolgte hier mit dem
Kruskal Wallis Test und dem Two-way Anova. Die Irrtumswahrscheinlichkeit (p) und der
Probenumfang (n) wurden im Ergebnisteil bzw. in den Abbildungen benannt und
Unterschiede mit p < 0,05 als signifikant angenommen. Die Priifung der Signifikanz sowie
die graphische Darstellung der Daten erfolgte mit den Programmen GraphPad Prism 7.0

und Excel 2016.
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3. Ergebnisse

3.1 Experimentelle EBA - systemische Applikation der Inhibitoren

Alle Mause wurden zunachst prophylaktisch mit der zu testenden Substanz behandelt.
AnschlieBend wurde eine experimentelle EBA induziert (vgl. 2.7.1), um am letzten Tag des
Experimentes Proben fiir histologische Analysen zu entnehmen und die Klinik der

verschiedenen Versuchsgruppen zu beurteilen.

3.1.1 Propranolol hemmt die Entziindung im lokalen Modell der EBA

Den Mausen wurde je nach Gruppenzugehorigkeit jeweils einmal taglich 2 mg/kg KG, 4
mg/kg KG oder 8 mg/kg KG Propranolol i.p. injiziert. Die Kontrollgruppe wurde mit einer
dquivalenten Menge des Losungsmittels PBS behandelt. An Tag 0 wurde durch Injektion
von amCOL7C in die Ohrbasis der Mause die experimentelle EBA induziert. An Tag 2
unterschied sich die Differenz der Ohrdicke zu Tag 0 in den vier Versuchsgruppen nicht
signifikant voneinander (vgl. Abb. 8a), allerdings wiesen die Tiere, die Propranolol in der
hochsten Konzentration erhielten, an Tag 2 signifikant weniger klinische Symptome einer
experimentellen EBA auf (** p=0,0013) (vgl. Abb. 8b). Im Versuchsverlauf verloren alle vier
Gruppen an Gewicht, wobei sich der Gewichtsverlust zwischen den einzelnen Gruppen
nicht signifikant unterschied (vgl. Abb. 8c). Auf den Fotos ist zu erkennen, dass die Ohren
der Kontrollgruppe (Abb. 8d) etwas starker gerttet waren als die der mit Propranolol
behandelten Gruppen (Abb. 8g). Auch in den H&E-gefarbten histologischen Schnitten stellt
sich eine starkere Krusten- und Spaltbildung an der DEJ und eine verdickte Epidermis in der
Kontrollgruppe (Abb. 8e) im Vergleich zur Behandlung mit 8mg/kg KG Propranolol dar (Abb.
8h). Darliber hinaus sind bei der Kontrollgruppe mehr Leukozyteninfiltrate an der DEJ zu
sehen als bei der mit Propranolol behandelten Gruppe. In einer Simultanfarbung konnten
sowohl in der Kontrollgruppe als auch in den mit Propranolol behandelten Gruppen
amCOL7C (grin) wie auch die C3-Ablagerung (rot) in dhnlichem MaRe an der DEJ

nachgewiesen werden (vgl. Abb. 8f und i).
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Abb. 8 Systemische Propranolol HCI-Gabe verbessert den klinischen Verlauf einer lokalen EBA. In C57BL/6)
Tieren wurde durch Injektion von 30 pg/50 puL amCOL7C in die Ohrbasis beider Ohren eine lokale EBA
induziert. (a) Eine zusatzliche Gabe von 2, 4 oder 8 mg/kg KG Propranolol hatte keinen Einfluss die Ohrdicke.
(b) Die betroffene Ohrflache wurde an Tag 2 nach Gabe von amCOL7C analysiert und zeigte ein verbessertes
klinisches Bild fiur die Gabe von 8 mg/kg KG Propranolol. (c) Gewichtsverlauf der Tiere nach Gabe von
amCOL7C und Propranolol. (d) Klinisches Bild (d und g), H&E-Farbung (e und h) und Immunfarbung (f und i)
an Tag 2 nach amCOL7C-Injektion in die Ohrbasis und nach Behandlung mit PBS (obere Zeile) oder 8 mg/kg
KG Propranolol (untere Zeile). Die Immunfarbung erfolgte mit einem anti-Kaninchen IgG (griin) und einem
anti-Maus C3 Antikorper (rot). n=5, signifikante Unterschiede zwischen der jeweiligen Interventionsgruppe
und der Kontrollgruppe wurden fir jeden Zeitpunkt mithilfe des Kruskall Wallis Test ermittelt und als Stern
dargestellt. Der Gewichtsverlust im Experiment in Abhangigkeit zur Versuchsgruppe wurde mit einem Two-
way Anova ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen.

** p <0,01. MaRstabsbalken = 100 um
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3.1.2 BX-795 reduziert im lokalen Modell der EBA die klinische Symptomatik

Je nach Gruppenzugehorigkeit wurden den Mausen an Tag -2 und Tag -1 b.i.d. oral mittels
Spritzen-Futterungsaufsatzes 7,5 mg/kg KG, 15 mg/kg KG, 30 mg/kg KG oder die dem KG
entsprechende Menge des Losungsmittels bestehend aus 30 % PEG 400, 0.5 % Tween 80
und 5 % Propylene Glycol ad ddH20 verabreicht. Durch Injektion von amCOL7C in die
Ohrbasis wurde an Tag 0 die experimentelle EBA induziert. Die Differenz der Ohrdicke zu
Tag 0 unterschied sich zum Endzeitpunkt des Experimentes in der hochsten Konzentration
signifikant zur Kontrollgruppe (*** p=0,0002) (vgl. Abb. 9a). Der prozentuale Anteil der
klinisch betroffenen Ohrflache der Gruppe der hochsten Konzentration unterschied sich am
Tag 2 signifikant von dem der Kontrollgruppe (*** p=0,0002) (vgl. Abb. 9b). Alle
Versuchsgruppen verloren im zeitlichen Verlauf des Experimentes an Gewicht, wobei der
Gewichtsverlust der verschiedenen Gruppen sich nicht signifikant voneinander unterschied
(vgl. Abb. 9c). Die Fotos zeigen, dass die Kontrolltiere im Vergleich zu den mit BX-795
behandelten Tieren eine deutlich stirkere Rotung der Ohren und vermehrt Krusten
aufwiesen (vgl. Abb. 9d und g). Die wesentlich geringere Verdickung der Dermis der mit der
Substanz behandelten Tiere ist in den H&E-gefarbten Praparaten deutlich zu erkennen (vgl.
Abb. 9e und h). Ferner ist zu sehen, dass im Gegensatz zu den Interventionsgruppen in der
Kontrollgruppe die typische Spaltbildung und die Infiltration von Lymphozyten an der DEJ
vorlagen. In allen vier Versuchsgruppen konnte die Ablagerung von C3-Komplement (rot)
wie auch im Gewebe immobilisiertem amCOL7C an der DEJ durch direkte

Immunfluoreszenz nachgewiesen werden (vgl. Abb. 9f und i).
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Abb. 9 Die klinische Symptomatik der lokalen EBA wird durch systemisch appliziertes BX-795 verbessert.
Durch Injektion von 30 pg/50 uL amCOL7C in die Ohrbasis beider Ohren wurde in C57BL/6J Tieren eine lokale
EBA induziert. (a) Die Gabe von 30 mg/kg KG BX-795 konnte den Anstieg der Ohrdicke signifikant verringern.
(b) Auch der prozentuale Anteil der betroffenen Ohrflache war an Tag 2 nach Gabe von amCOL7C in dieser
Versuchsgruppe geringer. (c) Gewichtsverlauf der Tiere nach Gabe von amCOL7C und BX-795. (d) Klinisches
Bild (d und g), H&E-Farbung (e und h) und Immunfarbung (f und i) an Tag 2 nach amCOL7C-Injektion in die
Ohrbasis und nach Behandlung mit 30 % PEG 400, 0.5 % Tween 80 und 5 % Propylene Glycol ad ddH20 (obere
Zeile) oder 30 mg/kg KG BX-795 (untere Zeile). Die Immunfarbung erfolgte mit einem anti-Kaninchen 1gG
(griin) und einem anti-Maus C3 Antikorper (rot). n=5, signifikante Unterschiede zwischen der jeweiligen
Interventionsgruppe und der Kontrollgruppe wurden fir jeden Zeitpunkt mithilfe des Kruskall Wallis Test
ermittelt und als Stern dargestellt. Der Gewichtsverlust im Experiment in Abhangigkeit zur Versuchsgruppe
wurde mit einem Two-way Anova ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen.
*** p <0,001. MaRstabsbalken = 100 um
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3.1.3 Sotrastaurin verringert die klinische Auspragung der EBA im lokalen Mausmodell
Den Mausen wurden vor Induktion der experimentellen EBA durch Injektion von amCOL7C
in die Ohrbasis prophylaktisch dreimal pro Tag oral 15 mg/kg KG bzw. 30 mg/kg KG, 60
mg/kg KG oder das Losungsmittel 2 % DMSO ad Maisol Losungsmittel verabreicht.
Wahrend an Tag 1 jeweils signifikante Unterschiede in der Zunahme der Ohrdicke zwischen
der Gruppe, die 30 mg/kg erhielt und der Kontrollgruppe (** p=0,0052) bzw. zwischen der
Gruppe, die 60 mg/kg erhielt und der Kontrollgruppe (* p=0,0335) vorlagen, waren am
Endpunkt des Experimentes keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Versuchsgruppen zu verzeichnen (vgl. Abb. 10a). In den Interventionsgruppen unterschied
sich der prozentuale Anteil der Ohren, der von den fiir die lokale EBA typischen Symptomen
betroffen war, nicht signifikant von der Kontrollgruppe (vgl. Abb. 10b). Auch in diesem
Versuch verloren alle Tiere an Gewicht, wobei der Gewichtsverlust nicht gruppenabhangig
war (* p=0,0130) (vgl. Abb. 10c). Die Fotos zeigen, dass das Kontrolltier wesentlich starker
gerotete, verkrustete und geschwollene Ohren im Vergleich zum mit Sotrastaurin
behandelten Tier aufwies (vgl. Abb. 10d und g). Im H&E-gefarbten Praparat ist in der
Kontrollgruppe zwar keine Spaltbildung, aber eine saumartige Infiltration von Lymphozyten
entlang der DEJ zu erkennen. Die Epidermis erscheint im Vergleich zur Interventionsgruppe
stark verdickt (vgl. Abb. 10e und h). Mit Hilfe der direkten Immunfluoreszenz konnten in
allen Gruppen amCOL7C (griin) und C3 Komplement (rot) entlang der DEJ detektiert
werden (vgl. Abb. 10f und i).
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Abb. 10 Die orale Gabe von Sotrastaurin verbessert die klinische Symptomatik der lokalen EBA. In C57BL/6)
Tieren wurde durch Injektion von 30 pg/50 uL amCOL7C in die Ohrbasis beider Ohren eine lokale EBA
induziert. (a) Die zusatzliche orale Gabe von 30 mg/kg KG bzw. 60 mg/kg KG verringerte den Anstieg der
Ohrdicke signifikant an Tag 1. (b) Es zeigte sich kein Unterschied im prozentualen Anteil der betroffenen
Ohrflache an Tag 2 nach Injektion von amCOL7C. (c) Gewichtsverlauf der Tiere nach Gabe von amCOL7C und
Sotrastaurin. (d) Klinisches Bild (d und g), H&E-Farbung (e und h) und Immunfarbung (f und i) an Tag 2 nach
amCOL7C Injektion in die Ohrbasis und nach Behandlung mit 2 % DMSO ad Maisél (obere Zeile) oder 60 mg/kg
KG Sotrastaurin (untere Zeile). Die Immunfarbung erfolgte mit einem anti-Kaninchen IgG (griin) und einem
anti-Maus C3 Antikérper (rot). n=5, signifikante Unterschiede zwischen der jeweiligen Interventionsgruppe
und der Kontrollgruppe wurden fiir jeden Zeitpunkt mithilfe des Kruskall Wallis Test ermittelt und als Stern
dargestellt. Der Gewichtsverlust im Experiment in Abhangigkeit zur Versuchsgruppe wurde mit einem Two-
way Anova ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen. * p < 0,05; ** p < 0,01.
MaRstabsbalken = 100 um

55



3.1.4 Die Injektion von PHA-665752 verringert im lokalen Modell der EBA die klinische
Symptomatik, fiithrt jedoch zu erheblichem Gewichtsverlust

PHA-665752 wurde vom Hersteller in einer Konzentration von 0,5 mg in 100 uL aus 8 %
DMSO, 5 % Tween80, 50 % PEG 300 ad ddH20 gelost. Pro Tag wurden einmalig 15 mg/kg
KG, 30 mg/kg KG, 60 mg/kg KG oder die entsprechende Menge des Losungsmittels i.p.
injiziert. An Tag 2 konnte ein signifikanter Unterschied der von Krusten und Rétung
betroffenen Ohrflache zwischen der Gruppe, welche die hochste Konzentration von PHA-
665752 erhielt und der Kontrollgruppe festgestellt werden (** p=0,0069) (vgl. Abb. 11b).
Alle vier Gruppen verloren im Verlauf des Versuches stark an Gewicht (* p=0,0152), wobei
der Gewichtsverlust nicht abhangig von der Konzentration der Substanz war (vgl. Abb. 11c).
In der Gruppe, die 60 mg/kg KG PHA-665752 erhielt, musste eine Maus vorzeitig getotet
werden, da sie im Versuchsverlauf stark an Gewicht verloren hatte und sich auffallend
lethargisch verhielt. Auf dem Foto der Maus, die zur Kontrollgruppe gehorte, ist ein stark
gerotetes rechtes Ohr zu sehen. Im Vergleich dazu erscheinen die Ohren der Maus, die mit
der Substanz behandelt wurde, weniger von den Symptomen der lokalen EBA betroffen
(vgl. Abb. 11d und g). Im H&E-gefarbten Praparat der Kontrollgruppe ist die typische
Spaltbildung entlang der DEJ zu sehen. Sowohl in der Interventions- als auch in der
Kontrollgruppe ist eine Verdickung der Epidermis zu erkennen (vgl. Abb. 11e und h). Die
grin bzw. rot fluoreszierenden Ablagerungen entlang der DEJ zeigen sowohl die Bindung
des injizierten Antikorpers gegen mCOL7C wie auch die anschlieBende Aktivierung des
Komplementsystems durch die immobilisierten Immunkomplexe aus mCOL7C und

amCOL7C (vgl. Abb. 11 fundi).

56



)
9

w
[=]
r

——Kontrolle
15 my/kg PHA-665752

——30 mg/kg PHA-665752

N
8
Betroffene
Ohrfiache (%)
- N
o o
= El
Ml
>
3 >
>

>

=60 my/kg PHA-665752

-
o
o

4
o,)&
ey

0'0
(4
/')\9
,?9

w
o
1

=
o
=]

Differenz der Ohrdicke zu Tag 0 {(pm)
o
o

-
o
1

Gewicht (g) o
3

Tag 0 Tag 1 Tag 2 S S

Kontrolle

100 prm

PHA 665752

Abb. 11 Systemische Gabe von PHA-665752 verbessert den klinischen Verlauf einer lokalen EBA. Durch
Injektion von 30 pug/50 uL amCOL7C in die Ohrbasis beider Ohren wurden in C57BL/6) Tieren eine lokale EBA
induziert. (a) Eine zusatzliche Gabe von 15 mg/kg KG, 30 mg/kg KG, 60 mg/kg KG PHA-665752 hatte keinen
Einfluss auf den Anstieg der Ohrdicke. (b) Die betroffene Ohrflache wurde an Tag 2 nach Gabe von amCOL7C
analysiert und zeigte ein verbessertes klinisches Bild fiir die Gabe von 60 mg/kg KG PHA-665752. (c)
Gewichtsverlauf der Tiere nach Gabe von amCOL7C und PHA-665752. (d) Klinisches Bild (d und g), H&E
Farbung (e und h) und Immunfarbung (f und i) an Tag 2 nach amCOL7C Injektion in die Ohrbasis und nach
Behandlung mit 8 % DMSO, 5 % Tween80, 50 % PEG 300 ad ddH20 (obere Zeile) oder PHA-665752 (untere
Zeile). Die Immunfarbung erfolgte mit einem anti-Kaninchen IgG (griin) und einem anti-Maus C3 Antikorper
(rot). n=5, in der Gruppe, die 60 mg/kg KG erhielt n=4, signifikante Unterschiede zwischen der jeweiligen
Interventionsgruppe und der Kontrollgruppe wurden fir jeden Zeitpunkt mithilfe des Kruskall Wallis Test
ermittelt und als Stern dargestellt. Der Gewichtsverlust im Experiment in Abhangigkeit zur Versuchsgruppe
wurde mit einem Two-way Anova ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen.
** p <0,01. MaBstabsbalken = 100 um
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3.1.5 NU 7441 hemmt in beiden getesteten Konzentrationen die Entziindung im
lokalen Modell der EBA

An Tag 0 wurde die experimentelle EBA durch Injektion von amCOL7C in die Ohrbasis der
Mause injiziert. NU7441 (KU-57788) wurde 0,1 mg in 100 pL aus 4 % DMSO, 5 % Tween80,
30 % PEG 300 ad ddH20 vom Anbieter gelost. Den Mausen wurden je nach
Gruppenzugehdrigkeit prophylaktisch an Tag -2 und Tag 1 entweder 5 mg/kg KG, 2,5 mg/kg
KG oder die dem Korpergewicht entsprechende Menge des Losungsmittels zweimal taglich
i.p. injiziert. Die prozentual mit klinischen Symptomen betroffene Ohroberflache
unterschied sich an Tag 2 in beiden Behandlungsgruppen signifikant zur Kontrollgruppe
(*** p=0,0001, **** p <0,00001) (vgl. Abb. 12b). In keiner der drei Gruppen zeigte sich ein
signifikanter Gewichtsverlust (vgl. Abb. 12c). Auf dem Foto einer Kontrollmaus ist auf dem
linken Ohr eine Lasion zu sehen (vgl. Abb. 12d). Im histologischen Schnitt ist in der
Kontrollgruppe eine Infiltration von Lymphozyten zu erkennen (vgl. Abb. 12e). Die Dicke
der Epidermis unterscheidet sich auf den beiden abgebildeten Prdparaten nicht
voneinander (vgl. Abb. 12e und h). Mit Hilfe der direkten Immunfluoreszenz und der
simultanen Farbung von amCOL7C (grin) und C3 Komplement (rot) konnte sowohl die
Bindung des injizierten Antikérpers gegen mCOL7C wie auch die anschliefende Aktivierung

des Komplementsystems nachgewiesen werden (vgl. Abb. 12f und i).
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Abb. 12 Der klinische Verlauf einer lokalen EBA wird durch systemische Gabe von NU 7441 verbessert. In
C57BL/6)J Tieren wurde durch Injektion von 30 pg/50 puL amCOL7C in die Ohrbasis beider Ohren eine lokale
EBA induziert. (a) Eine zuséatzliche Gabe von 5 mg/kg KG, 2,5 mg/kg KG NU 7441 hatte keinen Einfluss auf den
Anstieg der Ohrdicke. (b) Die betroffene Ohrflache wurde an Tag 2 nach Gabe von amCOL7C analysiert und
zeigte ein verbessertes klinisches Bild fiir beide getesteten Konzentrationen. (c) Gewichtsverlauf der Tiere
nach Gabe von amCOL7C und NU 7441. (d) Klinisches Bild (d und g), H&E-Farbung (e und h) und
Immunfarbung (f und i) an Tag 2 nach amCOL7C Injektion in die Ohrbasis und nach Behandlung mit 4 % DMSO,
5 % Tween80, 30 % PEG 300 ad ddH20 (obere Zeile) oder 5 mg/kg KG NU 7441 (untere Zeile). Die
Immunfarbung erfolgte mit einem anti-Kaninchen IgG (griin) und einem anti-Maus C3 Antikorper (rot). n=5,
signifikante Unterschiede zwischen der jeweiligen Interventionsgruppe und der Kontrollgruppe wurden fir
jeden Zeitpunkt mithilfe des Kruskall Wallis Test ermittelt und als Stern dargestellt. Der Gewichtsverlust im
Experiment in Abhdngigkeit zur Versuchsgruppe wurde mit einem Two-way Anova ermittelt. Dargestellt sind
die Mittelwerte und Standardabweichungen. *** p < 0,001; **** p < 0,00001. MaRstabsbalken = 100 um
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3.2 Experimentelle EBA - topische Applikation der Inhibitoren

Die Tiere wurden zunachst prophylaktisch mit der in DAC Basiscreme gelosten Substanz
behandelt. Durch Injektion von 30 pg/50 uL amCOL7C in die Ohrbasis beider Ohren wurde
eine lokale EBA induziert (vgl. 2.7.1), um an Tag 3 nach der Injektion den klinischen Score

zu erheben und Proben fiir histologische Analysen zu entnehmen.

3.2.1 Topisch appliziertes Propranolol verringert in allen getesteten Konzentrationen
die lokale EBA

Von der Apotheke des UKSH Liibeck wurde Propranolol in Konzentrationen von 1 %, 2 %
und 5 % in DAC Basiscreme geldst und mir zur Verfligung gestellt. Die Kontrollgruppe wurde
mit DAC Basiscreme ohne den Wirkstoff Propranolol behandelt. An Tag 0 wurde in allen
Versuchstieren durch Injektion von amCOL7C in die Ohrbasis die experimentelle EBA
induziert. Abb. 13aist zu entnehmen, dass im Vergleich zu Tag 0 die Graphen zur Zunahme
der Ohrdicke aller drei Behandlungsgruppen deutlich unter dem Niveau der Kontrollgruppe
verlaufen. An Tag 2 unterschieden sich die Gruppen, die mit 2 % bzw. mit 5 % Propranolol
behandelt wurden, signifikant von der Kontrollgruppe (* p=0,0144; * p=0,0177). Am letzten
Tag des Experimentes ist ein signifikanter Unterschied zwischen der Gruppe, die 2 % erhielt
und der Kontrollgruppe (** p=0,0035) sowie zwischen der mit Propranolol 1 % behandelten
Gruppe und der Kontrollgruppe (* p=0,0163) vorhanden. Die mit Propranolol 5 %
behandelte Gruppe unterschied sich an Tag 3 nicht mehr signifikant von der Kontrollgruppe
(vgl. Abb. 13a). An Tag 2 waren, den klinischen Auspragungsgrad der experimentellen EBA
betreffend, signifikante Unterschiede zwischen allen drei Behandlungsgruppen gegeniiber
der Kontrollgruppe zu verzeichnen (vgl. Abb. 13b) (1 % ** p=0,0054, 2 % ** p=0,0070, 5 %
* p=0,0470). Auch an Tag 3 war zwischen der Gruppe, die 2 % erhielt, und der
Kontrollgruppe ein signifikanter Unterschied vorhanden (vgl. Abb. 13c) (**p=0,0089). Das
Gewicht der Mause blieb im Verlauf des Experimentes in allen vier Gruppen nahezu
konstant (vgl. Abb. 13d). Beim Vergleich der Fotos ist deutlich zu erkennen, dass die Maus
der Kontrollgruppe (Abb. 13e) gegeniiber den Mausen der Behandlungsgruppen (Abb. 13f-
g) starker gerotete Ohren hatte. Dariiber hinaus erscheinen die Ohren der Kontrollmaus

auf dem Foto etwas dicker.
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Abb. 13 Die klinische Symptomatik der lokalen EBA wird durch topisch appliziertes Propranolol verbessert.
Durch Injektion von 30 pg/50 uL amCOL7C in die Ohrbasis beider Ohren wurden in C57BL/6J Tieren eine lokale
EBA induziert. (a) Propranolol in DAC Basiscreme konnte die Zunahme der Ohrdicke signifikant verringern. (b)
Die betroffene Ohrflache wurde an Tag 2 nach Gabe von amCOL7C erhoben und zeigte ein verbessertes
klinisches Bild fur alle drei getesteten Konzentrationen von Propranolol. (c) An Tag 3 zeigte sich fir
Propranolol 2 % eine Reduktion der klinischen Symptomatik. (d) Gewichtsverlauf der Tiere nach Gabe von
amCOL7C und topischer Behandlung mit Propranolol bzw. DAC Basiscreme. (e) Klinisches Bild an Tag 3 nach
amCOL7C-Injektion in die Ohrbasis und nach Behandlung mit DAC Basiscreme (e) und Propranolol (f-h). n=5,
signifikante Unterschiede zwischen der jeweiligen Interventionsgruppe und der Kontrollgruppe wurden fiir
jeden Zeitpunkt mithilfe des Kruskall Wallis Test ermittelt und als Stern dargestellt. Der Gewichtsverlust im
Experiment in Abhdngigkeit zur Versuchsgruppe wurde mit einem Two-way Anova ermittelt. Dargestellt sind
die Mittelwerte und Standardabweichungen. * p < 0,05; ** p < 0,01.
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3.2.2 Topisch appliziertes PHA-665752 reduziert die klinische Symptomatik der
lokalen EBA

Je nach Gruppe wurden den Mausen zweimal taglich pro Ohr jeweils 10-20 mg von BX-795
5 %, Sotrastaurin 4,35 %, PHA-665752 6,4 % oder die Tragersubstanz (DAC Basiscreme und
DMSO) topisch appliziert. An Tag 0 wurde amCOL7C in die Ohrbasis injiziert, um eine
experimentelle EBA zu induzieren. Sowohl Sotrastaurin als auch PHA-665752 sind stark
farbende Substanzen, welche die klinische Untersuchung der Mause und insbesondere die
Beurteilung der mit Rotungen betroffenen Ohrflache erschwerten. Signifikante Ergebnisse
beziiglich der Differenz der Ohrdicke im Vergleich zu Tag 0 und der Beurteilung der
Ohrflache, waren nur fiir die Substanz PHA-665752 zu verzeichnen. Sowohl die Ohrdicke
als auch die von Symptomen der experimentellen EBA betroffene Ohrflache unterschied
sich an Tag 3 signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe (Ohrdicke *p=0,0499; Ohrflache
**p=0,0023) (vgl. Abb. 14a und c). Der Gewichtsverlauf war in allen vier Gruppen im Verlauf
des Experimentes nahezu konstant und unterschied sich nicht signifikant zwischen den
einzelnen Gruppen (vgl. Abb. 14d). Auf den Fotos ist zu sehen, dass Sotrastaurin die Ohren
orange (Abb. 14g) und PHA-665752 (Abb. 14h) sie leicht gelb farbte. Mause, die mit der
farblosen Substanz BX-795 bzw. der Tragersubstanz DAC Basiscreme behandelt wurden,

hatten keine gefarbten Ohren (vgl. Abb. 14 e und f).
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Abb. 14 PHA-665752 6,4 % verringert die klinische Symptomatik der lokalen EBA. In C57BL/6) Tieren wurde
durch Injektion von 30 pg/50 pL amCOL7C in die Ohrbasis beider Ohren eine lokale EBA induziert. (a) PHA-
665752 6,4 % in DAC Basiscreme und DMSO konnte die Zunahme der Ohrdicke signifikant verringern. (b) An
Tag 2 nach Gabe von amCOL7C wurde die betroffene Ohrflache erhoben. Es zeigte sich kein verbessertes
klinisches Bild fir alle drei getesteten Substanzen. (c) An Tag 3 zeigte sich fiir PHA-665752 6,4 % eine
Reduktion der klinischen Symptomatik (d) Gewichtsverlauf der Tiere nach Gabe von amCOL7C und topischer
Behandlung mit BX-795 5 %, Sotrastaurin 4,35 % oder PHA-665752 6,4% bzw. DAC Basiscreme und DMSO. (e)
Klinisches Bild an Tag 3 nach amCOL7C Injektion in die Ohrbasis und nach Behandlung mit DAC Basiscreme
und DMSO (e), BX-795 5 % (f), Sotrastaurin 4,35 % (g) oder PHA-665752 6,4% (h). n=5, signifikante
Unterschiede zwischen der jeweiligen Interventionsgruppe und der Kontrollgruppe wurden fir jeden
Zeitpunkt mithilfe des Kruskall Wallis Test ermittelt und als Stern dargestellt. Der Gewichtsverlust im
Experiment in Abhangigkeit zur Versuchsgruppe wurde mit einem Two-way Anova ermittelt. Dargestellt sind
die Mittelwerte und Standardabweichungen. * p < 0,05; ** p < 0,01.
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3.3 Genexpressionsanalyse des Effekts von Propranolol auf IC-stimulierte neutrophile
Granulozyten

Propranolol konnte sowohl systemisch wie auch topisch appliziert die lokale EBA
reduzieren. Zum Verstandnis des Wirkmechanismus in der blasenbildenden
Autoimmunerkrankung sollte daher eine tiefere Analyse erfolgen, indem die
Haupteffektorzellen der EBA, neutrophile Granulozyten, mit ICs stimuliert und
anschlielend fiir 4 h mit Propranolol inkubiert wurden, um anschliefend mittels RNA
Sequencing die Genexpression zu untersuchen. Zuvor konnte in der Arbeit von Katharina
Schulze Dieckhoff bereits gezeigt werden, dass Propranolol in vitro einen hemmenden
Effekt auf IC-aktivierte neutrophile Granulozyten hat und die Freisetzung von ROS hemmt.
Um die im RNA Sequencing zu testenden Zellen gesunder Spender*innen auf ihre Viabilitat
und Aktivierung zu kontrollieren, wurden daher der ROS Release Assay und FACS-Analysen

durchgefihrt, bevor ihre RNA zur Analyse der Genexpression extrahiert wurde.

3.3.1 Kontrolle der Effekte von Propranolol - neutrophile Granulozyten werden durch
Immunkomplexe aktiviert und die ROS-Freisetzung durch Propranolol gehemmt

Die hemmende Wirkung von Propranolol auf die Freisetzung von ROS in Neutrophilen war
bereits bekannt (vgl. 1.2.7), weshalb der ROS Release Assay im Rahmen dieser Arbeit
hauptsachlich dazu diente, die fiir das RNA-Sequencing isolierten neutrophilen
Granulozyten auf ihre Aktivierung durch Immunkomplexe zu tGberpriifen. Um die Aktivitat
der stimulierten Neutrophilen zu bestimmen, wurde im ROS Release Assay in vitro die
relative Menge der freigesetzten ROS bestimmt. Hierzu wurden die wie in 2.2 beschrieben
isolierten  neutrophilen  Granulozyten von drei verschiedenen, gesunden
Blutspender*innen mit ICs aus humanem Typ VIl Kollagen (hCOL7) und anti-humanes-Typ-
Vlil-Kollagen-1gG (anti-hCOL7) stimuliert. Als Negativkontrollen dienten ausschlieBlich mit
Antigen, bzw. mit Antikorpern inkubierte neutrophile Granulozyten. Um eine
Positivkontrolle zu erhalten, wurden neutrophile Granulozyten mit Immunkomplexen ohne
Propranolol und nur mit dem L&sungsmittel PBS inkubiert. Erwartungsgemall hemmte
Propranolol in einer Konzentration von 10 uM die Freisetzung von ROS signifikant (*

p=0,0178).
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Abb. 15 Propranolol 10 pM hemmt die ROS-Freisetzung stimulierter neutrophiler Granulozyten.
Neutrophile Granulozyten wurden mittels MACSxpress® Neutrophil Isolation Kit human von Miltenyi Biotec
aus antikoaguliertem Vollblut gesunder Spender*innen isoliert mit ICs aus humanem Typ VIl Kollagen (hCOL7)
und anti-humanes-Typ-VII-Kollagen-IgG (anti-hCOL7) der Subklassen IgG4 (Ansatz 1) und I1gG1 (Ansatze 2 und
3) stimuliert und mit oder ohne Propranolol inkubiert (vgl. 2.2). Im ROS Release Assay wurden die Zellen auf
die detektierte Menge freigesetzter ROS hin untersucht. Die Messung der Chemolumineszenz erfolgte bei 37
°C fur etwa 120 min. Die Freisetzung von ROS wurde durch Berechnung der area under the curve (AUC)
quantifiziert und die Normalisierung erfolgte anhand des Ansatzes, in dem sich ICs und PBS befanden. Zu
sehen sind die prozentualen Anteile detektierter ROS aus IC-stimulierten neutrophilen Granulozyten, die mit
10 uM Propranolol inkubiert wurden, im Verhaltnis zur Positivkontrolle (IC+PBS). Die Einzelpunktdarstellung
zeigt die Mittelwerte und die Standardabweichungen. Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe des One-
way Anova und dem Dunnet’s Post-Test (* = p <0,05). n=3

3.3.2 Propranolol hat keinen Effekt auf die Zellvitalitit und die Zellaktivierung von
neutrophilen Granulozyten

Um auszuschlieRen, dass die verringerte ROS-Produktion (vgl. 3.3) von mit Propranolol
inkubierten neutrophilen Granulozyten auf einen zytotoxischen Effekt der Substanz
zurlickzuflihren ist, wurden die Zellen nach der in 2.3.1 beschriebenen Farbung mit FITC
Annexin (apoptotische Zellen) und Zombie NIR (nekrotische Zellen) durch
Durchflusszytometrie detektiert. In Abb. 16a (Zellvitalitat) ist der prozentuale Anteil der
lebenden Zellen (FITC Annexin- und Zombie NIR-negative Zellen) an der gesamten
gemessenen Zellpopulation zu sehen. Es war kein signifikanter Unterschied der Zellvitalitat
zwischen den Zellen, die fiir 4 h mit Propranolol inkubiert wurden (IC+Propranolol), und

der Positivkontrolle (IC+PBS) festzustellen.

Um einen Effekt von Propranolol auf die Zellaktivierung durch ICs auszuschlieBen, wurden

die neutrophilen Granulozyten mit anti-humanen CD62L- und CD66b-Antikdrpern gefarbt
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(vgl. 2.3.2). Aktivierte Zellen stellten sich CD62L-negativ und CD66b-positiv dar. Abb. 16b
(Zellaktivitat) zeigt den prozentualen Anteil aktivierter Zellen an allen detektierten Zellen.
Es lag kein signifikanter Unterschied zwischen den mit Propranolol inkubierten Zellen und
der Positivkontrolle vor. Da die neutrophilen Granulozyten durch ICs aktiviert wurden,
unterschied sich die Aktivitat der unbehandelte Zellen erwartungsgemald signifikant von
allen Gruppen, die mit ICs stimuliert wurden (Zellen vs. IC ** p=0,0079; Zellen vs. IC+PBS

** p=0,0042; Zellen vs. IC+Propranolol ** p=0,0042).
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Abb. 16 Propranolol zeigt keinen signifikanten Einfluss auf Zellvitalitdt und Zellaktivitit IC-stimulierter
neutrophiler Granulozyten. Neutrophile Granulozyten wurden aus humanem Vollblut gesunder
Spender*innen isoliert, mit ICs aus humanem Typ VII Kollagen (hCOL7) und anti-humanes-Typ-VII-Kollagen-
IgG (anti-hCOL7) der Subklassen IgG4 (Ansatz 1) und IgG1 (Ansatze 2 und 3), fir 4 h mit Propranolol 10 uM
inkubiert und anschlieRend gefarbt, um mittels Durchflusszytometrie Aufschlisse liber die (a) Zellvitalitat
(Anteil FITC Annexin- und Zombie NIR-negative Zellen) und die (b) Zellaktivitat (Anteil CD62L-negativer und
CD66b-positiver Zellen) zu erhalten. Die Einzelpunktdarstellungen zeigen die Mittelwerte und die
Standardabweichungen. Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe des One-way Anova und dem Dunnet’s
Post-Test und im Falle nicht normal verteilter Daten mit dem Kruskall Wallis Test in Sigma Plot. (** p < 0,01).
n=3

3.3.3 Genexpressionsanalyse zur Uberpriifung des Einflusses von Propranolol auf IC-
stimulierte neutrophile Granulozyten

Propranolol hemmt die ROS-Freisetzung IC-aktivierter neutrophiler Granulozyten der oben
beschriebenen Spender*innen (vgl. 3.3.1). Diese Zellen wurden fiir 4 h mit Propranolol 10
UM oder PBS (Positivkontrolle) inkubiert. Die Negativkontrolle bestand aus nicht
stimulierten neutrophilen Granulozyten der gleichen Spender*innen. Die Gesamt-RNA aller

drei Ansatze wurde isoliert und die Qualitat und Quantitat der RNA durch Spektrometrie
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gepriift. Sowohl quantitativ als auch qualitativ genligte die isolierte RNA in allen Proben
den Anforderungen der weiteren Verarbeitung: Die Konzentration der RNA betrug in allen
Proben > 50 ng/uL. Die Sequenzierung wurde vom Max-Planck-Institut fir
Evolutionsbiologie in Plon von Dr. Sven Kiinzel durchgefiihrt und die Analyse der Rohdaten

erfolgte mit der Hilfe von Yask Gupta (LIED), Universitat zu Libeck.

Die Genexpressionsmuster der mit Propranolol inkubierten Zellen wurden mit der
Positivkontrolle verglichen, um Informationen tber den molekularen Wirkmechanismus
von Propranolol auf IC-stimulierte neutrophile Granulozyten zu erhalten. Beim Vergleich
mit dem Genexpressionsmuster stimulierter, aber nicht mit Propranolol behandelter Zellen
konnten 168 Gene identifiziert werden, die stark invers exprimiert waren. Diese 168 invers
exprimierten Gene sind der Tabelle A1 im Anhang zu entnehmen. Mit Hilfe des
webbasierten Programms Enrichr (Kuleshov et al. 2016) und auf Basis der KEGG Datenbank
(Ogata et al. 1999) und der Jensen DISEASES Datenbank (Pletscher-Frankild et al. 2015)
konnten Grafiken erstellt werden, die pathways (Abb. 17a) bzw. Krankheiten (Abb. 17b)
zeigen, in welchen Gene der 168 invers exprimierten Genen angereichert sind. Zudem
wurden von den invers exprimierten Genen mit adjustiertem p-Wert < 0,01 und

log2Foldchange > 1,25 eine heatmap (Abb. 18) erstellt.

Die invers regulierten Gene der mit Propranolol inkubierten humanen neutrophilen
Granulozyten wurden mit dem Genexpressionsprofil von Madusen mit experimenteller EBA
(Samavedam et al. 2018) verglichen (Abb. 19). Die gemeinsame Schnittmenge enthalt 16
Gene (vgl. Abb. 19), von denen 8 Gene (BASP1, FCER1G, NFKBIE, GADD45B, AOAH, RALGDS,
NFE2L2, XBP1) im Genexpressionsprofil der Mduse mit experimenteller EBA hochreguliert
waren, wadhrend sie in den mit Propranolol inkubierten neutrophilen Granulozyten

herunterreguliert waren.
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Abb. 17 Die invers exprimierten Gene sind in verschiedenen pathways (a) und Krankheiten (b) angereichert.
Neutrophile Granulozyten wurden mittels MACSxpress® Neutrophil Isolation Kit human von Miltenyi Biotec
aus humanem Vollblut gesunder Spender*innen isoliert, mit ICs aus hCOL7 und anti-hCOL7 stimuliert und fir
4 h mit Propranolol 10 uM inkubiert (vgl. 2.2). Die RNA wurde sequenziert und die Analyse der Rohdaten
erfolgte wie in 2.5.3 beschrieben. (a) Pathways der KEGG Datenbank (Ogata et al. 1999), in denen die Gene
der 168 invers exprimierten Genen angereichert sind. (b) Krankheiten auf der Basis der Jensen DISEASES
Datenbank (Pletscher-Frankild et al. 2015), in denen die Gene der 168 invers exprimierten Genen
angereichert sind.
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Abb. 18 Heatmap mit den am starksten invers exprimierten Genen IC stimulierter und mit bzw. ohne
Propranolol behandelter neutrophiler Granulozyten. Neutrophile Granulozyten wurden mittels
MACSxpress® Neutrophil Isolation Kit human von Miltenyi Biotec aus humanem Vollblut gesunder
Spender*innen isoliert, mit ICs aus hCOL7 und anti-hCOL7 der Subklassen IgG4 oder IgG1 stimuliert und fir 4
h mit Propranolol 10 uM inkubiert (vgl. 2.2). Die RNA wurde sequenziert und die Analyse der Rohdaten
erfolgte wie in 2.5.3 beschrieben. n=3 log2Foldchange > 1,25 und adjustierter p-Wertp < 0,01. Zur Verfiigung
gestellt von Yask Gupta (LIED), Universitat zu Liibeck.
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EBA Maus Propranolol NG

Abb. 19 Venn-Diagramm zur Darstellung der Schnittmenge der invers regulierten Gene von mit Propranolol
inkubierten humanen neutrophilen Granulozyten mit dem Genexpressionsprofil von Mausen mit
experimenteller EBA. Neutrophile Granulozyten wurden mittels MACSxpress® Neutrophil Isolation Kit human
von Miltenyi Biotec aus humanem Vollblut gesunder Spender*innen isoliert, mit ICs aus hCOL7 und anti-
hCOL7 der Subklassen 1gG1 oder 1gG4 stimuliert und fiir 4 h mit Propranolol 10 uM inkubiert (vgl. 2.2). Die
RNA wurde sequenziert und die Analyse der Rohdaten erfolgte wie in 2.5.3 beschrieben. EBA Maus:
Genexpressionsprofil von Mausen mit experimenteller EBA; Propranolol NG: invers regulierte Gene IC-
stimulierter und mit Propranolol behandelter humaner neutrophiler Granulozyten.
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4. Diskussion

Meiner Arbeit liegt eine Reihe von bereits validierten Substanzen zugrunde, die neutrophile
Granulozyten hemmen. Diese Substanzen sollten in einem Modell getestet werden, das mit
Sicherheit neutrophilenabhangig ist. Hierzu eignete sich das passive und lokale Modell der
EBA besonders gut, da die Krankheitsinduktion in den Tieren durch die Injektion zuvor
hergestellter Antikorper erfolgen konnte, welche liber die Bindung an murines Typ VII
Kollagen und die darauffolgende Aktivierung neutrophiler Granulozyten eine

experimentelle EBA an der Injektionsstelle hervorrief.

Alle finf der von mir getesteten Substanzen fielen zuvor im Screening der Target Selective
Inhibitor Library von Selleckchem® oder der Prestwick Chemical Library® auf, da sie die
Freisetzung von ROS in neutrophilen Granulozyten hemmten, ohne zytotoxisch zu sein.
Katharina Schulze Dieckhoff konnte in ihrer Arbeit zeigen, dass diese Substanzen auch in
vivo systemisch appliziert den klinischen Auspragungsgrad der experimentellen EBA im
lokalen und passiven Mausmodell der EBA gegenliber der Kontrollgruppe signifikant

verringerten.

In meiner Arbeit untersuchte ich zunachst die Dosisabhangigkeit der finf wirksamsten
Substanzen, indem ich Mausen verschiedene Konzentrationen der Substanzen systemisch
verabreichte. Ein von der Dosis abhangiger Effekt konnte dahingehend beobachtet werden,
dass die Substanzen nur in der hochsten getesteten Konzentration die experimentelle EBA
signifikant reduzierten. Auf der Suche nach einer moéglichst nebenwirkungsarmen Therapie
einer dermatologischen Erkrankung lag nahe, erfolgsversprechende Substanzen auch
topisch zu testen. Die lokale Applikation verspricht eine hohe Wirksamkeit bei geringeren
systemischen Nebenwirkungen durch Umgehung der Metabolisierung der Substanzen

durch beispielsweise die Leber oder die Niere.

Mittels direkter Immunfluoreszenz und simultaner Farbung von amCOL7C und C3
Komplement wurde die Induktion der lokalen EBA in allen Versuchsgruppen verifiziert. Da
die Substanzen bereits prophylaktisch vor Injektion der amCOL7C verabreicht wurden,

wurde mit dem Nachweis von amCOL7C und C3 Komplement an der DEJ ausgeschlossen,
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dass die hemmenden Effekte der jeweiligen Substanzen auf eine Verhinderung der

Induktion der experimentellen EBA zuriickzufiihren sind.

Eine der von mir getesteten Substanzen war besonders vielversprechend, sodass im
Rahmen dieser Arbeit eine Genexpressionsanalyse von neutrophilen Granulozyten
durchgefihrt wurde, die mit dieser Substanz inkubiert und IC-stimuliert wurden, um etwas
Uber den bisher unbekannten molekularen Wirkmechanismus der Substanz auf neutrophile
Granulozyten zu erfahren. Im Folgenden werde ich auf alle von mir getesteten Substanzen

einzeln eingehen.

Propranolol HCI (Zielmolekiil: B-receptor) ist die bekannteste und am besten erforschte
Substanz unter denen im Rahmen dieser Arbeit getesteten. Es konnte in vivo, sowohl
einmal taglich systemisch i.p. verabreicht wie auch topisch auf die Ohren appliziert, die
klinische Auspragung der EBA signifikant verringern. Im durchgefiihrten ROS Release Assay
konnte die bereits bekannte (vgl. 1.2.7) hemmende Funktion von Propranolol auf die
Freisetzung von ROS in IC-stimulierten neutrophilen Granulozyten bestatigt werden

(Anderson et al. 1996).

Die Ergebnisse der FACS-Analyse zeigten gegeniber der Positivkontrolle keine
Beeinflussung der Zellvitalitdt und der Zellaktivitdt nach vierstlindiger Inkubation mit
Propranolol. Der auffallend geringere Anteil lebender Zellen in einer Probe (vgl. Abb. 16)
ist sehr wahrscheinlich auf das wahrend des Versuches unbemerkte Austrocknen des Wells
beim Farbevorgang fiir die FACS-Analyse vor der Fixierung mit Fixation Buffer (vgl. 2.3.1)

zurilickzuflihren und nicht auf eine mutmalRliche Zytotoxizitat von Propranolol.

In der Literatur wurden bereits antioxidative Effekte von Propranolol auf PMN
(polymorphnukledare Neutrophile) beschrieben (Anderson und van Rensburg 1979).
Allerdings beruhen diese wahrscheinlich auf der membranstabilisierenden Wirkung von
Propranolol und nicht auf der Inhibition von B-Adrenozeptoren, da das Stereoisomer
Dexpropranolol im Gegensatz zu Propranolol kaum [-Adrenozeptor blockierende
Eigenschaften aufweist und trotzdem dhnlich antioxidativ wirkt (Anderson et al. 1996). Eine
intakte Zellmembran ist fur die Aktivitat der NADPH-Oxidase in neutrophilen Granulozyten

essentiell, was darauf zuritickzufiihren ist, dass das Enzym aus verschiedenen in der
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Zellmembran verankerten Untereinheiten besteht und Substanzen, welche die Fluiditat der
Zellmembran erhoéhen, zu einer verstarkten Aktivitit der NADPH-Oxidase fihren,
wohingegen Substanzen, die wie Propranolol membranstabilisierend wirken, die Aktivitat
hemmen (Anderson et al. 1996; Kusner et al. 1991). Ferner spricht fir einen pB-
Adrenozeptor-unabhangigen Effekt, dass andere B-Blocker wie Timolol, Atenolol oder
Metoprolol die Freisetzung von ROS durch PMN in vitro nicht hemmen konnten (Anderson

et al. 1996).

Zudem ist beschrieben, dass Propranolol in héheren Konzentrationen (IC50 150 uM) in
PMN auch die PKC hemmt, deren Aktivitdt unter anderem mit der der NADPH-Oxidase
korreliert, da die PKC deren Untereinheit NCF1 phosphoryliert (Sozzani et al. 1992; El Benna
et al. 1996; Nixon und McPhail 1999). In der vorliegenden Arbeit wurden die neutrophilen
Granulozyten in vitro jedoch mit einer weitaus niedrigeren Konzentration (10 uM)
Propranolol inkubiert (vgl. 2.2), weshalb die Hemmung der PKC nicht als Erklarungsansatz
fir die hier beobachtete antioxidative und antiinflammatorische Wirkung von Propranolol
dienen kann. Da jedoch auch AKT dazu in der Lage ist, NCF1 zu phosphorylieren (Chen et
al. 2003), ist denkbar, dass der Effekt von Propranolol in vivo nicht auf einen PKC-

abhangigen, sondern auf einen AKT-abhangigen Mechanismus zurlickzufiihren ist.

In dieser Arbeit wurden 8 Gene identifiziert (BASP1, FCER1G, NFKBIE, GADD45B, AOAH,
RALGDS, NFE2L2, XBP1), die im Genexpressionsprofil von Mausen mit experimenteller EBA
hochreguliert und gleichzeitig in mit Propranolol inkubierten neutrophilen Granulozyten
herunterreguliert waren (vgl. 3.3.3). Das Gen RALGDS fuhrt tGber zwei verschiedene
Mechanismen zu einer Aktivierung von AKT, da es durch die Expression von RALGDS zu
einer Phosphorylierung von Serind73 kommt und darliiber hinaus RALGDS die
Phosphorylierung von AKT durch die PDK1 unterstitzt (Hao et al. 2008). Die verminderte
Expression von RALGDS in mit Propranolol inkubierten neutrophilen Granulozyten ist somit
mit der Annahme einer geringeren Aktivitdt von AKT und einer damit einhergehenden
verminderten Freisetzung von ROS vereinbar. AuBerdem konnte eine Assoziation des Gens
NFKBIE mit dem Vorliegen einer weiteren Autoimmunerkrankung (rheumatoide Arthritis)

in der japanischen Population gezeigt werden (Okada et al. 2012).
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Die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse bestdtigen die Annahme, dass Propranolol
einen Einfluss auf die Expression verschiedener proinflammatorischer Molekiile hat. So
konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass im Gegensatz zur Positivkontrolle in den mit
Propranolol inkubierten Zellen TNF (Tumornekrosefaktor) vermindert exprimiert wird
(log2Foldchange: -1,16) (vgl. Tabelle Al). Namensgebend fiir das Zytokin war die
urspriingliche Entdeckung, dass es die Nekrose von Tumorzellen induzieren konnte
(Carswell et al. 1975). Spater wurde beschrieben, dass TNF in der Pathogenese
verschiedener Autoimmunerkrankungen von Bedeutung ist und im Falle der rheumatoiden
Arthritis erhéhte Serumspiegel von TNF mit dem Schweregrad der Erkrankung korrelieren
(Robak et al. 1998). Die pharmakologische Blockade von TNF durch Biologika wie
Adalimumab, Etanercept, Golimumab, Infliximab, und Certolizumab Pegol ist mittlerweile
fester Bestandteil der Therapie verschiedener chronisch-entzlindlicher Erkrankungen
(Monaco et al. 2015). Kiirzlich konnte auch fir die experimentelle EBA eine Verbesserung
des klinischen Auspragungsgrades durch die Blockade von TNF mittels Etanercept gezeigt
werden (Hirose et al. 2016). Die verminderte Expression von TNF von mit Propranolol
inkubierten Zellen untermauert die Annahme, dass TNF auch in der Pathogenese der EBA
eine Rolle spielt und Propranolol unter anderem Uber die Herunterregulierung von TNF

antiinflammatorische Wirkungen erzielt.

Um zu verifizieren, dass sich die durch Propranolol verdnderte Genexpression in
neutrophilen Granulozyten auch in der experimentellen EBA in vivo wiederfindet, sollte
eine RT-PCR aus den Ohren von Mausen erfolgen, die topisch bzw. systemisch mit
Propranolol behandelt wurden. Mit Hilfe der RT-PCR kdnnen Genprodukte der invers
exprimierten Gene gezielt im Gewebe der Maduse nachgewiesen werden. Der Nachweis
dieser humanen Gene im murinen Gewebe wiirde gleichzeitig die Ubertragbarkeit der
tierexperimentell gewonnen Erkenntnisse auf den Menschen unterstitzen und
bekraftigen, dass das Mausmodell der EBA ein geeignetes Mittel zur Erforschung

blasenbildender Autoimmunerkrankungen ist.

Trotz alledem sollte Propranolol in einem nachsten Schritt auch im aktiven Mausmodell der
EBA getestet werden, um die Effekte der Substanz zu validieren, wenn sie nicht

prophylaktisch, sondern nach der Induktion der experimentellen EBA appliziert wird (vgl.
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1.2.5). In einem nachsten tierexperimentellen Schritt sollten die Gene, die in der
Genexpressionsanalyse durch Propranolol verandert exprimiert wurden, ausgeschaltet
werden (knock-out Mause), um die in der Genexpressionsanalyse durch Propranolol
veranderten Signalwege im Hinblick auf die Entwicklung bzw. Unterdriickung der

experimentellen EBA zu verifizieren.

Propranolol entstammt der Prestwick Chemical Library® und ist somit als einzige der finf
Substanzen ein bereits zugelassenes Arzneimittel. Zwar liegen sowohl zur systemischen wie
auch zur topischen Wirksamkeit der Substanz Daten beziiglich der Behandlungen von
Hamangiomen vor (Kunzi-Rapp 2012; Xu et al. 2012), die topische Therapie von
Hamangiomen mit Propranolol erfolgt jedoch nach wie vor als individueller Heilversuch. In
der Heilbronner Kinderklinik hat sich die Anwendung eines Gels bestehend aus Propranolol
HCI (1 %), Hyaluronsaure (3 %) und konserviertem Wasser (96 %) bewahrt. Das Gel wurde
im Abstand von 10-12 h auf die betroffenen Stellen 1-2 mm dick aufgetragen und mit einem
handelstblichen Pflaster abgedeckt (Schneider et al. 2014). In Anbetracht der guten
Vertraglichkeit von Propranolol 1 % b.i.d. und der bekannten Nebenwirkungen topischer
Kortikosteroide (Oetjen und Gierschik 2017, S. 606) ist denkbar, in lokal begrenzten Fallen
der EBA einen individuellen Heilversuch mit 1 % Propranolol b.i.d. zu starten. Dariber
hinaus kann auch erwogen werden, 1 % Propranolol b.i.d. an Patient*innen zu testen, die

an der EBA dhnlichen Autoimmundermatosen wie dem bullésen Pemphigoid leiden.

BX-795 (Zielmolekil: PDK1) reduzierte systemisch verabreicht in der héchsten getesteten
Konzentration sowohl die Zunahme der Ohrdicke als auch die R6tung und Krustenbildung
der Ohren signifikant. Topisch appliziert konnte jedoch kein derartiger Effekt verzeichnet
werden. Eine mogliche Erklarung dafiir ist, dass der Wirkstoff zwar aufgrund seiner
pharmakokinetischen Eigenschaften systemisch verabreicht eine hohe Bioverfiigbarkeit
erreichte, die Resorption tiber die Haut jedoch nicht in ausreichendem MalRe erfolgte, um
die gleichen antiinflammatorischen Wirkungen zu erzielen. Um eine Aussage (iber die
Resorptionsfahigkeit einer Substanz zu treffen, kann ihre intrinsische Lipophilie tGber den
Partitionskoeffizienten LogP bestimmt und als Indikator verwendet werden (Kwon und
Younggil 2004, S. 44). Durch den Vergleich mit strukturell ahnlichen Substanzen, deren

LogP-Werte bekannt sind, kann der XLogP3-Wert eines Molekiils berechnet werden (Cheng

75



et al. 2007). Je hoher dieser ist, desto lipophiler ist die Substanz. Allerdings sollte der
XLogP3-Wert nur als Anhaltspunkt zum Vergleich der Lipophilie verschiedener chemischer
Strukturen dienen und nicht als absoluter Wert betrachtet werden, da die Lipophilie einer
Substanz stark von der pH-abhangigen Protonierung ihrer funktionellen Gruppen
beeinflusst wird (Klebe 2009, S. 288—290). Daher muss bedacht werden, dass auch die
Losung der Substanzen in DAC Basiscreme und die mehrtagige Lagerung bei RT
moglicherweise einen Effekt auf die Polaritdat und damit die Lipophilie und die Stabilitat der

Substanz hatten.

Mit einem XLogP3-Wert von 4,6 ist BX-795 verglichen mit den anderen getesteten
Substanzen maRig bis stark lipophil und misste daher von der Haut gut resorbiert werden
(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/10077147#section=InChl).

Der dennoch ausbleibende therapeutische Effekt von topisch appliziertem BX-795 kann
darauf zurlickzufiihren sein, dass die Substanz auf der Haut lokale Irritationen verursachte,
die in der Auswertung nicht von den Symptomen der experimentellen EBA zu

unterscheiden waren.

Als PDK1-Inhibitor hemmt BX-795 die Signaltransduktion des PDK1/AKT-Signalwegs, da es
durch die Hemmung der PDK1 nicht zur Phosphorylierung von Threonin308 und damit nicht
zur Aktivierung von AKT kommt (Feldman et al. 2005). Ferner ist die PDK1 auch in der Lage,
verschiedene Isoformen der PKC zu phosphorylieren (Toker 2003) und Uber die PKC-
abhangige Phosphorylierung von NCF1 Einfluss auf die Aktivitdit der NADPH-Oxidase zu
nehmen. Moglicherweise ist die simultane Hemmung der AKT- wie auch der PKC-
abhangigen Phosphorylierung von NCF1 der Grund, weshalb BX-795 die Produktion von
ROS durch die NADPH-Oxidase verringert.

Da die PDK1 in der Kanzerogenese verschiedener Tumorentitaten, wie beispielsweise in
BRAF-mutierten Melanomen (Scortegagna et al. 2015) oder Pankreaskarzinomen (Eser et
al. 2013) eine wichtige Rolle spielt (Gagliardi et al. 2018), ist die Erforschung des PDK1-
Inhibitors BX-795 auch im Hinblick auf die Entwicklung potenzieller neuer
Krebstherapeutika interessant. Angesichts der guten systemischen Wirksamkeit der
Substanz im lokalen Modell der EBA ware es sinnvoll, die Aufnahme von BX-795 in die Haut

zu kontrollieren und gegebenenfalls andere Losungsmittel zu testen. Beispielsweise konnte
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auf die Einarbeitung von in DMSO-gel6sten BX-795 in DAC-Basiscreme verzichtet werden
und reines in DMSO gel6stes BX-795 auf die Ohren der Mause aufgetragen werden, um

eine hohere Konzentration von BX-795 zu erhalten.

Sotrastaurin hemmt simultan verschiedene Isoformen der PKC. Auch die PKC B, die zur
Aktivierung der NADPH-Oxidase liber den Fcy-Rezeptor neutrophiler Granulozyten von
Bedeutung ist (Dekker et al. 2000), wird durch Sotrastaurin mit einer Ki von 0,64 nM
gehemmt. Aufgrund der guten Bioverfiigbarkeit von Sotrastaurin (Weckbecker et al. 2010),
war zu erwarten, dass die Behandlung der Mause mit dem PKC-Inhibitor Sotrastaurin die
experimentelle EBA verringert. Auch wenn die Ergebnisse der Mausexperimente an Tag 2
keine signifikante Reduktion der experimentellen EBA zeigten, war die Krustenbildung und
Rotung der Ohren der mit Sotrastaurin behandelten Tiere tendenziell geringer ausgepragt.
Die topische Applikation von Sotrastaurin scheint hingegen weniger erfolgsversprechend
zu sein. Sotrastaurin ist mit einem XLogP3-Wert von 2,6 verglichen mit den anderen
getesteten Substanzen weniger lipophil (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound
/10296883 #section=Computed-roperties), was moglicherweise zu einer schlechteren
Resorption und damit geringeren Wirkung bei topischer Applikation fiihrte. Da
nachgewiesen wurde, dass insbesondere die Isoform PKC B fir die Fcy-Rezeptor-
vermittelte Aktivierung der NADPH-Oxidase in neutrophilen Granulozyten verantwortlich
ist und Sotrastaurin unselektiv verschiedene Isoformen der PKC hemmt, kann es
moglicherweise in der Anwendung zu unerwiinschten Nebenwirkungen kommen, die auf
eine fehlende Spezifitdat von Sotraustaurin zurlickzufiihren sind. Daher ware es sinnvoll,
einen selektiven Inhibitor der PKC B im ROS Release Assay und auf Zytotoxizitat testen.
Allerdings scheinen noch weitere, PKC B-unabhangige Mechanismen zur Phosphorylierung
von NCF1 und damit zur Aktivierung der NADPH-Oxidase in neutrophilen Granulozyten zu
fiihren (Dekker et al. 2000). Diese Tatsache konnte die Effektivitdt von PKC-Inhibitoren wie
Sotrastaurin im Hinblick auf die Unterdriickung der ROS-Freisetzung limitieren. Die gute
orale Bioverfligbarkeit und Vertraglichkeit in vivo (Weckbecker et al. 2010) wirden
dennoch eine Testung von systemisch appliziertem Sotrastaurin im aktiven Mausmodell

der EBA rechtfertigen.
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PHA-665752 (Zielmolekil: c-Met) war neben Propranolol die einzige Substanz, die auch
topisch appliziert signifikant die Zunahme der Ohrdicke reduzierte und die Entwicklung von

Rotungen und Krusten im Vergleich zur Kontrollgruppe verringern konnte.

Ein Grund fiir die gegentliber Sotrastaurin und BX-795 bessere Wirksamkeit der topischen
Applikation kénnte die erhéhte Resorption von PHA-665762 aufgrund seiner hdheren
Lipophilie sein. Mit einem XLogP3-Wert von 5 ist PHA-665762 von den topisch getesteten
Substanzen intrinsisch gesehen am starksten lipophil (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov
/compound/10461815#section=Entrez-Crosslinks). Da die Substanz stark farbend war, liel
sich der prozentual von Symptomen der EBA betroffene Anteil der Ohren nur schwer
ermitteln, was bei der Beurteilung der Effektivitdt der Behandlung berlcksichtigt werden
muss. PHA-665752 hemmt die Rezeptortyrosinkinase c-Met mit IC50-Werten im
nanomolaren Bereich und moduliert damit die Signaltransduktion via Erk, AKT und FAK
(Christensen et al. 2003). Es konnte gezeigt werden, dass die Hemmung von Erk und AKT
mit Methylprednisolon eine Verringerung der Aktivierung von zuvor mit ICs stimulierten
neutrophilen Granulozyten hervorrief (Hellberg et al. 2013). Unter der Annahme, dass PHA-
665752 die Signaltransduktion via Erk und AKT in neutrophilen Granulozyten auf die gleiche
Art und Weise hemmt wie in den von Christensen et al. getesteten Tumorzellen, ist die
Verringerung der experimentellen EBA im lokalen Mausmodell moglicherweise auf diesen
Wirkmechanismus zuriickzufiihren. Auch wenn systemisch verabreichtes PHA-665752 in
der hochsten Konzentration gegeniber dem Losungsmittel zu einer signifikanten
Reduktion von Rétung und Krusten filihrte, sollte aufgrund des starken Gewichtsverlusts
der Mause davon abgesehen werden, diese Konzentration erneut in vivo zu testen. Jedoch
ist denkbar, die Substanz erneut einer Priifung der topischen Wirksamkeit zu unterziehen

und sie auch im aktiven Mausmodell der EBA zu testen.

NU 7441 (Zielmolekiil: DNA-PK) konnte in vivo die Rétung und Krustenbildung in der
experimentellen EBA in den beiden getesteten Konzentrationen gegeniiber der
Kontrollgruppe signifikant verringern. Da die Substanz NU7441 mit dem gleichen
Losungsmittel gelost wurde wie PHA-665752 und der Gewichtsverlust der Tiere in der
Testung von PHA-665752 moglicherweise auf eine schlechte Vertraglichkeit des

Losungsmittels zurlickzufihren ist, wurde in diesem Versuch auf die Verdopplung der
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bereits im Rahmen der Doktorarbeit von Katharina Schulze Dieckhoff (unveréffentlichte
Daten) in vivo getesteten Konzentration (vgl. 1.2.7) verzichtet, sodass insgesamt drei
Versuchsgruppen mit je n=5 Tieren vorlagen. Die schlechte Loslichkeit in DMSO machte das
Herstellen einer NU 7441-haltigen Creme unmaglich, weshalb auf die topische Testung der
Substanz verzichtet werden musste. Systemisch appliziert ist NU 7441 ein wirksames und
gut vertragliches Mittel zur Behandlung der experimentellen EBA. Eine Einflussnahme auf
die Hemmung der ROS-Freisetzung (iber die DNA-PK kénnte zwar angenommen werden,
da beschrieben wurde, dass die DNA-PK Serin473 phosphoryliere und damit zur Aktivierung
von AKT beitrage (Feng et al. 2004). Allerdings scheint die DNA-PK in reifen neutrophilen
Granulozyten kaum exprimiert zu sein (Sallmyr et al. 2004), was dafiir spricht, dass es einen
weiteren Mechanismus geben muss, Uber den NU 7441 die ROS-Freisetzung in
neutrophilen Granulozyten unterdriickt. Da NU 7441 in héheren Konzentrationen auch die
Pi3K hemmt und in der Literatur beschrieben wurde, dass eine Hemmung der Pi3K 8 zur
Reduktion der ROS-Freisetzung fiihrt (Kulkarni et al. 2011), sind die beobachteten
therapeutischen Effekte von NU 7441 moglicherweise auch auf diesen Mechanismus
zurickzufihren. Die gute Vertraglichkeit der Substanz und ihr starker Effekt auf die
Minderung der experimentellen EBA sprechen daflir, NU 7441 ndher zu untersuchen,
obwohl moglicherweise ein off-target Effekt vorliegt. Es ist moglich, die geringere der
beiden im Rahmen dieser Arbeit getesteten Dosen im aktiven Mausmodell der EBA zu
validieren, da auch schon in dieser Dosis signifikante therapeutische Effekte auftraten.
Darliber hinaus sollte in vivo untersucht werden, ob die Wirkung von NU 7441 in Bezug auf
die experimentelle EBA auf die Hemmung der DNA-PK oder die Hemmung der Pi3K
zurickzufiihren ist. Dazu ware es sinnvoll, Substanzen zu testen, die selektiv die DNA-PK

oder die Pi3K B inhibieren.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sind durch kleine GruppengréBen (n=5) in den
Tierexperimenten limitiert. Die Kontrollgruppen erhielten die jeweiligen Losungsmittel der
Substanzen, weshalb weder Effekte der Losungsmittel auf die experimentelle EBA noch
Einflisse der verschiedenen Applikationstechniken auf die Vertraglichkeit der Substanzen
ausgeschlossen werden konnten. Da sowohl die Behandlung der Mause als auch die

Beurteilung des klinischen Auspragungsgrades der EBA durch mich selbst stattfand, war
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eine Verblindung bei der Messung der Ohrdicke und beim Erheben der von Krusten und

Rotung betroffenen Haut nicht moglich.

Das verwendete lokale Krankheitsmodell der EBA ist nur eingeschrankt geeignet, um
therapeutische Ansatze zur Behandlung der Krankheit zu testen, da es sich bei diesem
Mausmodell um einen prophylaktischen Behandlungsansatz handelt, bei dem die
potenziellen Medikamente bereits vor Induktion der experimentellen EBA verabreicht
werden (vgl. 1.2.5). Zudem missten zur Validierung des therapeutischen Potenzials die
Substanzen Uber einen langeren Zeitraum gegeben werden, was bei dem auf finf Tage

beschrankten lokalen Mausmodell der EBA nicht moglich ist.

Die Mause der Versuchsgruppen zur systemischen Testung kamen aus der eigenen Zucht
und saRen in der Gemeinsamen Tierhaltung in Liibeck, in der zur Zeit der Experimente das
MPV (Maus Parvovirus) aufgetreten ist. Moglicherweise waren auch die Tiere der oben
genannten Versuchsgruppen mit dem MPV infiziert. Alle Mduse waren asymptomatisch,
was fur eine Infektion mit dem MPV allerdings typisch ist (Jacoby et al. 1995). C57BL/6
Mause sind gegeniiber anderen Mausstammen vergleichsweise weniger anfillig fir die
Infektion mit diesem Virus (Henderson et al. 2015), weshalb nicht eindeutig geklart werden
konnte, ob die Méause Uberhaupt infiziert waren. Da das Virus in vitro vornehmlich T-
Lymphozyten befallt (McKisic et al. 1993; Jacoby et al. 1995) und diese an der Induktion
einer passiven, lokalen EBA im Mausmodell nicht maRgeblich beteiligt sind, ist davon
auszugehen, dass eine Infektion der Tiere mit dem MPV keinen Einfluss auf die Ergebnisse
gehabt hatte. Daher wurde darauf verzichtet, die Tiere durch eine PCR des Kots auf eine
Infektion mit dem MPV zu testen. Dennoch wurde von jedem Tier Kot gesammelt und bei
-80 °C gelagert, um gegebenenfalls nachtraglich eine PCR durchfiihren zu kdnnen. Alle
topischen Applikationen fanden in der Barriere 1 der Gemeinsamen Tierhaltung an Mausen
statt, die direkt vom Anbieter Charles River bezogen wurden. Im Gegensatz zu den Mausen
aus der eigenen Zucht konnte in diesen Versuchsgruppen davon ausgegangen werden, dass
die Mause nicht mit dem MPV infiziert waren. Auch angesichts der Tatsache, dass die Tiere
in der Barriere 1 anderen Haltungsbedingungen, wie zum Beispiel dem zusatzlichen Licht
und Larm der Liftung der Arbeitsbank, ausgesetzt waren, lassen sich die absoluten

Ergebnisse der einzelnen Versuche nicht miteinander vergleichen.
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Insgesamt wurde darauf geachtet, ein ausgeglichenes Geschlechterverhaltnis zu wahren.
Bei den aus der eigenen Zucht bezogenen Mausen war dies jedoch nicht immer moglich,
da teilweise nicht genug Tiere beider Geschlechter zur Verfligung standen und das gleiche

Alter der Tiere einem ausgeglichenen Geschlechterverhaltnis gegenliber priorisiert wurde.

Die Anzahl der Proben fiir die Genexpressionsanalyse von mit Propranolol inkubierten
humanen neutrophilen Granulozyten ist mit n=3 sehr klein und erlaubt nur begrenzte
Aussagen Uber die Veranderung der Genexpression durch Propranolol. Alle drei
Proband*innen gaben an, sich zum Zeitpunkt der Blutabnahme gesund zu fiihlen, jedoch
wurden sie nicht weiter auf entziindliche Erkrankungen untersucht, wodurch ein Vorliegen
einer die Aktivitat der neutrophilen Granulozyten beeinflussenden Erkrankung nicht

ganzlich ausgeschlossen werden kann.

Im Rahmen der Arbeit habe ich die Wirksamkeit aller flinf getesteten Substanzen im lokalen
Mausmodell validiert. Im angewandten passiven und lokalen Mausmodell wurden die
Substanzen allerdings nur an fiinf Tagen verabreicht. Da Autoimmunerkrankungen in der
klinischen Praxis meist tiber einen erheblich langeren Zeitraum behandelt werden miissen,
sollte der Langzeiteffekt der Substanzen auf den Krankheitsverlauf und den Organismus in
einem nachsten Schritt geprift werden. Dazu kann das aktive Mausmodell der EBA dienen,
welches im Gegensatz zum passiven Mausmodell die Evaluation der Langzeiteffekte erlaubt

(Sitaru et al. 2006).

Ein wichtiger Schritt, der in neutrophilen Granulozyten zur Freisetzung von ROS fiihrt, ist
die Phosphorylierung von p47phox (bzw. NCF1), einer Untereinheit der NADPH-Oxidase.
Einige Mechanismen, die diese Phosphorylierung zur Folge haben, wie beispielsweise die
Signaltransduktion via Pi3/AKT/MAPK-Signalweg oder die direkte Phosphorylierung durch
die PKC, sind bekannt. Die Literatur und Kenntnisse iber substanzspezifische Zielmolekiile
bieten Erklarungsansatze fir die therapeutische Wirkung der Substanzen auf den
Pathomechanismus der EBA. Durch Einflussnahme auf die Signaltransduktion in
neutrophilen Granulozyten sind einige der Substanzen in der Lage, die Freisetzung von ROS
durch Verhinderung der Phosphorylierung von p47phox zu hemmen. Im Fall von
Propranolol und NU 7551 kann die Hemmung der ROS-Freisetzung und die Verringerung

der experimentellen EBA im passiven Mausmodell jedoch nicht auf die Inhibition der
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beschriebenen Zielstrukturen zuriickgefiihrt werden. Um mehr iber den molekularen
Wirkmechanismus von NU 7551 in neutrophilen Granulozyten zu erfahren, kénnte wie mit
Propranolol verfahren werden und ebenfalls eine Genexpressionsanalyse stimulierter, mit

der Substanz inkubierter neutrophiler Granulozyten erfolgen.

Durch RT-PCR von murinem Gewebe und durch Ausschalten der entsprechenden Gene in
Knock-out-Mausen sollte die Relevanz der Gene fir die Auspragung des EBA-typischen
Phanotyps im Mausmodell bestdtigt werden. Eine Verhinderung des Ausbruchs der
experimentellen EBA in den Knock-out-Mausen wiirde die Relevanz des entsprechenden
Gens fir die Entwicklung des EBA-typischen Phadnotyps untermauern. Auch die
Zielstrukturen der vier weiteren Substanzen BX-795, Sotrastaurin, PHA-665752 und NU

7441 sollten in Knock-out-Mausmodellen Gberprift werden.

Tiere, die systemisch mit Propranolol HCI der Konzentration 8 mg/kg KG, mit BX-795 30
mg/kg KG, mit PHA-665752 60 mg/kg KG oder mit NU 7441 0,5 mg/kg KG behandelt
wurden, wiesen am Endpunkt des Experimentes gegeniber den anderen Gruppen
signifikant diinnere Ohren und/oder weniger von Lasionen betroffene Ohrflache auf. Mit
Ausnahme von PHA-665752 waren alle Substanzen gut vertraglich und sollten in den oben
genannten Konzentrationen der Substanzen im aktiven Mausmodell validiert werden. Die
meistversprechenden Ergebnisse erbrachte die Substanz Propranolol, da sie sowohl
topisch als auch systemisch appliziert in vivo die experimentelle EBA signifikant reduzieren
konnte. Da dariiber hinaus die Sicherheit des Medikamentes fiir die Anwendung am
Menschen bekannt ist, kann erwogen werden, Propranolol im Rahmen eines individuellen

Heilversuchs zur Behandlung von EBA topisch am Menschen zu testen.
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5. Zusammenfassung

Obwohl die Inzidenz von Autoimmunerkrankungen in der westlichen Welt in den
vergangenen Jahrzehnten stark zugenommen hat, ist die Behandlung bisher meist auf
Immunsuppression beschrankt. In Ermangelung kausaler Therapieansdtze und zur
Reduktion der Nebenwirkungen immunsuppressiver Therapien ist die Erforschung von
Substanzen, die ihre Wirkung Uber krankheitsspezifische Zielstrukturen entfalten und
damit proinflammatorische Signalkaskaden hemmen, besonders interessant. Der bei der
EBA zur entziindlichen Blasenbildung fiihrende Pathomechanismus ist bereits gut
erforscht: Als Folge der Aktivierung von neutrophilen Granulozyten durch Autoantikérper
gegen Typ VII Kollagen kommt es Uber verschiedene in der Literatur beschriebene

Signalkaskaden zur Produktion von ROS durch die NADPH-Oxidase.

Die in dieser Arbeit getesteten Substanzen fielen beim Screening der Selective Inhibitor
Library von Selleckchem® und der Prestwick Chemical Library® auf, weil sie die Freisetzung
von ROS in IC-stimulierten humanen neutrophilen Granulozyten hemmen konnten, ohne

eine zytotoxische Wirkung auf die Zellen zu entfalten.

Alle im Rahmen dieser Arbeit getesteten Substanzen konnten, systemisch appliziert, in vivo
in mindestens einer der getesteten Konzentrationen die von experimenteller EBA
betroffene Ohrflache und/oder die Zunahme der Ohrdicke verringern. Bis auf PHA-665752
wurden die Substanzen und ihre Losungsmittel von den Mausen gut vertragen. NU 7551
konnte auch in der niedrigsten getesteten Konzentration eine signifikante Reduktion der
experimentellen EBA erzielen. In der Genexpressionsanalyse von IC-stimulierten und mit
Propranolol inkubierten Zellen konnten 168 Gene identifiziert werden, die im Vergleich zur
Positivkontrolle invers exprimiert waren, was die Annahme bestétigt, dass Propranolol auf

molekularer Ebene antiinflammatorische Eigenschaften aufweist.

Von den funf getesteten Substanzen waren Propranolol und PHA-665752 auch topisch
wirksam und stellen damit eine neue und vielversprechende Therapieoption der EBA dar.
Die zunachst zu erwagende Therapie ist die topische Applikation der Substanzen, da sie in
der Anwendung patientenfreundlich ist und ein geringeres Risiko flir systemische

Nebenwirkungen birgt.
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Sehr geehrte Frau Dr. Bieber,

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

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

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

zu Versuchszwecken Eingriffe und Behandlungen an Tieren vorzunehmen.

Die Genehmigung ist mit folgenden Nebenbestimmungen verbunden:

1. Es durfen bis zu 528 Mause verwendet werden.

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

3. Ort der Durchfiihrung:
Universitat zu Lubeck, Gemeinsame Tierhaltung

Dienstgeb&ude: MercatorstraBe 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.schleswig-holstein.de | E-Mail-Adressen: Kein Zugang fiir elektronisch verschlisselte
Dokumente.
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4. Leiterin des Versuchsvorhabens:
Frau Dr. Katja Bieber

5. Stellvertreter:
Herr Prof. Dr. Ralf Ludwig

6. Wechselt die Leiterin des Versuchsvorhabens oder ihr Stellvertreter, so ist mir diese
Anderung unverziglich anzuzeigen; die Genehmigung gilt weiter, wenn sie nicht
innerhalb eines Monats widerrufen wird.

7. Verantwortlicher Tierarzt nach § 28 der Tierschutz-Versuchstierverordnung vom 1.
August 2013 (BGBI. | S. 3125):
Herr Dr. B. Schmelting

8. Weitere Nebenbestimmungen:
Die Genehmigung beschrankt sich zunachst auf die Stufe 1. AnschlieRend ist ein
Zwischenbericht vorzulegen.

Die im Antrag gemachten Angaben sind Bestandteil dieser Genehmigung. Sofern
vorstehend abweichende Nebenbestimmungen getroffen wurden, gehen diese den
Angaben im Antrag vor.

Die Bestimmungen des § 8 des Tierschutzgesetzes, der Tierschutz-Versuchstierverord-
nung sowie der §§ 116 und 117 des Landesverwaltungsgesetzes in der Fassung der
Bekanntmachung vom 2. Juni 1992 (GVOBI. Schl.-H. S. 243) sind zu beachten. Ich weise
insbesondere darauf hin, dass Tierversuche nur durch den in § 16 der Tierschutz-
Versuchstierverordnung genannten Personenkreis durchgefiihrt werden diirfen.

Rechtsbehelfsbelehrung

Gegen diesen Bescheid kann innerhalb eines Monats nach Bekanntgabe Klage bei dem
Schleswig-Holsteinischen Verwaltungsgericht, Brockdorff-Rantzau-Strake 13, 24837
Schleswig, schriftlich, in elektronischer Form oder zur Niederschrift der/des
Urkundsbeamtin/Urkundsbeamten der Geschéftsstelle erhoben werden.

Hinweis:

Bei der Verwendung der elektronischen Form sind besondere Voraussetzungen zu
beachten (vgl. die Landesverordnung tber den elektronischen Rechtsverkehr mit den
Gerichten und Staatsanwaltschaften vom 12.12.2006 (GVOBI. 2006, 361) in der z. Zt.
geltenden Fassung. Hierach wird die elektronische Form insbesondere durch eine
qualifiziert signierte Datei gewahrt, die nach den MaRgaben der genannten
Landesverordnung iibermittelt wird. Weitere Informationen zum elektronischen
Rechtsverkehr mit den Gerichten und Staatsanwaltschaften sind auf der Internetseite
www.justizpoststelle.schleswig-holstein.de abrufbar.

Mit freundlichen GriiRen

CL&%

Dr. Sekull
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Leitung

o Dr. med. vet. Barthel Schmelting, Ph.D.
UNIVERSITAT ZU LUBECK Hekng,
GEMEINSAME TIERHALTUNG Fachtierarzt fir Versuchstierkunde
Tierschutzbeauftragter der Universitat

Ratzeburger Allee 160
23562 Lilbeck

Tel. +48 451 3101 2500
Fax +49 451 500 4193

schmelting@gth. uni-luebeck.de

Teilnahmebescheinigung
Frau Pia Stissel,
hat vom 26.09. — 04.10.2016 an einem 40-stiindigen Kurs der Universitat zu Libeck
»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)

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

Pflege und Haltung
Tierhaltungsraume, Barriere*, Haltungseinheiten, Kafigsysteme*, Mindestraumbedarf / Fitterung
Hygiene in Versuchstierhaltungen

Reinigung, Desinfektion / Mikrobiologischer Status von Versuchstieren / Gesundheitsiiberwachung
des Tierbestandes, Verhinderung von Infektionen / Versuchtierkrankheiten (Erkennen, Behandeln,
SchutzmaRnahmen / Einfliisse auf Versuchsergebnisse) / Arbeiten und 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 / Ersatz- und
Ergdnzungsmethoden

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 (i.p., s.c., i.v., p.0.)* und Kaninchen (s.c., i.m., i.v.)*, Probenentnahme Nager
(retrobulbdr, mandibuldr, intrakardial)* / Tierschutzgerechte Tétung von Versuchstieren* / Sektion
Maus* / 3R-Prinzip / Weiterhi d sm.églichkeit n

Dr. mogl wetRRARRAIENORIDD.

Ratzeburger Allee 160
23562 Lubeck

Libeck, den 12.11.2016

FOCUS DAS LEBEN
WISSEN SCHUTZT TIERE
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Tabelle A.1: invers exprimierte Gene

baseMean log2FoldChange pvalue padj
ENSEMBLID (ICvsPROP) (ICvsPROP) (ICvsPROP)  [(ICvsPROP) GeneSymbol
ENSG00000133048 5.94E+03 2.39E+00 6.07E-23 8.45E-20|CHI3L1
ENSG00000182141 3.67E+02 1.91E+00 5.79E-13 2.02E-10|ZNF708
ENSG00000137801 1.47E+03 1.24E+00 2.16E-07 2.60E-05|THBS1
ENSG00000185736 7.49E+01 9.66E+00 7.36E-35 7.18E-31|ADARB2
ENSG00000167034 2.22E+02 1.63E+00 1.30E-07 1.62E-05|NKX3-1
ENSG00000255587 4.09E+02 1.42E+00 5.68E-07 5.95E-05|RAB44
ENSG00000100376 2.61E+02 2.46E+00 3.92E-17 2.25E-14|FAM118A
ENSG00000171617 2.34E+02 3.27E+00 1.90E-24 4.62E-21|ENC1
ENSG00000116991 5.65E+02 -1.15E+00 2.99E-06 2.53E-04|SIPA1L2
ENSG00000106683 2.02E+02 -4.56E+00 8.87E-33 4.32E-29|LIMK1
ENSG00000112759 2.57E+02 1.76E+00 2.13E-10 4.71E-08|SLC29A1
ENSG00000268758 3.04E+02 1.53E+00 5.93E-08 7.80E-06|ADGRE4P
ENSG00000115896 9.97E+01 1.99E+00 3.35E-07 3.79E-05|PLCL1
ENSG00000102755 3.83E+02 -1.88E+00 1.29E-05 8.27E-04|FLT1
ENSG00000132530 4.08E+02 1.22E+00 2.19E-06 1.94E-04|XAF1
ENSG00000133317 2.13E+02 1.17E+00 6.33E-05 2.79E-03|LGALS12
ENSG00000145730 1.02E+02 -3.47E+00 2.52E-18 1.64E-15|PAM
ENSG00000164308 1.65E+02 2.12E+00 1.52E-10 3.43E-08|ERAP2
ENSG00000131238 9.92E+02 -1.62E+00 3.09E-11 8.59E-09|PPT1
ENSG00000277117 2.19E+02 -2.71E+00 6.26E-14 3.05E-11
ENSG00000147394 3.41E+02 1.96E+00 8.22E-11 1.94E-08|ZNF185
ENSG00000233791 2.11E+02 1.22E+00 1.30E-04 4.70E-03|LINC01136
ENSG00000120129 4.85E+03 7.86E-01 1.49E-03 2.74E-02|DUSP1
ENSG00000243753 4.18E+02 -2.46E+00 5.11E-19 3.56E-16|HLA-L
ENSG00000105366 9.49E+01 1.54E+00 8.52E-06 5.93E-04[SIGLEC8
ENSG00000183625 2.93E+02 -9.48E-01 3.89E-04 1.04E-02|CCR3
ENSG00000160223 3.72E+02 -2.38E+00 4.11E-12 1.33E-09|ICOSLG
ENSG00000173801 3.79E+02 2.90E+00 3.35E-14 1.72E-11|JUP
ENSG00000166949 1.25E+03 -2.40E+00 4.01E-18 2.44E-15(SMAD3
ENSG00000136003 4.41E+02 9.95E-01 1.99E-04 6.42E-03|ISCU
ENSG00000160271 3.78E+03 -1.17E+00 5.11E-05 2.37E-03|RALGDS
ENSG00000168685 1.67E+02 -2.09E+00 2.92E-11 8.37E-09|IL7R
ENSG00000138496 1.51E+03 7.48E-01 1.36E-03 2.57E-02|PARP9
ENSG00000133055 9.42E+01 2.70E+00 5.39E-12 1.70E-09|MYBPH
ENSG00000139629 1.54E+02 1.43E+00 3.84E-06 3.17E-04|GALNT6
ENSG00000105205 9.95E+01 1.29E+00 1.60E-04 5.45E-03|CLC
ENSG00000254789 4.64E+01 -2.10E+00 2.58E-06 2.23E-04
ENSG00000254838 3.25E+02 1.78E+00 7.02E-11 1.75E-08|GVINP1
ENSG00000170160 3.28E+01 4.79E+00 2.05E-13 7.69E-11|CCDC144A
ENSG00000107736 3.30E+02 1.01E+00 1.36E-04 4.80E-03|CDH23
ENSG00000101307 3.42E+03 8.74E-01 1.20E-04 4.49E-03|SIRPB1
ENSG00000211899 1.21E+02 1.75E+00 8.34E-08 1.07E-05|IGHM
ENSG00000121691 8.91E+02 1.15E+00 1.85E-06 1.67E-04|CAT
ENSG00000197119 3.19E+02 1.22E+00 1.35E-05 8.43E-04[SLC25A29
ENSG00000136250 1.35E+03 -7.27E-01 1.99E-03 3.39E-02|AOAH
ENSG00000166147 8.17E+01 4.21E+00 4.98E-22 5.39E-19|FBN1
ENSG00000189337 3.93E+01 -1.73E+00 4.92E-04 1.25E-02|KAZN
ENSG00000159086 1.96E+02 1.25E+00 3.76E-05 1.89E-03|PAXBP1
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ENSG00000135953 6.00E+01 -1.25E+00 1.23E-03 2.44E-02|MFSD9
ENSG00000170581 2.25E+03 1.08E+00 4.24E-06 3.38E-04|STAT2
ENSG00000117226 2.59E+02 1.44E+00 3.78E-07 4.19E-05|GBP3
ENSG00000145214 7.66E+01 -1.48E+00 1.33E-04 4.74E-03[DGKQ
ENSG00000135679 2.78E+03 -9.90E-01 2.66E-04 8.06E-03|MDM?2
ENSG00000106460 6.71E+01 -2.13E+00 6.01E-07 6.16E-05|TMEM1068B
ENSG00000148200 6.76E+02 -1.10E+00 5.68E-06 4.39E-04|NR6A1
ENSG00000131042 7.98E+03 8.00E-01 4.40E-04 1.14E-02|LILRB2
ENSG00000059378 3.43E+02 8.70E-01 8.65E-04 1.87E-02|PARP12
ENSG00000001084 2.29E+02 1.05E+00 3.44E-03 4.88E-02|{GCLC
ENSG00000171940 5.04E+03 6.72E-01 2.84E-03 4.28E-02[ZNF217
ENSG00000169330 3.60E+01 1.98E+00 4.62E-05 2.21E-03|KIAA1024
ENSG00000158882 1.21E+02 -1.09E+00 5.46E-04 1.33E-02|TOMMA40L
ENSG00000140450 5.94E+02 1.11E+00 2.75E-04 8.20E-03[ARRDC4
ENSG00000255328 1.18E+02 1.26E+00 2.50E-04 7.64E-03
ENSG00000022567 3.88E+03 8.36E-01 4.65E-04 1.20E-02|SLC4A5A4
ENSG00000125462 1.97E+02 -1.62E+00 1.55E-04 5.33E-03|Clorf61
ENSG00000115602 7.32E+01 1.48E+00 6.80E-05 2.97E-03|IL1RL1
ENSG00000165689 8.51E+01 1.62E+00 8.86E-06 6.05E-04|SDCCAG3
ENSG00000166394 4.04E+01 4.44E+00 4.04E-11 1.06E-08|CYB5R2
ENSG00000117280 1.64E+02 -1.68E+00 1.99E-08 2.85E-06|RAB29
ENSG00000147443 1.30E+02 9.28E-01 3.58E-03 4.96E-02[(DOK2
ENSG00000171368 9.72E+01 -4.29E+00 4.70E-24 7.80E-21[TPPP
ENSG00000272578 6.44E+01 -1.61E+00 6.05E-04 1.44E-02
ENSG00000211598 2.43E+01 2.26E+00 9.66E-05 3.86E-03[IGKV4-1
ENSG00000211592 1.45E+02 1.28E+00 2.50E-04 7.64E-03]IGKC
ENSG00000096717 4.60E+02 -1.31E+00 6.16E-07 6.25E-05[SIRT1
ENSG00000099860 2.85E+03 -9.87E-01 6.85E-04 1.56E-02|GADD45B
ENSG00000073464 5.48E+01 1.60E+00 3.47E-04 9.59E-03[CLCN4
ENSG00000143878 8.90E+02 8.43E-01 1.57E-03 2.86E-02|RHOB
ENSG00000164683 5.14E+01 -1.79E+00 7.41E-05 3.17E-03[HEY1
ENSG00000152117 1.47E+02 1.78E+00 3.57E-07 4.00E-05
ENSG00000214894 6.35E+01 2.84E+00 1.45E-09 2.72E-07|LINC00243
ENSG00000127528 5.33E+02 1.28E+00 4.36E-05 2.11E-03|KLF2
ENSG00000198964 2.96E+02 -9.70E-01 7.13E-04 1.62E-02|SGMS1
ENSG00000274602 1.18E+02 1.53E+00 3.41E-06 2.87E-04|P14KAP1
ENSG00000119862 2.22E+02 -1.09E+00 9.79E-05 3.88E-03|LGALSL
ENSG00000205609 1.23E+02 -1.54E+00 1.23E-06 1.17E-04|EIF3CL
ENSG00000211697 1.76E+01 2.67E+00 1.85E-04 6.11E-03|TRGV5
ENSG00000197930 1.84E+02 -9.58E-01 1.10E-03 2.26E-02|ERO1A
ENSG00000121064 2.20E+02 1.27E+00 7.62E-06 5.47E-04[SCPEP1
ENSG00000100219 3.35E+02 -1.49E+00 5.42E-04 1.33E-02|XBP1
ENSG00000124942 1.75E+03 -8.18E-01 1.07E-03 2.22E-02|AHNAK
ENSG00000204220 6.87E+01 1.27E+00 5.49E-04 1.33E-02|PFDN6
ENSG00000124256 4.25E+02 8.43E-01 3.17E-03 4.63E-02(ZBP1
ENSG00000184110 1.19E+02 -1.37E+00 1.83E-05 1.06E-03|EIF3C
ENSG00000116044 2.84E+03 -1.06E+00 5.03E-04 1.26E-02|NFE2L2
ENSG00000134755 1.78E+02 -1.07E+00 2.00E-04 6.42E-03|DSC2
ENSG00000168995 3.30E+02 8.75E-01 1.48E-03 2.74E-02|SIGLEC7
ENSG00000171916 1.82E+01 -2.76E+00 5.30E-05 2.42E-03|LGALS9C
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ENSG00000138381 7.34E+01 -1.33E+00 2.82E-04 8.31E-03[ASNSD1
ENSG00000116679 2.55E+04 -1.09E+00 1.16E-03 2.35E-02|IVNS1ABP
ENSG00000183023 1.06E+02 -1.23E+00 1.63E-04 5.52E-03[SLC8A1
ENSG00000180104 1.30E+03 1.27E+00 1.50E-06 1.38E-04|EXOC3
ENSG00000268521 2.34E+01 2.02E+00 3.64E-04 9.86E-03[VN1R83P
ENSG00000092820 6.64E+02 -9.51E-01 1.45E-04 5.06E-03[EZR
ENSG00000090376 9.76E+03 -1.44E+00 1.11E-04 4.27E-03[IRAK3
ENSG00000188822 1.29E+02 1.16E+00 1.83E-04 6.06E-03|CNR2
ENSG00000232810 1.56E+03 -1.16E+00 6.39E-04 1.49E-02|TNF
ENSG00000131018 1.07E+03 1.16E+00 2.20E-05 1.23E-03|SYNE1
ENSG00000138378 8.16E+01 -1.67E+00 2.83E-06 2.42E-04|STAT4
ENSG00000150938 7.29E+01 1.47E+00 6.00E-05 2.69E-03|CRIM1
ENSG00000158869 4.11E+03 -1.47E+00 5.92E-09 9.78E-07|FCER1G
ENSG00000253981 1.84E+02 1.06E+00 2.86E-04 8.36E-03[ALG1L13P
ENSG00000110455 6.60E+01 1.45E+00 2.94E-04 8.52E-03[ACCS
ENSG00000197467 2.09E+02 -1.87E+00 7.85E-08 1.02E-05|COL13A1
ENSG00000141959 5.34E+02 -1.10E+00 2.57E-05 1.39E-03|PFKL
ENSG00000185022 1.04E+03 -1.10E+00 1.53E-03 2.81E-02|MAFF
ENSG00000151692 1.54E+02 1.18E+00 9.56E-05 3.85E-03|RNF144A
ENSG00000198734 9.86E+02 8.28E-01 4.83E-04 1.23E-02|F5
ENSG00000158825 5.62E+02 9.39E-01 1.96E-04 6.39E-03|CDA
ENSG00000211895 2.52E+02 8.84E-01 1.60E-03 2.89E-02|IGHA1
ENSG00000136048 1.96E+03 -1.73E+00 2.82E-05 1.47E-03|DRAM1
ENSG00000176788 8.38E+03 -8.72E-01 6.76E-04 1.55E-02|BASP1
ENSG00000072134 6.49E+01 1.72E+00 1.02E-05 6.84E-04|EPN2
ENSG00000182782 3.27E+03 -7.98E-01 2.22E-03 3.65E-02|HCAR2
ENSG00000135519 4.44E+01 2.22E+00 1.75E-05 1.02E-03|KCNH3
ENSG00000146232 2.52E+03 -9.40E-01 1.59E-03 2.88E-02|NFKBIE
ENSG00000162909 1.68E+02 -1.12E+00 4.19E-04 1.10E-02|CAPN2
ENSG00000133612 1.99E+03 -1.44E+00 5.86E-07 6.08E-05|AGAP3
ENSG00000108244 1.48E+03 -8.04E-01 2.67E-03 4.11E-02|KRT23
ENSG00000115594 1.04E+03 -7.22E-01 3.43E-03 4.86E-02|IL1R1
ENSG00000157693 1.82E+02 9.20E-01 1.20E-03 2.40E-02|TMEM268
ENSG00000106603 7.54E+02 1.10E+00 1.47E-04 5.07E-03[COA1
ENSG00000134954 4.09E+02 -9.46E-01 1.30E-03 2.51E-02|ETS1
ENSG00000197536 2.78E+02 1.06E+00 8.22E-04 1.80E-02|C50rf56
ENSG00000119139 1.02E+02 -1.13E+00 5.95E-04 1.42E-02|TJP2
ENSG00000142408 2.88E+01 2.19E+00 1.12E-04 4.28E-03[CACNG8
ENSG00000165914 3.08E+01 1.58E+00 2.42E-03 3.86E-02[TTC7B
ENSG00000141068 7.41E+02 1.15E+00 2.03E-05 1.15E-03|KSR1
ENSG00000049239 2.92E+02 1.57E+00 8.22E-09 1.27E-06|H6PD
ENSG00000270030 1.84E+01 2.64E+00 6.27E-05 2.79E-03
ENSG00000139725 1.68E+03 -1.25E+00 1.86E-07 2.27E-05|RHOF
ENSG00000120949 2.49E+02 -8.95E-01 1.24E-03 2.45E-02|TNFRSF8
ENSG00000105767 1.16E+02 -1.02E+00 1.33E-03 2.54E-02|CADM4
ENSG00000198851 2.57E+01 -2.53E+00 9.81E-05 3.88E-03|CD3E
ENSG00000183762 1.19E+03 -1.58E+00 8.37E-11 1.94E-08|KREMEN1
ENSG00000196358 4.50E+02 1.30E+00 8.79E-06 6.05E-04|NTNG2
ENSG00000238113 5.65E+01 1.44E+00 2.59E-03 4.02E-02|LINC01410
ENSG00000122224 3.94E+01 1.92E+00 5.57E-05 2.51E-03|LY9
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ENSG00000113368 2.13E+03 -1.45E+00 3.87E-06 3.17E-04|LMNB1
ENSG00000133112 3.49E+03 -9.42E-01 3.58E-04 9.72E-03|TPT1
ENSG00000185561 1.63E+01 -2.82E+00 5.00E-05 2.34E-03|TLCD2
ENSG00000204389 2.38E+03 -7.30E-01 1.40E-03 2.61E-02|HSPA1A
ENSG00000135929 4.49E+03 -1.15E+00 4.86E-06 3.85E-04(CYP27A1
ENSG00000175782 5.44E+02 -9.55E-01 1.30E-04 4.70E-03[SLC35E3
ENSG00000111885 5.74E+02 -1.23E+00 3.59E-06 2.99E-04|MAN1A1
ENSG00000158669 6.67E+02 -7.15E-01 3.02E-03 4.49E-02|GPAT4
ENSG00000247627 4.22E+01 3.16E+00 2.64E-10 5.73E-08MTND4P12
ENSG00000273136 1.46E+03 9.67E-01 2.76E-04 8.20E-03[NBPF26
ENSG00000204388 1.07E+03 -7.09E-01 3.19E-03 4.65E-02[HSPA1B
ENSG00000254415 2.91E+03 -1.38E+00 7.43E-09 1.17E-06|SIGLEC14
ENSG00000090339 9.93E+03 -1.09E+00 1.85E-03 3.20E-02|ICAM1
ENSG00000161542 2.68E+02 -1.05E+00 6.36E-04 1.49E-02|PRPSAP1
ENSG00000090104 5.95E+01 1.56E+00 1.61E-04 5.45E-03[RGS1
ENSG00000159496 2.83E+02 -1.62E+00 2.30E-05 1.28E-03|RGL4
ENSG00000158161 3.21E+03 -2.02E+00 8.35E-11 1.94E-08|EYA3
ENSG00000150995 5.02E+02 9.52E-01 1.25E-04 4.64E-03[ITPR1
ENSG00000196743 3.28E+02 -1.18E+00 1.18E-03 2.36E-02[GM2A
ENSG00000050438 4.11E+01 1.57E+00 2.04E-03 3.44E-02|SLC4AA8

Tabelle A1: Humane neutrophile Granulozyten wurden mit ICs aus Antigen (hCOL7) und Antikorper (Anti-Typ-
VIl-Kollagen-lgG1 oder -1gG4) stimuliert und anschliefend fiir 4 h mit Propranolol oder dem Lésungsmittel
PBS inkubiert. Beim Vergleich mit dem Genexpressionsmuster stimulierter, aber nicht mit Propranolol
behandelter Zellen konnten 168 Gene identifiziert, die signifikant invers exprimiert waren.
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