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1. Einleitung  

1.1. Struktur der Haut 

Die Haut ist das größte Organ des Menschen und muss somit komplexe Funktionen 

erfüllen. Neben der offensichtlichen Schutzfunktion gegen exogene Noxen, 

Bakterien und Toxine, dient sie auch als Schutz vor Austrocknung. Um jedoch 

zusätzlich den Austausch zwischen menschlichem Organismus und Außenwelt zu 

ermöglichen, bedient sich die Haut eines spezifischen Aufbaus aus Epidermis, 

Dermis und Subcutis [23].  

Die äußerste Hautschicht stellt die Epidermis dar. Diese lässt sich, beginnend mit 

der Untersten, in fünf Abschnitte gliedern: Stratum basale, Stratum spinosum, 

Stratum granulosum, Stratum lucidum und Stratum corneum. Letztere ist die 

Hauptschutzbarriere gegen exogene Schäden, sie besteht aus abgestorbenen 

Keratinozyten, welche von einer abgesonderten Lipidschicht von tieferliegenden 

Talgdrüsen wasserabweisend und geschmeidig gehalten werden. Vom Stratum 

basale, der Regenerationsschicht der Epidermis, wandern die aus adulten 

Stammzellen entwickelten Epithelzellen Richtung Oberfläche. Neben der 

Zellreproduktion ist das Stratum basale außerdem für die Speicherung von Melanin 

zuständig und dient als Verankerung an der Basalmembran, dem Übergang zur 

Dermis. In der Epidermis finden sich neben Keratinozyten und Melanozyten auch 

Langerhanszellen, die dem Mononukleären-Phagozytose-System (MPS-System) 

angehören und Merkelzellen (Mechanorezeptor) [118]. 

In der Dermis befinden sich im Gegensatz zur Epidermis Blutgefäße, Haarfollikel, 

Nerven, Talgdrüsen und Schweißdrüsen. Sie besteht aus dem straffen 

kollagenreichen Stratum reticulare und Stratum papillare, welches vor allem 

lockeres Bindegewebe enthält. Neben Fibroblasten und -zyten ist die Dermis reich 

an Makrophagen, Mastzellen und dendritischen Zellen, die Bestandteile des 

angeborenen Immunsystems sind und somit zur Barriere gegen Infektionen 

beitragen. Die Hauptaufgabe der Dermis ist es die Epidermis mit Nährstoffen zu 

versorgen, welche durch Diffusion an ihren Zielort gelangen, und durch die 

absondernden Talgdrüsen eine schützende Fettschicht auf dem Stratum corneum 

zu bilden [118]. 
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Adipozyten, Blutgefäße und lockeres Bindegewebe sind die Hauptbestandteile der 

Subcutis. Diese dient als Wärmeisolator und Polster für darunterliegende 

Strukturen. Auch in der Funktion als Nährstoff- und Energielieferanten spielt sie eine 

große Rolle [118]. 

 

1.1.1. Die dermo-epidermale Junktionszone (DEJ) 

Um den Scherkräften standhalten zu können, sind Epidermis und Dermis über 

komplexe Haftmechanismen verbunden: die dermo-epidermale Junktionszone 

(DEJ). Die basalen Keratinozyten der Epidermis grenzen mit ihrem basalen Pol 

unmittelbar an die Basalmembran, die ihrerseits aus vier elektronenmikroskopisch 

klar voneinander trennbaren Schichten aufgebaut ist (Abb.1): Die Basalmembran 

besteht aus Lamina lucida, Lamina densa und Sublamina densa. Die Sublamina 

densa verbindet die Basallamina mit der darunterliegenden Dermis über 

Ankerfibrillen, das Typ VII Kollagen (COL7) [23]. 

 

 

Abbildung 1 Molekularer Aufbau der DEJ (schematisch) Zu sehen sind die Hauptzielstrukturen bei 

Pemphigus Erkrankungen (in grün) umfassend Pemphigus vulgaris (Dsg 3/ Dsg1 und Dsg3), Pemphigus 

foliaceus (Dsg 1) und paraneolastischen Pemphigus (Desmoglein, Enyoplakin, Periplakin und Desmoplakin 

I+II). Zielstrukturen der Pemphigoid Erkrankungen sind in blau dargestellt, welche vor allem BP180 (Typ XVII 

Kollagen), BP230, α6ß4 Integrin, Laminin γ1 (p200) und Laminin 332 sind. Bei Epidermolysis bullosa acquisita 

werden Antikörper gegen Typ VII Kollagen (in rot) gebildet. Abbildung modifiziert nach [14]. 
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1.1.2. Typ VII Kollagen (COL7) 

COL7 ist der Hauptbestandteil der Sublamina densa im Verankerungsmechanismus 

der Epidermis mit der Dermis und somit mitverantwortlich für die Stabilität und 

Intaktheit der Haut [23]. Dieser Zustand kann durch unterschiedliche Faktoren 

gestört werden. COL7 ist aus drei linksgängigen α-Helices aufgebaut, die eine 

rechtsdrehende Tripelhelixstruktur bilden. Jede Kette wird sowohl am größeren 

Aminoterminus (nicht-kollagene (NC) 1 Domäne) als auch am kleineren C-

terminalen Ende (NC2 Domäne) von globulären, nicht-kollagenen Domänen 

eingerahmt (Abb. 2). Zwei Tripelhelices lagern sich an der NC2-Domäne Schwanz-

zu-Schwanz aneinander an, wobei ein Teil der NC2-Domäne proteolytisch 

abgespalten wird. Die Dimere werden durch Disulfidbrücken miteinander vernetzt, 

sodass lange Ankerfibrillen mit großen NC1-Domänen entstehen. Gegen diese 

NC1-Domäne sind die meisten Autoantikörper gerichtet, wobei sie Homologien zu 

Adhäsionsmolekülen wie Knorpelmatrixprotein, Fibronectin und von-Willebrand 

Faktor ausweist [35]. 

 

Abbildung 2 Schematische Darstellung der Typ VII Kollagen Struktur. CMP: Knorpelmatrix-Protein; 1–9: 

Fibronectin III-ähnliche Domänen; vWFA2: von Willebrand Faktor A2; NC Domäne: nicht-kollagenöse 

Domäne. 

 

1.2. Blasenbildende Autoimmundermatosen 

Bullöse Autoimmundermatosen sind charakterisiert durch das Vorhandensein von 

Autoantikörpern gegen Strukturproteine der Haut, wodurch das Verhältnis der 

Stabilität gestört ist [114]. Unterschieden werden vier verschiedene Hauptgruppen, 

kategorisiert nach den Hauptzielstrukturen der jeweilig auftretenden Antikörper: 

Pemphiguserkrankungen, Pemphigoiderkrankungen, Epidermolysis bullosa 
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acquisita (EBA) und Dermatitis herpetiformis [127]. Die Pemphiguserkrankungen 

weisen intraepidermale Blasenbildung mit suprabasaler Akantholyse auf, die 

übrigen Erkrankungen subepidermale Spaltbildung [189]. 

Pemphiguserkrankungen sind charakterisiert durch Autoantikörper gegen 

Desmoglein1 (Dsg1) bzw. Dsg3, wodurch es zu einer Akantholyse und 

intraepidermalen Blasenbildung kommt. Sie können in mehrere Unterformen 

eingeteilt werden: Pemphigus foliaceus, paraneoplastischer Pemphigus, 

Pemphigus vegetans, Pemphigus erythematosus, IgA-Pemphigus und der am 

häufigsten vorkommende Pemphigus vulgaris (PV) [91]. Beim Pemphigus foliaceus 

sind ausschließlich Dsg1-Ak detektierbar, somit ist keine Blasenbildung an 

Schleimhäuten beschrieben. Im Gegensatz dazu findet man beim muko-kutanen PV 

Antikörper gegen Dsg1 und Dsg3 im Serum, was mit einem Auftreten von schlaffen 

Blasen sowohl an der Haut als auch zu 80% an Schleimhäuten korreliert [122]. Beim 

mukösen PV jedoch liegen ausnahmslos Antikörper gegen Dsg3 vor.  

Das bullöse Pemphigoid (BP) ist die häufigste subepidermale blasenbildende 

Autoimmunerkrankung [83] und wird den Pemphigoiderkrankungen zugeordnet. Die 

Krankheit betrifft vor allem bei älteren Menschen - mit weiterhin steigender Inzidenz 

[8,100]. Autoantikörper, die bei BP oder PV Erkrankungen gebildet werden, können 

können schon vor Beginn der klinischen Symptome mit einer kumulativen Prävalenz 

von 0,9% für anti-BP180-NC16A IgG, anti-BP230, anti-Dsg1 und anti-Dsg3 

nachgewiesen werden [147]. Hauptsymptom ist der Juckreiz mit urticariellen und 

erythrematösen Plaques und in der bullösen Phase die subepidermale 

Blasenbildung mit prallgefüllten Blasen. Bei der Mehrheit (85%) der Erkrankten sind 

zirkulierende Autoantikörper gegen BP180 (auch Typ XVII Kollagen (COL17) oder 

BP 2 Antigen) nachzuweisen. Auch häufig sind Antikörper gegen BP230 (auch 

BPAG1-e oder BP 1 Antigen) zu finden [46,79,177,208]. 

Wenn nur die Schleimhaut durch eine Pemphigoiderkrankung betroffen ist, wird dies 

als Schleimhautpemphigoid bezeichnet. Zumeist mit ca. 80% ist die Mundhöhle 

betroffen, aber auch die Schleimhaut der Augen, Nase, Larynx und Ösophagus 

können befallen sein. Im Serum sind Antikörper gegen BP180 (75%) und Laminin 

332 (25%) in selteneren Fällen auch gegen COL17 und α6β4-Integrin 

nachzuweisen [122,170]. 
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 Erkrankung Autoantigene 

Pemphiguserkrankungen Pemphigus vulgaris Dsg‡ 3, Dsg 1 

 Pemphigus foliaceus Dsg 1 

Paraneoplastischer 
Pemphigus 

Dsg 3, Dsg 1, Plakine 

IgA Pemphigus Dsc ¶ 1, Dsg 3 

Pemphigoid-
Erkrankungen 

BP BP180, BP230 

 Pemphigoid gestationis BP180, BP230 

Schleimhautpemphigoid 
BP180, Laminin 5, α6β4 
Integrin 

Lineare IgA Dermatose LAD-1 § Typ VII Kollagen 

EBA Typ VII Kollagen 

Dermatitis herpetiformis 
Duhring 

Transglutaminase 

Tabelle 1: Die zwei Hauptgruppen der bullösen Autoimmunerkrankungen stellen die Pemphigus- und 

Pemphigoiderkrankungen dar. Aufgeführt sind die Zielantigene der jeweiligen bullösen Autoimmundermatosen 

[88]; ‡ Dsg: Desmoglein; ¶ Dsc: Desmocollin; § LAD-1: lineare IgA-Dermatose Antigen-1 

 

EBA ist den subepidermalen blasenbildenden Autoimmundermatosen zu zuordnen 

und wird klinisch in eine mechanobullöse Variante mit Hautinstabilität, Blasen, 

Narben- und Milienbildung und dystrophen Veränderungen auf mechanisch 

belasteten Arealen mit nur minimaler klinischer und histologischer Entzündung 

eingeteilt, wobei der Anteil ein Drittel der EBA Patienten ausmacht. Die anderen 

zwei Drittel zeigen die entzündliche Variante [22,92], die durch generalisierte 

subepidermale Blasenbildung gekennzeichnet ist. Durch die meist gegen die 

globuläre, nicht-kollagene NC1-Domäne des COL7 gerichteten Autoantikörper 

kommt es zur Hautinstabilität, -abtragung und Blasenbildung [23]. Die 

Autoantikörper sind meist IgG-Subtypen, v.a der Subklassen IgG1 und IgG4 

angehörig [125], seltener in Kombination oder alleine IgA (IgA-EBA) (50-60%) 

[22,92]. Autoantikörper gegen die NC2-Domäne können ebenfalls vorkommen 

[78,116]. 
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1.2.1. Epidemiologie der EBA 

EBA ist eine sehr seltene blasenbildende Autoimmunerkrankung mit einer Inzidenz 

von 0.2–0.5/Millionen Einwohner/Jahr, weshalb keine total randomisierten Studien 

vorliegen [67]. In Deutschland liegt die Erkrankungsrate bei 2,84/Millionen 

Einwohner. Somit sind in Deutschland etwa 230 Patienten an EBA erkrankt [76]. Die 

Krankheit betrifft alle Altersgruppen, wobei der Schwerpunkt im Alter von 50 Jahren 

liegt. Eine Geschlechterprädisposition und ethnische Häufung ist nicht bewiesen, 

wobei jedoch eine Assoziation mit HLA-DR2 vorliegt [78,189]. Vor allem bei 

Patienten mit afrikanischem Ursprung, die das Risikoallel HLA-DRB1*15:03 tragen, 

scheint es ein erhöhtes Risiko an EBA zu erkranken zu geben [127]. 

Die entzündliche Form der EBA unterteilt sich in vier Untergruppen: BP-, 

Schleimhautpemphigoid-, lineare IgA- und Brunsting-Perry Pemphigoid-Variante 

[42,57,78,103,206]. 

Bei der BP-Variante der EBA (25-50% aller bekannten EBA Fälle [92]) ist häufig 

Juckreiz beschrieben, jedoch fehlen Narben- und Milienbildung, die so typisch für 

das BP sind. Wunden sind vor allem am Rumpf, in Hautfalten und an den 

Extremitäten zu finden [57,58]. 

Schleimhautbetroffenheit ist in 60% der EBA Patienten vorhanden, wobei die 

Dominanz über die betroffenen Hautareale nur bei 5-10% der Patienten zutrifft, was 

bei der Schleimhautpemphigoid-Variante anzutreffen ist [92]. Die 

Schleimhautpemphigoid-Variante der EBA ist oftmals auch zusammen mit dem 

Schleimhautpemphigoid klassifiziert [30]. 

Das klinische Bild der IgA-EBA wird dominiert von gefüllten Blasen, Bläschen, 

Rötung und urticariellen Plaques. Bläschen sind vor allem ringförmig am Wundrand 

zu beobachten, was deshalb auch ‘string-of-pearls’ oder ‘crown-of-jewels’ Zeichen 

genannt wird. Dies ist assoziiert mit der linearen IgA Dermatose. Zu 4% sind auch 

Schleimhautareale betroffen [187]. 

Die Brunsting-Perry Pemphigoid Variante ist durch subepidermale Blasen, 

Erosionen, blutige Krusten und atrophische Narben am Kopf und Nacken 

gekennzeichnet. Es ist keine Schleimhautbeteiligung beschrieben [20], jedoch 

werden bei den meisten Betroffenen Antikörper gegen COL7 gefunden [22,84,103]. 
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1.2.2. EBA Diagnostik 

Die klinischen Symptome der EBA sind unterschiedlich, sodass eine klinische 

Diagnose alleine nicht ausreichend ist. Um eine Diagnose sicherstellen zu können, 

sind zusätzliche Laboruntersuchungen notwendig. Für diese wird eine periläsionale 

Biopsie entnommen und mit direkter Immunfluoreszenz auf lineare IgG- bzw. IgA- 

oder C3 Ablagerungen entlang der DEJ getestet, und, sofern vorhanden, das 

Muster der linearen Ig Ablagerung beurteilt. U-förmige Antikörperablagerungen 

entlang der DEJ sind nur in EBA Patienten auffindbar und somit diagnostisch 

wegweisend [115,123,188]. Auch der Nachweis von Anti-COL7-Antikörpern im 

Serum ist EBA spezifisch [23]. 

Histologisch sind subepidermale Blasen mit geringem Entzündungsinfiltrat 

nachweisbar, die innerhalb der Lamina lucida oder Sublamina densa lokalisiert sind. 

Der immunpathologische Nachweis von Typ-IV-Kollagen an der Blasendecke wird 

zur Differenzierung von EBA und BP herangezogen, bei dem es sich am 

Blasenboden befindet [189]. 

 

1.2.3. EBA Pathogenese 

Die Untersuchungen zur Pathogenese von EBA erfolgten hauptsächlich in 

Tiermodellen. Autoantikörper gegen COL7 sind nachweislich der Hauptfaktor bei 

der Verursachung von subepidermalen Blasen [196]. Meistens richten sich die 

Antikörper gegen die NC1 Domäne der Ankerfibrillen [115]. Die Pathogenese der 

EBA lässt sich in drei Phasen unterteilen (Abb. 3): (A) Toleranzverlust gegenüber 

COL7 und Produktion von Autoantikörpern; (B) Zirkulation der Autoantikörper im 

Blut; (C) Autoantikörper-induzierte Entzündung und subepidermale Blasenbildung 

[41,117]. 

Aufbauend auf der Gewissheit, dass EBA durch die Produktion von Antikörpern 

gegen COL7 hervorgerufen wird, wurde die Beteiligung von Zelltypen untersucht. 

Da COL7-spezifische T-Zellen in EBA Patienten nachzuweisen sind [87], wurde 

zuerst die Rolle der T-Zelle untersucht. T-Zell defiziente Mäuse waren geschützt 

gegenüber des Ausbruchs der immuninduzierten EBA [168], sodass anschließend 

die CD4+ und CD8+-T-Zellsubtypen definiert werden sollte. Die Abwesenheit von 
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CD4+-T-Zellen führte zu einer Verzögerung der Antikörperproduktion und den 

Ausbruch klinischer Symptome. Im Gegensatz dazu zeigte die Depletion CD8+-T-

Zellen keine Effekte [168]. Die Immunreaktion B-Zell-negativer Mäuse blieb 

vollkommen aus. Auch das Fehlen von Dendritischen Zellen und Makrophagen 

führte zu ähnlichen Resultaten, sodass daraus geschlossen wurde, dass die COL7-

abhängige Entwicklung von COL7-spezifischen CD4+-T-Zellen die Anwesenheit 

von B-Zellen, Dendritischen Zellen und Makrophagen benötigt [168] (Abb. 3A). 

Des Weiteren wurde die Beteiligung von diversen Molekülen in Mäusen untersucht. 

EBA-infizierte Mäuse haben nachweislich ein erhöhtes IFN-γ-/IL-4 Verhältnis in 

drainierenden Lymphknoten als gesunde Mäuse, was mit einer Th1-Polarisierung 

der T-Helferzellen einhergeht [64]. Zusätzlich führte eine erniedrigte GM-CSF 

Konzentration zu verminderter Autoantikörperbildung und weniger neutrophilen 

Granulozyten in den drainierenden Lymphknoten [153]. Eine weitere wichtige 

Aufgabe hat das Heat-shock protein 90 (Hsp90), das bei Hemmung sowohl zu einer 

verminderten Autoantikörperproduktion als auch den Ausbruch der immun-

induzierten EBA bei vorzeitiger Injektion verzögert und den Verlauf der schon 

vorhandenen EBA Symptome verbessert [87]. Die B-Zellanzahl ist unbeeinflusst, 

wobei die T-Zell Proliferation jedoch signifikant vermindert wird [87]. 

Die Halbwertszeit der Antikörper wird durch den neonatalen Fc-Rezeptor (FcRn) 

kontrolliert, der durch die Bindung an IgGs den Abbau hemmt [102]. Die Inhibierung 

des FcRn führt zu vermehrten Antikörper Abbau, wodurch der Krankheitsausbruch 

von bullösen Autoimmundermatosen u.a. auch EBA vollkommen blockiert wird 

[109,164]. Durch Bindung der Autoantikörper an ihr Zielantigen kommt es zur 

Rekrutierung des Komplementsystems (Abb. 3B). Das Komplementsystem kann 

durch drei verschiedene Wege aktiviert werden: (i) der klassische Aktivierungsweg 

hat das C1q als Startprotein; (ii) der alternative Aktivierungsweg, bei dem C3b und 

Faktor B an bakterielle Lipopolysaccharide binden; und (iii) die Bindung von 

Mannose durch serumständiges Mannose-bindendes Lektin (MBL), das assoziierte 

Proteasen aktiviert, die wiederum den klassischen Aktivierungsweg katalysieren. 

Alle drei Wege konfluieren in der Bildung der Protease mit C5. Durch Fehlen von 

C5 wird die Antikörper-induzierte EBA blockiert [169]. Um die drei Aktivierungswege 

näher differenzieren zu können, hemmte man jeweils das Aktivierungsprotein. Diese 

Untersuchung ergab, dass das Fehlen des Faktor B die stärkste Protektion vor EBA 
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bewirkt. Eine schwächere Auswirkung wurde bei C1q-defizienten Mäusen 

beobachtet; die MBL-Hemmung zeigte ähnliche Phänotypen wie der Wildtyp [126]. 

Der Aufbau und die Intaktheit des Antikörpers spielen auch eine relevante Rolle. 

Die Notwendigkeit der Fc-Fc-Rezeptor Interaktion für die Blasenbildung bei EBA 

wurde sowohl durch fehlende Blasenbildung bei Injektion von Hühnchen anti-Maus 

IgY, das nicht an den murinen Fc-Rezeptor binden kann [163], als auch nach 

alleiniger Injektion mit F(ab)-Fragmenten beobachtet [169]. Nach Blockierung der 

Fc-Fc-Interaktion mittels löslichem CD32 [77] oder mithilfe der IgG Glykosylierung 

[37] zeigten präventive Effekte bezüglich der Blasenbildung.  

Das inflammatorische Gewebe regt mit CD18 und ICAM-1 proinflammatorische 

Zellen, v.a. neutrophile Granulozyten [34,186], an, in das Gewebe auszutreten 

[49,77]. Diese beiden Moleküle sind nachweislich auch an der Blasenbildung 

beteiligt [34,151]. Unterstützt wird dieser Prozess durch weitere Zytokine, wovon IL-

1, CXCR1/2, GM-CSF and IL-6 bereits bekannt sind [69,152–154], die jedoch nicht 

an der Blasenbildung teilnehmen. 

Nach dem Austritt in das Gewebe findet die Aktivierung der Effektorzellen durch 

Antikörper-Rezeptor Interaktion statt (Abb. 3C). Innerhalb der Zellen wird eine 

Signalkaskade angeregt, die u.a die Aktivierung der PI3Kβ [101] und δ [16,166] 

(siehe 4.1., Seite 54), p38, AKT und Erk1/2 [67] beinhaltet. Die exakte zeitliche und 

räumliche Aufteilung und Interaktion der einzelnen Kinasen ist jedoch bis jetzt nicht 

erforscht und stellt deshalb eine Grundlage der Fragestellung dieser Arbeit dar.  

Die intrazelluläre Signalkaskade endet in der Aktivierung einiger Protease (Matrix-

Metallo-Protease (MMP), Elastase und Gelatinase B) und Ausschüttung von ROS, 

die alle einen entscheidende Anteil an der Blasenbildung haben [165]. 
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Abbildung 3: Es ist die Pathogenese der EBA dargestellt. Der Toleranzverlust basiert auf der Interaktion 

von APCs mit autoreaktiven B und T Zellen, die sich über eine klonale Expansion zu reifen Plasmazellen 

entwickeln. Sie produzieren Autoantikörper gegen COL7, die über die Blutbahn zu den Zielorganen gelangen. 

Dies führt zum (i) Binden der Antikörper an COL7 in der DEJ, (ii) Komplementaktivierung undFc-Rezeptor-

abhängige Blasenbildung und Freisetzung von inflammatorischen Zytokinen, (iii) Neutrophilen Rekrutierung 

und (iv) Aktivierung, Auswanderung ins Gewebe mit ROS und MMP Produktion mit Gewebezerstörung und (v) 

nachfolgender Wundheilung. (Modifiziert nach [195]) 

 

Im Gegensatz zu Initiierung und Aufrechterhaltung der Blasenbildung steht das 

Ausmaß der Blasenbildung. Dieses wird durch das Aktinfilament-modellierende 

Protein Flightless I (Flii) reguliert. Flii ist bei Erkrankung mit EBA erhöht nachweisbar 

ist [97,99]. Die topische Applikation neutralisierender anti-Flii Antikörper minderte 

signifikant die Blasenbildung und steigerte die ihre Ausheilung im Mausmodell [98].  
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1.2.4. Therapeutische Möglichkeiten der EBA 

Aufgrund der niedrigen Inzidenz von EBA sind bisher sehr wenige klinische Studien 

durchgeführt worden. Deshalb basieren die angewendeten Therapieansätze 

bislang nur auf Expertenmeinung. Zurzeit liegt der Therapieschwerpunkt auf einer 

generalisierten Immunsuppression, die jedoch nicht zufriedenstellende Ergebnisse 

liefert. Dazu werden Kortikosteroide angewendet, die bei der EBA oftmals nicht zu 

einer Remission führt, wie bei anderen bullösen Autoimmunerkrankungen [134]. 

Daneben zeigt der Anti-CD20 Antikörper Rituximab alleine oder in Kombination mit 

intravenösen Immunglobulinen (IVIG) in einigen schweren EBA Fällen ein 

therapeutisches Ansprechen [31,43,134,156,157]. Außerdem wurde die 

Immunadsorption [158] und extrakorporaler Photochemotherapie getestet und 

führte einige Male zum Erfolg [134]. Diese Annahmen beruhen jedoch auf 

Fallberichten, bzw. Fallberichtsammlungen, so dass die Evidenz hier niedrig ist.  

Kim et al. zeigten, dass EBA Patienten mit hochdosierten (>8mg/Tag) 

Methylprednisolon (Median zur Remission: 3 Monate) behandelt, im Gegensatz zu 

einer niedrigdosierten (<8mg/Tag) Behandlung (Median zur Remission: 12 Monate), 

eine schnellere Remission erlangen. Jedoch ist hier kein Unterschied zwischen der 

mechanobullösen und der inflammatorischen EBA Variante zu erkennen [92]. Ein 

aktueller Vergleich der zwei EBA Typen (mechanobullöse Variante und 

inflammatorische Variante) bezüglich ihrer Therapiemöglichkeiten ergab, dass der 

mechanobullöse Typ signifikant auf den aktuellen Therapieansatz mit IVIG oder 

Rituximab Gabe anspricht. Die inflammatorische Variante jedoch zeigte kein 

signifikantes Ansprechen auf angewendete Therapien, weshalb die bisherige 

Therapielage nicht ausreichend ansetzt und neue Therapieoptionen dringend 

benötigt werden, die den komplexen Ablauf, der dem entzündlichen EBA Typ 

zugrunde liegt, eindämmen bzw. verhindern kann [78].  

Weitere Zielstrukturen der Pathogenese sind identifiziert und stellen somit die Basis 

von zukünftigen therapeutischen Maßnahmen dar. Ein Ziel wäre die Inhibition des 

Komplementsystems durch C5 Inhibierung mittels anti-C5-Antikörper oder C5αR-

Antagonisten oder die Modulation der Autoantikörperbildung [64]. Da die 

Autoantikörper gegen COL7 den Schwerpunkt der momentanen Forschung 

darstellen, würden sich drei Optionen darstellen: Es wäre möglich die zurzeit in der 
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Onkologie [185] verwendete Therapie der HSP90 Inhibitoren weiterzuführen [87]. 

Eine weitere Option wäre das Entfernen der schon gebildeten Antikörper durch 

Plasmaphorese, was derzeit schon in anderen Autoimmunerkrankungen wie dem 

BP zu Erfolgen führt [124] oder man hemmt die durch Antikörper induzierte 

Gewebezerstörung durch z.B. Unterdrückung von Neutrophilenaktivierung und 

bewirkt dadurch die Hemmung der Entzündung [165] und ROS Freisetzung [34]. 

Durch Blockade der Fcγ-Rezeptoren oder intrazellulärer Signalwege wie α/Akt, 

Erk1/2 und Phosphatidylinositol 3 Kinasen (PI3K) würden Neutrophile nicht aktiviert 

und die Entzündungsmechanismen würden gehemmt werden [67,88,152,165]. 

 

1.3. Neutrophile Granulozyten 

Die aktuelle Forschung fokussiert sich auf die Effektorphase der bullösen 

Autoimmunerkrankungen. Neutrophile Granulozyten zählen mit einem Anteil von 

circa 65% der Leukozyten zum Hauptbestandteil des zellulären angeborenen 

Immunsystems und sind somit ein Schwerpunkt der Untersuchungen. Beim 

Menschen entwickeln sie sich aus myeloiden Vorläuferzellen. Histologisch 

unterscheidet man zwischen stabförmigen jugendlichen, deren Anteil vor allem bei 

bakteriellen Entzündungen im Blut erhöht ist, und ausgereiften segmentkernigen 

Neutrophilen. Sie sind 8,5–10μm große Zellen mit 3-4 Kernsegmenten und rosa bis 

zartviolettem Zytoplasma [118]. Die Halbwertszeit der neutrophilen Granulozyten im 

Blut beträgt nur bei 6-7h, nachdem sie ins Gewebe ausgewandert sind, liegt ihre 

Lebensdauer noch bei 1-2 Tagen [167]. Danach werden sie entweder über den 

Darmtrakt ausgeschieden oder durch die Makrophagen in Lunge und Milz abgebaut 

[193]. 

90% der neutrophilen Granulozyten befinden sich im Knochenmark, die restlichen 

10% sind im peripheren Blut zu finden. Unter diesen 10% befinden sich marginale 

(an das Endothel geheftete) und freie Neutrophile. Die randständigen Neutrophilen 

sind über spezifische Selektine (u.a. L-Selektin=CD62L) und Integrine (z.B. CD18 

[34], LFA-1) an das Endothel der Blutgefäße gebunden [193]. 

Starke Entzündungsreaktionen sind bei vielen chronischen Erkrankungen und auch 

bei Autoimmunkrankheiten wie rheumatoide Arthritis (RA), Psoriasis und EBA ein 
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Hauptsymptom [34,171,193]. Neutrophile Granulozyten sind die ersten 

Immunzellen, die zum Entzündungsort durch Chemokine wie IL-8 gelockt werden 

[50] und dort ROS, extrazelluläre fibrilläre Matrix (Neutrophil Extracellular Traps, 

NETs) und Zytokine freisetzen, die dem Gewebe schaden. Adhäsionsmoleküle, die 

für die Transmigration in das entzündete Gewebe für die Neutrophilen notwendig 

sind, wurden bei Erkrankungen wie der RA, dem Systemischen Lupus 

Erythematosus (SLE) und der Psoriasis erhöht im Serum nachgewiesen [44]. Dies 

zeigt, einen wichtigen Ansatzpunkt für neue Therapiemöglichkeiten.  

Einer ihrer wichtigsten Funktionen ist die Expression von diversen Rezeptoren, mit 

denen sie die pathogenen Antigene erkennen, anschließend abtöten und 

phagozytieren können. Darüber hinaus sind diese membranständigen Rezeptoren 

meist gekoppelt an intrazelluläre Signalkaskaden, wie z.B. über die PI3K, die 

Enzyme innerhalb der Neutrophilen aktiveren und diese dann reaktive 

Sauerstoffmetabolite (ROS) produzieren und NETs auswerfen können [101] (Abb. 

4). 

 

Abbildung 4: Vereinfachte Darstellung der Signalkaskade in einem neutrophilen Granulozyten nach 

Immunkomplexaktivierung. Nach Bindung des COL7/anti-COL7-IC an den Fcγ-Rezeptor des Neutrophilen 

wird eine intrazelluläre Signalkaskade losgelöst, die u.a. über das Ras-System gesteuert wird. Ein Enzym 

dieser Signalkette ist auch die PI3K, die wiederum auf mTor und AKT stimulierend wirkt und letztendlich zu 

einer Zellaktivierung des Neutrophilen führt. Dieser reagiert mit ROS Freisetzung, NET Bildung, Migration, 

Spreading und/oder Zytokin-Ausschüttung. 
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1.4. Phosphatidylinositol 3 Kinase (PI3K) 

Die PI3K ist eine membranständige Lipidkinase und wird aufgrund des 

unterschiedlichen Aufbaus und der variierenden Lipidsubstrat-Präferenzen in drei 

Klassen (Klasse I, II, III) eingeteilt. Säugetiere exprimieren überwiegend die Klasse 

I. Es sind drei verschiedene Klasse II und eine Klasse III zurzeit bekannt [4,66]. 

Klasse I ist am besten erforscht, da diese eine entscheidende Rolle, vor allem die 

häufigste Mutation im PIK3CA Gen, bei Krebserkrankungen spielt [62,105]. Die 

Hauptfunktion der PI3K ist die Kopplung von extrazellulären und intrazellulären 

Signalkaskaden und somit die Aktivierung der Zielzelle. Diese Kaskaden werden 

durch diverse Rezeptoren angestoßen und führen zur Bildung von PIP3 und 

Phosphatidylinositol-3,4-Bisphosphat in der Zielzelle, die wiederum weitere 

Kinasen, u.a. AKT (Proteinkinase B) und mTOR, aktivieren [62,198]. Letztendlich 

führen die Signalkaskaden zur Zellaktivierung und zur Bildung von 

Wachstumsfaktoren, Hormone, Antigene und Entzündungsstimuli [101]. Daneben 

können auch kleine Proteine wie Ras und RAB5 direkt zu einer Phosphorylierung 

und Aktivierung der PI3K führen [62], aber auch die Aktivierung über Insulinrezeptor, 

Insulin like Growth Factor Rezeptor (IGFR) und Epidermal Growth Factor Rezeptor 

(EGFR) ist wichtig für das Verstehen von Pathogenese unterschiedlicher 

Krankheiten wie z.B. Alzheimer [55]. 

Zurzeit sind vier verschiedene Isoformen der Klasse I der PI3K bekannt: α, β, γ und 

δ, die sich in ihrer Funktion und Expression unterscheiden (Abb. 5). Jede der 

Isoformen besteht aus einer regulatorischen heterodimeren Untereinheit und einem 

homologem p110 katalytischem Zentrum. Die α-, β- und δ-Isoformen gleichen sich 

in ihrem Aufbau. Sie enthalten eine p110 Untereinheit und eine regulatorischen Src 

homologe 2 (SH2) Einheit aus p50-p85 Untereinheiten. Die γ-Isoform dagegen ist 

aus einer p110 katalytischen Einheit und entweder einer p101 oder p84 

regulatorischen Untereinheit aufgebaut. Diese Unterschiede führen dazu, dass die 

Isoformen entweder von G-Proteingekoppelten Rezeptoren (γ-, β-Isoform) oder 

Tyrosinrezeptorenkinasen (α-, β-, δ-Isoform) aktiviert werden können [101]. 
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Abbildung 5 Die PI3K unterteilt sich in vier Isoformen α, β, γ und δ, die sich in ihrer Expression und 

Funktion unterscheiden. Der Aufbau der Subklassen setzt sich aus variierenden Ketten zusammen und 

spielt in dieser Hinsicht in die unterschiedliche Aktivierung der Isoformen ein. Somit wird die PI3Kγ vor allem 

durch G-Proteingekoppelte Rezeptoren aktiviert, wohingegen die drei anderen Isoformen durch 

Tyrosinrezeptorkinasen stimuliert werden.  

 

PI3Kα und δ werden durch GTPasen der Ras Familie aktiviert, wohingegen PI3Kβ 

Zielmolekül von GTPasen der Rho Familie ist [53]. Durch mutierte bzw. gehemmte 

PI3Kα kann das Tumorwachstum, die Tumortransformation und auch die 

Angiogenese aufgehalten werde [29,133] 

In Hinsicht auf die Expression der Isoformen sind die γ- und δ-Form vor allem auf 

hämatopoetischen Zellen vorhanden, wohingegen die α-und β-Isoform ubiquitär 

exprimiert werden [101]. Die unspezifische PI3K Hemmung führt zur Unterdrückung 

der B- und T-Zell- Proliferation [40]. Darauf aufbauend wurden die spezifischeren 

Funktionen der einzelnen Isoformen untersucht. PI3Kγ ist relevant für die 

Extravasation und anschließende Migration der Immunzellen zu denen auch die 

Neutrophilen gehören [51,72,174]. Der zusätzliche Verlust der PI3Kδ bewirkt einen 

additiven Effekt auf die Hemmung der Chemotaxis und Migration der Neutrophilen 

in das entzündete Gewebe [148,149]. Außerdem reguliert PI3Kδ und auch β das 

Spreading und die Aktivierung der neutrophilen Granulozyten nach deren 

Interaktion mit Oberflächenstrukturen oder Antikörpern, welches zu ROS und 

Proteasen Ausschüttung führt [16,101]. 
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1.5. Ziel der Arbeit 

Dysregulierte neutrophile Granulozyten sind oft begleitend in entzündlichen 

Prozessen bei Autoimmunkrankheiten wie EBA vorhanden. Untersuchungen haben 

bisher gezeigt, dass die PI3K ein Schlüsselmolekül in der Signalkaskade der 

Neutrophilen ist [101]. Zurzeit sind vier Isoformen der PI3K bekannt, die α-, β-, γ- 

und δ-Isoformen, die sich jeweils in ihrer Funktion und Gewebeexpression 

unterscheiden. 

Ziel meiner Arbeit ist es, die Rolle dieser PI3K Untereinheiten in den verschiedenen 

Wirkmechanismen der Neutrophilen zu untersuchen. Hierfür ist es notwendig die 

Signalwege weiter aufzuschlüsseln, sodass die Unterschiede der Aktivität der 

einzelnen Isoformen auf die entsprechenden Eigenschaften der PMNs deutlich 

werden. Hierzu habe ich in PMNs acht verschiedene PI3K Inhibitoren in jeweils fünf 

unterschiedlichen Konzentrationen, die in ihrer Affinität zu den PI3K Isoformen 

variieren. Folgende Effekte der Inhibitoren auf die Aktivierung von PMs wurden 

analysiert: (i) das Ausschütten von proteolytischen und zytotoxischen Molekülen wie 

reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und (ii) proinflammatorischen Zytokinen, (iii) die 

Produktion von NETs, (iv) die Aktivierung durch Protease-induziertes Spalten 

(Shedding) von CD62L, (v) das Anheften und Ausbreiten an vorbeschichteten 

Oberflächen (Spreading), (vi) die Chemotaxis nach IL-8 Stimulierung und (vii) die 

möglichen toxischen Effekte der PI3K Inhibitoren. Die Ergebnisse legen nahe, dass 

die PI3K Isoformen verantwortlich für unterschiedliche Zellfunktionen bei 

neutrophilen Granulozyten sind und dabei als spezifisches Netzwerk die 

unterschiedlichen Eigenschaften der PMNs über nachgeschaltete Signalwege mit 

koordinieren. Die Arbeit liefert wichtige Hinweise zur Entschlüsselung der 

Signalwege in Neutrophilen dar stellt somit möglicherweise die Grundlage für die 

Entwicklung neuer therapeutischer Ansätze dar. 
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2. Material 

2.1. Chemikalien und Medien  

2.1.1. Verdünnungsreihe der PI3K Inhibitoren  

Tabelle 1: PI3K Inhibitoren 
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2.1.2. Beschichtung der Platte mit Immunkomplexen 

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien und Medien 

Immunkomplexkomponente Herstellung 

anti-hCOL7 IgG1-Ak; 

Stockkonzentration von 0,894mg/ml 

"Chimäre human-murine IgG1-

Autoantikörper gegen Typ VII-Kollagen 

wurden rekombinant im HEK-293-

Freestyle-System exprimiert und durch 

Protein G-Affinitätschromatographie aus 

Zellkulturüberstand aufgereinigt." [150]  

humanes COL7 E-F (hCOL7); 

Stocklösung (c=0,49mg/ml) 

"Das humane Typ VII-Kollagen-

Fragment hCOL7EF-GST wurden 

rekombinant in Escherichia coli 

Novablue (Merck (D)) exprimiert und 

durch Glutathion-

Affinitätschromatographie aus 

Zellkulturüberstand aufgereinigt." [150] 

Humanes Serum Albumin (HSA) (Stock: 

200 mg/ml) 

20μg/ml HSA in 50mM 

Carbonate/Bicarbonatepuffer (pH 9.6) 

[9]; Baxter (D) 

Polyklonales Kaninchen anti–HSA IgG)  Endkonzentration 1:400 in PBS 

(∼10μg/ml HSA-spezifisches IgG) [9]; 

Sigma-Aldrich, Steinheim (D)  

mCOL7  Stock:1,13mg/ml; Endkonzentration 

0,5µg/50µl/well [172] 

RαmCOL7-IgG 1:25 in Waschpuffer [172] 

 

2.1.3. Chemikalien & Medien für das ROS Release Assay 

Chemikalien & Medien Zusammensetzung bzw. Hersteller 

Blockpuffer  1% BSA, 0,05% Tween-20 Sigma-

Aldrich, St. Louis (USA) in 1x DPBS  

Carbonatpuffer pH 9,6  0,05M Na2CO3 Merck, Darmstadt (D),  
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0,05M NaHCO3 Merck, Darmstadt (D)  

CL-Medium RPMI 1640 ohne Phenolrot, mit 
Glutamin und 2 g/L NaHCO3 Biochrom 
GmbH, Berlin (D), 1% FCS (hitze-
inaktiviert) Sigma-Aldrich, St. Louis 
(USA), 2 g/L Glucose (100 g/L Glucose) 
Lonza Group AG, Basel (CH), 25 mM 
N-2-Hydroxyethylpiperazine-N′-2-
Ethanesulfonic-Säure (HEPES) Lonza 
Group AG, Basel (CH)  

DMSO Sigma-Aldrich, Hamburg (D) 

DPBS (2x) (ohne Magnesium/Calcium), 

pH 7,2-7,3 

16g/L NaCl Carl Roth, Karlsruhe (D), 
40mg/L KCl Merck, Darmstadt (D), 
2300mg/L Na2HPO4 Carl Roth, 
Karlsruhe (D), KH2PO4 Merck, 
Darmstadt (D), Ampuwa Spüllösung 
Plastipur® Fresenius Kabi, Bad 
Homburg (D) 

Luminol >= 97% (3-
Aminophthalhydrazide)  

Sigma-Aldrich, St. Louis (USA) 

Lyse-Puffer Ampuwa Spüllösung Plastipur® 
Fresenius Kabi, Bad Homburg (D) 

DPBS (1x) (ohne Mg/Ca) 0.137 M NaCl, 0.05 M NaH2PO4, pH 7.4 

Polymorphprep AXIS-SHIELD, Rodeløkka Oslo (N)  

RPMI 1640  Mit Phenolrot, HEPES und L-Glutamin; 
Lonza Group AG, Basel (CH)  

Trypanblau 0,4% zur Mikroskopie  Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)  

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

 

2.1.4. Chemikalien & Medien für die Durchflusszytometrie 

Chemikalien & Medien Zusammensetzung bzw. Hersteller 

Annexin Bindepuffer 100mM HEPES, 140mM NaCl, 25mM 

CaCl2, pH 7.4.; Thermo Fisher 

scientific, Waltham, MA (USA) 

https://de.wikipedia.org/wiki/Waltham_(Massachusetts)


25 
 

Cluster of Differentiation (CD)-Mix anti-CD45 (8µl), anti-CD193 (38µl), anti- 

CD16 (38µl), anti-CD14 (38µl), anti-

CD66b (38µl), anti-CD62L (38µl), FITC 

Annexin V (31µl) und Annexin 

Bindepuffer (771µl) 

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

Fixation-Puffer  2% PFA (Paraformaldehyd) in 1x DPBS 

FACS-Clean Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach (D) 

FACS-Flow Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach (D) 

FACS-Rinse Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach (D) 

FITC-Annexin V 90 μg/ mL  Biolegend, San Diego (USA)  

Zombie NIR Biolegend, San Diego (USA)  

Zombie-Master Mix (MM)  1:1000 Zombie NIR in Annexin 

Bindepuffer 

 

2.1.5. Antikörper für CD-Mix 

Antikörper Hersteller 

Anti-humanes CD14 (PE/Cy7) 150 μg/ 

mL, Clone HC D14  

Biolegend, San Diego (USA)  

Anti-humanes CD16 (Pacific Blue) 0,5 

mg/ mL, Clone 3G8  

Biolegend, San Diego (USA)  

Anti-humanes CD193 (CCR3) (PE) 100 

μg/ mL, Clone 5E8  

Biolegend, San Diego (USA)  

Anti-humanes CD45 (Brilliant Violet 

510) 100 μg/ mL, Clone H130  

Biolegend, San Diego (USA)  

Anti-humanes CD62L (PerCP/Cy5,5) 

100 μg/ mL, Clone DREG-56  

Biolegend, San Diego (USA)  

Anti-humanes CD66b (APC) 200 μg/ 

mL,Clone G10F5  

Biolegend, San Diego (USA)  
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2.1.6. Chemikalien & Medien für das Chemotaxis Assay 

Chemikalien & Medien Zusammensetzung bzw. Hersteller 

0,2% Hexabromidlösung 0,004% 5%iges Hexadimethrine 

bromide in Releasepuffers 

5% Hexadimethrine bromide 

(Polybrene®)  

Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)  

Blockpuffer  10% BSA in Carbonatuffer  

Calcium- und Magnesium-Lösung  26,5% CaCl2x 2 H2O-Lösung (1,8M) 

und 20,3% MgCl2x 6H2O-Lösung (1M) 

in Plastipur®  

Coating-Puffer (pH 9,0)  0,1M NaHCO3-Lösung wird mit 0,1M 

Na2CO3-Lösung auf pH 9,0 

gegentitriert  

Ethanolische NaOH 1M  20g NaOH-Plätzchen; Carl Roth, 

Karlsruhe (D), 250mL Plastipur®, 

250mL Ethanol 96%  

Ficoll Paque Plus  GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala 

(S)  

HES-steril® 6% Infusionslösung  Fresenius Kabi, Bad Homburg (D)  

Rekombinantes humanes IL-8 (CXCL8), 
8.4kDa Protein mit 72 
Aminosäureresten  

PeproTech Germany, Hamburg (D)  

Puffer für IL-8  Calcium- und Magnesium-Lösung in 1x 

DPBS (1:2000)  

Releasepuffer 1% BSA-Lösung (10%) in 1x DPBS 

Schwefelsäure 25% (H2SO4), EMSURE Merck, Darmstadt (D)  

Turbo-TMB-ELISA Thermo scientific, Pinneberg (D) 
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Waschlösungen für 

Chemotaxiskammer:  

SDS (1TL)/ NaOH (1EL Plätzchen) in 

2L Plastipur®, 2M NaCl  

Zellpuffer 5% BSA-Lösung (10%) in 1x DPBS 

 

2.1.7. Chemikalien & Medien für NET Darstellung 

Chemikalien & Medien Zusammensetzung bzw. Hersteller 

RPMI 1640 medium modifiziert pH 7,4 NaHCO3 Konzentration von 2,2 auf 

3,2g/l erhöht, um pH 7,4 bei 10% CO2 

zu erhalten. HEPES-gepuffertes 

(Biochrom, Berlin (D)) oder Bicarbonat-

gepuffertes RPMI 1640 medium 

(Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)) 

versetzt mit 0,5% HSA, Baxter (D) und 

4mM L-Glutamin (Biochrom, (D)) 

Bicarbonatpuffer 0,05M, pH 9.6, (5,3g Na2CO3 
(105,99g/mol) + 4,29g NaHCO3 
(84,01g/mol) ad 1l H2O, pH 9,6 mit 
0,05M HCl anpassen) 

Blockpuffer 1% Biotin-freies BSA in PBS  

Histopaque 1119 Sigma-Aldrich, St. Louis (USA) 

Lymphozytenisolationsmedium 1077 Carl Roth, Karlsruhe (D) 

RMPI1640  Mit Phenolrot, + 2g/l NaHCO3, ohne 

HEPES, mit L-Glutamin+ 0,5% HSA 

Percoll GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala 

(S) 

PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate)  Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)  

SYTOX Green Nukleinsäure-
Färbemittel (Stock 5mM); 
Endkonzentration: 5µM 

Thermo Fisher scientific, Waltham, MA 

(USA) 

Waschpuffer PBS (50ml) + 0,05% Tween20 (25µl) 

 

 

https://de.wikipedia.org/wiki/Waltham_(Massachusetts)


28 
 

2.1.8. Chemikalien & Medien für die fluoreszenzmikroskopische Darstellung der 

NETs 

Chemikalien & Medien  Hersteller 

4 % Paraformaldehyd in PBS Sigma-Aldrich, St. Louis (USA) 

RNAse-freies Wasser  Ampuwa, Fresenius Kabi, Bad 

Homburg (D) 

 

2.1.9. Chemikalien & Medien für Neutrophiles Spreading 

Chemikalien & Medien Hersteller 

CASY Lösung OLS OMNI Life Science, Bremen (D) 

CL Medium RPMI 1640+ 1,39g/l NaCl+ 20nM 

HEPES 

Pancoll PAN Biotech, Aidenbach (D) 

Waschpuffer PBS+ 1% BSA+ 0,05% Tween20 

 

2.1.10. Chemikalien & Medien für Legendplex 

Chemikalien & Medien Zusammensetzung bzw. Hersteller 

Assaypuffer Legendplex Kit, Biolegend, San Diego 

(USA) 

Beads Legendplex Kit, Biolegend, San Diego 

(USA) 

Detektions-Antikörper Legendplex Kit, Biolegend, San Diego 

(USA) 

Raw Beads Legendplex Kit, Biolegend, San Diego 

(USA) 

SA-PE (Streptavidin-Phycoerythrin) Legendplex Kit, Biolegend, San Diego 

(USA) 

Standardpulver Legendplex Kit, Biolegend, San Diego 

(USA) 

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/S21388
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Waschpuffer Legendplex Kit, Biolegend, San Diego 

(USA) 

Zytokine für custom human 6-Panel Humanes IL-1α, humanes IFN-γ, 

humanes TNF-α, humanes IL-6, 

humanes IL-17 α und humanes IL-1R 

α. 

Zytokine für LEGENDplex™ Human 

Proinflammatory Chemokine Panel 

(13-plex) 

IL-8, Eotaxin, RANTES, MIP-1α, MIG, 

MIP-3α, MIP-1β, I-TAC, IP10, TARC, 

MCP-1, ENA-78 und GROα 

 

2.2. Geräte  

Tabelle 3: Verwendete Laborgeräte 

Laborgerät  Hersteller  

4-8°C Kühlschrank Liebherr, Biberach an der Riß (D) 

-20°C Gefrierschrank Liebherr 
Premium 

Liebherr, Biberach an der Riß (D) 

-80°C Gefrierschrank Liebherr, Biberach an der Riß (DE)  

-80°C Gefrierschrank Ultra Low 
Temperature Freezer C660 Premium  

New Brunswick Scientific (UK)  

Autoklav  Webeco, Selmsdorf (D) 

Boyden Chamber 
(Chemotaxiskammer) AP48 (48-well) 

Neuro Probe Inc., Gaithersburg, MD 
(USA) 

CO2  Inkubator Hera Cell 150i Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA 

(USA)  

ELISA-Reader Victor3 Wallac 1420  Wallac, Perkin-Elmer, MA (USA) 

Eppendorf Pipetten Research® (0.5-
10μl, 0.1-2.5μl 2-20μl, 10-100μl, 20-
200μl; 100-1000μl) 

Eppendorf, Hamburg (D) 

Eppendorf Pipette Research® (multi-
channel) (0,5-10μl, 10-100μl, 30-300μl) 

Eppendorf, Hamburg (D) 

Feinwaage Analytical Plus  Ohaus, Parsippany, NJ (USA)  

GloMax GM3000 Promega, Fitchburg, WI (USA) 
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GraphPad Prism 6 GraphPad Software, La Jolla (USA) 

heat-stir-plate CB162 Stuart, Staffordshire (UK) 

Wärmeschrank Inkubator Binder, Tuttlingen (D)  

Lichtmikroskop  Helmut Hund, Wetzlar (D) 

Laborzentrifuge 1-14 Sigma Laborzentrifugen GmbH, 
Osterode am Harz (D) 

MACSQuant Analyzer 10 Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach (D) 

Magnetrührer MR3002  Heidolph Instruments, Schwabach (D) 

Multipipette plus Eppendorf, Hamburg (D) 

Multipipette stream Eppendorf, Hamburg (D) 

Nasskammer Plastikbox mit Deckel  

Neubauer Zählkammer  Paul Marienfeld, Lauda-Königshofen 
(D)  

Office 365 Microsoft, Redmond (USA) 

pH-Meter pH 526 WTW Xylem Analytics Germany Sales 
GmbH & Co. KG, Weilheim (D)  

Pipetten eLINE elektronische Pipette Sartorius, Goettingen (D) 

Pipetten Sartorius Sartorius, Goettingen (D) 

Pipetus Pipettierhilfe Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt 
(D) 

SigmaPlot 13.0 Systat, Erkrath (D) 

Schüttelinkubator Certomat IS  B.Braun, Melsungen (D) 

Standzylinder 100ml Behr Labortechnik, Düsseldorf (D) 

Schüttler Duomax 1030  Heidolph Instruments, Schwabach (D) 

Sterilbank Biowizard  Kojair Tech Oy, Vilppula (FI) 

Tecan infinite M200 Pro reader Tecan Group, Männedorf (CH) 

Vacuumpumpe WISA  Steinkopf Laborausrüster, Lübeck (D)  

Vortex Genie 2  Scientific Industries, Bohemia, NY 
(USA)  

Wasserbad Köttermann Labortechnik, Uetze/ 
Hänigsen (D)  
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Workbench LaminAir HB 2448 Heraeus, Hanau (D) 

xCELLigence ACEA Biosciences, San Diego (USA) 

Zellzähler CASY Model TT Schärfe System GmbH, Reutlingen (D) 

Zentrifuge Rotina 420 Hettich, Tuttlingen (D) 

Zentrifuge Rotixa 5o RS Hettich, Tuttlingen (D) 

Zentrifuge Centrifuge 5804R  Eppendorf, Hamburg (D)  

Zentrifuge Centrifuge 5810R Eppendorf, Hamburg (D) 

 

2.3. Verbrauchsmaterial  

Tabelle 4: Verwendete Verbrauchsmaterialien 

Material  Firma  

1,5ml, 2ml Gefäße SafeSeal Gefäß 
("Mikroreaktionsgefäß")  

Sarstedt, Nümbrecht (D) 

5ml, 15ml, 50ml Tubes Sarstedt, Nümbrecht (D) 

24-well Platte Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA 
(USA) 

40µm Nylon Mesh 96 well Platte Merck KGaA, Darmstadt (D) 

Abdeckplatte mit Kondensationsringen Greiner Bio-one, Frickenhausen (D) 

Chemotaxisfilter für AP48-Boyden 
Kammer, Porengröße 3 μm 

Neuro Probe Inc., Gaithersburg, MD 
(USA) 

Chromafil CA-20/ 25 S (0.2μm) Macherey-Nagel, Düren (D) 

Deckgläschen 18x18mm  Carl Zeiss, Oberkochen (D) 

Einmalspritze 1ml, INjektR-F, steril B.Braun AG, Melsungen (D) 

ELISA-Platten high-binding, 96-well, 
transparent 

Greiner Bio-one, Frickenhausen (D) 

Filter 0,2µm Merck KGaA, Darmstadt (D) 

Filtermembran, Spritzenaufsatz 
0,45μm, steril 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA 
(USA) 

Fluotrac 600 schwarze high-binding 
96-well Platte 

Greiner Bio-One, Frickenhausen (D) 
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Kryoröhrchen 1,5ml Sarstedt, Nümbrecht (D) 

Microplatten E-Plate 96  ACEA Biosciences Inc, San Diego, CA 
(USA) 

Microplatten weiß, high-binding 96-well  Greiner Bio-one, Frickenhausen (D) 

Microplatten transparent, non-binding 
96-well, flacher Boden 

Greiner Bio-one, Frickenhausen (D) 

Microplatten transparent, non-binding 
96-well, runder Boden 

Greiner Bio-one, Frickenhausen (D) 

Microplatten 96-well, V-Boden Greiner Bio-one, Frickenhausen (D) 

Objektträger Superfrost Plus  Menzel-Gläser, Braunschweig (D) 

Pasteur-Glaspipette Karl-Hecht GmbH, Sondheim (D) 

Pipettenspitzen für multi-channel 
Pipetten (ep T.I.P.S.) (20-200μl, 20-
300μl) 

Eppendorf, Hamburg (D)  

Pipettenspitzen für Research® 10μl, 
200μl, 1000μl  

Sarstedt, Nümbrecht (D) 

Pipettenspitzen 200μl, 300μl Eppendorf, Hamburg (D) 

Plastik-Pasteur Pipetten 
1ml/Einmal-Pipette 

 

 

BioSigma, Cona (I) 

Klebefolie, optisch-klar Sarstedt, Nümbrecht (D) 

Safety-Multifly 21G 200mm lang Sarstedt, Nümbrecht (D) 

Serologische Pipetten 5ml,10ml, 25ml Sarstedt, Nümbrecht (D) 

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

Sarstedt, Nümbrecht (D) 

S-Monovette 8,2ml (Tri-Natriumcitrat-
Lösung 0,106 mol/l; 0,82ml Citrat-
Lösung) 

Sarstedt, Nümbrecht (D) 

S-Monovette Li-Heparin Sarstedt, Nümbrecht (D) 
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3. Methoden 

3.1. Isolation neutrophiler Granulozyten aus humanem Vollblut 

Zur Untersuchung der Pathogenese und Therapie Autoantikörper-induzierter 

Gewebsschädigung wurde ein Ethikantrag zur Blutabnahme gestellt. Der Ethikrat 

prüfte diesen unter berufsethischen, medizinisch-wissenschaftlichen und 

berufsrechtlichen Gesichtspunkten und erhob keine Bedenken gegen die 

Durchführung dieser Studie (Aktenzeichen: 09-140, 13.11.2009). Die 

Blutentnahmen wurden an gesunden Spendern durchgeführt. 

 

3.1.1. Isolation neutrophiler Granulozyten mittels Dichtegradientenzentrifugation 

mit Polymorphprep 

Zur Gewinnung von humanen polymorphkernigen Lymphozyten (PMNs: 

eosinophile, basophile und neutrophile Granulozyten) für das ROS release Assay 

und die Durchflusszytometrie wird die Methode der Dichtegradienten-

Zentrifugierung angewendet. Hierfür wird eine venöse Blutentnahme an einem 

humanen Blutspender von drei Standard EDTA-Röhrchen durchgeführt. Das 

Vollblut wird in 18ml und 9ml aufgeteilt und 1:1 langsam auf das vorbereitete 

Polymorphprep in zwei 50ml Tubes geschichtet und bei 23°C mit 500xg für 35min 

ohne Akzeleration und Bremse zentrifugiert. Es entsteht ein kontinuierlicher 

Gradient (Abb. 6), der dazu dient die einzelnen Zelltypen voneinander trennen zu 

können.  

 

Abbildung 6 50ml Tube mit Polymorphprep-Vollblut-Gradient vor und nach Zentrifugierung 
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Es wird zunächst das Plasmaband der mononukleären Zellen (PBMCs) beider 

Tubes mittels einer Glaspipette abgezogen und verworfen. Dadurch ist es nun 

möglich, das untere Zellband, welches die polymorphkernigen Lymphozyten 

enthält, auch mit Hilfe einer Glaspipette abzutragen und diese in ein frisches 50ml 

Tube zu geben. Dieses wird mit RPMI auf 50ml aufgefüllt und bei 4°C mit 300xg für 

10 min bei maximaler Akzeleration und Bremse (9/9) zentrifugiert. Es entsteht ein 

aus Erythrozyten und Lymphozyten bestehendes Zellpellet mit Überstand. Der 

Überstand wird mit einem Vakuumsauger vorsichtig abgesogen und das Zellpellet 

mit 5ml destilliertem Wasser lysiert. 5ml des Lysestoppers (2x PBS) müssen nach 

genau 45s hinzugegeben werden und das Tube wird mit 1xPBS auf 50ml aufgefüllt. 

Das nun durch erneute Zentrifugierung bei 4°C mit 300xg für 10min entstehende 

Pellet enthält die polymorphkernigen Lymphozyten. Der Überstand wird 

gleichermaßen abgesogen und das Pellet mit 10ml CL-Medium resuspendiert und 

wiederholt zentrifugiert. Der Überstand des gewaschenen Lymphozyten-Pellet wird 

abgesogen und das Pellet in 2ml CL-Medium gelöst und für weitere Verwendung 

auf Eis gelagert.  

Für die Zellzählung werden 10µl Zellsuspension 1:10 mit 10µl Tryptanblau und 80µl 

CL Medium in einem Mikroreaktionsgefäß verdünnt. Von dieser Lösung werden nun 

10µl in eine zuvor vorbereitete Neubauer Zählkammer gegeben und vier 

Quadranten unter dem Lichtmikroskop ausgezählt. Dabei sind lebende Zellen 

ungefärbt und tote Zellen blau. Der Mittelwert der vier Quadranten wird gebildet und 

mit 10 (Verdünnungsfaktor) und 104 (Kammerfaktor) multipliziert. Die Einheit des 

Ergebnisses beträgt Zellen/ml und wird nun auf die gewünschte Zellzahl von 

2x106/ml hochgerechnet. Die benötigte Gesamtzellanzahl berechnet sich mit der 

Anzahl der belegten wells. Da 100µl Zellen/well benötigt werden, wären dies bei 

einer vollbelegten 96-well Platte ca. 12ml Zellsuspension. 

 

3.1.2. Isolation neutrophiler Granulozyten mittels Dichtegradientenzentrifugation 

mit Ficoll Paque Plus 

Um die Isolation von PMNs für die Chemotaxis durchzuführen, werden drei Citrat-

Röhrchen mit Vollblut von einem humanen Blutspender benötigt. Zwei 50ml Tubes 

gefüllt mit je 13ml 6% HES und 13ml DPBS ohne Ca/Mg werden mit je eineinhalb 
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der blutgefüllten Citrat-Röhrchen gemischt und gut geschüttelt. Diese müssen für 

mindestens 1,5h bei RT ruhen, sodass sich ein Überstand bilden kann. Ein neues 

50ml Tube wird währenddessen mit 8ml Ficoll vorbereitet. Nach der Wartezeit wird 

der Überstand der zwei Tubes mit einer Glaspipette abgezogen, vorsichtig auf das 

Ficoll geschichtet und für 24min bei 850xg, Akzeleration Stufe 3, Bremse Stufe 1 

und RT zentrifugiert (Abb. 7). Der Überstand wird mit einer Vakuumpipette in 

kreisenden Bewegungen abgesaugt, sodass der PBMC-Ring vollständig eliminiert 

wird.  

 

Abbildung 7 Schichtung des Ficolltubes vor und nach der Zentrifugierung 

 

Das Pellet wird nun wie im oben genannten Prozess (siehe 3.1.) lysiert, mit DPBS 

auf 50ml aufgefüllt und für 10min bei 250xg, Akzeleration 7, Bremse 3 und 8°C 

zentrifugiert. Anschließend wird der Überstand absaugt, das weiße Pellet mit 50ml 

DPBS resuspendiert und in derselben Einstellung erneut zentrifugiert. Das Pellet 

wird vom Überstand befreit, in 2ml Zellpuffer gelöst und bis zur Zellzählung auf Eis 

gelagert. Die Zellzählung, durchgeführt in einer Neubauerkammer, ist in Unterpunkt 

3.1.1. beschrieben. Ausgezählte Zellen werden jedoch für den Chemotaxis 

Versuchsaufbau (Boyden Chamber) auf 4x106 Zellen/ml hochgerechnet und die 

gesamt benötigte Zellsuspension beträgt 3ml.  
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3.1.3. Isolation neutrophiler Granulozyten mittels Dichtegradientenzentrifugation 

mit Pancoll 

Bei dieser Methode werden pro Blutspender 20ml Blut abgenommen und für den 

Versuchsaufbau des Spreadings isoliert. Dies wird 1:2 mit 1%PVA bei RT gemischt, 

in einen 100ml-Standzylinder überführt und für 30-45min bei RT stehen gelassen. 

Währenddessen ist ein 50ml Tube mit 10ml Pancoll vorbereitet worden, worauf der 

Überstand des 100ml-Standzylinders langsam geschichtet wird. Das Tube wird für 

20min ohne Bremse bei Akzeleration Stufe 3 mit 850xg bei Raumtemperatur (RT) 

zentrifugiert. Der Überstand wird verworfen und die PMNs durch vorheriger 

Resuspension mit 1ml destilliertem Wasser in ein frisches 50ml Tubes überführt. 

Hierzu werden weitere 4ml destilliertes Wasser gegeben und für insgesamt 45s 

lysiert. Die Lyse wird mit 5ml 2xPBS abgestoppt und das Tube mit 1xPBS (ohne 

Ca/Mg) auf 50ml aufgefüllt. Es wird erneut für 10min bei 200xg mit sowohl Bremse 

als auch Akzeleration auf Stufe 6 und 8°C zentrifugiert. Der Überstand wird 

vorsichtig abgekippt und das Zellpellet mit 50ml 1xPBS (ohne Ca/Mg) gelöst. 

Danach wird das Tube wie zuvor zentrifugiert, der Überstand wieder abgekippt und 

das Pellet diesmal mit 5-10ml 1xPBS (ohne Ca/Mg) resuspendiert, bevor es auf Eis 

gelagert wird. 

Die PMNs werden mit dem CASY Zellzähler automatisch ausgezählt. Dafür müssen 

5µl Zellsuspension in 5ml CASY Lösung verdünnt werden. Das Zellpellet wird kurz 

vor Gebrauch nochmals zentrifugiert und danach mit 6ml CL-Medium gelöst, sodass 

die Konzentration auf 2x106 Zellen/ml eingestellt ist.  

 

3.1.4.  Isolation neutrophiler Granulozyten mittels Histopaque- und Percoll-

Gradienten 

Für die Isolation des NET-Assays wird zunächst eine humane Blutspende von 2-3 

Li-Heparin Monovetten benötigt. Das Blut wird in einem 50ml Tube ohne 

„Kügelchen“ der Monovetten zusammengeführt und mit PBS auf 25ml (falls das 

Volumen noch nicht erreicht ist) aufgefüllt. In einem neuen 50ml Tube schichtet man 

zunächst 12,5ml Histopaque 1119 und 12,5ml Lymphozytenisolationsmedium 1077 

langsam darauf. Auf den Gradienten werden 25ml des (verdünnten) Bluts pipettiert. 
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Anschließend wird das Tube für 5min bei 15xg ohne Bremse und Akzeleration 

(jeweils Stufe 1) zentrifugiert. Vor Ablauf der 5min wird die Zentrifuge auf 170xg 

umgestellt und die Zellen für weitere 25min auf dieser Drehzahl zentrifugiert (Abb. 

8). 

 

Abbildung 8 Gradient aus Histopaque und Lymphozytenseperationsmedium zur Trennung der 

Granulozyten von mononukleären Zellen (PBMCs) und Erythrozyten. 

 

Mit 3,5ml Transferpipetten werden die verschiedenen Zellschichten getrennt 

abgenommen und bis auf die Granulozyten-Schicht verworfen. Diese werden mit 

PBS in einem neuen Tube auf 50ml aufgefüllt und erneut für 10min bei 670xg mit 

maximaler Bremse und Akzeleration (beides Stufe 9) zentrifugiert. Währenddessen 

kann man den Percoll-Gradienten vorbereiten. Zunächst wird das Percoll 10:1 mit 

10x PBS verdünnt (d.h. 36ml Percoll+4ml 10x PBS). Nun werden in 15ml Tubes die 

Percoll-Gradienten angesetzt (85%, 80%, 75%, 70%, 65%). Die Verdünnung findet 

hier mit RPMI Medium statt, d.h., für eine 85% Lösung benötigt man 8,5ml 

verdünntes Percoll und 1,5ml RPMI Medium. In ein frisches 15ml Tube wird dann 

jeweils 2ml der Verdünnungen, beginnend mit der konzentriertesten (85%) Lösung, 

der Percoll-Gradient vorsichtig aufgeschichtet. Der Überstand des zentrifugierten 

Tubes wird abgekippt und das Granulozyten-Pellet in 2ml RPMI Medium 

resuspendiert. Hiervon werden nun 2ml auf den Percoll-Gradienten pipettiert und 

anschließend für 25min bei 670xg und ohne Bremse und Akzeleration (jeweils Stufe 

1) zentrifugiert (Abb. 9).  
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Abbildung 9 Percoll-Gradient zur weiteren Aufreinigung der Granulozyten. 

 

Der oberste Zellring aus PBMCs wird verworfen, die nachfolgenden 

Granulozytenringe mit einer Transferpipette abgenommen und in ein neues 50ml 

Tube überführt, welches mit PBS auf 50ml aufgefüllt wird. Hierauf folgt eine weitere 

Zentrifugierung für 10min bei 670xg auf Stufe 9. Der Überstand wird abgekippt und 

das Zellpellet mit 5ml RPMI 1640 Medium modifiziert resuspendiert. Für die 

Zellzählung in einer Neubauer Zählkammer benötigt man 10µl der Lösung 

bestehend aus 50µl der Zellsuspension, 100µl PBS und 100µl Kristallviolett. Die 

Zellanzahl wird auf 1x106/ml in RPMI 1640 Medium mod. angesetzt.  

 

3.2. Verdünnungen der PI3K Inhibitoren 

3.2.1. Anlegen des Grundstocks der PI3K Inhibitoren 

Die insgesamt acht PI3K Inhibitoren (Tabelle 1, Seite 22) wurden bis zur 

Verwendung nach Anweisung des Herstellers gelagert. Um den Grundstock der 

Substanzen anzulegen, wurden von allen Substanzen bis auf Copanlisib 5mg durch 

Hinzugabe von 1ml DMSO in ihrem Liefergefäß gelöst und durch vortexen gemischt. 

Anschließend sind die Volumina von 1ml in frische 15 bzw. 20ml Tubes transferiert 

worden und mit DMSO auf die berechneten Volumenmengen, um eine 1mM 

Stockkonzentration zu erhalten, aufgefüllt worden. Das Lösungsproblem bei IC-

87114 wurde durch Erwärmen im Wasserbad bei 40°C gelöst. Von den 1mM 

Stocklösungen wurden 2x1,5ml in Kryoröhrchen abgefüllt, beschriftet und bei -80°C 
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gelagert. Copanlisib wurde anstelle von DMSO in H2O gelöst, um eine 10µM 

Stockkonzentration zu erhalten. Dafür musste 1mg in 210ml H2O gelöst werden. 

Auch hier wurde das Gemisch zur vollständigen Lösung im Wasserbad erwärmt. 

Danach wurde die 10µM Stocklösung von Copanlisib mit einem 0,2µm Filter filtriert 

und auch in 2x1,5ml Kryoröhrchen zur Lagerung bei -80°C abgefüllt. 

 

3.2.2. Verdünnungsreihe der PI3K Inhibitoren auf 96-well Platte 

Als erstes werden fünf 1,5ml Mikroreaktionsgefäße (E1-5) mit jeweils 900µl DMSO 

befüllt. In E1 wird 100µl der vorbereiteten 1mM Stocklösung (c0) (siehe 3.2.1.) des 

PI3K Inhibitors gegeben, sodass eine Lösung mit c1=100µM entsteht. Um eine 

homogene Lösung zu bekommen, wird das Mikroreaktionsgefäß gevortext. Dann 

wird aus der c1-Lösung 100µl in E2 pipettiert, somit erlangt man durch eine 1:10 

Verdünnung eine c2=10µM Lösung. Die Verdünnungsreihe wird fortgeführt bis zu 

E5. Schließlich besteht die angelegte Reihe aus c0=1mM, c1=100µM, c2=10µM, 

c3=1µM, c4=0,1µM und c5=0,01µM. Dieses Verfahren wird für alle PI3K 

Stocklösungen aus 3.2.1. durchgeführt. Für Copanlisib werden jedoch nur drei 

Verdünnung der 10µM Stocklösung angefertigt, d.h., man hat eine 

Verdünnungsreihe bestehend aus c0=10µM, c1=1µM, c2=0,1µM, c3=0,01µM. 

Zur erleichterten Lagerung der Verdünnungsreihen werden diese auf fünf 

transparente 96-well non-binding Platten transferiert (Abb.10). Auf vier dieser 

Platten sind 100µl/well der Substanzen, in Platte Nr.5 nur 50µl/well vorhanden. Die 

Platten werden mit Folie verschlossen und beschriftet bei -80°C bis zu weiterem 

Gebrauch gelagert. 



40 
 

 

Abbildung 10 Belegung der transparenten 96-well Platte mit der Verdünnungsreihe der PI3K 

Inhibitoren in fünf Konzentrationen (1mM, 100µM, 10µM, 1µM, 0,1µM und 0,01µM) und DMSO. 

 

3.3. Bestimmung der Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies aus PMNs 

(ROS-release Assay) 

Die charakteristische Eigenschaft der Neutrophilen ist die Freisetzung von reaktiver 

Sauerstoffspezies (ROS) im inflammatorischen Milieu zur Bekämpfung von 

Pathogenen [197]. Hierfür benötigen sie einen Stimulus, der in diesem 

Versuchsaufbau durch die Stimulation mit Immunkomplexen (IC) aus humanen 

COL7 (hCOL7) und einem monoklonalen humanen IgG1-Ak (anti-hCOL7 IgG1-Ak) 

besteht. Letztendlich wird die ROS-Freisetzung mittels Chemolumineszenz 

ermittelt. 

Am Vortag des Versuchs wird eine weiße 96-well high-binding Platte mit 2,5μl/ml 

hCOL7 Antigen vorbereitet. Hierfür benötigt man ein frisches Tube mit 5ml 

Carbonatpuffer aus dem man 25μl herauspipettiert und verwirft. Diese 25μl werden 

mit hCOL7 aus der Stocklösung (c=0,49mg/ml) aufgefüllt. Die Proteinlösung wird 

gevortext und jeweils 50μl/well in die 96-well Platte gegeben. Diese wird nun über 

Nacht mit Folie verschlossen bei 4°C inkubiert. 

Die 96-well Platte vom Vortag wird dreimal mit je 250μl/well Waschpuffer gereinigt 

und anschließend mit 250μl/well Blockpuffer befüllt und mit frischer Folie 
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verschlossen für 1h auf dem Tischschüttler inkubiert. Währenddessen setzt man 

frisch die Antikörperlösung mit einer Endkonzentration von 1,8μg/mL an und lagert 

diese auf Eis. 

Nach 1h wird die 96-well Platte erneut dreimal mit 250μl/well gewaschen, nach 

Plattenbelegung mit 100 μl/well der angesetzten AK-Lösung befüllt und für 1,5h mit 

Folie verschlossen auf dem Schüttler inkubiert. Anschließend nach wiederholtem 

zweimaligem Waschen mit je 250μl/well, wird die 96-well Platte mit 100μl/well CL-

Medium einmal gewaschen und anschließend mit einer vorbereiteten 

Inhibitorenplatte (siehe 3.2.2.) und circa 12ml CL-Medium an einem sterilen Platz 

gebracht. Dort wird diese nach Plattenbelegung (Abb. 11) befüllt: 2μl/well der 

Inhibitoren oder DMSO und 98μl/well CL-Medium in die wells und 100μl/well CL-

Medium Positiv- und Negativkontrollen. Kurz bevor die Platte maschinell gemessen 

werden soll, werden die PMNs (2x106/ml) (siehe 3.1.1.) 1:20 mit Luminol versetzt 

und davon 100μl/well auf die 96-well gegeben.  

 

Abbildung 11 Pipettierschema der 96-well Platte im ROS Release Assay. Die 96-well Platte wird bis auf 

die blau umrandeten Felder mit IC beschichtet. Zu den Negativkontrollen, in denen es nicht zur 

Immunkomplexbildung kommt, zählen blau markierte Felder, die nur Zellen, nur Antigen oder Antikörper 

enthalten. Die Positivkontrollen sind grün markiert und beinhalten IC mit oder ohne DMSO. Rot markierte 

Felder stellen jeweils im Doppelansatz die fünf verschiedenen Konzentrationen (1µM, 100nM, 10nM, 1nM, 

0,1nM, 0,01nM) der acht PI3K Inhibitoren dar. Zu allen wells werden 100µl 2x106/ml PMNs mit 1:20 Luminol 

hinzugefügt und anschließend die Lumineszenz bei 450nm ausgewertet.  

 



42 
 

Die Messung der Lumineszenz erfolgt bei 450nm für 60-66 Zyklen. Dabei dienen 

wells mit nur Zellen oder Zellen mit Antikörper oder Antigen als Negativkontrolle und 

wells mit IC bzw. IC+DMSO als Positivkontrolle. 

 

3.4. Durchflusszytometrie (FACS) 

Die vollständige Belegung der 96-Platte und die Aufreinigung der Neutrophilen 

gleicht dem Prozess des ROS-Assays (siehe 3.1.1. und 3.3.). In diesem 

Versuchsaufbau wird jedoch eine transparente high-binding 96-well Platte 

verwendet und die isolierten neutrophilen Granulozyten ohne Luminol 100μl/well 

(2x106/ml) auf die Platte hinzugefügt und für 2h bei 37°C/5%CO2 inkubiert.  

Für die FACS-Färbung einer 96-well Platte werden ein Zombie-Master-Mix (Zombie-

MM) und ein Cluster of Differentiation (CD)-Mix benötigt, die getrennt in einem 

Mikroreaktionsgefäß angesetzt (Zusammensetzung siehe 2.1.) und bis zur Nutzung 

im Dunkeln auf Eis gelagert werden. Der Zombie-MM muss vor Gebrauch für 15 

min bei 4°C im Dunkeln inkubiert werden.  

Nach 2h Inkubationszeit wird die 96-well Platte bei 1200rpm mit maximaler Bremse 

und Akzeleration bei 4°C oder RT für 6min zentrifugiert. Anschließend wird der 

Überstand vorsichtig, d.h. mit der Pipettenspitze nicht bis auf den Plattenboden 

kommend, mit einer Vakuumpipette abgesaugt und mit 40µl/well Annexin 

Bindepuffer resuspendiert. Zusätzlich werden 10µl/well von dem angesetzten 

Zombie-MM hinzugegeben und das Ganze für 15min bei 4°C im Dunkeln inkubiert. 

Im Anschluss fügt man 10µl/well des CD-Mixes hinzu und die Platte wird für weitere 

15min bei RT im Dunkeln inkubiert. Es folgen nun mehrere Zentrifugierungsschritte 

mit 1200rpm, die jeweils 6min bei 4°C oder RT andauern. Nach der ersten 

Zentrifugierung wird der Überstand in jedem well mit der Vakuumpipette abgesaugt 

und die Zellpellets mit 200µl/well Annexin Bindepuffer resuspendiert. Dem zweiten 

Zentrifugieren folgt eine Resuspension mit 200µl/well FACS Puffer. Nach der dritten 

Zentrifugierung wird das Zellpellet in 100µl/well Fixationspuffer gelöst und 

anschließend für 20min im Dunkeln bei RT inkubiert. Danach werden noch 

100µl/well FACS Puffer hinzugefügt und nochmals zentrifugiert. Im finalen Schritt 

resuspendiert man das Zellpellet mit 100µl/well FACS Puffer. Die fixierte 96-well 
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Platte kann nun bis zu sieben Tage im Dunkeln bei 4°C bis zur Analyse gelagert 

werden.  

Vor der Messung muss die 96-well Platte mit einer 40µm Nylon Mesh Platte gefiltert 

werden, damit eventuell entstandene Zellklumpen eliminiert werden können. Dafür 

pipettiert man den well-Inhalt der ursprünglichen 96-well Platte auf die Nylon Mesh 

Platte. Die Filterplatte wird bei 1200rpm für 10s zentrifugiert, mit 100µl/well FACS 

Puffer gespült und anschließend erneut für 10s zentrifugiert. Der well-Inhalt wird nun 

auf eine V-Boden 96-well Platte übertragen, die für die Messung in der FACS 

Maschine geeignet ist.  

Die durch die Durchflusszytometrie detektierten Zellen umfassen lebende und auch 

durch Apoptose oder Nekrose abgestorbene Zellen (Abb. 12). Verglichen mit der 

Trypanblau Färbung ist die Prüfung mittels der Durchflusszytometrie eine 

Vitalfärbung. Hier werden die Zellen mit FITC Annexin V und Zombie NIR angefärbt, 

um sie auf ihre Vitalität zu überprüfen. FITC Annexin V bindet Calcium-abhängig an 

Membranlipide wie Phosphatidylserin, das normalerweise ein Bestandteil der 

inneren Zellmembran darstellt, aber bei der Apoptose von den Zellen auf deren 

Außenmembran gekehrt wird. Um allerdings apoptotische von nekrotischen Zellen 

unterscheiden zu können, wird zusätzlich Zombie NIR verwendet. Späte 

apoptotische und nekrotische Zellen färben aufgrund der Anlagerung von Annexin 

an die DNA im Zellkern ebenfalls positiv, sodass Zombie NIR, das auf Zellen mit 

zerstörter, durchlässiger Membran abzielt, und dort mit freien Amingruppen reagiert, 

den Unterschied zwischen frühen apoptotischen und nekrotischen Zellen zulässt 

(www.biolegend.com, Zugriff am 10.11.2017). Die Messung erfolgte am MACS 

Quant Analyzer 10. 

 

http://www.biolegend.com/
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Abbildung 12 Gating Strategie zur Quantifizierung lebendiger neutrophiler Granulozyten. Für die 

durchflusszytometrische Analyse neutrophiler Granulozyten wurden Zellen mittels Polymorphprep aus 

humanem Vollblut isoliert (siehe 3.1.1.). Dargestellt sind nacheinander die ausgewählten Gates detektierter 

Granulozyten, auf die sich die relative Menge lebendiger Zellen bezieht. Dafür ist im Scatter Gate (grüner 

Kreis) die Zellpopulation der Granulozyten ausgewählt worden, wovon dann der Anteil an Einzelzellen (rotes 

Rechteck) bestimmt wurde. Anschließend sind die CD16 Positiven aber Negativen für CD45 Zellen (blaues 

Rechteck) ausgewählt worden. Die übriggebliebenen Zellen sind weiter auf CD193 und CD14 Negativität 

(pinker Kreis) geprüft worden. Durch diese zwei Gates wurden Makrophagen, Lymphozyten, eosinophile und 

basophile Granulozyten ausgeschlossen. Am Ende sind die reinen Neutrophilen nun mit Zombie NIR und 

Annexin V auf ihre Vitalität getestet worden, sodass der rote Kreis den Anteil der vitalen Neutrophilen an der 

Gesamtzellpopulation repräsentiert. 

 

Für den quantitativen Nachweis der Aktivität Neutrophiler werden anti-humane 

CD62L und CD66b Antikörper eingesetzt. Dabei dient das Glykoprotein CD62L (L-

Selektin) peripheren Blutzellen, also Lymphozyten, Neutrophilen, Monozyten, 

Eosinophilen und hämatopoetischen Vorläuferzellen, als Rezeptor bei der 

Wanderung aus der Blutbahn in das Zielgewebe. Dort angelangt, werden die Zellen 

u.a. durch Antigen präsentierende Zellen (APC) aktiviert, wodurch es zum 

Abspalten von CD62L kommt. Somit werden aktivierte Neutrophile als CD62L 

negativ detektiert (Abb. 13). Der zweite Marker ist CD66b, welcher der Zelladhäsion 

an das Endothel und an andere Granulozyten dient. Diese Oberflächenstruktur 

induziert die Aktivierung der Granulozyten und wird bei aktivierten Neutrophilen 

positiv nachgewiesen (Abb. 13) [175]. Die Messung erfolgte am MACS Quant 

Analyzer 10. 
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Abbildung 13 Vergleich der CD62L und CD66b Expression bei unstimulierten und IC-stimulierten 

Neutrophilen (Abb. 14). Für die durchflusszytometrische Analyse neutrophiler Granulozyten wurden Zellen 

mittels Polymorphprep aus humanem Vollblut isoliert (siehe 3.1.1.). Exemplarisch ist der Unterschied 

zwischen unstimulierten und IC-aktivierten (nach 2h Inkubation mit IC) Neutrophilen dargestellt. Unstimulierte 

Neutrophile sind größtenteils (84,98%) postitiv für CD66b und CD62L Marker, wohingegen die IC-aktivierten 

Neutrophile den CD62L abspalten und somit als CD62L negativ und CD66b positiv (47,84%) detektiert 

werden. 

 

 

Abbildung 14 Gating-Strategie Strategie zur Quantifizierung aktivierter neutrophiler Granulozyten. Für 

die durchflusszytometrische Analyse neutrophiler Granulozyten wurden Zellen mittels Polymorphprep 

aus humanem Vollblut isoliert (siehe 3.1.1.). Dargestellt sind nacheinander die ausgewählten Gates 

detektierter Granulozyten, auf die sich die relative Menge lebendiger Zellen bezieht. Dafür ist im Scatter Gate 

(grüner Kreis) die Zellpopulation der Granulozyten ausgewählt worden. Forward Scatter (FSC) sortiert grob 

nach großen und kleineren Zellen, wobei das Side Scatter (SSC) auf der Granularität der Zellen basiert und 

diese danach auswählt. Von dieser Zellpolulation bestehend aus größeren, granulozytären Zellen, werden 

dann durch das nächste Scatter Gate nur die einzelnen Zellen (rotes Viereck) ausgewählt. Davon ausgehend 

sind durch die Zombie NIR- und FITC Annexin Färbung die lebendigen Zellen (roter Kreis) bestimmt worden. 

Von diesen lebendigen Granulozyten werden nachfolgend CD16 positive und CD45 negative Zellen (blaues 

Viereck) und anschließend alle CD193 und CD14 (pinker Kreis) negativen Zellen ausgewählt. Hiervon sind die 

CD66b positiven und CD62L negativen Granulozyten dargestellt, die somit den aktivierten neutrophilen 

Granulozyten Anteil von der Gesamtzellpopulation (blauer Kreis) präsentiert. 
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3.5. Chemotaxis 

Der Chemotaxis Assay wird mit einer Boyden Chamber durchgeführt, die aus zwei 

Kammerteilen, getrennt durch eine Membran, besteht. Die PMNs migrieren von dem 

oberen über die Membran in den unteren Teil der Kammer (Abb.15). 

 

Abbildung 15 Aufbau einer 48-well-Mikro-Chemotaxiskammer AP48 die im Boyden Chamber Versuch 

verwendet wird. Die Apparatur besteht aus einer unteren Kammer, einem Chemotaxisfilter, einer 

Silikonmatte und oberen Kammer. Die zwei Kammerteile werden mit Schrauben fixiert. 

 

Für das Chemotaxis Assay müssen die Pufferlösungen steril vorbereitet werden. 

Sie werden bis zur Benutzung auf Eis aufbewahrt; außer die 15µl 5% Hexabromid, 

die im 37°C Wärmeschrank gelagert werden, und die 200µl 0,2% Hexabromid, die 

im 37°C warmen Wasserbad erwärmt werden.  

Zuerst wird die Chemotaxiskammer geblockt. Hierfür wird ein verschließbares 

Gefäß mit feuchten Papiertüchern ausgelegt, welches von nun an als Nasskammer 

bezeichnet wird. In diese legt man den mit 50µl/well Blockpuffer gefüllten unteren 

Teil der Boyden Chamber für 1h bei 37°C in den Wärmeschrank. Nach der Wartezeit 

saugt man mit einer Vakuumpipette die Flüssigkeit aus der Boyden Chamber und 

stellt diese für weitere 20min in der Nasskammer in den 37°C Wärmeschrank.  

Nun kann die Boyden Chamber mit 29,5µl/well IL-8 Stimulus (6nM) (bis auf die 

Negativkontrollen, diese wells werden mit Zellpuffer belegt) befüllt und danach 

zusammengebaut werden. Zuerst wird der Chemotaxisfilter mit der glatten Seite 

nach unten auf den unteren Teil der Boyden Chamber gelegt, darauf kommen die 

Membran und das Oberteil der Kammer. Als letztes werden die Einzelteile mit 
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Schrauben fixiert und die Kammer wird in der Nasskammer für 30min bei 37°C im 

Wärmeschrank inkubiert. 

Währenddessen muss die Zellsuspension (Isolation siehe 3.1.2.) mit 4x106 

Zellen/ml für 10min bei 37°C ins Wärmebad. Anschließend werden Ca/Mg (26,5% 

CaCl2x 2 H2O-Lösung (1,8M) und 20,3% MgCl2x 6H2O-Lösung (1M) in Plastipur®) 

1:2000 zur Zellsuspension hinzugegeben. Von dieser Zellsuspension werden nun 

60µl/well auf eine transparente non-binding 96-well Platte pipettiert und im 

Verhältnis 1:5 steril 1,2µl/well der Inhibitoren hinzugegeben. 

Nach 30min Inkubationszeit wird die Kammer aus dem Wärmeschrank herausgeholt 

und vorsichtig mit einer Vakuumpipette die Flüssigkeit (falls vorhanden) aus dem 

oberen Teil der Kammer herausgesaugt ohne Kontakt zum Filter zu haben. In diese 

wells kann nun 50µl/well der Inhibitor-Zellsuspension hinzugegeben werden (Abb. 

16), die in der Nasskammer für 1h bei 37°C im Wärmeschrank inkubiert wird. 

Außerdem wird noch der Standard vorbereitet, der aus 10µl 5% Hexabromid und 

500µl der Zellsuspension besteht, und auch für 1h bei RT inkubieren muss.  

 

Abbildung 16 Pipettierschema in der 48-well-Chemotaxiskammer. In alle wells des oberen 

Kammeranteils werden 4x106/ml PMNs hinzugegeben.Die wells der unteren Kammer werden unterschiedlich 

belegt. Die blau markierten Felder (Negativkontrollen) enthalten kein IL-8 Stimulus, sondern werden 

stattdessen nur mit Zellpuffer belegt. In allen anderen wells ist IL-8 im unteren Kammerteil vorhanden. Die 

Positivkontrollen bestehen aus IL-8 alleine oder zusätzlich mit DMSO (grün markierte Felder). In den wells der 

rot markierten Felder sind in der oberen Kammer die PI3K Inhibitoren in jeweils fünf verschiedenen 

Konzentrationen in Doppelbestimmung.  

 

Nach abgelaufener Wartezeit werden aus den wells des oberen Kammerteils 

vorsichtig mit einer Vakuumpipette die Flüssigkeit herausgesaugt ohne Kontakt mit 
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dem Filter zu haben und mit Vorsicht in ihre Einzelteile zerlegt. Anschließend wird 

die Kammer für 5min stehen gelassen, damit die eventuell am Filter hängenden 

Zellen noch Zeit haben herunter migrieren können. Die Kammer wird nun wieder in 

ihre Einzelteile zerlegt, sodass es zu keiner Zeit zu einer Vermischung der Zellen in 

der unteren Kammer durch eventuelles Berühren mit der Silikonmatte kommt. Die 

Zellsuspension aus der Chemotaxiskammer wird auf eine 96-well non-binding Platte 

transferiert und die wells anschließend nochmals mit je 25µl 0,2% Hexabromid 

durchgespült und der Inhalt auch in die entsprechenden wells der 96-well Platte 

gegeben. Diese ruht für 15min bei RT zur Lyse der migrierten Zellen.  

Währenddessen wird die Standardreihe in einem Doppelansatz von 100µl/well des 

Zellstandards und 5% Hexabromid in zwei wells derselben Platte angesetzt. Alle 

weiteren wells werden mit je 50μl Releasepuffer befüllt. Aus den 100μl 

Zellsuspension werden in jedes weitere well je 50μl pipettiert, sodass jeweils 1:1 

verdünnt wird. Insgesamt entstehen dabei zwei identische Standardreihen.  

Um die Reaktionszeit abschätzen zu können, wird dies mit der einen Standardreihe 

getestet. Hierfür werden 50µl/well Turbo-TMB hinzugefügt und die Zeit bis zum 

Farbumschlag zu blau gemessen. Dann wird mit 50µl/well 1M H2SO4 die Reaktion 

abgestoppt, wobei die Farbe von blau zu gelb umschlägt. Der gleiche Prozess wird 

mit der ganzen Platte durchgeführt und nach der zuvor bestimmten Zeit mit 1M 

H2SO4 abgestoppt. Nach Abstoppen findet sofort die photometrische Auswertung 

der Farbintensität bei 450nm im ELISA Reader statt.  

Als Positivkontrolle dienen die wells mit IL-8 (6nM) stimulierten Zellen. Die 

Negativkontrollen bestehen aus wells mit Zellpuffer und Zellen (ohne IL-8).  

 

3.6. Neutrophiles Spreading 

Dem Spreading liegt eine Polarisierung der Neutrophilen durch Umbau ihres 

Zytoskeletts zu Grunde, somit kann man diesen Vorgang mit der xCELLigence 

Maschine messen. Dieses Gerät arbeitet mit elektrischem Strom, der an die mit 
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goldbeschichtet 96-well E-Platte angelegt wird. Analysiert wird die Impedanz der am 

well Boden angehefteten Neutrophilen, die mit der Zellanzahl korreliert (Abb. 17).  

 

Abbildung 17 Schematische Darstellung des Messvorgangs in der xCELLigence Maschine. Diese 

arbeitet mit elektrischem Strom, der an den Boden der 96-well E-Platte angelegt wird. Der Boden der Platte ist 

mit stromleitendem Material beschichtet, sodass die Impedanz durch die sich anheftenden PMNs gemessen 

werden kann. Sie vermindern durch ihre Anheftung den Stromfluss, der somit mit der Zellanzahl korreliert.  

 

Am Versuchsvortag wird die 96-well E-Platte mit 0,5µg/50µl/well murinem COL7 

beschichtet und über Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer inkubiert. Die wells 

ohne Antigen werden stattdessen mit 50µl/well PBS (ohne Ca/Mg) gefüllt.  

Am Versuchstag wird die 96-well E-Platte dreimal mit 150µl/well Waschpuffer 

gewaschen und für 2h bei 37°C bei 5% CO2 getrocknet. Währenddessen wird die 

Antikörper-Lösung vorbereitet. Diese besteht in einem Verhältnis von 1:25 aus 

RαmCOL7 und Waschpuffer. Davon werden 50µl/well auf die getrocknete Platte 

pipettiert und für eine Stunde bei 37°C, 5% CO2 inkubiert. Anschließend wird die 

Platte erneut zweimal mit 150µl/well PBS (ohne Ca/Mg) und einmal 150µl/well CL-

Medium gewaschen. Zur Kalibrierung der xCELLigence Maschine muss die Platte 

vorher mit 50µl/well CL-Medium befüllt werden.  

In dieser Zeit wird die Zellsuspension (siehe 3.1.3.) für 10min im Wasserbad bei 

37°C erwärmt. Nach Kalibrierung kann die Platte nun mit 2µl/well der Inhibitoren 

und weiteren 50µl/well CL-Medium belegt werden. Direkt vor dem Messprozess 

werden die 50µl/well Zellsuspension (2x106/ml) hinzugefügt. Als Positivkontrolle 

dienen IC-stimulierte Zellen und die Negativkontrolle besteht aus unstimulierten 

Zellen, Antigen oder Antikörper und Zellen. Die Messung dauert 2h. 
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3.7. Nachweis von Neutrophil extracellular traps (NETs) 

3.7.1. Nachweis der NETs durch SytoxGreen Färbung 

NETs werden von neutrophilen Granulozyten freigesetzt und dienen als 

Abwehrmechanismus bei eingedrungenen Pathogenen aber auch bei 

inflammatorischen Autoimmunerkrankungen. Die Analyse wurde durchgeführt, um 

den Einfluss von PI3K Inhibitoren auf die NET Bildung zu untersuchen.  

Am Vortag wird eine schwarze high-binding 96-well Platte mit 100µg/well HSA 

Protein (20μg/ml HSA in 50mM Carbonate/Bicarbonatpuffer (pH 9.6)) zur Hälfte 

befüllt und über Nacht bei 4°C inkubiert [9]. Die andere Hälfte der Platte dient der 

PMA Stimulation, das als unspezifischer Stimulator der NET Bildung gilt [19]. 

Am Versuchstag wird die 96-well Platte dreimal mit 200µl/well Waschpuffer gespült 

und dann mit 200µl/well Blockpuffer (10% biotinfreies BSA in PBS) für 1h auf den 

Tischschüttler inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen werden 100µl/well 

anti-HAS IgG (∼10μg/ml HSA-IgG), 1:400 in Blockpuffer verdünnt, hinzugefügt und 

für 1-2h auf dem Schüttler inkubiert. Die Platte wird kurz vor Belegung mit den PMNs 

und PI3K Inhibitoren zweimal mit je 200µl/well Waschpuffer und einmal mit 

200µl/well RPMI1640 Mod. Medium gewaschen. Anschließend werden 2µl/well 

PI3K Inhibitoren bzw. DMSO auf die Platte pipettiert. Hinzu kommen nun 200µl/well 

PMNs (1x106/ml) (Isolationsprozess siehe 3.1.4.), die zuvor mit 1000:1 SytoxGreen 

(5µM) versetzt worden sind und 10µ/well verdünntes PMA (20nM) in die nicht mit 

IC-beschichteten wells. Zuletzt kann die Messung gestartet werden. Hierfür wird die 

96-well Platte mit einem Verdunklungsdeckel in den Tecan infinite M200 Pro reader 

gestellt, der für 17h über Nacht die Chemolumineszenz auswertet. Die Auswertung 

von den PMA stimulierten NETs wird nur für die ersten 4h ausgewertet, weil es 

darüber hinaus toxisch wirkt [10]. Im Gegensatz dazu werden IC-stimulierte NETs 

für 7h ausgewertet. 

 

3.7.2. Fluoreszenz-Mikroskopische Darstellung der NETs 

Um die ausgebildeten NETs auch mikroskopisch darstellen zu können, wurde eine 

Färbung mit SytoxGreen durchgeführt. SytoxGreen ist ein grün fluoreszierender 
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Farbstoff, der intakte Zellmembranen nicht überwinden kann. Er dringt also nur in 

Zellen ein, deren Zellbarriere gestört ist und bindet an dsDNA [5]. Er dient deshalb 

als Marker der Apoptose oder wie hier der NET Anfärbung. 

Hierfür werden drei 24-well Platten mit jeweils 24 Deckplatten benötigt. Am Vortag 

werden die Deckplatten mit 100µg/ml HSA (20μg/ml HSA in 50mM 

Carbonate/Bicarbonatpuffer) benetzt und über Nacht bei 4°C inkubiert. Die Platten 

werden zweimal mit 500µl/well Waschpuffer und einmalig mit 500µl/well RPMI 1640 

Medium Mod. gewaschen, bevor sie mit 500µl/well isolierter PMNs (1x106/ml) (siehe 

3.1.4.) versetzt werden. In die wells hinzupipettiert werden entweder 5µl der PI3K 

Inhibitoren oder 5µl DMSO. Für die PMA-stimulierten wells fügt man zusätzlich 25µl 

PMA (20nM Endkonzentration) hinzu. Anschließend werden die Platten mit IC-

stimulierten wells für 7h bei 37°C im Wärmeschrank inkubiert. Die PMA-stimulierten 

wells jedoch müssen nach 4h abgestoppt werden. Hierbei wird der Überstand der 

wells langsam abpipettiert und die darinliegenden Deckplatten mit 0,5ml/well 4% 

PFA befeuchtet. Die Reaktion soll bei RT 10min ablaufen. Nun wird der Überstand 

erneut abpipettiert und die wells jeweils mit 0,5ml/well RNAse-freiem Wasser 

benetzt und bei 4°C bis zum Färbeprozess gelagert.  

Vor der Färbung wird der Überstand (RNAse-freies Wasser) verworfen und 

300µl/well SytoxGreen (100nM) hinzugefügt. Dies wird für 10-15min bei RT im 

Dunkeln inkubiert, bevor der Überstand wieder entfernt wird und die Deckplatten mit 

300µl/well Wasser befeuchtet werden. Nun werden je 2-3 Deckplatten auf einen 

Objektträger geklebt und über Nacht bei RT im Dunkeln zum Erhärten ruhen 

gelassen. 

Die Objektträger können mit einem Fluoreszenzmikroskop am nächsten Tag 

ausgewertet werden.  

 

3.8. Bead-basiertes Immunoassay zur Analyse der Zytokinausschüttung  

Neutrophile Granulozyten schütten bei Aktivierung, z.B. durch IC-Stimulation, 

diverse Zytokine aus. Um diese näher bestimmen zu können, führt man den 

Prozess in 3.3. beschrieben bis zum letzten Schritt der Platten Befüllung mit den 

Zellen und Inhibitoren durch. Nun gibt man 98µl CL-Medium in diejenigen wells mit 
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2µl Inhibitor oder DMSO und 100µl in die übrigen wells. Anschließend fügt man 

100µl/well der Zellsuspension hinzu (Aufreinigung siehe 3.1.1.). Die belegte 96-well 

Platte wird mit einem Deckel verschlossen für 6h bei 37°C in den Wärmeschrank 

inkubiert.  

Nach Inkubation wird die Platte bei 1200rpm und 4°C für 8min zentrifugiert. 

Anschließend kann man den Überstand der einzelnen wells vorsichtig mit einer 

Multipipette abnehmen und auf zwei neue transparente non-binding 96-well Platten 

überführen: 30µl/well des Überstands werden auf die erste Platte gegeben, 

150µl/well auf die zweite. Der Überstand wird mit einer Folie verschlossen bis zur 

weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.  

 

3.8.1. Legendplex custom human 6-panel 

Zielzytokine sind bei diesem Versuch humanes IL-1α, humanes IFN-γ, humanes 

TNF-α, humanes IL-6, humanes IL-17 α und humanes IL-1R α. 

Sowohl das Legendplex Kit als auch eine der Überstands-Platte (siehe 3.8.) werden 

bei RT für circa 15min aufgetaut. Begonnen wird mit dem Ansetzen der 

Standardreihe in je 0,5ml Mikroreaktionsgefäßen nach Anleitung des Legendplex 

Mulit-Analyte Flow Kit Custom Human Assay. Diese dienen später als 

Vergleichswerte.  

Es wird eine 96-well V-Boden Platte verwendet, die mit 12,5µl/well Assaypuffer 

belegt wird. In die Standardreihe (Doppelansatz) kommen auch 12,5µl/well des 

angesetzten Standards. Dazu werden 12,5µl/well des Zellüberstands aus der 

aufgetauten Platte auf die V-Boden Platte pipettiert. Am Ende werden noch 

12,5µl/well beads hinzugefügt, die vorher gut gevortext wurden. Die Platte wird nun 

mit einer Folie und Dunkelhülle verschlossen abzentrifugiert und anschließend für 

2h bei RT und 800rpm auf den Tischschüttler gestellt.  

Nach 2h Stunden Inkubationszeit wird die Platte für 5min bei 250xg zentrifugiert und 

der Überstand durch Abkippen, sodass das Pellet am well-Boden haften bleibt, 

verworfen. Nun werden 200µl/well Waschpuffer auf die Platte gegeben, das Pellet 

bei 800rpm für 1min auf dem Schüttler gelöst und bei 250xg für 5min erneut 
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zentrifugiert und abgekippt. Darauf kommen 12,5µl/well Antikörperlösung hinzu, die 

mit Folie und Dunkelhülle verschlossen für 1h auf dem Schüttler inkubieren müssen.  

Im Anschluss werden direkt 12,5µl/well Streptavidin-Phycoerythrin (SA-PE) 

hinzugegeben und die Platte erneut für 30min bei 800rpm mit Folie und Dunkelhülle 

verschlossen auf dem Schüttler inkubiert. SA-PE bindet mit hoher Affinität an Biotin 

und wird bei indirekter Immunfluoreszenz als sekundärer Marker verwendet, um die 

biotinylierten primären Antikörper zu markieren (www.biolegend.com, Zugriff 

10.11.2017). Die Zentrifugation und das Abkippen wird, wie im vorherigen Absatz 

beschrieben, durchgeführt und das Pellet mit 150µl/well Waschpuffer resuspendiert 

und circa 5-10min auf dem Schüttler inkubiert. Währenddessen kann das FACS 

Gerät mit raw beads äquilibriert und die Einstellungen für die Messung 

vorgenommen werden. Die Messung der V-Boden Platte erfolgt mit dem MACS 

Quant Analyzer 10.  

 

3.8.2. LEGENDplex™ Human Proinflammatory Chemokine Panel (13-plex) 

Die Zielzytokine entsprechen dem Standard LEGENDplex™ Human 

Proinflammatory Chemokine Panel (13-plex) Kit: IL-8, Eotaxin, RANTES, MIP-1α, 

MIG, MIP-3α, MIP-1β, I-TAC, IP10, TARC, MCP-1, ENA-78 und GROα. 

Die Vorbereitung der Standardreihe ist identisch mit jener aus 3.8.1.. Es wird wieder 

eine V-Boden 96-well Platte verwendet, welche diesmal jedoch mit 12,5µl/well 

Assaypuffer, 12,5µl/well Standard bzw. Zellüberstand (siehe 3.8.), 12,5µl/well beads 

(vorher gevortext) und 12,5µl/well Antikörper belegt wird. Diese wird an zentrifugiert 

und für 2h mit Folie und Dunkelhülle verschlossen auf den Tischschüttler bei 

800rpm inkubiert. Danach werden 12,5µl/well SA-PE hinzugegeben und erneut für 

30min bei 800rpm inkubiert. Anschließend wird die Platte 5min bei 1000g 

zentrifugiert und der Überstand mit einer Kippbewegung verworfen. Die Pellets 

werden mit 200µl/well Waschpuffer für 1min auf dem Schüttler gelöst und erneut für 

5min bei 1000g zentrifugiert. Der Überstand wird wie zuvor verworfen und die 

Pellets mit 150µl/well Waschpuffer auf dem Schüttler resuspendiert. Die Messung 

findet in einem MACS Quant Analyzer statt.  

  

http://www.biolegend.com/
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4. Ergebnisse 

4.1. PI3Kβ und δ beeinflussen die ROS Freisetzung von IC-aktivierten PMNs 

Durchgeführt wurde der ROS-Release Assay, um die Wirkung der PI3K-Inhibitoren 

auf die ROS Ausschüttung der IC-stimulierten PMNs beobachten zu können. Das 

Messen der ROS wird als Parameter für die Aktivierung der Neutrophilen 

herangezogen [34]. Zum besseren Vergleich der Daten wurden diese auf den Wert 

100 normalisiert, hierzu diente IC+DMSO als Vergleichsparameter (Abb. 18). 

 

Abbildung 18 Vergleich der ROS Freisetzung nach IC Stimulation und reiner Stimulation mit AK, AG 
oder nur Zellen nach 2h. Frisch isolierte humane PMNs wurden für 2h mit Immunkomplexen aus 

hCOL7/anti-hCOL7-IgG1 (IC) oder Kontrollen (entweder nur hCOL7(AG), nur anti-hCOL7-IgG1 (AK) oder 
ohne Beschichtung (Zellen) inkubiert und die Freisetzung von ROS mittels Chemilumineszenz bestimmt. 

IC+DMSO wird in der weiteren Auswertung der Daten =100 gesetzt und dient somit der Normalisierung der 
Daten.  

 

Wie in 3.3. beschrieben, wurden aus humanem Vollblut isolierte PMNs mit hCOL7 

Antigen anti-hCOL7 Antikörperkomplexen aktiviert und die Freisetzung reaktiver 

Sauerstoffspezies (ROS) über 2h analysiert. Zu diesem Prozess wurde einer der 

acht PI3K-Inhibitoren in jeweils fünf verschiedenen Konzentrationen hinzugefügt 

und auf ihren Effekt auf die ROS Freisetzung der PMNs untersucht (Abb. 19). 
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Abbildung 19 Effekt der acht PI3K-Inhibitoren in je fünf verschiedenen Konzentrationen (x-Achse) auf 

die relative ROS-Freisetzung (y-Achse) der PMNs. Dargestellt sind die Mittelwerte und 

Standardabweichungen. Frisch isolierte humane PMNs wurden für 2h mit Immunkomplexen aus hCOL7/ anti-

hCOL7-IgG1 (IC) inkubiert und die verschiedenen PI3K Inhibitoren in unterschiedlichen Konzentrationen 

zugefügt. Die Freisetzung von ROS mittels Chemilumineszenz wurde über 2h gemessen und die Fläche unter 

der Kurve bestimmt. Die Stimulation mit IC+DMSO wurde zur Normalisierung der Daten auf 100 (dargestellt in 

roten Punkten; Achsenbeschriftung „-“) gesetzt. Über jedem Diagramm ist die relevante Untereinheit markiert, 

die durch die jeweilige Substanz am selektivsten inhibiert wird. Grün hinterlegt sind die Untereinheiten, die bei 

Inhibition durch die Substanz signifikante Effekte bei der ROS-Freisetzung zeigen. Rot hingegen sind die 

Untereinheiten, die zwar signifikante Ergebnisse erzielten, die jedoch nicht in ihrem IC50 Bereich liegen. n=6, 

one-way Anova p<0,05 

α Untereinheit α Untereinheit 

β Untereinheit γ Untereinheit 

δ Untereinheit δ Untereinheit 

α+δ Untereinheit α-δ Untereinheit 
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In Abbildung 19 ist zu erkennen, dass die PI3K Isoformen β und δ 

konzentrationsabhängig die ROS-Freisetzung signifikant verringern. Im Gegensatz 

dazu zeigt die alleinige Inhibition der α Untereinheit eine signifikante Verminderung 

der ROS-Freisetzung, die jedoch nicht im Bereich der „mittleren inhibitorischen 

Konzentration“ (IC50) des Inhibitors liegt. Sowohl bei gleichzeitiger Inhibition der α 

und δ Untereinheit der PI3K als auch bei vollständiger Inhibierung aller 

Untereinheiten erhält man signifikante Verminderung der ROS-Freisetzung. Die 

Hemmung der γ Untereinheit hatte in keiner der untersuchten Konzentrationen 

einen Effekt auf die ROS-Produktion. 

 

 

Abbildung 20 TGX-221 und AMG319 zeigen keinen additiven Effekt auf die ROS-Freisetzung. Auf der x-

Achse sind die Substanzen und auf der y-Achse die relative ROS-Freisetzung der PMNs aufgetragen. 

Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen. Frisch isolierte humane PMNs wurden für 2h mit 

Immunkomplexen aus hCOL7/ anti-hCOL7-IgG1 (IC) inkubiert und mit TGX-221, AMG319 oder beiden 

gleichzeitig in 10nM versetzt. Die Freisetzung von ROS mittels Chemilumineszenz wurde über 2h gemessen 

und die Fläche unter der Kurve bestimmt.  Die Stimulation mit IC+DMSO wurde zur Normalisierung der Daten 

auf 100 gesetzt Die Positivkontrolle (PC) ist wieder graphisch in roten Punkten dargestellt. n=12, one-way 

Anova *p<0,03, **p<0,003, ***p<0,0006, ****p<0,0001. 

 

Um zu untersuchen, ob PI3Kβ und δ einen additiven inhibitorischen Effekt auf die 

ROS-Freisetzung zeigen, wurden anschließend die Substanzen TGX-221 (PI3Kβ 

Inhibitor) und AMG319 (PI3Kδ Inhibitor) erneut mit n=12 hinsichtlich ihres Effektes 

auf die ROS Freisetzung untersucht (Abb. 20). Bei gemeinsamer Inhibierung von 

PI3Kβ und PI3Kδ jedoch zeigt sich kein signifikanter Effekt in Bezug auf die alleinige 

Inhibierung von der δ Untereinheit durch AMG319. Signifikante Unterschiede sind 
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nur zwischen alleiniger Inhibierung von der β Untereinheit (TGX-221) und 

gemeinsamer β und δ Hemmung zu erkennen.  

 

4.2. Die Hemmung der PI3K zeigt keinen Einfluss auf die Expression von CD62L 

auf neutrophilen Granulozyten 

Damit neutrophile Granulozyten in vivo zum Ort gelangen, an dem sie ihre Funktion 

ausüben können, müssen sie das vasale System verlassen. Hierfür müssen sie 

zuerst aktiviert werden, d.h. sie exprimieren den Oberflächenmarker CD66b. 

Zusätzlich kommt es zu einem CD62L shedding. Dieser Marker ist im 

Normalzustand auf den Neutrophilen exprimiert, muss jedoch zum Verlassen der 

Blutbahn abgespalten werden, womit sie als CD62L negativ bezeichnet werden 

[175] (Abb. 21). CD62L wird somit als Marker für die FACS Analyse verwendet und 

zeigt die aktivierten Neutrophilen an.  

 

Abbildung 21 FACS Diagramme der CD66b und CD62L Expression auf neutrophilen Granulozyten vor 

und nach Stimulation mit IC für 2h bei 37°C. Für die durchflusszytometrische Analyse neutrophiler 

Granulozyten wurden Zellen mittels Polymorphprep aus humanem Vollblut isoliert (siehe 3.1.1.). Es wird 

deutlich, dass unstimulierte Neutrophile überwiegend (84,98%) sowohl CD62L als auch CD66b positiv sind, 

wohingegen die Neutrophilen nach IC-Stimulation für 2h zu 47,84% den CD62L Marker abgespalten haben 

und somit als CD62L negativ/ CD66b positiv detektiert werden. 

 

In vitro wurden die PMNs für 2h bei 37°C mit hCOL7/ anti-hCOL7-IgG1 ICs stimuliert 

und parallel mit den acht PI3K Inhibitoren in fünf verschiedenen Konzentrationen 

inkubiert. Anschließend wurden diese wie in 3.4. beschrieben mit spezifischen 

Markern gefärbt, die eine Analyse lebendiger aktivierter neutrophiler Granulozyten 
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ermöglichen. Diese Zellen sind positiv für CD16 und CD66b, aber negativ für CD45, 

CD14, CD193, Annexin V, Zombie und CD62L.  

 

Abbildung 22 Keine Veränderung der CD62L Expression auf Neutrophilen nach 2h Inkubation bei 37°C 

mit IC und PI3K Inhibitoren in fünf verschiedenen Konzentrationen. Dargestellt sind die Mittelwerte und 

Standardabweichungen. Frisch isolierte humane PMNs wurden für 2h mit Immunkomplexen aus hCOL7/ anti-

hCOL7-IgG1 (IC) inkubiert und die verschiedenen PI3K Inhibitoren in unterschiedlichen Konzentrationen 

zugefügt. Die Stimulation mit IC+DMSO wurde zur Normalisierung der Daten auf 100 (dargestellt in roten 

Punkten; Achsenbeschriftung „-“) gesetzt. Mithilfe der spezifischen Färbung durch den CD-Mix und Zombie-

MM (siehe 2.1.) wurden die lebenden und aktivierten PMNs, d.h. sie sind negativ für CD45, CD14, CD193, 

Annexin V/Zombie und positiv für CD16, gezählt. Die FACS Analyse ist für jede Substanz mit isolierten 

Neutrophilen (2x106Zellen/ml) von sechs verschiedenen Blutspendern durchgeführt worden (n=6). Die 

Messung fand mit Hilfe von einem Miltenyi MACSQuant Analyzer statt. one-way Anova  

α Untereinheit α Untereinheit 

β Untereinheit γ Untereinheit 

δ Untereinheit δ Untereinheit 

α+δ Untereinheit α-δ Untereinheit 
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Die Untersuchung der acht PI3K Inhibitoren auf deren Einfluss auf die CD62L 

Expression zeigte, dass keine der Substanzen in dem getesteten Zeitraum von 2h 

die CD62L Expression der Neutrophilen (Abb. 22) beeinflusste. Als Positivkontrolle 

dienen wieder IC-stimulierte Neutrophile mit DMSO versetzt, welche zum Vergleich 

auf 100 normalisiert wurden. 

 

4.3. Die PI3K Inhibitoren zeigen keinen toxischen Effekt auf PMNs 

Um einen toxischen Effekt der PI3K Inhibitoren ausschließen zu können, wurden 

diese nach IC-Stimulation in den fünf in den anderen Versuchen verwendeten 

Konzentrationen mit 2x106/ml PMNs für 2h bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde 

die Toxizität mittels FITC-Annexin V/ Zombie NIR Färbung mit FACS bestimmt.  

Mit dem MACSQuant Analyzer sind die PMNs, die negativ markiert für CD14, CD45, 

CD193 und positiv für CD16, hinsichtlich einer negativen Färbung mit Annexin und 

Zombie analysiert wurden. Die Untersuchung ergab, dass keine der verwendeten 

Substanzen in dem getesteten Zeitraum von 2h und bei einer Temperatur von 37°C 

einen toxischen Effekt auf die PMNs aufwies (Abb. 23). 
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Abbildung 23 Die PI3K Inhibitoren zeigen keinen toxischen Effekt im untersuchten Zeitraum von 2h 

und 37°C in den verwendeten Konzentrationen. Dargestellt sind die Mittelwerte und 

Standardabweichungen. Frisch isolierte humane PMNs (2x106Zellen/ml) wurden für 2h mit Immunkomplexen 

aus hCOL7/ anti-hCOL7-IgG1 (IC) inkubiert und die verschiedenen PI3K Inhibitoren in unterschiedlichen 

Konzentrationen zugefügt. Die Stimulation mit IC+DMSO wurde zur Normalisierung der Daten auf 100 

(dargestellt in roten Punkten; Achsenbeschriftung „-“) gesetzt. Die Gating Strategie für die lebenden PMNs 

bestand aus CD14, CD45 und CD193 negativen aber CD16 positiven Zellen. Die Messung fand mit Hilfe von 

einem Miltenyi MACSQuant Analyzer statt. n=6; one-way Anova  

 

α Untereinheit α Untereinheit 

β Untereinheit γ Untereinheit 

δ Untereinheit δ Untereinheit 

α+δ Untereinheit α-δ Untereinheit 
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4.4. Die Hemmung der PI3Kα, γ oder δ reduziert die IL-8-induzierte Chemotaxis 

von PMNs  

Neutrophile Granulozyten haben die Eigenschaft von Botenstoffen wie z.B. IL-8 

angelockt zu werden. Diese Botenstoffe stimulieren die Zellen zur gerichteten 

Bewegung zwischen Geweben und Überwindung von Membranen (Chemotaxis) 

[159,197,203]. 

Mittels des Boyden-Chamber-Assays wurden isolierte PMNs (siehe 3.1.2.) durch IL-

8 1h bei 37°C zur Chemotaxis stimuliert und mit jeweils einem der acht PI3K 

Inhibitoren in fünf verschiedenen Konzentrationen inkubiert. Die Resultate, 

dargestellt in Abb. 24, lassen erkennen, dass durch Inhibition der Untereinheiten α, 

γ oder δ die Chemotaxis von PMNs signifikant vermindert wird. PI3Kβ jedoch hat 

nur bei einer Konzentration von 10nM einen signifikaten Effekt auf die Chemtoaxis. 

Dieser ist durch die relativ hohe Konzentration und und der abnehmenden 

Selektivität eingeschränkt zu beachten. Der Versuch wurde jeweils sechsmal für 

jede Substanz in fünf verschiedenen Konzentrationen durchgeführt und mit der 

Positivkontrolle, bestehend aus isolierten neutrophilen Granulozyten (4x106 

Zellen/ml) und IL-8, die auf 1 standardisiert wurde, normalisiert. Somit zeigen die 

Diagramme der Abb. 24 die relative Migration der Neutrophilen an.  
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Abbildung 24 Die Chemotaxis der PMNs ist signifikant vermindert nach Inhibition der PI3Kα, γ oder δ 

Isoformen für 1h bei 37°C. Dargestellt sind die, Mittelwerte und Standardabweichungen. Frisch isolierte 

humane PMNs (4x106/ml) wurden für 1h mit IL-8 inkubiert und die verschiedenen PI3K Inhibitoren in 

unterschiedlichen Konzentrationen zugefügt. Die Migration der Neutrophilen wurde anschließend mittels 

Chemolumineszenz gemessen und die Fläche unter der Kurve bestimmt. Die Stimulation mit IL-8 wurde zur 

Normalisierung der Daten auf 1 gesetzt, sodass die y-Achse die relative Chemotaxis der PMNs darstellt. Die 

Hemmung der PI3Kβ ist in diesem Prozess nicht relevant und erzeugt deshalb, 10nM ausgenommen, keine 

signifikanten Resultate. n=6, one-way Anova *p<0,02, **p<0,005, ***p<0,0007, ****p<0,0001 

 

β Untereinheit γ Untereinheit 

δ Untereinheit δ Untereinheit 

α+δ Untereinheit α-δ Untereinheit 

α Untereinheit α Untereinheit 
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4.5. Neutrophiles Spreading wird durch die Hemmung der PI3Kα, β und δ 

vermindert 

Als neutrophiles Spreading wird die Ausbreitung von neutrophilen Granulozyten 

durch eine Stimulation, z.B. durch Chemokine, bezeichnet. Dieser Prozess geht der 

Migration voraus und umfasst die Aktivierung der Zellen bis hin zum Endothelrollen 

und Integrin-vermitteltem Spreading [162]. Wie in Abschnitt 3.6. beschrieben, wurde 

der Widerstand von angehefteten Neutrophilen an einer beschichteten Oberfläche 

mittels elektrischen Stroms gemessen, die in Korrelation mit den sich bewegenden 

Zellen steht.  

Neutrophile (2x106/ml) wurden mit IC aus mCOL7/Rα-mCOL7 stimuliert, 

anschließend mit den zu untersuchenden PI3K Inhibitoren in jeweils fünf 

Konzentrationen inkubiert und für 2h mit der xCELLigence gemessen. Dieser 

Vorgang wurde mit isolierten Neutrophilen von drei verschiedenen Blutspendern 

durchgeführt. Die Unterdrückung des Spreadings gelingt bei der höchsten 

Konzentration (1µM) der PI3Kα, β und δ Inhibitoren. Sowohl bei PI3Kγ Inhibierung 

als auch bei total gehemmter PI3K sieht man keine signifikante Minderung des 

neutrophilen Spreadings (Abb. 25). 
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Abbildung 25 Das Spreading der PMNs wird durch die höchste Konzentration der PI3Kα, β und δ 

Inhibitoren vermindert. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen. Frisch isolierte humane 

PMNs (2x106/ml) wurden mit IC aus mCOL7/Rα-mCOL7 stimuliert und die verschiedenen PI3K Inhibitoren in 

unterschiedlichen Konzentrationen hinzugefügt. Für 2h bei 37°C wurde der Widerstand der sich am well-

Boden angelagerten PMNs mittels elektrischen Stroms in einer xCELLigence gemessen, der mit den 

gewanderten PMNs korreliert gemessen und anschließend die Fläche unter der Kurve bestimmt. Die 

Stimulation mit IC+DMSO wurde zur Normalisierung der Daten auf 100 gesetzt, sodass die y-Achse den 

relativeN Zellindex der PMNs darstellt (n=4); one-way Anova *p<0,02, **p<0,005***p<0,0009 

 

α+δ Untereinheit 
α-δ Untereinheit 

α Untereinheit α Untereinheit 

δ Untereinheit δ Untereinheit 

β Untereinheit γ Untereinheit 
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4.6. Die Hemmung der PI3Kα und δ moduliert die IC induzierte NET Bildung, 

während die Inhibierung der PI3Kα die PMA induzierte NET Bildung beeinflusst  

Neutrophile Granulozyten sind in der Lage, sogenannte NETs zu generieren. Diese 

"Netze" bestehen aus ihrer eigenen DNA, Chromatin, Histonen und Enzymen wie 

der Elastase, Cathepsin G und Myeloperoxidase (MPO) [18] und dienen sowohl der 

Bekämpfung von eindringenden Mikroorganismen als auch der Reaktion bei 

inflammatorischen Autoimmunerkrankungen [9]. 

Wie in 3.7. beschrieben, sind PMNs durch entweder IC bestehend aus HSA/anti-

HSA oder PMA (20nM) stimuliert und mit SytoxGreen zur Detektion angefärbt 

worden. Der Prozess wurde für jede Konzentration der acht Substanzen dreimal mit 

unterschiedlichen Blutspendern wiederholt (n=3). Hierfür wurden jedoch die 

Substanzen nochmals 1:10 in ihren normalerweise verwendeten Konzentrationen 

verdünnt, da die NET Bildung durch die hohe DMSO Konzentration gestört wurde. 

Die verwendeten Konzentrationen waren: 0,01nM, 0,1nM, 1nM, 10nM und 100nM. 

Abbildung 26 zeigt die Resultate nach 7h IC Stimulation, wobei nach PI3Kα 

Inhibition (Alpelisib) die NET Bildung ansteigt, bei Hemmung der δ Untereinheit 

(AMG319, IC-87114) jedoch die NET Formation signifikant vermindert ist. Bei 

kombinierter Inhibierung von PI3Kα und δ (GDC-0941) ist auch eine Hemmung der 

NET Bildung zu erkennen. Alle Effekte sind nur in der jeweiligen höchsten 

Konzentration (100nM) des Inhibitors zu sehen. Mit Ausnahme von der Inhibition 

der α Untereinheit durch Alpelisib, die auch in einer 10nM Konzentration signifikante 

Effekte erzeugt. 
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Abbildung 26 Die NET Produktion nach IC-Stimulation der PMNs mit HSA/anti-HSA ICs ist durch 

Hemmung der PI3Kα und δ in der höchsten verwendeten Konzentration (100nM) reduziert. Dargestellt 

sind die Mittelwerte und Standardabweichungen. Die PMNs wurden in einer Konzentration von 1x106/ml mit 

den PI3K Inhibitoren und SytoxGreen inkubiert und für eine Messzeit von 7h ausgewertet (n=3). Anschließend 

wurde die Fläche unter der Kurve bestimmt und als Positivkontrolle die Neutrophilen stimuliert mit IC+DMSO 

auf 100 standardisiert, sodass die y-Achse die relative Fluoreszenz wiedergibt. one-way Anova *p<0,04, 

**p<0,007, ***p<0,0001 

δ Untereinheit δ Untereinheit 

α Untereinheit α Untereinheit 

α+δ Untereinheit 
α-δ Untereinheit 

β Untereinheit γ Untereinheit 
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Zur Fluoreszenz-Mikroskopischen Darstellung der NETs nach IC-Stimulation wurde 

eine Färbung mit SytoxGreen durchgeführt. In Abb. 27 ist exemplarisch die 

Fluoreszenz-Auswertung für AMG319 im Vergleich zur IC-Stimulation nach 7h 

dargestellt. Es ist zu erkennen, dass bei höherer Konzentration der PI3Kα und δ 

Inhibitoren (100nM) die NET Bildung stärker gehemmt ist als bei niedrigeren 

Konzentrationen (10nM). Als Positivkontrolle ist hier die alleinige Stimulation mit 

IC+DMSO dargestellt.  

 

               

Abbildung 27 Die Fluoreszenz-Mikroskopische Darstellung der Effekte durch AMG319 in zwei 

verschiedenen Konzentrationen (100nM und 10nM) zeigt, dass die Hemmung der PI3Kδ eine 

signifikante Rolle in der Bildung der NETs spielt. Dargestellt ist die IC induzierte NET Bildung von 

Neutrophilen mit einer 40x Vergrößerung. Frisch isolierte PMNs (1x106/ml) wurden mit IC aus HSA/anti-HSA 

für 7h inkubiert (n=3). Bei Zugabe von der höchsten Konzentration (100nM) ist die NET Bildung nahezu 

vollständig gehemmt, wobei schon bei geringer Konzentrationsminderung (10nM) die NET Bildung wieder 

verstärkt auftritt. Zum Vergleich ist die IC Stimulation nach 7h ohne Hinzufügen des PI3K Inhibitors dargestellt 

und zeigt, dass die NET Bildung der PMNs dort am stärksten ausgeprägt ist. 

 

Zusätzlich wurde auch die NET Bildung nach Stimulation mit PMA untersucht, die 

jedoch nach 4h Inkubation ausgewertet wurde, da PMA nach 4h toxische Effekte 

aufweist [182]. Hier zeigt nur ein PI3Kα Inhibitor (HS-173) einen signifikanten 

steigernden Effekt auf die NET Formation der PMNs (Abb. 28). Alle anderen 

Substanzen hatten keinen signifikanten Einfluss auf die NET Bildung der PMA 

stimulierten PMNs. 

IC + 100nM AMG319 IC + 10nM AMG319 IC 
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Abbildung 28 PMA induzierte NETs zeigen nur durch Hemmung der α Untereinheit (HS-173) einen 

signifikanten Anstieg der NET Produktion. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen. Die 

PMNs wurden in einer Konzentration von 1x106/ml mit den PI3K Inhibitoren, PMA (20nM) und SytoxGreen 

(5µM) inkubiert und für 4h in einem Tecan Reader gemessen (n=3). one-way Anova **p<0,003 

 

β Untereinheit 

α Untereinheit α Untereinheit 

α+δ Untereinheit α-δ Untereinheit 

γ Untereinheit 

δ Untereinheit δ Untereinheit 
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Auch hier wurde wieder zur fluoreszenzmikroskopischen Darstellung eine Färbung 

mit SytoxGreen (5µM) durchgeführt (Abb. 29). Als Positivkontrolle dient hier die 4h 

PMA-Stimulation, um den Vergleich zu der Verstärkung der NET Bildung durch den 

PI3Kα zu ermöglichen. 

 

            

Abbildung 29 Der PI3Kα Inhibitor (HS-173) zeigt stimulierende Effekte auf die NET Bildung der PMA 

stimulierten PMNs nach 4h Stimulation. Dargestellt ist die PMA induzierte NET Bildung von Neutrophilen 

mit einer 40x Vergrößerung. Frisch isolierte PMNs (1x106/ml) wurden mit 20nM PMA für 4h inkubiert. Bei der 

höchsten Konzentration (100nM) von HS-173 ist die stärkste NETosis beobachtet worden. Es wurden 

1x106/ml PMNs mit 20nM PMA und den PI3K Inhibitoren für 4 inkubiert (n=3). Die anderen Untereinheiten der 

PI3K zeigten keinen signifikanten Effekt auf die NET Bildung der PMA stimulierten PMNs.  

 

4.7. Copanlisib, TGX-221 und GDC-0941 modulieren die Zytokinausschüttung 

der PMNs 

Durch die Aktivierung humaner neutrophiler Granulozyten werden unter anderem 

proinflammatorische Moleküle wie IL-8, fMLP, C5a und LTB4 ausgeschüttet, die 

wiederum zu einer Anlockung (Chemotaxis) der Neutrophilen, Austritt aus der 

Blutbahn (Migration) und ROS Produktion führen [26,65,72,148,149]. Außerdem ist 

seit längerem bekannt, dass PI3 Kinasen, vor allem PI3Kβ, in Tumorzellen 

überexprimiert sind, sodass seit neustem mit PI3K Inhibitoren in der Tumortherapie 

gearbeitet wird [140,191]. Auf dieser Grundlage wurde die Untersuchung der 

Zytokinausschüttung von IC-stimulierten Neutrophilen näher untersucht. 

Zuerst wurde die Zytokinausschüttung der PMNs nach IC-Stimulation im Vergleich 

zu unstimulierten Zellen, Zellen mit Antikörper und Zellen mit Antigen inkubiert 

untersucht. Es ist insgesamt die Ausschüttung von 19 verschieder Zytokine durch 

Neutrophile getestet worden, wobei lediglich die Freisetzung von IL-6 und TNF-α 

PMA PMA + 100nM HS-173 PMA + 10nM HS-173 
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eine signifikante Differenz zwischen IC-Stimulation und unstimulierten PMNs zeigte 

(Abb. 30).  
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Abbildung 30 Die Ausschüttung von IL-6 und TNFα wird durch 6-stündige IC-Stimulation der PMNs 

signifikant verändert. Dargestellt sind die Einzelwerte, Mittelwert und Standardabweichung. Als 

Vergleichsparameter dienen hier die unstimulierten PMNs (2x106/ml), welche auf der y-Achse als „-“ 

beschriftet sind (n=3). unpaired t-test **p<0,004, ***p<0,0008 
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Somit wurde die Auswirkung der PI3K Inhibitoren auf die Ausschüttung der IC-

stimulierten PMNs von IL-6 und TNF-α weiter untersucht. Hierfür wurde ein 

spezifischer human 6-Panel der Firma Biolegend verwendet (siehe 3.8.). Sowohl 

der PI3Kβ Inhibitor TGX-221 und der δ-Inhibitor GDC-0941 als auch der Pan-PI3K-

Inhibitor Copanlisib verursachten signifikante Effekte (Abb. 31+32). Die Hemmung 

der genannten PI3K Untereinheiten resultierten alle in einer verstärkten Freisetzung 

von IL-6, jedoch führte die totale PI3K Inhibition durch Copanlisib zu einer 

verminderten TNF-α Konzentration im Gegensatz zu TGX-221, das die TNF-α 

Konzentration erhöhte. 

 

Abbildung 31 Der Pan-Inhibitor Copanlisib, PI3Kβ Hemmer TGX-221 und GDC-0941 (PI3Kδ Inhibitor) 

erhöhen signifikant die IL-6 Freisetzung nach IC-Stimulation der PMNs. Dargestellt sind die Einzelwerte, 

Mittelwert und Standardabweichung. Hierfür wurden 2x106/ml isolierte PMNs mit PI3K Inhibitoren 6h mit IC 

stimuliert und anschließend der Überstand mit den freigesetzten Zytokinen ausgewertet (n=2 bzw. n=3). Die 

Daten wurden normalisiert, wobei als standardisierter Wert die für 6h IC-Stimulierten+DMSO Neutrophilen 

gelten. *p<0,03, **p<0,003, ***p<0,0009 

 



73 
 

 

Abbildung 32 Die TNFα Ausschüttung aus IC-stimulierten PMNs wird durch den Pan-Inhibitor 

Copanlisib vermindert. TGX-221 (PI3Kβ) jedoch erhöht die TNFα Freisetzung bei der Anwendung von 

10nM und 1nM. Dargestellt sind die Einzelwerte, Mittelwert und Standardabweichung. Hierfür wurden wie für 

die IL-6 Detektion 2x106/ml isolierte PMNs mit PI3K Inhibitoren 6h mit IC stimuliert und anschließend der 

Überstand mit den freigesetzten Zytokinen mithilfe eines Kits der Firma Biolegend ausgewertet (n=2 bzw. 

n=3). *p<0,03, **p<0,003, ***p<0,0007 
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5. Diskussion 

EBA ist eine blasenbildende Autoimmunerkrankung, die mit subepidermalen 

Läsionen einhergeht. Charakteristisch für die Entstehung des inflammatorischen 

Typs der EBA ist die Bildung von Autoantikörpern gegen COL7 [196]. COL7 ist ein 

wichtiger Bestandteil der DEJ und trägt zur Stabilität und Integrität der Haut bei.  

Diese Arbeit dient, aufbauend auf der Untersuchung der Wirkung und des 

Zusammenspiels der vier PI3K Isoformen, der weiteren Erforschung der EBA 

Pathogenese zum deren erweiterten Verständnis. Aufgrund der mangelnden 

spezifischen therapeutischen Möglichkeiten nicht nur von EBA sondern auch von 

anderen IC-abhängigen bullösen Autoimmunerkrankungen wurde in dieser Arbeit 

nach neuen Ansätzen gesucht.  

Name IC50 α  IC50 β IC50 γ IC50 δ Other 

targets 

HS-173 0.8 nM - - - - 

Alpelisib 5.0 nM - - - - 

TGX-221 5.0 μM 5.0 nM >10 μM 0.1 μM   

AS-604850 4.5 μM >20 μM 0.55 μM >20 μM - 

AMG319 33 μM 2.7 μM 850 nM 18 nM - 

IC-87114 - 75 μM 29 μM 0.5 μM - 

GDC-0941 3.0 nM 33 nM 75 nM 3.0 nM - 

Copanlisib 0.5 nM 3.7 nM 6.4 nM 0.7 nM - 

Tabelle 5 Aufgelistet sind die acht untersuchten PI3K Inhibitoren mit ihrer jeweiligen Affinität zu den 

verschiedenen PI3K Untereinheiten. Blau hervorgehoben ist die Untereinheit, zu welcher die größte Affinität bei 

kleinster Konzentration besteht. 
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5.1. PI3K in neutrophilen Granulozyten 

Die Forschung der letzten Jahrzehnte hat mehrere potentielle Zielmoleküle, die sich 

für die Therapie der EBA eignen könnten, aufgedeckt [71,77,88,96,132,152,153]. 

Aufbauend auf der Erkenntnis, dass neutrophile Granulozyten eine wichtige Rolle 

in der Entzündungsreaktion und somit der Blasenbildung bei EBA spielen [34,171], 

wurde der intrazelluläre Signalweg der aktivierten Neutrophilen in Rahmen dieser 

Arbeit näher untersucht. Bisher ist die zeitliche und räumliche Funktion der 

einzelnen PI3K Isoformen noch ungeklärt. Bekannt ist, dass die Effekte vom 

Stimulus abhängen, mit dem die neutrophilen Granulozyten aktiviert werden, 

sodass hier hauptsächlich die systematische Untersuchung der Effekte nach 

Stimulation der PMNs mit IC erforscht wurde. 

Obwohl Neutrophile alle vier Unterformen besitzen, sind bisher vor allem zu PI3Kβ 

und γ Forschungsergebnisse erzielt worden. PI3Kγ spielt eine entscheidende Rolle 

in der Regulation von entzündlichen Reaktionen und kardiovaskulärer Homöostase. 

Durch ihre Aktivierung werde proinflammatorische Moleküle wie IL-8, fMLP, C5a 

und LTB4 ausgeschüttet, die wiederum zu einer Anlockung (Chemotaxis) der 

Neutrophilen, Austritt aus der Blutbahn (Migration) und ROS Produktion führen 

[26,65,72,148,149]. Außerdem ist seit längerem bekannt, dass PI3 Kinasen, vor 

allem PI3Kβ, in Tumorzellen überexprimiert sind, sodass seit neustem mit PI3K 

Inhibitoren in der Tumortherapie gearbeitet wird [140,191]. 

Die Ausschüttung von reaktiven Sauerstoffmetabolite erfordert hauptsächlich die 

NADPH Oxidase, die in Neutrophilen Granulozyten vorhanden ist. Zur Aktivierung 

der Neutrophilen dienen nicht nur das Erkennen von Pathogenen, sondern auch 

das Binden von Antigenen mittels des Fc-Rezeptors [197]. Die Bedeutung der 

NAPDH Oxidase in der Pathogenese der EBA wurde sowohl in Mäuse ohne 

funktionstüchtige NAPDH Oxidase gezeigt, die nach Antikörpertransfer gegen 

Kollagen VII keine Blasen bildeten, als auch durch medikamentöse Hemmung der 

NAPDH Oxidase [34]. Die stärkste ROS Minderung wurde durch die kombinierte 

Hemmung mit PI3Kβ und δ hervorgerufen [101]. Diese Ergebnisse sind vergleichbar 

mit den Daten dieser Arbeit, die signifikante ROS Minderung nach selektiver 

Hemmung der PI3Kβ (TGX-221) und PI3Kδ (AMG319, IC-87114) als auch nach 

Hemmung der PI3Kα+δ (GDC-0941) und einen Pan-Inhibitor (Copanlisib) erzeugte.  
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In dieser Arbeit wurde auch die Migration der Neutrophilen und ihre Vorstufe das 

Spreading näher untersucht und konnte die Beeinflussung der IL-8 stimulierten 

Neutrophilen Migration durch die PI3K belegt werden. IL-8 ist bewiesenermaßen ein 

starkes Chemotaxin [89] und aktiviert über den IL-8 Rezeptor alle Untereinheiten 

der PI3K [178,181]. Die Positivkontrollen ohne die PI3K Inhibitoren erzielten, wie 

erwartet, die meisten migrierten neutrophilen Granulozyten. IL-8 löst eine 

Signalkaskade durch Binden an die G-Protein-gekoppelte CXC-Rezeptoren aus [5]. 

Die IL-8 stimulierte Migration wird durch Inhibition aller PI3K Untereinheiten sowohl 

einzeln als auch in Kombination gehemmt. Am stärksten ist der Effekt durch 

alleinige Hemmung der PI3Kγ und die kombinierte Unterdrückung aller 

Untereinheiten durch den Pan-Inhibitor Copanlisib, wohingegen die selektive 

Hemmung der β Isoform keine signifikanten Effekte hervorbringt.  

Diese Ergebnisse stimmen mit frühere Forschungen, die zeigten, dass PI3Kγ und δ 

eine signifikante Rolle in der mit Chemokinen (CXC, TNF-α) induzierten 

Neutrophilen Migration spielen. Dabei ist die PI3Kγ der Neutrophilen und nicht die 

des Endothels für das Endothelrollen und die Migration verantwortlich. Außerdem 

ist ein zeitabhängiger Unterschied zu erkennen: Die PI3Kγ bestimmt die sofortige 

Migration, wohingegen die PI3Kδ für das verzögerte Migrieren der Neutrophilen 

wichtig ist. [110]  

Ein anderer Versuchsaufbau aus 2015 von Martin et al. untersuchte die 

Beeinflussung der PI3K auf die Migration der Neutrophilen stimuliert durch CXCL8 

oder GM-CSF in einem dreidimensionalen Aufbau [120]. Der gradientielle 

Versuchsaufbau mit CXCL8 verursachte eine chemotakische Migration, der nicht-

gradientielle Aufbau bewirkt nur chemokinetische Migration. Wohingegen die 

Stimulation mit GM-CSF nur eine chemokinestische Migration auslöste. Es 

resultierte darin, dass sowohl die chemotakische als auch die chemokinetisch 

stimulierte Migration signifikant durch einen Pan-Inhibitor und die PI3Kδ unterdrückt 

werden konnte. PI3Kγ hemmte nur die chemokinetische Migration signifikant, 

wohingegen die PI3Kα nur die chemotaktische Migration beeinflusste. Eine 

Kombination von PI3Kα+δ Inhibition zeigte eine verstärkte Unterdrückung der 

Migration und lässt darauf schließen, dass beide Kinasen auf unterschiedlichen 

Wegen wirken. PI3Kβ wurde nicht näher untersucht, da in den verwendeten 

Neutrophilen diese selten exprimiert wurde. [120] 
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Die Intaktheit des Zellverbands und somit entscheidender Faktor für den Zellaustritt 

in das entzündete Gewebe wird durch die PI3Kα reguliert. Die TNF-α induzierte 

inflammatorische Gefäßpermeabilität wird durch die Hemmung der PI3Kα am 

stärksten beeinflusst [26]. Dies ist hiermit zu erklären, dass die PI3Kα für die 

Phosphorylierung der vaskulär-endothelialen Cadherine zuständig ist, die für die 

Stärkung des Zellzusammenhalts verantwortlich sind.  

Das Spreading ist kann als eine Vorstufe der Migration gesehen werden. Es kommt 

zu einer Zellpolarisierung, die auf Integrin-vermittelter Adhäsion basiert und zu einer 

Ausbildung von Aktinfilament-haltigen Zellausläufern führt [162]. Es konnte bereits 

belegt werden, dass die PI3K ein wichtiger Faktor in der Neutrophilen 

Aktivierungskaskade, die zur Migration führt, darstellt: Sowohl IL-8 als auch C5a 

triggert durch Aktivierung von G-Protein gekoppelten Rezeptoren das Enzym Ras, 

welches wiederum den MAPK Signalweg stimuliert. Vorher bekannt war, dass eine 

vollständige Inhibition der PI3K den MAPK Signalweg hemmt. Somit sollte näher 

untersucht werden, an welchem Punkt diese Hemmung des MAPK Signalweg 

stattfindet. Hierfür wurde die Wirkung der PI3K auf das Ras Enzym getestet, wobei 

es in einer Unabhängigkeit resultierte, bzw., die PI3K auch downstream des Ras 

innerhalb des Signalwegs liegen kann. [94] Entscheidend jedoch ist, dass PIP3, das 

von der PI3K hergestellt wird, ist verantwortlich für die Ausbildung der Zellpolarität, 

die entscheidend für die Bewegung der Zelle ist [107,137] und somit das Spreading 

beeinflusst.  

Durch Hemmung der α-, β- und δ- Untereinheiten der PI3K, kommt es zu einer 

verminderten Bildung des PIP3. PI3Kγ jedoch scheint keinen Einfluss auf die 

Ausbildung der Zellpolarität zu haben. Dies steht im Kontrast zu Ergebnissen 

anderer Arbeiten, die behaupten, dass die PI3Kγ chemotaktisch unabhängig über 

die Polarisierung und Integrinadhäsion die Neutrophilen Migration (Spreading) 

beeinflusst [51]. Dieser Unterschied könnte an dem Versuchsaufbau liegen, da jener 

Versuchsaufbau die chemokinetische Spreading mittels fMLP darstellt und nicht wie 

in dieser Arbeit das Spreading durch anlegen von Strom simuliert wird. Sowohl 

PI3Kβ als auch PI3Kδ tragen zum Spreading der Neutrophilen bei und vor allem die 

β Untereinheit ist signifikant nach der Aktivierung der Neutrophilen durch IC [101]. 

Kulkarni et al. zeigte, dass die Hemmung der PI3Kγ und δ weniger Effekt hat als die 

selektive Hemmung der PI3Kβ [101].  
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Eine weitere Fähigkeit der Neutrophilen ist die NETosis. NETs wurden 1996 zuerst 

als alternativer Zelltod zu Apoptose und Nekrose beschrieben [182]. Sie werden 

durch aktivierte PMNs abgegeben und dienen nicht nur der Bekämpfung von 

bakteriellen, viralen oder fungalen Pathogenen [18,21,184], sondern werden auch 

in bei inflammatorischen Reaktionen auf Autoimmunkrankheiten wie RA, SLE und 

Vaskulitis [13,106,144] eingesetzt. Durch Zusammenlagerung der einzelnen 

Bestandteile können diese bis zu einer Größe von 50nm anwachsen und dadurch 

eine physikalische sowie antibakterielle Barriere gegen die Pathogene bilden 

[1,18,21,184].  

Bisher sind drei Modelle der NETosis bekannt [45]. (a) Die besterforschteste ist die 

Suizidale NETosis mit einer Dauer von 2-4h. Sie resultiert in 

Chromatindekondensation und Membranruption, wofür die NADPH notwendig ist 

und somit ist dieser Prozess ROS abhängig.[108,136] (b) Bei der vitalen NETosis 

setzen die PMNs NETs bestehend aus nukleärer DNA innerhalb von 5-60min frei, 

ohne einen Verlust von Nukleushülle oder Plasmamembran. Dieser Vorgang ist 

ROS und Raf/MERK/ERK unabhängig, weil während dieses Prozesses die nukleäre 

DNA durch drei morphologische Veränderungen der Neutrophilen ausgestoßen 

wird: (I) Kernhüllen-Wachstum und Vesikelfreisetzung (II) Nukleäre Dekondensation 

und (III) Kernhüllenruption [17,47,143]. Die beschriebenen Veränderungen werden 

durch TLR und C3-Rezeptoren stimuliert [25,36,202]. Zusätzlich sind Interaktionen 

beschrieben worden, die direkt verschiedene Kinasen aktivieren (ERK, PI3K und 

SRC Kinasen) [28]. (c) Der letzte Typ, die vitale NETosis, ist wiederum ROS 

abhänigig mit Freisetzung von mitochondrialer DNA und wird nach GM-CSF oder 

LPS Stimuli innerhalb 15min aktiviert [205]. 

Jedoch wird zurzeit kontrovers diskutiert, ob die ROS Produktion und NET Bildung 

mit dem Krankheitsausmaß zusammenhängt. In einigen Arbeiten wurde gezeigt, 

dass die Blockade der NADPH Oxidase zu einem verminderten Krankheitsverlauf 

[112] führt, andere wiederum zu einem schwereren Verlauf [27]. Unumstritten ist 

aber die Notwendigkeit der ROS Produktion sowohl für die PMA als auch die IC-

stimulierte NET Bildung der PMNs [9,56,93,141]. Außerdem ist bekannt, dass nicht 

nur die NADPH Oxidase notwendig für die NET Produktion ist, sondern auch die 

Gluthationylierung von Aktin und Tubulin zu der Balance beitragen [180]. Die NET 

Bildung stimuliert durch andere Faktoren wie z.B. IL-8, TNF-α [63,86], können auch 
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ROS-unabhängig sein [141,204], was die Bedeutung des Umgebungsmilieus in den 

Fokus der Forschung rückt. Neuste Ergebnisse belegen, dass durch Ansäuerung 

des Umgebungsmilieus die ROS Produktion gemindert wird und somit auch die NET 

Bildung verzögert bzw. ausblieb [10]. Ein saures Milieu liegt auch im Gewebe bei 

inflammatorischen Prozessen vor und ist somit auch relevant für die Forschung der 

Autoimmunkrankheiten.  

Die Hemmung der PI3Kδ Untereinheit resultierte in einer Verminderung der NET 

Bildung von IC-stimulierten PMNs. Diese Funktion setzte sich auch bei kombinierter 

Inhibition von PI3Kα+δ durch GDC-0941 bzw. PI3Kα-δ (Copanlisib) fort. Andere 

Untereinheiten zeigten keine signifikanten Effekte. Die erhöhte NET Freisetzung 

durch alleinige Inhibition der α Untereinheit sowohl bei IC- als auch PMA-

stimulierten PMNs lässt zweifeln, ob die beiden verwendeten Substanzen HS-173 

und Alpelisib bei einer Zeitspanne von 4h bzw. 7h toxisch auf die Zellen wirken. Da 

die Toxizität der verwendeten Substanzen nur für einen Zeitraum von 2h durch eine 

FACS Analyse untersucht wurden (siehe 4.3.), ist dies bis jetzt nicht 

auszuschließen. 

 

5.2. PI3K in weiteren Zielzellen 

Nicht nur in Neutrophilen ist die PI3K zu finden, auch in Muskelzellen und 

Adipozyten wird der PI3K Signalweg durch Anstieg der Blutglucose stimuliert und 

führt zu einer vermehrten Aufnahme von Glucose in Zellen. Auch die Leber- und 

Pankreaszellen werden angeregt vermehrt Glucose umzubauen bzw. Insulin 

auszuschütten, womit die Homöostase der Blutglucose gewährleistet ist. In 

Tumorzellen jedoch wird durch Insulinanstieg der PI3K Signalweg stimuliert, was 

wiederum zu einem Tumorwachstum führt [73]. Dieses Phänomen stellt einen 

weiteren Überlegungsansatz dar, um einen spezifischen Inhibitor der PI3K der 

Tumorzellen zu finden.  

In Mikroglia ist die PI3Kδ notwendig für die TNF-α Ausschüttung bei Mangel von 

Glucose und führt somit zu einer Ischämie in diesem unterversorgten Gebiet. Durch 

Inhibition der PI3Kδ kann der zerebrale Schaden vermindert werden [113]. 
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Des Weiteren kann der PI3K/mTOR Signalweg durch TLR der Bakterienmembran 

aktiviert werden. Dies hat jedoch einen dämpfenden Effekt auf die 

Entzündungsreaktion. Durch eine anhaltende Therapie muriner und humaner 

myeloischen Zellen mit PI3K Inhibitoren wurde die Produktion von 

inflammatorischen Zytokinen angeregt, Il-10 Produktion vermindert und die T-Zell 

Aktivierung erhöht [192]. Dieser proinflammatorische Effekt des PI3K/mTOR Wegs 

könnte in der Tumortherapie von Vorteil sein, da in vielen soliden Tumoren ein 

proinflammatorisches Milieu mit Tumor-assoziierten Makrophagen (TAMs) herrscht. 

Die TAMs besitzen überwiegend die PI3Kγ [85]. Eine hohe Expression von PI3Kγ 

in den TAMs entspricht einer verminderten Lebenserwartung der Patienten, sodass 

die Therapie mit PI3K Inhibitoren dort anzuwenden wäre. 

Auch in B-Zellen ist die PI3K ein wichtiger Bestandteil. Innerhalb des B-Zelle-

Rezeptors befindet sich die Tyrosinkinase BTK und ein Dimer aus PI3Kα und δ, die 

nur im Zusammenspiel die maximale Signalstärke und somit die maximale Ca2+-

Mobilisierung, Erk-Phosphorylierung, etc. hervorrufen. Das bedeutet, dass die 

Inhibierung nur eines Bestandteils dieses Apparates zu einer verminderten Aktivität 

der B-Zelle führt [15,38]. Ein ähnliches Phänomen liegt bei den T-Zell-Rezeptoren 

vor, die sich aus einer PI3Kδ und einer TEC oder ITK Kinase zusammensetzen 

[128,176], jedoch ist noch nicht geklärt, ob die Aktivierung der PI3Kδ notwendig ist 

für die Funktion der TEC/ ITK Kinase oder vice versa.  

Der PI3K Signalweg spielt außerdem eine Rolle bei der weiteren Differenzierung 

der B- und T-Zellen [55]. Die Beeinträchtigung der T-Zelldifferenzierung zu CD4+ 

[139], CD8+ [119] oder Tregs [2] wurde am Beispiel der Hemmung der δ Untereinheit 

belegt. 

 

5.3. Beteiligung der PI3K bei der Pathogenese anderer Erkrankungen 

Es sind sowohl aktivierende als auch inaktivierende Mutation des PI3K Gens 

bekannt. Aktivierende Mutationen (PIK3CA, AKT1 and mTOR) wurden bei 

Tumorerkrankungen [24,155] und auch bei primären Immunerkrankungen (z.B. 

PASLI) [68] gefunden. Mutationen im PIK3CA Gen sind bei circa 30% der Brust-, 

Colon-, Endometrium und Prostatatumoren zu finden [207].  
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Eine verminderte PI3K Aktivität hingegen (Mutation im PTEN Gen) [131] ist vor 

allem bei Entwicklungsstörungen wie dem SHORT Syndrom anzutreffen [6,75]. 

Auch bei neurodegenerativen Erkrankungen wie Alzheimer und Morbus Parkinson 

spielt der PI3K/AKT Signalweg in neutrophilen Granulozyten eine entscheidende 

Rolle für die Neuronenschädigung. Die Signalkaskade wird unter anderem durch 

Insulin und Insulin like Growth Factor 1 (IGF 1) Produktion aktiviert und führt 

physiologisch zu einer Neuroprotektion. Ein Ungleichgewicht des PI3K/AKT 

Signalwegs jedoch führt zu Neuronenschäden [121,200]. 

 

5.4. Testung und klinische Phase der PI3K Inhibitoren 

Idelalisib (PI3Kδ) wurde als erster PI3K Inhibitor von der Food and Drug 

Administration (FDA) 2014 zur Therapie von B-Zell Lymphomen zugelassen [201]. 

Die Wirkung von Idelalisib in den Patienten war anders erwartet, da Idelalisib die 

mutierten B-Zellen aus ihren Nischen in die Peripherie herauslockt und vorerst eine 

Lymphozytose auslöst, anstatt wie die PI3Kα Inhibitoren direkt apoptotisch auf die 

Tumorzellen zu wirken. In Kombination mit dem CD20-Antikörper Rituximab werden 

die B-Zellen erkannt und in den Zelltod getrieben [54]. Da diese Therapie zu einigen 

schweren Infektionen und Leberenzymerhöhungen führte, wird diese nur noch in 

schweren Krankheitsfällen angewendet [7]. 

In der Brustkrebstherapie werden zurzeit PI3K Inhibitoren als Therapeutika in 

Kombination mit Hormonrezeptorinhibitoren (Tamoxifen etc.) eingesetzt, da diese 

die Resistenzmechanismen der Tumorzellen vermindern [32,131]. Beispielsweise 

wird der PI3Kα Inhibitor Alpelisib in Kombination mit Fulvestrant bei ER positiven 

Brustkrebspatienten eingesetzt und zeigt gute Resultate in der Phase I Testung 

[142]. 

Ein Phase IIa und mehrere Phase III Studien werden mit dem Pan-Inhibitor 

Copanlisib bei Non-Hodgkin Lymphom (NHL) and chronischer lymphatische 

Leukämie (CLL) [48] durchgeführt. Zusätzlich wurde noch auf die 

erfolgversprechendste Anwendung von Copanlisib getestet. Dies resultierte darin, 

dass die i.v. Applikation Medikaments bei Mäusen besser wirkte, indem man es 

ihnen intermittierend (dreimal/Woche) anstatt täglich verabreichte [111]. 
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Eine neue Strategie stellt der Transport durch Nanopartikel dar, die mit dem 

Medikament beladen sind und tumorspezifische Rezeptoren aufsuchen, sodass das 

Wirtsgewebe weniger geschädigt wird [129]. 

 

5.5. Beeinflussung der Zytokinexpression 

Es ist bekannt, dass einige Zytokine wie IL-1, IL-6 und granulocyte macrophage 

colony-stimulating factor (GM-CSF) zur Blasenbildung bei EBA beitragen 

[153,154,195], sodass zuerst der Effekt der IC-Stimulation der PMNs auf deren 

Zytokinausschüttung untersucht wurde. Nur bei der Freisetzung von IL-6 und TNF-

α zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen den stimulierten und 

unstimulierten PMNs (Abb. 31). Außerdem wurde bei einigen durch alleinige 

Stimulation durch das Antigen hCOL7 eine erhöhte Freisetzung des jeweiligen 

Zytokins bemerkt.  Dies könnte auf eine mögliche direkte Bindung von COL7 an 

aktivierende Rezeptoren in Neutrophilen hinweisen.  

Aufgrund dessen wurde der Effekt der PI3K Inhibitoren auf die IL-6 und TNF-α 

Produktion der PMNs näher untersucht. Die IL-6 Ausschüttung ist signifikant durch 

die Hemmung der PI3Kβ, α+δ und α-δ erhöht worden (Abb. 32). Im Gegensatz dazu 

bewirkte die alleinige Inhibition der PI3Kβ einen Anstieg von TNF-α, die Inhibierung 

aller Subklassen (α-δ) jedoch eine Reduktion (Abb. 33). 

Die Serumkonzentration von IL-6 ist nachweislich in EBA Patienten erhöht [161]. In 

experimentellen IL-6 knock-out Mäusen, jedoch treten schwerere Phänotypen der 

EBA verglichen mit den Kontrollen auf. Auch die Applikation von rekombinantem IL-

6 führte zu einer dosisabhängigen Reduktion der experimentellen EBA, sodass man 

sagen kann, dass IL-6 als antiinflammatorisches Zytokin in experimentellen EBA 

Mäusen fungiert [154] und könnte somit protektiv bei der EBA Therapie wirken. 

Dagegen wirkt IL-6 in anderen entzündlichen Autoimmunerkrankungen 

proinflammatorisch in der Pathogenese wie der RA [74] und Psoriasis [61]. 

Tocilizumab z.B. ist ein Antikörper gegen den IL-6-Rezeptor und wird schon zur 

Therapie bei RA [135].  

Diese Maßnahmen sollten aber mit Vorsicht angewendet werden, da IL-6, wie 

erwähnt, auch antiinflammatorische Funktionen [60,81,145,199] in IC-abhängiger 
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Gewebezerstörung besitzt und durch Hemmung der IL-6 Produktion es eventuell 

Krankheitsverlauf fördernd bei EBA und anderen bullösen Autoimmunerkrankungen 

(z.B. BP) wirkt [115].  

Zu den Schlüsselfunktionen des Zytokins TNF-α zählen neben der Induktion der 

Tumornekrose auch die Regulation von Entzündungsreaktionen [70]. Es ist 

normalerweise bei Entzündungen und Infektionen im Serum erhöht und die 

Konzentration korreliert mit der Krankheitsstärke [104,190]. Außerdem ist belegt 

worden, dass die Blockade von TNF-α die Inflammation bei Autoimmunkrankheiten 

wie RA, Psoriasis Arthritis und Morbus Crohn eine gute Therapiemöglichkeit 

darstellt [3,11,130,179]. Im Hinblick auf dermatologische Erkrankungen ist TNF-α in 

chronischen Wunden aufgetreten [39], konnte aber auch in erhöhter Konzentration 

in der Haut von Mäusen mit experimenteller EBA und humanen EBA Patienten 

nachgewiesen werden [70]. 

TNF-α spielt auch eine Rolle bei der Chemotaxis von Neutrophilen. Es trägt sowohl 

als Chemokin zur Anlockung der Neutrophilen als auch zur vermehrten Expression 

von Integrinen bei, die notwendig für das Endothelrollen und anschließende 

Austreten aus der Blutbahn sind [52,173]. Daneben wird TNF-α durch aktivierte 

Neutrophile vermehrt ausgeschüttet und wirkt agonistisch und antagonistisch auf IL-

6 [138].  

Da der Anstieg der TNF-α Expression in der Haut oder im Serum bei bullösen 

Autoimmunerkrankungen schon bewiesen wurde [59], sind in ein paar Fällen bei 

Blockade von TNF-α Remissionen von Pemphigoid [82,90] bzw. Pemphigus 

Erkrankungen [12,80,146] beschrieben worden. Zusätzlich führte die Hemmung von 

TNF-α in anti-mCOL7C IgG-geimpften Mäusen zu einem milderen 

Krankheitsverlauf der EBA aber auch zu einer Verbesserung der Symptome bei 

schon ausgebrochener Krankheit [70]. Spezifisch die PI3Kδ wird durch TNF-α 

verstärkt [194]. 

Die Beeinflussung anderer proinflammatorische Zytokinausschüttung durch 

Hemmung des PI3K/AKT-Signalwegs ist bei T-Zellen bekannt [33]. Durch die 

Unterdrückung überwiegend von PI3Kδ durch den Inhibitor ZSTK474 sind die 

proinflammatorischen Zytokine IL-1α, IL-1β, IFN-γ, and TNF-α signifikant vermindert 
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worden. Ob dieser Verminderung der Zytokinfreisetzung auch auf andere Zellen 

übertragbar ist, bleibt bisher unerforscht.  

 

5.6. Limitationen der Versuchsreihe 

Eine Limitation der Versuchsreihe stellt die Probandenauswahl dar, da diese vor 

Blutentnahme nur anamnestisch auf Erkrankungen kontrolliert wurden, die die 

Zellzusammensetzung, Zellfunktion, etc. verändern. 

Auch ist die Gruppengröße bei den verschiedenen Versuchen unterschiedliche. Bei 

der Legendplex Zytokinexpression variiert die N-Zahl zwischen den getesteten PI3K 

Inhibitoren.  

Wie bereits erwähnt, wurde die Toxizität der verwendeten Substanzen nur innerhalb 

eines Zeitraums von 2h durch eine FACS Analyse untersucht wurden (siehe 4.3.), 

daher ist bis jetzt die langfristige Toxizität nicht auszuschließen. 

Die untersuchten Inhibitoren selbst haben eine Spezifität für PI3K Untereinheiten, 

jedoch haben nicht alle eine Affinität nur zu einer spezifischen Untereinheit, sodass 

man eventuell die Wirkungen noch tiefer untersuchen sollte. Zusätzlich ist nicht bei 

allen Auswertungen auf den IC50 Bereich der untersuchten Substanzen geachtet 

worden, sodass einige Ergebnisse die Wirkung außerhalb der IC50 inkludieren. 

In dieser Untersuchung wurden nur in vitro Versuche durchgeführt, sodass eine in 

vivo Validierung im Anschluss folgen sollte. Hier liegt das Problem bei der 

unterschiedlichen Bedeutung der PI3K Untereinheiten zwischen Maus und Mensch 

[95].  

 

5.7. Ausblick 

Die Entschlüsselung der Signalwege kann Beitrag leisten zum Verständnis der 

Pathogenese inflammatorischer Autoimmunkrankheiten, wie EBA aber auch 

anderen neutrophilen-abhängiger Erkrankungen. Es könnten sich spezifischere und 

somit nebenwirkungsärmere Therapiemöglichkeiten eröffnen. Vorerst müssen die 
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PI3K Inhibitoren eine Validierung im Tiermodell der EBA durchlaufen, welche zurzeit 

durchgeführt wird. Im Anschluss ist eine Untersuchung der Expression in 

Lymphozyten, neutrophilen Granulozyten und der Haut der Patienten notwendig.  

Am vielversprechendsten sind die Pan-Inhibitoren, da sie das breiteste 

therapeutische Feld abdecken. Zugleich haben sie jedoch den Nachteil, dass auch 

die Nebenwirkungen im Gegensatz zu den spezifischeren Inhibitoren größer sind. 

Da wahrscheinlich eine sehr hohe Dosis angestrebt werden muss, um die 

Tumorzellen eindämmen zu können, werden die physiologischen 

Stoffwechselwege, wie die PI3K in den Leberzellen, auch beeinträchtigt werden und 

zu Hyperglykämien führen [183]. Bei Therapie mit spezifischeren PI3K Inhibitoren 

hingegen wurden Resistenzmechanismen der Tumorzellen durch 

Mutationswechsel beobachtet, sodass die Therapie bisher unzureichend wirksam 

war [160]. 
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6. Zusammenfassung 

Dysregulierte neutrophile Granulozyten sind oft begleitend in entzündlichen 

Prozessen bei Autoimmunkrankheiten wie EBA vorhanden. Vorangehende 

Untersuchungen haben gezeigt, dass die PI3K ein Schlüsselmolekül in der 

Signalkaskade der Neutrophilen ist. Zurzeit sind vier Isoformen der PI3K bekannt, 

die α-, β-, γ- und δ-Isoformen, die sich jeweils in ihrer Funktion und 

Gewebeexpression unterscheiden. Ziel der Arbeit war es, die Rolle dieser PI3K 

Untereinheiten in den verschiedenen Wirkmechanismen der Neutrophilen zu 

untersuchen. Um den Einfluss der unterschiedlichen Aktivität der einzelnen 

Isoformen auf die entsprechenden Eigenschaften der PMNs und ihre Signalwege 

zu untersuchen, wurden acht verschiedene PI3K Inhibitoren in jeweils fünf 

unterschiedlichen Konzentrationen untersucht, die in ihrer Affinität zu den PI3K 

Isoformen variieren. Folgende Effekte der Inhibitoren auf die Aktivierung von PMs 

wurden analysiert: (i) die Ausschüttung von proteolytischen und zytotoxischen 

Molekülen wie reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und (ii) proinflammatorischen 

Zytokinen, (iii) die Produktion von NETs, (iv) die Aktivierung durch Protease-

induziertes Spalten (Shedding) von CD62L, (v) die Anheftung und Ausbreitung an 

vorbeschichteten Oberflächen (Spreading), (vi) die Chemotaxis nach IL-8 

Stimulierung und (vii) die möglichen toxischen Effekte der PI3K Inhibitoren. Die 

Ergebnisse legen nahe, dass die PI3K Isoformen für unterschiedliche Zellfunktionen 

neutrophiler Granulozyten verantwortlich sind und dabei als spezifisches Netzwerk 

über nachgeschaltete Signalwege zur Koordination der unterschiedlichen 

Eigenschaften  PMNs beitragen. Die Untersuchung der Ausschüttung der ROS 

zeigte, dass die PI3K Isoformen β und δ konzentrationsabhängig die ROS-

Freisetzung von Immunkomplex (IC)-aktivierten PMNs signifikant verringern. Einige 

der getesteten Substanzen beeinflussten die Freisetzung von Zytokinen, vor allem 

von IL-6 und TNF-α. Hier wurde durch die Inhibition der PI3K β und δ eine signifikant 

vermehrte Konzentration von IL-6 im Vergleich zur Kontrollgruppe gemessen. Im 

Gegensatz zur verminderten Freisetzung von TNF-α nach totaler Inhibierung der 

PI3 Kinase wird sie nach der alleinigen Hemmung der PI3K β-Untereinheit verstärkt 

ausgeschüttet. Die Produktion der NETs nach siebenstündiger IC-Stimulation der 

PMNs war nach Inhibierung der α Untereinheit vermehrt, bei Hemmung der PI3K δ 

jedoch vermindert. Nach vierstündiger PMA-Stimulation von PMNs und Hemmung 
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der PI3K α zeigte sich ein steigernder Effekt auf deren NET Formation. Des 

Weiteren beeinflusste die Hemmung der PI3K α, γ und δ Untereinheiten das 

neutrophile Spreading. Dieses Ausbreiten der PMNs auf Oberflächen geht der 

Chemotaxis voraus, weshalb die Untersuchung der IL-8-induzierten Chemotaxis der 

PMNs ebenfalls ein prominentes Ergebnis zeigte. Nach Inhibierung der PI3K α, γ 

und δ verringerte sich signifikant die neutrophile Chemotaxis, während eine 

Hemmung der β-Untereinheit keinen signifikanten Effekt hervorbrachte. Die 

getesteten Substanzen zeigten in den verwendeten Konzentrationen keinen 

signifikanten Effekt auf das Überleben oder die zelluläre Aktivierung der PMNs. Auf 

Grundlage dieser Ergebnisse könnten weitere Untersuchungen, möglicherweise in 

vivo im Mausmodell der EBA, zur Entschlüsselung der Signalwege in neutrophilen 

Granulozyten durchgeführt und schließlich neue therapeutische Ansätze für die 

Behandlung inflammatorischer Autoimmunerkrankungen wie EBA erarbeitet 

werden. 
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