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1. Einleitung

1.1 Aufbau der Haut

Die Haut ist mit ungefihr 2,0 m? das gréRte Organ des Menschen. Ihre Aufgabe besteht nicht nur
darin eine Barriere zur AuRenwelt zu bilden und somit den Korper vor mechanischen,
physikalischen und chemischen Schaden zu schiitzen (1), sondern sie erfillt auch verschiedene
neuronale und immunologische Funktionen, indem sie eine Vielzahl von Sinneswahrnehmungen
verarbeitet und Uber eigene Immunzellen verfiigt, die verschiedene Entziindungsreaktionen
vermitteln kénnen (2).

Die Haut wird in mehrere Schichten eingeteilt: die aus Epithelzellen bestehende Epidermis, der
bindegewebigen Dermis und der Subcutis, die groStenteils aus Fettgewebe besteht (3). Die duBerte
Schicht der Haut ist die Epidermis, die aus Keratinozyten gebildet wird. Der Aufbau unterscheidet
sich zwischen der an den Handflachen und FuRsohlen vorkommenden Leistenhaut und der
Felderhaut, die am Ubrigen Integument ausgepragt wird. Es werden aufgrund der Differenzierung
der Keratinozyten innerhalb der Epidermis weitere Schichten abgegrenzt. Diese sind von apikal
nach basal: Stratum corneum, das nur in der Felderhaut vorkommende Stratum lucidum, sowie
Stratum granulosum, Stratum spinosum und Stratum basale (4). Die Epidermis ist in der unter ihr
liegenden Basalmembran verankert, welche sich zwischen Epidermis und Dermis befindet. Die
Dermis ist aus zwei Schichten aufgebaut. Dem Stratum papillare, welches besonders gefaRreich ist,
und dem kollagenreichen Stratum reticulare. In der darunter liegenden Subcutis sind Giberwiegend
Adipozyten zu finden (3, 4).

In der Haut sind auRerdem noch multiple weitere Strukturen zu finden. Hierzu gehéren Driisen
(Schweil3-, Duft-, und Talkdriisen), Haarfollikel sowie eine Vielzahl spezialisierter Zellen, die

verschiedene Funktionen iibernehmen (4). Einen Uberblick tiber diese Zellen gibt die Tabelle (Tab.)

1.1.
Tab. 1.1 — Uberblick iiber spezialisierte Zellen der Haut.
Langerhans- | Merkel- Meissner- Vater-Pacini-
Zellen Melanozyten ~ -
Zellen Zellen Tastkoérperchen Kérperchen
. Stratum Stratum Stratum Stratum .
Hautschicht ) ) Subcutis
basale spinosum basale papillare
. Melanin- Immun- Mechano- ) )
Funktion ) ) Druckrezeptor | Vibrationsrezeptor
produktion antwort rezeption

1.1.1 Antigene der Haut

In der Haut tragen viele unterschiedliche Proteine zur Aufrechterhaltung der Zell-Zellkontakte
zwischen den Keratinozyten bei. Weitere Proteine verbinden die Keratinozyten des Stratum basale

mit der darunter liegenden Dermis. Dieser Bereich wird als dermoepidermale Junktionszone

1



bezeichnet. Diese Strukturen kénnen Antigene verschiedener Autoantikérper sein. Eine Bindung
der Antikorper an deren Antigene kann somit eine Lockerung der Verbindungen verursachen,
wodurch es klinisch zu einer Blasenbildung der Haut kommt. Diese Krankheitsbilder werden
deshalb auch als blasenbildene Autoimmundermatosen bezeichnet. Die Erkrankungen
unterscheiden sich dabei durch die verschiedenen Antigene, von denen die haufigsten in Abbildung

(Abb.) 1.1 schematisch dargestellt werden (5).
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Abb. 1.1 - Darstellung haufiger Autoantigene in der Epidermis und der dermoepidermalen
Junktionszone. Die Zell-Zellkontakte werden durch Dsg 1 und 3 sowie durch Dsc erzeugt. Diese Strukturen
sind in der desmosomalen Plaque (blau) Gber PG und PKP-1 an DP und somit an die Keratinfilamente
gebunden. Die Verbindung mit der Basalmembran (aus Lamina lucida, Lamina densa und Sublamina densa)
geht von der hemidesmosomalen Plaque (grau) aus, in der sich Plektin und BP230 befinden. Die
Verankerung in der Basalmembran erfolgt durch BP180, Integrin und Laminin 332. Der Kontakt mit dem
dermalen Kollagen erfolgt durch Kollagen Typ VII. Darstellung nach (5).

BP180 = Bulloses Pemphigoid Antigen 1; BP230 Bulléses Pemphigoid Antigen 2; DP = Desmoplakin; Dsc =
Desmocollin; Dsg = Desmoglein; PG = Plakoglobin; PKP-1 = Plakophillin-1

1.2 Antikérper

An dieser Stelle sollen kurz die Funktionen und Aufgaben von Antikérpern beschrieben werden. Die
Hauptaufgabe des Immunsystems ist es den Korper von fremden und potentiellen
Krankheitserregern zu schiitzen, indem es diese erkennt und bekdampft. Das Immunsystem wird in
zwei Klassen unterteilt, das angeborene beziehungsweise (bzw.) unspezifische Immunsystem sowie

in das erworbene bzw. spezifische Immunsystem.



Zum unspezifischen Immunsystem gehoren, in einer vereinfachten Darstellung, neben
mechanischen Barrieren wie der Haut und multiplen Zellen (insbesondere Granulozyten,
Makrophagen und dendritische Zellen) auch das Komplementsystem. Es kann nur sehr begrenzt
zwischen verschiedenen Erregern unterscheiden. Das unspezifische Immunsystem besteht bereits
bei der Geburt und bildet einen sofortigen Schutz gegen potentielle Krankheitserreger.

Das erworbene Immunsystem hingegen erkennt hochspezifische Molekularstrukturen (Antigene)
und kann diese gezielt eliminieren. Dieser Prozess dauert langer, muss nach der Geburt erst
ausgereift werden und wird hauptsachlich durch T- und B-Lymphozyten gesteuert. Dieses System
agiert mit Hilfe von Antikorpern (6, 7 ,8).

Bei den in dieser Arbeit verwendeten Antikorper handelt es sich um rekombinant produzierte
Antikorperstrukturen. Zum besseren Verstdndnis soll hier die Struktur eines Antikorpers
beschrieben und die in dieser Arbeit verwendeten Fragmente erklart werden. Antikérper bzw.
Immunglobuline sind Proteine des erworbenen Immunsystems. Antikorper besitzen eine Ypsilon-
dhnliche Form und bestehen aus vier Ketten — zwei langen schweren sogenannten (sog.) H-Ketten
(engl.: heavy chains) und zwei kurzen leichten sog. L-Ketten (engl.: light chains), welche lber
Disulfidbindungen miteinander verbunden sind. Die schweren Ketten bestehen aus drei konstanten
(Ch1, Ch2, Chz) Doméanen und einer variablen (V4) Doméne. Die kiirzeren leichten Ketten bestehen
aus je einer konstanten (C.) und variablen (V) Doméane. Im Zentrum des Immunglobulins befindet
sich die sog. Hinge-Region zwischen Cy; und Cy,, die entscheidend fiir die Flexibilitat des Molekiils

ist (Abb. 1.2).

Abb. 1.2 — Darstellung eines IgG-Antikérpers. Zu
erkennen sind die Ypsilon-Form sowie die
verschiedenen Domaéanen. Die schweren (blau)
und leichten Ketten (orange) sind durch
Disulfidbriicken (rot) miteinander verbunden. Die
variablen Regionen sind etwas heller dargestellt.
Im Zentrum des Molekils ist die Hinge-Region
dargestellt. Die variablen Domanen sind fir die
spezifische Bindung an Antigene verantwortlich.
Die konstanten Domadnen bestimmen die

Antikorperklasse und aktivieren die

Immunantwort. Darstellung verdndert nach (11).
Cy / CL= Konstante schwere / leichte Domane;

Vyu/ VL= Variable schwere / leichte Doméane

Die aus Vu und V. bestehenden variablem Regionen eines Antikorpers ermoglichen die

hochspezifische Bindung der Immunglobuline an Antigene. Hierfiir sind jeweils drei hypervariable



Regionen sog. Complemantarity-determining regions (CDR) 1-3 verantwortlich, die den direkten
Kontakt mit dem Antigen bilden. Konstante Regionen hingegen kénnen von Immunzellen zum
Beispiel (z.B.) B-Zellen erkannt werden und eine Immunantwort auslosen. Sie bestimmen auch die
Einteilung der Immunglobuline in eine der finf Klassen: das am haufigsten vorkommende IgG, das
ein Pentamer bildende IgM, das als Dimer vorliegende IgA sowie IgE und IgD, welche ebenfalls
Monomere sind (9, 10).

Durch die Verwendung der Protease Papain konnen die H-Ketten im Bereich der Hinge-Region
gespalten werden. Auf diese Weise entstehen zwei Fap-Fragmente und ein F-Fragment. In dieser
Arbeit werden rekombinant produzierte Single chain variable fragments (scFv) bzw. variable
Einzelkettenfragmente verwendet, welche aus den variablen Regionen der schweren und leichten

Ketten bestehen (Abb. 1.3) (11).

F,,-Fragment

F.-Fragment —
/ scFv-Fragment

Abb. 1.3 — Darstellung von F.,-Fragment und Single chain variable fragment. F,,-Fragmente bestehen

aus den leichten Ketten sowie der Vy- und Cyi-Domaéne der schweren Kette. Das scFv besteht nur aus der
Vy- und der Vi-Domane. Darstellung verdandert nach (12).
Cn/ CL= Konstante schwere / leichte Doméne; Vi / V. = Variable schwere / leichte Doméne; scFv = Single

chain variable fragment

Die gewaltige Menge an fremden und potentiell gefahrlichen Erregern und deren Antigenen zwingt
den Korper dazu eine Vielzahl an unterschiedlichen Antikérpern zu bilden. Damit jeder Antikdrper
nur mit seinem spezifischen Antigen reagiert, ermoglichen Mechanismen die Erzeugung einer
erheblichen Diversitat zwischen den Immunglobulinen. Entscheidend fir die Antikorpersynthese
sind B-Zellen und die mit ihnen lber den T-Zell-Rezeptor (TCR) interagierenden T-Zellen. Die
Herstellung der Immunglobuline findet in B-Zellen statt, in denen die Diversitat durch multiple

Splicevorgange und Neuanordnungen von Genabschnitten erreicht wird. Dieser Prozess wird als



somatische Rekombination bezeichnet. Die fur die leichten und schweren Ketten kodierenden
Gene bestehen aus verschiedenen variablen (V), verbindenden (J) (engl.: joint) und im Fall der
schweren Kette auch Diversitdt (D) Bereichen. Diese konnen unterschiedlich miteinander
kombiniert werden, wodurch eine Vielzahl von variablen Regionen (Vi und V,) gebildet werden
kann (Abb. 1.4). Neben der somatischen Rekombination flihren weitere Prozesse zur Erh6hung des
Immunglobulinreportoires. Die junctionale Diversivitat fihrt durch eine Verbindung von
Haarnadelstrukturen in den V, D und J Bereichen zu neuen Genvariationen. Nach der Aktivierung
der B-Zelle kann durch einen als somatische Hypermutation bezeichneter Prozess die DNA
(Desoxyribonukleinsaure) des Immunglobulins verandert werden. Durch Aktivierung des Enzyms
»aktivierungsinduzierte Cytidin-Desaminase” werden Cytosinbasen zu Uracil umgewandelt. Dies
kann wiederrum auf dem korrespondierenden Strang zu einem Austausch von Guanin zu Adenin

fihren (13, 14).

(0]

- 3‘| |Keimbahn-DNA
v[o[s

5 ] Rekombinierte DNA

Vi

Abb. 1.4 — Darstellung einer somatischen Rekombination des Gens einer schweren Kette. Aus jeweils
einer der verschiedenen variablen (V), verbindenden (J) und Diversitat (D) Bereiche wird durch somatische
Rekombination eine Vy gebildet. Verdndert nach (13).

DNA = Desoxyribonukleinsaure; Vy= Variable schwere Domane

1.2.1 Autoimmunitat

Die Erstbeschreibung von Autoimmunitat erfolgte 1901 durch Paul Ehrlich (15). Dieser bezeichnete
die von ihm beobachtete Aktivitdt des Organismus als Horror autotoxicus (lat.: Schrecken der
Selbstvergiftung). Heutzutage sind Autoimmunreaktionen als Ursache fiir Krankheiten
verschiedenster Organsysteme identifiziert worden und betreffen etwa finf bis zehn Prozent der
Weltbevolkerung (16). Der Pathomechanismus von Autoimmunerkrankungen beruht auf einer
Immunreaktion des Organismus gegen korpereigene sog. Autoantigene (17).

Damit bei der Entstehung von Antikérpern und TCR eine Affinitdat zu moglichst vielen Antigenen
erreicht werden kann (Kapitel 1.2), diese aber nicht gegen den Kérper gerichtet sind, fihren

multiple Mechanismen zur Inaktivierung und Eliminierung autoreaktiver Lymphozyten. Dieser



Schutzmechanismus wird als Selbst-Toleranz bezeichnet und beinhaltet mehrere Ebenen. Im
Thymus und Knochenmark werden autoreaktive Lymphozyten in einem als negative Selektion
bezeichneten Prozess identifiziert und im Rahmen der sog. zentralen Deletion zur Apoptose
angeregt (18). Dieser Prozess wird als auch zentrale Toleranz bezeichnet (17). Die verbleibenden,
im Korper zirkulierenden Lymphozyten weisen haufig eine geringe Affinitat zu eigenen Antigenen
auf. Dies ist notwendig, da eine erworbene Immunantwort gegen fremde Antigene nicht ganzlich
ohne Autoreaktivitdt moglich ist (19). Diese Lymphozyten reagieren jedoch nicht mit
Autoantigenen, da notige Kostimulatoren fehlen oder auf den Zellen inhibitorische Rezeptoren
aktiviert werden (17) (20). Als weitere Schutzebene kdnnen regulatorische T-Zellen (Treg-Zellen), die
Autoimmunitat durch Cytokine z.B TGF-3 unterdriicken (19).

Beim Versagen der Kontrollmechanismen kann es zum Ausbilden einer Autoimmunerkrankung
kommen, welche in organspezifische (z.B. Diabetes mellitus Typ 1) und systemische Erkrankungen
(z.B. systemischer Lupus erythematodes) unterteilt werden kénnen. Fiir die Pathogenese sind alle
Teile des Immunsystems verantwortlich, jedoch wird die Pathogenitdat meist durch T-Zellen oder
Antikorper vermittelt. T-Zellen verursachen einerseits sekundare Entziindungsreaktionen auf
abgelagerte Immunkomplexe, andererseits werden einige Autoimmunerkrankungen direkt durch
T-Zellen ausgelost, entweder durch das Auslosen einer Entziindung oder indem Strukturen
unmittelbar zerstort werden. Von B-Lymphozyten gebildete Autoantikérper kdnnen Entziindungen
verursachen, Molekiile durch Bindung inaktivieren oder destabilisieren und an Rezeptoren binden,
wodurch diese aktiviert oder gehemmt werden koénnen. Typisch fir eine Vielzahl von
Autoimmunerkrankungen ist eine Chronifizierung. Durch die Zerstorung einer Struktur werden
zunehmend mehr Autoantigene freigesetzt und die Immunantwort somit positiv riickgekoppelt
(19). Eine Sonderrolle im Vergleich zu den dargestellten Fallen spielen genetische Erkrankungen. So
fihrt z.B. ein Fehler im AIRE-Gen zu einer autoimmun verursachten Zerstérung multipler

endokriner Organe (21).
1.3 Pemphigus vulgaris

Pemphigus ist eine  blasenbildende  Autoimmundermatose. @ Zur  Gruppe der
Pemphiguserkrankungen gehoéren zwei Haupttypen. Diese sind Pemphigus vulgaris (PV) und
Pemphigus foliaceus (PF) (22, 23). Die Inzidenz von PV, mit welchem sich in dieser Arbeit beschaftigt
wird, betrdgt 0,1 — 0,5 pro 100.000 Einwohner und Jahr und ist damit die haufigste Form der
Pemphigustypen. Die Erkrankung tritt Gberwiegend bei Personen im zweiten Lebensdrittel auf,
kann aber prinzipiell in jedem Lebensalter auftreten. Manner und Frauen sind gleich haufig

betroffen (24).



Ursachlich fur die Pathogenese von PV sind Autoantikorper, die zu einer intraepidermalen
Blasenbilddung fiihren. Dies grenzt die Pemphiguserkrankung vom wesentlich haufiger
auftretendem bullésen Pemphigoid ab, wo sich die Blasen subepidermal in der dermoepidermalen
Junktionszone befinden (23). Im Fall von PV sind die Antikdrper gegen Desmogleinproteine
gerichtet (Abb 1.1), und verhindern somit die durch Desmoglein (Dsg) ermoglichten Zell-
Zellkontakte (25). Aufgrund der unterschiedlichen Arten und der zwischen den Zellschichten
variierenden Distribution von Dsg ergeben sich die verschiedenen Pemphigustypen. Im Falle von
PV sind die Antikorper gegen Dsg3 oder gegen Dsg3 und Dsgl gerichtet. Da Dsg3 lberwiegend in
den Schleimhd&uten vertreten ist, fihren Antikorper gegen Dsg3 zum klinischen Bild des mukdsen
PV. Richten sich die Antikorper zusatzlich gegen Dsgl ist zusatzlich zu den Schleimh&uten auch die
Haut betroffen. Beim vom PV abzugrenzendem PF treten nur Antikdrper gegen Dsgl auf. Da Dsgl
in den Schleimhduten kaum an den Zell-Zellkontakten beteiligt ist, entsteht die Blasenbildung bei

PF nur auf der Haut und nicht an den Schleimh&uten (23) (Abb. 1.5).

v Antikorper gegen
¢

Dsg3
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Schleimhaut Haut

Abb. 1.5 - Verteilung von Desmoglein 1 und Desmoglein 3 in Haut und Schleimhaut. Die Schematische
Darstellung zeigt die unterschiedliche Verteilung von Dsg3 und Dsgl in der Haut und Schleimhaut.
Wahrend die Keratinozyten der Schleimhaut insbesondere durch Dsg3 verbunden werden, ist an den Zell-
Zellkontakte der Haut hauptsachlich Dsgl beteiligt. Die Bildung von Antikérpern gegen Dsg3 fiihrt nur in
der Schleimhaut zur Akantholyse. Treten auBerdem Antikorper gegen Dsgl auf ist auch die Haut von der
Blasenbildung betroffen. Nach (23).

Dsg1/3 = Desmoglein 1/3

Neben Dsg3- und Dsgl-Antikorpern konnte auch eine mogliche Beteiligung von Antikdrpern gegen
andere Antigene in der Pathogenese von PV gezeigt werden. Zu diesen gehoéren insbesondere E-
Cadherin, welche wie Dsg zur Aufrechterhaltung von Zell-Zellkontakten beitragen (26, 27) aber auch
Thyreoperoxidase-Antikorper (Kapitel 1.4.2). Untersuchungen konnten zeigen, dass eine Bindung
von Antikdrpern an Dsg eine p38-vermittelte Aktivierung einer mitogenaktivierten Proteinkinase
(MAPK) auslost. Dies wiederum fihrt zu einer Verlagerung der Antigene von der Oberflache in das

Zytoplasma der Keratinozyten, wodurch die Zellkontakte geschwacht werden (28, 29, 30). Eine



genetische Disposition mit dem Auftreten von PV konnte in Studien gezeigt werden. Schon lange
ist eine Rolle bestimmter humaner Leukozytenantigne (HLA), insbesondere von HLA-DRB1*0402
und HLA-DQB1*0503, in der Pathogenese von PV bekannt (31, 32). Vor kurzem konnte auBerdem
eine Assoziation zwischen einer Variation von Immunglobulin 3 (IgG3) und dem Auftreten von PV
beschrieben werden (33).

Das klinische Bild von PV ist durch das Auftreten von Erosionen gepragt. Die durch die Antikorper
vermittelten Blasen liegen sehr weit oberflachlich und platzen schon durch geringe mechanische
Belastung auf, wodurch tatsachliche Blasen nur selten zu finden sind. Wie beschrieben treten die
Erosionen an den Schleimhauten und gegebenenfalls auch an der Haut auf. Besonders haufig sind
Areale betroffen, an denen hohe Scherkrafte wirken. Im Prinzip kann aber das gesamte Integument
betroffen sein. In der Klinik kann das Nikolski-Zeichen zur Uberpriifung auf ein PV herangezogen
werden (23, 24).

Zusatzlich zum klinischen Bild erfolgt die Diagnostik der Erkrankungen mit Hilfe verschiedener
Methoden. Histologische Schnitte zeigen die intraepidermal ausgepragte Akantholyse sowie auf
der Basalmembran stehende Zellen, welche durch noch intakte Hemidesmosomen (Abb. 1.1) mit
dieser verbunden sind. Das charakteristische Bild wird als Tombstone-Pattern (engl.: Grabstein)
bezeichnet. Eine weitere Methode ist die Immunfluoreszenz, welche der Goldstandart in der
Diagnostik von PV ist. Es wird zwischen der direkten und der indirekten Immunfluoreszenz
unterschieden (DIF bzw. IIF). In der DIF werden breites an Gewebe gebundene Antikdrper durch
mit einem Fluoreszenzmarker markierte Antikorper sichtbar gemacht. Bei PV-Patienten muss die
hierflr notige Biopsie perilasional entnommen werden. AnschlieRend zeigt sich in der DIF eine
typische netzartige Farbung entlang der Zellmembranen. Diese kommt durch die Bindung der
Antikorper an Dsg zustande, welche an der AulRenseite der Zellen lokalisiert sind. Die IIF ermdglicht
es Antikorper aus Patientenseren auf ein Gewebe aufzutragen und anschlieBend mit einem
Fluoreszenzmarker anzufarben. Im Fall von PV ist das verwendete Gewebe Affendsophagus und die
Dsg-Antikorper des Patienten werden mit einem fluoreszenzmarkierten Anti-lgG-Antikorper
markiert (5, 24). Zur Kontrolle der Krankheitsaktivitat kann ein mit Dsgl bzw. Dsg3 beschichteter
Enzymgebundener Immunadsorptionsnachweis (ELISA) (Kapitel 2.5) genutzt werden.

Die Therapie der Erkrankung erfolgt durch systemische Glukokortikoide in Kombination
verschiedener Immunsuppressiva. Am haufigsten werden hierflr Azathioprin, Mycophenolat-
Mofetil (MMF) und Cyclophosphamid verwendet. Gelegentlich kommt es auch zum Einsatz von
Rituximab, Methotrexat oder hochdosierter Immunglobuline (IVIG). In schweren Féllen wird auf die
Plasmapherese oder die Immunadsorption zuriickgegriffen (24). Neuere Studien untersuchen auch

den Einfluss von Epidermal Growth Factor Receptor-Inhibitoren (34).



1.4. Thyreoperoxidase

In dieser Arbeit soll die Auswirkung von Nicht-Dsg-Antikérpern untersucht werden. Bei den
untersuchten Antikérpern handelt es sich um Anti-Thyreoperoxidase-Antikorper. Die
Funktionsweise der Thyreoperoxidase (TPO), welche ein Schilddriisenenzym ist, wird an dieser
Stelle beschrieben.

Die Schilddriise ist eine endokrine Driise, die eine Reihe von Hormonen synthetisiert, von denen
die wichtigsten Thyroxin (T4) und Trijodthyronin (T3) sind. Diese Hormone regulieren Uber
molekulare und zelluldre Mechanismen verschiedene den Grundumsatz beeinflussende
Funktionen. Die Synthese von T3 und T4 erfolgt durch eine Reihe von Enzymen und Transportern
in den Follikelzellen (Abb. 1.6) (35, 36). Die TPO {bernimmt bei der Synthese der
Schilddriisenhormone eine Schlisselrolle, indem sie eine Jodierung von Tyrosinresten und deren

Verkettung ermoglicht.

Follikelepithelzelle
Na*
Follikellumen
I \ /

H NADPH + H
NADP*

Abb. 1.6 — Synthese von Schilddriisenhormonen. Fiir die Synthese der Schilddriisenhormone werden I’
und Tg bendtig. I werden Uber einen Natrium-Jodid-Symporter (1) in das Lumen der Follikelzellen
aufgenommen und anschlieBend durch einen Jodidtransporter (2) in das Follikellumen transportiert. Tg
wird im Golgi-Apparat synthetisiert und in das Lumen abgegeben. Durch die Thyreoperoxidase (5) werden
Tyrosinreste des Tg jodiert, wodurch zunachst MIT und anschliefend DIT entstehen. Hierzu werden I mit
Hilfe von H,0, oxidiert, welches durch eine NADPH-Oxidase (4) erzeugt wird. Multiple DIT Molekile
werden durch die TPO miteinander verbunden und als Kolloid im Follikellumen gespeichert. Die jodierten
Tyrosinreste konnen abgespalten werden, wodurch die aktiven Schilddriisenhormone T3 und T4
entstehen. Nach (35, 36).

DIT = Dijodtyrosin; H* = Wasserstoff; H,0, = Wasserstoffperoxid; I = Jodidionen; MIT = Monojodtyrosin;
Na* = Natrium; NADP(H) = Nicotinamidadenindinukleotidphosphat; O, = Sauerstoff; Tg = Thyreoglobulin;
TPO =Thyreoperoxidase; T3 = Trijodthyronin; T4 = Thyroxin




1.4.1 Hashimoto-Thyreoiditis

Die Hashimoto-Thyreoiditis ist eine der haufigsten Autoimmunerkrankungen des Menschen.
Verursacht wird sie in 90% der Falle durch Antikérper gegen die TPO und zu Beginn der Erkrankung
auch gegen Thyreoglobulin (Tg). Sehr selten kénnen auch Antikorper gegen den Thyreotropin-
Rezeptor (TSH-Rezeptor) nachgewiesen werden (37). Durch begleitende T-Zell-Reaktionen kommt
es zu einer Entziindung und Zerstorung der Schilddriise (38). Klinisch manifestiert sich haufig erst
nach Jahren das Bild einer Hypothyreose mit typischen Symptomen wie Kalteintoleranz,
Gewichtszunahme und Antriebsarmut. Die Erkrankung kann durch den Nachweis der

Autoantikorper diagnostiziert und mit einer Hormonsubstitution therapiert werden (37, 39).
1.4.2 Thyreoperoxidase in der Haut

Der Einfluss der Schilddriise auf die Haut wird durch die klinischen Verdanderungen, die durch
Schilddrisenerkrankungen verursacht werden, deutlich. Einige Erkrankungen der Schilddrise
zeigen typische dermatologische Manifestationen. Im Rahmen der Schilddriisenerkrankung
Morbus Basedow kann es zur Ausbildung des fiir diese Erkrankung charakteristischen pratibialen
Myxddems kommen. Auch durch eine Hyper- oder Hypothyreose kommt es zu Hautverdanderungen
in Form von z.B. Hauttrockenheit, Zunahme der Hautdicke sowie Veranderungen der Haare und
Nagel (40). Bei PV-Patienten konnte ein im Vergleich zur Normalbevolkerung haufigeres
Vorkommen von TPO-Antikérpern nachgewiesen werden (41, 42). Es zeigte sich auch ein gehauftes
Auftreten von subklinischer Hashimoto-Thyreoiditis bei Patienten mit PV (43). Durch die
Untersuchung der HLA von PV-Patienten gelang es aullerdem HLA zu identifizieren, bei denen eine
vermehrte Bildung von TPO-Antikdrpern beobachtet werden konnte (44, 45). Die Durchfiihrung von
Polymerase-Kettenreaktionen (PCR) ermoglichte den Nachweis einer Expression des TPO-Gens in
der Haut durch den Nachweis von messenger Ribonukleinsdaure (mRNA) (46). Neben PV wird ein
verstarktes Auftreten von TPO-Antikorper auch bei anderen Hauterkrankungen z.B. der chronisch

spontanen Urtikaria beobachtet (47, 48).
1.5. Phagenbibliothek und Antikérper-Phagen-Display

In einer Phagenbibliothek kénnen multiple Phagen, die auf ihrer Oberflaiche verschiedene
Strukturen exprimieren, gesammelt und gespeichert werden. Es kann zwischen Antikérper- und
Peptid-Phagenbibliotheken unterschieden werden (48). Zur Bearbeitung dieser Arbeit wurde eine
Bibliothek aus Antikérpern verwendet. Fir die Herstellung einer Antikorper-Bibliothek wird aus
einem Medium z.B. Blut oder Milzgewebe Ribonukleinsdure (RNA) extrahiert, welche in
komplementdre Desoxyribonukleinsdure (cDNA) umgeschrieben wird. Diese cDNA kann

anschliefend im Rahmen einer PCR mit Hilfe spezifischer Primer fir die Vu- und Vi-Gene vermehrt
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werden. Die dabei entstehende DNA wird in einen Vektor integriert, welcher wiederum in ein
Escherichia coli (E. coli) Bakterium injiziert wird. Der verwendete Vektor codiert fiir das
Oberflachenprotein eines Phagen. Durch die Expression der Vektor-DNA wird zusammen mit dem
Strukturprotein ein aus der V- und Vi-Domane bestehendes monoklonales scFv (Kapitel 1.2) auf
der Phagenoberflache exprimiert. Da in der zu Beginn des Verfahrens isolierten RNA die
Information fiir diverse Immunglobuline gespeichert ist, kénnen auf diese Weise multiple Phagen
mit verschiedensten scFv erzeugt und gespeichert werden (12).

Durch das Antikorper-Phagen-Display (APD) kénnen aus einer Phagenbibliothek diejenigen Phagen,
selektiert werden, auf deren Oberflaiche ein bestimmtes scFv exprimiert wird. In einem als
Biopanning bezeichneten Prozess wird zwischen dem Phagen und einem Antigen eine Antigen-
Antikorper-Bindung ausgelost. Nicht fixierte Phagen werden in einem Waschschritt entfernt.
AnschlieRend werden die gebundenen Phagen wieder herausgeldst und zur Vermehrung erneut in
E. coli transformiert. Um antigenspezifische Phagen zu isolieren, wird der Zyklus drei- bis viermalig
wiederholt. Der Erfolg des APD wird mit Hilfe eines Phagen-ELISA kontrolliert. Nachdem ein Phage
mit dem gewiinschten Antikoérper gefunden wurde, kdnnen verschiedene weitere Versuche
durchgefihrt werden. Z.B. kann durch eine DNA-Sequenzierung die fiir das scFv kodierende
Basenabfolge ermittelt werden. In dieser Arbeit wurden die erstellten Vektoren nach
Transformation in E. coli exprimiert, um sie anschliefend weiter zu charakterisieren (Kapitel 2.3)

(12).
1.5.1 Phagenbibliothek PV3a

In dieser Arbeit wurden Phagen der Phagenbibliothek PV3a verwendet. Die zur Erzeugung der
Phagen genutzte DNA entstammt einem PV-Patienten, welcher als PV3 bezeichnet wird. Bei dem
mannlichen Patienten wurde 2006 erstmals ein mukokutaner PV diagnostiziert. Der Patient war zu
dem Zeitpunkt 34 Jahre alt und anamnestisch bestand seit etwa einem Jahr eine Blasenbildung,
welche nicht systemisch therapiert wurde. Anfangliche Dsg-Antikorper-Titer betrugen 1:128 und
1:256. Es wurde zunachst eine Therapie mit systemischen Corticosteroiden 10 Milligramm (mg) pro
Tag (d) und MMF 1 Gramm (g) pro Tag begonnen, woraufhin nach 3,5 Monaten eine Remission
erreicht werden konnte. Im September 2009, September 2011 sowie im Mai 2012 kam es zu
Krankheitsrezidiven, nachdem zwischen den Rezidiven die Therapie unterbrochen worden ist. Die
Phagenbibliothek PV3a wurde aus am 18. Mai 2012 wahrend des dritten Rezidivs gewonnenen
Blutproben erstellt. Zu diesem Zeitpunkt wurde der Patient PV3 mit Corticosterioden (20 mg/d) und
MMF (1,5 g/d) behandelt (50).
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1.6 Zielsetzung und Fragestellungen

In dieser Arbeit soll die Rolle von Nicht-Dsg-Antikorpern in der Pathogenese von PV untersucht
werden. Hierzu wurden zuvor aus der Pagenbibliothek PV3a TPO-scFv selektiert, deren Fahigkeiten
weiter charakterisiert werden sollen. Die zur Analyse verwendeten Methoden missen zunachst mit
bereits bekannten scFv etabliert werden. Es sollen Protokolle fiir einen ELISA, eine IIF, ein
Nachweisverfahren zur Keratinozytendissoziation sowie eine humane Vollhautorgankultur erstellt
werden (Abb. 1.7). AuRerdem sollen Hautproben auf ein mogliches Vorkommen des
Schilddrisenenzyms TPO hin untersucht werden. Aus diesen Zielen ergeben sich folgende

Fragestellungen:

1. Gelingt der Nachweis von TPO in humaner Haut?

2. Gelingt es Protokolle fir die Methoden ELISA, IIF, Nachweisverfahren zur
Keratinozytendissoziation sowie humane Vollhautorgankultur zu etablieren, mit denen
scFv charakterisiert werden kdénnen.

3. Welche Eigenschaften besitzen die Nicht-Dsg-scFv? Sind sie in der Lage an TPO zu binden?
Reagieren sie auch mit weiteren Antigenen? Lasst sich ein Bindungsnachweild im ELISA auch
auf Gewebe Ubertragen und sind die scFv moglicherweise sogar in der Lage einen

pathogenen Effekt auszulosen?

Vi |

/

Etablierung von

(J
o9
()
~
. Nachweisverfahren
Indirekte . Humane
ELISA zur Keratinozyten-
Immunfluoreszenz . e Vollhautorgankultur
dissoziation

Abb. 1.7 - Ubersicht tber die zu etablierenden Methoden. Es soll ein ELISA, eine Indirekte
Immunfluoreszenz, ein Nachweisverfahren zur Keratinozytendissoziation sowie eine humane
Vollhautorgankultur etabliert werden. Dies soll durch die Verwendung von Positivkontrollen geschehen.

ELISA = Enzyme-Linked Immunosorband Assay
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2. Material und Methoden

2.1 Polymerase-Kettenreaktion

Die PCR ist eine Methode, durch die auf schnelle Art und Weise DNA vermehrt werden kann. Eine
PCR verlauft in Zyklen, wobei jeder Zyklus aus drei Schritten besteht (Abb. 2.1).

Der erste Schritt wird als Denaturierung bezeichnet. In diesem wird die DNA fiir etwa 15 Sekunden
(s) auf 95 °C erhitzt, wodurch die DNA in ihre Einzelstrange getrennt wird. Im nachsten Abschnitt,
der sog. Primerhybridisierung, wird die DNA auf 54 °C abgekiihlt, wodurch sich Primer an die
Einzelstrange anlagern. Im dritten und letzten Schritt, welcher als DNA-Elongation bezeichnet wird,
wird der Ansatz mit der DNA auf 72 °C erwarmt, wodurch mit Hilfe des Enzyms Thermus aquaticus

(Tag)-Polymerase der komplementéare Strang des DNA-Einzelstrangs gebildet wird (51).

DNA-Strang . N . N
- N TTTTTTTTTT T T rrrr

. N TTTTITITT1r

ERREREERERY , . - .

AEEEREEEEE — | Primer | N

A
< 1
N 7o I I
< ] (AIIIIIIIIIIII AIIIIIIIIIIII

N

Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3
(95 °C) (54 °C) (72°C)

Abb. 2.1 - Ablauf einer Polymerase-Kettenreaktion. Im ersten Schritt wird durch Erhitzen auf 95 °C der
DNA-Doppelstrang in Einzelstrange aufgeteilt. Im zweiten Schritt erfolgt durch Abkihlen auf 54 °C die
Anlagerung der Primer an die Einzelstrange. Im dritten und letzten Schritt fihrt ein Erhitzen auf 72 °C zur
Aktivierung der Tag-Polymerase, wodurch erneut Doppelstrange gebildet werden. Nach (51).

DNA = Desoxyribonukleinsaure; Tag = Thermus aquaticus

In dieser Arbeit musste die DNA zunachst hergestellt werden. Hierzu wurde zuerst RNA aus
humaner Haut isoliert und anschlieend in DNA umgewandelt. Des Weiteren wurde in dieser Arbeit
eine Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) durchgefiihrt. Dies ist eine Form einer PCR, mit
deren Hilfe sich die Menge an amplifizierter DNA nach einer festgesetzten Wiederholung von PCR-

Zyklen quantifizieren lasst.
2.1.1 Isolation von Ribonukleinsaure und Synthese von komplentarer Desoxyribonukleinsaure

Bei -80 °C gelagerte Hautproben wurden in einer mit fllissigem Stickstoff gefiillten Schiissel mit
einem Morser zu Pulver zermahlen und anschlieRend in ein 1,5 Milliliter (mL) Eppendorfgefal
Uberfiihrt. Das Eppendorfgefa wurde erst geschlossen, nachdem der Stickstoff verdampft war.
AnschlieRend wurden 500 Mikroliter (uL) Trizol (Cat# 15596018, Thermo scientific) hinzugefiigt und
die Probe fir 15 s mit dem Vortexer gemischt. Nach einer Inkubationszeit von 5 Minuten (min) bei

Raumtemperatur (RT) wurde der Ansatz bei 4 °C, fir 5 min und 1000-facher Erdbeschleunigung (G)
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zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml EppendorfgefiR (iberfiihrt und das Pellet
verworfen. Zum Uberstand wurden 100 pL Chloroform (Cat# 2475-1000, Chemsolute) hinzugefiigt,
anschlieRend fiir 3 min bei RT inkubiert und bei 4 °C, fiir 15 min und 12000 G zentrifugiert. In dem
Eppendorfgefall bildete sich nun eine obere wassrige und eine untere Phase, die durch eine
Interphase getrennt wurden. Die wadssrige Phase wurde ohne die Interphase zu berihren
abpipettiert und in ein neues Gefal} liberflihrt. Um die RNA zu fallen, wurden 500 pL Isopropanol
(Cat# 1136-1000, Chemsolute) hinzugefiigt, bei RT fiir 10 min inkubiert und daraufhin bei 4 °C, fur
10 min und 12000 G zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Zu der Probe wurden 850 pL
70 % Ethanol (Cat# T913.3, Roth) dazugegeben, danach kurz durchmischt und ein weiteres Mal bei
4 °C, fir 10 min und bei 12000 G zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut verworfen. Es wurden
ein zweites Mal 850 pL 70 % Ethanol hinzugefiigt und ein weiteres Mal zentrifugiert. Der Uberstand
wurde entfernt und das Pellet an der Luft getrocknet. AbschlieRend wurde das getrocknete Pellet
in 50 uL Nuklease-freiem Wasser resuspendiert (Cat# AM9937, Ambicon). Die Konzentration der

RNA wurde mit Hilfe eines Nanodrops der Firma Implen ermittelt.

Die Synthese von cDNA erfolgte mit Hilfe und anhand des Protokolls des Revert Aid First Strand
cDNA Synthesis Kit der Firma Thermo Scientific (52). Die Durchfliihrung der Pipettierschritte erfolgte
unter einer UV-Reinigungsbox der Firma Biosan. Es wurden 2 pL RNA, 1 uL Oligo (dT)1s Primer sowie
9 uL Nuklease-freies Wasser vermischt. AnschlieRend wurden diese 12 pL mit 4 pL 5X
Reaktionspuffer, 1 pL RiboLock RNase Inhibitor, 2 pL 1 milimolarem (mM) dNTP Mix und 1 pL
RevertAid M-MuLV reverser Transkriptase zu insgesamt 20 L aufgefillt. In einem Thermozykler
der Firma BioRad wurden zur Durchfiihrung der PCR folgende Einstellungen vorgenommen: zuerst
Inkubation bei 42 °C fir 60 min, gefolgt von 70 °C fiir 5 min. Das Produkt wurde bei — 20 °C gelagert.
Zur Kontrolle der erfolgreichen Synthese von cDNA wurde diese anschlieBend zu DNA
umgeschrieben. Die Synthese von DNA wurde mit dem Revert Aid First Strand cDNA Synthesis Kit
der Firma Thermo Scientific (52) durchgefiihrt. Die Durchfiihrung der Pipettierschritte erfolgte
unter einer UV-Reinigungsbox der Firma Biosan. Es wurde 1 pL 1:1000 in Nuklease-freiem Wasser
verdinnte cDNA mit 2,5 uL PCR-Puffer (Cat# M791A, Promega), 0,5 uL 10 mM dNTP Mix, 0,75 pL
25 mM Magnesiumchlorid (MgCl,) (Cat# F-510MG, Thermofisher), jeweils 1,5 pL Glycerinaldehyd-
3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) Vorwarts- und Rickwarts-Primer (Tab. 2.1), 0,5 pL DNA-
Polymerase (Cat# M7841, Promega) und 18 uL Nuklease-freies Wasser zu insgesamt 25 plL
zusammengefihrt. Anschlieend wurde eine PCR mit folgenden Einstellungen durchgefiihrt: zu
Beginn ein initialer Denaturierungsschritt mit 94 °C fiir 3 min, anschliefend 35 Zyklen mit jeweils
30 s Denaturierung bei 94 °C, 30 s Primerhybridisierung bei 58 °C und 45 s DNA-Elongation bei 72

°C. Die erzeugte DNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.
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2.1.2 Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion

Die RT-PCR bzw. quantitative Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) erfolgte mit Hilfe des SYBR®
Select Master Mix (Cat# 4472908, Thermofisher) (SYBR). Bei der Durchfiihrung wurde sich am
Benutzerhandbuch fiir SYBR (53) orientiert und erfolgte unter einer UV-Reinigungsbox der Firma
Biosan. In eine PCR-Platte wurden in jedes Well, das fiir die PCR genutzt werden soll, 7 uL Nuklease-
freies Wasser pipettiert. Die PCR-Platten und Substanzen wurden wahrend der gesamten
Vorbereitung auf Eis gelagert. Anschliefend wurden MikroreaktionsgefaRe mit unterschiedlichen
Primerpaaren vorbereitet. Es sind jeweils 3 pL vorwarts und 3 uL riickwarts Primer verwendet

worden. Die genutzten Primer hatten die folgenden Basensequenzen (Tab. 2.1).

Tab. 2.1 — Primeriibersicht.
Dsg3 = Desmoglein 3; GAPDH = Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase;
TPO = Thyreoperoxidase
Primer Basenfolge
GAPDH vorwarts 5°-ACA ACT TTG GTA TCG TGG AAG G-3’
GAPDH riickwarts 5-GCCATCACG CCACAGTITC-3
TPO vorwarts 5-GTC TGT CAC GCT GGT TAT GG-3’
TPO riickwarts 5-CAA TCA CTC CGC TTG TTG GC-3’
Dsg3 vorwarts 5°-GCA AAA ACG TGA ATG GGT GAA A-3
Dsg3 riickwarts 5°-TCC AGA GAT TCG GTA GGT GAT T-3’

In einigen Versuchen sind die Primer unterschiedlich stark verdiinnt worden. Die Verdiinnung
erfolgte mit Nuklease-freiem Wasser. Zu den Primerpaaren wurden im nachsten Schritt 30 uL SYBR
hinzugefiigt. Ein MikroreaktionsgefaR enthielt nun 3 uL Vorwarts-Primer, 3 uL Rickwarts-Primer
und 30 pL SYBR als Primer-SYBR-Gemisch. AnschlieBend wurde 1 puL cDNA (Kapitel 2.1.1) in jedes
Well pipettiert. Als Negativkontrolle (NK) wurde jeweils 1 uL Nuklease-freies Wasser verwendet.
Danach wurden die Pipettierschritte beendet, indem jeweils 12 uL Primer-SYBR-Gemisch in ein Well
pipettiert wurden. AbschlieBend wurde die PCR-Platte mit einer PCR-Folie abgedeckt.
Zusammenfassend enthielt ein Well: 7 uL Nuklease-freies Wasser (bzw. 8 pL im Fall der NK), 1 pL
cDNA (bzw. 0 pL im Fall der NK), 1 uL Vorwarts- und 1 pL Riickwarts-Primer sowie 10 pL SYBR.

Die RT-PCR wurde mit einem RT-PCR-System anhand des SYBR-Benutzerhandbuches (53) mit
folgenden Einstellungen durchgefiihrt (Tab. 2.2):
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Tab. 2.2 - Einstellungen der Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion.
DNA = Desoxyribonukleinsaure; UDG = Uracil-Desoxyribonukleinsdure-Glycosylase
Schritt Temperatur Dauer Zyklen
UDG-Aktivierung 50°C 2 min Einmalig
Aktivierung der DNA- 50°C 2 min Einmalig
Polymerase
Denaturierung 95°C 15s
Primerhybridisierung 58 °C 15s 40
Elongation 72°C 1 min

2.1.3 Agarose-Gel

Zu Beginn des  Verfahrens  wurde 1X  Trishydroxymethylaminomethan-Acetat-
Ethylendiamintetraessigsdaure- (TAE)-Puffer aus 100 mL 10X TAE-Puffer (Cat# 155806, Thermo
Scientific) und 900 mL Nuklease-freiem Wasser hergestellt. Nach dem Vermischen von 120 mL 1X
TAE und 1,2 g Agarose (Cat# 732-2789P, VWR), wurde das Gemisch fir 2 min in der Mikrowelle
erwdrmt und anschlieRend zum Abkiihlen auf einen Riihrer gestellt. Nach dem Abkiihlen und
Hinzufliigen von 2 pL Ethidiumbromid (Cat# 2218.1, Roth) konnte das Gel in eine Gelkammer
gegossen werden. Es wurden jeweils 20 pL Proben und 2 uL Gel Loading Dye (Cat# B7025S, Biolabs)
in ein Gelfach pipettiert. Als Marker dienten 8 uL DNA-Leiter (Cat# SM0313, Thermo scientific). Das
Gel wurde bei 100 Volt, 400 Ampere und fiir mindestens 45 min laufen gelassen. Fir die

Gelelektrophorese wurde ein weites Gelelektrophorese-System der Firma BioRad verwendet.
2.2 Antikorperproben

In dieser Arbeit wurden insgesamt sechs unterschiedliche scFv auf ihre Bindungseigenschaften und
Pathogenitat untersucht. Drei von diesen waren bereits verodffentlichte scFv und dienten zur
Etablierung der Methoden. Drei weitere wurden mittels APD selektiert und anschliefend mit den
durch die Positivkontrollen etablierten Methoden charakterisiert. Einen Uberblick ber die

verwendeten scFv gibt Tab. 2.3.
2.2.1 Positivkontrollen

Es wurden drei scFv als Positivkontrollen verwendet: scFv 4.2, scFv 3.2 und scFv px4-3. Fiir diese
scFv konnte bereits eine Bindung an Dsg gezeigt werden (54, 55). ScFv 4.2 und scFv 3.2 zeigten eine
Aktivitat gegen Dsg3, wahrend px4-3 an Dsgl und Dsg3 bindet. Zur Verfligung gestellt wurden die

scFv von Dr. Dr. Christoph Hammers.
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2.2.2 Nicht-Desmoglein-Antikorper

Nachdem mithilfe der Positivkontrollen Methoden etabliert worden sind, um scFv zu untersuchen,
wurden drei weitere scFv mit diesen Methoden getestet. Bei der Durchfiihrung des APD (12) zur
Gewinnung dieser scFv, wurde darauf geachtet, dass nicht gegen Dsg, sondern das Enzym TPO
selektiert wird. Es konnten sechs Nicht-Dsg-scFv gewonnen werden, von denen drei in dieser Arbeit
weiter charakterisiert wurden. Bei diesen handelt es sich um: scFv TPO 3.1, scFv TPO 3.3 und scFv
TPO 3.6. Das APD (12) wurde von Dr. Dr. Christoph Hammers an der University of Pennsylvania in
Philadelphia durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die auf pComp3x-Vektoren gespeicherte DNA

nach Libeck geschickt.

Tab. 2.3 — Uberblick iiber verwendete variable Einzelkettenfragmente.
scFv = Single chain variable fragment
Gruppe Name Bekannte Antigene
scFv 4.2 Desmoglein 3
Positivkontrollen scFv 3.2 Desmoglein 3
scFv px4-3 Desmoglein 1 und 3
scFv TPO 3.1 Thyreoperoxidase
Nicht-Desmoglein-Antikorper scFv TPO 3.3 Thyreoperoxidase
scFv TPO 3.6 Thyreoperoxidase

2.3 Antikorperexpression

Ziel der Antikorperexpression war es die scFv TPO 3.1, TPO 3.3 und TPO 3.6, deren DNA auf
Vektoren codiert worden, war (Kapitel 2.2.2), zu exprimieren und aufzureinigen, damit diese
anschlieBend mit weiteren Methoden untersucht werden konnten. Einen Uberblick iiber das

Verfahren gibt Abb. 2.2.

Vor Beginn der Antikorperexpression mussten einige Puffer und Nahrmedien hergestellt werden

(Tab. 2.4).

Die Antikorperexpression erstreckte sich Uber einen Zeitraum von vier Tagen. Am ersten Tag
wurden Plasmide, welche die Erbinformation fiir die scFv beinhielten, in E.coli integriert und
Bakterienkolonien angelegt. Im ersten Schritt wurden hierzu bei -80 °C gelagerte TOP10F‘ Zellen
(Cat# 44-0300, Invitrogen) auf Eis aufgetaut. Anschlieend wurden in die Bakterien Plasmide
integriert. Die auf Papier gelagerten Plasmide wurden mit einer 4 Millimeter (mm)
Hautprobenstanze ausgestanzt und in ein 1,5 mL Protein LoBind Tube gelegt. In die Gefdlle wurden
100 pL Nuklease-freies Wasser pipettiert und 10 min auf einen Rihrer gestellt, um das Papier

aufzulésen. Nach kurzer Zentrifugation des EppendorfgefidRes wurde anschlieBend der Uberstand
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in ein weiteres EppendorfgefaR iberfiihrt. 5 uL des tiberfiihrten Uberstandes wurden in die GefiRe

der TOP10F‘ Zellen pipettiert und auf Eis gelagert.

Tab. 2.4 - Puffer fiir Antik6rperexpression.
dH,0 = Destilliertes Wasser; MOPS = 3-N-Morpholinopropansulfonsaure; NaCl = Natriumchlorid;
NaH,P04-:2H,0 = Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat; Na;HPO4-2H,O = Dinatrium-

hydrogenphosphat-Monohydrat; RT= Raumtemperatur

Puffer Rezept

60 g Trypton (Cat# BP9726-2, Fisher scientific), 40 g Hefeextrakt (Cat#
2 L Super Broth medium | BP1422-2, Fisher scientific) und 20 g MOPS (Cat# BP308-500, Fisher
(SB-Medium) scientific) in 1930 mL dH20 aufldsen, anschlieBend autoklavieren und

luftdicht verschlieRen. Lagerung bei RT.

1L Lysogeny Broth 25 g Lysogeny Broth Boullion Miller (Cat# BP1426-2, Fisher scientific)
Medium (LB-Medium) | in 1 L dH,0 auflésen. Lagerung bei 4 °C

1L Lysogeny 40 g Lysogeny Broth Agar (Cat# BP1425-500, Fisher scientific) in 1 L
Broth/Carbenicillin- dH20 auflésen, autoklavieren und auf 60 °C abkiihlen lassen.
Agarplatte AnschlieRend 1 mL Carbenicillin (Cat# C1389, Sigma) hinzufiigen und

(LB/CB- Agarplatte) Agar in Petrischalen ausstreichen. Lagerung bei 4°C.

3,9 g NaH;P0O42H,0 (Cat# 1.06342.1000, Emsure), 4,45 g

Na;HPO4-2H,0 (Cat# 4984.1, Roth) sowie 8,75 g NaCl (Cat# BP358-10,
500 mL 50P/300N-
« Fisher scientific) in 500 mL Nanopure Water auflésen. PH-Wert von
Puffer
7,0 einstellen und mit einem Filtropur V50 0.22 um, 500 mL Filter

steril filtrieren. Lagerung bei RT.

3,9 g NaH,P04-2H,0, 4,45 g Na,HPO,4-2H,0 sowie 8,75 g NaCl und
500 mL Elutionspuffer | 10,21 g Imidazol (Cat# 10784564, Fisher scientific) in 500 mL
(EP) Nanopure Water aufldsen. AnschlieBend mit einem Filtropur V50

0.22 um, 500 mL Filter steril filtrieren. Lagerung bei RT.

Nach 15 min Inkubation auf Eis wurden die Bakterien fiir exakt 30 s auf 42 °C erhitzt und unmittelbar
danach wieder in Eis gestellt. Zu den Bakterien wurde nun 250 uL Super Optimal Broth Medium
(SOC-Medium) (Cat# S1797, Sigma), welches zuvor in einem Wasserbad auf 37 °C erwdarmt worden
war, pipettiert. AnschlieRend wurden die Bakterien in dem Medium fiir 1 h, bei 250 Runden pro
Minute (rpm) und 37 °C in einen Schiittelinkubator gestellt. Nach Abschluss der Inkubationszeit
wurden 1:10 und 1:1000 Verdinnungen der Bakterienkultur mit 37 °C warmem SOC-Medium
hergestellt. Der letzte Schritt des ersten Tages bestand darin, jeweils 50 pL der Verdiinnungen auf

eine Lysogeny Broth/Carbenicillin-Agarplatte (LB/CB-Agarplatte) zu pipettieren und auszustreichen.
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Die Platten wurden fiir 15 min, 250 rpm und 37 °C verkehrtherum in den oben genannten
Schittelinkubator gestellt, danach umgedreht und fir weitere etwa 22 h inkubiert.

Ziel des zweiten Produktionstages war es, eine Startkultur anzusetzen und diese fiir eine weitere
Nacht wachsen zu lassen. Hierzu wurde eine einzelne Kultur von den angesetzten LB/CB-
Agarplatten entnommen. Diese wurde zusammen mit 25 mL eines SB/CB-Medium (bestehend aus
25 mL SB-Medium und 25 pL des CB-Stocks) sowie 500 pL 1M MgCl, in einen 125 mL
Erlenmeyerkolben mit einer 0,2 Mikrometer (um) Ventilationskappe gefillt. Der Erlenmeyerkolben
wurde in den Schiittelinkubator gestellt und (iber Nacht (UN) bei 30 °C und 250 rpm inkubiert (Abb.
2.2).

Am dritten Tag wurde eine groBere 200 mL Bakterienkultur in einem 500 mL Erlenmeyerkolben
angesetzt und UN wachsen gelassen. Zusatzlich wurde ein Glycerolstock angelegt und eingefroren,
um im Falle eines Fehlschlags bei der weiteren scFv-Produktion und Aufreinigung, den Stock
aufzutauen und am dritten Produktionstag neu beginnen zu kénnen. Der Glycerolstock wurde in
einem Kryoréhrchen aus 500 uL der Bakterienkultur und 500 pL eines 30 % Glycerol (Cat# G5516,
Sigma)/LB-Gemisches hergestellt und bei -80 °C gelagert. Des Weiteren wurde 1,5 mL der
Startkultur in ein EppendorfgefdaR pipettiert und anschlieBend zentrifugiert, sodass ein Pellet
entstand. Der Uberstand wurde abpipettiert und das Pellet bei -20 °C gelagert, um gegebenenfalls
die Sequenz des Plasmids nachweisen zu kénnen. Die 200 mL Bakterienkultur wurde angesetzt,
indem die Startkultur 1:100 verdinnt wurde. Zu 200 mL SB/CB-Medium (aus 200 mL-SB Medium
und 200 uL CB Stock) wurden 2 mL Startkultur und 4 mL 2M MgCl; hinzugefiigt. Die Kultur wurde
bei 37 °C und 300 rpm fiir ungefdhr 3 h im Schittelinkubator inkubiert. Anschlieend wurde mit
einem Photometer die optische Dichte (O.D.) ermittelt. War die 0.D. < 0,6 wurde weiter inkubiert
und erneut gemessen. Bei einer O.D. von 0,6 — 0,8 wurden 200 uL Isopropyl-B-D-
thiogalactopyranosid (IPTG) hinzugefiigt, wodurch die scFv-Expression gestartet wurde (Abb 2.2).
Die Kultur mit dem IPTG wurde nun UN bei 30 °C und 250 rpm im Schiittelinkubator inkubiert.

Ziel des vierten Tages war es ein Baktierenpellet zu erzeugen, dieses zur Proteinfreisetzung
aufzubrechen und die scFv zu extrahieren. Auferdem wurde zur Kontrolle ein
Natriumdodecylsulfat-Gel (SDS-Gel) hergestellt. Zu Beginn des Tages wurde die Bakterienkultur aus
dem Schittelinkubator genommen und in 500 mL Zentrifugeflaschen umgefiillt, welche bei 7000 G
fiir 30 min in einer Avanti™ J-25 Zentrifuge zentrifugiert wurden. AnschlieBend wurden 50 mL des
Uberstandes in ein Falconréhrchen gefiillt und bei -20 °C gelagert. Der restliche Uberstand wurde
verworfen. Das Bakterienpellet wurde in 20 mL eines Lysepuffers (bestehend aus 18 mL Nanopure
Water und 2 mL Fast Break Cell Lysis Buffer 10x (Cat# V587C, Promega) sowie 20 uL DNasel (RNase-
free) (Cat# MO0303S, Biolabs) aufgelost. Das resuspendierte Pellet wurde in ein 50 mL

Falconrohrchen gefillt und fir 1 h auf einer rotierenden Plattform gelassen.
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Abb. 2.2 — Darstellung einer Proteinexpression. Ein die DNA des scFv (roter Pfeil) enthaltener Vektor wird
in E. coli integriert (1). Das Anlegen und Bebriiten einer Bakterienkultur (gelb) fiihren zur Vermehrung der
Bakterien (2). Nach Zugabe von IPTG (3) beginnt die Expression der Proteine (orange Quadrate). Die
Bakterien werden nun lysiert und zusammen mit Talon Resin Matrix (rosa) in eine Chromatographie-Saule
gefiillt (4). Dort bleiben die Proteine an der Talon Resin Matrix hangen, wahrend die tibrigen Bestandteile
der Kultur durch die Saule laufen (5). Dies fuhrt zur Aufreinigung der Proteine. Nach mehrfachem Waschen
wird die Elution durch Zugabe von Elutionspuffer (blau) begonnen (6). Dies flihrt zum Ausfallen der
aufgereinigten Proteine (7). Nach Herrstellung eines Natriumdodecylsulfat-Gels zur Uberpriifung der
Expression erfolgt eine Dialyse, in der Elutionspuffer durch Dulbecco’s-Phosphate buffered saline ersetzt
wird (nicht dargestellt).

DNA = Desoxyribonukleinsdure; E. coli = Escherichia coli Bakterium; IPTG = Isopropyl-B-D-

thiogalactopyranosid; scFv = Single chain variable fragment
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Nach dem Entfernen des Falconréhrchens von der Plattform wurde die Lésung in ein 15 mL
Beckmann-Réhrchen gefillt und fiir 15 min bei 7000 G zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde
der Uberstand aus dem Beckmann-Réhrchen zusammen mit vorbereitetem Talon Metal Affinity
Resin (Cat# 635502, Clontech) (Talon) und 600 pL Elutionspuffer (EP) in ein Falconréhrchen
Uberfiihrt und fir eine weitere h auf die rotierende Plattform gestellt. Zur Vorbereitung des Talons
wurden 750 uL Talon in ein Eppendorfgefa gefillt und bei 800 G fir 2 min zentrifugiert, der
entstandene Uberstand wurde abpipettiert und verworfen. AnschlieBend wurde das Talon dreimal
mit 50P/300N-Puffer gewaschen, indem jeweils 600 pL Puffer zu dem Talon pipettiert, fiir 2 min bei
800 G zentrifugiert und der Uberstand verworfen wurde.

Nun wurde mit der Aufreinigung der scFv begonnen. Diese erfolgte in einer Chromatographie-
Sdule. Zu Beginn wurde die Sdule einmal mit 20 mL 50P/300N Puffer gewaschen. AnschlieBend
wurde das Gemisch aus vorbereitetem Talon und dem Uberstand des Bakterienlysats von der
rotierenden Plattform genommen und durch die Saule laufen gelassen (Abb. 2.2). Die Menge an
durchgelaufenem Gemisch (der sog. Durchlauf) wurde aufgefangen und ein weiteres Mal durch die
Saule laufen gelassen. Der zweite Durchlauf wurde ebenfalls aufgefangen und bei 4 °C gelagert.
Nach einem weiteren Waschschritt mit 50P/300N-Puffer wurde das Falconréhrchen, das zuvor das
Gemisch aus Talon und Bakterienlysat enthielt, mit 10 mL 50P/300N Puffer gespilt und ebenfalls
durch die Saule laufen gelassen. Danach wurde die Elution durchgefiihrt, indem dreimal 1400 uL EP
durch die Saule laufen gelassen und anschlielend in EppendorfgefaBen, welche auf Eis standen,
aufgefangen wurden (Abb. 2.2).

Zur Kontrolle einer erfolgreichen Proteinexpression wurde nun eine Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) (Kapitel 2.4) durchgefiihrt. Konnte eine gelungene
Expression bestatigt werden, wurden die scFv anschlieRend dialysiert.

Die Dialyse erfolgte, indem maximal 4 mL der zu diesem Zeitpunkt in EP verdiinnten scFv in ein
Amicon Ultra-Zentrifugenréhrchen tberfihrt und bei 4000 rpm und 4 °C fiir 30 min zentrifugiert
wurden. AnschlieRend wurden 4 mL Dulbecco’s-Phosphate buffered saline (Cat# 14190, Gibco)
(DPBS) in das Zentrifugenréhrchen pipettiert und erneut bei 4000 rpm und 4 °C fir 30 min
zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde 3-mal wiederholt. Die nun in DPBS verdiinnten Proben wurden

bei -20 °C gelagert.

Im Falle des scFv TPO 3.1 wurde aulRerdem eine weitere Proteinexpression durchgefiihrt und das
scFv in groBeren Mengen produziert. Hierzu wurde an Tag 2 mit dem Herstellen einer Startkultur
aus einer Bakterienkolonie begonnen, wie oben beschrieben. Allerdings wurde an Tag 3 eine 1 L
anstelle einer 200 mL Bakterienkultur angesetzt, indem zu 1000 mL SB/CB-Medium und 20 mL 1M
MgCl, 10 mL Startkultur hinzugegeben wurden. Auch die nach 3 h Inkubation zugegebene IPTG-

Menge betrug 1 mL anstelle von 200 uL. Ansonsten verliefen Tag 3 und 4 genauso wie oben
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beschrieben. Aufgrund der grofSen Kulturmenge wurden bei der Elution jedoch zehnmal 1400 uL EP

durch die Saule laufen gelassen, anstelle von dreimal.
2.4 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese

Zur Kontrolle der Proteinexpression wurde eine SDS-PAGE durchgefihrt.

Bei der Vorbereitung des Gels wurde sich aufgrund der verwendeten Substanzen am Protokoll der
Firma BioRad (56) orientiert. Zu Beginn wurden die Proben vorbereitet, indem sie 1:4 in
Probenpuffer (PP) verdiinnt wurden. Fiir 1 mL PP wurden 900 pL 4x Laemmli Stock (Cat# 161-0747,
BioRad) und 100 uL 2-Mercaptoethanol (Cat# M3148, Sigma) vermischt. In einigen Fallen wurden
die Proben vor der Zugabe von PP in PBS verdinnt, um unterschiedliche Konzentrationen zu
erhalten. Die Proben wurden mit einem Warmeblock fur exakt 3 min auf 95 °C erhitzt und
unmittelbar danach fiir 5 min auf Eis gestellt. In dieser Arbeit wurden ausschlieBlich Mini-Protean
Precast Gels verwendet. Das Gel wurde vorbereitet, indem der Kamm und das griine Tape entfernt
wurden, sowie das Gel einmal mit dH,0 gespiilt wurde. AnschlieBend wurde das Gel in ein kleines
Gelelektrophorese-System der Firma BioRad gestellt und die Kammern mit Running buffer (Cat#
161-1093, BioRad) gefillt. Zuerst wurde die innere Kammer bis zur oberen Kante der Gele befiillt,
danach die dulSere bis zur vorgesehenen Markierung. Nun wurde das Gel mit jeweils maximal 30 L
der in PP verdiinnten Proben beladen. AuRerdem wurde in einem Gelfach eine Proteinleiter (Cat#
26634, Thermo Scientific) zur Bestimmung der ProteingréfRen verwendet. Das Gel wurde bei 200
Volt, 400 Ampere und fir 30 bis 60 min laufen gelassen. Nach Abschluss der Elektrophorese wurde
das Gel einmal mit dH,0 gewaschen und geodffnet. Anschliefend wurde es zum Waschen dreimal
fir 5 min mit dH,O auf eine Schiittelplattform gestellt. Die Farbung erfolgte auf der
Schittelplattform fir 1 h mit circa (ca.) 20 mL Simply blue safe stain (Cat# LC6060, Invitrogen). Die
Entfarbung erfolgte mit dH,0 fiir dreimal 5 min und anschlieBendem Belassen des Gels auf der
Schittelplattform in dH,0 UN. Am néichsten Tag wurde das Gel von der Schiittelplattform

genommen, eingeschweiBt und zur Dokumentation eingescannt. Die Lagerung erfolgte bei 4 °C.
2.5 Enzymgebundener Immunadsorptionsnachweis

Alle Antikoérper wurden nach ihrer Expression durch einen ELISA auf ihre Bindungsaffinitat an
verschiedene Antigene getestet. Der ELISA ist eine Methode zum Nachweis von verschiedenen
Substanzen. Dies kénnen Proteine wie z.B. Antigene oder Antikorper sein. Es ist jedoch auch
moglich kleinere Stoffe wie z.B. Hormone zu messen. Der zu untersuchende Stoff wird an einer
Oberflache immobilisiert, was auch als Coating bezeichnet wird. Es wird zwischen verschiedenen
ELISA-Verfahren, wie dem direkten, dem indirekten (Abb. 2.3) oder dem Sandwich-ELISA

unterschieden.
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Abb. 2.3 - Ablauf eines indirekten enzymgebundenen Immunadsorptionsnachweises. Zuerst erfolgte die
Inkubation mit einem Priméarantikorper (1). AnschlieBend wird mit einem HRP-markiertem
Sekundarantikorper inkubiert (2). Im nachsten Schritt wird das Substrat hinzugefiigt, welches durch die
HRP umgesetzt wird (3). Durch Messen der Farbintensitit des Produkts kann der Versuch ausgewertet
werden. Nach (57).

HRP = Horseradish Peroxidase

Alle Verfahren beruhen darauf, dass ein Antikorper, der mit einem Enzym gekoppelt wurde, direkt
oder indirekt an den immobilisierten Stoff bindet. Das Enzym ist hdufig, wie auch in dieser Arbeit,
eine Meerrettichperoxidase bzw. engl. Horseradish Peroxidase (HRP), welche in der Lage ist ein
Substrat umzusetzen und dadurch eine Farbreaktion hervorzurufen. Das Ausmal} dieser Reaktion
kann abschlieRend gemessen und ausgewertet werden (58).

Die zur Durchfiihrung der ELISA verwendeten Puffer konnen Tab. 2.5 entnommen werden.

Tab. 2.5 - Puffer fiir Enzymgebundenen Immunadsorptionsnachweis.
BSA = Bovines Serum Albumin; CaCl, = Calciumchlorid; RT = Raumtermperatur; TBS = Tris-

buffered saline

Puffer Rezept

5 mL 10X TBS (Cat# 1706435, BioRad), 45 mL Nanopure Water sowie
50 mL 25 uL 2M CaCl; zu 0,5 g BSA (Cat# A-7906, Sigma) hinzufiigen und
Verdinnungspuffer (VP) | anschlieend mit einem Filtropur S 0,2 Filter filtrieren. Lagerung bei

4°C.

50 mL 10X TBS, 250 pL 2M CaCl; und 450 mL Nanopure Water
vermischen, anschlieend Hinzufligen von Tween© 20 (Cat#
500 mL Waschpuffer PAH5152, VWR) bis zu einer Endkonzentration von 0,1 %. Dies

(WP) entspricht 500 puL Tween®© 20 bei 500 mL Waschpuffer. AbschlieRend

den Puffer mit einem Filtropur V50 0.2, 500 mL Filter steril filtriert.

Lagerung bei RT.
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In dieser Arbeit wurden verschiedene ELISA-Kits der Firma EUROIMMUN genutzt, die jeweils mit

unterschiedlichen Antigenen beschichtet waren (Tab. 2.6).

Tab. 2.6 — Verwendete EUROIMMUN Enzymgebundene Immunadsorptionsnachweis-Kits.
Antigen Katalognummer

Desmoglein 1 EA1495-4801G

Desmoglein 3 EA1496-4801G

Thyreoperoxidase (TPO) EA1012-9601G

Bulléses Pemphigoid Antigen 1 (BP180) EA1502-4801-2G

Bei der Durchfiihrung wurde sich an den Protokollen der oben genannten ELISA-Kits (Tab. 2.6)
orientiert. Es wurden jedoch Anderungen der Protokolle vorgenommen. Zu Beginn des Experiments
wurden die bei 4 °C aufbewahrten ELISA-Kits fiir etwa 20 min bei RT gelagert. Wahrenddessen
wurden die zu untersuchenden Antikérperproben in unterschiedlichen Mengen
Verdinnungspuffer (VP) verdinnt, um verschiedene Konzentrationen zu erhalten. AnschlieRend
wurden jeweils 100 pL der Proben in ein Antigen-beschichtetes Reagenzgefal pipettiert und fir
60 min inkubiert. Nach Abschluss der Inkubationszeit wurde jedes Reagenzgefall dreimal kurz mit
180 pL (Waschpuffer) WP gewaschen. Der Sekundarantikérper Anti-HA-Peroxidase, High Affinity
Rat Monoclonal Antibody, Clone 3F10 (Cat# 12013819001, Roche) wurde 1:1000 in VP verdiinnt, es
wurden je 100 pL in ein ReagenzgefaR pipettiert und fiir 60 min inkubiert. Nach Ablauf der zweiten
Inkubationszeit wurde erneut dreimal mit je 180 uL WP gewaschen. Hinterher wurde in jedes Gefald
100 pL Chromogen/Substrat-Lésung aus dem ELISA-Kit hinzugefiigt und im Dunkeln inkubiert. Die
Farbreaktion wurde bei deutlicher Blaufarbung oder nach maximal 30 min mit je 100 plL
Stopplosung aus dem ELISA-Kit beendet.

Die Auswertung des ELISA erfolgte innerhalb von maximal 30 min nach Hinzufligen der Stopplosung
mit Hilfe eines Infinite 200 Pro der Firma TECAN bei einer Messwellenldange von 450 Nanometern

(nm).

Es wurde auBerdem ein ELISA durchgefiihrt, bei dem das Vorgehen abgewandelt werden musste.
In diesem Fall wurde kein scFv, sondern ein Anti-TPO Antikorper getestet. Das Vorgehen war
identisch, es wurde jedoch der Sekundarantikorper Goat Anti-Mouse IgG-HRP (Cat# sc2302, Santa

Cruz Biotechnology) verwendet.
2.6 Indirekte Immunfluoreszenz

Die IIF ist ein Immunfluoreszenztest, der genutzt werden kann, um die Bindungen von Antikoérpern
an Antigene in verschiedenen Geweben oder Zellen zu untersuchen. Hierzu werden Antikérper

verwendet, die mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert sind. Diese Fluoreszenzmarker bilden mit
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den nachzuweisenden Stoffen Immunkomplexe und koénnen anschlieRend mit einem
Fluoreszenzphotometer ausgewertet werden. Hierbei kann zwischen einer direkten und einer
indirekten Immunfluoreszenz unterschieden werden (58).

In dieser Arbeit wurde die IIF verwendet, um die Bindungseigenschaften der scFv an verschiedene

Gewebe zu untersuchen. Es wurde sich dabei auf folgende Gewebe beschrankt (Tab. 2.7):

Tab. 2.7 - Fiir die indirekte Immunfluoreszenz verwendete Gewebe.

Gewebe Herstellung/Katalognummer
Kryofixierte Humane Haut Selbstangefertigte Gefrierschnitte
Osophagus (Affe) Cat# 1501-1005, EUROIMMUN
EUROPLUS Schilddriise (Affe)/Thyreoglobulin Cat# 1010-1005-3, EUROIMMUN

Die fiur die IIF verwendeten Puffer konnen Tab. 2.8 enthnommen werden.
2.6.1 Anfertigung von Gefrierschnitten humaner Haut

Waiahrend die Gewebe der Firma EUROIMMUN direkt verwendet werden konnten, musste die
humane Haut zuvor aufbereitet werden. Hierzu wurde die humane Haut innerhalb von maximal
48 h nach Operation und Transport in Williams’ Medium E (Flissigmedium) (Cat# F1115, Biochrom)
in ungefahr 1 Zentimeter (cm) x 1 cm grofRe Stiicke geschnitten in Tissue-Tek© Cryomold
Intermediate (Cat# 4566, Sakura) gelegt, in Tissue-Tek© O.C.T. Compound (Cat# 4583, Sakura)
eingebettet und anschlieBend mit flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung der Haut
erfolgte bei -80 °C. Schnitte mit einer Schnittdicke von 6 um wurden mit einem Kryostat der Firma
Leica angefertigt. AnschlieRend wurden jeweils zwei Schnitte auf einen Objekttrager aufgetragen.

Die Schnitte wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C aufbewahrt.
2.6.2 Indirekte Immunfluoreszenz auf kryofixierter humaner Haut

Kryofixierte Haut (Tab. 2.7) wurde zunachst aufgetaut und jeder Schnitt mit einem Dako Pen
umrandet. Die Schnitte wurden wahrend des gesamten Experiments in einer Dunkelkammer
aufbewahrt. Dann wurde fir 30 min mit 50 uL Blockpuffer (BP) geblockt. AnschlieBend erfolgte ein
Auftragen von jeweils 50 pL in BP verdiinnte Proben und eine Inkubation fiir 60 min bei RT. Nach
Ablauf der 60 min sind die Schnitte dreimal fiir 3 min mit jeweils 50 uL WP gewaschen worden. Im
nachsten Schnitt wurde der Sekundarantikdrper Anti-HA High Affinty Rat Monoclonal Antibody,
Clone 3F10 (Cat# 13500600, Roche) 1:100 in BP verdiinnt. Auf jeden Schnitt wurden 50 uL
verdinnter Sekundarantikorper aufgetragen und fiir weitere 60 min bei RT inkubiert. Nach
Beendigung der zweiten 60 min sind die Schnitte erneut dreimal fir 3 min mit 50 pL pro Schnitt
gewaschen worden. Als tertidrer Antikdrper diente Alex Fluor 594 Goat Anti-Rat IgG H+L (Cat# A-

11007, Invitrogen). Zunachst erfolgte eine Resuspendierung durch Pipettieren, anschlieBend wurde
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kurz mit einem Vortex geschittelt, mit einer Tischzentrifuge zentrifugiert und ein Teil des
Uberstands 1:200 in BP verdiinnt. Auf jeden Schnitt wurde 50 pl verdiinnter Tertidrantikérper

aufgetragen und fiir 30 min inkubiert.

Tab. 2.8 — Puffer fiir indirekte Immunfluoreszenz.
BSA = Bovines Serum Albumin; CaCl, = Calciumchlorid; RT = Raumtermperatur; TBS = Tris-

buffered saline

Puffer Rezept

50 mL 10X TBS, 250 pL 2M CaCl; und 450 mL Nanopure Water
vermischen, anschlieend Hinzufligen von Tween© 20 (Cat#
500 mL Waschpuffer PAH5152, VWR) bis zu einer Endkonzentration von 0,1 %. Dies

(WP) entspricht 500 puL Tween®© 20 bei 500 mL Waschpuffer. AbschlieRend
den Puffer mit einem Filtropur V50 0.22 um, 500 mL Filter steril

filtrieren. Lagerung bei RT.

Waschpuffer mit BSA bis zu einer Konzentration von 1 % BSA
50 mL Blockpuffer (BP) | versetzen. Bei 50 mL entspricht dies 0,5 g BSA. AnschlieBend Puffer

mit einem Filtropur S 0,2 Filter steril filtrieren. Lagerung bei 4 °C.

Nach der 30 min Inkubation mit dem Tertidrantikérper wurden die Objekttrager erneut dreimal fiir
3 min mit 50 uL WP pro Schnitt gewaschen und nach Auftragen von einem Tropfen DAPI
Fluoromount-G© (Cat# 0100-20, SouthernBiotech) pro Schnitt mit einem Deckglas bedeckt. Nach
einer mindestens 20 min Trockenphase wurden die Objekttrager bis zur weiteren Auswertung bei
-20 °C gelagert. Die Auswertung erfolgte unter Verwendung eines Fluoreszenmikroskops der Firma

KEYENCE.
2.6.3 Indirekte Immunfluoreszenz auf EUROIMMUN Biochips

Auf die bei 4 °C gelagerten EUROIMMUN Biochips - Osophagus (Affe) oder EUROPLUS Schilddriise
(Affe)/Thyreoglobulin (Tab. 2.7) wurde pro Reaktionsfeld 35 pL in BP verdiinnte Probe aufgetragen
und anschlieBend mit einem Reagenztrager bedeckt. Die Inkubation erfolgte fiir 60 min bei RT.
Nach Ablauf der 60 min wurde jedes Reaktionsfeld dreimal fir 3 min mit 35 uL WB gewaschen. Als
Sekundarantikérper wurde in BP 1:100 verdinnter Anti-HA High Affinty Rat Monoclonal Antibody,
Clone 3F10 verwendet, von dem 35 uL pro Reagenzfeld benutzt wurden und der nach erneuter
Bedeckung mit dem Reagenztrager 60 min bei RT inkubierte. AnschlieBend wurde erneut dreimal
mit 35 uL WP gewaschen. Der Tertidrantikdrper Alex Fluor 594 Goat Anti Rat IgG H+L wurde
genauso wie bei der IIF auf kryofixierter humaner Haut vorbereitet (Kapitel 2.6.2), 1:200 in BP
verdinnt, zu jeweils 35 pL pro Reaktionsfeld aufgetragen, mit dem Reagenztrdager bedeckt und

30 min bei RT inkubiert. Zum Abschluss des Experiments wurden die Reagenzfelder ein letztes Mal
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mit jeweils 35 uL WP dreimal fir 3 min gewaschen und nach Auftragen von Tropfen DAPI
Fluoromount-GO mit einem Deckglas bedeckt. Nach einer mindestens 20 min Trockenphase
wurden die Biochips bis zur Auswertung bei -20 °C gelagert. Die Auswertung erfolgte unter

Verwendung eines Fluoreszenmikroskops der Firma KEYENCE.

In einigen Experimenten wurden Antikorper verwendet, die keine scFv waren. In diesem Fall musste
kein Tertidrantikérper verwendet werden. Es wurde lediglich der Sekundarantikérper Alexa Fluor
488 Goat-Anti Mouse IgG (H+L) (Cat# A32723, Thermo Scientific) verwendet. Die Vorbereitung, die
Verdiinnung, die verwendeten Mengen sowie die Inkubationszeit waren identisch wie bei dem

verwendeten Tertidrantikorper Alex Fluor 594 Goat Anti-Rat IgG H+L.
2.7 Nachweisverfahren zur Keratinozytendissoziation

Mit Hilfe des Nachweisverfahrens zur Keratinozytendissoziation sollte untersucht werden, ob die
scFv einen pathologischen Effekt ausldsen. Es wird eine einschichtige Zelllinie geziichtet, zu welcher
anschliefend Antikorper hinzugegeben werden. Mithilfe des Enzyms Dispase werden die Zellen von
der Oberflache des ReaktionsgefaRes geldst und anschlieBRend mechanischem Stress ausgesetzt. Im
Falle einer Fragmentierung der Zellen nach Antikdrperzugabe, kann von einem moglichen

pathologischen Effekt ausgegangen werden (Abb. 2.4) (59).

Dispase
hinzufligen

‘HaCaT—ZeIIen ‘ ‘Antikt’)rper H 100% Konfluenz |

oy

Aussdhen der Zellen Hinzufligen von Antikorper binden Zellen l6sen Zellfragmente
Antikoérpern an HaCaT-Zellen sich ab entstehen

Abb. 2.4 - Ablauf des Nachweisverfahrens zur Keratinozytendissoziation. Nach dem Aussdhen
von HaCaT-Zellen erfolgt eine Inkubation fir 24 h (1). Wenn der Boden des Wells zu 100 %
bedeckt ist, werden die zu untersuchenden Antikorper hinzugefiigt und erneut fir 24 h inkubiert
(2). Im nachsten Schritt wird Dispase hinzugefiigt und inkubiert (3). Nach dem Ausfiihren von
mechanischem Stress durch Pipettieren (4) entstehen Zellfragmente.

* Antikorper nicht dargestellt

HaCaT-Zellen = Humane adulte niedriges Calcium hohe Temperatur Zellen
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2.7.1 Humane adulte niedriges Calcium hohe Temperatur Zellen (HaCaT-Zellen)

Im Nachweisverfahren zur Keratinozytendissoziation wurden sog. HaCaT-Zellen (Abkiirzung fir
engl. Human Adult Low Calcium High Temperature) verwendet. Bei diesen Zellen handelt es sich
um eine aus einem Melanomprédparat stammende, immortalisierte Zelllinie. Typisch fir diese
Zelllinie sind Kulturbedingungen in niedriger Kalziumkonzentration (ca. 0,2 mM) und hoher
Temperatur (37 °C), was sich in der Namensgebung widerspiegelt (60).

Die HaCaT-Zellen wurden in 25 mL Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Cat# D5769, Sigma) (DMEM)
in T175 TC-Flaschen geziichtet und aufbewahrt. Die Flaschen wurden ausschlielich unter einem
sterilen Abzug gedffnet. Die Lagerung erfolgte im Inkubator bei 37 °C und 5 % CO,. Das DMEM
wurde mit fetalem bovinem Serum (FBS) und Penicillin mit Streptomycin supplementiert. Ein
Wechsel des Mediums erfolgte bei einer Farbveranderung des Mediums. Sobald die Zellen eine
Konfluenz von anndhernd 100 % erreichten, wurden sie auf zwei neue TC-Flaschen aufgeteilt.
Hierzu wurde das Medium entfernt und die Zellen zunédchst zwimal mit 5 mL DPBS, welches zuvor
im Wasserbad erwarmt worden ist, gewaschen. AnschlieRend wurden die Zellen durch 1:10in DPBS
verdinnter Trypsin-Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)-Solution (Cat# T4174, Sigma) und ca.
15 min Inkubation bei 37 °C und 5 % CO, vom Boden der TC-Flasche geldst. Zum Ende der 15 min
wurde die Trypsinreaktion mit 20 mL DMEM gestoppt und der gesamte TC-Flascheninhalt in ein
50 mL Falconréhrchen tberfihrt. Dieses wurde bei RT fiir 10 min und 100 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet in DMEM resuspendiert. AbschlieBend wurden die

Zellen auf zwei neue TC-Flaschen aufgeteilt.
2.7.2 Ablauf des Nachweisverfahrens zur Keratinozytendissoziation

Das Nachweisverfahren zur Keratinozytendissoziation erstreckt sich Giber drei Tage und wurde
sofern moglich unter einem sterilen Abzug durchgefiihrt. Am ersten Tag wurden HaCaT- Zellen auf
einer 12-Well Platte ausgesat und fir 24 h inkubiert. Hierzu wurden die Zellen aus dem Inkubator
genommen. Das in der T175 TC-Flasche enthaltene DMEM wurde mit einer Vakuumpumpe entfernt
und die Flasche zweimal mit 10 mL DPBS gewaschen. Um die am Boden der TC-Flasche wachsenden
Zelle zu l6sen, wurde Trypsin-EDTA-Solution 1:10 in DBPS verdiinnt und 10 mL in die Flasche
pipettiert. AnschlieRend wurden die Zellen in der Flasche fiir ca. 15 min, bei 37 °C und 5 % CO,
inkubiert. Die Tryspsinreaktion wurde nach Abschluss der Inkubationszeit mit 20 mL DMEM
gestoppt. Danach wurden die Zellen und das Medium in ein 50 mL Falconréhrchen tberfihrt und
fir 10 min, 1000 rpm und bei RT zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand
verworfen und die Zellen in 1 mL DMEM aufgeldst. Zum Zahlen der Zellen wurde in einem
Eppendorfgefall eine Mischung aus 10 uL DPBS, 80 uL Methylenblau (Cat# 1525-061, Gibco) und

10 pL aufgeloster Zellen vorbereitet und anschlieRend in einer Neubauerzahlkammer gezahlt. Die
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Zellen wurden in dem MalRe in DMEM verdiinnt, dass 1 mL Medium 4-6 x10* Zellen enthielt. Eine
12-Well Platte wurde vorbereitet und in jede Kammer 1 mL Medium mit 4-6 x10* Zellen pipettiert,
danach wurde die Platte fiir 24 h, bei 37 °C und 5 % CO; innkubiert.

Am zweiten Tag wurden die zu untersuchenden Antikérper hinzugefiigt. Zuvor wurde mit Hilfe
eines Lichtmikroskops untersucht, ob die Boden der Kammern der 12-Well Platte vollstandig mit
Zellen bedeckt sind. War dies der Fall, wurde das Medium in den Kammern mit der Vakuumpumpe
abgesogen und in 500 mL DMEM verdiinnte Antikorper in die Wells pipettiert. AnschlieRend wurde
die Platte flir weitere 24 h, bei 37°C und 5 % CO; inkubiert.

Ziel des dritten Tages war es den Zellen mechanischen Stress auszusetzen, um einen moglichen
pathologischen Effekt auszuldsen. In einige Kammern wurden am dritten Tag 0,25 pg Exofoliatin A
(ETA) (Cat# ST101, Toxintechnology) hinzugefiigt. Dies geschah bereits nach 22 h. Nach dem
Hinzufligen des ETA wurde die Platte bis zum Vollenden der 24 h Inkubationszeit zuriick in den
Inkubator gestellt. Nachdem jede Kammer nach Vollendung der Inkubationszeit zweimal mit 1 mL
Hanks’ Balances Salt Solution (HBSS) (Cat# 14025, Gibco) gewaschen wurde, wurden in jede
Kammer 500 pL eines 1:1 Gemisches aus HBSS und Dispase (Cat# 07913, Stemcell) pipettiert und
die Platte fiir 30 min, bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Wahrenddessen wurden in 50 mL
Falconréhchren 0,5 g BSA (Bovines Serum Albumin) in 50 mL HBSS aufgel6st. Danach wurden in das
BSA-HBSS-Gemisch 1 mL Pipettenspitzen gestellt und dort fiir mindestens 30 min belassen,
wodurch ein Binden der Zellen an die Spitzen verhindert wird. Nach der Inkubation mit Dispase
wurden die Kammern erneut jeweils zweimal mit 1 mL HBSS gewaschen. Nun wurde der
mechanische Stress durch flinfmaliges Auf-und Abpipettieren mit einer 1 mL Pipette durchgefihrt.
Fiir diesen Pipettierschritt wurden die 1 mL Spitzen, welche fiir mindestens 30 min in dem BSA-
HBSS-Gemisch standen, benutzt. AbschlieRend wurde in jede Kammer zum Fixieren der
Zellfragmente 500 pL Histofix (Cat# P087, Roth), gefolgt von Crystalviolet (Cat# HT90132, Sigma)
zum Farben hinzugefligt. Zur Auswertung wurden die Zellfragmente dreimal gezahlt und ein

Mittelwert gebildet.
2.8 Humane Vollhautorgankultur

Die humane Vollhautorgankultur ist eine weitere Methode zur Untersuchung auf einen moglichen
pathologischen Effekt der scFv. Ziel der Methode ist es Antikérper mit einer Spritze in die Dermis
zu injizieren und die Haut anschlieBend fir 24 h in einem sog. Transwell, das mit einem
Nahrmedium gefillt ist, zu inkubieren (Abb. 2.5). Anschliefend werden Schnitte angefertigt,

gefarbt und mithilfe eines Mikroskops auf eine mogliche Blasenbildung untersucht.

Humane Haut wurde mithilfe eines Skalpells in ca. 1 cm x 1 cm grolRe Stlicke geschnitten und in das

innere Kompartiment eines Transwells gelegt. Mit Ausnahme des Schneidens der Haut fand der
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gesamte Versuch unter einem sterilen Abzug statt. In den duReren Teil des Transwells wurden 2 mL
Defined Keratinocyte-Serum Free Medium (Cat# 10744-019, gibco) pipettiert, zu denen 1,2 uL
2M CaCl; hinzugefiigt wurden. AnschlieBend wurden mit einer Insulinspritze 50 uL der zu
untersuchenden Antikérper oder Kontrollproben im 45°-Winkel in die Dermis der Hautstlicke
injiziert, welche anschliefend in den Transwells platziert wurden (Abb. 2.5). Die Inkubation der
Hautstiicke erfolgte fir 24 h, bei 37 °C und 5 % CO,. Am nachsten Tag wurde die Haut in Histofix

fixiert.

| 1 x 1 cm Hautstick

Hautstlck

Inneres Kompartiment ‘
e n —=— [Nahrmediom |

‘—| AuReres Kompartiment ‘

Abb. 2.5 - Ablauf der humanen Vollhautorgankultur. Zunachst werden Antikorper im 45°-Winkel

mit einer Spritze in die Dermis injiziert (1). AnschlieBend wird Nahrmedium in das dulere
Kompartiment des Transwells gefiillt. Die Haut mit den injizierten Antikdrpern wird in das innere

Kompartiment gelegt und fiir 24 h inkubiert (2).

2.8.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die in Histofix fixierten Hautstlicke wurden in Paraffin eingebettet und in 4 um dicken Schnitten auf
Objekttrager aufgetragen, welche anschlieend mit Hdmatoxylin und Eosin (HE) gefarbt wurden.
Die Farbung ist nach dem Standard Operationsprotokoll fiir eine HE-Farbung und mit Hilfe der
Materialien des Histologielabors der Klinik fiir Dermatologie, Allergologie und Venerologie des
Universitatsklinikums Schleswig-Holstein durchgefiihrt worden. Die HE-Farbung erfolgte in der
folgenden Weise: Die Objekttrager wurden fiir 20 min in einen Trockenschrank gestellt und fur
weitere 20 min in eine Klvette mit Xylol (Cat# 108633, Merck) gestellt. AnschlieRend wurden die
Trager zum Entfernen von Paraffinresten kurz in zwei Kiivetten Xylol und danach in zwei Kiivetten
100 % Ethanol (Cat# 5054.3, Roth), gefolgt von 96 % Ethanol (Cat# T171.5, Roth), 70 % Ethanol (Cat#
T913.1, Roth) und abschlieBend in dH,0 geschwenkt. Nachdem sie fiir 5 min in Hamatoxylin (Cat#
105174, Merck) standen, wurden die Schnitte solange unter flieBendem Leitungswasser gespiilt,
bis keine Blasen mehr aufgetreten sind. AnschlieRend erfolgte ein zwei- bis dreimaliges Schwenken
in Essigsaure- (Cat# 100063, Merck) Alkohol gefolgt von griindlichem Waschen der Schnitte. Im
nachsten Schritt wurden die Schnitte zwei- bis dreimal in Ammoniakwasser (Cat# 2610.1, Roth)

geschwenkt und gewaschen. Die Gegenfarbung mit Eosin (Cat# E4009, Sigma) erfolgte fiir 30 bis
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90s, abhangig vom Alter des Eosinansatzes. Abschliefend wurden die Schnitte durch kurzes
Schwenken in einer aufsteigenden Alkoholreihe (Ethanol 96 %, Ethanol 100 %, Ethanol 100 %,
Xylol 1, Xylol 2 und Xylol 3) dehydriert. Das Eindecken der Schnitte auf den Objekttragern erfolgte

mit einem Eindeckautomaten.
2.9 Statistik

Es wurden Daten erhoben und untersucht, die nicht miteinander gepaart sind. Die statistisch
ausgewerteten Versuche wurden dreimal wiederholt. Aufgrund einer Stichprobenzahl von drei
konnte keine GauRsche Normalverteilung angenommen werden. Es wurden jeweils verschiedene
Substanzen mit derselben NK verglichen. Fir die statistische Auswertung der Versuche, wurde der
Kruskal-Wallis-Test durchgefiihrt, da die Gruppengrofle groRer als zwei war. War dieser statistisch
signifikant (p-Wert < 0,05) wurden die Werte mit dem Dunn’s Multiple Comparisson Test weiter

getestet. Die Auswertung erfolgte mit dem Programm Graphpad Prism 8.

2.10 Verbrauchsmaterialien und Gerite

Tab. 2.9 — Gerite.
DE = Deutschland; RT-PCR = Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion; UK = Vereinigtes Konigreich;

USA = Vereinigte Staaten von Amerika

Produkt Firma Nummer Bezeichnung
All-In-One Keyence; Osaka, Japan BZ-9000 Fluoreszenzmikroskop
Fluoreszenmikroskop (BIOREVOQ)
Applied Biosystems ™ Thermo Fisher 4376600 RT-PCR-System
StepOnePlus ™Real-Time | Scientific; Waltham,
PCR System USA
Avanti ™ Centrifuge Beckmann Coulter; J-25 Avanti™ J-25

Brea, USA Zentrifuge
Biological Safety Cabinet | Nuaire; Caerphilly, UK NU-440-401E Steriler Abzug

Class Il

Bio Photometer Plus Eppendorf AG; 6132 000.008 Photometer
Hamburg, DE

Centrifuge 5810 R Eppendorf AG; 5811000420 Zentrifuge
Hamburg, DE

Eindeckautomat Leica Biosystems; CV 5030 Eindeckautomat
Wetzlar, DE

Highland Prazisionswaage | AE Adam; Felde, DE HCB 3001 Waage

Histo-Block, Jung Leica Biosystems; Model EG1130 | Kalteplatte
Wetzlar, DE

Infinite 200 Pro Tecan Group AG; 30052730 Infinite 200 Pro

Microplate reader

Mannedorf, Schweiz
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InoLab® pH 7110 WTW, Xylem Analytics; | 1AA112 pH-Meter
Rye Brook, USA

Kryostat Leica Biosystemes; CM3050 S Kryostat
Wetzlar, DE

Leitz BioMED Microscope | Leica Biosystems; Typ 020- Mikroskop
Wetzlar, DE 507.010

Magnetischer Rihrer Phoenix Instrument; RSM-04H Ruhrer
Garbsen, DE

Mikrotom Reichert-Jung, Leica Geratetyp Mikrotom
Biosystems; Wetzlar, DE | 1140

Mini-Protean Tetra Cell BioRad Laboratories; 16580000 Kleines Gelelektro-
Hercules, USA phorese-System

Nano Photometer® Implen GmbH; NP 80 Nanodrop
Minchen, DE

Rotilabo ©-Mini- Carl Roth GmbH; T464.1 Tischzentrifuge

Centrifuge Karlsruhe, DE

Schittelinkubator Axon Labortechnik; 16901 Schittelinkubator
Kaiserlauten, DE

Sunlab® 3D-Schittler; Sunlab GmbH; D-8030 Schittelplattform

Modell SU 1030 Aschaffenburg, DE

Thermomixer Comfort Eppendorf AG; 2050-120-01 Warmeblock
Hamburg, DE

Tube Rotator EU-Plug VWR International; 44-0500 Rotierende Plattform
Radnor, USA

T100 ™Thermal Cycler BioRad Laboratories; 1861096 Thermozykler
Hercules, USA

UVC/T-AR, DNA/RNA UV- | BioSan; Riga, Lettland BS-040102- UV-Reinigungsbox

Cleaner Box AAA

Vakuumpumpe KNF Neuberger; Vakuumpumpe
Breisgau GmbH, DE

VORTEX-Genie 2 Scientific Industries; 50-728-002 Vortexer
Bohemia, USA

Wasserbad GFL; Burgwedel, DE 5905904 Wasserbad

Wide Mini-Sub Cell GT BioRad Laboratories; 1704489EDU Weites Gelelektro-

System

Hercules, USA

phorese-System
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Tab. 2.10 — Verbrauchsmaterialien.

AT = Osterreich DE = Deutschland; DNA = Desoxyribonukleinsdure; NL = Niederlande; PCR =

Polymerase-Kettenreaktion; RNA = Ribonukleinsdure; RT-PCR = Echtzeit-Polymerase-

Kettenreaktion; UK = Vereinigtes Kdnigreich; USA = Vereinigte Staaten von Amerika;

Produkt Firma Katalognummer Bezeichnung
Amicon Ultra-15, PLBC Merck; Darmstadt, UFC900308 Amicon Ultra-
Ultracel-PL Membran, 3 DE Zentrifugenrdhrchen
kDa-Zentrifugenrohr
Biosphere ® Tip 10 pL Sarstedt AG; 70.1130.200 Pipettenspitzen mit
farblos Niimbrecht, DE Filter
Dako Pen Dako, Agilent; Santa | S2002 Dako Pen
Clara, USA
Econo-Pac BioRad Laboratories; | 732-1010 Chromatographie-
Chromatographie-Saule Hercules, USA Saule
Corning® Erlenmeyer cell Merck; Darmstadt, CLS431143 Erlenmeyerkolben mit
Culture Flasks DE Ventilationskappe
Eppendorf Easypet® 3 Eppendorf AG; 4430000018 Pipettierhilfe
Hamburg, DE
Eppendorf® LoBind Sigma-Aldrich 72666548-250EA DNA/RNA-
Microcentrifuge Tubes, Laborchemikalien; Eppendorfgefald
1,5mL Seelze, DE
Eppendorf® PCR Tubes, Eppendorf AG; 0030124332 PCR-Eppendorfgefal
0,2 mL, PCR Clean, farblos | Hamburg, DE
Eppendorf Research ® Eppendorf AG; 3123000020 0,5-10 pL Pipette
Plus, 0,510 uL Hamburg, DE
Eppendorf Research ® Eppendorf AG; 3123000098 2 —20 plL Pipette
Plus, 2—-20 uL Hamburg, DE
Eppendorf Research ® Eppendorf AG; 3123000047 10-100 pL Pipette
plus, 10—100 ul Hamburg, DE
Eppendorf Research ® Eppendorf AG; 3123000055 20-200 plL Pipette
plus, 20 —200 ul Hamburg, DE
Eppendorf Research ® Eppendorf AG; 3123000063 100 -1000 pL Pipette
plus, 100 — 1000 ul Hamburg, DE
Eppendorf Research ® Eppendorf AG; 3123000101 Multikanalpipette
Plus, 8-Kanal, 30 —300 uL | Hamburg, DE
Eppendorf® Safe-Lock Sigma-Aldrich T0162 1,5mL
Microcentrifuge Tubes; Laborchemikalien; Eppendorfgefal
1,5ml; Green Seelze, DE
Eppendorf® Safe-Lock Sigma-Aldrich T3045 2,0mL
Microcentrifuge Tubes; Laborchemikalien; Eppendorfgefal
2,0 mL; Blue Seelze, DE
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Erlenmeyerkolben 500 mL | Duran, DWK Life 2122644 500 mL
Sciences GmbH; Erlenmeyerkolben
Mainz, DE
Falconréhrchen 15 mL, Sarstedt AG; 62.554.502 15 mL Falconréhrchen
120 x 17 mm, PP NiUmbrecht, DE
Falcon6hrchen 50 mL, Sarstedt AG; 62.547.254 50 mL Falconrdhrchen
114 x 28 mm, PP NiUmbrecht, DE
Feather Disposable Andwin Scientific; NC9999403 Skalpell
Scalpel #10 Schaumburg, USA
Filtropur V50 0.22, Sarstedt AG; 83.1823.001 Filtropur V50 0.22,
500 mL Filter NiUmbrecht, DE 500 mL Filter
BD Micro-Fine+ U-100 Becton Dickinson 324827 Insulinspritze
Insulinspritze 12,7 mm GmbH; Heidelberg,
DE
Kryotube VWR International; 479-1261 Kryordéhrchen
Radnor, USA
Menzel-Glaser, Thermo Fisher J1800AMNZ Objekttrager
Superfrost© Plus Scientific; Waltham,
USA
MicroAmp™ Optical Thermo Fisher 4311971 PCR-Folie
Adhesive Film Scientific; Waltham,
USA
Mini-Protean Precast Gels | BioRad Laboratories; | 456-1093 Mini-Protean Precast
Hercules, USA Gels
Neubauerzahlkammer Laboroptik GmbH,; Neubauerzahlkammer
Lancing, UK
Pasteurpipetten aus Glas, | Hecht Assistent; 404567002 Pasteurpipetten
1ISO 7712, 230 mm Sondheim vor der
Rhon, DE
PCR Plate Multiply® Fast | Sarstedt AG; 72.1981.202 PCR-Platte
NUmbrecht, DE
Petrischalen Sarstedt AG; 82.1473 Petrischalen
NUmbrecht, DE
Pipettenspitzen 10 pL Sarstedt AG; 70.1130.100 10 plL Pipettenspitzen
NUmbrecht, DE
Pipettenspitzen 200 puL Sarstedt AG; 70.760.012 200 pL
Nimbrecht, DE Pipettenspitzen
Pipettenspitzen 1000 puL Sarstedt AG; 70.762.100 1000 pL
Nimbrecht, DE Pipettenspitzen
Polypropylene Bottle with | Beckmann Coulter; 355672 10 mL Beckmann-
Screw-0On Cap, 16 x Brea, USA Réhrchen
80 mm, 10 mL
Polypropylene Bottle with | Beckmann Coulter; 355665 500 mL

Screw-0On Cap, 69 x
160 mm, 500 mL

Brea, USA

Zentrifugenflasche
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Reagenztrager

EUROIMMUN
Medizinische
Labordiagnostika;

779999-0110

Reagenztrager

Libeck, DE
Serologische Pipette 5 mL | Sarstedt AG; 86.1253.001 5 mL Serologische
NiUmbrecht, DE Pipette
Serologische Pipette 10 Sarstedt AG; 86.1254.025 10 mL Serologische
mL NiUmbrecht, DE Pipette
Serologische Pipette 25 Sarstedt AG; 86.1685.001 25 mL Serologische
mL NiUmbrecht, DE Pipette
Spritzenvorsatzfilter Sarstedt AG; 83.1826.001 Filtropur S 0,2 Filter
FiltropurS 0,2 NiUmbrecht, DE
Standard Biopsiestanze Pfmmedical AG; 48401 Biopsiestanze
4 mm Koln, DE
TC-Flaschen T175 Sarstedt AG; 83.3912 T175 TC-Flasche
NUmbrecht, DE
Transwells Corning Life Sciences | 3460 Transwell
B.V.; Amsterdam, NL
Zellkultur Multiwellplatte, | Greiner Bio-One 665180 12-Well Platte

12 Well, PS, Transp.,
Cellstar®

International GmbH;
Kremsmiunster, AT
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3. Ergebnisse

3.1 Untersuchung von Hautproben auf Thyreoperoxidase-messenger Ribonulkleinsdure

In vorherigen Arbeiten wurden bereits Hinweise auf das Vorliegen von TPO-mRNA in humaner Haut
dargestellt (46). Ziel dieser Arbeit war es mit einer PCR ebenfalls fiir TPO kodierende mRNA in
Hautproben zu identifizieren. Hierzu wurde zundchst aus humaner Haut isolierte mRNA in cDNA
umgeschrieben. Mit dieser cDNA wurde eine RT-PCR durchgefiihrt. Das Produkt aus diesen
Versuchen wurde anschlieBend zur besseren Visualisierung auf ein Agarosegel aufgetragen. Die
verwendeten Protokolle sind in Kapitel 2.1 aufgefiihrt. Durch die Verwendung von Primern, die an
Bereiche im TPO-Gen binden, sollte TPO-mRNA detektiert werden. Als Housekeeping Gene wurde
GAPDH genutzt. AuRerdem dienten Dsg3-Primer als Positivkontrolle, um cDNA fir ein in der Haut
vorkommendes Protein nachzuweisen. Alle Primer wurden in derselben PCR aufRerdem ohne cDNA
getestet und somit als NK sowie zum Ausschluss von Verunreinigungen verwendet. Abb. 3.1 zeigt

die auf ein Agarosegel aufgetragenen Produkte der RT-PCR.

DNA-Leiter

GAPDH [5 uM] + cDNA
TPO [5 uM] + cDNA
Dsg3 [5 uM] + cDNA

=
=
—
e
e
e
—

GAPDH [5 uM] ohne cDNA
TPO [5 uM] ohne cDNA
Dsg3 [5 uM] ohne cDNA

L]
s

|| NV | W IN|FL

=
o

DNA-Leiter

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abb. 3.1 — Agarosegel nach Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion. Es wurde nach dem in Kapitel 2.1
beschriebenen Protokollen vorgegangen. In der PCR wurden verschiedene Primer mit und ohne cDNA aus
humaner Haut getestet. GAPDH (Bande 2) diente als Housekeeping Gene. Dsg3 (Bande 4) wurde als
Positivkontrolle verwendet. Die Banden 6-8 zeigen die Ergebnisse von Negativkontrollen und dienen zum
Ausschluss von Verunreinigungen. In Bande 3 konnte nach Verwendung von TPO-Primern und cDNA ein
DNA-Fragment nachgewiesen werden. Dies ist ein Indiz fir TPO-RNA in humaner Haut.

(c)DNA = (Komplementare) Desoxyribonukleinsaure; Dsg3 = Desmoglein 3; GAPDH = Glycerinaldehyd-3-

phosphat-Dehydrogenase; RNA = Ribonukleinsdure; (RT)-PCR = (Echtzeit)-Polymerase-Kettenreaktion;

TPO =Thyreoperoxidase

Es wurden jeweils Primer in einer Konzentration von 5 uM mit und ohne cDNA getestet. Alle

verwendeten Primer zeigen eine Bande auf dem Agarosegel. Wurde mit den Primern keine cDNA
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verwendet, konnte keine Bande dargestellt werden (Bande 6-8). Interessanterweise ist in der
dritten Spalte des Gels eine deutliche Bande sichtbar. Dies ist die Bande, in der cDNA zusammen
mit TPO-Primern untersucht worden ist. Hiermit kann gezeigt werden, dass mRNA fir TPO in aus
humaner Haut isolierter mRNA zu finden ist. Diese Ergebnisse bestatigen die oben beschriebenen
Daten von Cianfarani et al. (46). Der Nachweis von TPO-mRNA in humaner Haut, gab den Anlass in
dieser Arbeit scFv zu untersuchen, die an Dsg und TPO binden, um somit die Funktion von Anti-

TPO-Antikorpern in der Pathogenese von PV ndher zu betrachten.
3.2 Kontrolle der Proteinexpression und der Proteinkonzentrationen

Die Konzentration der Positivkontrollen (scFv 4.2, 3.2 und px4-3) wurde vor der weiteren
Untersuchung mit einer SDS-PAGE kontrolliert. Hierzu wurden die Banden von jeweils 2 plL
verdinnten scFv-Proben, mit parallel aufgetragenen BSA-Mengen nach Durchfiihrung der SDS-

PAGE verglichen. Das Ergebnis wird in Abb. 3.2 dargestellt.

Proteinleiter

1 ug BSA

2,5 ug BSA

5 ug BSA

7,5 ug BSA

10 pug BSA

frei

2 uL scFv 4.2

2 UL scFv 3.2

2 UL scFv px4-3

260
140

100

70
e X ]

50

40
30 . e
20

15

10

LI |IN| OV |PAR|WIN|FE

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

=
o

Abb. 3.2 — Darstellung eines Natriumdodecylsulfat-Gels mit Konzentrationen von Positivkontrollen. Das
SDS-Gel wurde nach dem in Kapitel 2.4. beschriebenen Protokoll erstellt. Der Inhalt der Banden wird in
der Tabelle auf der rechten Seite gezeigt. Die GroRe der Proteine in kDa kann anhand der Proteinleiter
(Bande 1) ermittelt werden.

BSA = Bovines Serum Albumin; kDa = Kilodalton; scFv = Single chain variable fragment; SDS-PAGE =

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Banden der scFv 4.2 und px4-3 (Bande 8 und 10) entsprechen einer Bandendicke zwischen 1 ug
und 2,5 pg BSA (Bande 2 und 3). 2 uL scFv entsprechen also in etwa 2 pg BSA und somit einer
Konzentration von 1 pg/uL. Die Bande von scFv 3.2 (Bande 9) ist etwas dicker und liegt zwischen
2,5 pg und 5 pg (Bande 3 und 4). In 2 uL scFv 3.2 befinden sich demnach ungefahr 4 uL, woraus sich
eine Proteinkonzentration von 2 pug/ulL ergibt. Zusammenfassend betragen die Konzentrationen der

Positivkontrollen demnach fiir scFv 4.2: 1 ug/uL, fir scFv 3.2: 2 pug/pL und fir scFv px4-3: 1 pg/uL.
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Der Erfolg der Proteinexpression der Nicht-Dsg-scFv bzw. TPO-scFv TPO 3.1, TPO 3.3 und TPO 3.6
wurde ebenfalls mit einer SDS-PAGE kontrolliert. Nachdem das Ergebnis der Expression bestatigt
werden konnte, wurde die Konzentration der TPO-scFv nach durchgefiihrter Dialyse ermittelt,
indem jeweils 5 pL verdiinnte scFv-Proben mit unterschiedlichen BSA-Mengen verglichen wurden
(Abb 3.2). Von TPO 3.1 wurden aufgrund der groBeren Produktionsmenge je 5 uL der Elutionen 1-
3 untersucht, von TPO 3.3 und TPO 3.6 nur die erste. Die Banden von TPO 3.1 Elution 1 und 2 (Bande
6 und 7), sowie die von TPO 3.3 und TPO 3.6 (Bande 9 und 10), entsprechen in etwa derselben
Dicke. Sie sind alle mehr als doppelt so stark wie die Bande mit 2 ug BSA (Bande 4). Es wurde davon
ausgegangen, dass demnach in etwa 5 pg scFv in den Banden 6,7,9 und 10 vorhanden sind, woraus

sich bei jeweils 5 pL verdiinnten Proben eine Konzentration von 1 ug/uL ergibt.

Proteinleiter

0,5 ug BSA

1 ug BSA

2 ug BSA

frei

5 uL TPO 3.1 (Elution 1)
5 uL TPO 3.1 (Elution2)
5 UL TPO 3.1 (Elution 3)
S5uLTPO3.3

5uLTPO 3.6

260

140
100

70

50

40

20
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O 0| N[O UV |[DH|W[IN|-

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

[
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Abb. 3.3 — Darstellung eines Natriumdodecylsulfat-Gels mit Konzentrationen von Nicht-Desmoglein-
variablen Einzelkettenfragmenten. Das SDS-Gel wurde nach dem in Kapitel 2.4. beschriebenen Protokoll
erstellt. Der Inhalt der Banden wird in der Tabelle auf der rechten Seite gezeigt. Die GroRe der Proteine in
kDa kann anhand der Proteinleiter (Bande 1) ermittelt werden.

BSA = Bovines Serum Albumin; kDa = Kilodalton; scFv = Single chain variable fragment; SDS-PAGE =

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese; TPO = Thyreoperoxidase

38



3.3 Bestimmung von Bindungseigenschaften der variablen Einzelkettenfragmente

Mithilfe der ELISA wurde untersucht, ob die scFv in der Lage sind, an Antigene, gegen die sie in der
APD selektiert wurden, zu binden. Als Positivkontrollen dienten der Dsgl1- und Dsg3-ELISA. Die TPO-
scFv sollten auch auf Reaktionen mit TPO untersucht werden. Zundchst musste durch Versuche ein
Protokoll erstellt werden, mit dem die scFv im ELISA untersucht werden kdnnen. Das erstellte
Protokoll ist in Kapitel 2.5 aufgefiihrt. Nachdem das Protokoll erstellt worden war, wurden alle scFv
durch dreimalige Wiederholung des ELISA auf ihre Bindungseigenschaften an die Zielantigene
untersucht. Zunachst wurden die Positivkontrollen untersucht, um eine Positivkontrolle fur die
ELISA mit den TPO-scFv zu haben.

Die scFv wurden unterschiedlich stark in VP verdinnt (1:1.000, 1:10.000, 1:100.000 und
1:1.000.000) und auf ihre Bindungsaffinitat an Dsg3 im Falle von scFv 4.2 und scFv 3.2, sowie gegen
Dsgl und Dsg3 bei scFv px4-3 getestet. Als NK dienten 100 uL VP. Bei der Auswertung der ELISA-
Untersuchungen mit den Positivkontroll-scFv zeigte sich, dass diese im ELISA einen messbharen
Farbumschlag bewirken (Abb. 3.4). Beim Verwenden von geringeren Verdiinnungen waren die
gemessen Werte der O.D. bei 450 nm im Vergleich zu stirkeren Verdinnungen hoher. Eine
Ausnahme bildete dabei scFv 3.2, welches bei einer Verdiinnung von 1:10.000 im Mittel einen
etwas hoheren Farbumschlag bewirkte als bei 1:1.000. Es lieB sich ein statistisch signifikanter
Unterschied in der Farbintensitdat zwischen NK und zugegebenen scFv messen. Hierbei bestand
sowohl eine allgemeine Signifikanz zwischen NK und Verwendung der scFv, als auch ein
signifikanter Unterschied einzelner Verdinnungsstufen mit der NK. Bei der statistischen
Auswertung der einzelnen Verdiinnungen mit dem Dunn‘s-Test waren in allen Féllen die hochsten
scFv-Konzentrationen (1:10%) und mit Ausnahme von scFv px4-3 im Dsg3-ELISA auch die
Verdiinnungen von 1:10* signifikant. Da diese Daten mit bereits veréffentlichten Ergebnissen (54,
55) vereinbar sind, konnte davon ausgegangen werden, dass der ELISA mit dem in Kapitel 2.5
beschriebenen Vorgehen auch fiir die Charakterisierung der scFv TPO 3.1, TPO 3.3 und TPO 3.6
geeignet ist.

Die TPO-scFv wurden im ELISA auf ihre Fahigkeit an verschiedene Antigene zu binden untersucht.
Dies waren Dsgl, Dsg3, TPO und das Bulléses Pemphigoid Antigen 1 (BP180). Die scFv wurden
unterschiedlich stark in VP verdinnt (1:10, 1:100, 1:1.000, 1:10.000, 1:100.000). Als NK dienten
100 pL VP. Ziel der Versuche war es herauszufinden, an welche Antigene die scFv im ELISA binden.
Bei der Durchfiihrung der ELISA mit TPO 3.1 zeigte sich in allen Versuchen ein allgemeiner
signifikanter Unterschied zwischen scFv-Zugabe und der NK (Abb. 3.5). Dieser ist geringer als der
Verwendung der Positivkontrolle (Abb. 3.4). Beim Vergleichen der einzelnen verdiinnten Proben

mit der NK, konnte bei der fiir die Positivkontrollen verwendeten niedrigsten Verdiinnung (1:1.000)
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keine Signifikanz ermittelt werden. Es zeigen nur hohere Konzentrationen (1:10 und 1:100) ein

signifikantes Ergebnis mit dem Dunn’s-Test.

Durch héhere Konzentrationen von scFv TPO 3.1 konnten in den meisten Fdllen héhere O.D. bei
450 nm gemessen werden als durch das Verwenden geringerer Mengen. Eine Ausnahme lief3 sich
dabei bei der Durchfiihrung der Dsgl-ELISA beobachten. Dort trat durch eine Verdiinnung von
1:100 eine starkere Farbung auf als durch 1:10 verdiinnte scFv. Die ELISA Ergebnisse von scFv TPO
3.1 zeigten zusammenfassend, dass dieses scFv in der Lage ist, an verschiedene Antigene zu binden.

Die Bindung an Dsgl, Dsg3 und BP180 ist dabei starker als die an TPO (Abb. 3.5).

scFv 4.2 Dsg3-ELISA scFv 3.2 Dsg3-ELISA
I *kk . . Aok ok ,
44 * I 34" * !
T 7 T
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S 21 2
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O 14 S
0- 0 =
NK 1:10° 1:10* 1:10° 1:10° 3 " 5 6
NK 1:10° 1:10* 1:10° 1:10
scFv px4-3 Dsg1-ELISA scFv px4-3 Dsg3-ELISA
. *okk . . Rk ,
4_' 1 3_| 1
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O 14 o
0- 0-
NK 1:10° 1:10* 1:10° 1:10° NK 1:10° 1:10* 1:10° 1:10°

Abb. 3.4 Enzymgebundener Immunadsorptionsnachweises mit Positivkontrollen. Es wurden drei
Wiederholungen durchgefiihrt (n=3). Die Versuche wurden wie in Kapitel 2.5 beschrieben durchgefihrt.
Als NK wurde VP verwendet. Die X-Achse zeigt die scFv-Verdiinnung in VP. Die Y-Achse zeigt die O.D. bei
450 nm. Skalierung der Y-Achse variiert. Es werden Mittelwert und Standardabweichung dargestellt. Es
zeigten sich signifikante Unterschiede der O.D. im Vergleich zwischen NK und scFv-Zugabe. Die statistische
Auswertung erfolgte aufgrund nicht normalverteilter Daten mit dem Kruskal-Wallis-Test und dem Dunn’s-
Test (* =p <0,05; **=p<0,01; *** =p < 0,001).

Dsg1/3 = Desmoglein 1/3; ELISA = Enzyme-Linked Immunosorband Assay; NK = Negativkontrolle; O.D. =

Optische Dichte; scFv = Single chain variable fragment; VP = Verdiinnungspuffer
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Abb. 3.5 - Enzymgebundener Immunadsorptionsnachweises mit variablem Einzelkettenfragment
TPO 3.1. Es wurden drei Wiederholungen durchgefiihrt (n=3). Die Versuche wurden wie in Kapitel 2.5
beschrieben durchgefiihrt. Als NK wurde VP verwendet. Die X-Achse zeigt die scFv-Verdiinnung in VP. Die
Y-Achse zeigt die O.D. bei 450 nm. Skalierung der Y-Achse variiert. Es werden Mittelwert und
Standardabweichung dargestellt. Es zeigen sich signifikante Unterschiede der O.D. zwischen NK und scFv-
Zugabe. Die statistische Auswertung erfolgte aufgrund nicht normalverteilter Daten mit dem Kruskal-
Wallis-Test und dem Dunn’s-Test (* = p < 0,05; ** = p < 0,01).

BP180 = Bulldses Pemphigoid Antigen 1; Dsg1/3 = Desmoglein 1/3; ELISA = Enzyme-Linked Immunosorband

Assay; NK = Negativkontrolle; O.D. = Optische Dichte; scFv = Single chain variable fragment; VP =

Verdiinnungspuffer

Bei der Auswertung der ELISA mit scFv TPO 3.3 durch den Kruskal-Wallis-Test konnte mit allen
verwendeten ELISA-Kits ein allgemeiner signifikanten Unterschied zwischen NK und scFv-Zugabe
detektiert werden (Abb. 3.6). Die Signifikanz istim Vergleich zu den Positivkontrollen geringer (Abb.
3.4). Es wurden um den Faktor 100 héhere Konzentrationen verwendet als bei Versuchen mit den
Positivkontroll-scFv. Beim Vergleichen der einzelnen Verdiinnungsstufen mit der NK konnte fiir alle
Proben in der geringsten Verdiinnung (1:10) ein signifikanter Unterschied gemessen werden. Dieser
konnte im Dsgl- und Dsg3-ELISA ebenfalls in einer Verdiinnung von 1:100 festgestellt werden.
Zusammenfassend zeigt sich im ELISA mit scFv TPO 3.3, dass dieses scFv liberwiegend an Dsgl und

Dsg3 bindet.
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Abb. 3.6 — Enzymgebundener Immunadsorptionsnachweises mit variablem Einzelkettenfragment
TPO 3.3. Es wurden drei Wiederholungen durchgefihrt (n=3). Die Versuche wurden wie in Kapitel 2.5
beschrieben durchgefiihrt. Als NK wurde VP verwendet. Die X-Achse zeigt die scFv-Verdiinnung in VP. Die
Y-Achse zeigt die O.D. bei 450 nm. Skalierung der Y-Achse variiert. Es werden Mittelwert und
Standardabweichung dargestellt. Es zeigen sich signifikante Unterschiede der O.D. zwischen NK und scFv-
Zugabe. Die statistische Auswertung erfolgte aufgrund nicht normalverteilter Daten mit dem Kruskal-
Wallis-Test und dem Dunn’s-Test (* = p < 0,05; ** = p < 0,01).

BP180 = Bulldses Pemphigoid Antigen 1; Dsg1/3 = Desmoglein 1/3; ELISA = Enzyme-Linked Immunosorband
Assay; NK = Negativkontrolle; O.D. = Optische Dichte; scFv = Single chain variable fragment; VP =

Verdiinnungspuffer

Bei der Betrachtung der ELISA Ergebnisse von scFv TPO 3.6 zeigt sich mit dem in Kapitel 2.5
beschriebenen Vorgehen und statistischen Auswertung anhand des Kruskal-Wallis-Test nicht in
allen Fallen ein signifikanter Unterschied der O.D zwischen NK und scFv Zugabe. Im ELISA mit Dsgl
konnte keine Signifikanz berechnet werden.

Die gemessenen O.D.-Werte zwischen 2 und 3 lassen jedoch eine Bindung von scFv TPO 3.6 an Dsgl
vermuten. Das scFv zeigt die hochsten Werte im Dsgl- und Dsg3-ELISA und scheint insbesondere
an diese Antigene zu binden. Auffallend ist, dass im Fall der ELISA mit Dsgl und Dsg3 erst ab einer
Verdiinnung von 1:10.000 eine starkere Abnahme der O.D. zu erkennen ist. Bei der Durchfiihrung

des Dunn’s-Tests zeigen sich signifikante Unterschied zwischen NK und 1:10 Verdiinnung im TPO-
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und BP180-ELISA, wahrend im Dsg3-ELISA nur die 1:1.000 Verdiinnung signifikant ist und der Dsg1-
ELISA keine Signifikanz aufweist (Abb. 3.7).
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Abb. 3.7 - Enzymgebundener Immunadsorptionsnachweises mit variablem Einzelkettenfragment
TPO 3.6. Es wurden drei Wiederholungen durchgefihrt (n=3). Die Versuche wurden wie in Kapitel 2.5
beschrieben durchgefiihrt. Als NK wurde VP verwendet. Die X-Achse zeigt die scFv-Verdiinnung in VP. Die
Y-Achse zeigt die O.D. bei 450 nm. Skalierung der Y-Achse variiert. Es werden Mittelwert und
Standardabweichung dargestellt. Es zeigen sich signifikante Unterschiede der O.D. zwischen NK und scFv-
Zugabe. Der Dsgl-ELISA war nicht signifikant. Die statistische Auswertung erfolgte aufgrund nicht
normalverteilter Daten mit dem Kruskal-Wallis-Test und dem Dunn’s-Test (ns = nicht signifikant; * = p <
0,05; ** = p < 0,01).

BP180 = Bulldses Pemphigoid Antigen 1; Dsg1/3 = Desmoglein 1/3; ELISA = Enzyme-Linked Immunosorband
Assay; NK = Negativkontrolle; O.D. = Optische Dichte; scFv = Single chain variable fragment; VP =

Verdiinnungspuffer
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3.4 Etablierung der indirekten Immunfluoreszenz auf Affen6sophagus und humaner Haut

Ziel der IIF mit den Positivkontrollen war es ein Protokoll fir eine IIF zu etablieren, mit welchem
auch weitere scFv auf ihre Fahigkeit, an Zielantigene in Geweben zu binden, untersucht werden
koénnen. Die IIF erfolgte nach den in Kapitel 2.6.2 und 2.6.3 beschriebenen Protokollen und wurde
auf Affendsophagus und humaner Haut durchgefiihrt. Zunachst zeigte sich in der IIF auf mit
Affendsophagus beschichteten Biochips, dass alle Positivkontrollen in der Lage sind an
Affendsophagus zu binden. Dies gelang auch bei starker Verdiinnung, bei denen lediglich 35
Nanogramm (ng) der scFv fur jedem Schnitt genutzt wurden (Abb. 3.8). Als NK wurden 35 uL BP
verwendet. Die IIF wurde mit jedem scFv dreimal wiederholt. Fir alle scFv wurden in drei

unterschiedlichen IIF vergleichbare Farbemuster nachgewiesen.

Affendsophagus

Negativkontrolle

scFv 4.2 scFv 3.2 scFv px4-3

Abb. 3.8 — Darstellung einer indirekten Immunfluoreszenz auf Affenésophagus mit Positivkontroll-
variablen Einzelkettenfragmenten. Die IIF wurde wie in Kapitel 2.6.3 beschrieben durchgefiihrt. In den hier
gezeigten Bildern wurden jeweils 35 ng scFv pro Schnitt verwendet. Als Negativkontrolle dienten 35 uL BP.
Alle scFv zeigen in der IIF das flir Dsg-Antikorper typische netzartige Expressionsmuster, das den Zellgrenzen
der Keratinozyten entspricht, an der Oberflache des Affenésophagus. Dies ist ein Indiz dafiir, dass die scFv
im Gewebe an die gewlinschten Zielantigene binden. Skalierungslinie entspricht 100 um.

BP = Blockpuffer; Dsg = Desmoglein; IIF = Indirekte Immunfluoreszenz; scFv = Single chain variable fragment

Nachdem es gelang Affendsophagus mit den scFv 4.2, 3.2 und px4-3 anzufarben, wurde das
Protokoll der IIF auf Affendsophagus auch auf Gefrierschnitten mit humaner Haut durchgefihrt.

Auch hier konnte eine Affinitdt der scFv auf das Gewebe nachgewiesen werden. Die mit dem
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Fluoreszenzmikroskop ermittelte Intensitdt der Signale zwischen den verschiedenen scFv
unterschied sich. Bei einer Verwendung von 500 ng pro Schnitt zeigte sich bei scFv px4-3 ein
starkeres Signal als bei scFv 4.2 und scFv 3.2. Fir scFv 4.2 wurde aulRerdem eine IIF mit doppelter
Menge scFv (1.000 ng) durchgefiihrt, da die Intensitdt der Farbung bei 500 ng scFv nicht sehr
deutlich war. Als NK wurden 50 uL BP genutzt. AuBerdem zeigte sich bei letzteren scFv, dass die
Fluoreszenz in den basalen Schichten der Haut starker war als in den oberflachlichen. Des Weiteren
scheint scFv px4-3 deutlich starker an die Haut zu binden als die anderen scFv, was durch die

starkere Farbung zu erkennen ist (Abb. 3.9).

o - -

Negativkontrolle scFv 4.2 (1.000 ng)
scFv 4.2 (500 ng) scFv 3.2 (500 ng) scFv px4-3 (500 ng)

Abb. 3.9 - Darstellung einer indirekten Immunfluoreszenz auf humaner Haut mit Positivkontroll-
variablen Einzelkettenfragmenten. Die IIF wurde wie in Kapitel 2.6.2 beschrieben durchgefiihrt. In den
hier gezeigten Bildern wurden jeweils 500 ng scFv pro Schnitt verwendet. Als Negativkontrolle dienten
50 uL BP. Fiir scFv 4.2 wurde auRerdem eine Farbung mit 1.000 ng scFv durchgefiihrt. Alle scFv zeigten im
Vergleich zur Negativkontrolle ein starkeres Signal. Dies ist ein Indiz auf eine Bindung der scFv an
Zielantigene in der Haut. Das Signal von scFv px4-3 ist in der gesamten Epidermis homogen nachzuweisen
und ist intensiver als das von scFv 4.2 und 3.2, welche am deutlichsten in den basalen Epidermisschichten
(weiBe Pfeile) binden. Das Farbemuster entspricht dem fiir Dsg-Antikorper typischen netzartigem Muster,
das den Zellgrenzen der Keratinozyten entspricht. Skalierungslinie entspricht 100 um.

BP = Blockpuffer; IIF = Indirekte Immunfluoreszenz; scFv = Single chain variable fragment
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3.4.1 Bindungen der Thyreoperoxidase-variablen Einzelkettenfragmente an unterschiedliche

Gewebe

Nachdem das Protokoll fur eine IIF mit scFv durch Versuche mit den Positivkontrollen etabliert
werden konnte, wurden auch die TPO-scFv auf ihre Fahigkeit an verschiedene Gewebe zu binden
getestet. Da die Positivkontrollen die starksten Signale auf mit Affensophagus beschichteten
Biochips zeigten, wurden auch die TPO-scFv zuerst auf Affendsophagus mit einer IIF getestet. Es
konnte bei einer Verwendung von 3.500 ng in BP verdiinnten scFv pro Schnitt bei allen scFv ein
Signal nachgewiesen werden, das dem der Positivkontroll-scFv entspricht. Als NK dienten 35 pL BP

(Abb. 3.10).

Affendsophagus

Negativkontrolle

scFv TPO 3.1 scFv TPO 3.3 scFv TPO 3.6

Abbildung 3.10 - Darstellung einer indirekten Immunfluoreszenz auf Affenésophagus mit
Thyreoperoxidase-variablen Einzelkettenfragmenten. Die IIF wurde wie in Kapitel 2.6.3 beschrieben
durchgefiihrt. In den hier gezeigten Bildern wurden jeweils 3.500 ng scFv pro Schnitt verwendet. Als
Negativkontrolle dienten 35 uL BP. Alle scFv zeigen in der IIF das fiir Dsg-Antikorper typische, den
Zellgrenzen der Keratinozyten folgende Expressionsmuster an der Oberflache des Affenésophagus. Dies
ist ein Indiz dafiir, dass die scFv im Gewebe an die gewiinschten Zielantigene binden. Skalierungslinie
entspricht 100 um.

BP = Blockpuffer; IIF = Indirekte Immunfluoreszenz; scFv = Single chain variable fragment; TPO =

Thyreoperoxidase

Im nachsten Schritt wurden die TPO-scFv auch auf ihre Fahigkeit, an humane Haut zu binden,
untersucht. Es wurden jeweils 5.000 ng in BP verdiinnte TPO-scFv verwendet. Als NK dienten 50 uL

BP. Fiir scFv TPO 3.1 Iasst sich eine Farbung der basalen Epidermisschichten sehen, welches dem
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Farbemuster von scFv 3.2 dhnelt. In der IIF von scFv TPO 3.3 und TPO 3.6 lassen sich Gberwiegend
Artefakte nachweisen. ScFv TPO 3.3 farbt die Epidermis gering und unspezifisch. Fiir scFv TPO 3.6
Iasst sich keine Bindung feststellen (Abb. 3.11).

Negativkontrolle scFv 3.2 (Positivkontrolle) scFv px4-3 (Positivkontrolle)
scFv TPO 3.1 scFv TPO 3.3 scFv TPO 3.6
Abbildung 3.11 - Darstellung einer indirekten Immunfluoreszenz auf humaner Haut mit

Thyreoperoxidase-variablen Einzelkettenfragmenten. Die IIF wurde wie in Kapitel 2.6.2 beschrieben
durchgefiihrt. In den hier gezeigten Bildern wurden jeweils 5.000 ng scFv pro Schnitt verwendet. Als
Negativkontrolle dienten 50 uL BP. Als Positivkontrolle dienten 500 ng scFv 3.2 und px4-3. ScFv TPO 3.1
zeigt einige Signale in den basalen Epidermisschichten (weille Pfeile), welche dem Farbemuster von der
Positivkontrolle scFv 3.2 ahneln. Bei den scFv TPO 3.3 und TPO 3.6 sind Uberwiegend Artefakte zu
erkennen. Das Farbemuster der Positivkontrolle scFv px4-3 ist intensiver als das aller getesteten TPO-scFv
und ist homogen in der gesamten Epidermis zu sehen. Es entspricht dem fiir dem fiir Dsg-Antikorper
typischen, den Zellgrenzen der Keratinozyten folgenden Expressionsmuster. Skalierungslinie entspricht
100 pm.

BP = Blockpuffer; IIF = Indirekte Immunfluoreszenz; scFv = Single chain variable fragment; TPO =

Thyreoperoxidase

Da es das Ziel dieser Arbeit ist Nicht-Dsg-Antigene im Zusammenhang mit PV zu untersuchen und
fiir die TPO-scFv im ELISA eine gewisse Bindung an TPO nachgewiesen werden konnte (Kapitel 3.3),
wurden mit scFv TPO 3.1, 3.3 und 3.6 auch IIF auf mit Schilddriisengewebe beschichteten Biochips
durchgefiihrt. Bei der IIF wurde nach dem in Kapitel 2.6.3 aufgefiihrten Protokoll vorgegangen. Es
wurden jeweils 3.500 ng in BP verdiinnte scFv verwendet. Als Positivkontrolle wurde MoAb 47

(Cat# sc-58432, Santa Cruz), ein kommerzieller Anti-TPO-Antikorper, verwendet. Bei MoAb 47
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handelt es sich nicht um ein scFv. Aus diesem Grund musste das Protokoll fiir die IIF, wie in Kapitel
2.6.3 beschrieben, abgedndert werden. Es wurden 3.500 ng MoAb 47 verwendet, die in BP
verdinnt wurden. Als NK wurden 35 uL BP verwendet. Bei Betrachtung der Positivkontrolle zeigt
sich um die Zellen entlang der Follikel (weiller Stern) eine vermehrte Zunahme der Fluoreszenz. Ein
vergleichbares Muster ldsst sich auch bei Betrachtung von scFv TPO 3.3 erkennen. ScFv TPO 3.3
scheint an Antigene in Schilddriisengewebe zu binden. Das Farbemuster von scFv TPO 3.1 und

scFv TPO 3.6 sind am ehesten auf unspezifische Bindungen zurlickzufiihren (Abb. 3.12).

Schilddrise

Negativkontrolle Positivkontrolle (MoAb 47)

scFv TPO 3.1 scFv TPO 3.3 scFv TPO 3.6

Abb. 3.12 - Darstellung einer indirekten Immunfluoreszenz auf Schilddriisengewebe mit
Thyreoperoxidase-variablen Einzelkettenfragmenten. Die IIF wurde wie in Kapitel 2.6.3 beschrieben
durchgefiihrt. In den hier gezeigten Bildern wurden jeweils 3.500 ng scFv pro Schnitt verwendet. Als
Negativkontrolle dienten 35 uL BP. Als Positivkontrolle dienten 3.500 ng MoAb 47. In der Positivkontrolle
zeigt sich eine Farbung an den Zellen entlang der Follikel (beispielhaft mit weiem Stern markiert). Ein
ahnliches Farbemuster ist bei scFv TPO 3.3 zu erkennen. Bei scFv TPO 3.1 und scFv TPO 3.6 zeigt sich ein
unspezifisches Farbemuster. Skalierungslinie entspricht 100 pum.

BP = Blockpuffer; IIF = Indirekte Immunfluoreszenz; scFv = Single chain variable fragment; TPO =

Thyreoperoxidase
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3.4.2 Bindung kommerzieller Thyreoperoxidase-Antikérper an humane Haut

Es wurde auBerdem eine IIF auf humaner Haut mit einem kommerziellen TPO-Antikorper
durchgefiihrt, welcher als MoAb 47 bezeichnet wird. Ziel dieses Experiments war es das Enzym TPO
in der Haut nachzuweisen, nachdem mit der RT-PCR der Nachweis von mRNA in Hautproben gelang
(Abb 3.1). Der Versuch erfolgte anhand des in Kapitel 2.6.3 aufgefiihrten Protokolls. Im Fall dieser
IIF konnte der Antikoérper Alexa Fluor 488 Goat-Anti Mouse IgG (H+L) als Sekundarantikorper
verwendet werden, welcher fluoreszenzmarkiert ist. Aus diesem Grund konnte auf einen

Tertidrantikorper verzichtet werden.

Schilddriuse

Negativkontrolle MoAb 47

Abbildung 3.13 — Darstellung einer indirekten Immunfluoreszenz auf humaner Haut mit kommerziellem
Thyreoperoxidase-Antikérper. Die IIF wurde wie in Kapitel 2.6.3 beschrieben durchgefiihrt. In dem
rechten Bild wurden 5 pg kommerzieller TPO-Antikorper (MoAb 47) verwendet. Als Negativkontrolle
dienten 50 pL BP. In der Epidermis (mit weiBem Stern markiert) ist keine Farbung zu erkennen.
Skalierungslinie entspricht 100 um.

BP = Blockpuffer; IIF = Indirekte Immunfluoreszenz; TPO = Thyreoperoxidase

Es wurden 5 pg des in BP verdiinnten Antikorpers verwendet. Als NK dienten 50 pL BP. Bei der
Auswertung lieR sich in der Epidermis keine Farbung erkennen. MoAb 47 scheint nicht an humane

Haut zu binden (Abb. 3.13).
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3.5 Pathogenitatshestimmung der variablen Einzelkettenfragmente

Die scFv wurden mit einem Nachweisverfahren zur Keratinozytendissozation untersucht. Das Ziel
dieser Experimente war es zu untersuchen, ob die Verwendung der scFv zu einer Bildung von
Keratinozytenfragmenten fihrt. Auf diese Weise kann getestet werden, ob die scFv durch die
Bindung an ihre Zielantigene in einem in vitro Modell einen pathogenen Effekt ausldsen. Es wurde
nach dem in Kapitel 2.7 beschriebenen Protokoll vorgegangen. Mit jedem scFv wurde dreimal ein
Nachweisverfahren zur Keratinozytendissoziation durchgefiihrt. PBS wurde als NK verwendet. Als
eine weitere Kontrolle diente ETA. ETA ist ein Toxin, welches in der Lage ist Dsgl zu spalten (61).
Durch dessen Verwendung sollte gezeigt werden, dass eine Spaltung von Dsg1 allein nicht zu einer
Fragmentbildung fihrt. Der Grund hierfir ist die sog. Kompensationstheorie, nach der fir die
Dissoziation von Keratinozyten Dsgl und Dsg3 inaktiviert werden missen (62). Die scFv wurden in
zwei unterschiedlichen Konzentrationen (5 pug und 10 pug) getestet. 10 pug scFv wurden jeweils mit
und ohne ETA getestet, 5 pug scFv wurden nur mit ETA untersucht. Auf diese Weise konnte die
Wirkung der scFv mit und ohne ETA untersucht werden. Das scFv px4-3 wurde nur ohne ETA
getestet, da dieses scFv an Dsgl und Dsg3 bindet (Kapitel 2.2.1). Bei der Auswertung der Ergebnisse
zeigte sich, dass sowohl PBS als auch 2,5 pg ETA ohne scFv nicht zu einer Bildung von
Keratinozytenfragmenten flihren. Das scFv 4.2 und scFv 3.2 fiihren zu einer Fragmentbildung, wenn
zusatzlich zu den scFv 2,5 pg ETA verwendet wird. Dabei fiihrt die Verwendung von 10 pg im
Vergleich zu 5 pg scFv zu mehr Fragmenten. 10 pg scFv ohne ETA bilden keine Fragmente. Das
scFv px4-3 fiihrte auch ohne ETA zu einer Fragmentierung der Keratinozytenschicht.
Zusammenfassend wird gezeigt, dass die Inaktivierung von entweder Dsgl durch ETA oder von Dsg3
durch scFv 4.2 bzw. scFv 3.2 nicht zum Auflosen der Keratinozytenschicht fiihrt. Werden durch
Verwendung von scFv px4-3 oder scFv 4.2 bzw. 3.2 mit ETA sowohl Dsgl als auch Dsg3 inaktiviert,
wird die Keratinozytenschicht zerstort (Abb. 3.14).

Bei der Untersuchung der Nicht-Dsg-scFv (TPO 3.1, TPO 3.3 und TPO 3.6) liel8 sich erkennen, dass
diese zu einer Fragmentierung der Keratinozytenschicht fiihren. Dieser Effekt zeigt sich, wenn zu
den scFv aulRerdem 2,5 pg ETA hinzugefiigt werden. Bei scFv TPO 3.1 und scFv TPO 3.6 fiihrte die
Verwendung von 10 pug scFv im Vergleich zu 5 pg zu mehr Keratinozytenfragmenten. Im Falle von
scFv TPO 3.3 fiihrten 5 pg zu mehr Fragmenten als 10 pg scFv. Im Vergleich zu scFv 4.2, scFv 3.2 und
scFv px4-3 entstanden bei den TPO-scFv weniger Fragmente. Zusammenfassend fiihren
scFv TPO 3.1, scFv TPO 3.3 und scFv TPO 3.6 dhnlich wie scFv 4.2 und 3.2 zusammen mit ETA zu

einer Dissoziation der Keratinozyten (Abb. 3.14).
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Abb. 3.14 — Darstellung der Ergebnisse des Nachweisverfahrens zur Keratinozytendissoziation. Die Versuche
wurden wie in Kapitel 2.7 beschrieben durchgefiihrt. Oben (A) zeigt die Anzahl der Keratinozytenfragmente (Y-
Achse) durch Zugabe der scFv nach dreifacher Wiederholung (n=3). Unterschiedliche scFv sind durch Farben
gekennzeichnet. Bei ETA-Zugabe wurden jeweils 2,5 ug ETA verwendet. PBS diente als Negativkontrolle. Die
Zugabe von scFv und ETA fiihrte zu Fragmentbildung. ETA allein ermdoglichte keine Bildung von Fragmenten.
ScFv px4-3 bildete auch ohne ETA Fragmente. Die statistische Auswertung erfolgte, da keine Normalverteilung
vorlag, mit dem Kruskal-Wallis-Test (jeweils p < 0,001, Signifikanzniveau nicht dargestellt) und dem Dunn’s-
Test (* = p <0,05). Unten (B) zeigt beispielhaft Bilder der jeweiligen Wells nach Durchfiihrung des Experiments.
ETA = Exfoliatin A; PBS = Phosphate-buffered saline; ScFv = Single chain variable fragment; TPO =

Thyreoperoxidase
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3.6 Etablierung der humanen Vollhautorgankultur

Im Rahmen dieser Arbeit sollte zunachst die Methode der humanen Vollhautorgankultur im Labor
fiir experimentelle Dermatologie Liibeck etabliert und mit Hilfe der Positivkontroll-scFv getestet
werden. AnschlieBend sollten die TPO-scFv auf ihre Fahigkeit eine Blasenbildung auszuldsen
untersucht werden. Die Etablierung dieser Methode erfolgte zusammen mit Shirin Emtenani, einer
Mitdoktorandin aus der gleichen Abteilung. In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse von

humanen Vollhautorgankulturen mit den scFv 4.2, 3.2, px4-3, sowie TPO 3.1 dargestellt (Abb. 3.15).

-
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49 pg scFv 4.2 + 100 ng ETA 49 pg scFv 3.2 + 100 ng ETA 50 ng TPO 3.1+ 100 ng ETA

Abb. 3.15 — Darstellung einer humanen Vollhautorgankultur. Die Versuche wurden wie in Kapitel 2.8
beschrieben durchgefiihrt. PBS wurde als Negativkontrolle verwendet. Die scFv und ETA zeigen
unterschiedliche akantholytische Verdnderungen (schwarze und rote Sterne). ETA zeigt diese vermehrt in
der apikalen Epidermis (schwarze Sterne), im Falle von scFv 4.2 + ETA und scFv 3.2 + ETA sowie scFv px4-3
treten sie apikal (schwarze Sterne) sowie basal und intraepidermal (rote Sterne) auf. PBS und TPO 3.1 + ETA
zeigen keine epidermalen Veranderungen. Skalierungslinie entspricht 100 um. Helligkeit der Bilder wurde
teilweise angepasst.

ETA = Exfoliatin A; PBS = Phosphate-buffered saline; ScFv = Single chain variable fragment; TPO =

Thyreoperoxidase

Die Abb. 3.15 zeigt HE gefarbte humane Hautschnitte 24 h nach Injektion der zu untersuchenden
Molekiile. Es wurden jeweils 50 uL der Proben in ein 1 cm x 1 cm groflRes Hautstlck injiziert. 50 pL
der NK zeigten keinen Effekt. Auf der Abbildung ist eine intakte Epidermis zu erkennen. Die
Verwendung von 50 pg scFv px4-3 fihrte zu einer Akantholyse. Die Abstdnde zwischen den

einzelnen Keratinozyten sind verbreitert und die oberen Epidermisschichten sind von den basalen
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Schichten getrennt. Das Injizieren von 100 ng ETA, welches in 49 uL PBS gelost ist, fihrt zu einer
Akantholyse in den apikalen Anteilen der Epidermis. Es gelang nicht durch alleiniges Verwenden
von 50 pg scFv 4.2 oder 50 pg scFv 3.2 eine Losung der Zell-Zellkontakte zu erreichen. Die Mischung
von 49 ug scFv 4.2 und 100 ng ETA, bzw. 49 g scFv 3.2 und 100 ng ETA flhrte zu akantholytischen
Veranderungen der Haut. In diesem Fall sind Lockerungen der Keratinozyten in den basalen und
apikalen Epidermisschichten zu erkennen. Die Ergebnisse aus den Versuchen mit der humanen
Vollhautorgankultur zeigen, dass scFv px4-3 in der Lage ist, ohne das Hinzufligen von weiteren
Substanzen wie ETA eine Akantholyse der Epidermis auszuldsen. Fiir einige scFv scheint die humane

Vollhautorgankultur ein in vitro Verfahren zur Testung auf Pathogenitat zu sein.

Nach den durch die Untersuchung von Positivkontrollen erlangten Erkenntnissen, wurde auBerdem
das scFv TPO 3.1 mit Hilfe der humanen Vollhautorgankultur untersucht. Auf die Untersuchung der
scFv TPO 3.3 und TPO 3.6 wurde verzichtet, da fiir diese scFv in der IIF kein Bindungsnachweis an
humane Haut gezeigt werden konnte und Hautproben fir die Durchfiihrung des Experiments nur
begrenzt zur Verfligung stehen. Die Injektion von 50 pug scFv TPO 3.1 zeigte keine Akantholyse. Auch
das Hinzufligen von 100 ng ETA konnte nicht zu einer Lockerung der Keratinozyten beitragen (Abb.

3.15).
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4. Diskussion

4.1 Etablierung von Methoden zur Charakterisierung von variablen Einzelkettenfragmenten

Durch Verwendung der in dieser Arbeit verwendeten Positivkontrollen (scFv 4.2, scFv 3.2 und scFv
px4-3) sollten Methoden im Labor des Liibecker Instituts fiir experimentelle Dermatologie etabliert
werden, mit denen weitere scFv untersucht werden konnen. In dieser Arbeit wurden nach der
Etablierung die scFv TPO 3.1, TPO 3.3 und TPO 3.6 getestet. Das Ziel dieser Versuche war es,
Methoden zur Verfligung zu haben, um in dieser wie auch in weiteren Arbeiten andere scFv zu

charakterisieren.
4.1.1 Enzymgebundene Immunadsorptionsnachweis-Kits eignen sich zum Bindungsnachweis

Die mit den Positivkontroll-scFv durchgefiihrten ELISA sollten eine Bindung der scFv an die
erwarteten Antigene zeigen. ELISA dienen regelmalig als Methode zum Nachweis von Antikdrpern
(63). Die verwendeten scFv wurden bereits in vorherigen Arbeiten beschrieben (54, 55). Im Rahmen
dieser Arbeit wurde das in Kapitel 2.5 beschriebene Protokoll zur Durchfiihrung von ELISA mit scFv
erstellt. Dies erfolgte durch mehrfache Wiederholung und Anpassung der einzelnen
Versuchsschritte. Nachdem das beschriebene Protokoll erstellt worden war, zeigten sich nach
dessen Durchfiihrung fir scFv 4.2, scFv 3.2 und scFv px4-3 Bindungen an die erwarteten Antigene
(Abb. 3.4). Im Falle von scFv 4.2 und scFv 3.2 war dieses Antigen Dsg3, fiir scFv px4-3 Dsgl und
Dsg3. Da ELISA bereits routinemaRig zur Detektion von Antikérpern verwendet werden und in
dieser Arbeit mit dem erstellten Protokoll eine Bindung der scFv an die zuvor beschriebenen
Antigene gezeigt werden konnte, ist davon auszugehen, dass auch weitere scFv nach der hier
durchgefiihrten Vorgehensweise untersucht werden kénnen. Aus diesem Grund wurden die scFv
TPO 3.1, TPO 3.3. und TPO 3.6 ebenfalls, wie in Kapitel 2.5 beschrieben, getestet. Prinzipiell kann

das etablierte Vorgehen auch fiir viele weitere scFv und verschiedene Antigene genutzt werden.
4.1.2 Indirekte Immunfluoreszenz ermoglicht Bindungsnachweis an Gewebe

Durch IIF kdnnen Antigene oder Antikorper in unterschiedlichen Geweben nachgewiesen werden
(58). In der klinischen Diagnostik werden Blutseren von PV-Patienten routinemaRig auf Bindungen
von Dsgl- und Dsg3-Antikorpern an Affendsophagus untersucht (5, 24, Kapitel 1.3). In dieser Arbeit
sollte ein Protokoll erstellt werden, mit dem sich unterschiedliche scFv hinsichtlich ihrer
Bindungseigenschaften an verschiedene Gewebe untersuchen lassen. Da die Phagenbibliothek
PV3a aus dem Serum eines PV-Patienten erstellt wurde (50, Kapitel 1.5), wurde in dieser Arbeit
ebenfalls eine IIF auf Affenésophagus durchgefiihrt. Als weiteres Gewebe wurde humane Haut
verwendet. Es wurde nach dem in Kapitel 2.6 beschriebenen Protokoll vorgegangen. Zunachst

wurden die scFv 4.2, 3.2 und px4-3 untersucht, da fir diese scFv bereits erfolgreiche Bindungen in
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der IIF beschrieben worden sind (5, 24). Die Auswertung der mit den Positivkontroll-scFv
durchgefiuhrten IIF zeigte das fir Dsg-Antikorper typische netzartige Farbemuster, das den
Zellgrenzen zwischen den Keratinozyten entspricht, unter dem Fluoreszenzmikroskop. Im Vergleich
zwischen Affendsophagus und humaner Haut, musste auf Affendsophagus eine niedrigere scFv-
Konzentration verwendet werden, um eine Antikérperbindung nachzuweisen (Abb. 3.8, Abb. 3.9).
Des Weiteren zeigte sich bei scFv px4-3 eine deutlichere Farbung als bei scFv 4.2 und 3.2. Dies
wurde insbesondere bei der IIF auf humaner Haut (Abb. 3.9) deutlich. Bei diesen Versuchen konnte
auch ein unterschiedliches Verteilungsmuster der einzelnen scFv beobachtet werden. Eine
Erklarung hierfiir konnte die unterschiedliche Anordnung der Dsg in den verschiedenen
Hautschichten sein (Kapitel 1.3, Abb. 1.5). ScFv 4.2 und 3.2 binden als Dsg3-Antikérperfragment an
die Dsg in den basalen Epidermisschichten, wahrend scFv px4-3 zusatzlich an Dsg 1 bindet. Somit
lasst sich durch die Verwendung von scFv px 4-3 in allen Schichten der Epidermis eine Farbung
entlang der Keratinozyten detektieren. Zusammenfassend lasst sich fir alle Positivkontrollen mit
Hilfe der IIF eine Bindung an Affendsophagus und humane Haut nachweisen. Aufgrund dieser
Ergebnisse ist davon auszugehen, dass mit dem in Kapitel 2.6 beschriebenen Protokoll die Bindung
von scFv an verschiedene Gewebe untersucht werden kann. Da verschiedene scFv ein positives
Bindungsverhalten zeigten, ist davon auszugehen, dass das Verfahren auch fiir weitere scFv
geeignet ist. AuRerdem scheint auch eine Durchfiihrung des Versuchsablaufs auf unterschiedlichen
Geweben moglich zu sein, da eine Bindung der scFv sowohl an Affendsophagus als auch an humane
Haut gezeigt werden konnte. Die durch die Untersuchung der Positivkontrollen erstellten
Versuchsprotokolle ermoglichten anschlieBend Versuche mit den scFv TPO 3.1, TPO 3.3 und
TPO 3.6. Bei diesen scFv wurde zusatzlich eine IIF auf Schilddriisengewebe durchgefiihrt (Kapitel
3.4.1).

4.1.3 Das Nachweisverfahren zur Keratinozytendissoziation eignet sich zum in vitro

Pathogenitatsnachweis

Nachdem eine Bindung der Positivkontroll-scFv an ein bestimmtes Antigen und anschlieBend an ein
Gewebe nachgewiesen werden konnte, sollten Verfahren etabliert werden, mit denen die scFv auf
die Moglichkeit einen pathogenen Effekt auszulésen untersucht werden konnen. Zu diesen
Modellen gehort das Nachweisverfahren zur Keratinozytendissoziation, welches mit Hilfe der
Positivkontroll-scFv (scFv 4.2, 3.2 und px4-3) etabliert werden sollte. Im Nachweisverfahren zur
Keratinozytendissoziation wird eine einlagige Zellschicht HaCaT-Zellen mit scFv inkubiert und
anschliefend mechanischem Stress ausgesetzt. Zerfallt die Zellschicht in einzelne Fragmente, kann
von einem moglichen pathogenen Effekt eines Antikorpers ausgegangen werden (59, Kapitel 2.7).
Das Verfahren wurde bereits zur Untersuchung von Antikdrpern verwendet (64). In dieser Arbeit
sollte getestet werden, ob mit Hilfe des Nachweisverfahrens zur Keratinozytendissoziation auch fir
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die scFv der Phagenbibliothek PV3a eine mogliche Pathogenitat nachgewiesen werden kann. Die
Auswertung der Versuche zeigte, dass die Zugabe der scFv eine Fragmentierung der HaCaT-Zellen
ermoglicht (Abb. 3.14). Interessanterweise fihrten scFv 4.2 und scFv 3.2 nur dann zu einer
Fragmentierung der Zellschicht, wenn gleichzeitig ETA hinzugegeben wurde. Dies war im Falle des
scFv px4-3 nicht notig. Eine mogliche Erklarung hierfiir bietet die sog. Kompensationstheorie. Nach
dieser Theorie miissen fir eine vollstandige Aufhebung der Zellkontakte sowohl Dsg1 als auch Dsg3
inaktiviert werden (62, 65). Die scFv 4.2 und 3.2 inhibieren nur Dsg3, weshalb bei diesen scFv
zusatzlich das Dsgl inhibierende ETA hinzugegeben werden muss (61). Das scFv px4-3 hingegen
flihrt zur Deaktivierung von Dsgl und Dsg3, weshalb hier kein ETA nétig ist. Zusammenfassend
scheint das Nachweisverfahren zur Keratinozytendissoziation eine geeignete Methode zu sein, um
scFv auf einen moglichen pathogenen Effekt zu untersuchen. Es ist jedoch davon auszugehen, dass
auf diese Weise nur scFv gegen Dsg getestet werden kénnen, da das Modell auf der Fragmentierung
von HaCaT-Zellen beruht, welche insbesondere durch die Inhibierung von Dsg ermdglicht wird (5),

(Kapitel 1.1.1, Abb. 1.1).

4.1.4 Humane Vollhautorgankultur erméglicht in vitro Pathogenitatsnachweis durch Auslésen

einer Akantholyse

Die humane Vollhautorgankultur ist eine weitere Methode zur Untersuchung, ob ein Antikorper in
der Lage ist einen pathogenen Effekt auszuldsen. Das Verfahren wird in Kapitel 2.8 beschrieben.
Kommt es nach Injektion von Antikérpern zur Akantholyse, kann von Pathogenitadt ausgegangen
werden (66). Die Auswertung der Ergebnisse der humanen Vollhautorgankultur zeigte, dass eine
Injektion von 50 uL scFv px4-3 nach 24 h zu einer Akantholyse fiihrt (Abb. 3.15). Bei der
Untersuchung der Auswertung von scFv 4.2 und scFv 3.2 konnte nur dann eine Lockerung der Zell-
Zellkontakte betrachtet werden, wenn zusatzlich zu 49 pg scFv weitere 100 ng ETA hinzugefligt
wurden. Beim Vergleichen der Ergebnisse von scFv und ETA und der alleinigen Injektion von ETA,
Iasst sich ein Unterschied liber die Verteilung der Akantholyse in den einzelnen Epidermisschichten
erkennen (Abb. 3.15). Die Injektion von ETA fiihrte zu einer Abl6sung der apikalen von den basalen
Epidermisanteilen. Die Akantholyse trat (iberwiegend in den oberen Anteilen der Epidermis auf.
Durch das Hinzufligen von scFv 4.2 und scFv 3.2 zu ETA konnte auch in den basalen Bereichen der
Epidermis eine Auflésung der Zellkontakte beobachtet werden. Eine mogliche Erklarung ware die
Wirkung der scFv und ETA auf Dsgl und 3, sowie die Verteilung der Dsg in der Epidermis. Dsgl ist
in der gesamten Epidermis verteilt. Dsg3 ist hingegen nur in den basalen Schichten vertreten (23,
24, Abb. 1.5). Aus diesem Grund fiihrt die Inhibierung von Dsgl durch ETA in der Haut zu einer
Akantholyse. Die alleinige Hemmung von Dsg3 durch die scFv kann jedoch keine ausreichende
Auflésung der Zellkontakte erreichen, da das verbliebende Dsgl ausreicht, um eine Akantholyse zu
verhindern. In diesem Fall kann nur das zusatzliche Ausschalten von Dsgl eine Trennung der
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Epidermisschichten ermoglichen. Diese Erkenntnis erklart auch die Pathogenese unterschiedlicher
Pemphigus-Erkrankungen. Im Fall von PF flihren Dsgl-Antikorper zur Blasenbildung der Haut. Das
durch Dsg3-Antikorper ausgeldste PV hingegen hat zwei Formen. Beim mukdsen PV tritt eine durch
Dsg3-Antikorper vermittelte Blasenbildung nur an den Schleimhauten auf, an der Haut sind keine
Blasen zu erkennen. Nur wenn zusatzlich zu den Dsg3-Antikorpern auch Dsgl-Antikorper auftreten,
entsteht die Form des mukokutanen PV, bei dem es auch an der Haut zur Blasenbildung kommt
(Kapitel 1.3). Im Modell der humanen Vollhautorgankultur fihrt diese Erkenntnis zu einer
Schwierigkeit. Es lasst sich beim Untersuchen von scFv, die nur Dsg3 inaktivieren, nicht klar
abgrenzen, ob die beobachtete Akantholyse durch ETA allein oder durch die scFv und ETA ausgelost
wird. In diesem Fall kann eine unterschiedliche Verteilung der Akantholyse in den einzelnen
Schichten der Epidermis einen moglichen Hinweis auf einen pathogenen Effekt der scFv geben. Zur
Untersuchung von Dsgl und Dsg3 inhibierenden scFv, wie es bei scFv px4-3 der Fall ist, ist die
humane Vollhautorgankultur hingegen eine anschauliche Methode. Die Beobachtungen der
Akantholyse durch Dsgl zerstorendes ETA legt die Vermutung nahe, dass Dsgl inhibierende scFv

ebenfalls mit dieser Methode untersucht werden kénnen.
4.1.5 Zusammenfassung der erfolgreich etablierten Methoden

Durch die Verwendung der Positivkontrollen scFv 4.2, scFv 3.2 und scFv px4-3 gelang es durch
mehrfaches Wiederholen Protokolle fiir die zuvor geplanten Methoden (ELISA, IIF,
Nachweisverfahren zur Keratinozytendissoziation und Humane Vollhautorgankultur) zu erstellen

(Abb. 4.1).

Etablierte Methoden

0. D. (450 nm)
N w

)

NK  1:10° 1:10* 1:10° 1:10°
. Nachweisverfahren zur
Indirekte ) Humane
ELISA Keratinozyten-
Immunfluoreszenz . o Vollhautorgankultur
dissoziation

Abb. 4.1 - Ubersicht iiber die etablierten Methoden. Es wurde ein ELISA, eine Indirekte

Immunfluoreszenz, ein Nachweisverfahren zur Keratinozytendissoziation sowie eine humane

Vollhautorgankultur etabliert werden. ELISA = Enzyme-Linked Immunosorband Assay

57



4.2 Charakterisierung von Nicht-Desmoglein-Antikérpern

Nach der Etablierung der in Kapitel 4.1 beschriebenen Methoden zur Untersuchung und
Charakterisierung von scFv (ELISA, IIF, Nachweisverfahren zur Keratinozytendissoziation und
humane Vollhautorgankultur) wurden auch Nicht-Dsg-scFv (scFv TPO 3.1, scFv TPO 3.3 und
scFv TPO 3.6) untersucht. Die Besonderheit dieser scFv besteht darin, dass im Rahmen des APD
(Kapitel 1.5) die Selektion gegen TPO stattfand. Das Ziel des APD war es scFv zu selektieren, die

sowohl gegen TPO als auch gegen Dsg gerichtet sind.

4.2.1 Nicht-Desmoglein-variable  Einzelkettenfragmente binden an Desmoglein und

Thyreoperoxidase

Mit den Nicht-Dsg-scFv TPO 3.1, TPO 3.3 und TPO 3.6 wurden ELISA und IIF durchgefiihrt, um die
Bindungsfahigkeiten der scFv an verschiedene Antigene zu untersuchen. Die scFv wurden im ELISA
in mehreren Verdiinnungsstufen nach dem in Kapitel 2.5 beschriebenen Protokoll getestet. Sie
zeigten dabei eine signifikante Bindung an die getesteten Antigene (TPO, Dsgl, Dsg3 und BP180)
(Abb. 3.5, 3.6, 3.7). Bei der Betrachtung der O.D. lieRen sich bei den verschiedenen Antigenen
deutliche Abweichungen erkennen. Im Falle von Dsgl und Dsg3 bewirkten alle scFv auch bei
hoheren Verdiinnungen (1:1.000) eine gut zu erkennende Verfarbung der Testsubstanzen mit
durchschnittlichen 0.D. Werten > 2 fiir TPO 3.1 und TPO 3.6, bzw. > 1 fir TPO 3.3. Im TPO-ELISA
betrug die gemessene 0.D. der Testsubstanzen bei geringerer Verdiinnung (1:10) fir TPO 3.1 0,8,
fiir TPO 3.3 = 0,4 und fiir TPO 3.6 = 0,7 (jeweils auf eine Nachkommastelle gerundet). Es wurde
auBerdem mit allen Nicht-Dsg-scFv ein ELISA mit BP180 durchgefiihrt. Die durchschnittlich
ermittelte O.D. bei der geringsten Verdiinnung (1:10) betrug bei den scFv in diesem Fall fir
TPO 3.1~ 2,7, TPO 3.3 = 0,2 und fir TPO 3.6 = 0,7. Es besteht demnach zwischen den Nicht-Dsg-
scFv eine starke Abweichung der O.D. im BP180 ELISA. Bei TPO 3.3 und TPO 3.6 befinden sich die
Werte des TPO und des BP180 im selben Bereich, wahrend sie fiir TPO 3.1 deutlich dariiber liegen.
Die ELISA Ergebnisse der Nicht-Dsg-scFv zeigen zusammenfassend, dass die TPO-scFv an Dsgl und
Dsg3 binden. Eine signifikante Bindung an TPO tritt erst bei hoheren Konzentrationen auf und ist
bezogen auf die gemessenen 0.D.-Werte schwacher. Bei geringer Verdiinnung von 1:10 konnte bei
allen scFv auch im BP180 ELISA ein signifikant messbares Signal gemessen werden, obwohl im APD
nicht gegen dieses Antigen selektiert wurde. Aufgrund dieser Beobachtung besteht die Moglichkeit,
dass es bei diesen geringen Verdiinnungen zu einer unspezifischen Bindung der scFv kommt (67).
Die gemessenen 0.D.-Werte von TPO und BP180 waren demnach moglicherweise auf eine

unspezifische Bindung der scFv zurlickzufiihren.
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4.2.2 Nicht-Desmoglein-variable Einzelkettenfragmente binden unterschiedlich stark an

verschiedene Gewebe

Die Auswertung der IIF mit den Nicht-Dsg-scFv zeigte eine Bindung der scFv TPO 3.1, TPO 3.3 und
TPO 3.6 an Affentsophagus (Abb. 3.10). Das Farbemuster dhnelt dabei dem netzartigen, den
Zellgrenzen der Keratinozyten folgendem Farbemuster der scFv 4.2, 3.2 und px4-3. Da fiir die Nicht-
Dsg-scFv bereits im ELISA eine Bindung an Dsgl und Dsg3 nachgewiesen werden konnte, wird das
flir Dsg-Antikorper typische Farbemuster (24) am ehesten auf eine Bindung der scFv an Dsg
zuriickzufuhren sein. Auf humaner Haut konnte fiir scFv TPO 3.3 und scFv TPO 3.6 keine spezifische
Bindung nachgewiesen werden (Abb. 3.11). Fiir das scFv TPO 3.1 konnte bei einer hohen
Konzentration eine Bindung an die basalen Hautschichten erreicht werden. Da die Bindung an
humane Haut erst bei einer groflen Menge scFv TPO 3.1 zu erkennen ist, konnte es moglich sein,
dass die Farbung durch unspezifische Bindung zustande kommt (68). Eine fir hohe
Antikorperkonzentrationen Ubliche Farbung des Hintergrunds (69) findet hingegen nicht statt. Auch
die Dermis wird durch scFv TPO 3.1 nicht angefarbt. Insgesamt ldsst sich humane Haut durch die
Nicht-Dsg-scFv schlechter anfarben als Affendsophagus, welcher beim Nachweis von Dsg-
Antikorpern in der IIF eine hohere Sensitivitat aufweist (5, 70) und deshalb routinemaRig in der PV-
Diagnostik verwendet wird (71). Diese Besonderheit lasst sich auch durch die mit den Nicht-Dsg-

scFv durchgefiihrten IIF bestatigen.

Die Auswertung der IIF mit den Nicht-Dsg-scFv auf Schilddriisengewebe zeigte fiir das scFv TPO 3.3
eine mit der Positivkontrolle, einem kommerziellen Anti-TPO Antikorper, vergleichbare Farbung der
Schilddrisenfollikel (Abb. 3.12). Da das Enzym TPO in den die Follikel umgebenden Epithelzellen
exprimiert wird (35), ist durch TPO-Antikérper bzw. TPO-scFv eine Farbung dieser Zellen zu
erwarten. ScFv TPO 3.3 scheint den Ergebnissen der IIF nach an TPO in Schilddriisengewebe zu
binden. Im Falle der scFv TPO 3.1 und TPO 3.6 konnte hingegen kein vergleichbares Farbemuster
nachgewiesen werden. Interessanterweise zeigt mit TPO 3.3 das scFv mit den geringsten Werten
im TPO ELISA (Kapitel 3.3) als einziges ein Farbemuster, dass auf eine mogliche Bindung an TPO
hindeutet. Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse des ELISA und der IIF, dass eine Bindung der
Nicht-Dsg-scFv an Dsgl und Dsg3 besteht. Die Bindung an TPO scheint schwach, aber zumindest fiir

scFv TPO 3.3 ausreichend zu sein, um an Gewebe zu binden.

4.2.3 Fragmentierung der Zellschicht ist vermutlich auf Bindung der variablen

Einzelkettenfragmente an Desmoglein zuriickzufiihren

Bei der Durchfiihrung des Nachweisverfahrens zur Keratinozytendissioziation konnte bei allen
Nicht-Dsg-scFv eine Fragmentierung der HaCaT-Zellen beobachtet werden (Abb. 3.14). Die Anzahl

der Hautfragmente der einzelnen scFv war im Falle der Nicht-Dsg-scFv nicht signifikant, es konnte
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aber ein Unterschied im Vergleich zur NK erkannt werden. Die NK zeigte 1 Fragment, wahrend die
TPO-scFv zu einer Bildung von 14 bis 31 Fragmenten fiihrten, abhadngig von dem verwendeten scFv
und dessen Konzentration. Bei der durch die Ergebnisse gezeigten Tendenz wiirde eine Erhéhung
der Versuchswiederholungen vermutlich zu einer Verbesserung der Signifikanz fihren (72, 73). Das
Ziel dieser Versuche war es zu untersuchen, ob die scFv in der Lage sind in vitro einen pathogenen
Effekt auszulosen. Bei einer im ELISA gezeigten Bindung der scFv an Dsgl und Dsg3 (Abb. 3.5, 3.6,
3.7), ware eine Auflésung der Zellschicht ohne die Zugabe von ETA zu erwarten. Diese Vermutung
ergibt sich durch die Beobachtung des Dsgl und Dsg3 inaktivierendem scFv px4-3, welches in der
Lage ist ohne Zugabe von ETA eine Fragmentierung der Zellschicht zu verursachen (Kapitel 4.1.3,
Abb. 3.14).

Diese Erwartung konnte im Nachweisverfahrens zur Keratinozytendissioziation bei den TPO-scFv
nicht bestatigt werden. Eine Fragmentierung der Zellschicht konnte in diesem Fall nur bei einer
Zugabe von dem Dsgl deaktivierendem ETA erreicht werden. Es ist nicht davon auszugehen, dass
die Bildung der Hautfragmente einzig durch das zu den scFv hinzugegebene ETA verursacht wird,

da ETA allein nicht zu einer Fragmentierung der Zellen fihrt (Abb. 3.14). Eine mogliche Erklarung
fiir diese Beobachtung kénnte durch die Epitope, an die die scFv binden, erklart werden. Studien

haben gezeigt, dass Dsg-Antikorper im Rahmen der Pathogenese von PV insbesondere an Bereiche
im amino-terminalen Ende von Dsg3 und Dsgl binden (74, 75). Moglicherweise interagieren die
TPO-scFv mit Dsgl und Dsg3, aber die Epitope, an die sie binden, ermoglichen keine Aufldosung der
Zell-Zellkontakte, da sie in nicht fiir die Interaktion relevanten Bereichen stattfindet. Eine
Blockierung dieser Epitope ermoglicht eventuell erst durch die Inaktivierung weiterer Bereiche
einen pathogenen Effekt auszulésen. Eine weitere Erklarung ware auch, dass erst eine groRere
Menge scFv in der Lage ist, ohne ETA eine Auflésung der Zellschicht zu bewirken. Obwohl die scFv
TPO 3.1, TPO 3.3 und TPO 3.6 im Rahmen des APD gegen TPO selektiert wurden und im ELISA, sowie
im Fall von TPO 3.3 auch in der IIF an TPO bzw. Schilddriisengewebe binden, sind die im Rahmen
des Nachweisverfahrens zur Keratinozytendissioziation beobachteten Ergebnisse mit groRer
Wahrscheinlichkeit auf die im ELISA gezeigte Dsg-Bindung der scFv zurlickzufihren.

4.2.4 Nicht-Desmoglein-variable Einzelkettenfragmente verursachen keine Akantholyse

Bei der Untersuchung der Nicht-Dsg-scFv mit der humanen Vollhautorgankultur wurde nur das scFv
TPO 3.1 verwendet. Die Entscheidung beruht darauf, dass nur fir dieses scFv in der IIF ein
Bindungsnachweis an humane Haut gezeigt werden konnte (Abb 3.11). Da dies mit scFv TPO 3.3
und TPO 3.6 nicht gelang, wurde aufgrund des hohen Materialaufwandes der Methode auf eine
Untersuchung dieser scFv verzichtet. Bei der Durchfiihrung der humanen Vollhautorgankultur mit
scFv TPO 3.1 konnte keine Akantholyse nachgewiesen werde. Dies kdnnte zum einen an einer zu

geringen Menge an verwendetem scFv liegen. Alternativ wirde die in Kapitel 4.2.3 beschriebene
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Bindung der scFv an fir die Zellkontakte weniger relevante Bereiche von Dsg diese Beobachtung
erklaren. Interessanterweise konnte auch unter der Verwendung von ETA keine Auflésung der
Zellkontakte beobachtet werden. Dies ist am ehesten auf fehlerhaftes ETA zurtickzufiihren, da in
den durchgefiihrten Versuchen mit scFv TPO 3.1 auch durch die Injektion von ETA ohne scFv keine

Akantholyse beobachtet werden konnte.
4.2.5 Zusammenfassende Betrachtung der Nicht-Desmoglein-variablen Einzelkettenfragmente

Von den drei untersuchten TPO-scFv ist TPO 3.3 am interessantesten. Der Grund hierfir liegt in den
Ergebnissen der IIF auf Schilddriisengewebe, da es in der Lage war an Schilddriisengewebe zu
binden (Abb. 3.12). Die im TPO-ELISA gemessenen Ergebnisse (Abb 3.6) scheinen somit auf eine
tatsachliche Reaktion mit TPO =zurlckzufihren zu sein. TPO 3.3 besitzt demnach eine
Kreuzreaktivitdit mit Dsg und TPO. Die im Nachweisverfahren zur Keratinozytendissioziation
beobachtete Fragmentbildung (Abb. 3.14) ldsst auerdem eine mogliche Pathogenitdt vermuten.
Die anderen TPO-scFv (TPO 3.1 und TPO 3.6) binden an Dsgl und Dsg3 und scheinen einen
dhnlichen pathogenen Effekt wie TPO 3.3 zu besitzen. Schilddriisengewebe lieR sich mit diesen scFv
in der IIF jedoch nicht anfarben. Moégliche Ursachen fir die geringe TPO-Bindung und die im
Vergleich zu den Positivkontrollen schwachere Dsg-Aktivitat, die sich z.B. bei der IIF auf humaner

Haut zeigt (Abb. 3.11), werden in den nachsten Kapiteln diskutiert.

4.2.6 Geringe Thyreoperoxidase-Bindung aufgrund fehlender Ribonukleinsduren fiir Anti-

Thyreoperoxidase-Antikorper in Patientenserum

Interessanterweise fallen die Bindungseigenschaften der TPO-scFv an Dsg starker aus als an TPO.
Eine mogliche Erklarung fir diese Eigenschaft konnte die Herkunft der scFv sein. Die
Phagenbibliothek PV3a wurde mit RNA erstellt, die aus dem Blut eines mukokutanen PV-Patienten
isoliert wurde (50). Da der mukokutane PV durch Dsgl- und Dsg3-Antikoérper verursacht wird, ist
das Auftreten von fiir diese Antikorper kodierender RNA in B-Zellen dieses Patienten zu erwarten.
Von RNA fir gegen TPO gerichtete Antikorper im Serum des Patienten ist jedoch primar nicht
auszugehen. Durch APD konnten aus der Phagenbibliothek PV3a bereits gegen Dsg gerichtete
Antikorper selektiert werden, nicht jedoch TPO-scFv. Moglicherweise besitzen TPO und Dsg
dhnliche Epitope, an die die scFv binden. Ein TPO-scFv kdnnte dann an Dsg und ein Dsg-scFv an TPO
binden. Bei einem mukokutanen PV-Patienten, dessen Plasmazellen Antikorper gegen Dsg
produzieren, kdnnten dann auch einige Dsg-Antikorper an TPO binden. Im Rahmen des APD aus der
Phagenbibliothek PV3a koénnten bei der Selektion gegen TPO Phagen kloniert worden sein, deren
Plasmide die DNA fiir Anti-Dsg-scFv mit einer Kreuzreaktivitdt gegen TPO besitzen, anstelle von
Anti-TPO-scFv mit einer Kreuzreativitat gegen Dsg. Dies konnte die schwache Reaktion mit TPO der

Nicht-Dsg-scFv erklaren.
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4.2.7 Selektion der variablen Einzelkettenfragmente als Ursache fiir unterschiedliche
Desmogleinbindung von Desmoglein- und Nicht-Desmoglein-variablen

Einzelkettenfragmenten

Die ELISA und IIF Ergebnisse der Nicht-Dsg-scFv fielen im Vergleich zu den Positivkotrollen
schwacher aus. Dies kann mit der Selektion der scFvim Rahmen des APD zusammenhdngen. Das
Ziel dieser Arbeit ist es scFv zu charakterisieren, die sowohl an TPO als auch an Dsg binden. Hierzu
wurde wahrend des APD gegen TPO selektiert. Bei der Detektion und Herstellung der
Positivkontroll-scFv hingegen sollten scFv, die an Dsg binden, gefunden werden (54, 55). Die Nicht-
Dsg-scFv scheinen Antikorper mit einer Bindung an verschiedene Antigene zu sein, wahrend die
Positivkontrollen primar mit Dsg reagieren. Wie in Kapitel 4.2.6 beschrieben ist die Dsg-Bindung der
gegen TPO selektierten scFv starker als die TPO-Bindung. Es wurde die Moglichkeit benannt, dass
es sich bei den TPO-scFv eigentlich um Dsg-scFv mit einer Kreuzreaktivitdit handeln koénnte.
Interessanterweise sind diese Dsg-scFv jedoch nicht durch ein Panning an Dsgl oder Dsg3 selektiert
worden. Erst das Panning mit TPO flhrte zur Entdeckung der scFv TPO 3.1, TPO 3.3 und TPO 3.6.
Eine mogliche Erklarung hierflr ware, dass zuvor aus der Phagenbibliothek PV3a klonierte scFv
nicht zusatzlich auf eine mogliche TPO-Bindung getestet worden sind. Moglicherweise handelt es
sich bei den scFv TPO 3.1, TPO 3.3 und TPO 3.6 um bereits durch Panning an Dsg selektierte und als
Anti-Dsg-scFv beschriebene scFv mit einer schwacheren Affinitat zu Dsg als die Positivkontroll-scFv.
Diese Frage kdonnte durch Untersuchung von aus der Phagenbibliothek PV3a selektierten Anti-Dsg-

scFv auf eine mogliche TPO-Bindung beantwortet werden.

4.3 Indirekte Immunfluoreszenz zeigt keine Thyreoperoxidase in humaner Haut trotz Nachweis

von Thyreoperoxidase-messenger Ribonukleinsdure

In Studien konnte bereits eine Zunahme von TPO-Antikoérpern bei PV-Patienten gezeigt werden.
(41, 43, 44). Der Zusammenhang von Anti-TPO- und Anti-Dsg-Antikdrpern sollte in dieser Arbeit
naher betrachtet werden. Hierzu sollte das Vorhandensein des Enzyms TPO in humaner Haut
untersucht werden. Zur Bildung von TPO in der Haut ist mRNA notwendig, die fir dieses Enzym
kodiert (76). Im Prozess der Proteinbiosynthese ist die durch die RNA-Polymerase transkribierte
MRNA das erste Zwischenprodukt. Aus diesem Grund sollte TPO-mRNA nachgewiesen werden, um
die Moglichkeit des Vorkommens von TPO in der Haut zu Uberpriifen. Hierzu wurde mRNA in cDNA
umgeschrieben und anschlieRend eine RT-PCR mit fiir das TPO-Gen spezifischen Primern
durchgefiuhrt (Kapitel 2.1). Im Rahmen der im Anschluss an die RT-PCR durchgefiihrten
Gelelektrophorese, konnte TPO-DNA sichtbar gemacht werden (Abb. 3.1). Vergleichbare
Ergebnisse wurden bereits an anderer Stelle publiziert (46). Diese Erkenntnisse konnten in dieser

Arbeit bestatigt werden. In der Haut ist TPO-mRNA nachzuweisen. Diese Erkenntniss flihrte im
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Rahmen dieser Arbeit zu der These, dass TPO-Antikdrper nicht nur bei PV-Patienten vermehrt
nachzuweisen sind, sondern moglicherweise auch eine Rolle in der Pathogenese der Erkrankung
Ubernehmen.

Nachdem mit Hilfe der RT-PCR der Nachweis von TPO-mRNA gezeigt werden konnte, wurde der
Versuch unternommen auch das Enzym in der Haut nachzuweisen. Da die IIF auf humaner Haut fir
diese Arbeit bereits etabliert worden war, wurde versucht humane Haut mit einem kommerziellen
Anti-TPO-Antikorper anzufarben. Wie in Kapitel 3.4.2 beschrieben war jedoch kein Unterschied
zwischen der Farbung mit MoAb 47 und der NK zu erkennen (Abb. 3.13). Dieses Ergebnis kann
verschiedene Ursachen haben. Zum einen ist in humaner Haut moglicherweise keine TPO, sondern
lediglich die mRNA vorhanden. Ein Unterschied zwischen mRNA und Proteinexpression wird
wiederholt beobachtet (77). Diese Beobachtung kann z.B. durch posttranskriptionelle Modifikation
(78) oder die Degradierung von Proteinen (79) erklart werden. Im Falle der posttranskriptionellen
Modifikation wird die mRNA nach der Transkription verandert. Dabei kdnnen durch alternatives
SpleiRen aus derselben mRNA unterschiedliche Proteine entstehen (80) Proteindegradierung
beschreibt den z.B. durch Ubiquitin und Proteasomen vermittelten Abbau von Proteinen.

Eine weitere Moglichkeit, weshalb kein Proteinnachweis gelungen ist, konnte in der verwendeten
Methode liegen. Die IIF wurde hier genutzt, da sie im Rahmen diese Arbeit schon zur
Charakterisierung der scFv etabliert wurde. Mit dieser Methode ist teilweise auch der Nachweis
von Proteinen, die in der Haut bekannt sind, wie z.B. Dsg1 und Dsg3 schwierig. Es miissen z.B. hohe
Antikorperkonzentrationen verwendet werden (Kapitel 3.4, Abb. 3.9). Fiir ein Protein, das bisher
noch nicht in der Haut nachgewiesen wurde, sollten zunachst sensitivere Methoden verwendet
werden. Z.B. ware ein Western Blot mit anschlieBender Immunmarkierung von TPO geeignet, um

das Vorkommen von TPO in der Haut genau zu untersuchen.
4.4 Erkenntnisse bieten viele Moglichkeiten fiir weitere Projekte

Die in dieser Arbeit erlangten Ergebnisse ermdglichen neue Denkansatze und Methoden fiir weitere
Arbeiten und Experimente. Die verwendeten TPO-scFv scheinen trotz ihrer Selektion gegen TPO
insbesondere an Dsg zu binden. Einige mogliche Ursachen fiir diese Erkenntnisse wurden bereits in
Kapitel 4.2.6 und 4.2.7 diskutiert. In zukiinftigen Arbeiten kdnnten diese Vermutungen Uberprift
werden. Interessanter ware es TPO-scFv aus Phagenbibliotheken Anti-TPO positiver PV-Patienten
zu selektieren und anschlieend mit den bereits etablierten Methoden zu charakterisieren. Es
konnten auch weitere Nicht-Dsg-Antikorper untersucht werden, die nicht gegen TPO, sondern an
andere Antigene binden. Besonders vielversprechend sind hierbei Antikorper gegen E-Cadherin,
welches bereits als mogliches Nicht-Dsg-Antigen im Zusammenhang mit Pemphigus beschrieben
worden ist (81, 82, 83). Des Weiteren kénnen auch die etablierten Methoden in anderen Arbeiten
verwendet werden. Sei es zur Charakterisierung von scFv oder fir andere Verfahren. Die humane
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Vollhautorgankultur bietet dabei ein besonders anschauliches Verfahren. Aufgrund der Erfolge, die
in unserer Arbeitsgruppe mit dieser Methode bereits erzielt werden konnten, veroffentlichten wir
ein standardisiertes Verfahren zur Durchfiihrung dieses Modells (84). AuRerdem gelang die weitere

Untersuchung von neuen potentiellen Therapiemoglichkeiten zur Behandlung von PV (85).
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5. Zusammenfassung

Pemphigus vulgaris (PV) ist ein Autoimmundermatose, bei der es zur Ausbildung intraepidermaler
Blasen kommt. Verursacht wird diese Erkrankung durch Antikérper gegen Desmoglein (Dsg) 3 oder
Dsg 3 und 1. Einige Studien zeigen aullerdem eine mogliche Beteiligung weiterer Nicht-Dsg-
Antikorper in der Pathogenese der Erkrankung, weshalb diese Antikérper weiter auf ihren
Zusammenhang mit PV hin untersucht werden sollten. Aus der Gruppe der Nicht-Dsg-Antikorper
wurde sich in diesem Fall fir die ndhere Betrachtung von Thyreoperoxidase- (TPO)-Antikorpern
entschieden, da der Nachweis von TPO-messenger Ribonukleinsdure in humanen Hautproben
sowohl in dieser, wie auch in zuvor publizierten Arbeiten gelang. Bei den getesteten Antikorpern
handelt es sich um an TPO bindende Single chained variable fragments (scFv), die zuvor mittels
Antikorper Phagen Displays aus einer von einem PV-Patienten stammenden Phagenbibliothek
selektiert wurden. Anschliefend wurden die scFv mit verschiedenen Methoden charakterisiert.
Diese Methoden mussten zunachst mit Hilfe von Dsg-scFv etabliert werden. Insbesondere die
humane Vollhautorgankultur ist hierbei ein Verfahren, mit dem anschaulich die durch scFv
vermittelte Akantholyse verdeutlicht werden kann. Zusatzlich wurden Protokolle fiir einen
Enzymgebundenen Immunadsorptionsnachweis (ELISA), eine indirekte Immunfluoreszenz (IIF)
sowie ein Nachweilverfahren zur Keratinozytendissoziation erstellt.

Die Untersuchung der TPO-scFv durch IIF ergab eine Farbung von Affenésophagus, die
wahrscheinlich auf die im ELISA gezeigte Bindung an Dsg 1 und 3 zurlickzufiihren ist. Die
gemessenen Signale im TPO-ELISA aller TPO-scFv waren im Vergleich zu Dsg deutlich schwacher.
Das scFv TPO 3.3 lagerte sich aullerdem an Schilddrisengewebe an und ist deshalb am
interessantesten. Im NachweiRverfahren zur Keratinozytendissoziation gelang nach Zugabe von
TPO-scFv die Fragmentierung von Keratinozyten, was auf einen pathogenen Effekt der scFv
hindeutet. Diese Ergebnisse konnten durch die humane Hautorgankultur nicht bestatigt werden.
Zusammenfassend scheinen die TPO-scFv, trotz ihrer Selektion gegen TPO, insbesondere mit Dsg
zu interagieren. Diese Bindungseigenschaften mit Dsg erklaren am ehesten die Ergebnisse in der IIF
sowie im Nachweillverfahren zur Keratinozytendissoziation. Es scheint auch eine gewisse Affinitat
mit TPO zu bestehen. Durch die Verwendung einer Phagenbibliothek eines Patienten mit TPO-
Antikorpern im Serum, kénnten zukiinftig effektivere TPO-scFv selektiert werden. Die fir eine
solche Arbeit notigen Versuchstechniken wurden in dieser Arbeit bereits etabliert und kénnen auch
fir die Untersuchung weiterer Antikérper verwendet werden. Hierbei sind insbesondere E-
Cadherin-Antikorper interessant. Die Leistung dieser Arbeit besteht einerseits in der
Charakterisierung von Nicht-Dsg-Antikorper. Vielmehr ermoglichen jedoch die erstellten
Versuchsprotokolle viele Moglichkeiten fiir weitere Arbeiten. So konnte unsere Arbeitsgruppe

durch Verwendung der humanen Vollhautorgankultur bereits einige Erfolge vorweisen.
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