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1. Einleitung

1.1 Aufbau und Funktion der Haut

Als eines der groRten Organe des Menschen stellt die Haut eine Schutzbarriere
gegenliber samtlichen auBeren Einflissen dar®'-'25, Die Epidermis als ihre duRerste
Schicht und die sich anschlielende Dermis sind Uber eine Basalmembran
verbunden. Diese dermo-epidermale Junktionszone (DEJ) besteht aus der Lamina
lucida, Lamina densa und Sublamina densa''é. Hier vorkommende Proteine und
Strukturen verknipfen mittels Hemidesmosomen die basalen Zellen der Epidermis
mit den Ankerfibrillen der papillaren Dermis und tragen zur Stabilitat und Festigkeit
der Haut bei’®. Das Zytoskelett des Stratum basale der Epidermis wird von
Keratinfilamenten gebildet, welche uUber die Proteine Plektin und BP230 an
Hemidesmosomen verankert sind. AulRerdem verknUpfen diese Filamente ebenfalls
Keratinozyten mittels Desmosomen untereinander. Uber die
Transmembranproteine BP180, a6B4 Integrin und das Ankerfilament Laminin 332
der Hemidesmosomen sind die Keratinstrukturen mit den aus Uberwiegend Typ-VII-
Kollagen bestehenden Verankerungsfibrillen in der Lamina densa und Sublamina
densa verbunden36:152.19%  Die sich anschlieRende fettreiche Subkutis dient dem

Korper u.a. zur Energiespeicherung und Warmedammung®'116.

1.2 Bullése Autoimmundermatosen

Bei den blasenbildenden Autoimmundermatosen handelt es sich um eine Gruppe
heterogener Erkrankungsbilder von Haut und/oder Schleimhiuten’®®. Sie sind
gekennzeichnet durch Auto-Antikdrper gegen desmosomale und
hemidesmosomale Strukturproteine’®. Diese vermitteln die Zell-Zell- und Zell-
Matrix-Adh&sionen in der Haut'®®. Die Bindung der Autoantikérper gegen die
entsprechenden Strukturproteine fuhrt zu einer Spalt- oder Blasenbildung, oft

begleitet von Komplementablagerungen und entziindlichen Reaktionen'%8.160,

Die blasenbildenden Autoimmundermatosen konnen in drei Hauptgruppen
eingeteilt werden: Pemphigus- und Pemphigoiderkrankungen sowie Dermatitis
herpetiformis Duhring™'3.

Zu den Pemphiguserkrankungen zahlen der Pemphigus vulgaris, der Pemphigus

folliaceus, der IgA-Pemphigus sowie der paraneoplastische Pemphigus. Die
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Gruppe der Pemphigoiderkrankungen beinhaltet das Bullése Pemphigoid (BP), das
Schleimhautpemphigoid, das Pemphigoid gestationis, die lineare IgA Dermatose,
die Epidermolysis bullosa acquisita, den Lichen planus pemphigoides und das anti-
p200 Pemphigoide°.

Die Pemphiguserkrankungen gehen mit einer intraepidermalen Spaltbildung durch
Autoantikdrper gegen desmosomale Bestandteile der Haut (Desmoglein 1 und 3)
einher'®®, wohingegen Pemphigoiderkrankungen mit einer Spaltbildung zwischen
Dermis und Epidermis durch Autoantikérper gegen hemidesmosomale Proteine
(z.B. BP180 und Laminin 332) assoziiert sind'°. Bei den Pemphiguserkrankungen
ist die Adhasion der Keratinozyten untereinander gestort'®®, wahrend es bei den
Pemphigoiderkrankungen zu typischen subepidermalen Blasenbildungen
komm{t22:160,

Das Hauptantigen der Epidermolysis bullosa acquisita (EBA) ist das Typ-VII-
Kollagen®°. Die Dermatitis herpetiformis flhrt ebenfalls zur subepidermalen
Blasenbildung, jedoch sind die Antikorper beim Duhring gegen

Gewebstransglutaminasen sowie epidermale Transglutaminasen gerichtet'?3,

Die Inzidenz der bullésen Autoimmundermatosen (AIBD) ist sehr variabel. Bei den
Pemphiguserkrankungen macht der Pemphigus vulgaris den grof3ten Anteil der
Erkrankungen aus®®. Unter den Pemphigoiderkrankungen stellt das BP die
haufigste, das Schleimhautpemphigoid die zweithaufigste Autoimmundermatose
dar'°46.87.90,108,121 FEine verbesserte Diagnosefindung sowie eine zunehmend alter
werdende Bevolkerung bewirken eine Zunahme der bulldsen
Autoimmundermatosen, v.a. ist die Zahl der BP-Erkrankungen in den letzten Jahren
stark angestiegen’#198, Allein in Deutschland verdoppelte sich die Inzidenz in den
letzten 10 Jahren, aktuell mit ca. 2-30 Neuerkrankungen/1 Million Einwohner im

Jahr157,159_

1.2.1 IgM-abhéngige AIBD

Neben den klassischen durch IgA- und IgG- induzierten Erkrankungen sind in der
Literatur auch seltene Falle von IgM- induzierten bulldsen Autoimmundermatosen
beschrieben, bei denen alle Patienten typische klinische Charakteristika der
entsprechenden subepidermalen AIBD und eine lineare Ablagerungen von IgM und
C3 an der DEJ zeigten: ein IgM-Schleimhautpemphigoid-Fall'’3, Studien?:72:180.185
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und Falle zum IgM (bullésen) Pemphigoid®2%'2” und ein kiirzlich berichteter IgM-
Pemphigoid-Fallbericht mit einem dem nicht-bullésen Pemphigoid ahnelnden
Phanotyp'”. AuBerdem wurden Falle einer alleinigen IgM-Ablagerung”® '8 sowie mit
linearer IgM-Ablagerung an der DEJ bei vorliegender Schwangerschaft mit

heterogenem Phénotyp berichtet3:%°.

Far den Pemphigus vulgaris, welcher durch IgG-Antikdrper gegen Desmoglein 3
(Dsg3) verursacht wird, ergaben die Untersuchungen der Rolle von IgM-Antikérpern

gegen Dsg3 im Mausmodell keine Pathogenitat'7®.

Eine Studie Uber den endemisch (Liamo Verde) auftretenden brasilianischen
Pemphigus foliaceus (Fogo Selvagem) zeigte eine IgM-Anti-Desmoglein1-Reaktion.
Beide Pemphigus foliaceus-Formen teilen klinische, histologische und serologische
(pathogene IgG-Autoantikorper gegen Desmoglein 1 (Dsg1)) Merkmale. Beim Fogo
Selvagem zeigten sich jedoch deutliche IgM-Anti-Dsg1-Autoantikdrperantworten im
Serum von Probanden aus dem endemischen Gebiet - sowohl bei Fogo Selvagem-
Patienten als auch bei gesunden Personen, die in Limao Verde und seinen
benachbarten landlichen Regionen leben -, was dadurch den entscheidenden
Unterschied zum klassichen Pemphigus foliaceus sowie anderen bullésen

Autoimmunerkrankungen ausmacht8,

1.3 Epidermolysis bullosa acquisita

Die Epidermolysis bullosa acquisita (EBA) ist eine seltene chronische
blasenbildende Autoimmunerkrankung der Haut und Schleimhaut. lhre Inzidenz
liegt bei 0,2 bis 0,5 Fallen pro Million und Jahr'#'® und sie tritt Gberwiegend
zwischen dem 30. bis 60. Lebensjahr auf?’:8. Man unterscheidet eine haufigere
nicht-inflammatorische Form mit Hautfragilitat und blutgefullten straffen Blasen von
einer inflammatorischen EBA mit vesikulobulldsen Eruptionen sowie
Juckreiz?7:66.:85.98.160 \Neitere Varianten wie eine kongenitale EBA oder extrakutane

Manifestationen sind moglich?3%.66.82,107.115,
1895 wurde die EBA erstmals als hereditare dystrophische Variante mit

Manifestationsbeginn im Erwachsenenalter von Elliot beschrieben®*. 1971 wurde

sie aufgrund ihrer klinischen sowie histologischen Merkmale durch Roegnik von
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anderen blasenbildenden Erkrankungen abgegrenzt'*® und 1984 haben Woodley
und Kollegen ein 290 kDa grof3es Protein an der Basalmembran der humanen Haut
lokalisiert und als Ursache fiir die EBA ausfindig machen kénnen'93, 1988 haben
diese ebenfalls den Carboxyl-Terminus des Kollagen Typ VII (Col7) als Auto-
Antigen identifiziert’®*. Bei der EBA kommt meistens das Immunglobulin vom Typ
IgG, selten auch um das vom Typ IgA vor?”:%8. IgG bindet in der Regel Epitope
innerhalb der NC1 Doméne des Col7345%109 selten an NC28 oder die kollagene

Doméane?4,

1.3.1 Pathomechanismus
Die Pathophysiologie der EBA ist umfangreich und komplex (Abb. 1)%. Wie bei
anderen blasenbildenden Autoimmundermatosen sind auch bei der EBA Antikdrper

gegen Antigene der Haut, in diesem Fall gegen das Col7, gerichtet'6°,

Gesund > Subklinsche Phase

®

A | £
e : ]
. ! 3 i
Epid i i
pidermis | C5 :
0 Faktor B !

NKT/yd T Zellen

. Monozyten/ @ c3 E
GM-CSF  Makrophagen i
bV TNF | ROS ‘ | “
L IL-1 : ' '
! NADPH Oxidase ! IL-6
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LTB4 ( 0
Dermis 7DE4
\\\ Neutrophile

)

Abb.1: Pathogenese der EBA. (1) Mégliche Triggerfaktoren wie z.B. Medikamente, ein verindertes Mikrobiom,
Entzliindungen oder genetische Faktoren flihren zum Verlust der Toleranz gegeniiber Col7. Es kommt zur klonalen Expansion
und Differenzierung von Plasmazellen, welche Auto-Antikorper gegen Col7 bilden. (2) Die Auto-Antikorper binden an Col7 in
der DEJ der Haut. Es kommt zur Ablagerung von Komplementfaktoren, Ausschittung proinflammatorischer Zytokine und
Mediatoren wie IL-1 und GM-CSF sowie nachfolgender Extravasation von Leukozyten. (3) Immunkomplexe binden an
Neutrophile und diese setzen u.a. MMPs und ROS frei. Neben Neutrophilen sind weitere Zellen wie z.B.
Monozyten/Makrophagen, NKT- und yd T-Zellen in die Spaltbildung involviert. Es kommt zur supepidermalen Blasenbildung
und Entziindung der Haut. (4) Der Heilungsprozess wird bestimmt durch antiinflammatorische Zytokine wie IL-6 und IL-10
und die Aktivierung von Flii. Modifiziert nach".

Subkutis
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Folgende Abschnitte werden unterschieden®3: In der Induktionsphase (Verlust der
Toleranz gegentber Col7) spielen v.a. autoreaktive T-Zellen und Antigen-
prasentierende B-Zellen eine bedeutende Rolle.

Genetische Faktoren wie z.B. ein Zusammenhang mit dem MHC Klasse Il Haplotyp,

vor allem HLA-DR2, sind ebenfalls mit der Entstehung der EBA assoziiert®®.

In der anschlieBenden Phase gehen aus den sich differenzierten B-Zellen
sogenannte Auto-Antikdrper produzierende Plasmazellen hervor®®.

Nach Bindung der Auto-Antikdrper an Col7 entsteht ein proinflammatorisches
Milieu. Dieses dient der Aktivierung des Komplementsystems, sodass aktivierte
Spaltprodukte wie z.B. C5a neutrophile Zellen in die Haut locken®3147. Diese werden
durch Bindung an Immunkomplexe (ber Fcy-Rezeptoren aktiviert®2. Durch
Ausschuttung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und von Proteasen kommt es zur
direkten Schadigung der Haut an der DEJ. Hochregulierte Cytokine (z.B. GM-CSF,
CXCL1/2 und IL-10/B) verstarken die Neutrophilen-abhangige
Entziindungsreaktion’”-151.154.155 - Der anschlieRende Wundheilungsprozess wird
durch die Phagozytose neutrophiler Granulozyten bestimmt'®” und ist abhangig von

der Konzentration des Flightless-I-Proteins (Flii)'%3.

1.3.2 Diagnostik

Die Diagnose EBA wird anhand mehrerer Parameter gestellt. Ein klinischer
Verdacht wird durch weitere Untersuchungen wie den Nachweis einer linearen
Bindung von 1gG, IgA und Komplementfaktor C3 an der DEJ in einer perilasionalen
Biopsie mittels direkter Immunfluoreszenz (DIF) untermauert?’:115.160,174,175,183
Alternativ kdénnen frei zirkulierende Anti-Col7-Antikdrper mittels ELISA oder
Immunoblot nachgewiesen werden33:35102115,153,160 - 7, satzliche Untersuchungen
wie eine Histopathologie, Transmission- und Immun-Elektronen-Mikroskopie

konnen bei unklaren Fallen hilfreich sein3%.

1.3.3 Therapie

Aufgrund der Seltenheit der Erkrankung und somit geringen klinischen Datenlage
wurden die bisherigen Therapieempfehlungen fur die EBA nur aufgrund von
Expertenmeinungen und anhand des Schweregrades der Erkrankung sowie dessen
klinischen Phanotyps gestellt>>®’. In der aktuell angewandten Therapie der EBA

stellen systemische Corticosteroide eine bedeutende Medikamentengruppe dar.
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Vielversprechende therapeutische Malihahmen koénnen auf’erdem intravendse

Immunglobuline (IVIG)?3 sowie Rituximab, ein Anti-CD20-Antikorper, sein%499.156,

1.3.4 IgM-EBA

Die EBA zeichnet sich gewdhnlich durch Immunglobuline der Klasse IgG, die gegen
Col7 gerichtet sind, aus3°. Es wurden auch schon bereits einige Falle beschrieben,
die durch den Typ IgA hervorgerufen worden sind. So zeigte sich u.a. eine
subepidermale bullése Dermatose mit ausschlielich linearen IgA-Ablagerungen
entlang der epidermalen Basalmembran. In der indirekten Immunfluoreszenz
zeigten sich zirkulierende IgA-Autoantikorper, die ausschlieBlich an die Hautstelle
des salzgespaltenen Hautsubstrats gebunden waren. Klinisch entsprach die IgA-
EBA einer klassischen linearen IgA-Dermatose vom Typ ,Lamina-Lucida“ oder vom
entziandlichen Typ der IgG-vermittelten EBA. Nur eine Minderheit der Patienten mit
IgA-EBA zeigte Milien, Narben oder hatten therapieresistente Augensymptome wie
beim mechanobulldsen Typ von IgG-EBA. Die meisten Patienten mit IgA-EBA

sprachen auf eine Dapson-Therapie an'82.

2002 beschrieben Suchniak et al. erstmals einen Fall, bei dem nur Antikdrper der
Immunglobulinklasse IgM eine EBA verursachten. Der 64-jahrige hellhautige
Patient zeigte Uber ein Jahr 3-5 mm groRRe spontan oder durch geringflgige
Traumata entstehende Hautblasen, welche unter Krustenbildung mit kleinen
Narben verheilten.

Histologisch zeigte sich eine subepidermale Spaltbildung mit geringfligigem
Entzindungsinfiltrat. In der direkten Immunfluoreszenz war eine kraftige lineare
Bindung von IgM an der Basalmembran zu sehen und in der indirekten
Immunfluoreszenz wurde eine IgM-Farbung ab einem Titer von 1:1280 sichtbar. Der
Immunoblot wies eine starke IgM-Bindung an NC1 (aufgereinigte rekombinante
NC1 Domane von Col7) mit lod 125-markiertem Anti-IgM auf'"".

2015 berichteten Omland und Gniadecki von einem 74 Jahre alten Patienten mit
einer EBA vom mechanobullésen Typ, die jedoch einen milderen Phanotyp aufwies
als der von Suchniak et al. beschriebene. Eine stolRweise auftretende epidermale
Blasenbildung sowie Fragilitdt an den Fingern, Ellenbogen und dorsalem
Handricken sei seit 10 Jahren bekannt (Abb. 2).

Histologisch zeigten sich subepidermale Blasen und eine geringflgige
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Vasodilatation mit wenig Lymphozyten. In der direkten Immunfluoreszenz waren
lineare IgM- und C3-Ablagerungen (Abb. 2) und in der indirekten Immunfluoreszenz
eine IgM-Bindung an der dermalen Seite der Spalt-Haut zu sehen. Unter Therapie
(Prednisolon, Dapson, Mycophenolatmofetil) trat eine Remission auf. Der
Krankheitsverlauf blieb stabil, gelegentlich entstanden Blasen an den Fingern und

FuRen durch mechanische Traumata’s®.

Abb. 2: klinisches Bild einer EBA und Direkte Inmunfluoreszenz modifizert nach'°. Gezeigt sind
epidermale Blasen und Hautfragilitit an Fingern, Ellenbogen und dorsalem Handriicken (a) sowie eine direkte
Immunfluoreszenz (b) IgM und C3 an der Basalmembran der Haut und (c) Spaltbildung mit IgM-Bindung an der dermalen
Hautseite. Die Vergrofierungsstufe betrug 9400.

AulBerdem wurden in seltenen Fallen IgM-Gammopathien mit &hnlichen
Blasenbildungen wie bei der EBA oder dem BP beschrieben. Diese weisen jedoch
keine spezifischen Antigenziele auf324461.119,126,189,190,195 \Mgglicherweise handelt es

sich hierbei um monoklonale IgM-Antikdrper mit einer Kreuzreaktion zur Haut'"".

1.4 B-Zellen

Im Rahmen der erworbenen, spezifischen Immunantwort entstehen Vorlaufer-B-
Lymphozyten im Knochenmark. Zunachst erfolgt eine Antigen-unabhangige, jedoch
Stromazell-abhangige Immunglobulinumlagerung. Unreife B-Zellen besitzen
funktionstlichtige IgM-Molekule als Teil des B-Zell-Rezeptors (BCR) auf ihrer
Oberflache'®. Im Rahmen der zentralen Toleranz werden unreife B-Zellen auf
Autoreaktivitat gepruft und ggf. eliminiert oder inaktiviert: abhangig vom
anzutreffenden Liganden konnen Apoptose/klonale Deletion, Rezeptor-Editing,
Anergie oder immunologische ,Ignoranz* eintreten'?°. Uberlebende unreife B-Zellen
reifen in der Peripherie heran. IgD- und IgM-exprimierende reife B-Zellen kdnnen in
den sekundaren lymphatischen Organen mittels spezifischem Fremdantigen
aktiviert werden, sich vermehren oder zu Antikérper-produzierenden Plasmazellen,
die von T-Zellen aktiviert wurden, sowie langlebigen Gedachtniszellen, die im

Rahmen der sekundaren Immunantwort aktiv werden, differenzieren?®,
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Durch somatische Hypermutationen werden B-Zellen autoreaktiv und ihre Affinitat
verstarkt'?®. Ca. die Halfte der BCRs besitzen maoglicherweise aufgrund ihrer
zufalligen Zusammensetzung einen sehr hohen Grad an Autoreaktivitat'®4.
Zentrale und periphere Mechanismen (Deletion, Rezeptor-Editing, Anergie) pragen
das reaktionsfahige B-Zell-Repertoire und kdnnten Antworten auf selbstreaktive B-
Zellen sein'®*. Angeborene oder erworbene Defekte konnen zu einem Versagen
dieser Mechanismen fuhren, sodass teilweise tolerierte oder nicht-tolerierten B-
Zellen sowie ignorante Zellen mit latenter Autoreaktivitat Vorlaufer fur aktivierte
autoreaktive B-Zellen bei systemischer Autoimmunitat sein konnten'4.

Die Aktivierung autoreaktiver B-Zellen scheint primar an extrafollikularen Stellen an
der Grenze der T-Zone und in der roten Pulpa der Milz stattzufinden. Kurzlebige
Plasmablasten erzeugen krankheitsbedingte Autoantikorper, die wahrscheinlich
von T-Zellen beeinflusst und von TLRs gesteuert werden. Klonal ignorante B-Zellen
sind T-Zell-unabhangig an der Entwicklung von Autoimmunreaktionen beteiligt,
wohingegen anergische B-Zellen eher eine T-Zell-Hilfe benotigen®4.

Defekte der zentralen Toleranz (Toleranz-Modelle) sowie die Bedeutung einer
vermutlich klassischen T-B-Wechselwirkung mit bidirektionaler Costimulation tber
T-Zell- oder DC-Wechselwirkungen sind bei Autoimmunerkrankungen (z.B. SLE)
gut dokumentiert3''64, Eine erhohte Affinitat fir Selbstantigene, welche mit
nominellen Selbstantigenen identisch sind oder dieselben Epitope wie diese
enthalten (v.a. bei Anti-DNA)™6 konnten ursachlich sein. Korpereigene
Autoantigene wie z.B. Chromatin beim SLE, sind im Uberschuss und ubiqitar
vorhanden. Diese werden von spezifischen Toll-like-Rezeptoren (TLR) erkannt, z.B.
DNA von TLR9 und RNA von TLR7 und 8%24350.110,129,164,181 " Fine BCR-TLR-
Costimulation fuhrt zur Anti-Chromatin- oder Anti-RNA-B-Zelle mit Auto-Antikorper-
Bildung sowie Antigen-prasentierender Zelle fiir autoreaktive T-Zellen'?®. Durch
eine positive Ruckkopplung kdnnen eine chronische Entziindung mit nachfolgender
Ausweitung der Autoreaktion auf neue Epitope des ausldésenden Antigens sowie
neue Autoantigene entstehen und die Autoantikorper-Vielfalt erhoht sich?.
Weitere Ursachen fur die Entstehung autoreaktiver B-Zellen konnten
Entziindungen'3%177 bereits vorhandene Autoantikorper, die die Exposition von sich
entwickelnden B-Zellen gegenlber Autoantigenen blockieren®”18 sowie eine
Anderung der Form oder Verfiigbarkeit des Autoantigens oder mdgliche in groRer

Menge vorhandene, aber in nicht-immunogener Form vorliegende Auto-Antigene,
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z.B. IgG nach Immun-Komplexbildung (sog. Rheumafaktor) sein'?®. Weitere
mogliche involvierte Faktoren und Zelltypen wie BAFF und APRIL'"; IFN-1, das
direkte und indirekte Auswirkungen auf B-Zellen hat*>''"; und DCs, die ICs
einfangen und Zytokine einschlieBlich BAFF, APRIL und IFN-I sezernieren?3161,
werden vermutet.

Aulerdem wurde von atypsichen B-Zellen, die einen ahnlichen Phanotyp wie
sogenannte altersassoziierte B-Zellen (ABCs) im Verlauf bestimmter
Autoimmunerkrankungen vervorrufen, berichtet''”. Diese atypischen B-Zellen, die
T-bet exprimieren, und deren Akkumulation zu Verschiebungen in B-Zell-
Untergruppen bei alteren Menschen flhrt, konnten flr die Entstehung von
Autoimmunitat im Alter urséchlich sein''”. Ahnlich wie bei der Entwicklung von ABCs
mit zunehmendem Alter kann IL-21 auch die Erzeugung von T-bet und ABCs in
Autoimmunmodellen vorantreiben'?. AulRerdem spielen die TLR-Stimulation3134
und die bevorzugte TH17-Differenzierung bei der Autoantikérperproduktion und der
Entwicklung von Autoimmunerkrankungen eine Rolle’® und es wurden neue
Untergruppen von B-Zellen in Zusammenhang mit Autoimmunerkrankungen (z.B.
eine Population von Gedachtnis-B-Zellen mit der Krankheitsaktivitdt und den

klinischen Manifestationen von Lupus bei SLE-Patienten) gefunden’®.

1.5 Immunglobuline

Immunglobuline werden von Plasmazellen gebildet®® und kommen in gebundener
Form an der Oberflache von B-Zellen oder in freier Form im Blut vor'#®. Sie setzen
sich jeweils aus zwei identischen leichten (k oder A) und schweren Ketten (u (M), &
(D), Y(G), a(A); £(E)) zusammen?*. Die variablen (V.) sowie konstanten (C.)
Domanen der leichten Ketten sind bei allen Immunglobulinklassen identisch'48,
wohingegen die der schweren Ketten sich jeweils bei den einzelnen Antikorpern
unterscheiden und somit deren jeweilige Klasse und Subklasse bestimmen?488. Die
variablen Domanen der leichten und schweren Kette stellen Antikorper-spezifische
Bindungsstellen (Epitop- bzw. Antigendeterminantenerkennung) fur Antigene dar.
In der konstanten Domane ist das Fc-Teil enthalten, welches die Funktion des
jeweiligen Antikorpers bestimmt'48,

Folgende funf Immunglobulinklassen lassen sich beim Menschen unterscheiden
(Abb.3)'30.148: Das Monomer IgG macht den Hauptanteil aller Immunglobuline im

Serum aus und spielt eine Rolle im Rahmen der Sekundarantwort (Neutralisierung
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von Antigenen, Phagozytose von Mikroorganismen, Aktivierung des
Komplementsystems)?4148,  |gA befindet sich (berwiegend als Dimer in
Korperfliissigkeiten wie z.B. Tranenflissigkeit und Speichel’#® und dient der Abwehr
gegen Krankheitserreger, die vor allem Uber die Schleimhaute eindringen®. IgE ist
fur die Abwehr von Parasiten sowie fur die allergische Reaktion vom Soforttyp
verantwortlich (Aktivierung der Ausschittung von Mediatoren wie Histamin)'48, IgD

kommt ebenfalls an der Oberflache naiver B-Zellen vor'48,

Abb. 3: Immunglobulinklassen

modifizert nach'®. Gezeigt sind die 5
unterschiedlichen Immunglobulinklassen (IgG, IgM,
IgA, IgD und IgE). Die Immunglobulinklasse wird
anhand des konstanten Teils der schweren Kette
bestimmt. Es gibt 5 schwere Ketten: p, 8, y, a und €.
Diese sind aus einer variablen (Vu) und mehreren
konstanten Domanen (Ch) aufgebaut. Gemeinsam
mit den variablen Doméanen der leichten Ketten
stellen die schweren Ketten Bindungsstellen fir
Antigene dar. Sie sind flr jeden Antikorper spezifisch.
Die konstante Doméne enthalt das Fc-Teil und
bestimmt somit die Funktion des jeweiligen
Antikorpers'#®,

IgM wird als erster Antikdrper wahrend der Immunantwort produziert>? und spielt
eine wichtige Rolle bei der Ersterkennung von Infektionserregern, einschlielich
Bakterien und Viren''® und modifizierten Selbstantigenen3®137.18 Es ist der
vorherrschende Isotyp, der in T-Zell-unabhangigen Immunantworten sekretiert
wird®2. IgM kommt membrangebunden als Monomer auf naiven B-Zellen und
sekretiert (als naturliches (angeborenes) oder adaptives (Antigen-induziertes), auch
"immun" oder "induziertes" IgM) als monomeres, pentameres und hexameres IgM
vor?4,62:88,148,197 - polymeres IgM kommt Uberwiegend bei gesunden Personen,
monomeres jedoch haufig bei Patienten mit Autoimmunerkrankungen vor 2. IgM-
Antikdrper weisen eine geringere Affinitat, jedoch eine hohere Polyreaktivitat als IgG
auf?®28, Die polymere Struktur von sekretiertem IgM ermdglicht Wechselwirkungen
mit hoher Aviditat, die starkere Bindungswechselwirkungen erméglichen®®. Uber
mehrere Fab-Regionen kann IgM an multimere Antigene binden, wahrend die Fc-

Region den Komplement- und Opsonisierungsweg aktivieren kann*®. IgM spielt
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auch eine Rolle bei der Entwicklung von Immunantworten gegen Krankheitserreger
und Selbstantigene, indem es die Produktion von hochaffinem IgG
beschleunigt'®®352, Bestimmte selbstreaktive IgM-Antikorper, sog. natlrliche
Antikérper, kommen bei Gesunden haufig vor und sind bereits bei der Geburt
vorhanden#1.73.78,122,124,165,178  Gja werden von B-1-Zellen, die mindestens 80% des
zirkulierenden IgM herstellen, produziert'?4® und haben moglicherweise
immunregulatorische und schitzende Eigenschaften bei Herz-Kreislauf-
Erkrankungen, entzindlichen Erkrankungen und Autoimmunitat. Im spateren Leben
konnen Umweltfaktoren sowie erbliche Ursachen im autoreaktiven Repertoire
natirlicher Antikérper vermutlich zur Veranlagung von Autoimmunitat beitragen®
und krankheitsbedingte regulatorische Veranderungen zur Anderung der
Bindungsspezifitat durch somatische Hypermutation und Klassenwechsel fiihren43.
Naturliches IgM reguliert die zentrale Toleranzinduktion von B-Zelle,
madglicherweise durch Erleichterung der Autoantigenprasentation, da naturliche
IgM-sekretierende Zellen auf Selbstantigene selektiert und gegen diese gerichtet
erscheinen’ 74133, Neben Ublichen mikrobiellen Antigenen scheinen sie auch auf
Autoantigene®217° v.a. auf ,veranderte“ Selbstantigene, wie die auf toten und
sterbenden Zellen exprimiert werden, zu reagieren, was vermutlich die effiziente
Entfernung von Gewebetrummern und folglich potenzieller Autoantigene
ermoglicht?0:52.136.138,179 - Dije Entwicklung von Autoantikdrpern und das erhdhte
Risiko fur Autoimmunerkrankungen bei selektivem IgM-Mangel konnte somit
wahrscheinlich auf eine Veranderung oder Unterbrechung der zentralen Toleranz
von B-Zellen3%:105.140.163 gufgrund einer ineffektiven Entfernung von Zelltrimmern in
Abwesenheit naturlicher Antikérper zurlickzuflihren sein?:51:52114.136  Aych eine
fehlende Unterdriickung der Produktion autoreaktiver IgGs durch bestimmte IgM-
Autoantikorper mit unzureichender Autoantigen-Clearance 20°'%2 kann zur
Entwicklung von Autoantikorpern20:52.136.138.179 ynd Pathogenese systemischer
Autoimmunitat beitragen'?®. Es sind sowohl Hyper-IgM- als auch Hypo-lgM-
Zustande mit Autoimmunitat beschrieben. Bei einer Vielzahl systemischer
Autoimmunerkrankungen liegt eine polyklonale Gammopathie vor, z.T. kommen
jedoch auch isoliert erhéhte IgM-Spiegel vor*®. Der seltene Zustand eines selektiven
IgM-Mangels beim Menschen ist zwar mit wiederkehrenden Infektionen verbunden,
jedoch durch ein erhdhtes Risiko fur die Entwicklung von Autoimmunerkrankungen

wie Arthritis und systemischen Lupus erythematodes gekennzeichnet''4.
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1.6. Ziel der Arbeit

Bulldse Autoimmundermatosen (AIBDs) sind gekennzeichnet durch die
Anwesenheit von Autoantikdrpern gegen strukturelle Proteine der Haut. Diese
bewirken nach der Bindung an ihr Zielantigen eine Zerstérung der Haut,
Blasenbildung und die Aktivierung von Immunzellen. Diese Erkrankungen sind
selten, aber die Therapie ist aufgrund einer allgemeinen Immunsuppression fur die
Patienten oft mit schweren Nebenwirkungen verbunden, die nicht selten die
eigentliche Todesursache darstellen kdnnen. Die Diagnose aller AIBDs erfolgt Uber
den Nachweis der spezifischen Antikorper in Serum und in der Haut. Normalerweise
gehoren die Antikorper bei allen AIBDs der IgG oder IgA Subklasse an. In neuerer
Zeit wurden jedoch fur verschiedene AIBDs auch Fallberichte mit Patienten
veroffentlicht, die lediglich Antikdrper gegen die IgM Subklasse aufwiesen. Diese
betraf unter anderem die seltene Pemphigoiderkrankung Epidermolysis bullosa
acquisita (EBA). Alle Falle stellen einen milden Verlauf dar und es ist bisher nicht
bekannt, ob es bei einem Fortschreiten der Erkrankung noch zu einer Verschiebung
der Antikdrpersubklassen kommen wurde oder die Anwesenheit von IgM eventuell
in frihen Krankheitsstadien bereits gentigen kann, ein klinisches Bild hervorzurufen.
Diese Beobachtung steht jedoch im Gegensatz zur postulierten Fahigkeit von IgM,
Autoimmunkrankheiten zu unterdricken.

An der Hautklinik in Libeck wurde vor einigen Jahren ein Mausmodell entwickelt,
bei dem durch Immunisierung mit der immunpathogenen Domane von Kollagen VII
(mCol7"WFA2) die Bildung von Autoantikdrpern und nachfolgend eine Erkrankung
ahnlich dem klinischen Bild der EBA hervorgerufen wird.

Das Ziel der vorliegenden Dissertation war es nun, zuerst den Anteil der Subklassen
im Serum von gesunden und erkrankten Tieren zu bestimmen und anschlie3end
eine Methode zur Isolierung von IgM-Antikérpern aus gepoolten Seren von Mausen
verschiedenen Alters und Geschlechts zu etablieren. Im Anschluss sollten Eluate
und Durchfluss der Aufreinigung mittels allgemeinem und Antigen-spezifischem
ELISA (Antikdrper gegen das murine Kollagen-Typ-VIl) geprift werden und Uber
eine indirekte Immunfluoreszenz eine mogliche Bindung der isolierten IgM-
Antikoérper an der DEJ Uberprift werden. Ein mdglicher Einfluss der IgM-Antikdrper
auf die Aktivierung von Neutrophilen, den Hauteffektorzellen der EBA, wurde mit

Hilfe eines Assays zur Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies untersucht.
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2. Materialien und Methoden

2.1. Gerite

Name

Firma, Firmensitz

Amersham Biosciences P-1,
Peristaltic Pump “Pumpe P-1”

Cryostat Leica CM3050S

CrystalCruz® Chromatography
Columns, 2.5cm x 20 cm

Elektrophoresekammer Mini Protean
|

GIBCO BRL UV Transilluminator

Fluoreszenz-/Lichtmikroskop BZ-
9000

Gefrierschrank Ultra Low
Temperature Freezer C660 Premium
(-80°C)

Glomax, Discover

Heizblock Thermostat 5320

HiTrap TM Protein G HP, 1 ml Saule
Kuhlraum 4°C

Kuhlzentrifuge Biofuge fresco

LS Column

Magnetriuhrer MR3002

Mikrowelle

MidiMACS Separator and MACS
MultiStand

American Laboratory Trading, East
Lime, USA

Leica Mikrosysteme Vertrieb, Wetzlar,
Deutschand

Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dellas,
USA

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Life Technologies, Carlsbad, USA

Keyence Deutschland, Neu-Isenburg,
Deutschland

New Brunswick Scientific Ltd., England,
UK

Promega GmbH, Mannheim,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

GE Healthcare Bio scieneces AR,
Uppsala, Schweden

Viessmann, Allendorf, Deutschland

Heraeus instruments, Hanau,
Deutschland

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Heidolph Instruments, Schwabach,
Deutschland

Siemens, Berlin/ Miinchen, Deutschland

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland
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Multipipetten 0,5-10 pl, 10-100 pl, 30-
300 pl

Neubauer-Zahlkammer

Pasteur-Pipetten 1 ml
pH-Meter pH562
Photometer Biophotometer

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

Pipettierhilfe accu-jet
Pipettierhilfe pipetus reddot

Spannungsquelle Electrophoresis
Power Supply EPS 3500

Schiittelinkubator CertomatIS

Schuttler Duomax 1030

Sterile Werkbank Captair chem
Sterile Werkbank Biowizard
Testplattenmischer TPM 4
Vakuumpumpe WISA

Victor3 Wallac 1420
Vortex Genie 2
Wasserbad

Waage EMB 220-1

Waage Precision Standard

Wilovert S Mikroskop

Eppendorf GmbH, Eppendorf,
Deutschland

Glaswarenfabrik Karl Hecht, Sondheim
v. d. Rhon, Deutschland

BioSigma, Cona, Italien
WTW, Weilheim, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorf GmbH, Eppendorf,
Deutschland

Brand, Hagen, Deutschland

Hirschmann, Neckartenzlingen,
Deutschland

Pharmacia, Uppsala, Schweden

Braun Biotech International GmbH,
Melsungen, Deutschland

Heidolph Instruments GmbH & Co,
Schwabach, Deutschland

Erlab, Dusseldorf, Deutschland

Biowizard KOJAIR, Mantta-Vilppula,
Finnland

Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

Steinkopf Laborausruster, Lubeck,
Deutschland

PerkinElmer, Waltham, USA
Scientific Industries Inc., Bohemia, USA
GFL, Burgwedel, Deutschland

Kern & Sohn, Balingen, Deutschland
OHAUS, Parsippany, USA

Hund GmbH, Wetzlar, Deutschland
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Zentrifuge Microstar 17R

Zentrifuge Centrifuge 5415 C

Zentrifuge Centrifuge 5810 R

Zentrifuge Centrifuge 5804 R

VWR International, Radnor
Pennsylvania, USA

Eppendorf GmbH, Eppendorf,
Deutschland

Eppendorf GmbH, Eppendorf,
Deutschland

Eppendorf GmbH, Eppendorf,
Deutschland

2.2. Chemikalien

Name

Firma, Firmensitz

Acrylamid 4K Solution (30%) Mix 49:1

(30% Acrylamide-bis (49:)1)

Albumin Fraktion V

Albumin Fraktion V, biotinfrei

Ammoniumpersulfat (APS)

Aqua dest.

B-Mercaptoethanol

Bromphenolblau

Calciumchlorid (CaCl>)

DAPI (4',6-Diamidino-2-
phenylindolhydrochlorid)

Dinatriumhydrogenphosphat-
Dihydrat (Na2HPO4-2H-0)

EDTA Dinatriumsalz-Lésung 0,1mol/l

Ethanol 299,5 vergallt

AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie, Minchen,
Deutschland

Hauseigene Herstellung
Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie, Minchen,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie, Minchen,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland
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Ethanol 70% vergallt

Fetales Kalberserum, hitze inaktiviert
(FCS)

Glucose-(D+)-Losung (100g/L in H20)

Glycerin

Glycin

HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinyl)-ethanesulfonsaue

HBSS (Hank's balanced salt solution)

Luminol >= 97% (HPLC)

Mowiol 4-88

Natriumcarbonat, wasserfrei
(Na2CO3)

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumdihydrogenphosphat
Monohydrat (Na2HPO4-H20)

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)
Natriumphosphat (Na3POa)

Natronlauge 2 mol/l (NaOH)
Natriumhydroxid Platchen (NaOH)

N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

PageBlue™ Protein Staining Solution

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie, Minchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie, Minchen,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach,
Deutschland

Thermo Fisher scientific, Waltham, USA

Sigma-Aldrich Chemie, Minchen,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie, Minchen,
Deutschland

Thermo scientific, Waltham, USA
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PMA (Stocklosung: 20 pg/ml)
(Phorbol 12-myristate 13-acetate)

RPMI 1640 mit HEPES und L-
Glutamin

Salzsaure 2 mol (HCI)
Schwefelsidure 25% (H2S04)

Slow-TMB-ELISA

Spectra Multicolor Broad Range
Protein Ladder

Tris-Base

Tris-Hydrochlorid (Tris-HCI)

Trypanblau 0,4%

Tween 20

Sigma-Aldrich Chemie, Minchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie, Minchen,
Deutschland)

Lonza Group AG, Basel, Schweiz

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Thermo scientific, Waltham, USA
Thermo scientific, Waltham, USA

Serva Electrophoresis, Heidelberg,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie, Minchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie, Minchen,
Deutschland

2.3. Verbrauchsmaterialien

Name

Firma, Firmensitz

Biotech Grade Dialysis Membranes
(CE), Spectra/Por®

Cell strainer, 70 um, sterile
Centricons Amicon-Ultra 15

Centricons Amicon-Ultra 30
Deckglaschen 24x60 mm

Eppendorf Combitips advanced® 0,5
ml, 2,5 ml, 5 ml, 10 ml, 12,5 ml

epT.l.P.S. ®Motion pipette tips 2-200
pl, 20-300 pl

Spectrum Laboratories, Inc. , Los
Angeles, USA

Sarstedt, Nurmbrecht, Deutschland
Millipore, Bradford, USA
Millipore, Bradford, USA

Menzel-Glaser, Braunschweig,
Deutschland

Eppendorf GmbH, Eppendorf,
Deutschland

Ependorf GmbH, Eppendorf,
Deutschland
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Immobilized Mannan binding Protein,
10 ml settled Gel

Klebefolie, optisch, klar

Microplatte, 96 Well, PS, F-Boden
(Kaminform)), weiss, Lumitrac, High
Binding, steril

Nunc-Immuno™ MicroWell™ 96 well
solid plate, flat bottom, MaxiSorp™

Objekttrager Superfrost Plus

Parafilm Laboratory Film

PD-10-Desalting Columns 2,5 ml

Pipettenspitzen 10 pl, 100 pl, 1000 pli

SafeSeal-Reagiergefale 0,5 ml, 1,5
ml, 2 ml

Sartorius™ Minisart NML
Spritzenvorsatzfilter, 0,20 pm, steril

Schraubrohrchen 15 ml, 120 x 17 mm

Schraubrohrchen 50ml, 114 x 28 mm
Selicone tube i.d. 1 mm

Serologische Pipetten 5 ml,10 ml, 25
ml

STERICAN Ins. Einm. Kan. 26 Gx1/2
0,45x12 mm

Omnifix-F, dreiteilige Einmal-
Feindosierungsspritze mit Luer-
Ansatz, 1 ml

UV-Kivetten mikro 70 pl

Whatmann TM Folded Filters
Diameter 270 mm

Thermo-Fisher scientific, Waltham, USA
Sarstedt, NUurmbrecht, Deutschland

Greiner Bio-One gmbH, Frickenhause,
Deutschland

Thermo-Fisher scientific, Waltham, USA

Menzel-Glaser, Braunschweig,
Deutschland

Pechviex Plastic Packaging, Menasha,
USA

GE Healthcare Bio scieneces AR,
Uppsala, Schweden

Sarstedt, NUurmbrecht, Deutschland

Sarstedt, NUurmbrecht, Deutschland

Thermo-Fisher scientific, Waltham, USA

Sarstedt, NUrmbrecht, Deutschland
Sarstedt, NUurmbrecht, Deutschland

GE Healthcare Bio scieneces AR,
Uppsala, Schweden

Sarstedt, NUurmbrecht, Deutschland

B. Braun Melsingen AG, Melsingen,
Deutschland

B. Braun Melsingen AG, Melsingen,
Deutschland

Brand GmbH, Wertheim, Deutschland

GE Healthcare Bio scieneces AR,
Uppsala, Schweden
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2.4. Puffer und Losungen
Name Bestandteile
10% APS Aqua dest. mit 10% Ammoniumpersulfat
Carbonatpuffer Zgﬁgor:geoi’gfl%gazcoa 0.05M
RPMI 1640 ohne Phenolrot, mit L-
CL-Medium Glucose, 25 mM HEPES, 2 g/L Glucose,

Dialysepuffer IgM-Dialyse

0,5 M EDTA pH 8,0

ELISA Beschichtungspuffer

ELISA Blockierungspuffer

ELISA Verdiinnungsléosung

ELISA Waschlosung

IgG-Saule Bindungspuffer

IgG-Saule Elutionspuffer
IgM-Saule Bindungspuffer (IgM-
Binding Buffer)

IgM-Saule Elutionspuffer (IgM-Elution
Buffer)

IgM-Saule Vorbereitungs/
Umbettungspuffer (MBP Column
Preparation Buffer)

HBSS prep

1% FCS

Aqua dest. mit 0,02M Tris, 1,25M NaCl
bei pH=7,4

2,92 g EDTA plus 20 ml Aqua dest. mit
NaOH Platzchen auf pH=8,0 einstellen

Aqua dest. mit je 0,05 mol/l
Natriumcarbonat und
Natriumhydrogencarbonat bei pH=9,6

Aqua dest. mit 50 mM Tris, 0,14 M
NaCl, 1% Albumin Fraktion V bei
pH=8,0

Aqua dest. mit 50 mM Tris, 0,14 M
NaCl, 1% Albumin Fraktion V und
0,05% Tween20

Aqua dest. mit 50 mM Tris, 0,14 M
NaCl, 0,05% Tween20 bei pH=8,0

Aqua dest. mit 20 mM NaPO; bei
pH=7,0

Aqua dest. mit 0,1 M Glycin-HCL bei
pH=2,8

Aqua dest. mit 10 mM Tris, 1,25 M
NaCl, 20 mM CaCl; bei pH=7,4

Aqua dest. mit 10 mM Tris, 1,25 M
NaCl, 2 mM EDTA bei pH=7,4

Aqua dest. mit 20 mM Tris, 1,25 M NaCl
bei pH=7,4

HBSS mit 0,5% FCS, 20 mM HEPES
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15 g Tris-Base, 72 g Glycin, 5 g SDS mit

SxLaufpuffer Aqua dest. auf 1 | auffiillen
: o :
MACS-Puffer PB? mit 0,5% BSA, 2 mM EDTA bei
pH=7,2
NaCl-Lésung Aqua dest. mit 1 M NaCl

Aqua dest. mit 0,154 M NaCl, 49 mM
PBS Naz2HPOs-2H20, 6,5 mM NaH2PO4-H2-0
mit H3PO4 auf pH=7,2 einstellen

PBS-T PBS mit 0,05% Tween-20
ROS-Blocking-Puffer PBS-T mit 1% BSA

Aqua dest. mit 25 mL 1,5 M Tris pH 6,8,
12 g SDS, 60 mL Glycerol, 2 mL 0,2%
Bromphenol Blau, 37,3 mL [3-
Mercaptoethanol

5xSDS Ladepuffer

10% SDS Aqua dest. mit 10% SDS

. Aqua dest. mit 0,5 M Tris-Base bei
0,5 M Tris pH 6,8 oH=6,8
Aqua dest. mit 1,5 M Tris-Base bei

1,5 M Tris pH8,8 oH=8 8

2.5. Antikorper und Kits

Name Bestandteile

Hergestellt von Karsten Seeger und

Anti-mCol7"WFA2.IgG (Stocklésung: ]glaudla l_(auderer im Lubecker_ Institut

1mg/ml) ar experlmentglle D_e[matolggle
(LIED)'®-"12 Universitat zu Liubeck,
Lubeck, Deutschland

IgM-Purification Kit (Pierce ™) (MBP
Agarose Column, 5 ml, 1 column, IgM
Binding Buffer, 800 ml, IgM Elution
Buffer, 500 mil, MBP Column
Preparation Buffer, 50 ml, Column
Extender)

Thermo-Fisher scientific, Waltham, USA

WEA ) Hergestellt von Karsten Seeger und
mCol7"""4 (Stocklosung: 2 mg/ml) Claudia Kauderer im Liibecker Institut
fur experimentelle Dermatologie
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Mouse IgA ELISA Quantitation Set

Mouse IgG ELISA Quantitation Set

Mouse IgM ELISA Quantitation Set

Neutrophil Isolation Kit, mouse (1 ml
Neutrophil Biotin-Antibody Cocktail,2
ml Anti-Biotin MicroBeats)

Unconjugated AffiniPure Fab
Fragment Donkey Anti-Mouse IgG
(H+L)

Fluorescein (FITC)-conjugated
AffiniPure Goat Anti-Mouse IgM, p
chain specific

(LIED)'®"12 Universitat zu Libeck,
Libeck, Deutschland

Bethyl Laboratories, Inc., Montgomery,
USA

Bethyl Laboratories, Inc., Montgomery,
USA

Bethyl Laboratories, Inc., Montgomery,
USA

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Jackson ImmunoResearch Laboratories,
Inc., West Grove, USA

Jackson ImmunoResearch Laboratories,
Inc., West Grove, USA

2.6. Software

Name

Firma, Firmensitz

Graph-Pad-Prism V7
Mendely-Desktop
Microsoft Exel
Microsoft Power Point
Microsoft Word

SigmaPlot 13.0

GraphPad Software, San Diego, USA
Elsevier B.V, Amsterdam, Niederlande
Microsoft, Redmond, USA
Microsoft, Redmond, USA
Microsoft, Redmond, USA

Systat, Erkrath, Deutschland

2.7. Mausseren

Es wurden gepoolte Seren gesunder Mause verschiedenen Alters und Geschlechts

sowie Seren von Mausen 12 Wochen nach Immunisierung mit mCol7VWFA2-Titermax,

einem immunogenen Protein des murinen Typ-VII-Kollagens, verwendet. Die Seren

wurden mir von Frau PD Dr. rer. physiol. Katja Bieber aus dem Liubecker Institut fur

Experimentelle Dermatologie (LIED) zur Verfligung gestellt. Im weiteren Verlauf
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wird das Serum gesunder Mause als NMS und das Serum immunisierter
(mCol7YWFA2_Titermax) Mause als EBA-Serum bezeichnet.

Die Seren entstammten aus Probenentnahmen zum AZ 5 (6-1/16) Bieber, 5 (98-
7/15) Bieber und 5 2017_09 05 Bieber. B6.SJL-H2S C3°1CydJ Tiere (Jackson
Laboratories, Ben Harbor, MA, USA, Stock 000966) wurden von Jackson
Laboratories erworben und als eigene Zucht von der AG Ludwig in der GTH Lubeck
gehalten. Es wurden Tiere beiderlei Geschlechts verwendet, die Tétung erfolgte
durch qualifizierte Personen. Fur die Futterung der Tiere wurde Standardmausfutter
verwendet, die FlUssigkeitsversorgung wurde mit angesauertem Trinkwasser
sichergestellt. Beides stand den Tieren jederzeit zur Verfugung. Die Mause wurden
in einem zwolfstindigen Tag-Nacht-Rhythmus gehalten. Die Tétung der Tiere

erfolgte unter Zuleitung von CO2 und Genickbruch.

2.8. Probenvorbereitung

Das gepoolte Serum gesunder und kranker Mause wurde zunachst mittels PD-10
Desalting Columns fir die IgM-Isolierung entsprechend dem ,Spin protocol“ der
Anleitung der PD-10 Desalting Columns umgepuffert. Dafur wurden PD-10
Desalting Columns benutzt. Jede wurde in ein 50 ml Schraubenrohrchen gestellt
und mit IgM-Binding Buffer (Aquilibrierungspuffer) beschichtet, welcher die
Gelmatrix komplett durchlief. Dieser Schritt wurde viermal wiederholt und der
Durchfluss verworfen. Bei der funften Wiederholung wurde 2 min bei 1000xg
zentrifugiert. Anschliellend wurde das Mausserum auf die Saulen verteilt, diese in
neuen 50 ml Schraubenréhrchen platziert und 2 min bei 1000xg zentrifugiert. Die
Eluate wurden in einem 15 ml Schraubenréhrchen gepoolt und bei 4°C gelagert
(Abb. 4).

Aquilibrierungsbuffer Mausserum Abb_ 4:
Probenvorbereitung mittels
PD-10 Desalting Columns.

Gezeigt wird die Probenvorbereitung.
Entsprechend dem ,Spin protocol“ der
Anleitung der PD-10 Desalting Columns
wurde gepooltes Serum gesunder sowie
2min 1000xg erkrankter Mause mittels PD-10 Desalting
@ Columns fiir die IgM-Isolierung umgepuffert.
Jede Saule wurde in zunachst mit IgM-
Binding  Buffer (Aquilibrierungspuffer)
finfmal gewaschen und anschlieRend 2 min
bei 1000xg zentrifugiert. Dann wurde das
Falcon Falcon Falcon Mausserum auf die Saulen verteilt und diese
2 min bei 1000xg zentrifugiert. Die Eluate
wurden gepoolt und bei 4°C gelagert.

2 min 1000xg

ninod unesaq 01-0d | | g o
nino) unjesaq 01-ad | | =

31



29. ELISA zur Quantifizierung der IgG-, IgM- und IgA-Konzentration

2.9.1. Konzentration im NMS

Zur Ermittlung der Antikorperkonzentration im gepoolten NMS sowie der
Uberprifung einer Kreuzreaktion der verwendeten Sekundarantikdrper mit den
Serumantikorpern wurde das Mouse Elisa Quantitation Set fur die Antikorper IgG,

IgM und IgA verwendet.

Fiar den ELISA wurde eine 96-Well-Platte benutzt und alle Messungen wurden als

Doppelbestimmung durchgeflhrt.

Beschich- Beschich- Beschich-

1gG IgA IgM
tung IgM tung IgA tung IgG
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Standard 500] Standard 500]  Sample Standard Standard Sample Standard Standard Sample Sample Sample Sample
ng/ml ng/ml 1:100 1000 ng/ml | 1000 ng/ml 1:100 1000 ng/ml | 1000 ng/ml 1:100 1:2500 1:2500 1:2500
B Standard 250] Standard 250] Sample |Standard 500] Standard 500] Sample Standard 500] Standard 500  Sample Sample Sample Sample
ng/ml ng/ml 1:100 ng/ml ng/ml 1:100 ng/ml ng/ml 1:100 1:2500 1:2500 1:2500
C Standard 125] Standard 125]  Sample |Standard 250] Standard 250]  Sample Standard 250] Standard 250  Sample Sample Sample Sample
ng/ml ng/ml 1:500 ng/ml ng/ml 1:500 ng/ml ng/ml 1:500 1:2500 1:2500 1:2500
D Standard Standard Sample |Standard 125]Standard 125] Sample |Standard 125]Standard 125] Sample Sample Sample Sample
62.5ng/ml 62.5ng/ml 1:500 ng/ml ng/ml 1:500 ng/ml ng/ml 1:500 1:2500 1:2500 1:2500
E Standard 31 | Standard 31 Sample Standard Standard Sample Standard Standard Sample Sample Sample Sample
ng/ml ng/ml 1:2500 62.5ng/ml | 62.5ng/ml 1:2500 62.5ng/ml | 62.5ng/ml 1:2500 1:100 1:100 1:100
F Standard Standard Sample Standard 31 | Standard 31 Sample Standard 31 | Standard 31 Sample Sample Sample Sample
15.6 ng/ml | 15.6 ng/ml 1:2500 ng/ml ng/ml 1:2500 ng/ml ng/ml 1:2500 1:100 1:100 1:100
G Standard 7.8 Standard 7.8 Sample Standard Standard Sample Standard Standard Sample Sample Sample Sample
ng/ml ng/ml 1:12.500 15.6 ng/ml | 15.6 ng/ml 1:12.500 15.6 ng/ml | 15.6 ng/ml 1:12.500 1:100 1:100 1:100
S I Sampl S I Sampls Sampl S I
H Blank Blank oy o Blank Blank dlulrd Blank Blank o o Il Sl Il
1:12.500 1:12.500 1:12.500 1:100 1:100 1:100

Abb. 5: Schema einer ELISA-Plattenbelegung. Gezeigt ist eine beispielhafte Belegung einer 96-Well-Platte.
Es wurden immer Doppelbestimmungen durchgefiihrt. In den Spalten 1-3 wurden die Konzentrationen von IgG, in 4-6 von
IgA und in 7-9 von IgM Uberprift. In Spalte 1 und 2 ist eine Standardverdiinnungsreihe fir IgG, in 4 und 5 fiir IgA und in 7 und
8 fur IgM aufgetragen. In Spalte 3, 6 und 9 befand sich die Probe. In Zeile A und B lag diese in einer Verdiinnung von 1:100,
in C und D von 1:500, in E und F von 1:2500 und in G und H von 1:12500 vor.

In Spalte 10-12 wurde die Kreuzreaktion von IgG-, IgM- und IgA-Antikérpern Gberprift. Hierflir wurde die Platte mit IgG (Spalte
10), IgM (Spalte 11) und IgA (Spalte 12) beschichtet. Die Proben wurden in einer Verdiinnung von 1:100 (Zeile E-H und
1:2500 Zeile A-D) als Doppelbestimmung verwendet. Als Sekundarantikdrper wurden die beiden anderen HRP-gekoppelten
Antikorper eingesetzt. Blau: HRP-gekoppelter Antikérper anti-IgA; griin: HRP-gekoppelter Antikdrper anti-IgM; rot: HRP-
gekoppelter Antikdrper anti-IgG.

Zunachst wurden alle drei Beschichtungsantikérper 1:100 gleicherweise verdinnt.
Dazu wurde 1 pul des entsprechenden Antikdrpers in 100 pl ELISA
Beschichtungspuffer pipettiert, 100 pl des verdunnten Antikdrpers in jedes
vorgesehene Well gegeben und die Platte fur 60 min bei Raumtemperatur (RT) auf
einem Schdattler inkubiert. Um einen Leerwert zu erhalten, lief die pure

Verdunnungsldsung fur jede Standardverdinnungsreihe mit. Dann wurde die Platte
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funfmal gewaschen, indem die Wells mit 300 pyl ELISA Waschldsung befillt,
ausgeschittelt und ausgeklopft wurden. Anschlieend wurde 200 upl ELISA
Blockierungspuffer in jedes Well gegeben und die Platte Uber Nacht bei 4°C
inkubiert.

Die Platte wurde erneut wie oben beschrieben funfmal mit der ELISA Waschlésung
gewaschen und dann 100 pl des verdinnten Standards bzw. der verdinnten Probe
in die entsprechenden Wells pipettiert (Abb. 5). Hierfur wurde flr den Standard das
Referenzserums mit der ELISA Verdlinnungslésung gemaf der Herstelleranleitung
verdunnt (Tab. 1) und folgende Standardverdinnungsreihen wie in Abb. 7

dargestellt erstellt.

I9G IgM IgA
stancar

1 500 1000 1000
2 250 500 500
3 125 250 250
4 62,5 125 125
5 31,25 62,5 62,5
6 15,625 31,25 31,25
7 7,8 15,625 15,625
8 0 0 0

Tab. 1: Standardverdiinnungsreihe mit bekannter Immunglobulinkonzentration der
jeweiligenReferenzsera fiir IgG, IgM und IgA. Gezeigt ist eine Standardverdiinnungsreihe mit bekannter

Immunglobulinkonzentration der jeweiligen Referenzsera fiir IgG, IgM und IgA. Diese wurde bei allen ELISA-Durchlaufen
eingesetzt.

Die Proben wurden zunachst orientierend an den zu erwartenden Konzentrationen
der zu untersuchenden Serumproben bzw. Antikdrperaufreinigungen 1:100, 1:500,
1:2500 und 1:12.500 verdlinnt, um geeignete Probenverdinnungen zu erhalten und
unter Berucksichtigung, dass die Messwerte in den Bereich der Konzentration der

jeweiligen Standards fallen (Tab. 1).

Die Platte wurde fir 60 min bei Raumtemperatur auf einem Schuttler inkubiert und
anschlie3end funfmal mit der ELISA Waschlésung gewaschen, bevor 100 pl des
entsprechenden HRP-gekoppelten Sekundarantikorpers in das vorgesehene Well
pipettiert und die Platte erneut fur 60min auf dem Schuttler bei Raumtemperatur
inkubiert wurde. Der HRP-gekoppelten Antikorper wurde fur IgG 1:10.000, IgM 1:
50.000 und IgA 1:20.000 verdunnt. Nach der Inkubation wurde die Platte funfmal

mit der ELISA Waschldsung wie oben beschrieben gewaschen, 100 yl TMB in jedes
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Well gegeben, die Platte bei Raumtemperatur unter Sicht bis zur gewunschten
Farbreaktion fur die anschlielende photometrische Messung inkubiert und die
Farbreaktion durch Hinzufiigen von 100 pl/Well 0,5 M H2SOs beendet. Nach
Abstoppen der Farbreaktion wurde die Absorption bei 450 nm mittels ELISA plate

reader VictorTM bzw. GloMax Discover Microplate Reader gemessen.

Abb. 6:
Extinktionswerte einer
- = Verdiinnungsreihe
eines IgM-Referenz-
serums bei 450 nm
abziglich des Leer-
wertes. Gezeigt sind die
Extinktionswerte einer
Verdinnungsreihe eines IgM-
Referenzserums bei 450 nm
T T T ) abzlglich des Leerwertes.
600 800 1000 1200 Eine  Verbindung dieser
Extinktionswerte ergibt einen
sigmoidalen Verlauf mit einem

Bereich linearer Steigung von
Konzentration in ng/ml ca. 0,05 - 0,25.

0,35 1
0,30 -
0,25 -
0,20 -
0,15 -

0,10

0,05

0,00

Gemessene Extinktion bei 450 nm

abzlglich des Leerwertes

-0,05

Anhand einer Standardkurve fur jeden Antikdrper konnte die Menge an Maus-IgG,-
IgM und -IgA in der untersuchten Probe berechnet werden. Dafur wurden die
gemessenen  Absorptionswerte  abzlglich des Leerwerts fur jede
Standardkonzentration gegen die entsprechende Maus-Antikdrperkonzentration
aufgetragen (Abb. 6). Die Werte wurden Uber eine sigmoidale Regression
(Chapman, 3 Parameter) bestimmt. Um den genauesten Wert zu bestimmten,
wurde der Mittelwert der verschiedenen Verdinnungsstufen ermittelt. Werte, die
aufgrund einer zu hohen oder niedrigen Konzentration aufllerhalb der
Regressionskurve lagen, wurden ausgeschlossen.

Um die Antikérperkonzentration in der unverdinnten Probe zu erhalten, wurde die

berechnete Antikorperkonzentration mit dem Verdlinnungsfaktor multipliziert.

Der beschriebene ELISA wurde im Verlauf ebenfalls zur Bestimmung der Reinheit
und Konzentration der Antikorper IgG, IgM und IgA vor und nach den verschiedenen
Aufreinigungsverfahren (IgM-Saule 2.11, IgM-Dialyse 2.13, kombinierte 1gG- und
IgM-Saule 2.14) im NMS und EBA-Serum verwendet. Es wurden das NMS und

EBA-Serum sowie die gewonnenen und aufgereinigten 1gG- und IgM-Eluate, der
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jeweilige Durchfluss, das Dialysat und der Uberstand des NMS und EBA-Serums
untersucht (Tab. 2).

lgG-, IgM- und IgA- Verwendet

Pur
IgM-Saule Eluate n.d. 1:1000 bis 1:125.000 2.11.
Durchfluss
Pur n.d.
Dialyse Dialysat n.d. 1:1000 bis 1:125.000 2.13.
Uberstand
.. Pur Pur
kombinierier 95°  Eluate Eluate 1:1000 bis 1:125.000 2.14.
g Durchfluss Durchfluss
Konzi:(tjr-ation Pur Pur
Eluate Eluate 1:1000 bis 1:125.000 2.14.
nach IgG-und
- Durchfluss Durchfluss
IgM-Saule

Tab. 2: Schematische Darstellung der verwendeten Serumproben nach den verschiedenen
Aufreinigungsverfahren fiir den nachfolgenden ELISA mit entsprechenden Antikorper-

Verdijnnungen. Gezeigt sind die verwendeten Materialien (gewonnene und aufgereinigte 1gG- und IgM-Eluate, der
jeweilige Durchfluss, Dialysat und Uberstand sowie NMS und EBA-Serum), die zur Bestimmung der Reinheit und
Konzentration der Antikdrper IgG, IgM und IgA vor und nach den verschiedenen Aufreinigungsverfahren (IgM-Saule 2.11,
IgM-Dialyse 2.13, kombinierte IgG- und IgM-Saule 2.14) im NMS und EBA-Serum mittels ELISA uberprift wurden.

2.10. ELISA zum Nachweis Antigen-spezifischer IgG-, IgM- und IgA-
Antikorper gegen mCol7vWFA2

Anhand eines Antigen-spezifischen ELISAs sollte untersucht werden, ob die
Antikorper in den aufgereinigten IgG- bzw. IgM-Eluaten des NMS und EBA-Serums
antigenspezifisch binden und in welchem Anteil die unterschiedliche Subklassen
vorliegen. Die Durchfihrung erfolgte ebenfalls nach dem in Abschnitt 2.9.1
beschriebenen ELISA Mouse Elisa Quantititaton Set fur die Antikorper IgG, IgM und
IgA. Anstelle der mitgelieferten Beschichtungsantikdrper wurde die Platte fur die
Eluate jedoch mit 100 pl laborintern hergestelltem mCol7YWFA2 beschichtet. Dieses
wurde zuvor mit ELISA Beschichtungspuffer auf 2,5 ug/ml verdinnt. Die Proben
(IgM-Eluate (NMS/EBA-Serum), IgG-Eluate (NMS/ EBA-Serum) wurden 1:50, 1:250,
1:1250 und 1:6250 verdunnt.

2.10.1. Kreuzreaktion von IgG, IgM und IgA mit den Sekundérantikérpern
Um die Kreuzreaktion der einzelnen Subklassen-spezifischen Antikorper (IgG, IgM
und IgA) mit den Sekundarantikérpern zu Uberprufen, wurden die entsprechenden

Wells mit den jeweiligen Subklassen-spezifischen Antikdrpern beschichtet und die
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Probenverdinnungen 1:100 und 1:2500 verwendet (Abb. 5). Als
Sekundarantikdrper wurden die beiden anderen HRP-gekoppelten Antikorper des
Mouse Elisa Quantitation Sets (z.B. HRP-IgG und -IgA bei Beschichtung mit Anti-
IgM) benutzt. Der Versuchsablauf entsprach ansonsten dem unter 2.9.1.

beschriebenen.

2.11. Isolierung von IgM-Antikorpern mittels IgM-Saule

Die IgM-Aufreinigung wurde entsprechend der Anleitung aus dem IgM-Purification
Kit durchgefuhrt. Zunachst wurde die Saule mit 5 ml MBP Column Preparation
Buffer bei Raumtemperatur und anschliellend mit 20 ml gefiltertem IgM-Binding
Buffer bei 4°C gewaschen. Dann wurde 4,5 ml gepooltes, in MBP Column
Preparation Buffer umgepuffertes NMS sowie 1 ml IgM-Binding Buffer bei 4°C auf
die Saule gegeben und drang in die Matrix ein. Danach wurde das Gel
aufgeschwenkt und die Saule auf dem Ruttler bei 4°C 30 min aufrecht stehend
inkubiert. AnschlieBend wurde die Saule bei 4°C mit 42 ml IgM-Binding Buffer
gewaschen und der Durchfluss (ca. 80 ml) unter Messung bis zur baseline in 3 ml

Portionen aufgefangen. Dann wurde 3 ml filtrierter IgM-Elution Buffer bei

NMS

.

Abb. 7: Isolierung von IgM-Antikorpern mittels IgM-Saule des IgM-

Purification Kit. Entsprechend der Anleitung des igM-Purification Kits wurde die IgM-Saule mit
MBP Column Preparation Buffer und IgM-Binding Buffer bei 4°C gewaschen. Anschlielend wurde
ca. 4,5 ml umgebettetes und nicht steril gefiltertes NMS sowie 1 ml IgM-Binding Buffer bei 4°C auf
die Saule gegeben. Die Saule inkubierte 30 min bei 4°C auf dem Rttler, wurde dann mit 42 ml IgM-
Binding Buffer gewaschen und anschlieBend mit IgM-Elution Buffer bei Raumtemperatur 1h inkubiert.
Der Durchfluss (FT, ca. 80 ml) sowie das IgM-Eluat (ca. 10 ml) wurden auf ca. 1 ml mit PBS
aufkonzentriert und bei -20°C bzw. bei 4°in PBS gelagert.

i 0
IgM-Eluat FT
Raumtemperatur auf die leere Saule pipettiert, welcher in das Gel eindrang und die
Saule aufrecht stehend bei Raumtemperatur 1 h inkubiert.
Anschlie®end wurde das IgM-Eluat (ca. 10 ml) unter Messung am Photometer bis

zu einem Wert von 0,02 in 2 ml Fraktionen gesammelt und anschlielend gepoolt.

Die Saule wurde gemald der Anleitung mit 10 ml aq. dest. und 10 ml IgM-Binding
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Buffer gewaschen und in 1,5 ml IgM-Binding Buffer bei 4°C aufrecht stehend
gelagert.
AnschlieRend wurde das IgM-Eluat und der Durchfluss auf ca. 1 ml mit PBS mittels
Centricon-Rohrchen aufkonzentriert und bei -20°C bzw. bei 4° in PBS gelagert
(Abb.7).

2.12. Nachweis aufgereinigter IgM-Antikorper mittels Natriumdodecylsulfat
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)
Um die Reinheit des aufgereinigten NMS nach der IgM-Saule zu Uberprifen, wurde

im Anschluss eine Gel-Elektrophorese durchgeflhrt.

Zunachst wurden SDS-Gele, bestehend aus einem 6% Trenngel und einem 4%
Sammelgel, hergestellt (Tab. 3). Hierflir wurde der Gel-Ansatz fur das Trenngel in
die vorgesehene Halterung pipettiert. Nach 20 min war dieses erhartet. Der
hergestellte Sammelgelansatz wurde anschlielRend luftblasenfrei auf das Trenngel
aufgetragen. Ein Kamm zur Herstellung der Geltaschen wurde vorsichtig eingesetzt
und die Probenansatze zusatzlich fir 5 min auf 100°C denaturiert. Als Standard
wurde 12 pl Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder verwendet. Fur das
NMS wurden 4 Teile Protein a 5 pg (13 ul) und ein Teil (3,25 pl) 5xSDS (Lammli)

zusammengefugt.

_ Trenngel 6% Sammelgel 4%

Aqua dest 2.65 ml 2,1 mi

1,5 M Tris pH 8,8 1,35 mi -

0,5 M Tris pH 8,6 - 700 pl

30% Acrylamid-bis (49:1) 2,0 ml 650 pl Tab. 3: Ansatz fir
Trenngel 6% und

100% Glycerol 2,5 ul 1,25 ml Sammelgel 4%. Gezeigt
sind die Ansatze fir das

1 M Glycin 1,0 mi - Trenngel 6% und das
Sammelgel 4%, die fir SDS-

0,5M EDTA pH 8,0 - 40 pl PAGE verwendet wurden.

10% SDS 400 pl 200 pl

TEMED 12 pl 12 pl

10% APS 150 pl 100 pl

FUr das IgM-Eluat und den Durchfluss nach IgM-Saule wurden entsprechend 4 Teile
Protein a 5 pug (18,6 yl) Protein und ein Teil (4 pl) 5xSDS (Lammli) zusammen

pipettiert. Der Standard sowie die Probenansatze wurden in die entsprechenden
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Gel-Taschen T (T1 Ma (Marker), T2 NMS 25 pg, T3/, T4 NMS 5 pg, T5 E1 (Eluat
1), T6 EG6, (Eluat 6) T7 E40 (Eluat 40), T8 FT1 (Durchfluss 1), T9 FT13 (Durchfluss
13) und T10 FT40 (Durchfluss 40) pipettiert. Dann wurde die restliche Menge des
5xLaufpuffers eingefillt. Die Elektrophorese erfolgte fur 10 min bei 120 V und 1.20
h bei 160 V. AnschlieBend wurden die Gele dreimal fir 1 min in frischem
destilliertem Wasser in der Mikrowelle kurz erhitzt. Dann wurden die Gele in Page
Blue Uber Nacht gefarbt und Uberschissige Farbe am nachsten Tag mittels

destillierten Wassers entfernt. AnschlieRend wurden die Gele digitalisiert.

2.13. lIsolierung von IgM-Antikorpern mittels IgM-Dialyse

Alternativ zur Aufreinigung Uber die IgM-Saule erfolgte die Isolierung von IgM-
Antikérpern aus NMS mittels Dialyse. Hierzu wurde der Dialyseschlauch Biotech
Grade Dialysis Membranes (CE) mit einem Ausschlussvolumen von 120 kDa
verwendet. Zunachst wurde der Dialyseschlauch bei Raumtemperatur 15 min in

Wasser eingelegt und anschliel3end mit aq. dest. gespult.

NMS

Abb. 8: Isolierung von IgM-Antikdrpern mittels Dialyse. Gezeigt ist die Isolierung
von IgM-Antikérpern mittels Dialyse. Entsprechend der Anleitung des Dialyseschlauchs Biotech
Grade Dialysis Membranes Cellulose Ester (CE) erfolgte eine IgM-Dialyse. Der vorbereitete
Dialyseschlauch wurde mit 5 ml gepooltem Serum befiillt und inkubierte in Dialysepuffer (Verhaltnis
10:1000) Uber Nacht bei 4C° auf einem magnetischen Riihrer. Der Dialysepuffer wurde wahrend des
Dialysevorgangs nach 3h, 8h und 14h gewechselt. Das Dialysat wurde mit PBS aufkonzentriert und
bei -20°C gelagert.

'ipsas,ﬂe!a-wm O &

Falcon

Dann wurde 5 ml gepooltes NMS in den Dialyseschlauch gegeben, dieser
verschlossen und in Dialysepuffer (Verhaltnis 10:1000) tGber Nacht bei 4C° auf
einem magnetischen Ruhrer inkubiert. Der Dialysepuffer wurde wahrend des
Dialysevorgangs dreimal gewechselt: nach 3 h, 11 h und 14 h. Anschlieend wurde
das Dialysat aus dem Schlauch entnommen, aufkonzentriert, mit PBS umgepuffert
und bei -20°C gelagert (Abb. 8).
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2.14. Isolierung von IgM-Antikorpern tiber eine Kombination aus IgG- und
IgM-Saulen

Um die Reinheit des isolierten IgM zu maximieren, erfolgte die Aufreinigung hier in

2 Schritten: (i) Abtrennung von IgG Uber eine HiTrap TM Protein G HP, 1ml S&ule

unter Gebrauch einer Pumpe P-1 (ii) mittels kleiner (5 ml) und grof3er (20 ml) IgM-

Saule.

2.14.1. HiTrap TM Protein G HP 1ml Séaule

Fiar die 1gG-Aufreinigung wurde die HiTrap TM Protein G HP, 1 ml Sé&ule unter
Gebrauch einer Pumpe P-1 verwendet. Laut Anleitung wurde das gepoolte
Mausserum mittels 0,2 ym Filter sterilfiltriert und mit gefiltertem IgG-Binding Buffer
im Verhaltnis 1:2 verdinnt. AnschlieRend wurde die Saule mit 15 ml IgG-Binding
Buffer gewaschen. Dann wurde das Mausserum und die gleiche Menge an IgG-
Binding Buffer Uber die Saule laufen gelassen. Beides wurde in einem 30 ml
Schraubenrohrchen zusammen aufgefangen. Dann wurde die Saule bis zur
baseline mit IgG-Binding Buffer gewaschen. Anschlieliend wurde unter Messung
der Proteinkonzentration bei einer OD von 280 nm mit gefiltertem IgG-Elution Buffer
eluiert und das aufgefangene IgG-Eluat im 15 ml Schraubenréhrchen mit 100 ul 1
M Tris-HCL pH 9,0 per ml IgG-Eluat versetzt. AnschlieRend wurde die Saule mit 10
ml IgG-Elution Buffer und 20%-igem Ethanol gewaschen und bei 4°C gelagert. Der
Durchfluss und das IgG-Eluat wurden bei 4°C gelagert. AnschlieRend wurde das
IgG-Eluat mit PBS und der Durchfluss mit MBP Column Preparation Buffer mittels
Centricon-Rohrchen auf ca. 1 ml aufkonzentriert und bei -20°C bzw. bei 4°in PBS
gelagert (Abb. 9). Zur weiteren Aufreinigung Uber die IgM Saule wurde der

Durchfluss der IgG Saule verwendet.

2.14.2. Isolierung von IgM-Antikérper mittels kleiner und groBBer IgM-Saule
Der Ablauf der IgM-Aufreinigung mittels IgM-Saule wurde bereits in Abschnitt 2.11
beschreiben. Zunachst wurde die kleine (5 ml) Saule des IgM-Purification Kit
weiterhin verwendet.

Um grollere Mengen an Material aufreinigen zu kénnen, wurde eine Saule mit 20
ml Saulenmaterial Immobilized Mannan binding Protein, 10 ml settled Gel befullt.
Zunachst wurde die Saule mit 80 ml gefiltertem IgM-Binding Buffer bei 4°C
gewaschen. Dann wurden 2 ml aufkonzentrierter gefilterter IgG-Saulen-Durchfluss

und 8 ml IgM-Binding Buffer je Durchlauf auf die Saule gegeben. Dieses drang in
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die Matrix ein, das Gel wurde aufgeschwenkt und die Saule auf dem Ruttler bei 4°C
30 min inkubiert. AnschlieRend wurde die Saule bei 4°C mit 180 ml IgM-Binding
Buffer gewaschen und der Durchfluss unter Messung bis zur baseline aufgefangen.
Dann wurde 12 ml filtrierter IgM-Elution Buffer bei Raumtemperatur auf die Saule

pipettiert, welches in das Gel vordrang und die Saule aufrecht bei Raumtemperatur

Abb. 9: Isolierung von IgM-Antikorpern mittels kombinierter

IgG und IgM-SéuIe. Gezeigt ist die Isolierung von IgM-Antikérpern mittels
HiTrap TM Protein G HP 1ml Saule und IgM-Séaule. Entsprechend der Anleitung
der HiTrap TM Protein G HP, 1 ml Saule wurde fir die 1gG-Aufreinigung unter
Gebrauch einer Pumpe P-1 das gepoolte NMS/EBA-Serum filtriert und mit

m gefiltertem IgG-Binding Buffer im Verhaltnis 1:2 verdiinnt. AnschlieRend wurde die

Saule mit 15 ml IgG-Binding Buffer gewaschen, das Mausserum und die gleiche

Menge an IgG-Binding Buffer auf die Saule gegeben. Dann wurde die Saule mit

< <D IgG-Elution Buffer gewaschen und anschlieRend mit IgG-Elution Buffer eluiert. Das
— — aufgefangene IgG-Eluat mit 100 pl 1 M Tris-HCL pH 9,0 per ml IgG-Eluat versetzt.
AnschlieBend wurde das IgG-Eluat mit PBS und den Durchfluss mit MBP Column
Preparation Buffer auf ca. 1 ml aufkonzentriert und bei -20°C bzw. bei 4° gelagert.
IgM- Im Anschluss erfolgte die IgM-Aufreinigung zunachst gemal dem IgM-Purification
w Kit. Entsprechend der Anleitung des IgM-Purification Kits wurde die IgM-Saule mit
Saule MBP Column Preparation Buffer (5 ml) und IgM-Binding Buffer (20 ml) bei 4°C
gewaschen. Anschlielend wurde ca. 4,5 ml umgebettetes und nicht steril gefiltertes
NMS sowie 1 ml IgM-Binding Buffer bei 4°C auf die Saule gegeben. Die Saule

inkubierte 30 min bei 4°C auf dem Rittler, wurde dann mit 42 ml IgM-Binding Buffer

NMS/EBA

IgG-

Saule
gewaschen und anschlieRend mit IgM-Elution Buffer bei Raumtemperatur 1h
inkubiert. Der Durchfluss sowie das IgM-Eluat wurden auf ca. 1 ml mit PBS

8 8 8 @ aufkonzentriert und bei -20°C bzw. bei 4°in PBS gelagert. Im Verlauf wurde eine

groere Saule (20 ml) mit Saulenmaterial (Immobilized Mannan binding Protein, 10
ml settled Gel) befiillt. Die IgM-Aufreinigung erfolgte entsprechend der Anleitung
des IgM-Purification Kits bzw. des Immobilized Mannan binding Protein, 10 ml
settled Gel. Die Saule wurde mit 80 ml IgM-Binding Buffer gewaschen. Ca. 2 ml
aufkonzentrierter gefilterter IgG-Saulen-Durchfluss und 8 ml IgM-Binding Buffer
wurden pro Aufreinigung verwendet und nach Inkubation mit 180 ml IgM-Binding
Buffer gewaschen.

IgG-Eluat  FT IgM-Eluat  FT

1h bzw. Uber Nacht inkubiert. Dann wurde das IgM-Eluat unter Messung am
Photometer bis zu einem Wert von 0,02 in einem 50 ml Schraubenréhrchen
gesammelt und ggf. gepoolt. Die Saule wurde mit 40 ml 20%-igem Ethanol
gewaschen und darin aufrechtstehend bei 4°C gelagert. Anschlieend wurden das
IgM-Eluat und der Durchfluss getrennt mittels 15 ml und 30 ml Centricon-Rdhrchen
auf ca. 1 ml aufkonzentriert und in PBS bei -20°C bzw. IgM-Binding Buffer bei 4°C
gelagert (Abb.9).

2.15. Indirekte Inmunfluoreszenz

Um zu untersuchen, ob das gepoolte EBA-Serum sowie dessen aufgereinigte IgM-
und lgG-Eluate eine Bindung an der Haut gesunder Mause eingehen, fuhrte ich eine
indirekte Immunfluoreszenz durch.

Dafur wurden das EBA-Serum sowie dessen aufgereinigte 1IgG- bzw. IgM-Eluate
und als Sekundarantikdrper FITC-gekoppelte Schaf Anti-Maus-Antikorper fur IgM
(Fluorescein (FITC)-conjugated AffiniPure Goat Anti-Mouse IgM, u chain specific)
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und FITC-gekoppelte Esel-Anti-Maus-Antikorper fur 1gG (Fluorescein (FITC)-
conjugated AffiniPure Donkey Anti-Mouse IgG (H+L)) verwendet. Zur Erstellung
einer Verdunnungsreihe wurden das Serum sowie die Eluate mit PBS-T verdunnt
(1:5, 1:25, 1:125). Dann wurde 50 pl je Verdunnung des EBA-Serums sowie dessen
aufgereinigte IgG- bzw. IgM-Eluate auf einen Gefrierschnitt (4 ym) gesunder
Maushaut gegeben. Als Negativkontrolle wurde PBS verwendet. Anschliel3end
wurden die Objekttrager in einer feuchten Kammer fir 2 h bei 37°C inkubiert.
Danach wurden die Gefrierschnitte dreimal 5 min in PBS gespult, mit 50 pl des 1:100
in PBS verdunnten 1gG- bzw. IgM-Sekundarantikdrpers auf die Gewebeschnitte
beschichtet und erneut in einer feuchten Kammer fur 30 min bei 37°C inkubiert.
Nach der Inkubation wurden die Objekttrager wieder dreimal 5 min in PBS
gewaschen und mit 1:1000 in PBS verdinntem DAPI fur eine 1 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Diese wurden dreimal 5 min in PBS-T gewaschen und
unter Verwendung von Mowiol eingedeckelt. Die Gefrierschnitte wurden von Astrid

Fischer angefertigt.
2.16. ROS Release Assay

2.16.1. Isolierung und Aktivierung von neutrophilen Granulozyten

Neutrophile Granulozyten wurden mit Hilfe des Neutrophil Isolation Kit mouse aus
dem Knochenmark gesunder Mause isoliert. Das Verfahren der Isolierung
neutrophiler Zellen aus Mausknochen beruht auf immunomagnetischer Markierung
von Leukozyten mit Ausnahme der neutrophilen Granulozyten. Die markierten
Zellen werden magnetisch von den neutrophilen Granulozyten abgetrennt, sodass
sich diese als einzige Fraktion der Leukozyten im Uberstand befinden.

AnschlieRend werden sie abpipettiert und weiterverarbeitet.

Die folgenden Arbeitsschritte wurden unter sterilen Bedingungen an der
Sterilwerkbank durchgefuhrt. Die Knochenentnahme erfolgte durch PD Dr. rer.
physiol. Katja Bieber (Anzeige 5 2017-09-05_Bieber, 6 Mause).

i) Zellgewinnung aus dem Knochenmark
Fir die Zellgewinnung aus dem Femur wurde zunachst ein 15 ml
Schraubenréhrchen mit jeweils 2-4 ml HBSS prep beflllt. Anschlie®end wurde das

Schraubenréhrchen auf Eis gestellt. Das Femur wurde aus der Maus entnommen
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und in das vorbereitete Schraubenréhrchen tberfihrt. Das Femur wurde prapariert
und die Femurenden entfernt. Ein 50 ml Schraubenréhrchen wurde mit einem
sterilen Sieb (70 pym) bestlckt, das Knochenmark des Femurs mit ca. 2-5 ml HBSS
prep aus dem Knochen mittels einer 20 ml Spritze mit einer Nadel (26G1/2)
ausgespult und im vorbereiteten 50 ml Schraubenréhrchen aufgefangen. Mit einem
Stampfer (Stopfer aus einer 1 ml Spritze) wurden im Sieb hinterbliebene
Knochenmarksreste ausgedrickt und das Sieb anschlieBend mit HBSS prep
gespult. Anschlief3iend wurden die Zellklumpen mittels 25 ml Pipette resuspendiert
und auf 20 ml mit HBSS prep aufgefullt. Danach wurde bei 400xg fur 5 min bei RT
zentrifugiert. Dann wurde der Uberstand abgesaugt, die Zellen in MACS-Puffer
resuspendiert und in der Neubauer-Zahlkammer gezahlt. Die Zellzahl wurde
ermittelt, indem 10 pl der Zellsuspension mit 190 pl Trypanblau verdinnt wurden
und die Anzahl der sich in zwei 4 x 4-Felder der Zahlkammer befindenden Zellen
unter dem Mikroskop bestimmt wurde. Das arithmetische Mittel wurde mit dem
Kammerfaktor 10.000 und dem Verdunnungsfaktor 20 multipliziert, um die Zellzahl
pro ml Suspension zu erhalten. Die Zellen wurden mit CL-Medium weiter verdinnt,

bis die gewinschte Zelldichte von 2x10% Zellen pro ml erreicht war.

ii) Neutrophilen-Isolation mittels Neutrophil Isolation Kit mouse

Im ersten Schritt wurden die Zellen bei 300xg flr 7 min bei RT zentrifugiert und der
Uberstand danach abgesaugt. Das Zellpellet wurde in 200 ul MACS-Puffer je 5x107
Zellen resuspendiert. Anschlielend wurden 50 ul Neutrophil Biotin-Antibody
Cocktail je 5x107 Zellen hinzugefligt, gut gemischt und fiir 10 min im Kihlschrank
inkubiert. Dann wurden die Zellen mit 5-10 ml MACS-Puffer je 5x10’” Zellen
gewaschen, bei 300xg fur 7min zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Das
Zellpellet wurde in 400 yl MACS-Puffer je 5x107 Zellen resuspendiert. Dann wurden
100 pl Anti-Biotin MicroBeats je 5x107 Zellen hinzugefiigt, gut gemischt und fir
15min im Kuhlschrank inkubiert. Die Zellen wurden mit 5-10 ml MACS-Puffer je
5x107 Zellen erneut gewaschen, bei 300xg fiir 7 min zentrifugiert und der Uberstand
abgesaugt. Das Zellpellet zu 10° Zellen in 500 yl MACS-Puffer resuspendiert (bei
hdherer Zellzahl wurde das Puffervolumen angepasst). AnschlieRend wurde die LS
column in das magnetische Feld eines passenden MidiMACS Separators and
MACS MultiStands gestellt. Die Saule wurde mit 3 ml MACS-Puffer gespult und
aquilibriert, der Filter mit 500 yl MACS-Puffer durchgespult und aquilibriert (Der
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MACS-Puffer wurde in einem 15 ml Schraubenrohrchen aufgefangen). Die
Zellsuspension wurde anschlieBend durch die Saule laufen gelassen und die
Neutrophilen in einem 15 ml Schraubenrérchen aufgefangen. Im Anschluss wurde
dreimal mit 3 ml MACS-Puffer gespult und der Durchfluss wurde ebenfalls mit zu
den Neutrophilen gegeben.

Die mit Hilfe des Neutrophil Isolation Kit mouse isolierten Granulozyten wurden
anschlieBend durch IC bestehend aus laborintern hergestelltem Antigen
(mCol7"WFA2) und Antikorper (laborintern hergestelltes anti-mCol7VWFA%-IgG bzw.
IgM-Eluat des EBA-Serums (anti-mCol7'WFA2-|gM) aktiviert, um im ROS Release

Assay die Aktivierbarkeit der isolierten neutrophilen Granulozyten zu prifen.

2.16.2. Durchfiihrung des ROS Release Assay

Fir den ROS Release Assay wurde eine weille 96-Well-Platte benutzt und alle
Messungen wurden als Doppelbestimmung durchgefuhrt (Abb. 10).

Zunachst wurde 1 pg Antigen (laborintern hergestelltes mCol7VFA2) in 100ul
Carbonatpuffer angesetzt, 100 pl Antigen-Carbonatpuffer-Lésung in die
entsprechenden Wells und 100 ul Carbonatpuffer in die Gbrigen Wells gefllt. Dann
wurde die Platte fur 60 min bei Raumtemperatur auf einem Schdttler inkubiert.
Danach wurde die Platte dreimal gewaschen, indem die Wells mit 300 pyl PBS-T
befullt, ausgeschuttelt und ausgeklopft wurden. Anschlie3end wurde 200 ul ROS-
Blocking-Puffer in jedes Well gegeben und die Platte Uber Nacht bei 4°C inkubiert.
Die Platte wurde erneut wie oben beschrieben dreimal mit PBS-T gewaschen und
dann 100 pl des verdinnten Antikorpers der Konzentration 2 pg/ml ROS-Blocking-
Buffer in die entsprechenden Wells und 100 pl des ROS-Blocking-Puffers in die
entsprechenden Wells ohne Antikorper pipettiert. Als Antikdrper wurden laborintern
hergestelltes anti-mCol7"WFA%-|gG bzw. das aufgereinigte IgM-Eluat des EBA-
Serums (anti-mCol7"WFA2-|gM) verwendet. Die Platte wurde anschlieRend fiir
mindestens 60 min bei Raumtemperatur auf einem Schuttler inkubiert und
anschlie3end dreimal mit 300 ul PBS-T gewaschen, bevor 100 ul des CL-Mediums
in alle Wells pipettiert und die Platte erneut auf dem Schuttler bei Raumtemperatur
inkubiert wurde. Kurz vor der Zellzugabe wurde die Platte ausgeklopft und wieder
mit 100 pl/Well CL-Medium befullt. Wells, die fir die Negativkontrollen nur Zellen,
Antigen, Antikérper bzw. PMA (Endkonzentration von 0,1 ug/ml) und Zellen als

Positivkontrolle enthalten sollen, wurden mit der Zellsuspension entsprechenden
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Menge an ROS-Blocking-Buffer beschichtet. Anschlie®end wurden 10 pl Luminol
(ca. 2,2 mg Luminol in 1,1 ml ddH20, daflr 2,2 mg Luminol in 8,8 ul NaOH I6sen
und mit 1,1 ml ddH20 je 2,2 mg Luminol verdinnen) angesetzt, welches bei im
Rahmen der vierstiindigen Messung vom ELISA plate reader bzw. GloMax Discover
Microplate Reader hinzugeflgt wird. Dann wurden die Zellen in CL-Medium auf eine
Konzentration von 2,5x 10° Zellen/ml eingestellt und 100 ul Zellsuspension je Well
hinzugeflgt. Durch die Bindung der Zellen an die ICs wurden die Zellen aktiviert
und setzten ROS frei. Die Messung bei 37°C detektiert die vom oxidierten Luminol
emittierten Photonen im blauen Bereich des Lichtspektrums. Die mehrstindige
Messung ergibt je einen Absorptionswert pro Sekunde flr mehrere Wiederholungen.

Ag (mCol7WWFa2) IC Ak Zellen (unstimuliert)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

IgM Eluat A
(anti-mCol7vWFAZ-|gM)
B PMA PMA PMA
C
anti-mCol7YWFA2-|gG
D PMA PMA PMA

Spender 1 | Spender 2 | Spender 3

Abb. 10: Schema der ROS Release Assay-Plattenbelegung. Gezeigt ist die Belegung einer 96-Well-Platte.
Die Spalten 1-3 wurden mit Ag (laborintern hergestelltes mCol7"F2), die Spalten 4-6 mit IC (Antigen (laborintern hergestelltes
mCol7""FA2) und Antikérper (laborintern hergestelltes anti-mCol7""FA2-IgG bzw. IgM-Eluat des EBA-Serums (anti-mCol7"WFA2.
IgM)), die Spalten 7-9 mit Ak (Laborintern hergestelltes anti-mCol7"W2.IgG bzw. IgM-Eluat des EBA-Serums (anti-
mCol7"WFA2.IgM) und die Spalten 10-12 mit Zellen (neutrophile Granulozyten unstimuliert) beschichtet. In Zeile A und B wurde
das IgM-Eluat (anti-mCol7"WF2-IgM) und in Zeile C und D das Laborintern hergestellte anti-mCol7""F2-IgG. als Antikérper
verwendet. Spender 1 (hellblau), Spender 2 (mittelblau) und Spender 3 (dunkelblau) sind die drei verwendeten Mause, aus
denen die neutrophilen Granulozyten gewonnen wurden. Als Positivkontrolle diente PMA (B1-3 und D1-3)). Die Zellen
(neutrophile Granulozyten) wurden auf einer Verdiinnung von 2,5x 10° Zellen/ml eingestellt. Ag: Antigen; Ak: Antikérper; IC:
Immunkomplex, n= 2x mit je 3 Spendern durchgefiihrt.

Davon ausgehend wird das Integral aus der Flache unter Kurve der detektierten
Menge der ROS bestimmt, um den Verlauf der ROS-Freisetzung wahrend der
Messung quantifizieren zu kdnnen. Zur Analyse wurde die Flache unter der Kurve

der jeweiligen Verlaufe der Lumineszenz uUber die Zeit bestimmt.

2.17. Statistische Analyse

Die statistische Analyse erfolgte anhand von Kruskal-Wallis-Tests mit Bonferoni-
Post-Test, welche fur Mehrfachvergleiche von nicht normalverteilten Daten
verwendet werden. p<0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen. Alle Daten
wurden mittels Graph-Pad Prism V7 analysiert und als Tukey Box-und Whisker Blot
dargestellt.
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3. Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war es, eine Methode zur Isolation von IgM aus Mausserum zu
etablieren. Unseres Wissens gibt es bislang bis auf eine Veroffentlichung'4? keine
weiteren, die diese Methode beschreibt. Mit Hilfe von entsprechenden Saulen ist
bisher nur die Isolation aus Aszitisliberstand beschrieben486.100.141 Daher wurden
zunachst gepoolte Seren gesunder Mause verwendet und 3 Methoden verglichen:
(i) direkte Aufreinigung uber eine kommerziell erwerbliche IgM Saule, (ii) Isolation
uber Dialyse und (iii) Abtrennung von IgG aus dem Serum und anschliel3end eine
Aufreinigung Uber eine kommerziell erwerbliche IgM Saule. Die wirksamste
Methode wurde dann zur Aufreinigung von IgM aus Serum von Mausen mit
experimenteller EBA verwendet. Eine potenzielle Pathogenitat von IgM bei EBA

wurde in vitro Uberpruft.

3.1. Bestimmung der Konzentration von IgG, IgM und IgA in NMS

In einem ersten Schritt musste die Konzentration von 1gG, IgM und IgA in NMS
kontrolliert werden, um die Beladungsmenge fur die IgM Saule festzulegen.
Normwerte hierfur liegen bei 2000-5000 ug/ml fur 1gG, 800-6500 pg/ml far IgM und
1000-3200 ug/ml fir IgA (Tab. 4)°. Aus diesem Grund wurde zunachst die
Antikorperkonzentration im gepoolten NMS fur die Subklassen IgG, IgM und IgA

bestimmt.

e IgG (pg/ml IgM (ug/ml IgA (pug/ml

NMS 2000-5000 800-6500 1000-3200

Tab. 4: Immunglobulinkonzentration in normalen Serum von Mausen modifiziert nach’®. Gezsigt
sind die Immunglobulikonzentrationen von IgG, IgM und IgA in NMS.

Anhand einer Standardkurve fur jeden Antikérper konnte die Menge an Maus-IgG,
-IgM und -IgA in der untersuchten Probe berechnet werden {Abb. 11). Dafur wurden
die gemessenen Absorptionswerte abzuglich des Leerwerts fur jede
Standardkonzentration gegen die entsprechende Maus-Antikérperkonzentration
aufgetragen. Die Werte wurden Uber eine sigmoidale Regression (Chapman, 3
Parameter) bestimmt. Um den genauesten Wert zu bestimmten, wurde der
Mittelwert der verschiedenen Verdlnnungsstufen ermittelt. Werte, die aufgrund

einer zu hohen oder niedrigen Konzentration auferhalb der Regressionskurve
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lagen, wurden ausgeschlossen. Um die Antikdrperkonzentration in der
unverdinnten Probe zu erhalten, wurde die berechnete Antikdrperkonzentration mit
dem Verdinnungsfaktor multipliziert.

Die Konzentrationen der jeweiligen Antikdrper 1gG, IgM und IgA, welche mittels
ELISA bestimmt wurden (Tab. 5), entsprachen weitestgehend den in der Literatur
vorliegenden Grenzwerten fur IgG, IgM und IgA im NMS (2000-5000 ug/ml far 1gG,
800-6500 pg/ml flr IgM und 1000-3200 pg/ml fiir IgA) (Tab. 4)7°. Die Messungen in
5 verschiedenen Pools ergaben Werte von 1773,9-6055,0 ug/ml fur 1gG, 439,0-
2083,9 pg/ml fur IgM und 892,5-7642,0 ug/ml far IgA (Tab.5).

IgG (mg/ml) IgM (mg/ml) IgA (mg/ml) V;’I‘;fc“hdnel:t'"

NMS Pool 1 6055,0 pg/ml 1210,0 ug/ml 7642,0 pg/m

NMS Pool 2 3861,0 ug/ml 439,0 ug/ml 2956,0 pg/ml 3 3

NMS Pool 3 2285,8 pg/ml 2083,9 pg/ml 2808,7 pg/ml 3.5.
NMS Pool 4 2308,2 ug/ml 521,0 pg/ml 3021,8 ug/ml 3.6.1
NMS Pool 5 1773,9 ug/mi 456,9 ug/ml 892,5 pg/ml 3.6.1

Tab. 5: Konzentration von IgG, IgM und IgA in NMS-Serum mittels ELISA. Gezeigt sind
Immunglobulinkonzentrationen von IgG, IgM und IgA im NMS nach Messungen mittels ELISA. Im Verlauf dieser Doktorarbeit
wurden 5 verschiedenen NMS Pools verwendet.

3.2. Ausschluss von Kreuzreaktionen der verwendeten ELISA Kits

Eine Kreuzreaktionen der einzelnen Antikorper der ELISA Kits mit den anderen
untersuchten Subklassen (IgG, IgM und IgA) wurde das Ergebnis der
Konzentrationsbestimmung in allen folgenden Untersuchungen verfalschen. Da das
Ziel dieser Arbeit jedoch eine Isolation von IgM (unter entsprechender Abtrennung
von IgG und IgA) ist, muss unterschieden werden, ob das Vorhandensein anderer
Subklassen auf eine Kreuzreaktion des IgM ELISA Kits mit anderen Subklassen

oder eine Verunreinigung zuruck zu fuhren ist.

Zur Uberprifung der Kreuzreaktion der einzelnen ELISA Kits mit den anderen
untersuchten Subklassen (IgG, IgM und IgA) wurde ein ELISA wie in Abschnitt 2.9
und 2.10. beschrieben durchgeflhrt.

Bei einer Serumverdinnung von 1:2500 ergab sich bei einer Beschichtung mit IgG
eine 2,4%-ige Kreuzreaktion mit IgM (0,012 mg/ml) und eine 0,6%-ige mit IgA (0,033
mg/ml), bei einer Beschichtung mit IgA waren es eine 0,71%-ige Kreuzreaktion mit
IgG (0,067 mg/ml) und eine 9,8%-ige mit IgM (0,049 mg/ml) und bei einer
Beschichtung mit IgM ergaben sich eine 0,86%-ige Kreuzreaktion mit IgG (0,082
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mg/ml) und eine 4,29%-ige mit IgA (0,236 mg/ml). Die im Kit mitgelieferte

Serumprobe diente als Referenz (Tab. 6).

i : . o 0,012 0,033
IgG-Beschichtung 1:100 1:2500 9,5 (2.4%) (0.6%)

i : . 0,082 o 0,236
IgM-Beschichtung 1:100 1:2500 (0,86%) 0,5 (4,29%)

0,067 0,049

IgA-Beschichtung 1:100 1:2500 (0,71%) (9.8%)

5,5*

Tab. 6: Kreuzreaktion der einzelnen Antikérper 1gG, IgM und IgA im NMS mit

denSekundarantikorpern mittels ELISA. Gezeigt sind die Kreuzreaktionen der einzelnen Antikérper IgG, IgM
und IgA des NMS mit den Sekundarantikdrpern des Mouse Elisa Quantititation Sets. Fir diesen ELISA wurde die
Mikrotiterplatte mit den jeweiligen Affinitatsantikdrpern gegen IgG, IgM oder IgA beschichtet. Die im Kit mitgelieferte
Serumprobe diente als Referenz. Als Sekundéarantikorper dienten die beiden anderen HRP-gekoppelten Antikorper.
*Serumkonzentration der jeweiligen Antikdrper (bestimmt durch Fa. Bethyl nach Angaben im ELISA Kit).

3.3. Bestimmung der Konzentration von IgG, IgM und IgA in NMS im ELISA
nach Aufreinigung mittels IgM-Saule

Zur lsolierung der IgM-Antikdrper aus NMS wurde im ersten Versuch zunachst

lediglich eine kauflich erwerbliche IgM Saule verwendet. Die IgM-Aufreinigung

wurde entsprechend der Anleitung aus dem IgM-Purification Kit durchgefuhrt.

Es zeigte sich, dass der prozentuale Anteil von IgM am Gesamtimmunglobulin im
NMS ca. 6% (3292,5 ug/ml) betragt. Nach der Aufreinigung mittels IgM-Saule betrug
der prozentuale Anteil von IgM im aufgereinigten IgM-Eluat ca. 27% der
Gesamtmenge des IgM im NMS (892,1 pg/ml: Eluate-Mix (E1-E6) (133,6 pg/ml) und
IgM-Eluate-Mix (E7-E40) (758,5 pg/ml)). Es wird somit deutlich, dass ein grolRer Teil
an IgM im aufgereinigten IgM-Eluat vorhanden ist. Es zeigt sich, dass sich der
grofdte Anteil von IgG und IgA wie gewtnscht im Durchfluss befindet, somit aus dem
IgM-Eluat entfernt werden konnte.

Dies zeigt einerseits den Erfolg der Methode, jedoch war im Vergleich zu IgM (892,1
pMg/ml) auch noch sehr viel IgG (648,7 pg/ml) und IgA (385,6 pg/ml) im
aufgereinigten IgM-Eluat (Eluate-Mix (E1-E6) und IgM-Eluate-Mix (E7-E40))
vorhanden: prozentuales Verhaltnis 46,3 1IgM%, 33,7% 1gG und 20,0% IgA. Das
Problem bestand somit folglich darin, dass wenn man den Effekt von IgM

untersuchen will, ein reineres aufgereinigtes IgM-Eluat notwendig ist. Da diese
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Methode den gewtlnschten Effekt nicht erbringt, mussten somit weitere Methoden

ausprobiert werden (Tab. 7).

lgG IgM IgA
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
NMS
Pool 2 28957 5 32925 221700
o 75 38610 (o300 4390 e 20560 | 30 700y
Séule)
Eluate-

. 164,0 1336 78,5
(EII;I-IEG) 13 127.0 e 102,8 ey 60.4 i
Eluate-

Mix 4847 758.5 3071
(E7- Sl IS0 313%) 2090 (48,9%) 60 (19,8%)
E40)
22.8 72,6 13,0
E3 2.0 14 i 36,3 o 6.5 DA
5,8 21,6 3,6
= U 2.9 (18,7%) 10 (69,7%) B (11,6%)
0 0 48
e - o (0,0%) E (0,0%) o (100%)
75972 1432 1488.8
FT1 2.0 SRS | 716 i 744 4 e
11,2 15,4 236
FT13 2.0 55.6 AT 77 L 11,8 o
0 0 12,8
FT40 2.0 0 S 0 S 6.4 Ao

Tab. 7: Konzentration von IgG, IgM und IgA im NMS, in den IgM-Eluaten Eluate-Mix (E1-E6),
Eluate-Mix (E7-E40), E3, E6 und E40 sowie im Durchfluss FT1, FT13 und FT40 in NMS mittels

ELISA nach Aufreinigung mittels IgM-Saule. Gezeigt sind die Konzentrationen der jeweiligen Antikérper IgG,
IgM und IgA in den IgM-Eluaten Eluate-Mix (E1-E6), Eluate-Mix (E7-E40), E3, E6 und E40 sowie im Durchfluss FT1, FT13
und FT40 des normalen Mausserums nach Aufreinigung mittels IgM-Sé&ule. Es sind jeweils die vorhandenen Volumina in ml,
die Konzentrationen der Antikdrper in ug/ml sowie die Gesamtkonzentration der Antikorper je vorhandenem Volumen und der
prozentuale Anteil angegeben.

3.4. Gelelektrophorese nach IgM-Saule

Zur Kontrolle der Reinheit des aufgereinigten IgM-Eluats aus NMS wurde nach der
Isolation Uber die IgM-Saule zusatzlich noch eine Gelektrophorese durchgefuhrt.
Diese erfolgte in einem reduzierenden und einem nicht-reduzierendem 6% SDS-

Gel in Vergleich.

In beiden Gelen sind Banden in den Spuren des Serums 5 pg, des Serums 25 ug
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und in FT1 zu sehen. In den Proben der IgM-Eluate E3, E6 und E40 sowie im
Durchfluss FT13 und FT40 sind keine Banden sichtbar.

Dabei entsprechen im reduzierenden Gel (Abb. 11) die Banden bei 50 kDa
erwartungsgemaly den schweren Ketten von IgG, die bei 65-70 kDa denen von
IgM8%. Leichte Ketten bei 25 kDa sind nicht detektierbar. Aufgrund der
Denaturierung ist eine Unterscheidung der Ig-Subklassen schlecht moglich. Im
reduzierten Gel ist eine Bande bei 66,5 kDa sichtbar. Diese entspricht dem
Serumalbumin (Abb. 11).

Eluate Durchfluss

Marker Serum (5 pg) @ Serum (25 pg) E1 E6 E40 FT1 FT13 FT40

Abb. 11:
Reduzierendes
SDS-Polyacrylamid-
Gel nach Aufrei-
nigung mittels IgM-
Saule. Gezeigt ist ein
reduzierendes SDS-
Polyacrylamidgel. Es
erfolgte eine
gelelektrophoretische
Auftrennung folgender
Proben: Marker, NMS 25
ug, neg. Kontrolle, NMS 5
ug sowie die IgM-Eluate E3,

260

140

100

70

0
s E6 und E40 und den

Durchfluss FT1, F1T3 und
FT40. Die Banden wurden
und mit Page Blue sichtbar
gemacht. Als Standard
diente der Spectra
Multicolor Broad Range
Protein Ladder.

40

35

25

Die Banden im nicht-reduzierenden Gel (Abb. 12) liegen bei ca. 150 kDa (IgG) und
300 kDa (IgA) Die Pentamerform des IgM ist im nicht-reduziertem Gel bei 900-950
kDa nicht detektierbar. Das Molekul ist groRer als der mit dem Gel maogliche
detektierbare Bereich. Zusatzlich ist im nicht-reduzierten Gel auch eine Bande bei
50 kDa detektierbar. Diese entspricht der schweren Kette von IgG, so dass von
einer leichten Denaturierung der Probe ausgegangen werden muss, also war es

denaturiert.

Da aufgrund der geringen Proteinkonzentration keine sichtbaren Banden im Eluat
nachweisbar waren, wurde der Ansatz nicht weiter verfolgt. Die vorhandene

Probenmenge war zu gering fur weitere Ankonzentrierungen.
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Eluate Durchfluss

Marker Serum (5ug) @  Serum (25 pg) E1 E6 E40 FT1 FT13 FT40 Abb 12 NICht

reduzierendes SDS-
Polyacrylamidgel
nach Aufreinigung

260 mittels IgM-Saule.
Gezeigt ist ein nicht-
o reduziertendes SDS-
Polyacrylamidgel. Es
erfolgte eine
¥ oo- gelelektrophoretische
Auftrennung folgender
70 Proben: Marker, NMS 25
pg, neg. Kontrolle (keine
Probe), NMS 5 pg sowie
die IgM-Eluate E3, E6 und
E40 und den Durchfluss
FT1, F1T3 und FT40. Die
35 Banden wurden mit Page
Blue sichtbar gemacht. Als
Standard  diente  der
Spectra Multicolor Broad
Range Protein Ladder.

140

100

50

40

25

15 -

3.5. Bestimmung der Konzentration von IgG, IgM und IgA in NMS im ELISA
nach Aufreinigung mittels Dialyse

Da die Aufreinigung von IgM Uber eine Saule noch mit einem betrachtlichen Anteil

IgG verunreinigt war (Abschnitt 3.3), wurde in einem Alternativerfahren mittels 120

kDa MWCO Dialyseschlauch versucht IgG-Antikdrper aus dem NMS abzutrennen

(Abschnitt 2.13).

In der Auswertung des nachfolgenden ELISAs zeigte sich, dass die ermittelten
Antikérperkonzentration von 1gG (2285,8 ug/ml), IgM (2083,9 pg/ml) und IgA
(2808,7 pg/ml) im hier verwendeten NMS vor der Aufreinigung im Bereich der in der
Literatur beschriebenen Normwerte 2000-5000 pg/ml fur IgG, 800-6500 ug/ml flr
IgM und 1000-3200 pg/ml fir IgA (Tab. 4)7° liegen. Von allen Antikérpern (IgG:
2285,8 ug/ml; 31,8%, IgM: 2083,9 ug/ml; 29,0% und IgA: 2808,7 ug/ml; 39,1%) sind

hier im NMS allerdings annahernd gleiche Mengen gemessen worden.

Es zeigt sich, dass im Dialysat eine gewisse Menge von IgM (20,3%) vorlag;
allerdings auch grof3e Mengen IgA (26,7%) und IgG (53,0%) (Tab.8).
Somit ist eine Abtrennung von IgG uber eine Dialyse leider nicht mdglich,

Dialyseschlauche mit einem grofieren MWCO waren nicht verfugbar.
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Gesamt- Gesamt- Gesamt-

Volumen lgG menge IgM menge IgA menge

(ml) (ng/ml) IgG (ng/ml) IgM (ng/ml) IgA

(na) (na) (na)
NMS 11429, 1 10419,5 14043, 1
Pool 3 2 22858 (3189) 20839 5gqyy 28087 (39 1)
. 18452,0 7062,6 9279,2
Dialysat 2 9226,0 (53.0%) 3531,3 (20.3%) 4639,6 (26,7%)

Tab. 8: Konzentration von IgG, IgM und IgA in NMS und im Dialysat nach Aufreinigung mittels

120 kDa Dialyseschlauch. Gezeigt sind die Konzentrationen der jeweiligen Antikérper IgG, IgM und IgA in NMS und
im Dialysat nach Aufreinigung mittels 120 kDa Dialyseschlauch. Es sind jeweils die vorhandenen Volumina in ml, die
Konzentrationen der Antikdrper in pg/ml sowie die Gesamtkonzentrationen der Antikorper je vorhandenen Volumina (auch in
Prozent) angegeben.

3.6. Bestimmung der Konzentration von IgG, IgM und IgA in NMS und
EBA-Serum im ELISA nach Aufreinigung mittels kombinierter IgG-und
IgM-Saule

Da nach Aufreinigung uber die IgM Saule noch Verunreinigungen mit IgG im Eluat

vorhanden waren (Abschnitt 3.3) und eine Abtrennung von IgG Uber eine Dialyse

nicht moglich war (Abschnitt 3.5), versuchte ich im nachsten Schritt eine Abtrennung
von IgG uber eine Saule durchzufuhren, bevor eine Aufreinigung mit einer IgM

Saule durchgefuhrt wurde.

Hierzu wurde die kommerziell erworbene IgM-Saule mit einer davor laufenden IgG-

Saule in einem Pumpensystem (Abschnitt 2.14) kombiniert. Das Mausserum wurde

somit zuerst Uber die IgG-Saule laufen gelassen. Der Durchfluss und das IgG-Eluat

wurden im Anschluss uber eine 5 ml IgM-Saule aufgereinigt. Zur Aufreinigung

groRerer Mengen von NMS und EBA-Serum wurde eine selbst hergestellte 20 ml

IgM Saule verwendet (Abschnitte 2.14). Der Durchfluss und das Eluat der IgG und

IgM-Saulen wurden anschlieRend far die Bestimmung der

Immunglobulinkonzentration verwendet.

3.6.1. Analyse der Immunglobulin Subklassen nach Aufreinigung von NMS

Nach Aufreinigung mittels kommerziell erworbener IgM-Saule mit davor laufender
IgG-Saule befand sich im aufgereinigten IgG-Eluat des NMS fast ausschlieflich IgG
(93,4%). IgM (2,4%) und IgA (4,5%) waren nur schwach nachweisbar. Im Durchfluss
(FT) nach der IgG-Saule war wie erwartet fast kein IgG (0,1%) zu finden, daftr aber
eine gewisse Menge an IgM (21,5%) und viel IgA (78,4%). Im aufgereinigten IgM-
Eluat befindet sich viel IgM (78,4%). IgG ist fast gar nicht (0,1%), eine gewisse
Menge an IgA (21,5%) vorhanden. Im Durchfluss (FT) nach der IgM-Saule ist sehr
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viel IgA (89,4%). 19G (0,1%) ist kaum zu finden. Jedoch befindet sich auch noch
gewisser Teil an IgM (10,5%) im Durchfluss (FT) (Tab.9).

Volumen IgG IgA
(ml) (ng/ml) (ng/ml)

M as e SR8 e GED wme S0
Igg-lgg'zle 5 (A2 (22112 5/?) el (3,13(/1) 9 (15575/3)
Ing:Sg'ule e 149 (o?i%A,) A0 (12??35/?) 10204 (?%?15/3)
Igls-lgg':lle Y il (0?1' 1%,) By (7%?494) e (2??!3?4)
IngS.g'ule 142 A (0?1'%4,) A8 (12 3 %5/1) AVES, (%%?%/Z)

Tab. 9: Konzentration von IgG, IgM und IgA in NMS, in dessen IgM- und IgG-Eluat sowie dem

jeweiligen Durchfluss FT nach Aufreinigung mittels kombinierter IgG- und kleiner IgM-Saule.
Gezeigt sind die Konzentrationen der jeweiligen Antikérper 1gG, IgM und IgA in NMS, in dessen IgM- und IgG-Eluat sowie
dem jeweiligen Durchfluss (FT) nach Aufreinigung mittels kombinierter IgG- und kleiner IgM-Saule. Es sind jeweils die
vorhandenen Volumina in ml, die Konzentrationen der Antikérper in ug/ml sowie die Gesamtkonzentrationen der Antikérper
pro vorhandenem Volumenangegeben. Die Prozentangaben zeigen die Menge der jeweiligen Antikdrper am
Gesamtimmunglobulin, die nach Aufreinigung im Eluat und Durchfluss FT noch vorhanden ist. Als Ausgangsmenge fir das
IgG-Eluat sowie den FT nach IgG-Saule dient das NMS, fiir das IgM-Eluat sowie den FT nach IgM-Saule der FT nach IgG-
Saule.

Nach Aufreinigung mittels selbst hergestellter IgM-Saule mit davor laufender IgG-
Saule zum Erhalt gro3erer Mengen an IgM befand sich im aufgereinigten 1gG-Eluat
ebenfalls fast ausschlielich IgG (99,2%). IgM (0,3%) und IgA (0,5%) waren kaum
vorhanden. Im aufgereinigten IgM-Eluat befand sich viel IgM (57,9%). 1gG ist kaum
(6,2%), ein etwas groRerer Anteil von IgA aber (35,9%) auch vorhanden. Im
Durchfluss (FT) nach der IgM-Saule ist viel IgA (72,8%) und eine gewisse Menge

an 1gG (21,8%) zu finden. Jedoch befindet sich auch noch ein kleiner Teil an IgM
(5,4%) im Durchfluss (FT) (Tab.10).

Um die entsprechende Menge an Antikorpern fur die nachfolgenden Versuche zu
erhalten, wurde die kombinierte 1gG- und IgM-Saulen-Aufreinigung mehrfach
durchgefuhrt. Der prozentuale Anteil betrug im IgG-Eluat (1 ml) 98,6% IgG, 0,4%
IgM und 1,0% IgA; im IgM-Eluat (1 ml) 4,1% IgG, 55,3% IgM und 40,6% IgA.
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Gesamt- Gesamt-

Volumen menge igM menge IgA
(ml) I9G (mg/mil) IgM (ng/mil)
(ng) (ng)

NMS 12417,3 31983 62475
Pool5 0 1739 gggy) 4969 q46y) 8925 (269

Eluat 78161 25,7 38,7
IgG-Siule 4% 17369 9900 BT (g3%) 86 g5y

Eluat 53,9 500,9 310,5
gM-sautle  >° 1A oy 13T 579y 88T (3599,
FT 28377 7083 9499.5
IgM-Sdule O 3193 o18%) BT (5a%) 10999 (7289

Tab. 10: Konzentration von IgG, IgM und IgA in NMS, in dessen IgM- und IgG-Eluat sowie im

Durchfluss FT nach IgM-Saule nach Aufreinigung mittels groRer IgM-Saule. Gezeigt sind die
Konzentrationen der jeweiligen Antikorper IgG, IgM und IgA in NMS, in dessen IgM- und IgG-Eluat sowie im Durchfluss FT
nach IgM-Saule nach Aufreinigung mittels grofRer IgM-Saule. Es sind jeweils die vorhandenen Volumina in ml, die
Konzentrationen der Antikérper in ug/ml sowie die Gesamtkonzentrationen der Antikérper pro vorhandenen Volumina
angegeben. Die Prozentangaben zeigen die Menge der jeweiligen Antikorper am Gesamtimmunglobulin, die nach
Aufreinigung im Eluat und Durchfluss FT noch vorhanden ist. Als Ausgangsmenge fiir das IgG-Eluat sowie den FT nach IgG-
Saule dient das NMS, fiir das IgM-Eluat sowie den FT nach IgM-Saule der FT nach IgG-Saule.

3.6.2. Analyse der Subklassen nach Aufreinigung von EBA-Serum

Da die Isolation aus NMS mittels kombinierter IgG- und IgM-Saule erfolgreich
durchgefuhrt werden konnte (Abschnitt 3.6.1.), habe ich im Anschluss die Isolation
aus EBA-Serum mittels diesem Aufreinigungsverfahren durchgefuhrt.

Nach dieser kombinierten Aufreinigung befand sich im aufgereinigten IgG-Eluat fast
ausschlieBlich 1gG (99,7%). IgM (0,1%) und IgA (0,2%) waren kaum nachweisbar.
Im aufgereinigten IgM-Eluat befand sich fast ausschlief3lich IgM (87,8%) und wenig
IgG (4,3%) und IgA (7,9%). Im Durchfluss (FT) nach der IgM-Saule war viel IgA
(62,5%), ein noch etwas groRerer Anteil von IgG (26,4%) sowie noch etwas IgM
(11,1%) zu finden. Im EBA-Serum vor Aufreinigung zeigten sich weitgehend die zu
erwartenden Konzentrationen von IgG, IgM und IgA (2000-5000 pg/ml fur 1IgG, 800-
6500 pg/ml fur IgM und 1000-3200 pg/ml fir IgA (Tab. 4)°) im ELISA:
Konzentrationen von IgG (4859,3 ug/ml), IgM (306,3 ug/ml) und IgA (534,2 ug/ml)
(Tab.11).

Um die entsprechende Menge an Antikorpern fur die nachfolgenden Versuche zu
erhalten, wurde die kombinierte 1gG- und IgM-Saulen-Aufreinigung mehrfach
durchgefuhrt. Der prozentuale Anteil betrug im IgG-Eluat (1ml) 99,5% 19G, 0,2%
IgM und 0,3% IgA; im IgM-Eluat 22,6% IgG, 53,8% IgM und 23,6% IgA.
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Die Eluate von IgM und IgG aus NMS und EBA-Serum wurden anschlieRend auf
0,4 mg/ml mit PBS eingestellt und entsprechend aliquotiert.

Gesamt- Gesamt- Gesamt-
Volumen lgG menge igM menge IgA menge
(ml) | (ng/ml) I9G (ng/mil) IgM (ng/ml) IgA
(ng) (ng) (ng)

EBA-Serum 12,0 48593 ?553’121/;? 306,3 ?56,3%/:3 534,2 ?; 19/;‘;
IgII‘;-Igz'ZIe o e (4‘,%2%) (22 (83?&39/0) o (7TéZA))
IgMg’;iule e el (225,11’%) 2 (1??1’%4,) g2 (gg,?s'%)

Tab. 11: Konzentration von IgG, IgM und IgA im EBA-Serum mittels kombinierter 1gG- und

IgM-SéiuIe. Gezeigt sind die Konzentrationen der jeweiligen Antikdrper IgG, IgM und IgA im EBA-Serum vor Aufreinigung
und in dessen IgM- und IgG-Eluat sowie im Durchfluss FT nach IgM-Saule nach Aufreinigung mittels kombinierter IgG- und
IgM-Saule. Es sind jeweils die vorhandenen Volumina in ml, die Konzentrationen der Antikérper in pg/ml sowie die
Gesamtkonzentrationen der Antikdrper pro vorhandenem Volumen angegeben. Die Prozentangaben zeigen die Menge der
jeweiligen Antikorper, die nach Aufreinigung im IgG-Eluat noch vorhanden ist. Als Ausgangsmenge fiir das IgG-Eluat sowie
den FT nach IgG-Saule dient das EBA Serum, fiir das IgM-Eluat sowie den FT nach IgM-Saule der FT nach IgG-Saule.

3.6.3. Analyse der Antigen-spezifischen Immunglobuline nach Aufreinigung
von NMS und EBA-Serum

Um die Spezifitat der aufgereinigten IgG- und IgM-Eluate des NMS und EBA-

Serums zu uberpriufen, wurde mittels Antigen-spezifischem ELISA getestet, ob die

Antikorper in diesen Eluaten an mCol7YWFA2 binden (Kapitel 2.10).

Im IgM-Eluat und IgG-Eluat des NMS sind quasi keine Antigen-spezifischen
Antikdrper nachweisbar. Es sind nur minimal die spezifsche Antikorper der IgM (0,7
pg/ml; 100%) bzw. 1gG (0,2 pg/ml; 100%) Subklasse nachweisbar. Da diese Tiere
nicht mit mCol7"WFA2 immunisiert wurden, ist dies als unspezifischer Hintergrund zu
betrachten. Die isolierten IgM-Antikorper des NMS waren somit nicht wie erwartet
komplett negativ flir mCol7VWFA2-gpezifische Antikorper aller Subklassen. Da der
Anteil jedoch im Vergleich zum EBA-Serum deutlich geringer war, wurde das Serum
fur die weiteren Analysen in der Immunfluoreszenz und die ROS-Freisetzung

verwendet.

Das IgG-Eluat des EBA-Serums weist hingegen erwartungsgemaf eine deutlich

sichtbare Menge an spezifischem anti-mCol7"WFA%-IgG auf (53,7 ug/ml; 100%) Im

54



IgM-Eluat des EBA-Serums zeigt sich des Weiteren eine hdhere spezifische anti-
mCol7"WFAZ_|gM-Konzentration (11,2 ug/ml; 38,5%), als die im IgM-Eluat des NMS
(0,7 ug/ml; 100%). Neben dieser befindet sich jedoch auch eine fast vergleichbare
Menge an spezifischem anti-mCol7"WFA2-|gG im IgM-Eluat (16,4 ug/ml; 56,4%). Da
der mCol7"WFA2_gpezifische ELISA jedoch keine absoluten Werte angibt und stark
von der Affinitat der analysierten Antikdrper abhangt, gibt dies keinen Hinweis auf
die tatsachliche Menge mCol7'WFA2_gpezifischen IgGs im EBA-Serum (Tab. 12).

Gesamt- Gesamt- Gesamt-
Volumen lgG IgM IgA
I Iml) menge (g/ml) menge (g/ml) menge
(ml) (g e Mg IgM Mg IgA
1,0 0,0 0,7 0,0

NMS 0,0 0,7 0,0
Eluat IgM ! ’ (0,0%) ’ (100%) ’ (0,0%)
EBA-
16,4 112 15
Serum 1,0 16,4 ’ 11,2 ’ 1,5 ;
ERE (56,4%) (38,5%) (5.1%)
NMS 0,2 0,0 0,0
Eluatigc 0 e (100%) L (0,0%) L (0,0%)
EBA-
53,7 0,0 0,0
Serum 1,0 53,7 o 0,0 o 0,0 o
S (100%) (0,0%) (0,0%)

Tab. 12: Antigen-spezifische Konzentration von IgG, IgM und IgA im IgG- und IgM-Eluat des

gepooltem NMS und EBA-Serums nach Aufreinigung mittels kombinierter IgG-und IgM-Saule.
Gezeigt sind die Konzentrationen der jeweiligen Antikdrper der IgG, IgM und IgA Subklassen in den gepoolten IgG- und IgM-
Eluaten des NMS und EBA-Serums nach Aufreinigung mittels kombinierter IgG- und IgM-Sé&ule. Es sind jeweils die
vorhandenen Volumina in ml, die Konzentrationen der Antikérper in ug/ml sowie die Gesamtkonzentrationen der Antikérper
pro vorhandenen Volumina angegeben. Die Prozentangaben zeigen die Menge der jeweiligen Antikérper am
Gesamtimmunglobulin, die nach Aufreinigung im Eluat noch vorhanden ist. Als Ausgangsmenge fiir das IgG-Eluat dient das
NMS oder EBA-Serum, fiir das IgM-Eluat der entsprechenden FT nach IgG-Saule.

Die isolierten IgM-Aufreinigungen aus NMS und EBA-Serum wurden somit fur die

weitere Analyse verwendet.

3.7. Nachweis der Antikorperbindung in gesunder Haut durch indirekte
Immunfluoreszenz

Mittels indirekter Immunfluoreszenz sollte Uberpruft werden, ob das gepoolte EBA-

Serum sowie dessen aufgereinigte IgM- und IgG-Eluate eine Bindung auf gesunder

Maushaut eingehen® (Abschnitt 2.14).

Die Proben wurden in einer Verdlinnung von 1:5, 1:25 und 1:125 angesetzt und mit

1:100 verdinnten 1gG- bzw. IgM-Sekundarantikdrper detektiert. Als

Negativkontrolle diente PBS.
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Es zeigte sich zunachst, dass eine Inkubation mit EBA-Serum und sekundarem
FITC-IgG-Antikbrper zu einer linearen Bindung an der Basalmembran in
Gefrierschnitten gesunder Maushaut bei einer Verdinnung von1:125 fuhrte,
wohingegen bei der Verwendung von EBA-Serum und einem FITC-IgM-
Sekundarantikdrper keine lineare Bindung an der DEJ, sondern eher eine
punkférmig angedeutete Linie bei 1:5 zu sehen ist. Die Negativkontrollen zeigten

keine Bindungen.

EBA-Serum 1gG bzw. IgM-Eluat

Anti-IgG-Antikérper

Negativkontrolle

Anti-lgM-Antikorper

Negativkontrolle

Abb. 13: Indirekte Immunfluoreszenz mit FITC-markiertem IgG-und IgM-Sekundarantikorper
und EBA-Serum bzw. IgG- bzw. IgM-Eluat des EBA-Serums auf Gefrierschnitten normaler

muriner Haut. Gezeigt sind das EBA-Serum (A, C, E und G) und dessen aufgereinigtes IgM- (F und H) und IgG-Eluat (B
und D) sowie die Negativkontrollen aus PBS (C, D, G und H). In der IIF zeigte sich im EBA-Serum mit Anti-lgG-Antikorper
eine lineare Bindung an der Basalmembran (Pfeil) bei einer Verdiinnung von 1:125 (A) und in dessen IgG-Eluat bei einer 1:5-
Verdinnung (B). Das EBA-Serum mit Anti-lgM-Antikorper (E) zeigte keine lineare Bindung an der DEJ (Pfeil), sondern eher
eine punkférmig angedeutete Linie (*) bei einer Verdiinnung von 1:5. IgM-Eluat war bei einer Verdiinnung von 1:5 mittels
Anti-IgM-Antikérper ebenfalls eine angedeutete breitere punkférmige Struktur (*) entlang der Basalmembran (Pfeil) zu
beobachten. Die Negativkontrollen (C, D, G und H) zeigten keine Bindungen.
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Anschlieend wurde die Bindungsfahigkeit des aufgereinigten IgG- und IgM-Eluates
des EBA-Serums Uberpruft. Nach der Inkubation mit aufgereinigtem 1gG- oder IgM-
Eluat aus EBA-Serum erfolgte die Zugabe der Sekundarantikdrper gegen murines
IgG oder IgM. Bei einer 1:5-Verdunnung des IgG-Eluates zeigte sich eine deutliche
lineare Ablagerung an der DEJ nach Zugabe des Sekundarantikorpers IgG. Beim
IgM-Eluat war bei einer Verdinnung von 1:5 mittels IgM-Sekundarantikorper keine
schmale lineare Ablagerung, sondern eher wieder eine angedeutete breitere
punkfoérmige Struktur entlang der Basalmembran zu beobachten. Die

Negativkontrollen zeigten keine Bindungen (Abb. 13).

3.8. Stimulation von murinen Neutrophilen mit IC aus mCol7'WFA2 ynd
aufgreinigtem IgM fiihrt nicht zu einer Freisetzung von ROS

Zur Messung der Aktivitat neutrophiler Granulozyten wurde in diesem Versuch die
relative Menge freigesetzter ROS bestimmt. Die mit Hilfe des Neutrophil Isolation
Kit mouse isolierten Granulozyten wurden anschliefend durch IC bestehend aus
Antigen (laborintern hergestelltes mCol7¥WFA2) und Antikérper (laborintern
hergestelltes anti-mCol7"WFA%-|gG bzw. IgM-Eluat aus EBA-Serum (anti-
mCol7"WFAZ.|gM) aktiviert, um im ROS Release Assay die Aktivierbarkeit der
isolierten neutrophilen Granulozyten zu prufen. Es zeigte sich, dass die
aufgereinigten IgM-Antikorper aus EBA-Serum in Form eines IC mit mCol7VWFA2
keinen immunmodulierenden Effekt aufweisen. Es zeigte sich kein signifikanter
Unterschied flr anti-mCol7"WFA2-IgM (Ak), mCol7"WFA2 (Ag) und den IC aus anti-
mCol7"WFAZ_[gM mit mCol7"WFAZim IgM-Eluat aus EBA-Serum. Eine Stimulation der
neutrophilen Granulozyten durch anti-mCol7'WFA2-|gG ergab hingegen wie erwartet
eine flr EBA typische signifikante ROS-Freisetzung. PMA als Positivkontrolle'
(Rosfreisetzung) sowie neutrophile Graulozyten als Negativkontrolle (keine

Rosfreisetzung) zeigten ebenfalls die erwarteten Reaktionen (Abb. 14).
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ROS Freisetzung (relative Lumineszenz)

— — ]

PMA Zellen Ag Ak IC Zellen Ag Ak IC

IgM Eluat (anti- anti-
mCol7YWFAZ_|gM) mCol7"WFAZ_|gG

Abb. 14: ROS Release Assay mit anti-mCol7"WFA2.|gG und IgM-Eluat aus EBA-Serum (anti-
mCol7"WFAZ|gM). Gezeigt ist die relative Menge freigesetzter ROS von frisch isolierten Granulozyten, welche durch IC
bestehend aus Antigen (laborintern hergestelltes mCol7"""42) und Antikérper (laborintern hergestelltes anti-mCol7""FA2-|gG
und IgM-Eluat aus EBA-Serum (anti-mCol7""F2-|gM) aktiviert wurden. Die aufgereinigten IgM-Antikérper aus EBA-Serum
wiesen in Form eines IC mit mCol7"VFA2 keinen immunmodulierenden Effekt auf (kein signifikanter Unterschied fiir anti-
mCol7"WFA2.IgM, mCol7""FA2 (Ag) und IC aus anti- mCol7""FA2.IgM mit mCol7""F2 im IgM-Eluat). Eine Stimulation der
neutrophilen Granulozyten durch anti-mCol7-IgG ergab eine fir die Neutrophilenaktivierung typische signifikante ROS-
Freisetzung. PMA diente als Positivkontrolle (ROS-Freisetzung), die neutrophilen Graulozyten als Negativkontrolle (keine
ROS-Freisetzung). Ag: Antigen; Ak: Antikorper; IC: Immunkomplex, n=6, Darstellung als Box- und Whisker Blot. Kruskal-
Wallis-Test mit Bonferoni-Post-Test.
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4. Diskussion

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde zunachst ein geeignetes Verfahren zur
Isolierung von IgM-Antikorpern aus gesundem murinem Serum entwickelt und
anschlieBend an immunisierten Mausen (EBA-Serum) angewandt. Im Verlauf
wurden weitere Versuche durchgefuhrt: So sollte mittels IIF Gberpruft werden, ob
IgM-Antikorper aus EBA-Serum eine Bindung an der Haut eingehen und ob diese
ebenfalls eine Stimulation der Neutrophilen im ROS Release Assay verursachen.
Hierbei zeigte sich, dass die Bindung von IgM an der der Haut im Vergleich zu 1gG
nur eine punktférmige Linie ergab (atypische Reaktion). Eine Stimulation von

Neutrophilen durch IgM-Antikdrper konnte nicht erzielt werden.

So sollte in der vorliegenden Arbeit herausgefunden werden, auf welchem Wege
IgM-Antikdrper mit einer hohen Reinheit und Ausbeute aus Mausserum isoliert

werden kdnnen und ob diese an der Pathogenese der EBA involviert sein kdnnten.

Bisher wurde vor allem der nicht hemmende Einfluss von IgM-Antikorpern bei
Entziindungen und Krankheiten im Rahmen mehrerer Mausmodelle®2:64.67.1%6 gowie
dessen Beteiligung an Autoimmunerkrankungen®47:%6.168 gezeigt werden. Des
Weiteren sind in der Literatur in den letzten Jahren Falle von IgM-induzierten
bullésen Autoimmundermatosen beschrieben worden. Hierzu zahlen u.a. auch
Case Reports zur Epidermolysis bullosa acquisita (EBA), die nur durch die
Immunglobulinklasse vom Typ IgM hervorgerufen worden sind'®'71. AuRerdem
wurden IgM-vermittelte Pemphigoid-Falle berichtet, einer mit der EBA verwandten
Erkrankung. 2015 wurde ein IgM-Schleimhautpemphigoid-Fall publiziiert'’3,
Weiterhin wurden Fallen und Studien mit IgM (bulldsem)
Pemphigoid®7:17:25.72.75,127,180,185 nd vom brasilianischen Pemphigus Foliaceus
(Fogo Selvagem) berichtet, welcher eine IgM-Anti-Desmoglein1-Reaktion zeigte
und dadurch den entscheidenden Unterschied zum Pemphigus foliaceus sowie
anderen bullésen Autoimmunerkrankungen ausmacht*®. Aufterdem wurden Falle
einer alleinigen IgM-Ablagerung’> '8 sowie mit linearer IgM-Ablagerung an der DEJ

bei vorliegender Schwangerschaft mit hetrogenem Phanotyp berichtet3:1%°.
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In einer Studie Uber den Pemphigus vulgaris ergaben die Untersuchungen der
pathogenen Rolle von IgM-Antikdrpern gegen Desmoglein 3 im Mausmodell

hingegen keine Pathogenitat'’®.

Die Pathogenitatsfaktoren der EBA sowie deren auslésende Ursachen wurde
bereits in vielen Experimenten untersucht®®. Die fihrenden AutoantikGrpertypen
dieser Autoimmunerkrankung sind normalerweise Immunglobuline vom Typ 1gG
und IgA%'8  jedoch nicht die Immunglobuline der Klasse IgM3%182,
Isolierungsmethoden fiir IgG-Antikérper sind daher bereits gut etabliert®38",
wohingegen die Isolierung von IgM-Antikorpern aus Mausserum bisher jedoch
wenig untersucht'? wurde sowie kaum Falle einer IgM-assoziierten EBA in der
Literatur beschrieben worden sind'3%'71. Daher bestand die Hauptschwierigkeit
sowie das Ziel der vorliegenden Arbeit zunachst darin, eine geeignete Methode zur
Isolierung der IgM-Antikdrper aus gesundem murinem Serum zu entwickeln. Hierfur
wurden unterschiedliche Ansatze in Betracht gezogen und im Rahmen dieser Arbeit
etabliert.

Die im Vorwege ermittelten Konzentrationen der jeweiligen Antikorper IgG, IgM und
IgA im gepoolten Serum gesunder Mause mittels ELISA waren mit denen in der
Literatur vorliegenden Normwerten fur IgG, IgM und IgA im Serum gesunder Mause
ubereinstimmend (Abschnitt 3.1.). Die Ermittlung der Kreuzreaktion der Antikdrper
IgG, IgM und IgA mit den verwendeten Sekundarantikdrpern ergab im ELISA far
alle untersuchten Antikorpern fur den weiteren Versuchsablauf vernachlassigbare
Werte (Beschichtung mit IgG: Serumverdinnung von 1:2500 eine 2,4%-ige
Kreuzreaktion mit IgM und eine 0,6%-ige mit IgA; Beschichtung mit IgA:
Serumverdunnung von 1:2500 eine 0,71%-ige Kreuzreaktion mit IgG und eine
9,8%-ige mit IgM; Beschichtung mit IgM: Serumverdinnung von 1:2500 eine 0,86%-
ige Kreuzreaktion mit IgG und eine 4,29%-ige mit IgA) (Abschnitt 3.2.).

Im Rahmen der Arbeit wurden 3 verschiedene Methoden zu Reinigung von murinem
IgM aus Mausserum getestet: (i) direkte Aufreinigung Uber eine kommerziell
erwerbliche IgM Saule, (ii) Isolation Uber Dialyse und (iii) Abtrennung von IgG aus
dem Serum und anschlieRend eine Aufreinigung Uber eine kommerziell erwerbliche

IgM Saule. Die wirksamste Methode wurde anschlieRend zur Aufreinigung von IgM-
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Antikdrpern aus Serum von Mausen mit experimenteller EBA verwendet. Eine

potenzielle Pathogenitat von IgM bei EBA wurde in vitro Uberprift.

Im ersten Schritt war Ausgangspunkt und Grundlage der angestrebten IgM-
Isolierung eine direkte einstufige Isolation mit Hilfe des IgM-Purification Kit
(Abschnitt 2.11).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass der prozentuale Anteil von IgM
am Gesamtimmunglobulin im NMS bei 6% (3292,5 pg/ml) lag. Nach Aufreinigung
mittels IgM-Saule war der prozentuale Anteil von IgM im aufgereinigten IgM-Eluat
ca. 27% (892,1 pg/ml) der Gesamtmenge des IgM im NMS. Es befand sich wie
erwartet der grofdte Anteil von IgG- und IgA-Antikorpern im Durchfluss. Eine grofRe
Menge von IgG und IgA konnte mittels dieser Methode somit entfernt werden. Dies
zeigt einerseits den Erfolg der Methode, jedoch war im Vergleich zu IgM (46,3% der
insgesamt gemessenen Immunglobuline im aufgereinigten IgM-Eluat) auch noch
relativ viel IgG (33,7%) und IgA (20,0%) im aufgereinigten IgM-Eluat vorhanden
(Tab. 7) (Abschnitt 3.3.).

Eine mdgliche Ursache fur die noch vorhandenen unerwinschten Mengen an IgG-
und IgA-Antikorpern im IgM-Eluat sowie der IgM-Antikdrper im Durchfluss kénnte
auf zu grold eingesetzte Volumina an Mausserum pro Durchlauf mit folgender
Uberladung der Saule hinweisen. Aufgrund eines Antikdrperiiberschuss kénnten
diese ins IgM-Eluat bzw. den Durchfluss gelangt sein. Andererseits kdonnten die
IgM-Bindungsstellen  von  IgG- und  IgA-Antikdrpern  und  anderen
Serumbestandteilen auch besetzt worden sein und dadurch IgM-Antikdrper in den

Durchfluss und IgG- sowie IgA-Antikorper ins IgM-Eluat gekommen sein.

Mittels Gelelektrophorese konnten im NMS Banden bei 50 kDa entsprechend den
schweren Ketten von IgG und bei 65-70 kDa denen von IgM nachgewiesen werden.
Leichte Ketten bei 25 kDa sowie die Pentamerform des IgM bei 900-950 kDa waren
nicht detektierbar, da das IgM-Molekll grolRer ist als der mit dem Gel maogliche
detektierbare Bereich. Im IgM-Eluat sowie im Durchfluss nach Aufreinigung von
NMS mittels IgM-Saule waren keine Banden detektierbar (Abschnitt 3.4.). Dies
konnte auf eine zu geringe Proteinkonzentration im aufgereinigten IgM-Eluat bzw.

Durchfluss hinweisen oder ebenfalls aufgrund der Grolde des Molekils und den mit

61



dem Gel mdglichen detektierbaren Bereich zurlckzufuhren sein. Die Verwendung
einer grolleren Menge an IgM-Eluat zur Erhéhung der Proteinkonzentration war
leider nicht moglich, da die Menge an aufgereinigtem IgM-Eluat ansonsten

aufgebraucht und keine weiteren Versuche moglich gewesen waren.

Aufgrund der zu grof3en verbleibenden Restmenge von IgG im aufreinigten IgM-
Eluat hatte es moglicherweise zu einer Verunreinigung bzw. Verfélschung durch
IgG-Antikorper in den in dieser Arbeit nachfolgenden in vitro-Versuchen (IIF, ROS
Release Assay) kommen konnen, so dass mogliche falsch-positive Ergebnisse
hatten entstehen koénnen. Unsere Daten zeigen jedoch keine Aktivierung der
Neutrophilen und keine lineare Antikorperdeposition, so dass die im Serum
vorhandene IgG-Menge wahrscheinleinlich vernachlassigbar ist. Trotzdem kdnnte
auch das Ergebnis weiterer Untersuchungen wie ein IgM-Antikdrpertransfer in
Mausmodelle dadurch beeibtrachtigt sein. In diesem Fall konnte ein unsauberes
aufgereinigtes IgM-Eluat mit zu hohen Mengen an immunem IgG (ca. 1 mg) eine

mogliche EBA induzieren und den Effekt von IgM Uberlagern’°.

Daher bestand das weitere Ziel zunachst in der Abtrennung der vorhandenen IgG -
Antikorper. Hierfur sollte in einem ersten Schritt ein gro3poriger Dialyseschlauch
verwendet werden. Aufgrund des Molekulargewichtes von IgG hatte dieser eine
Groflde von Uber 150 kDa haben mussen, damit das IgG in den Puffer Ubertreten
kann. Da es diesen jedoch nicht kauflich zu erwerben gab, verwendete ich einen
mit 120 kDa MWCO (Abschnitt 2.13.). Schliel3lich erhielt ich im Dialysat IgM (20,3%),
aber weder IgA (26,7% im Dialysat) noch IgG (53,0% im Dialysat) konnten
abgetrennt werden (Tab. 8) (Abschnitt 3.5.), so dass dieser Methodenansatz vorerst
ungeeigneter erschien, da das IgM bei der Dialyse nicht zurickgehalten werden
konnte. Ein weiterer Grund fur die nicht erfolgreiche Aufreinigung Uber eine Dialyse
konnte ein entsprechender Anteil von Monomeren in der IgM-Fraktion sein®. Diese
liegen in geringen Konzentrationen bereits im Serum vor, konnten aber auch

wahrend der Saulenpreparation entstanden sein.

Da eine Ein-Schritt-Aufreinigung von IgM-Antikdrpern und eine Abtrennung von
IgG-Antikorpern mittels Dialyse vorerst nicht mdglich war, flhrte ich eine

Abtrennung von IgG aus dem Serum mittels einer IgG-Saule mit nachfolgender
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Aufreinigung von IgM aus dem Durchfluss zunachst Gber die kleine 5 ml IgM-Saule
des IgM Purifiction Kit und anschliel3end Uber eine kommerziell erwerbliche IgM-
Saule durch. Im Verlauf konnten mit diesem Verfahren grof3ere Volumina an relativ
reinem IgM sowohl aus NMS als auch aus EBA-Serum aufgereinigt werden
(Abschnitt 2.14.).

Im NMS befand sich nach kombinierter 1IgG- und IgM-Saulen-Aufreinigung (IgM-
Saule des IgM Purifiction Kit sowie kommerziell erworbenen IgM-Saule) im 1gG-
Eluat fast ausschlieBlich IgG (93,1-99,2%), kaum IgM (0,3-2,4%) und IgA (0,5-4,5%).
Im IgM-Eluat befand sich tberwiegend IgM (57,9-78,4%), kaum IgG (0,1-6,2%),
aber auch immer noch eine relativ grofse Menge an IgA (21,5-35,9%). Im Durchfluss
nach Aufreinigung mittels IgM-Saule zeigte sich viel IgA (72,8-89,4%) sowie das
restliche 1gG (0,1-21,8%). Es war jedoch auch noch etwas IgM (5,4-10,5%) dort
vorhanden (Tab. 9 und Tab. 10). Nach einer Aufreinigung von einer Gesamtmenge
von 21,8 ml NMS betrug der prozentuale Anteil im IgG-Eluat 98,6% IgG, 0,4% IgM
und 0,1,0% IgA; im IgM-Eluat 55,3% IgG, 4,1% IgM und 40,6% IgA (Abschnitt 3.6.1.).

Im EBA-Serum befand sich nach kombinierter IgG- und IgM-Saulen-Aufreinigung
(kommerziell erworbenen IgM-Saule) im aufgereinigten 1gG-Eluat fast
ausschlieBlich 1gG (99,7%), kaum IgM (0,1%) und IgA (0,2%). Im aufgereinigten
IgM-Eluat befindet sich fast ausschlielich IgM (87,8%), gerinflgig 1gG (4,3%) und
wenig IgA (7,9%). Im Durchfluss FT nach der IgM-Saule ist viel IgA (62,4%) sowie
das restliche IgG (26,5%), aber auch noch etwas IgM (11,1%) (Tab. 11). Nach einer
Aufreinigung von einer Gesamtmenge von 14,8 ml EBA-Serum betrug der
prozentuale Anteil im 1gG-Eluat 99,5% IgG, 0,2% IgM und 0,3% IgA; im IgM-Eluat
22,6% 1gG, 53,8% IgM und 23,6% IgA (Abschnitt 3.6.2.).

Es konnte letztendlich zunacht im NMS und anschlieBend im EBA-Serum eine
gewisse Menge an IgM isoliert werden, jedoch befand sich auch noch eine relativ

grofRe Menge an IgA und IgG im aufgreinigten IgM-Eluat.

Im Grof3en und Ganzen zeigte sich teilweise auch ein Verlust von IgM-Antikorpern
als auch von IgG- und IgA- Antikérpern sowohl im NMS (Tab.9, 10 und 11) als auch

im EBA-Serum (Tab. 12) nach der gesamten Aufreinigung, verglichen mit der
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jeweiligen Antikérpermenge, die im NMS und EBA-Serum vor der Aufreinigung

gemessen wurde (Abschnitt 3.6.).

Der Verlust von IgM-, IgG- und IgA-Antikorpern kénnte moglicherweise auf die
zahlreichen Zwischenschritte (z.B. Umpufferung, verschiedene Saulen, Einfrier-
/Auftauprozesse etc.) zurlckzufiihren sein. Es ist bekannt, dass IgM-Antikorper im
Allgemeinen eine niedrigere Ausbeute als IgG ergeben. Es wird von einer Ausbeute
von ca. 0,1-2,5 mg/ml bei Aszitesflissigkeit und 0,5-50 pg/ml bei im
Hybridomauberstand ausgegangen. Problematisch bei der Aufbewahrung von IgM-
Antikorpern ist die richtige Pufferwahl. IgM prazipitiert selbst in PBS sehr leicht aus.
Mittels Erhohung der lonenkonzentration des Puffers z. B. mit NaCl kdnnen IgM-
Prazipitate jedoch wieder aufgelost werden. IgM kann bei 4°C oder -70°C gelagert
werden, sollte jedoch nicht mehrfach eingefroren und aufgetaut werden?.

Des Weiteren kdnnte durch den Einsatz einer vorgeschalteten IgA-Saule vielleicht
eine Beseitigung der groRen Mengen an IgA im IgM-Eluat mdglich sein. Um noch
reineres IgM-Eluat zu erhalten kénnten auch mehrere Laufe Uber die jeweilige IgG-,
IgM- und ggf. IgA-Saule in Erwagung gezogen werden. AuRerdem kdnnte durch
den Einsatz kleinerer Volumina pro Durchlauf eine Uberladung méglicherweise
verhindert werden. Die prozentualen Schwankungen der erhaltenen einzelnen
Antikorper im Verlauf der Aufreinigungsprozesse lassen sich maglicherweise z.B.
durch Ungenauigkeiten beim Durchfihren und durch Messfehler des ELISAs

erklaren.

Um sicherzustellen, dass im aufgereinigten IgM jedoch auch ein nachweisbarer
Anteil mCol7"WFA2.spezifischen IgM vorhanden ist, wurde ein entsprechender
ELISA durchgefuhrt. Hierbei zeigten sich nur spezifische Bindungen der jeweilig
eluierten Antikorper IgM bzw. IgG aus EBA-Serum. Im IgG-Eluat des EBA-Serums
konnte eine deutliche Antigen-spezifische Bindung von anti-mCol7'WFA2-IgG (53,7
pg/ml; 99,8%) nachgewiesen werden. Im IgM-Eluat des EBA-Serums zeigte sich
ebenfalls eine spezifische anti-mCol7"WFA2-|gM Konzentration (11,2 ug/ml; 38,5%).
Neben dieser befindet sich jedoch auch eine fast vergleichbare Menge an
spezifischem anti- mCol7"WFA2_|gG im IgM-Eluat (16,4 pyg/ml; 56,4%). Diese konnte
auf eine mogliche unspezifische Kreuzreaktion des IgM oder aber auf eine

Kontamination mit IgG-Antikdrpern hinweisen. Der mCol7'WFA2-spezifische ELISA
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gibt aullerdem keine absoluten Werte an und hangt stark von der Affinitat der
analysierten Antikorper ab, somit gibt dies ebenfalls keinen Hinweis auf die
tatsdchliche Menge mCol7"WFA%2.gpezifischen IgGs im EBA-Serum. In den
aufgereinigten IgG-und IgM-Eluaten aus NMS wurde quasi weder spezifisches IgG
noch IgM (IgM (0,7 pg/ml; 100%) bzw. IgG (0,2 pg/ml; 100%) Subklasse)
nachgewiesen (unspezifischer Hintergrund) (Tab. 12) (Abschnitt 3.6.3.).

Die isolierten IgM-Aufreinigungen aus NMS und EBA-Serum wurden somit fur die

weitere Analyse verwendet.

Das im Rahmen dieser Arbeit hergestellte IgM aus EBA-Serum soll in folgenden
Projekten verwendet werden, um zu untersuchen, ob es moglich ist, in Tieren unter
Verwendung von anti-mCol7"WFA2.|gM  allein ein  Erkrankungsbild der
experimentellen EBA auszulésen. Hierzu ist eine Injektion von IgM aus EBA-Serum
in die Ohrbasis von Mausen geplant. Eine Injektion von IgG aus EBA-Serum flhrt
in diesem Model zu einer Verdickung der Ohren mit Blasenbildung und

Verkrustung'®".

Uber diese Methode ist es moglich zu bestimmen, ob IgM-Antikérper tatséchlich
eine murine EBA verursachen kdnnen oder ob es sich vielleicht doch nur um eine
Vorstufe z.B. beim Ubergang von IgM zu IgG-Antikérpern im Rahmen der

Immunantwort handelt.

Des Weiteren ist es von Interesse zu untersuchen, ob das Erkrankungsbild vom
typischen Bild einer experimentellen EBA abweicht. Es wurden bereits Case
Reports zur Epidermolysis bullosa acquisita (EBA) publiziert'®7" in welchem nur
durch die Immunglobulinklasse vom Typ IgM eine EBA hervorgerufen worden seien.
Hier hatte sich z.T. ein schwacherer Verlauf gezeigt (spontan oder durch
geringfugige Traumata an Kopf, Abdomen sowie den unteren Extremitaten
entstehende Hautblasen, Krustenbildung mit kleinen Narben, subepidermale
Spaltbildung mit geringfiigigem Entzlindungsinfiltrat'”"; milderer Phanotyp (keine
Blasen am Kopf, minimale Narben), stolweise auftretende epidermale
Blasenbildung sowie Fragilitdt an den Fingern, Ellenbogen und dorsalem
Handricken sowie am Gesal}, subepidermale Blasen und eine geringflgige

Vasodilatation mit wenig Lymphozyten).
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Obwohl zwar bereits einige Methodenansatze (affinitatschromatographische und
nicht-affinitatschromatographische) zur IgM-Aufreinigung aus Mausproben
beschrieben worden sind, bestand das Hauptproblem dieser Doktorarbeit jedoch
zunachst darin, dass bisher kaum erfolgreiche Methoden zur Gewinnung von IgM-

Antikdrpern aus Serum bekannt sind.

In einer Arbeit von Gautam et al. sind die Einschrankungen und Herausforderungen,
die mit den aktuellen IgM-Aufreinigungsstrategien verbunden sind, v.a. der
Affinitatschromatographie  und  deren  Potenzial zur IgM-Aufreinigung,
zusammengefasst®®. Die Isolation erfolgte u.a. meist aus Aszites oder
Zellkulturiiberstand#86.100.141  Dije  meisten der bisher  beschriebenen
Affinitatsliganden zur IgM-Aufreinigung mittels
Affinitatschromatographie’6.86:131,132,162,191 7gjgten eine spezifische Bindung von IgM
sowie eine einfache Isolierung von reinen und aktiven IgMs. Die Verwendung dieser
naturlichen Antikdrper-bindenden Liganden war jedoch kostspielig, zeitaufwendig
und nicht effizient wie z.B. herkdbmmliche Reinigungsverfahren (Kombination
klassischer chromatographischer Techniken wie Gelfiltration, lonenaustausch oder
hydrophobe Wechselwirkung)'42.

Calciumabhangige Lektine wie MBP oder Komplementfaktor C1q z.B. sind fur
industrielle Anwendungen nicht geeignet (u.a. hohe Herstellungskosten, geringe
Antikdrperbindungskapazitat, begrenzte Stabilitat und Wiederverwendbarkeit) und
kénnen nicht zur IgM-Reinigung aus Seren verwendet werden (Affinitat fur andere
Immunglobulin-Isotypen IgD und IgA)'42,

Wahrend Protein A, Protein G und Protein A/G IgM nicht gut binden, zeigt Protein L
eine Affinitat fir IgM. Jedoch bindet Protein L auch andere Immunglobulin-lsotypen
(IgG und IgA) gut, wodurch die Anwendung von Protein L als Affinitatsligand fur die
IgM-Reinigung begrenzt ist?.

Alternativ wurde z.B. das synthetischen Peptid TG19318 beschrieben, mittels dem
IgM aus Aszites und Zellkulturiberstanden sowie ebenfalls aus Serum isoliert
werden konnte. Die Antikorperreinheit nach Affinitatsreinigung war sehr hoch und
lag fast bei 85-95%. Die Saulenkapazitat lag im Bereich von 2-8 mg IgM/ml.
Nachteilig zeigte sich jedoch auch eine Bindung an IgG, IgA, IgE und IgY'42,

In den letzten Jahren hat die Zahl der Anbieter, die Ldsungen fur die IgM-

Aufreinigung aus u.a. Serum, Aszites, Hybridomzellkulturiberstanden anbieten, auf
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dem kommerziellen Markt zugenommen, sodass eine Vielzahl von kommerziellen

Kits zur Reinigung von IgM verflgbar ist?.

Des Weiteren sind bis jetzt nur sehr wenige Falle hinsichtlich einer IgM-assoziierten
EBA und anderer IgM-assoziierter Autoimmunerkrankungen beschrieben. In der
vorliegenden Arbeit konnten sowohl ein IgM-Isolierungs-Verfahren etabliert als auch
mittels dieses relativ spezifisch IgM-Antikdrper aus NMS und EBA-Serum
weitestgehend isoliert werden. Das von den in dieser Doktorarbeit untersuchte und
effizienteste Verfahren war die Kombination eines hintereinandergeschalteten 1gG-
und IgM-Saulen-Systems. Trotz dieser Kombination wurden jedoch weiterhin
Verunreinigungen in Form von IgG- und IgA-Antikérpern im aufgereinigten IgM-
Eluat (IgM-Eluat aus NMS: IgA (40,6%), kaum IgG (4,1%); IgM-Eluat EBA-Serum:
IgA (23,6%), 1gG (22,6%)) festgestellt. Mit Hilfe der vorgeschalteten 1gG-Saule
konnten zumindest die IgG-Antikdrper zu grof3en Teilen eliminiert werden, so dass
das aufgereinigte IgM-Eluat nach Abschluss aller Aufreinigungsschritte
diesbezuglich in relativ reiner Form vorlag. Die IgA-Antikdrper konnten nur teilweise
entfernt werden. AuRerdem zeigte sich, dass ein gewisser Anteil von IgM noch im
Durchfluss vorhanden und dass bei allen Verfahren zum Teil IgM sowie IgG und IgA

verloren gegangen waren.

Das etablierte hintereinandergeschaltete 1gG- und IgM-Saulen-System bietet eine
mogliche Grundlage fur einen weiteren Ausbau sowie Verbesserungen der
Isolierungsmethoden von IgM-Antikdrpern und mogliche weitere Versuchsansatze

hinsichtlich der Pathogenese der EBA.

Neben der Durchfiuhrung von in vivo Experimenten ist es auch maoglich, die
Pathogenitat des aufgereinigten IgM aus EBA-Serum vorherzusagen. Hierdurch
kann eine mdgliche Aussage daruber gemacht werden, ob IgM-Antikérper im EBA-
Serum eine Rolle spielen und wenn, ja welche. Handelt es sich hierbei lediglich um
den madglichen Kompensationsmechanismus zur Regulation erhohter IgG-Titer
oder tatsachlich um IgM-Autoantikorper, die eine alleinige Ursache fur eine EBA
darstellen mogen.

Dies sollte zunachst mittels weiterer Versuche in vitro wie der indirekten
Immunfluoreszenz (Abschnitt 2.15.) und dem ROS Release Assay (Abschnitt 2.16)

untersucht werden.
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Die indirekte Immunfluoreszenz ergab nach Inkubation von EBA-Serum und
sekundarem FITC-IgG-Antikorper eine lineare Bindung an der Basalmembran in
Gefrierschnitten gesunder Maushaut bei einer Verdinnung von 1:125, wohingegen
bei der Verwendung von EBA-Serum und einem FITC-IgM-Sekundarantikorper
keine lineare Bindung, sondern eher eine atypische punkférmig angedeutete Linie
bei 1:5 zu sehen war.

Nach der Inkubation von IgG- oder IgM-Eluat aus EBA-Serum mit entsprechendem
Sekundarantikorper IgG oder IgM zeigte sich eine deutliche lineare Ablagerung an
der DEJ bei einer 1:5-Verdlinnung des IgG-Eluates, beim IgM-Eluat war bei einer
Verdlinnung von 1:5 eher wieder eine angedeutete atypische breitere punkformige
Struktur entlang der Basalmembran zu beobachten.

Hingegen der Erwartungen =zeigte sich im EBA-Serum sowie in dessen
aufgereinigtem IgM-Eluat keine eindeutige lineare Ablagerung, sondern eine
atypische punkférmig angedeutete Linie, bei welcher es sich moglicherweise um die
Ablagerungen eines IgM-Antikérpers, passend zu dessen Pentamerstruktur,
handeln kdnnte. Anderseits ware hierbei auch lediglich ein Artefakt zu erwagen
(Abschnitt 3.7.).

Entscheidend fur die Fragestellung, ob IgM-Antikdrper eine EBA induzieren kénnen,
sollte zuletzt durch den ROS Release Assay geklart werden. Eine Bindung von IgM-
Antikdrper an der Haut hatte im Vergleich zu IgG bereits im Vorwege zwar keine
typische lineare Ablagerung gezeigt, jedoch war eine angedeutete breitere
punkférmige Struktur zu erkennen, wobei es sich moglicherweise um die pentamere
Struktur des IgM-Antikérpers handeln koénnte. Eine IgM-Stimulation von
Neutrophilen bewirkt jedoch letztendlich keine ROS-Freisetzung. Hier hatte sich
kein signifikanter Unterschied fiir anti-mCol7'WFA2-IgM, mCol7"WFA2 und den IC,
bestehend aus anti-mCol7VWFA2-|gM und mCol7"WFA? im IgM-Eluat aus EBA-Serum
gezeigt, da die IgM-Bindung mdglicherweise dafur nicht ausreichend ist oder IgM-
Antikorper einfach keine EBA induzieren. Eine Stimulation der neutrophilen
Granulozyten durch anti-mCol7"WFA2-1gG ergab hingegen wie erwartet eine typische
signifikante ROS-Freisetzung. Somit reicht ein IC aus anti-mCol7"WVFA2-|gM und
mCol7"WFA2  offensichtlich nicht fir eine Stimulation der Neutrophilen aus. Die
Freisetzung von ROS aus infiltrierenden Neutrophilen spielt jedoch eine

entscheidende Rolle fur die Blasenbildung bei der EBA (Haupteffektor), was bereits
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in zahlreichen experimentellen EBA-Modellen gezeigt werden konnte3”:71.104.115
Eine ausbleibende Reaktion wie im Falle des hier aufgereinigten IgM-Eluates sollte

somit auch keine Entzindung hervorrufen kdnnen (Abschnitt 3.8)

Allerdings wurden Falle beschrieben, bei denen durch IgM-Antikérper eine EBA
hervorgerufen worden sei’171,

Nun koénnten im hier aufgereinigten IgM-Eluat aus EBA-Serum vielleicht nicht
ausreichend pathogene IgM-Antikérper fur die Stimulation neutrophiler
Granulozyten fur eine ROS-Freisetzung vorhanden gewesen sein. Eine erneute
Uberprifung mit einer hdheren Konzentration an IgM im aufgereinigten EBA-Serum
konnte daher hilfreich und wegweisend sein.

Allerdings konnte es jedoch auch moglich sein, dass es sich hierbei gar nicht um
eine nur durch IgM-Antikorper ausgeldste EBA, sondern womadglich eher um eine
durch IgG-Antikorper erzeugte klassische Form der EBA handelt, welche
moglicherweise viel mehr beim Ubergang von IgM zu IgG-Antikérpern im Rahmen

der klassischen Immunantwort festgestellt wurde.

In der Literatur wurde berichtet, das vorhandene IgM-Antikrper moglicherweise
neben einer pathologischen Rolle auch eine protektive Funktion im Rahmen von

Autoimmunerkrankungen und anderen Erkrankungen ausiiben kénnen®.

In einer Arbeit von Jones et al.?® werden u.a. protektive Eigenschaften von IgM
zusammengefasst: bei Autoimmunerkrankungen wie z.B. dem systemischen Lupus
erythematodes ist der IgM-Titer erhdht und das anti-dsDNA-IgM wird als schutzend
angesehen'®?, Im Rahmen von Krebserkrankungen ains natirliche IgMs mit der
Erkennung und Entfernung von Krebsvorstufen assoziiert'4°.

Neu entdeckte IgM-Antikorper spielen eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung
der lokalen Homdostase an Schleimhautstellen wie Darm und Lunge, helfen bei der
Gestaltung lokaler Mikrobiota und tragen bei der Regulierung bakterieller
Infektionen, insbesondere an Schleimhautstellen bei'"8.188,

Naturliche IgM-Antikorper, die gegen Pilzpathogene gerichtet sind, sind sowohl flr
die komplementabhangige als auch fir die unabhangige Erkennung und Clearance
von Pilzen wichtig'? und haben nachweislich direkte Abtotungseffekte'®® und

tragen zur Opsonisierung und Abtotung vieler Viren bei'®.
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Aulerdem sind Antikorper, insbesondere der IgM-Isotyp, bei Befall von Parasiten
wichtig®.

Laut Literaturdaten tragt adaptives IgM moglicherweise zum humoralen Gedachtnis
und zum langfristigen Schutz vor pathogenen Infektionen bei und eine Impfung

kdnnte moglicherweise langfristige schiitzende IgM-Reaktionen hervorrufen®?,

4.1. Ausblick

Die Herstellung eines Verfahrens zur Isolierung von IgM-Antikdpern aus NMS und
EBA-Serum konnte erste Aspekte hinsichtlich moglicher IgM-Isolierungsmethoden,
deren Problematik sowie die Rolle des IgM-Antikorpers als Ursache einer EBA
zeigen. So kénnte eine forcierte Uberarbeitung des kombinierten 1gG- und IgM-
Saulen-Systems, ggf. auch mittels anderer Verfahrensansatze, die ausreichende
Gewinnung reinen IgM moglich sein. Hierzu zahlen z.B. eine Reduktion der
zahlreichen Zwischenschritte sowie die Verwendung kleinerer Serummengen pro
Isolierungsprozess. Andernfalls kdnnten ein mehrmaliger Lauf Uber IgG- und IgM-
Saule sowie die zusatzliche Verwendung einer IgA-Saule die Reinheit des IgM-
Eluats verbessern. Eine Dialyse mit einem gréRerporigem Dialyseschlauch kdnnte
die Isolation komplettieren und relativ simpel zu einer Abtrennung von IgG und
eventuellen IgM-Monomeren fuhren. Dieser kdonnte sowohl isoliert als auch in
Kombination mit den entsprechenden Saulen moglicherweise erfolgreich sein.
AnschlieBend ware nach ausreichend reiner IgM-Herstellung eine erneute
Durchfuhrung einer Gelelektrophorese sowie eine Wiederholung der indirekten
Immunfluoreszenz sinnvoll, um zu Uberprifen, ob sich die 0.g. Muster bei hoherer
Antikdrperkonzentration bestatigen lassen, verstarken oder anders ausfallen. Eine
Verbesserung der entwickelten Methode sowie der Herstellung ausreichender
Mengen an reinem IgM kdnnte wiederum Moglichkeiten fur weitere Untersuchungen
hinsichtlich der Pathogenese der EBA schaffen. Diese konnten fur die Durchfuhrung
eines ROS Release Assay oder im Rahmen eines Mausmodells mit der
Untersuchung histologischer Gewebeschnitte genutzt werden, wodurch die Rolle
des IgM-Antikorpers bei der Entstehung und dem Verlauf der Krankheit weiter

untersucht werden konnte.
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5. Zusammenfassung

IgM wird als erster Antikorper wahrend der primaren Immunantwort gebildet. IgM
reagiert zwar vereinzelnd mit Auto-Antigenen, stellt aber in der Regel nicht die
Ursache fur Autoimmunerkrankungen dar. Der genaue Zusammenhang zwischen
IgM-Antikdrpern und Autoimmunerkrankungen konnte bisher noch nicht geklart
werden. Vermutet wird jedoch eher eine protektive Funktion, welche
moglicherweise die Entwicklung von IgG-Autoantikdrpern und
Autoimmunerkrankungen verhindert. Es wurden IgM-Antikdrper bei zahlreichen
Autoimmunerkrankungen sowie dessen vor allem nicht hemmender Einfluss bei
Entzindungen und Krankheiten im Rahmen mehrerer Mausmodelle beobachtet und
beschrieben. Im Gegesatz hierzu wurde jedoch auch ein pathogener
Zusammenhang von IgM-Antikérpern und Autoimmunerkrankungen (u.a. auch der
Epidermolysis bullosa acquisita (EBA) und des Pemphigus vulgaris PV) berichtet.
Anhand dieser Doktorarbeit sollte zunachst die Entwicklung einer Methode zur
Isolierung von IgM-Antikorpern aus NMS und EBA-Serum etabliert werden. Es
setzte sich das kombinierte 19G- und IgM-Saulen-System durch. Im allgemeinen
ELISA konnte gezeigte werden, dass IgM-Antikorper weitestgehend sauber isoliert
werden konnen. Gewisse Mengen an IgG und IgA waren im IgM-Eluat jedoch
weiterhin noch nachweisbar. Im Antigen-spezifischen ELISA konnten spezifische
Bindungen von IgM sowohl im IgM-Eluat aus NMS und EBA-Serum nachgewiesen
werden. Letztere war erwartungsgemall deutlich kraftiger. In der indirekten
Immunfluoreszenz war im EBA-Serum und dessen IgM-Eluat eine atypische
punkférmig angedeutete Linie an der DEJ nach der Inkubation mit FITC-markiertem
IgM-Sekundarantikdrper zu sehen. Eine anschliellende IgM-Stimulation von
Neutrophilen bewirkte jedoch letztendlich keine ROS-Freisetzung. Das hier
entwickelte Verfahren zur Isolierung von IgM-Antikdrpern bietet die Basis einer
ausbaufahigen Methode oder flr andere Isolierungsansatze sowie weitere zukunftig

darauf aufbauende Versuchsmaglichkeiten.
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7. Anhange

7.1. Genehmigung zur Durchfiihrung von Versuchen an Wirbeltieren

~orevaen

Schleswig-Holstein }_ Schleswig-Holstein
Der echte Norden Ministerium fur Energie-
‘: wende, Landwirtschaft,

Umwelt und l&ndliche R&ume

Ministerium fur Energiewende, Landwirtschaft, Umwelt .
und landliche Raume | Postfach 71 51 | 24171 Kiel

Frau lhr Zeichen:

: g Ihre Antrag vom: 24.07.2015

. Dr. Katja Bieber Mein Zeichen: V 242 - 71168/2015 (98-7/15)
- Institut fur Experimentelle Dermatologie Meine Nachricht vom: /
. Universitat zu Lubeck Anja Hinz
Ratzeburger Allee 160 Anja.Hinz@melur.landsh.de

23538 Lubeck +49 431 988-7128

+49-431-988-6-157128

nachrichtlich:

Herrn Dr. B. Schmelting
Gemeinsame Tierhaltung
der Universitat zu Libeck
Ratzeburger Allee 160
23562 Lubeck

14. Oktober 2015

Genehmigung zur Durchfiihrung von Versuchen an Wirbeltieren

Sehr geehrte Frau Dr. Bieber,

gemaR § 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes in der Fassung der Bekanntmachung vom
18. Mai 2006 (BGBI. | S. 1206), zuletzt geandert durch Gesetz vom 28. Juli 2014 (BGBI.
I'S. 1308), erteile ich Ihnen die Genehmigung, im Rahmen des Versuchsvorhabens

Vergleichende Evaluierung von Entztindungsmarkern und Entziindungsmechanismen bei
Antikorpertransfer- und Immunisierungs-induzierter Epidermolysis bullosa acqusita

zu Versuchszwecken Eingriffe und Behandlungen an Tieren vorzunehmen.
Die Genehmigung ist mit folgenden Nebenbestimmungen verbunden:

1. Es durfen bis zu 273 M&use verwendet werden.

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

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

Dienstgeb&ude: Mercatorstrale 3, 5, 7, 24106 Kiel | Adolf-Westphal-Str. 4, 24143 Kiel | Telefon 0431 988-0 | Telefax 0431 988-7239 |

poststelle@melur.landsh.de | www.melur.schleswig-holstein.de | E-Mail-Adressen: Kein Zugang fir elektronisch verschliisselte
Dokumente.
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4. Leiterin des Versuchsvorhabens:
Frau Dr. Katja Bieber

5. Stellvertreter:
Herr Prof. Dr. Ralf Ludwig

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

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

8. Weitere Nebenbestimmungen:
Keine.

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

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

Rechtsbehelfsbelehrung

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

Hinweis:

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

Mit freundlichen GriiRen

PA

Dr. Bahr
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Schleswig-Holstein
Der echte Norden

Ministerium fiir Energiewende, Landwirtschaft, Umwelt
und landliche Rdume | Postfach 71 51 | 24171 Kiel

Frau

Dr. Katja Bieber

Institut fir Experimentelle Dermatologie
Universitat zu Lubeck

' Ratzeburger Allee 160
23538 Lubeck

~ nachrichtlich:

Herrn Dr. B. Schmelting
Gemeinsame Tierhaltung
der Universitat zu Lubeck
Ratzeburger Allee 160
23562 Liubeck

}. Schleswig-Holstein
Ministerium fur Energie-
gﬁ wende, Landwirtschaft,

Umwelt und landliche Raume

lhr Zeichen:

lhr Antrag vom: 04.11.2015

Mein Zeichen: V 242 - 81794/2015 (6-1/16)
Meine Nachricht vom: /

Anja Hinz
Anja.Hinz@melur.landsh.de
Telefon: +49 431 988-7128
Telefax: +49-431-988-6-157128

28. Januar 2016

Genehmigung zur Durchfiihrung von Versuchen an Wirbeltieren

Sehr geehrte Frau Dr. Bieber,

gemaR § 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes in der Fassung der Bekanntmachung vom
18. Mai 2006 (BGBI. | S. 1206), zuletzt geandert durch Gesetz vom 28. Juli 2014 (BGBI.
| S. 1308), erteile ich Ihnen die Genehmigung, im Rahmen des Versuchsvorhabens

Testung von rekombinanten mCOL7 Proteinen zur Induktion einer experimentellen EBA

zu Versuchszwecken Eingriffe und Behandlungen an Tieren vorzunehmen.

Die Genehmigung ist mit folgenden Nebenbestimmungen verbunden:

1. Es dirfen-bis zu 102 Mause verwendet werden.

2. Die Genehmigung ist bis zum 31. Januar 2019 befristet.

3. Ort der Durchfiihrung:

Universitat zu Lubeck, Gemeinsame Tierhaltung

Dienstgebaude: MercatorstraBe 3, 5, 7, 24106 Kiel | Adolf-Westphal-Str. 4, 24143 Kiel | Telefon 0431 988-0'| Telefax 0431 988-7239 |
poststelle@melur.landsh.de | www.melur.schleswig-holstein.de | E-Mail-Adressen: Kein Zugang fur elektronisch verschiusselte

Dokumente.
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4. Leiterin des Versuchsvorhabens:
Frau Dr. Katja Bieber

5. Stellvertreter:
Herr Prof. Dr. Ralf Ludwig

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

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

8. Weitere Nebenbestimmungen:
Keine.

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

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

Rechtsbehelfsbelehrung

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

Hinweis:

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

]

TN
({\/UQJU\/\/
Dr. Sekulla

Mit fr7und|,'chen GrulRen
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