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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Pemphigoid-Erkrankungen (PD) stellen eine Gruppe schwerer, blasenbildender
Autoimmundermatosen dar. Die meist alteren Patienten leiden an chronischen Entziindungen der
Haut und/oder Schleimhéute. Eine Form der PD ist die Epidermolysis bullosa acquisita (EBA), die durch
Autoantikorper gegen Kollagen Typ VIl (Col7) gekennzeichnet ist. Zahlreiche Hinweise deuten darauf
hin, dass Neutrophile zu den wichtigsten Effektorzellen der Gewebezerstérung gehoren.
Interessanterweise lenken unter anderem regulatorische T Zellen (Tregs) die Rekrutierung und
Aktivierung dieser Zellen. Ungeachtet der Tatsache, dass gezeigt werden konnte, dass Treg-
Populationen in PDs verdndert sind, ist der Beitrag der Tregs wahrend der PD-Effektorphase bisher nur
unbefriedigend untersucht worden. Infolgedessen bendtigt es noch weitere vertiefende

Untersuchungen, um die Rolle der Tregs im Einzelnen besser zu verstehen.

Ziel dieser Arbeit war es daher, die molekularen Mechanismen aufzukldaren, mit denen Tregs der
Effektorphase von PDs, am Beispiel der EBA, entgegenwirken. Mittels in vitro Versuchen wurde die
Funktionsfahigkeit der Tregs aus gesunden, sowie EBA-induzierten Mausen auf T Effektorzellen und
Neutrophile untersucht. Zusatzlich wurden zwei Therapieoptionen in vivo im Ak-induzierten EBA-
Mausmodell als mogliche Behandlungsoption getestet: eine Expansion der endogenen Tregs mittels
niedrig-dosiertem IL-2 oder einem IL-2-Antikérperkomplexes bzw. ein praventiver adoptiver Transfer

von polyklonalen Tregs.

Es zeigte sich, dass Tregs in der EBA einen Funktionsverlust hinsichtlich ihrer Suppressionsfahigkeit von
Effektorzellen erleiden. So hemmten isolierte Tregs aus EBA-induzierten Mad&usen in vitro die
Proliferationsrate von T Effektorzellen und die CD18 Expression auf Neutrophile signifikant weniger als
Tregs aus gesunden Madausen. In Bezug auf die Therapieoptionen zeigte sich, dass die auf IL-2
basierende Behandlung keinen positiven Effekt auf den klinischen Phanotyp der EBA hatte, da im
Rahmen dieser Arbeit kein optimales Behandlungsschema gefunden werden konnte. Der adoptive
Treg Transfer hingegen bewirkte eine signifikante Verbesserung des klinischen Phanotyps. Weitere
Versuche ergaben, dass die injizierten Tregs bevorzugt in die Haut einwanderten. Den grofSten Effekt
der transferierten Tregs zeigte sich vor allem auf die Neutrophilen: behandelte Mause wiesen
signifikant weniger Neutrophile in ldsionaler Haut auf als die positive Kontrollgruppe, was im Einklang
mit den in vitro Daten stand. Ebenso konnte mittels RNA-Sequenzierung ein signifikanter Rlickgang der
CXCL12 Expression in der Haut nachgewiesen werden, ein Chemokin, das mitverantwortlich fir den
Rickhalt der Neutrophilen im entziindeten Gewebe ist. Zuséatzlich wurden ebenfalls MAPK-
Signaltransduktionswege, welche die Chemotaxis der Neutrophile positiv regulieren, in der mit Treg
behandelten Gruppe in lasionaler Haut herunterreguliert. Die Effektorphase der Ak-induzierten EBA
wurde also durch die Stérung der Migration der Neutrophilen in die Haut dank des adoptiven Treg
Transfers erfolgreich inhibiert. Ob diese Therapieoption jedoch auch bei einer schon ausgepragten EBA
funktionieren wiirde, ist noch offen. Insgesamt stellt der adoptive Treg Transfer jedoch eine

interessante und vielversprechende Option zur Behandlung der EBA und insgesamt der PDs dar.
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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Uberblick Giber das Immunsystem

Das Immunsystem ist ein komplexes Netzwerk aus verschiedenen Geweben und Molekilen und ist fir
den Schutz des eigenen Korpers vor pathogenen Erregern, fremden Stoffen oder entarteten Zellen
verantwortlich. AuBerdem beseitigt das Immunsystem tote Zellen, ist mit am Wiederaufbau nach einer
Uberstandenen Infektion verantwortlich und beteiligt sich an der Wundheilung. Vereinfacht wird das
Immunsystem dabei in das angeborene und in das adaptive Immunsystem eingeteilt. Beide Bereiche
sind eng miteinander verknipft und Defekte in einer der beiden Systeme kdnnen Krankheiten, wie
chronische Entziindungen, Immundefekte, Uberempfindlichkeitsreaktionen oder

Autoimmunerkrankungen ausldsen [1].

1.1.1 Das angeborene Immunsystem

Das angeborene Immunsystem stellt die erste Verteidigungslinie gegen Krankheitserreger dar und ist
essenziell zur schnellen Verhinderung und Bekdmpfung von Infektionen und der Aufrechterhaltung der
korpereigenen Homoostase [2]. Zusatzlich ist es mit an der Aktivierung und Regulation des adaptiven

Immunsystems beteiligt [3], kann aber kein immunologisches Gedachtnis ausbilden [4].

Der allgemeine Abwehrmechanismus der angeborenen Immunitat beruht auf der Erkennung von
hochkonservierten molekularen Strukturen von Mikroorganismen, den Pathogen-assoziierten
molekularen Mustern (pathogen associated molecular patterns, PAMPs) mit Hilfe von genetisch fest
codierten Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition receptors, PRRs) auf den Zellen des
angeborenen Immunsystems [1]. Es umfasst unter anderem anatomische Barrieren, wie Haut und
Schleimhadute, sowie humorale Bestandteile, wie Zytokine und das Komplementsystem, als auch
zelluldre Effektormechanismen [1,5]. Zu den Zellen des angeborenen Immunsystems gehéren zum
einen die natirliche Killerzellen (NKs), Neutrophile, Makrophagen, dendritische Zellen (dendritic cells,
DCs), Mastzellen, Basophile und Eosinophile [1]. Diese Zellen zerstéren Krankheitserreger, sezernieren
Zytokine und setzen I6sliche Mediatoren wie Histamin und reaktive Sauerstoffspezies frei. Zusatzlich
sind vorwiegend DCs und Makrophagen in der Lage verdaute Antigene an B oder T Zellen zu

prasentieren und tragen somit zur Aktivierung der adaptiven Immunantwort bei [1,6,7].

Obwohl sich das angeborene Immunsystem so entwickelt hat, dass es eine Vielzahl von
Krankheitserregern schnell erkennen und eliminieren kann, ist die Bandbreite der gangigen PAMPs,
die es erkennen kann, begrenzt. Die hohe Variabilitat der Antigenstrukturen sowie die Fahigkeit der
Erreger, zu mutieren, um die Erkennung durch den Wirt zu vermeiden, haben daher die Entwicklung

des adaptiven Immunsystems evolutionar vorangetrieben [2].
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1.1.2 Das adaptive Immunsystem

Die Hauptfunktionen des adaptiven Immunsystems sind die Erkennung spezifischer "korperfremder"
Antigene und Unterscheidung von "koOrpereigenen" Antigenen, sowie die Selektion von
pathogenspezifischen immunologischen Effektorzellen, die spezifische Krankheitserreger oder
pathogeninfizierte Zellen eliminieren. Dabei wird die hohe Variabilitdt und Spezifizitat der adaptiven
Immunantwort durch den Prozess der sogenannten somatischen Rekombination der Gensegmente der
Rezeptoren erreicht [8]. Des Weiteren entwickelt das adaptive Immunsystem ein immunologisches
Gedachtnis, das bewirkt, dass spezifische Erreger bei einer wiederkehrenden Infektion schnell erkannt

und eliminiert werden kdnnen [2].

Zu den Zellen des adaptiven Immunsystems gehoren die im Thymus heranreifenden T Lymphozyten (T
Zellen), und die Antikérper produzierenden B Lymphozyten (B Zellen), welche sich im Knochenmark
entwickeln. Lymphozyten weisen nach ihrer Reifung eine hohe Mobilitat auf. Nachdem sie sich in ihren
primaren lymphatischen Organen entwickelt haben, wandern sie in die sekundaren lymphatischen
Organe, wie Lymphknoten und Milz, ein. Dort treffen sie entweder direkt auf zirkulierende
Krankheitserreger oder auf durch Krankheitserreger aktivierte Antigen-prasentierenden Zellen
(Antigen presenting cells; APCs), die aus der Haut oder Schleimhaut zu den sekundaren Lymphorganen
gewandert sind. AnschlieRend sind Lymphozyten in der Lage in zahlreiche Stellen des Kérpers zu

migrieren, um ihre betreffende Effektorfunktion auszuiiben [8].

1.1.2.1 Der Haupthistokompatibilitatskomplex

Alle  korpereigenen  Zellen  exprimieren eine  Gruppe von Proteinen, die als
Haupthistokompatibilitaitskomplex (Major histocompatibility complex; MHC) bezeichnet werden.
MHCs werden dabei in zwei Klassen eingeteilt: MHC der Klasse | befinden sich auf allen kernhaltigen
korpereigenen Zellen, wahrend MHC der Klasse Il nur von APCs exprimiert sind. MHC-I prasentieren

dabei endogene Peptide und MHC-II extrazelluldre Peptide auf der Zelloberflache [2].

1.1.2.2 T Zellen

Es gibt verschiedene Populationen an T Zellen: zytotoxische T Zellen (CD8+ Zellen), T-Helfer (Th) Zellen
(CD4+ Th Zellen), natiirliche Killer-T Zellen (NKTs) und y&-T Zellen. Alle T Zellen exprimieren dabei eine
Reihe einzigartiger antigenbindender Rezeptoren auf ihrer Membran, die als T Zellrezeptor (T cell

receptor; TCR) bezeichnet werden [1].

CD8+ T Zellen sind in erster Linie an der Zerstdrung von infizierten Zellen und an der Abtétung von
Tumorzellen beteiligt. Sie werden durch die Interaktion ihres TCR mit einem an MHC-I gebundenen
Peptid aktiviert. Nach Beendigung der Infektion sterben die meisten Effektorzellen ab und werden von
Phagozyten beseitigt. Einige wenige dieser Zellen bleiben jedoch als Gedachtniszellen erhalten, die sich
bei spateren Begegnungen mit demselben Antigen schnell in Effektorzellen differenzieren kénnen
[2,8].

CD4+ Th Zellen spielen eine wichtige Rolle bei der Modulation der Immunantwort. Diese Zellen haben

keine zytotoxische oder phagozytische Aktivitdt und kdnnen weder infizierte Zellen direkt abtoten
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noch Krankheitserreger beseitigen. Sie regulieren jedoch die Immunreaktion, indem sie andere Zellen
anweisen, diese Aufgaben zu Gbernehmen und dadurch die Art der sich entwickelnden Immunreaktion
bestimmen. Th Zellen werden durch die Ausbildung einer immunologischen Synapse, bestehend aus
einem MHC-II-Antigen-Komplex und zusatzlichen Signalen ber CD3, CD28, CD80/86, CD4 und
Integrine zwischen APC und Th Zelle, aktiviert. Dies flhrt zur Produktion von Interleukin-2 (IL-2) durch
die T Zelle, und letztendlich zu einer klonalen Expansion und Differenzierung in verschiedene Th
Subklassen, wobei Thl, Th2 und Th17 prozentual am haufigsten vorkommen [1,9]. Thl Zellen
produzieren dabei vor allem IL-2 und Interferon-y (IFN-y), die die zelluldre Immunitat unterstiitzen,
wahrend Th2 Zellen IL-4, IL-5 und IL-13 produzieren, die die humorale Immunitat regulieren [10]. Th17
Zellen spielen hingegen vor allem eine Rolle in chronischen Infektionen und Erkrankungen [1]. In den
letzten Jahren wurden noch weitere Th Subklassen, die die Immunantwort modulieren kénnen,
entdeckt, wie zum Beispiel regulatorische T Zellen (Tregs; siehe auch Kapitel 1.2), Th22 Zellen und
follikuldre Th Zellen [11,12].

Die beiden letzten Subklassen der T Zellen, NKTs und y&-T Zellen, sind in der Lage, Lipide oder
Glykolipid-Antigene erkennen, die z. B. iber das MHC-dhnliche Molekiil CD1 prasentiert werden [9].
Beide T Zellen-Untergruppen sind Teil der adaptiven Immunantwort, zeigen jedoch ebenso Merkmale
einer angeborene Immunreaktion. So bendtigen zum Beispiel diese beide T Zell-Subklassen im

Gegensatz zu den anderen T Subklassen keine APC fiir ihre Aktivierung [2].

1.1.2.3 B Zellen

Die Hauptfunktion der B Zellen ist die Produktion von Antikorpern gegen fremde Antigene [2].
Zusatzlich konnen unter bestimmten Umstanden B Zellen auch als APCs fungieren [1]. Im Gegensatz
zu T Zellen sind B Zellen durch ihre spezifischen auf der Zelloberflache exprimierten Antikorper, den
Immunglobulinen (Ig), ohne Beteiligung von APCs direkt in der Lage Antigene zu erkennen. Diese Igs
werden ebenfalls mittels somatischer Rekombination analog zu den TCRs gebildet, was zu einer

vergleichsweise hohen Rezeptorvielfalt fihrt [8].

Plasmazellen sind in der Lage ihre Igs als Antikorper abzugeben. Die sezernierten Antikorper binden an
Antigene auf der Oberflache von Krankheitserregern und markieren sie fir die Zerstérung tUber das
Komplementsystem oder férdern liber Bindung die Phagozytose und Eliminierung des Pathogens
durch Immuneffektorzellen [8]. Je nach Ig-Klasse kénnen unterschiedliche biologische Funktionen

ausgelibt und spezifische Pathogene erkannt und neutralisiert werden [2].

Die Immunreaktion auf den ersten Kontakt mit einem Antigen wird als Primarreaktion bezeichnet. Sie
verldauft Gber einige Wochen, bis sie sich vollstandig entwickelt, und fihrt zur Produktion von
Uberwiegend IgM-Antikérpern mit relativ geringer Affinitat. Andere Isotypen wie IgG, IgA oder IgE
treten erst zwei Wochen oder spater auf und weisen eine hohere Affinitdt auf. Wahrend der
Primarreaktion werden T und B Gedachtniszellen gebildet. Bei einer spateren Exposition gegeniber

denselben Antigenen bzw. Pathogenen werden diese Zellen im Vergleich zur Primarreaktion schneller
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aktiviert, so dass die Produktion von IgG oder anderen Igs mit hoher Affinitat schnell erfolgt. Dies wird

als sekundéare Reaktion bezeichnet [8].

1.1.3 Autoimmunitdt

Die Unterscheidung zwischen ,Selbst” und ,,Fremd“ vom Immunsystem funktioniert nicht immer
einwandfrei und unter bestimmten Umstanden kann sich das Immunsystem gegen den eigenen Korper
wenden. Dies wird dann als Autoimmunreaktion bezeichnet. Dabei kann die Auto-Reaktivitdat von
einem niedrigen "physiologischen" Niveau der Selbst-Reaktivitat, das fir die Lymphozyten-Selektion
und die Homoostase des Immunsystems unerlasslich ist, Gber ein mittleres Niveau der Autoimmunitat,
das sich als zirkulierende Autoantikérper und geringfligige Gewebsinfiltrate ohne klinische Folgen
manifestiert, bis hin zu einer pathogenen Autoimmunitat, die mit immunvermittelten Organschiaden
einhergeht, reichen [13,14].

Autoimmunerkrankungen haben heutzutage eine hohe Pravalenz von 7-9 % in der Bevélkerung und
betreffen bevorzugt Frauen. Sie verursachen eine erhebliche Morbiditdit und Mortalitdt der
Betroffenen. Je nach Umfang der betroffenen Gewebe werden diese Krankheiten in organspezifische,
wie zum Beispiel Typ-I-Diabetes (T1D) oder Multiple Sklerose (MS), und systemische, wie systemischer
Lupus erythematodes (SLE) oder rheumatoide Arthritis (RA), unterteilt. Der Start und Verlauf werden
allgemein durch Autoantikorper oder zytotoxische T Zellen angetrieben, wobei in allen Fallen Th Zellen
mitbeteiligt sind [13].

1.1.3.1 Ausloésende Faktoren von Autoimmunerkrankungen

Es wird angenommen, dass Autoimmunerkrankungen durch eine Kombination von genetischen und
umweltbedingten Faktoren, sowie einer Fehlregulation der Lymphozyten entstehen. Eine vereinfachte
Hypothese besagt, dass Polymorphismen in verschiedenen Genen zu einer fehlerhaften Regulierung
oder zu einer niedrigeren Schwellengrad fir die Lymphozyten-Aktivierung fiihren. Zusatzlich sollen
Umweltfaktoren die Aktivierung selbstreaktiver Lymphozyten, welche sich der Kontrolle entzogen

haben und spezifisch gegen eigene Kdrperstrukturen sind, ausldsen oder verstarken [15].

Man nimmt an, dass die Veranlagung zur Entwicklung der meisten menschlichen
Autoimmunkrankheiten auf Polymorphismen mehrerer Gene zuriickzufiihren ist. Jedoch gibt es auch
seltene Beispiele, in denen genetische Verdnderungen in einem einzigen Gen zu einer schweren
Autoimmunitat flihren. Die beiden Vvielleicht besten Beispiele flir monogenetische
Autoimmunkrankheiten sind das polyendokrine Autoimmun-Syndrom (APS) und das X-chromosomal
vererbte Syndrom der Immunodysregulations-Polyendokrinopathie (IPEX). Diese Krankheiten sind
direkt auf Mutationen im Autoimmune-Regulatorgen (AIRE) bzw. Forkhead-Box-Protein P3-Gen
(FOXP3) zurickzufiihren, die zu einer katastrophalen Stérung der zentralen (bei APS) und peripheren
(bei IPEX) Toleranz fuhren [16,17]. Zu moglichen verantwortlichen Umweltfaktoren gehéren zum
Beispiel Infektionen, Erndhrung und Medikamente [14]. Es wird schon langer angenommen, dass

Autoimmunreaktionen durch Epitop-Ausbreitung, Antigen-Ahnlichkeit und iberméaRige Aktivierung

20



1.1 Uberblick Gber das Immunsystem

von PRRs und PAMPs ausgelost werden kdnnen [18]. So wurde beispielsweise der Nachweis einer
Epstein-Barr-Virus-(EBV) -Infektion mit MS, nicht aber mit anderen entziindlichen Erkrankungen in
Verbindung gebracht [19]. Im Gegensatz dazu konnte aber auch gezeigt werden, dass manche
Infektionen anscheinend ebenso vor einigen Autoimmunkrankheiten schiitzen kénnen [20]. Zusatzlich
konnte eine hoéhere Inzidenz von MS und T1D mit einer geringeren Zahl von Infektionen in den
Industrieldandern korreliert werden [21]. Weitere Ausloser konnen fehlgeleitete anti-bakterielle
Immunreaktionen gegen das eigene Mikrobiom, wie bei entzlindlichen Darmerkrankungen [15], oder
auch durch UV-Strahlung induzierte Apoptose einer grofsen Anzahl an Zellen, wie beim kutanen Lupus,
sein [22]. Hinsichtlich der Ernahrung als auslosender Faktor fiir Autoimmunerkrankungen ist auffallig,
dass Fettleibigkeit und das Vorkommen von Autoimmunerkrankungen in westlichen Landern parallel
ansteigen [14]. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass Fettleibigkeit mit dem Vorhandensein von
Autoantikorpern in der Allgemeinbevdlkerung assoziiert ist [23]. Fir Medikamente als ausldsender
Faktor wird angenommen, dass bestimmte Wirkstoffe entweder direkt Uber ein spezifisches
molekulares Ereignis und/oder indirekt durch Anderung des Mikrobioms die Bildung von
Autoantikorpern mit beeinflussen konnen [14]. Zusatzlich konnte auch ein Zusammenhang an
physischer Aktivitdat, Stress, Schlaf und dem Vorhandensein an Schichtarbeit als mogliche
verantwortlichen Umweltfaktoren zur Bildung von Autoimmunerkrankungen beobachtet werden [14].
Die Fehlregulation der Lymphozyten entstehen wahrscheinlich durch Defekte bei der Rezeptorbildung
der unreifen Zellen im Knochenmark bzw. Thymus und einer mangelnden oder auch fehlenden
Kontrolle im peripheren Gewebe [24]. So besteht zum Beispiel ein Ungleichgewicht zwischen T
Effektorzellen und funktionellen Tregs in T Zell-abhangigen entziindlichen Autoimmunerkrankungen,
eine Abnahme der Treg-Anzahl oder die Entstehung einer Resistenz der T Effektorzellen gegeniiber der

Kontrolle durch Tregs [25] (siehe auch Kapitel 1.2).

1.1.3.2 Schwierigkeit bei Behandlung von Autoimmunerkrankungen

Eine Autoimmunreaktion ist ein Kreislauf, in dem verschiedene Immunzellen miteinander interagieren,
Zytokine und andere Mediatoren freisetzen, die wiederum weitere Immunzellen aktivieren. Somit wird
die Entziindung weiter vorangetrieben, was zu weiteren Gewebsschaden fihrt. Ein groBes Problem
dabei ist, dass die korpereigenen Antigene, gegen die die Ausgangsreaktion gerichtet ist, nicht entfernt
werden kdnnen [15]. Dadurch ist die Behandlung Betroffener immer noch schwierig. Therapien fir
Autoimmunerkrankungen zielen bisher meistens darauf ab, die proinflammatorische Immunreaktion
zu hemmen, indem sie spezifische adaptive Immunzellpopulationen dezimieren oder die Aktivierung
von Immunzellen in Zielorganen zu supprimieren [26]. Diese Strategien sind zwar hilfreich, um die
proinflammatorische Immunreaktion gegen korpereigene Proteine und Gewebe zu begrenzen,
blockieren aber auch schitzende Immunreaktionen gegen fremde Antigene und kdnnen dazu fiihren,
dass das Immunsystem der Patienten geschwacht wird und sie anféllig fiir verschiedene Infektionen
werden [27]. Neuere Therapien zielen daher zum Beispiel darauf ab, die suppressiven Fahigkeiten von
Tregs zu nutzen, um Autoimmunzellen auf spezifische Weise zu unterdriicken [28] (siehe auch Kapitel
1.2.6).
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1.2 Regulatorische T Zellen

Tregs sind eine Untergruppe der CD4+ T Zellen, deren Aufgabe es ist, Immunreaktionen zu
unterdricken und zu regulieren. Sie stellen sicher, dass die Reaktion des Immunsystems auf
Fremdantigene und Selbstantigene in einem angemessenen Gleichgewicht bleiben. Dieses
homoostatische Gleichgewicht stellt sicher, dass das Immunsystem ausreichend auf fremde Antigene,
sowie auf Neoantigene von Tumorzellen reagiert. Gleichzeitig missen Tregs ausreichend hemmend
sein, damit Entziindungen nicht auBer Kontrolle geraten und zu Gewebeschdden oder sogar zum Tod
flihren. Somit spielen Tregs eine wichtige Rolle in der Tumorimmunitat, antimikrobiellen Resistenz,
Allergie, Transplantation, sowie der Aufrechterhaltung der Selbsttoleranz und somit dem Verhindern

von Autoimmunerkrankungen [29-32].

1.2.1 Entdeckung der Tregs

In den frithen 1970er Jahren wurde das erste Mal von T Zellen berichtet, die in der Lage waren
Immunantworten zu unterdriicken. Da aber zu dem Zeitpunkt keine spezifischen Marker fir diese T
Zellpopulation beschrieben werden konnten, stockte die Forschung zunachst [33]. Erst in den 1990er
Jahren kam wieder Fahrt auf, als Sakaguchi et al. [31] eine CD4+ T Zellpopulation beschrieben, die die
Interleukin-2-Rezeptor (IL-2R) Alpha-Kette (CD25) exprimierte und immunsuppressive Eigenschaften
aufwies. Dabei wurde festgestellt, dass CD25+ T Zellen anergisch sind und Autoimmunkrankheiten in
thymektomisierten Mausen unterdriicken kénnen. Im Jahr 2000 bestimmte Chatila et al. Mutationen
im FOXP3 Gen als Ursache fiir eine autoimmune lymphoproliferative Storung beim Menschen, die als
X-linked autoimmunity-allergic dysregulation syndrome (XLAAD) bezeichnet und spater als IPEX kodiert
wurde, bestimmten [17,34]. Die Identifizierung von FoxP3 als Hauptregulator der Treg-Entwicklung
und -Funktion wurde kurz darauf durch den Nachweis unterstiitzt, dass die lymphoproliferative
Erkrankung bei FoxP3-defizienten Scurfy-Mausen auf einem Mangel an funktionellen Tregs beruht
[35]. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass durch Induktion einer FoxP3-Expression in
konventionellen CD25- T Zellen ein regulatorischer Phanotyp hergestellt werden konnte und ein
adoptiver Transfer von FoxP3+ Tregs in Scurfy-Mause die Entwicklung der Autoimmunitat verhinderte.
Dies zeigte, dass eine stabile Expression von Foxp3 wichtig fir die Identitat der Treg-Zell-Linie ist und

als dominanter Regulator bei der Entwicklung und Funktion von Tregs wirkt [36—38].

1.2.2 Natiirliche und periphere Tregs
Tregs werden je nach ihrem Ursprung, ihrer Entstehung und ihren Wirkmechanismen in zwei generelle
Untergruppen unterteilt: die natirlichen und die peripheren Tregs. Beide Untergruppen weisen dabei
komplementare und sich Gberschneidende Funktionen bei der Kontrolle von Immunreaktionen auf.
Natirliche Tregs (nTregs) entwickeln sich im Thymus und keimen in peripheren Geweben, wo sie die
Aktivierung von Effektorzellen unterdriicken kdnnen [39]. Periphere Tregs (pTregs) umfassen
wiederum verschiedene Subtypen von Zellen, darunter IL-10-produzierende Trl Zellen [40],
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Transforming Growth Factor-8 (transformierender Wachstumsfaktor B; TGF-B) -produzierende Th3
Zellen [41] und FoxP3+ induzierbare T Zellen [42]. pTregs, die sich von CD4+ T Zellen in der Peripherie
ableiten, haben oft einen dhnlichen Phanotyp und eine dhnliche Funktion wie nTregs, nutzen aber

moglicherweise andere Mechanismen der Immunregulation [43,44].

CD4+CD25+Foxp3+ nTregs sind die am besten untersuchte Untergruppe der CD4+ T-Suppressorzellen.
Sie machen bei Mausen 5-10 % der peripheren CD4+ T Zellpopulation aus und sind durch die
konstitutive Expression von CD25 und eine geringe Expression von CD45RB gekennzeichnet [45,46].
Beim Menschen machen sie 1 % bis 2 % der gesamten CD4+ T Zellen aus und sind charakterisiert durch
eine besonders hohe CD25-Expression [36]. CD25 ist jedoch kein spezifischer Marker fiir Tregs, da CD25
auch auf aktivierten T Zellen vorhanden ist und somit auch von Th1- und Th2-Effektorzellen exprimiert

wird.

Ebenso gibt es mehrere Anzeichen dafiir, dass eine alleinige Expression von FoxP3 an sich nicht
unbedingt ausreicht, um die suppressive Funktion von Tregs stabil aufrechtzuerhalten oder funktionale
Tregs zuverldssig von anderen CD4+ T Zellpopulationen abzugrenzen. Zum Beispiel exprimieren
aktivierte menschliche T Effektorzellen voriibergehend FoxP3 auf niedrigem Niveau, ohne eine Treg-
Zell-Suppressionsaktivitdt zu entwickeln [47]. Ebenso kénnen CD4+ T Zellen im menschlichen
peripheren Blut eine FoxP3+ T Zell-Subpopulation aufweisen, die jedoch keine Treg-suppressive
Aktivitat besitzt und bei Aktivierung sogar proinflammatorische Zytokine produziert [48]. Somit sind
nicht alle FoxP3+ T Zellen funktionelle Tregs, und Treg-Signaturmolekiile konnen zumindest bis zu
einem gewissen Grad auch ohne FoxP3 exprimiert werden [49]. Jedoch haben genomweite Analysen
mehrere DNA-Regionen aufgedeckt, die unterschiedliche Muster der Methylierung oder
Histonmodifikation zwischen T Effektorzellen und Tregs bei Menschen und Mausen aufweisen [50—
53]. So besitzen Tregs hochspezifische und stabile epigenetische Veranderungen, die sich in einer DNA-
Hypomethylierung an bestimmten Loci einer begrenzten Anzahl von Genen duBern. Zu diesen Genen
mit Treg-spezifischer DNA-Hypomethylierung gehoren solche, die fiir Treg-funktionsassoziierte oder
Treg-spezifische Molekile kodieren, wie FoxP3, zytotoxische T-Lymphozyten-assoziierte Antigen-4
(cytotoxic T lymphocyte associated antigen 4; CTLA-4) und Eos [51]. Die phanotypische Stabilitdt von
Tregs wird dabei am besten durch die Demethylierung der Treg-spezifischen demethylierten Region
(TSDR) angezeigt, einem nicht codierenden, evolutiondr konservierten Element innerhalb des
Genlocus von FoxP3. Dies macht die Treg-spezifische DNA-Hypomethylierung zu einem zuverlassigen

Marker zur Bewertung des epigenetischen Status von Tregs [49].

Da FoxP3, wie auch CD25, moglicherweise keine addquaten Marker flr Tregs, insbesondere bei
Menschen, zu sein scheinen, wurde nach zusatzlichen Markern gesucht, um einen moglicherweise
einzigartigen Phanotyp von Tregs zu identifizieren. Trotz der Entdeckung zahlreicher zusatzlicher
Marker, darunter CTLA-4, der glucocorticoid-induzierte TNF-Rezeptor (GITR), CD62L"&", Neuropilin-1
(Nrp-1), CD103 (Integrin aEB7), CD5, CD27, CD38, CD39, CD73, CD122, OX-40 (CD134), TNFR2,
Lymphozytenaktivierungsgen 3 (LAG-3), CD45RB"", CCR4, CCR7 und CCR8 [54], wurde kein exklusiver
fir Tregs gefunden. Derzeit werden zur Unterscheidung von Tregs von konventionellen aktivierten

CD4+ T Zellen eine niedrige Expression von CD127 (der a-Kette des IL-7-Rezeptors) und eine modulierte
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CD45RB-Expression [48] zusammen mit der Expression von FoxP3 und CD25 als Co-Marker im

Menschen verwendet [55].

In Hinblick auf ihr Repertoire haben nTregs ein breites Spektrum zur Erkennung von korpereigenen
und fremden Antigenen [56]. Sie werden im Thymus durch hoch-avide MHC-Klasse-ll-abhdngige
Interaktionen mit dem TCR gebildet [57,58]. Diese Interaktion ist mit der Induktion von FoxP3 wahrend
der Thymusdifferenzierung von Tregs verbunden [59], wahrend die TCR-induzierte Expression von
FoxP3 in der Peripherie von der intrazelluldren Signallbertragung, der Zellproliferation und der
Synergie mit TGF-B und IL-2 beeinflusst wird [60]. Neben dem TCR scheint auch die CD28-Kostimulation
eine wichtige Rolle bei der Differenzierung von Tregs zu spielen. So zeigen CD28- und CD80/CD86-
defiziente Mause eine deutliche Abnahme der Haufigkeit von Tregs [61,62]. Diese Signale reichen
jedoch moglicherweise nicht fir die Hochregulierung von FoxP3 aus, und es sind moglicherweise noch
andere Signale erforderlich, wie zum Beispiel IL-2 und in geringerem Male zwei andere Zytokine: IL-7
und IL-15 [42].

Mehrere Treg-Subpopulationen wurden ebenfalls in nicht-lymphoiden Geweben entdeckt. Diese Tregs
spielen nicht nur eine wichtige Rolle bei der Unterdriickung von Entziindungsreaktionen, sondern
flgen sich auch in ein groReres biologisches Paradigma ein, das die Homodostase von Organen und
Organismen mit reguliert [63]. So konnten Tregs im viszeralen Fettgewebe [64], im Muskel [65] und in
der Haut (siehe Kapitel 1.3.3) nachgewiesen werden. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die
Expression und Transkription in diesen Zellen sich von denen in herkdmmlichen Tregs unterscheiden
[65]. Das Vorhandensein gewebeansassiger Tregs ermoglicht dem Immunsystem eine schnellere
Reaktion auf Storungen der lokalen Homoostase, wie es bei Infektionen und Fremdkorpern der Fall ist
[66].

1.2.3 Bedeutung von IL-2 fiir Tregs

IL-2 ist fir die Funktion, Entwicklung und das Uberleben der Tregs unerldsslich und unersetzlich: es
erhdlt die Population aufrecht, ist notwendig zur Expansion und erleichtert die TGF-B-abhdngige
Differenzierung naiver T Zellen zu Foxp3+ Tregs [67]. Des Weiteren wurde gezeigt, dass Mause, denen
IL-2 fehlt, spontan eine T Zell-vermittelte tddliche lymphoproliferative-entziindliche Erkrankung mit
Autoimmunkomponenten und Hyperreaktivitdat gegenliber kommensalen Mikroben entwickeln [68].
AulRerdem ist beim Menschen ein CD25-Mangel, der mit schwerer Autoimmunitat und Allergie
einhergeht, nicht von IPEX zu unterscheiden [69]. Dabei wurde gezeigt, dass das Syndrom auf einen

Mangel oder einer Funktionsstorung der Tregs zurlckzufihren ist [70].

Daneben wirkt IL-2 auch auf weitere Immunzellen, darunter anderen CD4+ und CD8+ T Zellen, B Zellen
und NKs. Dabei bewirkt es vielfiltige zum Teil scheinbar widerspriichliche Reaktionen: es fordert die
Differenzierung von CD4+ T Zellen zu Thl und Th2 Zellen und das Wachstum von CD8+ T
Gedachtniszellen und natirlichen Killerzellen. Andererseits fordert IL-2 die Apoptose in antigen-
aktivierten T Zellen und hemmt die TGF-B/IL-6-abhdngige Differenzierung naiver T Zellen zu
entzindlichen Th17 Zellen [67].
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Wenn man also davon ausgeht, dass die Hauptquelle von IL-2 aktivierte T Zellen sind, gibt es eine
negative Riickkopplungskontrolle von Immunantworten tiber IL-2. Das heifft IL-2, das von aktivierten
nicht-regulatorischen T Zellen produziert wird, tragt zur Aufrechterhaltung, Ausbreitung und
Aktivierung von Tregs bei, was wiederum die Ausbreitung von nicht-regulatorischen T-Zellen begrenzt.
Eine Unterbrechung dieser IL-2-vermittelten Riickkopplungsschleife fordert die Entwicklung von
Autoimmun- und Entziindungskrankheiten. Darliber hinaus ist die Manipulation dieser
Rickkopplungsschleife von entscheidender Bedeutung flir die Regulation der Intensitat der Treg-

vermittelten Unterdriickung und damit fiir die Starke einer Vielzahl von Immunantworten [70].

1.2.4 Mechanismen der immunregulierenden Funktion von Tregs

Die Wirkungsmechanismen von Tregs beim Menschen und bei der Maus wurden hauptsachlich mit in-
vitro-Systemen untersucht. Es ist jedoch noch nicht klar, wie diese in vitro Studien die Aktivitat von
Tregs in vivo widerspiegeln [42]. Tregs sind in der Lage zahlreiche Immunzellen zu regulieren. Dazu
gehoren CD4+CD25- T Zellen, CD8+ T Zellen, B Zellen, Monozyten und DCs [71-74]. Die Mechanismen
der Unterdrickung Uber Zell-zu-Zell-Kontakt beinhalten dabei zytotoxische Faktoren wie Perforin,
Granzyme und die Expression von LAG-3 (lymphocyte-activation gene-3; Lymphozyt-Ativierungsgen-3)
[75]. Neben der Regulation liber Zell-Zell-Kontakte, kdnnen Tregs Zielzellen liber vier weitere Wege in
ihrer Immunantwort modulieren: (i) Freisetzung hemmender Zytokine, (ii) Induktion von Zytolyse oder
(iii) Stoffwechselstérungen und (iv) Modulation der DC-Funktion [75,76] (Abbildung 1).
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Abb. 1: Mechanismen der immunregulierenden Funktion von Tregs. Die immunregulierenden Mechanismen
von Tregs konnen in vier Kategorien eingeteilt werden: (A) Regulierung (iber hemmende Zytokine, wie IL-10, IL-
35 und TGF-B. (B) Regulierung mittels Zytolyse Gber Granzym A- und Granzym B-abhiangige und Perforin-
abhangige Totungsmechanismen. (C) Regulierung Gber Storung des Stoffwechsels der Zielzelle tiber Apoptose
mittels Zytokin-Entzugs, wie Entziehen von IL-2 Giber den IL-2 Rezeptor CD25, cAMP gesteuerte Inhibition und
CD39- und/oder CD73-generierte A2AR-mediierte Immunsuppression. (D) Regulierung durch Modulation der DC-
Funktion, wie DC-Reifung und/oder Funktion tiber Interaktionen zwischen CTLA-4 und CD80/86, sowie LAG-3 und
MHC II-Molekiil. A2AR: Adenosin-A2A-Rezeptor; cAMP: cyclic adenosin monophosphat (zyklisches
Adenosinmonophosphat); CTLA-4: cytotoxic T lymphocyte protein-4 (); DC: dendritic cell (dendritische Zelle); IL-
2: Interleukin-2; LAG-3: lymphocyte-activation gene-3 (Lymphozyt-Aktivierungsgen-3); MHC Il: major
histocompatibility complex Il (Haupthistokompatibilitdtskomplex 11); TGF-B: transforming growth factor 8

(transformierender Wachstumsfaktor B). Modifiziert nach [75].

1.2.5 Tregs in Autoimmunerkrankungen

Obwohl Tregs bei Patienten mit Autoimmunerkrankungen vorhanden sind [77,78], scheint es dieser
Zellpopulation sowohl an Autoantigen-Spezifitat als auch an suppressiven Fahigkeiten zu fehlen [78-
80]. Wahrend die Anzahl der Tregs von Patienten zu Patienten und auch Autoimmunerkrankung
variieren kann, ist bewiesen, dass der Treg-suppressive Phdnotyp bei Patienten mit

Autoimmunerkrankungen begrenzt ist [81].

Ein Beispiel fir eine verdnderte Treg-Anzahl als auch einem Verlust der suppressiven Fahigkeit ist die
systemische Autoimmunerkrankung SLE. Diese Autoimmunerkrankung ist gekennzeichnet durch den
Verlust der Immuntoleranz gegenliber Selbstantigenen, die Aktivierung und Vermehrung

autoreaktiver Lymphozyten und die Produktion von Entziindungsmediatoren und Autoantikérpern, die

26



1.2 Regulatorische T Zellen

infolgedessen zahlreiche Organe schadigen, unter anderem die Niere. Mehrere Studien haben die Rolle
der Tregs beim SLE untersucht, manchmal mit kontroversen Ergebnissen [82]. Die meisten Studien
haben eine verringerte oder normale Haufigkeit von Tregs bei SLE festgestellt [83], obwohl andere
Studien auch eine erhohte Anzahl gezeigt haben [42]. Es scheint jedoch, dass die Zahl der Tregs
wahrend aktiver Krankheitsschiibe [84,85] und bei aktiven padiatrischen SLE-Patienten verringert ist,
wobei eine umgekehrte Korrelation zwischen Tregs und Krankheitsaktivitit sowie
Autoantikorperspiegeln besteht [86]. Funktionell ist die Suppressionskapazitat von Tregs bei Patienten
mit aktivem SLE im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen und bei Patienten mit inaktivem SLE
reduziert [87,88]. In Mausmodellen des SLE kann ein Mangel an Tregs zum Verlust der Selbsttoleranz
und zur Entwicklung einer Lupus-dhnlichen Erkrankung beitragen [89], wahrend der adoptive Transfer
von Tregs das Fortschreiten der Nierenerkrankung verlangsamt und die Sterblichkeit von Mausen
verringern kann. Lupus-anfallige Mause haben dabei eine geringere Haufigkeit von Tregs im Vergleich

zu nicht-autoimmunen Stammen [90].

Ein weiteres Beispiel fir eine Autoimmunerkrankung mit einer Reduktion der Treg-Anzahl sowie einen
Funktionsverlust ist MS [78,91]. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass ebenfalls in T1D Tregs
funktionelle Defizite aufweisen. So ist hier zwar die Anzahl an Tregs in Patienten vergleichbar mit der
Anzahl an Tregs in Kontrollprobanden, jedoch konnte gezeigt werden, dass isolierte Tregs von an T1D
erkrankten Personen eine signifikant geringere Hemmung der T Zellproliferation aufweisen als isolierte

Tregs aus gesunden Probanden [92].

1.2.6 Therapiemdglichkeiten mit Tregs
Wie weiter oben beschrieben, spielen Tregs eine entscheidende Rolle bei der Immunhoméostase und
-toleranz. Infolgedessen wurden therapeutische Strategien fiir Autoimmunkrankheiten entwickelt, die

direkt oder indirekt auf Tregs abzielen. Auf einige wird nachfolgend genauer eingegangen.

1.2.6.1 Therapie mit niedrig-dosiertem IL-2

Wie schon beschrieben hat IL-2 das Potenzial, die Proliferation von Tregs in vivo zu induzieren [93].
Daher wurde die Hypothese aufgestellt, dass eine niedrige Dosis an IL-2 als Therapeutikum fir
Autoimmunkrankheiten eingesetzt werden kann. Durch den Einsatz einer niedrigen Dosis zielt das IL-
2 bevorzugt auf Zellen mit hoher CD25-Expression, also Tregs, ab [94]. Solche Ansatze wurden schon
erfolgreich im Zusammenhang mit Infektionen und Transplantationen mit Transplantat-gegen-Wirt-
Krankheit (graft versus host disease, GVHD) eingesetzt [95,96]. Im Zusammenhang mit Autoimmunitat
hat sich niedrig dosiertes IL-2 bei T1D und SLE am Patienten als sicher erwiesen [97-100]. Weitere
Entwicklungen, die die Treg-fordernde Wirkung von IL-2 nutzen, umfassen die Verwendung von IL-2-
anti-IL-2-Komplexen (IL-2 Antikérperkomplex) zur selektiven Vermehrung von Tregs in vivo. Eine
weitere Moglichkeit ist die Verwendung antigenspezifischer Tregs, die einen verdnderten IL-2-
Rezeptor exprimieren, der nur an ein modifiziertes IL-2 bindet. Dies fiihrt dazu, dass bei IL-2 Gabe

selektiv nur die antigenspezifische Treg-Untergruppe vermehrt wird [101,102]. Ein Vorteil der IL-2-
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Therapie besteht darin, dass rekombinantes humanes IL-2 bereits als therapeutisches Medikament
namens Aldesleukin oder Proleukin fiir die Behandlung von malignen Melanomen und

Nierenzellkarzinomen in der Klinik verfligbar und zugelassen ist [103].

1.2.6.2 Therapie mittels adoptiven Transfer von Tregs

Um die dominante Immuntoleranz wiederherzustellen, wird postuliert, dass die Verabreichung von
Tregs das Treg-Ungleichgewicht wiederherstellen kann, indem dadurch die Zahl der Tregs direkt erhoht
wird. Der erste in vivo-Beweis im Tierversuch wurde vor 30 Jahren von Hall et al. [104] erbracht, welche
zeigten, dass adoptiv  Ubertragene CD25+ T  Suppressorzellen die Toleranz in
Rattentransplantationsmodellen aufrechterhalten kénnen. Seitdem hat sich das Feld erweitert und
eine Vielzahl von Ansatzen zur Verwendung von Tregs als Therapie mit einem adoptiven Transfer-
Ansatz zur Behandlung von Autoimmunkrankheiten wurden entwickelt. Eine Reihe von klinischen
Studien mit polyklonaler Treg-Therapie zur Behandlung von Autoimmunkrankheiten wurden bereits
abgeschlossen oder laufen noch [105]. Die erste klinische Studie dieser Art (ISRCTN06128462) bei
Kindern mit T1D zeigte, dass der adoptive Transfer von polyklonalen, autologen Tregs das Uberleben
der Pankreasinseln verlangerte. Einige Patienten zeigten Anzeichen einer klinischen Remission und
blieben nach einem Jahr ohne jegliche Nebenwirkungen insulinunabhingig [106]. Eine weitere
klinische Studie (NCT01210664), bei der polyklonale autologe ex vivo-expandierte Tregs bei
erwachsenen T1D-Patienten eingesetzt wurden, zeigte, dass die Behandlung sicher und vertraglich ist
[107]. Die positiven Ergebnisse dieser klinischen Studien haben die Beflirchtungen zerstreut, dass die
polyklonale Treg-Therapie zu einer allgemeinen Immunsuppression und damit zu einem erhohten
Infektions- und Krebsrisiko fitlhren konnte. Andere klinische Studien, in denen polyklonale Tregs zur
Behandlung von Autoimmunerkrankungen eingesetzt werden, betreffen die Behandlung von aktivem
kutanem Pemphigus (NCT03239470), autoimmuner Hepatitis (NCT02704338) und Morbus Crohn
(NCT03185000). In einer dieser klinischen Phase-I-Studien (NCT02772679) wird die gleichzeitige
Verabreichung von IL-2 mit polyklonalen Tregs untersucht. Es wird erwartet, dass die gleichzeitige
Verabreichung von polyklonalen Tregs und niedrig dosiertem IL-2 die Anzahl und Funktion der Tregs
nach der Verabreichung erhoht [105].

Die Therapie durch adoptiven Transfer von Tregs kann zusdtzlich optimiert werden, indem
autoantigenspezifische Tregs verwendet werden [108]. Damit diese Art der Therapie jedoch
erfolgreich ist, muss sichergestellt werden, dass die Tregs spezifisch und stabil sind, langfristig

Gberleben und ihre unterdriickende Wirkung beibehalten kénnen [105].

1.2.6.3 Weitere Therapie-Moglichkeiten

Es gibt inzwischen zahleiche weitere Therapie-Ansitze, die auf die Modulation der Treg-Population
abzielt: zum Beispiel die Gabe von Rapamycin, ein mTOR-Inhibitor, welcher als starkes Makrolid-
Immunsuppressivum wirkt und die SignallUbertragung als Reaktion auf Zytokine oder

Wachstumsfaktoren blockiert, die Progression des T-Zellzyklus hemmt und die TCR-induzierte T Zell-
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Anergie und -Deletion fordert [109]. Antigen-spezifische Tregs, welche durch die Verabreichung von
Autoantigenen aktiviert und vermehrt werden und als eine Art Impfstoff gegen Autoimmunitat
angesehen werden kdonnen [105]. Sowie eine Antigen-spezifische Treg-Therapie, in der die Tregs mit
einem Autoantigen-spezifischen, hochaffinen TCR transduziert wurden und daher eine stdrkere
Suppressionsfunktion als Tregs, die mit einem unspezifischen TCR oder polyklonalen Tregs transduziert
wurden, aufweisen [110]. Des Weiteren wurden bereits eine Vielzahl kreativer chimarer Tregs

entwickelt, die sich in Modellen von Autoimmunerkrankungen als wirksam erwiesen haben [105].

Zum Schluss kann man ebenfalls davon ausgehen, dass Kombinationstherapie von Tregs mit anderen
Therapien bei der Behandlung von Autoimmunerkrankungen ebenfalls eine verstarkende Wirkung
haben. Bei der Anwendung der Treg-Therapie muss aber auch immer die immunsuppressive
Behandlung der Patienten berlicksichtigt werden. Immunsuppressiva, die Ublicherweise zur
Behandlung von Autoimmunerkrankungen eingesetzt werden, wie Methylprednisolon, Mycophenolat
und Tacrolimus, reduzieren leider nachweislich die Treg-Proliferation und -Lebensfdhigkeit auf
dosisabhangige Weise [111]. Daher ist eine sorgfiltige Abwagung bei der Festlegung eines geeigneten

Behandlungsschemas fiir eine Treg-Therapie unerlasslich [105].

29



1.3 Die Haut

1.3 Die Haut

Die Haut ist ein komplexes Organ, das flr die Bewahrung wichtiger physiologischer Funktionen des
Korpers wie die Verhinderung von Flissigkeitsverlusten, die Stabilisierung der Kérpertemperatur und
die Weiterleitung von Sinneseindriicken mitverantwortlich ist [112,113]. Dariiber hinaus bildet sie eine
hochspezialisierte immunologische Nische, die fiir die Aufrechterhaltung der Gewebehomdoostase, der

Verteidigung und der Reparatur entscheidend ist.

1.3.1 Aufbau der Haut
Die Haut ist in drei Schichten gegliedert: Oberhaut (Epidermis), Lederhaut (Dermis) und das
Unterhautfettgewebe (Subcutis) (Abbildung 2).

Die Epidermis, die duRerste Schicht der Haut, ist unterteilt in das Stratum corneum, das Stratum
lucidum, Stratum granulosum und Stratum basale. Das Stratum corneum enthalt Korneozyten, die
differenzierte Keratinozyten im Endstadium darstellen. Diese Zellen werden kontinuierlich durch
Keratinozyten aufgefillt, die im Stratum basale lokalisiert sind [113]. Das Stratum lucidum ist eine
diinne, klare Schicht aus abgestorbenen Keratinozyten und das Stratum granulosum stellt eine diinne
Ebene zwischen dem Stratum lucidum und Stratum basale dar, welches Keratinfilamente miteinander
verbindet [112]. Das Stratum basale enthalt basale Keratinozyten, Immunzellen wie Langerhanszellen

und T Zellen, sowie Melanozyten, die fir die Pigmentierung der Haut sorgen [114].

Unter der Epidermis befindet sich die Dermis, die wiederum in papillare und retikulare Unterschichten
eingeteilt wird. Beim Menschen bildet die papillare Dermis Auslaufer, die bis zur Epidermis reichen und
Kapillaren enthalten, die den Transport von Nahrstoffen erleichtern [115]. Die retikuldre Dermis
enthalt Hautanhangsgebilde wie Haarfollikel, Talgdriisen und SchweiRdrisen. Die retikuldre Dermis ist
aufgrund der dichten Konzentration von kollagenen und retikuldren Fasern, die in dieser Schicht
verwoben sind, wesentlich dicker als die papillire Dermis. Beide Hautschichten beherbergen
Fibroblasten, Myofibroblasten und Immunzellen, wie Makrophagen, Lymphozyten und Mastzellen. Die
Fibroblasten synthetisieren dabei eine extrazellulire Matrix aus Kollagen, Proteoglykanen und

elastischen Fasern, die die strukturelle Integritat der Dermis gewahrleisten [116].

Unter der Dermis liegt das subkutane Fett. Diese Schicht besteht aus Fibrozyten und Adipozyten und
ist reich an Proteoglykanen und Glykosaminoglykanen, die der Schicht mukusahnliche Eigenschaften
verleihen [117]. Das Hautfettgewebe speichert Energie in Form von Fettsdauren und fungiert als
endokrines Organ, das fir die Glukosehomoostase und den Fettstoffwechsel wichtig ist [118-120].
Diese Schicht produziert auch eine Vielzahl von Mediatoren, wie Wachstumsfaktoren, Adipokine und
Zytokine und enthalt zahlreiche Immunzellen [121]. Dartber hinaus dient das subkutane Fett als

Isolierschicht flir den Korper [114].

30



1.3 Die Haut

Maus

Kommensal

1Str.c.
Str. g.

Str.b.

siwJapidy

|Basal-
membran

Dermis

Makrophage V-

— Blutgefa "IJ

B e o Subcutis

Abb. 2: Struktur und zellulire Komponenten der murinen und humanen Haut. Murine Haut (links) weist
dichtgepackte Haarfollikel auf, wohin hingegen humane Haut (rechts) groBere Bereiche mit weniger Haarfollikel
besitzen. Humane Haut unterscheidet sich von muriner Haut durch eine dickere Epidermis mit mehreren
Zellschichten und einer dickeren Dermis mit fiir die humane Haut charakteristischen tiefreichenden Reteleisten.
Die haufigsten Immunzellen in der humanen Epidermis sind Langerhanszellen und CD8+ T Zellen. In der murinen
Epidermis befinden sich bevorzugt dendritische epidermale T Zellen, welche nicht in der humanen Haut zu finden
sind. Im Menschen, wie auch in der Maus, besiedeln Makrophagen, Mastzellen, konventionelle af§ T Zellen, als
auch eine kleine Population an angeborenen lymphoiden Zellen die Dermis. In der murinen Haut befinden sich
ebenfalls yoT Zellen. ALZ: angeborene lymphoide Zelle; DETZ: dendritische epidermale T Zelle; HF: Haarfollikel;
LHZ: Langerhanszelle; KZ: Keratinozyt; MZ: Mastzelle; Str.b.: Stratum basale; Str.c.: Stratum corneum; Str.g.:

Stratum ganulosum; TZ: T Zelle. Modifiziert nach [122].

Mausmodelle in der dermatologischen Forschung sind von groRem Wert und ahmen viele
pathologische Aspekte nach, die bei menschlichen Hauterkrankungen beobachtet werden kénnen. Es
ist jedoch wichtig zu bericksichtigen, dass es Unterschiede in der Hautstruktur von Mausen und
Menschen gibt. So ist zum Einem die Dicke der Epidermis von Mdusen diinner als die des Menschen
[123]. Des Weiteren enthalt die Epithelarchitektur der menschlichen Haut Fortsatze, die in das
darunter liegende Gewebe hineinragen, was bei muriner Haut nicht der Fall ist [124]. Im Gegensatz
zum Menschen besitzt die Haut der Maus auBerdem keine SchweiRdrisen, mit Ausnahme der
Brustdrisen weiblicher Mause. Zusatzlich besitzen Mause eine dermale Muskelschicht, den so
genannten Panniculus carnosus, die beim Menschen nicht vorhanden ist [123]. Dennoch haben sich
Mausemodelle aufgrund ihrer geringen Kosten und guten Handhabung fir die Untersuchung

entzlindlicher Erkrankungen der Haut bewahrt [114].
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1.3.2 Die Haut als Immunorgan

Eine der Hauptfunktionen der Haut besteht darin, den Kérper vor Verletzungen, Infektionen, Licht und
thermischen Einflissen zu schitzen. Dies wird durch physische Barrieren, Biomolekiile und ein
kompliziertes Netzwerk aus residenten Immunzellen und nicht-immunen Zellen, sowie Hautstrukturen
gewahrleistet. Darliber hinaus fordern die in der Haut ansdssigen Immunzellen (Abbildung 2) die

physiologischen Funktionen der Haut [114].

Zu den hautresidenten myeloischen Zellen gehéren Langerhans-Zellen, dermale DCs, Makrophagen,
Mastzellen und Eosinophile. Neutrophile kommen in gesunder Haut nur selten vor und sind daher
keine "hautbewohnenden Zellen". Allerdings bevélkern Neutrophile die Haut bei Entziindungen und
nach einer Verletzung. Hautresidente myeloische Zellen tragen zur Homdostase der Haut bei, indem
sie Wachstumsfaktoren absondern, die fiir das Uberleben von Keratinozyten, Fibroblasten und
Endothelzellen erforderlich sind. Dartiber hinaus erhalten sie die optimale Gewebefunktion aufrecht,
indem sie Debris und apoptotische Zellen phagozytieren, die Integritdt der Blutgefdlle unterstiitzen
und die Toleranz fordern. Bei Entziindungen reagieren myeloische Zellen umgehend und produzieren
entziindungsfordernde Mediatoren, die die Aktivierung von Zellen in der lokalen Umgebung und die
Infiltration der betroffenen Stelle durch periphere Immunzellen vorantreiben. Myeloische Zellen der
Haut dienen auch als APCs und somit als Bindeglied zwischen dem angeborenen und dem adaptiven

Immunsystem [114].

Die Haut beherbergt verschiedene Arten von Lymphozyten, die alle sowohl bei Normalzustand als auch
bei Entziindungsreaktionen eine wichtige Rolle spielen. Sowohl die menschliche Haut als auch die Haut
von Mausen enthdlt afT-Lymphozyten und y&T-Lymphozyten, sowie NKTs. y6T-Zellen sind die
dominierende T Zell-Population in der Haut von Mausen, wahrend afT-Zellen die dominierende T Zell-
Population in der menschlichen Haut sind [125,126]. B Zellen sind in der Haut im Normalzustand eher
selten und es ist unklar, ob sie tatsachlich in der Haut ansassig sind [127—129]. Die Rolle der B Zellen

bei entziindlichen Erkrankungen der Haut ist jedoch gut beschrieben [130-132].

1.3.3 Tregs in der Haut

In der Haut erwachsener Mause sind 20-60 % der CD4+ T Zellen Tregs, und in der Haut erwachsener
Menschen machen sie etwa 20 % aus [133]. Die meisten Tregs in der Haut sind dabei in beiden Spezies
in der Ndhe von Haarfollikeln lokalisiert [134,135].

Tregs erfiillen spezifische Aufgaben in der Haut, wie die Beschleunigung der Wundheilung [136], die
Forderung der Immuntoleranz gegeniiber kommensalen Mikroben der Haut [133] und die Férderung
der stammzellvermittelten Haarfollikelregeneration [135]. Ebenso konnte die Existenz von
hautresidenten Gedachtnis-Tregs nachgewiesen werden, die bei wiederholter Antigenexposition zur
Milderung der Hautentziindung beitragen [137]. Im Gegensatz konnte auch gezeigt werden, dass
Mause mit dysfunktionalen Tregs in jungen Jahren an einer fulminanten systemischen Entziindung mit
offensichtlicher Dermatitis und Haarausfall sterben, was zuséatzlich die Bedeutung der Tregs fir die

Entziindungshemmung in der Haut widerspiegelt [138].
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1.3.4 Epidermolysis bullosa acquisita (EBA)
1.3.4.1 EBA als blasenbildende Autoimmunerkrankung der Haut

Blasenbildende Autoimmunerkrankungen der Haut (autoimmune skin blistering diseases, AIBD) sind
eine vielfdltige Gruppe von Dermatosen, die durch die Bindung von Autoantikdérpern an Antigene in
der Haut und den Schleimhauten gekennzeichnet sind. Sie lassen sich in Pemphigoid-Erkrankungen
(PD) und Pemphigus-Erkrankungen unterteilen. PD kennzeichnen sich durch eine subepidermale
Spaltbildung und Autoantikérperbindung an strukturelle Komponenten der dermal-epidermalen
Grenzflache (dermal epidermal junction, DEJ) aus. Pemphigus-Erkrankungen hingegen produzieren
Autoantikorper, die gegen desmosomale Proteine gerichtet sind, welche benachbarte Keratinozyten
verbinden [139,140] (Abbildung 3).
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Abb. 3: Schematische Darstellung der Autoantigene bei Pemphigus- und Pemphigoid-Erkrankungen. BP180,
Typ-XVIl-Kollagen; BP230, Dystonin; Dsg: Desmoglein; Dsc: Desmocolin. Aus [141].

Klinisch sind pralle Blasenbildung und juckende urtikarielle Erytheme charakteristische Merkmale der
PD und histopathologisch ist die subepidermale Blasenbildung in Verbindung mit einer eosinophilen
und neutrophilen Infiltration kennzeichnend fir diese Erkrankungen [139,142]. PDs lassen sich je nach
Lokalisation der Autoantikérper in zwei grofRe Subtypen einteilen: erstens das bullése Pemphigoid (BP)
mit Autoantikorpern gegen subepidermale Strukturen und zweitens die Epidermolysis bullosa
acquisita (EBA) mit subepithelialen Autoantikérpern [139,143].

Obwohl die Inzidenz von EBA nicht im Detail bekannt ist, wird sie als selten, mit einer geschatzten
Inzidenz von < 0,5 pro Millionen Einwohnern eingeschatzt [144—147]. In Deutschland wurde die EBA-
Pravalenz kirzlich mit 2,8 Fallen pro Million Einwohner angegeben [148]. EBA kann dabei in jedem

Alter auftreten, mit beschriebenen Erkrankungsaltern von 1 bis 94 Jahren [149-151]. Dabei scheinen
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vor allem zwei Altersstufen besonders betroffen zu sein: Menschen im zweiten und Menschen im
siebten Lebensjahrzehnt [148].

1.3.4.2 Formen der EBA
Es gibt zwei klinische Hauptformen der EBA: die entzlindliche und die mechanobullése (klassische oder

nicht entzlindliche) Form, wobei die entzlindliche Form die haufigere ist [152,153].

Bei der mechanobullésen Form der EBA treten die Blasen an Stellen auf, die starkem Druck und Trauma
ausgesetzt sind. Die Lisionen treten in der Regel ohne Odeme oder Erytheme auf und erscheinen
zeitnah oder héchstens einige Stunden nach dem Trauma der Haut. Schleimhautldsionen sind in dieser
Form haufig. Ein weiteres klinisches Merkmal ist, dass sich im Laufe der Krankheitsentwicklung unter
anderem atrophische Narben, Hyper- oder Hypopigmentierung entwickeln kdnnen [153]. Bei der
entziindlichen Form treten Lasionen in der gesamten Haut auf, und die Hautbrichigkeit selbst ist nicht
so bedeutend. Sie kann daher anderen subepidermalen autoimmunen bullésen Dermatosen dhneln,
wie zum Beispiel dem BP, dem Schleimhautpemphigoid (MMP) oder der linearen bullésen IgA-
Dermatose [152-154]. Das Auftreten von Narben wahrend der Krankheitsentwicklung ist dabei

weniger haufig als bei der mechanobullésen EBA [153,154].

1.3.4.3 Pathogenese der EBA

Wie bei den meisten Autoimmunkrankheiten ist die genaue Ursache der Krankheit unbekannt. In
Bezug auf die EBA deuten die Daten auf eine gewisse genetische Pradisposition, sowie auf einen
Beitrag von Umweltfaktoren zur Pathogenese der EBA hin. Aufgrund der geringen Anzahl von EBA-
Fallen ist es schwierig, den Einfluss bestimmter Umweltfaktoren oder Infektionen zu untersuchen. Die
Anfalligkeit fiir EBA wird mit Genen innerhalb und aufRerhalb des MHC-Lokus in Verbindung gebracht.
Insbesondere wurde beim Menschen in zwei unabhangigen Studien ein Zusammenhang mit dem MHC-
Lokus HLA-DR2 nachgewiesen [155,156].

Das meistbetroffene Antigen, gegen welches sich Autoantikorper bilden, ist Kollagen-7 (COL7), dass
sich in der Sublamina densa der Basal-Membran-Zone befindet. COL7 ist ein Hauptbestandteil der
Verankerungsfibrillen und ist ein 290 kDa groRRes Protein Es besteht aus einer zentralen kollagenen
Domane, die von zwei nicht-kollagenen (non-collagenous, NC) Doméanen, NC1 und NC2, flankiert wird
[157]. Bei Patienten mit EBA richten sich die meisten Autoantikérper gegen Epitope, die sich in der
NC1-Domaéne befinden, obwohl in einer Minderheit der Falle ebenso eine Reaktivitit gegen die
kollagenen oder NC2-Domédnen festgestellt werden kann [158]. Im Allgemeinen sind dies
Autoantikorper des Typs IgG. Bei einigen Patienten wurden jedoch auch schon Autoantikdrper des Typs

IgA, I1gE und IgM nachgewiesen [159].

Die meisten Erkenntnisse zum Ablauf der Autoimmunreaktion der EBA stammen von Forschungen an
passenden Mausmodellen: die Effektorphase der EBA, das heil3t die durch Autoantikdrper ausgel6ste
Entziindung und Blasenbildung, wird durch die Ablagerung von Autoantikérpern an der DEJ durch

Bindung an das COL7-Epitop ausgeldst. Dies flihrt zur Aktivierung des Komplementsystems und zur
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Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen [159] und neutrophiler Chemotaxis [160].
Neutrophile binden anschlieRend {iber Fcy-Rezeptoren an die Fc-Domane der anti-COL7-
Autoantikorpern [161] und setzen eine Signalkaskade in Gang, die die Neutrophilen aktiviert und sie
veranlasst reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species; ROS) und Proteasen freizusetzen [162].
Diese Mediatoren fiihren zu einer Zerstérung der Verankerungsfibrillen und damit zur Entstehung der
Blasen auf der Haut und den Schleimh&uten [161]. Was die funktionelle Rolle der T Zellen betrifft, so
wurde vor kurzem nachgewiesen, dass T Zellen die Rekrutierung von Neutrophilen in den
Entziindungsbereich fordern kénnen, indem sie die Expression des Zelloberflachenintegrins CD18 auf
Neutrophilen modulieren. Interessanterweise wurde dieser Effekt weder durch CD4+ noch durch CD8+
Zellen vermittelt, sondern durch y&8T Zellen [163]. Die Blockade von Tregs fiihrte wiederum zu einer
dramatischen Verschlechterung des klinischen Krankheitsbildes bei einer experimentellen
Antikorpertransfer-induzierten EBA (Ak-EBA) [164]. Zuséatzlich zu Granulozyten und Lymphozyten,
kénnen auch Makrophagen und/oder Monozyten an der Blasenbildung bei der EBA beteiligt sein. Die
Blockade dieser Zellen ist jedoch technisch schwierig und beeintrachtigt das Fortschreiten der
Krankheit nicht offensichtlich [165]. Dennoch sind weitere Studien erforderlich, da Makrophagen und
Monozyten ebenso in der Lage sind, groRe Mengen an ROS nach Stimulation durch den Immunkomplex

zu produzieren und ex vivo eine Spaltbildung in menschlichen Hautschnitten hervorzurufen [166].

1.3.4.4 Diagnose und Behandlung der EBA

Da EBA polymorphe Merkmale unterschiedlicher Schweregrade aufweisen kann, kann sie mit anderen
subepidermalen bullésen Autoimmundermatose wie BP, MMP oder linearer bulléser IgA-Dermatose
verwechselt werden. Die Differentialdiagnose basiert daher nicht nur auf der klinisch-pathologischen
Korrelation, sondern erfordert auch den Nachweis von in situ und/oder zirkulierenden IgG-
Autoantikorpern gegen COL7 [158]. Nachweismethoden einer EBA umfassen dabei zum Beispiel die
Histopathologie, den Nachweis einer C3 und/oder IgG Ablagerung an der DEJ mittels direkter
Immunofluoreszenz und der Nachweis zirkulierender Autoantikdrper gegen COL7 mittels indirekter

Immunofluoreszenz oder einen Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) [167].

Die EBA-Behandlung zielt bisher hauptsachlich darauf ab, die Krankheitsaktivitat zu kontrollieren und
ein Wiederauftreten der Krankheit, sowie dauerhafte Folgeerscheinungen zu verhindern.
Krankheitskontrolle ist definiert als das Ausbleiben des Auftretens neuer Lasionen und die Abheilung
bereits bestehender Lasionen [168]. Aufgrund der Seltenheit dieser autoimmunen bullésen Dermatose
und der vielfaltigen klinischen Manifestationen gibt es nur wenige randomisierte, kontrollierte Studien
zur Behandlung der EBA. Die aktuellen Empfehlungen basieren auf Fall- und Serienberichten sowie auf
Expertenmeinungen aus nationalen und internationalen Konsensus- und Leitlinien [169-172]. Die
meisten von ihnen schlagen vor, dass sich die Wahl der Therapie nach dem Schweregrad der
Erkrankung richten sollte, der objektiv durch den Bullous Pemphigoid Disease Area Index (BPDAI) oder
subjektiv durch den Grad der Schleimhautbeteiligung und das Risiko von Langzeitfolgen und
funktionellen Einschrankungen beurteilt werden kann [169,170]. Ahnlich wie bei anderen AIBDs

werden systemische Kortikosteroide weitgehend als erste Wahl bei der Behandlung von EBA
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eingesetzt [139]. Neben diesen wurden bei der Behandlung der EBA auch steroidsparende Mittel wie
Colchizin, Diaminodiphenylsulfon (Dapson), Methotrexat, Azathioprin, Cyclosporin,
Mycophenolatmofetil und Cyclophosphamid eingesetzt. Weitere therapeutische Optionen wie
hochdosiertes intravendses Immunglobulin (IVIG), Rituximab, Plasmapherese und Immunadsorption
sowie extrakorporale Photochemotherapie sind ebenfalls beschrieben worden [143,173]. Jedoch
ergeben sich haufig unerwiinschte Nebenwirkungen aus den Standardbehandlungen sowohl aus ihrer
langfristigen Anwendung als auch aus ihrem eventuellen abrupten Abbruch. AuBerdem geht die

Immunsuppression mit der Entwicklung von Infektionen bei den Patienten einher [143].

1.3.4.5 Prognose der EBA

EBA ist eine chronische Krankheit, die durch Exazerbationen und Remissionen im Laufe von Monaten
bis Jahre gekennzeichnet ist. Obwohl in der Literatur keine Daten zu den prognostischen Faktoren der
EBA zu finden sind, geht man davon aus, dass die Prognose der EBA vom Schweregrad der Erkrankung
zum Zeitpunkt der Diagnose abhangt. Die Prognose ist bei schweren Formen schlecht, was durch die
Vero6ffentlichung zahlreicher Fallberichte tber Therapieversagen belegt wird. Bei einigen Patienten
kann die Krankheit schnell fortschreiten, mit Phasen schwerer Exazerbation und schneller
Narbenbildung. Die Vernarbungen der Lasionen kénnen die funktionelle Prognose beeintrachtigen und
lebensbedrohlich sein. Die Gesamtprognose und das Ansprechen auf die Behandlung sind bei Kindern

moglicherweise glinstiger als bei Erwachsenen [174,175].

1.3.4.6 Mausmodelle der EBA

Tiermodelle sind fiir die Untersuchung der Pathogenese von Autoimmunkrankheiten unverzichtbar.
Sie werden beispielsweise zur Erforschung der Autoantikérper-induzierenden Wechselwirkungen von
Molekiilen, die dem Pathomechanismus zugrunde liegen [176], zur Auswahl von therapeutischen
Zielkandidaten [162,177] oder zur Prifung neuartiger therapeutischer MaBnahmen [162,178]

verwendet.

Das Ak-EBA-Mausmodell

Das erste Tiermodell fiir EBA wurde durch die Herstellung polyklonaler Kaninchenantikérper gegen
Fragmente der immundominanten NC1-Doméane von murinen COL7 (mCOL7) etabliert [179]. Dabei
wurden gereinigte 1gG-Antikérper aus den Seren von immunisierten Kaninchen lbertragen. Wenn
Mausen dieses gereinigte Kaninchen-IgG in hohen Dosen wiederholt injiziert wurde, entwickelten sich
nach 2-4 Tagen dosisabhdngig subepidermale Blasen und Erosionen. Dariber hinaus wurden
verschiedene AusmaRe von Neutrophilen-Infiltration und 1gG/C3-Ablagerungen an der DEJ zusammen
mit zirkulierenden Anti-mCol7-Autoantikorpern festgestellt, die mit dem AusmaR der Erkrankung
korreliert waren. Weitere Arbeiten an einem adulten Mausmodell fir EBA validierten mehrere
entscheidende Faktoren fiir die Pathogenese der experimentellen EBA, wie unter anderem den
alternativen Komplementweg [180], Neutrophile, CD18, NADPH-Oxidase [181], GM-CSF (granulocyte
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monocyte/macrophage colony stimulating factor; Granulozyten-Monozyten/Makrophagen-Kolonie-
stimulierender Faktor) [182], IL-6 [183], TNF-a [166], Hsp90 [184], CXCR1/2 (CXC-Motiv-
Chemokinrezeptor 1/2) [185] und den neonatalen Fc-Rezeptor [186]. Um die unspezifischen
Wirkungen hoher Mengen von Kaninchen-1gG zu vermeiden, wurde dieses Modell unter Verwendung
von affinitdtsgereinigtem 1gG verfeinert [187]. In diesem Fall reichen viel geringere Dosen aus, um
subepidermale Blasen und Erosionen zu erzeugen. In &dhnlicher Weise wurden ebenso andere
Antikorper-Transfer-Mausmodelle etabliert: zum Beispiel mit IgG aus Kaninchen-Antikdrpern gegen
die NC1-Domdne von humanen COL7 [188] oder affinitdtsgereinigtem 1gG von menschlichen EBA-

Patienten, das klinische EBA-Lasionen in SKH1-M&usen induzieren kann [189].

Das immunisierungs-induzierte EBA-Mausmodell

Das erste Modell fiir eine durch Immunisierung induzierte EBA-Erkrankung wurde im Jahr 2006
entwickelt. In diesem Modell wurden Mause mit einem rekombinanten Peptidfragment aus der
immunogenen NC-1-Domidne von mCOL7° immunisiert. Die Immunisierung mit vier separaten
Verabreichungen von 40 pug mCOL7¢ |6ste bei allen getesteten Mausestimmen eine gegen mCOL7¢
gerichtete Autoantikdrperreaktion aus. Allerdings entwickelten nur SJIL-Mause eine klinisch sichtbare
Erkrankung [190]. Weitere Untersuchungen dieses Modells ergaben, dass die klinischen Lasionen mit
der Bildung von Komplement-fixierenden Autoantikdrpern einhergingen. Autoantikérper wurden
bereits eine Woche nach der Immunisierung nachgewiesen, und Mause, die fiir EBA anfallig waren,
entwickelten 1-2 Wochen nach dem Nachweis zirkulierender Autoantikdrper Lasionen. Die Produktion
von Autoantikorpern und die klinische Erkrankung wurden dabei flir mindestens 24 Wochen
aufrechterhalten. Die Anfalligkeit fur einen klinischen Phanotyp der EBA in diesem Modell wurde mit
dem MHC H2S-Haplotyp [191], der Thl-Polarisierung [192] und der Bildung von
komplementbindenden Autoantikorpern der Subklassen 1gG2a und IgG2b in Verbindung gebracht
[190]. In der Folge wurde eine Abhdngigkeit von T Zellen festgestellt, was durch Mause mit fehlenden
T Zellen belegt wurde, die gegen die Krankheitsinduktion resistent waren. lwata et al. [165] entwickelte
anschliefend ein zweites Immunisierungsmodell, bei dem eine einzige Immunisierung mit 60 pug mCol7
in Titermax™ verwendet wurde. In diesem Modell wurde die immundominante murine von
Willebrand-Faktor A2-dhnliche Domine (mCOL7"WfA2) der NC1-Domine zur Immunisierung von
Mdusen verwendet [193]. Auch hier war die Krankheit mit dem H2S-Haplotyp verbunden und
erforderte APC-induzierte CD4+ T Zellen, DCs und Makrophagen [165].
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1.3.5 Tregs in PD

Die Rolle der Tregs in PD bleibt umstritten. So zeigten Studien eine signifikante Erniedrigung der
zirkulierenden Tregs [194,195] und eine verringerte Anzahl von FoxP3+ und IL-10+ Zellen in BP-Haut
im Vergleich zu Psoriasis und atopischer Dermatitis, jedoch wiesen insgesamt BP-Patienten eine
erhohte Anzahl an Tregs auf als gesunden Probanden. Zusatzlich muss berticksichtigt werden, dass das
entzlindliche Milieu die verminderte Ansiedlung von Tregs in BP-befallener Haut als unabsichtliche
Folge und nicht als Ursache der Erkrankung bedingen kdnnte [196]. Es muss jedoch beachtet werden,
dass in der Studie von Antiga et al. [195] die BP-Patienten auf Grund ihres deutlich héheren Alters nicht
mehr zu den Kontrollprobanden und den Patienten der anderen PD Alter-angepasst waren. Trotz allem
exprimierten zirkulierende Tregs ein normales MaR an kutanem Lymphozyten-Antigen (CLA), und ihre
hemmende Kapazitat der T Zellproliferation war in BP nicht beeintrachtigt [197]. Es konnte jedoch in
einem DEREG-Mausmodell der EBA und BP gezeigt werden, dass eine Deletion der Tregs zu einer
libermaRiger Entziindung und Blasenbildung, vermehrten neutrophilen Infiltraten und der Expression
von Th1- und Th2-Zytokinen und Chemokinen fiihrt, was auf eine Rolle der Tregs bei der Pathogenese
der EBA und BP hindeutet [164].

Es sind jedoch weitere Studien erforderlich um die genauen Mechanismen, durch die Tregs zu den
Entziindungsprozesse in PD beitragen zu verstehen, was in dieser Arbeit daher vertiefend untersucht

wird.
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2 Zielsetzung der Arbeit

Die Therapie von EBA-Patienten ist aufgrund unzureichender Wirksamkeit und/oder Nebenwirkungen
der Medikamente nach wie vor unbefriedigend. Auch die pathogenen Mechanismen, die am
Fortschreiten der Krankheit beteiligt sind, sind nur unvollstandig verstanden und kdnnten der Schlissel
zur Entwicklung neuer therapeutischer Strategien sein. Zahlreiche Hinweise deuten darauf hin, dass
myeloische Zellen wie Neutrophile die wichtigsten Effektorzellen fiir die Gewebezerstérung bei PDs
sind [163,198]. Interessanterweise orchestrieren verschiedene Lymphozytenpopulationen, wie Tregs
die Rekrutierung und Aktivierung dieser myeloischen Zellen [164]. Ungeachtet der Tatsache, dass
gezeigt werden konnte, dass Treg-Populationen in PDs verdndert sind [194,195], ist der Beitrag der

Tregs wahrend der PD-Effektorphase bisher nur wenig untersucht worden.

Friihere Studien unserer Gruppe zeigten, dass die Depletion von CD4+Foxp3+ Tregs das Fortschreiten
der PD-Erkrankung in den verwendeten Mausmodellen férdert [164]. Sowohl im passiven EBA- als auch
im BP-Modell ging die Depletion der Tregs mit einer Verschiebung hin zu einem eher

proinflammatorischen Milieu in der Lasion einher.

Um die Rolle der Tregs im Einzelnen insgesamt besser zu verstehen, bendtigt es aber noch weitere
vertiefende Untersuchungen zum Zusammenspiel zwischen Tregs und angeborenen Effektorzellen
wahrend der PD-Effektorphase. Ziel dieser Arbeit ist es daher, die molekularen Mechanismen
aufzuklaren, mit denen Tregs die Effektorphase von PDs modulieren, und diese Mechanismen fiir neue
therapeutische Strategien zur Behandlung von PDs nutzbar zu machen. Mit der Hypothese, dass Tregs
die PD-Hautentzlindung durch mehrere Mechanismen unterdriicken, indem sie den Aktivitatszustand
anderer Zelllinien, wie T-Effektorzellen und Neutrophilen in der ldsionalen Haut in den pra-
inflammatorischen Zustand zuriickversetzen, soll hier die Wirkung von Tregs auf diese Zellen mit in
vitro- und in vivo-Methoden untersucht werden. Zusatzlich wird eine Immuntherapie durch Induktion
von Tregs mit einem IL-2- Antikérperkomplex sowie durch adoptiven Transfer unter Verwendung von
polyklonalen Tregs aus gesunden Mausen angewendet werden, um die Mechanismen weiter zu

entschllsseln, durch die Tregs eine Schutzfunktion in PDs ausliben kdnnen.
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3.1 Mduse

Alle hier durchgefiihrten Versuche wurden vom Ministerium fir Energiewende, Landwirtschaft,
Umwelt und landliche Rdume in Schleswig-Holstein unter den Tierversuchsvorhaben (28-4/18) und
(26-4/20), sowie den Anzeigen 5.1 _2020-11-16 und 5.1 2022 2022-05-02 genehmigt und von
erfahrenem Personal unter spezifischen pathogenfreien (SPF) Bedingungen durchgefiihrt. Die Mause
wurden unter SPF Konditionen in individuell bellfteten Kafigen (individual ventilated cages, IVC) mit
einem 12-Stunden Hell/Dunkel-Zyklus und stabiler Umgebungstemperatur in der Gemeinsamen
Tierhaltung der Universitat von Liibeck gehalten. Der Zugang zu Wasser und Futter war ad libitum und

die Gruppengrofie innerhalb eines Kafigs bis zu funf Tieren.

Fir die Experimente wurden entweder Mause der Linien C57BL/6J, C57BL/6-Tg(Foxp3-GFP)90Pkraj/J
(FoxP3-Reportermiuse; Referenz-ID: IMSR_JAX:023800) [199,200] oder B6.SJL-H2s C3c/1CyJ (B6.S) aus
der eigenen Zucht der AG Ludwig verwendet, wurden aber urspriinglich von Jackson Laboratories (Ben
Harbor, MA, USA) erworben. Alle Linien weisen keine Belastung auf. In den einzelnen Versuchen
wurden nur Tiere ab einem Alter von mindestens acht Wochen genutzt und in einem moglichst
ausgewogenen Geschlechterverhiltnis eingesetzt. In Bezug auf die FoxP3-Reportermause wurden

lediglich M&use mit einem heterozygoten (tg/+) bzw. Wildtyp (+/+) Genotyp verwendet.
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3.2.1 Laborgerdte

Tab. 1: Liste der verwendeten Gerate

Gerat

Firma

Pipette (10 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 pl)
Transferpipette (10 pl, 200 pl, 300 ul)
Biophotometer

BZ-9000E-Mikroskop (Biorevo)
Crofton® Schnellkochtopf

Fresco™ 21 Mikrozentrifuge

Geeichte Prazensionswaage PNJ 3000-2M
gentleMACS™ Octo Dissociator mit
Heizungselement

Glasflaschen Schott Duran (verschiedene GréRen)
GloMax Discover System microplate Reader
Kichenwaage

Leica Dmi Inverse Lichtmikroskop

MACSQuant Analyzer 10

Magnetriihrer mit Heizung, RCT basic
Magnetriihrer, verschiedenen GrofRen
Mausinjektionskafig MH-100
Mini Plattenschuttler PSU-2T

NanoDrop 2000 Spektrophotometer
OctoMACS Magneten

pH 7110 Set 4 pH/mV-meter
Pipettierhilfe

Prapbesteck

QuadroMACS

Qubit™ 4 Photometers

Schittler

scil Vet abc Plus+

Brand, Wertheim, Deutschland

Brand, Wertheim, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Keyence, Osaka, Japan

Aldi, Essen, Deutschland

Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA

Kern, Balingen-Frommern, Deutschland
Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach,
Deutschland

Th. Geyer, Renningen, Deutschland
Promega, Mannheim, Deutschland

Dirk Rossmann, Burgwedel, Deutschland
Leica, Wetzlar, Deutschland

Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach,
Deutschland

IKA/Xylem Analytics, Weilheim, Deutschland
Th. Geyer, Renningen, Deutschland

MidSci, St. Louis, Missouri, USA

LTF Labortechnik, Wasserburg (Bodensee),
Deutschland

Thermo Fisher, Waltham, Massauchsetts, USA
Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach,
Deutschland

WTW/Xylem Analytics, Weilheim, Deutschland
Th. Geyer, Renningen, Deutschland

Fine Science Tools, Heidelberg, Deutschland
Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach,
Deutschland

Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Scil animal care company GmbH, Viernheim,

Deutschland
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SIL 06 Infrarotlampe
Vortex-Genie 2
Zellinkubator (HeraCell)

Zentrifuge 5810

Sanitas, Ulm, Deutschland

Scientific Industries, Bohemia, New York, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

3.2.2 Laborwaren und Verbrauchsmaterialien

Allgemeine Laborwaren, wie Messbecher, Messzylinder und Flaschen fiir Puffer in verschiedenen

GroRen aus Glas und Plastik stammten von den Firmen Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland) und Th.

Geyer (Renningen, Deutschland). Gangiges Verbrauchsmaterial wurde ebenfalls von der Firma Sarstedt

erworben.

Tab. 2: Liste der verwendeten Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Firma

10 pl Spitzen

100 pl Spitzen

1000 pl Spitzen

Sterican Gr. 18 (26Gx1)

70 ul Zellsieb

Bepanthen Augen- und Nasensalbe
Centricons Amicon-Ultra 15 (30 kDa)
Dialysemembran Membra-Cel™, 44 mm, 30 m
Microvette®500 K3E

Einmal-Feindosierungsspritze Omnican F (30Gx1/2)

Einmal-Spritzen (1 mL, 20 mL)
Falcons (15 mL, 50 mL)

F-Boden 96-Well Suspensionsplatte
FEATHER Einmal-Skalpell

Filtropur V50, Vakuumfiltrationseinheit, 500 ml,

0,2 um

flachbodige 96-Well
Platte

gentleMACS™ C Tube

Klebefolie
Lanzette, 4,0 mm

LD-Saulen

LS-Saulen

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
B. Braun, Melsungen, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Bayer AG, Leverkusen, Deutschland
Millipore, Bradford, USA

Carl Roth; Karlsruhe, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
B. Braun, Melsungen, Deutschland
Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
pfm medical, K6In, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Maxisorp NUNC-Immuno Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts,

USA

Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach,
Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
B. Braun, Melsungen, Deutschland
Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach,
Deutschland

Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach,
Deutschland
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MS-Saulen

Objekttrager, Menzel Glaser (76x26 mm)
Pap-Stift
Petrischalen (3 cm, 6 cm)

Protein G Sepharose Saule

ReaktionsgefaRe (1,5 mL, 2 mL, 5 mL)
RNase-Away Spray

S Handschuhe
Serologische Pipetten (5 mL, 10 mL, 25 mL)
Superfrost Objekttrager

Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach,
Deutschland

Avantor, Radnor, Pennsylvania, USA
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Amersham Bioscience, Heidelberg,
Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Thermo Fischer Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Hartmann, Heidenheim, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA

3.2.3 Chemikalien und Reagenzien

Tab. 3: Liste der verwendeten Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie/Reagenz

Firma

2N NaOH-Ldsung

Aceton

Affi-Gel 10 Gel

Albumin Fraktion V, biotinfrei, NZ-Origin
Atipamezol

Calciumchlorid

Chloroform
4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI)

DAPI Fluoromount-G®

Dimethyl sulfoxide (DMSO)

EDTA Dinatriumsalz-Lésung (0,1 N)

Ethanol = 99,8 % vergillt 51

Ethanol 70 % vergallt 51

Ethanolamin

Ethylendiamin-tetraessigsdure Dinatriumsalz
Dihydrat

Faramount Einbettmedium, Aqueous

Fc Blockierungsreagenz, Maus

Fixierbarer Lebendfarbstoff 620

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

BioRad Laboratories, Miinchen, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Vetoquinol, Lure, Frankreich

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA

SouthernBiotech, Birmingham, Alabama, USA
Sigma-Aldrich, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Dako, Glostrup, Danemark
Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach,
Deutschland

BD Bioscience, Becton, New Jersey, USA
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Fixierbarer Lebndfarbstoff 780
Fixierungspuffer
Fotales Rinderserum (fetal calf serum, FCS)

Gibco™ DPBS, ohne Calcium, ohne Magnesium

Glycin

Haemalaum, acidic Mayer
HEPES Puffer

Kaninchen Referenzserum
Ketamin

Medetomidin

MEM NEAA (100x)

3-(N-Morpholino)propansulfonsaure (MOPS)
Moviol 4-88

Natriumcarbonat (Na,COs)
Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPO,)
NaCl 0,9 % Fresenius Spullésung
Natriumchlorid

Natriumcitrat-Dihydrat
Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat
Natriumhydrogencarbonat
Penicillin/Streptomycin

Pepsin Solution Digest-All™3 Ready to Use

Polyethylenglykol 20.000

Proleukin®

Propidiumjodidlosung

Protein G Sepharose

Red blood cell lysis solution (RBCL-Puffer; Rote

Blutzellen Lysispuffer)

rekombinantes Maus Interleukin-2 (rm IL-2)

rekombinantes murines COL7%%5T

rekombinantes murines COL7"WFA?

ROTI®Histofix 4 %

BD Bioscience, Becton, New Jersey, USA
Biolegend, San Diego, Kalifornien, USA
Sigma-Aldrich, Darmstadt, Deutschland
Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Waldeck, Munster, Deutschland

PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland
Bethyl Laboratories, Montgomery, Texas, USA
Sigma-Aldrich, Darmstadt, Deutschland
Vetoquinol, Lure, Frankreich

Gibco/Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Fresenius Kabi, Frankreich

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck Biochrom, Berlin, Deutschland
Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Novartis, Basel, Schweiz

Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach,
Deutschland

GE Healthcare, Freiburg, Deutschland
Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach,
Deutschland

ImmunoTools, Friesoythe, Deutschland
Eigenproduktion durch Claudia Kauderer nach
Sitaru et al. [179]

Eigenproduktion durch Claudia Kauderer nach
Kasprick et al. [165,193,201] (siehe auch
3.3.1.1)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
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ROTI®-Histol Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

RPMI 1640 Medium mit L-Glutamin Lonza, Basel, Schweiz

RPMI w/o Phenolred mit L-Glutamin Genaxxon bioscience, Ulm, Deutschland
Salzsdure (2 N) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Schwefelsdure Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland
Streptavidin Protein, DyLight™ 594 Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Massachusetts, USA
Tissue-Tek® O.C.T. Compound Sakura Finetek Europe B.V., Alphen aan den
Rijn, Niederlande
TiterMax® klassisches Adjuvanz, flissig Sigma-Aldrich, Darmstadt, Deutschland
TMB One Solution (3,3°,5,5'-Tetramethylbenzidin) Promega, Madison, Wisconsin, USA

Tris Base SERVA Electrophoresis, Heidelberg,
Deutschland

Tris-HCI Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Triton-X-100 Sigma-Aldrich, Darmstadt, Deutschland

Trizol Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Tween20 Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Wasserstoffperoxid 30 % (stab.) reinst Chemsolute/Th. Geyer, Renningen,
Deutschland

Xylazin Sigma-Aldrich, Darmstadt, Deutschland

Ziegenserum Dako, Glostrup, Danemark

3.2.4 Kits

Alle hier aufgelisteten Kits wurden, wenn nicht anders im Methodenteil beschrieben, nach Anleitung

des Herstellers verwendet.

Tab. 4: Liste der verwendeten Kits

Kit Firma

CD4*CD25" Regulatorischer T Zell-Isolationskit, Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach,

Maus Deutschland

CellTrace CFSE Zell-Proliferationskit Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Massachusetts, USA

DNase | Kit Qiagen, Venlo, Niederlande

FoxP3 Farbepuffer-Set Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach,
Deutschland

Kaninchen IgG ELISA Quantifikationsset Bethyl Laboratories, Montgomery, Texas, USA

LEGENDplex™ benutzdefinierter Maus 10-plex Biolegend, San Diego, Kalifornien, USA

Panel (IL-1B, IL-4, IL-1a, IFN-y, TNF-a, CXCL1, IL-10,

IL-13, IL-17A und GM-CSF)
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LEGENDplex™ Maus Th Zytokinpanel (12-plex)
V03 mit V-Bodenplatte
Multi-Gewebedissoziationskit 1
Neutrophil-Isolationskit, Maus

Pan T Zell-Isolationskit I, Maus

Qubit RNA Integritats- und Qualitatstestkit
Qubit™ RNA BR Testkit

RNeasy Mini Kit

SignalStain Boost IHC Detektionsreagenz (HRP,
Rabbit)

SignalStain DAB Substratkit

Treg Expansionskit, Maus

Biolegend, San Diego, Kalifornien, USA

Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach,
Deutschland

Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach,
Deutschland

Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach,
Deutschland

Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Qiagen, Venlo, Niederlande

Cell Signaling Technology, Danvers,
Massachusetts, USA

Cell Signaling Technology, Danvers,
Massachusetts, USA

Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach,

Deutschland

3.2.5 Antikérper

Alle Antikérper wurden vor Verwendung

in ihren entsprechenden

Experimenten in

Etablierungsversuchen hinsichtlich ihrer Verdiinnung und Versuchsbedingungen fiir jede jeweilige

Versuchsart optimiert.

Tab. 5.1: Liste der in vivo verwendeten Antikorper

Antigen Spezies/lIsotyp

Firma

IL-2, murin Ratte IgG2a, k

normales Kaninchen IgG  Kaninchen

spezifisches anti-Maus Kaninchen

COL75%T IgG

JES6-1A12

BioCell Technology, Irvine, Kalifornien,
USA

Eigenproduktion durch Claudia
Kauderer und Alexandra Wobig nach
Kasprick et al. [201] (siehe auch
3.3.1.2)
Eigenproduktion durch Alexandra
Wobig und Claudia Kauderer nach

Sitaru et al. [179] (siehe auch 3.3.1.2)
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Tab. 5.2: Liste der verwendeten Antikérper fiir Durchflusszytometrie

Antigen Spezies/Isotyp Klon Konjugat Firma
Arginase-1, Schaf I1gG polyklonal  APC R&D Systems, Minnesota, USA
murin/human
CCR10, murin Ratte 1gG2pB IgG2A PE R&D Systems, Minnesota, USA
CD11b, Ratte 1gG2B, k  M1/70 Brilliant Violet  Biolegend, San Diego, Kalifornien,
murin/human 510™ USA
CD18, murin Ratte IgG2a,k  M18/2 FITC Miltenyi Biotec, Bergisch-
Gladbach, Deutschland
CD183 (CXCR3), Armenischer CXCR3-173 APC/Fire™ 750 Biolegend, San Diego, Kalifornien,
murin Hamster 1gG USA
CD194 (CCR4), Armenischer 2G12 PE-Cy™7 Biolegend, San Diego, Kalifornien,
murin Hamster I1gG USA
CD196 (CCR6), Armenischer 29-2117 Brilliant Violet  Biolegend, San Diego, Kalifornien,
murin Hamster 1gG 421™ USA
CD206 (MMR), RattelgG2a,k C068C2 Brilliant Violet  Biolegend, San Diego, Kalifornien,
murin 421™ USA
CD25, murin Human IgG, REAffinity™ PE Miltenyi Biotec, Bergisch-
rekombinant Gladbach, Deutschland
CD3g, murin Human IgG, REAffinity™ PE-Vio®770 Miltenyi Biotec, Bergisch-
rekombinant Gladbach, Deutschland
CD4, murin Human IgG, REAffinity™ APC Miltenyi Biotec, Bergisch-
rekombinant Gladbach, Deutschland
CD4, murin Ratte IgG2B, k  GK1.5 PerCP Biolegend, San Diego, Kalifornien,
USA
CD4, murin Human IgG, REAffinity™ VioBlue® Miltenyi Biotec, Bergisch-
rekombinant Gladbach, Deutschland
CD45, murin Ratte IgG2B, k  30F11 VioGreen™ Miltenyi Biotec, Bergisch-
Gladbach, Deutschland
CD8a, murin Human I1gG, REAffinity™ VioGreen™ Miltenyi Biotec, Bergisch-
rekombinant Gladbach, Deutschland
FoxP3, murin Human IgG, REAffinity™ APC Miltenyi Biotec, Bergisch-
rekombinant Gladbach, Deutschland
Helios, Human IgG, REAffinity™ PE-Vio®615 Miltenyi Biotec, Bergisch-
murin/human  rekombinant Gladbach, Deutschland
IFN-y, murin Ratte IgG1k XMG1.2 PE Biolegend, San Diego, Kalifornien,
USA
IL-10, murin Ratte IgG2B, k  JES5-16E3  APC Biolegend, San Diego, Kalifornien,

USA
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IL-4, murin

iNOS, murin

LAP (TGF-B1)

Antibody,

murin

Ly6C, murin

Ly6C, murin

Ly6G, murin

Ly6G, murin

TNF-a, murin

Ratte IgG1k

Ratte 1gG2a, K

Maus IgG1lk

Ratte IgMk

Ratte IgG2a

Ratte IgG2a

Ratte 1gG2a, K

Ratte IgG1k

11B11

CXNFT

TW7-16B4

AL-21

1G7.G10

1A8

1A8

MP6-XT22

PE-Cy™7

PE

Brilliant Violet

421™

FITC

VioGreen™

APC-Vio® 770

PE-Cy™7

PE-Cy™7

Biolegend, San Diego, Kalifornien,
USA

Invitrogen/Thermo Fisher
Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Biolegend, San Diego, Kalifornien,
USA

BD Bioscience, Becton, New
Jersey, USA

Miltenyi Biotec, Bergisch-
Gladbach, Deutschland

Miltenyi Biotec, Bergisch-
Gladbach, Deutschland

BD Bioscience, Becton, New
Jersey, USA

Biolegend, San Diego, Kalifornien,
USA

Tab. 5.3: Liste der verwendeten Antikérper fir immunhistochemische bzw. Immunfluoreszenz-Farbungen

Antigen Spezies/Isotyp  Klon Konjugat Firma
C3, murin Ziege IgG Polyklonal FITC MP Biomedicals, Irvine,
Kalifornien, USA
CD3¢g, murin Armenischer 145-2C11 Biotin Biolegend, San Diego,
Hamster IgG Kalifornien, USA
F4/80, murin Ratte IgG2p A3-1 Bio-Rad Laboratories, Hercules,
Kalifornien, USA
FoxP3, murin Kaninchen IgG, = EPR22102-37 Abcam, Cambrigde, Vereinigtes
rekombinant Konigreich
IgG (H+L), Esel I1gG Polyklonal FITC Jackson Immuno Research, Ely,
Kaninchen Vereinigtes Konigreich
IgG (H+L), Ratte  Ziege IgG Polyklonal Alexa Fluor® Jackson Immuno Research, Ely,
594 Vereinigtes Kénigreich
Ki-67, murin Ratte IgG2a, 16A8 Biolegend, San Diego,
Kalifornien, USA
Ly6G, murin Ratte 1gG2a, « 1A8 Biolegend, San Diego,
Kalifornien, USA
Isotypkontrolle, Armenischer HTK888 Biotin Biolegend, San Diego,

murin

Hamster I1gG

Kalifornien, USA
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Isotypkontrolle,
murin rekombinant
Isotypkontrolle, Ratte IgG2a,

murin

Kaninchen IgG,

EPR25A Abcam, Cambrigde, Vereinigtes
Konigreich
RTK2758 Biolegend, San Diego,

Kalifornien, USA

3.2.6 Puffer und Medien

Alle Puffer wurden mit ddH,O angesetzt, entweder unter sterilen Bedingungen unter einer

Zellkulturwerkbank und/oder anschlieRend steril filtriert. Medien fiir in vitro bzw. in vivo Versuche

wurden immer steril unter einer Zellkulturwerkbank hergestellt. Alle Puffer und Medien wurden vor

Verwendung in kleinere Volumina aliquotiert.

Tab. 6: Liste der selbst angesetzten Puffer und Medien

Puffer/Medium pH-Wert Zusammensetzung

PBS 7,2 1,3 mM NaH;P04xH-0, 136,89 mM NaCl

PBS-T 7,2 0,05 % Tween20 (v/v) in PBS

FACS-Puffer 7,2 0,5 % BSA (w/v) in PBS

MACS-Puffer 7,2 0,5 % BSA (w/v), 2 mM EDTA in PBS

Blockierungspuffer 7,2 1 % BSA (w/v) in PBS-T

TBS 7,6 50,35 mM Tris Base, 150,58 mM NaCl

TBS-T 7,6 0,05 % Tween20 (v/v) in TBS

Bindungspuffer 20 mM NazHPOQ,4, 150 mM NaCl

Neutralisationspuffer 9,0 1 M Tris-HCl

MOPS-Puffer 7,5 0,1 M MOPS, 0,08 M CaCl2

Waschpuffer 0,1 % Triton-X-100 (v/v) in 850 nM NaCl

Elutionspuffer 2,8 0,1 M Glycin

Bicarbonatpuffer 9,6 0,05 M Na,COs, 0,05 M NaHCO3

10 mM Na-Citrat Puffer 6,0 0,05 % Tween20 (v/v) in 10 mM Tri Sodium Citrate
Tris-EDTA Puffer 9,0 0,05 % Tween20 (v/v), 10 mM Tris-Base, 1 mM EDTA (v/v)
CL-Medium 25 mM HEPES, 1 % FCS (v/v) in RPMI w/o Phenolrot mit L-

T Zellmedium

Glutamine
10 % FCS (v/v), 1 % Penicillin/Streptomycin (v/v), 1 % NEAA
(v/v) in RPMI 1640 mit L-Glutamine
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3.2.7 Software

Tab. 7: Liste der verwendeten Software

Software

Version

GraphPad Prism

LEGENDplex™ Data Analysis Suite
MACSQuantify

MS Office Package

R Studio fur Windows

R Paket: DESeq2

R Paket: ggplot2

Salmon

WebGestalt

Version 9.4.1
https://legendplex.gognit.com/, 01.10.2022
Version 2.13.0

Version 2211

2022.12.0-353

Version 3.16

Version 3.4.0

Version 1.10.0
https://www.webgestalt.org/, 01.03.2023

50


https://legendplex.qognit.com/
https://www.webgestalt.org/

3.3 Methoden

3.3 Methoden

3.3.1 in vivo Versuche

3.3.1.1 Induktion des immunisierungs-induzierten EBA-Mausmodells

Produktion des Autoantigens mCOL7"WFA2

Das zu injizierende Autoantigen mCOL7"W? bildet eine Unterdomine der NC1 Domine des mCOL7
Antigens (Abbildung 4). Es wurde, wie in etablierten Protokollen beschrieben [165,193,201],
rekombinant in E. coli ER2566 produziert und anschlieRend (iber seinen N-terminalen Anhang von flinf
zusatzlichen Aminosauren [GRAMG] affinitatsaufgereinigt. Die Produktion und Aufreinigung erfolgte
durch die technische Angestellte Claudia Kauderer. Das aufgereinigte und aufkonzentrierte
Autoantigen wurde anschlieRend in einer Konzentration von 2 mg/ml in PBS (pH 7,2) bis zur Nutzung

bei -80 °C gelagert.

NC1 Tripelhelix NC2
ENIII ' Gelenk ‘

Abb. 4: Schematische Darstellung des Typ-VII-Kollagens. Typ VlI-Kollagen enthalt drei identische a-Ketten. Die
145-kDa-Tripelhelix wird von zwei nicht-kollagenen Domanen flankiert: einer 145-kDa-N-terminalen nicht-
kollagenen 1-Domane (non-collagenous; NC1) und einer 34-kDa-C-terminalen nicht-kollagenen 2-Domane (NC2).
Die NC1-Domédne umfasst ein Knorpelmatrixprotein (cartillage matrix protein; CMP), neun Fibronektin-Ill-
dhnliche (FNIII) Doméanen, eine von-Willebrand-Faktor-A-dhnliche Domane (VWFA) und eine Cystein- und Prolin-
reiche Domane. Die Tripelhelix enthdlt eine 39 Aminosduren lange Gelenkregion. Die NC2-Domane am C-
Terminus wird teilweise proteolytisch verarbeitet, bevor sie eine Disulfidbindung mit einer anderen NC2-Doméne
bildet. Die NC1-Doméane am N-Terminus interagiert mit der Basallamina (Laminin-332 und Typ-IV-Kollagen) bzw.

in geringerem MaRe mit Typ-I-Kollagen. Modifiziert nach [161,193].

Herstellung der Emulsion des Autoantigens mCOL7"WFA2 jn TiterMax

Das Autoantigen mCOL7""FA2 wurde vor der Injektion in einem Verhiltnis von 1:1 in dem Adjuvans

TiterMax mit einer anschlieBenden Endkonzentration von 1 mg/ml emuliert.

Fur die Herstellung der Emulsion von mCOL7"WF2 in TiterMax wurde das Antigen auf 4 °C aufgetaut
und anschliefend zu dem entsprechenden Volumen an TiterMax gegeben. Die Emulsion wurde lber
Nacht bei 4 °C geschiittelt, bis eine homogene Losung entstand und keine Trennung der beiden
Schichten mehr stattfand. Die Vorbereitung der Emulsion des Autoantigens in TiterMax wurde von der
technischen Angestellten Alexandra Wobig durchgefiihrt. Die Lagerung bis zur Injektion erfolgte auf
Eis.
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Immunisierung der Miuse mit dem Autoantigen mCOL7"WFA2

Fir das immunisierungs-induzierte EBA-Mausmodell (Ag-EBA) wurden mindestens acht Wochen alte
B6.S Mause beider Geschlechter verwendet. Fir die Immunisierung wurden die Mause zunéachst in
Narkose gelegt (siehe auch 3.3.1.3). Sobald die zu injizierende Maus in tiefer Narkose war und keine
Augenreflexe mehr zeigte, wurde, wie beschrieben [166], mit der Injektion des Autoantigens
mCOL7""FA2 begonnen. Dafiir wurde die vorbereitete Emulsion in einer 1 ml Spritze aufgezogen und
anschlieRend langsam je 60 pL s.c. in beide FuRsohlen der Hinterlaufe injiziert, was einer
Gesamtmenge von 120 pg mCOL7"WFA2 entsprach. Zur Beendigung der Behandlung wurden den
Mausen Bepanthen Augen- und Nasensalbe auf die Augen aufgetragen und nach Applikation des
Antisedans Atipamezol (siehe auch 3.3.1.3) unter Rotlicht gestellt, bis sie wieder vollstandig aus der

Narkose erwacht waren. Die Immunisierung der Mause erfolgte ebenfalls durch Alexandra Wobig.

3.3.1.2 Induktion des Ak-EBA-Mausmodells

Generierung von anti-mCOL7<%" Antikodrpern

In E. coli rekombinant produziertes mCOL7“%" Autoantigen (hergestellt durch Claudia Kauderer nach
Sitaru et al. [179]) wurden zur Eurogentec GmBH (Koln, Deutschland) zur Immunisierung von
Neuseeldndischen weiBen Kaninchen geschickt. Das mCOL7¢%" wurde in einer Menge von 250 pg,
gelost in kompletten Freund-Adjuvans, s.c. in die Kaninchen injiziert. Es erfolgte ein dreimaliges
Boostern alle 14 Tage (250 pg, gelost in inkompletten Freund-Adjuvans, s.c.). Den Kaninchen wurden
in dreiwdchigen Abstanden Serum entnommen und dieses wurde zuriick zum Libecker Institut der

Experimentellen Dermatologie (LIED; Deutschland) geschickt.

Aufreinigung von spezifischen anti-mCOL7<%" Antikoérpern

Die Aufreinigung von spezifischen Kaninchen anti-mCOL7°%" IgG erfolgte nach etablierten Protokollen

[179] und wurde von Alexandra Wobig bzw. Claudia Kauderer durchgefihrt.

Zunichst wurde Kaninchen anti-mCOL7¢%%T Immun-IgG (ber eine Protein G Affinitats-Chromatografie
aufgereinigt. Daflir wurde zuerst die Protein G-Agarose auf der Sdule mit Waschpuffer aquilibriert. Die
Kaninchenseren wurden anschlieRend in PBS verdiinnt und mit der Protein G-Agarose in der Saule
vermischt und fiir eine Stunde bei 4 °C schwenkend inkubiert. Nach der Inkubation wurde der
Durchfluss verworfen und die Saule mit Waschpuffer gespllt, bis die optische Dichte (OD) unter 0,05
lag. Das an die Sdulenmatrix gebundene Immun-IgG wurde mit 0,1 M Glycin-Puffer bis zu einer OD von
0,1 in ein Auffanggefa mit 3 ml vorgelegtem Neutralisationspuffer herausgewaschen. Der pH-Wert
der 1gG-Losung wurde anschlieRend mit Hilfe des Neutralisationspuffers auf 7,2 eingestellt und fiir 2
Stunden in Polyethylenglykol in einer Dialysemembran Membra-Cel™ (44 mm) aufkonzentriert. Als
letzten Schritt fir die Aufreinigung des anti-mCOL7®T Immun-IgG wurde es unter Verwendung von

Amicon-Ultra Centricons 15 (30 kDa) durch Ultrazentrifugation von 4000 rpm bei 4 °C aufkonzentriert
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und auf PBS umgepuffert. Die IgG Konzentration wurde an einem NanoDrop bei A280 mit PBS als

Leerwert und einem Korrekturkoeffizienten von 0,74 bestimmt.

Als zweiten Schritt wurde das spezifische mCOL7<%" IgG (iber eine weitere Affinitats-Chromatografie
durch mit mCOL7¢%"-gekoppelten Affi-Gel 10 nach Angaben des Herstellers mit geringfiigigen
Anderungen gewonnen. Kurz zusammengefasst wurden dafiir 5 mg/ml mCOL7°%" in MOPS-Puffer eine
Stunde lang in ebenfalls MOPS-gepufferten Affi-Gel 10 bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlielend
erfolgte eine ebenfalls einstlindige Inkubation in einer 1:20 Lésung von MOPS-Puffer und Ethanolamin,
gefolgt von einem Wasch-Schritt in PBS. Zur Aufreinigung des spezifischen mCOL7¢%*" |gG wurde das
zuvor gewonnene Immun-IgG eine Stunde lang mit dem vorbereiteten mCOL7¢%" Affi Gel 10 bei 4 °C
unter sanftes Schitteln inkubiert. Es folgte ein weiterer Wasch-Schritt mit PBS und anschliefend ein
Waschen der Saule mit Waschpuffer, bis die OD unter 0,01 lag und damit das unspezifische I1gG
vollstandig herausgewaschen war. Das spezifische mCOL7%" IgG wurde mit Hilfe des Elutionspuffer
aus der Saule gewaschen. Zuletzt wurde der pH-Wert mit Neutralisationspuffer auf 7,2 eingestellt und
das IgG unter Verwendung eines Amicon-Ultra Centricons 15 auf die gewiinschte Konzentration
aufkonzentriert. Das IgG wurde steril-filtriert, aliquotiert und bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert.

Nach Auftauen wurde es unter sterilen Bedingungen bei 4 °C weiter aufbewahrt.

Injektion der spezifischen anti-mCOL7°%" Antikorper

Fir das Ak-EBA-Mausmodell wurden Mause der Linie C57BL/6J und heterozygote FoxP3-Reportertiere

sowie Wildtyp-Geschwistertiere beiderlei Geschlechts ab einem Alter von acht Wochen verwendet.

Zur Induktion der Erkrankung wurden die aufgereinigten spezifischen mCOL7%®" Autoantikérper in
einer zuvor getesteten Konzentration und Haufigkeit je nach 1gG Charge in einem Volumen von 100 plL
i.p. in die wachen Mause injiziert. Dies waren je 100 ug an den Tagen Null, Zwei, Vier, Sechs und Acht
fir den Therapieversuch mit der niedrig-dosierten IL-2 Gabe in heterozygote FoxP3-Reportertiere. Im
Therapieversuch unter Anwendung eines adoptiven Treg Transfers wurden je 100 pug an den Tagen
Null, Zwei und Vier in Wildtyp-Geschwistertiere injiziert. Das gleiche Injektionsschema wurde im
Experiment zur Untersuchung der Treg Expression in den verschiedenen lymphatischen Organen tber
die Zeit in ebenfalls heterozygoten FoxP3-Reportertieren angewendet. Als Negativkontrolle wurde im
letztgenannten Versuch normales Kaninchen IgG (normal rabbit IgG; NR 1gG) in derselben

Konzentration und Haufigkeit verwendet.

Die oben genannte Testung der aufgereinigten mCOL7C“®" |gGs erfolgte im Rahmen des Tierversuchs
(26-4/20) an C57BL/6 Mausen. In diesem Versuch wurden von einer Charge jeweils an drei Mdusen die
drei Konzentrationen 0,5 mg/ml, 1 mg/ml und 1,5 mg/ml an den Tagen Null, Zwei und Vier injiziert.
Wenn dabei am vierten Tag noch keine ausreichende Erkrankung von zumindest ein Prozent mit EBA
betroffener Kérperoberflache in zwei der verwendeten Konzentrationen festgestellt werden konnte
(siehe auch 3.3.1.4), erfolgten weitere Injektionen an Tag Sechs und Acht (Abbildung 5). Von diesen
Mausen wurden Lymphknoten und Haut fir die weiteren in vitro Versuche entnommen (siehe auch
3.3.1.7).
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c-GST

mCOL7C bzw. NR IgG Injektion

G —

[
»

2 4 6 8 10 12 Tag

IL-2 Therapie t t t 100 pg/Tag

Treg Transfer t t t t t 100 pg/Tag
50 ug/Tag

IgG Testung t t t (t) (t) 100 pg/Tag
200 pg/Tag

Abb. 5: Schematische Darstellung der mCOL7C“%T bzw. normales Kaninchen IgG Injektion in den einzelnen
Versuchsteilen im Ak-EBA-Mausmodell. Je nach IgG Charge wurden 100 pl aufgereinigtes mCOL7C%%T bzw.
normales Kaninchen 1gG (normal rabbit 1gG; NR IgG) jeweils an den Tagen Null, Zwei und Vier in einer
Konzentration von 1 mg/ml fir den Therapieversuch mit niedrig-dosiertem IL-2 und je 100 pl aufgereinigtes
mCOL7C%%Tin der gleichen Konzentration an den Tagen Null, Zwei, Vier, Sechs und Acht fiir die Therapie mittels
adoptiven Treg Transfers i.p. injiziert. Fiir die Chargen-Testung der aufgereinigten mCOL7C%“%T IgGs wurden
jeweils 100 pl von drei verschiedene Konzentrationen (0,5 mg/ml, 1 mg/ml und 1,5 mg/ml) an den Tagen Null,
Zwei und Vier i.p. injiziert. Abhdngig vom EBA-Score an Tag Vier wurde hier die Injektion an den Tagen Sechs und

Acht fortgesetzt. Ak-EBA: Antikorpertransfer-induzierte Epidermolysis bullosa acquisita.

3.3.1.3 Narkosebehandlung der Mé&use

Je nach Tierversuch wurden zwei unterschiedlich Narkosemittel verwendet. Bei dem Tierversuch
(28/4-18) wurden 15 pg/g Korpergewicht (KG) Xylazin und 100 pg/g KG Ketamin in einem
Injektionsvolumen von 200 pl i.p. injiziert. Das andere Narkosemittel im Rahmen des Tierversuches
(26-4/20) bestand aus 75 pg/g KG Ketamin und 1 pg/g KG Medetomidin, welches ebenfalls i.p. in einem
Volumen von 100 pl injiziert wurde. Diese Anasthesie war durch das verwendete Medetomidin
antagonisierbar, weshalb hier 30 Minuten nach Gabe des Narkosemittels 5 pg/g KG Atipamezol
(Antisedan) i.p. in einem Volumen von 50 pl verabreicht werden konnte. Dies beschleunigte das

Aufwachen der Mause aus der Narkose und verbesserte das Erholen aus derselben.

7"WFAZin die FuRsohlen

Die Mause wurden zu einem fir die Immunisierung mit dem Autoantigen mCOL
narkotisiert, sowie jeweils fiir die Beurteilung der EBA-betroffenen Korperoberflache (siehe auch
3.3.1.4). Dies erfolgte im Ag-EBA-Mausmodell ab Woche Drei einmal woéchentlich und im AK-EBA-

Mausmodell an den Tagen Vier, Acht und Zwolf.

Nach der Beurteilung der Mause wurden den schlafenden Tieren Augensalbe gegen Austrocknung der
Augen aufgetragen. Um ein Auskiihlen entgegenzuwirken, wurden die Kafige bis zum Aufwachen der

Mause unter Rotlicht gestellt.
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3.3.1.4 Belastungsbewertung der Mause in den verwendeten EBA-Mausmodellen

Allgemeine Belastungsbewertung

Die Mause wurden wahrend der Versuche hinsichtlich ihrer Belastung im Vergleich zu Tag Null in
regelmaligen Abstanden bewertet: im Ag-EBA-Mausmodell geschah dies die ersten drei Tage taglich,
anschlieRend bis Tag 28 zweimal wochentlich und zuletzt einmal wochentlich. Im Ak-EBA-Modell

wurde die Belastung an Tag Vier, Acht und Zwolf erfasst.

Die Bewertung umfasste zu einem eine mogliche Gewichtsabnahme, das Allgemeinbefinden
hinsichtlich des Aussehens der Maus, das Spontanverhalten, das klinische Befinden unter Betrachtung
der Atmung und der Temperatur und die Belastung ausgehend von der induzierten EBA. Bis auf
letzteren Punkt wurden alle Bewertungskriterien am wachen Tier untersucht. Alle einzelnen Kriterien
wurden nach einem Punktesystem bewertet und die Summe ergab die totale Belastung der Maus.
Dabei galt, dass null Punkte keiner Belastung entsprachen, eine geringe Belastung lag mit 1-10 und
eine mittlere Belastung mit 11-20 Punkten vor. Uber 20 Punkten definierte eine schwere Belastung
und galt als Abbruchkriterium, wenn nach spatestens einem Tag keine Besserung zu einer mittleren
Belastung erfolgte. Wenn die Bewertung unter Narkose des Tieres stattfand, wurde ebenfalls eine

Fotodokumentation des Tieres durchgefiihrt.

Belastungsbewertung der von EBA betroffenen Korperoberflache

Um den Grad der Erkrankung der EBA zu bestimmen, wurde der prozentuale Anteil der betroffenen
Koérperoberflache an der narkotisierten Maus nach einem etablierten Protokoll erfasst [202]. Dafir
wurden die unterschiedlichen Korperpartien auf Hautldsionen, Blasen, Schorfbildung und Haarverlust
untersucht und bestimmt, wie viel Prozent die betroffene Stelle von dieser Kérperpartie einnimmt.
Dieser Wert wurde anschliefend mit einem fir diesen Kérperteil definierten Faktor multipliziert: fir
jedes Ohr 0,025, fiir jedes Auge 0,005, orale Mukosa 0,025, Schnauze 0,025, Kopf mit einschlieflich
Nacken 0,09, jedes Vorderbein 0,05, jedes Hinterbein 0,1, Schwanz 0,1 und der restliche Torso 0,4. Die
Summe der einzelnen Multiplikationen ergab zuletzt die mit EBA betroffenen Kérperoberflache der
Maus (Abbildung 6). Im Ag-EBA-Mausmodell wurde diese Bewertung einmal wochentlich ab Woche
Drei und im Ak-Modell an den Tagen Vier, Acht und Zwolf durchgefiihrt. In den Versuchen mit

unterschiedlichen Behandlungsgruppen erfolgte dies von einer geblindeten Person.
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Abb. 6: Prozentualer Anteil der einzelnen Korperregionen einer Maus an ihrer Gesamtoberflache. Angegeben
sind die einzelnen Korperpartien einer Maus, an denen jeweils isoliert der Anteil an mit EBA-betroffenen
Korperoberflache erfasst wurde. Diese einzeln erfassten Werte wurden mit den fiir den jeweiligen spezifischen
prozentualen Anteil an Gesamtoberflache multipliziert und am Ende addiert, um die totale mit EBA betroffenen

Korperoberflache zu erhalten.

3.3.1.5 Praventive Behandlung mit einem IL-2-Antikdrperkomplex oder niedrigdosiertem IL-2 im Ak-
EBA-Mausmodell

Zur Etablierung einer Treg Behandlung mit IL-2 wurden entweder niedrig dosiertes IL-2 oder einen
IL-2-Antikorperkomplex im Ak-EBA-Mausmodell verwendet. Die Induktion polyklonaler Treg erfolgte

dabei praventiv.

Es wurden fir die Anwendung mit IL-2-Antikdrperkomplex zwei Konzentrationen getestet, da hier die
Publikationen hinsichtlich der Konzentrationen stark variieren [203,204]. Fur die Anwendung von

niedrigdosiertem IL-2 hingegen wurde nur eine Konzentration angewendet.

Die Antikorperkomplexe wurden unter sterilen Bedingungen vorbereitet: rekombinantes murines IL-2
(rm-1L2; 0,1 pg/ul) und anti-IL-2 mAk (0,1 pg/ul bzw. 1 pg/pl) wurden in ihren entsprechenden
Konzentrationen getrennt aliquotiert und nach Herstellerangaben gelagert (rm-IL-2 bei -20 °C und anti-
IL-2 mAk bei 4 °C). Kurz vor Injektion wurden die bendtigten Mengen von rm-IL-2 und anti-IL-2
zusammengemischt und mit DPBS auf ein Endvolumen von 100 pl pro Injektion aufgefiillt. Flr eine
erfolgreiche Komplexbildung wurde das Gemisch anschliefend direkt vor Gabe fiir 30 Minuten bei

37 °Cim Zellinkubator inkubiert. Die Injektion in die Mause erfolgte i.p.

Proleukin S wurde entsprechend der Herstellerangaben gel6st und vorbereitet. Da das geldste Pulver
nur eine Haltbarkeit von 24 Stunden aufwies, wurde es jeweils frisch an einem Behandlungstag
angesetzt und flr diesen, sowie den darauffolgenden Tag verwendet. Die Losung erfolgte in einer
sterilen 0,9 %-igen NaCl-Losung mit einer Endkonzentration von 5000 1U/pl. AnschlieBend erfolgte
wieder ein Auffiillen mit DBPS auf ein Endvolumen von 100 pl pro Injektion. Die nicht sofort

verwendete Dosis wurde bei 4 °C bis zum néchsten Tag gelagert. Die Gabe erfolgte ebenfalls i.p.
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Der Versuch wurde an heterozygoten FoxP3-Reportertieren mit Acht bis Neun Mausen pro Gruppe in
insgesamt vier Gruppen vorgenommen. In allen Gruppen wurde, wie oben beschrieben das Ak-
Mausmodell induziert (Tag Null) und es wurden drei verschiedene Behandlungsstrategien mit einer
unbehandelten Kontrollgruppe verglichen: (i) die erste Therapiegruppe bekam eine niedrige Dosis des
IL-2-Antikorperkomplex von 1 pg IL-2 und 5 pug des murinen IL-2 Antikdrpers (anti-IL-2 mAk) vom Klon
JES6-1A12 (1 pg IL-2/5 pg anti-IL-2 mAk) einmal taglich an den Tagen -5 bis -3 [203]. (ii) Die zweite
Gruppe wurde mit einer hoheren Dosis des Komplexes von 1,5 ug IL-2/50 pg anti-IL-2 mAk an den
Tagen -2 bis 5 [204] behandelt. (iii) Die Dritte Therapiegruppe bekam die niedrigdosierte Dosis von IL-
2 in Form von 25.000 IU Proleukin S an den Tagen -2 bis 2 [205] (Abbildung 7).

Therapieplan mit IL-2

IgG Injektion l l l
@ rrrrr 1111111111 1.1T1°
5 -4 3

-2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Tag

Positivgruppe

1pglIL-2/5 ug t t t

anti-IL-2 mAk

1,5 ug I1-2/50 g t1t1t1t1t1t1

anti-1L-2 mAk

25.000 IU t t t t t

Proleukin S

Abb. 7: Schematischer Zeitplan fiir die praventive Behandlung mit einem IL-2/ anti-IL-2 Antikérperkomplex
oder niedrigdosiertem IL-2 im Ak-EBA-Mausmodell. Abgebildet sind die drei Therapiegruppen (1 pg IL-2/5 ug
anti-IL-2 mAKk (rot), 1,5 pg IL-2/50 ug anti-IL-2 mAk (blau) und 25.000 IU Proleukin S (violet)) mit der Angabe an
welchem Tag die Therapie stattfand und die Positivgruppe. In allen vier Gruppen wurde 100 pl aufgereinigtes
mCOL7C“%Tbzw. normales Kaninchen IgG (normal rabbit 1gG; NR 1gG) jeweils an den Tagen Null, Zwei und Vier
in einer Konzentration von 1 mg/ml i.p. injiziert. Die Belastungsbewertung zu Tag Null fand an den Tagen Vier,
Acht und Zwolf (Versuchsende) unter Narkose statt. Ak-EBA: Antikdrpertransfer-induzierte Epidermolysis bullosa

acquisita.
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3.3.1.6 Praventiver adoptiver Transfer polyklonaler Tregs im Ak-EBA-Mausmodell

Zum adoptiven Transfer wurden zunachst von unbehandelten heterozygoten FoxP3-Reportertieren
polyklonale Tregs gewonnen. Dafiir wurden die Spendertiere in Narkose getdtet und ihre
mesenterialen, inguinalen und poplitealen Lymphknoten entnommen (siehe auch 3.3.1.7), um eine
Einzellsuspension herzustellen (siehe auch 3.3.2.2). Die Anzahl der Spendertiere entsprach dabei 1:1

zu den spateren Empfangertieren.

Die Einzellsuspensionen aller Tiere wurden zusammengefiihrt und anschlieRend unter Verwendung
des ,,CD4+CD25+ Regulatorischer T Zell-Isolationskit, Maus“ unter Herstellerangaben die Tregs isoliert.
Die Zellen wurden in allen folgenden Schritten auf Eis gehalten. Die gewonnen Tregs wurden auf 5 ml
mit DPBS aufgefullt und 200 pl davon am MACSQuant Analyzer 10 mit Hilfe der Zahlfunktion gezahlt.
Etwa 10° Zellen wurden fiir eine Reinheitsmessung entnommen. Der Rest der Tregs wurden mit
CellTrace™ CFSE von invitrogen nach Herstellerangaben markiert. Zur Uberpriifung der CFSE*-
Markierung wurden wieder bis zu 10° Zellen fir eine Reinheitsmessung entnommen. Die in diesem

Abschnitt erwdhnten Methoden werden unter 3.3.2 genauer beschrieben.

Wenn die Reinheit der Tregs mindestens 85 % und die CFSE*-Markierung iber 95 % lag, wurden die
CFSE*-positiven Tregs fiir die Injektion vorbereitet. Fiir den adoptiven Transfer wurden drei Gruppen
angesetzt: 0,2x10°, 0,5x10° und 1x10°. Alle drei Gruppen wurden in einem Volumen von 150 pl in PBS
i.v. in eine Schwanzvene injiziert. Die Injektion geschah in entweder C57BL/6 bzw. Wildtyp-
Geschwistertiere mit jeweils 9 Tieren pro Gruppe. Eine Kontrollgruppe aus ebenfalls 9 Tieren bekam
150 pl DPBS i.v. injiziert.

Fir die i.v. Injektion wurden die wachen Empfangertiere in eine Mausinjektionskafig gesetzt, wobei
der Schwanz auRerhalb der Rohre lag und festgehalten werden konnte. Um die Venen besser sichtbar
zu machen, wurde der Schwanz fiir etwa 20 Sekunden mit Rotlicht bestrahlt. AnschlieBend erfolgte die
Injektion in einer der seitlichen Schwanzvenen und die Tiere wurden wieder in ihren Kéfig
zuriickgesetzt. Fir die Verblindung der Gruppen wurde die Injektion von Dr. Katja Bieber bzw. Dr. Diana
Scheppan durchgefiihrt. Am darauffolgenden Tag wurde, wie oben beschrieben, das Ak-EBA-
Mausmodell induziert (Abbildung 8).
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Therapieplan fiir adoptiven Treg Transfer
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Abb. 8: Schematischer Zeitplan fiir die praventive Behandlung mittels adoptiven Treg Transfer im Ak-EBA-
Mausmodell. Abgebildet sind die drei Therapiegruppen (0,2x108, 0,5x108 und 1x10°) und die Positivkontrolle
(PBS). In allen vier Gruppen wurde einen Tag vor Induktion der Ak-EBA (Tag -1) je 100 pl der entsprechenden
Anzahl an isolierten Tregs bzw. DPBS i.v. injiziert. Zur Induktion der EBA wurde jeweils 100 ul an aufgereinigtem
mCOL7C“%T an den Tagen Null, Zwei und Vier in einer Konzentration von 1 mg/ml i.p. appliziert. Die
Belastungsbewertung zu Tag Null fand an den Tagen Vier, Acht und Zwélf (Versuchsende) unter Narkose statt.

Ak-EBA: Antikorpertransfer-induzierte Epidermolysis bullosa acquisita.

3.3.1.7 Tétung und Probenentnahme

Zur Totung der Mause wurde diese zunachst in Narkose gelegt. Den narkotisierten Mausen wurde
entweder zunichst Blut entnommen, oder sie wurden sofort mit einem Genickbruch getétet. Es
folgten je nach Versuch weitere Probenentnahmen der Ohren, Haut, Milz, Lymphknoten und Knochen

der Hinterbeine fir die Isolation von Knochenmark.

Blutentnahme

Fir die Blutentnahme wurde den narkotisierten Mausen Uber die Vena facialis mit einer Lanzette bis
zu 0,5 ml Blut entnommen. Das Blut wurde direkt in ein Microvette®500 K3E Gberfuhrt, welches auf
Eis gehalten wurde. Das Rohrchen wurde nach der Blutentnahme fiir eine Durchmischung des EDTAs
mit dem Blut kurz geschiittelt, um einer Gerinnung und damit Verklumpung des Blutes
entgegenzuwirken. Das Blut wurde bis zur weiteren Verwendung auf Eis gehalten. Die Maus wurde

nach der Entnahme sofort mit einem Genickbruch getétet.

Entnahme der Ohren und Haut

Beide Ohren der getéteten Maus wurden an der Ohr Basis abgeschnitten und die Harchen so gut wie

moglich mit einer Schere entfernt. Die Ohren wurden langs in jeweils zwei Halften geteilt. Die beiden
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medialen Halften wurden in ein 1,5 ml Reaktionsfgefal gegeben und in flissigen Stickstoff
schockgefroren. Die weitere Lagerung bis zur weiteren Verwendung erfolgte bei -80 °C. Die lateralen
Halften der Ohren wurden zusammen in ein 2 ml Reaktionsgefald gefiillt mit 1,5 ml Histofix tGberfihrt

und bis zur weiteren Verarbeitung bei Raumtemperatur gehalten.

Fiir die Hautentnahme wurde entweder gesunde Haut von unbehandelten Mausen bzw. nicht-
lasionale Haut und/oder lasionale Haut von den Mausen mit induzierter experimenteller EBA
entnommen. Zunachst mussten fir alle Varianten die Haare so gut wie moglich entfernt werden. Dafiir
wurden fiir gesunde bzw. nicht-ldsionale Haut die Haare am Riicken mit zwei Fingern herausgezupft.
Diese Methode hatte gegeniiber Rasieren oder Haarentfernungscreme den Vorteil, dass ebenfalls die
Haarwurzeln entfernt wurden. Fiir die ldsionale Haut wurden die umliegenden Haare mit einer Schere
so vorsichtig wie moglich entfernt, um das Gewebe nicht zu zerstéren. AnschlieBend wurden die
enthaarten Hautpartien herausgeschnitten und entsprechend den Versuchen bzw. gewliinschten
Proben aufgeteilt: zur Lagerung bei -80 °C fiir eine spatere Analyse der RNA (siehe 3.3.4) und zur
Herstellung von Gewebeschnitten (siehe 3.3.3.2 und 3.3.3.3), zur Fixierung in Histofix, ebenfalls zur
Herstellung von Gewebeschnitten (siehe 3.3.3.1 und 3.3.3.3) und/oder den Hautverdau zur Isolation
von Einzelzellen (siehe 3.3.2.2). (i) Zur Lagerung bei -80 °C wurde gesunden bzw. nicht-ldsionale Haut
zurechtgeschnitten (bis zu etwa 0,5 cm x 0,5 cm) und auf ein in fllssigen Stickstoff vorgekiihlten Metall
zum Vorfrieren gelegt. Dies gewahrleistete, dass die Haut glatt blieb. AnschlieRend wurde die Probe in
ein 1,5 ml ReaktionsgefaR Gberfihrt und im flissigen Stickstoff eingefroren. Lasionale Haut (GroRe
variabel, aber auch nicht groRer als die gesunde Haut) konnte sofort in den 1,5 ml ReaktionsgefaRen
schockgefroren werden. (ii) Zur Fixierung in Histofix wurde etwa die gleiche Menge an gesunder bzw.
nicht-lasionaler und ldsionaler Haut in 2 ml ReaktionsgefaRe mit 2 ml Histofix liberflihrt. Die Lagerung
beider Varianten geschah, wie schon bei den Ohren beschrieben. (iii) Fir den Hautverdau wurde die
gesamte Riickenhaut fiir gesunde bzw. nicht-lasionale Haut oder so viel wie moglich lasionale Haut in
ein 5 ml Reaktionsgefall mit 2,3 ml RPMI 1640 Medium Uberfihrt und bis zur weiteren Verarbeitung

auf Eis gehalten.

Entnahme der Milz, Lymphknoten und Knochen der Hinterbeine

Die Milz wurde von der Riickenseite aus entnommen. Daflir wurde der Riicken der Maus zundchst mit
70 %-igen Ethanol desinfiziert und anschliefend ein Schnitt auf der linken Seite im mittleren Drittel des
Riickens in die Korperhdhle gemacht. Die Milz liegt direkt unter dem Bindegewebe und konnte so
einfach entnommen werden. Bis zur weiteren Verarbeitung wurde sie in ein 1,5 ml ReaktionsgefaR mit
1 ml FACS-Puffer auf Eis gehalten.

Es wurden verschiedene Lymphknoten entnommen: mesenteriale, inguinale und/oder popliteale. Fiir
alle drei Varianten wurde die Maus auf den Ricken an den Extremitaten fixiert und mit 70 %-igen
Ethanol desinfiziert. Fiir die inguinalen Lymphknoten wurde die Haut am Bauch mittig aufgeschnitten,
ohne die Bauchhdhle zu 6ffnen. Es wurden oben und unten Schnitte zu beiden Seiten der Maus

durchgefiihrt, um die Haut damit seitlich aufziehen zu kénnen. Die inguinalen Lymphknoten werden

60



3.3 Methoden

dadurch auf beiden Seiten auf Hohe der Hiifte im einem Aderdreieck unter der Haut sichtbar und
konnten herausoperiert werden. Alles librige Gewebe wurde so sduberlich wie moglich entfernt. Fir
die poplitealen Lymphknoten wurde die Haut an den Hinterbeinen abgezogen. Damit wurden diese in
der Nahe der Kniebeuge sichtbar und konnten ebenfalls herausoperiert werden. Fiir die mesenterialen
Lymphknoten wurde die Bauchhohle gedffnet und die oberen Darmschlingen des Diinndarms zur Seite
gelegt. Die Lymphknoten befinden sich in einer Dreierkette an diesen Darmschlingen in einem
Adernetz und kénnen vom umliegenden Fettgewebe durch ihre leicht gelbliche Farbung unterschieden
werden. Nach dem Herausoperieren wurden alle Lymphknoten in ein 1,5 ml ReaktionsgefaR, gefillt
mit 1 ml FACS-Puffer auf Eis Uberfihrt.

Zur spateren Gewinnung von Knochenmark aus den Knochen der Hinterbeine wurde, wenn nicht schon
geschehen, die Haut an den Hinterbeinen abgezogen. Die Hinterbeine wurden am Hiftgelenk durch
einen Schnitt vom restlichen Korper getrennt. Die Muskeln wurden von den Knochen zunachst grob
mit einer Schere entfernt und der Fuld unterhalb des FuBgelenks abgeschnitten. Die Knochen wurden
von den restlichen Muskeln durch Reiben des Knochens zwischen einem Papiertuch gesaubert.
AnschlieBend konnten Femur und Tibia durch vorsichtiges Herausdrehen am Gelenk voneinander
getrennt werden. Alle vier Knochen (Femur und Tibia von beiden Hinterbeinen) wurden bis zur

weiteren Verarbeitung in ein 5 ml Reaktionsgefald gefiillt mit 3 ml FACS-Puffer auf Eis gelagert.

3.3.2 in vitro Versuche

3.3.2.1 Blutbildanalyse am scil Vet abc Plus+

Die Blutbildanalyse am scil Vet abc Plus+ wurde in den Laboren der AG Riemekasten in der Klinik fir
Rheumatologie und klinischen Immunologie, UKSH Liibeck nach deren freundlichen Genehmigung
durchgefihrt. Dafiir wurden etwa 20 pl des zuvor frisch gewonnenen Vollblutes in den
Microvetten®500 K3E benétigt. Das Blut wurde in den Rohrchen nochmal kurz sanft geschwenkt und
anschlieRend in das Gerat eingelesen. Das scil Vet abs Plus+ differenzierte anschlieBend die Blutzellen
auf Basis ihrer unterschiedlichen ZellgroRe in ein 4-fach Differentialblutbild. Die Messung erfolgte

durch Alexandra Wobig.

3.3.2.2 Herstellung von Einzell-Suspensionen
Flr die spateren Experimente (siehe 3.3.2.3 — 3.3.2.5) mussten aus dem gewonnenen Blut, der Haut,

Milz, den Lymphknoten und Knochen auf Eis Einzell-Suspensionen in DPBS hergestellt werden.

Blutaufbereitung fiir Durchflusszytometrie

Fir die spater folgende Durchflusszytometrie (siehe 3.3.2.5) mussten zunéachst die Erythrozyten aus
dem Blut lysiert werden. Dafiir wurden 200 pl des Blutes in 1 ml 1x RBCL-Puffer in einem 1,5 ml
Reaktionsgefall gegeben und vermischt und fir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Probe

wurde bei 400 g, 5 Minuten und 4 °C zentrifugiert. Zum Entfernen des Uberstandes wurde das 1,5 ml
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Reaktionsgefall dekantiert und anschlieRend, ohne das Gefall wieder aufzurichten, sanft auf einem
Papiertuch abgedrickt. Das Pellet wurde anschliefend ein zweites Mal in 1 ml 1x RBCL-Puffer lysiert.
Das nun weilSliche Zellpellet wurde anschlielend in 100 ul DPBS resuspendiert und bis zur weiteren

Verarbeitung auf Eis gelagert.

Herstellung von Einzell-Suspensionen aus Lymphknoten und Milz

Lymphknoten- und Milzzellen wurden fiir die Durchflusszytometrie verschiedener Zellisolationen
bendtigt (siehe 3.3.2.3 und 3.3.2.5). Um Einzell-Suspensionen aus den Organen zu bekommen, wurden
diese in eine Petrischale, gefillt mit DPBS Uberfihrt. Lymphknoten und Milzen wurden anschlieRend
in Puffer zwischen den rauen Beschriftungsseiten zweier Objekttrager sanft zerrieben. Dies wurde so
lange gemacht, bis alle Zellen in das DPBS ausgewaschen worden waren und von den Organen nur
noch die duRRere weille Kapselhaut vorhanden war. Die Zellsuspension wurde mit einer 20 ml Spritze
Gber einen 70 um Zellsieb in ein 50 ml Falcon Uberfihrt. Objekttrager, Petrischale und Filter wurden
nochmal mit DPBS gewaschen, die Zellsuspensionen zusammengefiihrt und das Falcon auf 50 ml
aufgefullt. Die Zellzahl der Zellsuspensionen der Lymphknoten konnten danach direkt am MACSQuant
Analyzer 10 bestimmt werden und wurden bis zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert. Da in der
Milz eine Vielzahl an Erythrozyten vorhanden sind, mussten diese zunachst lysiert werden. Daflr
wurden die Falcons der Milzzellsuspensionen bei 400 g, 5 Minuten und 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet in 1 ml DPBS resuspendiert. Die Zellsuspension wurde
anschlieRend mit 10 ml 1x RBCL-Puffer gemischt und fiir die Lyse der Erythrozyten fiir 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation erfolgte eine weitere Zentrifugation und der
Uberstand wurde wieder verworfen. Das nun weiRe Zellpellet wurde in 10 ml DPBS resuspendiert und
die Zellen wurden ebenfalls am MACSQuant Analyzer 10 gezahlt. Bis zur weiteren Verwendung wurden

die Milzzellen auf Eis gehalten.

Herstellung von Einzell-Suspensionen aus Knochen

Einzell-Suspensionen des Knochenmarks wurde fiir die Isolation von Neutrophilen benétigt (siehe
3.3.2.3). Die Kopfe der gesduberten Femora und Tibiae wurden im Labor abgeschnitten und das
Knochenmark mit Hilfe einer 26 G Nadel auf einer 20 ml Spritze mit MACS-Puffer (iber ein 70 pum
Zellsieb in ein 50 ml Falcon ausgespiilt bis der Knochen weililich durchscheinend war. Das auf dem
Zellsieb verbliebende Knochenmark wurde mit der Spitze eines 1,5 ml ReaktionsgefdRes vorsichtig
durch das Zellsieb unter Zugabe von MACS-Puffer in das Falcon geklopft. Das Zellsieb wurde am Ende
nochmal mit MACS-Puffer gewaschen, um keine Zellen zu verlieren. Das Falcon wurde mit Puffer
aufgefillt und die Zellen am MACSQuant Analyzer 10 gezahlt. Bis zur weiteren Verwendung wurden

die Zellen auf Eis gelagert.
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Herstellung von Einzell-Suspensionen aus Haut

Fiir Durchflusszytometrie, sowie die Isolation von Tregs mussten aus der ldsionalen und nicht-
lasionalen bzw. gesunden Haut der Mause Einzell-Suspensionen mittels eines Hautverdaus hergestellt
werden. Dies erfolgte nach einem mit Miltenyi Biotec zusammen etablierten Protokoll [206]: die Haut
wurde zunadchst mit 2,3 mL RPMI 1640 Medium in eine Petrischale gegeben. Mit zwei Skalpellen wurde
die Haut mittels Scherbewegungen in 1-2 mm grofRe Stiicke geschnitten und anschlieBend mit dem
Medium in ein gentleMACS™ C Tube (iberfihrt. Ein Enzym-Mix, bestehend aus 150 pl Enzym D, 25 pl
Enzym Rund 12,5 pl Enzym A aus dem Multi-Gewebedissoziationskit 1 wurde zu der Haut dazugegeben
und das gentleMACS™ C Tube auf ein gentleMACS™ Octo Dissociator mit Heizungselement platziert.
Fir den Verdau der Haut bei 37 °C wurde das 3-stlindige Programm 37C_cus_wm_skin gestartet. Nach
diesen drei Stunden wurden die gentleMACS™ C Tubes kurz bei 400 g und Raumtemperatur
abzentrifugiert, um alle Zellen und mogliche Gewebereste aus dem Deckel des Rohrchens zu
entfernen. Die Zellsuspension wurde Uber ein zuvor mit 3 ml DPBS angefeuchtetes 70 um Zellsieb in
ein 50 mL Falcon gegeben. Das gentleMACS™ C Tube und das Zellsieb wurden nochmals mit DPBS
gewaschen. Die Zellsuspension im Falcon wurde ein weiteres Mal zentrifugiert, der Uberstand durch
Dekantieren verworfen und das Pellet in 10 ml DPBS resuspendiert. Die Zellen wurden am MACSQuant

Analyzer gezahlt und bis zur weiteren Verwendung auf Eis gehalten.

3.3.2.3 Zellisolationen von Neutrophilen, T-Effektozellen und Tregs mittels MACS

Um reine Zellpopulationen von Neutrophilen, T-Effektorzellen und Tregs zu bekommen, wurden an
den Zellsuspensionen von Lymphknoten, Milz und Knochenmark die MACS (magnetic activated cell
separation; magnetisch-aktivierte Zellseparation) Methode angewendet. Dafiir wurden Zellisolations-
Kits von Miltenyi Biotec verwendet. Die Methodik der Kits beruht darauf, dass bestimmte
Zellpopulationen tGber mit magnetischen Beads markierte Antikdrper gebunden werden und diese
dann Uber eine Sdule an einem Magneten von den anderen Zellen separiert werden. Je nach

Zellpopulation geschieht diese Isolation dabei liber eine negative bzw. positive Selektion.

MACS-basierende Isolation von Neutrophilen aus Knochenmarkszellen

Neutrophile aus der hergestellten Knochenmarkszellsuspension von unbehandelten B6.S und C57BL/6
Mausen fur die Co-Kultivierung mit Tregs (siehe auch 3.3.2.4) wurden mit den , Neutrophil-
Isolationskit” (Miltenyi Biotec) nach Herstellerangaben und dem Prinzip der negativen Selektion

isoliert.

Dafur wurde die Zellsuspension, nach Bestimmung der Zellzahl, bei 300 g fiir 10 Minuten bei
Raumtemperatur abzentrifugiert und anschlieRend der Uberstand abgesaugt. Das Pellet wurde in
200 pl MACS-Puffer pro 5x107 Zellen resuspendiert und 50 ul Neutrophil Biotin-Antikérper Cocktail pro
5x107 Zellen hinzugefiigt und gemischt und fiir 10 Minuten bei 4 °C im Kiihlschrank inkubiert. Nach

Inkubation wurden 5 mL MACS-Puffer pro 5x107 Zellen hinzugegeben, um die Bindungsreaktion
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abzustoppen und erneut zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes wurden das Zellpellet in
400 pL MACS-Puffer pro 5x107 Zellen resuspendiert und 100 pl pro 5x107 Zellen anti-Biotin MicroBeads
hinzugegeben, gemischt und fiir 15 Minuten bei 4 °Cim Kihlschrank inkubiert. Es wurden noch einmal
5 ml MACS-Puffer pro 5x107 Zellen dazu pipettiert und die Zellsuspension abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 500 puL MACS-Puffer pro 10® Zellen resuspendiert.
Die magnetische Separation erfolgte anschlieBend liber LS-Sdulen an einem QuadroMACS Magneten.
Dafir wurden die Saulen zundchst nach Arretierung am Magneten mit 3 ml MACS-Puffer kalibriert.
Sobald der Puffer vollstandig lGber die Saule gelaufen war, wurde die Zellsuspension auf die Saule
gegeben und der Durchlauf, welcher die gewlinschte Neutrophilen-Population enthielt, in einem 15 ml
Falcon aufgefangen. Die Sdule wurde danach noch dreimal mit je 3 ml MACS-Puffer gewaschen und
der Durchlauf ebenfalls mit in das 15 ml Falcon laufen gelassen. AnschlieBend wurde das Falcon mit
den isolierten Neutrophilen kurz gemischt und 200 ul der Zellsuspension entnommen, um die Zellzahl
am MACSQuant Analyzer 10 zu bestimmen. Es wurden anschlieRend fiir eine Reinheitsprifung am
Durchflusszytometer 0,5x10° — 1x10° Zellen entnommen (siehe auch 3.3.2.5) und der Rest der Zellen

bis zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert.

MACS-basierte Isolation von Tregs aus Zellsuspensionen vom Lymphknoten bzw. Haut

Tregs wurden aus den Zellsuspensionen von inguinalen Lymphknoten mit Hilfe des ,CD4+CD25+
Regulatorischer T Zell-Isolationskit” isoliert. Dabei umfasst diese Isolation zundchst eine negative
Selektion der CD4-positiven T Zellen, gefolgt von einer anschlieBenden positiven Selektion der CD4-

und CD25-positiven T Zellen, welche die Treg-Population darstellten.

Die vorbereiteten Zellsuspensionen wurden bei 300 g fur 10 Minuten auf Raumtemperatur
abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde in 40 uL MACS-Puffer pro 107 Zellen
resuspendiert und es wurden jeweils 10 pul CD4*CD25* Regulatorischer T Zell Biotin-Antikdrper Cocktail
pro 107 Zellen hinzugegeben, gemischt und fiir 10 Minuten bei 4 °C im Kihlschrank inkubiert. Nach
Inkubation wurden direkt 38 ul MACS-Puffer, 20 ul anti-Biotin MicroBeads und 2 ul CD25-PE Antikorper
pro 107 Zellen dazu gegeben und fiir weitere 15 Minuten bei 4 °C im Kihlschrank inkubiert. Es folgte
anschliefend die negative Selektion der CD4-positiven T Zellen {iber LD-Saulen an einem QuadroMACS.
Hierfir wurden die LD-Sdulen nach Arretierung am Magneten zunachst mit 2 ml MACS-Puffer
kalibriert. Nach komplettem Durchlauf des Puffers wurde die Zellsuspension in einem Minimalvolumen
von 500 pl auf die Sdule gegeben und der Durchlauf mit den gewiinschten CD4-positiven T Zellen in
einem 15 ml Falcon aufgefangen. Die Sdule wurde anschlieBend zweimal mit 1 ml MACS-Puffer
gewaschen und dieser Puffer mit in den 15 mL Falcon gegeben. Die CD4-positiven T Zellen wurden
abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde in 90 pl MACS-Puffer pro 107
Ausgangszellen resuspendiert und 10 pl anti-PE MicroBeads pro 10’ Ausgangszellen hinzugegeben,
gemischt und fir 15 Minuten bei 4 °C im Kihlschrank inkubiert. Fiir die positive Selektion der CD4- und
CD25-positiven Tregs, wurden MS-Sdulen an dem OctoMACS befestigt und diese mit 500 pl MACS-
Puffer kalibriert. Die CD4-positive Zellsuspension wurde in einem Volumen von mindestens 500 pl auf

die Saule gegeben und der Durchlauf verworfen. Die Sdule wurde zweimal mit 500 pl MACS-Puffer
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gewaschen, um anschlieBend die gewlinschten CD4- und CD25-positiven Tregs aus der Sdulenmatrix
zu splilen. Hierfiir wurde die Saule vom Magneten entfernt und auf ein frisches 15 ml Falcon gesetzt.
Es wurde 1 ml MACS-Puffer auf die Saule gegeben und sofort mit dem Stempel der Saule die Zellen aus
dieser ausgedriickt. Fir eine hohere Reinheit wurde die magnetische Separation liber die MS-Saule ein
zweites Mal wiederholt. Die gewonnene Treg-Zellsuspension wurde auf 5 ml mit MACS-Puffer
aufgefillt und 200 puL entnommen, um die Zellzahl am MACSQuant Analyzer zu bestimmen. Je
0,5x10° — 1x10° Zellen wurden fir eine anschlieBende Reinheitspriifung am Durchflusszytometer
entnommen (siehe auch 3.3.2.5). Tregs aus den inguinalen Lymphknoten wurden fiir Co-
Kultivierungsexperimente (siehe auch 3.3.2.4) verwendet und bis zur weiteren Verwendung auf Eis

gelagert.

MACS-basierte Isolation von T Effektorzellen aus Milzzellen

Fir die Gewinnung von aufgereinigten T Effektorzellen fir die Co-Kultivierungsexperimente (siehe
auch 3.3.2.4) wurde auf die hergestellten Milzzellsuspensionen von unbehandelten B6.S und C57BL/6
Mausen das ,Pan T Zell-Isolationskit 11“ angewendet. Da das Kit lediglich T Zellen isoliert, wurde im
Anschluss mit Hilfe des CD4+CD25+ Regulatorischer T Zell-Isolationskit alle Tregs aus der
Zellpopulation entfernt, so dass am Ende eine reine CD4-positive und CD25-negative T

Effektorzellpopulation gewonnen werden konnte.

IM

Das ,Pan T Zell-Isolationskit 11“ basierte wieder auf einer negativen Selektion der T Zellen. Die
Milzzellen wurden bei 300 g fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Das Zellpellet wurde in 40 pul MACS-Puffer pro 107 Zellen resuspendiert und 10 pl Biotin-
Antikérper Cocktail pro 107 Zellen hinzugegeben. Die Probe wurde gemischt und fiir 5 Minuten bei 4 °C
im Kihlschrank inkubiert. Nach Inkubation wurden direkt 30 pul MACS-Puffer und 20 pl anti-Biotin
MicroBeads pro 10’ Zellen dazu gegeben und fiir weitere 10 Minuten bei 4 °Cim Kiihlschrank inkubiert.
AnschlieBend erfolgte die magnetische Separation tGber LS-Sdulen am QuadroMACS. Die Saule wurde
zunachst mit 3 ml MACS-Puffer kalibriert. Nach vollstindigem Durchlauf des Puffers wurde die
Zellsuspension in einem Volumen von mindestens 500 ul auf die Sdule gegeben. Der Durchfluss,
welcher in einem 15 ml Falcon aufgefangen wurde, stellte die gewlinschte T Zellpopulation dar. Die
Saule wurde einmal mit 3 ml MACS-Puffer gewaschen. Um nun die unerwiinschten Tregs zu entfernen,
wurden 200 pl aus der T Zellsuspension entfernt und am MACSQuant Analyzer 10 die Zellzahl
bestimmt. AnschlieBend erfolgte die Treg-Isolation mit Hilfe des CD4+CD25+ Regulatorischer T Zell-
Isolationskit wie oben beschrieben. Nur wurde hier bei der eigentlichen positiven Selektion der CD4-
und CD25-positiven Tregs tiber MS-Saulen nicht die Sdulen ausgespilt, sondern der Durchlauf aus den
Saulen behalten. Dieser Durchlauf enthielt die gewlinschte T Effektorzellpopulation ohne Tregs. Die
Zellsuspension wurde auf 5 ml mit MACS-Puffer aufgefiillt und wieder 200 ul entnommen, um am
MACSQuant Analyzer 10 die Zellen zu zihlen. Je 0,5x10° — 1x10° Zellen wurden auch hier fiir eine
anschlieRende Reinheitspriifung am Durchflusszytometer entnommen (siehe auch 3.3.2.5). Der Rest

der Zellen wurde bis zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert.
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3.3.2.4 Co-Kultivierung von Tregs mit T Effektorzellen bzw. Neutrophilen
Die aufgereinigten Tregs wurden jeweils mit den isolierten Neutrophilen oder den T Effektorzellen in

einer flachbodigen 96-Well-Suspensionsplatte co-kultiviert.

Co-Kultivierung von Tregs mit T Effektorzellen

Mit der Co-Kultivierung von Tregs mit T Effektorzellen sollte der Effekt der Tregs aus unbehandelten
oder EBA-induzierten Mausen auf die Proliferation der T Effektorzellen untersucht werden. Um die
Proliferation spater erfassen zu kénnen, wurde zundchst die aufgereinigte T Effektorzellpopulation mit
dem Fluoreszenzfarbstoff CFSE markiert, und anschliefend wurden die Tregs und T Effektorzellen
zusammen mit anti-CD3 und anti-CD28 fir drei Tage stimuliert, bevor die Zellen mittels

Durchflusszytometrie analysiert wurden.

CFSE steht fir Carboxyfluoresceinsuccinimidiylester und ist zellmembranpermeabel. Es bindet an
intrazellulare Molekile, und mit jeder Zellteilung wird der Farbstoff verdiinnt, was mit einem
abnehmenden Signal im Duchflusszytometer messbar wird. Dadurch kann die Proliferationsaktivitat
von Zellen analysiert werden. Fir die Farbung der T Effektorzellen mit CFSE wurde das CellTrace CFSE
Zell-Proliferationskit von Invitrogen nach Herstellerangaben genutzt. Dafiir wurde die Zellsuspension
zu einer Konzentration von 10° Zellen pro mlin DPBS gebracht. AnschlieRend wurde je 1 pl der in DMSO
gelésten CFSE-Lésung pro 10° Zellen hinzugegeben und kurz gevortext. Die Zellen wurden fir
20 Minuten bei 37 °Cim Zellinkubator inkubiert und alle flinf Minuten kurz gevortext, um den Farbstoff
gleichmalig zu verteilen. Nach der Inkubationszeit wurde das flinffache am urspriinglichen Volumen
an 1 %-igen FCS in DPBS hinzugegeben und nochmal fir finf Minuten lichtgeschiitzt inkubiert. Die
Zellen wurden anschlieBend bei 400 g fur finf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und der
Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde im T Zellmedium mit einer Endkonzentration von

4x10° Zellen pro ml aufgenommen und fiir 10 Minuten ruhen gelassen.

Wihrenddessen wurde die aufgereinigte Treg-Population zu einer Konzentration von 8x10° Zellen pro
ml in T Zellmedium eingestellt und der Stimulationsmix vorbereitet. Fiir den Stimulationsmix wurden
die CD3/CD8 MACSiBead™ Partikel vom Treg Expansion Kit von Miltenyi nach Herstellerangaben mit
leichten Abweichungen vorbereitet: die Beads wurden griindlich gevortext und das entsprechende
Volumen fiir 4x10* CD3/CD8 MACSiBead™ Partikel pro Stimulationsansatz (entspricht am Ende einem
Verhaltnis von 1:1 zu der Anzahl an Tregs) zu dem sechsfachen Volumen an T Zellmedium gegeben.
Die Beadlésung wurde fiir fiinf Minuten bei 300 g zentrifugiert und der Uberstand durch Absaugen
verworfen. Das Beadpellet wurde in T Zellmedium zugesetzt mit 8000 U/ml rm-IL-2 in einer
Endkonzentration von 8x10° CD3/CD8 MACSiBead™ Partikel/ul resuspendiert.

Zuletzt wurden alle vorbereiteten Losungen und Zellsuspensionen in einer flachbodigen 96-Well-
Suspensionsplatte zusammen pipettiert, wobei jede Bedingung als Doppelansatz angesetzt wurde: die
Negativkontrollen waren entweder nur T Effektorzellen ohne Tregs und Stimulationsmix bzw. nur Tregs
mit Stimulationsmix ohne T Effektorzellen. Die Positivkontrolle bestand aus T Effektorzellen mit

Stimulationsmix ohne Tregs. In allen ibrigen Wells wurden T Effektorzellen, Tregs und Stimulationsmix
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zusammengegeben. Das Pipettiervolumen fiir die T Effektorzellen war 100 pl und fiir Tregs 50 ul, was
jeweils einer Zellzahl von 4x10* Zellen, und damit einem Verhaltnis von T Effektorzellen zu Tregs von
1:1 entsprach. Das Volumen an Stimulationsmix das pro Well dazu gegeben wurde betrug ebenfalls
50 pl, was am Ende ebenfalls zu 4x10* Beads und 400 U rm-IL-2 pro Well fiihrte. Die Wells der
Kontrollen wurden am Ende auf 200 pl mit T-Zellmedium aufgefillt. Die Platte wurde flr drei Tage bei
37 °C und 5 % CO; im Zellinkubator inkubiert. Nach den drei Tagen wurde die Proliferation der T

Effektorzellen mittels Durchflusszytometrie erfasst (siehe auch 3.3.2.5).

Co-Kultivierung von Tregs mit Neutrophilen

Tregs aus unbehandelten oder EBA-induzierten Mausen wurden zusammen mit isolierten aktivierten
Neutrophilen aus unbehandelten Mausen fir 4,5 Stunden zusammen inkubiert, um im Anschluss den
Effekt der Tregs auf die Expression des Neutrophilen-Migrationsmarkers CD18 im Durchflusszytometer

zu analysieren.

Die Voraktivierung der Neutrophilen geschah durch einen auf der Platte beschichteten Antigen-
Antikorperkomplex. Daflir wurde einen Tag vor der Isolation der Zellen eine flachbodige 96-Well
Maxisorp NUNC-Immuno Platte mit rekombinanten mCOL7“%" beschichtet. Dafiir wurde das Antigen
in einer Endkonzentration von 10 pg/ml in Bicarbonatpuffer verdiinnt und jeweils 100 pl der
Antigenlésung (entspricht 1 pg Antigen) in ein Well gegeben. Jede Bedingung wurde als
Doppelbestimmung angesetzt. Die Negativkontrollen ,Leerwert”, ,nur Neutrophile” und ,,nur Tregs“
wurden nicht mit dem Antigen beschichtet. Die Platte wurde tiber Nacht mit einer Folie abgeklebt und
bei 4 °Cim Klhlschrank gelagert. Am nachsten Tag wurde die Platte dreimal mit je 200 pl pro Well PBS-
T gewaschen. AnschlieRend wurden 200 ul pro Well an Blockierungspuffer hinzugegeben und die Platte
fiir eine Stunde auf einen Schittler bei Raumtemperatur inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen
abzublocken. Nach der Blockierung folgte ein weiterer dreifacher Waschvorgang, um danach den
spezifischen Antikdrper an das Antigen binden zu lassen. Dafiir wurden je 0,4 ug an mCOL7%%" IgG in
einem Volumen von 100 ul in Blockierungspuffer in jedes Well bis auf die Negativkontrollen pipettiert.
Es folgte eine weitere Inkubation auf dem Schittler bei Raumtemperatur fir anderthalb Stunden.
Bevor die Neutrophilen auf die Platte gegeben wurden, wurde diese nochmal zweimal mit dem PBS-T
gewaschen und anschlieBend einmal mit 200 pl CL-Medium. Je 2x10° aufgereinigte Neutrophilen
wurden in einem Volumen von 100 pl in CL-Medium in jedes Well bis auf die Negativkontrollen
,Leerwert” und ,,nur Tregs” gegeben. In die Wells dieser Negativkontrollen wurden jeweils 100 pl an
CL-Medium pipettiert. Fiir eine vollstandige Voraktivierung der Neutrophilen wurde die Platte fiir eine
Stunde bei 37 °Cund 5 % CO, im Zellinkubator inkubiert.

Wahrenddessen wurden die Tregs in CL-Medium gewaschen und auf eine Konzentration von
5x10° Zellen pro ml eingestellt. Nach der einstiindigen Inkubation der Neutrophilen auf der Platte
wurden je 100 ul der Treg-Zellsuspension in die entsprechenden Wells, bis auf die Negativkontrollen
,Leerwert” und ,nur Neutrophile” gegeben. In die Wells dieser Negativkontrollen wurde wieder

jeweils 100 ul CL-Medium pipettiert. Das Verhaltnis von Tregs zu Neutrophilen war damit 1:4 und die
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Platte wurde fur weitere 4,5 Stunden bei 37 °C und 5 % CO, im Zellinkubator inkubiert. Anschliefend
folgte die durchflusszytometrische Farbung und Messung der CD18-Expression auf den Neutrophilen
(siehe auch 3.3.2.5).

3.3.2.5 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist eine weit verbreitete Methode in Forschung und Diagnostik zur Messung
der Eigenschaften einzelner Zellen oder Partikel. Das Grundprinzip besteht darin, Zellen durch einen
engen Flissigkeitsstrom zu leiten und die Zellen einzeln mit Lasern zu bestrahlen. Anhand der Streuung
des Lichts der Laser auf Detektoren kann Ruickschluss auf die GréBe und Granularitdt der einen Zelle
gezogen werden. Durch die Verwendung von verschiedenen Fluoreszenzantikdrpern bzw. -markern
konnen die Zellen weiter charakterisiert werden, wie zum Beispiel deren Expression von
Oberflachenrezeptoren, intrazelluldren und intranukledren Proteinen, Vitalitat und Aktivierungs- und

Proliferationsgrad [207].

Alle durchflusszytometrischen Experimente wurden an einem MACSQuant Analyzer 10 mit der
entsprechenden Software MACSQuantify durchgefiihrt und zuvor an Testproben etabliert. Die
Etablierung umfasste die Titration der verwendeten Antikérper, um die optimale Verdinnung zu

erhalten, sowie die Kompensation der einzelnen Panels.

Zellzahlbestimmung am MACSQuant Analyzer 10

Der MACSQuant Analyzer 10 besitzt eine vorgespeicherte Einstellung, um die Gesamtzellzahl, sowie
die Anzahl an lebenden Zellen in einer Probe zu bestimmen. Dafiir wurden zu 200 pl einer zu zdhlenden
Probe 2 ul Propidiumjodid (Pl) gegeben, vermischt und in das Gerét eingelesen. Das eingespeicherte
Analysetemplate gab am Ende der Messung jeweils die Anzahl, sowie die Konzentration der Zellen pro
ml aller Zellen und aller lebenden Zellen an. Fiir weitere Versuche bzw. Analysen wurde nur die Angabe
der lebenden Zellen verwendet. Alle zu bestimmenden Zellzahlen in dieser Arbeit wurden mit Hilfe

dieses Vorgehens bestimmt.

Farbung und Analyse verschiedener Immunzellpopulationen am MACSQuant Analyzer 10

Aus Einzellsuspensionen von Blut, Lymphknoten, Milz und Haut wurden mittels Durchflusszytometrie
verschiedene Immunzellpopulationen innerhalb der verschiedenen Therapiegruppen miteinander
verglichen. Dafiir wurden vier Fluoreszenzpanels fliir den MACSQuant Analyzer 10 etabliert: ein Panel

flr T Helferzellen, eines fur T Zell-Zytokine, eins fir Makrophagen und eins flir Tregs mit Granulozyten.

Fir jede Probe jedes Panels wurden 10° Zellen in einem Volumen von 100 pl der vorbereiteten
Zellsuspension verwendet und die Farbung wurde in einer V-Boden 96-Well Platte pro Panel
durchgefiihrt mit je einer Negativfarbung fiir jedes Organ und jedes Panel als Negativkontrolle. Die

Zellen wurden bei 400 g und 4 °C fir finf Minuten abzentrifugiert und der Uberstand durch
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Dekantieren und Abtupfen der Platte auf einem Papiertuch verworfen. AnschlieBend erfolgte die
Lebend/Todfarbung in einer 1:1000 Verdinnung in DPBS mit dem fixierbaren Lebendfarbstoff 620
(BD620) fiir das T Helferzellen- und Makrophagenpanel und den fixierbaren Lebendfarbstoff 780
(BD780) fur das T Zell-Zytokinen- und Treg-Panel. Die Zellen wurden in 50 pl der jeweiligen
Lebend/Todfarbungslosung resuspendiert und fir 15 Minuten lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Reaktion wurde mit je 100 pl FACS-Puffer abgestoppt, die Platten abzentrifugiert und
der Uberstand verworfen. Es folgte das Blockieren der Fc-Rezeptoren, um ein unspezifisches Binden
der entsprechenden Antikorper zu verhindern, mit 50 pl Fc Blockierungsreagenz in einer 1:10
Verdinnung in FACS-Puffer und einer Inkubation von 10 Minuten bei 4 °C im Kihlschrank. Direkt
danach wurden je 50 ul an extrazellularen Antikérpermix des entsprechenden Panels hinzugegeben

und mit der Zellsuspension vermischt (siehe Tabelle 8).

Tab. 8: Zusammensetzung der extra-zelluldre Antik6rpermixe der Durchflusszytometrie-Panels. Dargestellt
sind die jeweiligen extra-zelluldr eingesetzten Antikorper mit ihrem entsprechenden gekoppelten Fluorophor
und deren eingesetzten Verdiinnung zur Untersuchung der T Helferzellen, T Zell-Zytokine, Makrophagen und

Tregs in den unterschiedlichen Organen.

Panel Antikorper Fluorophor Verdiinnung Lokalisation
T Helferzellen anti-CCR6 Bv421 1:100 extra-zellular
anti-CD8a VioGreen 1:50 extra-zellular
anti-CCR10 PE 1:10 extra-zellular
anti-CCR4 PE/Cy7 1:100 extra-zellular
anti-CD4 APC 1:50 extra-zellular
anti-CXCR3 APC/Fire 750 1:100 extra-zellular
T Zell-Zytokine anti-CD45 VioGreen 1:50 extra-zellular
anti-CD4 PerCP 1:100 extra-zellular
Makrophagen anti-CD11b BV510 1:50 extra-zellular
Tregs anti-CD4 VioBlue 1:50 extra-zellular
anti-Ly6C VioGreen 1:10 extra-zellular
anti-CD25 PE 1:50 extra-zellular
anti-Ly6G PE/Cy7 1:100 extra-zellular

Die Zellen wurden mit den Antikdrpern fiir 20 Minuten lichtgeschiitzt bei 4 °C im Kuhlschrank inkubiert
und anschlieRend die Bindungsreaktion wieder mit 100 pl FACS-Puffer abgestoppt. Die Platten wurden

bei 400 g und 4 °C fiir fiinf Minuten abzentrifugiert und die Uberstinde verworfen.

Die Zellen, welche zu den Panels der T Helferzellen, Makrophagen und T Zell-Zytokinen gehorten
wurden nun in je 100 pl Fixierungspuffer (Biolegend) fir 15 Minuten lichtgeschiitzt bei
Raumtemperatur fixiert. Die Zellen zugehorig zum Treg-Panel wurden in 100 pl FoxP3-Fixierungspuffer
(Miltenyi Biotec) fur die spatere intra-nukledre Farbung von FoxP3 fiir 30 Minuten lichtgeschitzt bei
4 °Cim Kuhlschrank inkubiert. Nach Ende der jeweiligen Fixierung wurden wieder jeweils 100 pl FACS-

Puffer hinzugegeben und die Zellen abzentrifugiert und die Uberstinde verworfen.
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Da das Panel fiir die T Helferzellen keine Marker fur intrazelluldre Proteine beinhaltete, wurden die
Zellen dieser Platte in 100 pl FACS-Puffer resuspendiert und bis zur Messung am MACSQuant Analyzer
10 lichtgeschiitzt bei 4 °C im Kihlschrank gelagert.

Die Zellen der drei anderen Panels wurden in je 100 ul 1x Permeabilisierungspuffer resuspendiert und
nochmals zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Fiir das Makrophagenpanel folgte ein weiteres
Mal eine Blockierung der Fc-Rezeptoren, diesmal intrazellular: der Fc Blockierungsreagenz wurde dafir
1:10 in 1x Permeabilisierungspuffer verdinnt und die Zellen in 50 pl der Blockierungslosung
resuspendiert und flir 10 Minuten bei 4 °C im Kihlschrank inkubiert. Anschliefend erfolgte die Zugabe

von je 50 pl des intrazelluldren Antikorpermixes des entsprechenden Panels (siehe Tabelle 9).

Tab. 9: Zusammensetzung der Antikorpermixe der Durchflusszytometrie-Panels zur intra-zelluldren bzw. intra-
nuklearen Farbung. Dargestellt sind die jeweiligen intra-zelluldr eingesetzten Antikorper mit ihrem
entsprechenden gekoppelten Fluorophor und deren eingesetzten Verdiinnung zur Untersuchung der T Zell-
Zytokine, und Makrophagen bzw. den intra-nukledren bindenden Antikdrpern des Treg-Panels in den

unterschiedlichen Organen.

Panel Antikorper Fluorophor Verdiinnung Lokalisation
T Zell-Zytokine anti-TGFB Bv421 1:20 intra-zellular
anti-IFN-y PE 1:100 intra-zellular
anti-IL-4 PE/Cy7 1:20 intra-zellular
anti-IL-10 APC 1:50 intra-zellular
Makrophagen anti-CD206 Bv421 1:50 intra-zellular
anti-iNOS PE 1:100 intra-zellular
anti-TNFa PE/Cy7 1:100 intra-zellular
anti-Arg-1 APC 1:20 intra-zellular
Tregs anti-Helios PE-Vio615 1:50 intra-nuklear
anti-FoxP3 APC 1:50 intra-nukledr

Die Antikorpermixe wurden mit den Zellen gut vermischt und fiir 30 Minuten bei 4 °C im Kiihlschrank
inkubiert. Nach den jeweiligen Inkubationen wurden wieder je 100 ul 1x Permeabilisierungspuffer
hinzugegeben und die Platten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in je 100 pl

FACS-Puffer resuspendiert.

AnschlieBend erfolgte die Messung aller Platten am MACSQuant Analyzer 10 unter den individuellen
Einstellungen eines jeden Panels. Insgesamt wurden von jeder Probe 75 ul der Zellsuspension
eingelesen und die Zellen zunachst nach ihrer GréRe und Granularitdt im Forward Scatter (FSC-A) und
Side Scatter (SSC-A) in einem Plot dargestellt. Zellartefakte von toten Zellen wurden durch Einstellung
des FSC-Triggers direkt aussortiert. Die durch den FSC-A und SSC-A sichtbaren drei Zellpopulationen
von Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten wurden auf den nachsten Plot zum Aussortieren aller
Zellverklumpungen gegatet. In diesem Pot wurde das Signal von FSC-A gegen FSC-H abgebildet, was
dazu fuhrt, dass alle einzelnen Zellen auf einer Diagonalen dargestellt werden und Verklumpungen

unter dieser Linie. Alle Einzelzellen wurden fiir die weitere Analysen ausgewahlt und im nachsten Plot
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gegen ihren jeweiligen Lebend/Todfarbstoff abgebildet, wobei tote Zellen positiv fiur das
Fluoreszenzsignal waren und lebende Negativ. Anschliefend erfolgte das Gating aller lebenden Zellen
fir die einzelnen Zellpopulationen der jeweiligen Panels. Die Zellzahlen, -konzentrationen und -
prozente wurden von jeder Population eines jedes Panels und Organs erfasst und anschlieflend in
Graph-Pad Prism analysiert und die Ergebnisse der verschiedenen Therapiegruppen miteinander

verglichen.

Bestimmung der Proliferation von T Effektorzellen liber das CFSE-Signal

Die Proliferationsrate der T Effektorzellen, welche mit aus unterschiedlichen Versuchsgruppen ((i)
unbehandelte C57BL/6 bzw. (ii) B6.S, (iii) Ak-EBA, Ag-EBA mit entweder (iv) > 2 % oder (v) < 2 % an EBA-
betroffener Kérperoberflache) stammenden Tregs co-kultiviert wurden, wurde mittels der Starke des

CFSE-Signals im Durchflusszytometer erfasst.

Dafir wurden die nach drei Tagen im Zellinkubator inkubierten Zellen zunachst auf eine V-Boden 96-
Well-Platte Uberfihrt und bei 400 g und fiinf Minuten bei Raumtemperatur abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 50 pl des in DPBS 1:1000 verdiinnten Lebend-
/Todfarbstoffs BD780 resuspendiert und fiir 15 Minuten lichtgeschitzt bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach Inkubation wurden pro Well jeweils 100 ul FACS-Puffer hinzugegeben und die Platte unter ihren
spezifischen Einstellungen am MACSQuant Analyzer 10 gemessen. Die Zellsuspensionen wurden
zunachst durchmischt und anschlieffend je 100 pl davon in das Gerat eingelesen. Das Gating der Zellen
erfolgte mit den Plots fiir FSC-A und SSC-A, gefolgt von den Einzelzellen und der Trennung nach toten
und lebenden Zellen. Alle vitalen Zellen wurden anschlieRend auf das CFSE-Signal gegatet. Die
Prozentzahlen der CFSE-positiven und -negativen aller lebenden T Effektorzellen wurde erfasst und auf
die Positivkontrolle (stimulierte T Effektorzellen ohne co-Kultivierung mit Tregs) normalisiert. In Graph-

Pad Prism wurden anschliefend alle Gruppen miteinander verglichen.

Erfassung der Expression des Neutrophilen Migrationsmarkers CD18

Die Expression des Migrationsmarkers CD18 auf Neutrophilen nach Co-Kultivierung mit aus
unterschiedlichen Versuchsgruppen ((i) unbehandelte C57BL/6 bzw. (ii) B6.S, (iii) Ak-EBA, Ag-EBA mit
entweder (iv) > 2 % oder (v) < 2 % an EBA-betroffener Korperoberflaiche) stammenden Tregs wurde

ebenso mittels einer durchflusszytometrischen Farbung und Messung untersucht.

Nach der 4,5-stiindigen Co-Kultivierung der Zellen miteinander, wurden diese auf eine V-Boden 96
Well-Platte Gberfiihrt und bei 400 g und 4 °C fiir fiinf Minuten abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und in 50 ul eines vorbereiteten Antikdrpermixes resuspendiert und fir 20 Minuten bei 4
°Cim Kuhlschrank inkubiert. Der Mix bestand aus CD45 VioGreen (1:50), CD18 PE (1:50) und Ly6G APC-
Vio770 (1:10) verdiinnt in FACS-Puffer. Nach Inkubation wurde je Well 100 pl FACS-Puffer mit 1,5 pl Pl
dazugegeben, vermischt und je 100 ul der Zellsuspension am MACSQuant Analyzer 10 mit den
etablierten Einstellungen gemessen. Zunachst erfolgte das Ubliche Gating nach FSC-A, SSC-A,
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Einzelzellen und lebenden Zellen Gber Pl. Von den lebenden Zellen wurden die Neutrophilen tiber den
Marker Ly6G gegatet und anschliefend auf den Migrationsmarker CD18. Die Prozentzahlen der CD18-
positiven und -negativen Neutrophilen wurden erfasst und auf die Positivkontrolle (stimulierte
Neutrophile ohne co-Kultivierung mit Tregs) normalisiert. In Graph-Pad Prism wurden anschlieRend

alle Gruppen miteinander verglichen.

Reinheitsiiberpriifung der Zellpopulationen am Durchflusszytometer

Mittels MACS isolierte Zellpopulationen und mit CFSE-gefarbte Tregs fir den adoptiven Transfer und
T Effektorzellen wurden in ihrer Reinheit am Durchflusszytometer kontrolliert. Daflir wurden von jeder
Probe 10* — 10° Zellen entnommen und, bis auf die Uberpriifung der CFSE-gefirbten Zellen, eine
durchflusszytometrische Farbung mit fir die jeweilige Zellpopulation charakteristischen Markern
durchgefihrt. Das prinzipielle Vorgehen mit Reihenfolge, Waschschritten und Inkubationszeiten waren

dieselben wie oben beschrieben.

Die mittels MACS isolierten Neutrophilen wurden mit Ly6G PE/Cy7 (1:100), Ly6C FITC (1:100) und PI
gefarbt. Eine erfolgreiche Isolation der Neutrophilen wurde mit mehr als 85 % aller Zellen mit einem

positiven Signal fir Ly6G und einem negativen Signal fiir Ly6C definiert.

Die Reinheitsprifung der Tregs und T Effektorzellen fand mit derselben Farbung statt: mit CD4 VioBlue
(1:50), CD8 VioGreen (1:50), CD25 PE (1:50) und CD3 PE-Vio770 (1:50) als extrazelluldre Farbung und
FoxP3 APC (1:50) in der intranukledren Farbung. Isolierte T Effektorzellen sollten dabei mindestens
85 % positive CD3 T Zellen vorweisen, von denen hochstens jeweils 5 % CD8 und fiir Tregs
(CD25+FoxP3+) positiv sein sollten. Mit MACS-isolierte Tregs aus Lymphknoten sollten ebenfalls
mindestens 85 % positiv fiir CD3 und héchstens 5 % positiv fiir CD8 sein.

Um eine erfolgreiche Farbung mit CFSE zu bestatigen, wurden jeweils lediglich die gefarbten Zellen im
MACSQuant Analyzer 10 eingelesen und kontrolliert, ob mehr als 95 % der Einzelzellen positiv fiir CFSE

waren.

Nur wenn die Reinheiten der jeweiligen Populationen zufriedenstellend war, wurden die Ergebnisse

der folgenden Experimente zur Auswertung bericksichtigt.

3.3.2.6 Plasma
Plasma wurde aus dem restlichen Blut von 3.3.2.2 gewonnen. Dafiir wurde das Blut in den
Microvette®500 K3E bei 10.000 rpm und 4 °C fiir 10 Minuten zentrifugiert. Das in der oberen gelblichen

Phase liegende Plasma wurde in frische 1,5 ml ReaktionsgefdRe aliquotiert und bei -80 °C gelagert.
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3.3.2.7 Enzyme-linked immunosorbent Assay
Um den Titer von injiziertem Kaninchen IgG in den Plasmaproben der Mause vom Ak-EBA-Mausmodell
innerhalb der verschiedenen Therapiegruppen zu vergleichen, wurde ein spezifischer Enzyme-linked

Immunosorbent Assay (ELISA) durchgefihrt.

Hierfiir wurde zunachst eine 96-Well Platte mit hoher Bindungskapazitat mit 50 pl von 2,5 pg/ml anti-
Kaninchen IgG verdiinnt in Bicarbonatpuffer Gber Nacht bei 4 °C im Kiihlschrank beschichtet. Am
nachsten Tag wurde die beschichtete Platte dreimal mit je 250 ul PBS-T gewaschen. Um spétere
unspezifische Bindungen zu vermeiden, wurde die Platte anschlieRend fiir eine Stunde mit 200 pl
Blockierungspuffer pro Well auf einen Schiittler bei Raumtemperatur inkubiert. Wahrend dieser
Inkubation wurde Kaninchen Serum von Bethyl Laboratories als Standard in einer 7-stufigen
Verdiinnungsreihe von 500 ng/ml bis 7,8 ng/ml und die zu untersuchenden Plasmaproben 1:10 in
Blockierungspuffer verdiinnt. Nach der einstiindigen Blockierung der Platte folgte ein weiterer
dreistufiger Waschschritt mit PBS-T und je 50 ul der vorbereiteten Standardreihe mit zusatzlichen
Leerwert, und die verdiinnten Plasmaproben wurden in je einem Doppelansatz auf die Platte gegeben
und fiir eine weitere Stunde bei Raumtemperatur schittelnd inkubiert. Nach der Inkubation und
weiterem dreimaligen Waschen mit PBS-T wurde der Zweitantikorper (HRP-konjugierten Ziegen anti-
Kaninchen IgG-Fc; HRP: horseradish peroxidase; Meerrettichperoxidase) in einer 1:30.000 Verdiinnung
in Blockierungspuffer mit je 50 pl auf die Platte gegeben. Diese wurde fir eine weitere Stunde bei
Raumtemperatur schittelnd inkubiert. Nach einem letzten dreimaligen Waschen mit PBS-T erfolgte
die Farbumsetzung durch HRP mit je 100 ul der TMB-L6sung. Die Farbreaktion wurde durch Zugabe
von je 100 pl einer 0,9 M H,SO4-Lésung gestoppt. Zur Bestimmung der jeweiligen IgG Titer wurde
zunachst die OD jedes Wells der Platte in einem GloMax Discover System microplate Reader bei 450
nm gemessen. Von jedem Duplikat wurde der Mittelwert der ODs gebildet und mit Hilfe der bekannten
Konzentrationen des Standards eine vierparametrige sigmoidalen Standardkurve gebildet. Dadurch
konnte unter Verwendung der Software Graph-Pad Prism die Konzentrationen des injiziertem

Kaninchen IgGs der einzelnen Proben berechnet werden.

3.3.2.8 LEGENDplex™ Bead-basierender Immuntest

Mit dem von Biolegend LEGENDplex™ Bead-basierenden Immuntest wurden verschiedene
Zytokinkonzentrationen in den Plasmaproben der Mduse vom Ak-EBA-Mausmodell innerhalb der
verschiedenen Therapiegruppen analysiert. Das Prinzip dieses Immuntests beruht dabei auf der
gleichen Grundlage wie Sandwich-Immuntests, bei denen das l6sliche Analyt zwischen zwei
Antikorpern eingefangen wird, wobei hier das Analyt auf einer Platte gebunden wird. Auf Grund
unterschiedlicher GroRen und unterschiedlichen Fluoreszenzwerten der Bead-Populationen, kénnen
diese im einem Durchflusszytometer voneinander unterschieden werden und die Konzentration eines

jeden Analyten mit Hilfe einer bekannten Standardkurve bestimmt werden.

Es wurden zwei LEGENDplex™ von Biolegend verwendet: der ,LEGENDplex™ Mouse Th Cytokine Panel
(12-plex) VO3 with V-Bottom Plate” mit den 12 Bead-Populationen IFN-y, IL-5, TNF-q, IL-2, IL-6, IL-4, IL-
10, IL-9, IL-17A, IL-17F, IL-22 und IL-13 und ein Kunden-individueller ,LEGENDplex™ Custom Mouse
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10-plex Panel” mit den 10 Bead-Populationen IL-18, IL-4, IL-1a, IFN-y, TNF-a, CXCL1, IL-10, IL-13, IL-17A
und GM-CSF.

Bei beiden LEGENDplex™ wurde nach Herstellerangaben unter Verwendung von V-Boden 96-Well
Platten mit leichten Veranderungen vorgegangen: Plasmaproben wurden kurz gevortext, bei 10,000
rom und 4 °C fir eine Minute abzentrifugiert und anschliefend 1:2 im Testpuffer verdiinnt. Der
lyphilisierte Standard wurde nach Angabe mit Testpuffer rekonstituiert und eine 7-stufige
Verdiinnungsreihe angelegt mit einem zusatzlichen Leerwert an Testpuffer am Ende. Alle folgenden
Schritte wurden bei Raumtemperatur und alle Inkubationsschritte lichtgeschiitzt durchgefiihrt.
Standards und Proben wurden als Doppelansatze angelegt. Abweichend von den Herstellerangaben
wurde immer nur die Halfte des angegeben Pipettiervolumens verwendet. Zundchst wurden in jedes
Standard-Well 12,5 ul der lyphilisierten Matrix B und in jedes Proben-Well 12,5 ul des Testpuffers
gegeben. Anschliefend wurden entsprechend 12,5 pl des jeweiligen verdiinnten Standards bzw. der
verdiinnten Plasmaprobe hinzugegeben. Zusatzlich wurden in jedes Well 12,5 ul der gemischten Beads
(mixed beads) pipettiert. Zur Bindung der Beads wurde die Platte fiir zwei Stunden auf einem Schiittler
inkubiert. Nach Inkubation wurde sie bei 250 g fiir fiinf Minuten zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Die Wells wurden mit 100 pl 1x Waschpuffer gewaschen. AnschlieRend wurden je 12,5 ul
des Detektionsantikorpers hinzugegeben und die Platte wieder fiir eine Stunde auf dem Schiittler
inkubiert. Direkt danach wurde in jedes Well 12,5 pl SA-PE pipettiert und es folgte eine weitere
Inkubation fiir eine halbe Stunde. Nach Inkubation wurde die Platte nochmal mit 1x Waschpuffer
gewaschen. Die Beads wurden in je 150 pl 1x Waschpuffer resuspendiert und die Platte am zuvor

eingestellten MACSQuant Analyzer 10 gemessen.

Zur Einstellung des MACSQuant Analyzer 10 wurde die Anleitung von Biolegend zur Einstellung der
Messung eines LEGENDplex™ fiir FACSCalibur™ mit Dual Lasern befolgt.

Die Auswertung der Daten geschah durch die von Biolegend zur Verfigung gestellte Software

,LEGENDplex™ Data Analysis Suite” in der Cloud-basierten Onlineversion und Graph-Pad Prism.

3.3.3 Histologische Fdrbungen

3.3.3.1 Hamatoxylin und Eosin Farbung
Hamatoxylin und Eosin (H&E) Farbungen wurde an Histofix-fixierten Schnitten der Ohren von 3.3.2.2
durchgefiihrt, um den klinischen Phdnotyp der EBA zu verifizieren, als auch um den Grad der

Entziindung durch Betrachtung der Infiltration der Immunzellen zu bewerten.

Dafur wurden die in Histofix gelagerten Ohren zunachst durch eine aufsteigende Reihe an Ethanol und
mit Histol, einem ungiftigeren Xylen Substitut, dehydriert und in Paraffin eingebettet. Die Proben
wurden in 4 um dicke Schnitte an einem Mikrotom auf Objekttrager aufgezogen und nach einem
Standardprotokoll des Histopathologischen Routinelabors des Instituts der Dermatologie (UKSH,
Libeck) mit H&E gefarbt. Die Anfertigung und Farbung der Schnitte wurde von den beiden

Hilfswissenschaftlichen Angestellten Diana Wortmann und Bejtije Naumann durchgefiihrt.
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Zur Analyse der Schnitte bezliglich der Dicke der Epidermis und dem Ausmal} der eingewanderten
inflammatorischen Zellen wurden die Objekttrager an einem Keyence der BZ-9000E-Serie mittels
Lichtmikroskopie in einer hundertfachen VergroBerung mikroskopiert und nach einem semi-
guantitativen Bewertungsverfahren mit einem Punktesystem zwischen Null und Drei ausgewertet. Die

Mikroskopie und Bewertung erfolgte verblindet durch die technische Angestellte Daniela Rieck.

3.3.3.2 Direkte Immunfluoreszenz-Mikroskopie von IgG und C3

Der derzeitige diagnostische Goldstandard fir EBA ist die direkte Immunofluoreszenz (DIF)-
Mikroskopie einer perilasionalen Hautbiopsie. Dabei werden fiir einen positiven Befund der
Erkrankung lineare Ablagerungen von IgG, IgA und/oder C3 entlang der Basalmembran bzw. der
dermalen-epidermalen Spalte mittels der DIF nachgewiesen [208]. Diese Nachweismethode wurde fir
die in flussigen Stickstoff schockgefrorenen Ohren von den Mausen aus den Ak-EBA-Mausmodellen
angewendet, um den Grad der Erkrankung an EBA zwischen den verschiedenen Therapiegruppen zu
bestatigen und weiter zu qualifizieren. Es wurde eine DIF-Farbung fiir murines C3 und fiir das injizierten
Kaninchen IgG durchgefiihrt. Fiir beide Farbungen wurden die bei -80 °C gelagerten Ohren zunachst
am Mikrotom in 5 um dicke Schnitten auf Superfrost Objekttrager gezogen. Anschlieffend wurde mit
der jeweiligen Farbung spezifisch fortgefahren. Das Schneiden der Proben am Mikrotom wurde dabei
von der Hilfswissenschaftlichen Angestellten Priscilla Mordey und beide Farbungen zusammen mit der

technischen Angestellten Astrid Fischer durchgefiihrt.

Direkte Immunfluoreszenzfarbung von murinen C3

Um gewebegebundenes murines C3 an der dermalen-epidermalen Spalte detektieren zu koénnen,
wurden die Schnitte zunachst dreimal fur finf Minuten in PBS gewaschen, abgetrocknet und dann fiir
weitere 10 Minuten in eiskaltem Aceton bei -20 °C fixiert. Um die spateren Losungen auf den Schnitten
durch eine hydrophobe Barriere zu halten, wurden die Gewebe mit einem Barrierestift (Pap-Stift)
umkreist. Unspezifische Bindungsstellen am Gewebe wurden anschlieRend durch einen 30-minitigen
Blockierungsschritt in 2 % BSA in PBS abgesattigt. Direkt danach folgte die Inkubation mit FITC-
konjugiertem Ziegen IgG gegen murines C3 in einer 1:400 Verdiinnung in 2 % Ziegenserum in PBS fir
45 Minuten lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur. Nach der Inkubation folgt ein weiterer Waschschritt
in PBS fiir dreimal finf Minuten. Danach erfolgte eine Zellkernfarbung mit DAPI in einer 1:1000
Verdinnung in PBS fir 10 Minuten lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur und ein letztes zweimaligen
Waschen in PBS fiir jeweils finf Minuten. Zuletzt wurden die Gewebeschnitte auf den Objekttrager mit

Moviol eingebettet und bis zur Mikroskopie bei 4 °C lichtgeschitzt gelagert.
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Direkte Immunfluoreszenzfarbung von hautgebundenem Kaninchen IgG

Fiir den Nachweis von injiziertem Kaninchen IgG, welches an der dermal-epidermalem Grenze in den
Ohren gebunden hat, wurden die Objekttrager mit den Gewebeschnitten zundchst an der Luft
getrocknet und dann anschlieRend mit dem Pap-Stift umkreist. Es folgte sofort die Inkubation mit dem
FITC-konjugiertem AffiniPure Esel anti-Kaninchen IgG in einer 1:100 Verdliinnung in PBS fiir 45 Minuten
lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur. Nach der Inkubation mit dem Antikérper wurden die Objekttrager
dreimal fiir fiinf Minuten in PBS gewaschen. AnschlieRend erfolgte ebenfalls eine Zellkernfarbung mit
DAPI in einer 1:1000 Verdinnung in PBS fir finf Minuten lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur und ein
zweimaliges Waschen in PBS fir fiinf Minuten. Am Ende wurden die Objekttrager ebenso in Movio

eingebettet und bei 4 °C bis zur Mikroskopie lichtgeschiitzt gelagert.

Mikroskopie und Bewertung der DIF-gefirbten Objekttrager

Die Bewertung der fiir murines C3 und Kaninchen IgG DIF-gefarbten Objekttrager erfolgte am Keyence
der BZ-9000E-Serie mittels Fluoreszenzmikroskopie in einer hundertfachen VergroRRerung. Es wurden
die Fluoreszenzkanale fur FITC (CH2) und DAPI (CH1) verwendet. Von jedem Schnitt wurden fiinf
aufeinander folgenden Bilder gemacht und diese anschlieBend mit dem semi-quantitativen
Bewertungsverfahren mit dem Punktesystem zwischen Null und Drei nach dem Grad der Farbung im
FITC-Kanal ausgewertet. Die Mikroskopie und Bewertung erfolgte verblindet durch die technische

Angestellte Daniela Rieck.

3.3.3.3 Weitere Immunfluoreszenz und -histochemischer Farbungen von Immunzellen

Um die Ak-EBA innerhalb der verschiedenen Therapiegruppen genauer zu charakterisieren, wurden
durch Immunfluoreszenz und -histochemische Farbungen weitere Immunzellen nachgewiesen:
Neutrophile, Makrophagen, T Zellen und Tregs. Zusatzlich wurde eine Immunfluoreszenz-Farbung fur
den Zellproliferationsmarker Ki-67 durchgefiihrt. Daflir wurden die ldsionalen und nicht-lasionalen
Haute aus 3.3.2.2, welche entweder in flUssigen Stickstoff schockgefroren wurden (fur die
Immunfluoreszenz-Farbung von Makrophagen und T Zellen) oder welche in Histofix fixiert wurden (far
die immunhistochemische Farbung von Neutrophilen und Tregs bzw. der Imnmunofluoreszenz-Farbung

von Ki-67) verwendet.

Immunfluoreszenz-Farbung von CD3 fiir den Nachweis von T Zellen

Fir die Detektion von T Zellen innerhalb l3sionaler Haut im Vergleich der verschiedenen
Therapiegruppen zur nicht-lasionalen Haut wurde eine indirekte Immunfluoreszenz-Farbung gegen
den spezifischen T Zellmarker CD3 durchgefiihrt. Die zuvor bei -20 °C gelagerten Objekttrager mit den
Gewebeschnitten wurden zundchst fir 10 Minuten bei Raumtemperatur luftgetrocknet und
anschliefend fir 10 Minuten im eiskalten Aceton bei -20 °C fixiert. Die Schnitte wurden dreimal fiir

flinf Minuten in TBS-T gewaschen und danach mit dem Pap-Stift fiir die hydrophobe Barriere umkreist.
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Unspezifische Bindungsstellen wurden durch Inkubation in 3 % BSA in TBS fir 45 Minuten bei
Raumtemperatur blockiert. Direkt danach folgte die Inkubation mit dem primaren Antikérper (Biotin
anti-mouse CD3eg) bzw. der Isotyp-Kontrolle (Biotin-markiertes Armenischer Hamster 1gG) in einer
1:100 Verdlinnung in 3 % BSA in TBS fiir eine Stunde bei Raumtemperatur. AnschlieBend folgte ein
weiterer dreimaliger Waschschritt flr finf Minuten im TBS-T. Danach wurden die Gewebeschnitte mit
dem sekundaren Fluoreszenz-Antikorper Streptavidin Dylight 594, welcher am Biotin des primaren
Antikorpers bindet, in einer 1:500 Verdiinnung in TBS-T fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur
lichtgeschiitzt inkubiert. Die Objekttrager wurden dreimal fur fiinf Minuten im TBS-T gewaschen und

am Ende in DAPI-Fluoromount eingebettet und bis zur Mikroskopie bei -20 °C lichtgeschiitzt gelagert.

Immunfluoreszenz-Farbung von F4/80 fiir den Nachweis von Makrophagen

Der fiir Makrophagen spezifische Marker F4/80 diente zum Nachweis dieser Immunzellen in den
Hautproben der verschiedenen Therapiegruppen. Die Farbung erfolgte wieder tiber dem Prinzip einer
indirekten Immunfluoreszenz-Farbung. Das prinzipielle Vorgehen war vergleichbar zu der indirekten
Immunfluoreszenz-Farbung von CD3 mit lediglich anderen Puffern, Antikérpern und
Inkubationszeiten: als Waschpuffer wurde PBS verwendet und die Blockierung von unspezifischen
Bindungsstellen erfolgte in 5 % Ziegenserum in PBS fiir eine Stunde bei Raumtemperatur. Der
Priméarantikorper (Ratte anti-Maus F4/80) und der Isotyp-Antikorper (Normales Ratten 1gG) wurden
1:500 in 5 % Ziegenserum in PBS verdiinnt und ebenfalls fir eine Stunde bei Raumtemperatur auf die
Gewebeschnitte gegeben. Die Inkubation mit dem Sekundarantikérper (AlexaFluor 594 konjugiertes
Ziegen anti-Ratte IgG) zur Bindung des primaren bzw. des Isotyp-Antikérpers erfolgte in einer 1:500

Verdiinnung in PBS fir eine Stunde lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur.

Immunfluoreszenz-Farbung von Ly6G fiir den Nachweis von Neutrophilen

Neutrophile in der lasionalen und nicht-lasionalen Haut in den verschiedenen Versuchsgruppen
wurden {ber die indirekte Immunfluoreszenz-Farbung des Neutrophilen-spezifischen murinen
Markers Ly6G nachgewiesen. Die auf Superfrost Objekttrager aufgezogenen Hautschnitte wurden
zunachst in Histol fiir dreimal 10 Minuten entparaffiniert, gefolgt von jeweils finf Minuten in einer
absteigenden Alkoholreihe von 100 %, 97 %, 70 % und 50 % zum Rehydrieren des Gewebes inkubiert.
Die Objekttrager wurden einmal fir funf Minuten in destilliertem Wasser gewaschen und die Schnitte
mit dem Dako-Pen umkreist. Durch die Fixierung des Gewebes mittels der 4 %-igen Formaldehyd-
Losung Histofix konnen Bindungsstellen von Antigenen maskiert werden, so dass Antikoérper
entsprechend nicht mehr an ihrer Bindungsstelle binden kénnen. Daher wurde ein Enzym-induzierter
Demaskierungsschritt durchgefiihrt. Durch den Verdau des Enzyms werden entsprechende
Bindungsstellen wieder frei und die jeweiligen Antikérper kdnnen wieder an ihnen binden. In dieser
Farbung wurden die Gewebeschnitte fir 10 Minuten mit der Pepsin ready-to-use Losung bei
Raumtemperatur inkubiert und anschliefend dreimal fir finf Minuten in TBS Waschpuffer gewaschen.

Es folgte ein Blockierungsschritt der unspezifischen Bindungsstellen in 5 % Ziegenserum in TBS

77



3.3 Methoden

Waschpuffer fir eine Stunde bei Raumtemperatur. Direkt danach wurden die Hautschnitte mit dem
primaren Antikorper (Ratte anti-Maus Ly6G) bzw. der Isotyp-Kontrolle (Normales Ratten IgG) in einer
1:100 Verdinnung in 5 % Ziegenserum in TBS Waschpuffer tGber Nacht bei 4 °C im Kihlschrank
inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Objekttrdager zunachst wieder dreimal fur finf Minuten in TBS
Waschpuffer gewaschen. Es folgte die Inkubation mit dem Sekundarantikérper (AlexaFluor 594
konjugiertes Ziegen anti-Ratte IgG) zur Bindung des primaren bzw. des Isotyp-Antikoérpers in einer
1:500 Verdiinnung in TBS Waschpuffer fiir eine Stunde lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur. Die
Objekttrager wurden erneut dreimal fir flinf Minuten in TBS Waschpuffer gewaschen und zuletzt in

DAPI-Fluoromount eingebettet. Die Lagerung bis zur Mikroskopie erfolgte lichtgeschiitzt bei -20 °C.

Immunfluoreszenz-Farbung vom Zellproliferationsmarker Ki-67

Mittels indirekter Immunfluoreszenz-Farbung wurde ebenfalls die Zellproliferation der Zellen Giber den
Proliferationsmarker Ki-67 in den Hautproben der unterschiedlichen Therapiegruppen analysiert.
Dafiir erfolgte, wie bereits oben beschrieben, die Entparaffinierung der Objekttrdger in Histol und der
absteigenden Alkoholreihe. Die Demaskierung der Antigenbindungsstellen wurde hier durch einen
Hitze-induzierten Schritt vollzogen: hierfir wurden die Objekttrdger fiir 10 Minuten in einem Liter 10
mM Na-Citrat Puffer bei 310 °C unter Druck in einem Schnellkochtopf gekocht. Zum Abkuhlen der
Proben wurde der Schnellkochtopf fir etwa 30 Minuten auf Eis gestellt. Als die Objekttrager wieder
Raumtemperatur erreicht hatten, wurde diese dreimal fir finf Minuten in PBS gewaschen. Die
Blockierung der unspezifischen Bindungsstellen erfolgte in 5 % Ziegenserum in PBS fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur. Die Inkubation des Primarantikorpers (Ratte anti-Maus Ki-67) in einer 1:20
Verdiinnung bzw. des Isotyp-Antikérpers (Normales Ratten IgG) in einer 1:200 Verdinnung in 5 %
Ziegenserum in PBS erfolgte fiir 90 Minuten bei Raumtemperatur. AnschlieBend erfolgte wieder ein
Waschschritt mit PBS fir dreimal finf Minuten und die Inkubation mit dem Sekundarantikérper
(AlexaFluor 594 konjugiertes Ziegen anti-Ratte IgG) in einer 1:500 Verdiinnung in PBS fiir eine Stunde
lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur. Die Objekttrager wurden dreimal fiir finf Minuten in PBS
gewaschen und am Ende in DAPI-Fluoromount eingebettet und bis zur Mikroskopie bei -20 °C

lichtgeschitzt gelagert.

Immunhistochemische Farbung von FoxP3 fiir den Nachweis von Tregs

Fir den Nachweis von Tregs innerhalb lasionaler Haut im Vergleich zwischen den verschiedenen
Therapiegruppen zur nicht-lasionaler Haut wurde eine immunhistochemische Farbung gegen den
spezifischen Treg Marker FoxP3 durchgefiihrt. Hierflir wurden zunachst, wie oben beschrieben, die
Objekttrager in Histol und der absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert und rehydriert. Die
Demaskierung erfolgte auch hier Gber einen Hitze-induzierten Schritt, wie auch bei der indirekten
Immunfluoreszenz-Farbung von Ki-67, nur wurde hier Tris-EDTA Puffer verwendet. Nach Abkiihlen der
Schnitte auf Eis wurde diese fiir dreimal finf Minuten in TBS Waschpuffer gewaschen und mit dem

Dako-Pen umkreist. Da das spater verwendete Detektionssystem auf Peroxidase basierte, wurde im
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nachsten Schritt die endogene Peroxidase im Gewebe blockiert, um eine unspezifische Farbung zu
vermeiden. Daflr wurde auf die Hautschnitte 3 %-iges H,0,in TBS Waschpuffer gegeben und fiir 15
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte ein weiterer dreimaliger Waschschritt in TBS
Waschpuffer fir jeweils finf Minuten und die Blockierung der unspezifischen Bindungsstellen des
Primarantikorpers in 5 % Ziegenserum und 0,3 % Triton-X in TBS Waschpuffer flir eine Stunde bei
Raumtemperatur. Direkt danach wurde der Primarantikorper (Kaninchen anti-Maus FoxP3) in einer
1:1000 Verdiinnung bzw. der Isotyp-Antikérper (Kaninchen I1gG) in einer 1:4300 Verdinnung in 5 %
Ziegenserum in TBS Waschpuffer auf das Gewebe gegeben. Die Objekttrager wurden mit den
Antikorpern Gber Nacht bei 4 °C im Kiihlschrank inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Proben wieder
dreimal fiir finf Minuten in TBS Waschpuffer gewaschen. Anschliefend erfolgte die Inkubation mit
dem Detektionssystem des Kits SignalStain Boost IHC Detektionsreagenz (HRP, Kaninchen)) von Cell
Signaling flir 30 Minuten bei Raumtemperatur nach Angaben des Herstellers. Dieses Kit ersetzt dabei
die Verwendung eines eigenen sekundaren Antikoérpers und ermdglicht die anschlieRende spezifische
Farbung des gewilinschten Markers (iber die enthaltene HRP. Nach diesem Inkubationsschritt folgte
ein weiterer Waschschritt in TBS Waschpuffer. Fiir die spezifische Farbung von FoxP3 wurde das Kit
SignalStain DAB Substratkit von Cell Signaling nach Herstellerangaben verwendet: 30 ul des SignalStain
DAB Chromogenkonzentrat wurde in 1 ml SignalStain DAB Verdiinnungspuffer gegeben und die Lésung
durch vortexen gemischt. Je 50 pl der Losung wurden auf die Gewebeschnitte gegeben und in der
zuvor bestimmten Reaktionszeit von 9 Minuten auf den Objekttragern gelassen. Innerhalb dieser
Inkubation setzte die DAB-L6sung das HRP in der Haut um und es kam zu einer braunen Farbung der
FoxP3-positiven Zellen. Nach diesen 9 Minuten wurden die Objekttrager sofort dreimal finf Minuten
in TBS Waschpuffer gewaschen, um eine unspezifische Farbung zu verhindern. Es folgte eine
Zellkernfarbung mit Mayer’s Hamalaun. Dafiir wurden die Objekttrager zunachst fiir eine Minute in
destilliertem Wasser gewaschen, um Pufferreste zu entfernen. Die Zellkernfarbung erfolgte
anschlieRend fiir zwei Minuten in Mayer’s Hamalaun. Die Schnitte wurde zuletzt unter flieRendem
Leitungswasser gebldut, abgetrocknet und mit DAKO Faramount eingebettet. Die Lagerung bis zur

Mikroskopie erfolgte bei Raumtemperatur.

Mikroskopie und Auswertung der Immunfluoreszenz und -histochemischer Farbungen von

Immunzellen

Die Mikroskopie der verschiedenen Immunfluoreszenz und -histochemischen Farbungen erfolgte
ebenfalls am Keyence der BZ-9000E-Serie. Dabei erfolgte die Immunfluoreszenz-Mikroskopie mit den
Fluoreszenzkanalen CH3 fir die Detektion der sekundaren Antikorper Streptavidin Dylight 594 und
AlexaFluor 594 konjugiertes Ziegen anti-Ratte IgG und CH1 fir die Zellkernfarbung mit DAPI. Die

immunhistochemische Farbung von FoxP3 wurde mittels Lichtmikroskopie analysiert.

Es wurden von jedem Hautschnitt je drei aufeinander folgende Ausschnitte von der Positivprobe und
ein Ausschnitt von der Isotyp-Kontrolle in einer 200-fachen VergroRerung mikroskopiert. Die Schnitte
wurden dabei jeweils so ausgerichtet, dass die Epidermis, wenn vorhanden, mit oben im Bild sichtbar

war.
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Die Auswertung erfolgte wieder geblindet nach eine quantitativen Bewertungsverfahren mit einem
Punktesystem von 0 bis 4. Dabei galt ,,0“ als keine Farbung von Immunzellen, ,, 1“ fir eine Farbung von
unter 10 % fiir Ki-67, Ly6G und F4/80 und 1 -5 Zellen ftir CD3 und FoxP3, ,2“ fir eine Farbung zwischen
11 - 30 % fir Ki-67, Ly6G und F4/80 und 6 -10 Zellen fiir CD3 und FoxP3, ,,3“ flr eine Farbung zwischen
31 — 75 % fir Ki-67, Ly6G und F4/80 und 11-15 Zellen fur CD3 und FoxP3 und ,,4“ wurde fir eine
Farbung von lber 75 % fir Ki-67, Ly6G und F4/80 und mehr als 15 positive Zellen fir CD3 und FoxP3
vergeben. Die Bewertung erfolgte dabei einmal fiir die gesamte Haut, als auch fiir die Epidermis und
Dermis jeweils getrennt. Da eine Hautldsion der EBA verschiedene Stadien von Bildung bis Verheilung
durchlauft und diese durch Einwanderung verschiedener Immunzellen charakterisiert ist [209] wurden
nur Proben der ldsionalen Haut, welche sich in einem mittleren bis spaten Stadium befanden,
beriicksichtigt und miteinander verglichen. Das mittlere bzw. spate Stadium wurde durch eine
Verdickung der Epidermis und eventuell der zusatzlichen Ausbildung einer Blase zwischen Epidermis

und Dermis definiert.

3.3.4 Trizol-basierende RNA-Aufreinigung aus muriner Haut

Aus 3.3.1.7 in flUssigen Stickstoff schockgefrorene und bei -80 °C gelagerten Proben lasionaler Haut
und gesunder Haut wurde eine auf Trizol-basierende RNA-Aufreinigung nach dem Protokoll von A.
Untergasser [210] durchgefiihrt. Es wurden dafiir von je funf Mausen (i) gesunde Haut von
unbehandelten B6.S und (ii) C57BL/6 Mé&usen, sowie von je funf Mausen (iii) ldsionale Haut aus der
Positivgruppe und (iv) der mit 10° transferierten Tregs-Gruppe aus dem Ak-EBA-Mausmodell des
adoptiven Treg Transfer-Versuchs verwendet. Vor Beginn der RNA-Aufreinigung wurde der Laborplatz
und alle verwendeten Hilfsmittel mit RNase-Spray gesaubert. Von jedem Hautstiick wurde fiir die RNA-
Aufreinigung etwa 4x4 mm Haut in einem 1,5 ml Reaktionsgefall moglichst klein geschnitten und 1 ml
Trizol hinzugegeben und fir finf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde zu jeder
Probe 200 ul Chloroform dazu pipettiert. Die Proben wurden zum Mischen gevortext und noch einmal
flr zwei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die ReaktionsgefaRe wurden bei 12.000 g und 4 °C
fir 15 Minuten zentrifugiert. Dabei bildeten sich drei Phasen: die obere durchsichtige Phase mit der
enthaltenden RNA wurde in ein jeweils neues 1,5 ml ReaktionsgefaR tberfiihrt (etwa 600 pl) und das
gleiche Volumen von 70 % EtOH hinzugegeben und gut durchmischt. Die gesamte Losung wurde in je
eine Sdule des RNeasy Mini Kits von Qiagen gegeben und fir 15 Sekunden bei 8000 g und 4 °C
zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. Anschliefend wurden je 700 ul des RW1 Puffers des
RNeasy Mini Kit dazu pipettiert und nochmals zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Vom DNase
| Kit von Qiagen wurden pro Probe vorsichtig je 10 pl Qiagen DNase mit 70 ul RDD-Puffer vermischt
und auf die Sdulen gegeben. Die Sdulen wurden mit der DNase-Lésung fiir 15 Minuten zum Verdau der
DNA bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde auf jede Sdule 350 pl RW1-Puffer
des RNeasy Mini Kit dazu gegeben, und diese noch einmal fiir finf Minuten bei Raumtemperatur
inkubieren lassen. AnschlieRend folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt mit einem Verwerfen des
Durchflusses. Auf jede Saule wurden 500 ul des RPE-Puffers gegeben und fiir eine Minute bei 8.000 g
und 4 °C zentrifugiert. Die Saulen wurde danach auf je ein neues Sammelgefal} gesetzt und fiir zwei

Minuten bei héchster Geschwindigkeit zentrifugiert, um die restliche FlUssigkeit aus der Sdulenmatrix
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zu entfernen. AnschlieBend wurden die Saulen in ein 1,5 ml Reaktionsgefall gesetzt, und, um die RNA
aus der Sadulenmatrix zu eluieren, wurden je 30 ul RNase-freies Wasser auf die Saule gegeben, fir eine
Minute bei Raumtemperatur inkubiert und zuletzt bei héchster Geschwindigkeit fiir eine Minute
zentrifugiert. Es folgte eine Quantitits- und Qualititsmessung der RNA an einem Qubit™ 4

Photometers von Invitrogen. Wahrend dieser Messungen wurde die RNA auf Eis gehalten.

Zur Bestimmung der Menge der eluierten RNA wurde das Qubit™ RNA BR Assay Kit von Invitrogen
nach Herstellerangaben verwendet: zundchst wurde die Qubit™ Arbeitslésung aus einer 1:200
Verdiinnung des Qubit™ RNA BR Reagent in Qubit™ RNA BR Buffer fiir je 190 pl Endvolumen fiir die
beiden Standards und 198 pl pro Probe in Qubit™ GefiRen angesetzt. In den beiden Standard-GefiaRen
wurde je 10 pl eines Standards und pro Proben-GefaR je 2 pl der entsprechende eluierten RNA-Probe
hinzugegeben. Die GefdRe wurden griindlich gevortext und fiir etwa zwei Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Das Qubit™ 4 Photometers wurde nach Herstellerangaben mit Hilfe der
Standards equilibriert und anschliefend die Proben gemessen, um die Menge an eluierter RNA zu

bestimmen.

AnschlieBend wurde eine Integritdtsmessung der eluierten RNA durchgefiihrt, um zu tGberpriifen, dass
keine bzw. kaum Degradierung der RNA wahrend der Aufreinigung stattfand. Daflir wurde das Qubit
RNA Integritats- und Qualitatstestkit von Invitrogen nach Herstellerangaben verwendet. Dieses Kit
beruht auf der Verwendung zweier Fluoreszenzfarbstoffe mit unterschiedlichem Emissionsspektrum,
wobei einer davon selektiv an intakte RNA und der andere an degradierte RNA bindet. Durch die
Kombination der beiden Emissionssignale mit Hilfe eines bestimmten Algorithmus erhalt man einen
Wert zwischen 1 - 10, der das Verhaltnis zwischen degradierter und intakter RNA beschreibt. Wobei
,10“ fiir eine vollstindig intakte RNA steht. Fiir die Integritdtsmessung wurde zunichst die Qubit™ Q-
Arbeitsldsung aus einer 1:200 Verdiinnung des Qubit™ RNA 1Q Reagenz in Qubit™ RNA 1Q Puffer fiir
je 190 pl Endvolumen fiir die drei Standards und 198 ul pro Probe in Qubit™ GefiRen angesetzt. Zu
den drei Standard-GefaRen wurde je 10 pl des entsprechenden Standards und pro Proben-GefaR je 2
ul der entsprechende eluierten RNA-Probe hinzugegeben. Die GefdaRe wurden griindlich gevortext und
fur etwa zwei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Das Qubit™ 4 Photometers wurde nach
Herstellerangaben mit Hilfe der Standards equilibriert und anschlieBend die Proben gemessen, um die
Integritat an eluierter RNA zu bestimmen. Wenn der Integritatswert einer eluierten RNA-Probe unter
,8" gelegen héatte, ware diese Probe verworfen worden und eine neue RNA-Aufreinigung aus der

Hautprobe ware durchgefiihrt worden.

Nach der Quantitats- und Integritdtsmessung wurden je 20 pl jeder RNA-Probe extra aliquotiert und
alle Proben wurden bei -80 °C gelagert. 20 pl jeder Probe wurden anschlieRend zu Novogene
(Cambridge, Vereinigtes Konigreich) zur mRNA-Sequenzierung mit 20 Millionen Reads pro Probe

versendet.
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3.3.5 Analyse Dateien sequenzierter Einzell- bzw. totaler mRNA

Die Analyse der Dateien der totalen mRNA aus lasionaler Haut bzw. nicht-lasionaler Haut, generiert
von Novogene, wurden von Dr. Katja Bieber und Dr. Artem Vorobjev mit Hilfe von Salmon (Version
1.10.0) quantifiziert und zum Mausgenom mml0 (https://www.ncbi.nim.nih.gov/data-
hub/genome/GCA 000001635.9/; 01.03.2023) als Referenz ausgerichtet und verglichen. Dies ergab fiir

jede Probe eine Datei mit Auflistung jedes auftretenden Transkripts, dessen Liange und seiner

Haufigkeit in Bezug auf Transkripte pro Millionen und der geschatzten Anzahl an Lesevorgdngen.
Nachfolgende Analysen erfolgten mittels R Studio fir Windows (Version 2022.12.0-353). Die
quantifizierten sequenzierten mRNA-Daten wurden durch Anwendung des R Pakets DESeq2 (Version
3.16) auf unterschiedlich exprimierte Gene (Differential Expressed Genes; DEGs) mit einem Cut-Off des
bereinigten p-Werts < 0,01 und -1 > Jog2fold change (FC) > 1 untersucht. Mit Hilfe der R Pakete ggplot2
(Version 3.4.0) wurden die Ergebnisse bildlich dargestellt. Um festzustellen, ob die DEGs mit einem
bestimmten biologischen Prozess oder einer molekularen Funktion verbunden sind, wurde
WebGestalt (WEB-based Gene SeT Analysis Toolkit: https://www.webgestalt.org/, 01.03.2023)

verwendet. Der Fisher’s exact statistical test wurde zur Berechnung der p-Werte herangezogen.

3.3.6 Statistik

GraphPadPrism Software (Version 9.4.1) wurde fir die statistischen Auswertungen verwendet. Die
jeweiligen verwendeten statistischen Tests, sowie die Fehlerwahrscheinlichkeit (p) und der zugehorige
Stichprobenumfang (n) sind bei den zugehérigen Abbildungen angegeben. Gewonnene Datensatze
wurden zunachst auf Ausreifer mit Grubb’s Test (mit a = 0,05) und auf Normalverteilung mittels
Shapiro-Wilk-Test gepriift. Bestdtigte signifikante Ausreifer wurden aus der weiteren Analyse
ausgeschlossen. Bei einer Normalverteilung der Daten erfolgte die anschlieBende statistische Analyse
von metrischen Datensatzen mittels t-Tests bzw. One-way-ANOVA fiir zwei bzw. mehrere Gruppen.
Datensatze, welche als zusatzliche EinflussgroRe die Zeit innehatten, wurden mittels Two-way-ANOVA
auf Signifikanz getestet. Als Post-Hoc Analyse wurde bei Vergleich mehrere Gruppen der Holm-Sidak's
multiple comparison- oder beim Vergleich zu einer Kontrollgruppe der Kruskal-Wallis-Test verwendet.
Die statistische Auswertung ordinaler, nicht-parametrischer Datenséatze erfolgte tGber einen Mann-
Whitney-Test. Alle Daten wurden als Mittelwerte und mit Standardfehlerg (MW + SEM; standard error
of the mean) dieses dargestellt. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant angenommen mit
fir p: * < 0,05, p: ** < 0,01, p: *** <0,002 und p: **** <0,001.
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4.1 Der Anteil an Tregs steigt in lasionaler Haut im Ak-EBA-Mausmodell

Es konnte schon in unterschiedlichen Autoimmunerkrankungen gezeigt werden, dass Tregs auf Grund
einer reduzierten Anzahl oder eines Funktionsverlustes den Verlauf einer Erkrankung negativ
beeinflussen kénnen [78-81]. In Bezug auf PDs sind die Daten Uiber Tregs zum Teil jedoch
widersprichlich und vornehmlich deskriptiv [164,194-197]. Um die Rolle der Tregs in der
Effektorphase der EBA besser zu verstehen, wurde daher zunachst untersucht, wie sich der Anteil der

Tregs in dem hier verwendeten Ak-EBA-Mausmodell allgemein verhalt.

4.1.1 Der Anteil an Tregs ist im Ak-EBA-Mausmodell unverdndert in lymphatischen Organen,
weist jedoch einen Anstieg in ldsionaler Haut auf

Zunachst wurde der Anteil der Tregs, gemessen an der totalen CD4+ Zellpopulation, in Ak-EBA-Mausen
in verschiedenen lymphatischen Organen und der Haut {iber die Zeit mit einer mit NR IgG behandelten
Kontrollgruppe verglichen. Daflir wurden an Tag Null (Induktion der EBA), Vier und Zwoélf von jeweils
drei bis vier Mausen pro Gruppe mittels Durchflusszytometrie die Treg-Populationen
(CD3+CD4+CD25+FoxP3+) von Milz, mesenterialen Lymphknoten (LK-M), Blut und Haut erfasst
(Abbildung 9). In der Milz blieb der Anteil an Tregs an CD4+ Zellen in beiden Gruppen lber die Zeit
mehr oder weniger konstant und vergleichbar miteinander mit 7,15 % + 2,36 an Tag Null zu
6,40 % + 0,45 fiir NR 1gG bzw. 5,05 % + 2,95 fiir Ak-EBA an Tag Zwolf (Abbildung 9A). In Bezug auf LK-
M waren beide Gruppen hinsichtlich der Verteilung der Treg wieder {iber die untersuchte Zeit kaum zu
unterscheiden, hier verdoppelte sich jedoch der Anteil der Tregs von 5,21 % + 0,64 zu Beginn auf
8,79 % £ 2,47 (NR IgG) bzw. 10,76 % + 2,65 (Ak-EBA) an Tag Zwolf in beiden Gruppen (Abbildung 9B).
Im Blut wiesen die Positiv- und Kontrollgruppe ebenfalls keinen Unterschied zueinander auf (0,99 % +
1,01 anTag Nullund 2,15 % + 1,01 NR IgG bzw. 1,88 % + 1,16 Ak-EBA an Tag Zwolf), die Werte zwischen
den Mausen unterlagen jedoch einer grofRen Standardabweichung an den verschiedenen Zeitpunkten
(Abbildung 9C). Fir die Haut wurde, wenn vorhanden, ldsionale Haut fiir die Durchflusszytometrie
verwendet. Das war fiir die Positivgruppe an Tag Zwolf der Fall. Hier zeigte sich dann ebenfalls ein
Trend (p = 0,0571; Mann-Whitney-Test) in Bezug auf den Treg-Anteil zwischen den Gruppen, mit 12,7
% * 4,3 in der Ak-EBA-Gruppe und 3,4 % * 0,6 in der NR-IgG Kontrollgruppe. An Tag Null (5,15 % + 2,33)
und Vier (1,08 % + 1,29 NR 1gG bzw. 0,81 % * 0,40 Ak-EBA) waren die Werte beider Gruppen zueinander
nahezu identisch und vergleichbar mit dem Wert von der Kontrollgruppe an Tag Zwélf (Abbildung 9D).
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Abb. 9: Anteil der Tregs an CD4+ Zellen in verschiedenen Organen im Ak-EBA-Mausmodell im Vergleich zur
Kontrollgruppe iber die Zeit. Dargestellt sind die mittels Durchflusszytometrie erfassten Anteile an Tregs
(CD25+FoxP3+) an CD4+ Zellen (A) in der Milz, (B) im mesenterialen Lymphknoten (LK-M), (C) im Blut und (D) der
Haut in den Gruppen der Ak-EBA und der Kontrollgruppe (NR 1gG) an den Tagen Null, Vier und Zwolf. Datensatze
zeigen den MW + SEM mit n = 3-4. Lediglich an Tag Zwélf konnte ein Trend mit einem Anstieg am Anteil der Tregs
in der Haut in der Positivgruppe gegeniber der Kontrollgruppe festgestellt werden (p = 0,0571; Mann-Whitney-

Test). Ak-EBA: Antikorpertransfer-induzierte Epidermolysis bullosa acquisita; NR 1gG: Normal Rabbit IgG
(Normales Kaninchen IgG).

4.1.2 Der Anteil an Tregs ist signifikant héher in Idsionaler Haut als in nicht-ldsionaler Haut in
Mdéusen der Ak-EBA

Als nachstes wurde untersucht, ob sich der Anteil an Tregs in der Haut in Mausen der Ak-EBA innerhalb
einer Maus zwischen ldsionaler Haut und nicht-betroffener Haut (nicht-lasionaler Haut) unterscheidet.
Hierfir wurden immunhistochemische Farbungen von Tregs von in Paraffin-eingebetteten
Hautschnitten von acht bis zw6lf unterschiedliche Mause ausgewertet. Es zeigte sich, dass in ldsionaler
Haut (2,35 + 0,22) signifikant mehr Tregs (p < 0,001; Mann-Whitney-Test) zu finden sind als in nicht
lasionaler Haut (0,71 £ 0,08) (Abbildung 10A). Insbesondere in der oberen Dermis unterhalb der
Spaltbildung konnte eine erh6hte Ansammlung an Tregs detektiert werden, die in nicht-lasionaler Haut

in der oberen Dermis ansonsten nicht zu finden war (Abbildung 10B).
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Abb. 10: Anteil an Tregs in ldsionaler Haut im Vergleich zur nicht-ldsionaler Haut im Ak-EBA-Mausmodell. (A)

Dargestellt ist der mittlere histologische Index, welcher den Anteil an Tregs (FoxP3+) in immunhistochemisch-

gefarbten Paraffin-eingebetteten Schnitten von lasionaler bzw. nicht-lasionaler Haut abbildet. Datensatze zeigen

den MW + SEM mit n = 8-12 und einem signifikanten Unterschied von p < 0,001 (Mann-Whitney-Test). (B)

Reprasentative mikroskopische Bilder mit einer zusatzlichen VergréRerung der positiven Tregs (braun-schwarz

angefarbte Zellen) einer lasionalen (links) und nicht-ldsionalen Haut (Mitte), sowie einer Farbekontrolle

derselben lasionalen Haut mit dem passenden Isotyp-Antikorper (rechts). MaRstab: 50 um. Ak-EBA:

Antikorpertransfer-induzierte Epidermolysis bullosa acquisita. ****: p < 0,001.
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4.2 Die Gabe von niedrigdosiertem IL-2 hat keinen Einfluss auf die Pathogenese der

EBA im Ak-induziertem Mausmodell

Unabhangig von der urspringlichen Anzahl an Tregs konnte schon in mehreren
Autoimmunerkrankungen, wie auch in allergischen Erkrankungen und GVHD, gezeigt werden, dass
eine Therapie mit niedrig dosiertem IL-2 bzw. einem IL-2-Antikérperkomplex vorhandene Treg-
Populationen stimulieren und proliferieren lassen und somit einen positiven Einfluss auf den Verlauf
der Erkrankung haben [203,205]. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls versucht, ein
zunachst praventives Behandlungsschema mit niedrig dosiertem IL-2 in der Form von Proleukin S oder
einen IL-2-Antikérperkomplex in zwei unterschiedlichen Konzentrationen im Ak-EBA-Mausmodell als
eine Therapiemoglichkeit zu etablieren. Neben dem klinischen Verlauf der EBA und dem Anteil an
Tregs in Haut und lymphatischen Organen wurde der Grad der Entziindung, das Vorhandensein von
inflammatorischen Immunzellen, sowie der Anteil an zirkulierenden Autoantikorpern und pro- und

anti-inflammatorischen Zytokinen bestimmt.

4.2.1 Die priventive Behandlung mit IL-2/anti-IL-2 mAk oder niedrig dosiertem IL-2 bewirkt
keine klinische Verbesserung der EBA im Ak-EBA-Mausmodell

Eine Moglichkeit, die Anzahl polyklonaler Tregs zu expandieren, ist die Gabe von niedrigdosiertem IL-
2 oder IL-2-Antikorperkomplexen [94,203,204]. Um die Auswirkung der Gabe der zwei
Konzentrationen an IL-2-Antikérperkomplexen (1 pg IL-2 / 5 pg anti-IL-2 mAk und 1,5 pg IL-2 / 50 pg
anti-IL.-2 mAk) bzw. dem niedrig dosiertem IL-2 (25.000 IU Proleukin S) im Ak-EBA-Mausmodell zu

bewerten, wurde zunachst der klinische Verlauf untersucht.

Dafiir wurde zum einen der Anteil an betroffener Kérperoberflache an den vier Bewertungstagen jeder
Therapiegruppe erfasst und mit den Werten einer gleichzeitig analysierten unbehandelten Gruppe
(PBS) verglichen. Jede Gruppe bestand dabei aus sieben bis neun Mausen. Insgesamt stieg in allen
Gruppen der prozentuale Anteil an betroffener Koérperoberflaiche (iber die betrachtete Zeit an.
Wahrend aber bis Tag Acht alle vier Gruppen von ihrem Anteil an mit EBA betroffener
Korperoberflache vergleichbar waren, wiesen an Tag Zwolf die beiden Therapiegruppen 1 ug/ 5 p anti-
IL-2 mAk und 5 pg IL-2 / 50 pg anti-IL-2 mAk einen signifikanten héheren Wert (5,68 % 2,47 mit
p <0,01 und 6,21 % + 0,92 mit p <0,001) im Vergleich zur Kontrollgruppe auf (4,12 % + 1,24). Die
Mause aus der Therapiegruppe mit Gabe des 25.000 IU Proleukin S zeigten an Tag Zwolf ebenfalls eine

geringfligig hohere prozentuale betroffene Korperoberflache auf (4,15 % + 2,07) (Abbildung 11).

86



4.2 Die Gabe von niedrigdosiertem IL-2 hat keinen Einfluss auf die Pathogenese der EBA im Ak-
induziertem Mausmodell

lugll-2/ 1,5 ug -2/ 25.000 1U
5 pg anti-1L-2 mAk 50 pg anti-1L-2 mAk Proleukin S PBS

--1pgll-2 /5 pg anti-IL-2 mAk

gl *15puglL-2 / 50 pg anti-IL-2 mAk
-s- 25.000 IU Proleukin S
- PBS

(&)

%k %k
* %k

H

Betroffene Kérperoberflache (%)

N

0 T T T
0 4 8 12 Tag

Abb. 11: Die priventive Behandlung mit IL-2/anti-IL-2 mAk oder niedrig dosiertem IL-2 bewirkt keine
Verminderung der betroffenen Korperoberfliche im Ak-EBA-Mausmodell. (A) Reprasentative Bilder je einer
Maus aus den drei unterschiedlichen Therapiegruppen (1 ug IL-2 / 5 pg anti-IL-2 mAk; 1,5 pg IL-2 / 50 pg anti-IL-
2 mAk und 25.000 IU Proleukin S) und der Positivgruppe (PBS) an Tag Zwolf (Endtag des Versuches) nach
erstmaliger Injektion des mCOL7¢%T |gGs. (B) Darstellung des Verlaufs der betroffenen Kérperoberfliche in
Prozent liber die Zeit. Die M&use aus der Positivgruppe wiesen den niedrigsten klinischen Wert auf, gefolgt von
einem nur geringfligig hoheren Wert der M&use aus der 25.000 IU Proleukin S Gruppe. Méause aus den Gruppen,
welche die IL-2 / anti-IL-2 mAK bekamen, zeigten einen signifikanten Anstieg an betroffener Kérperoberflache im
Vergleich zur Positivgruppe an Tag Zwolf auf mit p < 0,002 fir die Gruppe mit 1,5 pg IL-2 / 50 pg anti-IL-2 mAk
und p < 0,01 fiur die Gruppe mit 1 pg IL-2 / 5 pg anti-IL-2 mAk. Datensatze sind als MW + SEM mit n = 7-9 pro
Gruppe dargestellt. Statistische Analyse erfolgte mittels Two-way ANOVA und Siddk's multiple comparison Post
Test. Ak-EBA: Antikorpertransfer-induzierte Epidermolysis bullosa acquisita. **: p < 0,01; ***: p < 0,002.

Um den klinischen Phanotyp der EBA weiter zu charakterisieren und um die Auswirkung der
Therapieformen mit IL-2 auf diesen spezifischer zu bewerten, wurden von den Mausen H&E Farbungen
von deren Ohren ausgewertet. Diese Art der Histopathologie ist eine der Goldstandards zum Nachweis

einer EBA [167]. Hier zeigte sich, dass alle vier Gruppen die charakteristische Verdickung der Epidermis
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aufwiesen mit einem ahnlichen Trend, wie schon bei der betroffenen Koérperoberflache: die
Positivgruppe wies im Mittel die geringste Verdickung auf (1,80 * 0,56), gefolgt von vergleichbaren
Werten der 25.000 IU Proleukin S (2,27 £0,63) und 1 ug /5 pg anti-IL-2 mAk (2,15 + 0,49) Gruppen. Der
Mittelwert der Gruppe mit dem hoher konzentrierten IL-2 Antikérperkomplex bildete auch hier wieder
den hochsten Wert (2,84 + 0,28) (Abbildung 12A und B). Auch der Grad der Entziindung bzw. die
Infiltration von Immunzellen ergab ein ahnliches Bild: eine erhdhte Anzahl eingewanderter
Immunzellen konnte bei jeder Gruppe beobachtet werden, aber die beiden Gruppen, welche mit IL-2
Antikorperkomplexen therapiert wurden, wiesen einen héheren Entziindungs-Index auf (2,57 £ 0,17
bzw. 2,80 £ 0,10) als die Gruppen, welche 25.000 IU Proleukin S (1,80 £ 0,51) erhalten hatte und die
Positivkontrolle (1,97 + 0,51) (Abbildung 12A und C).

Ein weiterer diagnostische Goldstandard fiir EBA ist die direkte Immunofluoreszenz (DIF)-Mikroskopie
einer perilasionalen Hautbiopsie. Dabei werden fiir einen positiven Befund der Erkrankung lineare
Ablagerungen von IgG, IgA und/oder C3 entlang der Basalmembran bzw. der dermalen-epidermalen

Spalte mittels der DIF nachgewiesen [208].

Um den Grad der Erkrankung an EBA zwischen den verschiedenen Therapiegruppen weiter zu
bestatigen und qualifizieren, wurden DIF-Farbungen von C3 und des injizierten Kaninchen IgG (anti-
mCOL7°%T IgG) an Schnitten von den gleichen Ohren, wie bei der H&E-Firbung durchgefiihrt, um
deren Ablagerung entlang der Basalmembran bzw. der dermal-epidermalen Spalte nachzuweisen
[208]. Bezliglich der C3 Ablagerung ergab sich zwischen den vier betrachteten Gruppen kein
signifikanter Unterschied. Dabei ergab sich fir die beiden Gruppen, welche mit den IL-2
Antikorperkomplexen behandelt wurden ein Fluoreszenzsignal fir C3 mit 1,54 + 0,39 bzw. 1,46 + 0,43.
Einen niedrigeren Wert mit gerade etwa der Halfte von der vorherigen Gruppe besall die
Positivkontrolle mit einen deutlich schwéacheren Fluoreszenzsignal, aber noch gut sichtbar
(0,87 £ 0,26). Die Gruppe mit niedrig dosiertem IL-2 halbierte sich fast wieder im Vergleich zur
vorherigen Gruppe und zeigte einen Wert von unter 1 mit 0,46 + 0,21 an, was heiRt, dass hier bei

einigen Mausen der Gruppe kaum C3 detektiert werden konnte (Abbildung 13).

Die Ergebnisse der Auswertung der IgG Ablagerung ergaben wieder ein dhnliches Bild: es ergab sich
kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen mit jeweils einem mittleren Fluoreszenz-Index
far 1gG von 1,74 + 0,25 bzw. 1,36 + 0,31 fir die beiden Gruppen, welche mit den IL-2-
Antikorperkomplexen therapiert worden sind, und 0,81 + 0,28 fiir Proleukin S bzw. 0,51 £ 0,16 fiir die
Kontrollgruppe (Abbildung 14).
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Abb. 12: Entziindung und Dicke der Epidermis im Ak-EBA-Mausmodell werden nach praventiver Behandlung
mit IL-2/anti-IL-2 mAk oder niedrig dosiertem IL-2 nicht beeinflusst. (A) Reprasentative Bilder je einer Maus aus
den drei unterschiedlichen Therapiegruppen (1 pg IL-2 / 5 pug anti-IL-2 mAk; 1,5 pg IL-2 / 50 pg anti-IL-2 mAk und
25.000 IU Proleukin S) und der Positivgruppe (PBS) an Tag Zwolf (Endtag des Versuches) nach erstmaliger
Injektion des mCOL7¢%T |gGs. Die Grenze zwischen Dermis und Epidermis wird durch gestrichelte Linie und
eingewanderte Immunzellen (violett gefarbte Zellen) durch je funf Pfeile dargestellt. (B) Epidermisdicke und (C)
der Grad der Entziindung der vier betrachteten Gruppen mit n = 7-9 pro Gruppe. Keine der drei Therapiegruppen
wies bei einem der beiden betrachteten Parameter einen signifikanten Unterschied zur Positivgruppe auf.
Datensdtze sind als MW + SEM dargestellt. MaRstab: 100 um. Ak-EBA: Antikorpertransfer-induzierte

Epidermolysis bullosa acquisita.
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Abb. 13: C3 Ablagerung entlang der Basalmembran wird nicht signifikant durch eine priventive Behandlung
mit IL-2/anti-IL-2 mAk oder niedrig dosiertem IL-2 im Ak-EBA-Mausmodell beeinflusst. (A) Reprisentative
mikroskopische Bilder der C3 Farbung je einer Maus aus den drei unterschiedlichen Therapiegruppen (1 pg IL-2
/5 ug anti-1L-2 mAk; 1,5 pg IL-2 / 50 pg anti-IL-2 mAk und 25.000 IU Proleukin S) und der Positivgruppe (PBS) an
Tag Zwolf (Endtag des Versuches) nach erstmaliger Injektion des mCOL7%" [gGs. C3 Ablagerung wird hier in griin
dargestellt und ist entlang der Basalmembran (Pfeile) sichtbar. Kernfarbung mittels DAPI hier in blau. (B)
Mittlerer Fluoreszenz-Index von C3 der vier Gruppen mit n = 7-9 pro Gruppe. Keine der drei Therapiegruppen
wies einen signifikanten Unterschied zur Positivgruppe auf. Datensatze sind als MW + SEM dargestellt. Mal3stab:

100 um. Ak-EBA: Antikorpertransfer-induzierte Epidermolysis bullosa acquisita.
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Abb. 14: DIF von IgG zeigt keinen signifikanten Einfluss der priventiven Behandlung mit IL-2/anti-IL-2 mAk
oder niedrig dosiertem IL-2 beziiglich der IgG Ablagerung entlang der Basalmembran im Ak-EBA-Mausmodell.
(A) Reprasentative mikroskopische Bilder der IgG Farbung je einer Maus aus den drei unterschiedlichen
Therapiegruppen (1 pg IL-2 / 5 pug anti-IL-2 mAk; 1,5 pg IL-2 / 50 pg anti-IL-2 mAk und 25.000 IU Proleukin S) und
der Positivgruppe (PBS) an Tag Zwélf (Endtag des Versuches) nach erstmaliger Injektion des mCOL7%T IgGs. 1gG
Ablagerung wird hier in griin dargestellt und ist entlang der Basalmembran (Pfeile) sichtbar. Kernfarbung mittels
DAPI hier in blau. (B) Mittlerer Fluoreszenz-Index von IgG der vier Gruppen mit n = 7-9 pro Gruppe. Keine der
drei Therapiegruppen wies einen signifikanten Unterschied zur Positivgruppe auf. Datensatze sind als MW + SEM
dargestellt. MaBstab: 100 um. Ak-EBA: Antikorpertransfer-induzierte Epidermolysis bullosa acquisita. DIF: direkte

Immunfluoreszenz.
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4.2.2 Eine prdventive Behandlung mit einer hohen Dosis an IL-2/anti-IL-2 mAk bewirkt eine
ldngere Zirkulation des injiziertem Kaninchen IgGs im Plasma des Ak-EBA-Modells

Eine weitere Nachweismethode der EBA beinhaltet den Nachweis von zirkulierenden Autoantikorpern,
[167], im Ak-EBA-Mausmodell entsprechend dem injizierten Kaninchen IgG. Um maoglichen
Auswirkungen der angewendeten IL-2 Therapie auf den Titer der injizierten Kaninchenantikérper zu
erfassen, wurde mittels eines spezifischen ELISAs die Titer dieses IgGs im Plasma am Ende des
Versuches gemessen. Die Kaninchenantikorper stellen dabei die spezifischen Autoantikérper mCOL7¢
ST |gG dar. Es stellte sich heraus, dass nur noch in der 1,5 pg IL-2 / 50 ug anti-IL-2 mAk Gruppe IgG mit
5,36 pug/ml = 2,60 nachgewiesen werden konnte (p < 0,05). Bei allen anderen Gruppen konnte dieses

im Plasma nicht mehr detektiert werden (Abbildung 15).
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Abb. 15: Eine priventive Behandlung mit einer hohen Dosis an IL-2/anti-IL-2 mAk bewirkt eine lingere
Zirkulation des injiziertem Kaninchen IgGs im Plasma des Ak-EBA-Modells. Titer des injiziertem Kaninchen IgGs
der drei unterschiedlichen Therapiegruppen (1 pg IL-2 / 5 pg anti-IL-2 mAk; 1,5 pg IL-2 / 50 pg anti-IL-2 mAk und
25.000 IU Proleukin S) und der Positivgruppe (PBS) im Plasma in ug/ml an Tag Zwélf nach erstmaliger Injektion
des 1gGs. Nur die Gruppe 1,5 pg IL-2 / 50 pg anti-IL-2 mAk wies mit einem héheren Wert einen signifikanten
Unterschied (p < 0,05) zur Positivgruppe auf. Datenséatze sind als MW + SEM mit n = 7-9 pro Gruppe dargestellt.
Statistische Analyse erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test. Ak-EBA: Antikorpertransfer-induzierte Epidermolysis

bullosa acquisita. *: p < 0,05.

4.2.3 Die Konzentration an freiem IL-2 im Plasma wird nach einer prdventiven Behandlung mit
einer hohen Dosis an IL-2/anti-IL-2 mAk im Ak-EBA-Mausmodell signifikant erhéht

Zytokine sind wichtige Mediatoren, die Immun- und Entziindungsreaktionen (iber komplexe
Netzwerke steuern und regulieren und als Biomarker fiir viele Krankheiten dienen. Die Schwankungen
des Zytokinspiegels in verschiedenen biologischen Flissigkeiten wie Serum, Blut, Stuhl, Speichel und
Schweil} liefern wertvolle Informationen Uber Diagnose, Stadium und Prognose verschiedener
Krankheiten, darunter auch Autoimmunerkrankungen. Die genaue Quantifizierung von Zytokinen
liefert daher wertvolle Informationen Gber den Immunstatus eines Patienten [211]. Um den Effekt der
praventiven Gabe an niedrig dosiertem IL-2 bzw. der zwei verwendeten IL-2 Antikérperkomplexe in
Ak-EBA-Mausmodell auf in Blut zirkulierende freie Zytokine zu erfassen, wurde mittels LEGENDplex™
die Konzentrationen von insgesamt 16 verschiedene Zytokine im Plasma gemessen: zum einen die flr
Th1 charakteristischen Zytokine IFN-y, TNF-a und IL-2. Ebenso die von Th2 produzierten Zytokine IL-4,
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IL-5 und IL-13 und das von Th9 freigesetzte IL-9. Th17 typische Zytokine, welche ebenfalls mitgemessen
wurden, waren IL-17A, IL-17F und IL-22. Zusatzlich wurde noch die Konzentration an IL-10, welches
Tregs und T Follikularhelferzellen zugeordnet werden kann, und die Konzentrationen der
inflammatorischen Zytokine IL-1B, IL-1a, IL-6 und GM-CSF im Plasma gemessen [212,213]. Als 16.
Analyt wurde CXCL1 gewahlt, welches eine bedeutende Rolle in der Rekrutierung von Neutrophilen in
das Gewebe besitzt [214].

Lediglich fir IL-2 wies die Gruppe mit 1,5 pg IL-2 / anti-IL-2 mAk einen signifikanten Anstieg der
Konzentration des Zytokins (121,53 pg/ml + 45,71) im Plasma gegeniiber der Kontrollgruppe (42,66
pg/ml £ 20,01) auf (p < 0,05). Alle anderen Zytokinkonzentrationen in den drei Therapiegruppen waren

dhnlich zu denen in der Positivgruppe (Tabelle 10).

Tab. 10: Die Konzentration an freiem IL-2 im Plasma wird nach einer praventiven Behandlung mit einer hohen
Dosis an IL-2/anti-IL-2 mAk im Ak-EBA-Mausmodell signifikant erh6ht. Mittels Legendplex wurden von 16
Zytokinen deren Konzentration in pg/ml in Plasma der drei unterschiedlichen Therapiegruppen (1 ug IL-2 / 5 ug
anti-IL-2 mAk; 1,5 ug IL-2 / 50 g anti-IL-2 mAk und 25.000 IU Proleukin S) und der Positivgruppe (PBS) an Tag
Zwolf (Endtag des Versuches) nach erstmaliger Injektion des mCOL7¢%T IgGs gemessen. Die Gruppe 1,5 pg IL-2 /
50 ug anti-IL-2 mAk wies eine signifikante (p < 0,05) Erhéhung der IL-2 Konzentration im Plasma im Vergleich zu
der Positivgruppe (PBS) auf. Datenséatze sind als MW + SEM mit n = 5-9 pro Gruppe dargestellt. Statistische
Analyse erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test. Ak-EBA: Antikorpertransfer-induzierte Epidermolysis bullosa

acquisita. *: p < 0,05.

Zytokin PBS lpgliL-2/ 1,5pgiL-2/ Proleukin S (25.000
5 pg anti-IL-2 mAk 50 pg anti-IL-2 mAk 1U)
IL-1B 1,42 +1,23 1,46 £ 1,39 2,16 £3,51 1,23+2,12
IL-4 0,79 £0,27 0,88+0,70 0,77 +0,34 0,33+0,26
IL-1a 4,83 +2,74 3,40+1,31 3,44+1,67 3,49+2,38
IFN-y 0,52+0,24 0,64 +0,49 0,55+0,34 0,52+0,51
TNF-a 7,25+6,52 6,10+ 4,84 5,85+%6,23 10,76 + 7,13
CXCL1 48,01 + 29,00 88,43 £ 73,53 57,11+ 29,76 36,49 +£17,53
IL-10 4,51 +2,97 6,34+2,48 18,43 + 21,52 4,76 £ 3,28
IL-13 1,97 +0,91 2,38+0,70 1,81+0,42 2,62+0,83
IL-17A 1,21+0,19 1,82 +0,90 0,96 + 0,35 1,66 £ 0,64
GM-CSF 0,59 + 0,06 0,57+0,21 0,83+1,23 0,40 + 0,05
IL-5 5,35+2,55 3,66 + 1,95 4,29 + 1,87 4,68 + 3,06
IL-2 42,66 + 20,01 38,94 £ 43,39 121,53 £+ 45,71 (*) 36,78 £22,20
IL-6 86,56 £ 31,11 174,22 + 106,06 120,78 £ 50,74 111,42 + 50,57
IL-9 13,23 +11,23 30,80 * 25,33 10,20 + 8,39 14,00 + 11,29
IL-17F 0,57+0,38 1,20+1,04 0,51+0,36 1,03+0,46
IL-22 3,10+1,82 4,24 + 2,67 3,44 +£1,02 7,76 £ 7,09
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4.2.4 Der Anteil spezifischer Immunzellpopulationen steigt in der Milz nach einer prdventiven
Behandlung mit einer hohen Dosis an IL-2/anti-IL-2 mAk im Ak-EBA-Mausmodell

Die Gabe der IL-2-Antikkdrperkomplexe bzw. des niedrig dosiertem IL-2 hatte das Ziel, die polyklonalen
Treg-Populationen zu proliferieren. Daher wurden mittels Durchflusszytometrie Tregs, sowie auch
weiterer Immunzellen, in Milz, mesenterialen Lymphknoten, Blut und ldsionaler Haut erfasst. Es zeigte
sich, dass lediglich in der Milz die Gruppe mit 1,5 pg IL-2 / 50 pg anti-IL-2 mAk mit einer Verdreifachung
des Treg-Anteils an CD4+ Zellen mit 17,65 % + 1,91 mit einem signifikanten Anstieg an Tregs gegenliber
der Positivgruppe von 5,42 % + 0,67 einherging (p < 0,001) (Abbildung 16A). Innerhalb der anderen
lymphatischen Organe (nicht gezeigt), als auch der lasionalen Haut (Abbildung 16D, links) zeigte sich
kein Unterschied des Treg-Anteils an CD4+ Zellen der Therapiegruppen zu der Positivgruppe. In der
Milz konnte aber ebenfalls in der Gruppe mit hoher IL-2-Antikdrperkomplex Gabe ein signifikanter
Anstieg der T Effektorzellen mit einer Verdreifachung des Anteils an CD4+ Zellen von 3,85 % + 0,18 auf
10,80% + 0,19 (p £0,001) (Abbildung 16B) und einer Verdopplung an CD11b+ Zellen mit 29,33 % + 1,70
(Abbildung 16C) gegeniiber der Positivgruppe mit 14,95 % * 2,37 festgestellt (p < 0,01) werden. Im
Gegensatz dazu zeigten die Mause der 25.000 IU Proleukin S Gruppe eine signifikante Erniedrigung des
Anteils an T Effektorzellen mit etwa nur noch zweidrittel des Wertes (2,66 % + 0,22) gegeniber zur
Positivgruppe (p <0,01) (Abbildung 16B). In der ldsionalen Haut gab es, wie schon bei den Tregs, keinen
signifikanten Unterschied der weiteren untersuchten Zellpopulationen der Therapiegruppen zu der
Positivgruppe (Abbildung 16D).
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Abb. 16: Der Anteil spezifischer Immunzellpopulationen steigt in der Milz nach einer praventiven Behandlung
mit einer hohen Dosis an IL-2/anti-IL-2 mAk im Ak-EBA-Mausmodell. Darstellung der drei unterschiedlichen
Therapiegruppen (1 pg IL-2 / 5 pug anti-IL-2 mAk; 1,5 pg IL-2 / 50 pg anti-IL-2 mAk und 25.000 IU Proleukin S) und
der Positivgruppe (PBS) an Tag Zwélf (Endtag des Versuches) nach erstmaliger Injektion des mCOL7<%T IgGs
beziglich des Anteils an (A) Tregs (CD25+FoxP3+) an CD4+ Zellen, (B) T Effektorzellen (CD25+FoxP3-) an CD4+
Zellen und (C) CD11b+ Zellen an lebenden Zellen in der Milz. Die Gruppe 1,5 pg IL-2 / 50 pg anti-IL-2 mAk wies
fir alle drei Zellpopulationen einen signifikanten Anstieg gegenlber zur Positivgruppe auf (Tregs und T
Effektorzellen: p £0,001 und CD11b+ Zellen: p <0,01). M&use der 25.000 IU Proleukin S Gruppe zeigten im Mittel
einen signifikanten geringeren Anteil an T Effektorzellen zur Positivgruppe auf (p < 0,01). (D) In der ldsionalen
Haut konnten keine signifikanten Unterschiede der untersuchten Zellpopulationen aus den drei Therapiegruppen
zur Positivgruppe festgestellt werden. Datensétze sind als MW + SEM mit n = 7-9 pro Gruppe dargestellt.
Statistische Analyse erfolgte mittels Holm-Siddk's multiple comparison Test. Ak-EBA: Antikdrpertransfer-

induzierte Epidermolysis bullosa acquisita. **: p < 0,01; ****; p <0,001.
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4.2.5 Prdventive Behandlung mit IL-2/anti-IL-2 mAk oder niedrig dosiertem IL-2 hat keinen
Einfluss auf die Anzahl der Zellen verschiedener Immunzellpopulationen in Idsionaler Haut im
Ak-EBA-Mausmodell

Die Effektorphase der EBA ist gekennzeichnet durch eine hohe Infiltrationsrate von inflammatorischen
Zellen in die lasionale Haut, wie Neutrophile, T Effektorzellen, als auch Monozyten bzw. Makrophagen
[159]. Um festzustellen, ob eine praventive Gabe an niedrigdosiertem IL-2 bzw. IL-2-
Antikdrperkomplexen in der Effektorphase der Ak-EBA in ldsionaler Haut einen direkten oder auch
indirekten Effekt auf Tregs, als auch weiteren Immunzellen, bewirkt, wurden verschiedene
immunfluoreszenz- bzw. histochemische Farbungen angefertigt. Zum einen wurde die Proliferation der
Zellen, als auch die GroRe der Makrophagen-, Neutrophilen-, T Zell- und Treg-Populationen in der
lasionalen Haut zwischen den drei Therapiegruppen und der Kontrollgruppe im Vergleich zu einer
gesunden Haut miteinander verglichen. Fir eine verbesserte Vergleichbarkeit der einzelnen Proben

wurden nur Lasionen mit einer aktiven Entziindung bewertet.

Zur Erfassung des Proliferationsgrades der Zellen in ldsionaler Haut wurde der Marker Ki-67 betrachtet.
Ki-67 gilt als einer der zuverlassigsten Marker fiir proliferierenden Zellen und kann wahrend des
gesamten Zellzyklus bis auf in der Ruhephase Go nachgewiesen werden [215]. In allen drei
Behandlungsgruppen und der Positivgruppe konnten vermehrt positiv gefarbte Ki-67 Zellen in der
Dermis lasionaler Haut in Vergleich zu nicht-ldsionalen Hautbereichen derselben Tiere gefunden
werden. Die Ki-67 positiven Zellen fanden sich dabei bevorzugt im Bereich der Spaltbildung oder um
Haarfollikel zentriert (Abbildung 17A). Der Unterschied zwischen nicht-lasionaler Haut und ldsionaler
Haut in Bezug der Ki-67 Expression wurde auch durch den signifikanten Anstieg der Ki-67-positiven
Zellen in lasionaler Haut der Positivkontrolle (1,96 + 0,28) im Vergleich zu den nicht-ldsionalen Hauten
aller vier Gruppen deutlich (0,17 £ 0,17 mit p < 0,01). Gleichzeitig zeigte jedoch die Auswertung der fir
Ki-67 gefarbten prozentualen Anteils keinen signifikanten Unterschied der drei Behandlungsgruppen
(1,60+0,37; 1,72 £ 0,23 und 2,40 £ 0,39) zu der lasionalen Haut der Positivkontrolle (Abbildung 17B).
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Abb. 17: Praventive Behandlung mit IL-2/anti-IL-2 mAk oder niedrig dosiertem IL-2 bewirkt keinen Unterschied
beziiglich der Ki-67 Expression in ldsionaler Haut. (A) Reprasentative mikroskopische Aufnahmen der Ki-67
Farbung in ldsionaler Haut je einer Maus aus den drei unterschiedlichen Therapiegruppen (1 pg IL-2 / 5 pg anti-
IL-2 mAk; 1,5 pg IL-2 / 50 pg anti-IL-2 mAk und 25.000 IU Proleukin S), der Positivkontrolle (PBS) und einer nicht-
ldsionalen Haut an Tag Zwolf (Endtag des Versuches) nach erstmaliger Injektion des mCOL7<%T IgGs. Zuséatzlich
eine reprasentative Aufnahme einer mit einem lIsotypantikérper-gefarbten Kontrolle zum Ausschluss einer
falsch-positiven Farbung. Ki-67 positive Zellen werden in Rot dargestellt und Kernfarbung mittels DAPI in Blau.
Grenze der Dermis zu der Epidermis bzw. Bildung der Dermal-Epidermalen-Spalte wird durch die gestrichelte
weiBe Linie dargestellt. (B) Mittlerer Fluoreszenz-Index von Ki-67 der gesamten lasionaler Haut und nicht-
lasionaler Haut (n = 4-9). Der Datensatz der nicht-ldasionalen Haut beinhaltet je einen Wert von einer nicht-
lasionalen Haut aus einer der vier betrachteten Gruppen (dargestellt durch gleiche Farbschattierung in Grau).
Keine der drei Therapiegruppen wies einen signifikanten Unterschied zur Positivkontrolle auf. Werte der
Positivkontrolle wurden mit Werten der nicht-lasionalen Haut mittels Mann-Whitney-Test verglichen und zeigten
einen signifikanten Anstieg mit p <0,01. Datensatze sind als MW * SEM dargestellt. Mal3stab: 100 um;
**:p<0,01.
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Eine der Immunzellpopulation, die auf einen moglichen Effekt der IL-2 Behandlung auf derselben
mittels einer Immunfluoreszenzfarbung betrachtet wurde, waren Makrophagen. Es gibt Hinweise, dass
auch Makrophagen mit an der Blasenbildung der EBA beteiligt sein konnen, da diese Zellen ebenso in
der Lage sind groBere Mengen an ROS nach Stimulation zu produzieren und zumindest ex vivo in der
Lage sind eine Spaltbildung in menschlicher Haut zu induzieren [165,166]. Fir die Erfassung der
Makrophagen in der Haut wurde das Glykoprotein F4/80 verwendet. F4/80 gilt, auch wenn eventuell
weitere Zellen diesen Marker exprimieren, immer noch als einer der spezifischsten
Zelloberflachenmarker flir murine Makrophagen [216,217]. Er wird in hohem Mal3e und konstitutiv auf
den meisten residenten Gewebemakrophagen exprimiert, einschlieBlich der Langerhans-Zellen in der
Haut [218]. In den betrachteten Gruppen zeigte sich bezilglich der Makrophagen in allen drei
Behandlungsgruppen und der Positivkontrolle vermehrt positiv gefarbt F4/80 Zellen in der ldsionalen
Haut in Vergleich zu den nicht-lasionalen Hautbereichen derselben Tiere. Die detektierten
Makrophagen in der ldsionalen Haut befanden sich dabei in hoher Anzahl bevorzugt im Bereich der
unteren Dermis und zogen sich hoch in die obere Dermis bis unter die verdickte Epidermis. Im Vergleich
dazu wies die nicht-lasionale Haut nur vereinzelt Makrophagen verteilt innerhalb der Dermis aus
(Abbildung 18A). Der Unterschied zwischen nicht-lasionaler Haut und lasionaler Haut in Bezug des
Anteils an positiv gefarbten Makrophagen wurde auch durch den signifikanten Anstieg der F4/80
positiven Zellen in ldsionaler Haut der Positivkontrolle (3,46 + 0,19) im Vergleich zu den nicht-
ldsionalen Hauten aller vier Gruppen deutlich (1,00 + 0,24 mit p < 0,01). Auch hier zeigte jedoch die
Auswertung der fiir F4/80 gefarbten prozentualen Anteils keinen signifikanten Unterschied der drei
Behandlungsgruppen (3,20+0,25; 2,97 + 0,33 und 3,46 + 0,33) zu der lasionalen Haut der
Positivkontrolle (Abbildung 18B).

Die Haupteffektorzellen der Effektorphase der EBA sind die Neutrophilen, welche nach Bindung und
Aktivierung die EBA-typischen entzlindlichen Gewebsschdaden durch Freisetzung ihrer Mediatoren
bewirken [161,162]. Daher wurde als nachstes in der ldsionalen Haut der verschiedenen Gruppen die
Neutrophilen betrachtet. Diese wurden anhand ihres exklusiv exprimierten Markers Ly6G identifiziert
[219,220]. Hier zeigte sich, dass in der nicht-lasionale Haut nur wenig Ly6G-positive Zellen detektiert
werden konnten (0,08 + 0,08). Hingegen wies die ldsionale Haut der Positivkontrolle vermehrt positiv
gefarbte Zellen innerhalb der gesamten Dermis auf (2,30 + 0,34) mit einem signifikanten Unterschied
(p < 0,01) zu der nicht-lasionalen Haut. Hingegen ergab sich zwischen der ldsionalen Haut der
Positivkontrolle und den lasionalen Hauten der Therapiegruppe keine signifikanten Unterschiede
hinsichtlich des Vorkommens der Neutrophilen in der Haut (2,67 + 0,42; 1,83 + 0,33 und 2,73 + 0,54)
(Abbildung 19).
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Abb. 18: Die Makrophagen-Population in lasionaler Haut bleibt vergleichbar zur Positivkontrolle nach
priventiver Behandlung mit IL-2/anti-IL-2 mAk oder niedrig dosiertem IL-2 im Ak-EBA-Mausmodell. (A)
Reprasentative mikroskopische Aufnahmen der mittels F4/80 gefarbten Makrophagen in ldsionaler Haut je einer
Maus aus den drei unterschiedlichen Therapiegruppen (1 ugIL-2 / 5 pg anti-IL-2 mAk; 1,5 pg IL-2 / 50 pg anti-IL-
2 mAk und 25.000 IU Proleukin S), der Positivkontrolle (PBS) und einer nicht-ldsionalen Haut an Tag Zwolf (Endtag
des Versuches) nach erstmaliger Injektion des mCOL7<%T IgGs. Zusitzlich eine reprasentative Aufnahme einer
mit einem Isotypantikérper-gefarbten Kontrolle zum Ausschluss einer falsch-positiven Farbung. F4/80 positive
Zellen werden Rot und Kernfarbung mittels DAPI Blau dargestellt. Grenze der Dermis zu der Epidermis bzw.
Bildung der Dermal-Epidermalen-Spalte wird durch die gestrichelte weile Linie dargestellt. (B) Mittlerer
Fluoreszenz-Index von F4/80 in ldsionaler Haut und nicht-lasionaler Haut (n = 4-9). Datensatz der nicht-ldsionalen
Haut beinhaltet je einen Wert von einer nicht-ldsionalen Haut aus einer der vier betrachteten Gruppen
(dargestellt durch gleiche Farbschattierung in Grau). Keine der drei Therapiegruppen wies einen signifikanten
Unterschied zur Positivkontrolle auf. Werte der Positivkontrolle wurden mit Werten der nicht-lasionalen Haut
mittels Mann-Whitney-Test verglichen und zeigten einen signifikanten Anstieg mit p < 0,01. Datensatze sind als
MW + SEM dargestellt. MaRstab: 100 um. Ak-EBA: Antikorpertransfer-induzierte Epidermolysis bullosa acquisita;
**:p<0,01.
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Abb. 19: Praventive Behandlung mit IL-2/anti-IL-2 mAk oder niedrig dosiertem IL-2 hat keine Auswirkungen
auf die Neutrophilen-Population in ldsionaler Haut im Ak-EBA-Mausmodell. (A) Reprasentative mikroskopische
Aufnahmen der mittels Ly6G gefarbten Neutrophilen in ldsionaler Haut je einer Maus aus den drei
unterschiedlichen Therapiegruppen (1 pg IL-2 / 5 pg anti-IL-2 mAk; 1,5 pg IL-2 / 50 pg anti-IL-2 mAk und 25.000
IU Proleukin S), der Positivkontrolle (PBS) und einer nicht-lasionalen Haut an Tag Zwoélf (Endtag des Versuches)
nach erstmaliger Injektion des mCOL7“%T IgGs. Zusitzlich eine reprdsentative Aufnahme einer mit einem
Isotypantikorper-gefarbten Kontrolle zum Ausschluss einer falsch-positiven Farbung. Ly6G positive Zellen
werden Rot und Kernfarbung mittels DAPI Blau dargestellt. Grenze der Dermis zu der Epidermis bzw. Bildung der
Dermal-Epidermalen-Spalte wird durch die gestrichelte weille Linie dargestellt. (B) Mittlerer Fluoreszenz-Index
von Ly6G in ldsionaler Haut und nicht-lasionaler Haut (n = 4-9). Datensatz der nicht-ldsionalen Haut beinhaltet je
einen Wert von einer nicht-lasionalen Haut aus einer der vier betrachteten Gruppen (dargestellt durch gleiche
Farbschattierung in Grau). Keine der drei Therapiegruppen wies einen signifikanten Unterschied zur
Positivkontrolle auf. Werte der Positivkontrolle wurden mit Werten der nicht-lasionalen Haut mittels Mann-
Whitney-Test verglichen und zeigten einen signifikanten Anstieg mit p < 0,01. Datensatze sind als MW + SEM
dargestellt. MalRstab: 100 um. Ak-EBA: Antikorpertransfer-induzierte Epidermolysis bullosa acquisita;
**:. p<0,01.
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Eine der Zellarten, die die Rekrutierung der Neutrophile in den Entziindungsbereich férdern, und daher
ebenfalls eine wichtige Rolle in der EBA spielen, sind T Zellen. Insbesondere fir y&T Zellen konnte diese
Funktion nachgewiesen werden [163]. Eine direkte Beteiligung an Th Zellen konnte zwar noch nicht
nachgewiesen werden [164]. Dennoch scheinen sie eine entscheidende Rolle bei der
Antikorperproduktion und Aufrechterhaltung der Autoimmunreaktion in bullésen autoimmunen
Dermatosen zu haben [165,192]. Daher wurde als nachstes allgemein T Zellen in den drei
Behandlungsgruppen im Vergleich zu der Positivgruppe betrachtet. Zur Identifikation der T Zellen

wurde der charakteristische Zelloberflachenmarker CD3 verwendet [221].

Da Epidermis und Dermis unterschiedliche T Zellpopulationen beherbergen, wurde zum Erfassen der
T Zellpopulation einmal die Epidermis und Dermis zusammen (Abbildung 20B) und jeweils einmal nur
die Dermis (Abbildung 20C) und Epidermis (Abbildung 20D) betrachtet: so befinden in der Epidermis
dendritische epidermale T Zellen (DETZ), wie auch CD8+ gewebebewohnende T Gedachtniszellen
(CD8+ tissue resident memory cells; CD8+ TRM-Zellen) und in der Dermis y8T Zellen und ebenfalls T
Gedachtniszellen, sowie eingewanderte CD4+ T Zellen [222]. Betrachtung der mikroskopischen
Aufnahmen zeigten in den drei Behandlungsgruppen jeweils nur eine geringe Anzahl an CD3 positiven
Zellen innerhalb der Dermis. Die geringste Anzahl wies dabei die Gruppe mit 1 ug IL-2 / 5 ug anti-IL-2
mAk auf, gefolgt von der Gruppe mit 1,5 pg IL-2 / 50 pg anti-IL-2 mAk und etwas mehr in der Gruppe
mit 25.000 IU Proleukin S. Die Positivkontrolle zeigte in der Dermis eine dhnliche Anzahl an T Zellen,
wie die Proleukin S Gruppe, wies aber im Gegensatz zu den drei Behandlungsgruppen ebenso vermehrt
CD3 positive Zellen innerhalb der Epidermis auf. T Zellen in der Epidermis, wie auch innerhalb der
Dermis, konnten ebenso in nicht-lasionaler Haut vermehrt detektiert werden (Abbildung 20A).
Epidermis und Dermis zusammen ergaben keinen signifikanten Unterschied der drei
Behandlungsgruppen (0,67 + 0,24; 1,33 + 0,42 und 1,93 £ 0,63) zu der Positivkontrolle (2,13 + 0,29)
hinsichtlich der T Zellanzahl. Ebenso gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen ldsionaler Haut
der Positivkontrolle und nicht-lasionaler Haut (3,00 + 0,47). Nicht-lasionale Haut wies dabei die hochste
Anzahl an T Zellen auf (Abbildung 20B). Ein dhnliches Bild ergab sich, als nur die Dermis unter
Ausschluss der Epidermis betrachtet wurde: die Datensatze waren alle dhnlich verteilt, nur zeigte hier
die nicht-lasionale Haut eine etwas verringerte Anzahl an T Zellen auf (2,23 £ 0,73), lag aber im Mittel
immer noch auf einer dhnlichen Stufe wie die ldsionale Haut der Positivgruppe (1,75 £ 0,30) (Abbildung
20C). Lediglich die ausschlieRliche Betrachtung der Epidermis ergab signifikante Unterschiede
zwischen den Gruppen: innerhalb der drei Behandlungsgruppen wies die Gruppe mit 1 pug IL-2 / 5 ug
anti-IL-2 mAk gar keine T Zellen innerhalb der Epidermis auf und die beiden anderen Therapiegruppen
nur ein paar vereinzelte Zellen (0,20 + 0,13). Da in der Positivkontrolle, wie schon oben beschrieben,
vermehrt T Zellen in der Epidermis detektiert werden konnten (1,84 + 0,44), wurde dies anhand eines
signifikanten Unterschiedes zwischen der Positivkontrolle und der 1 ug IL-2 / 5 pg anti-IL-2 mAk Gruppe
sichtbar (p < 0,05). Gleichzeitig konnte in nicht-lasionaler Haut (3,78 + 0,11) ebenso signifikant mehr T
Zellen innerhalb der Epidermis im Vergleich zur ldsionalen Haut der Positivkontrolle gefunden werden
(p < 0,05) (Abbildung 20D).
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Abb. 20: In der Epidermis ldsionaler Haut befinden sich signifikant weniger CD3+ T Zellen nach préaventiver
Behandlung mit IL-2/anti-IL-2 mAk oder niedrig dosiertem IL-2 als in einer Positivkontrolle. (A) Reprasentative

mikroskopische Aufnahmen der CD3+ T Zellen in ldsionaler Haut je einer Maus aus den drei unterschiedlichen
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Therapiegruppen (1 pug IL-2 / 5 pg anti-IL-2 mAk; 1,5 pg IL-2 / 50 pg anti-IL-2 mAk und 25.000 IU Proleukin S), der
Positivkontrolle (PBS) und einer nicht-lasionalen Haut an Tag Zwolf (Endtag des Versuches) nach erstmaliger
Injektion des mCOL7%%T IgGs. Zusitzlich eine reprisentative Aufnahme einer mit einem Isotypantikérper-
gefarbten Kontrolle zum Ausschluss einer falsch-positiven Farbung. CD3+ Zellen werden Rot und Kernfarbung
mittels DAPI in Blau dargestellt. Beispiele positiv gefarbte Zellen innerhalb der Dermis sind nochmals vergroRert
in einer Ecke des Bildes und positive Zellen in der Epidermis mittels Pfeile besser sichtbar gemacht worden.
Grenze der Dermis zu der Epidermis bzw. Bildung der Dermal-Epidermalen-Spalte wird durch die gestrichelte
weiRe Linie dargestellt. (B-D) Mittlerer Fluoreszenz-Index von CD3 in ldsionaler Haut und nicht-ldsionaler Haut
(n= 3-9) in einmal (B) Epidermis und Dermis zusammen, (C) Dermis und (D) Epidermis einzeln betrachtet.
Datensdtze der nicht-ldsionalen Haut beinhalten je einen Wert von einer nicht-lasionalen Haut aus einer der vier
betrachteten Gruppen (dargestellt durch gleiche Farbschattierung in Grau). Lediglich die ausschlieBliche
Betrachtung der Epidermis ergab einen signifikanten Unterschied der 1 pg IL-2 / 5 pg anti-IL-2 mAk Gruppe zur
Positivkontrolle mit p < 0,05 auf (Kruskal-Wallis-Test). Werte der Positivkontrolle wurden mit Werten der nicht-
lasionalen Haut-Gruppe mittels Mann-Whitney-Test verglichen und zeigten ebenso nur eine signifikante
Erniedrigung mit p < 0,5 unter ausschlieRlicher Betrachtung der Epidermis auf. Datensatze sind als MW + SEM
dargestellt. MaRstab: 100 um; *: p < 0,05.

Da das Ziel war durch Gabe der IL-2-Antikkérperkomplexe bzw. des niedrig dosiertem IL-2 die
polyklonalen Treg-Populationen zu proliferieren, wurde mittels immunhistochemischer Farbung von
FoxP3, die Treg-Population innerhalb der ldsionalen Haut untersucht. Im Vergleich zur Untersuchung
der Tregs mittels Durchflusszytometrie erlaubte diese Methode eine Lokalisation der Tregs innerhalb
der untersuchten Haut. In allen vier Gruppen der lasionalen Haut fanden sich die Tregs innerhalb der
Dermis und dabei bevorzugt im oberen Bereich nahe der verdickten Epidermis bzw. der Spaltbildung.
Nicht-lasionale Haut besall nur vereinzelte FoxP3-positive Zellen innerhalb der Dermis (Abbildung
21A). Die Gruppe mit 1 ug IL-2 / 5 pg anti-IL-2 mAk wies dabei die niedrigste Anzahl an Tregs auf (1,75
+0,16), gefolgt von der Positivgruppe (2,45 + 0,32). Die héchste Anzahl an Tregs besaRen die Gruppen
mit 1,5 pg IL-2 / 50 pg anti-1L-2 mAk (3,33 £ 0,15) und 25.000 IU Proleukin S (3,30 = 0,28). Jedoch ergab
sich auch hier, wie schon bei den durchflusszytometrischen Daten, kein signifikanter Unterschied
zwischen einer der drei Behandlungsgruppen mit der Positivkontrolle. Nicht-ldsionale Haut wies jedoch
signifikant weniger Tregs auf als die ldsionale Haut der Positivkontrolle (0,59 + 0,09 mit p <0,01; Mann-
Whitney-Test) und die Gruppe, welche die niedrige Konzentration am IL-2-Antikdrperkomplex bekam,
war signifikant zu den beiden anderen Therapiegruppen: einmal mit p < 0,05 zur Gruppe mit dem
hoheren IL-2-Antikérperkomplex und p < 0,01 zur Proleukin S Gruppe (jeweils One-way ANOVA und
Holm-Siddk's multiple comparison Test) (Abbildung 21B).
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Abb. 21: Priaventive Behandlung mit einer hohen Konzentration an IL-2/anti-IL-2 mAk bzw. niedrig-dosiertem
IL-2 fiihrt zu signifikant mehr Tregs in ldsionaler Haut als mit einer geringen Konzentration an IL-2/anti-IL-2
mAKk. (A) Reprasentative mikroskopische Aufnahmen der FoxP3 gefarbten Tregs in lasionaler Haut je einer Maus
aus den drei unterschiedlichen Therapiegruppen (1 pg IL-2 / 5 pg anti-IL-2 mAk; 1,5 pg IL-2 / 50 pg anti-IL-2 mAk
und 25.000 IU Proleukin S), der Positivkontrolle (PBS) und einer nicht-lasionalen Haut an Tag Zwélf (Endtag des
Versuches) nach erstmaliger Injektion des mCOL7¢%T |gGs. Zusitzlich eine reprasentative Aufnahme einer mit
einem Isotypantikorper-gefarbten Kontrolle zum Ausschluss einer falsch-positiven Farbung. FoxP3+ Zellen
wurden schwarz-braun mittels DAB gefarbt. Kernfarbung erfolgte mittels Mayer’s Himalaun. Grenze der Dermis
zu der Epidermis bzw. Bildung der Dermal-Epidermalen-Spalte wird durch die gestrichelte schwarze Linie
dargestellt (B) Mittlerer histologischer Index von FoxP3 in ldsionaler Haut und nicht-ldsionaler Haut (n = 4-9).
Datensatz der nicht-ldsionalen Haut beinhaltet je einen Wert von einer nicht-ldsionalen Haut aus einer der vier
betrachteten Gruppen (dargestellt durch gleiche Farbschattierung in Grau). Werte der Positivkontrolle wurden
mit Werten der nicht-ldsionalen Haut-Gruppe mittels Mann-Whitney-Test verglichen und zeigten einen

signifikanten Anstieg mit p < 0,01. Zusétzlich wurden die drei Therapiegruppen und die Positivkontrolle
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untereinander mit dem One-way ANOVA und Holm-Siddk's multiple comparison Test auf Unterschiede gestestet:
die Gruppe mit der geringen Konzentration am IL-2-Antikérperkomplex wies signifikant weniger Tregs als die
Therapiegruppe mit der hohen IL-2 Antikorperkomplex-Konzentration (p < 0,05) und der Proleukin S Gruppe
(p <0,01) auf. Datensdtze sind als MW + SEM dargestellt. MaRstab: 100 um. DAB: 3,3‘-Diaminobenzidin;

*:p<0,05; **: p<0,01.
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4.3 Adoptiver Treg Transfer hat einen hemmenden Einfluss auf die Pathogenese der

EBA im Ak-induziertem Mausmodell

Ein Therapieansatz um die dominante Immuntoleranz wiederherzustellen, ist die Verabreichung von
Tregs, die das Treg-Ungleichgewicht wiederherstellen sollen, indem die Zahl der Tregs direkt erhoht
wird [105]. Als zweiten Ansatz einer moglichen Therapie mit Tregs wurden daher isolierte polyklonale
Tregs praventiv adoptiv in Empfangertiere transferiert, um diese Erhéhung der Treg-Anzahl zu
erreichen und um von Anfang an eine verstarkte Immunsuppression in den Mausen zu etablieren. Auch
hier wurden neben dem klinischen Verlauf der EBA und dem Anteil an Tregs ebenfalls, wie auch schon
bei der IL-2 Therapie, (i) die Infiltrationsrate in die Haut und Epidermisdicke mittels H&E-Farbungen,
(ii) die C3 und IgG Ablagerung an der Basalmembran durch DIF, (iii) der Titer des injizierten Kaninchen
IgGs mittels ELISA, (iv) der Analyse der Blutwerte und Zytokine durch LEGENDplex™ und der Erstellung
eines 4-fach Differentialblutbildes, (v) sowie der Analyse verschiedener Immunzellpopulationen

mittels Durchflusszytometrie und immunhistochemischer und -fluoreszenz Farbungen.

4.3.1 Adoptiver Treg Transfer verringert signifikant der betroffenen Kérperoberfldche im Ak-
EBA-Mausmodell

Fir den adoptiven Transfer der Tregs wurden zunachst von Geschwistertieren polyklonale Tregs aus
Milzen und Lymphknoten mittels MACS isoliert. Die reine Treg-Population wurde anschlieend in eine
der drei Konzentrationen (0,2x10°, 0,5x10° oder 10°) i.v. tiber die Schwanzvene einen Tag vor Induktion
der Ak-EBA in die Mause injiziert. Die Ak-EBA wurde, wie auch schon fiir den Therapieansatz mit IL-2,
fir zwolf Tage laufen gelassen. Wahrend dieser Zeit wurde der klinische Phdnotyp der drei
Behandlungsgruppen im Vergleich zu der Positivkontrolle (i.v. injiziertes PBS) an den Tagen Vier, Acht

und Zwolf anhand der mit EBA betroffenen Kérperoberflache erhoben.

Am Endtag (Tag Zwolf) konnte hinsichtlich der Bewertung der betroffenen Koérperoberflache eine
Verbesserung des Krankheitsgrades der Mause in den drei Gruppen, die die aufgereinigten
polyklonalen Tregs bekommen hatten, im Vergleich zu den Mausen, welche unbehandelt blieben,
festgestellt werden (Abbildung 22A-C). Es zeigte sich, dass schon ab Tag Acht die beiden
Behandlungsgruppen mit den héheren Konzentrationen der applizierten Tregs mit 1,80 % + 0,50 bzw.
1,91 % * 1,22 eine signifikant geringere mit EBA betroffene Korperoberflaiche aufwiesen als die
Positivkontrolle mit 3,31 % * 1,24 (beide mit p < 0,05). Am Ende des Versuches (Tag Zwolf) war die
Korperoberflache aller drei Behandlungsgruppen signifikant weniger betroffen als die Positivkontrolle
(4,88 % + 1,35). Hier ergab sich fiir die mittlere Konzentration ein p < 0,002 (2,83 % * 1,22) und fur die
beiden anderen jeweils ein p < 0,001 (2,58 % + 1,67 und 2,36 % + 1,29) (Abbildung 22).
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Abb. 22: Adoptiver Treg Transfer verringert signifikant die betroffenen Koérperoberfliche im Ak-EBA-
Mausmodell. (A) Reprisentative Bilder je einer Maus aus den drei unterschiedlichen Therapiegruppen (0,2x10°,
0,5x10°und 10°Tregs) und der Positivgruppe (PBS) an Tag Zwdlf (Endtag des Versuches) nach erstmaliger Injektion
des mCOL7°%T IgGs. (B und C) Darstellung der Reinheit der injizierten Treg-Population (CD25+FoxP3+) aus
Lymphozyten (B) vor und (C) nach lIsolation der Tregs mittels MACS anhand durchflusszytometrischer
Dichtediagramme. Abgebildete Zellen sind auf Einzelzellen/Lebende/CD3+/CD4+ vorgegatet. (D) Abbildung des
Verlaufs der betroffenen Kérperoberflache in Prozent der einzelnen Gruppen an Tag Null, Vier, Acht und Zwolf.
Alle drei Behandlungsgruppen zeigten eine signifikant geringere betroffene Kérperoberflache im Vergleich zur
Positivkontrolle mit den beiden hdheren Konzentrationen mit jeweils p < 0,05 an Tag 8 und die mittlere
Konzentration mit p < 0,002 und die beiden anderen mit p < 0,001 an Tag 12. Datensatze sind als MW + SEM mit
n = 8 pro Gruppe dargestellt. Statistische Analyse erfolgte mittels Two-way ANOVA und Siddk's multiple
comparison Post Test. Ak-EBA: AntikOrpertransfer-induzierte Epidermolysis bullosa acquisita; *: p < 0,05;

*¥**.p<0,002; ****:. p <0,001.

107



4.3 Adoptiver Treg Transfer hat einen hemmenden Einfluss auf die Pathogenese der EBA im Ak-
induziertem Mausmodell

Wie auch schon bei der IL-2 Therapie im Ak-EBA-Mausmodell, wurden auch hier der Grad der
Erkrankung an EBA mittels typischer diagnostischer Methoden erfasst und zwischen den Gruppen
verglichen: (i) eine H&E-Farbung der Ohren, um die Epidermisdicke und den Grad der Entziindung zu
bestimmen, sowie jeweils eine DIF fiir die Ablagerung an (ii) C3 und (iii) IgG an der Basalmembran der
Ohren.

Hinsichtlich der Epidermisdicke und des Entziindungs-Index von der H&E-Farbung ergab sich zwar kein
signifikanter Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen und der Positivkontrolle fiir beide
Parameter, jedoch konnte zumindest trotz teilweise hoher Streuung innerhalb der Gruppen ein Trend
festgestellt werden: die Gruppe mit 0,2x10° Tregs wies fiir die Epidermisdicke und den Grad der
eingewanderten Immunzellen jeweils den héchsten Mittelwert auf (1,17 £+ 0,35 und 1,50 £ 0,40),
wihrend die Werte der Gruppe mit 0,5x10° Tregs (0,97 + 0,19 und 1,24 + 0,24) und der Positivkontrolle
(0,77 £0,17 und 1,23 + 0,32) jeweils etwas niedriger und miteinander vergleichbar waren. Die Gruppe,
die die hochste Konzentration an Tregs bekam, wies fiir beide Kriterien den jeweils niedrigsten
Mittelwert auf (0,49 + 0,16 und 0,68 + 0,22). So verringerte sich durch Injektion der 10° Tregs die Dicke
der Epidermis und die Einwanderung von weiteren Immunzellen um etwa die Halfte gegeniiber von
unbehandelten Mausen (Abbildung 23).

Fiir die DIFs ergab sich fiir die C3 Ablagerung entlang der Basalmembran in allen vier Gruppen jeweils
deutliches Fluoreszenzsignals (Abbildung 24A). Es zeigte sich, dass die Gruppe mit der niedrigsten
Anzahl an Tregs, wie auch schon davor, den héchsten Mittelwert (1,64 + 0,37) im Vergleich zu allen
vier Gruppen aufwies. Die drei anderen Gruppen lagen auf einem dhnlichen etwas geringerem Niveau
(1,00 +0,43;0,99 £ 0,27 und 1,07 £ 0,37). Auch hier lag eine hohe Streuung innerhalb der Gruppen vor
(Abbildung 24B).

Bezliglich der DIF fiir die Detektion der IgG Ablagerung entlang der Basalmembran, wies die Gruppe
mit der niedrigsten Treg Konzentration das schwachste Fluoreszenzsignal auf. In den drei anderen
Gruppen wurde die IgG Ablagerung anhand eines jeweils starken Fluoreszenzsignals deutlich sichtbar
(Abbildung 25A). Jedoch konnte auch hier auf Grund der teilweise hoheren Streuung innerhalb der
Gruppen und der damit resultierenden dhnlichen Mittelwerte kein signifikanter Unterschied der
Therapiegruppen (2,17 + 0,37; 2,78 + 0,19 und 2,42 * 0,42) zu der Positivgruppe (2,78 + 0,34)
festgestellt werden (Abbildung 25B).
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Abb. 23: Entziindung und Dicke der Epidermis im Ak-EBA-Mausmodell werden nach adoptiven Treg Transfer
nicht beeinflusst. (A) Reprasentative Bilder je einer Maus aus den drei unterschiedlichen Therapiegruppen
(0,2x10°, 0,5x10%und 10° Tregs) und der Positivkontrolle (PBS) an Tag Zwdlf (Endtag des Versuches) nach
erstmaliger Injektion des mCOL7<%" IgGs. Die Grenze zwischen Dermis und Epidermis wird durch gestrichelte
Linie und eingewanderte Immunzellen (violett gefirbte Zellen) anhand je funf Pfeile dargestellt. (B)
Epidermisdicke und (C) Entzindungsgrad der vier betrachteten Gruppen (n = 8-9). Keine der drei
Therapiegruppen wies bei einem der beiden betrachteten Parameter einen signifikanten Unterschied zur

Positivgruppe auf. Datensatze sind als MW + SEM dargestellt. MaRstab: 100 um. Ak-EBA: Antikorpertransfer-

induzierte Epidermolysis bullosa acquisita.
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Abb. 24: C3 Ablagerung entlang der Basalmembran wird nicht signifikant durch adoptiven Treg Transfer im Ak-
EBA-Mausmodell beeinflusst. (A) Reprasentative mikroskopische Bilder der C3 Farbung je einer Maus aus den
drei unterschiedlichen Therapiegruppen (0,2x10°, 0,5x10%und 10° Tregs) und der Positivgruppe (PBS) an Tag
Zwolf (Endtag des Versuches) nach erstmaliger Injektion des mCOL7%T 1gGs. C3 Ablagerung wird hier in griin
dargestellt und ist entlang der Basalmembran (Pfeile) sichtbar. Kernfarbung mittels DAPI hier in blau. (B)
Mittlerer Fluoreszenz-Index von C3 der vier Gruppen mit n = 7-9 pro Gruppe. Keine der drei Therapiegruppen
wies einen signifikanten Unterschied zur Positivgruppe auf. Datensatze sind als MW + SEM dargestellt. Mal3stab:

100 um. Ak-EBA: Antikorpertransfer-induzierte Epidermolysis bullosa acquisita.
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Abb. 25: DIF von IgG zeigt keinen signifikanten Einfluss des adoptiven Treg Transfers beziglich der 1gG
Ablagerung entlang der Basalmembran im Ak-EBA-Mausmodell. (A) Reprasentative mikroskopische Bilder der
IgG Farbung je einer Maus aus den drei unterschiedlichen Therapiegruppen (0,2x10°%, 0,5x10%und 10°Tregs) und
der Positivgruppe (PBS) an Tag Zwélf (Endtag des Versuches) nach erstmaliger Injektion des mCOL7%%T IgGs. IgG
Ablagerung wird hier in griin dargestellt und ist entlang der Basalmembran (Pfeile) sichtbar. Kernfarbung mittels
DAPI hier in blau. (B) Mittlerer Fluoreszenz-Index von IgG der vier Gruppen mit n = 7-9 pro Gruppe. Keine der
drei Therapiegruppen wies einen signifikanten Unterschied zur Positivgruppe auf. Datensatze sind als MW + SEM

dargestellt. MaRstab: 100 um. Ak-EBA: Antikorpertransfer-induzierte Epidermolysis bullosa acquisita.
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4.3.2 Anzahl an Eosinophile und Blutpldttchen werden nach adoptiven Treg Transfer signifikant
im Vollblut reduziert

Das Blut ist die Pipeline des Immunsystems: Zellen des Immunsystems reifen und fiihren ihre
Funktionen aus, indem sie zwischen zentralen und peripheren Lymphorganen zirkulieren und tber das
Blut zu und von Verletzungsstellen wandern. Da das Blut durch den ganzen Koérper fliet und naive und
stimulierte Immunzellen von einem Ort zum anderen transportiert, fungiert es als wichtiger
Transportweg fiir das Immunsystem [223]. So fiihren, zum Beispiel, entziindliche Erkrankungen zu
Abweichungen in bestimmten Blutwerten vom Normalwert und lassen so auch auf chronische

Erkrankungen oder der Schwere der Erkrankung schlieBen [224].

Mit Hilfe des am scil Vet abc Plus+ gemessenen Vollblutes konnte fiir die einzelnen Mause aus den drei
Behandlungsgruppen und der Positivgruppe ein jeweils individuelles 4-fach Differentialblutbild erstellt
werden. In diesem wurden 14 Parameter erfasst und die Mittelwerte derselben der therapierten
Gruppen, mit denen der Positivgruppe verglichen. Zusatzlich wurden die Werte aus der Positivgruppe
mit Werten aus unbehandelten C57BL/6 Mé&usen (freundlicherweise bereitgestellt von M. Sc. Sadegh
Mousavi) verglichen So wurde an Zellen die Konzentration an Eosinophilen, Granulozyten,
Lymphozyten, Monozyten, Erythrozyten, sowie die Konzentration an Thrombozyten (Plattchen)
bestimmt. Als weitere Parameter wurde der Hamatokrit (HCT; Anteil der Zellbestandteile zum
Blutvolumen), das Hamoglobin (HGB), das mittlere korpuskulare Hdmoglobin (MCH; durchschnittliche
Konzentration an HGB in einem einzelnen Erythrozyt), die mittlere korpuskulare Hamoglobin-
Konzentration (MCHC; durchschnittliche Konzentration an HGB in allen Erythrozyten), das mittlere
Zellvolumen der Erythrozyten (MCV; mean cell volume), das mittlere Volumen der Thrombozyten
(MPV; mean platelet volume) und die Erythrozytenverteilungsbreite (RDW; red cell width als Mal} fr

die GréRenstreuung der Erythrozyten) erfasst.

Auch hier zeigte sich in einigen Fallen eine hohe Standardabweichung zwischen den einzelnen Mausen
einer Gruppe. Jedoch konnte jeweils in der Gruppe mit 0,2x10° Tregs eine signifikante Erniedrigung der
Konzentrationen an Eosinophile und Blutplattchen (0,04x10°%/L + 0,02 bzw. 727,60x10°/L + 189,37) im
Vergleich zur Positivgruppe (0,12x10°/L + 0,08 bzw. 1242,50x10°%/L + 320,02) mit jeweils einem p < 0,05
festgestellt werden. Es sollte jedoch beachtet werden, dass in Falle der Plattchen auch die anderen
behandelten Gruppen einen deutlich niedrigeren Mittelwert als die Positivgruppe aufwiesen, hier
jedoch eine hohe Streuung zu Tage trat. Im Vergleich der Positivgruppe zu der unbehandelten
Kontrollgruppe zeigt sich ein Abfall des MCH (13,65 pg + 0,31 gegen 16,20 pg + 0,64), des MCHC
(305,00 g/L * 4,08 gegen 329,63 g/L + 8,52) und des MCV (44,50 fL + 1,00 gegen 49,13 fL + 2,03) mit
jeweils einem p < 0,01 und ein Anstieg der Plittchen (1242,50x10°/L + 320,02 gegen
721,88x10°/L + 284,99) und der Erythrozyten (13,51x10%2/L + 0,95 gegen 10,54x10%%/L * 2,41) mit

jeweils einem p < 0,05 in der Positivgruppe (Tabelle 11).
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Tab. 11: Anzahl der Eosinophile und Blutplattchen sind in mit adoptiven Treg Transfer therapierten Mausen
im Vollblut signifikant im Vergleich zur Positivgruppe reduziert. Mittels des scil Vet abc Plus+ wurde vom
Vollblut der drei unterschiedlichen Therapiegruppen (0,2x10°, 0,5x10°und 10%Tregs) und der Positivgruppe (PBS)
ein 4-fach Differentialblutbild mit 14 untersuchten Parametern an Tag Zwolf (Endtag des Versuches) nach
erstmaliger Injektion des mCOL7¢%T IgGs erstellt. Zusatzlich wurden von acht unbehandelten C57BL/6 M&usen
das Vollblut gemessen. Die Gruppe mit 0,2x10° injizierten Tregs wies eine signifikante (p < 0,05) Reduzierung der
Konzentration der Eosinophile und der Plattchen im Vollblut im Vergleich zu der Positivkontrolle (PBS) auf. Die
unbehandelte Kontrollgruppe wies gegeniber der Positivgruppe signifikant mehr MCH, MCHC und MCV (jeweils
p < 0,01), sowie signifikant weniger Plattchen und Erythrozyten (jeweils p < 0,05) auf. Datenséatze sind als MW +
SEM mit n = 5-9 pro Gruppe dargestellt. Statistische Analyse erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test zwischen den
Gruppen der Ak-EBA und mittels eines Mann-Whitney-Tests zwischen der Positivgruppe und der unbehandelten
Kontrollgruppe. HCT: Hamatokrit, HGB: Himoglobin, MCH: mittlere korpuskulare Hamoglobin, MCHC: mittlere
korpuskulare Hamoglobin-Konzentration, MCV: mean cell volume (mittleres Zellvolumen der Erythrozyten),
MPV: mean platelet volume (mittleres Volumen der Thrombozyten), RDW: red cell distribution width

(Erythrozytenverteilungsbreite); *: p < 0,05; **: p < 0,01.

Unbehandelte
Parameter 0.2x10° Tregs  0.5x10° Tregs 1x10° Tregs PBS
Kontrolle
Eosinophile
0,04 + 0,02 (*) 0,17 +£0,19 0,05+0,01 0,12 £ 0,08 0,15+0,15
(10°/L)
Granulozyten
1,68+0,72 2,33+1,14 1,85+0,77 1,38+0,71 1,29+0,69
(10°/1)
HCT (L/L) 0,64 £0,04 0,62 £ 0,08 0,61+£0,03 0,60 £ 0,04 0,52+0,12
HGB (g/L) 190,40+11,80 188,83 +21,84 186,33 £ 8,41 184,75 + 15,69 170,38 + 38,50
Lymphozyten
2,62+1,14 3,67+1,18 2,47 £0,52 2,63+1,36 3,78 £ 1,04
(10°/L)
MCH (pg) 13,48 + 0,15 13,83+ 0,55 13,58 £ 0,26 13,65 +0,31 16,20 £ 0,64 (**)
MCHC (g/L) 300,40 £ 2,30 304,17 £ 6,46 306,50 £ 4,59 305,00 £ 4,08 329,63 + 8,52 (**)
MCV (fL) 44,80 £ 0,45 45,33 +£1,03 44,50 £ 0,55 44,50 £ 1,00 49,13 + 2,03 (**)
Monozyten
0,32+0,23 0,40+0,18 0,37+0,18 0,20 £ 0,08 0,13 £0,07
(10°/1)
MPV (fL) 5,78 £0,28 6,00+£0,33 5,63+0,36 5,85+0,34 571+0,31
Plattchen 727,60 742,67 883,83 1242,50 721,88
(10°/L) +189,37 (*) +311,65 *+ 163,76 + 320,02 + 284,99 (*)
Erythrozyten
14,13 £ 0,83 13,67 t1,61 13,71 +£0,69 13,51+ 0,95 10,54 + 2,41 (*)
(10™2/1)
RDW (%) 16,38 £ 0,56 16,72 £ 0,46 16,48 £ 0,20 16,40 £ 0,58 17,44 +1,19
Weile
Blutzellen 4,62+1,79 6,40 £ 2,35 4,68+1,24 4,20+2,14 519+1,75
(10°/1)
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4.3.3 Der IgG Titer der injizierten Kaninchenantikérper wird durch einen adoptiven Treg Transfer
nicht beeinflusst

Um zu Uberprifen, ob der adoptive Treg Transfer einen Einfluss auf den Titer der injizierten
Kaninchenantikorper hat, wurde als nachstes ebenfalls mittels eines spezifischen ELISAs die Titer am
injiziertem Kaninchen IgG im Plasma am Ende des Versuches gemessen. Da zwischen den drei
verwendeten Konzentrationen an transferierten Tregs kein nennenswerter Unterschied in den zuvor
untersuchten klinischen Parametern festgestellt werden konnte, wurden hier, wie fiir alle folgenden

Versuchen, lediglich die Gruppe mit 10° applizierten Tregs gegeniiber der Positivgruppe betrachtet.

In beiden Gruppen wiesen die Konzentrationen an injizierte Kaninchen IgG einen dhnlichen Mittelwert
auf, so dass es keinen signifikanten Unterschied gab. So lag dieser in der Positivkontrolle bei
0,07 pg/ml = 0,01 in der behandelten Gruppe bei 0,06 ug/ml £ 0,01 (Abbildung 26).
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Abb. 26: Der IgG Titer der injizierten Kaninchenantikérper wird durch einen adoptiven Treg Transfer nicht
beeinflusst. Titer des injiziertem Kaninchen IgGs der Behandlungsgruppe mit 10° injizierten Tregs und der
Positivkontrolle (PBS) bezuiglich der Konzentration des injizierten Kaninchen IgGs im Plasma in ug/ml an Tag Zwolf
nach erstmaliger Injektion des IgGs. Datensatze sind als MW £ SEM mit n = 7-9 pro Gruppe dargestellt. Ak-EBA:

Antikorpertransfer-induzierte Epidermolysis bullosa acquisita.

4.3.4 Adoptiver Treg Transfer verringert die Konzentration an freiem IL-2 im Plasma im Ak-EBA-
Mausmodell

Um den Effekt des adoptiven Transfers von 108 Tregs im Ak-EBA-Mausmodell auf in Blut zirkulierende
freie Zytokine zu erfassen, wurde mittels derselben LEGENDplex™, wie auch schon fiir die Behandlung
mit IL-2, die Konzentrationen von 16 Zytokinen im Plasma vom Endtag der Ak-EBA-Versuchs gemessen:
IFN-y, TNF-a, IL-2 (alle drei von Th1l Zellen produziert), IL-4, IL-5, IL-13 (alle drei von Th2 Zellen
produziert), IL-9 (typisch fiir Th9 Zellen), IL-17A, IL-17F, IL-22 (alle drei von Th22 Zellen produziert), IL-
10 (charakteristisch fir Tregs und T Follikularhelferzellen), sowie die inflammatorischen Zytokine IL-
1B, IL-1a, IL-6 und GM-CSF und das CXCL1 (bedeutende Rolle in der Rekrutierung von Neutrophilen in
das Gewebe [214]).

Im Gegensatz zum Therapieversuch mittels IL-2 Antikbrperkomplexen bzw. niedrig-dosiertem IL-2,
hatte der adoptive Treg Transfer zur Folge, dass sich die IL-2 Konzentration im Plasma der Mause

signifikant mit einem p < 0,01 verringerte (66,70 pg/ml + 25,40 gegentber zu 28,19 pg/ml + 18,63).
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Ansonsten zeigten sich lediglich Trends, wie eine Erhéhung an CXCL1 und IL-9, sowie einer Erniedrigung
an IL-17A und IL-6 in der behandelten Gruppe im Vergleich zu den unbehandelten Mausen (Tabelle
12).

Tab. 12: Adoptiver Treg Transfer verringert die Konzentration an freiem IL-2 im Plasma im Ak-EBA-
Mausmodell. Mittels LEGENDplex™ wurden von 16 Zytokinen deren Konzentration in pg/ml in Plasma der
Behandlungsgruppe mit 108 injizierten Tregs und der Positivgruppe (PBS) an Tag Zwdlf (Endtag des Versuches)
nach erstmaliger Injektion des mCOL7%T IgGs gemessen. Die behandelte Gruppe wies eine signifikante
(p < 0,01) Verringerung der IL-2 Konzentration im Plasma im Vergleich zu der Positivgruppe (PBS) auf. Datensatze
sind als MW + SEM mit n = 7-9 pro Gruppe dargestellt. Statistische Analyse erfolgte mittels Mann-Whitney-Test.

Ak-EBA: Antikorpertransfer-induzierte Epidermolysis bullosa acquisita. ns: nicht signifikant; **: p < 0,01.

Zytokin PBS 10° Tregs p-Wert
IL-1B 7,18 +5,72 4,98 +5,84 ns
IL-4 1,24 +0,42 1,36+ 0,86 ns
IL-1a 5,01+4,32 6,391 4,34 ns
IFN-y 1,43+0,72 1,30+0,53 ns
TNF-a 6,88+ 8,44 8,20+5,12 ns
CXCL1 46,42 + 25,89 83,95 + 58,77 ns
IL-10 7,59 £ 8,40 7,68 £4,84 ns
IL-13 1,01 +1,08 1,48 +1,74 ns
IL-17A 2,22+2,47 0,72 +0,53 ns
GM-CSF 0,12+0,19 0,07 £0,20 ns
IL-5 6,98 + 3,34 8,59 + 2,56 ns
IL-2 66,70 £ 25,40 28,19+ 18,63 kS
IL-6 50,47 £ 32,96 29,29 + 27,56 ns
IL-9 28,62 +31,84 41,29 £ 41,47 ns
IL-17F 1,91+0,43 1,79+0,53 ns
IL-22 3,96 £ 3,86 4,07 £ 3,07 ns
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4.3.5 Adoptiv transferierte Tregs kénnen in Idsionaler Haut im Ak-EBA-Mausmodell
nachgewiesen werden

Der adoptive Transfer an polyklonalen Tregs hatte das Ziel, die durch die Treg entstehende
immunsuppressive Wirkung zu erhéhen und damit die Pathogenese der EBA zu hemmen. Um diese
Wirkung besser zu untersuchen, wurde mittels Durchflusszytometrie der Anteil an Tregs, sowie auch
weiterer Immunzellen und Zytokinen, in Milz, mesenterialen Lymphknoten, Blut und ldsionaler Haut

der behandelten Mause erfasst und mit den Werten der Mause der Positivkontrolle verglichen.

In Bezug auf die Tregs konnte in den Therapiegruppen zum einen zwischen allen in dem jeweiligen
Organ betrachteten Tregs (endogene Tregs) und zum anderen, dank der vorangegangenen Markierung
mit CFSE, den injizierten Tregs unterschieden werden. Es stellte sich heraus, dass in den einzelnen
Organen der Anteil an Tregs an CD4+ T Zellen sich nicht im Vergleich zu der Positivkontrolle veranderte.
So lag in der Milz der Treg-Anteil bei beiden Gruppen bei etwa jeweils 12,93 % * 1,48 und
12,53 % £ 0,97, in den mesenterialen Lymphknoten bei 13,01 % + 1,41 und 13,36 % + 0,87, im Blut bei
4,02 % + 0,37 und 3,91 % * 0,35 und in der lasionalen Haut bei 15,24 % + 2,74 und 13,53 % + 5,46
(Abbildung 27A). Um herauszufinden, wohin die transferierten Tregs nach Injektion wanderten, wurde
diese zuvor mit CFSE markiert. Mittels Durchflusszytometrie konnte somit das Fluoreszenzsignal von
CFSE innerhalb der gemessenen Treg-Population in den einzelnen Organen gemessen werden. In Milz
und mesenterialen Lymphknoten stellten die injizierten Tregs nur einen kleinen Bruchteil in zwei bis
drei Mausen dar. Die anderen Mause wiesen kein Signal ftir CFSE auf. Im Blut konnten in drei Mausen
transferierte Tregs mit einem mittleren Anteil von 0,94 + 0,44 an allen Tregs gemessen werden. In der
lasionalen Haut konnten mit Abstand der hochste Anteil an injizierten Tregs an allen Tregs mit
29,17 % * 8,69 erfasst werden (Abbildung 27B).
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Abb. 27: Adoptiv transferierte Tregs kénnen in ldsionaler Haut im Ak-EBA-Mausmodell nachgewiesen werden.
(A) Darstellung der Behandlungsgruppe mit 10° injizierten Tregs und der Positivgruppe (PBS) beziiglich des
Anteils aller Tregs (CD25+FoxP3+; endogene Tregs) an CD4+ Zellen in Milz, mesenterialen Lymphknoten (LK-M),
Blut und lasionaler Haut. Es konnte kein Unterschied zwischen den beiden Gruppen hinsichtlich ihres Treg-Anteils
an CD4+ T Zellen festgestellt werden. (B) Darstellung der beiden Gruppen beziiglich des Anteils der injizierten
Tregs (CFSE+) an den endogenen Tregs in den betreffenden vier Organen. In ldsionaler Haut machten die
transferierten Tregs den hochsten Anteilmit etwa 30 % aus und wiesen damit einen signifikanten (p < 0,05)
Unterschied zur Positivkontrolle auf. Datensdtze sind als MW £ SEM mit n=4-9 pro Gruppe dargestellt.
Statistische Analyse erfolgte mittels Mann-Whitney-Test. Ak-EBA: Antikdrpertransfer-induzierte Epidermolysis

bullosa acquisita; *: p < 0,05.

Analyse weiterer Immunzellen mittels des Durchflusszytometers erbrachte innerhalb der vier Organen
keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen (Daten nicht gezeigt). Untersuchung
der vier Zytokinen TGFB, IL-10, IL-4 und IFN-y in CD4+ T Zellen erbrachte eine signifikante Erh6hung an
IL-10 im Blut in der Gruppe mit transferierten Tregs mit einem p < 0,05 (5,19 % + 1,88 gegeniiber zu
8,50 % * 3,03). Beziiglich des Zytokins IL-4 konnte bis in der Milz eine deutliche Erhéhung des mittleren
Anteils an CD4+ T Zellen gegeniiber der Kontrollgruppe festgestellt werden, nur war hier die Streuung
innerhalb der beiden Gruppen wieder zu grof8, um einen signifikanten Unterschied zu erkennen
(Tabelle 13).
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Tab. 13: Die Konzentration an IL-10 in CD4+ T Zellen ist nach adoptiven Treg Transfer im Ak-EBA-Mausmodell
im Vergleich zur Positivkontrolle erh6éht. Mittels Durchflusszytometrie wurde der Anteil der vier Zytokine TGFj,
IL-10, IL-4 und IFN-y in CD4+ T Zellen der Behandlungsgruppe mit 10° injizierten Tregs und der Positivgruppe
(PBS) gemessen. Die behandelte Gruppe wies eine signifikante (p < 0,05) Erhéhung der IL-10 Konzentration in
CD4+ T Zellen im Blut im Vergleich zu der Positivgruppe (PBS) auf. Datensatze sind als MW + SEM mit n = 7-9 pro
Gruppe dargestellt. Statistische Analyse erfolgte mittels Mann-Whitney-Test. Ak-EBA: Antikorpertransfer-

induzierte Epidermolysis bullosa acquisita, ns: nicht signifikant; *: p < 0,05.

Organ PBS 10° Tregs p-Wert
TGFB (% von CD4+)  Blut 8,08 + 3,31 10,97 + 3,71 ns
LK-M 561 =+ 1,85 593 + 1,25 ns
Milz 12,70 + 9,04 7,30 + 4,98 ns
Haut 12,55 + 10,03 8,53 + 6,63 ns
IL-10 (% von CD4+)  Blut 519 + 1,88 8,50 + 3,03 *
LK-M 1,52 + 0,21 1,86 + 1,11 ns
Milz 3,32 £+ 3,69 1,09 =+ 0,83 ns
Haut 16,65 * 13,73 12,45 *+ 8,96 ns
IL-4 (% von CD4+) Blut 4,10 + 2,80 8,81 + 6,52 ns
LK-M 2,82 = 2,25 10,43 + 13,47 ns
Milz 6,56 =+ 6,51 564 + 5,15 ns
Haut 28,58 * 31,19 36,04 + 30,13 ns
IFN-y (% von CD4+)  Blut 3,71 £+ 1,48 7,79 t 4,76 ns
LK-M 2,75 £ 2,08 1,87 + 1,83 ns
Milz 6,23 + 2,55 4,67 + 1,69 ns
Haut 12,87 = 8,22 11,63 = 10,99 ns

4.3.6 Die Anzahl an Neutrophilen und T Zellen verdndert sich in Idsionaler Haut signifikant nach
adoptiven Treg Transfer im Ak-EBA-Mausmodell

Die Effektorphase der EBA ist gekennzeichnet durch eine hohe Infiltrationsrate von inflammatorischen
Zellen in die lasionale Haut, wie Neutrophile, T Effektorzellen, als auch Monozyten bzw. Makrophagen
[159]. Zusatzlich weisen Daten auf eine Korrelation zwischen dem Vorhandensein an Tregs und des
Krankheitsgrades, ausgelost durch proinflammatorische Zellen bzw. Mediatoren, der EBA hin: eine
Deletion der Tregs filihrte zum Beispiel zu einer (ibermaRBiger Entziindung und Blasenbildung,
vermehrten neutrophilen Infiltraten und der Expression von Th1- und Th2-Zytokinen und Chemokinen
[164]. Daher wurde auch fir diesen Therapieansatz wieder mittels immunhistochemischer und -

fluoreszenz Farbungen untersucht, ob eine Erhéhung der Treg-Anzahl durch den adoptiven Transfer
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einen umgekehrten Effekt auf die ansonsten hohe Infiltrationsrate der inflammatorischen Zellen in die

|asionale Haut hat.

Wie auch schon bei den Mausen, die im Therapieansatz mit IL-2-Antikdrperkomplexen bzw. niedrig-
dosiertem IL-2 therapiert wurden, wurde hier ebenfalls auf (i) die Proliferation der Zellen (mittels Ki-
67) und die Populationen an (ii) Makrophagen (liber F4/80), (iii) Neutrophilen (Uber Ly6G), (iv) T Zellen
allgemein (Gber CD3) und (v) Tregs (Uber FoxP3) in lasionaler Haut analysiert. Fiir eine verbesserte
Vergleichbarkeit der einzelnen Proben wurden auch hier nur Lasionen mit einem gleichen Grad der

Entziindung verwendet.

In der behandelten Gruppe, wie auch der Positivkontrolle konnten wieder vermehrt positiv gefarbte
Ki-67 Zellen in der lasionalen Haut in Vergleich zu nicht-lasionalen Hautbereichen derselben Tiere
gefunden werden. Die Ki-67 positiven Zellen fanden sich dabei bevorzugt in Bereich der Spaltbildung
oder um bzw. in Haarfollikeln und BlutgefdRen (Abbildung 28A). Der Unterschied zwischen nicht-
lasionaler Haut und ldsionaler Haut in Bezug der Ki-67 Expression wurde auch hier durch den
signifikanten Anstieg der Ki-67 positiven Zellen in der gesamten lasionalen Haut der Positivkontrolle
(2,06 £0,23) im Vergleich zu den nicht-ldsionalen Hauten der beiden Gruppen deutlich (0,58 + 0,28 mit
p < 0,05). Gleichzeitig zeigte aber die Auswertung der fir Ki-67 gefarbten prozentualen Anteils jedoch
keinen signifikanten Unterschied der behandelten Gruppe (2,42 + 0,42) zu der lasionalen Haut der
Positivkontrolle (Abbildung 28B). Um einen moglichen Effekt der Therapie auf die Proliferation
unterschiedlicher Zellpopulationen zu erfassen, wurden Dermis (Abbildung 28C) und Epidermis
(Abbildung 28D) zusétzlich getrennt voneinander ausgewertet: hier ergaben sich ebenfalls signifikant
mehr Ki-67 positive Zellen in ladsionaler Haut der Positivkontrolle (2,11 + 0,41 fiir Dermis und 1,92 +
0,24 fur Epidermis) im Vergleich zur nicht-lasionalen Haut (0,58 + 0,25 fir Dermis und 0,67 + 0,30 fir
Epidermis) mit einmal p < 0,01 (Dermis) und p < 0,05 (Epidermis). Aber auch hier ergaben sich keine
Unterschiede zwischen der Positivkontrolle zu der Therapiegruppe (2,40 * 0,41 fiir Dermis und 2,29 +
0,42 fiir Epidermis) (Abbildung 28C und D).
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Abb. 28: Adoptiver Treg Transfer bewirkt keinen Unterschied beziiglich der Ki-67 Expression in lasionaler Haut.
(A) Reprasentative mikroskopische Aufnahmen der Ki-67 Farbung in ldsionaler Haut je einer Maus aus der
Behandlungsgruppe mit 108 injizierten Tregs, der Positivkontrolle (PBS) und einer nicht-lasionalen Haut an Tag
Zwolf (Endtag des Versuches) nach erstmaliger Injektion des mCOL7%%T IgGs. Zusétzlich eine reprisentative

Aufnahme einer mit einem Isotypantikorper-gefarbten Kontrolle zum Ausschluss einer falsch-positiven Farbung.
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Ki-67 positive Zellen werden in Rot dargestellt und Kernfarbung mittels DAPI in Blau. Grenze der Dermis zu der
Epidermis bzw. Bildung der Dermal-Epidermalen-Spalte wird durch die gestrichelte weiRe Linie dargestellt. (B-D)
Mittlerer Fluoreszenz-Index von Ki-67 in ldsionaler Haut und nicht-lasionaler Haut (n = 4-6) in einmal (B)
Epidermis und Dermis zusammen, (C) Dermis und (D) Epidermis einzeln betrachtet. Datensatze der nicht-
lasionalen Haut beinhaltet drei Werte von einer nicht-lasionalen Haut aus der behandelten Gruppe und einen
Wert aus der Positivkontrolle (dargestellt durch gleiche Farbschattierung in Grau). In allen drei Bereichen
(Epidermis und Dermis, nur Dermis und nur Epidermis) zeigte die behandelte Gruppe eine signifikante Erhéhung
des mittleren Fluoreszenz-Index fiir ki-67 zur Positivgruppe mit (A und D) p < 0,05 und (C) p < 0,01. Werte der
Positivkontrolle und Werte der nicht-lasionalen Haut-Gruppe zeigten keinen signifikanten Unterschied.
Datensdtze sind als MW * SEM dargestellt und statistische Analyse erfolgte mittels Mann-Whitney-Test.
MaRstab: 100 um; *: p < 0,05; **: p < 0,01.

Bezliglich der Makrophagen, Immunzellen, welche ebenso an der Spaltbildung mitbeteiligt sein
kénnen [165,166], konnten keinen signifikanten Unterschieden festgestellt werden: die Mause, die
polyklonalen Tregs injiziert bekamen und die Positivkontrolle wiesen etwas mehr positiv gefarbt F4/80
Zellen in der lasionalen Haut in Vergleich zu den nicht-lasionalen Hautbereichen derselben Tiere auf.
Die detektierten Makrophagen in der lasionalen Haut befanden sich dabei in hoher Anzahl bevorzugt
im Bereich der unteren Dermis und zogen sich vereinzelt hoch bis in die obere Dermis bis unter die
verdickte Epidermis in der Positivkontrolle. In der therapierten Gruppe fanden sich zwar eine
vergleichbare Anzahl an Makrophagen in der Haut. Hier lagen die Makrophagen jedoch verstarkt in
der unteren Dermis und schienen nicht in die obere Dermis verstarkt einzuwandern. Im Vergleich dazu
wies die nicht-ldsionale Haut nur vereinzelt Makrophagen verteilt innerhalb der Dermis auf (Abbildung
29A). Der Unterschied zwischen nicht-lasionaler Haut und lasionaler Haut in Bezug des Anteils an
positiv gefarbten Makrophagen wurde diesmal nicht durch einen signifikanten Anstieg der F4/80
positiven Zellen in lasionaler Haut der Positivgruppe (2,73 + 0,66) im Vergleich zu den nicht-lasionalen
Hauten beider Gruppen (1,92 + 0,31) deutlich. Es konnte nur ein Trend festgestellt werden. Auch hier
zeigte die Auswertung der fur F4/80 gefarbten prozentualen Anteils keinen signifikanten Unterschied

der behandelten Gruppe (3,05 £ 0,32) zu der lasionalen Haut der Positivgruppe (Abbildung 29B).
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Abb. 29: Die Makrophagen-Population in ldsionaler Haut bleibt vergleichbar zur Positivkontrolle nach
adoptiven Treg Transfer im Ak-EBA-Mausmodell. (A) Reprasentative mikroskopische Aufnahmen der F4/80
Farbung in lisionaler Haut je einer Maus aus der Behandlungsgruppe mit 10° injizierten Tregs, der
Positivkontrolle (PBS) und einer nicht-ldsionalen Haut an Tag Zwolf (Endtag des Versuches) nach erstmaliger
Injektion des mCOL7%%T |gGs. Zusiatzlich eine reprasentative Aufnahme einer mit einem Isotypantikérper-
gefarbten Kontrolle zum Ausschluss einer falsch-positiven Farbung. F4/80 positive Zellen werden Rot und
Kernfarbung mittels DAPI Blau dargestellt. Grenze der Dermis zu der Epidermis bzw. Bildung der Dermal-
Epidermalen-Spalte wird durch die gestrichelte weile Linie dargestellt. (B) Mittlerer Fluoreszenz-Index von F4/80
in lasionaler Haut und nicht-lasionaler Haut (n = 4-7). Datensatz der nicht-ldsionalen Haut beinhaltet drei Werte
von einer nicht-lasionalen Haut aus der behandelten Gruppe und einen Wert aus der Positivkontrolle (dargestellt
durch gleiche Farbschattierung in Grau). Es trat kein signifikanter Unterschied zur Positivkontrolle auf.
Datensatze sind als MW = SEM dargestellt. MaRstab: 100 um. Ak-EBA: Antikorpertransfer-induzierte

Epidermolysis bullosa acquisita.
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Im Hinblick auf die Haupteffektorzellen der EBA, den Neutrophilen [161,162], zeigte sich, dass in der
Therapiegruppe deutlich weniger positiv gefarbte Zellen innerhalb der ldsionalen Haut detektiert
werden konnten als in der Positivkontrolle. In der Kontrollgruppe hingegen ergab sich liber die ganze
Gruppe hinweg ein starkes Fluoreszenzsignal vor allem im Bereich der Epidermis, Spaltbildung und
oberen Dermis. Nicht-lasionale Haut wies im Gegensatz dazu wieder praktisch keine positive Ly6G-
Farbung auf (Abbildung 30A). Dieser Unterschied zwischen nicht-lasionaler Haut und lasionaler Haut
wurde auch hier wieder statistisch mit einem signifikanten Anstieg der Neutrophilen in der ldsionalen
Haut der Positivgruppe (2,93 + 0,34) im Vergleich zu der nicht-ldsionalen Haut sichtbar (0,08 + 0,08 mit
p < 0,05). Diesmal zeigte sich auch statistisch die Verringerung der Neutrophilen-Population zwischen
der behandelten Gruppe (1,50 £ 0,25) gegeniber der Positivkontrolle mit einem p < 0,05 (Abbildung
30B).

Als nachstes wurde wieder allgemein die T Zellpopulation anhand der CD3 Expression in der
Therapiegruppe im Vergleich zu der Positivkontrolle analysiert. Betrachtung der mikroskopischen
Aufnahmen zeigten in der behandelten Gruppe vergleichbar viele CD3+ Zellen in der gesamten Haut,
wie in nicht-lasionaler Haut. In der Therapiegruppe konnten jedoch mehr T Zellen innerhalb der Dermis
und in nicht-lasionaler Haut mehr T Zellen in der Epidermis beobachtet werden. Lasionale Haute der
Mause aus der Positivgruppe wiesen insgesamt die niedrigste Anzahl an positiven CD3 Zellen auf. Dies
spiegelte sich auch statistisch wider: die behandelte Gruppe (3,05 + 0,39) zeigte gegeniber der
Kontrollgruppe in der gesamten Haut (1,28 + 0,46 mit p < 0,05), wie auch Dermis (3,39 + 0,20 bzw.
1,16 + 0,40 mit p < 0,01) bzw. Epidermis (1,00 * 0,34 bzw. 0,00 + 0,00 mit p < 0,05) einzeln betrachtet,
eine signifikante Erhohung des CD3+ Signals. Nicht-ldsionale Haut besald ebenso signifikant mehr T
Zellen in der gesamten Haut (3,33 + 0,27 mit p < 0,05) als auch in der Epidermis (3,25 + 0,34 mit
p < 0,01) einzeln betrachtet (Abbildung 31).
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Abb. 30: Die Neutrophilen-Population ist signifikant in ldsionaler Haut nach adoptiven Treg Transfer im
Vergleich zur Positivkontrolle reduziert. (A) Reprasentative mikroskopische Aufnahmen der Ly6G Farbung in
lasionaler Haut je einer Maus aus der Behandlungsgruppe mit 10° injizierten Tregs, der Positivkontrolle (PBS) und
einer nicht-lisionalen Haut an Tag Zwolf (Endtag des Versuches) nach erstmaliger Injektion des mCOL7<%T IgGs.
Zusatzlich eine reprasentative Aufnahme einer mit einem Isotypantikdrper-gefarbten Kontrolle zum Ausschluss
einer falsch-positiven Farbung. Ly6G positive Zellen werden Rot und Kernfarbung mittels DAPI Blau dargestellt.
Grenze der Dermis zu der Epidermis bzw. Bildung der Dermal-Epidermalen-Spalte wird durch die gestrichelte
weiRe Linie dargestellt. (B) Mittlerer Fluoreszenz-Index von Ly6G in ldsionaler Haut und nicht-lasionaler Haut
(n = 4-8). Datensatz der nicht-ldsionalen Haut beinhaltet drei Werte von einer nicht-lasionalen Haut aus der
behandelten Gruppe und einen Wert aus der Positivgruppe (dargestellt durch gleiche Farbschattierung in Grau).
Die behandelte Gruppe wies einen signifikanten niedrigeren mittleren Fluoreszenz-Index als die Positivkontrolle
mit p < 0,05 auf. Werte der Positivkontrolle wurden mit Werten der nicht-lasionalen Haut verglichen und zeigten
einen signifikanten Anstieg mit p < 0,05. Datensatze sind als MW + SEM dargestellt und statistische Analyse
erfolgte mittels Mann-Whitney-Test. MaRstab: 100 um; *: p < 0,05.
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Abb. 31: T Zellen sind nach adoptiven Treg Transfer signifikant in ldasionaler Haut im Vergleich zur
Positivkontrolle erhdht. (A) Reprasentative mikroskopische Aufnahmen der CD3 gefarbten T Zellen in lasionaler
Haut je einer Maus der Behandlungsgruppe mit 10° injizierten Tregs, der Positivkontrolle (PBS) und einer nicht-

ldsionalen Haut an Tag Zwolf (Endtag des Versuches) nach erstmaliger Injektion des mCOL7%T IgGs. Zusatzlich
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eine reprasentative Aufnahme einer mit einem Isotypantikorper-gefarbten Kontrolle zum Ausschluss einer
falsch-positiven Farbung. CD3+ Zellen werden Rot und Kernfarbung mittels DAPI in Blau dargestellt. Beispiele
positiv gefarbte Zellen innerhalb der Dermis sind nochmals vergréRRert in einer Ecke des Bildes und positive Zellen
in der Epidermis mittels Pfeile besser sichtbar gemacht worden. Grenze der Dermis zu der Epidermis bzw. Bildung
der Dermal-Epidermalen-Spalte wird durch die gestrichelte weiRe Linie dargestellt. (B-D) Mittlerer Fluoreszenz-
Index von CD3 in ldsionaler Haut und nicht-ldsionaler Haut (n = 4-6) in einmal (B) Epidermis und Dermis
zusammen, (C) Dermis und (D) Epidermis einzeln betrachtet. Datensatze der nicht-lasionalen Haut beinhaltet
drei Werte von einer nicht-lasionalen Haut aus der behandelten Gruppe und einen Wert aus der Positivkontrolle
(dargestellt durch gleiche Farbschattierung in Grau). In allen drei Bereichen (Epidermis und Dermis, nur Dermis
und nur Epidermis) zeigte die behandelte Gruppe eine signifikante Erh6hung des mittleren Fluoreszenz-Index fiir
CD3 zur Positivgruppe mit (A und D) p < 0,05 und (C) p < 0,01. Werte der Positivkontrolle wurden mit Werten der
nicht-lasionalen Haut-Gruppe verglichen und zeigten eine signifikante Erniedrigung (B) mit p < 0,5 fir die
Epidermis und Dermis zusammen und (D) mit p < 0,01 unter ausschlieBlicher Betrachtung der Epidermis auf.
Datensdtze sind als MW + SEM dargestellt und statistische Analyse erfolgte mittels Mann-Whitney-Test.
MaRstab: 100 um; *: p < 0,05; **: p <0,01.

Um zu untersuchen, ob auch immunhistochemisch eine erhéhte Anzahl an Tregs durch den adoptiven
Treg Transfer in ldsionaler Haut detektiert werden konnen, wurden ebenfalls nochmals Tregs innerhalb
der Haut anhand ihrer FoxP3 Expression erfasst. In beiden Gruppen der lasionalen Haut fanden sich
die Tregs wieder innerhalb der Dermis und dabei bevorzugt im oberen Bereich nahe der verdickten
Epidermis bzw. der Spaltbildung. Nicht-lasionale Haut zeigte wieder nur vereinzelte FoxP3+ Zellen
innerhalb der Dermis (Abbildung 32A). Im Gegensatz zu den Daten der Durchflusszytometrie konnte
hier in der behandelten Gruppe (3,19 + 0,30) durch eine um einen fast ein Drittel héheren Mittelwert
signifikant (p < 0,05) mehr Tregs im Vergleich zu der Kontrollgruppe (2,17 £ 0,37) erfasst werden. Nicht-
lasionale Haut (0,84 £ 0,10) wies ebenfalls wieder signifikant weniger Tregs auf als die lasionale Haut
der Positivkontrolle (p < 0,05) (Abbildung 32B).
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Abb. 32: Adoptiver Treg Transfer bewirkt eine signifikante Erh6hung der Treg-Population in ldsionaler Haut.
(A) Reprasentative mikroskopische Aufnahmen der mittels FoxP3 gefarbten Tregs in ldsionaler Haut je einer
Maus aus der Behandlungsgruppe mit 108 injizierten Tregs, der Positivgruppe (PBS) und einer nicht-ldsionalen
Haut an Tag Zwolf (Endtag des Versuches) nach erstmaliger Injektion des mCOL7¢%T IgGs. Zusitzlich eine
reprasentative Aufnahme einer mit einem Isotypantikorper-gefarbten Kontrolle zum Ausschluss einer falsch-
positiven Farbung. FoxP3+ Zellen wurden schwarz-braun mittels DAB gefarbt. Kernfarbung erfolgte mittels
Mayer’s Hdmalaun. Grenze der Dermis zu der Epidermis bzw. Bildung der Dermal-Epidermalen-Spalte wird durch
die gestrichelte schwarze Linie dargestellt (B) Mittlerer histologischer Index von FoxP3 in lasionaler Haut und
nicht-ldsionaler Haut (n = 4-7). Datensatz der nicht-ldsionalen Haut beinhaltet drei Werte von einer nicht-
lasionalen Haut aus der behandelten Gruppe und einen Wert aus der Positivkontrolle (dargestellt durch gleiche
Farbschattierung in Grau). Die behandelte Gruppe wies einen signifikanten hoheren mittleren histologischen
Index als die Positivkontrolle mit p < 0,05 auf. Werte der Positivkontrolle wurden mit Werten der nicht-lasionalen
Haut-Gruppe verglichen und zeigten einen signifikanten Anstieg mit p < 0,05. Datensatze sind als MW + SEM

dargestellt und statistische Analyse erfolgte mittels Mann-Whitney-Test. MaRstab: 100 um; *: p < 0,05.
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4.4 Tregs aus EBA-induzierten Mausen weisen eine geringere Suppressionsfahigkeit in

vitro auf

Fir einen tieferen Einblick in die Rolle der Tregs in EBA, wurden Co-Kultivierungsexperimente von
isolierten Tregs mit Neutrophilen und T Effektorzellen durchgefiihrt. Neutrophile und T Effektorzellen
spielen eine wichtige Rolle im Krankheitsverlauf der EBA [161-163] und in Abwesenheit von Tregs
steigert sich die Aktivitat dieser Zellen [164]. Gleichzeitig ist insbesondere fiir T Effektorzellen bekannt,
dass unter anderem deren Proliferation durch Tregs gehemmt werden kann [225]. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde nun untersucht, ob sich Tregs aus EBA-induzierten Mausen von aus gesunden Mausen
isolierten Tregs bezlglich ihrer Suppressionsfahigkeit auf Neutrophile und T Effektorzellen
unterscheiden. Es wurden dabei einmal Tregs aus dem Ak-EBA-Mausmodell isoliert, welches die
Effektorphase der EBA nachbildet. Zusatzlich wurden Tregs aus dem immunisierungsinduzierten EBA-
Mausmodell (Ag-EBA) gewonnen, welches den gesamten Krankheitsverlauf der EBA von

Toleranzverlust bis zur Effektorphase darstellt [165].

4.4.1 Tregs aus EBA-induzierten Mdusen weisen eine geringere Suppressionsféhigkeit auf die
Proliferationsrate von T Effektorzellen in vitro auf

Mit der Co-Kultivierung von Tregs mit T Effektorzellen wurde der Effekt der Tregs aus unbehandelten
oder EBA-induzierten Mausen auf die Proliferation der T Effektorzellen mit Hilfe von CFSE untersucht.
Dafuir wurden T Effektorzellen mit Hilfe von CD3/CD28 Beads fiir drei Tage stimuliert, was somit einer
Aktivierung der T Effektorzellen durch APCs simulierte und unter anderem deren Proliferation zur Folge
hat [226].

Zunachst wurden isolierte Tregs aus dem Ak-EBA-Modell betrachtet, um zu testen, ob Tregs
hinsichtlich ihrer Suppressionsfahigkeit auf die Proliferationsrate von T Effektorzellen wahrend der
Effektorphase der EBA Defizite aufweisen. Hier zeigte sich, dass nicht stimulierte T Effektorzellen noch
nach drei Tagen ein starkes CFSE-Signal und damit kaum Proliferation aufwiesen, wahrend allein
kultivierte T Effektorzellen unter Stimulation jeweils einen deutlichen Verlust des CFSE-Signals zeigten
und daher eine hohe Proliferationsrate besalRen. Wurden T Effektorzellen nun mit isolierten Tregs aus
gesunden unbehandelten C57BL/6 Mausen co-kultiviert, besaBen die T Effektorzellen ein zur
stimulierten Kontrolle normalisiertes signifikant hoheres CFSE-Signal (206,00 % + 35,62) mit p < 0,05
und damit eine geringere Proliferationsrate als dies in Abwesenheit der Tregs der Fall war. Was eine
erfolgreiche Hemmung der Proliferationsrate der T Effektorzellen durch die Tregs zeigte. Co-
Kultivierung der T Effektorzellen mit isolierten Tregs aus dem Ak-EBA-Mausmodell fiihrte hingegen
wieder zu einem deutlichen Verlust des CFSE-Signals (82,26 % + 9,91) mit p < 0,01 im Vergleich zum
CFSE-Signal von mit Tregs aus gesunden unbehandelten C57BL/6 Mausen co-kultivierten T
Effektorzellen und entsprach daher einer weniger starken Hemmung der Proliferationsarte der T
Effektorzellen durch Tregs aus Ak-EBA Mé&usen (Abbildung 33).
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Abb. 33: Isolierte Tregs aus Tieren der Ak-EBA hemmen die Proliferationsrate von T Effektorzellen signifikant
weniger als Tregs unbehandelter Mause. (A) Reprasentative durchflusszytometrische Histogramme fiir das
CFSE-Signal von unstimulierten (schwarz) und stimulierten (rot) T Effektorzellen, sowie von T Effektorzellen,
welche mit Tregs aus unbehandelten Mausen (blau) und aus Mausen der Ak-EBA (tiirkis) co-kultiviert wurden an
Tag Drei nach Beginn der Stimulation und Co-Kultivierung. (B) Punktdiagramm der vier Gruppen beziglich der
CFSE-positiven Zellen normalisiert auf die stimulierte Kontrolle mit n = 6-8 pro Gruppe. T Effektorzellen, welche
mit Tregs aus unbehandelten Mausen co-kultiviert wurden, zeigten ein signifikanten héheren Mittelwert fiir CFSE
mit einem p < 0,05 an. Im Gegensatz dazu wiesen T Effektorzellen nach Co-Kultivierung mit Tregs aus dem AK-
EBA-Mausmodell einen signifikant niedrigeren Wert mit einem p < 0,01 als nach Co-Kultivierung mit Tregs aus
unbehandelten Méausen auf. Datenséatze sind als MW + SEM dargestellt, und die statistische Analyse erfolgte
mittels One-way ANOVA und Holm-Siddk's multiple comparison Post Test. Ak-EBA: Antikdrpertransfer-induzierte
Epidermolysis bullosa acquisita; *: p < 0,05; **: p < 0,01.

Um zu untersuchen, ob im anderen EBA-Mausmodell, das Ag-EBA-Modell, Tregs hinsichtlich in ihrer
Suppressionsfahigkeit auf T Effektorzellen gehemmt bzw. verandert sind, wurden hier ebenfalls Tregs
aus Ag-EBA Mausen isoliert und mit CD3/CD28 stimulierten T Effektorzellen aus gesunden
unbehandelten B6.S Mausen fiir drei Tage co-kultiviert. Der Effekt dieser isolierten Tregs auf die
Proliferationsrate der T Effektorzellen wurde ebenfalls mit dem der Co-Kultivierung von T
Effektorzellen mit Tregs aus gesunden unbehandelten Mausen verglichen. Auch hier zeigte die
unstimulierte Kontrolle ein zur stimulierten Kontrolle normalisiertes (100 %) hohes CFSE-Signal und
damit kaum Proliferation auf. Hingegen wiesen T Effektorzellen, welche mit isolierten Tregs aus
gesunden unbehandelten Mausen co-kultiviert wurden ein signifikant hoheres CFSE-Signal

(201,6 % + 39,28) mit einem p < 0,05 im Vergleich zur Positivkontrolle auf.
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Im Fall der Tregs aus dem Ag-EBA-Modell musste zunachst zusatzlich zwischen Mausen mit einem EBA-
Wert der betroffenen Kérperoberflache von iber zwei Prozent und Mausen mit einem Wert von unter
zwei Prozent unterschieden werden, da nach Erfahrungen in unserer Arbeitsgruppe lediglich Erstere
einen typischen Verlauf der EBA in diesem Modell abbilden. Nach eigenen Beobachtungen kommt es
in diesem Mausmodell jedoch in bis zu 30 % den Mausen vor, dass innerhalb von drei Monaten die
betroffenen Korperoberflache unter diesem Wert bleibt und manchmal sogar zu gar keiner Ausbildung
der EBA. Um einen moglichen Einfluss der Tregs auf dieses Phanomen zu untersuchen, wurden daher
Tregs aus beiden Gruppen isoliert. T Effektorzellen, die mit Tregs aus Mausen mit ausgebildeter EBA
(Score > 2 %) co-kultiviert wurden lagen mit ihrem CFSE-Signal (145,30 % * 28,38) und damit ihrer
Proliferationsrate zwischen der stimulierten Kontrolle (100 %) und der mit unbehandelten Tregs co-
kultivierten T Effektorzellen (195,40 % + 23,70). Im Gegensatz zum Ak-EBA-Mausmodell reichte die
Differenz hier jedoch nicht zu einer Signifikanz, was auf einen weniger starken Funktionsverlust der
Tregs hinsichtlich ihrer Suppressionsfahigkeit auf T Effektorzellen hinweist. Wurden aber nun T
Effektorzellen mit Tregs aus Mausen, welche keine EBA ausbildeten (Score < 2 %) co-kultiviert, zeigten
diese nach drei Tagen ein immer noch starkes CFSE-Signal und damit kaum Proliferation der Zellen
innerhalb dieser Zeit. Normalisierung auf die stimulierte Kontrolle ergab einen signifikanten
Unterschied mit 344,30 % + 53,15 und einem p < 0,002. Zuséatzlich wies diese Gruppe einen jeweils
signifikanten Unterschied zu der Gruppe mit Co-Kultivierung von Tregs aus gesunden unbehandelten
Mausen (p <0,05) und der Gruppe mit Co-Kultivierung von Tregs aus Ag-EBA mit > 2 % EBA auf
(p<0,01). Dies zeigt, dass Tregs aus nicht erkrankten Ag-EBA-Mdausen eine hohere
Suppressionsfahigkeit hinsichtlich der Proliferationsrate der T Effektorzellen aufweisen (Abbildung 34).
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Abb. 34: Isolierte Tregs aus nicht erkrankten Mausen aus dem Ag-EBA-Mausmodell hemmen die
Proliferationsarte von T Effektorzellen stdrker als aus erkrankten Ag-EBA Mausen. (A) Reprasentative
durchflusszytometrische Histogramme flir das CFSE-Signal von unstimulierten (schwarz) und stimulierten (rot) T
Effektorzellen, sowie von T Effektorzellen, welche mit Tregs aus unbehandelten Mausen (blau) und aus Mausen
des Ag-EBA-Modells einmal mit einer EBA mit Uber zwei Prozent (Score > 2 %; tirkis) und einmal unter zwei
Prozent (Score < 2 %; rosa) betroffener Kérperoberflache co-kultiviert wurden an Tag Drei nach Beginn der
Stimulation und Co-Kultivierung. (B) Punktdiagramm der fiinf Gruppen beziiglich der CFSE-positiven Zellen
normalisiert auf die stimulierte Kontrolle mit n = 4-11 pro Gruppe. T Effektorzellen, welche mit Tregs aus
unbehandelten Mausen co-kultiviert wurden, zeigten ein signifikant héheren Mittelwert fur CFSE zur
Positivkontrolle mit einem p < 0,05 an. Zusatzlich wiesen T Effektorzellen nach Co-Kultivierung mit Tregs aus dem
Ag-EBA-Mausmodell, welche nicht erkrankten, einen jeweils signifikant h6heren Wert zur stimulierten Kontrolle
(p < 0,002), zu der Gruppe mit Co-Kultivierung von gesunden unbehandelten Tregs (p < 0,05), sowie zur Gruppe
mit Co-Kultivierung mit Tregs aus Ag-EBA mit > 2% EBA (p < 0,01) auf. Datensétze sind als MW + SEM dargestellt
und statistische Analyse erfolgte mittels One-way ANOVA und Holm-Siddk's multiple comparison Post Test. Ag-

EBA: Immunsierungs-induzierte Epidermolysis bullosa acquisita; *: p < 0,05; **: p <0,01; ***: p < 0,002.
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4.4.2 Tregs aus EBA-induzierten Mdusen weisen eine geringere Suppressionsféhigkeit auf die
CD18 Expression in Neutrophilen auf

Mit der Co-Kultivierung von Tregs mit Neutrophilen wurde der Effekt der Tregs auf die Expression des
Integrins CD18 auf Neutrophile untersucht. Dieses vermittelt die Adhdsion von Neutrophilen an ihre
Zielstruktur im Gewebe [227]. In in vitro Versuchen konnte schon gezeigt werden, dass eine Co-
Kultivierung von isolierten gesunden Tregs mit isolierten Immunkomplex-stimulierten Neutrophilen
die CD18 Expression auf den Neutrophilen herunterreguliert [164]. Nach diesem Protokoll wurden hier
nun ebenfalls Neutrophile mittels eines Immunkomplex fir eine Stunde stimuliert und anschlieBend
mit isolierten Tregs aus gesunden unbehandelten und EBA-induzierten Mausen fir viereinhalb
Stunden co-kultiviert und anschlieBend die CD18 Expression der Neutrophile mittel

Durchflusszytometrie erfasst und miteinander verglichen.

Unstimulierte Neutrophile zeigten fur C57BL/6 Mause einen geringen Prozentsatz an Zellen, welche
CD18 exprimierten (60,10 %+ 4,40 nach Normalisierung auf stimulierten Ansatz). Stimulierte
Neutrophile ohne Zugabe von Tregs wiesen hingegen einen deutlichen Anstieg der CD18 Expression
auf. Co-Kultivierung mit Tregs aus unbehandelten Mausen flihrte nach Normalisierung zur stimulierten
Kontrolle (100 %) zu einer signifikanten Erniedrigung der CD18-positven Neutrophilen mit einem
p < 0,001 fur C57BL/6 Méause (68,13 % + 3,66). Was friihere Daten bestatigt [164]. Wurden Neutrophile
mit Tregs aus dem Ak-EBA-Mausmodell co-kultiviert stieg die Anzahl an CD18 positiven Neutrophile im
Vergleich zu mit co-kultivierten Tregs aus unbehandelten Mausen signifikant mit 90,57 % + 0,88 und
einem p < 0,001, lag aber immer noch normalisiert auf einen niedrigeren Wert als die stimulierte
Positivkontrolle ohne Zugabe von Tregs mit einer Signifikanz mit p < 0,05. Dies zeigt, wie auch schon
fir die T Effektorzellen, eine geringere Suppressionsfahigkeit der Tregs hinsichtlich der Neutrophilen
(Abbildung 35).

Auch fiur die Kontrollen der B6.S Méause fiir die Ag-EBA zeigte sich, dass unstimulierte Neutrophile
wenig CD18 exprimierten (56,77 % + 2,13 nach Normalisierung auf stimulierten Ansatz). Die stimulierte
Positivkontrolle ohne Zugabe von Tregs wies auch hier eine deutlich hohere Expression an CD18 auf.
Ebenso kam es nach Co-Kultivierung mit isolierten Tregs aus gesunden unbehandelten B6.S Mausen,
zu einer signifikanten Erniedrigung der CD18-positiven Neutrophilen mit einem p < 0,01
(88,68 % + 1,89). Dagegen fiihrte Co-Kultivierung von Neutrophilen mit Tregs aus erkrankten Mausen
des Ag-EBA-Modells zu einer signifikanten Erhdhung des Mittelwertes der CD18 Expression
(100,6 £ 2,02) gegeniiber dem Wert mit co-kultivierten Tregs aus unbehandelten Mausen mit einem
p < 0,002, was ebenso auf einen Funktionsverlust der Suppressionsfahigkeit der Tregs hinsichtlich der
Neutrophile auch in diesem EBA-Modell weist. Im Gegensatz zu dem Effekt auf T Effektorzellen, zeigten
die Tregs aus nicht erkrankten Mausen aus dem Ag-EBA-Modells keinen starken Suppressionseffekt
auf die CD18 Expression auf Neutrophilen nach co-Kultivierung auf: hier lag der Mittelwert mit
98,24 % + 4,62 zwischen dem der Positivkontrolle und dem mit aus unbehandelten Mausen co-
kultivierten Tregs, aber ohne jeglichen signifikanten Unterschied zwischen den verschiedenen
Gruppen. Dies zeigt, dass trotz Verlust der Suppressionsfihigkeit der Tregs hinsichtlich der
Neutrophilen es zu keiner Ausbildung des klinischen Phanotyps der EBA kommt (Abbildung 36).
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Abb. 35: Isolierte Tregs aus Tieren der Ak-EBA hemmen die CD18 Expression in Neutrophilen signifikant
weniger als Tregs unbehandelter Mause. (A) Reprdsentative durchflusszytometrische Punktdiagramme
hinsichtlich des CD18-Signals im PE-Kanal von unstimulierten (schwarz) und Immunkomplex-stimulierten (rot)
Neutrophilen, sowie von Neutrophilen, welche mit Tregs aus unbehandelten Mausen (blau) und aus Méausen des
Ak-EBA-Modells (tiirkis) fiir viereinhalb Stunden co-kultiviert wurden. (B) Punktdiagramm der vier Gruppen
bezuglich der CD18 positiven Zellen normalisiert auf die stimulierte Kontrolle mit n =5 pro Gruppe. Neutrophile,
welche mit Tregs aus unbehandelten Mausen co-kultiviert wurden, zeigten einen signifikant niedrigeren
Mittelwert fiir CD18 positive Zellen mit einem p <0,001an. Hingegen zeigten Neutrophile nach Co-Kultivierung
mit Tregs aus dem AK-EBA-Mausmodell einen signifikant héheren Wert mit einem p <0,001 als nach Co-
Kultivierung mit Tregs aus unbehandelten Méausen, aber einen immer noch signifikant niedrigeren Wert mit
einem p < 0,05 zur Positivkontrolle auf. Datensatze sind als MW + SEM dargestellt, und die statistische Analyse
erfolgte mittels One-way ANOVA und Holm-Siddk's multiple comparison Post Test. Ak-EBA: Antikérpertransfer-

induzierte Epidermolysis bullosa acquisita.
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Abb. 36: Isolierte Tregs aus Tieren der Ag-EBA hemmen die CD18 Expression in Neutrophilen signifikant
weniger als Tregs unbehandelter Mause. (A) Reprasentative durchflusszytometrische Punktdiagramme
hinsichtlich des CD18-Signals im PE-Kanal von unstimulierten (schwarz) und Immunkomplex-stimulierten (rot)
Neutrophilen, sowie von Neutrophilen, welche mit Tregs aus unbehandelten M&usen (blau) und aus Mausen des
Ag-EBA-Modells einmal mit einer EBA mit Uber zwei Prozent (Score > 2 %; tlrkis) und einmal unter zwei Prozent
(Score < 2 %; rosa) betroffener Korperoberfliche fiir viereinhalb Stunden co-kultiviert wurden. (B)
Punktdiagramm der finf Gruppen beziiglich der CD18 positiven Zellen normalisiert auf die stimulierte Kontrolle
mit n = 5-6 pro Gruppe. Neutrophile, welche mit Tregs aus unbehandelten Mausen co-kultiviert wurden, zeigten
ein signifikant niedrigeren Mittelwert fiir CD18 zur Positivkontrolle mit einem p < 0,01 an. Hingegen wiesen
Neutrophile nach Co-Kultivierung mit Tregs aus dem Ag-EBA-Mausmodell, welche an EBA erkrankten einen
signifikant héheren Wert mit einem p < 0,002 zur Gruppe mit co-kultivierten Tregs aus unbehandelten Mausen
auf. Datensatze sind als MW * SEM dargestellt und statistische Analyse erfolgte mittels One-way ANOVA und
Holm-Siddk's multiple comparison Post Test. Ag-EBA: Immunsierungs-induzierte Epidermolysis bullosa acquisita;
**:p<0,01; ***: p <0,002.
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4.5 Die Genexpression von 429 Genen wir in lasionaler Haut des Ak-EBA-Mausmodells

nach einem adoptiven Treg Transfer signifikant verandert

RNA-Sequenzierung ist eine weit verbreitete Technologie zur Erstellung von Profilen der
Genexpression. Sie zielt auf die Identifizierung von Genen oder molekularen Pfaden ab, die zwischen
zwei oder mehr biologischen Bedingungen unterschiedlich exprimiert werden [228]. Um zu
untersuchen, welche Veranderungen der adoptive Treg Transfers auf Genomebene induziert, wurden
aus lasionaler Haut der Positivgruppe und der 10° Treg Transfer-Gruppe, sowie aus nicht-ldsionaler
Haut unbehandelter C57BL/6 Mause totale RNA isoliert und sequenziert. Nach Analyse mit Hilfe von
geeigneten bioinformatischen Softwares und Plattformen, konnten insgesamt 18196 Gene analysiert
werden. Davon waren 2853 in ldsionaler Haut der Positivgruppe im Vergleich zu nicht-lasionaler Haut
unbehandelter Mause differenziell exprimiert. In lsionaler Haut der 10° Treg Transfer-Gruppe im
Vergleich zur lasionaler Haut der Positivgruppe war die Genexpression von insgesamt 522 Genen
unterschiedlich. Die Betrachtung ausschlieflich der differenziell exprimierten Gene in der lasionalen
Haut nach Treg Transfer (Vergleich Transfer von 10° Treg zu EBA Kontrollgruppe), die abhangig von der
Induktion einer EBA waren (Vergleich entziindeter Haut der EBA Kontrollgruppe zu gesunder Haut)
ergab eine Uberschneidung von 429 Genen zwischen den Gruppen mit einem signifikanten
adjustierten p-Wert (adjusted p-value = Padj) < 0,05. Davon waren in der Therapiegruppe 225 hoch-
und 204 herunterreguliert (siehe Anhang Tabelle A3). Darunter zum Beispiel Ccr4 mit einer erhéhten

Expression und Cxcl12 mit einer erniedrigten Expression mit jeweils einem Padj < 0,001.

Die Visualisierung der veranderten Genexpression der 429 Gene in einer Heatmap (Abbildung 37B)
und einem PCA-Plot (principle component analysis; Hauptkomponentenanalyse) (Abbildung 37C)
zeigte ein deutliches Clustering der nicht-lasionalen Haut von unbehandelten Mausen und der
lasionalen Haut der Positivgruppe mit einer deutlich veranderten Genexpression. Die Gruppe der
lasionalen Haut der Therapiegruppe schien sich in ihren Merkmalen genau zwischen den beiden
anderen Gruppen, mit einem AusreiRer zu der ldsionalen Gruppe der Positivgruppe, zu positionieren
(Abbildung 37).
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Abb. 37: Die Genexpression ist in 429 Genen nach adoptiven Treg Transfer in ldsionaler Haut verdndert. (A)
EncancedVolcano-Plots von DEGs in lasionaler Haut der Positivgruppe im Vergleich zu nicht-lasionaler Haut
unbehandelter Mause (links) und lasionaler Haut von Mausen der Gruppe mit adoptiv transferierten Tregs gegen
lasionale Haut der Positivgruppe (rechts). Rot dargestellte Punkte sind signifikant hochregulierte Gene und blau
signifikant herunterregulierte Gene mit einem Cut-Off des adjustierten p-Werts < 0,01 und -1 > log2fold change
(FC) > 1. (B) Heatmap der 431 DEGs der drei untersuchten Gruppen mit Darstellung der hochregulierten Gene in
Rot, der unveranderten in Schwarz und der herunterregulierten in Blau. (C) PCA-Plot der drei untersuchten
Gruppen nach Eingruppierung in die zwei Hauptkomponenten PC1 (74 % Varianz) und PC2 (12 % Varianz) fur eine
lineare Darstellung der unterschiedlichen Merkmale. DEG: Differential Expressed Genes (unterschiedlich
exprimierte Gene); Padj: adjusted p-value (adjustierter p-Wert); PCA: principle component analysis

(Hauptkomponentenanalyse); PC: principle component (Hauptkomponente).

Mit Hilfe von WebGestalt wurden die DEGs auf Zugehorigkeit zu bestimmten zellularen Signalwegen
untersucht. Es fanden sich mehrere biologische Prozesse, die in der ldsionalen Haut der
Therapiegruppe im Vergleich zur ldsionalen Haut der Positivgruppe hoch- bzw. herunterreguliert

waren. Darunter zum Beispiel die Runterregulierung der Mitogen-aktivierte Proteinkinase-(MAPK)-
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Familie Signaltransduktion-Kaskaden mit einem Normalized Enrichment Score von etwa -1,5 und einer

FDR (false discovery rate; Falscherkennungsrate) von grofRer 0,05 (Abbildung 38).
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Abb. 38: MAPK-Familie Signaltransduktions-Kaskade sind nach adoptiven Treg Transfer in ldasionaler Haut

heruntereguliert. Darstellung der verdnderten zelluldren Signalwege in ldsionaler Haut von Mausen der Gruppe

mit adoptiv transferierten Tregs im Vergleich zu ldsionaler Haut der Positivgruppe in einem Normalized

Enrichment Score-Plot. Hochregulierte Signaltransduktionswege sind in blau und Herunterregulierte in Gelb

dargestellt. Signifikante Ergebnisse wurden mit der Falscherkennungsrate FDR (false discovery rate) < 0,05 im

jeweils dunkleren Farbton abgebildet.
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Ziel dieser Arbeit ist es, die molekularen Mechanismen aufzuklaren, mit denen Tregs die Effektorphase
von PDs modulieren, und diese Mechanismen fiir neue therapeutische Strategien zur Behandlung von
PDs nutzbar zu machen. Es konnte schon gezeigt werden, dass Tregs bezliglich des Krankheitsverlaufs
der EBA eine Rolle spielen, da durch deren Depletion sich das Krankheitsbild signifikant verschlimmerte
[164]. Diese Entdeckung machen sie zu einer interessanten potenziellen Therapieoption. Aber ob und
wie Tregs in der EBA, wie auch in anderen Autoimmunerkrankungen [76-79], in einer geringeren
Anzahl vorhanden sind oder einem Funktionsverlust unterliegen und wirken, ist nicht genau bekannt.
Daher wurden im Rahmen dieser Arbeit zum einen zwei Therapieoptionen mit Tregs in dem Ak-EBA-
Mausmodel unter der Hypothese getestet, dass Tregs die PD-Hautentziindung durch mehrere
Mechanismen unterdriicken, indem sie den Aktivitatszustand anderer Zelllinien, wie T-Effektorzellen
und Neutrophilen in der lasionalen Haut in den pra-inflammatorischen Zustand zuriickversetzen.
Dieser Aspekt der Rolle der Tregs wurde anschlieend genauer in in vitro Experimenten untersucht,
um zu entschlisseln, wie sich die Suppressionsfahigkeit der Tregs auf T Effektorzellen und
Neutrophilen innerhalb der Effektorphase der Ak-EBA verhdlt. Genexpressionsanalyse mit EBA
betroffener Haut aus dem Ak-EBA-Mausmodell nach einem Treg Transfer dienten fiir eine vertiefenere
Betrachtung der durch die Tregs modulierten biologischen Signalwege, welche auch weitere mogliche

Therapieansatze liefern konnten.

5.1 Eine IL-2 Behandlung hat keinen therapeutischen Effekt im AK-EBA-Mausmodell

Tregs spielen eine entscheidende Rolle in der Immunhomaoostase und -toleranz. Daher wurden in den
letzten Jahren neue therapeutische Strategien fiir Autoimmunerkrankungen entwickelt, welche direkt
oder indirekt auf Tregs abzielen [105]. Ein Ansatz ist die Proliferation von Tregs in vivo zu induzieren,
was durch die Gabe von IL-2 bzw. IL-2 Antikorperkomplexen erreicht werden kann [93]. Auch in dieser
Arbeit war der erste Ansatz zur Etablierung einer Treg-Therapie im Ak-EBA-Mausmodell die Gabe von
niedrig-dosiertem IL-2 bzw. zwei verschiedene Konzentrationen an IL-2 Antikérperkomplexen. IL-2 war
die erste Immuntherapie, die Anfang der 1990er Jahre fiir die Behandlung des metastasierten
Nierenzellkarzinoms und des malignen Melanoms zugelassen wurde und bei 15-17 % der Patienten
mit diesen Krebsarten eine Gesamtansprache bewirkte, darunter 5-10 % dauerhafte
Komplettremissionen [229,230]. Es hatte sich gezeigt, dass eine langfristige, niedrig dosierte IL-2-
Therapie Tregs aufgrund ihrer konstitutiv hohen Expression von CD25 bevorzugt stimuliert und zur
Behandlung von Autoimmunerkrankungen und zur Verzégerung der AbstoBung von Transplantaten
eingesetzt werden kann [231,232]. So wurde bewiesen, dass niedrig dosiertes IL-2 bei T1D und SLE
Patienten sich als sicher erwiesen hat [97-100]. Die kurze Halbwertszeit und schwerwiegende
Nebenwirkungen im Zusammenhang mit einer hochdosierten IL-2-Behandlung stellen jedoch groRe
Nachteile dar [233]. Daher wurden zahlreiche Versuche unternommen, die IL-2-basierte Therapie zu
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verbessern. Einer der vielversprechendsten Ansatze ist die Verwendung von Komplexen aus IL-2 und
bestimmten IL-2-Antikérperkomplexen. Es hat sich gezeigt, dass diese Komplexe nicht nur die
Halbwertszeit von parenteral verabreichtem IL-2 deutlich verlangern (von Minuten auf Stunden),
sondern je nach verwendetem Antikorper auch eine selektive stimulierende Wirkung auf verschiedene
Immunzellpopulationen ausiiben [204,234]. Komplexe aus murinem IL-2 und anti-IL-2 Klon S4B6 (IL-
2/54B6) stimulieren nachweislich CD8+ T- und NK-Gedachtniszellen, wiahrend Komplexe aus murinem
IL-2 und anti-IL-2 Klon JES6-1 (IL-2/JES6) hochselektiv Tregs expandieren [204,234,235]. Diese
Selektivitdt von IL-2/JES6 kommt daher, dass sich die Bindungsstelle fur JES6-1 Antikorper und
CD122/CD132 im IL-2-Molekiil fast vollstdndig tiberlappen. CD122 und CD132 stellen die Bestandteile
des dimeren IL-2 Rezeptors auf CD8+ T- und NK-Zellen dar. IL-2/JES6 ist daher nicht in der Lage, an den
IL-2R dieser Zellen zu binden und seine Signalwirkung auszulésen. CD25 kann jedoch an IL-2, das an
JES6-1 Antikorper gebunden ist, binden und dadurch seine Wirkung auf CD25+ Zellen entfalten. So hat
sich gezeigt, dass der Komplex aus IL-2/JES6 zu einer Expansion von Tregs in vivo flihrt, was es zu einem
attraktiven Immuntherapeutikum macht [233] und wurde daher auch hier in diesen Versuchen

verwendet.

Da je nach Erkrankung und Therapieansatz die Dauer und Menge der Gabe des IL-2
Antikorperkomplexes in der Literatur teilweise stark variieren [203,204], wurden hier zwei Ansatze
gewadhlt: einmal in einer praventiven kurzen Gabe mit einer niedrigen Konzentration [203] und einmal
eine langere und spater angefangenen Gabe mit einer hoheren Dosis [204]. Fiir den Therapieansatz
mit niedrig-dosiertem IL-2 wurde das human rekombinante IL-2 Proleukin gewahlt, welches eine
vergleichbare biologische Aktivitdt und eine fast identische biochemische Struktur zum nativen
humanen IL-2 aufweist ausgewdhlt [236]. Zusatzlich ist es als Therapeutikum gegen malignen

Melanomen und Nierenzellkarzinomen in der Klinik verfligbar bereits verfiigbar [103].

In allen drei betrachteten Therapiegruppen konnten, wie in der Positivgruppe, die typischen Merkmale
der EBA nachgewiesen werden: eine typische Histopathologie mit Verdickung der Epidermis,
Blasenbildung und Einwanderung von Entziindungszellen, sowie die C3 und IgG Ablagerung an der DEJ
mittels DIF [208]. Die Ak-EBA wurde also in allen vier Gruppen ausgelost und die auf IL-2 basierende
Therapieansatze zeigten somit keinen positiven Einfluss auf die Effektorphase der EBA. Es war eher das
Gegenteil der Fall, da insbesondere in den Mausen, die die IL-2 Antikérperkomplexe bekamen, eine
Verschlechterung des klinischen Phanotyps festgestellt werden konnte. Zusatzlich konnte lediglich in
der Gruppe mit Gabe der spdten und hohen Dosis eine Erhéhung an Tregs in der Milz festgestellt
werden, jedoch auch mit einer gleichzeitigen Erhdhung an CD11b+ Effektorzellen. Gleichzeitig konnte
in dieser Gruppe zum Versuchsende ein jeweils signifikant hoherer Titer an injizierten spezifischen
mCOL7“%" IgGs und freiem IL-2 detektiert werden. In Bezug auf die anderen zwei Therapiegruppen
gab es hingegen fir diese Parameter keinen bedeutenden Unterschied zu der Positivgruppe. Das

injizierte 1gG war in diesen drei Gruppen ebenso gar nicht mehr nachweisbar.

Der Grund warum Proleukin nicht als niedrig-dosierte IL-2 Therapie funktionierte, kbnnte sein, dass
dies eben ein rekombinantes humanes IL-2 ist. Zwar konnte nachgewiesen werden, dass humanes IL-

2 ebenso murine T Zellen stimulieren kann [237], aber eventuell brauchte es in der Maus andere
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Konzentrationen als hier eingesetzt wurden. Da fiir diese Gruppe in keinem untersuchten Bereich ein
signifikanter Unterschied zur Positivgruppe festgestellt wurde, sieht es danach aus, als hatte es keinen
Effekt auf die induzierte EBA gehabt.

Webster et al. [238] konnten mit der ebenso hier verwendeten niedrigen Konzentration an IL-2
Antikorperkomplex zeigen, dass praventive Behandlung mit diesem Komplex zu einer Unterdriickung
der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis im Mausmodell fiihrt, aber Behandlung nach
Krankheitsbeginn keinen Schutz vor Erkrankung mehr aufwies. Ebenso konnte in einem Kontakt-
Hypersensibilitdtsmodell gezeigt werden, dass Gabe des IL-2 Antikorperkomplexes vor Induktion des
Modells zur Unterdriickung der Hypersensibilitdtsreaktion und zu einer Expansion der Treg-Population
mit einer gleichzeitigen Verminderung einer Neutrophilen-Infiltration in entziindete Haut fiihrte [203].
Daher wurde hier ebenso vor Induktion der experimentellen EBA der IL-2 Antikdrperkomplex in der
gleichen Konzentration fliir mehrere Tage verabreicht. Auch hier konnte die beschriebene Expansion
an Tregs in verschiedenen Organen nach drei Tagen beobachtet werden [238] (Daten nicht gezeigt).
Jedoch war dieser Effekt zu Ende des Versuches nicht mehr nachweisbar. Dies wiirde ebenso im
Einklang mit Webster et al. Kinetikstudien stehen, die nachweisen konnten, dass die Expansion der
Tregs nach Gabe des IL-2 Antikdrperkomplex mit nur drei Injektionen sehr kurzlebig ist: mit einem
Hohepunkt am flinften Tag und anschlieBend einem Abfall der Treg-Anzahl auf ein normales Niveau
bis spatestens dem 15. Tag [238]. Da das Ak-EBA-Mausmodell 12 Tage lauft und die Injektion des
Komplexes drei Tage vor Induktion angefangen wurde, wirde das Versuchende genau auf das
Einpendeln der Treg-Anzahl auf das Anfangsniveau fallen. Auch wenn die Tregs am Anfang expandiert
waren, konnten sie ebenfalls noch keine Effektorzellen in der Haut supprimieren, da diese zu Beginn

der Erkrankung wahrscheinlich noch nicht in ausreichenden Mengen die Haut eingewandert waren.

Diese kurze Zeitspanne der Treg-Expansion und das Nicht-Aufeinandertreffen der Tregs mit den
Effektorzellen hatte daher mit der spateren Gabe des IL-2 Antikérperkomplexes umgangen werden
koénnen. Es zeigte sich zwar, dass die Tregs hier zumindest in der Milz expandierten, aber mit dieser
hohen Konzentration eben auch myeloide CD11b+ Zellen. Dies konnte auch schon Tomala et al. [233]
beobachten: sie konnten zeigen, dass die Gabe des IL-2 Antikorperkomplexes zu einem Anstieg an
Granulozyten, Eosinophilen und DCs und zu einem gewissen Grad auch von Monozyten und
Makrophagen fuhrt. Es ist bekannt, dass allgemeine lymphoide Vorlauferzellen durch Stimulation eines
exogen exprimierten IL-2 Rezeptors zu Zellen der myeloiden Linie differenzieren kénnen [239]. Tomala
et al. vermuten, dass die allgemeinen lymphoiden Vorlduferzellen und Pro-T-Zellen (iber ein latentes
Programm zur Differenzierung der Granulozyten-/Monozyten-Linie verfiigen, das durch Signale des
rekonstitutiven IL-2-Rezeptors ausgeldst werden kann. Sie stellen die Hypothese auf, dass ein starkes
IL-2-Signal, das von IL-2/JES6 bereitgestellt wird, zu einer dhnlichen Wirkung fihren kann. Diese
Hypothese setzt jedoch voraus, dass zumindest ein Teil der allgemeinen lymphoiden Vorlduferzellen
in einem bestimmten Stadium ihrer Entwicklung einen vollstandigen trimeren IL-2R exprimieren [233].
Zumindest kann anhand der hohen IL-2 Konzentration im Plasma nachgewiesen werden, dass das

Zytokin da ist und damit in der Lage ist auf die jeweiligen Zielzellen zu wirken.
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Ebenso kam es neben dem Anstieg der Treg-Anzahl zu einem Anstieg an T Effektorzellen in der Milz
nach Gabe der hohen Konzentration am IL-2 Antikdrperkomplex. Interessanterweise stieg bei beiden
Zellpopulationen der Anteil um etwa das dreifache und blieben damit mehr oder weniger im gleichen
Verhaltnis zueinander bestehen. Auch in der Haut schien sich das Verhaltnis der Tregs zu T
Effektorzellen sich nicht zu verandern. Daher deuten diese Ergebnisse auf einen Funktionsverlust der
induzierten Tregs hin. Allgemein gilt namlich, dass die suppressive Kapazitat einer bestimmten Treg-
Population nicht allein durch ihre Anzahl bestimmt wird, sondern vielmehr durch das Verhaltnis von
Tregs zu konventionellen Effektorzellen [240]. Dabei flihrt ein hoheres Verhéltnis zu einer
Immunsuppression [240] und ein niedrigeres Verhaltnis kann eine Autoimmunitat bestarken [36,241].
Da hier das Verhiltnis gleichblieb, die Autoimmunerkrankung dennoch verstarkt wurde, muss die

fehlende Suppression der Tregs einen anderen Hintergrund haben (siehe auch 5.3).

Eine Erhohung an CD11b+ Zellen bedeutet gleichzeitig auch eine Erhéhung an Zellen, die in der Lage
sind den neonatalen Fcy-Rezeptor (FCRn) zu exprimieren [242]. Eine der wichtigsten Funktionen von
FcRn wahrend des gesamten Lebens ist die Regulierung der IgG-Homoostase durch den Schutz von
endozytiertem IgG vor lysosomalem Abbau, wobei internalisierte IgG-Molekile im Blut wieder an die
Zelloberflache zurtickgefiihrt werden. Aufgrund dieses selektiven Recyclings haben IgGs im Vergleich
zu anderen Antikorperklassen eine auBergewohnlich lange Serumhalbwertszeit. Bei Mausen, denen
eine der FcRn-Untereinheiten fehlt, konnte nachgewiesen werden, dass die endogenen IgG-Spiegel
nachweislich deutlich niedriger und die Halbwertszeiten dhnlich wie bei anderen Ig-Klassen sind [243—
246]. Durch die moglicherweise erhéhte Expressionsrate des FcRn kdnnte somit das in groRen Mengen
injizierte IgG nach Aufnahme in den Kreislauf im Blut bevorzugt an die Rezeptoren gebunden haben

und dadurch langer vor Abbau geschiitzt worden sein.

Dass die drei verschiedenen Therapieformen auch nicht in der Lage waren die Treg-Anzahl an ihrem
Wirkort, der lasionalen Haut, bis zum Ende des Versuches zu erhéhen, wurde auch anhand der
immunhistochemischen Farbungen der Tregs sichtbar. Hier konnte nochmal beobachtet werden, dass
in lasionaler Haut die Treg Anzahl im Vergleich zur nicht-lasionalen Haut ansteigt, aber kein

signifikanter Unterschied zwischen der Positivgruppe und den Therapiegruppen bestand.

Ahnlich war es mit den weiteren untersuchten Immunzellen in lasionaler Haut: die Therapien hatten
keinen Einfluss auf die Einwanderung an Neutrophilen und Makrophagen und auf die
Proliferationsrate der Zellen in der Haut allgemein nach Induktion der Ak-EBA. Lediglich fiir T Zellen
allgemein ergab sich ein Effekt: interessanterweise konnten keine CD3+ Zellen mehr nach Gabe einer
der auf IL-2 basierenden Therapieformen in der Epidermis nachgewiesen werden. In der Epidermis von
Mausen und auch Menschen finden sich DETZ (auch y&T Zellen), die eine entscheidende Rolle fiir die
epidermale Immunantwort und Wundheilung sind [247,248]. Es konnte schon gezeigt werden, dass
die Anzahl an DETZ in chronischen Wunden oder auch in bestimmten Autoimmunerkrankungen, wie
zum Beispiel Psoriasis, geringer ist als in gesunden Kontrollen [249,250]. Dies konnte auch hier
beobachtet werden. Da jedoch in den Mausen der Therapiegruppen keine CD3+ T Zellen, und damit
auch keine DETZ, mehr nachweisbar waren, scheint es, dass die Gabe von IL-2 die DETZ in ihrem

Uberleben oder eventuell in ihrer Migration aus der Epidermis beeinflusst. Da, wie oben schon
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erwahnt, DETZ wichtig fir die Wundheilung sind, konnte dies eine weitere Erklarung fir die
Verschlechterung des klinischen Bildes innerhalb dieser Gruppen sein. Eine weitere Gruppe an
epidermalen T Zellen in der Maus sind die CD8+ TRM-Zellen [222]. Diese Zellen dienen als
Alarmsensoren oder zytotoxische Zellen und damit als Abwehr von Pathogenen, welche (iber die Haut
eintreten [251]. Eine weitere besondere Eigenschaft ist ihre besondere Langlebigkeit von Monaten bis
Jahre in der Haut [252]. Wéahrend einer Infektion oder Entziindung der Haut gelangen CD8+ T
Effektorzellen aus dem Blut in die Dermis und kdnnen dann in die Epidermis rekrutiert werden. Dieser
Prozess hangt von Chemokinrezeptor-Signalen, einschlieRlich CXCR3, ab [253]. Ob auch andere
Chemokinrezeptoren fiir den Eintritt von CD8+ T Zellen in die Epidermis erforderlich sind, ist unklar,
obwohl dies wahrscheinlich ist, da die Bildung von CD8+ TRM-Zellen nur teilweise blockiert wurde,
wenn den CD8+ T Effektorzellen die CXCR3-Expression fehlte. Im Gegensatz dazu missen T Zellen die
Expression von CCR7 hochregulieren, um die Haut tber die LymphgefaRe verlassen zu kénnen [254].
Ob, und wie, die Gabe von niedrigdosiertem IL-2 bzw. IL-2 Antikérperkomplexen die Auswanderung
von CD8+ TRM-Zellen aus der Epidermis bewirkt haben kénnte, kann hier jetzt nicht gesagt werden. Es
konnte jedoch schon gezeigt werden, dass sie neben ihren positiven schiitzenden Eigenschaften vor
Infektionen der Haut, sie auch pathogene Merkmale in mehreren autoinflammatorischen
Hauterkrankungen aufweisen. Eine dieser Erkrankungen ist Psoriasis, in welcher die CD8+ TRM-Zellen
in erhohter Anzahl in lasionaler Haut gefunden werden konnten [251]. Die Rolle dieser Zellen in EBA
ist noch nicht bekannt und ob es sich hier nun um diesen Zelltyp handelt oder um DETZ kann anhand
der vorhandenen Daten nicht genau gesagt werden. DETZ gehoéren zu den ersten T Zellen, die sich in
Mausen sehr frih im Leben bilden und in die Haut einwandern und durch Homd&ostase
aufrechterhalten werden. Es konnte auch gezeigt werden, dass es in der vorkommenden Anzahl an
DETZ und CD8+ TRM-Zellen innerhalb der Epidermis eine inverse Beziehung zu bestehen scheint, der
Uber Monate zu beobachten war: eine Untersuchung von DETZ in Maushaut nach der Beseitigung einer
Herpes simplex virus-Infektion ergab einen erheblichen und anhaltenden Riickgang der DETZ-Zahlen
um die Infektionsstelle und einen entsprechenden Anstieg der Anzahl virusspezifischer
gewebebewohnenden T Geddchtniszellen [255]. Da hier in gesunder nicht-lasionaler Haut signifikant
mehr CD3+ T Zellen in der Epidermis detektiert werden konnten als in ldsionaler Haut des Ak-EBA
Mausmodells und CD8+ gewebebewohnenden T Gedachtniszellen zunéachst als Reaktion auf die
Entziindung in die Haut einwandern missten [254], ist anzunehmen, dass zumindest in der nicht-
lasionalen Haut, vorwiegend DETZ vorliegen. Ob dies jedoch auch noch der Fall in der lasionalen Haut
ist, ist jedoch nicht bekannt. Unter einer hohen mikroskopischen Auflésung kénnten eventuell, neben
der Verwendung von spezifischen Markern, die beiden Zelltypen morphologisch voneinander
unterschieden werden: wahrend die CD8+ TRM-Zellen viele amorphe Formen bilden, die durch kurze
Dendriten und viele kleine, filopodiendhnliche Fortsatze in lateraler Richtung gekennzeichnet sind,
bilden DETZ eine relativ konstante Anzahl langer Dendriten in Richtung des Stratum corneum [255].
Weitere Untersuchungen, um welchen Zelltyp es sich handelt und welche eventuellen Auswirkungen

dieser auf die EBA hat, sind hierfiir aber noch nétig.

Insgesamt wurde deutlich, dass eine Treg-Therapie Uber IL-2, sei es niedrig-dosierte bzw. einen IL-2

Antigen-Antikdrperkomplex, in der hier angewendeten Weise keine Option fir die Behandlung einer
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Ak-EBA war. Durch mogliche Anderungen des Therapieplans, wie lingere Gabe der niedrigeren
Konzentration des IL-2 Antikbrperkomplexes oder einer Anpassung des niedrig-dosiertem IL-2 kbnnte
dies gegebenenfalls noch gedndert werden. Ebenfalls ware es moglich Rapamycin zusatzlich zum IL-2
Antikorperkomplex mit zu verabreichen, welches die Proliferation von T Effektorzellen inhibiert, aber

gleichzeitig auch die Expansion an Tregs langanhaltend verstarkt [256].
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5.2 Praventiver adoptiver Transfer polyklonaler Tregs hemmt erfolgreich die
Effektorphase im Ak-EBA-Mausmodell

Es besteht ein wachsendes Interesse am therapeutischen Potenzial des adoptiven Transfers gesunder
Tregs in Patienten mit einer Vielzahl von Erkrankungen, darunter auch Autoimmunerkrankungen, um
zu versuchen, das Gleichgewicht in Bereichen mit aktiver Entziindung in Richtung einer toleranteren
Mikroumgebung zu verschieben. In den Bereichen GVHD und T1DM wurden bereits klinische Studien
in der Friihphase durchgefiihrt, die vielversprechende Sicherheit und potenziell wirksame Ergebnisse
zeigten [257]. So konnte gezeigt werden, dass zum Beispiel bei Kindern mit T1D ein adoptiver Transfer
von polyklonalen, autologen Tregs das Uberleben der Pankreasinseln verlangerte. Dabei zeigten einige
Patienten Anzeichen einer klinischen Remission und blieben nach einem Jahr ohne jegliche
Nebenwirkungen insulinunabhangig [106]. Eine weitere klinische Studie (NCT01210664), bei der
polyklonale autologe ex vivo-expandierte Tregs bei erwachsenen T1D-Patienten eingesetzt wurden,
zeigte, dass die Behandlung sicher und vertraglich ist [107]. Auch hier wurde nun ein adoptive Transfer

polyklonaler Tregs als Therapieansatz im Ak-EBA-Mausmodell angewendet.

Da nicht bekannt ist, welche Anzahl an Tregs die beste therapeutische Wirkung entfaltet und dies
ebenfalls je nach Erkrankung und Art der Tregs variieren kann [258], wurden hier zunachst drei
verschiedene Konzentrationen an Tregs fir den praventiven adoptiven Transfer im Ak-EBA-
Mausmodell getestet. Alle drei Konzentrationen zeigten im Verlauf des Versuches eine signifikante
Reduzierung der mit EBA betroffenen Korperoberflache der Mause. Dies zeigt, dass eine hohe Menge
an zugefuhrten Tregs in der Lage ist, die Ausbildung an Lasionen wahrend der Effektorphase zu
unterdriicken. Weitere klinische Parameter der EBA wurden jedoch von den transferierten Tregs nicht
beeinflusst, wie die Bindung des Autoantikérpers oder der C3 Ablagerung an der Basalmembran.
Ebenso der Titer des injizierten mCOL7“%" 1gGs war zwischen den Gruppen nicht verdndert. Dieser
war, im Gegensatz zum obigen Therapieversuch mit IL-2, noch detektierbar, da hier im Versuch fir
eine erfolgreiche Induktion der Ak-EBA das mCOL7“%*"IgG auf Grund der IgG Charge hiufiger und bis
Tag Acht injiziert werden musste. Somit war dieser wahrscheinlich noch nicht vollstiandig abgebaut
worden. Hinsichtlich der Verdickung der Epidermis und der Infiltration an allgemeinen
Entziindungszellen in die Dermis konnte mittels H&E-Farbung nur ein Trend festgestellt werden, da
hier in der Gruppe mit einer Million transferierten Tregs es eine hohe Streuung vorlag. Des Weiteren
wies der EBA-Score, nur die Ohren betreffend, keinen signifikanten Unterschied mehr zwischen der
Positivgruppe und den Therapiegruppen am Ende des Versuches auf (siehe Anhang Abbildung A1). Der
Unterschied zwischen den Gruppen kam daher hauptsachlich (iber EBA-Lasionen am restlichen Koérper
zustande. Zusatzlich muss angemerkt werden, dass an den Mausen am restlichen Korper fast keine
betroffenen Hautldsionen mehr vorlagen bzw. diese schon am Verheilen waren (Daten nicht gezeigt).
Dies zeigt, dass die Tregs hier keine Rolle in der friihen Phase der Effektorphase der Ak-EBA haben, wie
bei der Bindung der Autoantikérper und der Komplementaktivierung, jedoch eine Wirkung auf die
Infiltration weiterer Entziindungszellen und damit dem Fortschreiten der Erkrankung. Es muss hier

auch beachtet werden, dass die Autoantikorper von den Mdausen nicht selbst gebildet werden
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mussten, sondern kiinstlich zugefihrt wurden. Da schon gezeigt werden konnte, dass Tregs in der Lage
sind B Zellen und deren Antikorperproduktion zu unterdricken [259], konnte eventuell die Treg
vermittelte Suppression der EBA im Ag-EBA-Mausmodell oder auch im Menschen schon bei der
Autoantikérperbildung anfangen. Es konnte jedoch auch schon im Ak-EBA-Mausmodell gezeigt
werden, dass durch Injektionen von IgG zur Induktion der Ak-EBA ab Tag Zwolf von der Maus gebildete
Antikorper gegen das injizierte IgG nachweisbar waren [260]. Um zu testen, ob die adoptiv
transferierten Tregs die Antikérperbildung der B Zellen unterdriicken, misste daher das Serum auf

diese Antikérper gegen das injizierte mCOL7“%TIgG untersucht werden.

Da der Effekt eines adoptiven Treg Transfers dadurch besteht, dass die Anzahl an Tregs im Organismus
erhoht wird [105], wurde ebenfalls getestet, ob eine Erhéhung der Treg-Anzahl in lymphatischen
Organen und/oder Haut beobachtet werden kann und ob es ersichtlich ist wohin die transferierten
Tregs nach Injektion wandern. Mittels Durchflusszytometrie konnte zwar keine Erhéhung des
allgemeinen Treg-Anteils in mesenterialen Lymphknoten, Milz und Blut festgestellt werden. Jedoch
konnten dank der Markierung der transferierten Tregs mit CFSE, diese vor allem in ldsionaler Haut
nachgewiesen werden. Hier machten sie etwa ein Drittel der totalen Tregs aus, was zeigt, dass die
Tregs zu dem Ort der Entzindung gewandert sind und damit auch direkt vor Ort in der Lage waren
weitere Immunzellen zu supprimieren und der Entziindung entgegenzuwirken. Immunhistochemische
Farbungen von Tregs in der Haut zeigten, im Gegensatz zur Durchflusszytometrie, dass die Anzahl an
Tregs auch insgesamt in lasionaler Haut stieg. Die unterschiedlichen Ergebnisse der beiden Methoden
kénnte, wie auch oben schon erwahnt, die Ungenauigkeit der durchflusszytometrischen Messung auf
Grund der unterschiedlichen entnommenen Stadien der Lasionen zurlickzufiihren sein. Im Gegensatz
zum Therapieversuch mit IL-2 konnte hier also bis zum Ende des Versuches eine stabile Erh6hung der
Treg-Anzahl erreicht werden. Interessant ware es, weitere immunologische Farbungen in der Haut
vorzunehmen, um die transferierten Tregs von endogenen Tregs zu unterscheiden. Da die injizierten
Tregs alle von Reportermausen kommen, die im FOXP3-Promotor die Sequenz von GFP tragen,
exprimieren alle diese Mause GFP in Tregs. Ohne Verstarkung des GFPs war dieses auf Grund der
Behandlung der Hautschnitte zur allgemeinen Farbung der Tregs am Ende nicht mehr detektierbar.
Jedoch kdnnte eventuell durch zusatzliche anti-GFP Antikorper dies wieder sichtbar gemacht werden.
Hiermit kdnnte auch in weiteren Doppelfarbungen Interaktionen und Positionierung der transferierten
Tregs mit weiteren Immunzellen untersucht werden. Ebenso ware die Betrachtung zu verschiedenen

Zeitpunkten interessant, um herauszufinden, wann die transferierten Tregs in die Haut einwandern.

Da nachgewiesen werden konnte, dass ein adoptiver Transfer von einer Millionen Tregs das
Krankheitsbild der EBA im Ak-EBA-Mausmodell signifikant verbesserte und gleichzeitig auch eine
signifikant erhdhte Anzahl an Tregs in ldsionaler Haut nachgewiesen werden konnte, wurde nun

untersucht, in welcher Weise die Tregs ihren positiven Effekt in den betreffenden Mausen ausibten.

Zunachst wurde allgemein das Blutbild der Mause betrachtet. Zur Kontrolle wurden zunachst die
Werte der Positivgruppe mit den Werten von acht unbehandelten C57BL/6 Mausen verglichen. Das

Blutbild dieser unbehandelten Mause stimmte dabei mit von ,The Jackson Laboratory”
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bereitgestellten physiologischer Werte erwachsener C57BL/6 Mause Uberein (https://www.jax.org/-
/media/jaxweb/files/jax-mice-and-services/physiological_data_000664.pdf; 10.03.2023). Es zeigte
sich, dass Ak-EBA induzierte Mause, im Vergleich zu gesunden unbehandelten Mausen, signifikant
mehr Thrombozyten und Erythrozyten aufwiesen, aber gleichzeitig signifikant geringere Werte fir
MCV, MCHC und MCH. Die reduzierten Werte an MCV und MCHC sind dabei typische Anzeichen einer
mikrozytaren hypochromen Anamie, in welcher die zirkulierenden Erythrozyten Betroffener in der
GrolBe und im Gehalt an Hamoglobin reduziert sind. Die haufigste Ursache fir diese Art von Anamie
sind verminderte Eisenreserven des Korpers, was mehrere Griinde haben kann. Dies kann auf einen
verminderten Eisengehalt in der Ernahrung, eine schlechte Aufnahme von Eisen aus dem Darm, akuten
und chronischen Blutverlust, einen erhodhten Eisenbedarf in bestimmten Situationen wie
Schwangerschaft oder Erholung von einem schweren Trauma oder einer Operation zurlckzufiihren
sein [261]. Die genauen Ursachen sind jedoch nicht bekannt: der Zustand kénnte einfach auf Grund
des Handling der Mause durch Stress ausgelost worden sein oder er liegt der EBA zu Grunde.
Betreffend EBA konnte kein Zusammenhang mit einer Anamie gefunden werden, jedoch konnte fiir BP
Patienten eine signifikante Korrelation mit einer Anamie in einer Studie gezeigt werden. Hier lag aber
vor allem eine andere Form der Anamie vor: die normochromische normozytische Anamie [262],
welche sich typischerweise durch gleich bleibend groRe Erythrozyten und deren Hamoglobingehalts,
aber einer Reduzierung der Erythrozyten-Anzahl kennzeichnet. Diese Arte der Anamie tritt dabei meist
als Begleiterscheinung anderer Erkrankungen auf [263]. Diese Eigenschaften lagen hier in den Mdusen
nicht vor. Jedoch sollte beachtet werden, dass es sich zum einen in der Studie um eine andere
Erkrankung handelte (BP an Stelle der EBA) und um Menschen und nicht um Mause.
Interessanterweise konnte in der gleichen Studie aber ebenfalls eine Erh6hung der Thrombozyten in
BP-Patienten festgestellt werden (siehe auch unten), welche die Autoren mit einer BP-assoziierte
systemische Entziindungsreaktion erklarten [262]. Fir detailliertere Hintergriinde miissten jedoch
noch weitere Versuche mit mehr Tieren durchgefiihrt werden, um zu klaren, ob und welche Anamie

genau hier in den Méausen eventuell vorliegt und worauf diese beruhen wiirde.

Im Vergleich der Blutwerte der Positivgruppe zu mit adoptiv transferierten Tregs therapierten Mausen
zeigte sich, dass die Gruppe mit transferierten Tregs gegeniiber der Positivgruppe eine niedrigere
Anzahl an Eosinophile und Thrombozyten im Blut aufwies. Die Thrombozyten Anzahl sank damit
wieder auf den Mittelwert gesunder C57BL/6 Mause. In EBA-Patienten ist eine Veranderung der
Eosinophilen-Anzahl im Blut noch nicht beschrieben, jedoch ist bekannt, dass in der inflammatorischen
Form der EBA vermehrt Eosinophile in ldsionale Haut einwandern kénnen [167] und in BP-Patienten
konnte ein Anstieg der Eosinophile im Blut beobachtet werden [264]. Ahnlich ist die Datenlage
betreffend der Thrombozyten: zu EBA-Patienten sind keine 6ffentlichen Daten vorhanden. In BP-
Patienten konnte jedoch eine Erhéhung der Thrombozyten-Aktivierung festgestellt werden, was auf
eine Beteiligung der Thrombozyten in der Erkrankung hindeutet [142,264]. Insgesamt konnte schon
gezeigt werden, dass die Beziehung zwischen Thrombozyten und Eosinophile symbiotisch ist: so wurde
schon in mehreren Krankheitsmodellen und Erkrankungen eine positive Korrelation zwischen der
Anzahl und/oder Aktivierung der Thrombozyten und Eosinophile festgestellt werden [265-267].

Gleichzeitig sind Tregs in der Lage Eosinophile in ihrer Aktivitdt zu inhibieren [268] und eine negative
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Korrelation zwischen der Anzahl an Tregs und Eosinophile konnte schon in einem Allergie-Mausmodell
beobachtet werden [269]. Diese positive Korrelation zwischen Thrombozyten und Eosinophile und die
negative Beziehung zwischen Tregs und Eosinophile konnten hier nun gleichzeitig festgestellt werden.
Durch Verminderung der Eosinophilen-Anzahl durch Tregs kdnnte daher auch indirekt auch die
Thrombozyten-Anzahl mitreguliert worden sein. Da Eosinophile in Autoimmunerkrankungen durch
Ausschiittung ihrer Mediatoren in der Lage sind Gewebsschdaden hervorzurufen oder weitere
Immunzellen zu aktivieren [270], bedeutet die Regulation durch Tregs einen Schutz vor weiteren
Schaden und damit Lasionen. Das gleiche gilt in Bezug auf Thrombozyten, welche ebenfalls
immunregulatorische, insbesondere inflammatorische, Eigenschaften aufweisen kdnnen, indem sie
das Endothel aktivieren und damit die Entziindung bzw. Einwanderung von weiteren Immunzellen in
das entziindete Gewebe férdern [271]. Daher kdnnte eine hohe Anzahl einen negativen Einfluss auf

den Krankheitsverlauf der EBA haben.

Im Blut konnte ebenfalls signifikant weniger freies IL-2 in der Therapiegruppe im Vergleich zu der
Positivgruppe gemessen werden. Dies kann auf Grund der héheren Anzahl an Tregs zuriickgefiihrt
werden, da dies im Gesamten mehr IL-2 an die héhere Anzahl an CD25 auf Tregs binden und somit die
Konzentration an freiem IL-2 sinken lasst. Des Weiteren konnte in CD4+ T Zellen der Therapiegruppe
signifikant mehr IL-10 detektiert werden. IL-10 ist ein Zytokin mit umfassenden immunregulierenden
Funktionen, so kann es zum Beispiel die Funktion von Antigen-prasentierenden Zellen und die
Aktivierung bestimmter Zytokine hemmen und damit die Effektorfunktionen von T Zellen,
Makrophagen und NK-Zellen regulieren [272]. Tregs, aber auch praktisch alle Th Untergruppen sind
mit in der Lage IL-10 zu bilden und damit immunregulierende Funktionen auszuliben [273]. Welche
Untergruppe der CD4+ T Zellen vermehrt IL-10 gebildet hat, lasst sich hier nicht mit absoluter
Sicherheit sagen, da aber eben auch Tregs IL-10 produzieren und Tregs injiziert worden sind und in

vermehrter Anzahl vorliegen, liegt es nahe, dass auch in diesem Aspekt die Tregs die Quelle sind.

Insgesamt hatte der adoptive Transfer der Tregs keine Auswirkung auf die Proliferationsrate der Zellen
in der lasionalen Haut. Jedoch wird auch hier nicht sichtbar, welche Zellen proliferieren. Die
proliferierenden Zellen in der Therapiegruppe kénnten auch ebenfalls von , guten” Zellen kommen,
wie den Tregs oder Zellen, die die Wundheilung induzieren und nicht nur von aktiven
Entziindungszellen. Um diese Frage zu beantworten, missten auch wieder Doppelfarbungen

durchgefihrt werden.

Auch bezliglich der Makrophagen-Population konnte kein Unterschied hinsichtlich der Anzahl
zwischen den Gruppen festgestellt werden. Jedoch schienen in der Therapiegruppe die Makrophagen
vermehrt in der unteren Dermis zu verweilen. Wahrend in der Positivgruppe die Makrophagen
verstarkt direkt unter der Blase bzw. der Lasion wanderten und sich somit tiber die ganze Dermis von
unten nach oben zogen. Hautresidente Makrophagen sind der haufigste Immunzelltyp in der Dermis.
Als Reaktion auf, zum Beispiel, eine lokale Hautverletzung wandern die ansassigen Makrophagen und
Monozyten an die betroffene Stelle [274], was eben auch hier in der Positivgruppe beobachtet werden

konnte. Angekommen, differenzieren sich die Zellen als Reaktion auf lokal produzierte Zytokine in pro-
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inflammatorische Makrophagen (M1 Makrophagen) [275]. Mit dem Fortschreiten der
Entzindungsreaktion werden die Makrophagen 24-72 Stunden nach der Verletzung zu der
dominierenden professionellen Phagozytenpopulation [276]. Makrophagen weisen dabei mehrere
Funktionen auf, darunter antimikrobielle Wirkung, Phagozytose gealterter Neutrophiler und
Wundregulation [274]. Die Beteiligung mit an der Effektorphase als proinflammatorische Zellen in der
EBA wird auf Grund von in vitro und ex vitro Versuchen zur ROS-Freisetzung und positiven Spaltbildung
zwischen Dermis und Epidermis vermutet [165]. Es konnte schon allgemein in vitro gezeigt werden,
dass Tregs in der Lage sind speziell auf Monozyten zu wirken und deren Differenzierung, Zytokin
Sekretion und Antigenexpression zu verhindern. Nach Co-Kultur mit Tregs zeigten Monozyten
klassische M2 Makrophagen-Merkmale, wie eine erhdhte Expression von CD206 und CD163, sowie
eine verringerte Fahigkeit, auf proinflammatorische Stimuli zu reagieren, was durch eine verringerte
IL-6- und  TNF-B-Produktion und  NF-kB-Aktivierung belegt wurde [277]. Welche
Makrophagenpopulation hier wirklich vorlagen misste mittels differenzierter immunologischer
Farbungen noch festgestellt werden, die Daten sprechen aber moglicherweise fiir eine M2

dominierenden Population.

In der Therapiegruppe konnten signifikant mehr CD3+ T Zellen in lasionaler Haut als in der
Positivgruppe detektiert werden. Dies ist nicht liberraschend, da ja auch signifikant mehr Tregs dort
vorhanden sind, was durch immunhistologische Farbungen der Tregs auch direkt gezeigt werden
konnte. Ob noch eine andere T Zell-Population anstieg, ist so nicht beantwortbar. Uberraschend war,
dass diesmal zwar die CD3+ T Zellen in der Epidermis, also CD8+ TRM-Zellen und/oder DETZ [222], in
der Therapiegruppe mehr oder weniger bestehen blieb, jedoch in der Positivgruppe nicht mehr
vorhanden war. Der einzige Unterschied zwischen den beiden Positivgruppen der zwei
Therapieansitze war die unterschiedliche Gabe an mCOL7%%"IgG. Ob dies einen Effekt auf DETZ oder
CD8+ TRM-Zellen haben konnte, ist nicht bekannt. Jedoch ist bekannt, dass CD8+ TRM-Zellen fir ein
Bestehen in der Epidermis die Marker CD69 und CD103 exprimieren mussen. Die Bildung von CD103
wiederherum ist abhéngig vom Vorhandensein von TGF-B [253]. Von welcher Zellart das TGF-B dafiir
kommt, ist noch nicht bekannt [278], aber Tregs wurden, neben vielen anderen Zelltypen, als Quelle
von TGF-B beschrieben [279]. CD8+ TRM-Zellen, die nicht in der Lage sind, CD103 hoch zu exprimieren,
verbleiben auch fir eine kiirzere Zeit in der Epidermis [278]. Ob, auf Grund dem Vorhandensein von
mehr Tregs in ldsionaler Haut nach dem adoptiven Transfer, nun vermehrt TGF-B produziert wird und
daher eventuell CD8+ TRM-Zellen besser in der Epidermis verbleiben kénnten, misste noch untersucht
werden. Aber, wie auch schon beim IL-2 Therapieversuch, misste zunachst untersucht werden, welche

T Zellpopulation Gberhaupt in der Epidermis jeweils vorliegt.

Ebenso konnte in den Mausen, die die Tregs injiziert bekamen, signifikant weniger Neutrophile
beobachtet werden. Dieses Ergebnis deckt sich mit den in vitro Co-Kultivierungsversuchen in denen
gezeigt werden konnte, dass Tregs in der Lage sind, CD18 auf Neutrophilen herunter zu regulieren und
damit deren Migration in das Gewebe zu beeinflussen [164]. Dies ist wahrscheinlich auch einer der
Hauptgrinde, warum in der Therapiegruppe signifikant weniger Kérperoberflache von EBA-Ldsionen
betroffen war, da die hauptverantwortlichen Zellen der Effektorphase in geringerer Zahl vorlagen. Die

Effektorphase der EBA im Ak-induzierten Mausmodell wurde somit mehr oder weniger nach der
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Komplementaktivierung und vor oder wahrend der Neutrophil-Rekrutierung abgestoppt oder

zumindest abgebremst (fir Auswirkungen der Tregs auf Neutrophile, siehe auch nachstes Kapitel).

Insgesamt konnte durch den adoptiven Treg Transfer erfolgreich die Effektorphase der EBA und damit
die Ausbildung des klinischen Phdnotyps unterdriickt werden. Neben Neutrophile, und der DETZ-
und/oder CD8+ gewebebewohnende T Gedachtniszell-Population, die hochreguliert wurden, hatte der
adoptive Treg Transfer ebenso einen Effekt auf die Konzentration an Eosinophile und Thrombozyten
im Blut. Diese wurden herunterreguliert und hatten damit moéglicherweise ebenfalls einen positiven
Einfluss auf das Verhindern des Fortschreitens der EBA. Vor allem die reduzierte Anzahl an
Thrombozyten kdnnte die erhdhte Einwanderung der Neutrophile mit verhindert haben [271]. Es muss
jedoch beachtet werden, dass hier lediglich ein praventiver Therapieansatz bisher getestet wurde. Ob
der adoptive Treg Transfer auch bei schon bestehender Erkrankung funktionieren wiirde, misste noch
untersucht werden. Vorzugsweise zunachst ebenfalls am Ak-EBA-Mausmodell und bei positiven
Ergebnissen im Ag-EBA-Mausmodell, um eine bessere Vergleichbarkeit zur Erkrankung im Menschen

zu bekommen.

Obwohl die Therapie mittels adoptiven Treg Transfers fir einige Autoimmunerkrankungen, wie auch
hier fiir die EBA, vielversprechend ist, sollte man nicht vergessen, dass sie auch einige
Herausforderungen mit sich bringt: (i) die Isolation von Tregs, (ii) die eventuell notwendige Expansion
der Tregs in vitro, sowie (iii) die Re-Infusion von einer reinen und stabilen Treg-Population kénnen
Probleme bzw. Schwierigkeiten mit sich bringen. So ist, zum Beispiel, frisches Eigenblut die beste
Option, um AbstoRungsreaktionen zu vermeiden und unabhangig von der Verfligbarkeit eines
Spenders. Patienten mit Autoimmunerkrankungen profitieren jedoch moglicherweise nicht in vollem
Umfang von ihren eigenen Tregs, da diese nachweislich in ihrer Funktion eingeschrankt sind und in
geringerer Zahl zirkulieren [280]. Aufgrund der geringen Anzahl von Tregs im Blut ist die in vitro
Expansion der isolierten Tregs der unvermeidliche zweite Schritt. Wahrend der Expansion ist es
wichtig, den suppressiven Charakter der Zellen aufrechtzuerhalten und das Auswachsen von Nicht-
Tregs zu verhindern. Mit der Expansion sind jedoch einige erhebliche Nachteile verbunden.
Wahrenddessen besteht das Risiko einer Kontamination mit T Effektorzellen oder Mikroorganismen.
Zusatzlich wurde (ber einen Verlust der suppressiven Funktion nach der Treg-Expansion berichtet.
Daher wurde ein Konsens erzielt, die in vitro Expansionszeit auf maximal 2 Wochen zu begrenzen
[280,281]. Zur Optimierung der Treg-Expansion wurde aber festgestellt, dass der mTOR-Kinase-
Inhibitor Rapamycin hochsuppressive FoxP3+ Tregs selektiv expandiert [282]. Die Produktion von
Entzindungszytokinen wird ebenfalls verhindert [111,283] und die Zellen behalten eine demethylierte
TSDR [282]. Wie oben bereits erwahnt, kénnen isolierte Treg-Populationen bei einer autologen
Transplantation, insbesondere bei manchen Autoimmunerkrankungen, weniger funktionell sein. Um
diese Probleme zu tiberwinden, wurde in den letzten Jahren an ex vivo Manipulationen geforscht, um
eine ordnungsgemife und stabile Funktion der Tregs in vivo sicherzustellen [280,284]. Diese
Strategien umfassen dabei meist die Stabilisierung der FOXP3 Genexpression mittels genetischen

Editierens unter dem Einsatz von retro- und lentiviralen Vektoren [280].
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Es wurde schon in unterschiedlichen Autoimmunerkrankungen beobachtet, dass Tregs auf Grund einer
reduzierten Anzahl oder eines Funktionsverlustes den Verlauf einer Erkrankung negativ beeinflussen
kénnen [78-81]. So konnte gezeigt werden, dass Tregs bei Patienten mit Autoimmunerkrankungen
zwar noch vorhanden sind [77,78], es ihnen aber sowohl an Autoantigen-Spezifitdat als auch an
suppressiven Fahigkeiten zu fehlen scheint [78—-80]. In MS, zum Beispiel, wurde eine reduzierte Anzahl
an Tregs, als auch ein Funktionsverlust festgestellt [78,91]. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
ebenfalls in T1D Tregs funktionelle Defizite aufweisen. So ist hier zwar die Anzahl an Tregs in Patienten
vergleichbar mit der Anzahl an Tregs in Kontrollprobanden, jedoch konnte gezeigt werden, dass
isolierte Tregs von an T1D erkrankten Personen eine signifikant geringere Hemmung der T
Zellproliferation aufweisen als isolierte Tregs aus gesunden Probanden [92]. In SLE wiederherum gibt
es zum Teil widersprichliche Berichte [82]: Die meisten Studien haben eine verringerte oder normale
Haufigkeit von Tregs bei SLE festgestellt [83], obwohl andere Studien auch eine erhéhte Anzahl gezeigt
haben [42]. Es scheint jedoch, dass die Zahl der Tregs wahrend aktiver Krankheitsschiibe [84,85] und
bei aktiven padiatrischen SLE-Patienten verringert ist, wobei eine umgekehrte Korrelation zwischen
Tregs und Krankheitsaktivitdit sowie Autoantikorperspiegeln besteht [86]. Funktionell ist die
Suppressionskapazitdit von Tregs bei Patienten mit aktivem SLE im Vergleich zu gesunden
Kontrollpersonen und bei Patienten mit inaktivem SLE reduziert [87,88]. In Mausmodellen des SLE
kann ein Mangel an Tregs zum Verlust der Selbsttoleranz und zur Entwicklung einer Lupus-ahnlichen
Erkrankung beitragen [89], wdhrend der adoptive Transfer von Tregs das Fortschreiten der
Nierenerkrankung verlangsamt und die Sterblichkeit von Mausen verringern kann. Lupus-anfillige
Mause haben dabei eine geringere Haufigkeit von Tregs im Vergleich zu nicht-autoimmunen Stammen
[90]. In Bezug auf PDs sind die Daten Uber Tregs zum Teil jedoch widerspriichlich und vornehmlich
deskriptiv [164,194-197]. Um die Rolle der Tregs in der Effektorphase der EBA besser zu verstehen,
wurde daher zunachst untersucht, wie sich der Anteil der Tregs in dem hier verwendeten Ak-EBA-
Mausmodell allgemein verhalt und anschlieRend Co-Kultivierungsversuche mit T Effektorzellen und
Neutrophilen durchgefiihrt, um die Suppressionsfahigkeit der Tregs aus den EBA-Mausmodellen in

vitro zu untersuchen.

Um der Frage zunéachst beziglich der Anzahl der Tregs in der Effektorphase der EBA nachzugehen,
wurden im Ak-EBA-Mausmodell in den sekundaren lymphatischen Organen Milz und mesenterialen
Lymphknoten, sowie in Blut und Haut der Anteil der Tregs zundchst mittels Durchflusszytometrie zu
unterschiedlichen Zeitpunkten der Erkrankung erfasst. Die Induktion der EBA im Ak-induzierten
Mausmodell erfolgte mittels wiederholter intra-peritonealer Injektion des spezifischen mCOL7¢5"
IgGs. Als Kontrolle diente eine Gruppe von Mausen, welche die gleiche Menge an NR IgG injiziert

bekamen.

Vor Induktion der EBA lag der Anteil an Tregs an CD4+ T Zellen in Milz, mesenterialen Lymphknoten

und Haut bei jeweils etwa fiinf Prozent und im Blut bei einem Prozent. Fir die sekundéaren
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lymphatischen Organen und dem Blut waren die Werte damit vergleichbar mit bereits bestehenden
Daten aus gesunden Mausen, wobei der Treg-Anteil im Blut eher im unteren Bereich lag [285,286].
Hingegen liegt laut Literatur der Treg-Anteil an CD4+ T Zellen in der Haut gesunder Mdause zwischen
20-60 % [133]. Die groRRe Diskrepanz zwischen den hier beobachteten Werten und die in der Literatur
beschriebenen, beruhen wahrscheinlich auf die Verwendung eines unterschiedlichen Hautverdaus zur
Gewinnung der Einzellpopulationen. So haben wir, zum Beispiel bei uns im Labor, verschiedene
Protokolle betreffend des Hautverdaus fiir Durchflusszytometrie getestet und die Einzellpopulationen
auf verschiedenen Marker im Durchflusszytometer gemessen. Alleine der Anteil an lebenden Zellen
variierte hier zwischen den Protokollen stark: mit etwa 80 % lebenden Zellen in dem
Hautverdauprotokoll, welches in dieser Arbeit verwendet wurde, bis gerade Mal 30 — 50 % in den
anderen Protokollen. Damit unterschieden sich auch die Anteile der unterschiedlich betrachteten
Marker zwischen den Protokollen stark (Daten nicht gezeigt). Das hier verwendete Protokoll wurde
wegen der hohen Zell-Viabilitdt ausgewahlt. Wie hoch der Anteil der lebenden Zellen nach dem
Hautverdau in der Literatur war, ist nicht ersichtlich [133]. Jedoch ist davon auszugehen, dass alleine

durch diesen Effekt auch ein anderer Anteil an Tregs gemessen wurde.

Uber die Zeit wiesen die Positivgruppe und die Kontrollgruppe in Blut und sekundiren lymphatischen
Organen vergleichbare Anteile von Tregs an CD4+ T Zellen auf. Wobei in der Milz der Anteil etwa
gleichbleibend zum Anteil vor Injektion der Antikérper war, aber sich in Blut und mesenterialen
Lymphknoten zum Ende jeweils etwa verdoppelte hatte. Dieser Anstieg an Tregs in Blut und
Lymphknoten in beiden Gruppen kénnte dabei durch sogenannte ,,1gG Tregitopes” verursacht worden
sein. Groot et al. [287] entdeckten hoch konservierte T Zell-Epitope in der schweren Kette (Fc) des IgG
und konnten zeigen, dass diese in der Lage sind die Expansion von natirliche Tregs durch spezifische
Aktivierung derselben zu induzieren [287,288]. In beiden Gruppen ist IgG injiziert worden, welches sich
zwischen den Gruppen nur in der variablen Region des IgGs (Fab) unterscheiden sollte. Daher kdnnten
die Fc-Teile der IgGs eine vergleichbare Wirkung in der Positivgruppe und der Kontrollgruppe auslésen.
Zusatzlich darf nicht vergessen werden, dass sich alleine durch die Injektion von artfremden IgG sich
eine Immunantwort bildet. Es konnte auch gezeigt werden, dass diese Immunantwort, unter anderem,
die T Zellen vor allem in den Lymphknoten proliferieren lasst [260]. Ob diese auch Tregs umfasst,

wurde in der Publikation nicht untersucht, jedoch ist es nicht auszuschlieRen.

Bezliglich der Tregs in der Haut blieb in der Kontrollgruppe der Anteil der Tregs relativ konstant und
stieg in der Positivgruppe auf einem zweieinhalb-fachen hoheren Wert als zu Beginn. Dieser Trend
stimmt mit allgemeinen Beobachtungen lber das Verhalten von Tregs in entziindeter Haut Gberein:
wenn keine Entziindung in der Haut vorliegt, sind die meisten Tregs statisch. Aber nach Auslésung
einer Entziindung konnte beobachtet werden, dass eine hohe Anzahl an Tregs in hochdynamischen
Clustern in der Ndhe von Haarfollikeln in die obere Dermis einwandern [289]. Auch hier konnte in
immunhistochemischen Farbungen lasionaler Haut vor allem in der oberen Dermis Tregs detektiert
werden. Im Vergleich von gesunder Haut zu ldsionaler Haut war der Treg-Anteil in den
immunhistochemischen Farbungen signifikant, in der Durchflusszytometrie jedoch wurde nur ein
Trend festgestellt. Jedoch ergaben sich die Daten fiir die Durchflusszytometrie aus lediglich drei

Proben. Durch Erhéhung der Anzahl ist daher davon auszugehen, dass auch hier ein signifikanter
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Unterschied gemessen werden kdnnte. Ein Grund fir die héhere Standardabweichung betreffend der
lasionalen Haut nach Durchflusszytometrie kénnte sein, dass flr die Messung der Tregs wegen des
notwendigen Hautverdaus so viel lasionale Haut, wie moglich entnommen wurde. Daher wurden auch
Hautareale in unterschiedlichen Stadien der Entziindung zusammengefiihrt. Wendler [209] konnte
zeigen, dass zum Beispiel in Haut mit einer beginnenden Entziindung die Treg Anzahl im Vergleich zu
nicht-lasionaler Haut noch nicht verandert ist, diese aber in Laufe der Entzlindung steigt und erst
wieder bei Heilung langsam abnimmt. Durch diese Mischung der unterschiedlichen Stadien kénnte
daher der Mittelwert des Treg-Anteils gesenkt worden sein. Hingegen wurde fir die
immunhistochemische Farbung der Tregs in ldsionaler Haut (wie auch fir alle weiteren
Immunfarbungen der unterschiedlichen Marker) nur das mittlere Stadium der Entziindung (offene
Wunde bzw. Verkrustung derselben) verwendet und mit der nicht-lasionalen Haut verglichen. Des
Weiteren wurde in der Durchflusszytometrie der Anteil der Tregs an CD4+ T Zellen und in der
Immunhistochemie die Anzahl an Tregs erfasst. Trotz allem zeigen beide Methoden, dass die Tregs in
Laufe der Effektorphase der EBA in die entziindete Haut einwandern. Der erhéhte Anteil an Tregs in
lasionaler Haut in Vergleich zu gesunder Haut und der gleichbleibende Anteil in den weiter
untersuchten Organen spricht daher gegen eine Verringerung der Anzahl an Tregs in der EBA. Es muss
jedoch beachtet werden, dass hier im Ak-EBA-Mausmodell nur die Effektorphase der EBA nachgebildet
wird und nicht die komplette Autoimmunerkrankung mit Verlust der Eigentoleranz gegen Col7 und der
Bildung eigener Autoantikdrper. Daflir misste die Treg Anzahl bzw. der Anteil in |dsionaler Haut im Ag-
EBA-Mausmodell betrachtet werden. Wenn aber auch in diesem Modell der Treg-Anteil in ldsionaler
Haut steigen sollte und sich das auch auf den Menschen Ubertragen lassen sollte, wirde sich die EBA
in diesem Aspekt anderen PD dhneln, da zum Beispiel in Psoriasis und atopischer Dermatitis eine
Erhdohung der Treg-Anzahl in entziindeter Haut gefunden werden konnte [194]. In Bezug auf Daten in
BP-Patienten ist die Aussage schwierig, da in derzeitigen Studien, die die Treg-Anzahl untersuchten,
keine Alter-angepasste Kontrollgruppe hatten: hier wurde zwar eine gleichbleibende Anzahl an Tregs
in lasionaler Haut in BP-Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden gefunden, aber die Patienten
waren im Mittel auch etwa 40 Jahre alter als die Kontrollprobanden [195]. Es gibt zwar Daten, die
zeigen, dass sich in dlteren Menschen die Treg-Anzahl nicht signifikant dndert [290], aber trotz allem
sollte fir eine besser Aussagekraft die Treg-Anzahl in BP-Patienten zu einer Alters-angepassten

Kontrollgruppe verglichen werden.

Es konnte nun ein Anstieg der Tregs in entziindeter Haut im Ak-EBA-Mausmodell im Vergleich zur
gesunden Haut beobachtet werden, aber ebenso eine Erhohung der Anzahl an Effektorzellen, wie zum
Beispiel, Neutrophile und allgemein T Zellen. Dies zeigt, dass trotz der erhéhten Anzahl an Tregs, es zu
keiner Unterdriickung der Effektorphase im Ak-EBA-Mausmodell kommt. Um daher einen mdglichen
Funktionsverlust der Tregs in EBA zu untersuchen, wurden Co-Kultivierungsexperimente mit isolierten
Tregs aus EBA-induzierten Mausen bzw. unbehandelten Kontrollm&usen als Kontrollen mit isolierten
T Effektorzellen oder Neutrophilen aus ebenfalls unbehandelten Mausen durchgefiihrt. Es wurden zu
einem Tregs aus dem Ak-EBA-Mausmodell isoliert, um zu testen, ob schon allein die Effektorphase der
EBA einen Einfluss auf die Suppressionsfahigkeit der Tregs hat. Des Weiteren wurden ebenfalls Tregs

aus dem Ag-EBA-Mausmodell isoliert, welches den gesamten Krankheitsverlauf mit Toleranzverlust
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und Bildung eigener Autoantikdrper mit anschlieBender Effektorphase und zum Teil auch Abheilung

der Lasionen umfasst [202].

Einer der Zellarten, die Tregs in der Lage in ihrer Proliferation zu hemmen, sind T Effektorzellen [225].
Diese Suppression kann dabei liber Zell-Zell-Kontakt [291] oder auch liber immunsuppressive Zytokine
erfolgen. Um daher die allgemeine Suppressionsfahigkeit von Tregs zu bewerten, gehort es schon zum
Standard, die hemmende Wirkung der Tregs auf die Proliferation der T Effektorzellen zu erfassen [225].
Zusatzlich gibt es Hinweise, dass T Effektorzellen in der EBA ebenfalls eine Rolle spielen kénnten: eine
direkte Beteiligung an Th Zellen konnte zwar noch nicht nachgewiesen werden [164]. Dennoch
scheinen sie eine entscheidende Rolle bei der Antikérperproduktion und Aufrechterhaltung der
Autoimmunreaktion in bullésen autoimmunen Dermatosen zu haben [165,192]. Es konnte auch schon
gezeigt werden, dass Th17 Zellen haufiger in der Haut von BP Patienten zu finden sind als in gesunden
Kontrollpersonen [292]. Und auch in anderen Autoimmunerkrankungen ist die Beteiligung an Th
bekannt [293]. Daher deckte das Experiment gleich zwei Aspekte ab: (i) die Testung, ob in der
experimentellen EBA die Tregs einen Funktionsverlust beziiglich ihrer Suppressionsfahigkeit erleiden
und (ii) ob dadurch eventuell T Effektorzellen starker proliferieren und expandieren und damit zum

Fortschreiten der Erkrankung mitbeitragen kénnten.

In den Versuchen erbrachten die Kontrollen und die Co-Kultivierung der stimulierten T Effektorzellen
mit isolierten Tregs aus unbehandelten Mausen in beiden Mauslinien (C57BL/6 fur Ak-EBA und B6.S
flir Ag-EBA) das erwartete Ergebnis: unstimulierte T Effektorzellen zeigten keine bzw. kaum
Proliferation Uber die Zeit, wahrend stimulierte T Effektorzellen innerhalb dieser Zeit stark
proliferierten. Wurden nun ebenfalls isolierte aktivierte Tregs aus unbehandelten Mausen
hinzugegeben, wurde die Proliferation der T Effektorzellen signifikant gechemmt. Anders sah es bei Co-
Kultivierung mit isolierten Tregs aus Ak-EBA-Mausen aus: hier zeigten die Tregs liberhaupt keine
suppressiven Eigenschaften mehr auf die Proliferation der T Effektorzellen auf und waren damit in
Hinblick auf ihre Suppressionsfahigkeit gegeniiber T Effektorzellen unwirksam. Im Gegensatz dazu
wiesen Tregs aus dem Ag-EBA-Mausmodell nur eine etwas schwachere Suppressionsfahigkeit als Tregs
aus unbehandelten Mausen auf. Dies konnte darin liegen, dass im Ag-EBA-Mausmodell eventuell
vermehrt Antigen-spezifische Tregs vorliegen, welche insgesamt in ihrer spezifischen
Suppressionsfahigkeit wirksamer sind als polyklonale Tregs [294,295]. Diese wiirden damit den
Funktionsverlust der Suppressionsfahigkeit der polyklonalen Tregs, wie es in den isolierten Tregs aus
der Ak-EBA der Fall ist, kompensieren. Interessanterweise zeigten Tregs aus B6.S Mausen, welche nach
Immunisierung nicht erkrankten, eine deutlich hohere Hemmung der Proliferationsrate der T
Effektorzellen als selbst Tregs aus unbehandelten Mausen. Warum etwa ein Drittel der Mause im Ag-
EBA-Mausmodell nicht erkranken, ist noch nicht bekannt. Aber die hohe Suppressionsfahigkeit der
Tregs gibt eventuell einen wichtigen Mitgrund dafir, dass kein klinisches Krankheitsbild in diesen
speziellen Mausen ausgebildet wird. Eventuell bilden diese Mause auch vermehrt Antigen-spezifische
Tregs als an EBA erkrankte Mause und weisen damit eine hohere suppressionsfahige Treg-Population

auf. Weitere Versuche und vor allem Untersuchungen dieser Mause sind hierfiir jedoch notwendig.
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Nach derzeitigem Wissen gehoéren Neutrophile zu den Hauptakteuren in der Effektorphase der EBA:
nach Bindung an die Fc-Domane der immunkomplexe und ihrer Aktivierung fiihren ihre freigesetzten
Mediatoren zu der EBA-typischen entziindlichen Gewebsschaden und der Bildung der Blasen
[161,162]. Ebenso konnte gezeigt werden, dass eine Depletion der Neutrophilen zu einem
vollstandigen Fehlen einer experimentellen EBA fiihrt [181]. Die Interaktionen von Tregs mit
Neutrophilen ist insgesamt noch wenig erforscht [296]. Bieber et al. [164] konnten zeigen, dass das
Fehlen von Tregs in DEREG-Mausen sich direkt auf die Anzahl der Neutrophilen in ldsionaler Haut in
PD auswirkt und eine direkte Interaktion von Tregs mit Neutrophilen die CD18 Expression auf mit
Immunkomplex-stimulierten Neutrophile herunterregulierte. CD18 ist die allgemeine B-2-Untereinheit
von vier verschiedenen B2-Integrinen, darunter Lymphozytenfunktion-assoziiertes Antigen 1 (LFA-1;
CD11a/CD18), Makrophagen-1 (Mac-1; CD11b/CD18), Integrin aXpf2 (CD11c/CD18) und Integrin DB2
(CD11d/CD18) [297]. Unter physiologischen Bedingungen exprimieren zirkulierende Neutrophile LFA-
1, Mac-1 und CD11d/CD18 [297,298]. Es wurde schon in vitro und in vivo gezeigt, dass Immunkomplex-
stimulierte Neutrophile CD18 fiir ihre Adhasion an Zielstrukturen benétigen. Des Weiteren verhinderte
eine Hemmung der neutrophilen Adhasion Gewebsschaden in experimenteller EBA [227]. AulRerdem
wiesen CD18-defiziente Mdause eine verringerte Rekrutierung von Neutrophilen in die entziindete

Dermis auf und waren resistent gegeniiber der experimentellen EBA [181,299].

Wie erwartet, regulierten hier Immunkomplex-stimulierte Neutrophile in Gegensatz zu unstimulierten
Neutrophilen die CD18 Expression auf ihrer Zelloberflaiche hoch. Zuséatzlich konnten, wie schon
beschrieben [164], isolierte Tregs aus unbehandelten Mausen aus beiden Mauslinien die CD18
Expression auf Neutrophilen herunterregulieren. Im Gegensatz dazu wiesen isolierte Tregs aus Ak-EBA-
Mausen eine deutlich geringere Suppressionsfdhigkeit in Bezug auf die CD18 Expression in
Neutrophilen auf. Tregs aus Ag-EBA-Mausen zeigten gar keine Hemmung der CD18 Expression mehr
auf. Dies bedeutet, dass in experimenteller EBA, Neutrophile durch die abgeschwachte bzw. nicht
vorhandene Hemmung an CD18 durch Tregs vermehrt in die Haut einwandern und an die gebildeten
Immunkomplexe binden kénnen. Dies wiederherum fiihrt zu einer verstarkten Gewebsschadigung und
einem erh6hten Krankheitsgrad. Tregs aus den nicht-erkrankten immunisierten B6.S Mausen waren in
ihrer Wirkung in diesem Versuch nicht von den Tregs aus erkrankten immunisierten Mausen zu
unterscheiden. Dies lasst die Schlussfolgerung nahe, dass die Mechanismen, wie Tregs T Effektorzellen

in ihrer Proliferation und die CD18 Expression auf Neutrophile supprimieren unterschiedlich sind.

Insgesamt konnte anhand der hier durchgefiihrten Co-Kultivierungsexperimente gezeigt werden, dass
Tregs in experimenteller EBA, zumindest in vitro, einen Funktionsverlust in Bezug auf ihrer
Suppressionsfahigkeit von T Effektorzellen und Neutrophilen erfahren. Dies bestatigt auch die
vorhergehenden Ergebnisse, da der Anteil an Tregs in lymphatischen Organen unverdndert und in
lasionaler Haut erhoht war, aber ohne Tregs die Erkrankung signifikant verschlimmert werden wiirde
[164]. Ein Funktionsverlust konnte in Bezug auf PD auch schon in PV-Patienten nachgewiesen werden
[197]. Warum genau die Tregs in experimenteller EBA oder auch in anderen Autoimmunerkrankungen

einen Funktionsverlust erleiden, ist nicht genau bekannt. Eine Idee ist, dass zum Beispiel die
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proinflammatorischen Zytokinen IL-6, IL-1 und IL-21 ein Milieu schaffen, das die Treg-Entwicklung und
-Funktion einschrankt, indem die Expression von FoxP3 von Tregs gesenkt wird. Zusatzlich soll die
Umwandlung von Tregs in Th-dhnliche Zellen beglinstigt werden, was das Gleichgewicht zwischen
Immunregulation und Entziindung in Richtung Entzlindung verschieben konnte [300,301]. So konnte
gezeigt werden, dass unter den Autoimmunbedingungen des Diabetes ein erheblicher Prozentsatz der
Zellen eine instabile Expression von FoxP3 in entziindeten Geweben aufweist. Diese "exFoxP3" T Zellen
sezernierten entziindungsfordernde Zytokine, erwarben einen aktivierten Gedachtnisphdnotyp und
waren in der Lage, nach adoptivem Transfer einen schnell einsetzenden Diabetes auszulésen [302]. Im
Hinblick auf die Umwandlung von Tregs in Th Zellen ist die am besten beschriebene Th-dhnliche Treg-
Untergruppe bei Autoimmunitdt bislang Thl-ahnlichen Tregs. Diese charakterisieren sich mit einer
hochregulierten Expression des Transkriptionsfaktors Thet, der Chemokine CCR5 und CXCR3, einer
stabilen FoxP3-Expression, aufgrund einer hochgradig demethylierten TSDR-Region, und einer
erhohten Produktion an IFN-y. Eine erhéhte Haufigkeit dieser Thl-dhnlichen Tregs wurde in der
Peripherie von Mausmodellen und bei Patienten mit Autoimmunerkrankungen, wie zum Beispiel T1D
[303,304] und MS [304,305] beobachtet. Nach einer Behandlung mit IFN-B konnte die Zahl der IFN-y-
sezernierenden Thl-dhnlichen Tregs bei Personen mit MS aber auf ein physiologisches Niveau wieder
herunterreguliert werden [306,307]. Eine Neutralisierung von IL-12 hingegen fiihrte sogar zu einer
Einschrankung ihrer Bildung [303,308]. Die zweite Th-dhnliche Treg-Untergruppe, die sich bei
Autoimmunkrankheiten bilden kann, sind Th17-dhnliche Tregs. Insbesondere die Identifizierung einer
erhohten Anzahl von IL-17+FoxP3+ Tregs in der Synovialis von Personen mit aktiver rheumatoider
Arthritis legt nahe, dass plastische FoxP3+ Tregs zur Pathogenese der rheumatoiden Arthritis beitragen
[309]. AuRerdem wurden IL-17A+FoxP3+CD4+ Zellen in Hautldsionen von Patienten mit schwerer
Psoriasis [310] beobachtet. Die Ergebnisse bezliglich der Th17-ahnlichen Treg-Suppressionsfunktion,
die aus Patienten mit rheumatoider Arthritis isoliert wurden, sind jedoch recht widerspriichlich, je
nachdem, wo die Tregs isoliert wurden. Obwohl hohe Frequenzen von IL-17-produzierenden Tregs im
peripheren Blut von Patienten mit rheumatoider Arthritis vorhanden waren, waren diese Zellen in der
Lage, die T Zellproliferation in vitro zu unterdriicken. Im Gegensatz dazu verloren Tregs, die aus der
Synovialfllissigkeit von Patienten mit rheumatoider Arthritis isoliert wurden, ihre unterdriickende
Funktion [311]. Ein wichtiger Punkt bleibt daher der Mangel an spezifischen Markern, mit denen sich
nicht nur Tregs von T Effektorzellen, sondern auch von den verschiedenen Untergruppen der Tregs
besser unterscheiden lassen. Da es verschiedene Arten von Tregs gibt, die ein unterschiedliches
Transkriptionsprogramm annehmen, das auf die spezifische Mikroumgebung zugeschnitten ist,
braucht es genetische und epigenetische Ansatze, um ein umfassendes Profil der Tregs in jedem

Kontext erstellen zu kénnen [307]..
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5.4 Adoptiver Treg Transfer bewirkt Veranderungen in zelluldren Signalwegen unter

anderem betreffend der Zellproliferation und Wundheilung in lasionaler Haut

Der funktionelle Phanotyp einer jeden zelluldren Einheit wird weitgehend durch die ihr zugrunde
liegende Genexpression bestimmt. RNA ist fiir die biologischen Prozesse in den Zellen und die Zell-Zell-
Kommunikation von wesentlicher Bedeutung und liefert wichtige Informationen, die direkt mit dem
Phanotyp der Zelle zusammenhangen. Folglich stellt das Transkriptom ein Abbild der aktuellen
biologischen Pfade und Prozesse im untersuchten Material dar. Sequenzierungstechnologien haben
sich als leistungsstarke Instrumente zur Untersuchung genomischer Merkmale erwiesen und wichtige
Erkenntnisse in verschiedenen Forschungs- und klinischen Bereichen geliefert [312,313]. Um Einblicke
in den Mechanismus zu erhalten, wie der adoptive Treg Transfer die klinische Ausbildung der EBA
hemmt, wurden aus ldsionaler Haut der Positivgruppe und der 10° Treg Transfer-Gruppe, sowie aus

nicht-lasionaler Haut unbehandelter C57BL/6 Mé&use totale RNA isoliert und sequenziert.

Es zeigte sich, dass die Expression von 429 Genen in ldsionaler Haut der 10° Treg Transfer-Gruppe in
Vergleich zur Genexpression in ldsionaler Haut der Positivgruppe unterschiedlich war. Vor allem Gene
innerhalb zelluldrer Signalwege betreffend der Mitose-(M) Phase des Zellzyklus, des Proteintransports
vom und zum Golgi, sowie der MAPK-Familie Signalkaskaden waren herunterreguliert. So spielen zum
Beispiel MAPK-Familie Signalkaskaden eine wichtige Rolle in komplexen zelluldren Prozessen, wie der
Proliferation, Differenzierung, Entwicklung, Transformation und Apoptose von Zellen [314]. Ebenso
zeigt die Hochregulierung der Gene der M Phase eine erhdhte Zellteilungsaktivitat an und der erhohte
intra-zellulare Proteintransport die Bereitstellung der, flr eine Proliferation notwendige, zelluldren
Baustoffe [315]. Dies weist insgesamt auf eine erhohte Proliferation in lasionaler Haut der
Positivgruppe hin, als in ldsionaler Haut von Mausen, welche Tregs adoptiv transferiert bekamen.
Hingegen zeigte sich eine Hochregulierung von Genen innerhalb der zelluldren Signalwege der
Degradation der extra-zelluldren Matrix, wie auch der TP53 Regulation. Die extra-zellulare Matrix ist
eine hochdynamische Struktur, die standig einem Umbauprozess unterliegt, bei dem Komponenten
abgelagert, abgebaut oder anderweitig verandert werden. Die Dynamik der extra-zellularen Matrix ist
fir die Umstrukturierung der Gewebestruktur unverzichtbar. Dabei ist der Umbau ein wichtiger
Mechanismus fiir Prozesse, wie zum Beispiel der Wundheilung [316]. TP53 wiederherum codiert fir
den Tumorsuppressor p53, welcher eine bedeutende Rolle in zahlreichen zelluldren Antworten besitz.
So mitreguliert p53 den Zellzyklus-Stopp, die Apoptose, Seneszenz und den Stoffwechsel. Neben
diesen bekannten Funktionen von p53 gibt es immer mehr Belege dafiir, dass p53 auch angeborene
und adaptive Immunreaktionen reguliert. So ist p53 in der Lage das angeborene Immunsystem durch
sezernierende Faktoren zu beeinflussen, die zum Beispiel die Makrophagenfunktion modulieren
kénnen, um eine pro-inflammatorischen Reaktion zu unterdriicken [317]. Dies zeigt, dass in lasionaler
Haut von Mausen, welche mittels adoptiven Treg Transfer therapiert worden sind, verstarkt
Wundheilung stattfand und daher auch insgesamt weniger Ldsionen am Endtag des Versuches zu
finden waren als in nicht-therapierten Mausen. Zusatzlich waren zelluldre Signalwege verstarkt,

welche Entziindungsprozesse mit modulieren und unterdriicken kénnen.
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Neben der unterschiedlichen Regulation dieser zahlreichen Gene fiir die oben genannten Signalwege
konnte speziell auch die Hochregulierung von Ccr4 und die Herunterregulierung von Cxcl12 festgestellt
werden. CCR4 wird von zahlreichen Immunzellen, insbesondere unterschiedlichen T Zellpopulationen
exprimiert [318]. Jedoch vor allem in die Haut einwandernde Tregs sind durch die Expression des CCR4
definiert und auf dessen Expression angewiesen. So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass ohne
CCR4 Tregs deutlich schlechter in der Lage sind sich in der Haut anzureichern [319,320]. Dieses
Ergebnis steht im Einklang mit der erhohten Anzahl an Tregs in lasionaler Haut nach adoptiven
Transfer: da die Tregs fir das Einwandern in die Haut CCR4 exprimieren miissen, sind die in der Haut
sich befindenden Tregs wahrscheinlich alle zum grofRen Teil CCR4+. Dies kdnnte ebenfalls in

vertiefenden Experimenten weiterverfolgt werden.

CXCL12 ist ein wichtiges Chemokin, welches eine entscheidende Rolle in vielen homdostatischen
Prozessen wie Neurogenese, Embryogenese, Angiogenese, Lymphopoese sowie
Entziindungsprozessen spielt. Der Rezeptor fiir dieses Chemokin ist zu einem CXCR4. Die Bedeutung
dieses Rezeptors und damit auch CXCL12 wird durch die Entdeckung einer stdandig wachsenden Zahl
von Zelltypen unterstrichen, die ihn auf ihrer Oberflaichenmembran exprimieren. Darunter sind die
meisten Leukozyten-Untergruppen, hamatopoetische Vorlaufer- und Stammzellen, die im
Blutkreislauf zu finden sind, sowie Zellen der lymphatischen Organe wie Knochenmark, Thymus und
Lymphknoten [321]. Fir diese Arbeit interessant: auch Neutrophile exprimieren CXCR4 und reagieren
damit auf CXCL12 [322]. So ist eine Bindung von CXCL12 an CXCR4 ein wichtiges Zurickhaltesignal fur
die Freisetzung von Neutrophilen in den Blutkreislauf aus hamatopoetischen Geweben. Aber ebenso

verhindert dieses Signal auch die Auswanderung von Neutrophilen aus entziindeten Gewebe [323].

Im Einklang mit der geringeren Expression an Cxcl12, der Expression von CXCR4 auf Neutrophilen und
dem geringeren Vorkommen dieser Zellen in lasionaler Haut mit transferierten Tregs behandelten
Mause, konnte in diesen Mausen eine Herunterregulierung der MAPK-Familie Signalkaskaden
festgestellt werden. So konnte schon gezeigt werden, dass eine Aktivierung lber CXCR4 in eine
Signaltransduktion {iber, wenn nicht auch ausschlieRlich, p38 MAPK fiihrt und dieser
Signaltransduktionsweg die Migration der Neutrophile mit beeinflusst [324,325]. Eine Blockierung des
p38 MAPK Signalweges verhindert sogar Chemotaxis von Neutrophile [326]. Zwar haben MAPK-
Signaltransduktionswege auch eine Bedeutung in Tregs, wie die Generierung von peripheren Tregs in
Geweben, jedoch scheinen sie kein Rolle in der Suppressionsfahigkeit der Tregs zu spielen [327]. Da in
diesem Fall durch den Transfer auch nicht unbedingt neue periphere Tregs in der Haut gebildet werden

mussten, konnte die geringere MAPK-Signaltransduktion auch davon mitbeeinflusst worden sein.

Zusammengefasst heilt das, dass durch den adoptiven Transfer der Tregs nicht nur vermehrt
Wundheilung und eine verstarkte Unterdriickung entzlindlicher Prozesse stattfand, sondern auch
insgesamt weniger Neutrophile, dank der Herunterregulierung von CD18 durch die Tregs und dem
geringeren Vorhandensein an Thrombozyten, in die Haut einwanderten. Zusatzlich konnten die
eingewanderten Neutrophile auch leichter auf Grund der geringeren Konzentration an CXCL12 wieder

aus der Haut auswandern. Ob die geringere Expression an CXCL12 ein direkter oder indirekter Effekt
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des adoptiven Transfers war, misste jedoch noch untersucht werden. So kdnnten zum Beispiel Tregs
CXCL12-exprimierenden Zellen supprimiert haben oder der geringere Entziindungsgrad dank der Tregs

konnte zur Folge haben, dass weniger CXCL12 der entsprechenden Zellen exprimiert wurden.
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6 Schlussfolgerung und Ausblick

Insgesamt konnte in dieser Arbeit die Rolle der Tregs in der Effektorphase der EBA genauer untersucht
werden. Zundchst scheint die Regulation der Tregs in dieser Autoimmunerkrankung nicht auf Grund
einer geringeren Zellzahl verloren zu gehen, sondern {ber einen Funktionsverlust der
Suppressionsfahigkeit von Effektorzellen. So konnte gezeigt werden, dass isolierte Tregs aus EBA-
induzierten Mausen in vitro T Effektorzellen in ihrer Proliferationsrate signifikant geringer hemmen
und die CD18 Expression auf Neutrophilen ebenso signifikant weniger herunterreguliert wird.
Interessanterweise besaRen Tregs aus Ag-EBA-Mausen, welche keinen klinischen Phanotyp
ausbildeten, eine signifikant hoheren Suppressionseffekt auf T Effektorzellen. Dies deutet auf eine
weitere wichtige allgemeine Funktion der Tregs auf eine Ausbildung der EBA hin. Weitere Experimente
dieser Mause betreffend sind noch notwendig, aber moglicherweise spiegelt sich diese erhdhte
Suppressionsfahigkeit der Tregs auch genomisch wider und lasst in Zukunft schon im Vorhinein
bestimmen, ob sich eine experimentelle EBA induzieren lasst oder nicht. Ebenso besteht die Frage, ob
diese Mause auf Grund ihrer Tregs auch vor weiteren Autoimmunerkrankungen geschiitzt sind.
Zusatzlich muss anschlieBend im Menschen getestet werden, ob sich die gewonnenen Erkenntnisse

aus der Maus Ubertragen lassen.

Des Weiteren wurden zwei Therapieansdtze mit Tregs im Ak-EBA-Mausmodell als mogliche
Behandlungsoptionen der Effektorphase der EBA getestet: eine auf IL-2 basierende Expansion der
endogenen Tregs mittel niedrig-dosiertem IL-2 oder einem IL-2 Antigen-/Antikérperkomplexes bzw.
ein praventiver adoptiver Transfer von Tregs. Die auf IL-2 basierende Therapie konnte den klinischen
Phanotyp der EBA nicht verbessern, da anscheinend kein optimales Behandlungsschema gefunden
werden konnte. Eine niedrige Konzentration des IL-2 Antikorperkomplexes konnte keine stabile
Expansion der Treg-Population bewirken und eine hohere Gabe des Komplexes bewirkte neben der
Expansion der Tregs ebenfalls eine Erhéhung von weiteren Effektorzellen. Dies hatte zur Folge, dass
das Verhiltnis von Tregs zu Effektorzellen weiterhin unginstig fiir die Tregs stand und sich die EBA
letztendlich verschlimmerte. Durch mégliche Anderungen des Therapieplans, wie lingere Gabe der
niedrigeren Konzentration des IL-2 Antikorperkomplexes oder einer Anpassung des niedrig-dosiertem
IL-2 konnte dies gegebenenfalls noch gedndert werden. Ebenfalls wadre es moglich Rapamycin
zusatzlich zum IL-2 Antikérperkomplex mit zu verabreichen, welches bewiesener mafRen die
Proliferation von T Effektorzellen inhibiert, aber gleichzeitig auch die Expansion an Tregs langanhaltend
verstarkt [256].

Der adoptive Treg Transfer hingegen zeigte eine erfolgreiche Unterdriickung des klinischen Phanotyps.
Weitere Versuche ergaben, dass zwar die Autoantikdrperbindung und Komplementaktivierung nicht
beeintrachtig wurde, die injizierten Tregs jedoch bevorzugt in die Haut einwanderten und dort wirkten.
Zusatzlich konnte im Blut die Anzahl an Eosinophile und Thrombozyten signifikant reduziert werden.
Den grofiten Effekt zeigte sich jedoch auf die Neutrophile, den Haupteffektorzellen der Ak-EBA:

behandelte Mause wiesen signifikant weniger Neutrophile in ldsionaler Haut auf als eine positive
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Kontrollgruppe, was im Einklang mit den Erhobenen in vitro Daten steht. Ebenso konnte mittels RNA-
Sequenzierung ein signifikanter Riickgang der CXCL12 Expression in der Haut nachgewiesen werden,
ein Chemokin das mitverantwortlich fiir den Riickhalt der Neutrophile im entziindeten Gewebe ist
[323]. Zusatzlich wurden ebenfalls MAPK-Signaltransduktionswege, welche auch die Chemotaxis der
Neutrophilen positiv regulieren [324,325], in dieser Gruppe in lasionaler Haut herunterreguliert, sowie
zelluldre Signalwege, die eine Proliferation der Zelle bewirken. Hingegen wurden Signalwege
betreffend der Reparatur der extra-zelluldaren Matrix hochreguliert, wie auch die Regulation von TP53,
welches in der Lage ist, pro-inflammatorische Reaktionen durch Modulation des angeborenen
Immunsystems zu unterdriicken [317]. Die Effektorphase der Ak-EBA wurde also moéglicherweise durch
die Stérung der Migration der Neutrophilen und der Hemmung der Proliferation der T Effektorzellen
in die Haut dank des adoptiven Treg Transfers erfolgreich inhibiert. Zusatzlich wurde die Wundheilung
gefordert und die Bildung eines pro-inflammatorisches Milieus gehemmt. Ob diese Therapieoption
jedoch auch bei einer schon ausgepragten EBA funktionieren wirde, ist noch offen. Auch ware diese
Behandlungsmethode wahrscheinlich deutlich schwieriger in Patienten zu etablieren als eine auf
niedrig-dosierten IL-2 bzw. IL-2 Antikérperkomplexen beruhende Treg-Therapie. Das groRte Problem
wirde wahrscheinlich sein, dass zum einen ja autologe Tregs transferiert werden missten, welche
jedoch auf Grund ihres zuvor gegangenen Funktionsverlusts zunachst selbst ,therapiert” werden
missten. Dies wurde jedoch auch schon erfolgreich gelost indem zum Beispiel isolierte Tregs zunachst
in einer Kombination aus Rapamycin und IL-2 ex vivo expandiert worden sind und anschliefend durch
gleichzeitige subkutane Gabe an IL-2 i.v. adoptiv transferiert worden sind [258]. Insgesamt stellt der
adoptive Treg Transfer eine interessante Option zur Behandlung der EBA und weiterer

Autoimmunerkrankungen dar.
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Tab. Al: Belastungstabelle der Mause des Therapieversuches mit niedrigdosiertem IL-2 bzw- IL-2-

Antikorperkomplexes im Ak-EBA-Mausmodell. Auflistung der Einordnung der einzelnen Mause in ihrer

jeweiligen Gruppe, ihrer ID, Geschlechts und der zugehdrigen Mauslinie mit ihrem Gewicht vor Beginn des

Versuches und am Ende des Versuches, der mit EBA prozentualen betroffenen Korperoberfliche am Endtag,

sowie die gesamte Endbelastung am Ende des Versuches. Dabei ergibt eine Endbelastung zwischen 1-10 eine

geringe, zwischen 11-20 eine mittlere und eine (iber 20 eine schwere Gesamtbelastung.

Experimental-  Maus- Ge- Mauslinie Ag:f:;ist' geE\:llidc-ht EBA-Wert am End-
Gruppe ID schlecht (&) (&) Endtag (%) belastung
1 uszn kL;)zl (i M8 93600 ¢ BG-F(clx/E[):)-GFP 20 20 0,68 .
! “fnkt;zl(_g 8 92970 f BG'F(C:LX/F:;' GFP 24 20 3,93 13
. “fnkt;zl(_g M8 93613 m Bs'F(clx/Ft’;’)' GFP 21 20 7,79 8
! “fnkt;zl(_g 8 93603 m Bs'F(clx/Ft’;’)' GFP 22 18 3,44 13
1 ui l:t_;2| (2 M8 95104 ¢ B6—F((1x/,:t)§)—GFP 51 50 214 .
1 ui LAL; (g M8 95180 ¢ B6—F((1X/§)—GFP 53 50 5 47 -
1 ui LAL; (g M8 95101 m B6—F((1X/§)—GFP - - 6,85 -
1 ui LAL; (g M8 95180 m B6—F((1X/§)—GFP )8 ’6 6,18 .
1’5;51IAL£,2|L/_250 92969 ¢ B6-F(c1r></i)§)-GFP " - 550 "
1,5;:]:{)2“/_250 92198 ¢ B6-F(cix/pt)g)-GFP 20 - 5,90 .
1,5;:]:{)2“/_250 93612 m B6-F(cix/pt)g)-GFP " 18 7 64 "
lﬁgurfnlALt;zlL/-zs ° 93605 m B6_F(clx/?;)_ GFP 19 20 5,27 7
lﬁguril\Lt;zlL/-zs ° 93602 m BG-FZX/F;;- or 21 20 5,34 8
nguilALk-)ZlL/_ZS ° o219 f BG-F(T(/F:;- or 15 16 7,80 7
Lpstguri/l;k;zu/-zs ° oass f BG-FZX/F:;- or 22 22 6,27 7
1’5;;’1::'(_ 25 % 92190 m BG'F(iX/Ft’;' GFP 26 24 5,98 12
1’5;51::'(_ ;’ O 9183 m BG'F(iX/'Ct’;’)' GFP 29 26 6,14 12
gg_'gggirus) 92197 f BG'F(iX/'[t’;’)' GFP 22 20 6,86 12
ggg;girus) 92195 f BG'F(iX/Ft’g’)' OFF 3 22 3,21 4
gg;;girus) 93606 m BG'F(iX/Ft’;’)' GFP 21 21 0,10 1
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Proleukin S
(25.000 1U)
Proleukin S
(25.000 1U)
Proleukin S
(25.000 1U)
Proleukin S
(25.000 1U)
Proleukin S
(25.000 1U)
Proleukin S
(25.000 1U)

PBS
PBS
PBS
PBS
PBS
PBS
PBS
PBS

PBS

92968

92192

92188

92184

92181

92179

93607

93598

92967

93601

92196

93604

92189

92187

92186

B6-Foxp3-GFP
(+/tg)
B6-Foxp3-GFP
(+/tg)
B6-Foxp3-GFP
(+/tg)
B6-Foxp3-GFP
(+/tg)
B6-Foxp3-GFP
(+/tg)
B6-Foxp3-GFP
(+/tg)
B6-Foxp3-GFP
(+/+)
B6-Foxp3-GFP
(+/+)
B6-Foxp3-GFP
(+/+)
B6-Foxp3-GFP
(+/tg)
B6-Foxp3-GFP
(+/tg)
B6-Foxp3-GFP
(+/tg)
B6-Foxp3-GFP
(+/tg)
B6-Foxp3-GFP
(+/tg)
B6-Foxp3-GFP
(+/tg)

27

21

23

23

26

23

24

20

28

21

24

22

21

32

26

18

22

22

22

22

20

20

26

20

22

20

20

28

26

5,34

3,23

2,22

5,43

6,01

1,56

3,34

5,62

5,00

3,70

4,56

3,58

1,67

4,09

5,57

13

17

11

10

13

12

Tab. A2: Belastungstabelle der Mause des Therapieversuches mit adotpiven Treg Transfer im Ak-EBA-

Mausmodell. Auflistung der Einordnung der einzelnen Mause in ihrer jeweiligen Gruppe, ihrer ID, Geschlechts

und der zugehdérigen Mauslinie mit ihrem Gewicht vor Beginn des Versuches und am Ende des Versuches, der

mit EBA prozentualen betroffenen Kérperoberflache am Endtag, sowie die gesamte Endbelastung am Ende des

Versuches. Dabei ergibt eine Endbelastung zwischen 1-10 eine geringe, zwischen 11-20 eine mittlere und eine

Uber 20 eine schwere Gesamtbelastung.

Experimental- Maus- Mauslinie Anfangs- End- EBA-Wert am End-
Gruppe ID gewicht (g) gewicht(g) Endtag (%) belastung
1x106 Tregs 97183 B6-Foxp3-GFP 26 24 0,70 7
(+/+)
1x106 Tregs 97994 B6-Foxp3-GFP 22 21 5,66 7
(+/+)
1x106 Tregs 97197 B6-Foxp3-GFP 32 30 0,80 8
(+/+)
1x106 Tregs 101430 C57BL/6!—AG 23 20 2,42 17
Ludwig
1x106 Tregs 101424 C57BL/6!—AG 23 23 2,62 2
Ludwig
1x106 Tregs 101426 C57BL/6%_AG 30 25 2,90 17
Ludwig
1x106 Tregs 103000 C57BL/6!—AG 23 21 4,81 12
Ludwig
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1x106 Tregs

1x106 Tregs

0,5x106 Tregs

0,5x106 Tregs

0,5x106 Tregs

0,5x106 Tregs

0,5x106 Tregs

0,5x106 Tregs

0,5x106 Tregs

0,5x106 Tregs

0,5x106 Tregs

0,2x106 Tregs

0,2x106 Tregs

0,2x106 Tregs

0,2x106 Tregs

0,2x106 Tregs

0,2x106 Tregs

0,2x106 Tregs

0,2x106 Tregs

0,2x106 Tregs

PBS

PBS

PBS

PBS

PBS

PBS

PBS

102920

102916

97182

97179

97196

101431

101425

101427

103001

102921

102917

97184

97178

97194

101434

101428

101432

103002

102922

102918

97185

97181

97190

101435

101429

101433

103003

C57BL/6J_AG
Ludwig
C57BL/6J_AG
Ludwig
B6-Foxp3-GFP
(+/+)
B6-Foxp3-GFP
(+/+)
B6-Foxp3-GFP
(+/+)
C57BL/6J_AG
Ludwig
C57BL/6J_AG
Ludwig
C57BL/6J_AG
Ludwig
C57BL/6J_AG
Ludwig
C57BL/6J_AG
Ludwig
C57BL/6J_AG
Ludwig
B6-Foxp3-GFP
(+/+)
B6-Foxp3-GFP
(+/+)
B6-Foxp3-GFP
(+/+)
C57BL/6J_AG
Ludwig
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Abb. Al: Kein Unterschied des EBA-Scores der Ohren der nach adoptiven Treg Transfer zur Positivkontrolle an
Tag Zwolf. Abbildung der mit EBA betroffenen prozentualen Flache der Ohren der einzelnen Therapiegruppen
(0,2x10°, 0,5x10%und 10°Tregs) und der Positivgruppe (PBS) an Tag Zwdlf (Endtag des Versuches) nach erstmaliger
Injektion des mCOL7¢%T IgGs zur Induktion der Ak-EBA. Es ergab sich kein statistischer Unterschied zwischen den

einzelnen Gruppen. Ak-EBA: Antikorpertransfer-induzierte Epidermolysis bullosa acquisita.
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Abb. A2: Gating-Strategie des durchflusszytomtrischen Panels fiir die Identifikation von Tregs und
Granulozyten am Beispiel einer Probe vom mesenterialen Lymphknoten. Fiir die Erfassung von Tregs und
Granulozyten wurden Zellen aus Blut, mesenterialen Lymphknoten, Milz und ldsionaler Haut von den
Therapiegruppen (10° transferierte Tregs, 1 pg IL-2 / 5 pg anti-IL-2 mAk; 1,5 pg IL-2 / 50 pg anti-IL.-2 mAk und
25.000 IU Proleukin S) und der jeweiligen Positivkontrolle (PBS) am Durchflusszytomteter gemessen. Die Zellen
wurden zunéachst in einem FSC-A und SSC-A Plot betrachtet und gegatet (Scatter). Im Scatter liegende Zellen
wurden mittels eines FSC-A gegen FSC-H Plot auf Einzelzellen gegatet und anschlieRend mit einem fixierbaren
Lebend-Todfarbstoff (BD780-A) auf tote Zellen gefarbt. Nur lebende Zellen (negatives Signal fiir BD780) wurden
anschlieRend einmal auf Ly6G PE-Cy7-A und Ly6C VioGreen-A fiir Granulozyten und auf CD4 VioBlue-A fir T
Zellen gegatet. Von den CD4+ Zellen wurden mittels einer Gegentiberstellung von CD25 PE-A und FoxP3 APC-A T
Effektorzellen (CD25+FoxP3-) und Tregs (CD25+FoxP3+) voneinander unterschieden. Tregs wurden zuletzt noch
in einem SSC-A — Helios PE-Vio615-A Plot auf eine positive Helios-Expression untersucht. A: area (Flache); H:
heigth (Hohe).
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Abb. A3: Beispiel des Gatings der T Helferzellen (Th) Klassen an einer Probe von einem mesenterialen
Lymphknoten. Zur Analyse der Th Zellen wurden Zellen aus Blut, mesenterialen Lymphknoten, Milz und
lasionaler Haut von den Therapiegruppen (10° transferierte Tregs, 1 ug IL-2 / 5 pg anti-IL-2 mAk; 1,5 ug IL-2 / 50
pg anti-IL-2 mAk und 25.000 IU Proleukin S) und der jeweiligen Positivkontrolle (PBS) am Durchflusszytomteter
gemessen. Die Zellen wurden zunachst in einem FSC-A und SSC-A Plot betrachtet und gegatet (Scatter). Im
Scatter liegende Zellen wurden mittels eines FSC-A gegen FSC-H Plot auf Einzelzellen gegatet und anschlieRend
mit einem fixierbaren Lebend-Todfarbstoff (BD620-A) auf tote Zellen gefarbt. Nur lebende Zellen (negatives
Signal fir BD620) wurden anschlieBend auf CD8+ und CD4+ T Zellen in einem CD4 APC-A und CD8 VioGreen-A
Plot gegatet. CD4+ T Zellen wurden entweder auf CXCR3+ (SSC-A vs CXCR3 APCFire 750-A) bzw. CCR4+ (SSC-A vs
CCR4 PE-Cy7-A) Zellen gegatet. Vom ersteren Gate wurden Th1 Zellen mittels eines CCR6 BV421-A und CCR4 PE-
Cy7-A Plot (Th1 fir beide Marker negativ) und vom zweiten Gate wurden in einem CCR6 BV421-A und CXCR3
APCFire 750-A Plot einmal Th2 Zellen (CXCR3-CCR6-) und Th17/Th22 Zellen (CXCR3-CCR6+) erfasst. A: area
(Flache); H: heigth (Hohe). Th: T Helferzelle.
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Abb. A4: Gating-Reihenfolge fiir die Erfassung von M1 und M2 Makrophagen mittel Durchflusszytometrie am

Beispiel einer Probe aus der Milz. Makrophagen aus Blut, mesenterialen Lymphknoten, Milz und lasionaler Haut

von den Therapiegruppen (10° transferierte Tregs, 1 ug IL-2 / 5 ug anti-IL-2 mAk; 1,5 pg IL-2 / 50 pg anti-IL-2 mAk

und 25.000 IU Proleukin S) und der jeweiligen Positivkontrolle (PBS) wurden am Durchflusszytomteter gemessen.

Die Zellen wurden zunéachst in einem FSC-A und SSC-A Plot betrachtet und gegatet (Scatter). Im Scatter liegende

Zellen wurden mittels eines FSC-A gegen FSC-H Plot auf Einzelzellen gegatet und anschlieBend mit einem

fixierbaren Lebend-Todfarbstoff (BD620-A) auf tote Zellen gefarbt. Nur lebende Zellen (negatives Signal fir
BD620) wurden anschlieBend in einem SSC-A — CD11b BV510-A Plot auf CD11lb+ Zellen gegatet. Zur
Unterscheidung von M1 und M2 Makrophagen wurden CD11b+ Zellen einmal in einem Nos2 PE-A (iNOS) vs TNF-
o PE-Cy7-A Plot (M1 positiv fiir beide Marker) und in einem CD206 BV421-A vs Argl APC-A Plot (M2 positiv fir
beide Marker) betrachtet. A: area (Flache); H: heigth (Hohe). M: Makrophagenpopulation.
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Abb. A5: Gating-Strategie des durchflusszytometrische Panels fiir die Messung der Zytokine IL-4, IL-10 und IFNy
innerhalb von CD4+ T Zellen am Beispiel einer Blutprobe. IL-4-, IL-10- und IFN-y-produzierende CD4+ T Zellen
aus Blut, mesenterialen Lymphknoten, Milz und ldsionaler Haut von den Therapiegruppen (10° transferierte
Tregs, 1 ugIL-2 /5 pug anti-IL-2 mAk; 1,5 pg IL-2 / 50 pg anti-1L-2 mAk und 25.000 IU Proleukin S) und der jeweiligen
Positivkontrolle (PBS) wurden am Durchflusszytomteter gemessen. Die Zellen wurden zunéachst in einem FSC-A
und SSC-A Plot betrachtet und gegatet (Scatter). Im Scatter liegende Zellen wurden mittels eines FSC-A gegen
FSC-H Plot auf Einzelzellen gegatet und anschlieRend mit einem fixierbaren Lebend-Todfarbstoff (BD780-A) auf
tote Zellen gefarbt. Nur lebende Zellen (negatives Signal fiir BD780) wurden anschlieRend auf CD45+CD4+ T
zellen (CD45 VioGreen-A vs CD4 PerCP-A Plot) gegatet. Von diesen Zellen ausgehend wurde jeweils auf die
positiven Signale der jeweiligen Zytokine (IL-4 PE-Cy7-A, IL-10 APC-A und IFN-y PE-A jeweils gegen SSC-A) gegatet,
um die Zytokin produzierenden CD4+ T Zellen zu erfassen. A: area (Flache); H: heigth (Hohe). IL: Interleukin; INF:

Interferon.
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Tab. A3: Liste der signifikant verdnderten Gene der sequenzierten totalen RNA aus Haut. Auflistung der 429

verdnderten Gene aus lasionaler Haut nicht-behandelter und mit 10° adoptiv transferierten Tregs behandelten

Mause aus dem Ak-EBA-Mausmodell und aus gesunder Haut unbehandelter Mause, welche in beiden

Vergleichen zwischen ldsionaler nicht-behandelter Mause und nicht-ldsionaler Haut gesunder Mause, sowie

zwischen beiden Gruppen der ldsionalen Hauten signifikant in ihrer Expression verdandert waren.

log2FoldChange p-Wert angepasster p-Wert

lisional vs lasional lisional vs lasional lisional vs lasional
Ryrl 1,15E+04 -7,50E+00 = -2,15E+01 1,06E-07 5,15E-24  2,64E-06 8,43E-20
Draxin 1,19E+02 6,52E+00 = -4,22E+00 2,49E-48 2,61E-23  4,08E-44 2,13E-19
Fibin 3,94E+02 3,08E+00 = -2,86E+00 4,16E-14 3,20E-10 4,66E-12 3,75E-07
l1rl 1,06E+03 1,29E+00 = -2,11E+00 1,11E-05 4,64E-10 1,57E-04 4,22E-07
Lpinl 2,04E+02 -1,61E+00 -7,82E+00 2,47E-03 3,20E-09 1,46E-02 2,49E-06
Rdh10 3,57E+02 1,70E+00 = -1,33E+00 5,12E-14 3,01E-08 5,59E-12 1,82E-05
Unc93a 1,27E+01 2,68E+00 = -6,76E+00 5,40E-06 3,98E-08 8,50E-05 2,19E-05
Ptgfrn 2,19E+03 7,78E-01 = -1,54E+00 1,18E-03 4,27E-08 8,06E-03 2,19E-05
Scoc 4,73E+01 -1,10E+00 = -6,37E+00 7,72E-03 1,16E-07 3,53E-02 5,28E-05
Pcsk5 6,39E+02 4,18E+00  -3,45E+00 2,76E-12 1,28E-07 2,09E-10 5,39E-05
Atplb2 1,50E+02 -2,60E+00  -6,61E+00 1,28E-05 1,56E-07 1,78E-04 6,09E-05
Saal 7,96E+01 6,78E+00 = -5,20E+00 6,26E-13 1,66E-07 5,54E-11 6,31E-05
Tbx5 1,29E+01 2,24E+00 -6,63E+00 4,16E-04 3,55E-07 3,44E-03 1,21E-04
Chil 1,11E+03 -1,55E+00 = -1,53E+00 4,33E-08 5,33E-07 1,19E-06 1,68E-04
Rtn4rl2 2,94E+01 2,20E+00  -4,45E+00 2,08E-04 6,39E-07 1,93E-03 1,97E-04
Slc38a4 2,87E+02 -1,33E+00 = -7,55E+00 2,02E-02 7,69E-07 7,43E-02 2,21E-04
Tbx18 1,05E+02 2,91E+00 -2,16E+00 6,10E-12 9,34E-07 4,32E-10 2,55E-04
Emilinl 5,24E+02 3,29E+00 = -2,20E+00 9,35E-14 1,17E-06  9,56E-12 3,04E-04
Slit3 6,85E+02 1,25E+00  -1,79E+00 1,32E-04 1,15E-06 1,32E-03 3,04E-04
Flg2 1,41E+03 -3,55E+00 = -6,51E+00 5,18E-05 1,50E-06 5,96E-04 3,77E-04
Col12al 1,91E+03 5,24E+00  -2,83E+00 1,92E-19 1,93E-06 6,42E-17 4,64E-04
Nosip 2,42E+01 -8,92E-01 = -5,51E+00 2,27E-02 2,65E-06  8,08E-02 5,86E-04
Angptl2 1,61E+03 1,14E+00 -1,66E+00 3,25E-04 2,81E-06 2,79E-03 6,14E-04
Kdelr2 1,30E+03 1,17E+00 = -8,02E-01 3,89E-11 3,44E-06  2,25E-09 7,04E-04
Ikbip 3,95E+02 1,84E+00 = -1,80E+00 9,36E-07 4,55E-06 1,86E-05 8,77E-04
Creb3I2 7,52E+02 6,88E-01 = -1,33E+00 6,59E-03 5,27E-06  3,13E-02 1,00E-03
Vasn 7,61E+02 6,78E-01 = -1,34E+00 8,44E-03 6,37E-06  3,78E-02 1,13E-03
Cdk5rap2 1,87E+02 6,74E-01 ~ -1,33E+00 8,41E-03 7,32E-06  3,77E-02 1,26E-03
Srp14 4,56E+01 2,23E+00 = -5,02E+00 1,73E-03 8,93E-06 1,10E-02 1,49E-03
Crtap 9,76E+02 1,04E+00 = -6,60E-01 1,79E-11 9,24E-06 1,11E-09 1,53E-03
Selenof 2,83E+03 8,46E-01 = -7,29E-01 7,68E-07 1,12E-05 1,56E-05 1,79E-03
Mdk 2,24E+01 1,54E+00 @ -6,74E+00 1,56E-02 1,20E-05 6,09E-02 1,86E-03
Bpnt2 1,39E+03 -6,59E-01 = -7,62E-01 1,74E-04 1,31E-05 1,65E-03 1,94E-03
Scn2a 6,63E+01 -1,24E+00 = -5,66E+00 1,92E-02 1,49E-05 7,18E-02 2,11E-03
Slc16a2 3,48E+02 6,47E-01  -1,49E+00 2,31E-02 1,48E-05 8,19E-02 2,11E-03
Ckap4 2,19E+03 2,03E+00 = -1,24E+00 7,58E-12 1,63E-05 5,24E-10 2,25E-03
Magehl 1,27E+02 8,90E-01  -1,23E+00 8,16E-04 1,94E-05 5,97E-03 2,63E-03
Pkd2 9,85E+02 1,18E+00 = -1,19E+00 1,97E-05 2,06E-05 2,61E-04 2,74E-03
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Sulfl
Col24al
Cxcl12
Meox1
Ssrl
P3h1
Prokr2
Sele
Daam1
Pdgfra
Nat8
Hhipll
Mxra8
Sfrp2
Adamts12
Man2al
Slc39al4
Brinp3
LoxI3
Zfp956
Ptx3
Tmem94
Kennl
Tram2
Pdella
Col4al
Park7
Thyl
Srpx2
Inpp5b
Mmrn2
Cyyrl
Ecrgd
Sema7a
Prga
Plvap
Gnail
Pigk
Plekhga
Nptxr
Hs2stl
Htrlb
Erg
Hspd1l-ps4
Erlin2
Necapl
Rtn4rll

1,23E+02
1,12E+02
3,11E+03
8,59E+01
2,52E+03
5,16E+02
2,92E+01
1,05E+02
7,19E+01
4,01E+01
7,17E+00
2,87E+02
1,64E+03
9,11E+02
2,65E+02
1,43E+03
2,43E+01
2,92E+01
2,53E+02
2,87E+01
2,27E+02
5,89E+01
2,74E+01
2,89E+02
1,72E+01
5,05E+03
7,50E+01
2,26E+03
7,98E+01
6,54E+02
2,75E+02
2,25E+02
1,97E+01
6,67E+02
8,36E+02
1,47E+03
1,00E+03
6,28E+02
7,25E+01
1,40E+02
5,01E+02
3,87E+01
8,55E+00
4,16E+01
8,38E+02
3,39E+02
1,72E+02

1,60E+00
3,61E+00
2,13E+00
1,84E+00
9,23E-01
2,45E+00
7,00E+00
2,54E+00
-1,46E+00
4,30E+00
3,05E+00
5,41E+00
1,79E+00
2,97E+00
2,76E+00
1,03E+00
1,90E+00
5,13E+00
2,97E+00
-1,13E+00
1,44E+00
-1,62E+00
-1,16E+00
1,12E+00
3,04E+00
1,98E+00
-1,07E+00
1,43E+00
2,14E+00
-7,92E-01
1,38E+00
1,07E+00
2,09E+00
2,16E+00
3,42E+00
2,18E+00
-1,06E+00
6,25E-01
5,74E+00
1,14E+00
6,30E-01
3,28E+00
1,47E+00
-2,14E+00
-6,34E-01
4,87E-01
-7,03E-01

-2,63E+00
-1,98E+00
-2,24E+00
-1,83E+00
-7,31E-01
-1,08E+00
-2,69E+00
-3,71E+00
-5,12E+00
-6,56E+00
-5,02E+00
-1,73E+00
-1,39E+00
-3,04E+00
-1,57E+00
-1,21E+00
-3,63E+00
-4,35E+00
-1,70E+00
-4,27E+00
-2,30E+00
-4,44E+00
-4,17E+00
-8,70E-01
-2,16E+00
-1,41E+00
-2,76E+00
-1,08E+00
-3,10E+00
-7,08E-01
-1,40E+00
-1,44E+00
-2,11E+00
-7,93E-01
-3,69E+00
-1,32E+00
-6,56E-01
-9,17E-01
-1,68E+00
-9,94E-01
-7,13E-01
-2,00E+00
-3,75E+00
-3,02E+00
-5,36E-01
-5,26E-01
-1,08E+00

1,39E-03
1,22E-12
2,74E-05
1,70E-05
9,07E-07
9,30E-18
2,72E-12
4,89E-04
1,17E-02
4,66E-04
5,22E-04
1,71E-25
1,65E-06
4,20E-05
3,56E-10
7,49E-04
2,66E-03
3,41E-06
2,05E-09
2,28E-02
3,91E-03
7,37E-03
1,99E-02
6,79E-06
1,07E-06
1,52E-06
2,24E-02
7,34E-06
2,01E-03
1,29E-04
4,98E-04
4,76E-03
1,89E-04
2,28E-17
4,44E-04
2,36E-07
1,38E-07
1,42E-02
1,35E-18
1,73E-04
3,42E-03
1,97E-06
1,96E-02
1,09E-04
9,48E-05
1,92E-03
1,88E-02

2,44E-05
2,98E-05
3,07E-05
3,40E-05
3,68E-05
3,72E-05
4,21E-05
4,59E-05
4,99E-05
5,72E-05
6,51E-05
6,71E-05
7,28E-05
7,34E-05
7,44E-05
7,84E-05
8,70E-05
8,80E-05
1,05E-04
1,09E-04
1,11E-04
1,14E-04
1,20E-04
1,30E-04
1,42E-04
1,42E-04
1,43E-04
1,70E-04
1,91E-04
1,94E-04
1,96E-04
2,00E-04
2,09E-04
2,12E-04
2,16E-04
2,36E-04
2,35E-04
2,61E-04
2,84E-04
2,97E-04
3,19E-04
3,42E-04
3,51E-04
3,59E-04
3,60E-04
3,61E-04
3,84E-04

9,21E-03
9,85E-11
3,46E-04
2,29E-04
1,80E-05
2,21E-15
2,07E-10
3,92E-03
4,86E-02
3,77E-03
4,13E-03
2,16E-22
3,04E-05
5,02E-04
1,63E-08
5,56E-03
1,55E-02
5,68E-05
7,86E-08
8,12E-02
2,10E-02
3,41E-02
7,35E-02
1,02E-04
2,09E-05
2,84E-05
8,02E-02
1,10E-04
1,23E-02
1,30E-03
3,97E-03
2,45E-02
1,77E-03
5,11E-15
3,63E-03
5,43E-06
3,38E-06
5,69E-02
3,95E-16
1,64E-03
1,89E-02
3,53E-05
7,28E-02
1,14E-03
1,00E-03
1,19E-02
7,06E-02

3,14E-03
3,69E-03
3,75E-03
4,00E-03
4,27E-03
4,29E-03
4,79E-03
5,01E-03
5,26E-03
5,75E-03
6,20E-03
6,35E-03
6,78E-03
6,79E-03
6,83E-03
7,09E-03
7,74E-03
7,79E-03
8,90E-03
9,07E-03
9,17E-03
9,29E-03
9,61E-03
1,01E-02
1,06E-02
1,06E-02
1,07E-02
1,23E-02
1,33E-02
1,34E-02
1,35E-02
1,36E-02
1,40E-02
1,40E-02
1,42E-02
1,52E-02
1,52E-02
1,67E-02
1,76E-02
1,81E-02
1,91E-02
2,01E-02
2,04E-02
2,08E-02
2,08E-02
2,08E-02
2,18E-02
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Anhang

Ubd
Chnm3
Fam13c

Prosl
Ehd3
Derl2
Clecl4a
Six4
Pdcd4
Col5a3
Ccdc113
Fbin2
Epdrl
Dram1l
Snrnp27
Adamts5
Aimp2

6230400D17Rik

Trpc3
Dnajcl10
Fzd4
Flt4
Chsyl
Chst2
Aplnr
Pls3
Dnm1l
Plat
Gm16278
Vmn2r89
Card
Sparcll
Hpx
Myctl
Gpx7
Ntrk2
11rl1
Hegl
Rnf39
Thbs2
Laptm4b
Olal
Fgf23
Plod1
Tomt
Slc39a13
Futll

3,04E+01
4,45E+01
1,41E+02
1,20E+03
2,25E+02
7,51E+02
1,47E+02
1,19E+02
2,86E+01
2,81E+03
4,52E+01
4,36E+03
5,48E+02
5,88E+02
9,90E+00
1,03E+03
1,75E+02
3,13E+01
5,52E+01
8,18E+02
1,07E+03
1,16E+02
5,03E+02
1,33E+02
4,16E+02
2,01E+03
2,17E+02
5,47E+02
1,55E+01
1,91E+01
1,95E+02
1,42E+03
3,77E+01
1,44E+02
3,37E+02
4,22E+02
1,18E+03
8,52E+02
1,83E+01
3,54E+03
1,00E+03
3,20E+02
7,33E+00
1,77E+01
1,06E+01
5,37E+02
3,34E+02

1,76E+00
-2,27E+00
8,31E-01
1,30E+00
1,29E+00
2,88E-01
2,39E+00
-3,60E+00
-1,34E+00
2,20E+00
-1,83E+00
3,15E+00
-2,09E+00
8,67E-01
-9,51E-01
5,90E-01
-1,97E+00
-1,02E+00
1,69E+00
6,83E-01
-1,71E+00
1,95E+00
2,89E+00
2,22E+00
3,20E+00
1,05E+00
1,88E+00
2,18E+00
-1,75E+00
1,92E+00
1,47E+00
1,11E+00
3,61E+00
1,88E+00
2,50E+00
-1,18E+00
5,97E+00
8,40E-01
-2,65E+00
1,68E+00
-1,45E+00
-5,14E-01
3,82E+00
1,43E+00
1,07E+00
2,09E+00
6,59E-01

-2,50E+00
-3,15E+00
-1,09E+00
-1,07E+00
-9,43E-01
-4,54E-01
-1,20E+00
-2,31E+00
-2,44E+00
-1,02E+00
-1,38E+00
-1,25E+00
-9,68E-01
-1,23E+00
-2,55E+00
-8,60E-01
-1,69E+00
-1,81E+00
-1,89E+00
-6,18E-01
-1,01E+00
-1,03E+00
-8,88E-01
-7,09E-01
-1,32E+00
-6,12E-01
-1,13E+00
-1,10E+00
-2,29E+00
-1,55E+00
-1,99E+00
-9,25E-01
-1,52E+00
-1,11E+00
-8,50E-01
-1,31E+00
-1,70E+00
-9,44E-01
-1,93E+00
-1,03E+00
-7,64E-01
-6,75E-01
-2,28E+00
-1,65E+00
-1,37E+00
-7,13E-01
-4,83E-01

4,42E-03
8,25E-04
9,40E-03
2,12E-04
4,05E-05
2,65E-02
5,32E-08
9,88E-09
3,54E-03
6,11E-09
6,76E-06
3,70E-10
2,94E-09
1,97E-02
2,86E-02
2,73E-02
3,48E-04
1,66E-02
3,93E-03
1,14E-03
6,06E-06
1,25E-06
1,34E-15
2,34E-15
5,01E-08
2,86E-06
3,30E-05
1,50E-06
1,35E-03
7,74E-04
1,20E-02
1,32E-03
1,13E-06
5,94E-05
7,14E-12
1,02E-02
8,95E-11
1,31E-02
2,79E-06
1,79E-04
4,89E-06
3,02E-02
9,01E-04
1,05E-02
1,85E-02
1,54E-11
1,37E-04

4,11E-04
4,14E-04
4,30E-04
4,30E-04
4,32E-04
4,46E-04
4,64E-04
4,84E-04
5,18E-04
5,43E-04
5,67E-04
5,76E-04
5,73E-04
6,31E-04
6,37E-04
6,39E-04
6,44E-04
6,48E-04
6,85E-04
7,01E-04
7,13E-04
7,49E-04
7,89E-04
8,09E-04
8,38E-04
8,51E-04
8,63E-04
8,61E-04
8,85E-04
9,04E-04
9,32E-04
1,01E-03
1,06E-03
1,10E-03
1,10E-03
1,11E-03
1,16E-03
1,19E-03
1,27E-03
1,33E-03
1,35E-03
1,34E-03
1,39E-03
1,40E-03
1,41E-03
1,40E-03
1,42E-03

2,30E-02
6,03E-03
4,10E-02
1,96E-03
4,87E-04
9,07E-02
1,43E-06
3,29E-07
1,94E-02
2,13E-07
1,02E-04
1,69E-08
1,11E-07
7,30E-02
9,58E-02
9,26E-02
2,95E-03
6,38E-02
2,10E-02
7,83E-03
9,39E-05
2,38E-05
1,93E-13
3,27E-13
1,35E-06
4,86E-05
4,09E-04
2,80E-05
8,99E-03
5,70E-03
4,98E-02
8,87E-03
2,18E-05
6,69E-04
4,99E-10
4,38E-02
4,62E-09
5,34E-02
4,77E-05
1,69E-03
7,79E-05
9,97E-02
6,46E-03
4,45E-02
6,97E-02
9,75E-10
1,36E-03

2,27E-02
2,28E-02
2,29E-02
2,29E-02
2,29E-02
2,33E-02
2,37E-02
2,42E-02
2,54E-02
2,60E-02
2,68E-02
2,69E-02
2,69E-02
2,85E-02
2,86E-02
2,86E-02
2,86E-02
2,87E-02
2,91E-02
2,96E-02
3,00E-02
3,10E-02
3,20E-02
3,26E-02
3,36E-02
3,39E-02
3,39E-02
3,39E-02
3,45E-02
3,49E-02
3,54E-02
3,72E-02
3,85E-02
3,93E-02
3,93E-02
3,94E-02
4,07E-02
4,13E-02
4,36E-02
4,50E-02
4,51E-02
4,51E-02
4,60E-02
4,60E-02
4,60E-02
4,60E-02
4,62E-02
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Anhang

Pacsin3
Timp1l
Akrlal
Pdeda
Tmem18
F2r
Ednra
Chsy3
Lrrc8a
Avprila
Gja5
Mccc2
Vma21l
Cdh5
Dnm3os
Colq
Dnah2os
Kirrel
Vwal
lgfbp7
Col6ad
Tnc
Crispld2
Gdnf
Dcn
Glycam1
Tmem120b
P3h2
Poflb
Rasgefla
Efempl
Kif3c
Gm8281
Slc2al10
Wnt2
Rftnl
Svepl
Madcam1
Smarcd3
Grb10
Sgcd
Tmem47
Smarcadl
Cyp7b1l
Fermt2
B3gnt3
Lamcl

7,35E+02
2,68E+03
3,30E+02
2,88E+01
2,95E+02
3,87E+02
2,31E+02
2,85E+01
4,55E+02
7,48E+01
8,84E+01
2,07E+02
6,51E+02
8,92E+02
7,70E+02
2,90E+01
5,13E+00
6,10E+02
5,82E+02
3,14E+03
7,22E+00
1,27E+03
1,69E+03
1,64E+02
3,88E+03
1,30E+01
1,22E+01
3,88E+02
3,08E+03
3,74E+01
2,54E+02
1,94E+02
5,39E+00
7,41E+01
2,94E+01
2,60E+02
4,40E+02
4,42E+00
1,90E+02
4,48E+02
4,57E+01
2,66E+02
2,79E+02
1,05E+02
3,82E+01
1,68E+02
8,04E+02

-1,67E+00
6,38E+00
2,09E+00

-1,58E+00
-4,35E-01
1,57E+00
2,09E+00
2,57E+00
4,44E-01
1,30E+00
1,34E+00

-2,44E+00
-5,63E-01
1,39E+00
4,36E+00

-1,08E+00
1,08E+00
1,62E+00
1,18E+00
2,02E+00
1,47E+00
4,61E+00
3,41E+00
-6,10E-01
1,24E+00
6,74E+00

-1,03E+00

-1,39E+00

-1,18E+00
1,50E+00
-9,10E-01

-1,05E+00
1,76E+00
1,85E+00

-2,47E+00
1,26E+00
1,30E+00
3,86E+00

-1,26E+00
1,17E+00

-1,11E+00
1,11E+00
5,01E-01
3,47E+00

-3,14E+00
1,80E+00
1,42E+00

-1,18E+00
-1,66E+00
-1,21E+00
-1,84E+00
-5,62E-01
-8,90E-01
-8,86E-01
-1,16E+00
-5,10E-01
-8,99E-01
-1,35E+00
-9,80E-01
-4,81E-01
-1,00E+00
-9,03E-01
-1,52E+00
-1,45E+00
-8,16E-01
-6,33E-01
-7,74E-01
-1,75E+00
-1,62E+00
-9,25E-01
-6,68E-01
-8,69E-01
-1,64E+00
-1,40E+00
-5,78E-01
-5,59E-01
-9,09E-01
-7,73E-01
-8,94E-01
-1,52E+00
-8,76E-01
-1,44E+00
-8,44E-01
-8,28E-01
-1,55E+00
-7,47E-01
-9,01E-01
-7,80E-01
-8,08E-01
-4,74E-01
-9,34E-01
-1,33E+00
-7,20E-01
-6,13E-01

1,06E-03
1,97E-10
2,63E-04
3,55E-03
3,02E-02
9,20E-05
7,98E-07
2,38E-05
1,73E-02
1,03E-03
1,30E-02
9,81E-07
1,74E-03
2,71E-03
2,10E-17
2,44E-02
2,14E-02
4,90E-05
3,11E-05
1,91E-07
2,09E-02
5,30E-05
8,03E-10
2,15E-02
2,63E-03
2,50E-06
1,58E-02
1,23E-07
3,08E-06
1,23E-03
8,18E-03
1,07E-02
8,79E-03
1,42E-04
5,69E-04
2,92E-03
1,89E-03
7,56E-04
5,75E-04
8,53E-03
1,49E-03
5,79E-03
8,93E-03
2,51E-07
7,15E-05
6,15E-06
5,11E-06

1,48E-03
1,51E-03
1,54E-03
1,58E-03
1,58E-03
1,66E-03
1,71E-03
1,77E-03
1,80E-03
1,87E-03
1,91E-03
2,03E-03
2,04E-03
2,05E-03
2,05E-03
2,21E-03
2,24E-03
2,25E-03
2,26E-03
2,27E-03
2,31E-03
2,31E-03
2,41E-03
2,42E-03
2,45E-03
2,60E-03
2,63E-03
2,63E-03
2,71E-03
2,73E-03
2,78E-03
2,79E-03
2,86E-03
2,90E-03
2,93E-03
2,95E-03
2,96E-03
2,99E-03
2,99E-03
3,04E-03
3,04E-03
3,25E-03
3,27E-03
3,36E-03
3,41E-03
3,41E-03
3,43E-03

7,40E-03
9,50E-09
2,33E-03
1,94E-02
9,97E-02
9,77E-04
1,61E-05
3,08E-04
6,60E-02
7,20E-03
5,28E-02
1,93E-05
1,10E-02
1,57E-02
4,77E-15
8,53E-02
7,73E-02
5,68E-04
3,88E-04
4,50E-06
7,61E-02
6,06E-04
3,37E-08
7,76E-02
1,53E-02
4,33E-05
6,16E-02
3,01E-06
5,20E-05
8,37E-03
3,69E-02
4,52E-02
3,90E-02
1,40E-03
4,44E-03
1,67E-02
1,17E-02
5,60E-03
4,48E-03
3,80E-02
9,69E-03
2,83E-02
3,95E-02
5,75E-06
7,84E-04
9,49E-05
8,09E-05

4,74E-02
4,78E-02
4,88E-02
4,94E-02
4,94E-02
5,09E-02
5,19E-02
5,28E-02
5,31E-02
5,43E-02
5,52E-02
5,75E-02
5,76E-02
5,76E-02
5,76E-02
6,06E-02
6,13E-02
6,14E-02
6,14E-02
6,15E-02
6,20E-02
6,20E-02
6,33E-02
6,34E-02
6,40E-02
6,65E-02
6,69E-02
6,69E-02
6,84E-02
6,87E-02
6,93E-02
6,94E-02
7,06E-02
7,14E-02
7,16E-02
7,20E-02
7,22E-02
7,23E-02
7,23E-02
7,32E-02
7,32E-02
7,63E-02
7,64E-02
7,80E-02
7,81E-02
7,81E-02
7,86E-02
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Anhang

Tmem176b 3,39E+02 7,06E-01 = -6,72E-01 1,94E-02 3,47E-03  7,21E-02 7,90E-02
Sema3a 1,04E+02 2,97E+00  -8,42E-01 1,74E-07 3,58E-03 4,13E-06 8,06E-02
Mrc2 1,29E+03 1,65E+00 = -6,31E-01 8,76E-07 3,64E-03 1,75E-05 8,17E-02
Dkk3 1,06E+03 2,74E+00  -6,69E-01 1,38E-12 3,66E-03 1,09E-10 8,21E-02
Htr2a 2,13E+01 2,43E+00 = -1,06E+00 6,85E-04 3,76E-03  5,18E-03 8,28E-02
Foxk1 9,88E+02 -6,71E-01 = -3,90E-01 9,35E-06 3,78E-03  1,36E-04 8,31E-02
Sync 1,26E+02 -5,89E+00 = -1,20E+00 5,27E-16 3,84E-03  8,22E-14 8,41E-02
Tmem179 1,73E+01 -1,92e+00  -1,23E+00 2,20E-03 3,92E-03 1,32E-02 8,55E-02
Plaatl 1,81E+01 -2,01E+00 = -1,20E+00 1,69E-03 4,11E-03 1,07E-02 8,79E-02
Gm11843 8,29E+00 1,90E+00 = -1,18E+00 5,51E-03 4,17E-03  2,73E-02 8,86E-02
Myo7a 3,53E+02 2,66E+00 = -6,57E-01 1,75E-11 4,17E-03  1,09E-09 8,86E-02
She 7,54E+01 1,14E+00 @ -7,59E-01 5,28E-03 4,19E-03  2,65E-02 8,86E-02
Spats2| 2,26E+02 2,86E+00 = -7,32E-01 3,65E-09 4,22E-03 1,33E-07 8,90E-02
Cen4d 3,89E+02 5,78E+00  -8,15E-01 1,85E-18 4,27E-03  5,31E-16 8,91E-02
Tmigdl 7,04E+01 9,99E-01 -7,96E-01 1,65E-02 4,25E-03  6,35E-02 8,91E-02
Csnk2al 2,54E+03 -6,83E-01 =~ -3,79E-01 6,11E-06 4,40E-03  9,45E-05 9,09E-02
Xirp2 4,12E+03 -9,20E+00 = -1,24E+00 1,25E-13 4,42E-03 1,27E-11 9,10E-02
Spsb1 3,40E+02 1,06E+00 @ -5,97E-01 6,12E-04 4,44E-03 4,71E-03 9,12E-02
Slc39al 1,49E+03 6,64E-01 = -4,44E-01 6,12E-04 4,52E-03 4,71E-03 9,24E-02
H2-M2 6,23E+01 -3,68E+00  -1,12E+00 4,74E-07 4,55E-03  1,02E-05 9,27E-02
Tiel 5,89E+02 2,25E+00 = -6,39E-01 4,81E-09 4,54E-03 1,72E-07 9,27E-02
Cd38 2,86E+02 2,30E+00  -7,68E-01 1,31E-05 4,59E-03 1,82E-04 9,31E-02
Saa2 1,76E+01 6,96E+00 = -1,21E+00 3,82E-06 4,66E-03  6,26E-05 9,39E-02
Lvrn 2,37E+02 9,72E-01  -6,79E-01 6,88E-03 4,71E-03  3,23E-02 9,41E-02
Tmed3 1,61E+03 6,15E-01 = -5,20E-01 1,08E-02 4,71E-03  4,57E-02 9,41E-02
Aebpl 4,28E+03 1,12E+00 = -6,70E-01 2,79E-03 4,94E-03 1,61E-02 9,66E-02
Rfcl 1,66E+02 -9,16E+00 1,04E+01 5,11E-15 4,84E-17 6,48E-13 1,58E-13
Rps12-ps3 2,38E+03 -1,15E+01 2,53E+01 1,82E-06 4,33E-17  3,29E-05 1,58E-13
Gripapl 1,22E+03 7,13E-01 1,25E+00 2,58E-05 8,17E-11  3,30E-04 1,22E-07
Lmbrl 1,83E+01 -1,85E+01 1,97E+01 3,25E-11 1,04E-10 1,94E-09 1,42E-07
Serpina3b 3,40E+02 -4,10E+00 5,45E+00 4,01E-08 1,25E-10 1,11E-06 1,58E-07
Lamb3 5,47E+02 -2,26E+01 2,33E+01 3,43E-11 4,23E-10  2,02E-09 4,14E-07
Hhatl 1,62E+01 -1,92E+01 1,92E+01 1,28E-11 6,61E-10 8,29E-10 5,70E-07
Actn3 1,58E+04 -1,08E+01 8,00E+00 3,02E-18 1,68E-09 7,97E-16 1,37E-06
Elovi3 1,91E+01 -1,79E+01 1,93E+01 2,20E-08 4,59E-08 6,61E-07 2,28E-05
Prkaal 6,08E+01 -2,05E+01 1,99E+01 1,70E-09 8,35E-08 6,63E-08 4,02E-05
Myoz1 6,41E+03 -9,23E+00 5,54E+00 6,52E-21 1,22E-07 2,67E-18 5,39E-05
Tmod4 4,58E+02 -6,12E+00 4,57E+00 2,46E-14 1,47E-07 2,86E-12 5,87E-05
Gm5914 2,49E+01 9,58E-01 2,64E+00 1,64E-02 1,72E-07 6,32E-02 6,31E-05
Suptéda 9,83E+01 7,81E-01 1,18E+00 5,54E-04 7,59E-07 4,34E-03 2,21E-04
Pvalb 2,48E+04 -1,18E+01 7,04E+00 7,66E-17 8,80E-07 1,57E-14 2,44E-04
Cep57 2,12E+02 8,14E-01 1,09E+00 1,64E-04 1,72E-06  1,57E-03 4,28E-04
Usp3 7,34E+02 3,77E-01 5,87E-01 1,95E-03 1,82E-06 1,20E-02 4,44E-04
Frg2fl 1,84E+01 -1,31E+00 2,81E+00 3,62E-03 2,13E-06 1,97E-02 4,77E-04
Tnni2 3,51E+04 -8,36E+00 4,22E+00 1,98E-22 2,93E-06 1,30E-19 6,23E-04
Trmt10a 1,55E+01 -2,03E+00 4,25E+00 1,66E-03 3,41E-06 1,06E-02 7,04E-04
Ckm 5,01E+04 -9,91E+00 6,87E+00 5,08E-12 3,42E-06 3,71E-10 7,04E-04
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Anhang

Dhrs7c
Lrrc30
Gm21750
Skint7
Cox6a2
Wnk2
Myo18b
4930426D05Rik
Pgam?2
Obscn
Scd3
Smtnll
Ccrd
Fastkd3
Paqr7
A930001CO03Rik
Nctcl
Smim6
Yrdc
Cacnals
Tcap
Tnnt3
Cirl
Capn3
Cacngb
Artd
Cbs
Cox8b
Fitm1
Gm15823
Tmem53
Klh112
Sytll
Alox12e
Pds5a
Ampdl
Ank1
Gata3
Ckmt2
Mgat5b
Cbarp
Pik3ip1
Catsper4d
Pfnd
Lrrc61
Gm26550
Thnc2

6,05E+02
2,75E+02
7,69E+01
5,26E+02
4,18E+03
9,55E+02
7,72E+02
1,68E+01
5,55E+03
6,00E+03
2,94E+02
9,88E+02
1,75E+02
3,59E+01
7,82E+02
2,95E+01
4,74E+02
2,55E+01
5,37E+01
2,48E+03
9,06E+03
3,93E+04
5,99E+02
1,28E+02
5,20E+02
2,03E+02
1,60E+02
1,64E+03
8,09E+02
6,00E+01
3,05E+01
1,68E+02
1,94E+03
2,83E+03
7,69E+01
4,29E+02
2,46E+03
4,13E+03
2,68E+03
6,70E+01
8,42E+02
3,04E+01
3,07E+01
8,42E+00
3,48E+02
3,89E+01
4,15E+04

-9,92E+00
-1,06E+01

1,07E+00
-5,44E+00
-8,76E+00
-4,06E+00
-6,09E+00
-4,51E+00
-8,09E+00
-8,80E+00
-3,39E+00
-1,01E+01
-5,82E+00
-6,51E+00
-2,14E+00
-9,03E-01
-9,01E+00
-2,94E+00
-1,65E+00
-7,36E+00
-7,58E+00
-8,70E+00
-5,93E-01
-5,66E+00
-1,01E+01
-3,01E+00
-2,61E+00
-7,40E+00
-8,85E+00

9,64E-01
-1,38E+00
-2,08E+00
-1,17E+00
-5,31E+00
-6,67E+00
-5,60E+00
-9,01E+00
-3,00E+00
-1,33E+01
-1,09E+00
-1,12E+00
-1,96E+00
-3,28E+00
-1,80E+00
-2,62E+00
-1,19E+00
-9,54E+00

6,88E+00
6,91E+00
1,80E+00
2,42E+00
5,28E+00
1,50E+00
3,37E+00
6,25E+00
4,40E+00
4,44E+00
4,97E+00
4,86E+00
1,94E+00
6,22E+00
1,58E+00
1,78E+00
5,26E+00
2,31E+00
1,85E+00
4,77E+00
4,60E+00
4,26E+00
5,90E-01
2,37E+00
4,44E+00
1,17E+00
3,66E+00
3,95E+00
4,30E+00
1,93E+00
3,94E+00
2,13E+00
1,06E+00
2,05E+00
6,22E+00
2,22E+00
3,39E+00
1,61E+00
5,26E+00
1,88E+00
8,69E-01
1,52E+00
1,90E+00
4,16E+00
1,05E+00
1,40E+00
4,00E+00

4,13E-11
6,80E-12
2,63E-03
4,66E-23
5,27E-14
2,28E-29
9,39E-16
1,94E-04
1,98E-16
2,34E-18
2,36E-04
2,02E-17
4,86E-32
5,56E-06
2,47E-08
1,11E-02
9,14E-12
2,50E-07
1,09E-04
2,19E-10
1,57E-11
5,11E-16
8,19E-05
1,03E-18
3,41E-16
1,76E-21
4,51E-04
6,11E-13
1,82E-14
1,66E-02
1,71E-02
6,49E-05
2,40E-05
3,38E-19
3,19E-05
5,62E-18
4,57E-21
1,55E-10
6,56E-14
9,34E-03
4,67E-06
5,26E-06
1,16E-08
1,08E-02
1,49E-16
1,45E-03
2,37E-14

4,08E-06
4,31E-06
6,13E-06
6,62E-06
8,95E-06
1,04E-05
1,14E-05
1,20E-05
1,23E-05
1,31E-05
1,36E-05
1,74E-05
1,82E-05
2,37E-05
2,50E-05
2,72E-05
2,74E-05
3,06E-05
3,18E-05
3,33E-05
3,44E-05
3,93E-05
4,41E-05
4,53E-05
4,77E-05
4,93E-05
5,01E-05
5,60E-05
5,62E-05
5,96E-05
6,00E-05
6,26E-05
6,89E-05
7,29E-05
7,74E-05
8,45E-05
8,52E-05
9,62E-05
9,68E-05
1,04E-04
1,06E-04
1,09E-04
1,17E-04
1,23E-04
1,39E-04
1,39E-04
1,39E-04

2,33E-09
4,78E-10
1,53E-02
3,63E-20
5,71E-12
6,23E-26
1,40E-13
1,81E-03
3,44E-14
6,50E-16
2,13E-03
4,66E-15
1,99E-28
8,74E-05
7,34E-07
4,67E-02
6,23E-10
5,72E-06
1,13E-03
1,05E-08
9,85E-10
8,04E-14
8,81E-04
3,07E-16
5,64E-14
9,01E-19
3,68E-03
5,44E-11
2,18E-12
6,41E-02
6,54E-02
7,22E-04
3,10E-04
1,11E-16
3,98E-04
1,44E-15
1,97E-18
7,66E-09
6,93E-12
4,08E-02
7,48E-05
8,29E-05
3,76E-07
4,55E-02
2,74E-14
9,51E-03
2,77E-12

8,14E-04
8,40E-04
1,12E-03
1,16E-03
1,49E-03
1,69E-03
1,79E-03
1,86E-03
1,88E-03
1,94E-03
1,98E-03
2,40E-03
2,48E-03
3,08E-03
3,17E-03
3,43E-03
3,43E-03
3,75E-03
3,80E-03
3,95E-03
4,02E-03
4,50E-03
4,94E-03
5,01E-03
5,17E-03
5,26E-03
5,26E-03
5,67E-03
5,67E-03
5,95E-03
5,95E-03
6,10E-03
6,48E-03
6,78E-03
7,03E-03
7,60E-03
7,62E-03
8,42E-03
8,42E-03
8,89E-03
8,97E-03
9,07E-03
9,44E-03
9,81E-03
1,05E-02
1,05E-02
1,05E-02
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Anhang

Vgll2
2310002L09Rik
Atox1
Efs
Dsglc
Gal3st3
Itgb1lbp2
Tmprss4
Dennd2d
Fam120b
Sdr42el
Gan
Nme3
Gm47283
Zfp52
Alpk3
Actal
Gdpd2
Cyb5r2
Arhgap40
Sgca
Gm15934
Rbck1
Tmem52
H1f10
Cnnml
Fabp3
Gm13490
1118
9330162012Rik
Dpf3
Serpina3j
Myom?2
Zfp316
Nmrk2
Pdeddip
Vmn2r102
Lurapl
0df312
Xirpl
Gm21833
Apobec2
Zfp35
Slclal
Cdc42bpg
5830418P13Rik
Rasgrpl

2,32E+02
4,57E+02
2,55E+03
9,39E+02
7,70E+01
4,41E+01
7,36E+02
2,70E+02
1,65E+02
2,34E+02
5,94E+02
3,11E+03
2,70E+02
2,09E+04
2,62E+01
9,94E+02
1,51E+05
1,69E+03
4,17E+01
3,68E+02
3,25E+02
5,86E+00
1,64E+03
4,12E+02
3,18E+02
1,42E+01
1,30E+03
1,81E+01
1,86E+02
1,08E+02
3,72E+01
1,45E+02
5,94E+03
2,21E+02
3,06E+02
2,86E+03
5,04E+01
1,10E+02
8,20E+01
2,34E+03
5,67E+01
4,38E+03
2,66E+02
1,25E+02
3,26E+03
2,13E+01
3,17E+01

-1,04E+01
-9,21E+00

7,15E-01
-1,61E+00
-2,22E+00

1,06E+00
-6,61E+00
-8,70E-01
-8,44E-01
-2,21E+00
-1,09E+00
-1,83E+00
-1,00E+00

1,08E+00
-4,41E+00
-7,74E+00
-8,94E+00
-2,99E+00
-6,19E+00
-1,10E+00
-8,14E+00
-3,10E+00
-6,06E-01
-7,37E+00

1,02E+00
-8,91E-01
-7,28E+00
-5,76E+00

5,83E-01
-1,33E+00
-4,73E+00
-1,71E+00
-9,57E+00
-1,22E+00
-1,12E+01
-6,04E+00

1,41E+00
-1,15E+00
-8,12E+00
-8,75E+00
2,98E+00
-9,76E+00
-5,33E-01
-3,50E+00
-1,36E+00
-6,88E+00
-5,35E+00

4,53E+00
3,99E+00
5,73E-01
9,72E-01
1,13E+00
1,41E+00
2,13E+00
1,53E+00
8,47E-01
9,97E-01
1,07E+00
9,88E-01
8,83E-01
1,58E+00
4,15E+00
2,33E+00
3,09E+00
9,45E-01
2,73E+00
1,22E+00
2,80E+00
3,21E+00
4,85E-01
2,65E+00
1,29E+00
1,38E+00
2,07E+00
3,32E+00
7,53E-01
1,05E+00
1,82E+00
2,20E+00
2,14E+00
1,06E+00
2,69E+00
1,44E+00
1,49E+00
1,69E+00
3,12E+00
2,37E+00
1,06E+00
2,47E+00
6,18E-01
1,28E+00
6,78E-01
2,50E+00
2,76E+00

2,24E-11
1,33E-12
1,69E-05
5,98E-08
4,21E-10
6,42E-03
7,94E-20
2,05E-02
7,95E-04
1,61E-11
7,22E-04
1,78E-08
2,34E-04
1,04E-02
5,87E-04
8,55E-19
2,47E-13
8,85E-19
1,69E-08
3,22E-03
8,29E-13
1,45E-03
4,67E-05
4,07E-12
8,36E-03
2,39E-02
6,91E-18
2,30E-05
1,37E-02
1,95E-04
4,03E-10
4,94E-03
3,38E-25
6,87E-04
5,95E-17
1,68E-21
4,91E-03
1,64E-02
4,55E-07
1,20E-15
9,25E-10
7,93E-17
9,05E-03
2,72E-10
6,66E-08
2,69E-08
4,63E-05

1,44E-04
1,51E-04
1,73E-04
1,78E-04
2,00E-04
2,08E-04
2,09E-04
2,17E-04
2,45E-04
2,64E-04
2,85E-04
2,91E-04
2,99E-04
3,16E-04
3,21E-04
3,36E-04
3,87E-04
3,91E-04
4,05E-04
4,18E-04
4,20E-04
4,35E-04
4,45E-04
4,42E-04
4,60E-04
4,66E-04
4,68E-04
4,69E-04
4,81E-04
5,02E-04
5,06E-04
5,28E-04
5,36E-04
5,62E-04
6,14E-04
6,38E-04
6,43E-04
6,50E-04
6,51E-04
6,60E-04
6,68E-04
6,68E-04
6,77E-04
7,31E-04
7,52E-04
7,52E-04
7,67E-04

1,35E-09
1,07E-10
2,28E-04
1,59E-06
1,88E-08
3,07E-02
2,89E-17
7,52E-02
5,84E-03
1,01E-09
5,40E-03
5,40E-07
2,12E-03
4,42E-02
4,56E-03
2,69E-16
2,38E-11
2,73E-16
5,21E-07
1,80E-02
7,07E-11
9,51E-03
5,45E-04
3,01E-10
3,75E-02
8,41E-02
1,71E-15
2,98E-04
5,53E-02
1,82E-03
1,81E-08
2,52E-02
3,68E-22
5,19E-03
1,26E-14
8,85E-19
2,51E-02
6,33E-02
9,80E-06
1,75E-13
3,84E-08
1,58E-14
3,98E-02
1,28E-08
1,75E-06
7,93E-07
5,42E-04

1,07E-02
1,11E-02
1,24E-02
1,26E-02
1,36E-02
1,40E-02
1,40E-02
1,43E-02
1,57E-02
1,68E-02
1,76E-02
1,79E-02
1,81E-02
1,90E-02
1,91E-02
1,99E-02
2,18E-02
2,20E-02
2,25E-02
2,29E-02
2,29E-02
2,30E-02
2,33E-02
2,33E-02
2,37E-02
2,37E-02
2,37E-02
2,37E-02
2,42E-02
2,48E-02
2,49E-02
2,56E-02
2,58E-02
2,68E-02
2,78E-02
2,86E-02
2,86E-02
2,87E-02
2,87E-02
2,88E-02
2,88E-02
2,88E-02
2,90E-02
3,06E-02
3,10E-02
3,10E-02
3,15E-02
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Anhang

Zxda
Gm11532
Rdm1
Gm6058
Atcayos
Parva
Abhd3
Sptbn4
Gm8584
Cfap74
Mstn
Angell
Plekhh3
Mesp2
Des
Fam110b
Asb11
1700001022Rik
Eml4
Me3
Gabpb2
Mocs2
Tspan8
Gabrp
Inafm1
Ppplrl2c
Pygm
Fzd10os
Jsrpl
Sirt2
Fn3k
Cecr2
Gm13093
Cmal
Gm15635
Cnksrl
Prss53
Myadml2
Tmem229a
Trgcl
Smpx
Axin2
Zbtb16
Ppplr3c
Pet100
Sult5al
Acadl0

1,98E+01
2,53E+01
3,87E+02
1,05E+02
4,56E+02
3,78E+01
6,15E+01
4,09E+01
8,58E+00
6,32E+00
9,64E+02
3,08E+02
6,68E+02
7,47E+01
2,27E+04
5,66E+01
4,96E+02
4,20E+01
6,12E+01
2,04E+02
9,86E+01
3,80E+02
1,21E+02
2,07E+02
1,07E+03
2,08E+03
3,59E+02
1,36E+02
1,78E+03
1,64E+03
9,60E+01
2,44E+02
1,78E+01
1,80E+02
2,46E+01
7,85E+02
3,39E+02
5,63E+01
9,77E+01
6,95E+01
4,43E+02
4,32E+02
6,65E+02
3,05E+03
6,71E+01
6,88E+02
1,46E+02

-4,21E+00
-2,83E+00
-1,68E+00

1,99E+00
-6,85E+00

6,68E-01
-1,28E+00

8,93E-01
-1,83E+00
-2,81E+00
-1,04E+01
-1,50E+00
-1,09E+00
-3,68E+00
-5,88E+00
-3,13E+00
-6,54E+00
-1,14E+00
-4,96E+00
-4,87E+00
-2,00E+00
-5,54E-01
-9,06E+00
-4,32E+00
-9,23E-01

4,37E-01
-2,92E+00
-1,10E+00
-8,53E+00
-4,08E-01
-4,70E+00
-1,31E+00
-1,69E+00
-1,98E+00
-2,89E+00
-2,09E+00
-2,33E+00
-7,08E+00
-4,07E+00
-4,95E+00
-8,04E+00
-1,13E+00
-4,76E+00
-6,91E+00
-5,91E-01
-4,22E+00
-1,65E+00

2,97E+00
2,33E+00
7,72E-01
1,93E+00
1,90E+00
9,05E-01
9,72E-01
1,06E+00
2,54E+00
2,58E+00
2,27E+00
7,68E-01
7,51E-01
1,16E+00
1,72E+00
2,40E+00
1,32E+00
7,42E-01
2,73E+00
1,35E+00
1,13E+00
6,83E-01
2,40E+00
2,00E+00
6,73E-01
4,11E-01
1,17E+00
1,29E+00
2,15E+00
5,07E-01
1,49E+00
6,62E-01
1,39E+00
2,56E+00
1,27E+00
6,08E-01
1,31E+00
1,95E+00
1,20E+00
1,15E+00
1,65E+00
7,15E-01
1,21E+00
1,33E+00
6,46E-01
1,15E+00
7,21E-01

7,23E-04
9,69E-04
1,58E-08
2,97E-03
9,61E-14
2,91E-02
3,45E-04
1,56E-02
1,18E-02
2,81E-03
1,45E-16
5,49E-07
1,19E-04
1,56E-11
1,77E-11
1,24E-03
1,04E-22
4,99E-05
5,20E-04
2,66E-12
2,06E-05
2,11E-02
1,18E-08
2,89E-05
3,37E-04
1,40E-03
5,10E-07
1,70E-02
5,34E-10
2,09E-02
1,75E-08
1,35E-06
3,46E-03
1,30E-02
1,09E-05
6,66E-16
2,30E-04
8,52E-08
2,40E-09
8,84E-14
3,68E-14
1,72E-04
8,70E-11
1,53E-16
1,74E-02
6,33E-10
5,30E-07

7,75E-04
7,84E-04
7,97E-04
8,19E-04
8,29E-04
8,54E-04
8,63E-04
8,99E-04
9,03E-04
9,12E-04
9,20E-04
9,31E-04
9,74E-04
9,73E-04
9,81E-04
9,96E-04
1,01E-03
1,02E-03
1,07E-03
1,08E-03
1,15E-03
1,16E-03
1,17E-03
1,19E-03
1,20E-03
1,33E-03
1,33E-03
1,32E-03
1,33E-03
1,36E-03
1,36E-03
1,43E-03
1,43E-03
1,43E-03
1,45E-03
1,50E-03
1,55E-03
1,56E-03
1,57E-03
1,58E-03
1,63E-03
1,65E-03
1,75E-03
1,77E-03
1,80E-03
1,79E-03
1,89E-03

5,40E-03
6,86E-03
4,93E-07
1,69E-02
9,77E-12
9,71E-02
2,93E-03
6,09E-02
4,92E-02
1,61E-02
2,70E-14
1,15E-05
1,22E-03
9,84E-10
1,10E-09
8,38E-03
7,74E-20
5,76E-04
4,12E-03
2,03E-10
2,70E-04
7,66E-02
3,80E-07
3,64E-04
2,87E-03
9,28E-03
1,08E-05
6,51E-02
2,36E-08
7,61E-02
5,34E-07
2,55E-05
1,90E-02
5,30E-02
1,55E-04
1,01E-13
2,09E-03
2,17E-06
9,17E-08
9,10E-12
4,16E-12
1,64E-03
4,51E-09
2,79E-14
6,64E-02
2,72E-08
1,12E-05

3,17E-02
3,20E-02
3,23E-02
3,29E-02
3,33E-02
3,39E-02
3,39E-02
3,49E-02
3,49E-02
3,51E-02
3,52E-02
3,54E-02
3,65E-02
3,65E-02
3,67E-02
3,70E-02
3,72E-02
3,73E-02
3,86E-02
3,89E-02
4,04E-02
4,07E-02
4,09E-02
4,13E-02
4,16E-02
4,50E-02
4,50E-02
4,50E-02
4,50E-02
4,54E-02
4,54E-02
4,62E-02
4,62E-02
4,62E-02
4,66E-02
4,78E-02
4,89E-02
4,91E-02
4,93E-02
4,94E-02
5,04E-02
5,07E-02
5,26E-02
5,28E-02
5,31E-02
5,31E-02
5,49E-02

195



Anhang

Cablesl 1,73E+02 -1,01E+00 7,48E-01 1,41E-03 1,90E-03 9,29E-03 5,51E-02
D7Ertd443e 1,74E+02 -4,59E+00 1,20E+00 1,53E-09 1,95E-03 6,09E-08 5,62E-02
Yjefn3 4,57E+01 -1,61E+00 1,27E+00 4,60E-03 1,96E-03 2,38E-02 5,63E-02
Abca2 8,26E+02 -9,08E-01 6,40E-01 6,84E-04 2,00E-03 5,18E-03 5,70E-02
Zfr2 1,89E+02 -1,38E+00 7,82E-01 1,12E-04 2,00E-03 1,16E-03 5,70E-02
Xpo4 1,10E+03 1,08E+00 1,02E+00 1,22E-02 2,00E-03 5,04E-02 5,70E-02
Npepps 4,47E+02 6,35E-01 5,36E-01 2,77E-03 2,04E-03 1,60E-02 5,76E-02
Ano9 1,79E+03 -2,52E+00 6,59E-01 5,06E-16 2,04E-03 8,04E-14 5,76E-02
Prmt9 1,61E+01 -1,14E+00 1,10E+00 1,47E-02 2,06E-03 5,83E-02 5,76E-02
KIhi32 5,49E+01 9,64E-01 1,02E+00 2,36E-02 2,07E-03  8,31E-02 5,79E-02
Pou2f3 1,14E+03 -2,34E+00 6,07E-01 6,18E-17 2,12E-03 1,30E-14 5,86E-02
Creldl 7,24E+02 -8,43E-01 6,93E-01 3,60E-03 2,12E-03 1,97E-02 5,86E-02
Ctxn3 2,07E+02 -1,02E+01 1,80E+00 9,17E-11 2,11E-03  4,70E-09 5,86E-02
ElI3 2,13E+02 -2,07E+00 8,38E-01 1,86E-06 2,31E-03  3,37E-05 6,20E-02
Ttn 2,00E+03 -9,79E+00 1,56E+00 1,60E-14 2,35E-03 1,94E-12 6,25E-02
Slc25a27 2,75E+02 -6,12E-01 6,16E-01 1,46E-02 2,39E-03 5,81E-02 6,31E-02
Srpk3 2,72E+02 -4,16E+00 1,27E+00 1,88E-06 2,40E-03  3,39E-05 6,32E-02
Tmem233 6,02E+02 -1,03E+01 1,48E+00 1,16E-16 2,42E-03  2,22E-14 6,34E-02
Myhas 2,25E+02 -6,60E+00 1,41E+00 1,59E-09 2,53E-03 6,30E-08 6,53E-02
Eps8I1 2,54E+03 -1,40E+00 7,35E-01 8,59E-05 2,55E-03 9,20E-04 6,58E-02
Gm15983 1,68E+02 1,37E+00 8,98E-01 2,24E-03 2,58E-03 1,34E-02 6,63E-02
Kremen2 1,81E+02 -1,36E+00 1,13E+00 1,03E-02 2,60E-03 4,39E-02 6,65E-02
Vps72 8,96E+02 -6,71E-01 4,58E-01 2,16E-04 2,69E-03 1,99E-03 6,81E-02
Acbd4 4,61E+02 -1,55E+00 8,08E-01 2,00E-04 2,77E-03  1,87E-03 6,92E-02
Grhll 1,56E+03 -1,07E+00 5,20E-01 2,97E-06 2,77E-03  5,02E-05 6,93E-02
Rtn2 3,23E+03 -5,36E+00 1,04E+00 3,25E-12 2,86E-03  2,43E-10 7,06E-02
Ttll10 2,75E+01 -1,23E+00 1,29E+00 2,55E-02 2,91E-03 8,82E-02 7,14E-02
5430405H02Rik 3,76E+01 -1,24E+00 7,58E-01 1,05E-03 2,98E-03 7,33E-03 7,22E-02
Ciart 1,32E+02 1,22E+00 6,35E-01 8,87E-05 2,99E-03 9,48E-04 7,23E-02
Srrm4os 1,57E+01 -4,33E+00 1,43E+00 1,60E-04 3,02E-03 1,55E-03 7,29E-02
Thcld2b 1,07E+02 1,73E+00 1,21E+00 6,99E-03 3,12E-03  3,28E-02 7,40E-02
Mrin 1,52E+02 -7,96E+00 1,34E+00 3,69E-10 3,26E-03  1,69E-08 7,64E-02
Hs3st6 3,93E+02 -3,77E+00 7,96E-01 3,16E-13 3,38E-03  2,95E-11 7,80E-02
Mylk2 5,00E+03 -8,66E+00 1,24E+00 2,74E-14 3,39E-03  3,16E-12 7,80E-02
Limch1 1,63E+01 -5,42E+00 1,44E+00 7,79E-05 3,37E-03  8,46E-04 7,80E-02
Hrc 2,92E+03 -7,65E+00 1,15E+00 7,89E-14 3,49E-03  8,22E-12 7,93E-02
Nudt18 1,81E+02 -6,07E-01 6,23E-01 2,68E-02 3,52E-03 9,14E-02 7,97E-02
Trpvé 1,34E+02 -2,11E+00 8,55E-01 9,76E-05 3,67E-03 1,03E-03 8,21E-02
Septinl 1,24E+02 6,30E-01 6,13E-01 2,34E-02 3,74E-03  8,27E-02 8,28E-02
Tmem38a 3,76E+03 -5,90E+00 8,80E-01 3,44E-17 3,85E-03 7,52E-15 8,42E-02
Gm15541 4,54E+01 8,82E-01 6,98E-01 1,30E-02 4,06E-03  5,30E-02 8,75E-02
Liph 2,75E+02 -2,52E+00 8,08E-01 4,35E-06 4,07E-03  7,05E-05 8,76E-02
Tmem106c 8,31E+01 -1,27E+00 7,24E-01 1,45E-03 4,09E-03 9,51E-03 8,79E-02
Sgeg 1,37E+02 -9,29E+00 1,30E+00 6,81E-09 4,13E-03  2,35E-07 8,82E-02
Clstn3 9,33E+00 -1,48E+00 1,32E+00 2,75E-02 4,19E-03  9,30E-02 8,86E-02
Gngl3 1,84E+01 -1,65E+00 1,22E+00 1,48E-02 4,27E-03  5,84E-02 8,91E-02
Sypl2 1,32E+03 -8,65E+00 9,23E-01 1,18E-24 4,38E-03 1,14E-21 9,06E-02
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Lancll 1,18E+03 -6,95E-01 4,81E-01 1,47E-03 4,48E-03
Runx3 5,52E+00 -1,33E+00 1,08E+00 2,42E-02 4,61E-03
Zic4 2,85E+01 -1,63E+00 1,19E+00 1,64E-02 4,61E-03
Mybpc2 1,29E+04 -8,84E+00 1,15E+00 3,92E-11 4,69E-03
Cesld 5,79E+02 -3,99E+00 8,61E-01 9,79E-08 4,72E-03
Adh7 4,89E+02 -1,42E+00 6,46E-01 1,23E-04 4,74E-03
Cox8a 3,54E+03 3,75E-01 3,90E-01 1,57E-02 4,76E-03
Slc6ald 4,45E+02 -2,23E+00 5,23E-01 2,46E-15 4,76E-03
Dusp13 3,89E+02 -5,71E+00 7,19E-01 1,95E-27 4,77E-03
Cfap100 1,95E+01 -1,68E+00 9,59E-01 6,34E-03 4,79E-03
Ubald1 1,49E+03 -5,85E-01 4,07E-01 6,27E-04 4,85E-03
Gm16576 4,11E+01 -2,70E+00 7,00E-01 1,38E-08 4,90E-03
4930481B0O7Rik  8,59E+00 -1,09E+00 8,47E-01 2,51E-02 5,07E-03
Upk3b 4,86E+01 -7,04E+00 1,09E+00 6,06E-08 5,11E-03
Mapllc3a 3,41E+03 -1,37E+00 6,25E-01 1,61E-04 5,14E-03

9,58E-03 9,20E-02
8,47E-02 9,34E-02
6,32E-02 9,34E-02
2,26E-09 9,41E-02
2,46E-06 9,41E-02
1,25E-03 9,42E-02
6,14E-02 9,43E-02
3,39E-13 9,43E-02
3,99E-24 9,44E-02
3,04E-02 9,47E-02
4,81E-03 9,56E-02
4,34E-07 9,63E-02
8,71E-02 9,82E-02
1,61E-06 9,87E-02
1,55E-03 9,91E-02

Anlage 1: Kriterien zur Belastungsbewertung mit jeweiliger Punktevergabe jeder auftretenden Belastung fiir

das Ak-EBA-Mausmodell. Angegeben sind die einzelnen Bewertungskriterien (Kérpergewicht, Allgemeinzustand,

Spontanverhalten, Klinischer Befund und tiermodellabhangige Bewertung) mit der jeweiligen Punktevergabe bei

eintreten, nach der jeder Maus an Tag Null, Vier, Acht und Zwolf wahrend des Ak-EBA-Mausmodells beurteilt

wurde. Ab einer totalen Belastung von tber 20 Punkten wurde der Versuch an der jeweiligen Maus abgebrochen.

Beobachtung Punktewertung
| Kérpergewicht
- unbeeinflusst oder Anstieg
- Gewichtsreduktion <5% im Vergleich zu Tag 0 des Experiments
- Gewichtsreduktion 5-10% im Vergleich zu Tag 0 des Experiments 5
- Gewichtsreduktion 11-20% im Vergleich zu Tag 0 des Experiments 10
- Gewichtsreduktion >20% im Vergleich zu Tag 0 des Experiments 20
Il Allgemeinzustand
- Fell glatt, glanzend; Kérperéffnungen sauber; Augen klar, glanzend 0
- Fell stumpf, ungeordnet, ungepflegte Kérperéffnungen, Augen trib; erhohter 1
Muskeltonus (Piloerektion)
- Schmutziges Fell, verklebte oder feuchte Kérperoffnungen, unnormale Haltung, 5
Augen triib, erhohter Muskeltonus
- Schmutziges Fell, verklebte oder feuchte Kérperoffnungen, unnormale Haltung, 10
Augen triib; hoher Muskeltonus
- Verkrampfungen, Lihmungen (Rumpfmuskulatur, Extremitdten); Atemgerdusche; 20
Tier fuhlt sich kalt an
Il Spontanverhalten
- normales Verhalten (Schlafen, Reaktion auf Anblasen und Beriihrung, Neugier, 0
Sozialkontakte)
- geringe Abweichungen vom Normalverhalten (leicht reduzierter Schwanztonus) 1
- ungewohnliches Verhalten, eingeschrankte Motorik oder Hyperkinetik (Schwanztonus 5
fehlend)
- Selbstisolation, Lethargie; ausgepragte Hyperkinetik bzw. Verhaltensstereotypien; 10
Koordinationsstorungen Hyperkinetik (auffalliges Kratzverhalten tGiber 5 von 10 min)
- wiederholte Schmerzlaute beim Ergreifen; Selbstamputation (Autoaggression, 20
Autotomie)
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IV Klinischer Befund (Messungen von Temperatur und Atmung nur wenn
Auffalligkeiten unter Il und Il beobachtet werden)
- Temperatur, Atmung und Puls normal, Extremitaten warm, Schleimhaute gut

durchblutet 0
- geringe Abweichungen von der Normalsituation 1
- Temperaturabweichung 1 - 2°C, Atmung und Puls + 30%* 10
- Temperaturabweichung >2°C, Atmung/Puls +/- 50%* 20
V Tiermodellabhéngige Bewertung (EBA und BP Modell)
- Keine sichtbaren Lasionen
- Betroffene Kérperflache unter 5 %
- Betroffene Kérperflache zwischen 5-10 %
- Betroffene Kérperflache zwischen 11-25 % 10
- Betroffene Kérperflache tber 25 % 20
Bewertung, MalRnahmen Punktsumme
Belastungsgrad 0 = keine Belastung 0
Belastungsgrad 1 = geringe Belastung, sorgfiltig weiter beobachten 1-9
Belastungsgrad 2 = mittelgradige Belastung; ggf. tierdrztliche Versorgung einleiten 10-19
(Analgesie)
absféi;t::lg;gﬁr?; :i::(f:é;z(::]ge Belastung; sofort Versuch am betroffenen Tier 20 oder héher
angelehnt an Kriterien der Stabsstelle Arbeitssicherheit, Tier- und Umweltschutz der
Julius-Maximilians Universitat Wirzburg und Morton and Griffiths (Vet Rec. 1985 Apr 20;
116(16): 431-6)
Uberwachungshiufigkeit im Beobachtungszeitraum:
Haufigkeit pro
Modell Wgo chep
2x

Antikorpertransfer-induzierte EBA

SONSHIZES & cvvveriirnnninsirinrnsssnsssnssssssssssssassssssssses

Definitive Abbruchkriterien:

o Abnahme des Kérpergewichtes um > 20% gegeniiber Ausgangsgewicht, Gber mehr als 2

Tage andauernd?

o Tier flhlt sich kalt an; Beine und Bauchhaut blaulich-dunkel als Zeichen eines gestorten

Kreislaufes

Tier zittert standig, hat Krampfe, kann sich nicht koordiniert bewegen

o  schwere Automutilation (Hautwunden, abgebissene Zehen etc.)
o flache, angestrengte Atmung
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Anlage 2: Kriterien zur Belastungsbewertung mit jeweiliger Punktevergabe jeder auftretenden Belastung fiir
das Ag-EBA-Mausmodell. Angegeben sind die einzelnen Bewertungskriterien (Kérpergewicht, Allgemeinzustand,
Spontanverhalten, Klinischer Befund, Belastung durch FuRsohleninjektion und tiermodellabhéngige Bewertung)
mit der jeweiligen Punktevergabe bei eintreten, nach der jeder Maus an den ersten drei tagen und anschlieRend
einmal die Woche wahrend des Ag-EBA-Mausmodells beurteilt wurde. Ab einer totalen Belastung von tber 20

Punkten wurde der Versuch an der jeweiligen Maus abgebrochen.

Beobachtung Punktewertung
| Kérpergewicht
- unbeeinflusst oder Anstieg 0
- Gewichtsreduktion <5% im Vergleich zu Tag O des Experiments
- Gewichtsreduktion 5-10% im Vergleich zu Tag 0 des Experiments
- Gewichtsreduktion 11-20% im Vergleich zu Tag 0 des Experiments 10
- Gewichtsreduktion >20% im Vergleich zu Tag 0 des Experiments 20
Il Allgemeinzustand
- Fell glatt, glanzend; Kérperéffnungen sauber; Augen klar, glanzend 0
- Fell stumpf, ungeordnet, ungepflegte Kérperoffnungen, Augen triib; erhéhter 1
Muskeltonus (Piloerektion)
- Schmutziges Fell, verklebte oder feuchte Kérperéffnungen, unnormale Haltung, 5
Augen triib, erhohter Muskeltonus
- Schmutziges Fell, verklebte oder feuchte Kérperoéffnungen, unnormale Haltung, 10
Augen triib; hoher Muskeltonus
- Verkrampfungen, Lihmungen (Rumpfmuskulatur, Extremitaten); Atemgerdusche; 20
Tier fUhlt sich kalt an
Il Spontanverhalten
- normales Verhalten (Schlafen, Reaktion auf Anblasen und Beriihrung, Neugier, 0
Sozialkontakte)
- geringe Abweichungen vom Normalverhalten (leicht reduzierter Schwanztonus) 1
- ungewohnliches Verhalten, eingeschrankte Motorik oder Hyperkinetik (Schwanztonus 5
fehlend)
- Selbstisolation, Lethargie; ausgepragte Hyperkinetik bzw. Verhaltensstereotypien; 10
Koordinationsstorungen Hyperkinetik (auffalliges Kratzverhalten Gber 5 von 10 min)
- wiederholte Schmerzlaute beim Ergreifen; Selbstamputation (Autoaggression, 20
Autotomie)
IV Klinischer Befund (Messungen von Temperatur und Atmung nur wenn
Auffalligkeiten unter Il und Il beobachtet werden)
- Temperatur, Atmung und Puls normal, Extremitaten warm, Schleimhaute gut 0
durchblutet
- geringe Abweichungen von der Normalsituation 1
- Temperaturabweichung 1 - 2°C, Atmung und Puls + 30%* 10
- Temperaturabweichung >2°C, Atmung/Puls +/- 50%* 20
V Belastung durch FuBRsohleninjektion
- Normale FuBsohlendicke
- Leichte Schwellung der FulRsohle, keine Beeintrachtigung beim Laufen 1
- Schwellung der FuBsohle (mit Verkrustungen oder Rétung), leichte 5
Gangveranderungen (hochhackiges Laufen), normale Motilitat
- Schwellung der FuBsohle (mit Verkrustungen oder Rétung), schmerzhafte
Gangveranderungen (hochhackiges Laufen, schmerzhalte Haltung, verlangsamte 10
Bewegung)
- Schwellung der FuBsohle mit Verkrustungen, Hypokinetik, Tier bewirkt apathisch 20
VI Tiermodellabhangige Bewertung (EBA und BP Modell)
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- Keine sichtbaren Lasionen 0
- Betroffene Kérperflache unter 5 %
- Betroffene Kérperflache zwischen 5-10 %
- Betroffene Kérperflache zwischen 11-25 % 10
- Betroffene Kérperflache tGber 25 % 20
Bewertung, MalRnahmen Punktsumme
Belastungsgrad 0 = keine Belastung 0
Belastungsgrad 1 = geringe Belastung, sorgfaltig weiter beobachten 1-9
Belastungsgrad 2 = mittelgradige Belastung; ggf. tierdrztliche Versorgung einleiten 10-19
(Analgesie)
Belastungsgracji 3 =.hochg.rad|ge Belastung; sofort Versuch am betroffenen Tier 20 oder héher
abbrechen und Tier einschladfern
angelehnt an Kriterien der Stabsstelle Arbeitssicherheit, Tier- und Umweltschutz der
Julius-Maximilians Universitat Wirzburg und Morton and Griffiths (Vet Rec. 1985 Apr 20;
116(16): 431-6)
Uberwachungshiufigkeit im Beobachtungszeitraum:
Haufigkeit pro
Modell
ode Woche
4h, 24h, 48h, 72h
nach
Immunisierungs-induzierte EBA Immunisierung
(danach 1x
Woche)

SONSLIZES : ..ovueiriersriiii s

Definitive Abbruchkriterien:

o Abnahme des Kérpergewichtes um > 20% gegeniiber Ausgangsgewicht, Gber mehr als 2

Tage andauernd?

o  Tier fahlt sich kalt an; Beine und Bauchhaut blaulich-dunkel als Zeichen eines gestorten

Kreislaufes

o Tier zittert standig, hat Krampfe, kann sich nicht koordiniert bewegen

o  schwere Automutilation (Hautwunden, abgebissene Zehen etc.)

flache, angestrengte Atmung
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