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Zusammenfassung

Die Epidermolysis bullosa acquisita (EBA) ist eine Autoimmunerkrankung der Haut, die durch das
Vorliegen von Antikdrpern gegen Kollagen Typ VIl gekennzeichnet ist. Betroffene entwickeln Blasen
und Erosionen an der Haut. Unbehandelt nimmt die Krankheit einen schweren Verlauf und kann
todlich enden. Die standardmaRige Behandlung erfolgt zurzeit mit unspezifischen
Immunsuppressiva. Oft werden systemische Kortikosteroide eingesetzt. Diese Therapie ist jedoch
nicht immer wirksam und auRerdem von starken Nebenwirkungen behaftet, weshalb die

Entwicklung spezifischerer Therapieformen dringend notwendig ist.

In den letzten Jahren konnten mittels verschiedener Mausmodelle zahlreiche fiir das Entstehen der
Krankheit wichtige Zellen und Molekiile identifiziert werden. Unter anderem fielen neutrophile
Granulozyten und die Komplementkomponente C5a ins Auge. Da letztgenannte ein starker
Signalgeber fiir neutrophile Granulozyten ist, wurde vermutet, dass C5a fiir die Rekrutierung
neutrophiler Granulozyten in die Haut verantwortlich sei. Die pharmakologische Blockade der C5a-

vermittelten Signale sollte daher vor Auspragung der Krankheit schiitzen.

In dieser Arbeit wird der Nachweis erbracht, dass die pharmakologische Blockade des C5a-
Rezeptors keinen effektiven Schutz vor der Krankheitsausprdagung der EBA darstellt. Mittels
aufwendiger Visualisierungsexperimente wird festgestellt, dass diese Blockade nur in den ersten
Stunden nach Krankheitsinduktion einen Effekt hat. Anhand der Ergebnisse wird, eingebettet in
aktuelle Forschungsarbeiten, ein Modell der Pathogenese entwickelt, welches C5a nur zu Beginn

der dermalen Entziindungsreaktion eine wesentliche Rolle zuweist.
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1 Einleitung und Fragestellung

1.1  Aufbau und Funktion humaner Haut

Die Haut ist das flachenmaRig grofRte Organ des menschlichen Kérpers. Mit einer Oberflache von
1,4-2 m? und einem Gewicht von 10-20 kg (ReiRig und Salvetter, 2014) bedeckt sie den gesamten
Korper und schlielRt diesen nach auRen ab. Ihr fallen zahlreiche lebensnotwendige Funktionen zu,
sodass groRflachige Storungen der Integritat der Haut zu lebensbedrohlichen Zustanden fiihren

konnen.

Die wohl offensichtlichste Funktion der Haut ist ihre Barrierefunktion gegentiber der Umwelt — der
kompakte Aufbau der Epidermis bietet einen Schutz vor Fremdkorpern, durch die Sekretion
antimikrobieller Peptide werden potentielle Pathogene schon auBerhalb des Kérpers wirksam
bekampft. Die mechanische Stabilitdt der Haut schitzt bei StéBen, Kratzern und Schnitten.
Verschiedenste Sensoren der Haut sind fir die Aufnahme von Reizen verantwortlich, auch zu
diesem Zweck ist die Haut fast Uberall von feinen Haaren bedeckt. Das Aufrechterhalten des
inneren Milieus stellt eine weitere wichtige Funktion der Haut dar. Man darf also ohne Zweifel
behaupten, dass die Haut ein komplexes, flir den Kérper lebensnotwendiges Organ ist. Um die
einzelnen Funktionen der Haut verstehen und nachvollziehen zu kénnen, ist ein kurzer Einblick in

den Aufbau ebendieser vonnéten.

Humane Haut besteht aus drei Schichten: der Oberhaut (Epidermis), der Lederhaut (Dermis) und

der Unterhaut (Subkutis). Einen Uberblick (iber den Aufbau vermittelt Abbildung 1.

Haar
} Oberhaut
Talgdriisen
Lederhaut
Haarmuskel
Haarwurzel
Haarpapille
SchweiRdriise } Unterhaut und

Fettgewebe
Blutgefalle

Arterie  Vene Nervenfaser

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Haut. Man erkennt deutlich die Anordnung von Ober-, Leder- und Unterhaut.
Zwischen Ober- und Lederhaut ist als rote Linie die Basalmembran dargestellt. (Obilderzwerg. Fotolia.com, 14.06.2016)
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Nach auBen hin bildet die Epidermis als mehrschichtig verhorntes Plattenepithel die duBerste
Barriere gegeniiber auf den Korper einwirkender Umwelteinflisse. In einem Zyklus standiger
Erneuerung werden in der Tiefe der Epidermis, an der Basalmembran, neue Zellen gebildet, die
aufgrund ihres hohen Gehalts an Keratin als Keratinozyten bezeichnet werden. Diese Zellen werden
im Laufe ihres Lebens von in der Tiefe neu gebildeten Zellen immer weiter nach aulRen gedrangt.
Auf ihrem Weg differenzieren sie sich und verlieren Wasser, der Zellkern zersetzt sich. Am Ende
sterben die Zellen ab. Die duRersten, je nach Hautregion 25-100 Zelllagen (Lillmann-Rauch und
Asan, 2015) bilden das Stratum corneum — eine kompakte Schicht abgestorbener Keratinozyten,
die eine solide, nicht schmerzempfindliche Barriere zur Umwelt bildet. Unter der Epidermis liegt
die Basalmembran, eine Schicht verschiedener Faser- und Verbindungsproteine, an denen die
Basalzellen der Epidermis (iber Hemidesmosomen verankert sind. Von unten sind die
Kollagenfasern der Dermis Uber Ankerfibrillen, hauptsachlich Kollagen Typ VII, mit der
Basalmembran verbunden. Sie bildet so eine solide Basis fiir die Epidermis und stellt auRerdem
sicher, dass auf die Epidermis einwirkende Scherkrafte an die Kollagenfasern der darunterliegenden

Dermis tbertragen werden.

Unter der Basalmembran liegt die Dermis, welche sich wiederum in zwei Schichten einteilen lasst.
Der direkt an die Basalmembran anschlieBende Teil wird als Stratum papillare bezeichnet und
besteht hauptsachlich aus locker gepacktem Kollagen Typ | und lll, darliber hinaus finden sich hier
zahlreiche elastische Fasern. Die tiefere Schicht der Dermis, welche auch den Ubergang zur Subkutis
bildet, wird als Stratum reticulare bezeichnet und besteht zum Grol3teil aus Kollagen Typ |, welches
enger gepackt ist als im Stratum papillare. Die gesamte Dermis ist von Blutgefafen und

Nervenfasern durchsetzt.

Das Stratum reticulare geht schlieBlich in die Subkutis (iber, einer regional sehr unterschiedlich
stark ausgepragten Schicht von Adipozyten, die je nach Koérperregion verschiedene Aufgaben
erfillen kénnen. An einigen Regionen auftretendes braunes Fettgewebe dient der Thermogenese.
Auch unter der FuBsohle ist das subkutane Fettgewebe hochspezialisiert, strukturiert als kleine

Druckpolster dient es hier der StoRdampfung beim Auftreten.

1.2 Blasenbildende Autoimmundermatosen

Der Korper beherbergt mit dem Immunsystem einen hocheffektiven Mechanismus zur Erkennung
und Bekdmpfung von Fremdkoérpern. Auf eine genaue Beschreibung dieser Mechanismen muss hier
verzichtet werden, es sei lediglich erwahnt, dass in seltenen Fallen auch koérpereigene Strukturen
von diesen Mechanismen als fremd erkannt und in der Folge bekampft werden. Dieser Vorgang

wird als Toleranzverlust bezeichnet. Wenn dies passiert, entstehen chronische, oft schwerwiegende

12



Krankheitsbilder, die als Autoimmunkrankheiten bezeichnet werden und danach klassifiziert
werden, welche Strukturen vom Immunsystem angegriffen werden. Die Griinde, warum der Kérper
eigene Strukturen als fremd erkennt, sind noch nicht hinlanglich bekannt. Man vermutet jedoch,

dass sowohl genetische als auch Umweltfaktoren eine Rolle spielen (Takai, 2002).

Zur  Gruppe der Autoimmunkrankheiten gehéren auch die  blasenbildenden
Autoimmundermatosen, eine Gruppe schwerwiegender Erkrankungen der Haut, die gemeinsam
haben, dass im Rahmen einer Autoimmunreaktion Antikdrper gegen bestimmte Strukturproteine
der Haut gebildet werden. Nach ihrer Bildung binden diese Antikorper an ihre Zielproteine, sodass
diese ihre Funktion nicht mehr erfillen koénnen. Im Falle der blasenbildenden
Autoimmundermatosen werden solche Proteine attackiert, die fir den Zusammenhalt der
einzelnen Hautkomponenten verantwortlich sind. Kénnen diese ihre Funktion nicht mehr erfillen,
I6sen sich die unterschiedlichen Hautschichten voneinander, makroskopisch kommt es zur

Blasenbildung.

Die Gruppe der blasenbildenden Autoimmundermatosen lasst sich weiter in Pemphigus- und
Pemphigoid-Erkrankungen unterteilen. Bei Ersteren kommt es zu Blasenbildung innerhalb der
Epidermis. Die haufigsten Varianten sind hier der Pemphigus vulgaris und der Pemphigus foliaceus
(Chams-Davatchi et al., 2005). Bei den Pemphigoid-Erkrankungen findet die Spaltbildung an der
dermo-epidermalen Junktionszone (DEJ) zwischen Dermis und Epidermis statt. Mit Abstand
haufigstes Krankheitsbild ist hier das bullése Pemphigoid (Bertram et al., 2009), seltenere Varianten
sind die lineare IgA-Dermatose und die Epidermolysis bullosa acquisita. Eine Ubersicht {iber
verschiedene Ziel-Antigene bei blasenbildenden Autoimmundermatosen und deren Funktion an

der DEJ bietet Abbildung 2.
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Abbildung 2: Antigene bei blasenbildenden Autoimmundermatosen. Man erkennt deutlich die Ankerfunktion von Kollagen
Typ VIl, dem Antigen bei Epidermolysis bullosa acquisita. Antikérper gegen BP 230 oder die NC16A-Domdne von BP180
I6sen das bullése Pemphigoid aus. Laminin yl1 ist das Antigen beim Anti-p200/Laminin yl-Pemphigoid, beim
Schleimhautpemphigoid ist das Antigen meist Laminin 332 (modifiziert nach Schmidt und Zillikens, 2013).

1.3 Epidermolysis bullosa acquisita

Nach obenstehender Klassifikation gehort die Epidermolysis bullosa acquisita (EBA) zu den
Pemphigoid-Erkrankungen. Mit einer Inzidenz von 0,2 - 0,5 Neuerkrankungen pro 1 Millionen (Mio.)
Einwohner pro Jahr (Bernard et al., 1995; Bertram et al., 2009) nimmt sie hier numerisch im
Vergleich zum bullésen Pemhigoid [Inzidenz: 13,4 pro 1 Mio. Einwohner pro Jahr (Bertram et al.,
2009)] eine untergeordnete Rolle ein. Da es sich um eine chronische Krankheit handelt, wird die
Pravalenz hoher geschatzt, hierzu sind jedoch keine Daten verfligbar. Im Durchschnitt setzt die
Krankheit im Alter von 47 Lebensjahren ein (Ludwig, 2013), es sind jedoch auch Falle bei Kindern
und Jugendlichen beschrieben worden (Baican et al., 2013; Liszewski et al., 2015). Das Vorliegen
des Haupt-Histokompatibilitatskomplex-Klasse Il-Haplotyps DR2 (HLA-DR2) erhoht das Risiko, zu
erkranken (Gammon et al., 1988). Man vermutet jedoch, dass es auch auBerhalb dieses Genlokus

Gene gibt, die die Erkrankungswahrscheinlichkeit erhéhen. So waren in einer grolRen
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Patientenkohorte von EBA-Patienten schwarzhautige Menschen afrikanischen Ursprungs deutlich
Uberreprasentiert, diese waren bei Erkrankungsbeginn dariber hinaus jlinger als

Vergleichspatienten aus den Niederlanden und Korea (Zumelzu et al., 2011; Ludwig, 2013).

Klinisch lassen sich zwei Formen der EBA voneinander differenzieren. Etwa ein Drittel aller
Patienten entwickelt die noninflammatorische, oft auch als mechanobullés oder klassisch
bezeichnete Variante des Krankheitsbildes. Hier kommt es zu Hautlasionen und Bildung von straffen
Blasen, ohne dass dieser Vorgang von einer kutanen Entziindung begleitet wird. Oft ist auch die
orale Mukosa betroffen. Bei den anderen zwei Dritteln aller Patienten manifestiert sich die
Krankheit als inflammatorische Variante, bei der die Hautldsionen von einer kutanen
Entzindungsreaktion begleitet werden. Hier kommt es neben der Bildung straffer Blasen, die
teilweise einreilen, zu Hautrétungen und Juckreiz der betroffenen Regionen (Kim et al., 2011;

Ludwig, 2013).

1.3.1 Pathogenese

Die Pathogenese der EBA ist noch nicht vollstdandig verstanden — auch diese Arbeit beschaftigt sich
mit einem Teilaspekt dieses Prozesses. Nach der ersten Fallbeschreibung eines EBA-Patienten
(Elliott, 1895) dauerte es mehr als 75 Jahre, bis erste diagnostische Kriterien festgelegt wurden
(Roenigk, 1971). Das Antigen war zu diesem Zeitpunkt noch unbekannt, die Diagnose beruhte auf
einer negativen Familienanamnese und dem Ausschluss anderer blasenbildender
Autoimmundermatosen. Nach heutigem Forschungsstand beginnt der Krankheitsverlauf mit dem
Toleranzverlust des Immunsystems flir Kollagen Typ VII, welches an der DEJ als molekulare Briicke
zwischen dermalen und epidermalen Strukturen fungiert. In der Folge werden vom Korper
Antikorper, vorwiegend Immunglobulin G (IgG), gebildet. Diese richten sich insbesondere gegen die
nicht-kollagene Doméane 1 (NC1) des Kollagens Typ VII, seltener werden auch Epitope innerhalb der
nicht-kollagenen Doméne 2 (NC2) oder der tripelhelikalen kollagenen Domane in der Mitte des

Proteins erkannt (Ishii et al., 2004; Ishii et al., 2009).

Nach Bindung der Antikorper an das Kollagen Typ VII entsteht an der DEJ unter anderem durch
Aktivierung des Komplementsystems ein proinflammatorisches Milieu, in der Folge werden
neutrophile Granulozyten aus den dermalen Blutgefden rekrutiert. Sowohl die komplette
Depletion neutrophiler Granulozyten als auch die Depletion von Cluster of differentiation 18
(CD18), einem Adhéasionsfaktor, der fiir die Extravasation neutrophiler Granulozyten aus den
BlutgefaRen ins Gewebe notwendig ist, verhindern das Entstehen von Blasenbildung bei
Versuchstieren komplett (Chiriac et al., 2007). Wichtig ist hier zu erwahnen, dass die Rekrutierung

der neutrophilen Granulozyten wohl liber das ,fragment crystallisable” (Fc-Teil) der Antikorper

15



moduliert wird, da die Injektion von Antigen-bindenden Antikorperfragmenten (Fab-Teil) im
Tierversuch nicht ausreicht, um Blasenbildung auszulésen (Sitaru et al., 2005). Es wird vermutet,
dass flr diesen Rekrutierungsprozess maligeblich aktive Komponenten des Komplementsystems
verantwortlich sind — dieses System kann lber die gewebegebundenen Antikorper aktiviert
werden. In Gewebeschnitten erkrankter Mause ist die Komplementkomponente 5 (C5) an der DEJ
nachweisbar, dariiber hinaus sind C5-Knockout-Mause vor der Auspragung der Krankheit geschitzt
(Sitaru et al., 2005). In einem weitergehenden Versuch konnte dariiber hinaus gezeigt werden, dass
es ausreicht, den alternativen Weg der Komplementaktivierung zu blockieren, um Mause vor dem
Krankheitsbefall zu schiitzen. Die Blockade des klassischen Weges der Komplementaktivierung
flhrt zwar zu einem im Verlauf signifikant weniger ausgepragtem Phanotyp, kann die Entstehung
der Krankheit aber nicht komplett verhindern (Mihai et al., 2007). Im Gewebe setzen die aktivierten
neutrophilen Granulozyten dann verschiedene Stoffe frei, die die Integritat der Haut storen und so
fir die Blasenbildung verantwortlich zu sein scheinen. Neben der
Nicotinamidadenindinucleotidphosphat-Oxidase (NADPH-Oxidase), die fur die Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS) verantwortlich ist, konnte nachgewiesen werden, dass auch Gelatinase B
und Elastase notwendig sind, um Blasenbildung auszulésen (Shimanovich et al., 2004; Chiriac et al.,

2007).

Neben den oben beschriebenen Mechanismen sind noch zahlreiche weitere Molekiile und Zellen
in die Pathogenese involviert, deren Einordnung sich auf zeitlicher und raumlicher Ebene jedoch als
duBerst schwierig erweist. So konnte zum Beispiel nachgewiesen werden, dass auch die Zytokine
Interleukin-1 (IL-1) und IL-6, der Granulozyten-Monozyten-Kolonie stimulierende Faktor (GM-CSF)
und die Chemokin-Liganden 1 und 2 (CXCI1; CXCL2) eine Rolle in der EBA-Pathogenese spielen
(Ludwig, 2013).

Nach heutigem Kenntnisstand kommt es also nach Toleranzverlust gegeniiber Kollagen Typ VII zur
Antikorperbildung gegen dieses Molekil. Die Bindung der Antikérper an der DEJ fiihrt zur,
vermutlich Komplement-vermittelten, Rekrutierung neutrophiler Granulozyten in die Haut. Die
Freisetzung von ROS und verschiedenen Proteasen aus diesen Zellen ist dann fiir die Blasenbildung
und Gewebeschadigung verantwortlich. Abbildung 3 gibt einen Uberblick iiber dieses Modell der

Pathogenese.
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Abbildung 3: Pathogenese der Gewebeschddigung bei experimenteller Epidermolysis bullosa acquisita (EBA).
Antikérperbindung an die dermo-epidermale Junktionszone (DEJ) (a) fiihrt zur lokalen Aktivierung des
Komplementsystems (b). Spaltprodukte des Komplementsystems, darunter C5a, vermitteln die Rekrutierung neutrophiler
Granulozyten aus den Blutgefédfsen in das Gewebe der Dermis. Noch nicht néher definierte Zellen setzen in der Folge
Zytokine frei, die teils pro-, teils antiinflammatorische Effekte haben (c). Die eigentliche Blasenbildung wird hauptséchlich
durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und Matrix-Metalloproteinasen (MMP) vermittelt, welche von Neutrophilen
freigesetzt werden (d). Fiir das Abklingen der Entziindungsreaktion scheint unter anderem Flightless-1 (Flii) von Bedeutung
zu sein (e) (modifiziert nach Ludwig, 2013).

1.3.2 Therapie

Die Therapie der EBA gestaltet sich, wie bei vielen Autoimmunkrankheiten, ausgesprochen
schwierig. Aufgrund der Seltenheit der Erkrankung sind keine kontrolliert-randomisierten Studien
verfligbar. Die meisten Patienten werden mit einem oralen Kortikosteroid (0,5-1,5 Milligramm (mg)
/ Kilogramm (kg) pro Tag) behandelt (Ishii et al., 2010), zur Dosisreduktion wird oft ein
Immunsuppressivum (meist Azathioprin oder Methotrexat) parallel verabreicht. Einen
vielversprechenden Therapieansatz stellt dartiber hinaus Kolchizin dar (Megahed und Scharffetter-
Kochanek, 1994), welches auch in Monotherapie eine gute Wirksamkeit zeigte. Allen diesen
klassischen Therapiemethoden ist gemein, dass durch die sehr unspezifischen Wirkungen der
Medikamente teils starke Nebenwirkungen auftreten. Deren negative Folgen Uberlagern im

Empfinden der Patienten oft die durch den Therapieerfolg erzielten Erfolge.
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In den letzten Jahren gab es vielfache Ansatze, spezifischere und von weniger Nebenwirkungen
behaftete Therapiemethoden zu entwickeln. Getestet wurden diese zu GrofSteilen an
therapierefraktdaren EBA-Patienten. Besonders vielversprechend erscheint hier die kontinuierliche
intravendse Applikation hoher Dosen Immunglobulin G (IVIG), die in einer kleinen Kohorte
therapierefraktarer EBA-Patienten zur deutlichen Besserung des Krankheitsbildes bei nur geringen
Nebenwirkungen fiihrte (Ahmed und Gircan, 2012). Auch Dapson wird haufig in
Kombinationstherapie angewendet (Kim et al., 2011). Sein Nutzen als Monotherapie ist jedoch nur
fiir einen einzelnen Fall publiziert (Hughes und Callen, 2001). Weiterhin rickte Rituximab in den
letzten Jahren verstarkt in den Fokus, da es bei anderen blasenbildenden Autoimmundermatosen
erfolgreich eingesetzt wurde (Joly et al., 2007). Auch bei der EBA scheint dieses Medikament eine
Therapiealternative darzustellen, die kleine Fallzahl und die Tatsache, dass es meist in Kombination
mit anderen Arzneien verwendet wurde, erlaubt aber keine finale Aussage lber seine Wirksamkeit.
Selbiges gilt auch fiir den Ansatz, zirkulierende Autoantikérper mittels Immunoadsorption aus dem

Serum zu entfernen (Ludwig, 2013).

1.4 Das Anaphylatoxin C5a als wichtige Komponente des Komplementsystems

Das Komplementsystem ist als Teil des angeborenen Immunsystems zu verstehen, dessen Aufgabe
es ist, den Korper durch verschiedene Funktionen bei der Fremdkérperabwehr zu unterstiitzen.
Molekular handelt es sich um eine Enzymkaskade, die durch verschiedene Stimuli
(Aktivierungswege) aktiviert wird und dessen Spaltprodukte vielfdltige Abwehrfunktionen
wahrnehmen. Gangigerweise unterscheidet man zwischen dem klassischen, dem alternativen und
dem Lektinweg der Komplementaktivierung. Alle drei Arten der Aktivierung flhren letztlich dazu,
dass das System seine drei Hauptfunktionen erfiillen kann — die Opsonisierung von Fremdkérpern,
deren Bekampfung durch Bildung des Membran attac complex (MAC) und die Rekrutierung von

Entziindungszellen Gber die Freisetzung von Anaphylatoxinen (Murphy et al., 2014).

Auf eine genaue Darstellung der verschiedenen Aktivierungswege muss hier verzichtet werden.
Letztlich miinden alle in einer gemeinsamen Endstrecke, in der die Komplementkomponente 5 (C5)
in ihre Spaltprodukte C5a und C5b gespalten wird. Wahrend der Faktor C5b im weiteren Verlauf
wichtig fur die Bildung des MAC ist und so der Lyse von Bakterien dient, ist C5a als Anaphylatoxin
fir die Rekrutierung von Entziindungszellen von extremer Wichtigkeit. Einen Uberblick iiber

Aktivierungs- und Effektormechanismen des Komplementsystems bietet Abbildung 4.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des Komplementsystems. Beim klassischen und beim Lektinweg induziert die
Aktivierung von Serinproteasen [C1qrs bzw. Mannose-assoziierte Serinproteasen (MASPS)] die Spaltung von C2 in C2a und
C2b und von C4 in C4a und C4b (nicht dargestellt). C2a und C4b bilden einen Komplex (C4b2a) der in der Lage ist, C3 in
C3a und C3b zu spalten. C3a fungiert als Anaphylatoxin, wéhrend sich C3b an den Komplex anlagert und so zur Bildung
von C4b2a3b, der C5-Konvertase des klassischen und des Lektinweges, fiihrt. Der alternative Weg beginnt mit der
spontanen Hydrolyse von C3. C3b induziert die Spaltung von frei im Serum vorkommenden Faktor B in Ba und Bb, C3b und
Bb bilden einen Komplex, der weitere C3-Molekiile spalten kann. Lagert sich an diesen Komplex ein weiteres C3b-Fragment
an, entsteht die C5-Konvertase des alternativen Weges (C3bBb3b). Die C5-Konvertasen spalten dann C5 in C5a und C5b.
Wdhrend sich C5b an Zellmembranen anlagert und durch Rekrutierung weiterer Komplementfaktoren (C6-C9) zur Bildung
des Membrane attac complex (MAC) fiihrt, ist C5a ein stark wirksames Anaphylatoxin (modifiziert nach Lappegdrd et al.,
2015).

C5a ist ein 74 Aminosduren langes Glykoprotein, das durch die C5-Konvertase (die wiederum aus
anderen Komplementproteinen zusammengesetzt ist) aus dem 1676 Aminosduren langem C5-

Peptid abgespalten wird (Carney et al., 1991). Analog werden auch aus den Komplementfaktoren
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C3 und C4 die Peptide C3a und C4a abgespalten, diese haben als Anaphylatoxine jedoch eine
deutlich schwéachere Potenz als C5a (Murphy et al., 2014). Im Plasma wird C5a durch die
Carboxypeptidase B schnell am C-Terminus desarginiert, wodurch es einen grof3en Teil seiner
Potenz verliert. Insbesondere die Fahigkeit, an den Komplement-5-a-Rezeptor 1 (C5aR) zu binden,

wird stark eingeschrankt (Higginbottom et al., 2005).

Die biologischen Funktionen von C5a sind duBerst vielfdltig und noch nicht zur Ganze verstanden.
Besonders auf neutrophile Granulozyten, in geringerem Umfang auch auf Makrophagen und
Monozyten, wirkt es stark chemotaktisch (Marder et al., 1985). Bei neutrophilen Granulozyten kann
es die Freisetzung granuldrer Enzyme hervorrufen. Darliber hinaus verstirkt es die
Phagozytoseaktivitat und den Sauerstoffverbrauch dieser Zellen. Auf diese Art triggert es den
»oxidativen Burst”, welcher zur Freisetzung von ROS fihrt (Guo and Ward, 2005). Weiter sind
vasodilatatorische Wirkungen bekannt (Schumacher et al., 1991). Dariiber hinaus kann es die
Expression bestimmter Adhadsionsmolekiile auf der Zelloberfliche neutrophiler Granulozyten
verstiarken (Guo et al.,, 2002). Der Nachweis, dass C5a auf neutrophile Granulozyten eine
antiapoptotische Wirkung entfaltet (Perianayagam et al., 2002), bestatigt noch einmal, dass es sich

um ein Molekil mit stark proinflammatorischen Wirkungen handelt.

C5a entfaltet den GroRteil seiner Wirkungen Gber Bindung an einen heptahelikalen, G-Protein-
gekoppelten Rezeptor (C5aR; CD88) (Gerard und Gerard, 1991). Schon friih wurde die Expression
dieses Rezeptors auf Zellen der myeloiden Linie (Neutrophile, Eosinophile, Basophile, Monozyten)
nachgewiesen (Chenoweth and Hugli, 1978; Gerard et al., 1989; Werfel et al., 1992). Spater wurde
der Rezeptor auch auf nichtmyeloiden Zellen der Lunge und Leber entdeckt (Haviland et al., 1995).
Neben C5aR fungiert noch ein weiteres Molekil als Rezeptor fiir C5a: C5L2, ein nicht-G-Protein-
gekoppelter Rezeptor (Okinaga et al., 2003), dessen Funktion noch unklar und Bestandteil heftiger
Diskussionen ist. Wahrend einige Gruppen ihn als regulatorischen Rezeptor fiir die Gber C5aR
vermittelten Effekte betrachten, postulieren andere auch fir C5L2 proinflammatorische

Funktionen (Li et al., 2013).

Betrachtet man die einzelnen Funktionen des Anaphylatoxins C5a gesammelt, entsteht das Bild
eines Molekiils, das eine zentrale Rolle in der Genese und Aufrechterhaltung von
Entziindungsreaktionen einnimmt. Die Inhibition der Wirkungen dieses Molekiils ist demzufolge ein
vielversprechender Ansatz, die Symptome verschiedenster Erkrankungen zu verbessern — darunter

auch die inflammatorische Variante der EBA.
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1.4.1 Inhibition des Komplementsystems — ein vielversprechender Therapieansatz

Aufgrund der in Kapitel 1.4 beschriebenen vielfaltigen Wirkungen des Komplementsystems ist es
nur logisch, dass die pharmazeutische Forschung sich der Fragestellung angenommen hat, auf
welchem Wege man diese Wirkmechanismen unterbinden kann. Bisher ist mit dem humanisierten
monoklonalen Antikorper Eculizumab jedoch nur ein Wirkstoff zugelassen, der in das
Komplementsystem eingreift. Dessen Zulassung ist auf zwei seltene Erkrankungen beschrankt: der
paroxysmalen nachtlichen Hamoglobinurie (PNH) und des atypischen hamolytisch-uramischen
Syndroms (aHUS) (Lappegard et al., 2015). Zahlreiche Berichte, in denen Eculizumab in anderen
Kontexten erfolgreich angewendet wurde (Johnson und Leca, 2015; Misawa, 2015; Salvadori,

2015), legen jedoch nahe, dass die Inhibition des Komplementsystems weit mehr Potential birgt.

Ruft man sich den kaskadenartigen Ablauf der Komplementaktivierung in Erinnerung, wird schnell
klar, dass sich zur Komplementinhibition viele Zielmolekiile anbieten. Wie bei jeder
pharmakologischen Therapie sollte jedoch eine moglichst spezifische, jeweils auf die
krankheitsauslosenden Faktoren beschrankte Therapie angestrebt werden, um Nebenwirkungen
zu vermeiden. Eculizumab entfaltet seine Wirkung durch Bindung an C5 — somit wird die Spaltung
dieses Molekiils verhindert, weder C5a noch C5b entstehen. Da C5b essentieller Teil des MAC ist,
kann dieser in der Folge nicht gebildet werden. Besonders wichtig scheint der MAC zur Bekampfung
von Neisserien zu sein — Patienten, die mit Eculizumab behandelt werden, haben ein erhohtes
Risiko fur Neisserieninfektionen und muissen daher vor Beginn der Behandlung geimpft werden

(McKeage, 2011).

In der Pathogenese der EBA ist die Rolle des Komplementsystems bereits recht gut eingegrenzt: Die
Tatsache, dass C5-Knockout Mause keine Krankheitszeichen entwickeln (Sitaru et al., 2005) wies
erstmals darauf hin, dass die Aktivierung terminaler Komplementkomponenten zur
Krankheitsentwicklung notig ist. Neonatale Mause entwickeln nur dann Blasen, wenn lhnen
zusatzlich zum pathogenen Antikorper IL-8 und C5a injiziert werden (Sitaru et al., 2005). Darliber
hinaus konnte der wichtige Nachweis erbracht werden, dass C6-defiziente Mause nicht vor der
Krankheit geschiitzt sind und demzufolge die Bildung des MAC (und damit hochstwahrscheinlich
auch C5b) fiur die Pathogenese irrelevant zu sein scheinen (Mihai et al., nicht publizierte Daten).
Diese Erkenntnis riickte erstmals C5a als entscheidendes Molekiil des Komplementsystems in den
Fokus der Forschung. Inzwischen konnte diese Vermutung dadurch untermauert werden, dass

C5aR-Knockout-Mause ein stark reduziertes Krankheitsbild entwickeln (Karsten et al., 2012).

Verschiedene natirlich vorkommende Peptidasen (z.B. die C5a-Peptidase von A-Streptokokken

oder eine Cystein-Protease von Entamoeba histolytica) bieten die Moglichkeit, C5a direkt zu
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inhibieren (Reed et al., 1995; Kagawa et al., 2009). In der aktuellen Forschung nehmen Molekiile,
die an C5aR binden und so C5a-vermittelte Wirkungen blockieren sollen, jedoch eine weit
prominentere Rolle ein. So wurde zum Beispiel der C5aR-Antagonist CCX168 bereits bei Patienten
mit Anti-neutrophile zytoplasmatische Antikérper (ANCA) -assoziierter renaler Vaskulitis klinisch
getestet (Jayne et al., 2014). Der peptidische C5aR-Antagonist PMX-53 wurde, wenn auch erfolglos,
bei Patienten mit rheumatoider Arthritis eingesetzt (Vergunst et al., 2007). Zwei andere in dieser

Arbeit verwendete C5aR-Antagonisten werden im Folgenden kurz vorgestellt.

1.4.2 W-54011, ein spezifischer Antagonist des Komplement-5a-Rezeptors 1

Der kleine, nichtpeptidische Antagonist W-54011 wurde 2002 durch Screening einer groRen
Molekilbibliothek als solcher identifiziert (Sumichika et al., 2002). Durch anschliefende chemische
Modifikation konnte die inhibitorische Potenz erhéht werden. Schon in der Erstpublikation wurde
die Fahigkeit, durch rekombinantes humanes C5a induzierten Kalziumeinstrom bei humanen
neutrophilen Granulozyten inhibieren zu kénnen, belegt. An murinen neutrophilen Granulozyten
konnte dieser Effekt nicht nachgewiesen werden, was 2005 (iber speziesabhadngige Unterschiede
im molekularen Aufbau der C5a-Rezeptoren erklart werden konnte (Waters et al., 2005). Trotz
dieses Nachweises war W-54011 jedoch in der Lage, in einem in vitro Assay die intrinsische Aktivitat
des C5aR-Rezeptors auf murinen dendritischen Zellen zu inhibieren (Peng et al., 2009), weshalb er
auch in einem Review weiter als Kandidat fiir die Nutzung an Mausmodellen gehandelt wurde
(Woodruff et al., 2011). Inzwischen wurde er erfolgreich bei einem murinen Pankreatitismodell
eingesetzt und erwies sich dort sogar im Vergleich zu einem peptidischen Antagonisten als

effektiver (Sendler et al., 2015).

1.4.3 A827173 3ls Antagonist der Komplement-5a-Rezeptoren 1 und 2

Im Gegensatz zu W-54011 ist A8%7173 ein peptidischer Antagonist. Die Entwicklung dieses Molekiils
beruht auf der Erkenntnis, dass fiir die Signaltransduktion am Rezeptor das C-terminale Oktapeptid
von C5a von besonderer Relevanz ist (Kawai et al., 1991). Mittels Phagen-Display wurde aufbauend
auf diesem Befund ein Peptid mit einem mutierten C-Terminus identifiziert, das an C5aR bindet, die
Signaltransduktion jedoch auf Hohe des G-Proteins unterbindet. In in-vitro-Versuchen wurde fir
dieses Peptid (A8%7Y73) nachgewiesen, dass es C5a-vermittelten Kalziumeinstrom bei murinen
Makrophagen unterbinden kann. Interessanterweise konnte sogar in vivo nachgewiesen werden,
dass A8%7Y73 in der Lage ist, die Rekrutierung neutrophiler Granulozyten in die Bauchhéhle nach
dort ausgeloster Entziindungsreaktion signifikant zu reduzieren. Wichtig ist hier die Feststellung,
dass der Inhibitor dafir intravends (i.v.) injiziert werden musste (Heller et al., 1999a). Als einziger

8A71—73

aller bekannten C5aR-Antagonisten ist fir A nachgewiesen, dass er auch an C5L2 bindet (Otto

et al., 2004). Seit Entwicklung wurde der Inhibitor in verschiedenen Krankheitsmodellen an Mausen
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erfolgreich eingesetzt, unter anderem im Kontext des allergischen Asthmas (Karp et al., 2000) oder
Nierentransplantationen (Lewis et al., 2008). Abbildung 5 stellt schematisch die Effekte der

Rezeptorblockade mittels A8%7*73 dar.

\CSa \A8A71-73 ‘C5a
)/\ A vl\ N \ A A A

Extrazelluldrraum

C5aR C5aR C5L2

Intrazelluldrraum

\VAY) vv"i VARV

I
Blockade der

PKC MAPK SignaltraTsduktion
vermittelte vermittelte vermittelte
Effekte Effekte Effekte
Chemotaxis - Phagozytose Keine ?
Entziindung .

Abbildung 5: Schematische Darstellung der C5aR-Blockade. Physiologische Bindung von C5a an C5aR mit folgender
Signaltransduktion (links). Der peptidische Antagonist A8%71-73 bindet an C5aR, blockiert die Signaltransduktion aber auf
Héhe des gekoppelten G-Proteins. Proinflammatorische Effektorfunktionen werden so nicht vermittelt (Mitte). Welche
Funktionen (liber den zweiten bekannten C5a-Rezeptor, C5L2, vermittelt werden, ist Bestandteil kontroverser
wissenschaftlicher Diskussionen. A8471-73 bindet jedoch auch an diesen Rezeptor (rechts). GP: G-Protein, PKC: Proteinkinase
C, MAPK: Mitogen-activated-Protein-Kinase

1.5 Zwei-Photonen-Mikroskopie

Die 2-Photonen-Laser-Scanning-Mikroskopie ist ein bildgebendes Verfahren, was erstmals 1990
beschrieben (Denk et al., 1990) und seitdem in zahlreichen Arbeiten zum Einsatz gekommen ist.
Wie bei der normalen Fluoreszenzmikroskopie werden Fluorophore der zu untersuchenden Probe
mittels Licht einer bestimmten Wellenlange angeregt, woraufhin diese von einem Grundzustand in
einen Zustand hoherer Erregung (ibergehen (Abbildung 6). Durch das Zurickfallen in den
Grundzustand werden Photonen freigesetzt, die dann detektiert werden kénnen. Bei der Zwei-

Photonen-Mikroskopie wird die Energie der Anregungsphotonen so gewahlt, dass das Treffen eines
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Photons auf den Fluorophor nicht ausreicht, um diesen anzuregen — eine Anregung findet erst statt,

wenn zwei Photonen zur selben Zeit auf denselben Fluorophor treffen.
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Abbildung 6: Jablonski-Diagramm zur Veranschaulichung von Ein- (a) und Zwei- (b) Photonen-Anregung. In beiden Fdllen
werden Fluorophore aus dem Grundzustand in einen angeregten Zustand versetzt, der auch als erster
Elektronenanregungszustand bezeichnet wird. Nach vibrierender Relaxation fallen die Fluorophore auf ihr urspriingliches
Energielevel zuriick und setzen hierbei ein Photon frei. Nach erneuter Vibrationsrelaxation erreichen sie wieder ihren
Grundzustand (modifiziert nach So, 2002).

Dies bietet zahlreiche Vorteile: Da zur Anregung Licht geringerer Energie ausreicht, kann die
Wellenldnge erhéht werden, was ein tieferes Eindringen (bis 1 mm) in Gewebeproben erlaubt
(Theer et al., 2003). Die geringere Energie der eingesetzten Lichtstrahlen hat den weiteren Vorteil,
dass es im Vergleich zur konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie zu wesentlich geringeren
laserinduzierten Gewebeschdden bei der Probe kommt. Ein dritter Vorteil besteht in der hohen
dreidimensionalen Auflésung der erhaltenen Bilder, da nur dort ein Fluoreszenzsignal entstehen
kann, wo zwei Photonen gleichzeitig auf einen Fluorophor treffen — also im sehr eng begrenzbaren
Fokus der Lichtstrahlen (Xu et al., 1996). Zur Mikroskopie der Haut ist diese Methode dartber
hinaus besonders geeignet, da dermales Kollagen durch seine Struktur bedingt nach Anregung ein
second harmonic generation-Signal (SHG) emittiert (Zipfel et al., 2003). Es kann so ohne vorherige
Fluoreszenzmarkierung gut dargestellt werden, was eine klare Abgrenzung zwischen Epidermis,

Dermis und Subkutis erlaubt (Kabashima und Egawa, 2014).

Fiir die Visualisierungsversuche in dieser Arbeit wurden Lysozym-M - enhanced green fluorescent

protein (LysM-eGFP) Mause verwendet. Dieser im Jahr 2000 erstmalig beschriebene, transgene
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Mausstamm exprimiert unter dem Lysozym-M-Promoter der myeloiden Zelllinie das enhanced
green fluorescent protein (eGFP). Besonders stark wird das Protein bei diesen Mausen in
neutrophilen Granulozyten, zu einem geringerem Grad auch in Makrophagen exprimiert (Faust et
al.,, 2000). Da diese Mause nun selektiv in den genannten Zellen starke griine Fluorophore
beherbergen, lassen sich mittels Zwei-Photonen-Mikroskopie Wanderungsbewegungen dieser

Zellen gut darstellen.

Um dariiber hinaus die Lokalisierung und Bindungskapazitat des injizierten anti-murines Kollagen
Typ Vlic-(anti-mCOL7c) Antikorpers darstellen zu kdnnen, wurde dieser vorher mit einem roten
Fluorophor markiert. Insgesamt konnten also mittels drei verschiedener Detektionskandle das
dermale Kollagen, neutrophile Granulozyten sowie der injizierte Antikorper visualisiert werden.

AnschlieBend wurden die erhaltenen Informationen in dreidimensionale Bilder Gbersetzt.

1.6 Ziele der Arbeit

Diese Arbeit hat zum Ziel, die Rolle des Anaphylatoxins C5a in der Pathogenese der EBA auf
zeitlicher und rdaumlicher Ebene genauer einzuordnen. Die bereits recht sichere Erkenntnis, dass
C5ain der Pathogenese der EBA eine tragende Rolle spielt, soll durch Untersuchungen zum genauen
Zeitpunkt und Ort dieser Wirkungen prazisiert werden. Dariber hinaus wird getestet, ob durch
pharmakologische Blockade von C5a-Rezeptoren das Krankheitsbild verbessert bzw. die
Krankheitsauspragung verhindert werden kann. Die erfolgreichen Versuche an genetisch
veranderten Tieren legen nahe, dass dieses Molekiil im Verlaufe der Pathogenese eine zentrale
Rolle einnimmt. Der Versuch, die Wirkungen von C5a pharmakologisch zu unterbinden, stellt daher
den logischen nachsten Schritt dar, um langfristig zu priifen, ob eine solche Therapie auch am
Menschen zur Behandlung der EBA und anderer blasenbildender Autoimmundermatosen eine
geeignete Therapieform sein kann. Vermutet wird, dass durch pharmakologische Blockade des C5a-
Rezeptors die Krankheitsauspragung im EBA-Mausmodell verbessert werden kann und dieser Effekt
dadurch erreicht wird, dass weniger neutrophile Granulozyten in die Dermis rekrutiert werden

(Abbildung 7).
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Keine pharmakologische Behandlung C5aR-Blockade

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Wirkungsweise der Komplement-5a-Rezeptor-1 (C5aR)- Blockade. Durch die
Bindung von Antikérpern (anti-mCOL7c 1gG) an Kollagen Typ VIl wird das Komplementsystem aktiviert, auch die
Komplementkomponente 5a (C5a) wird freigesetzt. Durch Bindung an C5aR, der vorwiegend von neutrophilen
Granulozyten exprimiert wird, werden diese Zellen aus den Blutgefdfien ins Gewebe rekrutiert, wo sie dann die
eigentlichen  Krankheitssymptome  hervorrufen. — Die = pharmakologische  Blockade  unterbindet  diesen
Rekrutierungsmechanismus, sodass die zur Krankheitsentstehung notwendigen Neutrophilen (griin dargestellt) im
Gewebe der Dermis nicht mehr in nennenswerter Anzahl vorliegen.
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2 Methoden

2.1 Tierversuche

Alle Tierexperimente wurden vom Ministerium fir Natur und Umwelt des Landes Schleswig-
Holstein genehmigt (Auftragsnummer 5|2 — 1]|11). Die Erlaubnis zur Durchfliihrung
tierexperimenteller Arbeiten wurde durch Absolvierung eines Tierschutzkurses der Universitdt zu
Libeck erlangt. Alle Mause wurden in der gemeinsamen Tierhaltung der Universitat zu Liibeck
gezichtet. C57BIl/6-Mé&use wurden urspriinglich von Jackson Laboratories (Bar Harbor, USA)
erworben, LysM-eGFP — Mause wurden urspriinglich von Dr. Graf (Friedrich-Alexander-Universitat
Erlangen-Niurnberg), Hamburg, zur Verfligung gestellt. Die verwendeten Mause wurden in
pathogenfreier Umgebung bei einem 12-Stunden Licht-Dunkel-Zyklus in der gemeinsamen
Tierhaltung der Universitat zu Libeck gehalten. Es bestand stets unbeschrankter Zugang zu Wasser

und Standardfutter.

2.2 Antikorpertransfer-induziertes Mausmodell fr Epidermolysis bullosa acquisita

Bei diesem Krankheitsmodell werden Mausen Antikorper injiziert, die sich spezifisch gegen die
NC1-Doméne von Kollagen Typ VII richten. Die Antikdrper werden durch Immunisierung von
Kaninchen mit dem Proteinfragment mCOL7c gewonnen. Aus den Seren immunisierter Kaninchen
werden in einem ersten Schritt alle IgG isoliert. AnschlieRend werden aus diesem IgG-Cocktail nur
solche 1gG, die sich spezifisch gegen mCOL7c richten, isoliert. In dieser Arbeit wurden die
aufgereinigten Antikorper dartber hinaus fluoreszenzmarkiert, um die Bindung ebendieser mit
verschiedenen  mikroskopischen Techniken nachweisen zu koénnen. Nach dieser
Affinitatsaufreinigung und Markierung werden die 1gG Mausen injiziert, die daraufhin das
Krankheitsbild der EBA entwickeln. Einen Uberblick iiber den Arbeitsablauf des Antikdrpertransfer-
induzierten Mausmodells fiir EBA bietet Abbildung 8.

. A
a1

~ —
Immunisierung von Isolation aller Affinitdtsaufreinigung Fluoreszenzmarkierung Wiederholte Injektion der
Kaninchen mit mCol7c 1gG aus dem Serum der anti-mCol7c-1gG mit rotem DyLight 594 12G in Lys-eGFP-M&use

Abbildung 8: Antikérpertransfer-induziertes Epidermolysis bullosa acquisita-Mausmodell. Nach Immunisierung von
Kaninchen mit einem Fragment des murinen Kollagen Typ VIl (mCOL7c), werden die Seren dieser Kaninchen gewonnen
(Firma Eurogentec GmbH, Belgien). Nach einem zweistufigen Aufreinigungsverfahren wird der gewonnene anti-mCol7c-
Antikérper mit einem roten Fluorophor (DyLight 594) markiert. AnschliefSend erfolgt die Injektion in Mduse.
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Insgesamt wurden 2 Tierexperimente durchgefiihrt. In einem ersten Versuch wurden bei Mausen
wie oben beschrieben das Krankheitsbild der EBA ausgelost, mittels téglicher intraperitonealer (i.p.)
Injektion von W-54011, eines Antagonisten des C5aR, wurde der Einfluss der (iber diesen Rezeptor
vermittelten Signalwege evaluiert (Abbildung 9). Als Dosis wurden 10 Mikrogramm (ug) / Injektion
[entspricht bei einem Mausgewicht von 20 Gramm (g) 500 ug /Kilogramm (kg) Kérpergewicht (KG)]
gewahlt. Der Kontrollgruppe wurden 100 Mikroliter (ul) 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) in
phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) gespritzt, was dem Losungsmittel des Rezeptorblockers
entspricht. Um sicherzustellen, dass auch in der Friihphase der Entziindungsreaktion ausreichend
hohe Wirkkonzentrationen vorliegen, wurde die Behandlung bereits 2 Tage vor Krankheitsinduktion
begonnen. An Tag 0 und 2 des Versuches wurden jeweils 250 ug der anti-mCOL7c-IgG injiziert,
deren Produktion in 2.2.1 — 2.2.4 beschrieben wird. An Tag 4, 8 und 12 wurde, wie in 2.8
beschrieben, die Krankheitsauspragung statistisch erfasst. AnschlieBend wurden die Mause durch

zervikale Dislokation unter Narkose getotet und Gewebeproben der Ohren entnommen.
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W&"L = Injektion von 1 = Injektion von 10 pg C5aR-
C"g 250 pg lgG iwv. Antagonist (W-54011) i.p.

Abbildung 9: Struktur des Experimentes W-54011. Bereits zwei Tage vor Krankheitsinduktion beginnt die Behandlung mit
dem C5aR-Antagonisten W-54011 in einer Dosierung von ca. 500 ug/kg KG. An Tag 0 und 2 werden 250 ug anti-mCol7c-
1gG injiziert, der C5a-Antagonist wird weiter téglich injiziert. An Tag 4, 8 und 12 wird die Krankheitsausprédgung beurteilt,
an Tag 12 werden die Mduse getdtet und Gewebeproben entnommen.

In einem zweiten Versuch wurde der Einfluss von C5aR und C5L2 untersucht. Da in diesem Versuch
die Extravasation neutrophiler Granulozyten visualisiert wurde, wurde der Versuch an hierfir
geeigneten LysM-eGFP-Mausen vorgenommen (siehe Absatz 1.5). Das Krankheitsbild der EBA
wurde wie oben beschrieben ausgel6st. Gleichzeitig mit der Krankheitsinduktion begann die
Behandlung mit A8%773, Dieser Antagonist wurde alle 12 Stunden in die Schwanzvene der M&use
injiziert. Anders als im Versuch mit W-54011 wurde auf eine Vorbehandlung mit A8%7173 verzichtet.

Dieses Vorgehen hatte zwei Griinde: Erstens sollte zur Erhebung eines Basiswertes der Anzahl
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neutrophiler Granulozyten eine Visualisierung an gesunden, nicht vorbehandelten Tieren moglichst
kurz vor Versuchsbeginn erfolgen. Darliber hinaus betrachteten wir aufgrund der kurzen
Halbwertszeit des Antagonisten eine Behandlung mehrere Tage oder Stunden vor Beginn der
Krankheitsinduktion als nicht zielfilhrend. Kontrolltieren wurde PBS injiziert, was dem
Losungsmittel des Antagonisten entspricht. Diese Behandlung wurde fiir 4 Tage fortgefiihrt. Bereits
zwei Tage vor Versuchsbeginn wurden die Ohren der Mause ein erstes Mal visualisiert, wie in 2.3
beschrieben wird. An Tag 1 und 3 des Versuches folgten dann erneute Visualisierungen. An Tag 4,
8 und 12 wurde die Krankheitsauspragung statistisch erfasst, bevor die Tiere an Tag 12 durch
zervikale Dislokation unter Narkose getotet wurden. Auch in diesem Versuch wurden
Gewebeproben der Ohren entnommen. Abbildung 10 zeigt schematisch den Ablauf des

Experimentes.

Tag -2 -1

q—— S

N = Visualisierungder
Extravasation neu-
trophiler Granulozyten

T =8/20 Uhr: Injektion von

A =Injektionvon
60 ug C3aR/CoL2- A& 250 ug 1gG i.v.
( —~cd

Antagonist (A8271-73) j.v.

Abbildung 10: Struktur des Experimentes A8471-73, Zwei Tage vor Krankheitsinduktion wird die Extravasation neutrophiler
Granulozyten im gesunden Mausohr mittels 2-Photonen-Mikroskopie beurteilt. Parallel zur Krankheitsinduktion wird mit
der Behandlung mit dem C5aR-Antagonisten A8271-73 begonnen. An Tag 1 und 3 wird die Extravasation erneut beurteilt.
Die Behandlung mit A827%-73 wird bis einschlieflich Tag 4 alle 12 Stunden vorgenommen. An Tag 4, 8 und 12 wird die
Krankheitsausprégung erfasst, an Tag 12 werden die Mduse getétet und Gewebeproben entnommen (Tag 5-12 nicht
dargestellt).

2.2.1 lIsolierung von Immunglobulin G aus Kaninchenseren

Aus den Seren immunisierter Kaninchen wurden durch Protein G-Chromatographie alle IgG isoliert.
Nach dem Auftauen der Seren bei 4 Grad Celsius (°C) wurden diese auf eine Protein-G -
Chromatographiesaule gegeben und tGber Nacht bei 4 °C auf dem Schiittler inkubiert. Am Folgetag
wurde der Durchfluss verworfen und die Saule mit PBS gewaschen, bis der Durchfluss bei 280
Nanometer (nm) eine Extinktion von < 0,05 aufwies. Dann wurde das an die Matrix gebundene IgG

mit Glycinpuffer eluiert, bis die gemessene Extinktion des Durchflusses < 0,01 war. Um die I1gG nur
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moglichst kurze Zeit einem sauren pH-Wert auszusetzen, wurden in die SammelgefalRe je 4 Tropfen
1 Molar (M) Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)-Base vorgelegt. Nach Abschluss des
Eluierens wurde der pH-Wert der Losungen mit 1 M TRIS-Base auf 7,2 eingestellt. Die Sdaule wurde
anschlieRend mit PBS gewaschen, bis die Extinktion des Durchflusses < 0,00 war. Durch Waschen
mit 50 ml 1 M Natriumchlorid (NaCl) und 50 ml PBS wurde die Saule regeneriert. Zur Vermeidung
von Kontaminationen wurde ein letzter Waschschritt mit 75 ml 20 % Ethanol durchgefiihrt. Die zu

einem Drittel mit Ethanol gefiillte Sdule wurde dann bei 4 °C gelagert.

Die erhaltene IgG-Losung wurde in Amicon® Ultra-15 Zentrifugierfiltereinheiten [30 Kilodalton
(kDA)] Uberfahrt und 35 Minuten (min) bei 4000 Umdrehungen pro Minute (rpm) und 4 °C
zentrifugiert. Zu der im Filter verbliebenen Losung wurde wieder IgG-Losung hinzugefiigt und
erneut zentrifugiert. Dies wurde solange wiederholt, bis die gesamte 1gG-Losung aufgebraucht war.
AnschlieBend wurden die Filtereinheiten je zweimal mit PBS aufgefiillt und bei denselben
Parametern zentrifugiert. Nach diesem Pufferwechsel von Glycin zu PBS wurde photometrisch die
Konzentration der IgG-Losung bestimmt. Die Lésung wurde steril filtriert und bei 4 °C gelagert, bis

mit der spezifischen Aufreinigung fortgefahren wurde.

2.2.2 Affinitatsaufreinigung spezifischer Antikorper gegen murines Kollagen Typ Vlic

Zur Affinitatsaufreinigung der IgG-Losung wurde eine Chromatographiesaule verwendet, deren
Matrix mit mCOL7c, also dem Antigen der zu gewinnenden Antikdrper, beschichtet war. Diese Saule
wurde mit 20 ml PBS gewaschen, bevor die wie in 2.2.1 beschrieben erhaltene IgG-L6sung auf die
Saule gegeben wurde. Nach Inkubation auf dem Schiittler iber Nacht bei 4 °C wurde am Folgetag
der Durchfluss gesammelt. AnschlieBend wurde die Sdaule mit 20 ml Tritonpuffer und anschliefend
mit PBS gewaschen, bis die Extinktion des Durchflusses bei 280 nm < 0,01 war. In ein 50 ml
Falconréhrchen wurden nun 3 Tropfen 1 M TRIS-Base vorgelegt. AnschlieBend wurde die Saule mit
auf 4 °C temperierten Glycinpuffer befiillt und so die Ziel-Antikorper eluiert. Dieser Vorgang wurde
so lange fortgesetzt, bis die Extinktion des Durchflusses < 0,05 war. Der Durchfluss wurde in dem
zuvor mit TRIS-Base vorbereitetem Falconréhrchen gesammelt, um den sauren pH-Wert des
Glycinpuffers schnell zu neutralisieren und so ein schonenderes Milieu fur die Antikérper zu
kreieren. Nach Abschluss des Eluierens wurde der pH-Wert der erhaltenen Antikérperlésung mit 1
M TRIS-Base auf 7,2 eingestellt und das Rohrchen bei 4 °C gelagert. Die Sdule wurde anschlieRend
mit Glycinpuffer gewaschen, bis die Extinktion des Durchflusses < 0,01 war. Durch Waschschritte
mit je 20 ml 20 Millimolar (mM) TRIS Puffer, 20 mM TRIS + 0,5 M NaCl Puffer, 20 mM TRIS Puffer

und schlieRlich PBS wurde die Sdule regeneriert.
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Anders als bei der unspezifischen IgG-Aufreinigung wurde der Durchfluss der IgG-Losung wie oben
beschrieben nicht nach der ersten Inkubation auf der Sdule verworfen, sondern erneut gesammelt.
Diese Losung wurde nach Abschluss des ersten Aufreinigungszyklus erneut auf die Saule gegeben
und far 30 min bei 4 °C auf dem Schittler inkubiert. In der Folge wurde ein zweiter
Aufreinigungszyklus vorgenommen, der methodisch dem zuvor beschriebenen Ersten gleich war.
Die IgG-Losung wurde erneut gesammelt, sodass nach dem zweiten ein dritter Aufreinigungszyklus
vorgenommen werden konnte, der methodisch dem Zweiten gleich war. Erst nach diesem Zyklus
wurde die nun noch Ubrig gebliebene Losung verworfen. Auf diese Weise wurde versucht, aus der
isolierten unspezifischen IgG-L6sung moglichst alle spezifischen Antikorper zu extrahieren. Nach
dem letzten Aufreinigungszyklus wurde die Sdule mit 30 ml 20 % Ethanol gewaschen. Die zu einem

Drittel mit Ethanol gefiillte Sdule wurde dann bei 4 °C gelagert.

Die durch die Aufreinigung erhaltene IgG-Lésung wurde in Amicon® Ultra-15
Zentrifugierfiltereinheiten (30 kDA) Uberfihrt und 10 min bei 4000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Zu
der im Filter verbliebenen Lésung wurde wieder 1gG-Losung hinzugefiigt und erneut zentrifugiert.
Dies wurde solange wiederholt, bis die gesamte IgG-Losung aufgebraucht war. Anschlielend
wurden die Filtereinheiten, die nun bereits jeweils aufkonzentrierte IgG-Losung enthielten, mit PBS
aufgefiillt und 10 min bei denselben Parametern zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde noch
einmal mit PBS aufgefiillt, nun aber 15 min zentrifugiert. Nach diesem Pufferwechsel von Glycin zu
PBS wurde der Inhalt aller Filtereinheiten in eine Einheit iberflihrt und diese solange zentrifugiert,
bis 1,5 ml Losung im Filter verblieben. Von dieser Losung wurde nun photometrisch die
Konzentration gemessen. Je nach Bedarf wurde nun durch weiteres Zentrifugieren bzw. Verdiinnen
mit PBS die Konzentration der Losung auf 2 mg/ml eingestellt. Die Losung wurde steril filtriert und

bei 4 °C gelagert, bis mit der Fluoreszenzmarkierung der Antikorper fortgefahren wurde.

2.2.3  Fluoreszenzmarkierung des aufgereinigten Antikorpers

Die aus 2.2.2 erhaltene spezifische 1gG-Lo6sung wurde in einen Zellulose-Dialysierschlauch gegeben.
Dieser Schlauch wurde Gber Nacht in 5 Liter (1) auf 4 °C gekihlten Boratpuffer gehangt. Nach diesem
Pufferwechsel von PBS zu Boratpuffer konnte am nachsten Tag die eigentliche Markierungsreaktion
stattfinden. Der Dialysierschlauch wurde aus dem Boratpuffer entnommen, je 500 pl der
enthaltenen Antikorperlésung wurden dann mit je 65 pg DyLight 594 gemischt und 1 h bei
Raumtemperatur in Dunkelheit inkubiert. AnschlieRend wurden die Lésungen mit den nun
markierten Antikdrpern wieder in einen Dialysierschlauch gegeben. Wie zuvor beschrieben fand
nun ein Ricktransfer der Antikorper von Boratpuffer zu PBS statt. Die markierten Antikorper

wurden anschlieRend bis zur Benutzung bei -20 °C gelagert.
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2.2.4 Testung der Bindekapazitat des spezifischen, fluoreszenzmarkierten Antikorpers

Zum Testen der Bindekapazitat der aufgereinigten und fluoreszenzmarkierten Antikdrper wurden
6 um dicke Gefrierschnitte von Ohren gesunder C57BI/6 — Mause aufgetaut. Die Schnitte wurden
mit einem DAKO-Fettstift umkreist, anschlieBend wurden 100 pl der zu testenden IgG-Lésung in
einer Konzentration von 20 pg/ml auf die Gewebeschnitte gegeben. Nach einer Stunde Inkubation
in einer Feuchtkammer wurden die Schnitte dreimal fir je 5 min in PBS gewaschen. Die Bindung an
die dermo-epidermale Junktionszone wurde anschlieBend mithilfe des Keyence BZ 9000 —

Mikroskops analysiert.

2.3 Visualisierung der Neutrophilenextravasation mittels Zwei-Photonen-Mikroskopie

Die zu untersuchende Maus wurde mittels i.p.-Injektion von 400 ul einer klassischen Tripelnarkose
(50 ul Fentanyl, 400 pl Medetomidinhydrochlorid und 800 ul Midazolam verdiinnt in 3,5 ml steriler
Ringerlésung) in Narkose gelegt. Vor der ersten Visualisierung wurde das Ohr mithilfe einer Schere
und Enthaarungscreme enthaart. Die Maus wurde anschliefend bauchlings auf eine Warmeplatte
gelegt, welche eine Temperatur von 39 °C hatte. Ein Metallblock wurde neben dem Kopf der Maus
mittels doppelseitigem Klebeband auf der Warmeplatte fixiert. Der Block wurde anschliefend auch
auf der Oberseite mit doppelseitigem Klebeband prapariert. Das zu untersuchende Mausohr wurde
auf den Metallblock geklebt. Etwaige Unebenheiten im aufgeklebten Ohrabschnitt wurden mithilfe
einer Pinzette ausgestrichen. AnschlieBend wurde das Ohr durch dreimaliges Bestreichen mit der
Pinzette mechanisch irritiert. Auf das Ohr wurde dann ein Tropfen Vidisic-Augensalbe gegeben.
Hierbei wurde darauf geachtet, dass in der Salbe keine Luftblasen eingeschlossen waren. Ein
Deckglaschen wurde auf die Augensalbe gelegt und mit Tape an der Warmeplatte befestigt. Auf das
Deckglaschen wurde anschlieBend erneut luftblasenfrei ein Tropfen Vidisic-Augensalbe

aufgetragen.

Fiir die Visualisierung wurde ein TrimScope Il, ausgeristet mit 2 MaiTai-Lasern und einem
XLUMPLFL 20x W/0.95-Objektiv, verwendet (Abbildung 10). Das Ohr wurde unter dem Objektiv
platziert und das Objektiv in die oberste Vidisic-Schicht eingetaucht. Zur Anregung sowohl des SHG-
Signals des dermalen Kollagens Typ | als auch des eGFPs in den neutrophilen Granulozyten wurde
ein Laser auf eine Wellenldnge von 900 nm eingestellt. Der zweite Laser wurde zur Anregung des
DyLight 594 — also des fluoreszenzmarkierten Antikorpers - auf eine Wellenlange von 740 nm
eingestellt. Beide Laser wurden an jedem Versuchstag mehrfach manuell mithilfe zweier Spiegel
justiert. Die emittierten Lichtsignale wurden mithilfe dreier Photomultiplier (PMT) gemessen. Ein
PMT amplifizierte alle Signale mit Wellenlangen von 425 — 495 nm und diente so zur Darstellung
des SHG-Signals des Kollagen Typ I. Durch Amplifikation aller Signale zwischen 495 - 560 nm wurde

das eGFP und somit die neutrophilen Granulozyten detektiert. Die Detektion der Signale mit
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Wellenldangen zwischen 560 — 594 nm erlaubte die Darstellung des DyLight 594 und somit des

fluoreszenzmarkierten Antikorpers.
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Abbildung 11: Schematischer Aufbau des Zwei-Photonen-Mikroskops. 3 verschiedene Laser kénnen Licht unterschiedlicher
Wellenléngen generieren. Uber manuell einstellbare Spiegelsyteme werden die generierten Lichtstrahlen auf die Probe
gelenkt, Beamshaper und Scanhead dienen der Modulierung und Fokussierung der Lichtstrahlen. Von der Probe emittierte
Photonen werden mittels wellenléingenspezifischer Photomultiplier registriert und amplifiziert. Die so erhaltenen Signale
werden computergestiitzt in ein Bild libersetzt.

Durch Nutzung der ImSpector-Software wurden standardisierte Messparameter angewendet. Von
jedem Mausohr wurden an jedem Visualisierungstag sieben Bildserien aufgenommen. Eine
Bildserie bestand aus 46 250 x 250 um groRRen Bildern, die im vertikalen Abstand von 2 um
aufgenommen wurden. Vor Aufnahme jeder Bildserie wurde durch Orientierung durch das Kollagen
Typ I-Signal sowie durch das DyLight 594-Signal die Lage der DEJ bestimmt. Die Bildserien wurden
dann derart aufgenommen, dass das erste Bild 20 um oberhalb der DEJ aufgenommen wurde, das
letzte 70 um unterhalb. Jedes Bild bestand aus 520 x 520 Pixeln, aufgenommen wurde mit einer

Frequenz von 400 Hertz (Hz) und einer Line Average von 3.

Nach Aufnahme wurden die Daten in msr.-Dateien konvertiert und mittels Imaris-Software
ausgewertet. Hierbei wurden hell leuchtende Zellen als neutrophile Granulozyten, wenig
Leuchtende als Makrophagen klassifiziert. Anhand der Form konnten ausgewanderte Zellen von

solchen in Blutgefdllen differenziert werden. Ausgewanderte neutrophile Granulozyten wurden
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gezahlt, darlber hinaus wurde erhoben, wie viele dieser Zellen sich in unmittelbarer Ndhe (16 um)

zur DEJ befanden.

2.4 Isolation muriner neutrophiler Granulozyten

Zur Gewinnung muriner neutrophiler Granulozyten wurden sowohl C57BI/6- als auch LysM-eGFP-
Mause durch zervikale Dislokation unter Narkose getotet. Operativ wurden die Femora sowie die
Tibiae beider Hinterbeine entnommen und in Hank’s balanced salt soution (HBSS) prep bei 4 °C
zwischengelagert. Nach Abschluss der Operation wurden mit einer Schere die jeweiligen
Gelenkkodpfe der Knochen angeschnitten, um einen Zugang zur Markhohle zu erhalten. Mithilfe
einer 26 % G-Nadel wurde das Knochenmark jedes Knochens mit HBSS prep in ein 50 ml
Falconréhrchen ausgesplilt. Die so isolierten Zellen wurden durch Zentrifugieren bei 1400 rpm und
4 °C fiir 4 min gewaschen. Der Uberstand wurde verworfen und das erhaltene Zellpellet in 6 ml 0,2
% NaCl resuspendiert, um enthaltene Erythrozyten zu lysieren. Nach 30 Sekunden (s) wurden 14 ml
1,4 % NaCl zugegeben, um die Lyse zu stoppen. Nach Zugabe von 10 ml HBSS prep folgte ein
weiterer Waschschritt bei den zuvor genannten Parametern. Das erhaltene Zellpellet wurde in 4 ml
HBSS prep resuspendiert und die Suspension durch ein Zellsieb in ein weiteres Falconréhrchen

Uberfiihrt. Das Zellsieb wurde anschliefend mit 1 ml HBSS prep gespiilt.

Durch Mischen von 2,8 ml Percoll, 1,9 ml HBSS und 310 pl zehnfach konzentriertem PBS wurde eine
62 %ige Percoll-Losung hergestellt. 5 ml dieser Losung wurden in ein 15 ml — Falconréhrchen
vorgelegt und vorsichtig mit 5 ml Zellsuspension Uberschichtet. AnschlieRend wurde das Réhrchen
ohne Bremse bei 2000 rpm und 4 °C fuir 30 min zentrifugiert. Nach Zentrifugation wurde der Zellring,
der sich im Gradienten abgesetzt hatte, zusammen mit dem Uberstand verworfen, das wolkige
Pellet am Grunde des Réhrchens wurde in 1 ml HBSS resuspendiert. Nun wurden die Zellldsungen
beider Mausbeine gepoolt, 10 pl dieser Lésung wurden entnommen und mit 90 pl Trypanblau
gemischt. Mithilfe des Olympus-Mikroskops und einer Neubauer-Zdahlkammer wurde nun die

Zellzahl in der gewonnenen Losung bestimmt.

Wahrenddessen wurden die Zellldsungen mit Magnetic activated cell sorting (MACS)-Puffer auf 6
ml aufgefillt und durch Zentrifugation bei 1400 rpm und 4 °C fiir 5 min gewaschen. Das erhaltene
Pellet wurde in 100 pul MACS-Puffer pro 107 Zellen resuspendiert. Pro 107 Zellen wurden nun 10 pl
Cluster of differentiation (CD) 3e-phycoerythin (PE) sowie CD19-PE hinzugegeben - diese Antikdrper
binden an murine T — bzw. B- Lymphozyten. Die Losung wurde 10 min bei 4 °C inkubiert,
anschlieBend wurden 2 ml MACS-Puffer pro 107 Zellen hinzugefiigt. Nach einem Waschschritt bei
1400 rpm und 4 °C fiir 7 min wurde das erhaltene Zellpellet in 80 ul MACS-Puffer pro 107 Zellen

resuspendiert. Pro 107 Zellen wurden 20 pl anti-PE-Microbeads hinzugefiigt, um die durch die zuvor

34



hinzugefligten Antikorper gebundenen Zellen magnetisch zu markieren. Diese Losung wurde 15 min
bei 4 °C inkubiert, anschlieBend wurden 2 ml MACS-Puffer pro 107 Zellen hinzugefiigt und die Zellen
erneut durch Zentrifugation bei den zuvor genannten Parametern gewaschen. Wahrenddessen
wurde die MACS-MS-Saule in den MACS-Multistand gestellt und mit 1 ml MACS-Puffer equilibriert.
Das erhaltene Zellpellet wurde in 1 ml MACS-Puffer resuspendiert und die Losung auf die MACS-
Saule gegeben. Magnetisch markierte Zellen (T- und B-Lymphozyten) wurden so aus der Losung
entfernt. Die Sdule wurde mit 1 ml MACS-Puffer nachgespiilt. Der Durchfluss wurde erneut durch
Zentrifugation bei oben genannten Parametern gewaschen. Nach Resuspension in 1 ml Chlorid (CL)-
Medium wurde wie oben beschrieben die Zellzahl der erhaltenen Lésung bestimmt. Durch
Verdiinnen mit CL-Medium wurde die Konzentration der Zelllésung auf 5x10%/ml eingestellt, die

Losung wurde bis zur Verwendung auf Eis gelagert.

2.5 Quantifizierung der Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies aus murinen
neutrophilen Granulozyten

Vor Durchfiihrung des Versuches zur Quantifizierung der ROS-Freisetzung muriner neutrophiler
Granulozyten (ROS Release Assay) wurde ein Belegungsplan fur eine 96-Well Platte erstellt. Neben
den Zellen und den zu untersuchenden Reagenzien wurden die Wells auch mit Immunkomplexen
(Antigen: mCol7c, Antikdrper: anti-mCol7c-1gG) belegt, um die Realbedingungen der EBA moglichst
genau nachzuempfinden. Stets wurde darauf geachtet, geeignete Kontrolluntersuchungen

durchzufiahren.

Nach dem zuvor aufgestelltem Belegungsplan wurde die 96-Well Maxisorb-Platte bereits am Vortag
des Versuches mit mCol7c beschichtet. Hierzu wurde fir jedes zu beschichtende Well 1 pg mCol7c
in 100 pl Beschichtungspuffer verdiinnt und 100 pl dieser Losung in die zu beschichtenden Wells
gegeben. Nach einstlindiger Inkubation der Platte bei 4 °C auf dem Schiittler wurde die Platte
dreimal mit 300 pl Waschpuffer pro Well gewaschen. In jedes mit Antigen beschichtete Well wurde
anschlieRend 200 pl Blockpuffer gegeben, um so die Bindung der weiteren, spater hinzugefiigten
Reagenzien an die Platte zu verhindern. Die Platte wurde mit Folie abgedeckt und tGber Nacht bei 4

°C auf dem Schittler inkubiert.

Am Versuchstag wurde die Platte zuerst erneut dreimal wie oben beschrieben gewaschen. Fiir jedes
Well, in dem Immunkomplexe vorgesehen waren, wurde nun 0,2 pg anti-mCol7c-IgG in 100 pl
Blockpuffer verdiinnt und je 100 pl dieser Losung in die betreffenden Wells gegeben. Um die finale
Messung der Lumineszenz nicht zu beeinflussen, wurde hier nicht-fluoreszenzmarkierter
Antikorper verwendet. Nach einstlindiger Inkubation bei 4 °C auf dem Schiittler wurde die Platte
erneut dreimal gewaschen, es folgte ein Waschschritt mit 100 ul CL-Medium pro Well.

AnschlieBend wurde in jedes Well 100 pl CL-Medium vorgelegt.
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Die vorbereiteten Zellldsungen wurden mit den zu testenden Reagenzien versetzt. Als
Negativkontrolle wurden jeweils Wells mitgefihrt, in denen nur Medium, jedoch keine Zellen
vorlagen. Zur Positivkontrolle wurden einzelne Wells neben Zelllésung mit 100 pl einer Phorbol-12-
Myristat-13-Acetat (PMA)-Losung versetzt (0,2 pg/ml, zuvor aus 20 pg/ml Stammlésung mit CL-
Medium 1/100 verdiinnt). Um intrinsische Effekte der beiden Rezeptorblocker W-54011 und A8%7*
3 auszuschlieBen, wurden diese in zwei Konzentrationen (10 und 1 pg/ml), jeweils mit und ohne
Immunkomplexen, getestet. Um die inhibitorische Potenz der Rezeptorblocker zu evaluieren wurde
zum ansonsten gleichartigen Versuchsaufbau rekombinantes murines C5a in drei verschiedenen
Konzentrationen [100, 10 und 1 Nanogramm (ng)/ml] hinzugefigt. In diesem Versuch wurden
zuerst die Rezeptorblocker zur Zellldsung hinzugegeben, erst nach 15-minitiger Inkubation wurde
das C5a hinzugefligt. Von den so vorbereiteten Zelllésungen wurden jeweils 100 pul (entsprechend

5x10° Zellen) in die vorgesehen Wells gegeben.

Als Farbstoff, dessen Lumineszenz schlussendlich gemessen wurde, diente Luminol, welches erst in
Anwesenheit von ROS gespalten und somit aktiviert wird. 2,2 mg Luminol wurden in 8,8 ul 1 M
Natriumhydroxid (NaOH) geldst und mit 1,1 ml CL-Medium verdiinnt. 10 ul dieser Lésung wurden
anschlieBend in jedes Well gegeben. Die so vorbereitete Platte wurde in den infinite M200 Pro
Reader gestellt und die Lumineszenz fiir 2 Stunden bei 37 °C gemessen. Pro Versuchsdurchlauf
wurde jede Bestimmung in 2 Wells parallel durchgefiihrt. Die erhaltenen Datensatze wurden als
Excel-Tabellen exportiert. Die in relativen Lumineszenzeinheiten (RLU) angegebenen Einzelwerte
eines jeden Wells wurden addiert. Aus den RLU-Werten der Parallelbestimmungen wurde
anschlieRend jeweils der Mittelwert berechnet. Die so erhaltenen totalen RLU-Werte wurden
mithilfe von Excel und Graphpad Prism als Balkendiagramme dargestellt und statistisch
ausgewertet. Detaillierte Belegungsplane der 96-Well-Platten fiir diese Versuche finden sich im

Anhang der Arbeit (6.2.7).

2.6 Histologische Analysen

Nach Tétung der Versuchsmause wurden Gewebeproben der Ohren entnommen. Von jeder Maus
wurden Proben sowohl in TissueTek Cryomatrix als auch in Paraffin eingebettet. Mithilfe des Leica
Cryostat wurden aus den Gefrierblocken 6 um dicke Gefrierschnitte angefertigt und bei -80 °C
gelagert. Aus den Paraffinblocken wurden mit einem Mikrotom 4 pum dicke Paraffinschnitte

angefertigt, diese wurden bei Raumtemperatur gelagert.

2.6.1 Histochemische Farbung von Gewebeschnitten und mikroskopische Analyse
Um Entziindungszeichen sowie Blasenbildung an den Gewebeproben der Versuchsmdause

nachweisen zu kénnen, wurden die Paraffinschnitte mit Hamatoxilin-Eosin gefarbt. Hierzu wurden
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die Schnitte durch ein 20-minitiges Bad in Xylol entparaffiniert, bevor sie durch jeweils kurzes
Schwenken in einer absteigenden Alkoholreihe [Xylol (2x), 100 % Ethanol (2x), 96 % Ethanol, 70 %
Ethanol, A. dest.) rehydriert wurden. Nun wurden die Schnitte 5 min in Hamatoxilin gefarbt,
eventuelle Farblberschiisse wurden anschlieRend durch 5-min(tiges Spililen unter Leitungswasser
entfernt. Nach kurzen Schwenken in Essigsaurealkohol wurden die Schnitte erneut 5 min unter
Leitungswasser gespllt. Es folgte ein kurzes Schwenken in Ammoniakwasser, nach dem die Schnitte
erneut 5 min unter Leitungswasser gespilt wurden. So vorbereitet erfolgte nun fir 45 s die
Gegenfarbung in Eosin. Durch jeweils kurzes Schwenken in einer aufsteigenden Alkoholreihe [96 %
Ethanol, 100 % Ethanol (2x), Xylol (3x)] wurden die Schnitte wieder dehydriert. Mithilfe eines
Eindeckautomaten wurden die Schnitte dann mit Eukitt eingedeckt. Die Analyse der so erhaltenen

Proben durch Hellfeldmikroskopie erfolgte anschlieBend mithilfe des Keyence — Mikroskops.

2.6.2 Immunfluoreszenzfarbungen von Gewebeschnitten und mikroskopische Analyse

Die angefertigten Gefrierschnitte wurden flir Immunfluoreszenzfarbungen verwendet.
Insbesondere wurde die Ablagerung von C3 an der DEJ und damit die durch den injizierten
Antikorper hervorgerufene Aktivierung des Komplementsystems in diesem Bereich der Haut

Uberpruft.

Die Schnitte wurden aufgetaut, getrocknet und fiir 10 min bei -20 °C in Aceton fixiert. Nach
dreimaligem Waschen fiir jeweils 5 min in PBS wurden die Schnitte mit einem DAKO-Fettstift
umrandet. Normales Ziegenserum wurde 1:10 in PBS verdiinnt. AnschlieBend wurden 100 pl dieser

Losung auf die Schnitte gegeben und die Objekttrager fir 10 min in der Feuchtkammer inkubiert.

Parallel wurde normales Ziegenserum 1:50 in PBS verdiinnt. Der Primarantikdrper (Rat anti-mouse
complement C3; Cedarlane, 1 mg/ml) sowie die Isotypenkontrolle fiir diesen (Rat IgG 2A, isotype
control; Biolegend, 0,5 mg/ml) wurden 1:200 mit der vorher hergestellten 2 %igen Ziegenserum-
Losung verdiinnt. Von diesen Losungen wurden nun jeweils 80 ul auf die Schnitte gegeben. Hierbei
wurde so verfahren, dass pro Objekttrager zwei Schnitte mit Primarantikérper und ein Schnitt mit
der Isotypenkontrolle inkubiert wurde. Pro Charge wurde auf einem Objekttrager anstelle der
Isotypenkontrolle eine Negativkontrolle (nur PBS) angefertigt. Nach einstiindiger Inkubation bei
Raumtemperatur in der Feuchtkammer wurden die Schnitte erneut dreimal fiir jeweils 5 min in PBS
gewaschen. Der Sekundarantikrper (Alexa 488 Goat anti-rat 1gG, Invitrogen, 3 mg/ml) wurde
1:200 in der oben genannten 2 %igen Ziegenserum-Losung verdiinnt. Von dieser Losung wurden
nun erneut je 80 pl auf die Schnitte gegeben. Nach 45-minitiger Feuchtkammerinkubation bei
Raumtemperatur wurden die Schnitte erneut dreimal je 5 min in PBS gewaschen. In der Folge wurde

darauf geachtet, die Objekttrager zum Schutz des Fluorophors mdglichst dunkel zu lagern. Die

37



Schnitte wurden anschlieRend mit 4°,6-Diamidin-2-Phenylindol (DAPI)-Fluoromount-G eingebettet
und bei -20 °C gelagert. Mithilfe des Keyence-Mikroskops wurden die so gefarbten Schnitte

analysiert.

2.7 Quantifizierung der betroffenen Kérperoberflache und statistische Analysen

Der Krankheitsbefall der Mause wurde in Prozent der Korperflaiche erhoben, wobei Erytheme,
Erosionen und Krusten als Befall angesehen wurden. Diese Abschatzung der relativen
Korperoberflache erfolgte anhand eines standardisierten, am Institut etablierten Rechenschliissels
fiir die einzelnen Korperteile der Maus. Die Untersuchungen zum Krankheitsbefall wurden dariber
hinaus verblindet durchgefiihrt. Die dargestellten Messwerte flir den ROS-Release ergeben sich aus

der Aufsummierung der Lumineszenz-Intensitaten zu jedem einzelnen Messzeitpunkt (AUC).

Soweit nicht anders angegeben, werden die Daten als Mittelwerte dargestellt. Die Unterschiede
innerhalb der Gruppen werden als Standardfehler des Mittelwertes angegeben. Die Abweichungen
zwischen den Gruppen bei der Krankheitsauspragung, der Zahl der ausgewanderten neutrophilen
Granulozyten sowie der Freisetzung von ROS wurden mittels Mann-Whitney-U-Test analysiert, da
jeweils zwei Gruppen miteinander verglichen wurden und samtliche Daten nicht normalverteilt
waren. Ein p-Wert von <0,05 wurde als signifikant erachtet. Zur statistischen Analyse sowie zur

Erstellung der Diagramme wurde die Software GraphPad Prism 5 genutzt.
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3 Ergebnisse

3.1 Der aufgereinigte Antikorper bindet an der dermo-epidermalen Junktionszone

Nach Aufreinigung und Fluoreszenzmarkierung wurden die erhaltenen Antikdrper auf ihre
Bindefdhigkeit an die dermo-epidermale Junktionszone (DEJ) untersucht. Hierzu wurden
Gefrierschnitte gesunder Mausohren verwendet. Die zu kontrollierende 1gG-Losung wurde 1:100,
1:1000 und 1:10000 verdiinnt, sodass die Konzentrationen nun 20, 2 und 0,2 pg/ml betrugen.
Mikroskopisch war die Bindung des mit DyLight 594 rot markierten Antikorpers bei einer
Belichtungszeit von 1/50 s eindeutig nachweisbar, eine Negativkontrolle, die mit PBS inkubiert
wurde, wies kein rotes Fluoreszenzsignal auf (Abbildung 12). Auch bei héherer Verdiinnung (2 bzw.
0,2 pg/ml) war die Bindung des Antikorpers noch gut nachweisbar, hier mussten dann aber langere
Belichtungszeiten verwendet werden. Durch die Beobachtung, dass der aufgereinigte Antikorper
an die DEJ bindet, ist davon auszugehen, dass er sein Zielantigen, Kollagen Typ VII, erkennt und

spezifisch hieran bindet.

PBS anti-mCol7c-IgG, markiert mit Dylight 594

DAPI

Dylight 594

Overlay

| g

Abbildung 12: Testung der IgG-Bindekapazitdt. Am Querschnitt eines Mausohres erkennt man an der Ober- und
Unterkante jeweils am Ubergang vom zentralen Bindegewebe zur Epidermis rote, streifenférmige Ablagerungen. Es ist
somit davon auszugehen, dass der mit DyLight 594 fluoreszenzmarkierte anti-mCol7c-Antikérper spezifisch sein Antigen
an der dermo-epidermalen Junktionszone (DEJ) bindet (weifSe Pfeile). Auch im Overlay ist das rote Signal des an den
Antikérper gekoppelten DyLight 594 gut zu erkennen. In der Negativprobe (PBS) ist kein rotes Signal detektierbar. Die
Konzentration der Antikérperlésung betrug 20 ug/mi, die Belichtungszeit 1/50 s.
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3.2 Passiver Antikorpertransfer verursacht Symptome der Epidermolysis bullosa
acquisita bei Mausen

Die in dieser Arbeit verwendeten tierexperimentellen Verfahren sind bereits gut etabliert. Auch die
Funktionsfahigkeit der Antikérper, welche mittels der von mir verwendeten Chromatographiesdule
aufgereinigt wurden, wurde schon mehrfach in Vorversuchen getestet. Hierbei wurde sowohl
Bindung an die DEJ als auch Pathogenitdt im Tierversuch nachgewiesen. Im Einklang mit dem
Tierschutzgesetz wurde daher darauf verzichtet, erneut Tiere nur fiir die Pathogenitatstestung des
Antikorpers zu verwenden. Um den Nachweis zu erbringen, dass der aufgereinigte Antikorper
pathogen ist, wurde Versuch 1 (W-54011) zuerst an drei Tieren je Gruppe durchgefiihrt, die
Kontrolltiere dieser ersten Versuchsgruppe dienten zeitgleich auch der Pathogenitatstestung des

Antikorpers.

Bereits bei der ersten Untersuchung an Tag 4 nach IgG-Injektion waren Krankheitszeichen
feststellbar, zu Beginn traten vorwiegend Schwellungen um die Augen und Haarverlust im
Kopfbereich auf. An Tag 8 waren dann massive Lasionen insbesondere im Bereich des Kopfes sowie
der Vorder- und Hinterbeine feststellbar, auch der Schwanzansatz war oft betroffen. Die Lasionen
bedeckten im Durchschnitt ca. 5% der Kérperoberflache der Tiere. An Tag 12 dhnelte der Befund
dem an Tag 8, einige der Lasionen begannen bereits langsam abzuheilen. Das Gewicht der Tiere

dnderte sich Gber den gesamten Versuchszeitraum nicht signifikant (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Passiver Antikérpertransfer I6st bei Mdusen Symptome der Epidermolysis bullosa acquisita aus. Es wurden
jeweils an Tag 0 und 2 250 ug des Antikérpers i.v. injiziert, dessen Herstellung in 2.2 beschrieben wurde. In der Summe
war ca. 5% der Kérperoberfldche betroffen (a). Schon zum Zeitpunkt der ersten Untersuchung an Tag 4 zeigten sich, betont
im Kopfbereich, erste Hautldsionen [rote Pfeile in (b)], die sich liber die ndchsten 8 Tage auch (iber den Rumpf und die
Beine ausbreiteten [rote Pfeile in (d)]. Gewichtsverdnderungen waren nicht signifikant (c).

3.2.1 An Gewebeschnitten von Ohren sind Symptome der Epidermolysis bullosa acquisita
nachweisbar

An Tag 12 wurden die Mause durch zervikale Dislokation unter Narkose getdtet. Von den Ohren
wurden Gewebeproben genommen, aus welchen sowohl Gefrier- als auch Paraffinschnitte
hergestellt wurden. Die Paraffinschnitte wurden anschlieBend mit Hamatoxilin-Eosin gefarbt und

mikroskopisch beurteilt.

Bei makroskopischer Beurteilung der Versuchstiere fiel bereits eine unterschiedliche regionale
Auspragung der Blasenbildung auf. Bei fast allen Tieren zeigten sich die Ohren zumindest in Teilen
betroffen, meist lagen gesunde und kranke Hautabschnitte nebeneinander vor. Bei wenigen Tieren
schien das Ohr klinisch gesund, hier waren Hautldsionen dann betont an anderen Korperstellen
aufgetreten. Die Unterschiede im makroskopischen Befund lieRen sich auch mikroskopisch gut
nachvollziehen. Die untersuchten Gewebeproben aus klinisch unauffilligen Hautabschnitten

prasentierten sich auch histologisch unauffillig. Die Struktur der Haut war nicht beeintrachtigt, es
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waren keine granulozytaren Infiltrate zu erkennen, auch eine Spaltbildung zwischen Dermis und

Epidermis war nicht nachzuweisen (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Makroskopisch gesunde Hautabschnitte zeigen auch mikroskopisch keine Auffélligkeiten. Bei der
dargestellten Maus sind die Ohren nur gering von der Krankheit befallen, Lésionen treten betont an anderen Kérperstellen
auf [rote Pfeile in (a)]. Dem makroskopischen Befund entsprechend zeigen sich auch histologisch im Gewebeschnitt des
Ohres keine Auffdlligkeiten (b).

In Gewebeproben aus lasionalen Hautabschnitten lieBen sich auch histologische Zeichen einer
dermalen Entziindung nachweisen. Die Haut zeigte sich hier insgesamt stark verdickt mit massiven
Zellinfiltraten im Bereich der Dermis. Uber weite Strecken |8ste sich, passend zum klinischen Befund
der Blasenbildung, die Epidermis von der Dermis ab. Es lasst sich also festhalten, dass der
eingesetzte Antikorper zuverlassig in der Lage ist, eine dermale Entziindungsreaktion auszuldsen.
Hierbei sind fast regelhaft die Ohren der Tiere mitbetroffen. Das Ausmall der Hautldsionen
unterliegt regionalen Schwankungen, es liegen gesunde und Idsionale Hautabschnitte

nebeneinander vor. Makroskopischer und mikroskopischer Befund korrelieren zuverlassig.

a)

Abbildung 15: Makroskopische Ldsionen lassen sich auch mikroskopisch nachweisen. Beim dargestellten Tier sind die
Ohren massiv verkrustet, das Ohr ist gerétet und geschwollen [(rote Pfeile in (a)]. Mikroskopisch prdsentieren sich Dermis
und Epidermis stark verdickt, deutlich ist eine Spaltbildung zwischen diesen beiden Hautschichten zu erkennen [rote Pfeile

in (b)].
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3.2.2 An Gewebeschnitten betroffener Ohren lagert sich die Komplementkomponente 3
an der dermo-epidermalen Junktionszone ab

An weiteren Gewebeschnitten wurde eine Farbung zum Nachweis der Komplementkomponente 3
(C3) durchgefiihrt. Ist diese Komponente an bestimmten Regionen gehauft nachweisbar, spricht

dies fiir eine lokale Aktivierung des Komplementsystems an dieser Stelle.

Wie schon bei der HE-Farbung korrelierte der mikroskopische Befund mit dem Makroskopischen:
An solchen Ohren, die bereits makroskopisch Krankheitszeichen zeigten, lieBen sich mikroskopisch
C3-Ablagerungen an der DEJ nachweisen (Abbildung 16). Es ist deutlich zu erkennen, dass die C3-
Ablagerung genau dort auftritt, wo auch der injizierte Antikérper bereits gebunden hat, namlich an
der DEJ. Diese Beobachtung lasst aber noch nicht den kausalen Schluss zu, dass es durch die
Antikorperbindung zur Aktivierung des Komplementsystems gekommen ist. Da zur Farbung ein
Antikorper verwendet wurde, der sich gegen murines C3 richtet, wurden Kontrollfarbungen mit
einer Isotypenkontrolle dieses Antikorpers vorgenommen. Diese blieben immer ohne Befund,
sodass das Vorliegen von C3 an betroffenen Korperstellen als gesichert angenommen werden kann

(nicht dargestellt).

PBS anti-mCol7c-IgG, markiert mit DyLight 594

7

DEJ

C3, markiert mit Alexa 488 Overlay

Abbildung 16: An der dermo-epidermalen Junktionszone (DEJ) lagert sich die Komplementkomponente 3 (C3) ab. Der
Antikérper (rotes Signal) hat spezifisch an die DEJ gebunden. Die C3-Firbung (griines Signal) zeigt lineare Ablagerungen
des Molekiils, die dem Bindungsmuster des Antikérpers sehr dhnlich sind. Im Overlay wird deutlich, dass sich auch C3
spezifisch an der DEJ abgelagert hat. Orte, an denen sich die beiden Signale (iberlappen, erscheinen gelblich.
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Insgesamt lassen diese Beobachtungen den Schluss zu, dass mit dem aufgereinigten Antikorper das
Antikorpertransfer-induzierte EBA-Modell durchgefiihrt werden kann. Die in der Erstpublikation
des Modells genannten Krankheitszeichen liefen sich sowohl makroskopisch als auch
mikroskopisch gut nachweisen. Die Fluoreszenzmarkierung beeintrachtigt die pathogene Wirkung

des Antikorpers nicht.

3.3 Die pharmakologische Blockade des Komplement-5a-Rezeptors 1 verbessert das
Krankheitsbild nicht

Durch tagliche Injektion von 10 pg des niedermolekularen C5aR-Antagonisten W-54011 wurde
getestet, ob die Wirkungen des Anaphylatoxins C5a, die in der Pathogenese der EBA relevant zu
sein scheinen, mittels pharmakologischer Blockade seines Rezeptors aufgehoben werden kénnen.
Nach dhnlichem Protokoll konnte in unserer Gruppe schon erfolgreich nachgewiesen werden, dass
die pharmakologische Blockade des Fcy-Rezeptors IV mittels eines blockierenden, monoklonalen
Antikorpers (9E9) dazu fuhrt, dass behandelte Mause komplett vor der Krankheitsauspragung
geschitzt sind. Sollte bei Blockade des C5a-Rezeptors dasselbe eintreten, ware dies ein
bedeutender Schritt, da wie oben beschrieben schon zahlreiche C5a-Rezeptorantagonisten in

klinischen Studien am Menschen zum Einsatz kommen.

Die Ergebnisse des Versuches waren jedoch zwischen Versuchs- und Kontrollgruppe nicht
signifikant unterschiedlich. Je 7 Tieren wurde taglich der Rezeptorantagonist, geldst in 10% DMSO,
intraperitoneal injiziert, 7 Kontrolltiere erhielten 10% DMSO in PBS. Die Untersuchungen zur
Bestimmung der Krankheitsauspragung wurden verblindet vorgenommen. Schon bei der ersten
Erhebung des Krankheitszustandes an Tag 4 konnten keine nennenswerten Unterschiede zwischen
den beiden Gruppen festgestellt werden, die behandelte Gruppe zeigte eine minimal schwachere
Krankheitsauspragung. An Tag 8 und 12 kehrte sich dieser Trend jedoch sogar um, die mit dem
Rezeptorantagonisten behandelten Tiere zeigten leicht mehr Lasionen als unbehandelte
Kontrolltiere. All diese Abweichungen zwischen den Gruppen erreichten jedoch keine statistische
Signifikanz. Das Korpergewicht der Tiere blieb Giber den gesamten Versuchszeitraum von 14 Tagen

in einem engen Rahmen konstant (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Behandlung mit dem Komplement-5a-Rezeptor (C5aR) -Antagonisten W-54011 verbessert das
Krankheitsbild nicht (a). Sowohl Tiere der Kontrollgruppe (b) als auch der Versuchsgruppe (d) zeigen deutliche
Krankheitszeichen, die flichenmdfige Ausprégung ebendieser weicht statistisch nicht signifikant voneinander ab. Auch
das Koérpergewicht bleibt bei beiden Gruppen (iber den gesamten Versuchszeitraum konstant (c). Tiere beider
Versuchsgruppen zeigen im HE-Schnitt Entziindungszeichen (e) sowie IgG- (f) und C3-Ablagerungen (g) an der dermo-
epidermalen Junktionszone. Exemplarisch sind nur Gewebeschnitte von Tieren der Versuchsgruppe gezeigt. DMSO:
Dimethylsulfoxid, ns: nicht signifikant.

3.4 Kombinierte pharmakologische Blockade der Komplement-5a-Rezeptoren 1 und 2
verbessert das Krankheitsbild nicht

Im zweiten Versuch wurde mit A8%7*73 ein peptidischer C5aR-Antagonist eingesetzt, der neben der

Bindung an C5aR auch die Bindung von C5a an C5L2 unterbinden kann. Vorweg muss erwdhnt
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werden, dass A8%7173 nicht kommerziell erhiltlich ist. Der Entwickler dieses Peptids, Prof. Jérg Kéhl,
stellte uns fir diese Versuche freundlicherweise eine kleine Menge des Antagonisten zur
Verfligung, das Versuchsprotokoll wurde in enger Absprache mit ihm entworfen. Da die Herstellung
des Peptids sehr kostspielig ist, galt es, aus einer moglichst kleinen Menge des Mittels moglichst
viele valide Aussagen zu generieren. Daher wurde in diesem Versuch nicht nur die
Krankheitsauspragung der Mause beobachtet, Hauptzweck war es vielmehr, die Extravasation
neutrophiler Granulozyten im Verlauf der Pathogenese der EBA beurteilen zu kdnnen. Die

Ergebnisse dieses Versuchsteils werden unter 3.5 prasentiert.

Anders als bei der Behandlung mit W-54011 wurde die Behandlung mit A8%’Y73 nicht zwei Tage vor,
sondern parallel zur Krankheitsinduktion begonnen. Der Antagonist wurde alle 12 Stunden
intravends injiziert. Dies machte es notig, den pathogenen Antikorper anders als im Versuch mit W-
54011 intraperitoneal zu injizieren, da die gemeinsame i.v.-Injektion von Antikérper und C5aR-
Antagonist schlicht zu viel Volumen fiir das Herz-Kreislaufsystem der Mause bedeutet hatte. Die
Behandlung wurde Uber 4 Tage fortgefiihrt, insgesamt erhielten die Tiere also 8 Injektionen des
Peptids. Je 4 Tiere wurden mit dem Rezeptorblocker behandelt, 4 Kontrolltieren wurde mit PBS das
Losungsmittel des blockierenden Peptids injiziert. An Tag 4 wurde das erste Mal die
Krankheitsauspragung bei den Mausen bewertet, nachfolgende Untersuchungen erfolgten an Tag
8 und 12. Wie beim Versuch mit W-54011 fanden diese Untersuchungen verblindet statt, der

Untersucher bei beiden Versuchen war derselbe.

Auch die Behandlung mit A8%7Y73 war nicht in der Lage, das Krankheitsbild bei den Versuchstieren
signifikant zu verbessern. Es zeigte sich ein dhnliches Bild wie bei Behandlung mit W-54011:
Wahrend an Tag 4 nur minimale Unterschiede in der Krankheitsauspragung beider Gruppen
festzustellen waren, waren an Tag 8 die behandelten Tiere sogar starker betroffen als die
unbehandelten. Die Befunderhebung an Tag 12 bestatigte diesen Eindruck. Aufgrund groRer
individueller Schwankungen und der kleinen GruppengrolRe erreichten diese Abweichungen jedoch
ebenfalls nie statistische Signifikanz. Das Gewicht der Versuchstiere schwankt in diesem Versuch,
im Verlauf der ersten Tage tritt ein Gewichtsverlust ein, der ab Tag 8 wieder aufgeholt wird. Dieser
Effekt ist vermutlich dadurch zu erklaren, dass die Versuchstiere an Tag 1 und 3 lange in Narkose
liegen und auch in den Stunden nach der eigentlichen Narkose ein eingeschranktes Fressverhalten
zeigen. Die verglichen mit den Vorversuchen geringere Krankheitsauspragung der Tiere der
Kontrollgruppe lasst sich ebenfalls tiber die narkosebedingt geringere Aktivitat der Mause erklaren.
Wahrend und nach der Narkose konnten diese Tiere sich nicht kratzen. Dieses Verhalten kann sonst

regelhaft bei EBA-Modelltieren beobachtet werden und tragt mutmaRlich in nicht unbedeutendem
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Ausmal zur Bildung der makroskopisch sichtbaren Hautldsionen bei. Abbildung 18 fasst die

Ergebnisse dieses Versuches zusammen.
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Abbildung 18: Behandlung mit dem Komplement-5a (C5aR)- und C5L2-Antagonisten A8%71-73 verbessert das Krankheitsbild
nicht (a). Wie im Versuch mit W-54011 zeigen Tiere sowohl der Kontroll- (b) als auch der Versuchsgruppe (d) deutliche
Hautldsionen. Das Gewicht der Tiere schwankt etwas stdrker als bei Behandlung mit W-54011, Abweichungen waren
jedoch zu keinem Zeitpunkt statistisch signifikant (c). Tiere beider Gruppen zeigen im HE-Schnitt Entziindungszeichen (e)
sowie IgG- (f) und C3—Ablagerungen (g) an der dermo-epidermalen Junktionszone. Erneut sind exemplarisch nur
Gewebeschnitte von Tieren der Versuchsgruppe gezeigt. PBS: Phosphate buffered saline, ns: nicht signifikant.

Es bleibt also festzuhalten, dass zwei molekular verschiedenen Klassen zugehoérige C5aR-Blocker

nicht in der Lage waren, das Krankheitsbild der EBA zu verbessern. Im Gegenteil zeigte sich sogar
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eine Tendenz dieser Pharmaka, das Krankheitsbild zu verschlimmern, welche aber keine statistische

Signifikanz erreichte.

3.5 Die kombinierte Blockade der Komplement-5a-Rezeptoren 1 und 2 reduziert fir
einen kurzen Zeitraum die Extravasation neutrophiler Granulozyten

Zwei Tage vor Versuchsbeginn sowie an Tag 1 und 3 nach Krankheitsinduktion wurde mittels 2-
Photonen-Mikroskopie die Anzahl der in die Dermis ausgewanderten neutrophilen Granulozyten
bestimmt. Von jedem Versuchstier wurde ein Ohr mikroskopiert, pro Ohr wurden Aufnahmen von
je 7 Quadern mit quadratischer Grundflache (Stacks) angefertigt. Diese hatten eine Kantenldnge
von 250 um und eine Tiefe von 90 um. Ein Stack entspricht einem Bildstapel von 46 Bildern, die im
vertikalen Abstand von 2 um aufgenommen wurden. Hinterher wurde dieser Bildstapel
computergestiitzt zu einem dreidimensionalen Bild zusammengefiigt. Mittels dreier verschiedener
Detektionskandle konnten der injizierte Antikérper, die neutrophilen Granulozyten und das
dermale Kollagen Typ | nachgewiesen werden. Ein Beispiel fiir einen solchen Stack zeigt Abbildung

19.

Abbildung 19: Uberblick iiber einen 3D-Stack der Dermis eines Mausohres. In blau ist das Signal des dermalen Kollagens
zu erkennen. An der oberen Grenze dieses Signales, welche der dermo-epidermalen Junktionszone (DEJ) entspricht, ist das
rote Signal des gebundenen Antikérpers auszumachen. Deutlich zu erkennen sind die griinen neutrophilen Granulozyten,
die in diesem Beispiel recht zahlreich in die Dermis eingewandert sind. Uberlagerungen des roten und griinen Signals
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erscheinen gelblich. An diesen Stellen binden Neutrophile unmittelbar an die DEJ. Dieser Stack wurde an Tag 3 nach
Krankheitsinduktion bei einer Maus aufgenommen, die mit A8471-73 behandelt wurde.

Die neutrophilen Granulozyten in den so erhaltenen Stacks wurden dann hdandisch gezahlt, die
Ergebnisse dieser Auswertung sind in Abbildung 16 dargestellt. Die Visualisierungen vor
Versuchsbeginn wurden vorgenommen, um einen Referenzwert fir die Zahl neutrophiler
Granulozyten pro Stack in einem gesunden Mausohr zu ermitteln. Dieser Wert streute von Stack zu
Stack zwar recht stark, im Durchschnitt lag der Wert jedoch bei allen sechs visualisierten Mausen
zwischen 5 und 10. Eine durchschnittliche Neutrophilenzahl in dieser GroBenordnung pro Stack

kann also als kennzeichnend fiir ein gesundes Mausohr angenommen werden.

An Tag 1 nach Krankheitsinduktion zeigten sich deutliche Differenzen zwischen den behandelten
und den nicht behandelten Tieren. Wahrend die Zahl der Neutrophilen bei den unbehandelten
Mausen stark auf Werte von im Durchschnitt 15 bis 40 anstieg, blieb sie bei den behandelten
Mausen in dem Rahmen, der auch vor Versuchsbeginn vorgelegen hatte. An Tag 3 nach
Krankheitsinduktion war dieser Effekt jedoch nicht mehr nachzuweisen. Wahrend die
Neutrophilenzahlen der behandelten Mause weiter leicht anstiegen, fielen die Neutrophilenzahlen
bei den unbehandelten Mausen wieder auf Werte, die ebenfalls leicht (iber ihrem Ausgangslevel

vor Versuchsbeginn lagen (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Behandlung mit A8%71-73 vermindert die Extravasation neutrophiler Granulozyten nur an Tag 1 nach
Krankheitsinduktion. Jeder Punkt in der Grafik zeigt die Zahl der ausgewanderten Neutrophilen pro Stack an. Von
insgesamt 6 Mdusen [3 Versuchsgruppe (rot), 3 Kontrollgruppe (grau)] wurden zu drei Zeitpunkten (Tag -2 = 2 Tage vor
Krankheitsinduktion, Tag 1 bzw. 3 = erster bzw. dritter Tag nach Krankheitsinduktion) je 7 Stacks aufgenommen. Bei einer
Maus der Versuchstiergruppe stellten sich die Bilder der 3. Visualisierung als nicht auswertbar dar. Signifikante
Unterschiede der Neutrophilenzahlen zeigen sich nur bei 2 von 3 Versuchstieren an Tag 1 nach Krankheitsinduktion. Diese
sind auf einen tempordren Anstieg der Zahlen in der Kontrollgruppe zuriickzufiihren, der in der Versuchsgruppe nicht
eintrat. ns: nicht signifikant, p signifikant wenn <0,05 im Mann-Whitney-U-Test.

In Abbildung 21 sind die erhobenen Daten zusammengefasst dargestellt. Analysiert man die
Mittelwerte der Anzahl der ausgewanderten Neutrophilen der einzelnen Versuchstiere wird
deutlich, dass vor Krankheitsauslésung sowie 3 Tage spater kaum Unterschiede in der Zahl der ins
Gewebe ausgewanderten Neutrophilen vorliegen. An Tag 1 ist eine starke Tendenz zu einer
verstarkten Extravasation bei den nicht behandelten Versuchstieren zu erkennen, welche jedoch

knapp keine statistische Signifikanz erreicht.
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Abbildung 21: Ubersicht iiber die Versuchsergebnisse der Visualisierung. (a), (b) und (c) zeigen exemplarisch 3D-Stacks
von Mausohren der Versuchsgruppe vor (a), an Tag 1 (b) und an Tag 3 (c) nach Krankheitsinduktion. In (d) sind die
Mittelwerte der ausgewanderten neutrophilen Granulozyten pro Stack dargestellt. Wéhrend vor Versuchsbeginn sowie an
Tag 3 nach Krankheitsinduktion im Mittel kaum Unterschiede festzustellen sind, zeigt sich an Tag 1 eine statistisch jedoch
nicht signifikante Differenz. ns: nicht signifikant, p signifikant wenn <0,05 im Mann-Whitney-U-Test.

3.6 Nur A8%7173 zeigt in vitro Effekte, C5a-vermittelte Signale zu inhibieren

Um der fehlenden klinischen Wirkung der beiden getesteten C5aR-Antagonisten weiter auf den
Grund zu gehen, wurde in einem Folgeversuch in vitro getestet, ob die Substanzen in der Lage sind,
den ROS-Release muriner neutrophiler Granulozyten zu inhibieren. Um die in vivo Situation
moglichst realistisch  nachzubilden, wurden murine neutrophile Granulozyten mit
Immunkomplexen aus mCol7c und anti-mCol7c-IgG inkubiert. Diese Immunkomplexe liegen an der
DEJ der Versuchstiere vor. In vorhergehenden Arbeiten am Institut konnte gezeigt werden, dass
Tiere, bei denen pharmakologisch bestimmte Fc-Rezeptoren blockiert wurden, komplett vor der
Krankheitsauspragung geschiitzt sind. Es ist daher davon auszugehen, dass die Stimulation von Fc-
Rezeptoren auf neutrophilen Granulozyten einen wichtigen Schritt in der Krankheitsentwicklung
darstellt. Wiirde man Zellen ohne Immunkomplexe inkubieren, wiirde der ROS Release Assay also

bewusst um wesentliche Elemente gekiirzt werden und hatte somit keine Aussagekraft mehr. Als
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Negativkontrolle wurden stets Proben ohne Zellen mitgefiihrt. Zur Positivkontrolle wurden Zellen
mit Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) inkubiert. Um beurteilen zu kénnen, ob das bei LysM-
eGFP-Mausen veranderte Genom einen Einfluss auf den ROS-Release neutrophiler Granulozyten
hat, wurden initial vergleichende Versuche mit Zellen von beiden eingesetzten Mausstammen
(LysM-eGFP und C57BI/6) durchgefihrt. Abbildung 22 fasst die Ergebnisse dieses Versuches
zusammen. Es zeigt sich, dass zwischen den Neutrophilen beider Mausstimme keine signifikanten
Unterschiede des ROS-Release bei Stimulation mit Immunkomplexen vorliegen. Weiterhin wurde
untersucht, ob die eingesetzten Inhibitoren ohne Vorliegen von C5a einen Einfluss auf den ROS-
Release der Granulozyten hatten. Dies erfolgte insbesondere, um eventuelle agonistische Effekte
der Pharmaka am C5a-Rezeptor auszuschlieBen. Es bestatigte sich, dass bei Inkubation mit
Immunkomplexen das Hinzufligen der Pharmaka bei Zellen beider Mausstamme ohne Einfluss auf
den ROS-Release blieb. Bei Stimulation der Neutrophilen mit den Pharmaka allein, ohne das
parallele Vorliegen von Immunkomplexen, ist Uberhaupt kein ROS-Release nachweisbar

(Ergebnisse nicht dargestellt).
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Abbildung 22: Es bestehen keine signifikanten Unterschiede im ROS-Release zwischen neutrophilen Granulozyten von
C57BIl/6 und LysM-eGFP-Mdusen bei Inkubation mit Immunkomplexen. Die eingesetzten Inhibitoren haben in
Abwesenheit von C5a keinen signifikanten Einfluss auf den ROS-Release. Es wurden Zellen von je 2 Mdusen verwendet, zur
besseren Vergleichbarkeit wurden die Werte auf N (von C57Bl/6-Tieren) + IC = 1 normiert. N: Neutrophile, IC:
Immunkomplexe, PMA: Phorbol-12-Myristat-13-Acetat, RLU: relative Lumineszenzeinheiten, p signifikant wenn <0,05 im
Mann-Whithney-U-Test.

Die Bestimmungen wurden insgesamt viermal wiederholt, hierbei wurden je zweimal Zellen von
C57BI/6-Versuchstieren und zweimal solche von LysM-eGFP-Mausen verwendet. In jedem
Versuchsdurchlauf wurden lediglich Zellen eines einzelnen Versuchstieres eingesetzt, es fand kein

Pooling von Zellen verschiedener Versuchstiere statt.
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Zusammenfassend zeigt sich, dass im Vergleich der neutrophilen Granulozyten beider
Mausstamme untereinander kein signifikanter Unterschied im ROS-Release besteht. Lediglich die
Positivkontrolle (PMA) fallt bei den Granulozyten von LysM-eGFP-Ma&usen starker aus. Auch dieser
Unterschied erreicht jedoch keine statistische Signifikanz und ist auf eine vergleichsweise schwache
Positivreaktion der Neutrophilen von C57Bl/6-Ma&usen zuriickzufiihren, wie in den folgenden
Versuchen deutlich wird. Da basierend auf diesen Ergebnissen davon ausgegangen werden kann,
dass sich neutrophile Granulozyten von C57Bl/6- und LysM-eGFP-Mausen in ihrer Reaktion auf die
Stimulation mit Immunkomplexen und den eingesetzten Pharmaka nicht relevant voneinander
unterscheiden, wurden die Folgeversuche nur noch mit neutrophilen Granulozyten von C57BI/6-

Mausen vorgenommen.

Um die Potenz des verwendeten rekombinanten murinen C5a zu testen, wurden neutrophile
Granulozyten mit C5a in verschiedenen Konzentrationen (1, 10 und 100 ng/ml) inkubiert. Hierbei
konnte gezeigt werden, dass C5a in der Lage ist, konzentrationsabh&dngig den ROS-Release dieser
Zellen zu erhéhen (Abbildung 23). Erneut wurden als Negativkontrolle Wells ohne Zellen, als
Positivkontrolle mit PMA inkubierte Zellen mitgefiihrt. Testweise wurde auch eine Inkubation mit
C5a in hoher Konzentration, aber ohne Immunkomplexe vorgenommen. Die Zellen setzten in
diesem Falle zwar reaktive Sauerstoffspezies frei, das AusmalR dieser Freisetzung betrug jedoch nur
weniger als ein Drittel dessen, was bei Kostimulation mit Immunkomplexen und C5a gemessen
werden konnte. Wie im Vorversuch wurden die Bestimmungen nacheinander mit Zellen von vier
verschiedenen Versuchstieren vorgenommen, ein Pooling von Zellen verschiedener Versuchstiere

fand nicht statt.
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p=0,0286 n=4

RLU (normiert)

Abbildung 23: Rekombinantes murines C5a ist in der Lage, die ROS-Freisetzung neutrophiler Granulozyten
konzentrationsabhdngig zu erhéhen. Werden die Zellen mit C5a, aber ohne Immunkomplexe inkubiert, werden in deutlich
geringerem Ausmafs reaktive Sauerstoffspezies freigesetzt als bei Kostimulation mit Inmunkomplexen und C5a. Es wurden
Zellen von je 4 Mdusen verwendet, zur besseren Vergleichbarkeit wurden die Werte auf N + IC = 1 normiert. N: Neutrophile,
IC: Immunkomplexe, PMA: Phorbol-12-Myristat-13-Acetat, RLU: relative Lumineszenzeinheiten, p signifikant wenn <0,05
im Mann-Whithney-U-Test.

Im selben Versuch wurden zusatzlich zur Stimulation mit Immunkomplexen und C5a jeweils die
verwendeten Inhibitoren in zwei verschiedenen Konzentrationen (1 und 10 pg/ml) zugegeben. Um
den Substanzen Gelegenheit zu geben, an die Rezeptoren zu binden, wurden die C5aR-
Antagonisten zuerst zu den Zellen gegeben, erst nach 15-minitiger Inkubation wurde dann das

murine C5a hinzugefiigt.

Die Ergebnisse dieses Versuches sind in Abbildung 24 zusammengefasst. Es wird deutlich, dass W-
54011 nicht in der Lage ist, die durch C5a induzierte Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies aus
neutrophilen Granulozyten wirksam zu verhindern. Der peptidische Inhibitor A8%7Y73 zeigt in hohen

Konzentrationen eine deutliche Tendenz zur Reduktion der ROS-Freisetzung.
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Abbildung 24: A8%71-73 zeigt in hoher Konzentration signifikant mehr Wirkung als in niedriger Konzentration [rechte Balken
in (a)]. W-54011 kann den Komplement-5a- (C5a) vermittelten Anstieg der Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS) nur minimal inhibieren (b). Es wurden Zellen von je 4 Mdusen verwendet, zur besseren Vergleichbarkeit wurden die
Werte auf N + IC = 1 normiert. N: Neutrophile, IC: Immunkomplexe, RLU: relative Lumineszenzeinheiten, ns: nicht
signifikant, p signifikant wenn <0,05 im Mann-Whitney-U-Test.
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche hatten zum Ziel, die Rolle des
Anaphylatoxins C5a in der Pathogenese der Epidermolysis bullosa acquisita auf zeitlicher und
raumlicher Ebene genauer einzugrenzen. Ein durchaus erhoffter therapeutischer Effekt dieser
Substanzen konnte nicht gezeigt werden — dennoch brachten die Visualisierungsversuche
Erkenntnisse, die mit anderen Methoden nur schwer oder nicht zu erbringen gewesen waren.
Insbesondere die zeitliche Komponente der C5a-Wirkung konnte mithilfe der Beobachtung der
Neutrophilen-Extravasation Gber mehrere Tage hinweg genauer eingegrenzt werden. Durch die
Blockade des C5a-Rezeptors konnte unmittelbar nach Krankheitsinduktion eine starke Tendenz zur
Reduktion der Neutrophilenzahlen in der Dermis erreicht werden, welche jedoch keine statistische
Signifikanz erreichte. Schon 3 Tage nach Krankheitsausldsung ist liberhaupt kein Effekt mehr zu
beobachten. Dies lasst darauf schlieRen, dass im chronischen Krankheitsverlauf (und dieser ist,
gerade in Bezug auf eine perspektivische Behandlung beim Menschen, der Relevante) andere
Mechanismen fir die Aufrechterhaltung der dermalen Entziindungsreaktion verantwortlich sind.
Ein Pathogenesemodell, welches diese Erkenntnis berticksichtigt und dabei auf zahlreiche weitere

aktuelle Arbeiten Bezug nimmt, wird am Ende dieser Diskussion entwickelt.

Weiterhin muss jedoch auch erortert werden, wo moégliche Stoérvariablen liegen, die die Ergebnisse
dieser Arbeit beeinflusst haben kdnnten. Da zahlreiche verschiedene Methoden, Mausstamme und
Pharmaka verwendet wurden, ist eine kritische Auseinandersetzung mit der Art der
Versuchsdurchfiihrung unabdingbar. Auf den nachsten Seiten soll auf diese potentiellen
Storfaktoren eingegangen werden und erortert werden, an welchen Stellen ein Einfluss
wahrscheinlich und an welchen Stellen weniger wahrscheinlich ist. Darliber hinaus werden auch

weitere Faktoren, welche die Arbeit limitieren, adressiert.
4.2 Potentielle strukturelle Fehlerquellen

4.2.1 Wirksamkeit der verwendeten Pharmaka

Die Blockade des Komplementsystems ist ein vergleichsweise neuartiger Therapieansatz. Wahrend
ein C5-Inhibitor, wenn auch nur fiir wenige Indikationen, schon zur Behandlung beim Menschen
zugelassen ist, gestaltete sich die Suche nach einem kompetenten Inhibitor des C5a-Rezeptors als
schwierig. Zwar wurden verschiedene Molekiile beschrieben, die in-vitro C5a-vermittelte Signale
durch Rezeptorblockade inhibieren kénnen. Meist wurden die einzelnen Molekiile aber nur im

Rahmen weniger Studien getestet. Es muss bei Betrachtung der Versuchsergebnisse also
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berlicksichtigt werden, dass die pharmakologische Blockade schwachen aufweisen kann, schlicht,
weil noch keine umfassend getesteten, in-vivo wirksamen C5aR-Antagonisten zur Verfligung
stehen. Um dennoch moglichst valide Ergebnisse zu erzielen, wurde in dieser Arbeit mit zwei
chemisch komplett verschiedenen Antagonisten gearbeitet. Die Griinde flr die Auswahl ebendieser

beiden Substanzen sollen im Folgenden kurz erldutert werden.

A8%Y73 hatte sich nach Literaturrecherche schnell als Wunschkandidat fir die Studien
herausgestellt. Von allen beschriebenen Rezeptorblockern war er einer der wenigen, der schon bei
der Erstbeschreibung auch in vivo getestet wurde und hier Wirksamkeit gezeigt hatte (Heller et al.,
1999a). Als Kriterium fir die Wirksamkeit wurde in dieser Publikation die Zahl der neutrophilen
Granulozyten, die nach einer Entzlindungsreaktion in die Bauchhohle von Mausen rekrutiert
wurden, herangezogen. Der Inhibitor konnte die Zahl dieser Zellen signifikant senken. Auch wenn
hier nur der Verlauf in den ersten 6 Stunden nach Auslésung der Entziindungsreaktion betrachtet
wurde, kam dieser Aufbau den von mir geplanten Experimenten von allen Testsettings am
nachsten. Fiir simtliche andere Inhibitoren waren liberhaupt keine in vivo-Daten verfligbar. Aus
diesem Grunde wurden die aufwendigen Visualisierungsversuche in dieser Arbeit ebenfalls mit
A8%7173 und nicht mit W-54011 durchgefiihrt — fiir erstgenannten Inhibitor war der Effekt, einen
Einfluss auf das Migrationsverhalten neutrophiler Granulozyten zu haben, schon einmal

nachgewiesen worden.

Kommerziell erhéltlich ist A8%”Y73 nicht. Durch den gliicklichen Umstand, dass mit Prof. Kéhl der
Erstbeschreiber dieses Wirkstoffes am selben Campus arbeitet, konnten dennoch Versuche hiermit
durchgefiuhrt werden. Das Versuchsprotokoll wurde in enger Kooperation mit ihm erstellt, die
Dosierung des Wirkstoffes in Hohe von 80 ug pro Injektion wurde von ihm vorgeschlagen und
entsprach der Menge, die auch in anderen Modellen in vivo Wirksamkeit gezeigt hatte. Die
Plasmahalbwertszeit von freiem C5a wird auf weniger als 5 min eingeschatzt. In einer Studie mit
radioaktiv markiertem C5a an Kaninchen konnte nach 30 min noch etwa 20% der direkt nach
Applikation vorliegenden C5a-Konzentration im Plasma nachgewiesen werden (Webster et al.,,
1982). Schon in der Erstpublikation des Inhibitors A8%773 wird darauf hingewiesen, dass dessen
Halbwertszeit aufgrund der molekular nur geringfligig veranderten Struktur mit der von freiem C5a
vergleichbar ist (Heller et al., 1999a). Basierend auf diesen Informationen wurde ein im Vergleich
zum Versuch mit W-54011 engmaschigeres Injektionsintervall gewahlt. Unser Versuchsprotokoll
bericksichtigte, dass der Inhibitor i.v. injiziert werden musste. Aufgrund der starken Ladung des
Molekiils wurde die Inhibitorlésung ausschlieBlich mit Low-Binding-Materialien behandelt. Stets

wurde unter sterilen Bedingungen gearbeitet.
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Vergleichend sollte ein nichtpeptidischer Rezeptorantagonist getestet werden. Von den wenigen
kommerziell erhaltlichen wies W-54011 hier die Gberzeugendste Datenlage auf. In Anbetracht der
Tatsache, dass schon bei der Erstbeschreibung die fehlende Wirksamkeit bei Mausen
hervorgehoben wurde (Sumichika et al., 2002) und dieser Befund durch speziesabhdngige
Differenzen in der Struktur des C5a-Rezeptors sogar molekular erklart werden konnte (Waters et
al., 2005), erscheint diese Feststellung paradox. Dennoch wurde der Antagonist in verschiedenen
Settings auch an Mausen eingesetzt und konnte hier teils bessere Ergebnisse erzielen als
vergleichend getestete peptidische Inhibitoren (Sendler et al., 2015). Der Wirkstoff wurde nach
Herstellerangaben gelagert und verdiinnt. Es wurde stets unter sterilen Bedingungen gearbeitet.
Die Dosierung von 10 pg pro Injektion (entspricht etwa 500 pg/kg KG oder ca. 10 uM bei einem
Blutvolumen von 2 ml) war etwas hoher als in anderen Publikationen, in denen dieser Inhibitor
eingesetzt wurde. Es gibt jedoch keinen Grund zur Annahme, dass sich dies negativ auf die
Wirksamkeit auswirken sollte. Agonistische Effekte treten laut Erstbeschreiber erst ab einer
Dosierung oberhalb von 10 pM auf. Da wir Uberdies i.p. und nicht i.v. injizierten, ist davon

auszugehen, dass systemisch nie eine derartige Konzentration erreicht wurde.

Die Ergebnisse, die der ROS-Release bietet, ndhren jedoch Zweifel an der Wirksamkeit der
verwendeten Pharmaka. In diesen Experimenten wurde versucht, anhand der verwendeten C5a-
und Inhibitorkonzentrationen die Verhaltnisse im Serum der Versuchstiere moglichst exakt
nachzustellen. Bei Gesunden C57Bl/6-Mausen liegt die Serum-C5a-Konzentration bei ca. 10 ng/ml
(Leinhase et al., 2006), es muss davon ausgegangen werden, dass diese im Krankheitsfall deutlich
ansteigt. Daher wurden Konzentrationen bis 100 ng/ml getestet. Die Inhibitorkonzentrationen

richten sich ebenfalls nach der Menge der im Tierversuch eingesetzten Dosis.

Bei W-54011 sind keine Effekte feststellbar, die den C5a-vermittelten ROS-Release abschwéachen,
bei A8%7¥73 ist erst in hohen Konzentrationen ein signifikanter Effekt erkennbar. Uberzeugende
Ergebnisse sind dies nicht. Im Falle von W-54011 schienen Waters et al. (2005) richtig angenommen
zu haben, dass der Antagonist keine nachweisbare Wirkung am murinen C5a-Rezeptor entfaltet. Es
darf angezweifelt werden, dass tiberhaupt eine Interaktion stattgefunden hat. Auf A8%7173trifft dies
nicht zu — hier sind Effekte erkennbar, die aber auch nicht in der erhofften Deutlichkeit aufgetreten

sind.

4.2.2 FrUhere Versuchsergebnisse — Artefakte eines fehlerhaften Mausmodells?
Die Ergebnisse der Visualisierungsversuche aus dieser Arbeit deuten darauf hin, dass C5aR-
vermittelte Signale insbesondere zu Beginn der dermalen Entziindungsreaktion eine Rolle spielen.

Wichtig ist nun die Feststellung, dass mit dem verwendeten Mausmodell nur die Effektorphase der
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EBA dargestellt werden kann. Das Injizieren von Antikdrpern in vorher gesunde Tiere simuliert
lediglich, was geschieht, wenn sich diese Antikorper bereits gebildet haben und frei im Blut
vorhanden sind. Samtliche Pathogeneseschritte, die vor Erreichen dieses Status durchlaufen
werden (Toleranzverlust gegen Kollagen Typ VII, Einleitung einer Immunantwort, Bildung von
Autoantikérpern) konnen in diesem Modell nicht simuliert werden. Theoretisch ist es also denkbar,
dass C5a eine Schllsselfunktion in der Pathogenese der EBA in solchen friihen Krankheitsstadien
wahrnimmt, in der Effektorphase selbst dann aber nur noch von untergeordneter Bedeutung ist.
Uber den Einfluss von C5aR-vermittelten Signalen in den Pathogeneseschritten, die vor der
Antikorperbildung stattfinden, kann mithilfe des verwendeten Modells keine Aussage getroffen
werden. Hier ist weitere Forschung noétig, die sich des aktiven EBA-Modells bedienen miisste. Zwei
Argumente sprechen jedoch dafiir, dass C5a zumindest auch in der Effektorphase der Krankheit von
Relevanz ist: Erstens lassen die Visualisierungsversuche dieser Arbeit einen Effekt auf die
Neutrophilenzahl in der Dermis kurz nach Krankheitsinduktion erkennen, der durch andere
Mechanismen als die C5aR-Blockade nicht erklarbar ist. Und zweitens sind, bei Verwendung des
Antikorpertransfer-Modells, sowohl C5aR- als auch C5-Knockout-Mause nahezu komplett vor der

Krankheitsauspragung geschuitzt sind (Sitaru et al., 2005; Karsten et al., 2012).

Es lohnt jedoch ein genauerer Blick in die Veroffentlichungen, in denen die letztgenannten
Erkenntnisse publiziert worden sind. Sowohl Sitaru et. al. (2005) als auch Karsten et. al. (2012)
verwendeten fiir ihre Versuche ein Protokoll, bei dem der durch Immunisierung von Kaninchen
gewonnene Antikdrper vor Injektion in die Versuchsmause nicht affinitatsspezifisch aufgereinigt
wurde. Den Mausen wurden also neben dem pathogenen Antikérper, der sich gegen mCol7c
richtet, zusatzlich samtliche zum Zeitpunkt der Blutentnahme im Kaninchenserum vorliegende IgG
injiziert. Im von uns durchgefiihrten Aufreinigungsprozess hat sich herausgestellt, dass sich von der
Gesamtmasse der IgG im Kaninchenserum nur ca. 0,5 bis 2% spezifisch gegen mCol7c richten. Von
diesem spezifischen Antikorper reichte eine zweimalige Injektion von 250 ug aus, um bei Mausen
das klinische Bild der EBA auszulésen. Um auch durch Injektion unspezifischer 1gG eine
ausreichende Konzentration der pathogenen Antikoper in den Versuchstieren zu erreichen,
injizierten Sitaru et al. (2005) 15 mg dieser Losung alle 2 Tage. Dies fiihrte ebenfalls zum
erfolgreichen Auslosen des Krankheitsbildes, allerdings wurden mit jeder Injektion vermutlich
mindestens 14,7 mg unspezifischer, fiir die Mause artfremder 1gG koinjiziert. Darliber hinaus wird
die Masse der injizierten pathogenen Antikdrper stark geschwankt haben, da deren Anteil an der
Gesamtmasse, wie in unserem Aufreinigungsverfahren deutlich wurde, zwischen 0,5 und 2%

schwankte.
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Es ist durchaus denkbar, dass es durch die Masse artfremder IgG, die den Mausen injiziert wurde,
zu Interaktionen kam, die den Verlauf der Krankheit beeinflussten und das Modell somit
verfdlschten. Insbesondere besteht die Mdglichkeit, dass diese Antikorperinjektion zu einer
Komplementaktivierung bei den Tieren fiihrte. Sdmtliche injizierten Antikérper gehérten der IgG-
Klasse an. Im Gegensatz zu Mausen und Menschen liegen im Kaninchen keine verschiedenen IgG-
Subklassen vor, alle 1gG sind in der Lage, Clq zu binden und somit das Komplementsystem zu
aktivieren (Rayner et al., 2013). Dies bestarkt den Verdacht, dass die massive Injektion dieser
Antikorper zu einer Komplementaktivierung gefiihrt haben kann. Fiihrt man diesen Gedanken
weiter, liegt die Vermutung nahe, dass eine Anti-Komplement-Therapie nach Injektion groRer
Mengen eines unspezifischen 1gG-Cocktails einen groReren Effekt hat, als wenn, wie in diesen
Studien, der pathogene Antikorper allein injiziert wird. Es ist daher zu empfehlen, Studien an
diesem Modell nur noch mit spezifisch aufgereinigten IgG durchzufiihren, um das Risiko von

Interaktionen und Verfalschungen zu verringern.

4.2.3 Differenzen in den verwendeten Mausstammen

Eine weitere mogliche Fehlerquelle liegt in den verwendeten Mausstdammen. In der
Modellbeschreibung des aktiven EBA-Modells, bei dem durch Immunisierung mit
Peptidfragmenten die komplette Autoimmunreaktion in den Mausen modelliert werden kann,
zeigte sich, dass verschiedene Mausstaimme sehr unterschiedlich stark ausgepragte
Krankheitsbilder entwickeln (Sitaru et al., 2006). Beobachtungen verschiedener Versuche am
Institut legen nahe, dass auch im passiven Modell Unterschiede in der Krankheitsauspragung in
Abhéangigkeit vom Mausstamm bestehen. Dies ist aber nie systematisch evaluiert worden. Dieser
Fragestellung soll in einem Folgeversuch nachgegangen werden. Einen interessanten, direkten
Nachweis dariliber, dass die Relevanz des Komplementsystems bei der gleichen Krankheit von
Mausstamm zu Mausstamm variieren kann, zeigte ein Versuch an einem Mausmodell der
Immunkomplex-vermittelten Peritonitis. Bei BALB/c und C57BL/6-Mausen wurde das komplette
Komplementsystem mittels Kobragift degradiert, danach erfolgte das Auslésen der
Entzlindungsreaktion im Peritoneum der Versuchstiere (Arthus-Reaktion). Nach Totung der Tiere
wurde die Zahl der Neutrophilen, die in die Bauchhohle rekrutiert worden waren, gezahit.
Interessanterweise war die Komplementdepletion bei BALB/c-Mausen in der Lage, die Zahl der
eingewanderten Neutrophilen drastisch zu reduzieren, wahrend sich bei C57Bl/6-M&usen kaum
Anderungen zeigten (Heller et al., 1999b). Die in meiner Arbeit verwendeten M&use hatten alle
einen C57BI/6-Hintergrund, schlicht aufgrund der Tatsache, dass die zur Visualisierung benétigten

LysM-eGFP-Mause ebenfalls diesen genetischen Hintergrund haben.
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Oben genannte Fehlerquellen ,struktureller” Natur lassen sich nie ganzlich ausschliefen. Meiner
Ansicht nach sollte insbesondere der Einfluss der unspezifischen IgG auf den Krankheitsverlauf
genauer untersucht werden. Eventuelle Zusammenhange zwischen der Injektion dieser und einer
Aktivierung des Komplementsystems missen aufgedeckt werden. Auch der Einfluss des

Mausstammes auf den Krankheitsverlauf Bedarf dringend genauerer Untersuchungen.

4.3 Limitationen
Neben den zuvor genannten potentiellen Fehlerquellen ist diese Arbeit auch durch weitere

Gegebenheiten limitiert, auf die im Folgenden genauer eingegangen werden soll.

So ist das Mitfihren einer Negativkontrolle, in der eine durch C5a induzierte Zunahme der
Neutrophilenextravasation beobachtet werden koénnte, praktisch nicht umsetzbar. Dies ist
einerseits durch die extrem kurze Plasmahalbwertszeit von C5a von weniger als fiinf Minuten
bedingt (Webster et.al.,, 1982). Ein Aufrechterhalten von relevanten Wirkspiegeln Uber einen
Versuchszeitraum von mehreren Tagen kénnte so nicht sichergestellt werden. Dartiber hinaus
nimmt eine externe C5a-Applikation selbst Einfluss auf die Zahl der im Blut zirkulierenden
neutrophilen Granulozyten. Da diese Zellen fiir die Pathogenese der EBA relevant sind, muss
beflirchtet werden, dass das Krankheitsmodell, welches es zu erforschen gilt, hierdurch verfalscht
werden wiirde. AuRerdem ist es technisch nicht moglich, das C5a unmittelbar an der DEJ zu
applizieren — dies ware jedoch nétig, um die C5a-Effekte in der Pathogenese der EBA zu simulieren.
Eine systemische Applikation brachte, aufgrund der auf Chemotaxis basierenden Effekte des
Molekiils, keine neuen Erkenntnisse, sondern wirde das Krankheitsmodell grundlegend

verfalschen.

Auch das Mitfiihren einer Positivkontrolle mit funktionierender C5aR-Blockade ist bisher nicht
moglich, schlicht deshalb, da die zur Verfligung stehenden Pharmaka in ihrer Wirkung begrenzt
sind. Ein Riickschritt auf die genetische Ebene ware denkbar, die Visualisierungsversuche kénnten
auch mit C5aR-Knockout-Mausen durchgefiihrt werden. Dies ist jedoch heute noch nicht
umsetzbar, da hierfiir ein kombinierter LysM-eGFP/C5aR-Knockout-Mausstamm bendtigt werden

wiirde.

Das Durchfiihren von Visualisierungsversuchen verbraucht zeitlich und materiell eine Menge
Ressourcen. Insbesondere durch die Tatsache, dass am Standort Libeck nur ein fir die
Visualisierungsversuche geeignetes 2-Photonen-Mikroskop zur Verfligung steht, welches von
zahlreichen Arbeitsgruppen verwendet wird, war es notig, diesbeziiglich zu priorisieren. Bei
fehlender klinischer Wirksamkeit und der Tatsache, dass zuvor noch keine in-vivo-Effekte auf die

Migration neutrophiler Granulozyten beschrieben wurden, wurde daher auf die Durchfiihrung von
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Visualisierungsversuchen unter C5aR-Blockade mit W-54011 verzichtet. Auch die Gruppengrofe
der Visualisierungsversuche, ist, bedingt durch die begrenzten Kapazitaten, mit n=3 recht klein.
Dieser Einschrankung wurde auch dadurch begegnet, dass bei jedem Versuchstier in Rahmen jeder

Visualisierung Aufnahmen von 7 verschiedenen Hautabschnitten angefertigt wurden.

4.4 Pathogenesemodell unter Beriicksichtigung der Versuchsergebnisse

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass die zeitliche Wirkung von C5aR-vermittelten
Signalen auf die Neutrophilenextravasation auf einen engen Zeitraum von 1-2 Tagen nach Induktion
der Krankheit beschrankt ist. Interessant hieran ist nun nicht nur, dass die Blockade des C5a-
Rezeptors also fir die chronischen Verlaufsformen keinen geeigneten Therapieansatz darstellt (was
jaauch in dieser Arbeit gezeigt werden konnte). Vielmehr miissen andere, vom Komplementsystem
unabhangige Mechanismen dafiir sorgen, dass die dermale Entziindungsreaktion aufrechterhalten
wird. Bringt man nun eine Reihe von wissenschaftlichen Versuchsergebnissen der letzten Jahre mit
den hier vorliegenden Resultaten zusammen, entsteht ein Modell der Pathogenese, indem die Rolle
von C5a sehr viel kleiner ist als bisher angenommen. Stattdessen muss die Rolle der neutrophilen
Granulozyten selbst, die bisher meist lediglich als letztes Glied in der Kette wahrgenommen
wurden, starkere Beachtung finden. Hieraus lassen sich auch Hinweise ableiten, welche
Zielmolekile in Zukunft starker in den Fokus der Forschung riicken sollten. Auf den folgenden Seiten

wird dieses Uiberarbeitete Pathogenesemodell schrittweise hergeleitet.

4.4.1 Die Expression von Fcy-Rezeptoren auf neutrophilen Granulozyten ist notwendig,
um das Krankheitsbild der Epidermolysis bullosa acquisita auszuldsen

Bereits vor einigen Jahren wurden Nachweise erbracht, dass neutrophile Granulozyten die mit
Abstand wichtigsten Effektorzellen im EBA-Mausmodell sind. Jiingere Forschungsarbeiten konnten
dies immer wieder bestatigen. Uber die Mechanismen der Rekrutierung jener Zellen zum Ort des

Geschehens und deren Aktivierung am Zielort herrscht jedoch weit weniger Einigkeit.

Als zentrale Mediatoren dieser Vorgange werden neben dem Komplementsystem vor allem Fcy-
Rezeptoren, die von den neutrophilen Granulozyten exprimiert werden, diskutiert (Mihai und
Nimmerjahn, 2013). Diese Rezeptoren binden den Fc-Teil muriner IgG und vermitteln bei Bindung
durch einen Antikérper je nach Art des Rezeptors unterschiedliche Signale an die Zelle. Es ist somit
leicht nachvollziehbar, dass diese Rezeptoren auch bei der experimentellen EBA eine
entscheidende Rolle spielen, liegen hier doch zahlreiche Immunkomplexe an der DEJ vor.
Neutrophile Granulozyten, die diese Rezeptoren exprimieren, werden, vermittelt durch lokale

Komplementaktivierung, an die DEJ rekrutiert. Eine Interaktion zwischen dem Fc-Teil der injizierten
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IgG und den von neutrophilen Granulozyten exprimierten Fcy-Rezeptoren erscheint also sehr

wahrscheinlich.

Mause exprimieren 5 verschiedene Klassen von Fcy-Rezeptoren (Bruhns, 2012), die mit
unterschiedlicher Affinitdit an die verschiedenen IgG-Subklassen binden. Von diesen 5
Rezeptortypen vermittelt nur einer inhibitorische Effekte (FcyR-1IB), drei andere vermitteln
aktivierende Signale (FcyR-lI, FcyR-lll, FcyR-1V). Ein weiterer, FcyR-n, wird hauptsachlich im
Zusammenhang der Degradierung von Immunkomplexen gesehen. Injiziert man Mausen
Antikorper, die sich spezifisch gegen mCol7c richten, deren Fc-Fragment aber artfremd ist und
deshalb nicht an murine Fcy-Rezeptoren binden kann, entwickeln diese Mause keine Krankheit
(Sesarman et al., 2008). In weitergehenden Versuchen konnte nachgewiesen werden, dass die
pharmakologische Blockade des aktivierenden Fcy-Rezeptors IV ausreicht, um Méause komplett vor

dem Krankheitsbefall zu schiitzen (Kasperkiewicz et al., 2012).

4.4.2 Es bestehen Interaktionen zwischen Komplementsystem und Fcy-Rezeptor
vermittelten Signalen

Lange Zeit wurden Komplementsystem und die Uber Fcy-Rezeptoren vermittelten Signale isoliert
voneinander betrachtet. Im Jahre 2002 gelang dann der Nachweis, dass C5a Giber Bindung an seinen
Rezeptor maligeblich an der Regulation der Expression dieser Rezeptoren beteiligt ist. Flr die
Versuche wurde ein murines Modell der Immunkomplex-vermittelten Lungenentziindung
verwendet. Man fand heraus, dass, in Anwesenheit von C5a, alveolare Makrophagen die Expression
des inhibitorischen FcyR-1IB herunterregulieren, wahrend der aktivierende FcyR-IIl heraufreguliert
wird (Shushakova et al., 2002). In einem Modell der Immunkomplex-vermittelten hamolytischen
Andamie konnten diese Befunde auch auf Gewebsmakrophagen der Leber Ubertragen werden
(Kumar et al., 2006). Auch wenn in dieser Studie keine Aussage (iber den FcyR-IV getroffen wurde
(er war zu diesem Zeitpunkt noch nicht identifiziert) und man die Erkenntnisse nicht einfach auf
neutrophile Granulozyten (ibertragen kann, bieten sie doch einen guten Ansatzpunkt. Die Autoren
der erstgenannten Publikation &duRerten die Vermutung, dass C5a dazu diene, die
Erregungsschwelle der Zellen herabzusetzen — und zwar vermittelt Gber die Expressionsprofile der
Fcy-Rezeptoren. C5a wiirde die Zellen quasi auf die bald durch den Fc-Teil von Immunkomplexen
eintretende Stimulation vorbereiten — oder — anders ausgedriickt: Immer da, wo parallel C5a und
Immunkomplexe vorliegen, sollen die Zellen durch diese auch aktiviert werden. Der Nachweis
wurde jeweils nur flr gewebsstandige Makrophagen in den jeweiligen Modellen erbracht. Man
geht davon aus, dass diese dann durch ihre verstarkte Aktivitat die Rekrutierung und Aktivierung

von Neutrophilen vorantreiben.
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Gleichzeitig grenzen Shushakova et al. (2002) den Zeitpunkt der Hauptwirkung des Anaphylatoxins
C5a ein: Als chemotaktischer Signalgeber und Modulator von myeloiden Zellen ldge diese klar auf
dem Beginn der Immunkomplex-vermittelten Entziindungsreaktion. Passend zu diesen
Erkenntnissen fand die Arbeitsgruppe an genetisch veranderten Mdausen heraus, dass nur das
Fehlen des FcyR-lll, nicht aber des C5a-Rezeptors zu einer Verminderung der spaten neutrophilen

Infiltration nach Auslésung der Entziindungsreaktion fihrte.

4.4.3 Komplement-5a-Wirkungen sind nur in der Friihphase Immunkomplex-vermittelter
Entzindungsreaktionen relevant

Ein weitere, hochinteressante Publikation, die sich direkt mit dem Migrationsverhalten
neutrophiler Granulozyten nach Induktion einer Immunkomplex-vermittelten Entziindung
beschéftigt, kommt zu einer dhnlichen zeitlichen Einordnung der C5a-Effekte (Sadik et al., 2012).
Mittels eines Modells der Immunkomplex-vermittelten Arthritis an Madusen gelang es, die Rolle von
C5a bei der Rekrutierung von Neutrophilen noch genauer einzugrenzen. Ausgangspunkt fur diese
Studie war der Befund, dass in diesem Modell sowohl C5aR als auch Fcy-Rezeptoren zur
Krankheitsauslosung nétig waren. Weiterhin waren genetisch veranderte Mause, die Leukotrien B4
(LTB4) und Interleukin-1B (IL-1B) nicht exprimierten, vor der Krankheitsauspragung geschiitzt.
Aufbauend auf diese Erkenntnisse wurde experimentell nachgewiesen, dass Neutrophile nach
Stimulation mit C5a oder Immunkomplexen LTB4 freisetzen — dieser Lipidmediator fungiert selber
als chemotaktischer Signalgeber und sorgt dafiir, dass weitere Neutrophile rekrutiert werden.
Schon bei einer Konzentration von nur 10 ng/ml C5a wurde merklich LTB4 freigesetzt. Stimulierte
man die Zellen mit Immunkomplexen und C5a parallel, erhéhte dies die LTB4-Freisetzung. In Bezug
auf IL-1B fand man heraus, dass Immunkomplexe alleine in der Lage waren, die Freisetzung dieses

Chemokins zu verursachen. C5a hat auf die Freisetzung jedoch keinen Einfluss.

Weitergehend wurde nachgewiesen, dass die Koexpression von C5aR und 5-Lipoxygenase (einem
Enzym, was fir die Bildung von LTB4 ndtig ist) in Neutrophilen gegeben sein muss, um das
Krankheitsbild auszulosen. Auch Fcy-Rezeptoren und IL-1B8 missen in denselben Zellen exprimiert
werden, damit es zur Krankheit kommt. Die Koexpression von C5aR und IL-1P ist hingegen nicht
notwendig, um das Krankheitsbild auszuldsen. Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass wirklich
die beiden oben beschriebenen Signalwege (C5aR > LTB4; FcyR > IL-1B) und nicht nur die
einzelnen beschriebenen Mediatoren und Rezeptoren von essentieller Bedeutung fir die

Pathogenese der Immunkomplex-vermittelten Arthritis sind.

Die Autoren leiten aus diesen Ergebnissen eine sequentielle Kaskade der Entziindungsmediatoren

ab, die durchlaufen werden muss, damit es zu einer Immunkomplex-vermittelten
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Entziindungsreaktion kommen kann. C5a habe seine Hauptfunktionen hierbei in der friihen Phase

der Entziindungsreaktion.

4.4.4 Hypothetischer Ablauf der dermalen Entziindungsreaktion bei experimenteller
Epidermolysis bullosa acquisita

Es ist durchaus moglich, dieses Bild noch ein wenig konkreter zu zeichnen —und es ist auch durchaus
moglich, die Erkenntnisse auf die Vorgdnge bei experimenteller EBA zu Ubertragen. C5a ist ein
sogenanntes end-target-chemoattractant, es besitzt eine hohere Potenz, Neutrophile anzulocken
als zum Beispiel LTB4, welches in die Kategorie der intermedidaren Chemoattractants fallt (Heit,
2005). Wird irgendwo im Gewebe das Komplementsystem aktiviert (wie es bei der experimentellen
EBA durch die Bindung von IgG an die DEJ geschieht), wird C5a freigesetzt. Fir neutrophile
Granulozyten entsteht so ein starkes Signal, zu diesen Stellen zu wandern, welches gegebenenfalls
andere Signale Uberlagert. Am Ort des Geschehens treffen die neutrophilen Granulozyten auf die
gebundenen Immunkomplexe, die mit ihrem Fc-Teil an die Fcy-Rezeptoren der Neutrophilen
binden. Bei experimenteller EBA scheint hier insbesondere FcyR-1V relevant zu sein. Sowohl durch
die Stimulation von C5a Uber C5aR als auch durch die Stimulation von Immunkomplexen tber Fcy-
Rezeptoren setzen die Zellen daraufhin LTB4 frei. Es bleibt festzuhalten, dass bereits an dieser Stelle
C5a nicht mehr zwingend erforderlich ist, wenngleich auch die hochste Freisetzung von LTB4 durch
Kostimulation mit beiden Signalgebern erreicht wird (Sadik et al., 2012). LTB4 sorgt nun als
Chemoattractant dafiir, dass weitere Neutrophile zum Ort der Entziindung rekrutiert werden. Diese
werden wieder durch Immunkomplexe stimuliert, wodurch es erneut zur Freisetzung von LTB4
kommt. Wichtiger ist aber, dass durch die Stimulation der Fcy-Rezeptoren auch IL-1B freigesetzt
wird. Die Freisetzung dieses Zytokins induziert dann erst die eigentliche Effektorphase der
Krankheit, welche durch die Aktivierung der neutrophilen Granulozyten und folgender Freisetzung
von ROS und anderen gewebsschidigenden Mediatoren gekennzeichnet ist. Auch die Regulierung

der Entziindungsreaktion und eventuelles Abklingen wird Gber IL-1pB -Signale vermittelt.

Der oben genannte Ablauf der EBA-Pathogenese ist Spekulation. Die Spekulation ist allerdings sehr
gut begriindbar. Sowohl Shushakova et al. (2002) als auch Sadik et al. (2012) ordnen die C5a-Effekte
bei Immunkomplex-vermittelten Entziindungsreaktionen sehr friih ein. Sadik et al. (2012) weisen
darliber hinaus zwei Signalwege nach, die notwendig sind, damit in einem anderen Modell eine
Immunkomplex-vermittelte Entziindungsreaktion entstehen kann (C5aR = LTB4 und FcyR - IL-
1B). Weiterhin schlagen sie eine zeitliche Abfolge des Durchlaufens eben dieser Kaskade vor, die
C5a ganz an den Anfang stellt. Wichtig ist hierbei, dass auch Stimulation mit Immunkomplexen
allein zur LTB4-Freisetzung flihren kann, die zwingend notwendige Rolle von C5aR-vermittelten

Signalen zum Ausldsen des Signalweges wird somit in Frage gestellt.
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4.4.5 Interleukin-1p ist fur die Aufrechterhaltung der dermalen Entziindungsreaktion
verantwortlich

In den letzten Jahren wurde vermehrt versucht, bullése Autoimmundermatosen durch Eingriffe in
das endogene Mediatorensystem zu behandeln. 2013 wurde am experimentellen EBA-Mausmodell
nachgewiesen, dass die Behandlung mit rekombinanten Interleukin-6 (IL-6) zur Besserung des
Krankheitsbildes fuhrt (Samavedam et al., 2013). Hochinteressant ist nun, dass diese Effekte
hauptsachlich durch eine Verstarkung der Expression des endogenen IL-1-Rezeptorantagonisten
(IL-1ra) vermittelt wurden. Dies legt die Vermutung nahe, dass liber diesen Rezeptor Signale
vermittelt werden, die fir die Auspragung der EBA relevant sind. In einem Folgeversuch konnte
nachgewiesen werden, dass auch die direkte Behandlung mit dem synthetischen IL-1-
Rezeptorantagonisten Anakinra in der Lage war, das Krankheitsbild zu verbessern (Samavedam et

al., 2013).

Zwei Jahre spater gelang dann der Nachweis, dass es das Spaltprodukt IL-1B ist, welches eine
entscheidende Rolle in der Pathogenese der EBA einnimmt (Sadeghi et al., 2015). Im Serum
erkrankter Tiere liegt IL-1B, nicht aber IL-1a in 4-6mal hoherer Konzentration vor als in gesunden
Kontrollmausen. Die Hohe der gemessenen IL-1B-Spiegel korreliert mit der Auspragung der
Krankheit. Die selektive Inhibition von IL-1B mittels eines Antikorpers vermittelt sogar eine starkere
Verbesserung des Krankheitsbildes, als es die unspezifische Inhibition von IL-1 tut. Auch wenn bei
Mausen schon Krankheitszeichen vorlagen, konnte durch Behandlung mit Anakinra das weitere
Fortschreiten eingeddmmt werden. Der Ansatz der IL-1-Inhibition scheint also auch therapeutisches
Potential zu haben. Die Wirkung der IL-1-Inhibition konnte mit geringerer Expression von
endothelialen Adhasionsmolekilen (ICAM-1, VCAM-1 und E-Selektin) im Bereich der Dermis erklart
werden (Sadeghi et al., 2015). Die Autoren dieser Studie testeten darliber hinaus an genetisch
veranderten Mausen, ob die Freisetzung von IL-1B durch Caspase-1 moduliert wird. Dieses Enzym
ist als wichtiger Regulator der IL-1B-Freisetzung bekannt (Dinarello, 2011). Da dies nicht der Fall
war, spekulierten sie, dass andere, vermutlich von neutrophilen Granulozyten freigesetzte

Proteinasen fir die Spaltung des IL-1B-Precursors verantwortlich waren.

Schon vor liber zwanzig Jahren wurden in der Blasenflissigkeit von Patienten, die am bullsen
Pemphigoid erkrankt waren, erhdhte IL-1B-Spiegel gemessen (Schmidt et al., 1996). Das bullése
Pemphigoid ist wie die EBA eine Pemphigoid-Erkrankung und eng mit dieser verwandt.
Interessanterweise war in der Blasenfllssigkeit IL-1a nicht erhdht, sondern im Gegenteil sogar
erniedrigt. Dies lasst vermuten, dass IL-1B nicht nur in murinen Modellen von Pemphigoid-
Erkrankungen von zentraler Bedeutung ist, sondern auch in der Pathogenese und

Aufrechterhaltung der Erkrankung beim Menschen eine wichtige Rolle spielt.
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4.4.6 Das Anaphylatoxin C5a als Kickoff-Molekdl fiir einen chronisch-inflammatorischen
Teufelskreis

Ergdnzt man den oben aufgestellten, hypothetischen Ablauf der dermalen Entziindungsreaktion bei
experimenteller EBA mit diesen Erkenntnissen Uber die Wirkungen von IL-1B, entsteht ein
vollstandiges, in sich schliissiges Modell, welches C5a eine Rolle ganz zu Beginn dieser
Entzindungsreaktion zuweist und IL-1B als zentralen Mediator bei der Aufrechterhaltung der
Entziindung sieht. In allen Schritten nach der Rekrutierung der ersten neutrophilen Granulozyten -
von der Freisetzung von LTB4 Uber die Rekrutierung weiterer Neutrophiler, die FcyR-1V-Stimulation
und die Freisetzung von IL-1B - ist C5a nicht mehr relevant. Rekrutierte Neutrophile setzen LTB4
frei. Dies geschieht aber auch auf Stimulus von Immunkomplexen iiber Fcy-Rezeptoren. Uber Fcy-
Rezeptoren vermittelte Signale sind es auch, die zur Freisetzung von IL-1B fihren. lI-1B seinerseits
erhoht dann wieder die Expressionsrate von endothelialen Adhasionsmolekilen und begiinstigt

dadurch die Rekrutierung weiterer neutrophiler Granulozyten (Abbildung 24).

Epidermis

Dermis

C5a-vermittelte
Rekrutierung von
Neutrophilen

Rekrutierung weiterer

. LTB4
Neutrophiler IL-1B
- D D18
ICAM-1
VCAM-1

Blutgefall
E-Selektin eeta

Abbildung 25: Mechanismen der Neutrophilen-Rekrutierung bei experimenteller Epidermolysis bullosa acquisita. Initial
stellt das durch Komplementaktivierung freigesetzte Anaphylatoxin C5a den wichtigsten Signalgeber fiir neutrophile
Granulozyten dar, aus den Blutgefdf3en in das Gewebe der Dermis auszuwandern. Befinden sich jedoch bereits Neutrophile
an der dermo-epidermalen Junktionszone, sind diese selber in der Lage, durch Freisetzung von LTB4 und IL-18 weitere
Zellen ins Gewebe zu rekrutieren. C5a ist zur Aufrechterhaltung der Entziindungsreaktion nicht mehr nétig. CD18: Cluster
of differentiation 18; ICAM-1: intercellular adhesion molecule 1, IL-18: Interleukin-18, LTB4: Leukotrien B4, VCAM-1:
vascular cell adhesion molecule 1.
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Es bleibt nun die Frage, warum sowohl C5- als auch C5aR-Knockout-Mause fast vollstandig vor der
Krankheitsauspragung geschitzt sind. Ich vermute, dass diese Molekiile durchaus wichtig sind —
und zwar in dem Sinne, dass es ohne den ersten Impuls flr Neutrophile, an die Stellen zu migrieren,
an denen Immunkomplexe vorliegen, nicht funktioniert. Als sehr starkes end-target-
chemoattractant kann C5a Signale von anderen endogenen Mediatoren Uberlagern und die Zellen
gezielt an den Ort des Geschehens lotsen. Damit ist seine Funktion aber bereits erfillt. C5a stellt
ein Kickstart-Molekiil dar, was im weiteren Verlauf der Erkrankung keine besondere Relevanz mehr

hat.

Genetisch veranderten Mausen fehlt dieser Induktor der Entziindungsreaktion. Zwar binden auch
in diesen Tieren pathogene IgG an die DEJ, und auch in solchen Mausen kommen vereinzelt
Neutrophile in der Dermis vor. Doch selbst wenn ein solcher Neutrophiler zuféllig mit einem
Immunkomplex interagiert, ware das Resultat lediglich die Freisetzung von sehr geringen Mengen
LTB4 und IL-1B. Es ist jedoch trotz allem denkbar, dass eine Krankheitsinduktion auch komplett
ohne C5a-vermittelte Signale moglich ist. Diese brauchte, ohne den initialen Anschub durch das
Anaphylatoxin, jedoch sehr viel langer. In den Studien von Sitaru et al. (2005) und Karsten et al.
(2012), in denen eine Resistenz von C5- bzw. C5aR-defizienten Mausen nachgewiesen wurde,
wurden die Tiere 12 Tage beobachtet. Da es bis zur Ausbildung erster Hautldsionen selbst mit C5a

als Signalgeber mehrere Tage braucht, mag diese Periode zu kurz gewesen sein.

Blockiert man C5a pharmakologisch, wird man nie einen Status erreichen, der dem in genetisch
verdanderten Mausen dhnlich ist. Die C5aR-Antagonisten, die zur Verfligung stehen, sind noch nicht
ausgereift. Weiterhin werden in den Versuchstieren starke Schwankungen in den Serumspiegeln
vorliegen, da die Medikamente nicht kontinuierlich, sondern alle paar Stunden oder sogar Tage
injiziert werden, und teils sehr kurze Halbwertszeiten haben. Es ist davon auszugehen, dass mit der
zurzeit vorhandenen pharmakologischen Therapie keine zeitlich kontinuierliche, vollstandige
Blockade des C5aR erreicht werden kann. Eine solche Blockade ware aber nétig, um das C5a-

vermittelte Startsignal fir die Entziindungsreaktion wirksam auszuschalten.

In meinen Versuchen waren diese Effekte sehr gut zu beobachten. An Tag 1 nach
Antikorperinjektion vermochte die Blockade von C5aR zwar, die Zahl der Neutrophilen in der
Dermis im Vergleich zu Kontrolltieren zu senken. Bei den Kontrolltieren waren, vermutlich C5a-
vermittelt, massiv Neutrophile in die Dermis emigriert. Die Blockade reichte aber nicht aus. Schon
an Tag 3 waren in der Neutrophilenzahl keine Unterschiede mehr zu erkennen. Sowohl bei

behandelten als auch bei unbehandelten Tieren lagen in der Dermis circa doppelt so viele
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Neutrophile vor wie vor der Antikorperinjektion. Die Entzliindungsreaktion hatte, trotz

pharmakologischer Blockade des C5a-Rezeptors, Fahrt aufgenommen.

Aufbauend auf die Erkenntnisse, dass pharmakologische Blockade des FcyR-IV Mduse komplett vor
der Krankheitsauspragung schitzt (Kasperkiewicz et al., 2012), konnte in unserer Gruppe der
Uberraschende Nachweis erbracht werden, dass bei so behandelten Mausen nicht weniger,
sondern mehr Neutrophile in der Dermis zu finden sind. Sadik et al. (2012) bezogen sich in ihren
Studien vorwiegend auf den FcyR-lll. Es ldsst sich mutmalien, dass die Rekrutierung vorwiegend
durch letztgenannten Rezeptor mediiert wird, die anschlieende Aktivierung der Neutrophilen, die
schlieRlich zur Freisetzung von gewebsschadigenden Verbindungen und Enzymen fiihrt, aber iber
den FcyR-1V vermittelt wird. Kdnnen diese Signale nicht weitergeleitet werden, werden immer mehr
Neutrophile in die Dermis rekrutiert, die dort aber ihre Funktion nicht erfiillen kdnnen. Unterbleibt
die Aktivierung und der finale Zerfall der Neutrophilen, werden diese auch nicht von Makrophagen

phagozytiert. Es kommt zu einem Anstau der Zellen im Gewebe der Dermis.

Obwohl in dieser Arbeit bestatigt wurde, dass C5a in vitro bei Neutrophilen die ROS-Freisetzung
erhéhen kann, scheint dies nicht der Aktivierungsmechanismus zu sein, welcher in vivo relevant ist.
Diese Effekte scheinen lber den FcyR-IV vermittelt zu werden. Anders ist nicht zu erkldren, warum
C5a-Blockade keinen therapeutischen Nutzen bringt, die Blockade des FcyR-1V jedoch komplett vor

Krankheitsauspragung schiitzt — obwohl sogar mehr Neutrophile in die Dermis rekrutiert werden.

4.4.7 Potentielle Zielmolekile zur Behandlung der Epidermolysis bullosa acquisita

Ausgehend von diesem Modell ist der Ansatz, die Ausprdgung von EBA mittels
Komplementblockade verhindern zu wollen, klar der falsche Weg. Am Patienten wird die Krankheit
erst Uber die Symptome diagnostiziert — zu diesem Zeitpunkt hatte C5a seine Funktionen bereits
erfillt. Man muss jedoch beriicksichtigen, dass die reale EBA, anders als im Antikoérpertransfer-
induziertem Mausmodell, eine chronische Erkrankung ist. Laufend werden neue Antikorper
gebildet, laufend werden diese Antikorper an Kollagen Typ VII binden, es wird dementsprechend
auch standig das Komplementsystem aktiviert. Es ist denkbar, dass C5a also unter chronischen
Bedingungen eine Rolle spielt und pharmakologische Blockade hier einen Nutzen haben kdnnte.
Die Struktur der im Zuge dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente lasst hierliber keine Aussage

ZU.

Vielversprechender ist es, in zuklinftigen Studien solche Molekiile als Ziele zu wahlen, welche nach
oben aufgestellter Hypothese auch nach Induktion der Entziindungsreaktion dazu beitragen, diese
weiter zu unterhalten. Da die Behandlung von Patienten so gut wie immer erst dann beginnt, wenn

die Symptome den Patienten storen und er deshalb einen Arzt aufsucht, sind vorwiegend solche
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Therapien sinnvoll, die neben einem prophylaktischen auch einen therapeutischen Nutzen haben.
Die Inhibition von IL-1 hat diesen im Tiermodell bereits unter Beweis gestellt. Auch fiir LTB4 hat es
bereits vielversprechende erste Studien gegeben, die kombinierte Blockade von C5a und LTB4 wird
in einem Review als potentiell effektive Therapie fir IgG-vermittelte Autoimmunkrankheiten
gehandelt (Sadik et al., 2018). Einen weiteren moglichen Ansatzpunkt wiirde die Blockade von FcyR-
IV darstellen, auch hier lohnt sich weitere Forschung. Der Einsatz von C5aR-Blockern ware hingegen
nur als Rezidivprophylaxe bei solchen Patienten denkbar, bei denen mit konventioneller

pharmakologischer Therapie eine vollstandige Beschwerdefreiheit erreicht werden konnte.

4.5 Ausblick

In den nachsten Jahren werden in unserer Arbeitsgruppe die Pathomechanismen der EBA weiter
erforscht werden, auch die Rolle des Komplementsystems soll weiter studiert werden. Die
Ergebnisse dieser Arbeit haben hier eine Reihe von Fragen aufgeworfen, die es zu beantworten gilt.
So soll zum Beispiel in einer Vergleichsstudie getestet werden, ob die lber die Jahre anhand von
verschiedenen Mausstimmen und mittels verschiedener Modelle gewonnenen Erkenntnisse
Uberhaupt als allgemeingiiltig betrachtet werden kénnen, oder nur durch den Mausstamm oder
das Mausmodell bedingte Effekte sind. Die Extravasation neutrophiler Granulozyten soll auch unter
dem Einfluss anderer Therapieansdtze beobachtet werden. Des Weiteren wird an der Entwicklung
einer Software gearbeitet, die es ermoglichen soll, automatisiert zwischen Neutrophilen und
Makrophagen in den erhaltenen Bildern zu unterscheiden — dies wiirde die Vergleichbarkeit der
erhaltenen Daten erhohen, insbesondere, wenn diese von verschiedenen Untersuchern erhoben

worden sind.

Generell ist damit zu rechnen, dass die Modulation des Komplementsystems in Zukunft eine
Therapieoption fir verschiedenste Krankheiten darstellen wird. Mit Eculizumab ist jedoch erst ein
Wirkstoff dieser Medikamentenklasse zugelassen. Die Zulassung ist auf zwei seltene Erkrankungen
(aHUS und PNH) beschrankt. Zahlreiche Fallberichte, in denen dieser Stoff auRerhalb der Zulassung
erfolgreich eingesetzt wurde (Johnson und Leca, 2015; Misawa, 2015; Salvadori, 2015), lassen das
Potential dieser Wirkstoffklasse jedoch bereits vermuten. Es ist damit zu rechnen, dass in den
nachsten Jahren weitere Pharmaka zugelassen werden, auch C5a-Blocker befinden sich bereits in
klinischen Studien (Vergunst et al., 2007; Jayne et al., 2014). In Bezug auf eine mogliche Anwendung
bei EBA wirft diese Arbeit jedoch Zweifel auf. Die an genetisch veranderten Tieren gemachten
Beobachtungen lieRen sich durch pharmakologisches Targeting des C5aR nicht reproduzieren. Die
Untersuchung des Extravasationsverhaltens neutrophiler Granulozyten legt nahe, dass C5a-
vermittelte Effekte wenn iberhaupt nur im sehr frihen Stadium der Krankheitsentwicklung eine

Rolle spielen. Zum Zeitpunkt, an dem sich erste Symptome zeigen, wéare eine Behandlung mit dieser
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Wirkstoffklasse also bereits nicht mehr wirksam. Dies deutet darauf hin, dass trotz der Wichtigkeit
von C5a und C5aR in der Pathogenese der EBA die pharmakologische Inhibition dieser

Komponenten keine wirksame Therapie darstellen wiirde.
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Schematische Darstellung der Haut
Antigene bei blasenbildenden Autoimmundermatosen

Pathogenese der Gewebsschadigung bei experimenteller Epidermolysis bullosa
acquisita (EBA)

Schematische Darstellung des Komplementsystems
Schematische Darstellung der C5aR-Blockade

Jablonski-Diagramm zur Veranschaulichung von Ein- und Zwei- Photonen-
Anregung

Schematische Darstellung der Wirkungsweise der Komplement-5a-Rezeptor-1
C5aR- Blockade

Antikorpertransfer-induziertes Epidermolysis bullosa acquisita-Mausmodell
Struktur des Experimentes W-54011

Struktur des Experimentes A827173,

Schematischer Aufbau des Zwei-Photonen-Mikroskops.

Testung der IgG-Bindekapazitat.

Passiver Antikorpertransfer 16st bei Mausen Symptome der Epidermolysis bullosa
acquisita aus.

Ein makroskopisch gesundes Ohr zeigt auch mikroskopisch keine Auffalligkeiten.
Makroskopische Lasionen lassen sich auch mikroskopisch nachweisen.

An der dermo-epidermalen Junktionszone (DEJ) lagert sich die
Komplementkomponente 3 (C3) ab.

Behandlung mit dem Komplement-5a-Rezeptor (C5aR) -Antagonisten W-54011
verbessert das Krankheitsbild nicht.

Behandlung mit dem Komplement-5a (C5aR)- und C5L2-Antagonisten A8~7173
verbessert das Krankheitsbild nicht.

Uberblick iber einen 3D-Stack der Dermis eines Mausohres.

Behandlung mit A8%7*73 vermindert die Extravasation neutrophiler Granulozyten
nur an Tag 1 nach Krankheitsinduktion.

Ein Effekt auf die Extravasation neutrophiler Granulozyten unter Therapie mit
A8%7173 besteht nur an Tag 1 nach Krankheitsinduktion.

Es bestehen keine Differenzen im ROS-Release von Neutrophilen Granulozyten von
C57BI/6 und LysM-eGFP Mausen, die eingesetzten Inhibitoren haben keine
agonistischen Effekte.
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Abbildung 23: Die Komplementkomponente 5a (C5a) erhdht konzentrationsabhangig die
Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)

Abbildung 24:

Konzentrationen Wirkung.

Abbildung 25:
bullosa acquisita.

6.2 Verwendete Materialien

6.2.1 Gerate

W-54011 kann den Komplement-5a- (C5a) vermittelten Anstieg der Freisetzung
von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) nicht inhibieren, A

847173 zeigt in hohen

Mechanismen der Neutrophilen-Rekrutierung bei experimenteller Epidermolysis

Name

Hersteller

Analysenwaage ABJ 80-4M

Kern und Sohn GmbH, Balingen

BioPhotometer plus

Eppendorf AG, Hamburg

Cryostat (Leica CM-3050S)

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar

Eindeckautomat (Leica CV 5030)

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar

Gefrierschrank (-80 °C)

Sanyo Component Europe GmbH, Miinchen

Keyence Mikroskop BZ-9000E

Keyence Deutschland GmbH, Neu-Isenburg

Kuhlschrank (4 °C) /Gefrierschrank (-20 °C)

Liebherr-International S.A., Bulle (Schweiz)

MACS® Multistand

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach

Magnetrihrer VMS-C4

VWR International GmbH, Darmstadt

MaiTai® Laser

Spectra Physics, Santa Clara (USA)

Mikroskop BZ9000

Keyence Deutschland GmbH, Neu-Isenburg

Mikrotom

Bayer Diagnostics GmbH, Minchen

Neubauer-Zéhlkammer

Laboroptik GmbH, Friedrichsdorf

Olympus IMT-2 Mikroskop

Olympus, Hamburg

Paraffinausgielskonsole

Tissue Tek Sakura Finetek Europe B.V.KvK,
Leiden (Niederlande)

pH-Meter HI 208

HANNA Instruments Deutschland GmbH, Kehl
am Rhein

Schittler Hecht Assistent

Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co. KG,
Sondheim/Rhon

Transferpipetten

Brand GmbH und Co. Kg, Wertheim

TriMScope Il LaVision BioTec GmbH, Bielefeld
Sterile Werkbank Nuaire, Plymouth, USA
Vortex Werner Hassa GmbH, Libeck

Zentrifuge 5810-R

Eppendorf AG, Hamburg

XLUMPLFL 20x W/0.95 Objektiv

Olympus, Hamburg
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6.2.2 Verbrauchsmaterialien

Name

Hersteller

1,5 ml/ 2,0 ml ReaktionsgefalRe

Sarstedt AG&Co., Nimbrecht

15 ml/ 50 ml Falconréhrchen

Sarstedt AG&Co., Nimbrecht

Amicon Ultra 15 ml Zentrifugations-
Filtervorrichtung

Merck KGaA, Darmstadt

CrystalCruz™ Chromatographie-Saulen

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz (USA)

Deckglaschen

Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig

Dialysierschlauch Visking, Zellulose

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Einmal-Klvetten

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim

Einmalspritzen (Omnican® F 1 ml)

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Einmalspritzen (Discarit® Il 5ml, 20ml)

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Enthaarungscreme SNA Epil

Rufin Cosmetic, Langenhagen

Filterpapier GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg
MACS®-Separiersdule MS Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch-Gladbach
Parafilm® Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen

Pasteurpipetten

Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen

Pipettenspitzen (Biosphere® Filter Tips)

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Serologische Pipetten (5ml, 10ml, 25ml)

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Spritzenvorsatzfilter (Minisart®)

Sartorius AG, Gottingen

SuperFrost Objekttrager

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Tissue-Tek® O.C.T. Compound

Sakura Finetek Europe B.V.KvK, Leiden
(Niederlande)

Tissue-Tek® Cryomold

Sakura Finetek Europe B.V.KvK, Leiden
(Niederlande)

6.2.3 Reagenzien

Name Hersteller
Ammoniak Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Borsaure Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Bovines Serum-Albumin, Frakion V, biotinfrei

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

C5a (murines, rekombinantes)

R&D Systems, Inc., Minneapolis (USA)

Chlorwasserstoffsaure

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

DAPI Fluoromount™

SouthernBiotech, Birmingham (USA)

Destilliertes Wasser

Klinisch Experimentelle Forschung UKSH,
Lubeck

Dimethylsulfoxid 99,9%

Sigma Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg

DyLight 594

Thermo Scientific Inc., Rockford (USA)
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EDTA-Natriumsalz

Merck KGaA, Darmstadt

Eisessig Merck KGaA, Darmstadt

Eosin Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH, Seelze
Ethanol Carl Rotz GmbH & Co., Karlsruhe

Eukitt® O. Kindler GmbH & Co. , Freiburg

FBS Superior (Fetales bovines Serum) Merck KGaA, Darmstadt

Glycin-HC| Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Hamatoxilin Merck KGaA, Darmstadt

Hank’s balanced salt solution (HBSS)

ThermoFisher Scientific, Waltham (USA)

HEPES 1M

Biochrom GmbH, Berlin

Ketaminhydrochlorid

Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg

Luminol Natriumsalz

Sigma-Aldrich KGaA, Darmstadt

Natriumchlorid

Merck KGaA, Darmstadt

Natriumdihydrogenphosphat

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Natriumhydroxid

Merck KGaA, Darmstadt

Paraplast Plus Paraffin

Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch

Percoll

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg

Phloxine B

Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH, Seelze

Phorbol-12-Myristat-13-Acetat

Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg

Roti®-Histofix (Phosphat-gepufferte
Formaldehydldsung)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

RPMI 1640 mit L-Glutamin, ohne Glucose,
ohne Phenolrot

Genaxxon bioscience GmbH, Ulm

Serum von mit murinem Typ VIl Kollagen
immunisierten Kaninchen

Eurogentec Deutschland GmbH, K&In

Trishydroxymethylaminomethan (TRIS)

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Triton X 100

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Trypanblau

Sigma-Aldrich KGaA, Darmstadt

Tween

Sigma-Aldrich KGaA, Darmstadt

Vidisic® Augengel

Bausch & Lomb GmbH, Berlin

Xylazinhydrochlorid

Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg

Xylol

Merck KGaA, Darmstadt

6.2.4 Pharmazeutika und Narkotika

Name

Hersteller

C5a-Rezeptorantagonist W-54011

Santa Cruz Biotechnology, Dallas (USA)

C5a-Rezeptorantagonist Ag*/*"3

Zur Verflgung gestellt von Prof. J6rg Kohl,
Institut fir systemische Entziindungsforschung,
Libeck

Fentanyl

Hameln Pharma Plus GmbH, Hameln

Ketaminhydrochlorid

Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg
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Medethomidinhydrochlorid

Virbac AG, Glattbrugg (Schweiz)

Midazolamhydrochlorid

Hameln Pharma Plus GmbH, Hameln

Murines Typ VII Kollagen

Libecker Institut fir experimentelle
Dermatologie, Libeck

Ringerldsung

Delta Select GmbH, Dreieich

Xylazinhydrochlorid

Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg

6.2.5 Software

GraphPad Prism 5

GraphPad Software, San Diego (USA)

Imaris 6.3.1

Bitplane, Ziirich (Schweiz)

ImSpector Pro

Max-Planck-Institut, Gottingen

6.2.6 Puffer und Losungen

6.2.6.1  Puffer zur Isolation der anti-mCOL7c-1gG

PBS 10x

PBS 1x

TRISBase1 M

Glycinpuffer 0.1 M

TRIS Puffer 20 mM

TRIS Puffer 20 mM + NaCl 0.5M

Boratpuffer

NaCl 1M

Tritonpuffer

450 g NaCl, 87 g Na;HPO4x 2H,0 und 9 g NaH,PO4x H,0 gelost in 5

| A. dest.

PBS 10x verdiinnt 1:10 in A. dest., pH mit Orthophosphorsaure auf
7,2 eingestellt

60,55 g TRIS-base geldst in 500 ml A. dest., pH mit HCl auf 9,0
eingestellt

7,52 g Glycin-HCl gelost in 1 | A. dest., pH mit HCl auf 2,8 eingestellt
3,15 g TRIS dissolved in 1 | A. dest., mit HCI auf 7,2 eingestellt

3,15 g TRIS and 29.22 g NaCl gelost in 1 | A. dest., pH mit HCI auf 7,2
eingestellt

15,45 g Borsduse gelost in 5 | A. dest., pH mit NaOH auf 8,5
eingestellt. Anmerkung: Borsdure 16st sich bei niedrigem pH nicht
gut, daher wurde NaOH bereits zum Auflésen hinzugeben. Die
finale pH-Einstellung wurde erst vorgenommen, als die Saure
komplett gelost war.

58,44 g NaCl gelost in 1 | A. dest.

24,85 g NaCl und 0,5 ml Triton verdiinnt in 500 ml PBS
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6.2.6.2  Puffer fiir ROS Release Assay

HBSS prep
62% Percoll
MACS® Puffer

Beschichtungspuffer

Waschpuffer

Blockpuffer
CL-Medium

6.2.6.3 Andsthesien

Anésthesie zur Visualisierung

Anésthesie zum Scoring

2,5 ml FBS und 10 ml HEPES verdiinnt in 500 ml sterilem HBSS
2,8 ml Percoll verdiinnt mit 1,9 ml HBSS und 310 pl 10x PBS
2,5 ml FBS und 2 ml 0,5 M EDTA verdiinnt in 500 ml sterilem PBS

5,3 g Na,COs und 4,2 g NaHCOs verdiinnt in 1 | A. dest.; pH auf 9,6
eingestellt

125 pl Tween verdiinnt in 250 ml PBS

0,25 g BSA verdiinnt in 25 ml sterilem PBS mit 12,5 pul Tween

12,5 ml HEPES and 5 ml FBS verdiinnt in 482,5 ml RPMI-1640 (mit

L-Glutamin, ohne Glucose, ohne Phenolrot)

50 ul Fentanyl, 400 pl Medetomidin und 800 ul Midazolam verdiinnt
in 3,5 ml steriler Ringerlésung

1 ml Ketaminhydrochlorid (100 mg/ml) und 150 ul
Xylazinhydrochlorid (100 mg/ml) verdinnt in 8.85 ml sterilem A.
dest.
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6.2.7 Belegungspldane der 96-Well-Platten flir ROS Release Assay

Vergleiche der Neutrophilen von C57Bl/6- und LysM-eGFP-Mdusen (Abb. 22), Ausschluss

agonistischer Effekte der eingesetzten Pharmaka

6.2.7.1

YINd + N YINd + N YINd + N YINd + N
JI+N JI+N JI+N JI+N
Jadioynuy | Jadioynuy Jadioynuy | Jadioynuy
+N +N +N +N
uadiuy + N | usBnuy + N uadiuy + N | usBnuy + N
w/sr w /s w /3t w/sr w8 w /s w /3r wi /3t
lw/srior | jw/s ot /3 |w/3 NNy N n lw/sror | jw/s ot /3 |w/3 N U N Jnu
8Y +JI+N | 8V +DI+N | OL8V+N 0L 8V +N 8Y +DI+N | 8V +DI+N | OL8V+N 0T 8V +N
w/sr wi/sr i /St w/sr w/sr wi/sr i /Sr i /Srl
/B /3 /3 /3 e | o | M /8 /3 /3 R
T8V +DI+N|T8V +DI+N| T8V+N T8V +N T8Y +DI+N|T8V +DI+N| T8/+N T8V +N
w/sr wi/sr i /St w/sr w/sr wi/sr i /3r i /3r
/e I/ /e I/ Jadioynuy | Jadioynuy /e /s /e I/ Jadioynuy | Jadioynuy
0T TT0¥S | OT TTO¥S 0T TT0%¥S 0T TT0%S nu nu 0T TT0¥S | 0T TTO¥S 0T TT0¥S 0T TT0%S nu nu
SMEII+N | -M+II+N | -M+N M+N SMEII+N | -M+II+N | -M+N “M+N
/B B | qEnT | ju/Ei /BT WA | i | ju/Ei
T TT0%S T TT0%S T10%S TT0¥S wnipaly | wnipalyJnu | T TTOFS T T10%S T10¥S TT0¥S wnipsjy | wnipajy nu
“SM+DI+N | -M+DII+N | -M+N “M+N SM+DI+N | -M+DI+N | -M+N “M+N
4+ 11 ot 6 8 L 9 S v £ [4 T

Z Sne us|ezZ

1 sne ua|2z
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6.2.7.2 (C5a-Testung sowie Einfluss der Pharmaka auf C5a-Freisetzung (Abb. 23, Abb. 24)

[w/3u o1 |w/Su QT [w/3u o1 Jw/3u QT
Jl+N Jl+N VINd + N ViNd + N JI+N JI+N VINd + N ViNd + N
BED+ DI+ N |BGD+DI+N BED+DI+N | BSD+DI+N
[w/SupET | |w/8u QT [w/Su T [w/su T Jw/3u w/3u [w/SuppT | |w/SuQoT [w/SuT [w/su T w/Bu Jwy/8u
BED+ DI+ N |BGD+DI+N | BSD+DI+N |BGD+DI+N | 00TLBSD+N | 00TBSD+N|BSD+DI+N | BGD+DI+N |BSD+DI+N|BSD+DI+N | 00TBSD+N | 00T BSD +N
Jw /8 Jwi /8t |w /8l Jw /8
|w/5M T 8V | |w/EM 0T 8Y /2 2 |w/8t oT 8Y | [w/5M 0T 8Y /2 /2
0T TTOFS-M | OT TTO¥S-M Jw/3u |w/3u OT TTOFS-M | OT TTOPS-M Jw/3u Jw/3u
+|w/Su 0T | + |w/Bu 00T +|w/Bu 00T | +|w/Bu 00T
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BED + DI+ N |BGD+DI+N BED+DI+N | BGD+DI+N
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+|W/8u Q0T | +|w,/8u 00T +|W/3u Q0T | + |w,/8u QOT
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M + |W/BU QT M + |W/BU OT| 00T BSD JNU | 00T BSD Jnu M + |W/SuU QT [ + |W/Bu OT| 00T BSD InU | Q0T BSD Jnu
BGD+ DI+ N |BSD+DI+N BGD+DI+N | BGD+DI+N
BGO+ DI+ N |BSD+DI+N BGD+DJI+N|BSD+DII+N
Jwi/3riT Jwi /ST Jw,/8rT Jwi/f8riT
w/Ed gy | w/si gy /2 2 w/Er gy | w/Ei T gy r &
T10vS TT0%S Jedigynuy | Jadigynuy TT0FS TT0%S Jadigyjuuy | sadioynuy
+[w/BuQr | +|w/SuQr +[w/BuQr | +w/8uQT
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|w/BrioT |w/sroT |w/srioT |w/sMoT
Jw/ET T Jw/SripT /2 /2 Jw/8M 0T Jw/SrloT /2 r
TTO0¥S TTO¥S TT0#S TT0¥S
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