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1. Einfithrung und Fragestellung

1.1. Aufbau und Funktion der Haut

Die Haut hat als grofites Organ des menschlichen Korpers lebensnotwendige und viel-
seitige Funktionen [98]. Um diese vielen Aufgaben zu erfiillen, besitzt die Haut einen
typischen Aufbau, welcher in Epidermis, Dermis und Subcutis unterteilt ist [99]. Ein
besonders wichtiger Bereich fiir diese Arbeit ist die dermo-epidermiale Junktionszone
(DEJ) zwischen Dermis und Epidermis. Hier erfolgt die Verankerung des Zytoskeletts
der Basalzellen mit der Basalmembran sowie der extrazelluldare Matrix (EZM) der Der-
mis [98,204]. Die Anforderungen an die DEJ sind eine hohe mechanische Belastbarkeit
bei gleichzeitiger Elastizitéit. Weiterhin muss der Austausch von Zellen (insbesondere
Leukozytenmigration), Zytokinen und Metaboliten ermoglicht sein [98]. Der subba-
sale Bereich wird weiterhin in mehrere Lamina unterteilt (Abbildung 1.1.): Lamina
lucida sowie densa und die Sublamina densa. Einen wichtigen stabilisierenden Beitrag
hat unter anderem das Typ VII Kollagen (COLT), welches als Hauptbestandteil der
Ankerfibrillen [247] (Anhang Abbildung A.l.) eine Verankerung mit tieferen Schich-
ten bewirkt. COL7 ist das Autoantigen (Kapitel 1.3.3.) der in dieser Arbeit zentralen
blasenbildenden Autoimmundermatose (BAID) Epidermolysis bullosa acquisita (EBA)
[46,98,125].

1.2. Blasenbildende Autoimmundermatosen

BAID sind eine Gruppe chronischer, schwerwiegender und pathogenetisch heterogener
Autoimmunerkrankungen der Haut und Schleimhéute [198]. Autoimmunitit bedeutet
einen Verlust der Toleranz gegeniiber korpereigenen Strukturen [37]. In der Regel sind
die Ursachen dieser Erkrankungen ein Zusammenspiel von Umweltfaktoren und Gene-
tik [59,221], aber BAID konnen sogar als unerwiinschte Arzneimittelwirkung (UAW)
von Immuncheckpoint-Inhibitoren auftreten [201]. Typischerweise werden BAID durch
Autoantikorper gegen verschiedene Strukturproteine der Haut charakterisiert (Abbil-

dung 1.1.). Im Laufe der Erkrankung kommt es zu Inflammationen sowie konsekutiven
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Abbildung 1.1.: Aufbau der dermo-epidermalen Junktionszone. Dargestellt sind nur An-
tigene von BAID. Das Schema zeigt verschiedene Autoantigene von BAID. Dargestellt sind in griin
die Antigene der Pemphiguserkrankungen, welche sich an den Basalzellen und iibrigen Keratinozyten
befinden. Die Antigene der Pemphigoiderkrankungen befinden sich an den Basalzellen, in der Lamina
lucida sowie in der Lamina densa und sind in blau abgebildet. In rot ist das Hauptantigen der EBA das
Kollagen Typ VII in der Sublamina densa dargestellt, welches ein Hauptbestandteil der Ankerfibrillen
ist [25]. (Abbildung adaptiert aus [25])

Disadherenzen zwischen verschiedenen Hautschichten (z. B. epidermal oder subepider-
mal), was zu der namensgebenden Blasenbildung fithrt. BAID werden in Pemphigu-
serkrankungen (Autoantikorper gegen Keratinozytenproteine wie z. B. beim Pemphi-
gus vulgaris), Pemphigoiderkrankungen (bilden subepidermale Blasen durch Autoan-
tikorper gegen Basalmembranstrukturen wie beim bullsen Pemphigoid (BP) oder eben
Ankerfibrillen wie bei der EBA) und Dermatitis herpetiformis eingeteilt [165,198].

1.3. Epidermolysis bullosa acquisita

Die EBA ist eine durchaus seltene Hauterkrankung, welche durch Autoantikérper gegen
COL7 charakterisiert ist und von Elliot 1895 als nicht erbliche Form der Epidermolysis
bullosa dystrophica beschrieben wurde [60,125]. Ein knappes Jahrhundert spéter kon-
nten Woodley et al. zeigen, dass es sich beim COL7 um das Antigen der EBA handelt

[247]. An der DEJ fiithren Autoantikérper zu Immunkomplexablagerungen, welche ein
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pro-inflammatorisches Milieu induzieren und zu Gewebsschiden wie beispielsweise Bla-

senbildung, Krusten oder Erosionen fiithren [125].

1.3.1. Epidemiologie

In den letzten Jahrzehnten wurden in mehreren Studien die Inzidenzen von EBA be-
schrieben, trotzdem sind epidemiologische Daten immer noch rar. In den ersten Daten
des Schleswig-Holstein Register fiir Bullose Autoimmundermatosen finden sich z. B.
fiir 2016 keine neuen Erstdiagnosen [12]. Die Inzidenz der EBA wird bei 0,2 - 1 Neuer-
krankungen pro Jahr und einer Million Einwohner eingeschéitzt [15,16,169,255]. Neuere
Schétzungen gehen fiir Deutschland von einer Inzidenz von <0,5 Neuerkrankungen pro
Jahr und Million Einwohner aus und einer Prévalenz (in 2014) von 2,84 Erkrankten
pro einer Million Einwohner in Deutschland aus [95,125]. Die EBA tritt zum Teil
mit regionalen bzw. ethnische Haufungen auf [138]. Wie zum Beispiel bei kiirzlicher
Publikation des bullésen Pemphigoid[207] besteht eine Assoziation mit Humane Leu-
kozytenantigene (human leucocyte antigen) (HLA)-Polymorphismen auch in der EBA
(75,125, 256].

1.3.2. Kilinik

Die Symptomatik der EBA besteht vor allem an traumaanfilligen Regionen aus Bul-
lae, Vesicae, Erosionen, Erythem, Krusten, Himorhagien, bei Behaarung auch Alopezie
und bei der klassischen Variante spéter auch Narben- und Milienbildung. Dariiber hin-
aus wird die Lebensqualitat durch die Errkankung eingeschréankt, weshalb sogar spe-
zielle Fragebogen etabliert wurden [208,233]. Die klinischen Manifestationen kénnen
variabel sein und werden in mehrere Typen eingeteilt [199]. Zu nennen sind hier vor
allem die frith beschriebene klassische/mechanobullése Form [60, 104, 113,245), welche
auch als nicht-inflammatorische Variante klassifiziert wurde [181,190]. Hiervon wird die
nichtklassische /nicht-mechanobullése Form [74] unterschieden, welche in weitere For-
men unterteilt wird. Dieses sind die bullés-pemphigoidartige EBA (BP-EBA), welche
die klinischen Diagnosekriterien der EBA und des BP erfiillt [74], eine schleimhaut-
pemphigoidartige EBA, die klinisch durch vorherrschende Schleimhautlasionen defi-
niert wird [4,50,145], eine EBA-Variante mit dem Bild einer linearen IgA-Dermatose,
definiert durch Immunablagerungen mit IgA an der DEJ [33,135,237] sowie eine Form
unter dem Bild eines lokalisierten vernarbenden Pemphigoids vom Typ Brunsting-Perry

[44,112,131,139,181,199] (Tabelle 1.1.).
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Tabelle 1.1.: Auflistung klinischer Varianten der EBA mit méglichen charakteristischen
Ausprigungen (modifiziert nach Prost-Squarcioni et al. [181])

Klassische / mechanobullése Variante
Charakteristika
Trauma-induzierte Léisionen (Fragilitit der Haut) [190]
Bullsse /vesikulire Liisionen oder Erosionen
Lésionen umgeben von nichtentziindlicher oder vernarbter Haut
Bildung von Narben und Milien
Vorwiegend in traumaanfélligen und extensorenseitigen Hautstel-
len (z.B. iiber Handriicken, Ellenbogen, Knie, Achillessehne)
Nageldystrophie moglich
vernarbende Alopezie moglich

Nichtklassische / nicht-mechanobullése EBA

Subtyp Charakteristika

BP-EBA [33,74] mit charakteristischen Merkmalen des BP (Pruritus, Gespannte
Bullae mit Erythem oder Urtikaria, Beteiligung von Korperstamm
und Hautfalten)

gewohnlich gemischt mit fiir BP atypischen Lésionen (Hautfragi-

litdt, Bulla auf normaler nicht entziindeter Haut, Milien, Befall

von Gesicht oder Streckseiten der Extremitéten)

Schleimhaut-Pemphigo- vornehmlich Befall von Schleimhaut mit Plattenepithelien
idartige EBA  (mucous (Mundhshle, Pharynx, Osophagus, Epiglottis, Konjunktiven, Ge-
membrane EBA) (MM- nital, Anus, Atemwege)

EBA)
EBA Variante &dhnlich Chronisch rezidivierende BAID welche auf Kopf und Hals be-
des Pemphigoid-  schrénkt ist [44,112,131,139]

Typs Brunsting-Perry

(Brunsting-Perry-EBA)

lineare-IgA-Dermatose- BAID mit linearer IgA-Ablagerungen an der Basalmembranzone

dhnliche EBA (IgA-EBA) (BMZ) in der direkten Immunfluoreszenz (DIF) [33,135,237]
kann lineare IgA-Dermatose (LAD) #hneln

kann zu starker Schleimhautvernarbung fiihren

Die grofie Variabilitéit der Klinik und Serologie fiihrte zu einer kleinen Reihe von Studien
(33,36, 105,122, 211], die sich mit den verschiedenen Varianten sowie deren Héufigkeit
und Differenzierungsmoglichkeiten mit geringen Fallzahlen befasst haben [125]. Die
héufigste Préasentationen der EBA ist die klassische/mechanisch-bullose [125]. Aller-
dings gibt es auch Uberschneidungen von einzelnen Varianten [125] und zudem sind
Verdanderungen des klinischen Bildes im Laufe der Erkrankung im selben Patienten
moglich [86]. Auch gibt es Hinweise darauf, dass eine IgA-EBA eine eigene Entitét

darstellen kénnte und dass viele Fille als lineare IgA-Dermatose klassifiziert worden
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Abbildung 1.2.: Klinische Bilder der EBA (Bilder aus [125]) A Patientenbild einer BP-ghnlichen
EBA mit ausgedehnten bullésen Lésionen, Erosionen mit vereinzelten Hamorrhagien, Erythem und
fliissigkeitsgefiillten Blasen B Patientenbild einer mechanobullésen EBA mit ausgedehnter Blasenbil-
dung an mechanisch belasteter Kérperregion ohne peribullése klinische Entziindungszeichen C Bilder
einer Blasenbildung (Pfeilmarkierung) der oralen Mucosa eines Patienten mit BP-dhnlicher EBA D
HE-Férbung eines Patienten mit BP-dhnlicher EBA die an den Markierungen subepitheliale Blasen-
bildung mit Infiltraten zeigt.

sein konnten [11].

1.3.3. Pathogenese

COLT ist maBgeblich an der Adhésion der Basalmembran mit der darunter liegenden
Dermis beteiligt, insbesondere geschieht dies durch Interaktion zu anderen Kollagenen
und der EZM [38,235,236]. Dieses Kollagen wird in verschiedene Doménen unterteilt,
welche die nicht-kollagentse Doméne 1 des COL7 (NC1), die kollagentse Doméne und
die nicht-kollagentse Doméne 2 des COL7 (NC2) sind (Abbildung 1.3.) [140]. Eine
besondere Beachtung erfihrt eine Subdoméne von NC1 die von-Willebrand-Faktor-A-
dhnliche Domiine 2 des Kollagen VII (Col7"WFA2) 'welche eine wichtige Rolle in diversen
Adhésionsinteraktionen mit anderen Kollagenen spielt [236,240,243]. Binden Autoan-
tikorper an Col7"WFA2 fiihrt dieses zur Storung der Interaktionen zwischen den Kollage-

nen [140]. Dariiber hinaus sind mittlerweile weitere Wechselwirkungen mit zusétzlichen
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Strukturen belegt worden [78]. Mehrere Epitope wurden auf den einzelnen Abschnit-
ten mittels Patientenseren kartiert, deren iiberwiegende Mehrheit Antikérper gegen
die NC1-Doméne enthilt [76,137,239]. Eine besonders hohe Immunogenitét scheint
die Col7"WFAZ. Doméine als Teil der NC1-Doméine zu haben [109, 140]. Im Tierversuch
dieser Arbeit wird ein rekombinantes von-Willebrand-Faktor-A-dhnliche Doméne 2 des

7VWFA2 )

murinen Kollagen VII (mCol verwendet.

NC1 tripelhelikale Doméne NC2 tripelhelikale Doméne NC1

| \

CMP FNIII 1-9

VWFA2 Verbindungsregion ~ NC2

cystein- und
prolinreiche
Domaéne

Abbildung 1.3.: Schematische Struktur des humanen Kollagen Typ VII mit der
Col7vWFA2_Domiine Die Col7VWFA2.Domiine ist in der Abbildung als gelbes Rechteck dargestellt,
welches zur NC1 auf der linken Seite (griin) gehort. FNIII: Fibronectin-ITI-dhnliche Domé#ne, CMP:
Kollagen Mimetisches Peptid, NC1 bzw. 2: nicht-kollagenése Domane, Col7VWFA2: yon Willebrand-
Faktor-ahnliche Doméne A2, (modifizierte Abbildung aus Unterstiitzende Informationen von [22])

Die Pathogenese der EBA kann in mehrere Phasen eingeteilt werden, welche in Ab-
bildung 1.4. dargestellt sind. Wie bei den meisten Autoimmunerkrankungen liegt auch
bei der EBA initial ein Verlust der Toleranz gegeniiber korpereigenen Strukturen vor.
Die EBA wird durch eine Kombination aus bestimmten genetischen Pradispositionen
innerhalb [75,256] und auBerhalb des MHC-Locus [142,143,174,202,217] und Umwelt-
einfliisssen wie dem Mikrobiom [59,221] initiiert. Die Griinde und Zusammenhénge sind

aber noch nicht vollstandig verstanden [125].

Die meisten Einsichten in die Pathogenese sind in Mausmodellen gewonnen worden. Im
Folgenden wird daher die Pathogenese der Maus beschrieben. Erkenntnisse iiber die Pa-
thogenese im Menschen werden explizit gekennzeichnet. Nach dem Verlust der Toleranz
erfolgt die afferente Phase mit der Autoantikorperbildung [109]. Diese ist ein bedeuten-
der, wenn auch komplexer Vorgang, welcher ebenfalls noch nicht vollstédndig verstan-
den ist [125]. Hierbei differenzieren sich autoreaktive B-Zellen zu Plasmazellen und
fithren zu persistierender Autoantikérperbildung [116,230]. Beteiligt sind hieran eine

Vielzahl an miteinander interagierenden Immunzellen wie z. B. antigenprésentierenden
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Abbildung 1.4.: Schematische Darstellung einzelner Phasen in der Pathogenese der EBA
Genetische Pradisposition und Umwelteinfliisse tragen zum Verlust der Toleranz bei. Durch Vermitt-
lung von antigenprésentierenden Zellen (APC) werden autoreaktive B- und T-Zellen induziert. Das
fithrt zur klonalen Vermehrung und Differenzierung der B-Zellen in Plasmazellen, welche infolge Au-
toantikorper gegen COLT sezernieren. In der symptomfreien Phase binden die Autoantikérper an
die Antigene und bilden Immunkomplexe. Ein Zusammenspiel verschiedener Immunzellen mit diesen
Immunkomplexen fiihrt zur Sezernierung diverser proinflammatorischer Zytokine, Leukotriene und
Proteasen und zu einem proinflammatorischen Millieu, was zur Extravasation und Migration weiterer
Immunzellen in die Haut fithrt. In der aktiven Erkrankung vermitteln Immunzellen wie polymorphker-
nige neutrophile Granulozyten, NKT-Zellen oder v6-T-Zellen Gewebsschiiden mittels ROS (NADPH-
sowie MPO-abhéngig) und Matrix-Metalloproteasen (Modifiziert nach [125]). Die Heilung zeigt lokale
Abheilungsprozesse an, die eine Hauterscheinung abheilen lassen, trotzdem kann an anderen Haut-
stellen erneut eine Manifestation der EBA auftreten.

Zellen (APC), autoreaktive B-Lymphozyten, T-Lymphozyten, dendritische Zellen, Ma-
krophagen oder neutrophile Granulozyten [42, 109, 125,203, 216]. Auflerdem spielen
regulatorische T-Zellen (T,.,) eine Rolle, sowohl in der Maus, als auch im Menschen
[87,161]. Es schlieBt sich die sog. Effektorphase an, was in der EBA die autoantikérper-
vermittelte Inflammation und subepidermale Blasenbildung bezeichnet. Dies geschieht
durch Antikorperbindung an das COL7 (an Haut oder auch Schleimhéuten in Maus
und Mensch [107,175]), konsekutiver Bildung eines vor allem pro-inflammatorischen
Milieus [100, 101, 144, 202,203,213, 219] (inklusive Komplementaktivierung [155]), Mi-
gration diverser Leukozyten (neutrophile Granulozyten, natiirliche Killerzellen, v6T-
Zellen, Monozyten/Makrophagen) aus Blutgefifien [27,42,101,213] und der Aktivierung
von iiberwiegend proinflammatorischen Fcy-Rezeptoren der neutrophilen Granulozy-
ten in Mensch [218] und Maus [116,173,217]. Diese Aktivierung setzt eine Signalkaskade
[125,141] in Gang. Eine Modulationen von Fcy-Rezeptoren kann ein Ziel fiir therapeu-
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tische Optionen sein und in diese Kaskade eingreifen [118,127]. Durch eine Aktivierung
und fortschreitende Rekrutierung von Immunzellen [196] fithrt dieses letztendlich zu
einer Gewebsschiddigung in Maus und Mensch [252]. Dieser Gewebsschaden wird in
beiden Spezies durch die Kombination von reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und Pro-
teasen vermittelt [27,42,94,116,128,241]. Neutrophile Granulozyten (und auch Makro-
phagen) sind in Maus und Mensch bei der ROS-Freisetzung (sog. ‘ respiratory burst’)
abhéngig von NADPH-Oxidase und Myeloperoxidase (MPO) [6,42,125,176]. Als letzte
Phase sollte die Wundheilung erldautert werden. Diese stellt eine insgesamt insuffizien-
te Abheilung einzelner Léasionen dar, da einerseits die Blasenbildung erneut an dieser
und weiteren Hautstellen auftreten kann und bei der klassischen Variante auch Narben

resultieren konnen [125].

1.3.4. Diagnose

Da die Klinik sehr variabel und &hnlich zu anderen BAID ist, wird Diagnose bzw.
Differentialdiagnose mittels histologischen und labormedizinischen, insbesondere se-
rologischen Untersuchungen gesichert. Die Routinehistologie mit Hamatoxylin-Eosin-
Férbung (H&E), DIF [132] und indirekter Immunfluoreszenz (IFF) sind in der Lage
eine subepidermale BAID zu diagnostizieren, aber nicht eine weitergehende Differenti-
aldiagnose zu stellen. Eine genaue Bestimmung der subepithelialen BAID sollte durch
weitere nicht-Routinediagnostiken erfolgen. Einige Beispiele hierfiir sind der COLT-
spezifische Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) oder direkte Immunelektro-
nenmikroskopie. Weitere Methoden finden sich in den aktuellen Diagnosekriterien der
International Bullous Disease Group (IBDG) [181].

1.3.5. Therapie

Die Therapie der EBA wird mittels immunsuppressiver Pharmaka [199] sowie in sel-
teneren Fillen per apparativer Therapie wie z. B. der Immunadsorption durchgefiihrt
[126,130]. Weitere spezifischere Medikamentenkandidaten sind durch verschiedene Me-
thoden entdeckt worden und befinden sich z.T. in Priifung [24]. Die aktuelle Phamako-
therapie der EBA beinhaltet neben der obligaten Supportivtherapie (Wundpflege und
-therapie sowie Strategien zur Traumavermeidung) [89] hiufig systemische Kortikoide
wie Methylprednisolon (mPSL), welches als erste Wahl in BAID verbreitet angewen-
det werden [204]. Auch wenn die Therapie hiermit zu signifikanten Verbesserungen der
Symptome fiithren kann [110,246], ist die Therapie in einigen Fillen auch mit steroi-

deinsparender Komedikation nicht immer erfolgversprechend [62]. Besonders relevant
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Abbildung 1.5.: Strukturformeln der untersuchten Medikamente A Methylprednisolon (er-
stellt nach [184]) B Dapson (erstellt nach [182]) C Colchicin (erstellt nach [21,183])

ist dieses aufgrund der starken Nebenwirkungen in der Langzeitsteroidtherapie wie z. B.
Cushing-Syndrom, Diabetes mellitus Typ 2 oder Hypertonus [62,89]. Die steroidein-
sparende Komedikation kann und wird héufig mit den in dieser Studie verwendeten
Colchicin und/oder Dapson vorgenommen, aber auch mit weiteren Immunsuppressiva
wie z. B. Methotrexat, Cyclosporin A oder Azathioprin [62, 110,122,125, 204]. Auf-
grund von Expertenmeinung wird Colchicin trotz geringer therapeutischer Breite auch
als Erstlinientherapie fiir milde Fille von EBA verwendet, da es bei vorsichtiger Do-
sierung relativ wenige UAW besitzt [49,52,62]. Etablierter scheint aber auch in milden
Féllen eine Kombination mit Steroiden und weiteren Medikamenten wie z.B. Dap-
son [106]. Dapson wird zudem h#ufig in EBA-Patienten angewandt und wird auch
auf Basis von Expertenmeinungen als sichere und effektive Erstlinientherapie bewertet
[103, 122, 125]. Monotherapien mit einem der oben genannten Pharmaka sind in der
EBA publiziert worden[49, 103,105,152, 237], aber gewohnlich werden Kombinations-
therapien bevorzugt [73,105,122].

Eine weitere therapeutischen Modulation stellen intravendse Immunglobuline (IVIG)
und einige bereits zugelassene spezifische Biologika dar [125,189]. Besonders hervorzu-
heben ist der seit einiger Zeit bedeutender werdende Einsatz von IVIG und Rituximab,
welche als einzige Pharmaka in einer Ubersichtsarbeit von Koga et al. mit einer kom-
pletten Remission der EBA assoziiert waren [125]. Es gibt experimentelle Ansétze zur
personalisierten und antigenspezifischen Therapie von BAID mittels chimerischen An-
tigenrezeptor T-Zellen [23]. Weitere Medikamentenkandidaten sind durch verschiedene
Methoden entdeckt worden und befinden sich z.T. in Priifung und sogar eine kurative
Therapie wird bereits fiir moglich gehalten [24]. Aktuell gibt es allerdings kein zu-

gelassenes Immunsuppressivum, was Immunreaktionen antigenspezifisch supprimieren
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kann [68]. Diese antigenunspezifische Therapie fithrt auch zur Suppression gewiinschter
Immunreaktionen und kann z.T. starke UAW, wie Kanzerogenitét, opportunistische In-
fektionen oder ein Cushing-Syndrom haben [162,163].

Methylprednisolon (mPSL)

Methylprednisolon (mPSL) (Abbildung 1.5. A) ist ein Glucocorticoid, welches sich vom
endogenen Cortisol ableitet [67]. Aufgrund dessen ist es fiir die Zellmembranen gut per-
meabel. Es wirkt an intrazelluldren Steroidrezeptoren als Transkriptionsfaktor, vor al-
lem katabol auf den Proteinmetabolismus. Corticosteroide regulieren so z. B. bis zu 20 %
aller in Leukozyten exprimierten Gene [166]. Glucocorticoide hemmen die proinflam-
matorische Zytokinproduktion von Lymphozyten und folglich auch die Interleukin (IL)-
2-induzierte Zellproliferation von T-Lymphozyten, indem sie als Transkriptionsfakto-
ren die diverse proinflammatorische Genexpression beeinflussen. Als Bespiel dient hier
der NF-xB vermittelte Signaltransduktionsprozess. Die Folgen sind u.a. Hemmung der
Vasodilatation und antitdematdse Wirkung durch Hemmung der Gefafipermeabilitat.
AufBlerdem erfolgt eine Apoptoseinduzierung bei Lymphozyten und eosinophilen Granu-
lozyten durch Induktion von Endonucleasen, die Verringerung von Adhésionsmolekiilen
mit der Folge von reduzierter Leukozytenmigration aber auch die Hemmung von Inflam-
mationsspétfolgen wie Fibroblastenproliferation und somit auch Bindegewebsprolifera-
tion (Remodelling) [69,166]. Besonders bei einer Langzeittherapie mit Uberschreiten
der sogenannten Cushing-Schwelle sind vielgestaltige Nebenwirkungen typisch [97]. Um
die UAW zu minimieren und um idealerweise die Cushing-Schwelle zu unterschreiten
wird bei Autoimmunerkrankungen versucht die Kortikosteroid-Therapie in der Re-
gel mit anderen Medikamenten (z. B. zytotoxischen Pharmaka) zur Steroideinsparung

kombiniert. Diese Medikamente kénnen aber weitere bzw. andere UAW bedingen [164].

Dapson (4,4’-Diaminodiphenylsulfon, DDS )

Dapson ist ein Sulfon (Strukturformel Abbildung 1.5. B) und wurde zuerst 1908 von
Fromm und Wittmann synthetisiert [72]. Erst spéter geriet Dapson bei der Bekdmpfung
von Infektionskrankheiten in den Fokus z. B. bei der Therapie der Lepra [34, 35,250].
Der Wirkungsmechanismus als Antiinfektivum beruht auf der Hemmung der de-Novo-
Synthese von Folséure [48]. Dariiber hinaus besitzt Dapson antiinflammatorische Eigen-
schaften [79], sodass es bei vielen verschiedenen inflammatorischen Hauterkrankungen
und insbesondere bei BAID eingesetzt wird [197,199]. Bei den BAID sind dies Pem-

phigus vulgaris, BP, lineare Immunoglobulin A Dermatose, Pemphigoid gestationis,
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Dermatitis herpetiformis During und EBA [85,200]. Dapson wirkt, wie im Folgenden
gezeigt wird, auf neutrophile Granulozyten, welche fiir Gewebsschiadigungen verant-
wortlich sein kénnen (Kapitel 1.3.3.). Dieser Gewebsschaden wird durch ein Zusam-
menspiel von massiver ROS-Freisetzung und proteolytischen Enzymen [42,241] auch in
der EBA vermittelt [42,94,116,128,241]. Ein wesentliches Enzym der ROS-Generierung
ist hierbei die MPO, welche in Neutrophilen aber auch in Monocyten/Makrophagen
vorkommt [6, 176, 244]. Seit langerem ist eine Inhibierung des Myeloperoxidase-ROS-
Halogenid Komplexes, verringerte Ausschiittung von ROS (‘respiratory burst’) sowie
eine reduzierte Zytotoxizitdt von Neutrophilen durch Dapson bekannt [32,222,257).
Dapson hemmt desweiteren die Adherenz von neutrophilen Granulozyten an bestimm-
te Integrine [30] , an IgG und IgA [229] sowie an die Epidermis[156]. Zusétzlich konnten
inhibitorische Wirkungen durch Dapson auf Chemotaxis [53,93,250,257], Synthese von
verschiednen Entziindungsmediatoren[54, 115, 250] nachgewiesen werden. Den vielen
z.T. synergetischen Mechanismen, die eine Rolle an der antiinflammatorischen Eigen-
schaft des Dapsons haben kénnen, stehen auch hier UAW gegeniiber. Die bisher be-
kannten UAW sind Hamolyse, Kopfschmerzen und gastrointestinale Beschwerden [192].
Die Vertréglichkeit ist aber in der Literatur insgesamt als gut beschrieben, was eine

jahrelange Therapie moglich macht [70].

Colchicin

Colchicin, ist ein Alkaloid aus der Pflanze Colchicum autumnale (Strukturformel Ab-
bildung 1.5. C) welches als Arzneimittel unter anderem bei Gicht zum Einsatz kommt
[71]. Weiterhin wird es beim familidren Mittelmeerfieber (Mittel der Wahl), Morbus
Behget, chronische Urticaria, Leukozytoklastische Vaskulitis und EBA verwendet [52].
Zwar ist Colchicin bei der EBA als eines der etablierten Pharmaka beschrieben [199],
allerdings gibt es nur wenige Fallbeschreibungen von erfolgreichen Monotherapien mit
Colchicin bei EBA [2,49,152]. Der vollstindige molekulare Wirkmechanismus des Col-
chicins ist nicht vollstdndig bekannt. Gesichert ist aber eine inhibitorische Wirkung
auf die Polymerisierung der Mikrotubuli [71]. Diese haben wichtige Funktionen beim
intrazellularen Transport und auch bei der Mitose von Zellen [84]. Werden diese nun
gehemmt, folgt eine reduzierte Phagozytoseaktivitét in Leukozyten und eine Redukti-
on der Migration eben dieser in inflammatorische Bereiche, aber auch eine Inhibierung
Interleukinsynthese [71]. Colchicin beeinflusst die Chemotaxis von neutrophilen Gra-
nulozyten und senkt die Serumkonzentrationen von IL-1b und IL-2 [2], ferner hemmt es

die Antikorpersekretion aus Plasmazellen [5] und die interferoninduzierte Expression
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von HLA-DR [154]. Allerdings ist Colchicin teratogen, was einen besonderen thera-
peutischen Hinweis darstellt. [71]. Colchicin wird des Weiteren iiber Cytochrom P50
3A4 (CYP3A4) metabolisiert und besitzt daher eine breite Moglichkeit von Arznei-
mittelinteraktionen [71]. Der Einsatz erfolgt auch bei einigen BAID wie Dermatitis
herpetiformis (Duhring), IgA-Pemphigus und eben der EBA [200]. In einzelnen Ka-
suistiken wird es als erfolgreich und vertriglich beschrieben [49,152]. Engineer et al.
bewerteten in einer Ubersichtsarbeit die Effektivitit und Vertriglichkeit dieser Ein-
zelfille positiv, stellten aber klar, dass eine Evaluation anhand weniger Félle schwierig

ist, sodass hier weitere Evidenz wiinschenswert ist [62].

1.4. Tiermodelle

1.4.1. Mausmodelle der EBA mit mCol7'WFA2

Wie in Kapitel 1.3.3. beschrieben, sind Tierversuche mafigeblich am bisherigen Er-
kenntnisgewinn bei der EBA-Pathogenese beteiligt. Im Allgemeinen ist die Maus ein
guter Modellorganismus in biomedizinischer Erforschung menschlicher Pathophysiolo-
gien [47,146]. Auch wenn sich das Aussehen von Maus und Mensch sehr stark un-
terscheidet, sind murine Genetik [61], Physiologie, Organfunktionen und biochemische
Ablaufe nahe verwandt mit den humanen Gegenstiicken [191]. Weitere Griinde fiir die
Maus sind rein praktischer Natur, so sind eine geringe Grofle, ein kurzer Reproduk-
tionszyklus, eine einfache Handhabung ein Vorteil und letztendlich auch ékonomische
Griinde [47,146,223]. Ein weiterer Grund fiir die Maus ist die Moglichkeit Inzuchtstam-
me zu generieren und langfristig fortzufithren. Diese zeichnen sich durch eine nahezu
100 %ige genetische Identitidt aus, wodurch die phianotypische Varianz minimiert und
die Reproduzierbarkeit einfacher erreicht wird [147]. Allerdings zeigen Studien ver-
schiedener Fachgebiete wie z. B. Pharmakokinetik oder Schmerzforschung, dass Tier
und Mensch so unterschiedlich sind und keine direkte Ubertragung auf den Menschen
zulassen [90, 91, 157]. Es gibt bereits Unterschiede in den Ergebnissen zwischen ver-
schiedenen Stdmmen einer Spezies [64,92,123], z. B. auch in der EBA[195]. Auch daher
wird kontrovers diskutiert in wie weit die Ergebnisse aus Tierversuchen eine Wirkung
im Menschen voraussagen konnen [249]. Mausmodelle werden bei der Entwicklung von
Pharmaka den randomisiert kontrollierten Studien (RCTs) vorgeschaltet, dabei zeig-
ten mehrere Studien zu antiinflammatorischen Pharmaka eine geringe Erfolgsrate [210].
In fast 150 dieser RCTs wurden antiinflammatorische Wirkstoffkanditaten getestet, die

Versuchstieren tatséchlich einen Benefit brachten, im (kritisch kranken) Patienten aber
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versagten [210].

Bei der EBA sind im Mausmodell sowohl Antikorpertransfer- als auch Immunisierungs-
induzierte Modelle etabliert. In dieser Arbeit wurde ein zum Zeitpunkt der Versu-
che gerade neu etabliertes Modell auf Grundlage des mCol7"WFA2[140] als Epitop ver-
wendet. Dieses ist die Weiterentwicklung von Iwata et al. [109] des von Sitaru et al.
[217] entwickelten Modells. Der Vorteil des mCol7"W¥A2 gegeniiber dem Rekombinan-
tes Kollagen VII aus NC1-Doméne mit den Aminosduren 757 bis 967 (mCOL7C) ist,
dass nun bedingt durch die neuere Aufreinigung nur das Zielprotein vorliegt und kein
Gluthatione-S-Transferase (GST). Dieses liegt im Vorgéngermodell neben dem Ziel-
protein bei der Immunisierung vor und ist auch immunogen. Dariiber hinaus ist nicht
geklart welche weiteren Effekte das GST haben kann. Die Immunisierungseffizienz und
Krankheitsschwere in SJL-Mé&usen beim murine Kollagen Typ VII (mCOL7c¢)-Modell
ist mit 82,8 % und ca. 2,0-2,5 % betroffener Koérperoberfliche (KOF) (n=29) unterhalb
der des mCol7"WFA2_Modells mit einer Effizienz von 100 % und ca. 7-8 % betroffener-
KOF (n=16) [109,217]. Zudem wird im Orginalpaper eine Immunisierung sowie drei
Boost-Immunisierungen benétigt [217]. Erst in einer spateren Veroffentlichung ist nur
noch eine Immunisierung notwendig, die eine mit dem Col7"WF42-Modell vergleichbare

Krankheitsschwere hervorruft [88].

Fiir die auf Col7"WF42 basierenden EBA Modelle wurde in dieser Arbeit auf ein An-
tikorpertransfer-induziertes und ein Immunisierungs-induziertes Mausmodell zuriick-
gegriffen, welche im Folgenden erlautert werden. Zu erwédhnen ist, dass die experi-
mentelle EBA im Mausmodell mit Inflammationen einhergeht. Im Menschen ist die
nicht-inflammatorische klassische mechanobullose EBA aber der verbreitetere Typ. Das

Mausmodell besitzt hier eine Ungenauigkeit, indem es die nicht-klassische Variante ab-
bildet.

1.4.2. Anti-mCol7"WFA2 Antikérpertransfer-induziertes
EBA-Mausmodell

Beim Antikérpertransfer werden Kaninchen aktiv mit mCol7"WF42 und einem Adju-

TVWFA2 werden aus

vans immunisiert. Die daraus resultierenden Antikérper gegen mCol
Kaninchenserum aufgereinigt und kénnen dann den M#usen injiziert werden (Abbil-
dung 1.6.). Im Gegensatz zum Kaninchen handelt es sich fiir die Maus um pathologische

Antikorper. Diese lagern sich an der DEJ ab und fiithren zur Immunreaktion, Inflam-
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mation und letztendlich zur typischen Klinik der EBA (Kapitel 1.3.2.) [25,219, 248].

Serum Aufreinigung
v
A
S

T 7 Total-rabbit-lgG
2’ h</ mit anti-mCol 72

Total-rabbit-IgG
mit anti-mCol 72

Abbildung 1.6.: Schematische Darstellung des Antikérpertransfers Das mCol7"WFA2 wird

Kaninchen zusammen mit einem Adjuvans s.c. injiziert, es folgen 3 Boostimmunisierungen an Tag 14,
28 und 56. Die Kaninchen reagieren mit Antikérperbildung gegen mCol7VW¥A2 Nach Blutentnahme
wird das Serum per Zentrifugation gewonnen. Das Gesamte IgG des Serums wird iiber eine Protein-G-
Saulenchromatografie aufgereinigt. Das so entstandene Gesamt-Kaninchen-IgG mit Anti-mCol7vWFA2.
IgG wurde zur Induktion einer experimentellen EBA genutzt, wie in Kapitel 2.8. dargestellt [111]. (Die
Grafik wurde mit Biorender.com erstellt.)

Vor- und Nachteile des Antikérpertransfermodells der EBA

In Antikorpertransfermodellen lassen sich Therapien deutlich schneller bewerten, da die
klinische Manifestation der EBA nach ca. vier Tagen eintritt und nicht erst nach meh-
reren Wochen, wie z. B. bei der Immunisierungs-induzierten EBA. Weiterhin kénnen
die Mechanismen von Antikérperproduktion und Verlust der Toleranz nicht evalu-
iert werden, sodass therapeutische Wirkungen auf die Effektorphase beschrinkt sind.
Dieses stellt einen Nachteil des Modells fiir Therapieevaluation dar [108]. Die klini-
sche Manifestation hélt sich ohne weiteren Antikorpertransfer zudem nur fiir weni-
ge Tage, sodass in dieser Arbeit der Score ab dem 12. bis 14. Tag wieder abnimmt.
Trotz aller Homologien zwischen Mensch und Maus unterscheiden sich die Interaktio-
nen verschiedener Immunzellen und auch die Signaltransduktion zwischen Maus und
Mensch[125], sodass die Situation im Menschen nicht vollsténdig durch die in der Maus
wiedergegeben werden kann[22,108] Ein weiter Vorteil ist hier aber die Anwendbarkeit
der Antikorpertransfer-induzierten EBA in den autoimmunitétsanfélligen erweiterten
Kreuzungslinien (autoimmune prone advanced intercross line) (AlL)-Mé&usen. Dr. H.
Iwata konnte als Konzeptiiberpriifung zeigen, dass ein Antikorpertransfermodell mit
Col7"WFA2 hohe Inzidenzen an EBA erbringen kann (unveréffentlichte Daten Anhang

A.5.). Spéter wurde aus dieser Grundlage ein Bestandteil unserer Veréffentlichung mit
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o

Abbildung 1.7.: Prinzip der Immunisierung mit mCol7"WFA2 Immunisierung mittels des rekom-
binant hergestellten mCol7VWFA2 und dem Adjuvans TiterMax in die Fusohlen der Maus. Nach 4
Wochen sind beginnende Hautldsionen erkennbar, nach 6-7 Wochen erfolgt eine Therapie fiir 4 Wo-
chen.

SN

mVWFA2 + Adjuvans .
N

X,

Dr. Iwata als Erstautor, worin die Anwendbarkeit in den AIL-M&usen dann publiziert
wurde [111].

1.4.3. mCol7"WFA2_ |mmunisierungs-induziertes EBA-Mausmodell

In diesem Modell werden die M#use mit mCol7"WFA2 und einem Adjuvans immunisiert
(Kapitel 2.9. und Abbildung 1.7.) Dieses ist eine ndhere Nachbildung der humanen
EBA-Pathogenese als lediglich beim Antikorpertransfer, da die gesamte Pathogenese

neben der efferenten Phase auch inkl. der afferenten Phase ausgelost wird [25].

Vor- und Nachteile des Immunisierungs-induzierten EBA-Mausmodell

Immunisierungs-induzierte Mausmodelle zeichnen sich durch die Abbildung von grofien
Teilen der EBA-Pathogenese aus, mit der Einschrankung, dass Selbsttoleranzverlust
durch das Adjuvanz artifiziell hervorgerufen wird und nicht durch andere Umweltfak-
toren. Dieses ermoglicht auch eine Untersuchung von ldngeren Therapien (vier Wo-
chen) sowie deren Folgen, da nach einmaliger Immunisierung die EBA langanhaltend
und nicht von Antikoérperinjektionen abhéngig ist. Nachteilig ist, dass dieses komple-
xe System aufgrund von mehr potentiellen Stérgrofien (wie z. B. der Herstellung einer
Antigen-Adjuvans-Emulsion) der Pathogenese storanfélliger ist, als bei der Verwendung
von vorliegenden Antikérpern. Zudem ist im Vergleich zum Antikorpertransfermodell
die Versuchsdurchfiihrung im Immunisierungs-induzierten Modell linger und damit

aufwéndiger [25].
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1.5. Fragestellung

Die bisherige humane Evidenz zur EBA stammt aus Einzelfallberichten, ergénzt durch
wenige retrospektive Studien von Fallberichten. Kasuistiken sind und bleiben unver-
zichtbar in der Medizin, schlieBlich konnten wegweisende Ubersichtsarbeiten Kennt-
nisse zur EBA zusammenfassen. Die aktuell etablierte Therapie beruht aber auf Ex-
pertenmeinungen retrospektiver Fille, welche in einer jiingeren Meta-Analyse unter-
sucht wurde. Diese ist zwar aktuell die beste verfiighare Evidenz nach den Kriterien
der Evidenz-basierten Medizin, trotzdem werden fiir eine bessere Evidenz prospekti-
ve Therapiestudien dringend benétigt. Fiir eine allgemeine Therapieempfehlung sind
insbesondere RCT erstrebenswert, allerdings sind diese meines Wissens aufgrund der
geringen Inzidenz von <0,5 Neuerkrankungen pro Jahr und pro 1.000.000 Einwoh-
ner aktuell nicht verfiigbar. Es ist auch unwahrscheinlich, dass diese in naher Zukunft
durchgefiihrt werden konnen. Ein mégliches Studiendesign einer solchen hypotheti-
schen RCT wiirde entweder mit der Evaluation von Monotherapien im ersten Schritt
beginnen miissen oder mehr Patienten fiir direkte Kombinationstherapien benttigen.
Erstere Moglichkeit ist ethisch nicht vertretbar und im Gegensatz zur Deklaration von
Helsinki, nicht zuletzt weil sich eine Placebokontrolle verbietet. Fiir eine hypothethische
Studie in Kombinationstherapie ist die Inzidenz der EBA zu gering, um ausreichend
Patienten hierfiir gewinnen zu kénnen. Kurz gesagt, die Therapie einer EBA ist bisher

schwierig, unzufriedenstellend und auf kasuistischer Expertenmeinung beruhend.

Diese Arbeit beschéaftigt sich prospektiv mit der Evaluation der ‘etablierten’ Therapeu-
tika mPSL, Dapson sowie Colchicin in zwei EBA-Mausmodellen. Dieses hat das Ziel, die
herausfordernde Therapie der EBA zu verbessern. Die Maus hat, wie oben dargelegt,
diverse Vorteile als Stellvertreter, aber auch Nachteile. Zur Untersuchung der Medika-
mente wurde im ersten Schritt ein Auszuchtstamm verwendet. Diese AIL-Méuse sind
heterogener und damit eher mit einer menschlichen Population zu vergleichen als ein In-
zuchtstamm. Der Einsatz der AIL-M&ause musste in der Antikorpertransfer-induzierten
EBA erfolgen, da diese fiir eine Immunisierungs-induzierte EBA nicht ausreichend sus-
zeptibel sind. Die Antikorpertransfer-induzierten EBA bildet aber nur einen Teil der
Pathogenese ab und damit konnten potentielle Interaktionen der Medikamente an der
Pathogenese, wie z. B. bei der Antikorperbildung, unerkannt bleiben. Deshalb folgte
eine Untersuchung an dem Inzuchtstamm B6.SJL-H2s C3¢/1CyJ im Immunisierungs-
induzierten Modell. Hierbei kénnen, bis auf den artifiziell induzierten Verlust der Tole-
ranz, alle Bestandteile der Pathogenese untersucht werden. Die B6.SJL-H2s C3c/1CyJ-

16



1.5. Fragestellung

Méuse sind als Inzuchtstamm ‘hochstandardisierte Organismen’. Damit geht einher,
dass die Ergebnisse schlechter auf den Menschen iibertragbar sind. Bei Anwendung
beider Modalitdaten, so die Hypothese, lassen sich gegebenenfalls Ergebnisse erhalten,
die sich kombinieren lassen. Die Anwendung erfolgt in EBA-Modellen auf Grundlage

7VWFA2 als ein immunodominantes Epitop des murinen Kollagen Typ VII

von mCol
(mCOL7). mCol7"WFAZ Modelle sind zum Zeitpunkt der Versuchsdurchfithrung sehr

neu, bieten aber Vorteile gegeniiber den Modellen auf Basis des mCOL7C.

Zusammenfassend macht die retrospektive Evidenz der sehr seltenen EBA und die Er-
mangelung von RCTs oder ausreichender Patientenzahlen fiir diese eine Therapie der
EBA herausfordernd. Daher scheint die Kombination zweier neuer EBA-Mausmodelle
zur prospektiven Therapieevaluation eine gute Moglichkeit zu sein, um bisherige The-

rapiekenntnisse zu erweitern.
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2. Materialien und Methoden

2.1. Verwendete Tiere

Die Tiere (ausschlielich Hausmaus, Mus musculus musculus) wurden in der gemeinsa-
men Tierhaltung der Universitét zu Liibeck gehalten. Alle Mause wurden unter den spe-
zifischen experimentellen Standardbedingungen gehalten. Das bedeutet die Haltung in
spezifisch-pathogenfreier Umgebung, mit einem zwélfstiindigen Tag-Nacht-Rhythmus
und Versorgung mit Standard-Mausfutter (#1320 Altromin Spezialfutter GmbH) sowie
angesauertes Trinkwasser jeweils ad libitum. Auflerdem wurden die Tiere taglich durch
tierpflegerisches Fachpersonal versorgt. Zu Versuchsbeginn waren die M&ause zwischen
fiinf und zehn Wochen alt. Die Immunisierungen, Bestimmung des Scores, Fotografien
und Totungen erfolgten unter intraperitoneal applizierter Narkose mit einem sterilfil-
trierten (0,45 um) Gemisch aus Ketamin (100 mg/ml) und Xylazin (15 mg/ml). Dabei
wurde eine Dosis von 10 ul/g Korpergewicht verwendet. Die Tiere wurden zweimal
wochentlich gewogen um die Medikamente zu dosieren und um starke Abnahmen des

Korpergewichts als Stressindikator zu erkennen (Daten nicht dargestellt).

Tabelle 2.1.: Verwendete Mausstamme

Tiere Bezugsquelle

Maus Inzuchtstamm The Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, USA
B6.SJL-H2s C3c/1CyJ Stocknummer: 000966

Maus Auszuchtstamm AIL [142, Liibecker Institut fiir experimentelle Dermatologie, Liibeck,
238] Deutschland

Die Genehmigung zur Durchfithrung des Versuchsvorhabens als Teilprojekt des AZ 78-
7/10 (Anhang A 4.) erfolgte nach Begutachtung durch die Tierschutz-Ethikkommission
des damaligen Ministeriums fiir Landwirtschaft, Umwelt und ldndliche Rdume in Kiel.
Die folgenden Tierversuche wurden von mir als zertifiziertem Fachpersonal (A.3. im
Anhang) durchgefiihrt. Bei den in den Versuchen verwendeten Tieren handelte es sich
um Mause aus der internen Zucht des Liibecker Insituts fiir Experimentelle Derma-

tologie in der Gemeinsamen Tierhaltung der Universitdt zu Liibeck. Die Tiere der
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2.2. Verwendete Geréate

AIL-Griinderstdmme [142, 238] wurden vom Institut bei Charles River Laboratories
(Sulzfeld, Deutschland) bezogen. Fiir den Stamm B6.SJL-H2s C3c/1CyJ wurden initi-
al Embryonen von The Jackson Laboratory zur fortlaufenden internen Zucht gekauft.
Alle Tiere wurden vom Institut fiir experimentelle Dermatologie in der Gemeinsamen
Tierhaltung als Linie etabliert und die Tiere aus den Zuchten fiir die nachfolgenden Ver-
suche verwendet. Im Antikorpertransfer-induzierten Modell verwendete ich AIL-M&use
der Generation 14, 16 und 19. Diese bekam ich freundlicherweise von Prof. Ibrahim zur
Verfiigung gestellt. Eine sogenannte ‘ AIL’ ist eine sequentielle und zuféllige Kreuzung
von mindestens zwei verschiedenen Mausstdmmen unter Vermeidung von Verwand-
tenkreuzungen um genetische Charakteristika zu untersuchen [51]. Die Kreuzungen
erfolgten mit gleichen Stamm- und Geschlechtsanteilen sowie unter Vermeidung von
Verwandtenkreuzung analog zu Ludwig et al[142] mit mindestens 50 Zuchtpaaren pro
Generation [142,221,238].

Die AIL in dieser Arbeit entstand aus den vier ‘Griinderstaimmen’ MRL/MpJ, NZM-
2410/J, BxD2/TyJ und Cast/EiJ. Drei der Griinderstimme neigen zu verschiede-
nen Autoimmunerkrankungen. So kénnen BXD2/TyJ spontan Autoantikorper, Ar-
thritis und Glumerolonephritis entwickeln [160]. NZM2410/J sind anféllig fiir eine
Lupus-Nephritis [158]. Die MRL/MpJ entwickeln mehrere Autoimmunititen wie Ar-
thritis, Arterits, Glomerulonephritis und Pankreatis und besitzen eine T-Zell Dys-
funktion [114]. Der Cast/EiJ-Stamm ist als von Wildtieren abgeleiteter Stamm gene-
tisch heterogener als die restlichen Griinderstdmme [119]. Alle Griinderstdmme sind
empfinglich gegeniiber einer experimentellen EBA mittels Antikorpertransfer [195]
Die Cast/Eij-Mause sind als einziger Griinderstamm nicht suszeptibel gegeniiber einer
Immunisierungs-induzierten EBA [142]. In diesem Umfeld diverser Suszeptibilitdten fir
Autoimmunitét in MRL/MpJ, NZM2410/J und BXD2/TyJ sowie den Cast/Eij als ei-
nem von Wildméusen abgeleiteten Stamm mit komplexer genetischen Variabilitat [119],
entsteht mit der AIL eine heterogenere Population als es in Inzuchtstimmen moglich

ist [142] und besitzt damit den Vorteil der besseren Vergleichbarkeit zum Menschen.

2.2. Verwendete Gerate

In der folgenden Tabelle 2.2. sind die fiir diese Arbeit verwendeten Gerite aufgelistet.
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2. Materialien und Methoden

Tabelle 2.2.: Verwendete Gerite

Geritename Firma

Mikro20-Zentrifuge Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen,
Deutschland

Zentrifuge Hettich Universal 320R Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen,
Deutschland

Avanti J-E Hochgeschwindigkeitszen- Beckmann Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland
trifuge, 4 Liter Kapazitéit mit JA-10

Aluminiumrotor 6 x 500 ml

Trockenschrank ED115 Binder, Tuttlingen, Deutschland

Criterion™ Elektrophorese Set (Verti- Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen, Deutschland
kale midi-Format Zelle, Tank, Kabel,

Kassette, Kamm, Ladehilfe, Span-

nungsquelle Power Pac 300)

Natriumdodecylsulfat- Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen, Deutschland
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-
PAGE)-Zubehér Mini-Protean@®) 3

Ultratiefkiihltruhe ULT Freezer CARLO ERBA Reagents GmbH, Emmendingen,
Deutschland

Centrifuge 5415 D Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Centrifuge 5810 R Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Thermomixer 5436; comfort; Thermo-  Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
stat 5320

Abzug captair chem Erlab, Val de Reuil Cedex, Frankreich

AKTApurifier™10 (inkl. CU-905,Frac-  GE Healthcare, Boston, USA
950,Mixer M-925, Monitor UV-900,

Monitor pH/C-900, Pump P-903, Val-

ve INV-907, Valve PV-908 und Super-

loop, 50ml)

Bio-Vortex V1 Hassa-Laborbedarf, Liibeck, Deutschland
Mikrotiterplattenriittler Heidolph Ti- Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwa-
traMax bach,Deutschland

Reac 2000 Vortex Heidolph, Schwabach Deutschland

Biofuge fresco Heraeus instruments, Hanau, Deutschland

LaminAir HB 2448 Workbench Heraeus instruments, Hanau, Deutschland

Megafuge 1.0R Heraeus instruments, Hanau, Deutschland
French-Presse Cell Disrupter 40K IEC-Thermo, Rockford, USA

Spektralphotometer V550 UV /VIS JASCO Deutschland GmbH, Pfungstadt, Deutschland
Waage EMB 220-1 KERN & SOHN GmbH, Balingen, Deutschland
Waage KERN GJ 610-2M KERN & SOHN GmbH, Balingen, Deutschland
Fluoreszenz-Mikroskop BZ-9000E KEYENCE DEUTSCHLAND GmbH, Neu-Isenburg,

Deutschland
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2.3. Verwendete Materialien

Labor-Arbeitsstation Biowizard Work-
bench

Kojair, Vilppula, Finnland

Wasserbad

Kottermann-Labortechnik, Uetze, Deutschland

Mikrotom A550

MEDITE Medical GmbH, Burgdorf, Deutschland

Paraffin Einbettungsstation TES Vali-
da

MEDITE Medical GmbH, Burgdorf, Deutschland

Paraffin-Streckbad TFB 45

MEDITE Medical GmbH, Burgdorf, Deutschland

Entwisserungsautomat TPC 15 Duo

MEDITE Medical GmbH, Burgdorf, Deutschland

New Brunswick Innova 4330 Inkubati-

onsschiittler

New Brunswick Scientific Co., New Jersey, USA

Feinwaage Analytical Plus

OHAUS, Parsippany, USA

Waage AdventurerTM

OHAUS, Parsippany, USA

Waage Precision Standard

OHAUS, Parsippany, USA

Spektralphotometer NanoDrop ND-
1000

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland

Plattenlesegerit Platereader Victor 3

Perkin Elmer, Waltham, USA

Testplattenmischer TPM 4

Sarstedt, Niirmbrecht, Deutschland

Vortex-Genie 2

scientific Industries, Bohemia, USA

Autoklav Laboklav MSV 55

SHP Steriltechnik AG, Detzel Schloss, Deutschland

Vortex

snijders scientific, Tilburg, Niederlanden

Heizriihrplatte CB162

Stuart, Staffordshire, UK

Zentrifuge Heraeus Pico 17

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Autoklav 3850 ELV

Tuttnauer, Breda, Niederlande

pH-Meter pH 330

WTW, Weilheim, Deutschland

pH-Meter pH562

WTW, Weilheim, Deutschland

VWR Deutschland GmbH,Darmstadt, Deutschland

2.3. Verwendete Materialien

Die verwendeten Materialien sind in der Tabelle 2.3. aufgelistet.

Tabelle 2.3.: Verwendete restliche Materialien

Materialien und Chemikalien

Hersteller /Entwickler

Einmalspritze 1 ml, Injekt®)-F, steril

B.Braun AG, Melsungen, Deutschland

Omnican F 1ml 30G

B.Braun AG, Melsungen, Deutschland

1ml Spritze Luer-Lok-Tip

BD biosciences, Heidelberg, Deutschland

Kaniile Microlance 3 26G

BD biosciences, Heidelberg, Deutschland

Spritze mit -Ansatz 10 ml, steril

BD biosciences, Heidelberg, Deutschland

Sprithpflaster

Beiersdorf, Hamburg, Deutschland

Mouse IgG ELISA Quantitation Set

Bethyl Laboratories, Montgomery, USA

21



2. Materialien und Methoden

Mouse IgG1 ELISA Quantitation Set

Bethyl Laboratories, Montgomery, USA

Mouse IgG2a ELISA Quantitation Set

Bethyl Laboratories, Montgomery, USA

Mouse IgG2b ELISA Quantitation Set

Bethyl Laboratories, Montgomery, USA

Chromatografieséule Econo-Column(®)

Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen,
Deutschland

Plastik-Pasteur Pipetten 1 ml/Einmal

BioSigma, Cona, Italien

Mikroemulsionsnadel gauge 18x, L2 7/8 in.

Cadence Science Inc., Cranston, USA

4% Roti-Histofix

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutsch-
land

Bovines Serumalbumin (BSA) (Albumin
Fraktion V, Biotinfrei, NZ-Origin)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutsch-
land

Membra-Cel Dialyseschlauch, MWCO 14,000

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutsch-
land

Methanol 99.9 %

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutsch-
land

Roti-Plast Paraffin Pellets

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutsch-
land

Weithalsflasche ROTILABO®) GL 80
Klarglas, 500 ml

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutsch-
land

PAP-Pen Dako®) Pen 52002

Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Deutsch-
land

Fluoreszenz-Einfassmedium ( Fluorescence

mounting medium)

Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Deutsch-
land

mCOl7VWFA2

Eigene Hergestellung im Labor des Instituts fiir
Chemie, Universitit zu Liibeck nach Leineweber
et al. [140]

mCol7vWFAZ Referenzprobe fiir SDS-PAGE

Erhalten von Dr. Iwata, hergestellt im Labor des
Instituts fiir Chemie, Universitit zu Liibeck von

und nach Leineweber et al. [140]

Combitips 0,5ml, 2,5ml, 5ml, 10ml, 12,5 ml

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Dispenserpipette Multipipette PLUS

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Mehrkanalpipetten, Multipipetten 0,5-10 pul,
10-100pd, 30-300u!

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pipetten Research 0,5-10 ul, 2-20 ul, 10-
1004, 100-100041

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen, ELISA-Tips 2-200ul, 20-
300ul

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pellet der E. coli ER2566 mit klonierter

Sequenz mCol7vWFA2

Erhalten von Prof. Seeger, Institut fiir Chemie,
Universitat zu Liibeck, Liibeck, Deutschland

Serum der mit mCol7"WFA2 immunisierten

Kaninchen

Eurogentec, Belgien

22



2.3. Verwendete Materialien

Einmal-Skalpell

Feather, Osaka, Japan

Protein G Sdulenmaterial

GenScript Biotech, Leiden, Niederlande

pipetus-Pipettierhilfe

Hirschmann-Laborgerédte, Eberstadt, Deutschland

Pasteur-Glaspipette

Karl-Hecht GmbH, Sondheim, Deutschland

Objekttrager mit gesunder Maushaut

Labor LIED, Liibeck, Deutschland

Micromount Eindeckmedium

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar,
Deutschland

Einbettungskasette Slimsette

MEDITE Medical GmbH, Burgdorf, Deutschland

LB Medium

MP Biomedicals Germany GmbH, Eschwege,
Deutschland

cOmplete®), Mini, EDTA-free Protease Inhi-
bitor Cocktail

Roche, Basel, Schweiz

EDTA Dinatriumsalz 0,1M

Roth, Eigeltingen, Deutschland

Ethanol 70 % vergéllt

Roth, Eigeltingen, Deutschland

Natriumchlorid

Roth, Eigeltingen, Deutschland

Salzsdure 2M

Roth, Eigeltingen, Deutschland

Tissue-Tek@®) Cryomold®) Kryoeinbettform
Standard (4557)

Sakura Finetek Europe B.V., Alphen aan den
Rijn, Niederlande

Tissue-Tek®) O.C.T. Kryoeinbettmedium

Sakura Finetek Europe B.V., Alphen aan den
Rijn, Niederlande

End-to-End Kapillare 20uL K2E

Sarstedt, Niirmbrecht, Deutschland

Filtopur V50 Filter

Sarstedt, Niirmbrecht, Deutschland

Klebefolie, optisch-klar

Sarstedt, Niirmbrecht, Deutschland

Pipettenspitzen 10ul, 100ul, 1000wl

Sarstedt, Niirmbrecht, Deutschland

Safe-Seal-Geféfle 1,5 ml, 2ml

Sarstedt, Niirmbrecht, Deutschland

Schraubrohrchen 15ml, 50 mi

Sarstedt, Niirmbrecht, Deutschland

Serologische Pipetten 5ml,10 ml, 25 ml

Sarstedt, Niirmbrecht, Deutschland

CA-Membran 0,2 ym Filter

Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

Polyethylenglykol 20000
(PEG)

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

TRIS (hydromethylaminomethan)

Serva Electrophoresis, Heidelberg, Deutschland

Bromphenolblau

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland

Carbenicillin Dinatriumsalz

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland

Carbonat-Bicarbonat Puffer

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland

Eosin-G 1%

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland

Ethanol absolut

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland

Dinatriumhydrogenphosphat (NasHPO,)

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland

Glycerin

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland

Héamatoxylin Losung nach Mayer

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland

Kaliumchlorid (KCl)

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland

Ketamin

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland
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2. Materialien und Methoden

Na-HEPES

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland

NaQHPO4 . 2H2 (0]

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland

NaHQPO4 . ZHQO

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland

Natriumcarbonat, wasserfrei

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland

Natriumchlorid (NaCl)

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland

Natriumhydrogencarbonat

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland

Natronlauge 2M

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland

Schwefelsdure 1M (2N)

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland

TiterMax®) Classic Adjuvant liquid

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland

TRIS HCI

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland

Triton X 100

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland

Tween 20 (Polysorbat 20)

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland

Xylazin

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland

Xylol Histologische Qualitit

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland

Axygen Versiegelungsfolien und Klebefolien
fiir Mikrotiterplatten

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

DWK Life Sciences Wheaton Férbeschale
aus Glas fiir 20 Objekttrager

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Filtermembran, Spritzenaufsatz 0,45um,

steril

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Glycin 99 %

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Hecht Karl Farbebank mit Glasschale

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Midi Gel Adapter

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Nunc MaxiSorp®) ELISA Mikrotiterplatte
hohe Proteinbindungskapazitét

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Objekttrager, Menzel Glaser mit Mattrand
(20 mm)

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

PageRuler™ Prestained Protein Ladder

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

TRIS-Base

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Turbo-TMB-ELISA

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Zentrifugen-Filtereinsidtze, Amicon 10kDa,
30kDa,

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Demineralisiertes Wasser

UKSH Apotheke, Liibeck, Deutschland

Flissigstickstoff

UKSH Apotheke, Liibeck, Deutschland

Trockeneis

UKSH Apotheke, Liibeck, Deutschland

Deckgléschen, quadratisch 18x18 mm

VWR Deutschland GmbH,Darmstadt, Deutsch-
land
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2.4. Verwendete Software

2.4. Verwendete Software

Die Tabelle 2.4. fiithrt alle Softwares auf, welche beim Daten erfassen und verarbeiten

verwendet wurden.

Tabelle 2.4.: Verwendete Software

Softwarename

Hersteller /Entwickler

Office 365

Microsoft, Redmond, USA

SigmaPlot 14.5

Systat, Erkrath, Deutschland

TeXstudio 3.1.2

Benito van der Zander, Jan Sundermeyer, Daniel Braun,

Tim Hoffmann

GraphPad Prism 9.2.0

GraphPad Software, San Diego, USA

MarvinSketch 21.14

ChemAxon Ltd., Budapest, Ungarn

UNICORN 5.11

GE Healthcare, Boston, USA

2.5. Verwendete Puffer und Lésungen

Die verwendeten Puffer und Losungen sind in der Tabelle 2.5. aufgelistet.

Tabelle 2.5.: Verwendete Puffer und Lésungen

Name (Methode)

Herstellung

LB Medium (IMPACT Twin)
[170]

4 Kapseln LB Medium pro Liter deion. Wasser Autokla-
vieren bei 121°C und 2 Bar fiir 20 Min

B1 Puffer (IMPACT Twin)
[170]

20 mM Na-HEPES, pH 8,5; 500 mM NaCl; 1 mM EDTA;

B2 Puffer (IMPACT Twin)
[170]

20 mM HEPES, pH 6,5; 500 mM NaCl; 1 mM EDTA;

Bindungs Puffer (Protein G
Chromatografie) [117]

20 mM NayHPOy, pH 8,0; 150 mM NaCl,;

Glyzinpuffer (Protein G Chro-
matografie) [117]

0,2 M Glycin, pH 2,8

Neutralisationspuffer (Prote-
in G Chromatografie) [117]

1 M TRIS HCI, pH 9.0;

Lagerungspuffer
Sdulenmaterial (Protein G
Chromatografie) [117]

20vol% Ethanol in Bindungspuffer

Ketamin/Xylazin Losung
(Tieranésthesie) [117]

Abwiegen von 1,5 mg Xylazin Feststoff >99 %/ml und
10 mg/ml Ketamin Feststoff und anschlieBend in deioni-

siertem Wasser 16sen. Sterilfiltrieren mit 0,2um
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2.

Materialien und Methoden

Laemmli Laufpuffer, 10x
(SDS-PAGE) [117]

0,25 M TRIS-Base; 1,92 M Glycin; 1% SDS; Mit demine-
ralisiertem Wasser verwenden; Vor der Elektrophorese auf

1x verdiinnen

Laemmli Ladepuffer, 2x
(SDS-PAGE) [117]

126 mM TRIS HCI, pH 6,8; 20 % Glycerin; 4 % SDS;
0,02 % Bromphenolblau

Phosphat-gepufferte
Salzlésung (Phosphate-
buffered saline) (PBS), 1x
[117]

Fiir 10fache Konzentration (10x); 450 g NaCl (1,37 M);
10 g KC1 (27 mM); 87 g NagHPOy, - 2H,0 (100 mM); 9 g
NaH5PO, - 2H50 (20mM); Auf 5 1 mit demineralisiertem
Wasser auftiillen; Vor Gebrauch mit demineralisiertem

Wasser auf die gewiinschte Konzentration verdiinnen

Beschichtungspuffer (ELISA)
[17]

0,05 M Carbonat-Bicarbonat Puffer, pH 9.6

Waschlésung (ELISA) [17]

50 mM TRIS; 0,14 M NaCl; 0,05 % Tween 20; pH 8,0

Blockungspuffer / Blockie-
rungslésung (ELISA) [17]

50 mM TRIS; 0,14 M NaCl; 1% BSA (Albumin Fraktion
V, Biotinfrei, NZ-Origin); pH 8,0

PBST (ELISA) [117]

1% Tween-20 in 1x PBS

Proben-/ Konjugatverdiin-
nungslésung (ELISA) [17]

50 mM TRIS; 0,14 M NaCl; 1% BSA (Albumin Fraktion
V, Biotinfrei, NZ-Origin); 0,05 % Tween 20

Substrat (ELISA) [17]

Turbo-TMB-ELISA

Stoplosung (ELISA) [17]

0,18 M Schwefelsdure

DIF-Probenpuffer
(Blocking/sampling buffer)
(DIF) [117]

1% BSA (Albumin Fraktion V, Biotinfrei, NZ-Origin) in
PBST

2.6. Verwendete Antikorper

Die verwendeten Antikorper sind in der Tabelle 2.6. aufgelistet.

Tabelle 2.6.: Verwendete Antikérper

Name

Hersteller

BD Pharmingen™ FITC Anti-Mouse IgG2a

(553390)

BD biosciences, Heidelberg, Deutschland

BD Pharmingen™ FITC Rat Anti-Mouse

IgG1 (553443)

BD biosciences, Heidelberg, Deutschland

BD Pharmingen™ FITC Rat Anti-Mouse

IgG2b (553395)

BD biosciences, Heidelberg, Deutschland

Goat Anti-mouse IgG-Fc HRP (A90-131P)

Bethyl Laboratories, Montgomery, USA

Goat Anti-Mouse-IgG1-HRP (A90-105P)

Bethyl Laboratories, Montgomery, USA

Goat Anti-Mouse-IgG2a-HRP (A90-107P)

Bethyl Laboratories, Montgomery, USA

Goat Anti-Mouse-IgG2b-HRP (A90-109P)

Bethyl Laboratories, Montgomery, USA
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2.7. Methoden zur Herstellung des rekombinanten mCol7"WFA2

Dako®) FITC-conjugated polyclonal Swine Dako Deutschland GmbH, Hamburg,

anti-rabbit Ig (F0054) Deutschland

Dako®) Polyclonal Goat-anti-RabbitIgG Dako Deutschland GmbH, Hamburg,

HRP, (REF P0448 ) Deutschland

polyclonal goat anti-rabbit-IgG Dako Deutschland GmbH, Hamburg,
Deutschland

Polyclonal Swine Anti-Rabbit Immunglobu- Dako Deutschland GmbH, Hamburg,

lins FITC-konjugated Deutschland

Cappel™ Fluorescein-conjugated GOAT IgG MP Biomedicals Germany GmbH, Eschwege,

to mouse complement C3 (855500) Deutschland

2.7. Methoden zur Herstellung des rekombinanten

mC0|7vWFA2

2.7.1. Proteingewinnung und Aufreinigung mittels

Affinitatschromatografie

Das rekombinante mCol7"W¥A2 musste fiir die Immunisierungen in den Tierversuchen
hergestellt und aufgereinigt werden. Dieses Protein ist die mCol7"WFA2.Doméne des
murinen Kollagen Typ VII (Abbildung 1.3.) mit einer Molekiilmasse von 20,3kDa und
hat folgende Aminosduresequenz: ACS HGPVDVVFLL HATRDNAHNA EAVRRVLERL
VSALGPLGPQ AAQVGLLTYS HRPSPLFPLN SSHDLGIILR KIRDIPYVDP SGNNLGTAVT
TAHRYLLASN APGRRQQVPG VMVLLVDEPL RGDILSPIRE AQTSGLKVMA LSLVGAD-
PEQ LRRLAPGTDP IQNFFAVDNG PGLDRAVSDL AVALCQAA [140]

Analog zu Leineweber et al. [140] erfolgte auch in dieser Arbeit die Gewinnung mittels
Intein Mediated Purification with an Affinity Chitin-binding Tag-Two Intein (IMPACT-
TWIN) Protokolls von New England Biolabs (Abbildung 2.1.) [170]. Dafiir wurde eine
rekombinant hergestellte DNA-Sequenz in einem Vektor im E. coli ER2566 kloniert.
Dieser Klon war bereits in LB-Medium unter Zusatz von Ampicillin vermehrt wor-
den und hatte das Zielprotein samt IMPACT-TWIN-System bereits durch Stimulation
mit Isopropyl-g-D-thiogalactopyranosid (IPTG) exprimiert. Diese Bakteriensuspensi-
on war schon bei 4 °C und 3500 x g fiir 10 min zentrifugiert worden. Freundlicherweise
wurde mir das so bereitete Pellet des F. colv ER2566 von Frau M.Sc. Sarah Schonig
und Prof. Seeger aus dem Insitut fiir Chemie der Universitit Liibeck zur Verfiigung

gestellt, sodass nur das vorhandene Protein aufgereinigt werden musste. Das Pellet
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Nach Klonierung und Expression:

Chitin- <
i WFAZ
bindedomine @) Intein |_mcoL7" P

ﬂ 1) Séaulenbeladung und Waschen

in Puffer B1 bei 4°C und pH 8,5
Chitin

—@ Intein [ mco7v™_J

ﬂ 2) Spaltung in Puffer B2 bei 25°C und pH 7,0

|

=@ | nten |

ﬂ 3) Eluierung

mCO |_7vWFA2

Abbildung 2.1.: Prinzip der Aufreinigung Nach Klonierung, Expression und Zellyse liegt das
Protein in Losung vor. Es besteht sequenziell aus einer Chitinbindedoméne, einem Intein und dem
Zielprotein mCol7"WFA2, Die Losung wird in Puffer B1 bei 4°C und pH 8,5 auf die Siule beladen.
Dort bindet die Chitinbindedoméne an das Sdulenmaterial aus Chitin. Danach wird nicht gebundenes
Material mittels Waschung mit Puffer Bl entfernt. Anschlielend erfolgt ein Pufferwechsel auf den
Puffer B2 bei 25°C und pH 7,0. Temperatur und pH-Wert entsprechen nun dem Optimum des Inteins
und daher erfolgt eine enzymatische Abspaltung des Zielproteins mCol7YWFA2 Dieses wird daraufhin
eluiert und liegt nun purifiziert vor. (Abbildung modifiziert nach [170])

wurde daher von mir in 30ml Puffer B1 bei 4°C unter Zugabe von Protease Inhibi-
tor Cocktail resuspendiert. AnschlieBend erfolgte die Zellyse in Puffer B1 unter Zusatz
von 0,1 % Tween 20 mittels auf 4 °C gekiihlter French-Presse in drei Durchgingen. Die
entstandenen Zelltriimmer wurden fiir 30min bei 4 °C und 19000 x g zentrifugiert. Der
Uberstand mit den 16slichen Bestandteilen inkl. des Zielproteins wurde iiber eine Schlei-
fe, die sogenannte superloop, einer Vorrichtung zur Beladung einer pressurierten Saule
mit groBen Volumina, auf die Séule mit Chitin-Beads aufgetragen. Uber eine Bindung
der Chitinbindedoméne (CBD) an das Chitin im Sdulenmaterial und anschlieBender
Waschung mit Puffer B1 war es moglich, das Protein bestehend aus CBD, Intein und
dem Zielprotein mCol7"WFA2 an das Saulenmaterial zu binden. Dann wurde die Saule,
mit Puffer B2 (pH = 7,0) befahren und verblieb iiber Nacht bei 25 °C und pH 7,0 um die
Selbstspaltungs-Reaktion (self-cleavage) des Inteins (27 kDa) ablaufen zu lassen. Das

enzymatisch aktive Zentrum des Inteins trennte die Peptidbindung zum mCol7YWFA2

ab, welches fortan wieder gelost war. Nach Elution lag das mCol7vWFA2

Puffer B2 vor.

purifiziert in

Samtliche im AKTApurifier™ verwendete Puffer, Losungen und auch der Uberstand
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2.7. Methoden zur Herstellung des rekombinanten mCol7"WFA2

wurden zuvor filtriert (0,2um) um Beschiddigungen des Gerites durch Fremdkorper zu

vermeiden. Im Gerét herrschte eine Temperatur von 4°C.

Insgesamt wurden auf diese Weise 3 Chargen mCol7"W¥42 aus 6 Aufreinigungen herge-
stellt. Es erfolgte ein Pufferwechsel mittels Dialyse auf PBS. Dazu wurde ein Membra-
Cel Dialyseschlauch, MWCO 14,00Da mit dem gepoolten Eluat gefiillt und sequentiell
mit dreimal 5 Liter PBS bei 4°C gegeben. Zuerst erfolgte dieses fiir 2 Stunden, dann

iiber Nacht und anschlieBend fiir weitere 4 Stunden.

2.7.2. Uberpriifung der Reinheit des purifizierten mCol7"WFA2
mittels SDS-PAGE

Das nun hergestellte mCol7"WF42 musste nun auf Reinheit iiberpriift und bewertet
werden. Dazu wurde die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-
PAGE) nach Laemmli benutzt [134]. Hierbei bilden die Proteine mit dem SDS einen
negativ geladenen Komplex mit konstantem Ladungs-zu-Masse-Verhéltnis und da-
bei unterbindet das SDS durch Denaturierung der Proteine weitere Protein-Protein-
Wechselwirkungen. Dies und der Molekularsiebeffekt der pordsen Polyacrylamidmatrix
fithren dazu, dass die SDS-Protein-Komplexe sich im elektrischen Feld nach ihren Mo-

lekulargewichten aufteilen [186].

Die SDS-PAGE wurde analog zu Kasprick et al. [117] durchgefithrt mit dem klei-
nen Unterschied, dass kein 16 %iges Trenngel verwandt wurde. Wie in Kapitel 2.7.1.
beschrieben, hat mCol7"WF2 ein Molekulargewicht von 20,3kDa, daher wurde nach
Rehm und Letzel ein 15 %iges Trenngel fiir Proteine mit 10-60 kDa benutzt [186]. Das
purifizierte mCol7"W¥A2 konnte nach einer Sterilfiltrierung mit 0,2um zur Injektion

verwendet werden.

2.7.3. Quantitative Proteinbestimmung mittels
UV-photometrischer Methode

Als néchstes wurde die Konzentration der Proteinlosung photometrisch bestimmt, um
eine genaue Dosierung zu erméglichen. Ein zentraler Aspekt der Photometrie ist das
Lambert-Beer’sche-Gesetz, welches auf der Grundlagenforschung von Bouger [31], Lam-
bert [136] und Beer [13] beruht und die Abschwichung von Licht einer Wellenlidnge in
Abhéngigkeit der Konzentration beschreibt. Daher besteht die Moglichkeit quantitati-
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ver Bestimmungen, sofern der Analyt eine wellenldngenspezifische Absorption besitzt
und dessen Extinktionskoeflizient als Materialkonstante bekannt ist. Die Konzentration

kann dann mit folgender Formel bestimmt werden:[28, 80|

E)\ZG)\-C-d (21)
E

= 2.2

C= T d (2:2)

E)\: Extinktion bei einer bestimmten Wellenldnge

l
ex: Extinktionskoeffizient (i.d.R. molar) bei einer bestimmten Wellenlénge {l—}
mol - cm

. mol
c: Konzentration —]

[
d: Schichtdicke [em)]

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurden direkte UV-Photometrische Bestim-
mungen unter Beriicksichtigung der spezifischen Aminosiauresequenz aus Kapitel 2.7.1.
vorgenommen. Diese UV-Photometrische Methode wurde von Gill und Hippel erweitert
und beruht auf der UV-Absorption insbesondere von aromatischen Aminoséduren, so-
dass jedes Protein einen spezifischen Koeffizienten besitzt. Der molare Extinktionskoef-

fizient (A = 280 nm) von mCol7"WFA2 wurde auf Grundlage der Aminosiuresequenz mit

l
Expasy berechnet und betrigt esgonm = 4595l—. Ebenfalls angegeben ist, dass
mol - ecm
eine beispielhafte mCol7"WFA2_Lssung mit einer Massenkonzentration von 1mg/ml ei-
ne Extinktion von Eagonm = 0,226 besitzt (bei d = 1em) (Daten im Anhang A.2.)

[77,83,215].

Mit dem obengenannten Lambert-Beer’schen Gesetz (Formel 2.2.) kann aus der Bei-

spielextinktion Faggn, = 0,226 die Konzentration berechnet werden:

E280nm o 07 226
l

mol - cm

l
— 4,91846 - 10—52

€2s0mm 4 yogs lem

Dies ist die Stoffmengenkonzentration. Die gewiinschte Massenkonzentration g kann

daraus mithilfe der molaren Masse M = 20309, 3% (Ebenfalls von Expasy Anhang
mo
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A.2.) wie folgt berechnet werden:[29]

I
— 20309, 3—L . 4,91846 - 10> 2% (2.4)
mol l
— 1,007 (2.5)

l

m: Masse [g]

V: Volumen [I]

M: molare Masse [LJ

Die UV—Photometrigzﬁen Messungen wurden mit dem Spektralphotometer NanoDrop
ND-1000 durchgefiihrt.

2.7.4. Pufferwechsel, Aufkonzentrierung, Sterilfiltrierung und

Aliquotierung der mCol7"WFA2_Proteinlosung

Das mCol7"WFA2 war nun aufgereinigt, per SDS-PAGE kontrolliert und lag in PBS vor.
Da die Konzentration nicht die Zielkonzentration von 2mg/ml fiir Injektionen hatte
wurden diese aufkonzentriert. Dazu wurden Zentrifugen-Filtereinsédtze mit Durchléssig-
keiten von Molekiilmassen von unter 10kDa (Amicon 10kDa) verwendet. Hiermit
wurde bei 4°C und 20000 x g zentrifugiert bis die gewiinschte Konzentration von
2mg/ml erreicht war. Anschielend erfolgte die Sterilfiltrierung per 10ml-Spritze mit ei-
nem Filtermembran-Spritzenaufsatz (0,45 um) sowie eine Aliquotierung unter sterilen

Bedingungen an einer Labor-Arbeitsstation zu jeweils 1,5ml aliquotiert.

2.8. Das Antikorpertransfer-induzierte Modell

2.8.1. Immunisierung von Kaninchen mit mCol7"WFA2 ynd
Affinitatschromatografie zur Aufreinigung von
Gesamt-Kaninchen-1gG

Teile des hergestellten rekombinanten mCol7"W¥A2 Batch#01 wurden an die Fa. Eu-

rogentec in Belgien zur aktiven Immunisierung von Kaninchen und anschlieSenden

Gewinnung von Blutserum verschickt. Dazu wurden Kaninchen (Weifle Neuseeldnder)

mit 250 pg (aus einer Losung mit der Konzentration 2 mg/ml) und kompletten Freund-

Adjuvans an Tag 0 immunisiert. Es erfolgten drei Boosterimmunisierungen an Tag
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14, 28 und 56 von 250 g (erneut aus einer Losung mit der Konzentration 2 mg/ml)
und einem inkompletten Freund-Adjuvans. Zwei Monate nach Immunisierung und in
Folge alle 3 Wochen bekam ich anti-mCol7"WFA2 haltige Seren, die bei -20°C gelagert
wurden. Die Kaninchenseren die ich von der Fa. Eurogentec erhalten hatte, wurden
von mir iiber eine Protein-G Affinitdtschromatographie zu Gesamt-Kaninchen-IgG mit

anti-mCol7vWFA2

aufgereinigt. Dieses wird im Folgenden ‘Immun-IgG’ genannt. Das
Prinzip der Affinitdtschromatographie beruht auf einer hohen Selektivitdt der Sub-
stanz an einen triagergebunden Liganden (stationédre Phase) [187]. Als Ligand wurde
hier rekombinantes Streptokokken-Protein G verwendet. Dieses hat eine hohe Affinitét
zur Fe-Doméne von Antikoérpern aller Subklassen des IgG [220]. Diese Adhésion bzw.
Wechselwirkung ist reversibel und kann wie in diesem Versuchsaufbau nach Anderung

des pH-Wertes erfolgen[187].

Die Affinitdtschromatographie wurde analog zur Beschreibung von Kasprick et al. [117]
durchgefiihrt. Die Séule war bereits mit Protein-G-gekoppelter Agarose (Protein-G
Séulenmaterial als stationdre Phase) beladen und in Ethanol 20 % bei 4°C eingelagert.
Diese wurde sequentiell mit zwei Saulenvolumen PBS, einem Sadulenvolumen Glycin-
puffer, einem Sadulenvolumen 1M NaCl-Losung, erneut mit zwei Sdulenvolumen PBS
und letztendlich mit zwei Sdulenvolumen Bindungspuffer gespiilt, sodass sie wieder
einsatzbereit waren. Das Sédulenvolumen betrug jeweils 70ml. Hiernach wurden je 50ml
Serum auf die Sdulen gegeben. Leere Serumflaschen wurden mit Bindungspuffer ge-
spiilt und restliches Serum quantitativ in die Sdule iiberfiihrt, welche verschlossen und
bei 4°C auf einem Riittler (Geschwindigkeit 3) fiir 2,5 Stunden inkubiert wurde. Da-
nach wurde das Serum abgelassen und aufgefangen. Damit die Sédule nicht trocken
lief, wurde Bindungspuffer nachgefiillt. Anschlielend wurde die Séule mit ca. 500ml
Bindungspuffer gespiilt bis zur ODaggpnm <0,1. 3ml Neutralisationspuffer wurden in ei-
ne saubere 500ml Weithalsflasche vorgelegt. Hierein wurde das IgG mit Glycinpuffer
(Ansduerung fithrt zur Ligandenablosung von der Séule) bis ODaggpm <0,05 eluiert.
Die Séule wurde dabei mit Glycin-Puffer aufgefiillt, damit das Sédulenmaterial nicht
trocken lauft. Der pH-Wert im Eluat wurde mit Neutralisationspuffer auf 7.4 einge-
stellt. Die Saule wurde fiir den néchsten Durchgang vorbereitet, indem sie mit mit
Glycinpuffer bis ODagppnym <0,01 gespiilt wurde. Danach erfolgte eine Spiilung mit je
einem Saulenvolumen 1M NaCl-Loésung und Bindungspuffer. Der Vorgang wurde wie-
derholt bis 20 Serumflaschen (Serumvolumen 25-35ml) aufgereinigt waren. Das Eluat
(pH 7,4) der verschiedenen Durchgénge wurde gepoolt und in einen mit demineralisier-

tem Wasser angefeuchteten Dialyseschlauch gefiillt. Dieser wurde gut verschlossen und
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mit PEG fiir 1,5 Stunden bedeckt. PEG nimmt als hygroskopische Substanz Wasser aus
dem Dialyseschlauch auf und sorgt so fiir eine Aufkonzentrierung des IgGs. Anschlie-
Bend wird der Dialyseschlauch gereinigt und abgespiilt. Danach erfolgte ein Pufferwech-
sel auf PBS, indem der saubere Dialyseschlauch mit dem aufkonzentrierten IgG in PBS
dialysiert wurde. Dafiir wurde der Schlauch drei mal in jeweils frischem 5L PBS-Puffer
fiir 2 Stunden, dann iiber Nacht und anschliefend fiir 4 Stunden eingelegt. Hiernach
wurde der Inhalt des Dialyseschlauchs in vier 50 ml Saerstedt Schraubréhrchen aufbe-
wahrt und mittels eines Amicon 10K 3,220 x g fiir 15-20 min bei 4 °C unter mehrfachen
Konzentrationsbestimmungen zentrifugiert bis 25mg/ml erreicht waren. Als quanti-
tativer Nachweis wurde die ODagg,m einer 1:50 verdiinnte Probe des Eluats in PBS
bestimmt. Analog zu Kapitel 2.7.3. benétigt IgG als Protein eine spezifische Korrek-
tur in der UV-Photometrie. Die ODogg,,,, wurde durch die spezifische Korrektur des
Kaninchen-IgGs von 1,35 dividiert [117]), um die Konzentration zu erhalten. Die Kon-
zentration wurde auf 25 mg/ml eingestellt, aliquotiert (1,5 ml entspricht 15 Injektionen)
filtriert (0,20 um) und bei -20 °C gelagert.

2.8.2. Titerkontrolle des Immun-IgG mittels indirekter

Immunfluoreszenz

Ich fithrte vor dem Antikorpertransfer eine Titerkontrolle des Immun-IgGs mittels in-
direkter Immunfluoreszenz durch. Dazu werden Gefrierschnitte von Hautproben einer
gesunden Maus mit dem Immun-IgG inkubiert und anschlieend mit einem fluoreszenz-
markierten zweiten Antikorper versetzt. Sofern signifikante Mengen des spezifischen

7VWFA2 im Immun-IgG vorhanden sind, ist dies bei der Fluo-

Antikorpers gegen mCol
reszenzmikroskopie an einer linearen Fluoreszenz im Bereich der DEJ erkennbar. Dazu
wurde das Immun-IgG aus 2.8.1. 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600, 1:3200, 1:6400, 1:12800,
1:25600 und 1:51200 mit PBS verdiinnt. Jeweils 25 pl hiervon wurden auf vorgefertigte
Objekttrager mit je einem Gefrierschnitt von gesundem murinen Hautgewebe gegeben
und fiir 45min inkubiert. Nach dreimaligem Spiilen mit PBS wurde im n&chsten Schritt
mit 25 ul des 2. Antikérpers (Dako® FITC-conjugated polyclonal Swine anti-rabbit-1g,
F0054) fiir 30 min inkubiert. Nach erneutem Spiilen mit PBS (drei Mal) wurde das
Gewebe fluoreszenzmikroskopiert. Eine lineare Fluoreszenz der DEJ wurde als positi-
ve Antikorperablagerung an der DEJ gewertet. Die hochste Verdiinnungsstufe bei der
noch eine positive Fluoreszenzablagerung an der DEJ festgestellt wird, gibt den Titer

arl.

33



2. Materialien und Methoden

2.8.3. Durchfithrung des Antikorpertransfer-induzierten Modells

Tabelle 2.7.: Behandlungsgruppen im Antikérpertransfer-induzierten Modell Die Tabelle
listet die Applikationsform, die Konzentration, das verwendete Volumen und das zeitliche Intervall
der einzelnen Behandlungsgruppen auf.

Medikament Applika- Konzentration | Volumen Intervall
tionsform
PBS (Kontrolle) i.p. - 80 pl téglich
Dapson i.p. 34 mg/kg max. 100 pul taglich
Colchicin oral 1 mg/kg max. 100 pl wochentlich
sonst PBS téglich oral
Methylprednisolon | i.p. 30 mg/kg max. 100 pl taglich

Das Antikorpertransfer-induzierte Modell der EBA, welches in Kapitel 1.4.1. vorge-
stellt wird, wurde hintereinander an 3 verschiedenen Generationen von AIL-Mé&usen
verwendet. Die Tabelle 2.7. listet alle angewandten Behandlungen auf. In Generation
G14 wurden nur eine Kontrollgruppe und eine Methylprednisolongruppe untersucht.
In den Generationen G16 und G19 gab es neben der Kontrollgruppe eine Dapson- und

eine Colchicingruppe.

Je 2,5mg des Immun-IgG aus Kapitel 2.8.1. wurde den AIL-Mé&usen an Tag 0, 2, 4,
6, 8 und 10 i.p. injiziert. Die Therapie nach den in Tabelle 2.7. aufgelisteten Behand-
lungsgruppen mit den darin genannten Dosen erfolgte téglich. Die Bestimmung der
von EBA-Lisionen betroffenen Korperoberfliache (Kapitel 2.10.1.) erfolgte an Tag 0, 4,
8, 12, 16 und 20. Zusétzlich wurden an Tag 12 und 20 klinische Fotografien der Méuse
angefertigt und an Tag 20, dem Endpunkt, erfolgte zudem eine Blutabnahme (optional
fiir Antikorper-ELISAs falls erforderlich), Tétung und die Ohrentnahme fiir die DIF.
Der Ablauf ist in Abbildung 2.2. noch einmal schematisch dargestellt.
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Abbildung 2.2.: Studien-Design des Antikoérpertransfer-induzierten Modells Schematische
Darstellung des Studiendesigns. Den Tieren wurde an Tag 0, 2, 4, 6, 8 und 10 Gesamt-Kaninchen-IgG
i.p. injiziert. Gleichzeitig wurde der Score von Tag 0 bis Tag 20 alle 4 Tage erhoben. Zusétzlich fand die
Therapie téglich bis Tag 20 statt. An Tag 12 und Tag 20 wurden die Tiere fotografiert. Am Endpunkt
(Tag 20) erfolgte zudem eine Blutabnahme, Tétung und die Ohrentnahme fiir die DIF und H&E. (Die
verwendeten Grafiken wurden mit Biorender.com erstellt.)

2.9. Das Immunisierungs-induzierte Modell

Da das Antikorpertransfer-induzierte Modell in den AIL eine signifikante Redukti-
on der Krankheitsaktivitdt in hoheren Generationen zeigte und niedrige Generatio-
nen nicht zur Verfiigung standen, erfolgte eine Evaluation etablierter Pharmaka im
Immunisierungs-induzierten EBA-Modell. Die Immunisierung erfolgte mittels Prote-
in/ Adjuvanz-Emulsion. Die Emulgierung von mCol7WF42 und dem Adjuvans (Ti-
terMax@®) Classic Adjuvant) erfolgte bei 4°C. Es wurde eine 1ml Spritze mit 0,25ml
der mCol7"WFAZ_[sung gefiillt und eine zweite Spritze mit 0,5ml TiterMax befiillt.
Diese Spritzen wurden iiber eine Mikroemulsionsnadel verbunden und dann die hy-
drophile Phase (mCol7"W¥42) zuerst in die lipophile Phase gegeben. Die Emulgierung
beider Phasen erfolgte fiir 1 Minute, indem die Phasen vor und zuriick durch die Na-
del gepresst wurden, bis sich eine feste Emulsion ergab. Darauffolgend wurden weitere
0,25 ml der mCol7"WFA2_Lsung mit der bestehenden Emulsion auf gleiche Weise emul-

giert. Die Konzentration betrug nun 1mg/ml. Die so bereiteten Spritzen wurden auf Eis
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gelagert. Mit dieser Emulsion wurde die M&ause innerhalb von 90 Minuten mit 120 ul

plantar immunisiert (60 g mCol7"WFA2 pro FuB).

Woche 0 1 2 :3:4 5 6 7 8 9 10 11

Immunisierung

Score

> KX X XXX XXX
Therapie

/o X X X X

v

Probenentnahme

1P X
~

Blutentnahme
-G

I\ XX

Abbildung 2.3.: Studien-Design fiir das Immunisierungs-induzierte Modell Schemati-
sche Darstellung des Studiendesigns. Die Miuse wurden in Woche 0 mit 120 ug mCol7VWFA2 ynd
dquivolumiger Menge TiterMax plantar subkutan immunisiert. In Woche 7 und 9 erfolgten Blutab-
nahmen. Der Score wurde ab Woche 3 bis zum Endpunkt in Woche 11 wochentlich erhoben. Die
Therapie hingegen fand in Woche 7, 8, 9 und 10 statt. Am Endpunkt wurden klinische Fotos angefer-
tigt und Ohren als Gewebeproben entnommen. (Die Grafiken wurden mit Biorender.com erstellt.)

Der Score (Kapitel 2.10.1.) wurde ab der dritten Woche post-Immunisierung wochentlich
bis Woche 11 erhoben. Mause mit mehr als 1,5 % der betroffenen KOF konnten in die
Behandlungsgruppen eingeschlossen werden. Dies wurde zu Beginn der Woche 7 eva-
luiert und dann mit der Therapie fiir 4 Wochen begonnen. Die Méuse wurden in die
Behandlungsgruppen Kontrolle (PBS) und mPSL eingeteilt. Die Dosierung, die Appli-
kationsform und das Intervall der Medikamente ist in Tabelle 2.8. dargestellt.

Tabelle 2.8.: Behandlungsgruppen im Immunisierungs-induzierten Modell Die Tabelle listet
die Applikationsform, die Konzentration, das verwendete Volumen und das zeitliche Intervall der
einzelnen Behandlungsgruppen auf.

Medikament Applika- Konzentration | Volumen | Intervall
tionsform

PBS (Kontrolle) i.p. - 80 pl téglich

Methylprednisolon | i.p. 30mg/kg max. 100 pul taglich
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Um den Stress auf die Mause abzuschétzen und die Dosis jeweils anzupassen, wurden
diese zwei Mal in der Woche gewogen (Daten nicht dargestellt). Anschliefend erfolgten
Antikorperbestimmungen mittels ELISA aller Tiere in Woche 7 und 9 sowie einma-
lig eine DIF nach Organentnahme. Zusétzlich wurden klinische Fotos am Endpunkt
angefertigt (Abbildung 2.3.).

2.10. Untersuchungsmethoden an der Maus

2.10.1. Bestimmung der betroffenen Korperoberfliche (klinischer

Score)
A
Korperteil Gewichtungsfaktor
( Abteil an der
gesamten Korperoberfliche)
Linkes Ohr 2,5%
Rechtes Ohr 2,5%
Rechtes Auge 0.5%
Linkes Auge 0.5%
Schnauze 2,5%
Mucosa 2,5%
Kopf und Hals 9,0%
Linkes Vorderbein 5,0%
Rechtes Vorderbein 5,0%
Linkes Hinterbein 10,0%
Rechtes Hinterbein 10,0%
Schwanz 10,0%
Torso 40,0%
Gesamt 100,0%

Abbildung 2.4.: Anteile der einzelnen Korperteile an der KOF A Die Tabelle zeigt die
Anteile der einzelnen Korperteile an der KOF, wie sie zur Berechnung des Scores als Gewichtung
verwendet wurden. B Darstellung der Begrenzungen der einzelnen Korperteile der Maus (Modifiziert
nach Kasprick et al.) [117]

Die klinische Schwere der Erkrankung in einer experimentellen EBA wird von der pro-
zentualen von EBA affektierten KOF reprasentiert. Klinische Erscheinungen sind als

Erythem, Blasenbildung, Erosionen und Krusten definiert [219].

Im Immunisierungs-induzierten Modell wurden die Tiere wochentlich und im Anti-
korpertransfer-induzierten Modell alle 4 Tage von mir begutachtet. Dazu wurde der
prozentuale Anteil von EBA-Lésionen an den einzelnen Korperteilen bewertet. Die

Gewichtung der einzelnen Korperteile bezogen auf die gesamte KOF des Tieres ist in
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Abbildung 2.4. angegeben. Geméafl dieser wurde aus dem Gewichtungsfaktor und den
Anteilen von EBA-Lésionen der einzelnen Korperteile der Score mit Hilfe der folgenden

Formel berechnet:

Score = § PAnteil an Lisionen an Korperteil * pGewichtungsfaktor (26)

Korperteile

Die Area under the curve (AUC) ist die Fldche unter den Scoremesspunkten, welche
iiber die Zeit aufgetragen werden. Dabei werden zwischen den einzelnen Messpunkten
Trapezoide gebildet und deren Flidchen aufsummiert. Damit kann die AUC als Maf
fiir die Krankheitsschwere im gesamten Untersuchungszeitraum dienen. In Formel 2.7.
ist exemplarisch die Berechnung der Fléche eines Trapezoids zwischen den benachbar-
ten Punkten (z1,y;) und (x9,ys) aufgefithrt. Alle Trapezoide werden dann iiber den

gesamten Zeitraum aufsummiert um die AUC zu bestimmen.

+ (Lo — 2
AUCZWiSChen benachbarten Punkten (z1,y1) und (z2,y2) — (y2 yl) 2( 2 1) (27)

2.10.2. Indirekter ELISA zur Bestimmung der

Antikorperkonzentration in den Tiermodellen

Ein ELISA dient dem Nachweis und der Quantifizierung von Antikorpern oder Anti-
genen in fliissigen Proben[234] und wurde 1971 erstmals von Engvall, Avrameas und
Kollegen vorgestellt[7, 63]. In dieser Arbeit dient der ELISA dem Nachweis von IgG

7VWFA2

oder IgG-Subklassen gegen mCol , um ein weiteres Maf§ fiir die Bewertung der

Therapie und Krankheitsschwere der EBA zu ermitteln.

Im Folgenden wird das Prinzip des hier verwendeten indirekten ELISA erlautert. Um
die Antikorper im Mausserum nachzuweisen, werden Wells mit dem entsprechenden
Antigen, in diesem Fall dem mCol7"WFA2 beschichtet und die restlichen Proteinbin-
destellen der Polystyrolplatte mit BSA (Albumin Fraktion V, Biotinfrei, NZ-Origin)
geblockt. Dann wird dieses mit dem Serum der Versuchstiere (Probefliissigkeit) in-
kubiert. Das Serum enthélt Anti-mCol7"WFA2_Immunglobuline (= Analyten) in einer
unbekannten Konzentration. Die Versuchstiere haben diese Antikorper entweder via
Immunisierung gebildet oder aber iiber Antikoérpertransfer erhalten. Dabei entstehen

mit dem gesuchten Antikorper Immunkomplexe. Alle ungebundenen Teile der Unter-
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suchungsfliissigkeit werden danach durch Waschen entfernt. Im weiteren Prozess wird
dann mit enzymkonjugierten Antikérpern (zweiter Antikérper in diesem Fall mit Meer-
rettichperoxidase (horseradish perozidase) (HRP) konjugiert) inkubiert, welche sich an
den im ersten Schritt entstandenen Immunkomplex bindet. So entsteht ein weiterer Im-
munkomplex, welcher in Abbildung 2.5. dargestellt ist. Nachdem die nicht gebundenen
zweiten Antikérper durch Waschen entfernt wurden, wird in dieser Arbeit Tetrame-
thylbenzidin (TMB) als Substrat fiir das konjugierte Enzym HRP hinzugegeben. Nun
kann die HRP die Farbreaktion katalysieren, bis diese nach einer exakt festgelegten
Reaktionszeit mit Schwefelsdure gestoppt wird. Bei einer spezifischen Reaktionszeit ist
die Farbreaktion direkt proportional zur Konzentration des Analyten und kann durch
photometrische Methoden quantifiziert werden [117,188,234,254].

2. Antikorper mit Konjugat

4\

1. Antikorper (hier Analyt
/\ per ( yt)
Antigen

l

Abbildung 2.5.: Schematischer Aufbau des Antikérper-Nachweises mit ELISA Es ist der
Immunkomplex dargestellt, welcher sich beim Antikérper-Nachweis bildet. Die Unterlage aus Polysty-
rol ist mit dem Antigen beschichtet. An diesem bindet der erste Antikdrper (in diesem Fall der Analyt),
an welchen wiederum der zweite Antikorper, ein anti-Immunglobulin- Antikérper, bindet. Dieser zweite
Antikorper ist mit einem Enzym konjugiert, welches spéter eine Farbreaktion katalysiert, was dann
photometrisch gemessen werden kann. Da die Menge dieser Farbreaktion von der Menge des Analyten
abhéngt, kann so die Konzentration des Analyten ermittelt werden, was in der Regel iiber eine Eich-
reihe und eine Regression erfolgt [81,188]. (Abbildung nach [188] und erstellt mit BioRender.com)

Gesamt-Kaninchen-IgG-ELISA im Antikorpertransfer-induzierten Modell

Dieser ELISA dient zur Quantifizierung der mCol7"W¥A2_spezifischen Kaninchen-IgGs,
welche im Antikorpertransfer Modell der EBA den Tieren exogen zugefiithrt wurden. In
dem Antikorpertransfer-induzierten EBA-Modell ist dieses normalerweise keine Stan-
darduntersuchung, da die Gesamt-Kaninchen-IgG Menge in jedem Versuchstier iden-
tisch sein sollte. Dieser ELISA wurde allerdings in Generation 16 zur Uberpriifung des
Modells analog zu Kasprick et al. [117] durchgefiihrt.

Die 96-well-Platte wurde mit 100 z/ pro Well von einer 2,5 y1g/ml mCol7"WFA2.Lssung

in Beschichtungspuffer beladen und iiber Nacht bei 4 °C und 200 rpm auf einem Riittler
inkubiert. Nach dem Beladen wurden die Platten fiinf Mal mit Waschpufferlosung ge-
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waschen. Danach wurde mit 200u! Blockierungslosung fiir 2 Stunden bei Raumtem-
peratur geblockt. So wurde eine weitere Adsorption an den Proteinbindestellen der
festen Phase verhindert. Nach erneutem Waschen (5x) wurde die Proben- und Stan-
dardverdiinnungsreihe in Doppelbestimmung durchgefiihrt. Die Proben wurden 1:5000,
1:10000 und 1:20000 verdiinnt und 50ul gemé&f Pipettierschema in die Wells pipettiert
(Spalte 3 bis 12 auf 2 Platten). Als Standard wurde ein gleichméfliges gepooltes Serum
aller zu untersuchenden Méuse verwendet. Dazu wurde 1l Mausserum jeder Maus aus
der Gesamtheit der zu untersuchenden Mausseren zusammengefiihrt. Dann erfolgten
Verdiinnungen in den Stufen 1:650, 1:1250, 1:2500, 1: 5000, 1: 10000, 1:20000 sowie
1: 40000, welche jeweils fiir Doppelbestimmungen angelegt waren. Diese wurden zusam-
men mit Blindwerten (Doppelbestimmung Probenpuffer) jeweils 50 ul pro Well gemafl
Pipettierschema (Spalte 1 und 2) pipettiert. Es erfolgte eine Inkubation fiir eine Stunde

bei Raumtemperatur.

Nach erneutem Waschen (5 Mal) wurden 100 pl des 1: 20000 verdiinnten zweiten An-
tikorpers (Dako®) Polyclonal Goat-anti-RabbitlgG HRP, REF P0448 ), welcher mit
HRP konjugiert war, pipettiert. Nach erneutem Waschen (5 Mal) wurden 50 ul TMB als
Substrat der HRP zu den Wells zugefiigt. Die Reaktion wurde nach genau 13,5 Minuten
durch Hinzugeben von 50 pl der 0,18 M Schwefelsdure gestoppt. Mit dem Plattenlese-
gerdat wurde die OD bei 450nm je Well fiir 0,1s gemessen.

Analog zu Kasprick et al. erfolgte die Durchfithrung durch mich [117]. Uber eine 3-
parametrische sigmoide Regression nach Chapman der Standardseren (SigmaPlot 14.5)
wurden iiber die Funktionsgleichung in Excel die Konzentrationen der Testseren ermit-
telt. Die Regression nach Chapman zeigte sich im Curve-Fitting durch einen geringeren
Standard Error of Estimate gegeniiber anderen Regressionsarten iiberlegen. Dabei wer-

den fiir die Formel 2.8. die 3 Parameter a, b und ¢ ermittelt.

fl@)=a-(1—e"") (2.8)

Mit Hilfe der Formel und den in SigmaPlot ermittelten Parametern wurde die Konzen-
tration aus der gemessenen optischen Dichte in Excel berechnet. Dazu wurden die Kon-
zentrationen in Relation zum gepoolten Standardserum gesetzt und zeigten lediglich
relative Unterschiede der Seren gegeniiber diesem Standard an. Dies ist hinreichend,

um Unterschiede zwischen den Therapiegruppen aufzuzeigen. Gemittelte Werte der
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relativen Konzentration wurde bei jeder Maus ermittelt, dann nach Therapiegruppen
gemittelt (Darstellung 3.6.).

mCol7"WFA2_ELISA verschiedener IgG-Subklassen im Immunisierungs-induzierten
EBA-Modell

Im Immunisierungs-induzierten EBA-Modell wurde eine quantitative Bestimmung der
murinen anti-mCol7VWFA2 in den IgG-Subklassen IgG1, IgG2a und IgG2b mit dem
jeweiligen Mouse IgG1, I9G2a bzw. IgG2b ELISA Quantitation Sets durchgefiihrt.

Dafiir wurden die Probenwells der Polystyrolplatte mit 1004/ einer mCol7"WFA2_Lésung
in einer Konzentration von 2,5 pug/ml in PBS bei pH 7,4 auf einem Riittler bei 200 rpm
iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Da es kein Standardserum mit bekannten Konzentratio-
nen an Anti-mCol7"WFA? gibt, wurden aus dem jeweiligen Quantification Set fiir das
Coating der Standardreihe 100 pl 1:100 verdiinnter Coating Antikorper (Goat Anti-
mouse 1gG1 bzw. IgG2a bzw. IgG2b ) genutzt. Folglich ist eine Bestimmung in exakten
Massenkonzentrationen nicht vollstandig tibertragbar, sodass Coating-Antikorper und
Mausserum als Surrogat genutzt werden. Daher wird das Ergebnis in relativen Kon-

zentrationen angegeben.

Nach dem Beladen wurden die Platten fiinf Mal mit Waschpufferlosung bewaschen.
Danach wurde mit 200 ul der Blockierungslosung fiir 1 Stunde geblockt. So wurde eine
weitere Adsorption an Proteinbindestellen der festen Phase verhindert. Nach erneu-
tem Waschen (5x) wurde die Proben- und Standardverdiinnungsreihe in Zweifachan-
satz durchgefiihrt. Als Standard wurde das Mouse reference serum von Bethyl (IgG1
3,0mg/ml, IgG2a 2,5mg/ml sowie IgG2b 2,6 mg/ml) in den Verdiinnungen 1:650,
1:1250, 1:2500, 1:5000, 1:10000, 1:20000 sowie 1:40000 in Doppelbestimmung ver-

wendet.

Die Probenverdiinnungen erfolgten mit 1:2000 und 1:10000 je in Doppelbestimmung.
Nach einer erneuten Inkubation von 1 Stunde bei Raumtemperatur auf dem Riittler
wird erneut gewaschen und anschliefend detektiert. Als zweiter Antikérper wurden An-
ti I[gG1-HRP 1:200000, Anti IgG2a-HRP 1:100000, Anti IgG2b-HRP 1:100000 verdiinnt
zugegeben (70 pl). Zur Entwicklung wurden 70 ! TMB hinzugegeben und mit der
0,18M Schwefelsdure nach genau 15 min gestoppt. Mit dem ELISA-Plattenlesegerit
wurde die OD bei 450nm je Well fiir 0,1 s gemessen.
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Die Durchfiihrung erfolgte von mir, wie oben angegeben und analog zu den Herstelleran-
gaben nach den Protokollen der Quantification Kits von Bethyl Laboratories (E90-105,
E90-107 sowie E90-109) [17-19].

Auch hier wurden wieder iiber eine 3-parametrische sigmoide Regression nach Chap-
man (Formel 2.8.) der Standardseren (SigmaPlot 14.5) und iiber die Funktionsgleichung
in Excel die Konzentrationen der Testseren ermittelt. Der gemittelte Wert der Kon-
zentration wurde bei jeder Maus in Woche 7 auf 100 % definiert und Woche 9 als
prozentualer Anteil von Woche 7 angegeben, um den Verlauf iiber die Behandlungs-

gruppen darzustellen.

2.10.3. DIF der Proben aus dem Antikérpertransfer-induzierten

Modell sowie dem Immunisierungs-induzierten Modell der

A anti-Kaninchen-C3 B anti-Maus-1gG2a anti-Maus-C3
Blindwert Blindwert Blindwert
anti-Kaninchen-IgG anti-Maus-1gG1 anti-Maus-1gG2b

& e &

Abbildung 2.6.: Schematische Ubersicht der Durchfiihrung der DIF in den einzelnen Tier-
modellen A Antikorpertransfer-induziertes EBA-Modell: Dargestellt sind schematisch die in diesem
Modell verwendeten Antikorper bei den Gefrierschnitten B Immunisierungs-induziertes EBA-Modell:
Dargestellt sind schematisch die in diesem Modell verwendeten Antikérper bei den Gefrierschnitten
(Erstellt mit Biorender.com, Durchfithrung modifiziert nach [117])

Die DIF ermoglicht den Nachweis von z. B. Antikorpern oder Komplementfaktoren in
einer Hautbiopsie, indem sie mit fluoreszenzmarkierten Antikérpern spezifische Gewe-
bearten markiert. Dafiir werden typischerweise Gefrierschnitte der Probe mit diesem
Antikorper inkubiert, welche spezifisch an die entsprechenden Epitope binden. Nach-
dem der Farbungsiiberstand abgewaschen wurde, kann die so préparierte Probe an

einem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet werden [205].
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Tabelle 2.9.: In den DIF Verwendete Antikorper Es werden die in den DIF verwendeten An-
tikérper mit ihrem Hersteller und der verwendeten Verdiinnung aufgelistet.

Fiir Nachweis Antikoérper Hersteller Verwendete
Verdiinnung

Anti-IgG Dako@®) FITC-conjugated | Dako Deutschland | 1 : 100
polyclonal Swine anti-rabbit | GmbH, Hamburg,
Ig (F0054) Deutschland

Anti-C3 Cappel™ Fluorescein- | MP Biomedicals Ger- | 1 : 50
conjugated GOAT IgG | many GmbH, Eschwe-
to mouse complement C3 | ge, Deutschland
(855500)

Anti-IgG1 BD Pharmingen™ FITC Rat | BD biosciences, Hei- | 1: 100
Anti-Mouse IgG1 (553443) | delberg, Deutschland

Anti-IgG2a BD Pharmingen™ FITC | BD biosciences, Hei- | 1 : 100
Anti-Mouse IgG2a (553390) | delberg, Deutschland

Anti-IgG2b BD Pharmingen™ FITC Rat | BD biosciences, Hei- | 1: 100
Anti-Mouse IgG2b (553395) | delberg, Deutschland

In beiden in dieser Arbeit beschriebenen Tiermodellen entnahm ich nach der Tétung
der Versuchstiere die Ohren. Diese wurden halbiert und direkt in einer Kryoeinbett-
form mit Tissue-Tek@®) O.C.T. Kryoeinbettmedium, einem entsprechenden Medium fiir
Gefrierschnitte, eingebettet und auf Trockeneis gelegt. Anschlieend erfolgte die Lage-
rung bei -80°C, bis sie mittels Mikrotom freundlicherweise von Frau R. Gembicki in
6 um Stéarke geschnitten wurden. Ich bekam von der Kollegin pro eingebetteter Probe
mehrere Objekttrager mit je 3 Gefrierschnitten, welche bei -20°C gelagert wurden und
im Folgenden von mir immungefiarbt wurden. Die Objekttriager wurden zu Beginn der
Immunfarbung fiir 10 min bei Raumtemperatur angetaut. Die einzelnen Gewebsschnit-
te wurde mit einem PAP-Pen umkreist, um das spéatere ineinanderlaufen verschiedener
Immunférbungen auf einem Objekttriger zu verhindern. Alle weiteren Farbungsschritte
wurden in einer abgedunkelten feuchten Féarbebank durchgefiihrt. Initial wurde jeder

Gewebeschnitt mit 100 ul Probenpuffer fiir 30 min bei Raumtemperatur geblockt.
Zur Ubersichtlichkeit und besseren Lesbarkeit des Textes wurden die verwendeten Ver-
diinnungen der nun folgenden fluoreszenzmarkierten Antikorper in Tabelle 2.9. zusam-

mengefasst.

Im Antikorpertransfer-induzierten Modell der EBA werden Anti-IgG und Anti-Kom-

plementkomponente 3 (C3) in den angefertigten Gefrierschnitten verwendet. Ana-
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log dazu wurden im Immunisierungs-induzierten EBA-Modell Anti-IgG1, Anti-IgG2a,
Anti-IgG2b und Anti-C3 bestimmt. Je nach Modell wurde jeder der benétigten An-
tikorper auf ein mit dem PAP-Pen separierten Gewebeschnitt aufgetragen. Die Farbungen
erfolgten mit den in Tabelle 2.9. dargestellten Antikorpern und Verdiinnungen. Einzelne
Gewebeschnitte wurden mit 100l des verdiinnten Antikorpers aufgetragen (vergleiche
Abbildung 2.6.) und fir 60 Minuten inkubiert. Danach wurde dreimal 5 Minuten mit
PBS gewaschen. AnschlieBend wurde mit Fluoreszenz-Einfassmedium und Deckglésern
eingebettet, bei 4°C angetrocknet und abschlieBend mikroskopiert und bilddokumen-

tiert.

2.10.4. Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Hématoxylin wurde bereits vor mehr als 100 Jahren als Féarbemittel beschrieben und
stellt bis heute als Hamatoxylion-Eosin die haufigste Standardfarbung zur morpholo-
gischen Histologie dar [232]. Es ist eine Mischfarbung mit verschiedenen Affinitdten zu
pH-Werten oder Strukturen in Geweben. Eosin farbt als Anionischer Farbstoff kationi-
sche Proteine (Zytoplasma und Faserstrukturen wie Kollagene) rot und Hamatoxylin
beziehungsweise Hémalaun firbt anionische Makromolekiile blau (z.B. Ribonuklein-
sduren im Zellkern, Glykosoaminoglykane) [206]. Die Farbungen und Mikroskopien
wurden freundlicherweise von Frau R. Gembicki aus den von mir entnommenen Pro-
ben (Zwei Mausohrhélften fiir min. einen Tag in Histofix-Losung eingelegt) nach dem
Protokoll von Kasprick et al. durchgefiihrt [117]. Dazu wurde die Proben automatisiert-
instrumentell in Parafin eingebettet. Die Teile des Blocks wurden mittels Mikrotom in
6 pm-Schichten geschnitten und auf Objekttriager aufgezogen. Es folgte eine Fixierung
fir 5 Minuten mittels Formalin (Roti-Histofix), danach wurde mit Leitungswasser ge-
spiilt und die Objekttriger in Hamatoxylin fiir eine Minute eingetaucht. Es folgte eine
Spiilung mit Leitungswasser bis die ablaufende Fliissigkeit klar wurde. Danach wur-
den die Objekttrager fiir 1 Minute in Fosinlosung getaucht, erneut gespiilt bis die
Fliissigkeit klar wurde. Es folgte eine Entwésserung der gefdrbten Schnitte mit einer
aufsteigenden Ethanolreihe (50 %, 70 %, 80 %, 2 x 95 %, 2 x 100 %)in einer Férbeschale
fiir jeweils 1 min. Danach wurde zweimalig mit Xylol klar gespiilt, bevor die Schnitte

mittels Einbettmedium und Deckglésern eingedeckt wurden [117].
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2.11. Auswertung und Statistik

Die Auswertung der meisten Daten erfolgte in Excel von Microsoft Office 365. Dies
betrifft die Scores, die Berechnung der AUC und auch die Ergebnisse des ELISAs. Die
grafische Darstellung und statistische Analyse dieser wurden aber in GraphPad Prism

9.2.0 umgesetzt.

Fiir alle Generationen und Modelle wurden die Mittelwerte der Scores nach Therapie-
gruppen unterteilt als Liniendiagramm mit dem Standardfehler (SEM) als Fehlerbal-
ken dargestellt. Dies wird ergénzt durch Kennzeichnung des Signifikanzniveaus zwi-
schen einer der Therapiegruppen und der Kontrollgruppe mit Sternchen (*p < 0,05,
p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001) iiber dem jeweiligen Zeitpunkt. Zur
Analyse wurde eine Two-Way Analysis of variance (ANOVA) mit einer zweistufigen li-
nearen step-up Testprozedur nach Benjamini, Krieger und Yekutieli als Post-hoc-Test
verwendet. Zusétzlich wurden die AUCs in Excel berechnet und die Verteilung der
AUCs dann als Box-Whisker-Plots nach Tukey dargestellt. Dabei sind die Quartile,
der Median, die Extremwerte und eventuelle Ausreifler dargestellt, welche mehr als das
1,5-Fache des Interquartilsabstands vom unteren oder oberen Quartils entfernt sind.
Auch hierbei erfolgte in den Diagrammen eine Differenzierung nach Therapiegruppen.
Zur Analyse der Daten wurde ein Mann-Whitney-U-Test verwendete und die daraus
resultierenden p-Werte bezogen auf die Kontrollgruppe werden als Signifikanzniveau
(*p < 0,05, **p < 0,01, **p < 0,001, ****p < 0,0001) iiber dem jeweiligen Box-
Whisker-Diagramm dargestellt.

Um alle Generationen des Antikorpertransfer-induzierten Modells zu vergleichen, wur-
den auch die AUCs der Kontrollgruppen per Kruskal-Wallis-Test mit einer zweistufigen
linearen step-up Testprozedur nach Benjamini, Krieger und Yekutieli als Post-hoc-Test
miteinander verglichen und die Verteilung als Box-Whisker-Diagramm nach Tukey dar-
gestellt. Dabei sind die Quartile durch die Box repréasentiert und der Median unterteilt
die Box in 2 Teile. Die Extremwerte werden wiederum durch die Whisker dargestellt
und eventuelle Ausreifler, welche mehr als das 1,5-fache des Interquartilsabstands vom
unteren oder oberen Quartil entfernt sind, werden durch Symbole in der entsprechen-
den Boxfarbe abgebildet.

In Generation 16 des Antikorpertransfer-induzierten Modells wurde zusétzlich ein ELI-

SA durchgefiihrt, wobei die Konzentration fiir das Gesamt-Kaninchen-IgG bestimmt
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wurde. Dafiir wurden 2 Proben pro Maus in 3 Verdiinnungen (1:5.000, 1:10.000, 1:20.000)
getestet. Die Daten wurden ebenfalls in Excel ausgewertet und dort gemittelt, um eine
relative Konzentration zu ermitteln. Die sigmoide 3-Parameter Regression nach Chap-
man der Standardseren erfolgte aber mit Systats SigmaPlot 14.5. Mithilfe der Formel
2.8. und den ermittelten Parametern konnte die relative Konzentration aus der gemes-
senen optischen Dichte in Excel berechnet werden. Die statistische Auswertung der
Daten per Kruskal-Wallis-Test erfolgte mit einer zweistufigen linearen step-up Test-
prozedur nach Benjamini, Krieger und Yekutieli als Post-hoc-Test. Die Darstellung als
Box-Whisker-Diagramm nach Tukey wurde hingegen mit GraphPad Prism 9.2.0 er-
stellt. Dabei sind die Quartile durch die Box représentiert und der Median unterteilt
die Box in 2 Teile. Die Extremwerte werden wiederum durch die Whisker dargestellt
und eventuelle Ausreifler, welche mehr als das 1,5-fache des Interquartilsabstands vom
unteren oder oberen Quartil entfernt sind, werden durch Symbole in der entsprechen-
den Boxfarbe abgebildet. Wie die Box-Whisker-Plots der AUC enthélt auch dieser die
p-Werte bezogen auf die Kontrollgruppe als Signifikanzniveau (*p < 0,05, **p < 0,01,
Rk < 0,001, ****p < 0,0001) iiber dem jeweiligen Box-Whisker-Diagramm der an-
deren Therapiegruppen.

Im Immunisierungs-induzierten EBA-Modell wurden der ELISA-Daten nach Antikorper-
subklassen unterteilt und dann in den Diagrammen nach Therapiegruppen differenziert
betrachtet. Die Auswertung der Daten erfolgte wie im Antikorpertransfer-induzierten
Modell in Excel und die sigmoide 3-Parameter Regression nach Chapman (Formel 2.8.)
der Standardseren erfolgte ebenfalls wieder mit Systats SigmaPlot 14.5. Aus den Da-
ten wurden Liniendiagramme mit der SEM als Fehlerbalken mit GraphPad Prism 9.2.0
erzeugt. In diesen ist die gemittelte relative Konzentration in Relation zu derselben bei
Therapiebeginn iiber den Messverlauf aufgetragen. Zur Analyse wurde eine Two-Way
ANOVA mit einer zweistufigen linearen step-up Testprozedur nach Benjamini, Krieger

und Yekutieli als Post-hoc-Test verwendet.
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3.1. Aufreinigung von mCol7"WFA? aus E. coli ER2566

Um das Protein mCol7"WFA2 fiir die Tierversuche zu gewinnen, wurde dieses in Bak-

terienkultur hergestellt und anschlieBend mittels des Fliissigchromatographiesystems

7VWFA2 yund dessen Aufreinigung

AKTApurifier™ aufgereinigt. Die Herstellung von mCol
mittels IMPACT TWIN wurde sequentiell insgesamt sechs Mal (Ansatz I - VI) durch-
gefithrt. Hieraus resultierten drei Batches (Tabelle 3.1.). Batch#01 entstand aus dem
gefilterten Ansatz I und den Ansétzen IIT und IV. Batch#02 resultierte aus Ansatz V

und Batch#03 ist aus dem Ansatz VI entstanden.

Tabelle 3.1.: Ubersicht iiber die Batches der Herstellung von mCol7VWFA2 vor der Auf-
konzentrierung auf 2 mg/ml Die Ubersicht iiber die Herstellung von mCol7"WFA2 mittels IMPACT-
TWIN Protokoll mit korrigierter photometrischer Messung listet die Proteinkonzentration, das Volu-
men und die daraus resultierende Menge enthaltenes mCol7VWFA2 auf. Dabei enthielt Batch #02 die
hichste Konzentration an mCol7VWFA2 aber #01 die grofite Menge.

Batch Ansatz Proteinkonzentration | Volumen [ml] Menge
[mg/ml] mCol7vWFA2

[mg]

#01 Ltittriert, 11 0,97 44 42,68
und IV
(gepoolt)

#02 \Y% 1,66 20 33,20
#03 VI 1,10 10 11,00

Bei der Kontrolle der Ansétze per SDS-PAGE auf Verunreinigungen fielen im Ansatz [
und IT Banden bei ca. 20kDa sowie bei 30kDa auf (Abbildung 3.1. A). 20 kDa entspre-
chen ungefihr der Molekiilmasse des Col7"W¥A2 und 30kDa der des Inteins [140, 149).
Ansatz III zeigte eine Bande bei ca. 20kDa. Die Banden bei 30kDa wurden als Ver-
unreinigung mit dem Intein gewertet, welches bei der Immunisierung der Tiere nicht

vorliegen darf. Im Originalpaper des Inteins ist dessen scheinbare Molekiilmasse mit 28-
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3. Ergebnisse

32kDa angegeben [149]. Daher erfolgte der erfolgreiche Versuch die Verunreinigungen
mittels Zentrifugen-Filterinsatz Amicron 30K zu entfernen. Davon wurde das Filtrat
verwendet (Ansatz Igipierr) und der Uberstand verworfen. Ansatz Lfittriers zeigte in
der SDS-PAGE keine Bande mehr bei 30kDa. Ansatz II zeigte gelelekrophoretisch viel
Verunreinigung sowie wenig Zielprotein und wurde daher verworfen. Ansatz III und IV
hatten keine Verunreinigungen und wurden mit dem filtriertem Ansatz I zur Batch#01
gepoolt (Abbildung 3.1. B). Ansatz V und VI blieben ebenfalls ohne Verunreinigungen
und wurden jeweils zu einer eigenen Batch (nicht dargestellt). Zur Kontrolle des auf-

7VWFAZ wurde eine Referenzprobe von Dr. Iwata untersucht, welche

gereinigten mCol
initial von Leineweber et al. hergestellt und von Dr. Iwata erfolgreich eingesetzt wurde.
Mittels SDS-PAGE wurde diese Referenz mit Batch#01 und #02 verglichen, ohne dass

Verunreinigungen oder andere Auffilligkeiten ersichtlich waren (Abbildung 3.1. C).

25

35
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Abbildung 3.1.: Nachweis des aufgereinigten mCol7vW¥A2 mittels SDS-PAGE. A SDS-
PAGE verschiedener Ansétze der Proteinisolation als Qualitdtskontrolle. Ansatz I zeigte leichte Spu-
ren von Intein, sowie eine kriftige Bande mCol7VW¥A2, Ansatz I zeigte eine deutliche Verunreinigung
mit Intein und eine schwache Bande mCol7VW¥A2 Ansatz III zeigte sich zufriedenstellend mit nur
einer Bande im Bereich des mCol7VW¥42 ohne Inteinspuren. B Zur Abtrennung der Inteinverunreini-
gung wurde das Protein des Ansatzes I mit 30K Amicron Filtern zentrifugiert und Ansatz I;riert
genannt. Deutlich zu erkennen ist weiterhin die Bande mit dem eluierten mCol7"W¥42 wohingegen
keine Verunreinigung bei >25kDa erkennbar ist. Ansatz I1T und IV zeigten sich mit nur einer Bande im
Bereich des mCol7YWFA2 ohne Inteinspuren. C Kontrolle der hergestellten Batch#01 und #02 mittels
SDS-PAGE. Es wurde Batch#01 und #02 mit etablierten mCol7"WFA2 als Referenz verglichen. Alle
drei Proben Batch#01 und #02 sowie die Vergleichsprobe (Referenz) zeigten in der SDS-PAGE eine
Bande mCol7¥WFA2 mit identischer Molekiilmasse ohne ersichtliche Verunreinigungen.

Die hergestellten Batches (Abbildung 3.1.) wurden weiter behandelt wie beschrieben
(Kapitel 2.7.4.). Hieraus entstanden bei Batch#01 elf, bei Batch#02 acht und bei
Batch#03 zwei volle Aliquots mit je 1,5ml, welche bei bei -80°C gelagert wurden.
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3.2. Untersuchung etablierter Pharmaka im Antikorpertranster-induzierten Modell

der experimentellen EBA

3.1.1. Herstellung und Titerkontrolle des Immun-1gGs

Das endgiiltige Volumen des Immun IgGs betrug 88ml, dieses entspricht 2,2g IgG. Vor
Versuchsbeginn konnte ein Titer von 1:12800 bestimmt werden, da dieses die hochste
Verdiinnungsstufe ist, bei der noch eine positive Fluoreszenzablagerung an der DEJ
festgestellt wurde. Zwischen den Durchfithrungen von Generation 16 und 19 ergab eine

erneute Kontrolle ebenfalls einen Titer von 1:12800 (Daten nicht dargestellt).

3.2. Untersuchung etablierter Pharmaka im
Antikorpertransfer-induzierten Modell der

experimentellen EBA

Zur Evaluierung der Pharmaka mPSL, Dapson und Colchicin verwendete ich das Anti-
korpertransfer-induzierte Modell der EBA. Hierzu wurden AIL-M&use der Generatio-
nen 14, 16 und 19 untersucht. Insgesamt erhielt eine Maus sechs Injektionen mit 2,5 mg
Gesamt-Kaninchen-IgG, welches auch spezifische Antikérper gegen mCol7"WFA2 hein-
haltet. Hierdurch wird eine experimentelle EBA induziert. Im Folgenden werden die

Ergebnisse nach Generationen unterteilt vorgestellt.

3.2.1. Methylprednisolonbehandlung verbessert den klinischen
Verlauf einer Antikorpertransfer-induzierten EBA in AlL

Tieren in Generation G14

Zur Evaluierung von mPSL verwendete ich AIL-M&ause der G14, welche 6 mal mit
2,5 mg Gesamt-Kaninchen-IgG injiziert wurden (Tag 0, 2, 4, 6, 8 und 10) und dar-
aufhin eine Antikorpertransfer-induzierte EBA entwickelten. Parallel dazu wurde eine
tégliche Behandlung mit mPSL oder PBS als Kontrolle ab Tag 0 begonnen (Abbildung
2.2.).

Die betroffene KOF wurde an Tag 0, 4, 8, 12, 16 und 20 bestimmt (Abbildung 3.2. A)
Beim Vergleich der Mittelwerte konnten per Two-Way ANOVA mit einer zweistufigen
linearen step-up Testprozedur nach Benjamini, Krieger und Yekutieli als Post-hoc-Test

signifikante Unterschiede an Tag 12, 16 und 20 zwischen der Methylprednisolongruppe
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3. Ergebnisse
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Abbildung 3.2.: Methylprednisolon verbessert den klinischen Verlauf der EBA in Gene-
ration 14. AIL-Maiuse der G14, welche sechs mal mit 2,5 mg Gesamt-Kaninchen-IgG injiziert wurden
(Tag 0, 2, 4, 6, 8 und 10) und darauthin eine Antikérpertransfer-induzierte EBA entwickelten. Par-
allel dazu wurde eine tégliche Behandlung mit mPSL oder PBS als Kontrolle ab Tag 0 begonnen.
Die betroffene KOF wurde an Tag 0, 4, 8, 12, 16 und 20 bestimmt. A Die Mittelwerte der Sco-
res iiber den gesamten Zeitraum wurden bestimmt und differenziert nach Behandlungsgruppen mit
SEM als Fehlerbalken dargestellt. Die Sternchen kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen der
Methylprednisolon- und der Kontrollgruppe in der Two-Way ANOVA mit einer zweistufigen linea-
ren step-up Testprozedur nach Benjamini, Krieger und Yekutieli als Post-hoc-Test an den Tagen 12,
16 und 20. B Die AUC des klinischen Verlaufs von Tag 0-20 wurde bestimmt und die Verteilung
als Box-Whisker-Diagramm nach Tukey, unterteilt nach Behandlungsgruppen, dargestellt. Das Si-
gnifikanzniveau des p-Werts des Mann-Whitney-U-Tests ist nicht gekennzeichnet, da dieser mit p =
0,3244 nicht signifikant ist. C Beispielbild einer Maus der Kontrollgruppe von Tag 12 mit Alopezie
periorbital (Pfeil) sowie im Schnauzen-Bereich. Zusétzlich sind Krusten an den mit Pfeilen markier-
ten Stellen des Ohres erkennbar. D Beispielbild einer Maus der Methylprednisolongruppe von Tag 12
mit Erosionen und Krusten am Ohr an der mit Pfeilen markierten Stelle Gruppengrofie: PBS n=10,
Methylprednisolon n=10; Signifikanzniveau: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001;
PBS - Phosphat-gepufferte Salzlosung; AUC - Area under the curve; KOF - Korperoberfliche

und der Kontrollgruppe festgestellt werden. In der Verteilung der AUCs des klinischen
Verlaufs von Tag 0-20 (Abbildung 3.2. B) sind zwar Unterschiede ersichtlich, aber
diese sind im Mann-Whitney-U-Test nicht signifikant (p = 0,3244). Zusétzlich wurden
klinische Bilder der Mause an Tag 20 angefertigt. (Abbildung 3.2. C und D).
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3.2. Untersuchung etablierter Pharmaka im Antikorpertranster-induzierten Modell

der experimentellen EBA

PBS Methylprednisolon

Anti-C3

Anti-IgG

Abbildung 3.3.: Erwartungsgemif} sind keine Unterschiede der Bindung von IgG und
Komplementablagerung an der DEJ in Generation 14 zu erkennen. Kryoschnitte von Ohr-
hautproben der AIL-M&use der Generation 14 wurden an Tag 20 entnommen und per DIF untersucht.
Diesen AIL-Méusen wurde vorher sechs mal 2,5 mg Gesamt-Kaninchen-IgG injiziert (Tag 0, 2, 4, 6,
8 und 10) und sie entwickelten daraufhin eine Antikérpertransfer-induzierte EBA. Parallel dazu wur-
de eine tégliche Behandlung mit mPSL oder PBS als Kontrolle ab Tag 0 begonnen. (A und B)
Exemplarische DIF einer AIL-Maus der Generation 14 mit Fluoreszenzmarkierung an Anti-C3 aus
der Methylprednisolongruppe und der Kontrollgruppe mit PBS-Behandlung. Erwartungsgemaf sind
C3a-Ablagerungen in beiden Proben vornehmlich an der DEJ ohne Intensitéitsunterschiede ersichtlich
und mit Pfeilen markiert. (C und D) Exemplarisches Bild der DIF einer AIL-Maus der Generation
14 mit Fluoreszenzmarkierung an Anti-IgG aus der Methylprednisolongruppe und der Kontrollgruppe
mit PBS-Behandlung. Erwartungsgeméf sind IgG-Ablagerungen in beiden Gruppen an der DEJ oh-
ne Intensitéitsunterschiede ersichtlich. Die Pfeile markieren die Ablagerungen an der DEJ. Mafistab:
100pm; Gruppengrofe: PBS n=10, Methylprednisolon n=10; PBS - Phosphat-gepufferte Salzlosung;
C3 - Komplementkomponente 3; IgG - Immunglobulin-G

Kryoschnitte von Ohrhautproben, welche den AIL-M&usen der Generation 14 an Tag
20 nach der Tétung entnommen wurden, wurden per DIF untersucht (Abbildung 3.3.).
Dabei handelt es sich um eine Anti-Maus-C3- sowie um eine Anti-Kaninchen-IgG-
Fluoreszenzmarkierung. Die DIF dient als Kontrolle des EBA-Modells und zeigte an
der DEJ fluoreszierende Kaninchen-IgG-Ablagerungen bei der PBS-Probe (Abbildung
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3. Ergebnisse

3.3. A) und der Methylprednisolonprobe (Abbildung 3.3. B). Erwartungsgemés8 sind in
den mit Anti-IgG markierten Proben (Abbildung 3.3. C und D) sowie in den Anti-C3
markierten Proben (Abbildung 3.3. A und B) keine Unterschiede der Intensitit an der
DEJ ersichtlich.

Methylprednisolon

Abbildung 3.4.: Histologische Beispielbilder der AIL-M&use in Generation 14 zeigen mor-
phologische Entziindungszeichen. Ohrhautproben der AIL-Miuse der Generation 14 wurden an
Tag 20 entnommen, wovon H&E-Farbung angefertigt wurden. Diese AIL-Mé&use wurden vorher sechs
mal mit 2,5 mg Immun-IgG injiziert (Tag 0, 2, 4, 6, 8 und 10) und entwickelten daraufhin eine An-
tikorpertransfer-induzierte EBA. Parallel dazu wurde eine tégliche Behandlung mit mPSL oder PBS
als Kontrolle ab Tag 0 begonnen. Die Histologien erfolgten zur Konzeptiiberpriifung des EBA-Modells
um Entziindungszeichen an der Haut darzustellen. A Beispielbild einer H&E der Kontrollgruppe der
G14 mit granulozytérer Infiltration, subepidermaler Blasenbildung (Pfeile) und verbreiterter Epider-
mis (Klammer) B Beispielbild einer H&E der Methylprednisolongruppe mit granulozytérer Infiltra-
tion (Pfeile) ohne subepitheliale Separation, aber mit verbreiterter Epidermis (Klammer). MaSstab:
100pm; Gruppengrofe: PBS n=10, Methylprednisolon n=10; PBS - Phosphat-gepufferte Salzlosung;
H&E - Himatoxylin-Eosin-Féarbung

Zusétzlich wurden an den an Tag 20 entnommenen Ohrhautproben H&E-Farbungen
der PBS- und der Methylprednisolongruppe der Generation 14 angefertigt (Abbildung
3.4.). Dabei sind bei dem Bild der Kontrollgruppe (Abbildung 3.4. A) granulozytére
Infiltrationen, subepidermale Blasenbildung und eine verbreiterte Epidermis ersichtlich.
Im Beispielbild der Methylprednisolongruppe (Abbildung 3.4. B) zeigt sich zwar eine
granulozytére Infiltration, aber ohne subepitheliale Separation und mit verbreiterter
Epidermis. Physiologisch besitzt die Maus ca. 1-2 Schichten der Epidermis am Ohr.
Bei der restlichen Haut sind 4 Schichten Epidermis typisch [129].
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3.2. Untersuchung etablierter Pharmaka im Antikorpertranster-induzierten Modell

der experimentellen EBA

3.2.2. Dapson verbessert den klinischen Verlauf einer
Antikorpertransfer-induzierten EBA in AIL Tieren in

Generation 16

A -o- Colchicin B

401

1.29 -=- Dapson o
A

-+ Kontrolle (PBS) Q

w o 30
S :
o 5
5 B
2 o
o X
® =
[}
-]
<

Abbildung 3.5.: Dapson verbessert den klinischen Verlauf der EBA in Generation 16.
ATIL-Mé&use der G16, welche sechs mal mit 2,5mg Gesamt-Kaninchen-IgG injiziert wurden (Tag 0,
2, 4, 6, 8 und 10) und daraufhin eine Antikérpertransfer-induzierte EBA entwickelten. Parallel dazu
wurde eine tégliche Behandlung mit Dapson, Colchicin oder PBS als Kontrolle ab Tag 0 begonnen. Die
betroffene KOF wurde an Tag 0, 4, 8, 12, 16 und 20 bestimmt. A Die Mittelwerte der Scores iiber den
gesamten Zeitraum wurden bestimmt und differenziert nach Behandlungsgruppen mit SEM als Fehler-
balken dargestellt. Dabei steigt in allen Gruppen der Score ab Tag 8 an, um ab Tag 12 abzuflachen und
zwischen Tag 16 und 20 abzusinken. Die Sternchen kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen
der Dapson- und der Kontrollgruppe in der Two-Way ANOVA mit einer zweistufigen linearen step-up
Testprozedur nach Benjamini, Krieger und Yekutieli als Post-hoc-Test an den Tagen 16 und 20. B
Die AUC des klinischen Verlaufs von Tag 0-20 wurde bestimmt und die Verteilung als Box-Whisker-
Diagramm nach Tukey, unterteilt nach Behandlungsgruppen, dargestellt. Die Signifikanzniveau der
p-Werte der Kruskal-Wallis ANOVA mit einer zweistufigen linearen step-up Testprozedur nach Ben-
jamini, Krieger und Yekutieli als Post-hoc-Test sind nicht gekennzeichnet, da diese mit p = 0,1187
fiir Dapson und p = 0,6858 fiir Colchicin (jeweils bezogen auf die Kontrolle) nicht signifikant sind.
C Beispielbild einer Maus der Kontrollgruppe an Tag 12 mit Alopezie am Hinterlauf sowie Erosion
(Pfeile). D Beispielbild einer Maus der Dapsongruppe an Tag 12 mit kleinflichiger inguinaler Alopezie
(Pfeil) E Beispielbild einer Maus der Colchicingruppe an Tag 12 mit Krusten, Erosionen und Alope-
zie (Pfeile). Gruppengrofie: PBS n=24, Dapson n=22, Colchicin n=23; Signifikanzniveau: *p < 0, 05,
**p < 0,01, ¥*p < 0,001, ****p < 0,0001; PBS - Phosphat-gepufferte Salzlosung; AUC - Area under
the curve; KOF - Korperoberfliche
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3. Ergebnisse

Nachdem sich in Generation 14 mPSL als wirksam zeigte, erfolgte die Fortfiihrung der
Versuche mit weiteren in der Therapie der EBA etablierten Pharmaka. Ausgewéhlt
wurden Dapson und Colchicin, welche bereits in der Klinik héaufig Verwendung finden
[49,106,200]. AIL-Mé&usen der Generation 16 wurde insgesamt jeweils sechs mal 2,5 mg
Immun-IgG injiziert (Tag 0, 2, 4, 6, 8 und 10). Es begann eine tégliche Behandlung mit
Dapson oder PBS (als Kontrolle), sowie eine wochentliche Behandlung mit Colchicin
(an den iibgrigen Tagen PBS oral) ab Tag 0 (Abbildung 2.2. und Tabelle 2.7.).
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Abbildung 3.6.: Erwartungsgemifl tritt keine Reduktion des Anteils spezifischer An-
tikorper in der Antikdrpertransfer-induzierten EBA auf. AIL-M#use der G16, welche sechs
mal mit 2,5mg Gesamt-Kaninchen-IgG injiziert wurden (Tag 0, 2, 4, 6, 8 und 10) und darauthin
eine Antikorpertransfer-induzierte EBA entwickelten. Parallel dazu wurde eine tégliche Behandlung
mit Dapson, Colchicin oder PBS als Kontrolle ab Tag 0 begonnen. An Tag 20 wurden Blutproben
genommen und per ELISA auf Anti-Maus-Kaninchen-IgG untersucht. Dies diente einer Uberpriifung
der injizierten Antikoérper. Die Verteilung der Konzentrationen (% des Referenzserums) wird als Box-
Whisker-Diagramm nach Tukey dargestellt. In der Kruskal-Wallis ANOVA mit einer zweistufigen
linearen step-up Testprozedur nach Benjamini, Krieger und Yekutieli als Post-hoc-Test konnten kei-
ne signifikanten Unterschiede, bezogen auf die Kontrollgruppe, festgestellt werden. Gruppengrofle:
PBS n=24, Dapson n=22, Colchicin n=23; Signifikanzniveau: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001,
**¥%p < 0,0001; PBS - Phosphat-gepufferte Salzlésung

Die betroffene KOF wurde an Tag 0, 4, 8, 12, 16 und 20 bestimmt (Abbildung 3.5. A).
Beim Vergleich der Mittelwerte konnten per Two-Way ANOVA mit einer zweistufigen
linearen step-up Testprozedur nach Benjamini, Krieger und Yekutieli als Post-hoc-Test
signifikante Unterschiede an Tag 16 und 20 zwischen der Dapsongruppe und der Kon-
trollgruppe festgestellt werden. Zuséatzlich wurden die AUCs des klinischen Verlaufs
von Tag 0-20 (Abbildung 3.5. B) bestimmt und deren Verteilung mit Hilfe der Kruskal-
Wallis ANOVA mit einer zweistufigen linearen step-up Testprozedur nach Benjamini,

Krieger und Yekutieli als Post-hoc-Test analysiert. Dabei wurden keine signifikanten
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3.2. Untersuchung etablierter Pharmaka im Antikorpertranster-induzierten Modell

der experimentellen EBA

Unterschiede ermittelt (Dapson p = 0,1187, Colchicin p = 0,6858, jeweils bezogen auf
die Kontrolle). Zusétzlich wurden klinische Bilder der Méuse an Tag 12 sowie 20 ange-
fertigt (Abbildung 3.5. C bis E).

Dapson Colchicin

PBS
Abbildung 3.7.: Erwartungsgeméifl sind keine Unterschiede der Bindung von IgG und
Komplementablagerung an der DEJ in Generation 16 zu erkennen. Kryoschnitte von Ohr-
hautproben der AIL-M&use der Generation 14 wurden an Tag 20 entnommen und per DIF untersucht.
Diese AIL-Méiuse wurden vorher sechs mal mit 2,5 mg Gesamt-Kaninchen-IgG injiziert (Tag 0, 2, 4,
6, 8 und 10) und entwickelten daraufhin eine Antikérpertransfer-induzierte EBA. Parallel dazu wurde
eine tégliche Behandlung mit Dapson, Colchicin oder PBS als Kontrolle ab Tag 0 begonnen. A, B und
C Beispiele der DIF von AIL-Mé&usen in Generation 16 mit Fluoreszenzmarkierung an Anti-IgG in der
Kontrollgruppe mit PBS sowie den Behandlungsgruppen mit Dapson und Colchicin. Lineare Ablage-
rungen an der DEJ sind erwartungsgeméf in allen Beispielbildern erkennbar und mit Pfeilen markiert.
D, E und F Beispiele der DIF von AIL-M&usen in Generation 16 mit Fluoreszenzmarkierung an Anti-
C3 in der Kontrollgruppe mit PBS sowie den Behandlungsgruppen mit Dapson und Colchicin. Trotz
erwartungsgemifl hoher Hintergrundaktivitiat der Fluoreszenz beim anti-C3 sind lineare Ablagerungen
an der DEJ in allen Gruppen erkennbar und mit Pfeilen markiert. Mafstab: 100um; Gruppengrofie:

PBS n=24, Dapson n=22, Colchicin n=23; PBS - Phosphat-gepufferte Salzlésung; C3 - Komplement-
komponente 3; IgG - Immunglobulin-G

>

Anti-IgG

O

Anti-C3

Auftillig ist, dass der Anteil der betroffenen KOF sich von Generation 14 auf Gene-
ration 16 reduziert hatte. Daher wurde das Immun-IgG weiter untersucht. Eine er-
neute Titerkontrolle ergab keine Anderungen (Daten nicht dargestellt). Es wurde auch
fiir alle Antikorpertransfere die gleiche Charge und Menge des Immun-IgG verwen-
det. An Tag 20 wurde in Generation 16 eine Blutprobe entnommen und ein ELISA auf
Anti-Kaninchen-IgG mit den gepoolten Seren von Generation 16 durchgefiihrt. Es wur-
den von mir pro Maus-Serum von Tag 20 Doppelbestimmungen in je 3 Verdiinnungen
(1:5.000, 1:10.000, 1:20.000) getestet. Die Konzentrationen wurden pro Maus gemit-
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telt und nach Behandlungsgruppen differenziert durch eine Kruskal-Wallis ANOVA
mit einer zweistufigen linearen step-up Testprozedur nach Benjamini, Krieger und Ye-
kutieli als Post-hoc-Test analysiert (Abbildung 3.6.). Es konnten keine signifikanten
Unterschiede der Antikérpermenge in den verschiedenen Behandlungsgruppen mittels
ELISA ermittelt werden, sodass bisher keine Probleme am Immun-IgG festgestellt wer-

den konnten.

Um das Modell zu validieren, wurden von den Gefrierschnitten der Ohren, welche an
Tag 20 entnommen wurden, DIFs der PBS-, Dapson- und Colchicingruppen durch-
gefiithrt (Abbildung 3.7.). Erwartungsgeméif sind keine Intensitéitsunterschiede, sowohl
in den Anti-Kaninchen-IgG- (A bis C) als auch in den Anti-Maus-C3-Proben (D bis F)
zwischen den exemplarischen Bildern der Behandlungsgruppen, ersichtlich. Unterschie-
de in der IgG-Ablagerung an der DEJ sind im Antikérpertransfer-induzierten Modell
bei den verabreichten Pharmaka auch nicht zu erwarten, da die I[gG-Menge exogen in

gleichen Mengen zugefiihrt wurde.

PBS Dapson Colchicin

H&E

Abbildung 3.8.: Histologische Beispielbilder der AIL-M#use in Generation 16 zeigen mor-
phologische Entziindungszeichen in unterschiedlicher Ausprigung. Ohrhautproben der AIL-
Mause der Generation 16 wurden an Tag 20 entnommen, wovon H&E-Farbung angefertigt wurden.
Diese AIL-Mé#use wurden vorher sechs mal mit 2,5 mg Immun-IgG injiziert (Tag 0, 2, 4, 6, 8 und 10)
und entwickelten daraufthin eine Antikoérpertransfer-induzierte EBA. Parallel dazu wurde eine tégliche
Behandlung mit Dapson, Colchicin oder PBS als Kontrolle ab Tag 0 begonnen. Die Histologien erfolg-
ten zur Konzeptiiberpriifung des EBA-Modells, um Entziindungszeichen an der Haut darzustellen. A
Beispielbild einer H&E fiir die PBS-Gruppe mit granulozytiren Infiltraten (Pfeil) sowie einer deut-
lich verbreiterten Epidermis (Klammer) B Beispielbild einer H&E der Dapsongruppe mit einer kaum
verbreiterten Epidermis ohne entziindliche Infiltrate C Beispielbild einer H&E der Colchicingruppe
mit granulozytédrer Infiltration sowie einer subepidermalen Blasenbildung (Pfeile) mit verbreiterter
Epidermis (Klammer) Mafistab: 100 pm; Gruppengréfie: PBS n=24, Dapson n=22, Colchicin n=23;
PBS - Phosphat-gepufferte Salzlosung; H&E - Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Zusétzlich zu der Ohrhaut fiir die Cryoschnitte wurden an Tag 20 auch Ohrhaut-
proben fiir H&E-Farbungen entnommen (Abbildung 3.8.). Dabei fillt vor allem auf,
dass das Beispielbild der Dapsongruppe (Abbildung 3.8. B) insgesamt unauffillig ist,
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3.2. Untersuchung etablierter Pharmaka im Antikorpertranster-induzierten Modell

der experimentellen EBA

wohingegen sich in der Probe aus der PBS-Gruppe (Abbildung 3.8. A) eine deutlich
verbreiterte Epidermis sowie granulozytéire Infiltrate zeigen. In dem Beispielbild der
Colchicingruppe (Abbildung 3.8. C) finden sich eine granulozytére Infiltration sowie

eine subepidermale Blasenbildung mit leicht verbreiterter Epidermis.

3.2.3. Dapson und Colchicin verbessern den klinischen Verlauf
einer Antikorpertransfer-induzierten EBA in AIL Tieren in

der Frithphase der Klinik in Generation 19

Um die statistische Aussagekraft der Ergebnisse aus Generation 16 durch hohere Fall-
zahlen zu verbessern, wurden Dapson und vor allem Colchicin in weiteren AIL-M&usen
untersucht. Diesen Méusen der Generation 19 wurden insgesamt 6 Mal 2,5 mg Gesamt-
Kaninchen-IgG injiziert (Tag 0, 2, 4, 6, 8 und 10). Die tégliche Behandlung erfolgte mit
Dapson oder in der Kontrollgruppe mit PBS. Colchicin wurde nur einmal in der Woche
verabreicht und an den anderen Tagen erfolgte eine orale Gabe von PBS (Abbildung
2.2.). Die betroffene KOF wurde an Tag 0, 4, 8, 12, 16 und 20 bestimmt (Abbildung
3.9. A). Der Score zeigte bei der Kontrollgruppe einen kurzen Anstieg an Tag 4. An
diesem Tag gibt es in der Two-Way ANOVA mit einer zweistufigen linearen step-up
Testprozedur nach Benjamini, Krieger und Yekutieli als Post-hoc-Test einen signifikan-
ten Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und der Colchicin- und Dapsongruppe.
Da die Krankheitsaktivitdt danach aber in allen Gruppen deutlich absinkt, sind keine
weiteren signifikanten Unterschiede erkennbar. Zusétzlich wurden die AUCs des klini-
schen Verlaufs von Tag 0-20 bestimmt und deren Verteilung (Abbildung 3.9. B) mittels
Mann-Whitney-U-Test analysiert. Dabei gibt es keine signifikanten Unterschiede in der
Krankheitsschwere zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen (Dapson p = 0,6306
und Colchicin p = 0,9295 jeweils bezogen auf die Kontrolle). An Tag 12 und 20 wurden
klinische Bilder der Mause aufgenommen, aber diese weisen fast alle keine Manifesta-
tionen einer EBA auf (Abbildung 3.9. C - E).

Die marginalsierte Krankheitsaktivitdt in Generation 19 machte eine Evaluation von
Behandlungsmethoden schwieriger, sodass auf ein ELISA, DIF sowie H&E-Féarbungen

verzichtet wurde.
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Abbildung 3.9.: Dapson und Colchicin verbessern den klinischen Verlauf der EBA in der
Frithphase der Klinik in Generation 19. AIL-Mause der Generation 19, welche sechs mal mit
2,5 mg Gesamt-Kaninchen-IgG injiziert wurden (Tag 0, 2, 4, 6, 8 und 10) und daraufhin nur noch eine
marginale Antikorpertransfer-induzierte EBA entwickelten. Parallel dazu wurde eine tégliche Behand-
lung mit Dapson, Colchicin oder PBS als Kontrolle ab Tag 0 begonnen. Die betroffene KOF wurde
an Tag 0, 4, 8, 12, 16 und 20 bestimmt. A Die Mittelwerte der Scores iiber den gesamten Zeitraum
wurden bestimmt und differenziert nach Behandlungsgruppen mit SEM als Fehlerbalken dargestellt.
EBA-Lisionen waren ab dem 4. Tag erkennbar. Fiir die Colchicin- und Dapsongruppe gab es nur
marginale Anstiege. Unter Colchicin-Therapie steigt der Score von Tag 4 auf Tag 8 leicht an und sinkt
dann im weiteren Verlauf auf fast 0. Unter den anderen Therapien sinkt der Score schon nach Tag 4
und ist die weiteren Tage bei fast 0. Die Sternchen kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen
der Dapson- und der Kontrollgruppe sowie der Colchicin- und der Kontrollgruppe in der Two-Way
ANOVA mit einer zweistufigen linearen step-up Testprozedur nach Benjamini, Krieger und Yekutieli
als Post-hoc-Test an Tag 4. B Die AUC des klinischen Verlaufs von Tag 0-20 wurde bestimmt und die
Verteilung als Box-Whisker-Diagramm nach Tukey, unterteilt nach Behandlungsgruppen, dargestellt.
Die Signifikanzniveau der p-Werte der Kruskal-Wallis ANOVA mit einer zweistufigen linearen step-up
Testprozedur nach Benjamini, Krieger und Yekutieli als Post-hoc-Test sind nicht gekennzeichnet, da
diese mit p = 0,6306 fiir Dapson und p = 0,9295 fiir Colchicin (jeweils bezogen auf die Kontrolle)
nicht signifikant sind. C Beispielbild einer Maus der Kontrollgruppe von Tag 12 ohne klinische Ma-
nifestationen einer EBA. D Beispielbild einer Maus der Dapsongruppe von Tag 12 ohne klinische
Manifestationen einer EBA. E Beispielbild einer Maus der Colchicingruppe von Tag 12 ohne klinische
Manifestationen einer EBA. Gruppengriéfie: PBS n=12, Dapson n=14, Colchicin n=18; Signifikanzni-
veau: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001; PBS - Phosphat-gepufferte Salzlosung;
AUC - Area under the curve; KOF - Korperoberfliche
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3.2. Untersuchung etablierter Pharmaka im Antikorpertranster-induzierten Modell

der experimentellen EBA

3.2.4. Reduktion der Krankheitsaktivitat bei AlL-Mausen mit
fortschreitender Generation im

Antikorpertransfer-induzierten Modell nachweisbar

Da iiber die Generationen aufgefallen ist, dass das Absinken der Krankheitsaktivitét
eine Evaluation von Behandlungsmethoden immer schwieriger machte, wurde nun iib-
erpriift ob diese Reduktion auch statistisch nachweisbar ist. Dafiir wurden die AUCs
der Kontrollgruppen einer Generation 12, welche von Dr. Iwata mit PBS behandelt
wurden (Daten im Anhang in Tabelle A.1.) sowie der Generationen G14, G16 und G19
aus dieser Arbeit, miteinander verglichen. Die Daten von Generation G12 sind bisher
noch unveroffentlicht und werden mit der freundlichen Genehmigung von Dr. Iwata

verwendet.
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Abbildung 3.10.: Im Antikdrpertransfer-induzierten Modell reduziert sich die Krank-
heitsaktivitit mit fortschreitender Generation. Die AUC des klinischen Verlaufs von Tag 0-20
wurde bestimmt und die Verteilung der AUCs der Kontrollgruppen differenziert nach Generationen ab-
gebildet. Die Darstellung ist ein Box-Whisker-Plot nach Tukey und dariiber sind die Signifikanzniveau
der Kruskal-Wallis One Way ANOVA on Ranks mit einer zweistufigen linearen step-up Testprozedur
nach Benjamini, Krieger und Yekutieli als Post-hoc-Test bezogen auf Generation G19 abgebildet. Da-
bei sind alle anderen Generationen signifikant hoher als G19. Signifikanzniveau: *p < 0,05, **p < 0,01,
**xp < 0,001, ¥***p < 0,0001; AUC - Area under the curve; KOF - Korperoberfliche; G12 - Genera-
tion 12; G14 - Generation 14; G16 - Generation 16; G19 - Generation 19

Dabei zeigt die Kruskal-Wallis One Way ANOVA on Ranks mit einer zweistufigen
linearen step-up Testprozedur nach Benjamini, Krieger und Yekutieli als Post-hoc-Test,
dass es signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Generationen gibt (Abbildung
3.10.). So sind Generation 12 (****p < 0,0001), Generation 14 (***p < 0,001) und
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3. Ergebnisse

Generation 16 (**p < 0,01) signifikant stérker betroffen als Generation 19.

3.3. Untersuchung etablierter Pharmaka in

Immunisierungs-induzierter experimenteller EBA

Da das Antikorpertransfer-induzierte Modell in den AIL-M&usen eine signifikante Re-
duktion der Krankheitsaktivitdt in hoheren Generationen zeigte, erfolgte eine Evalua-
tion etablierter Pharmaka im Immunisierungs-induzierten EBA-Modell. Dieses bietet
auch den Vorteil, ein breiteres Spektrum der Pathogenese abzubilden, sodass weite-
re Interaktionspunkte fiir die Pharmaka moglich sind, wie z.B. der Einfluss von B-
Zellen. Im Gegensatz zum prophylaktischen Ansatz des Antikorpertransfermodells kann
so eine Therapie nach einer Latenzzeit von 6-7 Wochen erfolgen, die es erméglicht,
dass die Krankheit erst bei einem bestimmten Schweregrad therapiert wird. Aufler-
dem wurde nun der Inzuchtstamm B6.SJL-H2s C3c/1CyJ verwendet, da dieser fiir die
Immunisierungs-induzierte EBA suszeptibel ist [109, 143].

3.3.1. Methylprednisolon verbessert den klinischen Verlauf einer
Immunisierungs-induzierten EBA in B6.SJL-H2s C3c/1CylJ

Tieren

Tabelle 3.2.: Im Immunisierungs-induzierten EBA-Modell besteht eine moderate Immu-
nisierungseffizienz. Miuse des Stammes B6.SJL-H2s C3c¢/1CyJ wurden mit mCol7"W¥A2 und einem
Adjuvans immunisiert. Klinisch waren bei den Tieren EBA-Lésionen ab der 5. Woche nach Immuni-
sierung erkennbar und steigend. M#use mit mehr als 1,5 % der betroffenen Kérperoberfliche konnten
in die Behandlungsgruppen eingeschlossen werden. 16 Méuse erfiillten dieses Einschlusskriterium. EIf
Miuse entwickelten eine EBA mit einem zu niedrigen Score von unter 1,5 % und bei 25 manifestierte
sich keine klinische EBA.

Kategorie Anzahl Anteil

Immunisiert 54
Gestorben 2
Inzidenz 27/52 51,9 %

Score <1,5%  11/52  212%
Score >1,56%  16/52 30,7 %

Zur Ergénzung der Daten aus den vorherigen Versuchen, wurde das schon in Generation
14 als wirksam erwiesene mPSL auch im Inzuchtstamm bei einer Immunisierungs-
induzierten EBA untersucht. Dafiir wurden M#use des Stammes B6.SJL-H2s C3¢/1CyJ
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Abbildung 3.11.: Methylprednisolon fiihrt im Immunisierungs-induzierten EBA-Modell
zu einer Verbesserung des klinischen Verlaufs. B6.SJL-H2s C3c¢/1CyJ-Méiuse, welche einmalig
mit 60 pg mCol7YWFA2 plantar immunisiert wurden (Woche 0) und daraufhin eine Immunisierungs-
induzierte EBA entwickelten. Die betroffene KOF wurde in Woche 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 und 11 be-
stimmt. Mit Beginn der Woche 7 nach Immunisierung erfolgte die Randomisierung und es wurde eine
tégliche Behandlung mit mPSL oder PBS als Kontrolle etabliert. A Die Mittelwerte der prozentualen
Scores bezogen auf den Beginn der Randomisierung in Woche 7 iiber den gesamten Therapiezeitraum
wurden bestimmt und differenziert nach Behandlungsgruppen mit SEM als Fehlerbalken dargestellt.
Das Sternchen kennzeichnet signifikante Unterschiede zwischen der mPSL- und der Kontrollgruppe in
der Two-Way ANOVA mit einer zweistufigen linearen step-up Testprozedur nach Benjamini, Krieger
und Yekutieli als Post-hoc-Test in Woche 4 nach der Randomisierung. B Die AUC des klinischen
Verlaufs von Woche 0 bis 11 wurde bestimmt und die Verteilung als Box-Whisker-Diagramm nach
Tukey, unterteilt nach Behandlungsgruppen, dargestellt. Das Signifikanzniveau des p-Werts des Mann-
Whitney-U-Tests ist nicht gekennzeichnet, da dieser mit p = 0,4079 nicht signifikant ist. C Beispielbild
einer Maus aus der Kontrollgruppe in Woche 11 mit Alopezie am Rumpf und Kopfbereich sowie Kru-
sten und Erosionen an markierten Stellen. D Beispielbild einer Maus der Methylprednisolongruppe
in Woche 11 mit leichter Alopezie im Schnauzen und Halsbereich. Gruppengrofie: PBS n=7, Methyl-
prednisolon n=9; Signifikanzniveau: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001; PBS -
Phosphat-gepufferte Salzlosung; AUC - Area under the curve; KOF - Korperoberfliche

mit mCol7"W¥A2 und einem Adjuvans immunisiert (Abbildung 2.3.). Klinisch waren
bei den Tieren EBA-Léasionen ab der 5. Woche nach Immunisierung erkennbar und
ansteigend. Mause mit mehr als 1,5% der betroffenen Korperoberfliche in Woche 7

konnten in die Behandlungsgruppen eingeschlossen werden (Tabelle 3.2.). In Woche 7
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erfolgte die Randomisierung und der Beginn der Therapiephase der eingeschlossenen
Méause. Die Behandlungen erfolgten mit mPSL oder PBS als Kontrolle téglich iiber 4
Wochen (Woche 7, 8, 9 und 10). Ab Woche 3 wurde die betroffene KOF wochentlich
bis zum Endpunkt in Woche 11 ermittelt. Um die Anderung der KOF besser verglei-
chen zu konnen, wurde die KOF in Woche 7 als Referenz genommen und die darauf
folgenden Werte als prozentualer Anteil dieses Startwerts berechnet (Abbildung 3.11.
A). Eine Analyse dieser Daten durch eine Two-Way ANOVA mit einer zweistufigen li-
nearen step-up Testprozedur nach Benjamini, Krieger und Yekutieli als Post-hoc-Test
ergab einen signifikanten Unterschied zwischen der mPSL-Gruppe und der Kontroll-
gruppe. Zusétzlich wurde die AUC iiber den gesamten Untersuchungszeitraum (Woche
3 bis 11) berechnet und die Verteilung der beiden Behandlungsgruppen durch einen
Mann-Whitney-U-Test analysiert (Abbildung 3.11. B). Diese Analyse ergab keine si-
gnifikanten Unterschiede in der Verteilung der beiden Gruppen. Auflerdem wurden in
Woche 11 klinische Bilder der Mause angefertigt (Abbildung 3.11. C).

3.3.2. Methylprednisolon reduziert den Anteil an IgG1l im Verlauf
der Immunisierungs-induzierten EBA bei B6.SJL-H2s
C3c/1CyJ Mausen

Um die Anteile spezifischer Antikorper der B6.SJL-H2s C3c¢/1CyJ Méause zu ermitteln,
wurden in Woche 7 (vor dem Behandlungsbeginn) und 9 (nach dem Behandlungsbe-
ginn) Blutproben der Méuse genommen und diese mit einem Antikérper-ELISAs auf
die Anteile von IgG1, [gG2a und IgG2b in beiden Behandlungsgruppen untersucht (Ab-
bildung 3.12.). Die gemittelten relativen Konzentrationen, bezogen auf den Therapiebe-
ginn (Woche 7), wurden durch eine Two-Way ANOVA mit einer zweistufigen linearen
step-up Testprozedur nach Benjamini, Krieger und Yekutieli als Post-hoc-Test analy-
siert, wobei sich in Woche 9 ein signifikanter Unterschied in der IgG1-Konzentration
ergab. Der IgG2a- und IgG2b-ELISAs wiesen keine signifikanten Unterschiede zwischen
den beiden Gruppen auf.
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Abbildung 3.12.: Methylprednisolon reduziert den Anteil an IgGl im Verlauf der
Immunisierungs-induzierten EBA bei B6.SJL-H2s C3c¢/1CyJ Maiusen. B6.SJL-H2s
(3c/1CyJ-Miuse, welche einmalig mit 60 ug mCol7VWFA2 plantar immunisiert wurden (Woche 0)
und daraufthin eine Immunisierungs-induzierte EBA entwickelten. Ab Woche 7 wurde eine tégliche
Behandlung mit mPSL oder PBS als Kontrolle begonnen. In Woche 7 (vor Behandlungsbeginn) und
in Woche 9 (nach Behandlungsbeginn) wurde den B6.SJL-H2s C3c¢/1CyJ Méiusen Blutproben ab-
genommen und diese per ELISA auf die Antikérperklassen IgG1, IgG2a und IgG2b untersucht. A
Mittelwerte der relativen Konzentration an IgG1 bezogen auf den Behandlungsbeginn (Woche 7) iiber
den gesamten Zeitraum differenziert nach Behandlungsgruppen mit SEM als Fehlerbalken. In Wo-
che 9 nach dem Behandlungsbeginn ist die IgG1-Konzentration der Methylprednisolongruppe in der
Two-Way ANOVA mit einer zweistufigen linearen step-up Testprozedur nach Benjamini, Krieger und
Yekutieli signifikant niedriger als die der Kontrollgruppe (p < 0,05). B Mittelwerte der relativen Kon-
zentration an IgG2a bezogen auf den Behandlungsbeginn (Woche 7) iiber den gesamten Zeitraum,
differenziert nach Behandlungsgruppen mit SEM als Fehlerbalken. Eine Analyse durch eine Two-Way
ANOVA mit einer zweistufigen linearen step-up Testprozedur nach Benjamini, Krieger und Yekutieli
ergab keine signifikanten Unterschiede . C Mittelwerte der relativen Konzentration an IgG2b bezogen
auf den Behandlungsbeginn (Woche 7) iiber den gesamten Zeitraum, differenziert nach Behandlungs-
gruppen mit SEM als Fehlerbalken. Eine Analyse durch eine Two-Way ANOVA mit einer zweistufigen
linearen step-up Testprozedur nach Benjamini, Krieger und Yekutieli ergab keine signifikanten Unter-
schiede (p > 0,05). Gruppengroe: PBS n=7, Methylprednisolon n=9; Signifikanzniveau: *p < 0, 05,
ansonsten keine Signifikanz p > 0,05; PBS - Phosphat-gepufferte Salzlosung; IgG1 - Immunglobulin-
G1; IgG2a - Immunglobulin-G2a; IgG2b - Immunglobulin-G2b

3.3.3. Als Kontrolle des Immunisierungs-induzierten Modells
wurde die Bindung von Immunglobulin- und Komplement
C3a-Ablagerungen an der DEJ detektiert

Um das Modell zu validieren wurden von den Gefrierschnitten der Ohren, welche nach
der T6tung in Woche 11 entnommen wurden, DIFs der PBS- und Methylprednisolon-
gruppen durchgefiithrt (Abbildung 3.13.). Es sind Ablagerungen von Antikérpern der
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3. Ergebnisse

Klassen IgG1, IgG2a, IgG2b sowie C3 an der DEJ von immunisierten Mausen in der
Kontroll- und der Therapiegruppe zu erkennen, was das Modell, eine Komplementbe-

teiligung und eine Autoantikérperbildung, im Rahmen der Immunisierung, bestétigt.

Anti-IgG1 Anti-IgG2a Anti-lgG2b Anti-C3
A . | -C
- | - |

Abbildung 3.13.: Als Kontrolle des Immunisierungs-induzierten Modells wurde die Bin-
dung von Immunglobulin- und Komplement C3a-Ablagerungen an der DEJ mittels DIF
detektiert. B6.SJL-H2s C3c/1CyJ-Miuse wurden einmalig in Woche 0 mit 60 jug mCol7"WFA2 plan-
tar immunisiert, darauthin entwickelten sie eine Immunisierungs-induzierte EBA | wurden ab Wo-
che 7 téglich mit Methylprednisolon oder PBS (als Kontrolle) behandelt und mit Beginn der Wo-
che 11 getotet. Hiernach wurden die Ohren entnommen, Kryoschnitte angefertigt und mittels DIF
auf IgG1, IgG2a, IgG2b und C3a zur Validierung des Modells untersucht. A Beispielbild der Anti-
IgG1-DIF einer Maus der Kontrollgruppe (PBS) des Immunisierungs-induzierten Modells mit Abla-
gerungen an der DEJ (Pfeile). B Beispielbild einer Anti-IgG2a-DIF einer Maus der Kontrollgruppe
(PBS) des Immunisierungs-induzierten Modells mit Ablagerungen an der DEJ (Pfeile). C Beispielbild
einer Anti-IgG2b-DIF einer Maus der Kontrollgruppe (PBS) des Immunisierungs-induzierten Mo-
dells mit Ablagerungen an der DEJ (Pfeile). D Beispielbild einer Anti-C3-DIF einer Maus der Kon-
trollgruppe (PBS) des Immunisierungs-induzierten Modells mit Ablagerungen an der DEJ (Pfeile).
E Beispielbild einer Anti-IgG1-DIF einer Maus der Methylprednisolongruppe des Immunisierungs-
induzierten Modells mit Ablagerungen an der DEJ (Pfeile). F Beispielbild einer Anti-IgG2a-DIF
einer Maus der Methylprednisolongruppe des Immunisierungs-induzierten Modells mit Ablagerungen
an der DEJ (Pfeile). G Beispielbild einer Anti-IgG2b-DIF einer Maus der Methylprednisolongruppe
des Immunisierungs-induzierten Modells mit Ablagerungen an der DEJ (Pfeile). H Beispielbild einer
Anti-C3-DIF einer Maus der Methylprednisolongruppe des Immunisierungs-induzierten Modells mit
Ablagerungen an der DEJ (Pfeile). Mafistab: 100um; Gruppengrofe: PBS n=7, Methylprednisolon
n=9; PBS - Phosphat-gepufferte Salzlosung; IgG1 - Immunglobulin-G1; IgG2a - Immunglobulin-G2a;
IgG2b - Immunglobulin-G2b; C3 - Komplementkomponente 3

PBS

m

Methylprednisolon
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4. Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden in der EBA etablierte Pharmaka an zwei
Mausmodellen evaluiert. Einerseits geschah dieses per Antikorpertransfermodell im fiir
Autoimmunitét priadisponierten Auszuchtstamm als schnelles prophylaktisches Vorge-
hen. Hier zeigten Methylprednisolon und Dapson eine signifikante Verbesserung der
Klinik dieser Erkrankung. Weiterhin erfolgte eine Testung des Standardtherapeuti-
kums Methylprednisolon in einem therapeutischen Immunisierungs-induzierten Modell.
Methylprednisolon zeigte hier nicht nur signifikante Verbesserungen auf die klinische
Erkrankungsschwere, sondern auch eine signifikante Reduktion des spezifischen An-

tikorpertiters der Klasse IgG1.

Das Antikorpertransfer-induzierte Modell der experimentellen EBA wurde als pro-
phylaktisches Studiendesign im fiir Autoimmunitét pradisponierten Auszuchtstamm
untersucht. Hier zeigte die Untersuchung der ‘etablierten’ Pharmaka signifikante Un-
terschiede. So verbessert in Generation 14 die Methylprednisolonbehandlung den kli-
nischen Score signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe. Danach wurden Colchicin
und Dapson in Generation 16 und 19 untersucht. In Generation 16 zeigte Dapson
einen signifikant besseres Ergebnis beim klinischen Score im Vergleich zur Kontroll-
gruppe. In Generation 19 zeigen sich im Score in der Friithphase der Klinik signifikante
Unterschiede in der Behandlung mit Colchicin und Dapson, jeweils bezogen auf die
Kontrollgruppe. Da iiber die Generationen auffiel, dass die Reduktion der Krankheits-
aktivitdt eine Evaluation von Behandlungsmethoden progredient erschwerte, wurde
nun iiberpriift ob diese Reduktion auch statistisch nachweisbar ist. Dafiir wurden die
AUCs der Kontrollgruppen einer Untersuchung in Generation 12, welche von Dr. Iwata
behandelt wurde, und meine Daten der Generationen G14, G16 und G19 miteinander
verglichen. Dabei zeigte sich eine signifikante Reduktion der Krankheitsaktivitdt mit
fortschreitender Generation im Antikorpertransfer-induzierten Modell bis hin zur mi-
nimalen EBA-Manifestation in Generation 19. Daher erfolgte eine weitere Evaluation
von mPSL im Immunisierungs-induziertem EBA-Modell. Dabei zeigte sich nicht nur si-

gnifikante Verbesserung im klinischem Score sondern auch im spezifischen IgG1-ELISA.
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Das Antikorpertransfermodell erfolgte in AIL-M&ausen, welche sequentiell und zufillig
unter Vermeidung von Verwandtenverpaarungen gekreuzt sind [51]. Die AIL in dieser
Arbeit entstand aus den vier ‘Griinderstimmen’ BxD2/TyJ, NZM2410/J, MRL/MpJ
und Cast/EiJ. Kreuzungen erfolgten mit gleichen Stamm- und Geschlechtsanteilen mit
mindestens 50 Zuchtpaaren pro Generation [142,221,238]. Drei der Griinderstdmme nei-
gen zu verschiedenen Autoimmunerkrankungen. So besitzt der von den Inzuchtstammen
C57BL/6J und DBA/2J abgeleitete BXD2/TyJ eine generalisierte Entwicklung von
Autoimmunitét. So entwickeln die Tiere spontan Autoantikérper, Arthritis und Glu-

merulonephritis [160].

NZM2410/J sind abgeleitet von New Zealand black und New Zealand white Mausen.
Aufgrund der Elternstdmme besitzen sie die Kombination verschiedener Suszeptibi-
litdtsgene zur Anfélligkeit fiir spontane Lupus-Nephritis [194]. Daher wurden sie fiir ge-
nomweite Assoziationsstudien zur Identifizierung von Suszeptibilitdtsgenen eingesetzt
[158,178]. Die MRL/MpJ entwickeln gleich mehrere Autoimmunititen wie Arthritis,
Arteritis, Glomerulonephritis oder Pankreatis und besitzen eine T-Zell Dysfunktion
[114]. Auch ist es besonders, dass MRL/MpJ ein normales Fas Cell Surface Death Re-
ceptor (Fas)Rezeptor-Gen besitzen, welches bei der Apoptose von aktivierten Lympho-
zyten, also bei der Himostase von Immunreaktionen, eine wichtige Rolle spielt. Trotz
funktionsfahigem Fas-Rezeptor sind MRL/MpJ-Méause aber anfillig fiir Autoimmu-
nitat [45,133]. Nach einer mathematischen Abschétzung anhand des Zuchtprotokolls
stammt das Genom dieses Stammes zu 75% aus LG/J, zu 12,6 % aus AKR/J und
zu 12,1 % aus C3H/Di und lediglich 0,3 % aus C57BL/6J aus welchen die MRL/MpJ
abgeleitet sind [133]. Der Cast/EiJ-Stamm ist ein von gefangenen Wildtieren aus Thai-
land abgeleiteter Mausstamm. Als solcher unterscheidet sich dieser von typischen La-
borméusen, wie die anderen Griinderstdmme, durch ein heterogenes Genom [119], und
wurde aufgrund dieses Charakteristikums fiir die AIL ausgewéhlt. Die Vorfahren der
Griinderstimme sind bis auf C57BL/6 nicht redundant, aber dieses stellt lediglich
0,3 % des Genoms der MRL/MpJ dar. Zusammengefasst sind drei Griinderstdmme der
AIL selbst aus unterschiedlichen Mausstammen mit verschiedenen Vorfahren abgelei-
tet und besitzen verschiedene genetische Pradispositionen fiir diverse (teilweise sogar
spontane) Autoimmunerkrankungen. Eine zusétzliche genetische Heterogenitét wird
durch den von Wildtieren abgeleiteten Stamm Cast/EiJ vermittelt. In diesem Umfeld
verschiedener Mausstdmme mit diversen Suszeptibilitdten fiir Autoimmunitét, sowie

einem Auszuchtstamm, entsteht mit der AIL eine heterogenere Population als es in
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Inzuchtstdmmen moglich ist [125,142]. Zudem besitzen die AIL-M&use eine Suszepti-
bilitét fir die experimentelle EBA mittels Antikorpertransfer (bisher unveroffentlichte
Daten von Dr. Iwata Anhang A.5.).

Alle Griinderstdmme der AIL sind empfianglich gegeniiber einer experimentellen EBA
mittels Antikorpertransfer. Allerdings zeigten Sadeghi et al. in einer vergleichenden
Untersuchung deutliche Unterschiede beziiglich Dauer bis zum Beginn erster klinischer
Manifestation und auch des maximalen klinischen Scores. So zeigte der MRL/MpJ erste
Symptome nach ca. 7 Tagen und hatte einen gemittelten maximalen Score von 1,3 %
KOF. Weiterhin waren am Stamm NZM2410/J erste Symptome nach ca 7 Tagen bei
einem gemittelten maximalen Score von 2,4 % KOF ersichtlich. Der Stamm BxD2/TyJ
zeigte erste Symptome bereits nach ca. 4 Tagen und auch der maximale Score war mit
16,2 % KOF erheblich groer als angegeben. Der von Wildtieren abgeleitete Cast/FiJ-
Stamm hatte mit ersten Symptomen nach ca 2 Tagen einen noch fritheren Beginn der
Klinik und zeigte einen beachtlichen maximalen Score von 10,0 % KOF [195]. Im In-
zuchtstamm ist eine Medikamentenstudie abhéingig von der Genetik und daher auch
eben von der stammspezifischen Reaktion auf ein Pharmakon. Hieraus folgt, dass in
einem Stamm ein Medikament besonders gut bis gar nicht wirken kann [40,123]. Einen
Stamm zu untersuchen der besonders gut oder besonders schlecht auf eines der oben
genannten Therapeutika reagiert, wire eine Verzerrung der Ergebnisse, die nicht be-
merkt werden wiirde und zu vermeiden ist. Vergleichbares gilt prinzipiell auch bei der
stammspezifischen Reaktion auf die Induktion der EBA [195] , aber auch fur die Eva-
luation der Pharmaka in der Therapie der EBA. Als Dervasi und Soller das Konzept
einer ‘ advanced intercross line’ beschrieben, wurde es als Methode etabliert um in einer
heterogenen Population Quantitative Trait Locus (in etwa Quantitativer Merkmalslo-
kus) (QTL) zu kartieren [51]. Hieraus wurde gefolgert, dass diese Diversitéit ndher an
einer natiirlichen Population ist und daher in Wirksamkeitsstudien reprisentativer er-
scheint als in einem Inzuchtstamm. Eine Evaluation der Therapie konnte auch in vielen
verschiedenen Inzuchtstdmmen evaluiert werden, wie es in Toxizitatsstudien sinnvoll
erscheint [40]. Auch scheinen Inzuchtstdmme eine statistische Signifikanz mit kleineren
Gruppengrofien einfacher zu erreichen und es wird somit erleichtert reproduzierbare
Ergebnisse zu liefern [65]. Dieses wiirde das Problem der stammspezifischen Reakti-
on auf Pharmaka 16sen. Wenn aber Inzuchtstamme verwendet werden sollen, wére ein
Immunisierungs-induziertes Modell zu verwenden (1.4.3.), um die Vorteile der breiteren
Abbildung der Pathogenese und des therapeutischen Studiendesigns zu nutzen (2.9.).

Diese Inzuchtstdmme miissten dann auch fiir die experimentelle EBA eine Suszeptibi-

67



4. Diskussion

litét besitzen, die aber an den Haplotyp H2s (und in zu geringen Mafie an H2k) gekop-
pelt ist [143]. Dieses begrenzt die Auswahl an geeigneten Inzuchtstdmmen aber so sehr,
dass eine Therapiestudie im Immunisierungs-induzierten Modell schwer vorstellbar ist.
Ein weiterer Punkt ist, dass die Rekombinationen des genetischen Hintergrundes offen-
sichtlich auch Auswirkungen auf die EBA hat, wie es Ludwig et. al zeigten [142]. Hier
wurde eine Immunisierung-induzierte EBA in AIL-M&usen der Generation vier durch-
gefithrt, um eine QTL-Kartierung vorzunehmen. Der einzige fiir diese experimentelle
EBA suszeptible Griinderstamm war der MRL/MpJ, was nach Mendel’scher Vertei-
lung eine Immunisierungseffizienz von maximal 25 % erwarten lie. Interessanterweise
trat aber eine EBA in 33% der Félle auf [142]. Auszuchtstdmme liefern zwar keine
perfekte aber bessere Vergleichbarkeit zu natiirlichen Populationen [1]. Wir entschie-
den uns daher fiir eine Evaluation der Therapeutika in einer heterogenen Population
mittels Antikorpertransfer-Modell, sowie eines Immunisierungs-induzierten Modells im

Inzuchtstamm.

Als Konsens gilt fiir Autoimmunitét ein Zusammenspiel bestimmter genetischer Pradis-
positionen und Umweltfaktoren. [10, 56,59, 66,75, 142,143, 168,174, 202,217, 221, 256).
Beim Menschen sind seit lingerem auch genetische Hinweise auf die Empfinglichkeit
und Inzidenz der EBA bekannt [75,174,256]. In einer genomweiten Assoziationsstudie
konnten Ludwig et al. QTLs und die Suszeptibilitidt der EBA in AIL-M&usen korre-
lieren [142]. Sadeghi et al. konnten einen Einzelnukleotidpolymorphismus (SNP) mit
signifikanter Assoziation zur Suszeptibilitit der EBA bestimmen. Mechanistisch wurde
dieser als Retinoid-related orphan receptor a identifiziert und zeigte sich essentiell fiir
die Effektorphase der experimentellen EBA [195]. Weitere Belege fiir Rekombinationen
von Suszeptibilitdtsgenen und deren Wirkungen auf die Erkrankung gibt es in anderen

Autoimmunerkrankungen wie z. B. systemischer Lupus erythematodes (SLE) [158,159].

Alle diese genetischen Untersuchungen zeigen, dass es viele Loci mit einem Einfluss auf
die EBA und somit eine genetische Basis fiir die Suszeptibilitit in der EBA gibt [125].
Insbesondere sind Allele des HLA-Locus entscheidend, wie es eine ethnischer Haufung
der EBA unter afrikanischstammiger Bevolkerung mit dem HLA-DRB1*15:03 zeigte
(Cave: Die HLA-Nomenklatur wurde 2010 gesindert) [75,256]. Ahnliches gilt in der
Maus mit den Haplotyp H2s [143]. Daher liegt es nahe anzunehmen, dass eine fort-
schreitende genetische Rekombination zu einem Verlust mehrerer Suszeptibilitatsgene
in spateren Generationen fiihren kann, wie es schematisch im Anhang veranschaulicht

ist (Anhang A.6.). Eine verminderte Anzahl an Suszeptibilitdtsgenen in individuellen
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Genomen kann die unterschiedliche Empfanglichkeit in diversen Inzuchstdmmen [195]

und eine EBA-Resistenz erkliren.

Meine Ergebnisse des Antikorpertransfermodells zeigten eine im Verlauf mit steigen-
der Generationszahl abnehmende Krankheitsschwere der EBA. Wihrend der laufenden
Versuchsdurchfithrung von Generation 19 testete ich den Titer des Immun-IgGs erneut
mittels Immunfluoreszenz, ohne eine Verdnderung zum Vorbefund feststellen zu kénnen
(Kapitel 3.1.1.). Fiir Generation 14, 16 und 19 wurde die gleiche Charge des Immun-IgG
verwendet. Lediglich Dr. Iwata hatte in seinen Daten der Generation 12 eine andere
Charge verwendet. Da nun die Krankheitsaktivitdt nur noch marginal vorhanden war,
schien eine Weiterfithrung des Versuches nicht mehr sinnvoll zu sein, um Pharmaka zu
evaluieren. Es zeigte sich, dass die Generationszahl eine signifikante Auswirkung auf die
Suszeptibilitéit im Antikorpertransfermodell der EBA (Kapitel 3.2.4.) hat. Zum Ersten
folgt hieraus, dass verschiedene Generationen dieses Auszuchtstamms nicht miteinan-
der vergleichbar sind und zweitens kann angenommen werden, dass die Suszeptibilitét
aufgrund genetischer Rekombination oder Mutationen verloren zu gehen scheint. Eine
fehlende Vergleichbarkeit zwischen den Generationen hat den Nachteil, dass anders als
initial angedacht, verschiedene Pharmaka iiber die Generationen nun nicht gegenein-

ander evaluiert werden konnen.

Die etablierten Therapeutika der EBA (wie z. B. Dapson, Colchicin, Glucocorticoid)
sind bisher noch nicht im Auszuchtstamm und auch nicht in einem parallelen Vergleich
von zwei oder mehr etablierten Pharmaka evaluiert worden. Zwar hatten Hirose et al.
IVIG und mPSL in Monotherapie untersucht, aber erstere sind zwar vielversprechend
aber noch nicht so weit in der EBA etabliert [102,125]. Erst kiirzlich konnten Pipi et
al. zeigen, welche vielfiltigen Wirkmechanismen und welches Potential IVIG in einer
experimentellen EBA besitzt [179]. Die Tiere in dieser Arbeit wurden analog zu be-
stehender Literatur immunsuppressiv behandelt [14,39,41,43,82,96,100, 102,148, 231].
Diese Studien verwendeten alle hohere Dosierungen der einzelnen Pharmaka als sie im
Menschen iiblich sind, was mutmaflich an der spezifischen Metabolismusrate der Maus
liegt. Diese wird ungefdhr mit dem 7fachen der humanen Metabolismusrate pro Mas-
seeinheit Korpergewicht angegeben [55], weswegen ich mich fiir eine initiale Dosierung
im hoheren Bereich der Studienlage entschied (Tabellen 2.7. und 2.8.). Geplant war
eine spétere Dosisabstufung, welche durch die sinkende Inzidenz, Krankheitsschwere
und z.T. fehlender Signifikanz der ersten Ergebnisse nicht verwirklicht werden konnte.

Dies ist eine Limitation dieser Arbeit, da dosisabhéngige Effekte nicht evaluiert und die
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4. Diskussion

supratherapeutischen Dosen sich ohne eine Abstufung unter dem Einfluss der hohen
Metabolismusrate der Maus schlecht beurteilen lassen. Ein weiterer Nachteil ist die

geringe Anzahl der verwendeten Méuse.

Colchicin wurde nach Literaturrecherche bisher nur auflerhalb eines Mausmodells der
EBA untersucht. Hierbei wurden oft einmalige Dosen [39, 153] verwendet, aber keine
langerfristige Therapie durchgefiihrt. Kiirzlich wurde eine Studie publiziert, welche die
Toxizitét einer taglichen Therapie von 0,5 und 2,5mg/kg fiir 1 Woche darstellt [214].
Colchicin wurde aufgrund der geringen therapeutischen Breite (Kapitel 1.3.5.) und
langen Halbwertszeit in dieser Arbeit wochentlich mit 1 mg/kg Korpergewicht dosiert,
was im Vergleich zur LDsq i.p. (Maus) von 2mg Colchicin/kg Korpergewicht eine hohe
Dosis darstellt [183,193].

Ich verwendete Dapson in einer téglichen Dosierung von 34 mg/kg. Verschiedene Au-
toren haben Dapson in unterschiedlichen Mausversuchen und Dosierungen bei anderen
Erkrankungen angewendet [14,43,82,148,231]. Deren verwendete tégliche Dosis variiert
von 0,2mg/kg [43] iiber 15m/kg [14] bis 34 mg/kg [82]. Der fiir eine Methdmoglobie
wichtige Metabolit ist das Dapsonhydroxylamin. Aufgrund fehlender muriner N-Hydro-
xylierung und moglicher vermehrter Gewebsanreicherung ist die Toxizitat in der Maus
geringer als im Menschen [231]. Erst kiirzlich veroffentlichten Murthy et al. eine Evalua-
tion von Dapson in der EBA mit mehreren Konzentrationen (100, 10, 1 und 0,1 mg/kg)
mit 9 bis 11 Mé&usen pro Gruppe in einem Antikorpertransfermodell. Dapson in 10 und
100 mg/kg zeigten signifikante und dosisabhéngige Besserungen im klinischen Score der
EBA [167]. In meiner Arbeit wurde Dapson in Generation 16 und 19 untersucht. In
beiden Generationen gab es signifikante Unterschiede zur Kontrollgruppe. Dabei war
der Score in Generation 16 an den Tagen 16 und 20 signifikant niedriger und in Ge-
neration 19 lediglich an Tag 4. Hier ldsst sich vermuten, dass in den Therapiegruppen
ein prophylaktischer Effekt auftritt, wobei die Aussagekraft sehr eingeschrinkt ist, da
auch in der Kontrollgruppe der Score ab Tag 8 wieder absinkt. Es zeigten sich Effekte
des Dapsons, welche aber nicht so gro3 wie bei Murthy et al. waren, obwohl die Do-
sis im signifikant wirksamen Bereich von Murthy et al. lag. Das Immun-Ig war von
Murthy et al. auf spezifische Anti-COL7-Antikorper aufgereinigt worden, was die sehr
unterschiedlichen Dosen erklirt. In meiner Arbeit wurde Anti-mCol7"WF2 Immun-IgG
2500 ug an Tag 0, 2, 4, 6, 8 und 10 verwendet. Murthy et al. nutzen 50ug spezifi-
sches Anti-mCOL7C an Tag 0, 2 und 4. Meine Versuchstiere zeigten erst zu spéteren

Zeitpunkten signifikante Unterschiede im Score, was womoglich auf mehrere Faktoren
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zuriickzufithren ist. Zum Einen sind die Paratope des polyklonalen Antikorpers auf-

TYWFA2 * verschieden und besitzen

grund eines anderen Epitops, namentlich dem Col
hochstwahrscheinlich einen anderen Titer als bei Murthy et al. Zum Anderen wurde
bei Murthy et al. mit Dimethylsulfoxid (DMSO) in Maisél ein anderes Losungsmittel
verwendet. Auflerdem wurde in meiner Arbeit das Immun-IgG bis Tag 10 injiziert, was
den ldngeren Verlauf der EBA erklart. Des Weiteren ist die Gruppengréfie mit 9-11
Méusen bei Murthy et al. pro Dosierung vs. 22-24 in Generation 16 sowie 12-14 in
Generation 19 geringer, zeigt aber trotz kleiner Gruppengréfie eine Signifikanz. Der
aufgrund von Varianz [1] und ,experimentellem Hintergrundrauschen® [65] im Aus-
zuchtstamm wahrscheinlich ausschlaggebende Faktor ist aber, dass in meiner Arbeit
ein Auszuchtstamm verwendet wurde und bei Murthy et al. ein Inzuchtstamm. Insge-
samt zeigen sich auch bei methodischen Unterschieden kongruente Ergebnisse in der
Therapie. Dapson hat klinische Effekte in einer experimentellen EBA, dabei konnten

Murthy et al. sogar dosisabhéngige Effekte zeigen.

Im Antikorpertransfermodell dieser Arbeit sowie bei Murthy et al. wurden die Medika-
mente prophylaktisch d.h. bereits wihrend respektive vor dem ersten Antikorpertransfer
gegeben. In Generation 19 ist der Score sehr gering, aber interessanterweise ist trotzdem
an Tag 4 erkennbar, dass die Kontrollgruppe einen signifikant héheren Score besitzt als
die Gruppen mit Colchicin und Dapson. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass die
geringe Krankheitsaktivitdt durch die Therapeutika im Verlauf vollsténdig eingeddmmt

wird.

Murthy et al. haben meines Wissens bisher die einzige Studie iiber Dapson in einer ex-
perimentellen EBA publiziert. In der EBA wurden bisher nur wenige andere etablierte
Pharmaka im Tierversuch evaluiert. Das Glucocorticoid mPSL ist bisher von Hellberg
et al. [96], Hirose et al. [100,102] und Koga et al. [124] in experimenteller EBA unter-
sucht worden. Hellberg et al. untersuchten in einem Antikorpertransfermodell mPSL
(20 mg/kg), welches eine signifikante Besserung des Scores an Tag 12 im Inzuchtstamm
C57Bl/6 zeigte [96]. Auch wird von Hellberg et al. ein anderes Epitop des mCOL7
als das von mir verwendete mCol7"W¥A2 henutzt. Weiterhin fiihrten Hirose et al. eine
Untersuchung von mPSL in einem Immunisierungs-induzierten EBA-Model in Méusen
des Inzuchtstammes SJL durch (mPSL 20 mg/kg n=28 ; Kontrolle n=44). Die Kollegen
zeichneten signifikante Unterschiede an Woche 1, 2 und 4 im klinischen Score und keine
Signifikanten Unterschiede zwischen mPSL und der Kontrolle in ELISA und DIF auf.
Das Hauptaugenmerk lag auf IVIG, welches akut besser wirkte als mPSL [102]. Koga et
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al. setzten es als Vergleich zu einer weiteren nicht etablierten Therapie ein und zeigten
im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikante Unterschiede beim Methylprednisolon in

einem Antikorpertransfermodell und in einem Immunisierungsmodell der EBA .

In meiner Arbeit gab es eine signifikante Verbesserung des Scores der Methylpredniso-
longruppe gegeniiber der Kontrollgruppe an den Tagen 12, 16 und 20. Meine Ergebnisse
sind zwar nicht vollstdndig mit Hellberg et al. vergleichbar, da das Augenmerk auf BP
lag. Allerdings gibt es Ergebnisse im Antikorpertransfermodell der EBA an Tag 12, wel-
che signifikante Verbesserung der Klinik im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigen. Ferner
sind die verwendeten Antikérper und die Gruppengrofe fiir das mPSL nicht rekonstru-
ierbar, da die zusétzlichen Materialien online nicht mehr verfiigbar sind. Die Ergebnisse
von Hirose et al. sind mit meinen im Immunisierungs-induzierten Modell vergleichbar.
Hirose et al. hatten mit SJL-M&usen einen anderen suszeptiblen Inzuchtstamm verwen-
det als ich mit dem Stamm B6.SJL-H2s C3c¢/1CyJ. Aufgrund von moglichen Einfliissen
des Inzuchtstammes sind diese Ergebnisse erfreulich, da in beiden Stdmmen Methyl-
prednisolon signifikante Verbesserungen der Klinik zeigt. Dariiber hinaus sind in meiner
Arbeit im Immunisierungs-induzierten Modell signifikant weniger Antikérper der Sub-
klasse [gG1 im ELISA detektiert worden. Das ist insbesondere wichtig, da IgG1 als
“Treiber der Erkrankung’ (eigene Ubersetzung, disease driver) gilt [88].

Eine Limitation am Antikorpertransfermodell ist die weniger vollstéindige Abbildung
der Pathogenese, welche sich auf die Effektorphase beschriankt [25]. Immunisierungs-
induzierte Modelle bilden die gesamte Bandbreite vom Verlust der Toleranz bis zur Ab-
heilung der Blasenbildung ab (Abbildung 1.4. zur Pathogenese), auch wenn der Verlust
der Toleranz artifiziell mittels Adjuvans hervorgerufen wird. Beim Antikorpertransfer
findet der Verlust der Toleranz und die Autoantikdrperbildung nicht statt und die
Pathogenese bezieht sich hauptséchlich auf die Effektorphase. Es konnte allerdings ge-
zeigt werden, dass natiirliche Killerzellen und vdT-Zellen [27] sowie T,.4s [26] einen
Einfluss auf die EBA in einem Antikorpertransfermodell haben. Weiterhin zeigten Nie-
buhr et al., dass B- und T-Zellen einen Einfluss bei der Immunantwort auf den Trans-
fer der xenogenen Antikorper (Kaninchen anti-mCOL7-Antikérper) haben [172]. Im
Antikorpertransfermodell besteht die Moglichkeit, dass Therapien Effekte an nicht ab-
gebildeten Teilen der Pathogenese hervorrufen und nicht unbedingt das komplette Po-
tential im Antikorpertransfermodell bei identischen Nebenwirkungen ausschopfen. Als
Beispiel kann die besonders breite antiinflammatorische Wirkung von Glucocorticoiden

(Kapitel 1.3.5.) auch auf B-Zellen bzw. Plasmazellen genannt werden. Also kénnten
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diese auf die Autoantikorperproduktion wirken. Werden aber endogen keine Autoan-
tikorper gebildet, kann das Glucocorticoid weniger effektiv sein als im Immunisierungs-

induzierten Modell.

Hirose et al. verwendeten SJL-M&use [102], sodass ich nun fiir eine Erweiterung auf
den ebenfalls suszeptiblen Inzuchtstamm B6.SJL-H2s C3c/1CyJ [143] zuriickgegriffen
habe. Vorteilhaft ist hierbei, dass nun die gesamte Pathogenese abgebildet wird und
ergidnzend ein weiterer Stamm untersucht wird. Daher lassen sich stammspezifische Un-
terschiede erkennen oder ggf. ausschlieBen, wie sie in unterschiedlichen Féllen berichtet
wurden [123,143]. Unter diesen Uberlegungen fiihrte ich das Immunisierungs-induzierte
EBA Modell auch mit mPSL als Ergdnzung zu den Ergebnissen von Hirose et al. durch.
In meiner Arbeit zeigte mPSL signifikante Verbesserungen des klinischen Scores und
dariiber hinaus auch signifikant niedrigere Antikoérperspiegel in dem anti-Col7VWFA2
spezifischen ELISA der Subklasse [gG1. Ergebnisse einer experimentelle EBA zeigten,
dass die Subklassen IgG2b und IgG2¢ mit Hautlédsionen in der Maus assoziiert waren
[88]. Zwar stellt es keine Translation in den Menschen dar, aber interessant ist, dass
IgG1 im Menschen (neben IgG3) eine pathogene Antikorpersubklasse ist und als ein
Treiber der Erkrankung gelten kann [185].

Ein weiterer Vorteil des Immunisierungs-induzierten Modells ist auch, dass nach einer
Krankheitsinduktionsphase eine mehrwochige Therapie und somit auch ldngere Obser-
vationszeiten und daher bessere Therapieevaluationen ergeben konnen. Die statistische
Aussagekraft der Ergebnisse im Immunisierungs-induzierten Modell der EBA ist aller-
dings begrenzt, aufgrund der geringen Anzahl an eingeschlossenen Tieren. Dies lag an
der geringen Immunisierungseffizienz. Obwohl es sich um einen suzeptiblen Inzucht-
stamm handelt [143], lag die Immunisierungseffizienz in meiner Arbeit bei lediglich
51,9 %. Leider erfiillten nur 30,7 % der iiberlebenden 52 Tiere das Einschlusskriterium
von mindestens 1,5% der betroffenen KOF (Tabelle 3.2.). Der Verdacht liegt nahe,
dass dieses an dem neuen Modell auf Basis des mCol7"W¥A2 Jiegen kann. Vor dieser
Arbeit war von Sitaru et al. ein Immunisierungs-induziertes Modell der EBA auf Basis
des mCOL7C etabliert worden, welches haufig genutzt wurde. Die klinische Immuni-
sierungseffizienz lag in diesem etablierten Modell bei Erstpublikation mit vier Immu-
nisierungen (drei Boostimmunisierungen) bei 82,8 % (24/29) in SJL-Mé&usen [217]. Mit
dieser aufwindigen Herangehensweise erhélt man ein relativ gutes Ergebnis. Iwata et
al. nutzen aber das auch in meiner Arbeit verwendete Modell als Konzeptiiberpriifung,

da der Bedarf an weniger aufwédndigen Modellen gegeben war. Dieses zum damaligen
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Zeitpunkt sehr neue Modell wurde von mir zur Fragestellung der Therapieevaluation
und der Anwendbarkeit neuer Mausmodelle in dieser Arbeit genutzt. Iwata et al. zeig-
ten im gleichen Modell aber eine bessere klinische Immunisierungseffizienz von 90,9 %
(10/11) als Sitaru et al. in 2006 [217] und auch bessere Effizienzen als in meiner Arbeit
[109].

Laut Informationen innerhalb der Arbeitsgruppe liegt die Immunisierungseffizienz im
mCol7"WFAZ Immunisierungs-induzierten Modell aktuell bei 50 bis 80 % (persénliche
Kommunikation). Somit ist in meiner Arbeit die Immunisierungseffizienz prinzipiell
nicht besonders hoch aber letztendlich noch im Rahmes des Modells. Die Ursachen
fiir eine reduzierte Effizienz konnen vielfiltig sein. Unter anderem kénnen das Alter,
Geschlecht, Mikrobiom, Haltungsbedingungen und Hygiene Einfluss auf die Immuni-

sierung haben, was im Folgenden diskutiert wird.

Das Alter der Mause im Immunisierungs-induzierten Modell lag in meiner Arbeit bei
10-16 Wochen bei Immunisierung. Hellberg et al. sowie Hirose et al. verwendeten Mause
im Alter von 6-8 Wochen, Murthy et al. 8-12 Wochen und Koga et al. 6-10 Wochen
bei Immunisierung. Der Altersunterschied konnte einen weiteren Faktor fiir die ge-
ringe Inzidenz darstellen. Im Antikérpertransfer waren die AIL-Ma&use bei erster An-
tikorperinjektion 6-10 Wochen alt, das gleiche Alter wiesen die von Dr. Iwata durch-

gefithrten Tierversuche mit einer Fallzahl von n=8 auf ( Tabelle im Anhang A.1).

Die Geschlechterverteilung im Immunisierungs-induzierten Modell war in meiner Ar-
beit ausgeglichen, wie auch in den Arbeiten von Hellberg et al., Hirose et al., Murthy
et al. sowie Koga et al.. In der AIL lag die Geschlechterverteilung bei 28 % méannlichen
Mausen und 72 % weiblichen Tieren. Diese Asymmetrie geht auf vermehrtes Kampf-
verhalten unter den Méannchen zuriick. Dieses trifft aber gleichméfig verteilt auf alle
Generationen zu. Vergleichsmoglichkeit der AIL im Antikorpertransfermodell gibt es
nur mit den Vorabdaten (A.1), bei denen das Geschlecht bei einer Fallzahl von n=8
auf beide Geschlechter gleich verteilt war. Eine multivariaten lineare Regression (Daten
nicht dargestellt) wurde von Dr. A. Kiinstner durchgefiihrt und ergab keine signifikan-
ten Auswirkungen des Faktors Geschlecht auf den klinischen Score, sodass hier nicht

von einer Verzerrung ausgegangen wird.

Srinivas et al. untersuchten in einer experimentellen EBA neben genetischen Grundla-

gen auch das Mikrobiom, welches sich in resistenten und suszeptiblen Mausen unter-
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schied. So konnten QTLs fiir Suszeptibilitdit und Einfluss auf das Mikrobiom iden-
tifiziert werden [221]. Das Mikrobiom hat wiederum ebenfalls Auswirkung auf die
Entwicklung einer EBA. So korrelierte eine subklinische Inflammation der Haut vor
Immunisierung, gemessen an Zellmarkern und pro-inflammatorischen Zytokinen, mit
einer erhohten Suszeptibilitidt bei experimenteller EBA [59]. Andere Ergebnisse bringt
eine Arbeit von Beura et al., welche zeigt, dass in genetisch pradisponierten M&usen
eine Manifestation von Autoimmunerkrankungen weniger haufig in Abwesenheit ei-
ner kommensalen Flora auftreten kann [20]. AuBlerdem manifestieren sich, unter dem
Einfluss von Infektionenserfahrungen der Organismen, heterologe Reaktionen des Im-
mungedéchtnisses, welche als Ausloser fiir Autoimmunitét dienen kénnen. [3,20, 209,
226,227,253] Alle diese Studien beziehen sich allerdings nicht auf eine Hauterkrankung
oder gar die EBA, sodass die Daten von Srinivas et al. sowie Ellebrecht et al. fiir Au-
toimmunitét der Haut aussagekréaftiger sind. Weitere Forschung ist hier wiinschenswert.
Prinzipiell kann in meiner Arbeit das Mikrobiom als ein Faktor auf die Inzidenz der
EBA einen Einfluss haben. Ich habe aber keine Untersuchungen am Mikrobiom der

Méuse durchgefiihrt, sodass dieses nicht belegt oder ausgeschlossen werden kann.

Nach Ende der Versuchsdurchfithrung war eine Infektion der Mé&use mit Maus Par-
vovirus (MPV) in der SPF entdeckt worden, die zur Tétung des Gesamtbestandes
fithrte. MPV beeinflussen als lymphocytotrope Erreger der Maus vor allem T-Zellen,
verursachen keine klinischen Beschwerden, persistieren, sind auch mit aktuellen Labor-
methoden schwer nachzuweisen und kénnen mausbasierte Forschung beeintriachtigen
[171]. MPV wurde im Rahmen des Verlusts von T-Zellfunktion und Lebensfihigkeit
in Zellkultur entdeckt. Das Virus inhibiert in-vitro die Proliferation von Cluster of
differentiation (CD)8%, CD4™ und dT-Zellen [150]. Nach einer Infektion sind die zy-
tolytischen Féhigkeiten von T-Zellen eingeschréinkt [151]. Es verringert die Prolifera-
tionsrate der Lymphozyten in Milz und poplitealen Lymphknoten, verstarkt aber die
Proliferation von Zellen aus mesentialen Lympknoten [151]. Zusammengefasst ist das
MPYV nicht einfach zu detektieren, verursacht prolongierte Verldufe und hat Auswir-
kung auf T-Zellen der Maus. Es bleibt aber spekulativ wie lange vorher die Infektion
in der Tierhaltung bestand und ob dieses einen Einfluss auf die in dieser Arbeit ver-
wendeten M#use hatte (vor allem im Immunisierungs-induzierten Modell), sollte aber

aufgrund der Vollstdndigkeit nicht unerwahnt bleiben.

Die Haltungsbedingungen in der Gemeinsamen Tierhaltung, insbesondere Tag-Nacht-

Rhythmus, Futter, Wasser, Streu, Kéfige, Rdumlichkeiten und auch das Tierpflegeri-

75



4. Diskussion

sche Personal waren identisch mit den Studien der Kollegen [96,102,109,124,167,172].
Allerdings gab es zur Zeit meiner Versuchsdurchfithrung bei Generation 16 in den
spezifisch-pathogenfreien Tierhaltungsbedingungen (SPF) einen Darmparasitenbefall
vieler Mause mit den murinen Fadenwiirmern Syphacia spp. sodass die Gesamtheit
der Méause in der SPF mit Fenbendazol behandelt wurden. Generation 19 war nicht
mehr betroffen. In der Literatur gibt es eine Korrelation der fehlenden Inzidenz von
Infektionen insbesondere von Darmparasitosen und dem Auftreten von Autoimmuner-
kankungen [8]. Dieses fithrte zur Postulierung der ‘Hygiene Hypothese’ [224,225] in
der pathogene Mikroorganismen und das kommensale Mikrobiom Einfluss auf Suszep-
tibilitdt von Autoimmunitidt oder Atopie haben [9]. Auch sind viele antiinflammatori-
sche und immunsuppresive Mechanismen von diversen Parasitosen mit Wirkungen auf
die Wirtsimmunologie wie z. B. T,.,, alternativ-aktivierte Makrophagen, Suppression
von Thl-polarisierter Immunantwort oder antiinflammatorischen Zytokinen beschrie-
ben worden [8,57,177,228]. Interessant ist dieses auch, da ein rekombinantes Fusions-
protein aus einem caninen Nematoden bereits als potentielles Antiinflammatorisches
Therapeutikum auf die EBA untersucht wurde.[120] So zeigten sich unkomplizierte in-
testinale Nematodeninfektionen vorteilhaft auf die Entwicklung in anderen Modellen
von Autoimmunerkrankungen, in Modellen der experimentellen autoimmunen Enze-
phalomyelitis oder experimenteller Colitis [121,212,251]. Anders als im Mausmodell
der chronisch-entziindlichen Colitis [121] ist aber die Wirkung fiir die Haut unklar.
Es gibt aber auch einige Nematoden, wie die Larva migrans cutanea, welche fiir kuta-
ne Migration bekannt sind [242]. Eine solche lokale Hautaffektion der Parasiten wére
geméfl den Ergebnissen von Ellebrecht et al. wiederum als ein Faktor fiir eine Entwick-
lung der EBA vorstellbar [59]. Allerdings scheint die einzige Hautaffektion muriner
Fadenwiirmer auf perianale Eiablage beschrankt zu sein [180,180], ansonsten ist nach
Literaturrecherche keine Beschreibung einer kutanen Migration muriner Fadenwiirmer
zu finden. Trotzdem ist im Menschen eine extraintestinale Fadenwurmerkrankung be-
schrieben worden [58]. Fiir murine Fadenwiirmer ist die Maus kein Fehlwirt, sondern
sie sind stark an den Verdauungstrakt der Maus angepasst, sodass eine direkte ku-
tane Affektion unwahrscheinlich ist (Expertenmeinung). Eine Hautaffektion, welche
zu vermehrter Krankheitsschwere in der EBA fiihrt, ist somit unwahrscheinlich, da
einmal die Inzidenz in der Generation 16 bereits sehr gering ist und ein entsprechen-
des Verhalten der Wiirmer als unwahrscheinlich bewertet wurde. Generation 19 hat-
te noch eine geringere Inzidenz und keine Parasitose. Im Gegensatz zu den Quellen
anderer muriner Autoimmunitéten [121,212,251] fanden die Parasitosen in den AIL-

Méusen der Generation 16 in einem Antikorpertransfer-induzierten Modell statt. Da
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parasitdre Immunmodulation iiber die T,.4s erfolgen kann, erscheint der Einfluss von
Wurminfektionen bei dieser Arbeit geringer als in einem Immunisierungs-induzierten
Modell zu sein. Insgesamt scheint der Einfluss auf die Inzidenz der Erkrankung im
Antikorpertransfermodell nicht auszuschlieen zu sein, allerdings konnte dies ein loh-
nendes Ziel fiir weitere Forschung sein. Es lédsst sich nicht ausschlieflen, dass einerseits
eine Nematodeninfektion als Surrogatparameter fiir hygienische Bedingungen, immun-
suppressive parasitire Wirkungen oder andererseits eine antiparasitdre Therapie einen
Einfluss auf die Suszeptibilitdt in der EBA hatte.

Eine weitere mogliche Storgrofle kann die Proteinherstellung darstellen. Diese ist ein
zentraler Prozess, bei welchem Fehler erst spat entdeckt werden konnen. Dieses Protein
wird in beiden Modellen benotigt. Einerseits zur Immunisierung der Kaninchen im An-
tikorpertransfermodell und andererseits zur Immunisierung von Méusen im Immunisie-
rungs-induzierten EBA-Modell. Ein Fehler beim Protein kann sich auf das Immunisie-
rungs-induzierte Modell sowie auf die Kaninchenimmunisierung des Antikérpertransfer-
induzierten Modells auswirken. Die Kaninchen bildeten erfolgreich spezifische IgG An-
tikorper gegen die DEJ, was ich per Titerbestimmung mittels Immunfluoreszenz besté-
tigen konnte und somit gleichzeitig eine Qualitétskontrolle des aufgereinigten mCol7vWFA2
darstellt. Da das verwendete Immun-IgG gepoolt wurde und aus allen aufgereinigten
Kaninchenseren hergestellt wurde, ist in jeder Generation die gleiche Charge Immun-
IgG verwendet worden. Der aliquote Teil des mCol7"WFA2 (Batch#01), welcher zur Im-
munisierung der Kaninchen genutzt wurde, war offensichtlich gut geeignet die Bildung
spezifischer Anti-mCol7WFAZ_ Antikoérper im Kaninchen hervorzurufen. Trotzdem war
im Immunisierungs-induzierten Modell die Effizienz der Immunisierung nur bei 51,9 %.
Es wurde sowohl fiir die Immunisierung der Kaninchen im Antikoérpertransfer als auch
fiir die Immunisierung der Mause im Immunisierungs-induzierten Modell Batch#01
verwendet. Da die Mause im Antikorpertransfermodell zumindest in den Generatio-
nen 14 und 16 erkrankten, scheint die Moglichkeit einer falschen Proteingewinnung
als alleiniger Faktor sehr unwahrscheinlich zu sein. Prinzipiell kann ein Fehler bei der
Immunisierung der Méuse allerdings die Immunisierungseffizienz beeintrachtigen, z. B.
bei der relativ aufwindigen Herstellung der Antigen-Adjuvans-Emulsion. Ein solcher

Fehler kann aber von mir nicht kategorisch ausgeschlossen werden.

Eine weitere Erklarungsmoglichkeit ist, dass weitere Teile des Proteins eine unterschied-
liche Qualitédt gehabt haben kénnten, was ggf. zu unterschiedlichen Immunisierungser-

folgen fiithren konnte. Prinzipiell ist es moglich, dass einzelne aliquote Teile der Gesamt-
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4. Diskussion

menge ein beeintriachtigtes Protein beinhalteten. Ich hatte mit jedem Arbeitsschritt
die Gefahr von Ausfillungen des Proteins, insbesondere auflerhalb des optimierten
Puffers B2, was auch zu Verlusten fiihrte. Somit kénnten die unterschiedlichen Er-
folge erklart werden. Optimierungsbedarf gibt es bei der Proteinherstellung, um Ver-
luste an Substanz und Immunogenitit zu vermeiden. Sinnvoll erscheinen zusétzliche
Qualitatssicherungen des Proteins wie eine Testung der Proteinkonzentration nach der
BCA-Methode und eine Uberpriifung der Immunisierungseffizienz sowie des Scores an
einer kleinen Kohorte von Méausen. So konnten Probleme mit einer Charge ausgeschlos-
sen werden, bevor gréflere Gruppen an Tieren immunisiert werden. Diese Vorgehens-
weise wird mittlerweile in der Arbeitsgruppe praktiziert. Des Weiteren sind weniger
Arbeitsschritte nach Aufreinigung mittels IMPACT TWIN wiinschenswert. Auch wenn
die Abtrennung von Inteinspuren erfolgreich war, stellte dieses einen weiteren Arbeits-
schritt dar, der mehr Prézipitationen des Proteins, also Verluste bedeuten kann. Aber
bevor die gesamte Charge verworfen wird kann sich ein Versuch der Abtrennung loh-
nen. Wenn die Immunisierungseffizienz in einem kleinen vorgeschalteten Tierversuch
bestétigt wurde, ist dies besser, als viele Tiere mit einer eventuell schlechteren Immu-
nisierungseffizienz zu immunisieren. Eine weitere Verbesserungsmoglichkeit ist, auf die
technisch sehr elegante, aber anspruchsvolle Verwendung des AKTApurifierer zu ver-
zichten. Dann kann ohne Konkurrenz um diese Ressource eine Arbeitsrationalisierung
durch Umstellung auf eine einfache Pumpe erfolgen, was ¢konomischer ist. So lésst
sich die Proteingewinnung deutlich flexibler und mit weniger Geréten durchfiihren,
auch wenn der manuelle Aufwand grofier ist. Auch dies ist mittlerweile laborinterner
Standard [117] geworden. Des Weiteren wire auch eine Immunisierung der Tiere mit
dem Protein nicht in PBS sondern in Puffer B2 denkbar. Auch wenn es etwas un-
gewoOhnlich ist, wére dies eine weitere Moglichkeit, welche evaluiert werden konnte, um
weitere Arbeitsschritte am Protein zu minimieren. Positiv ist hingegen, dass bei Steril-
filtrierung und einer Lagerung bei -80°C eine (mikrobiologisch induzierte) Proteolyse

nur schwer vorstellbar ist.

Insgesamt kann gesagt werden, dass die Modelle trotz einiger Limitationen funktio-
niert haben. Drei fiir die Standardtherapie der EBA bedeutende Medikamente konnten
prophylaktisch im Antikorpertransfermodel untersucht werden, von denen Dapson und
mPSL gewirkt haben. Colchicin zeigte zwar eine Signifikanz am vierten Tag in der
Generation 19, aber aufgrund der dann vorliegenden marginalen Krankheitsschwere
der EBA, ist die Aussagekraft dieser Werte zweifelhaft. Weitere Forschung zur Eva-

luation des Colchicins wird nétig sein, um die Therapie in Zukunft besser beurteilen
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zu konnen. Weiterhin konnte sogar im Immunisierungs-induzierten Modell mPSL the-
rapeutisch untersucht und signifikante Unterschiede erzielt werden. Hier zeigte mPSL
signifikant positive Wirkungen auf Klinik und sogar Serologie der Erkrankung. Dieses
gibt einen Hinweis auf den Stellenwert der beschriebenen Medikamente in der Standard-
therapie der EBA. Weitere Forschung ist sicherlich notwendig fiir die Evaluation der
Medikamente gegeneinander sowie von Kombinationstherapien, aber auch um weitere
Medikamente wie z.B. Rituximab oder IVIG zu evaluieren und auch im Besonderen die
Translation in den Menschen zu erreichen, um so die Evidenzbasis der Therapie dieser

Erkrankung im Patientensinne zu verbessern.
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5. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit ist die Evaluation der auf Basis von Expertenmeinungen etablierten
Therapien der seltenen bullésen Autoimmundermatose EBA. Da hier auch Kombi-
nationstherapien oft nicht die gewiinschten Erfolge bringen und RCTs aufgrund der
Epidemiologie in naher Zukunft nicht zu erwarten sind, wurde dieses von mir in zwei
verschiedenen Modellen untersucht. Initial wurde ein Auszuchtstamm in einem An-
tikorpertransfermodell und spéter ein Immunisierungs-induziertes Modell im Inzucht-
stamm verwendet. So konnten zwei sich ergdnzende neue Mausmodelle auf Basis des
rekombinanten mCol7"WFA2 etabliert werden. Im Antikorpertransfer-induzierten Mo-
dell der EBA wurden Méuse aus verschiedenen Generationen verwendet und die Un-
tersuchung der Pharmaka zeigte signifikante Wirkungen der Medikamente Dapson und
mPSL in einer prophylaktischen Anwendung. Im klinischen Score der Generation G14
zeigt die Behandlung mit mPSL sowie in der G16 die Behandlung mit Dapson signifi-
kante Verbesserungen des klinischen Scores im Vergleich zur Kontrollgruppe. Colchicin
zeigte in der G16 keine signifikanten Unterschiede. In G19 zeigte der klinische Score
an Tag 4 signifikante Unterschiede bei der Behandlung mit Colchicin und Dapson, je-
weils bezogen auf die Kontrollgruppe. Da hier in G19 aber nur insgesamt marginale
Krankheitsaktivitdt bestand, sind diese Ergebnisse vorsichtig zu interpretieren. Durch
den Vergleich der Kontrollgruppen mehrerer Generationen konnte eine signifikante Re-
duktion der Krankheitsaktivitdt mit Zunahme der Generationszahl festgestellt werden.
Dieses verhinderte die Vergleichbarkeit der Medikamente unter den einzelnen Genera-
tionen. Weiterhin wurde ein Immunisierungs-induziertes Modell neu etabliert und der
therapeutische Nutzen von mPSL in diesem Model validiert. Hierin konnten signifikan-
te Unterschiede im klinischen Score und auch in dem Antikoérperspiegel der Subklasse
IgG1 bei der Therapie mit mPSL feststellt werden. Es konnte die Funktionalitédt der
Modelle bewiesen werden, auch wenn es Verbesserungspotential in der Effektivitéit gibt.
mPSL und Dapson wirken in einer experimentellen EBA der Maus. Dieses ist ein Hin-
weis, der die aktuelle Therapie durch eine Evidenz stiitzt. Aber weitere Forschung und
auch die Translation zum Menschen ist notig, um die Therapiemethoden weiter zu

evaluieren und letztendlich zu verbessern.
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A. Anhang

A.1. Aufbau der Ankerfibrillen aus Kollagen VII

NC1 kollagenése Domane  NC2
L |

T
(pro-)a-Kette Kollagen Typ VII

/Lamlna lucida

Lamina densa

Abbildung A.1l.: Aufbau der Ankerfibrillen aus Kollagen VII (Die Grafiken wurden mit Bio-
render.com nach [46] erstellt) A Aus drei a-Ketten des Kollagen Typ VII, welche aus den nicht
kollagenen Teilen NC1 und NC2 und der kollagenésen Doméne bestehen, bildet sich die charakteristi-
sche Tripelhelix. B Zwei dieser Tripelhelices werden unter proteolytischer Abspaltung von Teilen am
C-Terminus durch Disulfidbriicken zu Dimeren stabilisiert. Aus mehreren dieser Dimere setzen sich
nun die charakteristischen Ankerfibrillen zusammen, wobei die NC1-Doménen sich an die extrazel-

luldren Makromolekiile der Lamina densa binden. [46]



A. Anhang

A.2. Expasy Proteinparameter

Expasy*

ProtParam
User-provided sequence:

19 20 30 40 50 60
ACSHGPVDVV FLLHATRDNA HNAEAVRRVL ERLVSALGPL GPQAAQVGLL TYSHRPSPLF

70 80 9 100 110 120
PLNSSHDLGI ILRKIRDIPY VDPSGNNLGT AVTTAHRYLL ASNAPGRRQQ VPGVMVLLVD

130 149 150 160 170 180
EPLRGDILSP IREAQTSGLK VMALSLVGAD PEQLRRLAPG TDPIQNFFAV DNGPGLDRAV

190
SDLAVALCQA A

References and documentation are available.

Number of amino acids: 191
Molecular weight: 20309.30

Theoretical pI: 7.22

Amino acid composition: | CSV format

Ala (A) 22 11.5%
Arg (R) 15 7.9%
Asn (N) 8 4.2%
Asp (D) 12 6.3%
Cys (C) 2 1.0%
Gln (Q) 8 4.2%
Glu (E) 5 2.6%
Gly (G) 15 7.9%
His (H) 6 3.1%
Ile (I) 7 3.7%
Leu (L) 27 14.1%
Lys (K) 2 1.0%
Met (M) 2 1.0%
Phe (F) 4 2.1%
Pro (P) 16 8.4%
Ser (S) 12 6.3%
Thr (T) 7 3.7%
Trp (W) © 0.0%
Tyr (Y) 3 1.6%
val (V) 18 9.4%
Pyl (0) © 0.0%
Sec (U) o 0.0%

(B) o 0.0%

(z) o 0.0%

X) o 0.0%

IT



A.2.

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 17
Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 17

Atomic composition:

Carbon C 896
Hydrogen H 1458
Nitrogen N 266
Oxygen 0 264
Sulfur S 4

Formula: CgogHiasgN266026454
Total number of atoms: 2888

Extinction coefficients:

This protein does not contain any Trp residues. Experience shows that
this could result in more than 10% error in the computed extinction coefficient.

1

Extinction coefficients are in units of M1 em" , at 280 nm measured in water.

Ext. coefficient 4595
Abs ©.1% (=1 g/1) ©0.226, assuming all pairs of Cys residues form cystines

Ext. coefficient 4470
Abs ©.1% (=1 g/1) ©.220, assuming all Cys residues are reduced

Estimated half-life:
The N-terminal of the sequence considered is A (Ala).
The estimated half-life is: 4.4 hours (mammalian reticulocytes, in vitro).
>20 hours (yeast, in vivo).
>10 hours (Escherichia coli, in vivo).
Instability index:

The instability index (II) is computed to be 33.74
This classifies the protein as stable.

Aliphatic index: 108.27

Grand average of hydropathicity (GRAVY): 0.049

Expasy Proteinparameter

ﬂ Expasy is operated by the SIB Swiss Institute of Bioinformatics | Terms of Use

I1I



A. Anhang

A.3. Zertifikat des Tierkurses

IV

®  Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel

Certificate

We hereby certify that Mr Tobias Schréder
participated in the course entitled

Einfuhrung in die VERSUCHSTIERKUNDE UND TIEREXPERIMENTELLE
TECHNIKEN bei der Maus

The course was held on 24.06.2011 at UK-SH Campus Libeck under supervision of Prof.
Dr. med. vet. Gerhard SchultheiR® (FTA Physiologie und Versuchstiere, Christian-
Albrechts-Universitat zu Kiel)

The program consisted of: 3 h lectures in:
e Anatomy and physiology of mice
e Methods of euthanasia
o Breeding schemes and terminology of genetic modified organisms
o Experimental design and biometrical basics

5 h tutorial in:
¢ Handling, application methods, blood sampling techniques and autopsy of mice
e Humane killing
e Anaesthesia of rodents

Labeck, 29 June 2012

Prof. Dr. G. Schulth



A.4. Genehmigung des Tierversuchsantrags

A.4. Genehmigung des Tierversuchsantrags

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

Herrn
Prof. Dr. Ralf Ludwig
Klinik fur Dermatologie, Allergologie

| Und Venerologie
Universitatsklinikum Schleswig-Holstein

Campus Libeck
Ratzeburger Allee 160
23538 Lubeck

nachrichtlich:

Herrn Dr. R. Noél
Gemeinsame Tierhaltung
der Universitat zu Libeck
Ratzeburger Allee 160
23538 Lubeck

Ministerium fur Landwirtschatft,
Umwelt und l&ndliche Rdume
des Landes Schleswig-Holstein

Ihr Antrag vom:19.03.2012

Mein Zeichen: V 312-72241.122-5
(78-7/10)

Dr. Michaele Sekulla

Telefon: 0431 988-4948
Telefax: 0431 988-7042

6 Marz2012

Verwendung von Wirbeltieren zu Versuchszwecken

Sehr geehrter Herr Prof. Ludwig,

aufgrund lhres o. a. Antrages kénnen im Rahmen meiner Genehmigung vom 6. August 2010 fur
das Versuchsvorhaben , Therapeutische Modulation der Epidermolysis bullosa acquisita

(EBA)" weitere 192 Mause fur das Teilprojekt , Vergleichende Untersuchungen ,etablierter Phar-

maka bei experimenteller EBA" verwendet werden.

Mit freundlichen GruRRen

Dr. Sekulla

Dienstgebdude MercatorstraRe 3, 5, 7, 24106 Kiel | Telefon 0431 988-0 | Telefax 0431 988-7239 | poststelle@mlur.landsh.de
www.schleswig-holstein.de | E-Mail-Adressen: Kein Zugang fiir elektronisch signierte oder verschliisselte Dokumente. Das Landes-

wappen ist gesetzlich geschutzt.



A. Anhang

A.5. G12-Daten von Dr. Hiroaki lwata

Die folgende Tabelle listet die Scores und die daraus berechneten AUCs der einzelnen
Maiuse der Generation 12 auf:

Tabelle A.1.: Score und AUC Werte der Generation G12

Maus Nr. | Therapie Tag AUC
0| 4 8 | 12 | 16 | 20

1 PBS 0]13(33|51|51]34 66
2 PBS 0]241|43]|53]|6,7] 4,6 84
4 PBS 0| 5 |[54]66|77]6,1 111
5 PBS 0151435761148 80
6 PBS 0] 4 4 13614439 | 71,8
7 PBS 0| 0 | 1,747 4 |79 574
9 PBS 0(05] 2 |04]02]02]| 128
10 PBS o) o0 |06|08)|08]0,6 10

II X II X II Grinderstimme
il X 1 «

1*:x 1 G2
FEER -
=
4 L
8 FHEE ox

Abbildung A.2.: Schematische Darstellung der genetischen Rekombination in der
ATL(Modifizierte Grafik aus Ludwig et al. 2012[142])

VI
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