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Jeder ist ein Genie. Doch wenn Du einen Fisch danach beurteilst, ob er auf einen
Baum klettern kann, wird er sein ganzes Leben glauben, dass er dumm ist.
Albert Einstein
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Das angeborene und erworbene Immunsystem
Zur Verteidigung gegen von aullen eindringende Pathogene oder entartete, kdrpereigene
Zellen besitzt der menschliche Kérper zwei Abwehrmechanismen: Das angeborene und das

erworbene Immunsystem.

Das angeborene Immunsystem bildet die erste Verteidigungslinie in der Pathogenabwehr und
besteht, genauso wie auch das erworbene Immunsystem, aus einer humoralen und einer
zellularen Komponente. Den Hauptbestandteil der humoralen Komponente bildet das
Komplementsystem, dessen Aktivierung (iber drei verschiedene Wege erfolgen kann, die
jedoch alle die Entstehung einer C3-Konvertase bewirken: Der klassische Aktivierungsweg, der

Lectin-Weg und der alternative Aktivierungsweg.

Nach Bildung der C3-Konvertase kommt es zu einer Enzymkaskade an dessen Ende ein
sogenannter ,Membrane Attack Complex” entsteht der eine Pore in der Zellmembran des
Pathogens bildet. AuRerdem entstehen im Verlauf der Enzymkaskade l6sliche Peptide, die
weitere Immunzellen anlocken und auch Peptide, die an das Pathogen binden und diese fiir

Immunzellen markieren (Kolev et al., 2014) .

Die angelockten Immunzellen sind vor allem Mastzellen, NK-Zellen, Makrophagen oder
Granulozyten und bilden die zelluldiren Komponente des angeborenen Immunsystems. Sie
haben unterschiedliche Funktionen und Wirkmechanismen. So schiitten Mastzellen nach
Aktivierung vorgeformte Granula mit pro-inflammatorischen Mediatoren aus, die andere
Zellen aktivieren und weitere Immunzellen anlocken kénnen. NK-Zellen wirken vor allem auf
korpereigene Zellen und induzieren in diesen im Fall einer Infektion den programmierten
Zelltod, die sogenannte Apoptose. Die Aufgabe von Makrophagen ist es, markierte Pathogene
zu phagozytieren und anschlieflend zu lysieren. Eine weitere Zellpopulation des angeborenen
Immunsystems sind die Granulozyten, die sich in basophile, eosinophile sowie neutrophile
Granulozyten aufteilen. Die Aufgabe von basophilen und eosinophilen Granulozyten besteht
vor allem in der Bekampfung von Parasiten, die zu groR sind, um phagozytiert zu werden,
indem auch sie Granula mit zytotoxischen Peptiden ausschitten. Neutrophile Granulozyten

sind die groflte Granulozytenpopulation. Sie phagozytieren und verdauen Pathogene und



Einleitung

sekretieren darliber hinaus zytotoxische Stoffe, wie z.B. reaktive Saustoffspezies, Gelatinasen

oder Matrix-Metalloproteasen (Mantovani et al., 2011; Murphy et al., 2012).

Wenn das angeborene Immunsystem nicht ausreicht, um die Bedrohung abzuwehren, wird
das erworbene Immunsystem aktiv. Im Gegensatz zum angeborenen Immunsystem ist das
erworbene Immunsystem in der Lage eine auf das Pathogen spezifisch angepasste
Immunantwort zu induzieren und hat dariiber hinaus die Moglichkeit, ein immunologisches
Gedachtnis zu schaffen. Auch das erworbene Immunsystem besteht aus einer zelluldren und

einer humoralen Komponente.

Zu der zellularen Komponente gehoren die T- und B-Zellen. Bei den T-Zellen kann weiterhin
zwischen CD8" und CD4" T-Zellen unterschieden werden. CD8" T-Zellen suchen in der
Peripherie nach von intrazelluldren Pathogenen infizierten Kérperzellen. Sie werden durch ein
zu ihrem T-Zellrezeptor (TCR) passendes Antigen aktiviert, das von infizierten Korperzellen
mittels des MHC Klasse I-Molekil (MHC: major histocompatibility complex) prasentiert wird.
Nach Aktvierung schiittet die CD8" T-Zelle zytotoxische Peptide aus, die die Apoptose

induzieren und so die Ausbreitung des Pathogens verhindern.

Die meisten der CD4" T-Zellen befinden sich in den sekunddren lymphatischen Organen, wo
ihnen das fir sie spezifische Antigen prasentiert wird. Diese Aufgabe wird von Antigen-
prasentierenden Zellen (APC: antigen presenting cell) ausgefihrt. Diese nehmen Antigene auf,
prozessieren sie und prasentieren sie mittels MHC Klasse II-Molekil den T-Zellen. Tragt eine
T-Zelle den passenden TCR fiir den prasentierten Peptid-MHC Klasse lI-Komplex, bindet sie
mit dem TCR an den Peptid: MHC II-Komplex und wird durch zusatzliche co-stimulatorische

Signale und durch ausgeschiittete Zytokine aktiviert.

Die sekretierten Zytokine entscheiden dabei, in welche Art von Effektorzelle sich die aktivierte
T-Zelle differenziert. Ein Zytokinmilieu, das durch IL-12 und Interferon y (IFNy) gepragt ist,
flhrt zu einer Differenzierung von T-Zellen hin zu T-Helfer-1-Zellen (Th1). Th1-Zellen wandern
in die Peripherie und kdnnen dort Effektorfunktionen ausiiben, indem sie z.B. Makrophagen
aktivieren und damit deren Fahigkeit phagozytierte Pathogene zu lysieren zu verstarken.
Zusatzlich zu diesen Effektorfunktionen in der Peripherie sind Th1-Zellen auch in der Lage in
sekundaren lymphatischen Organen B-Zell-Hilfe zu leisten und damit die

Antikorperproduktion zu induzieren. Auch Th2-Zellen, die in einem IL-4-dominierten
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Zytokinmilieu entstehen, leisten B-Zell-Hilfe. Wahrend eine Sekretion von IL-10 (IL:
Interleukin) eine Differenzierung zu anti-inflammatorischenn, regulatorischen T-Zellen nach
sich zieht, fiihrt die Sekretion von TGF-B (TGF: transforming growth factor) und IL-6 zur
Differenzierung zu Th17-Zellen, die in die Peripherie wandern und durch Sekretion von [L-17

pro-inflammatorisch wirken.

Die humorale Immunantwort des erworbenen Immunsystems wird durch die Th1- bzw. Th2-
Zellen induziert und fihrt zur Produktion von Antikdrpern. Zur Antikdrperproduktion kommt
es, wenn T-Zellen nach ihrer Aktivierung in sekundaren lymphatischen Organen zur Grenze
zwischen T- und B-Zellzone wandern und zeitgleich B-Zellen dasselbe Antigen mit ihrem dafir
spezifischen B-Zellrezeptor aufnehmen, prozessieren, es auf das MHC Klasse lI-Molekil auf
der Zelloberflache laden und dort prasentieren. So eine aktivierte B-Zelle wandert ebenfalls
zur Grenze zwischen T- und B-Zellzone. Trifft dort nun eine T-Helferzelle dessen TCR spezifisch
flr ein auf einer B-Zelle prasentierten Peptid: MHC Klasse II-Komplex ist, wird die B-Zelle
aktiviert. Dies geschieht durch die Interaktion des Peptid: MHC Klasse lI-Komplexes mit dem
passenden TCR und zusatzlichen co-stimulatorischen Molekilen sowie von T-Zellen
sekretierten Zytokinen. Die aktivierte T- und B-Zelle wandern anschlieRend in die B-Zellzone
und bilden dort ein Keimzentrum. In diesem kommt es zu einer starken Zellproliferation
beider Zellen und zur Differenzierung der B-Zelle zur Antikdrper-produzierenden Plasmazelle.
Weiterhin findet hier der Klassenwechsel der produzierten Immunglobuline von IgM z.B. zu
IgG sowie die somatische Hypermutation statt, in dessen Zuge die Spezifitat der produzierten
Immunglobuline fir das Antigen erhoht wird. Das vorherrschende Zytokinmilieu entscheidet
dabei darlber, welche Subklassen von Immunglobulinen produziert werden. So sorgt ein
durch Th2-Zellen bewirktes IL4-Milieu z.B. fir eine Produktion von IgGs der Subklasse 1,
wahrend ein hoher IFNy-Spiegel, von Thil-Zellen produziert, zu einer Produktion von IgG2b

und IgG2c fihrt.

Immunglobuline besitzen einen variablen sowie einen konstanten Teil. Der variable Teil, auch
F(ab),-Teil bezeichnet, besitzt zwei Antigenbindestellen und ist fir die spezifische Erkennung
und das Binden an das Antigen zustdandig. Die Antigenbindestellen bestimmen die
Antigenspezifitat, die durch die somatische Hypermutation im Laufe einer humoralen
Immunantwort immer weiter erhoht wird. Der konstante Teil, der sogenannte Fc-Teil, ist fir

die Aktivierung von Effektorfunktionen des Immunsystems verantwortlich. So bilden stetig
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produzierte IgM-Antikérper nach Opsonierung von Fremdproteinen eine Plattform fir
Komplementfaktoren, die dann (ber den klassischen  Aktivierungsweg die
Komplementkaskade induzieren. Auch IgG-Antikdrper kdnnen Uber ihren Fc-Teil das
Komplementsystem aktivieren. Dariberhinaus besitzen einige Immunzellen, wie z.B.
neutrophile Granulozyten, Fc-Rezeptoren, mit denen Immunglobuline erkannt werden
konnen. Der Fc-Teil unterscheidet sich je nach Klasse und hat somit unterschiedliche
Funktionen. So aktivieren Immunglobuline der Klasse G nur solche Zellen, die Fcy-Rezeptoren
tragen, die pro- oder anti-inflammatorische Wirkungen haben kdnnen. Da sich die
verschiedenen IgG-Subklassen in ihren Affinitdten zu den einzelnen Fcy-Rezeptoren
unterscheiden, hat auch die Subklasse eines Immunglobulins Auswirkung auf die Art der
Immunantwort: So haben z.B. IgG1, 1gG2b und IgG2c eine geringe Affinitdt zu dem anti-
inflammatorischen FcyRIIB (Fcy Rezeptor Il B), wahrend der pro-inflammatorische FcyRIV

hochaffin an 1gG2b und IgG2c bindet (Bruhns, 2012).

Im Zuge einer adaptiven Immunantwort differenzieren sich einige T- und auch B-Zellen zu
langlebigen Gedéachtniszellen, die bei erneuter Infektion mit dem gleichen Pathogen fiir eine
schnellere und starkere Immunantwort sorgen. Da bei Gedachtnis-B-Zellen sowohl der
Klassenwechsel als auch die somatische Hypermutation bereits geschehen ist, kommt es zu

einer schnelleren Produktion von hochspezifischen Immunglobulinen (Abbas et al., 2012).

Damit die beschriebenen Effektorfunktionen nicht gegen koérpereigene, gesunde Zellen
eingesetzt werden, ist die Unterscheidung zwischen eigen/gesund und fremd oder entartet
notwendig. Dies geschieht Uber den Mechanismus der Toleranz, im Zuge dessen in
autoreaktiven Zellen die Apoptose ausgeldst wird (Hartley et al., 1993) oder die Zellen nicht
mehr aktiviert werden kénnen (Schwartz, 2003). Sind diese Mechanismen fehlerhaft und
werden kérpereigene Strukturen nicht mehr als solche erkannt, kann dies zur Produktion von
gegen korpereigene Proteine gerichteten Autoantikdrpern fihren und es besteht die Gefahr

der Entstehung von Autoimmunerkrankungen (Goodnow et al., 2005).

Die Auswertung von verschiedenen Studien zwischen 1988 und 2008 ergaben, dass
durchschnittlich 7,5 - 9,5% der Bevdlkerung von Autoimmunerkrankungen betroffen sind
(Cooper et al., 2009). Auch Proteine in der Haut kdnnen Ziele von Autoantikdrpern sein, deren
Binden an dermale Proteine zur Bildung von Blasen fiihrt. So wird die Inzidenz von

blasenbildenden Autoimmunerkrankungen der Haut in Deutschland auf ungefahr 2000 neue
4
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Diagnosen pro Jahr geschdtzt. Die Pravalenz liegt mit insgesamt 12000 Patienten bei 0,01%

der Bevolkerung (Schmidt und Zillikens, 2011).

Ein Vertreter dieser Autoimmunerkrankungen der Haut ist die Epidermolysis bullosa acquisita
(EBA). Die EBA hat eine Inzidenz von 0,2 Neuerkrankungen pro 1 Million Einwohner im Jahr
(Bertram et al., 2009). Von der EBA sind vor allem Personen mittleren bis hohen Alters
betroffen. Dabei ist der Zeitpunkt der Diagnose von Population zu Population unterschiedlich:
Wahrend Afrikaner bei der Diagnose durchschnittlich 29 Jahre alt waren (Zumelzu et al.,
2011), liegt die durchschnittliche Erstdiagnose fir EBA in anderen Populationen bei 44 - 50
Jahren (Buijsrogge et al., 2011; Kim et al., 2011).

Epidermolysis bullosa acquisita gehort zu den autoimmunen bullésen Dermatosen, die sich in
die Pemphigusgruppe und die Gruppe der Pemhigoiden unterteilen lasst (Hammers et al.,
2014). Wahrend sich in der Pemphigusgruppe die Autoantikdrper gegen intraepidermale
Proteine richten, sind die Autoantikbrper in der Gruppe der Pemphigoiden gegen
subepidermale Proteine gerichtet (Schmidt und Zillikens, 2013). EBA gehort in die Gruppe der
Pemphigoiden und ist durch Antikérper charakterisiert, die gegen das Kollagen Typ 7 (Col7)
gerichtet sind (Woodley et al., 1988).

Col7 ist ein ungefahr 290 kDa grof3es Protein und besteht aus einer Kollagen-Domane, die von
zwei nicht-kollagendsen Doméanen, NC1 und NC2 (NC: non-collagenous), flankiert wird. Die
NC1-Domadne besteht wiederum aus mehreren Domdnen: Am N-Terminus liegt die CMP-
Domane (CMP: cartilage matrix protein), gefolgt von 9 Fibronektin-3-dhnlichen und einer von
Willebrandt-Faktor-2A-dhnlichen Doméne. C-terminal ist die NC2-Domadne lokalisiert
(Burgeson, 1993). Drei Col7-Proteine bilden ein Homotrimer, das sich mit einem weiteren
Col7-Trimer an der NC2-Domane antiparallel zusammenlagert. Solche tber die NC2-Domane
miteinander verbundenen Col7-Trimere bilden einen wichtigen Bestandteil der Ankerfibrillen
in der dermo-epidermalen Junktionszone (Morris et al., 1986). Die NC1-Domaéanen dieser Col7-
Trimere binden jeweils Laminin 332, das wiederum mit in der Epidermis verankerten
Strukturproteinen verbunden ist. Auf dermaler Seite sind Col7-Trimere Uber ihre Kollagen-
Domanen mit anderen Kollagenen verbunden und sorgen so fiir die strukturelle Integritat der

Haut (Abb. 1.1).
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Abb. 1.1 Kollagen Typ 7 ist ein Bestandteil der dermo-epidermalen Junktionszone. Die dermo-epidermale
Junktionszone (DEJ) verbindet durch Vernetzung zahlreicher Strukturproteine Dermis und Epidermis
miteinander. Ein wichtiger Bestandteil ist dabei Col7. Die Kollagen-Domane des Col7-Molekils wird von 2 nicht-
kollagenen Domanen flankiert. Die N-terminale NC1-Domane besteht aus einer CMP-, 9 Fibronectin-3-ahnlichen
Domanen sowie einer von Willebrandt-Faktor-A2-dhnlichen (VWFA2) Doméne. Die deutlich kiirzere NC2-Domane
befindet sich am C-Terminus. Zwei Col7-Homotrimere lagern sich an der NC2-Doméane zusammen und bilden ein
Col7-Molekiil. Die N-Termini der beiden Col7-Trimere binden jeweils an Laminin 332 auf epidermaler Seite,
wahrend die Kollagen-Domanen der Col7-Molekile sich mit dermalen Kollagenen verbinden. Grafik: (Ludwig,
2013; Schmidt und Zillikens, 2013), verdndert nach (Kim und Kim, 2013)

Die meisten Epitope der Col7-spezifischen Antikorper liegen in der NC1-Domane. So wurden
Aminosauresequenzen sowohl in der CMP-Doméane (Chen et al.,, 2007) als auch in der
Fibronektin-3-dhnlichen- (Lapiere et al., 1993) und in der vWFA2- (Wegener et al., 2013) als
Ziele fur Autoantikorper identifiziert. Weniger Epitope findet man dagegen fiir Sequenzen in

der NC2-Domane (Ishii et al., 2004).

Phanotypisch lasst sich die EBA in zwei Typen unterscheiden. Der mechanobullése, nicht-
inflammatorische Typ, an dem etwa 1/3 aller EBA-Patienten leiden, geht mit der Bildung von

nicht-entziindlichen Blasen vor allem an mechanisch belasteten Hautarealen, wie z.B.
6



Einleitung

Handen, Ellenbogen oder Knien, einher (Buijsrogge et al., 2011). Bei diesem Phanotyp wird
angenommen, dass die an Col7 gebundenen Autoantikorper die Interaktion zwischen Col7
und anderen Proteinen der dermo-epidermalen Junktionszone stért und es dadurch zur
Blasenbildung kommt (Remington et al., 2008). Beim inflammatorischen EBA-Typ, an dem
etwa 2/3 der EBA-Patienten leiden, fuhrt das Binden der Autoantikorper an Col7 zu
Entziindungsprozessen und dadurch zur Bildung von Blasen, Krusten sowie Erosionen an der

Haut und der Mukosa (Gammon et al., 1984b).

Die Diagnose der EBA kann mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz erfolgen. Dazu wird
zunachst menschliche, gesunde Haut mit NaCl-Losung behandelt, sodass es zur Spaltbildung
zwischen Epidermis und Dermis kommt. Diese sogenannte ,salt split skin“ wird anschlieRend
mit Patientenserum und danach mit einem fluoreszenzmarkierten, gegen humane
Immunglobuline gerichteten Antikorper inkubiert. Anhand des Orts der Deposition der
Patientenantikérper kann der Typ der Autoimmundermatose eingegrenzt werden. So sind
gegen Col7 gerichtete Antikdrper auf der dermalen Seite zu finden, wohingegen Antikdrper
aus den Seren von Patienten mit anderen Pemphigoiderkrankungen auf der epidermalen
Seite detektiert werden kénnen (Gammon et al., 1984a; Woodley et al., 1983). Die Detektion
von Col7-spezifischen Serum-IgGs erfolgt unter Zuhilfenahme der ELISA-Technik (Enzyme-
linked Immunosorbent assay). Dabei werden rekombinant hergestellte NC1- und NC2-
Domanen mit Patientenserum inkubiert und etwaige gebundene Antikorper detektiert (Saleh
et al.,, 2011). Auch mit Hilfe der direkten Immunfluoreszenz (DIF)-Mikroskopie kann EBA
diagnostiziert werden: In der DIF sind dabei lineare Ablagerungen von IgGs an der DEJ zu
erkennen. Dabei zeigen Ablagerungen von Col7-spezifischen IgGs ein u-serriertes Muster

(Buijsrogge et al., 2011; Vodegel et al., 2004).

Die Behandlung der EBA ist, wie bei vielen Autoimmunerkrankungen, unspezifisch und hat vor
allem die Immunsuppression zum Ziel. Dabei wird insbesondere auf Kortikosteroide, wie z.B.
Methylprednisolon (Hellberg et al., 2013; Ludwig, 2013), zuriickgegriffen. Da Kortikosteroid-
Behandlungen jedoch schwere Nebenwirkungen zur Folge haben, wird versucht alternative
Behandlungsmethoden zu entwickeln. Dazu gehoért z.B. die IVIG-Behandlung (IVIG:
intravenous immuneglobulines), bei der hohe Dosen unspezifischer Immunglobuline appliziert

werden, um eine Sattigung der neonatalen Fc-Rezeptoren zu erzielen und so die
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Halbwertszeit der Autoantikdrper zu verringern (Ahmed und Gurcan, 2012; Kim und Kim,

2013).

1.2 Immunologie der EBA

Weite Teile der EBA-Entstehung konnten noch nicht aufgeklart werden. Klinische Studien
konnten zeigen, dass es bei der Entstehung der EBA eine genetische Komponente gibt. So
haben Trager des HLA-DRB*15:03-Haplotyps ein erhohtes Risiko an EBA zu erkranken
(Zumelzu et al, 2011). Auch T-Zellen haben einen entscheidenden Anteil an der
Krankheitsentstehung. Experimente in Krankheitsmodellen haben gezeigt, dass bei T-Zell-

defizienten Mausen eine Induktion der EBA nicht moglich war.

So wird angenommen, dass in der afferenten Phase bei einer entziindeten Hautverletzung
Teile des Col7-Molekiils von Antigen-prasentierenden Zellen aufgenommen, prozessiert und
in einen Lymphknoten transportiert werden. In der T-Zell-Zone des Lymphknotens prasentiert
die besagte Antigen-prasentierende Zelle das Col7-Peptid einer autoreaktiven Thil-Zelle
(Hammers et al., 2011) per MHC Klasse ll-Rezeptor, was zur MHC Klasse ll-vermittelten
Aktivierung der T-Zelle fihrt (Ludwig et al., 2011). Diese wandert danach zur Grenze zwischen

T- und B-Zellzone und kann dort B-Zell-Hilfe leisten.

AuBerdem konnen auch autoreaktive B-Zellen mit ihrem B-Zell-Rezeptor das Col7-Peptid auf
dem MHC Klasse lI-Rezeptor erkennen und hierdurch aktiviert werden. Die so aktivierte B-
Zelle kann nun das Col7-Pepid liber ihren B-Zell-Rezeptor aufnehmen und das Col7-Peptid
Uber ihren eigenen MHC Klasse Il-Rezeptor prasentieren. Die B-Zelle wandert daraufhin
ebenfalls zur Grenze zwischen T- und B-Zell-Zone, wo sie auf die aktivierte T-Zelle trifft. Wird
der zuvor aktivierten, fiir dieses Fragment spezifischen T-Zelle das Col7-Fragment von der B-
Zelle durch die Interaktion zwischen T-Zell-Rezeptor und dem MHC Klasse lI-Rezeptor erneut
prasentiert, erfolgt die B-Zell-Hilfe durch die co-stimulatorische Interaktion des CD40-
Rezeptors auf B-Zell-Seite mit dem CD40L-Ligand auf den T-Zellen sowie durch Ausschiittung
der Zytokine Interleukin 12 und Interferon y. Sowohl die autoreaktive B-Zelle als auch die T-
Zelle wandern in die B-Zellzone. Dort entsteht durch die starke Proliferation der B-Zelle ein
Keimzentrum, in dem der Klassenwechsel der B-Zellen zu lgG-produzierenden B-Zellen

stattfindet.
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Die Proliferation fihrt zu einer groBen Zahl von wiederum stark proliferierenden,
Zentroblasten genannten, B-Zellen, die in der sogenannten dunklen Zone des Keimzentrums
zu finden sind. Die Zentroblasten differenzieren zu Zentrozyten und wandern in die helle
Zone, wo durch die somatische Hypermutation die Affinitdit des B-Zellrezeptors fir das
Antigen erhdht wird und die Zentrozyten im Anschluss wieder zu Zentroblasten differenzieren
und so noch Antigen-spezifischere B-Zellen hervorbringen. Weiterhin gehen aus den B-Zellen
in der hellen Zone Gedachtnis-B-Zellen hervor, die in die Mantelzone wandern, welche die
dunkle und helle Zone umgibt. SchlielRlich differenzieren die Zentrozyten zu Plasmazellen, die

fir die Produktion der Antikorper verantwortlich sind (Murphy et al., 2012).

In der efferenten Phase gelangen diese Col7-spezifischen Antikorper in die Haut und binden
an ihr Antigen an der DEJ. An diese an der DEJ befindlichen Autoantikdérper binden
anschlieBend Faktoren des Komplementsystems. So konnte gezeigt werden, dass C5-
defiziente Mause keine EBA entwickeln (Sitaru et al.,, 2005). Die Aktivierung des
Komplementsystems erfolgt vor allem (ber den sogenannten alternativen Weg (Mihai et al.,
2007). Das Binden der Autoantikorper an Col7 katalysiert die Spaltung von C3 und initialisiert
dadurch die Komplementkaskade. Die Aktivierung der Komplementkaskade fiihrt in einem
nachsten Schritt zu einem Einstrom von neutrophilen Granulozyten und deren FcyRIV-
abhdngigen Aktivierung (Kasperkiewicz et al., 2012). Die Ausschittung von reaktiven
Sauerstoffspezies (Chiriac et al., 2007), kurz ROS (reactive oxygen species), Gelatinasen sowie
Matrix-Metalloproteinasen (Shimanovich et al.,, 2004) durch aktivierte neutrophile
Granulozyten fiihrt zu der Zerstérung der Col7-Fasern und dem daraus resultierenden

Abldsen der Epidermis von der Dermis, das makroskopisch als Blase zu erkennen ist.

1.3 Tiermodelle der EBA

Die Untersuchung der EBA in Menschen ist durch die geringe Zahl an EBA-Patienten schwierig.
Da jedoch Col7 als Antigen identifiziert ist, war es moglich die EBA-Erkrankung auf Mause zu
Ubertragen und so verschiedene tierexperimentelle Modelle zu entwickeln, anhand derer

unterschiedliche Fragestellungen untersucht werden konnten.

Eines dieser Tiermodelle ist das passive Antikdrpertransfer-Modell. Dieses eignet sich fir
Experimente, die Vorgange in der Effektorphase aufkldren sollen. In diesem Modell werden
zunachst Kaninchen mit einem rekombinant hergestellten Peptid aus der NC1-Domaéne des

murinen Col7-Proteins (mCol7) immunisiert, um danach die IgGs aus dem Kaninchenserum zu
9
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isolieren. Diese Kaninchen-IgGs, unter denen sich auch mCol7-spezifische 1gGs befinden,
konnen nun Mausen subkutan injiziert werden, die daraufhin EBA-Wunden entwickeln (Sitaru
et al.,, 2005). Die ersten EBA-Symptome sind im Kopfbereich und zusatzlich um die

Einstichstelle herum zu finden.

Neben dem rekombinant hergestellten Peptid aus dem mCol7-Protein kann auch ein Peptid
aus dem humanen Col7-Protein verwendet werden, um Kaninchen zu immunisieren. Auch die
aus dem Serum dieser immunisierten Kaninchen isolierten 1gGs kdnnen Madusen injiziert

werden und fuhren dort zur Bildung von EBA-Wunden (Woodley et al., 2005).

1.4 Fragestellung

Die Bildung von EBA-Wunden wird durch neutrophile Granulozyten induziert, die durch an die
DEJ gebundene Immunkomplexe aktiviert werden. Die Umsetzung dieses Ablaufs in den
Tiermodellen der EBA kann zum einen durch mehrmalige Injektionen von Kollagen 7-
spezifischen Kaninchen-Antikorpern erfolgen (passives Antikérpertransfer-induziertes Modell)
oder Uber den herbeigefiihrten Toleranzbruch gegeniiber des Kollagen 7-Molekiils

(Immunisierungs-induziertes Modell).

Im ersten Fall, dem passiven Antikdrpertransfer-induzierten EBA-Modell, besteht die
Moglichkeit, dass die injizierten mausfremden Kaninchen-lgGs eine Immunreaktion in der
Maus ausldésen. Im passiven Antikdrpertransfer-Modell der EBA wurde das Phdanomen der
Xenoreaktivitdt bisher jedoch noch nicht untersucht. Daher war ein Ziel der Arbeit zu
untersuchen, ob eine durch die Injektion von Kaninchen-IgGs ausgeléste Immunantwort den
EBA-Verlauf im passiven Antikorpertransfer-Modell beeinflusst. Dazu wurde der
Krankheitsverlauf von Mausen im passiven Antikorpertransfer-Modell untersucht, die keine

eigenen Antikorper produzieren kénnen.

Im zweiten Fall, dem Immunisierungs-induzierten EBA-Modell, fihrt der Toleranzbruch
gegeniber dem Kollagen 7 dazu, dass mauseigene B-Zellen Kollagen 7-spezifische Antikorper
produzieren. Th1l-Zellen sind hier fur den Klassenwechsel hin zu IgG2 verantwortlich, die die
Bildung der EBA-Wunden in der Haut induzieren. Von den Thil-Zellen ist auch bekannt, dass
diese nicht nur B-Zellhilfe im Lymphknoten leisten, sondern auch in die Peripherie
auswandern und dort Effektorfunktionen ausiiben. Es ware also moglich, dass dies auch in der

EBA geschieht. Da darliber noch nichts bekannt ist, war ein weiteres Ziel dieser Arbeit zu

10
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untersuchen, ob T-Zellen in der EBA in der Haut zu finden sind und welche Auswirkungen das
Fehlen von T-Zellen in der Peripherie auf den EBA-Verlauf hat. Dies wurde untersucht, indem

T-Zellen im Laufe der EBA-Erkrankung daran gehindert wurden, die Lymphknoten zu

verlassen.

11
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2. Materialien und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Mause

Tab. 2.1: Verwendete Mausstamme

C57BL/6NCrl

Charles River Laboratories, Research Models and Services,

Sulzfeld

CD40L-KO (C57BL/6)

eigene Zucht (Dr. Kalies, Universitat zu Libeck)

JHT (C57BL/6)

eigene Zucht (Dr. Kalies, Universitat zu Libeck)

SIL/JOrlicoCrl

Charles River Laboratories, Research Models and Services,

Sulzfeld

Die verwendeten Mduse waren zu Versuchsbeginn zwischen 8 und 10 Wochen alt und

wurden in der gemeinsamen Tierhaltung der Universitat zu Lubeck bei konstantem Hell-

Dunkel-Rhythmus (jeweils 12 Stunden) und einer maximalen Gruppengrofle von 6 Mausen

gehalten. Wasser und Standard-Pelletfutter waren zu jeder Zeit frei zuganglich.

Fiir die vorliegende Arbeit wurden folgende 2 Tierversuchsantrdge vom Ministerium fir

Landwirtschaft, Umwelt und landliche Raume Schleswig-Holstein genehmigt:

V 312-72241.122-1 (104-10)

V 312-72241.122-1 (105-10)

2.1.2 Chemikalien

»Einfluss einer mechanischen und chemischen Reizung der Haut
auf die Entstehung von autoimmundinduzierten Blasen -

Untersuchungen am aktiven Mausmodell der EBA”

»Modulation des Verlaufs einer Autoimmunerkrankung der Haut

- Untersuchungen am passiven Mausmodell der EBA”

Tab. 2.2: Verwendete Chemikalien

Aceton

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Ampuwa Plastipur (a. dest.,

steril)

Fresenius KABI Deutschland GmbH, Bad Homburg

Aquatex

Merck KGaA, Darmstadt
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Bovines Serum Albumin

(BSA)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Chloroform AnalaR

Normapur

VWR International GmbH, Darmstadt

DEPC

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Diaminobenzidin (DAB)

Chromogen

Dako Denmark A/S, Glostrup, Danemark

Diaminobenzidin (DAB)

Substrate Buffer

Dako Denmark A/S, Glostrup, Danemark

Dimethyl Formamid

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Dulbecco’s Phosphate

Buffered Saline

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

EDTA Merck KGaA, Darmstadt
Entelan Merck KGaA, Darmstadt
Eosin Merck KGaA, Darmstadt

Erythrocyte Lysis Buffer

Qiagen, Hilden

Ethanol > 99,8%, Rotipuran

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

FACS Clean

BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg

FACS Flow (Sheathfluid)

BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg

FACS Rinse BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg
Fastblue Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Fastred Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

FTY720 (Fingolimod)

Cayman Chemical Europe, Tallinn, Estland

Glutathion, reduziert

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Glycin

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Hoechst 33258

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Jung Einbettmedium

Leica Microsystems Nussloch, Nussloch

Ketanest S

Phizer Pharma GmbH, Berlin

Levamisol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Lysispuffer, Lysis Solution RL

Analytik Jena AG, Jena

Mayers Hamalaun Losung

Merck KGaA, Darmstadt
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Methanol

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Naphtol-AS MX Phosphat

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Natriumazid (NaN3s)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Natriumchlorid (NacCl)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Natriumhydroxid (NaOH)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Normal Mouse-Serum

Caltag Laboratories, Inc., Burlingame, USA

Paraformaldehyd

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Polyethylenglycol (PEG)

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Rompun

Bayer Vital GmbH, Leverkusen

RPMI

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Salzsaure (HCI)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Sybr Green PCR Master Mix

Applied Biosystems, Warrington, England

TagMan Universial PCR

Applied Biosystems, Warrington, England

Master Mix

Titermax CytRX Corporation, Los Angeles
Tris-Base Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Trypanblau Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Tween 20 Merck KGaA, Darmstadt

Washing Solution HS

Analytik Jena AG, Jena

Washing Solution LS

Analytik Jena AG, Jena

Xylol

Merck KGaA, Darmstadt

2.1.3 Losungen, Puffer und weitere Reagenzien

Tab. 2.3: Verwendete Lésungen, Puffer und weitere Reagenzien

APAAP-Substrat

20 mg Naphtol-AS MX Phosphat, 2 ml Dimethyl Formamid,
0,1 M Tris-Puffer pH 8,2, 100 pl 1 M Levamisol

DAB

1 ml DAB-Substrate Buffer + 1 Tropfen DAB-Chromogen

DEPC-Waser (0,1%)

1 ml DEPC, auf 1000 ml mit a.dest. auffiillen, Gber Nacht

unter dem Abzug rihren lassen, am néachsten Tag

autoklavieren (280°C, 3 h)
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DNasel

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

DNase-Puffer

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

dNTPs

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

EDTA, 0,2 mM

0,3 g auf 50 ml a.dest.

Elutionspuffer

924 mg reduziertes Glutathion in 150 ml PBS

70% EtOH fir RNA-

Extraktion

140 ml EtOH auf 60 ml DEPC-Wasser

FACS-Puffer

PBS, 2 mM EDTA, 0,5% BSA

Fast Blue 4 mg Fast Blue in 4 ml APAAP-Substrat fir 10 Min.
inkubieren, vor Gebrauch filtrieren
Fast Red 2 mg Fast Red in 3 ml APAAP-Substrat fir 10 Min.

inkubieren

Glycin Puffer pH 2,8

0,1 M Glycin in A.dest

Hamalaun

40 ml Mayers Hamalaun-Lésung, 160 ml PBS pH 7,4

Moviol 4-88

12 g Moviol in 30 ml a.dest. |6sen und unter riihren 60 ml
Tris-HCl zugeben, Gber Nacht rihren, Losung unter Riihren
im Wasserbad auf 90°C erhitzen und 45 Min. riihren lassen,
langsam auf 50°C abkihlen lassen und 24 ml
fluoreszenzfreies Glycerin einriihren, mit 1M NaOH pH auf

8,5 einstellen

Narkose-Losung (5 ml)

1750 pl Ketanest, 1000 pul Rompun, 2250 pl NaCl

Paraformaldehyd 4%

4 g auf 100 ml PBS fiir 60 Min. bei 60°C unter standigem

Ruhren

PBS

9 g NaCl, 1,74 g Na,HPO,4 x 2 H,0, 0,18 NaH,PO4 x H,0 in
1000 ml a. dest.

Reverse Transkriptase

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

5x Reverse Transkriptase-

Puffer

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Taqg-/Sybr Green-Puffer

Applied Biosystems, Darmstadt
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TBS 0,1 M pH 8,2 242,28 g Tris, 344,4 g NaCl, auf 3,5 | mit a. dest. auffiillen,
pH mit HCl auf 7,6 einstellen, danach auf 4 | auffiillen, bei

4°C lagern, vor Gebrauch filtrieren

TBS-Tween 100 ml TBS-Stammlésung, 10 ml Tween-Stammldsung, 890
ml a. dest.
Tris-Puffer 0,1 M pH 8,2 12,1 g Tris + 900 ml a. dest., pH mit HCI auf 8,2 einstellen,

auf 1000 ml mit a. dest. auffullen

Tween-Stammlosung (5%) 10 ml Tween auf 190 ml a. dest.

Washing Solution HS vor erstmaligem Gebrauch 70 ml EtOH fur RNA-Extraktion in
(Gebrauchslésung) Flasche fillen

Washing Solution LS vor erstmaligem Gebrauch 160 ml EtOH fiir RNA-Extraktion
(Gebrauchslésung) in Flasche fillen

2.1.4 Verbrauchsmaterialien

Tab. 2.4: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Dialyseschlauch ZelluTrans Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
12,0

Glutathion-Sepharose GE Healthcare, Uppsala, Schweden

Protein-G-Resin Protein-G- Millipore/Merck KGaA, Darmstadt

Agarose Fast Flow

RNA-Extraktions-Kit Analytik Jena AG, Jena
innuPREP RNA Mini Kit

Sterilfilter Filtropur S 0,2 Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Zellsieb, EASYstrainer 70 um | Greiner Bio-One International AG, Kremsmiinster,

Osterreich

Zentrifugationsfilter Amicon- | Millipore, Bradford, USA
Ultra-15
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2.1.5 Gerdte

Tab. 2.5: Verwendete Gerite

Durchflusszytometer

FACScalibur

BD Biosciences, Heidelberg

elektrische Nagelfeile

Tchibo Certified Merchandise, Hamburg

Fluoreszenzmikroskop

Axioskop 2 plus

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena

Fluoreszenzmikroskopie-

Kamera Olympus DP72

Olympus, Hamburg

Heraeus Megafuge 1.0 R
(Rotor: 75002704)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Lichtmikroskop Axiophot

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena

Lichtmikroskopiekamera

AxioCamHR

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena

Kihlzentrifuge Centrifuge
5417R (Rotor: F-45-30-11)

Eppendorf AG, Hamburg

Neubauer Zahlkammer

improved

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda Kénigshofen

PCR-Cycler ABI7000

Sequence Detection System

Applied Biosystems, Foster City, USA

PCR-Cycler ABI7900 Fast
Real-Time PCR System

Applied Biosystems, Foster City, USA

Serienschnittmikrotom Hyrax

C50

Carl Zeiss Microscopy, Gottingen

Tischzentrifuge Centrifuge

5702 (Rotor: A-4-38)

Eppendorf AG, Hamburg

Tischzentrifuge Minispin

(Rotor: F-45-12-11)

Eppendorf AG, Hamburg

Vakuumzentrifuge:
Concentrator 5301
(Rotor: F-45-48-11)

Eppendorf AG, Hamburg
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2.1.6 Software

Tab. 2.6: Verwendete Software

Adobe Photoshop CS3
Extended 10.0.1

Adobe Systems Incorporated, San Jose, USA

Axio Vision 6.1

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena

BD cell Quest Pro 5.2.1

BD Biosciences, Heidelberg

cellSense standard 1.5

Olympus, Hamburg

GraphPad Prism 5.03

GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA

EndNote X6 (Bld 6348)

Thomson Reuters, Frankfurt am Main

Imagel) 1.48v

National Institutes of Health, USA

Microsoft Office Excel

Microsoft Corporation, Redmond, USA

Sequence Detection

Software 1.2.3

Applied Biosystems, Foster City, USA

Sequence Detection

Software 2.2.2

Applied Biosystems, Foster City, USA

2.1.7 Antikorper

Tab. 2.7: Verwendete Antikorper. Bei monoklonalen Antikérpern ist in Klammern die Klonnummer angegeben.

Antikorper

Hersteller

Extra Avidin Peroxidase

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Ratte anti-Maus-B220 (RA3-
6B2)

BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg

FITC Ziege anti-Maus-C3

MP Biomedicals, Solon OH, USA

Alexa Fluor 647 Ratte anti-

Maus-CD19 (1D3)

BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg

PE Ratte anti-Maus-CD49b
(DX5)

eBioscience, Frankfurt am Main

Dye Light 488 anti-Maus-
Col7

Thermo Fisher Scientific, Rockford, Illinois, USA
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Ratte anti-Maus-Gr1 (RB6- BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg
8C5)

Alexa Fluor 555 Ziege anti- Life Technologies GmbH, Darmstadt
Maus IgG1

FITC Ziege anti-Maus 1gG2c Bethyl Laboratories Inc., Montgomery, USA

FITC Schwein anti- Dako Denmark A/S, Glostrup, Danemark

Kaninchen-IgG

Biotin Kaninchen-anti-Ratte | Dako Denmark A/S, Glostrup, Danemark

IgG

Ratte anti-Maus-Ki-67 (B56) | BioLegend, London, England

Maus  anti-Maus NK1.1 | eBioscience, Frankfurt am Main

(PK136)

Biotin Hamster anti-Maus- | BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg

TCRB-Kette (H57-597)

PE Hamster anti-Maus TCRB- | BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg
Kette (H57-597)

Die im passiven Antikdrpertransfer-Modell verwendeten mCol7-spezifischen Kaninchen-1gGs
wurden aus dem Serum von mit einem mCol7-Peptid immunisierten Kaninchen isoliert (s.

Methoden).

2.1.8 Primer

Die unten aufgefiihrten Primer sowie die bei der cDNA-Synthese verwendeten Random-
Primer wurden Uber folgende Firma bezogen:

biomers.net GmbH, Ulm
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Tab. 2.8: Verwendete Primer. Dargestellt sind die Basensequenzen der Forward- (for) und Reverse-Primer (rev)
sowie, falls verwendet, die der Sonden (probe), des Weiteren die Linge der jeweiligen PCR-Produkte in
Basenpaaren (bp) und die Referenznummer der Vorlage, die zur Erstellung des Primers verwendet wurde (Gen
Accession-Nummer).

Produkt- Gen Accession-
Primer Sequenz
Linge [bp] Nummer (NCBI)
for 5 "-CCAAGCCAGCCTTCATTCTTG
MLN51 | rev 5" -TAACGCTTAGCTCGACCACTCTG 134 NM_138660.2
probe | 5 -CACGGGAACTTCGAGGTGTGCCTAAC
for 5 " -CGTGGTGAAGAGGAGAGATAGTG
AID 111 NM_009645.2
rev 5" -CAGTCTGAGATGTAGCGTAGGAA
for 5 -CCCACTCTACTCCCTGGTATTC
CCR5 140 NM_©09917.5
rev 5 " -GCAGGAAGAGCAGGTCAGAG
for 5 -TGTACCTTGAGGTTAGTGAACGTC
CXCR3 170 NM_009910.2
rev 5 " -GCTGGCAGGAAGNGTTCTGTC
for 5 " -GAGGGCTCATTGGACACAAC
FcyR4 | rev 5 " -GTCCTATCAGCAGGCAGAATG 120 NM_144559.2
probe | 5 -CTAGGCGATCCAGGGTCTCCATC
for 5 " -GCGTTGCTCTGGAGATAGAAG
Grl 128 XM_006543243.1
rev 5" -CTTCACGTTGACAGCATTACC
for 5 " -GCAAGGCGAAAAAGGATG
IFNy rev 5 " -GACCACTCGGATGAGCTCATTG 98 NM_008337.3
probe | 5 -TGCCAAGTTTGAGGTCAACAACCCACAG
for 5 " -CTTCCAGGATGAGGACATGAG
IL-1B | rev 5 " -CACACCAGCAGGTTATCATC 99 XM_006498795.1
probe | 5 -CATCTTTGAAGAAGAGCCCATCCTCTGTGAC
for 5" -GAGACTCTTTCGGGCTTTTCG
IL-4 rev 5" -AGGCTTTCCAGGAAGTCTTTCAG 96 NM 021283.2
probe | 5 -CCTGGATTCATCGATAAGCTGCACCATG
for 5 " -TCCCTGGGTGAGAAGCTGAAG
IL-10 | rev 5 -CACCTGCTCCACTGCCTTG 96 NM_010548.2
probe | 5 -CTGAGGCGCTGTCATCGATTTCTCCC
for 5 " -CAGAGGGCTCACCCAAACC
TCRPB 129 NC_000072.6
rev 5" -AGTAGGATCTCATAGAGGATGGT
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2.2 Methoden
2.2.1 Molekularbiologische Methoden

RNA-Isolierung/cDNA-Synthese

Zur Isolierung der RNA aus Haut- oder Lymphknotenschnitten wurden die Schnitte nach dem
Schneiden mit dem Serienschnittmikrotom in 700 ul Lysispuffer aufgeldst. Nach einminiitigem
Vortexen und anschlieBendem Herunterzentrifugieren wurde der Lysispuffer 10-mal mit einer
Spritze + Kanlile aufgezogen. Danach wurde 700 ul 70%-iger Ethanol fiir RNA-Extraktion
hinzupipettiert und 10-mal auf- und abpipettiert. 700 pl dieses Gemisches wurden auf ein
RNA-Extraktionssdulchen, das sich in einem daflir vorgesehenen AuffanggefaR befand,
pipettiert und im Anschluss bei 7370 x G mit einer Tischzentrifuge (Minispin, Rotor: F-45-12-
11) fiir 2 Min. zentrifugiert. Der Durchfluss wurde danach dekantiert und die verbliebenen
700 ul des Lysispuffer-Ethanol-Gemisches auf das Sdulchen pipettiert. Nach der
darauffolgenden Zentrifugation (7370 x G, 2 Min.) und dem Dekantieren des Durchflusses
wurde zum Waschen der extrahierten RNA 500 ul der Washing Solution HS auf das Sdulchen
pipettiert. Nach einem Zentrifugationsschritt bei 7370 x G fir 1 Min. und dem Dekantieren
des Durchflusses wurden 700 pl der Washing Solution LS auf das Saulchen pipettiert und noch
einmal bei 7370 x G flir 1 Min. zentrifugiert. Nach dem Dekantieren des Durchflusses wurde
das Saulchen zur Trocknung bei 7370 x G fir 2 Min. zentrifugiert. Im Anschluss wurde das
Saulchen in ein 1,5 ml-Reaktionsgefdld platziert, dessen Deckel mit einer Kanile 4-mal
durchstochen wurde. Zur Eluierung wurden 60 pl RNase-freies DEPC-Wasser auf die Membran
des Saulchens pipettiert und fiir 1 Min. inkubiert. Es folgte ein Zentrifugationsschritt (3280 x
G, 1 Min.). der Durchfluss wurde zur Steigerung der Ausbeute nochmals auf die Membran des
Séulchens pipettiert und nach einminttiger Inkubation wurde das Saulchen in dem 1,5 ml-
ReaktionsgefaRR abermals bei 3280 x G fir 1 Min. zentrifugiert. Zur Aufkonzentration wurde
der Durchfluss in dem 1,5 ml-Reaktionsgefall mit dem durchlécherten Deckel fir 22 Min. in
einer Vakuumzentrifuge (Concentrator 5301, Rotor: F-45-48-11) bei 60°C und 240 x G in einer

Vakuumzentrifuge zentrifugiert.

Das Gesamtvolumen des Konzentrats wurde zur cDNA-Synthese mit RNase-freiem DEPC-
Wasser auf 8 pl aufgefillt. Fir den anschlieBenden Verdau der DNA wurden zur extrahierten
RNA jeweils 1 pl 10x DNase-Puffer sowie DNase-I-Enzym hinzupipettiert, der Ansatz mit einer

Tischzentrifuge herunterzentrifugiert und fiir 15 Min. bei RT inkubiert. Der DNA-Verdau
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wurde durch Hinzupipettieren von 1,5 ul 15 mM EDTA, dem anschlieBenden Vortexen und
der Inkubation des Ansatzes fir 10 Min. bei 70°C abgestoppt. Nachdem der Ansatz danach
sofort auf Eis gelagert und herunterzentrifugiert wurde, begann das Umschreiben der RNA in
cDNA. Dazu wurde 1 pl der Random-Primer zum Umschreibeansatz hinzupipettiert und fir 5
Min. bei 65°C inkubiert. Als nachstes wurde der Reverse Transkriptase (RT) -Master-Mix,
bestehend aus 4 pl 5x RT-Puffer, 1 pl dNTPs und 2 ul RNase-freiem Wasser, und zusatzlich 0,5
pl des RT-Enzyms hinzugegeben und durch Auf- und Abpipettieren gemischt. Der
herunterzentrifugierte RT-Ansatz wurde nach 10-minutiger Inkubation bei RT fiir 60 Min. bei
42°C inkubiert. Eine anschlieBende Inkubation fir 10 Min. bei 70°C fuhrte zum

Reaktionsstopp, sodass im Anschluss die cDNA bei -20°C eingefroren werden konnte.
PCR

In einer 96-Well-Platte wurden 2 pl des Primermixes aus Forward- und Reverse-Primer in der
fir den jeweiligen Primer optimalen Verdiinnung und danach 18 ul des PCR-Mastermixes,
bestehend aus 0,625 pl cDNA, je 10 ul des 2x SybrGreen- bzw. der Tagman- Polymerase und
7,4 ul a. dest. pro Well, zusammenpipettiert. Der PCR-Ansatz wurde dann in der 96-Well-
Platte herunterzentrifugiert (Megafuge R 1.0, Rotor: 75002704) und war nun bereit zur PCR-
Analyse. Die Temperaturschritte sowie Dauer und Anzahl der einzelnen Zyklen sind der

untenstehenden Tabelle (Tab. 2.9) zu entnehmen

Tab. 2.9: Temperatur, Dauer und Zyklenzahl der einzelnen PCR-Schritte

Temperatur Dauer Zyklen
Erste Dissoziation 95°C 60 s 1x
Dissoziation 95°C 45s
50 x
Primeranlagerung/ Elongation 60°C 60 s
Schmelzkurven-Bestimmung 95°C 15s
1x
(nur bei PCR-Analysen mit SybrGreen) | 60°C - 95°C 15 s pro 0,5°C-Schritt

Zur Quantifizierung der Expression des jeweiligen Gens wurde der durch die quantitative RT-
PCR erhaltene C; (Cycle of Threshold: Zyklus, bei dem die sich durch die DNA-Amplifikation

erhéhende Fluoreszenzintensitdt einen festgesetzten Schwellenwert Uberschreitet) des zu
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untersuchenden Gens ins Verhaltnis zum C; des Gens MLN51 gesetzt, das in allen Zellen gleich

stark exprimiert wird. Dazu wurde folgende Formel angewandt:

relative Expression Gen x = 2([Mitte|wert CT MLN51]-[Mittelwert CT Gen x])

2.2.2 Immunbiologische Methoden

Durchflusszytometrische Auswertung von Lymphozyten im peripheren Blut

Zur Farbung von Zellen aus peripherem Blut flr die Analyse per Durchflusszytometer, wurden
25 pl Blut aus der Schwanzvene der Mause in 25 ul EDTA 0,2 mM aufgenommen und auf Eis
gelagert. Anschliefend wurde das Blut in 500 ul Erythrocyte Lysis Buffer (Qiagen) fiir 10 Min.
bei RT inkubiert und im Anschluss mit einer Kiihlzentrifuge (Centrifuge 5417 R, Rotor: F-45-30-
11) bei 210 x G und 4°C fiir 5 Min. zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und
verworfen. Nach Resuspendierung des Pellets in 500 pl FACS-Puffer wurde erneut
zentrifugiert (210 x G, 4°C, 5 Min.). Der Uberstand wurde wieder verworfen, das Pellet in 100
pl FACS-Puffer pro Farbeansatz resuspendiert und aliquotiert. Zu den Aliquots wurden die
gewlinschten Farbeantikorper in jeweiliger Verdinnung (Tab. 2.10) hinzupipettiert und der
Farbeansatz fiir 30 Min. bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Nach anschliefender Zentrifugation
(210 x G, 4°C, 5 Min.), Verwerfen des Uberstands und Resuspendierung in 1000 pl FACS-Puffer
konnten die Proben gemessen werden. Sollte die durchflusszytometrische Messung nicht am
selben Tag durchgefiihrt werden, so wurde das Pellet nach dem letzten Zentrifugationsschritt
und Abnahme des Uberstandes in 250 pl FACS-Puffer resuspendiert, der Ansatz zur Fixierung
mit 250 pl 4%-ige PFA-Losung vermischt und im Anschluss unter Lichtausschluss bei 4°C
gelagert. Vor Messung der fixierten Proben wurde der Ansatz zentrifugiert (210 x G, 4°C, 5

Min.), der Uberstand abgenommen und das Pellet in 1000 ul FACS-Puffer resuspendiert.

Tab. 2.10: Antikorper-Verdiinnungen

Antikorper Verdiinnung

TCRB-PE 1:500

CD19-Alexa Fluor 647 | 1:1000

Die zu messenden Proben wurden in die daflr vorgesehenen Durchflusszytometer-Rohrchen

Uberfihrt und vor Messung gevortext. Zur Auswertung wurde zundchst im Forward-
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/Sideward-Scatter auf die Lymphozytenpopulation gegatet. Die Zellen aus dem
Lymphozytengate wurden aufgetrennt nach der durch die jeweiligen Photomultiplier
gemessenen Fluoreszenzintensitdten im Dotplot dargestellt und die einzelnen Quadranten

ausgewertet. Es wurden pro Probe 15000 Events gemessen.

2.2.3 Zellbiologische Methoden

Lymphozyten-Isolierung

Zur lIsolierung der Lymphozyten wurden die entnommenen und in PBS aufbewahrten
Lymphknoten zusammen mit etwas RPMI-Medium in eine Petrischale gegeben und unter
sterilen Bedingungen zwischen zwei Objekttragern zerrieben. Im Anschluss wurde die
Zellsuspension in ein 70 um Zellsieb gegeben und zur Erhéhung der Ausbeute mit dem
Spritzenkolben durch das Sieb in ein 50 ml-ZentrifugationsgefaR, in das 1 ml RPMI-Medium
vorgelegt worden war, gerieben, und anschlieBend das Sieb mit PBS tliber dem 50 ml-
Zentrifugationsgefal gesplilt. Das ZentrifugationsgefalR wurde im Anschluss auf 20 ml mit PBS
aufgefillt und bei 400 x G fiir 10 Min. in einer Tischzentrifuge (Centrifuge 5702, Rotor: A-4-38)
zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes wurde das Pellet in 5 ml PBS resuspendiert. Zur
Bestimmung der Lymphozytenkonzentration in der Zellsuspension wurden 10 ul der
Zellsuspension in ein 1,5 ml-ReaktionsgefdaR mit 10 pl Trypanblau Gberfiihrt. Nun konnte die
Lymphozytenzahl bestimmt werden, indem 1 pl des Ansatzes mit Hilfe einer Neubauer-
Ziahlkammer ausgezdhlt wurde. Es wurden 4 Eck-Quadrate ausgezdhlt, der Mittelwert

bestimmt und die Lymphozytenzahl mit folgender Formel bestimmt:
(Mittelwert gezahlte Zellen) x 5 x 2 x 10* = Zellzahl in 5 m

Im Anschluss erfolgte die Einstellung der gewilinschten Konzentration und des Volumens fir

den Injektionsansatz.

2.2.4 Proteinbiochemische Methoden

Herstellung der Protein G-Sdule

Die Protein G-Agarose wurde komplett resuspendiert und 1 ml dieser Suspension in eine
Sdule gegeben, in die 1 ml Waschpuffer vorgelegt wurde. Nachdem die Agarose

sedimentierte, wurde der Uberstand abgelassen und weitere 5 ml des Waschpuffers auf die
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Saule gegeben. Nach einem Waschschritt mit einem Saulenvolumen PBS, wurde die Sadule

geschlossen, ca. 5 ml 20 % EtOH eingefiillt und konnte anschliefend bei 4°C gelagert werden.
IgG-Konzentration

Das aufgetaute und gevortexte Kaninchenserum wurde mit PBS im Verhaltnis 1:1 gemischt,
auf die Protein G-Saule gegeben und fiir mindestens 1 Stunde unter standigem Schitteln bei
4°C inkubiert. AnschlieRend wurde das Serum verworfen und die Sdule mit PBS solange
gewaschen, bis die meisten ungebundenen Proteine aus der Sdule gewaschen waren und die
optische Dichte (OD) bei 280 nm bei unter 0,05 lag. Als nachstes folgte die Eluierung mit
Glycin-Puffer. Dabei wurde das Eluat in einem geeigneten Behaltnis aufgefangen, in das 1-2
ml Tris-Base vorgelegt wurden. Der Proteingehalt des Eluats wurde dabei stéandig Gberwacht
und die Eluierung fortgefiihrt, bis die OD des Eluats bei unter 0,1 lag. Der pH-Wert des Eluats
wurde im Anschluss mit Tris-Base auf 7,2 eingestellt. Zur Aufkonzentrierung wurde das Eluat
in Zentrifugierfilter (DurchlassgrofRe bis 30 kDa) fir 50 ml-Zentrifugationsrohrchen tberfihrt,
bei 3345 x G und 4°C fiir 40 Min. in einer Zentrifuge (Megafuge R 1.0, Rotor: 75002704)
zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Diese Prozedur wurde solange wiederholt, bis das
Eluat auf das gewilinschte Volumen eingestellt war. Zum Wechsel des Puffers wurde im
Anschluss das Eluat erneut in die Zentrifugierfilter Gberfihrt und nochmals zentrifugiert. Nach
diesem Zentrifugationsschritt wurde, der Durchfluss verworfen und das fehlende Volumen
mit PBS aufgefillt. Nach zwei Wiederholungen dieses Schrittes konnte nun das Eluat

sterilfiltriert und anschlieRend die IgG-Konzentration per Nanodrop (ODygo) bestimmt werden.
Heterologe Expression und Konzentration des mCol7C-GST-Peptids

Das zur Immunisierung von SJL-Mdusen im Immunisierungs-induzierten Mausmodell der EBA
verwendete mCol7C-GST-Peptid wurde aus dem Institut fiir experimentelle Dermatologie

bezogen, wo es, wie von (Sitaru et al., 2005) beschrieben, hergestellt wurde.

2.2.5 Immunbhistologische Methoden

Schneiden/Farben von Kryoschnitten

Die gefrorenen Proben von Hautproben oder Lymphknoten wurden bei -20°C in

Einbettmedium eingebettet, sodass nun mit dem Mikrotom 12 um dicke Schnitte angefertigt
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werden konnten. Diese wurden auf Objekttragern platziert und danach bei Raumtemperatur

getrocknet.

HE-Farbung

Die Objekttrager mit den Schnitten wurden zuerst fir 10 Min. in ein Methanol-/Ethanolbad
(1:1) bei -20°C gestellt und im Anschluss mit PBS (1M, pH 7,4) fir 2 x 5 Min. gespllt. Zur
Kernfarbung kamen die Objekttrager mit den Schnitten in ein Himalaunbad (1:5 mit PBS pH
7,4 verdiinnt) und wurde je nach gewiinschter Intensitdt der Kernfarbung fir 1 - 10 Min.
inkubiert. Es folgte ein zweimaliges Spilen mit PBS fiir jeweils 5 Min. und danach das 10-
minitige Blduen in PBS. Nach der Kernfarbung wurden die Schnitte kurz mit a. dest. gespiilt.
Als nachstes folgte die Farbung mit 1 %-iger Eosinlésung fiir 1 -3 Min. und im Anschluss ein
Spillschritt in a. dest.. Im Anschluss wurden die Schnitte kurz in mehreren Badern mit
aufsteigender Ethanolkonzentration (70%, 80%, 90%, 96%, 2 x 100%) jeweils kurz gespiilt.

Nach einem Bad fiir 3 x 2 Min. in Xylol, konnten die Proben mit Entelan eingedeckt werden.
TCRB-Farbung

Die getrockneten Schnitte wurden fir 10 Min. bei -20°C in einem 1:1-Gemisch von Methanol
und Aceton inkubiert und einmal kurz und danach fir 10 Min. mit TBS-Tween gespilt. Im
Anschluss folgte die Inkubation mit dem biotinylierten TCRB-Antikoérper (1:100) fiir 1 Stunde.
Danach wurden die Schnitte wieder einmal kurz und dann fir 10 Min. mit TBS-Tween gespiilt.
und danach mit einem 1:100 verdiinnten Avidin Peroxidase-Antikorper fir 30 Min. inkubiert.
Nach einem weiteren Spilschritt mit TBS-Tween (erst kurz, dann 10 Min.) erfolgte ein Bad in
DAB fiir 5 Min., bevor erneut mit TBS-Tween gesplilt wurde. Fiir eine schwache Kernfarbung
wurden die Schnitte fir 30 s in Hdmalaun inkubiert, danach einmal kurz und danach fiir 10

Min. mit PBS gespult und konnten dann mit Aquatex eingedeckt werden.

Grl-Farbung

Nach einem Bad in einem 1:1-Methanol/Aceton-Gemisch bei -20°C fir 10 Min. wurden die
Schnitte einmal kurz und dann fiir 10 Min. mit TBS-Tween gesplilt. Im Anschluss erfolgte die
Inkubation mit dem 1:10000 verdiinnten Grl-Antikorper fiir eine Stunde und einem
anschlieBenden Spdlschritt (s.0.) mit TBS-Tween. Es folgte die Inkubation mit einem

biotinylierten Kaninchen-anti-Ratte-Antikérper (Verdinnung 1:500) + 5% Normal Mouse-

26



Materialien und Methoden

Serum (NM) fir 30 Min.. Nach einem erneuten Spulschritt wurden die Schnitte mit Avidin-
Antikorper (Verdiinnung 1:100) fiir 30 Min. inkubiert und wiederum mit TBS-Tween gespiilt.
Nach der Inkubation mit Fast Blue fir 25 Min. erfolgte abermals ein Spulschritt mit TBS-
Tween und im Anschluss die Inkubation in einer Hamalaun-Losung fiir 30 s. Nach einem
kurzen und danach 10-minutigen Spulschritt konnten die gefarbten Schnitte mit Aquatex

eingedeckt werden.
B220/TCRPB

Die Schnitte wurden in einem 1:1-Methanol/Aceton-Gemisch bei -20°C fir 10 Min. inkubiert
und anschlieBend einmal kurz und danach fiir 10 Min. mit TBS-Tween gespiilt, woraufhin sie
mit einem biotinylierten TCRB-Antikorper (Verdiinnung 1:100) fur 1 Stunde inkubiert wurden.
Nach einem anschlieBenden Spilschritt mit TBS-Tween wurden die Schnitte 30 Min. mit
einem Avidin-Peroxidase-Antikorper (Verdinnung 1:100) inkubiert und danach mit TBS-
Tween gespllt. Es folgte eine Inkubation fir 5 Min. in DAB und nach einem weiteren
Spiilschritt die einstiindige Inkubation der Schnitte in einer Ratte-anti-B220-Antikorper-
Losung (Verdinnung 1:100 in PBS + 1% BSA + 0,1% NaN3). Die Schnitte wurden im Anschluss
wieder mit TBS-Tween gespiilt und dann mit einem biotinylierten Kaninchen-anti-Ratte-
Antikérper (Verdinnung 1:500 + 5% NM-Serum). Nach erneuter Spilung mit TBS-Tween
erfolgten die Inkubation der Schnitte in einer Avidin-Alkalin-Lésung (1:100) fir 30 Min,,
danach ein Spilschritt und die Farbung mit Fast Blue. Nach einer weiteren Spilung mit TBS-

Tween wurden die Schnitte mit Aquatex eingedeckt.
B220/Ki-67

Lymphknotenschnitte wurden jeweils fir 10 Min. in ein Chloroform- und danach in ein
Aceton-Bad gestellt. Nach kurzem und danach 10-minitigem Spilen mit TBS-Tween wurden
die Schnitte bei 4°C in einer 4%-igen PFA-L6sung fir 45 Min. fixiert. Es folgte ein Spilschritt
mit TBS-Tween und im Anschluss die Farbung mit Ki-67 (Verdiinnung 1:100 in PBS + 1% BSA,
0,1% NaNs) 4. N.. Am darauffolgenden Tag erfolgte ein Spilschritt mit TBS-Tween und die
anschlieende Inkubation mit einem biotinylierten Kaninchen-anti-Ratte-Antikdrper
(Verdiinnung 1:500 in PBS + 5% NM-Serum) fiir 30 Min.. Nach einem erneuten Spilschritt
wurden die Schnitte mit einer Avidin-Alkalin-Antikorper-Losung (Verdiinnung 1:100 in PBS) fur

30 Min. inkubiert, mit TBS-Tween gespilt und anschlieBend mit einer Fast Red-Lésung fir 25
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Min. gefarbt und wieder mit TBS-Tween gesplilt. Es folgte eine einstiindige Inkubation mit
einem Ratte-anti-B220-Antikorper (Verdinnung 1:100 in PBS + 1% BSA + 0,1% NaNs) und
anschlieBendem Spilschritt mit TBS-Tween. Danach wurden die Schnitte mit einem
biotinyliertem Kaninchen-anti-Ratte-Antikorper (Verdiinnung 1:500 in PBS + 5% NM-Serum)
fir 30 Min. inkubiert. Nach einem Spiulschritt erfolgte eine Inkubation mit einem Avidin-
Alkalin-Antikorper (Verdiinnung 1:100 in PBS), danach ein weiterer Spulschritt mit TBS-Tween
und im Anschluss die Farbung mit Fast Blue fir 25 Min.. Nach einem Spilschritt mit TBS-

Tween konnten die Proben mit Aquatex eingedeckt werden.
rab-1gG-/mlgG1-/migG2c-/C3-Firbung

Zur immunhistochemischen Farbungen fir die Fluoreszenzmikroskopie wurden die
getrockneten Schnitte fir 10 Min. bei -20°C in ein Methanol/Aceton-Bad (1:1) gestellt und im
Anschluss mit TBS-Tween einmal kurz und danach fir 10 Min. gespiilt. Es folgte eine
einstiindige Inkubation mit dem jeweiligen FITC-markierten Antikdrper in geeigneter
Verdinnung (anti-Kaninchen-1gG: 1:100, anti-mIgG1: 1:400, anti-mlgG2c: 1:1000, anti-Maus-
C3: 1:200). Nach einem weiteren kurzen und darauffolgenden 10-minitigen Spulschritt mit
TBS-Tween unter Lichtausschluss wurden die Schnitte zur Kernfiarbung mit Hoechst
(Verdinnung 1:10000) fir 10 Min. im Dunkeln inkubiert und danach einem weiteren
Spilschritt unter Lichtausschluss unterzogen. Im Anschluss wurden die Schnitte mit Moviol

eingedeckt und dunkel gelagert.

Uberpriifung der Kreuzreaktivitit zur Detektion von murinen Immunglobulinen im passiven

Antikorpertransfer-induzierten EBA-Modell

Um zu testen, ob die gegen Maus-IgGs gerichteten Antikdorper mit den Kaninchen-lgGs
kreuzreagieren wurden Hautschnitte naiver C57BL/6-Maduse, in denen keine murinen 1gGs zu
erwarten sind, mit mCol7-spezifischen Kaninchen-lgGs (Verdiinnung 1:1000) fir 30
Min.inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen folgte die Inkubation der Schnitte mit den
jeweiligen Detektionsantikorpern fiir Kaninchen-lgGs (Negativ- und Positivkontrolle), mlgG1

und migG2c (s. Tab. 2.7).

Nach der Farbung konnten die Schnitte am Fluoreszenzmikroskop ausgewertet werden. Es
zeigte sich in der Positivkontrolle sowie bei migG1l und mlgG2c eine Bindung lber die ganze
Dermis, was darauf schlieBen lasst, dass trotz griindlichem Waschen geringe Konzentrationen
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der Kaninchen-lgGs zurlickgeblieben sind. Wahrend bei migG1l auch eine etwas starkere
Bindung an der DEJ zu sehen war, war dies bei migG2c nicht der Fall. So kann eine
Kreuzreaktivitdat gegen migG2c ausgeschlossen werden, nicht aber gegen IgG1. Daher wurde

in der Arbeit nur die Deposition von mlgG2c untersucht.

Negativkontrolle Positivkontrolle migG1 migG2c

mCol7-spez.
Kaninchen-IgGs

anti-Kaninchen-
IgGs

anti-mlgG1 - - + -

anti-mlgG2c - - - +

Abb. 2.1: Uberpriifung der Kreuzreaktivitit der verwendeten Fluoreszenzantikdrper. Kryoschnitte naiver
Mause wurden, ausgenommen der Negativkontrolle, die nur mit Puffer inkubiert wurde, mit mCol7-spezifischen
Kaninchen-IgGs inkubiert. AnschlieRend erfolgte, im Falle der Negativ- und Positivkontrolle, die Detektion von
Kaninchen-lgGs sowie die Detektion von mlgG1 und mlgG2c. Wahrend sowohl in der Negativkontrolle als auch
bei der Detektion von mlgG2c keine Antikérperablagerungen gefunden werden konnten, zeigten die
Positivkontrolle und auch die Uberpriifung von mlgG1 Depositionen von IgGs an der DEJ (weiRe Pfeilspitzen).
Epi.: Epidermis, Der.: Dermis. GroRenstandard 2 50 um. Die darunter stehende Tabelle zeigt die verwendeten
Antikorper fiir die einzelnen Gruppen.

Um sicher zu gehen, dass anti-mlgG2c nicht mit Kaninchen-lgGs kreuzreagieren, wurde auch
Haut von B-Zell-defizienten JHT- und CD40L KO-Maduse, die keine eigenen IgGs haben,

analysiert. Hier zeigte sich klar, dass mlgG2c nicht an das Kaninchen-1gG an der DEJ binden.
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B-Zell-defizient CD40L KO

Positivkontrolle mlgG2c Positivkontrolle migG2c

mCol7-spez.

_ + + + +
Kaninchen-lgGs
anti-Kaninchen-
lgGs + ) + )
anti-mlgG2c - + - +

Abb. 2.2: Untersuchung der Kreuzreaktivitit in B-Zell-defizienten JHT- und CD40L KO-Mausen. Haut von naiven
B-Zell-defizienten JHT- sowie CD40L KO-Mé&usen wurde mit mCol7-spezifischen Kaninchen-lgGs inkubiert,
anschlieBend gewaschen und danach mit gegen Kaninchen-1gGs bzw. migG2c gerichteten Antikdrpern behandelt
(s. Tabelle unterhalb der Abbildung). Wahrend in den Positivkontrollen beider Gruppen Antikérpern-Bindungen
an die DEJ detektiert werden konnten (weille Pfeilspitzen), war dies bei der Detektion der mlgG2c nicht der Fall.
GroRenstandard £ 50 um

2.2.6 Tierexperimentelle Methoden

Immunisierung der Mause zu Induktion von EBA Immunisierung-induzierten Modell

Zur Herstellung des Immunisierungsansatzes fiir eine Maus wurden 60 pg mCol7c-GST mit
demselben Volumen des Adjuvans Titermax zusammenpipettiert und mit PBS auf ein
Gesamtvolumen von bis zu 50 ul eingestellt. Der Immunisierungsansatz wurde anschliefend
im Kihlraum bei 4°C RT fir 30 Min. gevortext, der Ansatz im 1,5 ml Reaktionsgefal}
heunterzentrifugiert und fir weitere 15 Min. bei 4°C gevortext. Dies wurde solange
wiederholt, bis eine einheitliche Emulsion entstanden ist. Der Immunisierungsansatz wurde
dann in eine Spritze Uberflihrt und der narkotisierten Maus subkutan in die Sohle eines

HinterfuBes injiziert.
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Mechanische Irritation der Haut mit einer Nagelfeile

Die AuBenseite des Ohres einer narkotisierten Maus wurde mit doppelseitigem Klebeband an
der Aullenseite einer Plastikrohre befestigt, sodass die Innenseite frei zugdnglich war.
AnschlieBend wurde die elektrische Nagelfeile fur kurze Zeit leicht auf die Haut aufgesetzt,

um so kontrolliert mechanische Irritationen zu setzen.

Injektionen von mCol7-spezifischen Kaninchen-IgGs zur Induktion von EBA-Wunden

Zur Herstellung des Injektionsansatzes wurde das Volumen, das die zu injizierend Menge an
mCol7-spezifischen Kaninchen-lgGs enthalt, in ein 1,5 ml-Reaktionsgefal} pipettiert und mit
PBS das gewiinschte Injektionsvolumen eingestellt. Dieses wurde im Anschluss in einer Spritze

aufgezogen und der narkotisierten Maus in der Leistengegend subkutan injiziert.

Bestimmung der von EBA-Wunden betroffenen Kérperoberflache

Zur Quantifizierung des Ausmafes der EBA-Erkrankung wurde die von EBA-Wunden
betroffene Koérperoberflaiche bestimmt. Dazu wurden alle Korperteile der narkotisierten
Mause auf Haarausfall, Blasen, Krusten oder Erosionen untersucht und der prozentuale Anteil
der EBA-Wunden pro Korperteil festgehalten. Zur Ermittlung des Anteils der EBA-Wunden an
der Gesamt-Korperoberflache wurden die Anteile der einzelnen Kérperteile mit einem Faktor,
der der Tabelle 2.11 zu entnehmen ist, multipliziert. Die Summe dieser Produkte entspricht

der von EBA-Wunden betroffenen Korperoberflache.
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Tab. 2.11: Anteil der einzelnen Koérperteile an der Gesamt-Kérperoberfliche

Korperteil Faktor
rechtes Ohr 0,025
linkes Ohr 0,025
rechtes Auge 0,005
linkes Auge 0,005
Schnauze 0,025
Kopf + Hals 0,025
orale Mukosa 0,09
rechtes Vorderbein 0,05
linkes Vorderbein 0,05
rechtes Hinterbein 0,1
linkes Hinterbein 0,1
Schwanz 0,1
Torso 0,4

2.2.7 Digitale Bildanalyse-Methoden

Digitale Quantifizierung des Anteils der von mCol7-spezifischen Kaninchen-lgGs

gebundenen DEJ

Nach immunhistologischer Farbung von Kryoschnitten von Ohrhaut mit einem
fluoreszenzmarkierten anti-Kaninchen-Antikérper, wurden alle auszuwertenden Schnitte mit
derselben VergroRerung und Belichtungszeit nach Schwarzabgleich mit einem

Fluoreszenzmikroskop digital fotografiert.

Zunachst wurde in einer Positivkontrolle bestimmt mit welcher Intensitdat spezifisch
gebundene Antikorper an der DEJ fluoreszieren. Dazu wurden alle dunkleren Bereiche der
Fotografien ausgeblendet und dann die Helligkeit der auszublendenden Bereiche immer
weiter erhoht, bis kurz vor dem Zeitpunkt, an dem auch die Fluoreszenz der spezifisch
gebundenen Immunglobuline ausgeblendet worden wéaren. So wurde alles was bei diesem

Helligkeits-Ausschluss noch nicht ausgeblendet wurde, als spezifische Bindung angesehen.

32



Materialien und Methoden

Die zu untersuchenden Schnitte wurden anschlieBend mit dem Programm Imagel
ausgewertet. Zunichst wurde mit dem Freehand-Tool die gesamte DEJ markiert. Uber die
Option ,Measure” konnte die Lange der Markierung bestimmt werden, die in der Spalte
,Length“ der ,Results“-Seite abzulesen war. Nun wurden auch hier alle Bereiche mit der zuvor
in der Positivkontrolle bestimmten Helligkeit ausgeblendet und anschlieBend die Bereiche der
DEJ mit dem ,,Freehand“-Tool markiert die noch angezeigt werden und damit spezifische IgG-
Bindung aufwiesen. Nachdem auch die Lange der markierten spezifisch gebundenen DEJ-
Teilstrecken bestimmt wurde, wurde die Summe dieser gebildet und durch die Gesamt-DEJ-
Liange geteilt. Der erhaltene Quotient ist der Anteil der durch Kaninchen-IgGs spezifisch
gebundenen DEJ. Fir jede einzelne untersuchte Maus wurden dabei drei Schnitte

ausgewertet.

Digitale Quantifizierung der Konzentration der mCol7-spezifischen Kaninchen-lgGs an der

DEJ

Nach immunhistologischer Farbung von Kryoschnitten mit einem fluoreszenzmarkierten anti-
Kaninchen-Antikérper, wurden alle auszuwertenden Schnitte mit derselben Belichtungszeit
nach Schwarzabgleich mit einem Fluoreszenzmikroskop digital fotografiert. Die Dateien
wurden mit dem Bildauswertungs-Programm ImageJ geladen. Mit Hilfe des Freehand-Tools
wurde die gesamte DEJ umrahmt und die Fluoreszenzintensitat der an diese gebundenen
Antikorper gemessen. AnschlieRend wurde der restliche Hautbereich mit Hilfe des Werkzeugs
»,Freehand-Selection” umrahmt und die Fluoreszenzintensitdat des Hintergrunds gemessen.
Die Fluoreszenzintensitat von DEJ und Hintergrund konnte im Fenster , Results” in der Spalte
»Mean” abgelesen werden. Zur Ermittlung der Konzentration der detektierten
Kaninchenantikorper an der DEJ wurde die gemessene Fluoreszenzintensitat des Hintergrunds

von der Fluoreszenzintensitat der DEJ subtrahiert.
Bestimmung der Keimzentrums-Flache

Die Bestimmung des Anteils der Keimzentrumsflache an der Gesamtflache des Lymphknotens
wurde mit Imagel berechnet. Nach immunhistologischer Farbung von Kryoschnitten der zu
untersuchenden Lymphknoten mit B220/Ki-67 wurden die Schnitte digital fotografiert und mit
Imagel gedffnet. Mit dem Werkzeug ,,Freehand-Selection” wurden die Keimzentren umrahmt

und durch Driicken der Tastenkombination ,Strg+M*“ die Flache, die im ,Results“-Fenster in
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der Spalte , Area” abzulesen war, ermittelt. Im Anschluss konnte so auch die Gesamtflache
des Lymphknotens bestimmt werden. Zur Bestimmung des prozentualen Anteils der
Keimzentrumsflache wurde der Quotient aus der Summe aller Keimzentrumsflachen eines

Schnittes und der Gesamt-Lymphknotenflache gebildet.

2.2.8 Statistische Auswertung

Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte unter Angabe des Mittelwerts + Standardabweichung.
Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe des Programms GraphPad Prism 5 durchgefiihrt.
Zum statistischen Vergleich zweier Gruppen wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet. Der
Kruskal-Wallis-Test und a posteriori der Dunn’s-Test wurden beim Vergleich von mehr als
zwei Gruppen herangezogen. Dabei gilt fiir p, sofern nicht angegeben: * < 0,05, ** < 0,01, ***

< 0,001.
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3. Ergebnisse

3.1Einfluss der endogenen Antikorper auf die Krankheitsentwicklung im passiven
Antikorpertransfer-Modell der EBA

3.1.1 Injektionen von mCol7-spezifischen Kaninchen-lgGs induzieren EBA-Wunden in
Mausen
Zur Etablierung des passiven Antikorpertransfer-Modells wurden suszeptiblen C57BL/6-
Mausen viermalig an jedem zweiten Tag 5 mg Antikdrper in die Leistengegend subkutan
injiziert. Diese wurden aus dem Serum von Kaninchen gewonnen, welche mit dem
rekombinant hergestellten mCol7C-Peptid immunisiert worden waren. Die injizierten mCol7-
spezifischen Kaninchen-IgGs konnten mittels direkter Immunfluoreszenz (DIF) in
Kryoschnitten der Haut wiedergefunden werden, wo sie an die dermo-epidermale
Junktionszone (DEJ) gebunden haben (Abb. 3.1A). Ebenfalls an der DEJ konnten auch
Molekile des Komplementfaktors 3 (C3) per DIF an der DEJ detektiert werden (Abb. 3.1B),
was auf die Aktivierung des Komplementsystems hindeutet. Das Binden von C3-Molekiilen
hat das Einwandern von Granulozyten zur Folge: Die Analyse der Genexpression in Haut, die
nicht von Blasen betroffen war, mittels quantitativer RT-PCR zeigte, dass dort das
Granulozyten-spezifische Gen Grl nicht exprimiert wurde. Dagegen konnte in ldsionaler Haut
eine signifikant hohere Grl-Expression festgestellt werden. Dieses Ergebnis konnte auch auf
Proteinebene bestatigt werden. Immunhistologische Farbungen von Schnitten gesunder Haut
zeigten keine Granulozyten, wohingegen in ldsionaler Haut eine starke Einwanderung von
Grl1'-Zellen zu erkennen war, die zur Separation der Epidermis von der Dermis fiihrte (Abb.
3.1D). Die dermo-epidermale Separation war auch makroskopisch sichtbar: Mause, denen
mCol7-spezifische  Kaninchen-lgGs injiziert wurden, entwickelten verschiedene
Krankheitsmerkmale, wie Haarausfall (Abb. 3.1E, oben), Erosionen (Abb. 3.1E, unten links)
und auch Blasen (Abb. 3.1E, unten rechts), die im Folgenden als ,, EBA-Wunden” bezeichnet
werden. Vor allem traten diese EBA-Wunden um die Injektionsstelle herum und im
Kopfbereich auf. Auffillig dabei war, dass sich die EBA-Wunden scharf von gesunder Haut

abgrenzten (Abb. 3.1E rechts, schwarzer Pfeil: gesunde Haut, weilRer Pfeil: EBA-Blase).
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Abb. 3.1 Bindung von mCol7-spezifischen Kaninchen-lgGs und C3 an die DEJ fiihrt zu Einwanderung von
Granulozyten und Blasenbildung. Kryoschnitte von Ohrhaut wurde mit einem fluoreszenzmarkierten (A) anti-
Kaninchen-lgG- bzw. (B) C3-Antikérper (jeweils griin) gefarbt (blau: Zellkerne). WeiRe Pfeilspitzen zeigen
Deposition von mCol7-spezifischen Kaninchen-lgGs bzw. C3-Molekilen. (C) Aus Kryoschnitten gesunder (n=3)
und lasionaler Haut (n=6) wurde mRNA extrahiert. Die Analyse mittels quantitativer RT-PCR zeigte eine
signifikant hohere relative Genexpression (Kopie/ Kopie MLN51) von Grl in ldsionaler Haut. (D) Eine
immunhistochemische Grl-Farbung von Kryoschnitten gesunder (links) und lasionaler Haut (rechts) zeigte die
Einwanderung von Granulozyten (schwarze Pfeilspitzen, rote Farbung) in lasionale Haut. (E) Die Einwanderung
der Granulozyten fiihrt zur Ausbildung von Haarausfall (oben, weiRRe Pfeile), Erosionen (links unten) und Blasen
(rechts unten). Die betroffenen Hautareale sind dabei deutlich von gesunder Haut (schwarzer Pfeil) abgegrenzt.
Gezeigt sind exemplarische Aufnahmen von EBA-Wunden an verschiedenen Mausen. Mann-Whitney-U-test: * p
< 0,05, Epi.: Epidermis, Der.: Dermis, Kn.: Knorpel, GréRenstandard £ 50 um

Zur Quantifizierung des Ausmalies der EBA-Erkrankung wurde die gesamte Korperoberflache
auf EBA-Wunden untersucht und der Anteil der von EBA-Wunden betroffenen
Korperoberflache an der Gesamtkorperoberfliche berechnet. Dabei waren die ersten EBA-
Wunden ab Tag 4 nach der ersten IgG-Injektion zu finden. Von diesem Zeitpunkt an nahm die
betroffene Koérperoberflache kontinuierlich zu (Abb. 3.2). Auffallig ist, dass der Anteil der von
EBA-Wunden betroffenen Korperoberflache bis zu Tag 19 stetig zunahm und sich erst danach
wieder verringerte, obwohl nach Tag 0, 2, 4 und 6 (Pfeile, Abb. 3.2) keine weiteren mCol7-

spezifischen Kaninchen-IgGs injiziert wurden.
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Abb. 3.2 Der Anteil der von EBA-Wunden betroffenen Kérperoberfliache steigt bis Tag 19 an. Zur Induktion von
EBA-Wunden werden an Tag 0, 2, 4 und 6 (Pfeile) jeweils 5 mg mCol7-spezifische Kaninchen-IgGs injiziert und
regelmaRig der Anteil der von EBA-Wunden betroffenen Kérperoberflaiche evaluiert. Ab Tag 4 treten die ersten
EBA-Wunden auf, die betroffene Korperoberfliche nimmt bis zum Maximum an Tag 19 zu und fallt danach
wieder. Gezeigt ist hier der Mittelwert + Standardabweichung (n=7-13) aus einem reprasentativen Experiment,
das 6-mal mit gleichem Verlauf wiederholt wurde.

3.1.2 Die Bildung von EBA-Wunden im passiven Antikoérpertransfer-Modell ist von der
Bindung der mCol7-spezifischen Kaninchen-IgGs an die DEJ abhéngig
Zunachst wurde untersucht, ob der bis Tag 19 anhaltende Anstieg der betroffenen
Koérperoberflache auf die injizierten mCol7-spezifischen Kaninchen-IgGs zurlickzufihren ist.
Sollte dies der Fall sein, so ware zu erwarten, dass auch die Bindung von mCol7-spezifischen
Kaninchen-IgGs bis Tag 19 zunimmt. Die Zunahme der betroffenen Koérperoberflache kénnte
dann durch eine zunehmende Ablagerung der IgGs an der DEJ erklart werden. Um die
Ablagerung der IgGs zu bestimmen, wurden 2 Parameter untersucht: 1. die Verteilung der
IlgG-Ablagerung an der DEJ und 2. die Konzentration (Quantitat) der IgGs. Um den ersten
Sachverhalt zu (iberprifen, wurde zunachst die Verteilung der mCol7-spezifischen Kaninchen-
IgGs an der DEJ eines Ausschnitts der Ohrhaut analysiert. Dazu wurden Kryoschnitte zu
verschiedenen Zeitpunkten (Tag 3, 6 und 12 nach der ersten IgG-Injektion) mit einem
fluoreszenzmarkierten anti-Kaninchen-lgG-Antikorper gefarbt und fotografiert (Abb. 3.3A). Als
Kontrolle wurden Hautschnitte von Mausen verwendet, denen an Tag 0, 2 und 4 Kaninchen-

IgGs aus pra-Immunserum injiziert wurden

Zur guantitativen Auswertung der Bindung der mCol7-spezifischen Kaninchen-l1gGs wurde mit
Hilfe des Bildverarbeitungsprogramms Imagel) der Anteil der DEJ, an den die anti-Kaninchen-
IgG-Antikorper spezifisch gebunden sind, bestimmt (Abb. 3.3B). An Tag 3 konnte eine IgG-
Deposition nur an einem kleinen Bereich der DEJ festgestellt werden (Abb. 3.3A oben). Dies
stimmt sehr gut mit dem EBA-Verlauf im Antikérper-Transfer-induzierten EBA-Modell

Uberein, in dem an Tag 4 nur eine geringe Korperoberflache von EBA-Wunden betroffen ist,
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und deutet zudem darauf hin, dass die Menge an IgGs nach zweimaliger systemischer
Injektion zu gering ist, um flachendeckend an die DEJ zu binden. Die IgG-Ablagerung nahm an
Tag 6 deutlich zu (Abb. 3.3A mitte), sodass Kaninchen-IgGs an 44 % der DEJ zu finden waren.
Von Tag 6 auf Tag 12 (Abb. 3.3A unten) konnte keine weitere Zunahme der IgG-Ablagerung
festgestellt werden, was damit Ubereinstimmt, dass an Tag 6 die letzte Injektion von
Kaninchen-IgGs erfolgte. Zusatzlich konnte festgestellt werden, dass zu allen drei Zeitpunkten
eine ungleichmaRige Verteilung der mCol7-spezifischen Kaninchen-lgGs zu beobachten war.
So gibt es Stellen an der DEJ, an die die Kaninchen-IgGs bevorzugt binden (Pfeilspitzen). An

anderen Stellen ist dagegen keine Bindung zu erkennen (Dreiecke).

o))
e

spez. IgG-Bindung
3 3

1 1

d3 dé di2
Abb. 3.3 Der Anteil der von mCol7-spezifischen Kaninchen-lIgGs gebundenen DEJ nimmt nach Tag 6 nicht mehr
zu. (A) Kryoschnitte der Ohrhaut von verschiedenen Zeitpunkten nach IgG-Injektion (d 3, d 6, d 12) wurden mit
einem anti-Kaninchen-1gG-Antikorper gefarbt und mit direkter Immunfluoreszenz auf spezifische Bindung von
mCol7-spezifischen Kaninchen-lgGs (weille Pfeilspitzen) untersucht. Schwach fluoreszierende Stellen (weiRe
Dreiecke) zeigen unspezifische IgG-Bindung des Detektionsantikorpers. GréRenstandard £ 50 um (B) Der
gemessene Hintergrund aus Hautschnitten von Mausen denen Kaninchen-lgGs aus pra-lImmunseren injiziert
(n=4) wurden, wurde jeweils von gemessenen Werten abgezogen. Der Anteil der von mCol7-spezifischen
Kaninchen-lgGs gebundenen DEJ an Tag 6 (n=10) und 12 (n=13) war im Vergleich zu Tag 3 (n=9) signifikant
erhoht. Es zeigte sich keine Zunahme von Tag 6 auf Tag 12. Dargestellt ist der Mittelwert + Standardabweichung
aus einem Experiment. Kruskal-Wallis-Test + Dunn’s Post-Test: * p < 0,05, ** p < 0,01

Die Ergebnisse zeigen, dass nach Tag 6 der Anteil der von Kaninchen-lgGs gebundenen DEJ
nicht mehr zunimmt, sodass davon auszugehen ist, dass der bis Tag 19 anhaltende Anstieg der
betroffenen Korperoberflache eine andere Ursache hat. Eine weitere Mdoglichkeit ist ein

Unterschied in der Konzentration der an die DEJ gebundenen Kaninchen-lgGs. Daher wurde
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untersucht, ob die Konzentration der an die DEJ gebunden mCol7-spezifischen Kaninchen-
IgGs und damit die mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI) Uber die Zeit zunimmt. Zur
quantitativen Auswertung wurden daher Kryoschnitte gesunder Ohrhaut von verschiedenen
Zeitpunkten (Tag 3, 6 und 12 nach der ersten IgG-Injektion) mit einem fluoreszenzmarkiertem
anti-Kaninchen-1gG-Antikorper gefarbt, fotografiert (Abb. 3.4A) und die MFI an der DEJ mit
dem Programm Image) gemessen. Auch hier wurden Schnitte von Ohrhaut (Tag 6) von
Mausen als Kontrolle verwendet, denen an Tag 0, 2 und 4 Kaninchen-lgGs aus pra-
Immunseren injiziert wurden (Abb. 3.4A links). Der Mittelwert des in den Kontrollen

gemessenen Hintergrunds wurde von den Werten an Tag 3, 6 und 12 abgezogen (Abb. 3.4B).

Auf den Fotografien ist zu erkennen, dass an Tag 3 noch eine sehr geringe MFI (weil3e
Pfeilspitzen) an der DEJ zu detektieren war. Am Tag 6 fand eine deutliche Zunahme der MFI
statt, welche an Tag 12 wieder abnahm. Die quantitative Auswertung (Abb. 3.4B) ergab, dass
sich von Tag 3 auf Tag 6 die MFI von mCol7-spezifischen Kaninchen-1gGs an der DEJ signifikant
erhohte, nach Tag 6 jedoch kein weiterer Konzentrationsanstieg festzustellen war. So kann
auch durch die Konzentration der Kaninchen-lgGs an der DEJ der Anstieg der von EBA-

Wunden betroffenen Korperoberflache bis Tag 19 im passiven Antikdrpertransfer-Modell

nicht erklart werden.

Kontrolle d12 L -

d3 dé6 d12
Abb. 3.4 Die MFI der mCol7-spezifischen Kaninchen-IgGs an der DEJ nimmt nach Tag 6 nicht mehr zu. (A)
Kryoschnitte wurden mit einem fluoreszenzmarkierten anti-Kaninchen-lgG-Antikoper gefarbt und im Anschluss
fotografiert. DIF-Aufnahmen zeigen eine Zunahme der Fluoreszenzintensitat der an die DEJ gebundenen mCol7-
spezifischen IgGs (weille Pfeilspitzen) von Tag 3 (d 3) auf Tag 6 (d 6) und 12 (d 12).Als Kontrolle wurde Ohrhaut
von mit Kaninchen pra-Immunseren injizierten Mausen verwendet. GroRenstandard £ 50 um (B) Der Mittelwert
aus der in den Kontrollen gemessenen Hintergrund wurde von den Werten von d 3, d 6 und d 12 abgezogen. Die
Auswertung der MFl an d 3, d 6 (jeweils n=10) und d 12 (n=13) zeigen eine signifikante Zunahme von d 3 auf d 6.
Kruskal-Wallis-Test + Dunn’s Post-Test: ** p < 0,01

Zusammenfassung |

Es konnte gezeigt werden, dass die Bindung der mCol7-spezifischen Kaninchen-IgGs an die

DEJ bis zu Tag 6 in Bezug auf sowohl den prozentualen Anteil der von mCol7-spezifischen
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Kaninchen-lgGs gebundenen DEJ als auch auf die mittlere Fluoreszenzintensitat der an die DEJ
gebundenen Kaninchen-IgGs anstieg. So waren 44% + 25% der DEJ durch mCol7-spezifische
Antikorper gebunden und die MFI der Kaninchen-IgGs an der DEJ betrug 17 + 8. An Tag 12
konnte mit 37% * 25% gebundener DEJ und einer MFl von 13 + 12 keine weitere Zunahme der
Antikorper-Deposition an der DEJ, sondern eher eine geringe Abnahme festgestellt werden.
Zusatzlich war eine ungleiche Verteilung der Kaninchen-1gGs an der DEJ zu erkennen. Diese
Befunde deuten darauf hin, dass die Bindung der Kaninchen-IgGs nicht der alleinige Grund fir

den beobachteten Anstieg der betroffenen Korperoberflache bis Tag 19 sein kann.

3.1.3 Murine IgGs sorgen fiir verlingerte und stirkere EBA-Erkrankung im passiven
Antikorper-Transfermodell
Da die injizierten 1gGs aus dem Kaninchen stammen, stellen sie fiir das Immunsystem der
Mause ein Fremdprotein dar. Daher sollte im nachsten Schritt untersucht werden, ob die
Injektion der Kaninchen-1gGs eine Immunreaktion in den Mausen induziert, die Auswirkungen
auf den EBA-Verlauf im passiven Antikérper-Transfermodell haben kdnnte. Dazu wurden die
drainierenden Lymphknoten auf Bildung von Keimzentren untersucht, indem B220-/Ki-67-
Doppelfarbungen von Kryoschnitten der inguinalen Lymphknoten angefertigt wurden. Es
konnte festgestellt werden, dass naive Kontrolltiere, denen keine Kaninchen-IgGs injiziert
wurden, keine Keimzentren gebildet hatten (Abb. 3.5A). Dagegen zeigten Lymphknoten von
Mausen, denen mCol7-spezifische Kaninchen-1gGs injiziert wurden, eine deutliche Bildung von
Keimzentren (Pfeilspitze, Abb. 3.5B). Zur quantitativen Auswertung der Keimzentrumsbildung
in den drainierenden Lymphknoten wurde mit Hilfe von Imagel das Verhdltnis der Flache der
Keimzentren zur Gesamtflache des Lymphknotens berechnet (Abb. 3.5C). Hieraus wurde
ersichtlich, dass Mause, denen mCol7-spezifische Kaninchen-lgGs appliziert wurden,

signifikant mehr Keimzentren bildeten als Maduse, die keine Kaninchen-IgGs erhielten.
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Abb. 3.5 Die Injektion von Kaninchen-IgGs fiihrt zu einer Immunantwort in den drainierenden Lymphknoten.
In Kryoschnitten inguinaler Lymphknoten wurden B-Zellen (B220: blau) und proliferierende Zellen (Ki-67: rot)
immunhistochemisch gefarbt. Wahrend bei naiven Kontrollen (A) kaum Keimzentren feststellbar waren, konnten
in der Gruppe, der mCol7-spezifische Kaninchen-lgGs injiziert wurden, (B) 12 Tage nach IgG-Injektion
Keimzentren detektiert werden. GréRenstandard £ 500 um (C) Es wurde das Verhiltnis der Keimzentrumsflache
(Flache GC) zur Gesamtflaiche des Lymphknotens (Flache LK) berechnet und jeweils das Verhaltnis Flache
GC/Flache LK der mit mCol7-spezifischen Kaninchen-IgGs injizierten Gruppe (n=10) mit der naiven Kontrollen
(n=4) verglichen. Die Injektion von mCol7-spezifischen Kaninchen-IgGs fiihrte zu einem signifikant erhéhten
Flache GC/Flache LK-Verhaltnis. Mann-Whitney-U-test: *: p < 0,05, **: p < 0,01

Um zu untersuchen, ob die in mit mCol7-spezifischen Kaninchen-lgGs injizierten Mausen
gebildeten Keimzentren gegen die Kaninchen-IgGs gerichtet sind, wurden Hautschnitte
immunhistochemisch mit einem Antikdrper gegen murine IgGs des Subtyps 2c (mlgG2c)
gefarbt (Abb. 3.6). Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen zeigen die Deposition von migG2c

an der DEJ.

Abb. 3.6 Kaninchen-IgG-spezifische Maus-1gGs konnen an der DEJ nachgewiesen
werden. Kryoschnitte von Ohrhaut mit mCol7-spezifischen Kaninchen-IgGs
injizierter Mduse wurden mit einem anti-mlgG2c-Antikorper immunhistochemisch
gefarbt. Per DIF konnte die Deposition von mlgG2c (griin, weilRe Pfeilspitzen; blau:
Hoechst) an der DEJ nachgewiesen werden. Epi.: Epidermis, Der.: Dermis;
GroRenstandard £ 25 um

Da die Injektion von Kaninchen-1gGs eine Immunreaktion in den drainierenden Lymphknoten
auslost, die zu einer Produktion von endogenen IgGs flihrt, wurde als nachstes untersucht, ob

diese endogen generierten 1gGs Einfluss auf die Krankheitsentwicklung der EBA im passiven
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Antikorpertransfer-Modell haben. Dazu wurden in diesem Versuch Mause verwendet, die
selbst keine 1gGs produzieren kdnnen - B-Zell-defiziente JHT-Ma&use. B-Zell-defizienten JHT-
sowie wt-Mausen wurden an Tag 0, 2, 4 und 6 jeweils 5 mg mCol7-spezifische Kaninchen-IgGs
injiziert. An d 12 wurden die inguinalen Lymphknoten entnommen und Kryoschnitte
immunbhistologisch gefarbt. B220/TCRB-Farbungen von Lymphknotenschnitten der wt-Gruppe
zeigten sowohl T- als auch mit B-Zellen (Pfeile, Abb. 3.7A), dagegen bestand der Lymphknoten
der B-Zell-defizienten JHT-Mause lediglich aus T-Zellen (Abb. 3.7B). Lymphknotenschnitte
wurden ebenfalls mit B220/Ki-67 gefarbt, um die Bildung von Keimzentren zu untersuchen.
Wiéhrend einzelne Keimzentren in wt-Mausen detektiert werden konnten (Dreiecke, Abb.

3.7C), fehlten diese in Lymphknoten B-Zell-defizienter JHT-Mdause vollig (Abb. 3.7D).

Als zusatzliche Kontrolle wurde auch die Expression von AID bestimmt. AID ist ein Marker fir
aktivierte B-Zellen. Das AID-Enzym (activation-induced cytidine deaminase) deaminiert
Desoxyzytidine in der Gensequenz, die die Antigenspezifitat der Antikorper bestimmen. Die
daraufhin aktivierten Reparaturmechanismen sind jedoch sehr fehleranfallig, sodass oftmals
eine falsche Base eingebaut und somit die Gensequenz verdndert wird, was zu einer
Erhéhung der Antigenspezifitdt der in den B-Zellen produzierten Antikérper fiihren kann.
Neben dieser sogenannten somatischen Hypermutation aktiviert AID dariiber hinaus auch
den Wechsel der produzierten Immunglobulin-Klassen. Da AID ausschlieRRlich in
Keimzentrums-B-Zellen exprimiert wird, eignet sich AID Marker fir aktivierte B-Zellen. Die
Auswertung mittels quantitativer RT-PCR zeigte keine Expression von AID in naiven
Kontrollen. Wahrend in wt-Lymphknoten dagegen AID signifikant starker exprimiert wurde,

zeigen auch die JHT-Mause keine AID-Expression (Abb. 3.7E).
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Abb. 3.7 In B-Zell-defizienten JHT-Mausen werden keine Keimzentren gebildet. Wt- und B-Zell-defizienten JHT-
Mausen wurden an Tag 0, 2, 4 und 6 mCol7-spezifische Kaninchen-lgGs appliziert und nach Versuchsende die
inguinalen Lymphknoten entnommen (A - D) Kryoschnitte der Lymphknoten von wt- (C57BL/6) und B-Zell-
defizienten JHT-Mé&usen wurden gegen B220 (blau)/ TCRB (braun) bzw. gegen B220 (blau)/ Ki-67 (rot) gefarbt.
(A) In wt-Mausen konnten B-Zellzonen (Pfeilspitzen) festgestellt werden, (B) in B-Zell-defizienten JHT-Ma&usen
dagegen nicht. (C) Auch Keimzentren (Dreiecke) waren in wt-Lymphknoten, (D) nicht aber in denen von JHT-
Mausen vorhanden. GroRenstandard 2 500 um (E) Aus Kryoschnitten der Lymphknoten wurde die mRNA
extrahiert und zur Genexpressionsanalyse in cDNA umgeschrieben. Die quantitative RT-PCR zeigte die Expression
von AID in Lymphknoten von wt-Mausen (n=6). Dagegen wurde AID weder in naiven (n=5) noch in B-Zell-
defizienten JHT-Mausen (n=4) exprimiert. Gezeigt ist der Mittelwert * Standardabweichung aus einem
Experiment. Kruskal-Wallis-Test + Dunn’s Post-Test: * p < 0,05

In einem nachsten Schritt wurde untersucht, ob sich das Fehlen der Keimzentren auf die
Bildung von murinen IgGs gegen mCol7-spezifische Kaninchen-lgGs auswirkt. Deshalb wurden
zur Detektion von sowohl Kaninchen- als auch murinen 1gGs Hautproben von wt- und B-Zell-
defizienten JHT-Madusen 14 Tage nach der ersten Injektion von mCol7-spezifischen Kaninchen-
IgGs entnommen, Kryoschnitte angefertigt und diese mit fluoreszenzmarkierten Antikorpern
entweder gegen Kaninchen-lgGs oder gegen migG2c gefarbt. Es zeigte sich, dass bei wt-
Mausen sowohl Kaninchen-1gGs als auch mlgG2c an der DEJ gebunden haben (Abb. 3.8A). Bei
den B-Zell-defizienten JHT-Madusen waren ebenfalls Kaninchen-IgGs an der DEJ zu finden,

jedoch konnten keine migG2c an der DEJ nachgewiesen werden (Abb. 3.8B).
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Abb. 3.8 Keine Bindung von mlgG2c an der DEJ von B-Zell-defizienten JHT-Mausen. wt- und B-Zell-defizienten
JHT-Mausen wurden mCol7-spezifische Kaninchen-lgGs an Tag 0, 2, 4 und 6 injiziert. An Tag 14 wurden
Hautproben entnommen und Kryoschnitte von diesen mit anti-Kaninchen-IgG- oder anti-mlgG2c-Antikorpern
gefarbt. (A) Mittels DIF konnten an der DEJ von wt-Mausen sowohl mCol7-spezifische Kaninchen-IgGs (links,
Pfeilspitzen), als auch murines IgG2c (Pfeile) nachgewiesen werden. Die griinen Fluoreszenzsignale oberhalb der
Epidermis stammen von unspezifischen Antikérperauflagerungen (weiRe Dreiecke). (B) Auch in B-Zell-defizienten
JHT-Maéusen zeigte sich die Bindung von mCol7-spezifischen Kaninchen-IgGs an der DEJ (links). Murines IgG2c
konnten jedoch nicht nachgewiesen werden (rechts). Auch bei den B-Zell-defizienten JHT-Md&usen sind
unspezifische Antikorperauflagerungen oberhalb der Epidermis zu beobachten. Epi.: Epidermis, Der.: Dermis,
GroRenstandard £ 50 um

Um zu untersuchen, ob das Fehlen der endogenen Immunglobuline an der DEJ einen Einfluss
auf den Krankheitsverlauf im passiven Antikdrpertransfer-Modell der EBA haben, wurden
einer Gruppe B-Zell-defizienter JHT-Mause sowie einer Gruppe wt-C57BL/6-Mé&use an Tag 0,
2, 4 und 6 jeweils 5 mg mCol7-spezifische Kaninchen-lgGs injiziert. Die Maduse wurden
regelmalig auf EBA-Symptome untersucht und der Anteil der betroffenen Kérperoberflache
beider Gruppen miteinander verglichen (Abb. 3.9A+B). Wie der area under the curve (Abb.
3.9A) von Tag 0 bis 27 zu entnehmen ist, waren die B-Zell-defizienten JHT-M&use insgesamt
weniger stark von EBA-Wunden betroffen als die Kontrollm&duse. Bei der Betrachtung des
Verlaufs der EBA-Wundentstehung fallt auf, dass in der friihen Phase des Experiments beide
Gruppen gleich stark von EBA-Wunden betroffen waren. Ab Tag 12 jedoch zeigten die B-Zell-
defizienten JHT-Mduse einen weniger starken Anstieg der von EBA-Wunden betroffenen
Koérperoberfliche als die Kontrollen. Dies konnte auch nach Tag 12 beobachtet werden,
sodass an Tag 16 sowie an Tag 22 die B-Zell-defizienten Maduse eine signifikant geringere
betroffene Korperoberflache aufwiesen als die Kontroll-M&use. Um sicherzustellen, dass der
beobachtete, mildere Krankheitsverlauf in der Gruppe der B-Zell-defizienten Mause auf die
fehlende Produktion von murinen IgGs zurlickzufiihren ist, wurden Lymphozyten in B-Zell-
defiziente Maduse transferiert. Dazu wurden sowohl wt- als auch B-Zell-defizienten JHT-
Mausen an Tag 0, 2 und 4 jeweils 5 mg mCol7-spezifische Kaninchen-IgGs injiziert. An Tag 6

wurden einem Teil der wt-Gruppe die inguinalen und auch die poplitealen Lymphknoten
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entnommen, aus diesen die Lymphozyten isoliert und den B-Zell-defizienten Mdusen jeweils 5
x 10’ Lymphozyten intravends appliziert. Den verbliebenen wt-Mausen, wie auch den B-Zell-
defizienten Mausen wurden an Tag 6 noch einmal 5 mg mCol7-spezifische Kaninchen-IgGs
injiziert. Die regelmaRige Evaluierung der betroffenen Korperoberflache in B-Zell-defizienten
und wt-Mdusen zeigte, dass sich beide Gruppen nicht voneinander unterschieden. Sowohl die
area under the curve des gesamten Beobachtungszeitraums (Abb. 3.9C) als auch die
Betrachtung des zeitlichen Ablaufs der EBA-Erkrankung (Abb. 3.9D) lieRen keinen Unterschied

zwischen den beiden Gruppen erkennen.
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Abb. 3.9 Das Fehlen von B-Zellen fiihrt zu einem milderen EBA-Verlauf im passiven Antikorpertransfer-Modell.
Wit-Mausen (C57BL/6) sowie B-Zell-defizenten JHT-Mausen wurden an Tag 0, 2, 4 und 6 jeweils 5 mg mCol7-
spezifische Kaninchen-lgGs injiziert und anschlieRend regelméaRig auf EBA-Wunden untersucht. (A) Der Gesamt-
EBA-Verlauf innerhalb des Beobachtungszeitraums, dargestellt als area under the curve (AUC) zeigte einen
milderen Krankheitsverlauf in der Gruppe der B-Zell-defizienten JHT-Ma&use (rot, n=12) im Vergleich zu der wt-
Gruppe (schwarz, n=13). (B) Der Verlauf der EBA-Erkrankung zeigte in einer friihen Phase des Experiments
keinen Unterschied zwischen den beiden untersuchten Gruppen. Ab Tag 12 war der Anstieg der betroffenen
Korperoberflache bei den B-Zell-defizienten Mausen weniger stark als in der wt-Gruppe, sodass dieser an Tag 16
und 22 signifikant geringer war. (C+D) wt- und B-Zell-defizienten JHT-M&usen wurden an Tag 0, 2, 4 und 6 jeweils
5 mg mCol7-spezifische Kaninchen-IgGs injiziert. Den B-Zell-defizienten JHT-Mausen wurden zusatzlich an Tag 6
jeweils 5 x 10’ Lymphozyten verabreicht, die aus wt-M&ausen gewonnen wurden, die an Tag 0, 2 und 4 jeweils 5
mg mCol7-spezifische Kaninchen-lgGs erhielten. Die Kérperoberfliche beider Gruppen (jeweils n=4) wurde
regelmaRig auf EBA-Wunden untersucht. Die Untersuchungen der (C) Gesamt-EBA-Erkrankungen, als area under
the curve dargestellt, und auch die (D) des zeitlichen Verlaufs ergaben keine Unterschiede zwischen den beiden
Gruppen. Gezeigt ist jeweils der Mittelwert + Standardabweichung aus 2 unabhangigen Experimenten. Mann-
Whitney-U-test: * p < 0,05
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Um die erhaltenen Ergebnisse aus den Versuchen mit den B-Zell-defizienten JHT-Mausen,
dass im passiven Antikorpertransfer-Modell ein Fehlen der murinen IgGs zu einem milderen
EBA-Verlauf flihrt, in einem anderen Mausstamm zu bestéatigen, der zwar B-Zellen hat, aber
keine Keimzentren und keine IgGs produzieren kann, wurde der Versuch zusatzlich mit CD40L-
KO-Mausen durchgefiihrt. Das Fehlen des CD40-Liganden in diesen Mausen fiihrt dazu, dass
die T-Zell-abhdngige B-Zellaktivierung nicht moglich ist. Da diese Voraussetzung fiir einen
Klassenwechsel der B-Zellen zur Produktion von komplementaktivierenden, die Blasenbildung
induzierenden mlgG2c ist, bieten CD40L-KO-Mause eine physiologischere Maoglichkeit, die

Auswirkungen der fehlenden murinen IgGs auf den EBA-Verlauf zu untersuchen.

Dazu wurden wt- und CD40L-KO-Ma&usen an Tag 0, 2, 4 und 6 jeweils 5 mg mCol7-spezifische
Kaninchen-lgGs injiziert. Nach Versuchsende wurden die inguinalen Lymphknoten
entnommen. Immunhistologische Auswertungen von Kryoschnitten der Lymphknoten
zeigten, dass CD40L-KO-Mause, genauso wie wt-Mause (Abb. 3.10A), zwar B-Zellen haben
(Abb. 3.10B, Pfeilspitzen), jedoch keine Keimzentren bilden (Abb. 3.10D), wie sie in wt-
Mausen zu finden sind (Abb. 3.10C, Dreiecke). Darliber hinaus wurde die Expression von AID
mittels quantitativer RT-PCR untersucht (Abb. 3.10E). Wahrend in naiven Kontrollen keine
Expression von AID festzustellen war, zeigten wt-Mduse eine signifikant starkere AID-

Expression. Dagegen wurde AID in CD40L-KO-Mausen nicht exprimiert.
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Abb. 3.10 CD40L KO-Mause haben zwar B-Zellen, bilden aber keine Keimzentren. wt- und CD40L KO-Mausen
wurde an Tag 0, 2, 4 und 6 jeweils 5 mg mCol7-spezifische Kaninchen-IgGs injiziert und nach Versuchsende die
inguinalen Lymphnoten entnommen. Immunhistologische Farbungen der B- und T-Zellen von
Lymphknotenschnitten, zeigten sowohl in wt- (A) als auch CD40L KO-Mausen (B) das Vorhandensein von T- und
auch B-Zellen (Pfeilspitzen). Keimzentren konnten nach B220/Ki-67-Farbung in (C) wt-Mausen (Dreiecke), jedoch
nicht in (D) CD40L KO-Mausen festgestellt werden. GréRenstandard 2 500 um (E) Aus Kryoschnitten von
inguinalen Lymphknoten beider Gruppen wurde zur Genexpressionsanalyse des B-Zell-Aktivierungsmarkers AID
mit Hilfe der quantitativen RT-PCR mRNA extrahiert. Im Gegensatz zu wt-Mausen (C57BL/6, n=5), exprimierten
naive wt-Mause (n=5) und auch CD40L KO-Mdause (n=4) AID nicht. Gezeigt ist der Mittelwert +
Standardabweichung aus einem Experiment. Kruskal-Wallis-Test + Dunn’s Post-Test: * p < 0,05

Zur Detektion von Kaninchen-IgGs und auch von murinen IgGs an der DEJ von wt- und CD40L
KO-Mausen, wurden Kryoschnitte der Ohrhaut beider Gruppen immunhistochemisch mit anti-
Kaninchen-lgG- oder anti-mlgG2c-Antikérpern gefarbt. Bei wt-Madusen konnten sowohl
Kaninchen-1gGs als auch mlgG2c an der DEJ festgestellt werden (Abb. 3.11A). Hautproben von
CD40L KO-Madusen zeigten ebenfalls Bindung von Kaninchen-lIgGs an die DEJ. mlgG2c waren
hingegen nicht zu finden (Abb. 3.11B).
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Abb. 3.11 Keine Bindung von murinem IgG2c an der DEJ von CD40L KO-Mausen. Kryoschnitte von Ohrhaut der
Mause aus dem oben beschriebenem Experiment wurden mit anti-Kaninchen-lgG- oder anti-mlgG2c-Antikdrpern
gefarbt. (A) Per DIF kénnen an der DEJ von wt-Mausen sowohl mCol7-spezifische Kaninchen-lgGs (links,
Pfeilspitzen), als auch murines IgG2c (rechts, Pfeile) unterhalb der Epidermis an der DEJ nachgewiesen werden.
(B) Auch in CD40L KO-Mausen sind mCol7-spezifische Kaninchen-lgGs an der DEJ nachweisbar, jedoch kein
murines IgG2c (rechts). Epi.: Epidermis, Der.: Dermis, GroBenstandard £ 50 um

Um zu untersuchen, ob auch in den CD40L KO-Mausen das Fehlen der murinen IgGs einen
milderen EBA-Verlauf zur Folge hat, wurde die Kérperoberflache der Mause beider Gruppen
wahrend des Experiments regelmafig auf EBA-Wunden untersucht. Die Auswertung des
Gesamtkrankheitsverlaufs, dargestellt als area under the curve, ergab in der CD40L KO-
Gruppe einen signifikant milderen EBA-Verlauf als in der Kontrollgruppe (Abb. 3.12). Die
Auswertung des EBA-Verlaufs dhnelt dem Ergebnis aus den Experimenten mit den B-Zell-

defizienten JHT-M&usen.

Im Gegensatz zu den wt-Mausen, die den typische Krankheitsverlauf im passiven Antikérper-
Transfermodell der EBA zeigten, nahm der Anteil der betroffenen Kérperoberflache bei den
CD40L KO-Mausen ab d 13 weniger stark zu. Dies fiihrte zu einem signifikant geringeren Anteil
der von EBA-Wunden betroffenen Koérperoberflache bei CD40L KO-Ma&usen an diesem Tag. Ab
d 16 nahm der Anteil der betroffenen Kérperoberflache in der CD40L KO-Gruppe wieder ab,
sodass auch an d 18 ein signifikanter Unterschied zwischen CD40L KO- und wt-Mdausen

bestand (Abb. 3.12B).
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Abb. 3.12 CD40L KO-Maduse zeigen weniger EBA-Wunden im passiven Antikorpertransfer-Modell. wt- (n=13)
und CD40L KO-Mausen (n=12) wurden an Tag 0, 2, 4 und 6 mCol7-spezifische Kaninchen-1gGs injiziert und deren
Korperoberflache regelméaRig auf EBA-Wunden untersucht. (A) Die EBA-Verldufe von wt- und CD40L KO-M&usen
wurden durch die Berechnung der area under the curve quantifiziert. wt-Méause zeigten einen signifikant
schwereren EBA-Verlauf als CD40L KO-Mause. (B) Die betroffene Kérperoberflache stieg in der wt-Gruppe bis
Tag 18 an und sank danach wieder. Der Anstieg der von EBA-Wunden betroffenen Koérperoberflache in der
CD40L KO-Gruppe ist mit dem der wt-Gruppe bis Tag 13 vergleichbar. Ab dann kann man einen milderen EBA-
Verlauf erkennen. Gezeigt ist der Mittelwert + Standardabweichung aus einem Experiment. Mann-Whitney-U-
test: ** p< 0,01, *** p < 0,001

Zusammenfassung Il

Es konnte gezeigt werden, dass durch die Injektionen der mCol7-spezifischen Kaninchen-1gGs
eine Immunantwort induziert wird. Diese Immunantwort konnte durch die Bildung von
Keimzentren in den drainierenden Lymphknoten nachgewiesen werden. Die Ergebnisse
zeigen, dass die in den Keimzentren produzierten murinen IgGs gegen die Kaninchen-lgGs

gerichtet sind und an diese an der DEJ binden.

Der mildere Krankheitsverlauf in den B-Zell-defizienten JHT- und auch den CD40L KO-Ma&usen,
die beide keine IgGs produzieren kénnen, macht deutlich, dass die an die DEJ gebundenen
murinen 1IgGs den Krankheitsverlauf im passiven Antikorper-Transfermodell der EBA

verschlimmern.

3.2 Einfluss von T-Zellen in der Haut auf die Bildung von EBA-Wunden
3.2.1 Expressionsanalysen deuten auf eine erh6éhte T-Zell-Zahl in ldsionaler Haut hin

Wie gezeigt werden konnte, tragen endogen produzierte mCol7-spezifische 1gGs zur
verstarkten Entstehung von EBA-Wunden im passiven Antikorpertransfer-Modell bei. Dabei
konnten auch murine IgGs des Subtyps 2c an der DEJ gefunden werden. Diese werden nach B-

Zellhilfe durch Thi1-Zellen produziert. Da die Th1-Zellen jedoch nicht nur B-Zellhilfe leisten,
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sondern auch Effektorfunktionen auBerhalb des Lymphknotens ausiben kdnnen, sollte
Uberprift werden, ob T-Zellen auch im passiven Antikorpertransfer-Modell der EBA in der

Haut zu finden sind.

Um die Anwesenheit der T-Zellen in der Haut zu untersuchen, wurde mittels quantitativer RT-
PCR die Expression der Gene fiir die Chemokinrezeptoren CXCR3 und CCR5 untersucht, da
diese fir die Chemotaxis von Thl-Zellen in entziindetes Gewebe eine groBe Rolle spielen
(Groom und Luster, 2011; Mantovani et al., 2004). Dariberhinaus wurde weiterhin die
Expression fur die TCR-B-Kette und das Th1l-Zytokin IFNy analysiert. Beim Vergleich der
Expression der genannten Gene zwischen den naiven Kontrollen und Mausen, denen mCol7-
spezifische Kaninchen-1gGs injiziert wurden, zeigte sich, dass in Haut von naiven Kontroll-
Mausen CXCR3 (Abb. 3.13A) und CCR5 (Abb. 3.13B) nur sehr schwach exprimiert wurden. Im
Gegensatz dazu, war die Expression der beiden Gene in ldsionaler Haut von wt-Mausen
signifikant erhdht. Die Genexpression fir die T-Zellrezeptor-B-Kette war in naiven
Kontrollmdusen schwach und in ldsionaler Haut von wt-Mdausen tendenziell hoher (Abb.
3.13C). Wahrend in Haut naiver Mause keine IFNy-Expression festgestellt werden konnte, war
diese in mit mCol7-spezifischen Kaninchen-IgGs injizierten Mausen signifikant erhéht (Abb.

3.13D).
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Abb. 3.13 Starkere Expression von T-Zell-spezifischen Genen in lasionaler Haut von wt-Mausen im Vergleich zu
naiven Kontrollen. Mit Hilfe der quantitativen RT-PCR wurde die Expression von T-Zell-assoziierten Genen in
lasionaler Haut von naiven Kontrollen (d 12) und von EBA betroffenen wt-Mausen (d 19) untersucht. (A) Die
Expression von CXCR3 in der Haut von naiven Kontrollen ist signifikant geringer als die in der Haut von wt-
Mausen (jeweils n=6). (B) Auch bei der CCR5-Expression kann, im Vergleich zu naiven Mé&usen (n=7), eine
signifikant hohere Expression festgestellt werden. (C) In naiven Kontrollen (n=7) wird TCR8 nur in einigen Fallen
exprimiert. Dagegen ist die TCRB-Expression in wt-Haut (n=6) in der Tendenz erhéht. (D) In der Haut von naiven
Kontrollmausen war eine IFNy-Expression nicht detektierbar (n.d.). Dagegen wurde in lasionaler Haut eine
signifikant hohere Expression von IFNy gemessen (jeweils n=6). Mann-Whitney-U-Test: sofern Wert fur p nicht
angegeben, gilt: * p < 0,05, ** p < 0,01

Zwar werden CXCR3 und CCR5 auch von dendritischen und NK-Zellen exprimiert, doch lassen
die erhohte Expression von /FNy und auch die in der Tendenz erhéhte TCRB-Expression auf

eine verstarkte Anwesenheit von T-Zellen in von EBA-Wunden betroffener Haut schlieRen.

3.2.2 Eine verringerte T-Zell-Zahl fiihrt zu einem milderen Krankheitsverlauf im
Immunisierungs-induzierten EBA-Modell

Um die Rolle der mCol7-spezifischen T-Zellen in der EBA zu untersuchen, wurden die

folgenden Experimente im Immunisierungs-induzierten EBA-Modell durchgefihrt, da nur hier

T-Zellen aktiviert werden, die spezifisch fiir ein mCol7-Epitop sind. Zur Induktion der EBA im
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Immunisierungs-induzierten Mausmodell wurde SJL-Mdusen eine Emulsion aus einem
rekombinant hergestellten Fragment aus der NC1-Domé&ne des murinen Col7 und dem
Adjuvans Titermax in den FuB injiziert. Der Anteil der von EBA-Wunden betroffenen
Korperoberflache wurde auch im Immunisierung-induzierten Modell als MaR fiir die Schwere
der Krankheit herangezogen und wahrend des Versuchs regelmaRig evaluiert. EBA-Wunden
traten im Bereich des Kopfes, vornehmlich an den Ohren und den Augen (Abb. 3.14A), aber
auch an den Extremitaten, wie z.B. dem Schwanz (Abb. 3.14B), auf. Genauso wie im passiven
Antikorper-Transfermodell waren auch im Immunisierungs-induzierten EBA-Modell kranke
und gesunde Hautareale scharf voneinander getrennt (Abb. 3.14C). 4 Wochen nach
Immunisierung waren die ersten EBA-Wunden zu sehen. Im Anschluss stieg der Anteil der
betroffenen Korperoberfliche stetig an. Im Vergleich zu dem passiven Antikorper-
Transfermodell war weniger Kérperoberflache betroffen, jedoch entstanden chronische EBA-

Wunden (Abb. 3.14D).
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Abb. 3.14 Immunisierung mit rekombinanten, murinen Col7-Fragmenten fiihrt zur Ausbildung von EBA-
Waunden in SJL-Mdusen im Immunisierungs-induzierten Modell. SIL-Mduse werden mit einer Emulsion aus
einem rekombinanten Fragment aus der NC1-Domane des murinen Col7 und dem Adjunvans Titermax
immunisiert. (A) EBA-Wunden treten bevorzugt im Kopfbereich, wie z.B. an den Augen oder den Ohren
(schwarze Pfeile), (B) aber auch am Schwanz auf. (C) Die Blasen sind dabei lokal scharf abgegrenzt, sodass an
einem Ohr kranke (schwarze Pfeile) und gesunde (weile Pfeile) Bereiche dicht nebeneinander vorhanden sein
kénnen. (D) 4 Wochen nach der Immunisierung (Pfeil) treten die ersten EBA-Symptome auf. Die betroffene
Korperoberflaiche nimmt mit voranschreitender Zeit immer weiter zu, sodass auch noch an Tag 40 eine Zunahme
der von EBA-Wunden betroffenen Korperoberfliche zu erkennen ist. Gezeigt ist der Mittelwert =
Standardabweichung (n=6) aus einem Experiment.

Um zu herauszufinden, ob die in der Haut zu findenden T-Zellen einen Einfluss auf die Bildung
von EBA-Wunden haben, wurde untersucht, wie sich das Fehlen von T-Zellen auf den EBA-
Verlauf im Immunisierungs-induzierten Modell auswirkt. Dazu wurden mit mCol7c-

GST/Titermax immunisierte SIL-Mause mit dem Immunsuppressivum FTY720 (Fingolimod)
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behandelt. FTY720 ist Agonist des Rezeptors fir Sphingosin-1-Phosphat (S1P). Nach Binden
von FTY720 an den S1P-Rezeptor, der sich auf T-Zellen befindet, wird dieser internalisiert und
degradiert. Da der S1P-Rezeptor jedoch fiir den Egress der T-Zellen aus den sekundaren
lymphoiden Organen notig ist, verbleiben die T-Zellen in den Lymphknoten und die Zahl der T-
Zellen in der Zirkulation wird stark reduziert.

Im folgenden Versuch wurden SJL-M&use zuerst mit einer mCol7c-GST/Titermax-Emulsion
immunisiert. Damit sichergestellt ist, dass FTY720 die B-Zell-Hilfe der T-Zellen im
Lymphknoten nicht beeinflusst, wurde mit der FTY720-Behandlung erst bei Erscheinen der
ersten EBA-Wunden begonnen. Ab dann wurde 3 Wochen lang einer Gruppe taglich FTY720,
der anderen taglich H,O intraperitoneal injiziert. Es wurde regelmalig die Kérperoberflache
der Miuse beider Gruppen auf EBA-Wunden untersucht und Blut zur Uberwachung der T-Zell-

Zahl im peripheren Blut entnommen (Pfeile, Abb. 3.15).

Immunisierung FTY720-/H,0-Behandlung
4 4 | | 4
I I 1 1 |

d-28 do d7 d14 d21

| A A B

Auswertung + FACS-Analyse

Abb. 3.15 Schematischer Versuchsaufbau der T-Zell-Depletion mittels FTY720 im Immunisierungs-induzierten
EBA-Mausmodell. Etwa 4 Wochen nach der Immunisierung (d -28) von SIL-M&dusen mit mCol7c-GST/Titermax,
als die ersten EBA-Wunden zu sehen waren, wurden die Mause in 2 Gruppen eingeteilt (w 0). Eine Gruppe wurde
taglich fiir 3 Wochen mit FTY720, die andere mit H,0, behandelt. Die Evaluierung der von EBA-Wunden
betroffenen Koérperoberflache, sowie die Feststellung der T-Zell-Zahl im peripheren Blut erfolgten wochentlich
(Pfeile).

Um die Zahl der T-Zellen im peripheren Blut zu lberwachen, wurde den Madusen beider
Gruppen ab Behandlungsbeginn wochentlich Blut entnommen. Nach Farbung mit einem
TCRB- und einem CD19-Antikorper wurde die Zahl der T-Zellen durchflusszytometrisch
untersucht. Wahrend vor der Behandlung kein Unterschied in Bezug auf die T-Zell-Population
zwischen der H,0- und der FTY720-Gruppe zu erkennen war (linker oberer Quadrant), zeigte
sich bereits nach einer Woche eine deutliche Reduzierung der T-Zell-Zahl in den mit FTY720
behandelten Mausen (Abb. 3.16A). Uber die gesamte Behandlungsdauer blieb die Zahl der T-
Zellen im peripheren Blut in der FTY720-Gruppe gering. Verglichen zur T-Zell-Zahl vor Beginn
der FTY720-Behandlung waren die T-Zellen im peripheren Blut durchschnittlich um 90 %
reduziert. In der H,O-Gruppe dagegen schwankten die T-Zellzahlen im Versuch zwischen 38 %

und 284 % normalisiert auf den Wert vor Behandlungsbeginn (Abb. 3.16B).

53



Ergebnisse

A vor Behand- 7 d nach Behand- B
A lungsbeginn lungsbeginn
2Y755% [ 1,4%| *176,7%7] 0,8% 200+
5% | . %1 : B H.0
o - £ 1504 @ FTY720
n N 2
T
- g. 1004
11,1%| = i =
o Ty = 1 02 3 4 2 501
o 10 10 . 10 10 1 10 10 .
= 08% *=112% 0,6% 0-
] do d7 d1i4 d21
. 11,7% 3%42% ;. 28%
100 10t 100 o' 102 102 10t
P
CD19

Abb. 3.16 Die Behandlung mit FTY720 reduziert die Zahl der T-Zellen im peripheren Blut. Vor und wahrend der
FTY720-/H,0-Behandlung wurde den Mausen beider Gruppen wéchentlich Blut abgenommen. Nach TCRB/CD19-
Farbung wurde das Blut durchflusszytometrisch analysiert. Zur Bestimmung der T-Zellzahl wurde dabei im
forward-/sideward-scatter auf die Lymphozytenpopulation gegatet. (A) Vor Behandlungsbeginn (d 0) unterschied
sich die Zahl der TCRB" Zellen (linker oberer Quadrant) zwischen der H,O- (obere Reihe) und der FTY720-Gruppe
(untere Reihe) nicht. Wahrend jedoch die Behandlung mit H,O keinen Effekt auf die T-Zellzahl eine Woche nach
Behandlungsbeginn (d 7) hatte, zeigte sich eine starke Abnahme der Zahl der TCRB" Zellen in der FTY720-Gruppe.
(B) Die Zahl der T-Zellen von d 7, d 14 und d 21 wurde auf die jeweilige T-Zellzahl vor Behandlungsbeginn (d 0)
normalisiert. Wahrend die Zahl der T-Zellen in mit H,O behandelten Mausen (schwarze Balken) stark schwankt,
zeigten mit FTY720 behandelte Mause (rote Balken) eine deutlich verringerte Zahl an TCRB*-Zellen.

Um zu untersuchen, ob die stark verringerte Zahl an T-Zellen im peripheren Blut einen Einfluss
auf die Bildung von EBA-Wunden haben, wurden die Korperoberflaiche der Mause beider
Gruppen wahrend der FTY720-/H,0-Behandlung (Pfeile, Abb. 3.17B) regelmiaRig auf EBA-
Wunden untersucht. Die Auswertung der area under the curve des Gesamt-EBA-Verlaufs
ergab einen signifikant hoheren Anteil betroffener Kérperoberflache in der H,O-Gruppe im
Vergleich zu der FTY720-Gruppe (Abb. 3.17A). Bei der Auswertung des EBA-Verlaufs zeigte
sich, dass der Anteil der von EBA-Wunden betroffenen Korperoberflache in der H,0-Gruppe
starker anstieg als in der FTY720-Gruppe, sodass die mit H,O behandelten Mause in der
zweiten Woche nach Behandlungsbeginn (d 14) signifikant starker erkrankt waren als die
Mause der FTY720-Gruppe (Abb. 3.17B). In der dritten Woche (d 21) waren die Mause der
H,O-Gruppe in der Tendenz, jedoch nicht signifikant starker von EBA-Wunden betroffen als
Mause mit FTY720-Behandlung.
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Abb. 3.17 FTY720-Behandlung fiihrt zu milderem Krankheitsverlauf im Immunisierung-induzierten EBA-
Modell. Vor und wéahrend der H,0-/FTY720-Behandlung wurden die Mause regelmaRig auf EBA-Wunden
untersucht. (A) Innerhalb des Behandlungszeitraums (Pfeile) stieg der Anteil der von EBA-Wunden betroffenen
Korperoberflache in der mit H,O behandelten Gruppe (schwarz) starker an als in der Gruppe, die mit FTY720
behandelt wurde (rot). (B) Die Auswertung der AUC der Krankheitsverlaufe beider Gruppen (jeweils n=8) ergab
einen signifikant erhéhten Krankheitsgrad in der mit H,O behandelten Gruppe in der zweiten Woche nach
Behandlungsbeginn. Gezeigt ist der Mittelwert £ Standardabweichung aus einem Experiment, Mann-Whitney-U-
test: * p< 0,05

3.2.3 Erho6hte Zahl an T-Zellen in perildsionaler Haut von EBA-betroffenen Mausen

Um zu untersuchen, ob die erhéhte Bildung von EBA-Wunden auf mCol7-spezifische T-Zellen
zurlickzufiihren ist oder ob unspezifische T-Zellen die Entstehung von EBA-Wunden
beeinflussen, sollte die Zahl der T-Zellen in der Haut von gesunden und an EBA erkrankten
Mausen verglichen werden. Da die Zahl der T-Zellen in von Wunden betroffener Haut von
Interesse sind und Wunden bei den gesunden Mausen nicht zu erwarten sind, wurden
Wunden durch mechanische Irritation erzeugt, bei dessen Erzeugung die Haut, da sie

immunhistologisch ausgewertet werden sollte, jedoch nicht komplett zerstort werden sollte.

Zu diesem Zweck wurden die Ohren von Mausen an der Innenseite, an denen sich die Mause
nur schwer kratzen koénnen, mit einer elektrischen Nagelfeile (Abb. 3.18A) gekratzt.
Makroskopisch waren die gekratzten Stellen als runde Irritationen zu erkennen (Abb. 3.18B,
Pfeilkopfe). Auf immunhistologischer Ebene ist zu erkennen, dass, verglichen mit Haut vor der
mechanischen Irritation, lediglich die Epidermis entfernt wurde (Abb. 3.18C). DIF-Aufnahmen
zeigen daruber hinaus, dass nach der mechanischen Irritation immer noch die Kollagen 7-

Schicht vorhanden war (Abb. 3.18D, Pfeilkopfe).
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ohne mechanische nach mechanischer
Irritation Irritation

Abb. 3.18: Mechanische Irritation mittels elektrischer Feile entfernt die Epidermis, aber nicht die mCol7-
Schicht an der DEJ. (A) Zur mechanischen Irritation wurde eine elektrische Feile benutzt. (B) Mit der elektrischen
Feile konnen Ohren punktuell mechanische Irritationen (Pfeilspitzen) zugefligt werden. (C) + (D) Die Innenohren
von Mausen wurden mit der Feile mechanisch irritiert und nach immunhistochemischer Farbung mit Haut, die
nicht mechanisch irritiert wurde (links), verglichen. (C) H&E-Farbungen zeigen, dass durch die mechanische
Irritation (rechts) die Epidermis entfernt wurde, die Dermis jedoch erhalten blieb. (D) Nach einer Farbung mit
einem anti-mCol7-Antikérper zeigen DIF-Aufnahmen, dass auch nach mechanischer Irritation die mCol7-Schicht
(weiBe Pfeilspitzen) an der DEJ weiterhin vorhanden ist. Epi.: Epidermis, Der.: Dermis, Kn.: Knorpel,
GroRenstandard £ 50 um

Mit dieser Technik wurden zwei Gruppen von SJL-Mausen, nachdem ihnen 3 Wochen zuvor
(Tag -21) eine PBS/Titermax- bzw. mCol7¢c-GST/Tiermax-Emulsion in die Sohlen der HinterfiiRe
injiziert wurde, an den Innenohren mechanisch irritiert. 7 Tage nach der mechanischen
Irritation wurden Proben von lasionaler Ohrhaut genommen (Abb. 3.19A). Kryoschnitte
wurden im Anschluss mit einem TCRB-Antikorper gefirbt (Abb. 3.19B) und die TCRB*-Zellen in
perildasionalen Hautabschnitten ausgezahlt (Abb. 3.19C). Die Auszdhlung zeigte, dass in
mechanisch irritierter Haut von Mdusen mit EBA signifikant mehr T-Zellen detektiert wurden
als in Haut von Kontroll-Mausen. Zusatzlich wurde aus Kryoschnitten von Tag 5 nach
mechanischer Irritation mRNA extrahiert und daraus zur Genexpressionsanalyse cDNA
synthetisiert. Mit Hilfe der quantitativen RT-PCR wurde die Expression der Gene fiir die T-Zell-
Zytokine IFNy, IL-4 und IL-10 in der Haut 5 Tage nach mechanischer Irritation untersucht. Bei
der Expression von /L-4 und IL-10 konnte dabei kein Unterschied zwischen Kontroll- und EBA-
Mausen festgestellt werden. IFNy dagegen wurde in Mdusen mit EBA signifikant starker

exprimiert als in naiven Mausen.
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Abb. 3.19 Hohere Zahl an T-Zellen in von EBA-Wunden betroffener Haut als in mechanisch irritierter Haut
gesunder Mause. (A) SIL-Mausen wurde eine mCol7c-GST/Titermax- bzw. PBS/Titermax-Emulsion in die Sohlen
der HinterfliBe injiziert. 3 Wochen spater, zum Zeitpunkt der ersten Wunden wurden die Mause beider Gruppen
an der Innenseite des Ohres mechanisch irritiert. Nach der mechanischen Irritation wurden zu verschiedenen
Zeitpunkten Hautproben genommen.(B) Im Vergleich zu mechanisch irritierter Haut Kontroll-Mé&use (links)
zeigen immunhistologische Farbungen perildsionaler Haut von an EBA erkrankten Mausen 7 Tage nach
mechanischer Irritation eine héhere Anzahl an TCRB-positiven T-Zellen (rote Farbung, Pfeile). Epi.: Epidermis,
Der.: Dermis, GrofRenstandard & 50 um (C) Die quantitative Auswertung ergab, dass 7 Tage nach mechanischer
Irritation in der Haut von an EBA-erkrankten Mausen (n=9) signifikant mehr T-Zellen waren als in Haut von
Kontroll-Mausen (n=4). (D) Aus Kryoschnitten von Haut von Tag 5 nach mechanischer Irritation wurde mRNA
extrahiert und zur Genexpressionsanalyse in cDNA umgeschrieben. Mittels quantitativer RT-PCR ist in der Haut
von EBA-Mausen (n=4) verglichen mit Haut von Kontroll-Mausen (n=3) eine erhdhte Expression von [FNy
festzustellen. Dagegen gibt es keinen Unterschied bei der Expression von I/L-4 und IL-10. Gezeigt ist der
Mittelwert + Standardabweichung aus einem Experiment, Mann-Whitney-U-test: * p < 0,05.

Zusammenfassung Il

Es konnte gezeigt werden, dass die Expression von T-Zell-spezifischen Genen in von EBA-
Wunden betroffener Haut im Vergleich zur Haut von naiven Kontrollen signifikant erhéht war.
Um auszuschlieRen, dass ein moglicher Einfluss auf die Bildung von EBA-Wunden durch T-
Zellen hervorgerufen wurde, die gegen die injizierten Kaninchen-1gGs gerichtet sind, wurde
auf das Immunisierungs-induzierte EBA-Modell zuriickgegriffen, bei dem die EBA induziert
wird, ohne dass ein Fremdprotein injiziert werden muss. Die Reduzierung der T-Zell-Zahl im
peripheren Blut mittels Behandlung mit FTY720 fihrte zu einem milderen EBA-Verlauf.
Dariiber hinaus konnte in mechanisch irritierter Haut von Mausen, in denen EBA induziert
wurde, mehr T-Zellen nachgewiesen werden als in mechanisch irritierter Haut von naiven

Mausen. Die Expressionsanalyse von Genen fir T-Zell-spezifische Zytokine ergab eine erhéhte
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Expression von IFNy in mechanisch irritierter Haut von Mdusen mit EBA, was auf die

Aktivierung der T-Zellen in der Haut von an EBA erkrankten Mausen hindeutet.
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4. Diskussion

Zur Erforschung der EBA wurden mehrere Modelle entwickelt, mit denen verschiedene
Aspekte der Krankheit untersucht werden kdnnen. Im Immunisierung-induzierten Modell
(Sitaru et al., 2006) wird durch die Injektion einer Emulsion aus einem rekombinanten mCol7-
Peptid und dem Adjuvans Titermax in die Fulsohlen von Mausen der Toleranzbruch
gegenlber dem murinen Kollagen 7 induziert, was zur Ausbildung von mCol7-spezifischen
Antikorpern fihrt. Daher ist dieses Modell dazu geeignet, sowohl die afferente als auch die
efferente Phase der EBA zu untersuchen. Will man die Effektorphase erforschen, so eignet
sich das passive Antikorpertransfer-Modell der EBA, in dem Ma&usen in Kaninchen generierte
mCol7-spezifische Antikorper injiziert werden um die Bildung der EBA-Wunden

herbeizufihren (Sitaru et al., 2005).

Zur Untersuchung der Effektorphase der EBA, wurde zundchst das Antikérpertransfer Modell
etabliert. Zu diesem Zweck wurden den Mé&usen an Tag 0, 2, 4 und 6 jeweils 5 mg mCol7-
spezifische Kaninchen-IgGs injiziert. Diese konnten daraufhin an der DEJ wiedergefunden
werden, wo sie zu einer Einwanderung von Granulozyten fiihrte, was die Separation von
Dermis und Epidermis nach sich zog. Die ersten so entstandenen EBA-Wunden waren ab Tag 4
zu erkennen und die von EBA-Wunden betroffene Korperoberfliche nahm mit
fortschreitender Zeit zu. Sowohl der Zeitpunkt der ersten EBA-Wunden als auch der Verlauf
der EBA-Erkrankung sind dabei mit denen, die in anderen Arbeiten gezeigt werden,
vergleichbar. Wahrend jedoch in den bisherigen Studien die Entstehung der EBA-Wunden bis
zu Tag 12 verfolgt und danach die Experimente beendet wurden (Hirose et al., 2012;
Samavedam et al.,, 2013), wurde in der vorliegenden Arbeit die Auswertung der von EBA-
Wunden betroffenen Kérperoberflache tber einen langeren Zeitraum durchgefiihrt. Dabei
konnte festgestellt werden, dass, obwohl die letzte Injektion von mCol7-spezifischen
Kaninchen-lgGs an Tag 6 erfolgte, der Anteil der betroffenen Kérperoberflache bis zu Tag 19
anstieg. Hierdurch kam die Frage auf, welche Faktoren fiir diese lang anhaltende und immer
starker werdende Krankheitsauspragung im  Antikorpertransfer-Modell der EBA

verantwortlich sind.
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4.1 Die injizierten mCol7-spezifischen Kaninchen-lgGs allein sind nicht fiir den
Krankheitsanstieg bis Tag 19 im Antikorpertransfer-Modell verantwortlich

Eine naheliegende Erklarung wére, dass die Menge der injizierten Kaninchen-IgGs alleine
dafir ausreicht, um fiir den beobachteten EBA-Verlauf zu sorgen. IgGs haben in der
Zirkulation, verglichen mit anderen Immunglobulin-Subklassen, eine verhaltnismaRig lange
Halbwertszeit, da sie durch den neonatalen Fc-Rezeptor vor Degradation geschiitzt sind (Israel
et al., 1996; Junghans und Anderson, 1996). Dieser Effekt gilt auch fur speziesfremde IgGs. So
zeigten Studien mit radioaktiv markierten Kaninchen-1gGs, dass diese eine Halbwertszeit von
6 Tagen im peripheren Blut von Mausen aufwiesen (Gitlin et al., 1976) und damit in etwa so
lange in der Blutzirkulation von Mausen verbleiben wie mauseigene, 6-8 Tage (Vieira und
Rajewsky, 1988), oder humane IgGs, 7 Tage (Barekzi et al., 1999). Diese fir Immunglobuline
lange Halbwertszeit ist trotzdem zu kurz, um zu erklaren, warum der Anteil der betroffenen
Koérperoberflache so lange ansteigt. In der Literatur ist beschrieben, dass mCol7-spezifische
IgGs an der DEJ doppelt so lange nachweisbar sind wie im peripheren Blut (Kasperkiewicz et
al., 2010). Daher ware es moglich, dass die 1gGs durch den Austritt aus der Blutzirkulation in
die Haut und durch Binden ihres Antigens an der DEJ dem Abbau entgehen. Sollte dies der Fall
sein, so musste die Menge an mCol7-spezifischen Kaninchen-lgGs an der DEJ mit der Zeit
zunehmen. Die steigende Anzahl von mCol7-spezifischen IgGs an der DEJ wiirde dann den

starker werdenden Krankheitsverlauf erklaren.

Um dieser Hypothese nachzugehen, wurde zunachst untersucht, ob der prozentuale Anteil
der von mCol7-spezifischen Kaninchen-1gGs gebundenen DEJ zunimmt. Dazu wurde die IgG-
Deposition an der DEJ nach immunhistologischen Farbungen per Fluoreszenzmikroskopie

aufgenommen und quantifiziert.

Es zeigte sich, dass an Tag 3, an dem bereits zwei Kaninchen-IgG-Injektionen erfolgten, nur
wenige Kaninchen-lgGs an der DEJ zu finden waren. Dies macht zwei Dinge deutlich: Zum
Einen scheinen die mCol7-spezifischen Kaninchen-IgGs erst mit einer Verzogerung an die DEJ
zu gelangen und zum Anderen scheint das Binden der Kaninchen-IgGs an die DEJ allein nicht
auszureichen um eine Blasenbildung zu induzieren, da die ersten Blasen erst nach 4 Tagen zu
erkennen sind. Den zweiten Punkt betreffend ware denkbar, dass zunachst eine gewisse
Konzentration von Kaninchen-lgGs an der DEJ erreicht werden muss, um die pro-

inflammatorischen Prozesse einzuleiten, die zur Bildung von EBA-Blasen fihren.
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An Tag 6 war der Anteil der durch mCol7-spezifische Kaninchen-lgGs gebundenen DEJ
signifikant erhoht. Dies war zugleich das Maximum, sodass nach Tag 6 keine weitere Zunahme
festgestellt werden konnte. Da jedoch nicht nur der Anteil der gebundenen DEJ, sondern auch
die Konzentration der an die DEJ gebundenen mCol7-spezifischen Kaninchen-1gGs ursachlich
fir den Anstieg der betroffenen Korperoberflache sein kdnnte, sollte auch diese untersucht
werden. Da sich die Fluoreszenzintensitdt proportional zur Konzentration des detektierten
Fluorophors verhalt (Waters, 2009), wurde diese durch die Messung der Fluoreszenzintensitat
der an die DEJ gebundenen mCol7-spezifischen Kaninchen-lgGs an den jeweiligen Tagen

bestimmt.

Da nach Tag 6 keine weitere Zunahme von mCol7-spezifischen Kaninchen-IgGs an der DEJ
sowohl bezliglich des Anteils der gebundenen DEJ als auch beziiglich der Konzentration
festgestellt werden konnte, ist davon auszugehen, dass die injizierten mCol7-spezifischen
Kaninchen-lgGs alleine nicht fir den bis zum Tag 19 zunehmenden Krankheitsverlauf
verantwortlich sind. Somit stellte sich die Frage, welcher zusatzliche Faktor an der Bildung von

EBA-Wunden beteiligt ist.

4.2 Die Bildung von murinen IgGs fiihren zu einer verstarkten Bildung von EBA-Wunden im
passiven Antikorper-Transfermodell

Da die in die Maus injizierten Kaninchen-lgGs Fremdproteine fiir die Maduse darstellen,
konnten diese eine Immunreaktion in den Mausen zur Folge haben. Wenn dem so ist, wéare zu
erwarten, dass die Immunreaktion in den die Einstichstellen drainierenden Lymphknoten
stattfindet und zur Bildung von Keimzentren fiihrt. Um diesen Sachverhalt zu kldren, wurden
Kryoschnitte drainierender Lymphknoten von mit mCol7-spezifischen Kaninchen-1gGs
injizierten Mausen auf Keimzentren untersucht und mit denen von naiven Kontrollen
verglichen. Es stellte sich heraus, dass die Injektion von mCol7-spezifischen Kaninchen-1gGs
eine Bildung von Keimzentren nach sich zog und somit Maus-Antikdrper generiert wurden.
Um zu untersuchen, ob die in den Keimzentren von mit Kaninchen-1gGs injizierten Mausen
gebildeten IgGs spezifisch fir die Kaninchen-lgGs sind, wurden Hautschnitte mit
fluoreszenzmarkierten, gegen murine 1gGs gerichteten Antikdrpern behandelt. Es zeigte sich,
dass murine Immunglobuline der Subklasse 2c an der DEJ nachgewiesen werden konnten.
Dieser Befund macht deutlich, dass die endogenen Immunglobuline gegen die mCol7-

spezifischen Kaninchen-IgGs gerichtet sind.
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Diese induzierte Immunantwort kdnnte auch dazu beigetragen haben, dass an Tag 12 kein
weiterer Anstieg der Kaninchen-IgGs an der DEJ zu festzustellen war. Durch die im Zuge der
Immunantwort produzierten murinen Immunglobuline kénnte die Erhéhung der Zahl von 1gGs
im Blut auch zu einer Sattigung der neonatalen Fc-Rezeptoren gefuhrt haben, sodass dadurch
nun Kaninchen- und murine IgGs um die neonatalen Fc-Rezeptoren konkurrieren. Hierdurch
wirde eine groRere Anzahl an Kaninchen-lgGs keinen neonatalen Fc-Rezeptor gebunden
haben, wodurch sich die Halbwertszeit der Kaninchen-1gGs reduziert (Sesarman et al., 2008)

und sie abgebaut werden, bevor sie die DEJ erreichen.

In der Arbeit erfolgte lediglich die Detektion der murinen IgGs der Subklasse 2c an der DEJ. Da
man mlgG2b sowie mlgG2c als diejenigen Antikorper der Klasse der IgGs identifizieren
konnte, die die Bildung der EBA-Wunden induzieren (Hammers et al., 2011), wurde auf die
Detektion von mlgG1 verzichtet. Betreffend migG1 ist darliberhinaus anzumerken, dass, wie
im Methodenteil bereits beschrieben, eine Kreuzreaktion zwischen dem mligG1l-
Detektionsantikorper und den mCol7-spezifischen Kaninchen-IgGs nicht ausgeschlossen
werden kann und es so zu falsch-positiven Ergebnissen hatte kommen kénnen (Abb. 2.1).
mlgG2c wurde migG2b deshalb vorgezogen, da migG2c eine hdhere Affinitat zu dem fir die
EBA-Pathogenese relevanten Fcy-Rezeptor IV hat (Nimmerjahn et al., 2005). Auch auf die
Untersuchung der IgM-Deposition an der DEJ wurde verzichtet. Zwar konnten in einigen
Patienten EBA-Patienten IgM-Ablagerungen an der DEJ festgestellt werden (Barreiro-Capurro
et al.,, 2013; Smoller und Woodley, 1992), jedoch ist es unwahrscheinlich, dass sie zur
Pathogenese beitragen. Da Fcy-Rezeptoren keine IgM-Immunkomplexe binden konnen,
waren die IgM-Immunkomplexe nicht in der Lage den bereits angesprochenen FcyRIV zu
aktivieren und konnten damit nur indirekt die fir die EBA-Wundbildung verantwortlichen
neutrophilen Granulozyten aktivieren. Eine solche Maoglichkeit der neutrophilen
Granulozyten-Aktivierung wadre die Aktivierung des Komplementsystems. Wie jedoch bereits
in der Einleitung erwahnt, hat lediglich der alternative Komplementaktivierungsweg einen
signifikanten Einfluss auf die EBA-Pathogenese, wohingegen IgM-Immunkomplexe den

klassischen Komplementweg induzieren.

Es gibt drei Moglichkeiten, wie die gebildeten murinen Antikorper wirken kdnnen: Zum einen
konnten die produzierten Maus-IgGs die Kaninchen-IgGs bereits in der Zirkulation zum

groBten Teil neutralisieren, sodass nur geringe Mengen an Kaninchen-IgGs in die Haut

62



Diskussion

gelangen und Col7 an der DEJ binden (Abb. 4.1A). Die Kaninchen-lgGs wirden dort, wie in
Abb. 3.6 gezeigt wurde, von den murinen IgGs gebunden werden und, da sie vom
Komplement-aktivierenden Subtyp 2c sind, vereinzelt zur Bildung von EBA-Wunden fiihren.
Die zweite Moglichkeit besteht darin, dass die Kaninchen-lgGs in grofRer Zahl die DEJ
erreichen, was zur Folge hatte, dass deutlich mehr Kaninchen-lgG-spezifische murine IgGs an
der DEJ ihr Antigen finden und daran binden. Dementsprechend wiirde die Komplement-
Kaskade starker aktiviert, was zu einem schwereren EBA-Verlauf fliihren wiirde (Abb. 4.1B).
Die dritte Moglichkeit ware, dass im Zuge der Immunantwort auch murines IgG1 gebildet
wird. Diese konnten zum einen ebenfalls die injizierten Kaninchen-IgGs bereits in der
Zirkulation binden und neutralisieren. Auf der anderen Seite ware es auch méglich, dass auch
hier die Kaninchen-1gGs die DEJ erreichen und die murinen IgG1 erst dort an diese binden. Da
murine 1gG1 nicht Komplement-aktivierend sind, kénnte das Binden dazu fiihren, dass es
dadurch zu einer sterischen Hinderung der Komplement-Aktivierung durch die Kaninchen-
lgGs kommt, sodass diese durch die murinen IgG1 verringert wird. Beide beschriebenen
Moglichkeiten hatten zur Folge, dass der Krankheitsverlauf durch die murinen IgG1

abgeschwacht wird (Abb. 4.1C).

i Blase
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ﬁ(mCoW-spez. Kaninchen-IgGs \F mlgG2c \F mlgG1 C3 : Komplement-Faktor 3

Abb. 4.1: Mogliche Effekte der murinen IgGs auf die Blasenbildung im passiven Antikérpertransfer-Modell der
EBA. (A) Viele mCol7-spezifische Kaninchen-lgGs (schwarz) werden bereits in den BlutgefaRen durch mlgG2c
(blau) abgefangen, sodass nur wenige Kaninchen-IgGs die DEJ erreichen. Dort werden diese ebenfalls von
migG2c gebunden, die die Aktivierung der Komplement-Kaskade induzieren (C3), was zu einer geringen
Blasenbildung fiihrt. (B) Es werden nur wenige mCol7-spezifische Kaninchen-lgGs in den Blutgefafen durch
mlgG2c gebunden, sodass mehr Kaninchen-lgGs an die DEJ gelangen und mit Hilfe der mlgG2c eine starkere
Komplement-Aktivierung erfolgt, die zu einer verstarkten Blasenbildung fiihrt. (C) migG1l (grin) binden die
mCol7-spezifischen Kaninchen-IgGs sowohl in den BlutgefdRen als auch an der DEJ. Da diese nicht Komplement-
aktivierend sind, erfolgt nur eine geringe Blasenbildung. Epi.: Epidermis, Der.: Dermis
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Um herauszufinden welche der beschriebenen Moglichkeiten richtig ist, wurden B-Zell-
defiziente JHT-Mause eingesetzt (Gu et al., 1993), die keine eigenen Antikdrper produzieren
kdnnen. Wirde Moglichkeit A (Abb. 4.1) richtig sein, so kénnten durch das Fehlen der
murinen IgGs keine Kaninchen-IgGs in der Zirkulation neutralisiert werden, sodass sehr viel
mehr Kaninchen-1gGs an der DEJ binden kdnnten. Demnach wirden B-Zell-defiziente Mause
im Vergleich zu wt-Mausen eine groRere von EBA-Wunden betroffene Koérperoberflache
aufweisen. Sollte jedoch Moglichkeit B korrekt sein, fainde nach dem Binden der Kaninchen-
IgGs an Col7 an der DEJ keine verstarkte Komplement-Aktivierung statt und die B-Zell-
defizienten Mause wirden einen milderen EBA-Verlauf zeigen. Ware Maoglichkeit C
zutreffend, wirde in diesem Fall eine Neutralisierung der Kaninchen-IgGs in der Zirkulation
beziehungsweise die Abschwachung der Komplement-Aktivierung durch das Fehlen der
murinen 1gG1 verhindert werden. Auch in diesem Fall ware ein schwererer EBA-Verlauf zu

erwarten.

So wurden wt- und B-Zell-defizienten Madusen mCol7-spezifische Kaninchen-IgGs injiziert,
anschlielend die EBA-Wundentwicklung regelmaRig evaluiert und am Versuchsende Proben
genommen. Immunhistologische Untersuchungen des Lymphknotens bestatigten das Fehlen
der B-Zellen und Keimzentren. Die Analyse der Genexpression im Lymphknoten konnte dies
auf mRNA-Ebene bestadtigen: Eine Expression von AID, ein Marker fir aktivierte follikulare B-
Zellen sowie zustandig fiir den Klassenwechsel zu 1gG (Muramatsu et al., 2000), konnte nicht
detektiert werden. Dementsprechend konnten in B-Zell-defizienten Madusen auch keine
murinen IgGs an der DEJ in Hautschnitten immunhistologisch detektiert werden, wahrend wt-

Mause Bindung von sowohl Kaninchen- als auch murinen IgGs an der DEJ zeigten.

Beim Vergleich der EBA-Verldufe beider Gruppen zeigte die Gruppe der B-Zell-defizienten
Mausen im Vergleich zu der wt-Gruppe ab Tag 11 eine weniger starke Zunahme des Anteils
der von EBA-Wunden betroffenen Korperoberflache. Das Fehlen der murinen 1gGs in diesen

Mausen fuhrte also zu einem milderen Krankheitsverlauf.

Um zu bestatigen, dass der mildere Krankheitsverlauf auf das Fehlen der B-Zellen
zurickzufihren ist, wurde im passiven Antikérpertransfer-Modell ein Lymphozytentransfer
von wt-Lymphozyten in B-Zell-defiziente JHT-Mause vorgenommen und die EBA-Entwicklung
in diesen Mdusen mit einer wt-Gruppe verglichen. Die Auswertung ergab, dass sich beide

Gruppen in Bezug auf die von EBA-Wunden betroffene Korperoberflache nicht voneinander
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unterschieden und damit tatsachlich das Fehlen der B-Zellen zu dem milderen

Krankheitsverlauf im vorherigen Experiment gefihrt hat.

Es ist anzumerken, dass in diesem Versuch lediglich vier Mduse pro Gruppe eingesetzt
wurden. Da auch die Streuung der Daten recht hoch ist, ist die Interpretation schwierig,
sodass eine Erhohung der Zahl der Mause in den beiden Gruppen zu einer grofReren
statistischen Robustheit beigetragen hatte. Allerdings stammen die Resultate aus 2
unabhdngigen Experimenten mit jeweils 2 Versuchstieren pro Gruppe und in beiden konnte
kein Unterschied festgestellt werden. So hatte eine Erhohung der Zahl von Versuchstieren fiir
beide Gruppen auf jeweils n=6, selbst wenn bei diesem zusatzlichen Experiment ein
signifikanter Unterschied festgestellt werden wiirde, zu keinem signifikanten Unterschied im
Ergebnis des gesamten Versuchs gefiihrt. Da zusatzlich zu den verwendeten Versuchstieren
auch die Spendermause der Lymphozyten berlicksichtigt werden missen, stiinde der zu
erwartende Wissensgewinn in keinem Verhaltnis zu den weiteren Mausen die fiir ein neues
Experiment hatten eingesetzt werden mussen. Aus diesem Grund wurde von einer Erhéhung

der Fallzahl abgesehen.

Zusatzlich zu den B-Zell-defizienten JHT-Mausen sollten die Ergebnisse in einem weiteren
Mausstamm bestatigt werden, der ebenfalls keine eigenen IgGs produzieren kann. So wurden
die Experimente in CD40L KO-Mausen wiederholt, die zwar B-Zellen haben, welche jedoch
nicht aktiviert werden kénnen, da durch das Fehlen des CD40-Liganden eine T-Zell-abhangige
B-Zell-Aktivierung nicht moglich ist (Allen et al., 1993). Dies filihrte dazu, dass auch in CD40L
KO-Mausen keine Keimzentren festzustellen waren und dementsprechend keine mlgG2c an

der DEJ gefunden werden konnten.

Hier ware es auch interessant gewesen zu untersuchen, ob trotz der CD40L-Defizienz B-Zellen
aktiviert worden sind und es zu einer Produktion von IgM kam. Da jedoch darauf verzichtet
wurde, die Deposition von IgM an der DEJ immunhistologisch zu untersuchen, bleibt diese
Frage unbeantwortet. Durch RT-PCR-Analysen konnte in den inguinalen Lymphknoten der
CD40L KO-Mdusen eine gegeniiber naiven Kontrollen erhéhte Expression sowohl des Thil-
Expressionsmarkers T-bet als auch des Chemokinrezeptors CXCR5 festgestellt werden. Die
erhohte T-bet-Expression deutet auf die Aktivierung von Th1-Zellen hin, was zu einer CXCR5-

Expression in diesen gefiihrt haben kdnnte, sodass sie zur B-Zellzone wandern, um dort B-
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Zellhilfe zu leisten. Dies zeigt, dass in CD40L KO-Mausen die Injektion der mCol7-spezifischen

Kaninchen-lgGs zumindest eine Aktivierung der T-Zellen ausgeldst wurde.

Auch CD40L KO-Mause zeigten einen milderen EBA-Verlauf und bestdtigen damit die
Hypothese der krankheitsfordernden Wirkung durch die endogen produzierten
Immunglobuline im passiven Antikérpertransfer-Modell der EBA. Aus diesem Grund wurde
darauf verzichtet die Rolle der migG1, deren Fehlen zu einem schwereren EBA-Verlauf geflihrt
hatte, im passiven Antikorpertransfer-Modell der EBA zu untersuchen. Jedoch ist nicht
auszuschlieBen, dass auch mligGl die EBA-Pathogenese, wie in Abb. 4.1 beschrieben,
beeinflussen kénnten. In einem Experiment konnte durch die Behandlung mit I6slichem CD32
ein milderer Krankheitsverlauf im Immunisierungs-induzierten EBA-Modell erzielt werden
(lwata et al., 2015). Der Wirkmechanismus ware dabei wahrscheinlich dhnlich dem von
mlgG1: Das losliche CD32 bindet an die Immunkomplexe an der DEJ, was zu einer
verminderten Komplementaktivierung fihren wiirde, die flr die festgestellte schwachere
Infiltration der Haut durch Neutrophile verantwortlich ware. Einen weiteren Einfluss von
mlgG1 auf die Pathogenese kdnnte auch die bereits beschriebene mogliche Konkurrenz mit
den pathogenen mlgG2c um den neonatalen Fc-Rezeptor und eine damit verbundene
verringerte Halbwertszeit dieser sein. Denkbar ware, dass die Mechanismen von mlgG2c und
mlgG1 beide im Antikérpertransfer-Modell auftreten. Der festgestellte mildere EBA-Verlauf in
Mausen, die selbst keine IgGs produzieren kénnen, deutet aber darauf hin, dass der Einfluss

der mlgG2c auf den EBA-Phanotyp Uberwiegt.

Die Injektionen der mCol7-spezifischen Kaninchen-1gGs fiihren also zu einer Immunreaktion in
den drainierenden Lymphknoten, welche eine Generierung von murinen IgGs nach sich zieht,
die spezifisch fir die injizierten mCol7-spezifischen Kaninchen-1gGs sind. Diese murinen 1gGs
binden die sich an der DEJ befindlichen Kaninchen-IgGs. Wie gezeigt werden konnte, sind die
murinen 1gGs vom Subtyp 2c und damit Komplement-aktivierend. Die Aktivierung des
Komplement-Systems bewirkt im Anschluss das Einwandern von Immunzellen, wie z.B.
neutrophile Granulozyten. Eingewanderte neutrophile Granulozyten kdnnen dann Gber ihren
Fcy-Rezeptor aktiviert werden. Dabei hat vor allem der FcyRIV, der eine hohe Affinitat zu
mlgG2c hat (Nimmerjahn et al., 2005), grofRen Einfluss auf die Pathogenese der EBA. So
konnte gezeigt werden, dass FcyRIV-defiziente Mdause vor der EBA geschiitzt waren

(Kasperkiewicz et al., 2012). Die Wichtigkeit der Fcy-Rezeptoren in der EBA-Pathogenese wird
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auch daran ersichtlich, dass durch die Veranderung der Affinitat der murinen IgGs zu den Fcy-
Rezeptoren, der EBA-Verlauf in den murinen EBA-Modellen moduliert werden konnte. Die
Anderung der Bindung der Fcy-Rezeptoren zu den Immunkomplexen wurde dabei iiber die
veranderte Glykosylierung des Fc-Teils der Immunglobuline erreicht. Dies wurde u.a. bei
Experimenten mit EndoS im Immunisierungs-induzierten EBA-Modell deutlich. Die
Behandlung von an EBA erkrankten Ma&usen mit der Endoglykosidase EndoS, die den
Glykanrest am Fc-Teil von mlgG1 und mlgG2b abspaltet (Albert et al., 2008), flihrte zu einem
verglichen mit Kontrollmdusen schwéacheren EBA-Phdnotyp (Hirose et al.,, 2012). Die
Behandlung der Mause mit EndoS ging dabei nicht nur mit einer niedrigeren Expression des
Gens fir FcyRIV, sondern auch mit der verringerten Expression des Gens fur den anti-
inflammatorischen FcyRIIB einher. Darliberhinaus kann auch durch eine verstarkte
Galaktosylierung Einfluss auf die EBA-Pathogenese genommen werden. So zog die
Behandlung von Ma&usen im passiven Antikorper-Transfermodell mit hochgradig
galaktosylierten 1gG1l-Immunkomplexen einen durch den anti-inflammatorischen FcyRIIB

vermittelten milderen EBA-Verlauf nach sich (Karsten et al., 2012).

Sind Mause nun nicht in der Lage eigene IgGs zu produzieren, wie es in B-Zell-defizienten- und
CD40L KO-Mausen der Fall ist, entfallt die verstarkende Wirkung der murinen IgGs und die
EBA-Erkrankung nimmt einen milderen Verlauf. In der frihen Phase der EBA-Erkrankung sind
noch keine Unterschiede zwischen der wt- und der Gruppe der B-Zell-defizienten- bzw. CD40L
KO-Maduse feststellbar. Da ungefdahr 7 Tage vom initialen Antigenkontakt bis zur Produktion
der ersten IgGs noétig sind (Murphy et al., 2012), beruht die Entstehung der EBA-Wunden in
dieser frihen Phase wahrscheinlich allein auf den mCol7-spezifischen Kaninchen-1gGs. Erst
spater binden auch die murinen IgGs an die DEJ, sodass erst dann das Fehlen der murinen

IgGs als milderer Krankheitsverlauf in B-Zell-defizienten- und CD40L KO-Mausen sichtbar wird.

Nach der Injektion von Kaninchen-lgGs werden also Kaninchen-lgG-spezifische Maus-lgGs
produziert, die in Hinblick auf die EBA unspezifisch sind. Trotzdem fiihren diese IgGs zu EBA-
typischen Wunden. Die mCol7-spezifischen Kaninchen-IgGs dienen daher wahrscheinlich als
Plattform fur die murinen IgGs an der DEJ, deren Binden dann Uber eine verstdrkte
Komplement-Aktivierung zu einem schwereren EBA-Verlauf fliihren, indem durch das alleinige
Binden von mCol7-spezifischen Kaninchen-lgGs hervorgerufene Blasen vergrofRert werden.

Auch ist es moglich, dass durch das Binden der murinen IgGs an einigen Stellen neue Blasen
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entstehen, wo andernfalls die Konzentration der mCol7-spezifischen Kaninchen-lgGs zu
niedrig und damit die Komplement-Aktivierung zu gering ware, um die Bildung einer EBA-
Wunde zu induzieren. Auf diese Weise konnten die murinen IgGs sowohl das Ausmal$ als auch

die Anzahl der EBA-Wunden erhdhen.

Das passive Antikorpertransfer-Modell ist ein wichtiges Instrument zur Untersuchung der
Effektorphase der EBA. Jedoch sollte der hier festgestellt Effekt auf den Krankheitsverlauf
gerade bei langer andauernden Experimenten berlicksichtigt werden. Will man dies umgehen,
ware denkbar, murine mCol7-spezifische IgGs zur Induktion von EBA-Wunden zu verwenden.
Damit konnten die Effekte einer Immunreaktion gegen korperfremde Proteine auf den EBA-

Verlauf vermieden und so dieses Modell noch wertvoller gemacht werden.

Auch in der Klinik haben die gefundenen Resultate Relevanz. So werden zur Behandlung von
Menschen auch xenogene Antikorper eingesetzt. Der Einsatz solcher Antikorper kann zu einer
Immunreaktion fihren, die zu einer Verringerung der Wirksamkeit flihrt (Zimmer et al., 1988).
Auch schwere Nebenwirkungen sind bereits beschrieben. So kann es z.B. bei der Verwendung
des chimarischen anti-TNFa-Antikorpers , Infliximab“ zu einem anaphylaktischen Schock

kommen (Vultaggio et al., 2010).

Die durch Antikorper-Injektion induzierte Immunreaktion kann man sich jedoch auch zunutze
machen, indem dieses Prinzip zur Etablierung von Tiermodellen verwendet wird. So konnte
damit ein BP-Modell (Oswald et al., 2012) sowie ein Glomerulonephritis-Modell (Neale und
Wilson, 1982) entwickelt werden. In beiden Modellen wurde der krankheitsspezifische
Phanotyp durch eine Pra-Immuniserung der Mause mit Kaninchen-Serum und der

anschlieRenden Injektion von Antigen-spezifischen Kaninchen-Antikérpern ausgelost.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die injizierten Kaninchen-IgGs in der Maus als
Fremdproteine erkannt werden und es zu einer Immunreaktion in den drainierenden
Lymphknoten kommt. Die daraufhin gebildeten Immunglobuline sind spezifisch fir die
Kaninchen-lgGs und lassen sich an der DEJ nachweisen. Dass Mause, die keine eigenen IgGs
produzieren kénnen, weniger stark von EBA-Wunden betroffen waren, macht deutlich, dass

das Binden der murinen IgGs an die DEJ zu einem schwereren EBA-Verlauf fihrt.

Die Produktion von komplementaktivierenden IgGs des Subtyps 2c deutet auf eine

Polarisierung des Lymphknotens in Richtung Th1-Antwort hin (Hammers, 2011). Da Thil-
68



Diskussion

Zellen, wie z.B. bei der DTH-Reaktion (DTH: delayed type hypersensitivity), auch
Effektorfunktionen in der Haut ausliben (Abbas et al., 1996), sollte auch in der vorliegenden

Arbeit die Rolle der T-Zellen in der Haut untersucht werden.

Zu diesem Zweck wurden zunachst im Antikdrpertransfer-Modell Genexpressionsanalysen der
auf T-Zellen zu findenden Chemokinrezeptoren CXCR3 und CCR5 in ldsionaler Haut
durchgefihrt und mit der Expression in gesunder Haut verglichen. Dabei zeigte sich, dass die
Genexpression beider Chemokinrezeptoren in ldsionaler Haut erhoht war. Jedoch st
anzumerken, dass CXCR3 und CCR5 nicht nur auf T-Zellen zu finden sind, sondern auch auf
NK- sowie dendritischen Zellen. DIF-Aufnahmen von Schnitten ldsionaler Haut, bei denen NK-
Zellen fluoreszenzmarkiert wurden, zeigten jedoch ein sehr geringes Vorhandensein von NK-
Zellen. AuBerdem zeigten quantitative RT-PCR-Daten keinen Unterschied in der Expression
von NK-Zell-spezifischen Genen, wie z.B. Klra1, zwischen nicht betroffener und lasionaler Haut
aktiv immunisierter Maduse. Damit kann eine durch verstarkte NK-Zell-Einwanderung
hervorgerufene CXCR3- und CCR5-Expression ausgeschlossen werden, was allerdings nicht fir
dendritische Zellen gilt. Die erhohte, wenn auch im Falle von TCRB nicht signifikant starkere,
TCRB- und IFNy-Expression bestarkt jedoch die Hypothese der Einwanderung von Th1l-Zellen

in von EBA-Wunden betroffene Haut.

4.3 Effektor-T-Zellen in der Haut unterstiitzen die Bildung von EBA-Wunden

Die gefundenen Ergebnisse deuten auf eine Beteiligung von T-Zellen an der Pathogenese der
EBA hin, wobei es drei verschiedene Moglichkeiten geben kann, gegen welche Ziele die T-
Zellen gerichtet sind. Die erste Moglichkeit ist, dass die T-Zellen in der Haut spezifisch fiir die
injizierten mausfremden Kaninchen-lgGs sind und nicht auf die EBA-Erkrankung
zurtckzufiihren sind. Zweitens ware denkbar, dass die durch die in der Haut stattfindenden
inflammatorischen Ereignisse und die damit erhdhte Durchlassigkeit der BlutgefdRe dazu
gefihrt haben, dass zufdllig unspezifische T-Zellen in die Haut gelangt sind. Die dritte
Moglichkeit ist, dass die in der Haut festgestellten T-Zellen mCol7- und damit auch EBA-

spezifisch sind.

Um zu untersuchen welche dieser drei Moglichkeiten zutreffend ist, wurde das Mausmodell
gewechselt und die nachfolgenden Versuche im Immunisierungs-induzierten EBA-Modell
durchgefihrt. In diesem Modell wird zur EBA-Induktion ein rekombinant hergestelltes

Fragment des murinen Col7 zusammen mit dem Adjuvans Titermax injiziert, was zur Bildung
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von mCol7-spezifischen T-Zellen fiihrt (Tiburzy et al., 2013). Da hier also kein Fremdprotein
verwendet wird, ist, wenn sich auch im Immunisierungs-induzierten EBA-Modell eine erhdhte
T-Zellzahl in der Haut von an EBA erkrankten Mausen feststellen lasst, die Mdglichkeit eines

durch die Injektion von Kaninchen-IgGs hervorgerufenen Effekts auszuschliel3en.

Um zu untersuchen, ob T-Zellen einen Einfluss auf die von EBA-betroffene Kérperoberflache
haben, wurden im Immunisierungs-induzierten EBA-Modell T-Zellen daran gehindert, in die
Haut einzuwandern, indem Mause mit dem Immunsuppressivum FTY720 (Fingolimod)
behandelt wurden. FTY720 ist ein Agonist des Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptors, der auf T-
Zellen zu finden ist und nach Binden von FTY720 internalisiert und abgebaut wird. Da dieser
notwendig ist, um aus dem Lymphknoten in die Blutzirkulation einzutreten, bewirkt ein
Fehlen des Rezeptors auf der Zelloberflache ein Verbleib der T-Zellen im Lymphknoten und
die Reduktion der T-Zellzahl im peripheren Blut (Mandala et al., 2002). Sollte die mit FTY720
behandelte Gruppe im Immunisierungs-induzierten EBA-Modell einen milderen
Krankheitsverlauf aufweisen, kann ausgeschlossen werden, dass die erhohte T-Zellzahl in der
von EBA-Wunden betroffenen Haut auf die Injektion von mCol7-spezifischen Kaninchen-IgGs

zurickzufihren ist.

Da T-Zellen im Immunisierungs-induzierten EBA-Modell durch die von ihnen in den
Lymphknoten geleistete B-Zell-Hilfe bei der Produktion der mCol7-spezifischen IgGs
notwendig sind (lwata et al., 2013), wurde die tagliche Behandlung mit FTY720 erst nach
Auftreten der ersten EBA-Wunden begonnen. Wahrend der FTY720-Behandlung wurde die
Zahl der T-Zellen im peripheren Blut per FACS-Analyse wochentlich untersucht. Die
Behandlung der Mduse mit FTY720 flhrte innerhalb des gesamten Behandlungszeitraums zu
einer Reduktion der T-Zell-Zahl auf durchschnittlich unter 10% des Niveaus vor
Behandlungsbeginn. Dagegen schwankte die T-Zell-Zahl in den Kontrollen sehr stark zwischen
37% und 285%. Die erhohte T-Zell-Zahl in den Vehikel-Kontrollen kdnnte auf eine T-Zell-
Proliferation, hervorgerufen durch die EBA-Erkrankung, zurlckzufiihren sein. Entsprechend
kdame eine mildere EBA-Erkrankung gepaart mit moglichen Ungenauigkeiten der FACS-Analyse
und moglichen Schwankungen in der T-Zell-Zahl im peripheren Blut fir die in einigen Fallen
festgestellte Reduktion der Zahl der T-Zellen in den Kontrollen in Betracht. Die deutlich
reduzierte T-Zell-Zahl im peripheren Blut der mit FTY720 behandelten Mause wirkte sich auf

den Anteil der von EBA-Wunden betroffenen Haut aus: Mit FTY720 behandelte Mause wiesen
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einen milderen Krankheitsverlauf auf als Mause, die mit einer Vehikel-Kontrolle behandelt

wurden.

Es ist anzumerken, dass die Auswirkung der FTY720-Behandlung auf die B-Zellantwort nicht
untersucht wurde. In der Literatur gibt es widerspriichliche Aussagen dariber, ob FTY720
Einfluss auf die Antikérperproduktion hat: So konnte eine Studie zeigen, dass die Behandlung
von Mausen mit FTY720 einem niedrigeren IgG1-Serumtiter und zu einer verringerten
Keimzentrumsbildung fihrte (Han et al., 2004). Jedoch wurde diese Studie in einem Modell
durchgefiihrt, in dem die untersuchten Lymphknoten Th2-polarisiert waren, wohingegen
ausschlieBlich Thl-polarisierte Lymphknoten zur Bildung von EBA-Wunden fiihren (Hammers
et al., 2011). Andere Publikationen zeigen, dass die FTY720-Behandlung die humorale
Immunantwort in dem in der vorliegenden Arbeit untersuchten Zeitraum nicht beeinflusst hat
(Papadopoulos et al., 2010; Pinschewer et al., 2000). In der erstgenannten konnte an Tag 14,
dem Tag an dem in der vorliegenden Arbeit ein Unterschied in der EBA-Schwere
nachgewiesen werden konnte, kein Unterschied in Bezug auf den Serumtiter der IgG-
Subklassen in Ratten festgestellt werden. Erst 31 Tage nach Beginn in der FTY720-Behandlung
war der Serumtiter von IgG2a in der FTY720-Gruppe niedriger als in der Kontrollgruppe. Auch
in der zweiten Publikation war kein Unterschied bezliglich des IgG-Serumtiters zwischen
FTY720- und Kontrollgruppe festzustellen. Allerdings wurde in der betreffenden Arbeit eine
geringere FTY720-Dosis (0,3 mg/kg Korpergewicht) verwendet und darliberhinaus wurde auch
nur der Gesamt-lgG-Titer betrachtet und nicht nach Subklassen differenziert. So kann nicht
ausgeschlossen werden, dass sich die FTY720-Behandlung nicht auch auf die humorale
Immunantwort ausgewirkt hat.

Dariberhinaus zeigen die hier gewonnenen Daten eine groRe Streuung und einen lediglich
punktuell signifikanten Unterschied. Hier hatte eine Erhohung der Zahl der Versuchstiere eine
groBere Klarheit Uber eine etwaige Effektorfunktion von T-Zellen in der Haut im
Immunisierungsinduzierten EBA-Modell gegeben. Jedoch war es zu diesem Zeitpunkt auch
nach mehrmaligen Versuchen nicht méglich die Bildung von EBA-Wunden in weiteren SJL-
Mausen durch Immunisierungen zu induzieren. Daher bleibt die Frage offen, ob die erzielten

Ergebnisse reproduziert werden kdnnen.

Da die FTY720-Behandlung mit einem milderen EBA-Verlauf assoziiert ist, kann

ausgeschlossen werden, dass die erhohte T-Zell-Zahl in von EBA-Wunden betroffener Haut
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durch die Injektion von mCol7-spezifischen Kaninchen-lgGs hervorgerufen worden sein
konnte. Jedoch geht aus diesem Experiment nicht hervor, ob die in der Haut erhdhte Zahl der
T-Zellen EBA-spezifisch ist, oder eine unspezifische Reaktion auf die Entzindungsprozesse im

Zuge der Blasenbildung ist.

Um dies herauszufinden, wurden im Immunisierungs-induzierten Modell T-Zellen in der Haut
von an EBA-erkrankten Mausen quantifiziert und die T-Zell-Zahl mit der in Kontrollen
verglichen. Sollte die verstarkte Wundbildung durch die T-Zellen wahrend der EBA-Erkrankung
nicht von EBA-spezifischen T-Zellen hervorgerufen worden sein, dirfte sich die Zahl der T-
Zellen in beiden Gruppen nicht voneinander unterscheiden. Sind die Auswirkungen auf den
Krankheitsverlauf in der EBA jedoch auf EBA-spezifische T-Zellen zurickzufihren, missten in
Haut von an EBA erkrankten Madusen mehr T-Zellen als in nicht immunisierten Mdusen zu

finden sein.

Dazu wurden die Mause der Kontrollgruppe mit PBS/Titermax und die der EBA-Gruppe mit
mCol7-GST/Titermax immunisiert. Zum Zeitpunkt des Auftretens erster EBA-Wunden wurden
dann mit einer elektrischen Nagelfeile an den Innenohren kontrolliert Wunden verursacht
und 7 Tage spater Proben dieser Wunden von beiden Gruppen genommen. Nach
immunhistologischer Farbung und anschlieRender Quantifizierung zeigte sich, dass in der
Haut von an EBA erkrankten Mausen signifikant mehr T-Zellen zu finden sind als in Wunden
der mit PBS immunisierten Kontrollen. Damit ist die erhdhte Zahl von T-Zellen in von EBA-
Wunden betroffener Haut eine EBA-spezifische Eigenschaft, die zu einem schwereren

Krankheitsverlauf fuhrt.

Um die sich in der Haut befindlichen T-Zellen ndher zu charakterisieren, wurde die Expression
T-Zell-assoziierter Zytokine mittels quantitativer RT-PCR analysiert. Wahrend sich die /L-4- und
auch die /L-10-Expression in von EBA-Wunden betroffener Haut nicht von der in Kontrollhaut
unterschieden, war die Expression von IFNy in EBA-Haut signifikant erhéht. Zwar sind neben
T-Zellen auch NK-Zellen in der Lage grofle Mengen von IFNy zu produzieren, jedoch konnte,
wie bereits erwdahnt, immunbhistologisch nur eine sehr geringe Zahl an NK-Zellen in ldsionaler
Haut immunisierter Maduse nachgewiesen werden. Desweiteren zeigte sich auch kein
Unterschied in der Expression von NK-Zell-spezifischen Genen zwischen ldsionaler und
Kontrollhaut. So ist die erhéhte IFNy-Expression in der EBA-Haut hdchstwahrscheinlich auf die

T-Zellen zurilickzufiihren und damit ein weiterer Hinweis auf die Aktivierung der T-Zellen und
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somit auf die Anwesenheit von mCol7-spezifischen T-Zellen in der Haut von an EBA

erkrankten Mausen.

Wie aus dem oben beschriebenen Experiment hervorgeht, fihrt die Reduzierung der T-Zell-
Zahl im peripheren Blut durch die FTY720-Behandlung zu einem milderen Krankheitsverlauf.
Dies macht deutlich, dass T-Zellen in der Effektorphase der EBA einen feststellbaren Einfluss
auf die Wundbildung nehmen. Wie in Abb. 3.16 zu sehen ist, fihrte die FTY720-Behandlung
nicht zu einem vollstdandigen Arrest der T-Zellen in den lymphatischen Organen, da immer
noch etwa 10% der Ausgangs-T-Zell-Zahl im peripheren Blut nachweisbar waren. Auch ist
fraglich, ob die FTY720-Behandlung die in der Haut sitzenden T-Zellen erreicht hat. So ist es
moglich, dass, eine vollstandige Depletion der T-Zellen in den untersuchten Mausen zu einem

deutlich milderen EBA-Verlauf gefiihrt hatte.

Die erhohte Expression des Gens fur IFNy in der Haut von EBA-Mdusen stimmt mit der
berichteten Th1-Polarisation in den drainierenden Lymphknoten im Immunisierung-
induzierten EBA-Modell (iberein (Hammers et al., 2011). So kommt den Thl-Zellen eine
doppelte Rolle im Verlauf der EBA zu: Zuerst leisten Th1l-Zellen B-Zell-Hilfe und tragen somit
zu Bildung von Komplement-aktivierenden Autoantikdrpern bei. Nach geleisteter B-Zell-Hilfe
wandern sie in einem nachsten Schritt in die Haut ein, um dort zur Wundbildung beizutragen.
So waére es vorstellbar, dass mCol7-spezifische T-Zellen in eine bereits etablierte Wunde
gelangen und dort erneut auf das fiir sie spezifische mCol7-Epitop treffen. Dies wiirde die
Sekretion von IFNy zur Folge haben, das aktivierend auf Neutrophile wirkt und damit die
inflammatorischen Ereignisse, z.B. aufgrund einer erhohten Lebensspanne (lking-Konert et al.,
2005) oder einer vermehrten Ausschittung reaktiver Sauerstoffspezies (Klebanoff et al.,

1992), verstarkt.

Im letzten Abschnitt der vorliegenden Arbeit konnten Hinweise auf eine Beteiligung von T-
Zellen an der Entstehung von EBA-Wunden in der Haut gefunden werden. Eine reduzierte T-
Zell-Zahl im peripheren Blut fiihrte zu einem milderen EBA-Verlauf. Das verstarkte Auftreten
von T-Zellen in Wunden von an EBA erkrankten Mausen sowie die dortige erhdhte IFNy-
Expression spricht fur das Vorkommen und die Aktivierung mCol7-spezifischer T-Zellen in der

Haut.
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5. Zusammenfassung
Obwohl im passiven Antikérpertransfer-Modell der EBA die letzte Injektion der mCol7-
spezifischen Kaninchen-IgGs an Tag 6 erfolgte, wurde bei den Mausen ein Anstieg der von

EBA-Wunden betroffenen Kérperoberflache bis Tag 19 festgestellt.

Um zu untersuchen, ob dieser langanhaltende Anstieg durch die mCol7-spezifischen
Kaninchen-lgGs zu erklaren ist, wurden sowohl der Anteil der von den Kaninchen-lgGs
gebundenen DEJ als auch die IgG-Konzentration an der DEJ ausgewertet. Es zeigte sich, dass
weder der prozentuale Anteil der von Kaninchen-lgGs gebundenen DEJ noch die
Konzentration der IgG-Deposition an der DEJ nach Tag 6 weiter anstiegen, womit die mCol7-
spezifischen Kaninchen-lgGs nicht die alleinige Ursache fiir den langen Anstieg der EBA-

Wunden darstellen konnen.

Daher wurde als nachstes untersucht, ob die injizierten Kaninchen-lgGs eine Immunantwort
in den Mausen induzieren, die einen Einfluss auf die EBA-Entwicklung haben kdénnte. Dazu
wurden Lymphknoten auf die Bildung von Keimzentren untersucht. Es zeigte sich, dass die
Injektion von Kaninchen-1gGs zur Keimzentrumsbildung fihrte, die wiederum die Produktion
von mlgG2c zur Folge hatte, welche an der DEJ detektiert werden konnten. Damit konnte
gezeigt werden, dass die Injektion von Kaninchen-IgGs zu einer Immunantwort fihrt, die

gegen die Kaninchen-1gGs gerichtete Antikdrper hervorbringt.

Zur Untersuchung, ob diese gebildeten endogenen Antikdrper Einfluss auf den EBA-Verlauf
im passiven Antikorpertransfer-Modell haben, wurden mit B-Zell-defizienten JHT-Ma&usen
ein Mausstamm im passiven Antikdrpertransfer-Modell der EBA eingesetzt, bei dem eine
Produktion von eigenen Antikérpern nicht moglich ist. Die Auswertung der von EBA-Wunden
betroffenen Kérperoberflache zeigte einen milderen Krankheitsverlauf. Damit konnte gezeigt
werden, dass die endogen produzierten IgGs die Bildung von EBA-Wunden verstarken. Die
Auswertung des EBA-Verlaufs deutet daraufhin, dass der beobachtete Krankheitsverlauf im
passiven Antikorpertransfer-Modell der EBA durch die kombinierte Wirkung von Kaninchen-
und endogen produzierten 1gGs zustande kommt. Diese Ergebnisse wurden im CD40L KO-

Mausen, die ebenfalls keine Antikdrper produzieren kénnen, bestatigt.

Nach Injektion der Kaninchen-lgGs konnten murine 1gGs der Subklasse 2c an der DEJ

nachgewiesen werden, was auf eine B-Zell-Hilfe von Thi1-Zellen schlieBen lasst, von denen
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auch bekannt ist, dass sie Effektorfunktionen in der Haut ausiben. Aus diesem Grund wurde
eine mogliche Beteiligung durch Analyse der Expression von T-Zell-spezifischen Genen in der
Haut untersucht. Dabei konnte eine erhohte Expression der Thl-Zell-spezifischen Gene
CXCR3, CCR5 sowie IFNy festgestellt werden, was auf eine erhdhte Zahl von Th1-Zellen in der

Haut von Madusen im passiven Antikorpertransfer-Modell der EBA hindeutet.

Darliberhinaus wurde untersucht, ob diese in die Haut einwandernden Th1l-Zellen die
Wundentstehung in der EBA beeinflussen. Um auszuschlieBen, dass ein moglicher Einfluss
auf den EBA-Verlauf durch Thl-Zellen ausgetibt wird, die gegen die injizierten mausfremden
Kaninchen-lIgGs gerichtet sind, wurde dies im Immunisierungs-induzierten EBA-Modell
analysiert. Nach Induktion der EBA, wurden T-Zellen durch Behandlung der Mause mit
FTY720 daran gehindert die Lymphknoten zu verlassen. Die reduzierte T-Zell-Zahl im
peripheren Blut fiihrte zu einem milderen Krankheitsverlauf, was einen die Wundbildung

verstarkenden Effekt durch T-Zellen in der EBA zeigt.

Bei einem anschlieenden Vergleich der Zahl der T-Zellen in mechanisch irritierter Haut von
nicht immunisierten Mdusen mit mechanisch irritierter Haut von EBA-Mdusen konnte
gezeigt werden, dass in Wunden von an EBA erkrankten Mausen mehr T-Zellen zu finden
sind als in den von nicht immunisierten Mausen. Genexpressionsanalysen zeigten dariber
hinaus, dass diese T-Zellen verstarkt IFNy produzieren. Dies deutet auf eine Aktivierung von

mCol7-spezifischen T-Zellen in der Haut hin.
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