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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Autoimmunkrankheiten nehmen in den westlichen Landern eine immer bedeutendere
Rolle ein. Seit den 1950er Jahren steigt die Inzidenz stetig an (Bach, 2002). Als haufigste
Ursache fir die Entstehung gelten die genetische Pradisposition sowie das Einwirken
duBerer Faktoren (Rioux and Abbas, 2005). Etwa 5 % der Bevolkerung westlicher Lander sind
von den etwa 70 am haufigsten auftretenden Autoimmunkrankheiten betroffen (Tobdn et
al., 2011). Sie unterscheiden sich im Angriff verschiedener Zielgewebe sowie im Alter der
Patienten bei Krankheitsausbruch. Sie sind gegenwartig noch nicht heilbar, weisen meist
einen chronischen Verlauf auf und ihre Behandlung ist daher auf eine Linderung der
Symptome ausgerichtet. Allen gemein ist jedoch die Beteiligung der angeborenen und/oder
adaptiven Immunantwort, die zu Gewebeschadigungen fuhrt (Rose and Bona, 1993;
Lernmark, 2001; Lleo et al., 2010). Einige Autoimmunkrankheiten zeichnen sich durch
Autoantikorper aus. Dabei kdnnen die Autoantikdrper Monate oder sogar Jahre vor dem
Ausbruch erster Krankheitssymptome im betroffenen Patienten nachgewiesen werden
(Arbuckle et al., 2003). Diese sind gegen zellulare Bestandteile wie DNA, Kernproteine oder
funktionelle Zellbestandteile (Rezeptoren) oder gegen extrazelluldre Bestandteile wie
Strukturproteine gerichtet. Die Bindung der Autoantikorper flhrt zu einer Aktivierung der
zelluldaren Immunantwort und der damit verbundenen Verletzung und Zerstérung des
Zielgewebes (Robbins et al., 1957; Nielen et al., 2004; Sitaru and Zillikens, 2005; Rahman and
Isenberg, 2008).

Die Epidermolysis bullosa acquisita (EBA) ist eine seltene, aber klinisch schwer
verlaufende Autoimmunerkrankung der Haut und der Schleimhaute (der Augen, der Nase
und des Munds). Sie zeichnet sich durch subepidermale Blasen aus, die durch zirkulierende
und gewebsgebundene Autoantikorper induziert werden (Woodley et al., 1984; Lapiere et
al., 1993; Ishii et al.,, 2010). Die Autoantikérper sind gegen die NC1-Domane des
Strukturproteins Kollagen-Typ-VII gerichtet (Woodley et al., 1984, 1988). Dabei handelt es
sich um die Ankerfibrillen, die die Basalmembran der Epidermis mit der darunter liegenden

Dermis verbinden. Die Blasen heilen mit Milien- und Narbenbildung ab (Woodley et al.,
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1991). Mit der direkten Immunfluoreszenz von perildsionaler Haut kann eine lineare
Ablagerung von Autoantikdrpern an der dermo-epidermalen Junktionszone (DEJ)
nachgewiesen werden (Yaoita et al., 1981).

Die Epidermolysis bullosa acquisita eignet sich hervorragend als Modellerkrankung einer
antikorpervermittelten Autoimmunerkrankung. Zum einen lasst sich der pathogene
Krankheitsverlauf ausgezeichnet charakterisieren, da die Haut sehr gut zuganglich ist und
direkt untersucht werden kann. Zum anderen ist das Antigen der Epidermolysis bullosa
acquisita identifiziert. Dadurch ldsst sich die Krankheit im Tiermodell durch eine
Immunisierung mit dem rekombinanten murinen Fragment der NC1-Domadne von
Kollagen-Typ-VII (mCol7C-GST) (aktives Modell) nachahmen. Versuchstiere entwickeln einen
zu bei Patienten beobachteten dhnlichen Phanotyp (Sitaru et al., 2006). Die pathogene
Bedeutung der Autoantikorper in der Epidermolysis bullosa acquisita konnte in vitro und in
vivo nachgewiesen werden. So induzieren aus EBA-Patienten isolierte pathogene
Autoantikorper in Anwesenheit von Neutrophilen in Kryoschnitten von gesunder humaner
Haut eine Spaltbildung zwischen der Epidermis und der Dermis (Sitaru et al., 2002). Auch der
intravendse Transfer von pathogenen Autoantikdrpern aus Kaninchen oder Mensch
induziert in der Maus einen EBA-ahnlichen Phanotyp (Sitaru et al., 2005; Chen et al., 2007).

Die Pathogenese der Epidermolysis bullosa acquisita zeichnet sich durch die Bindung der
Autoantikoérper an ihr Zielantigen in der Haut aus (Abb. 1-1). Immunglobuline (IgG) von
EBA-Patienten lagern sich an die dermo-epidermale Junktionszone, aktivieren das
Komplement und fiihren zu einer Infiltration von Leukozyten (Gammon et al., 1984). Im
Mausmodell fiihrt die Krankheitsinduktion in Tieren des verwendeten SJL-Mausstamms zu
einer vermehrten Produktion von Autoantikdrpern der IgG2-Subklasse. Diese aktivieren im
Gegensatz zu IgG1-Autoantikérpern das Komplement (Klaus et al., 1979; Sitaru et al., 2005,
2006; Hammers et al., 2011). lhre Deposition an die dermo-epidermale Junktionszone
aktiviert den alternativen Komplementsignalweg, und flihrt damit zum Ausbruch der
Krankheit (Sitaru et al., 2002; Mihai et al., 2007).

Antikorper der IgG-Subklasse bestehen aus zwei identischen leichten und zwei
identischen schweren Ketten, die tber Disulfidbriicken miteinander verbunden sind (Huber
et al., 1976). lhre Struktur kann in zwei funktionelle Gruppen unterteilt werden. Uber ihr
F(ab),-Fragment (antigen binding fragment) binden sie spezifisch mit hoher Affinitdt ihr

Antigen. Das Fc-Fragment (crystalizeable fragment) bindet die auf Leukozyten exprimierten
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Fcy-Rezeptoren und vermittelt ein entsprechendes Signal (Franklin, 1975).
Kollagen-Typ-Vll-spezifische Autoantikorper binden (iber das F(ab),-Fragment ihr Zielantigen.
Der Transfer isolierter F(ab),-Fragmente pathogener Autoantikérper fihrt zu einer
Ablagerung an die dermo-epidermale Junktionszone, jedoch bleibt nach Transfer dieser
F(ab),-Fragmente der EBA-Phadnotyp aus. Die Komplementkaskade wird nicht aktiviert (Sitaru
et al., 2002, 2005). Die Aktivierung des Komplements erfolgt nur nach Transfer vollstandiger
Autoantikorper Uber das Fc-Fragment. Durch das Komplement werden neutrophile
Granulozyten angelockt (Sitaru et al., 2002; Chiriac et al., 2007). Die folgende Ausschiittung
reaktiver Sauerstoffspezies leiten eine Gewebeschadigung ein (Witko-Sarsat et al., 2000;

Chiriac et al., 2007).

EBA - Phanotyp

Ablagerung pathogener Autoantikorper
(murine 1gG2)

= EBA-Pathogenese

«=» Modulationsansatz

Y Autoantikérper (IgG2 Subklasse)
} Komplement

% Neutrophile

= ROS

Unbekannter Trigger

der EBA Schutz vor EBA
% Modulation \)
_EE Em o o aw gy, ‘&.
Induktion nicht-pathogener Autoantikorper \ ‘ -~
(IlgG1)

\__—_-

Abb. 1-1: Die Pathogenese der Epidermolysis bullosa acquisita mit Modulationsansatz. Ein unbekannter
Trigger (im Tiermodell simuliert durch Immunisierung mit einem rekombinanten Fragment des murinen
Kollagen-Typ-VIl im Adjuvans Titermax) fiihrt zur Bildung pathogener Autoantikdrper. Nach Ablagerung an die
dermo-epidermale Junktionszone (DEJ) in der Haut wird das Komplement aktiviert und eine Einwanderung von
Neutrophilen wird eingeleitet. Die aktivierten Neutrophilen setzen reaktive Sauerstoffspezies frei. Es kommt
zur Gewebeschddigung in Form von Spaltbildung und dem EBA-Phédnotyp (Krusten, Haarausfall, Ldsionen). Ein
Weg der Modulation ist die Induktion von Autoantikérpern der IgG1l-Subklasse, die nicht das Komplement
aktivieren. Auf diese Weise kann ein Schutz vor dem Ausbruch der Krankheit erzielt werden.

Die Behandlung der Epidermolysis bullosa acquisita ist anspruchsvoll, da das ursachliche
Selbstantigen nicht beseitigt werden darf (Engineer and Ahmed, 2001). Aufgrund der
niedrigen Inzidenz von weniger als 0,3 Neuerkrankungen pro Million Einwohner in Europa

gibt es in der Literatur keine grofRen klinischen Studien, sondern Fallbeschreibungen mit der
3
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Anwendung bestimmter Medikamente (Bernard et al., 1995; Kim et al., 2011). Zur
symptomatischen Behandlung werden Immunsupressiva wie Ciclosporin oder Colchicin
sowie systemisch wirkende Corticosteroide eingesetzt (Arora et al., 2005; Remington et al.,
2008; Kim et al., 2011). Des Weiteren werden EBA-Patienten mit intravends verabreichten
Immunglobulinen (IVIG) behandelt oder einer Plasmapherese zur Beseitigung der
zirkulierenden Autoantikorper unterzogen (Furue et al., 1986; Kofler et al., 1997; Engineer
and Ahmed, 2001). Auch eine Depletion der B-Zellen durch Rituximab (monoklonaler
anti-CD20 Antikorper) wird als Behandlung der Epidermolysis bullosa acquisita beschrieben
(Niedermeier et al., 2007). Letztere Behandlungsansatze heben sich ab. lhnen gemein ist die
Reduzierung der pathogenen Wirkung der zirkulierenden Autoantikorper. Insgesamt sind
diese Behandlungsansatze jedoch unspezifisch, kosten- und zeitintensiv und gehen vermehrt
mit starken Nebenwirkungen einher.

Wie oben aufgefiihrt, nehmen komplementaktivierende Autoantikorper bei der
Pathogenese der Epidermolysis bullosa acquisita eine zentrale Rolle ein. Ziel eines
spezifischen Behandlungsansatzes sollte der an das Kollagen-Typ-Vll-bindende
Autoantikorper sein. Durch eine Modulation der Subklasse zu nicht komplementbindenden
Antikorpern der IgG1-Subklasse konnten pathogen wirkende Autoantikorper verdrangt
werden. Im Mausmodell wird zur Induktion der Epidermolysis bullosa acquisita das Adjuvans
Titermax benutzt (Sitaru et al., 2006). Dabei handelt es sich um ein Block-Copolymer, das
sehr gut Antigen und Komplement bindet, chemotaktisch Immunzellen anlockt und
Makrophagen aktiviert. Durch seine Stabilitat wird das Antigen Uber einen langen Zeitraum
effektiv prasentiert (Bennett et al., 1992; Stills, 2005). Titermax induziert eine vermehrte
Produktion komplementbindender Antikorper der IgG2-Subklasse (Cribbs et al., 2003).
EBA-resistente Versuchstiere vom BALB/c-Mausstamm zeichnen sich durch eine vermehrte
Produktion von IgG1-Autoantikdrpern aus (Hammers et al., 2011). Durch die Modulation der
Autoantikorpersubklassen bietet sich die Moglichkeit, den pathogenen Krankheitsverlauf zu
verandern (Abb. 1-1). Das Adjuvans Aluminiumhydroxid induziert eine vermehrte
Produktion von IgG1l-Antikérpern gegen Proteinantigene und ist fir den Menschen
zugelassen (Hunter, 2002; Cribbs et al., 2003). Ohne die Antigenspezifitdt zu verandern,
werden nicht komplementaktivierende Autoantikorper der IgG1-Subklasse gebildet (Dangl et
al., 1988). Bei erfolgreicher Induktion, kénnen diese Autoantikorper sich an die Haut lagern

und die komplementaktivierenden Autoantikérper verdrangen.
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Fir die Entwicklung einer erfolgreichen und spezifischen Behandlungsmethode ist daher
das Verstandnis der Entstehung von Antikdrpern unabdingbar. Antikérper sind das Produkt
des adaptiven Immunsystems. Es zeichnet sich durch die Fahigkeit aus, zwischen ,eigen” und
Jfremd” zu unterscheiden. Dabei ist die immunologische Toleranzentwicklung der
Mechanismus, der den Angriff korpereigener Strukturen verhindert. Dieser Prozess
unterliegt strengen Kontrollmechanismen, sowohl auf der T- als auch der B-Zellseite
(Goodnow et al., 2005). Autoantikorper sind das Resultat des Zusammenbruchs der Toleranz
gegen korpereigene Strukturen. Die Ursache dafiir ist noch nicht bekannt. Nach
Zusammenbruch der Toleranz leisten T-Zellen Hilfe an B-Zellen, so dass diese in Follikel
sekundarer lymphatischer Organe einwandern kdonnen. Dort angekommen, kommt es in
Form einer Keimzentrumsreaktion durch die somatische Hypermutation zur Reifung
hochaffiner autoreaktiver Antikorper. In einem Mausmodell zu spontan auftretenden
Autoimmunkrankheiten sind parallel zum Ausbruch der Autoimmunkrankheit auch spontan
auftretende Keimzentren in der Milz nachzuweisen. Diese korrelieren zeitlich mit dem

Auftreten von Autoantikorpern (Luzina et al., 2001).

1.1 Die Entstehung eines Keimzentrums

Die zentrale Funktion in der adaptiven Immunantwort nehmen die T- und B-Zellen ein.
Sie zeichnen sich durch ihre Anpassungsfahigkeit, mit einer immer spezifischer werdenden
Immunantwort gegen ein Pathogen zu reagieren, aus. Durch gegenseitige Interaktionen
zwischen den Zellen der adaptiven Immunantwort und den Zellen des angeborenen
Immunsystems (phagozytierende Zellen, wie die neutrophilen Granulozyten und
Makrophagen sowie die antigenprasentierenden Zellen, wie etwa die dendritischen Zellen)
wird eine effektive Immunantwort aufgebaut (Delves and Roitt, 2000a, 2000b).

Das Keimzentrum ist hier die Speerspitze des adaptiven Immunsystems. Seine
Entstehung ldsst sich in zwei Phasen der T-zellvermittelten B-Zellaktivierung unterteilen. Die
erste Phase findet im duBeren Bereich der T-Zellzone an der Grenze zum Follikel statt.
T-zellvermittelt differenzieren B-Zellen entweder zu kurzlebigen Plasmazellen oder zu
keimzentrumsformenden B-Zellen (Ho et al., 1986). Erstere siedeln sich extrafollikular an
und sekretieren schwachaffine Antikoérper. Die anderen wandern in den Follikel und bilden
ein Keimzentrum. Keimzentren sind Bereiche der sekunddren lymphatischen Organe, in

denen B-Zellen proliferieren und durch somatische Hypermutation zu hochaffinen,
5
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antikorpersezernierenden B-Zellen heranreifen. Dabei wird ihre Selektion in der zweiten
Phase durch follikuldre T-Helferzellen kontrolliert (MacLennan, 1994; Manser, 2004). Die
B-Zellen entwickeln sich zu langlebigen Plasmazellen, die hochaffine Antikdrper sezernieren,
sowie zu Gedachtniszellen, die fiir eine schnellere und wirkungsvollere Immunantwort bei
einer erneuten Infektion sorgen (MacLennan and Gray, 1986; Allen et al., 2007). Vor der
Entstehung eines Keimzentrums miussen jedoch T- und B-Zellen, die Epitope des gleichen

Antigens erkennen, in Kontakt treten.

1.1.1 Der erste Kontakt zwischen einer T- und B-Zelle

In vivo bekommt eine T-Zelle in der T-Zellzone das prozessierte Antigenpeptid durch
eine dendritische Zelle (DC) prasentiert (Miller et al., 2004) (Abb. 1-2 (1)). Die dendritische
Zelle wurde zuvor im Gewebe auBerhalb der sekunddren lymphatischen Organe durch
Antigenaufnahme aktiviert und zur Produktion von Kofaktoren wie CD80 und CD86
stimuliert. Dadurch wird sie zu einem potenten T-Zellaktivator (Van Kooten and Banchereau,
1997; Banchereau and Steinman, 1998; Delves and Roitt, 2000a). Unter physiologischen
Bedingungen werden fiir die T-Zellaktivierung stets zwei Signale benoétigt. Das erste Signal ist
die Bindung des T-Zellrezeptors (TCR) an das Uber Major Histocompatibility Complex Il
(MHC-Klasse-Il) prasentierte Antigenpeptid. Gleichzeitig muss der von den T-Zellen
exprimierte Kofaktor CD28 seinen Liganden (CD80 und CD86) binden (Christensen et al.,
2002; Riley and June, 2005). Die aktivierte T-Zelle proliferiert und verdndert ihr
Expressionsmuster der Chemokinrezeptoren. Dies fiihrt zur Wanderung der T-Zelle zum
Rand der T-Zellzone (MacLennan et al., 1997; Ansel et al., 1999; Cyster, 2005; Haynes et al.,
2007). Zusatzlich synthetisieren diese antigenerfahrenen T-Zellen vorgeformtes CD154 (auch
CD40 Ligand (CD40L) genannt), ein essenzielles Signalmolekiil von aktivierten CD4" T-Zellen,
um B-Zellen zu aktivieren. Kommt es zu einer Kreuzvernetzung des T-Zellrezeptors, so kann
aufgrund dessen CD154 innerhalb kiirzester Zeit (etwa finf Minuten nach Stimulation des
T-Zellrezeptors) als Signalmolekiil an der Zelloberfliche wirken und an das auf B-Zellen
konstitutiv exprimierte CD40 binden (Casamayor-Palleja et al., 1995).

Unterdessen wird eine B-Zelle im Follikel nach Erkennung eines Antigens durch den
B-Zellrezeptor aktiviert. Die B-Zelle trifft auf das Antigen in geloster Form oder bekommt es
in nativer Form durch eine antigenprasentierende Zelle (APC) angeboten (Wykes et al., 1998;
Huang et al.,, 2005; Pape et al., 2007) (Abb. 1-2 (2)). Das Antigen wird internalisiert,
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prozessiert und kann dann wieder (iber MHC-Klasse-Il einer passenden T-Zelle prasentiert
werden (Lanzavecchia, 1985). Genau wie in der T-Zelle fiihrt die Antigenaktivierung der
B-Zelle zu einer veranderten Expression von Chemokinrezeptoren, wodurch die B-Zellen aus
dem Follikel an die Grenze zur T-Zellzone wandern kénnen (Reif et al., 2002; Cyster, 2005;
Okada et al., 2005; Vinuesa and Cyster, 2011). In der Grenzzone zwischen T- und B-Zellzone
angekommen treffen antigenspezifische T- und B-Zellen aufeinander (Abb. 1-2 (3)).

Die B-Zelle kann der T-Zelle Uber den MHC-Klasse-ll-Kkomplex das spezifische
Antigenpeptid prasentieren und auf diese Weise die T-Zelle aktivieren (Rock et al., 1984;
Lanzavecchia, 1985; Macaulay et al.,, 1997). Diese spezifische Zell-Zellinteraktion dauern
etwa eine Stunde, wahrend unspezifische Zellkontakte bei unter zehn Minuten liegen (Okada
et al.,, 2005). Durch den Zell-Zellkontakt erhalten die B-Zellen T-Zellhilfe in Form von
Zytokinsignalen sowie diversen Kofaktoren, die sie fiir das Uberleben, die Proliferation und
die Differenzierung bendtigen (Mills and Cambier, 2003; Elgueta et al., 2009; McHeyzer-
Williams et al., 2009). Eine Bindung des auf den B-Zellen exprimierten CD40 senkt den
Schwellenwert, um ruhende B-Zellen aktivieren zu koénnen (Wheeler et al.,, 1993).
CD40-vermittelt wird die Expression der kostimulatorischen Molekiile CD80 und CD86
erhoht. Dadurch wird die Effizienz der Zell-Zellinteraktion gesteigert (Ranheim and Kipps,
1993; Yang and Wilson, 1996). Der Eintritt der B-Zelle in den Zellzyklus und damit die klonale
Expansion von B-Zellen sowie die humorale Immunantwort ist CD154-abhangig und kann
durch einen antagonistischen CD154-Antikdrper vollstandig inhibiert werden (Foy et al.,
1993; Garside et al., 1998). Die Interaktion zwischen der T- und B-Zelle fuhrt zur Proliferation
der B-Zelle. Einige B-Zellen wandern in den extrafollikularen Raum und differenzieren dort zu
kurzlebigen Plasmazellen, von denen nach etwa drei Tagen die meisten durch Apoptose

sterben (Ho et al., 1986; Jacob et al., 1991a; Jacob and Kelsoe, 1992) (Abb. 1-2 (4)).
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Abb. 1-2: Zellkontakte bei der Bildung einer Keimzentrumsreaktion in sekunddrem lymphatischen Gewebe.
1. Aktivierte dendritische Zelle prasentiert T-Zelle iber MHC-Klasse-Il ein Antigenpeptid; 2. Antigenerkennung
durch B-Zelle; 3. Kontakt zwischen antigenspezifischer T- und B-Zelle; 4. Extrafollikuldre Differenzierung der
B-Zellen zu kurzlebigen Plasmazellen; 5. Einwanderung der B- und T-Zellen ins Follikel, Bildung des
Keimzentrums; 6. Somatische Hypermutation; 7. Kontakt der Zentrozyten zu antigenprdsentierenden
dendritischen Zellen; 8. Apoptose durch ausbleibende oder unzureichende T-Zellhilfe; 9. Zellkontakt zu
follikuldren T-Helferzellen; 10. Differenzierung zu Geddachtniszellen sowie langlebigen Plasmazellen; 11.
Rickeintritt in den Zyklus (wiederholte somatische Hypermutation). B: B-Zelle, DC: dendritische Zelle, GZ:
Gedachtniszelle, PZ: Plasmazelle, T: T-Zelle, ZB: Zentroblast, ZZ: Zentrozyt.
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1.1.2 Bildung eines Keimzentrums im Follikel

Nach dem Zell-Zellkontakt an der Grenze zur T-Zellzone wandern einige B-Zellen
gemeinsam mit T-Zellen in den Follikel und bilden dort ein Keimzentrum (Jacob et al., 1991a;
MacLennan, 1994; Ansel et al., 1999; Vinuesa and Cyster, 2011) (Abb. 1-2 (5)). Die B-Zellen
durchlaufen eine exponentielle Proliferation (MacLennan et al., 1990; Liu et al., 1991). Das
entstehende Keimzentrum ldsst sich aufgrund seiner histologischen Erscheinung in eine
dunkle (dichter Zellverband) und eine helle Zone unterteilen. Die B-Zellen innerhalb der
dunklen Zone unterstehen einer hohen Proliferationsrate und werden daher auch als
Zentroblasten (ZB) bezeichnet (MacLennan, 1994). In den Zentroblasten kommt es durch
Aktivierung der somatischen Hypermutation zur Reifung des B-Zellrezeptors (Abb. 1-2 (6)).
Daraus gehen hochaffine antigenspezifische B-Zellen hervor (Jacob et al., 1991a, 1991b).
Nach Differenzierung der Zentroblasten zu nicht proliferierenden Zentrozyten wird durch
eine veranderte Expression der Chemokinrezeptoren die Wanderung in die helle Zone
reguliert (Liu et al., 1989; Allen et al., 2004). Die helle Zone zeichnet sich durch eine hohe
Zahl von follikuldaren dendritischen Zellen aus (MacLennan, 1994; Hauser et al., 2010). Dabei
kommt es zum Zell-Zellkontakt zwischen den gereiften Zentrozyten und den
antigenprasentierenden dendritischen Zellen (Hardie et al., 1993; Hauser et al., 2007) (Abb.
1-2 (7)). Dieser Kontakt scheint nicht von langer Dauer zu sein, da sich die B-Zellen mit
unverminderter Geschwindigkeit durch das Netzwerk der dendritischen Zellen bewegen

(Allen et al., 2007).

1.1.3 Der zweite Kontakt zwischen einer T- und B-Zelle

Auf ihrem Weg durch die helle Zone des Keimzentrums sind die B-Zellen sensibel
gegeniber T-Zellhilfe (Victora et al., 2010). In diesem Entwicklungsstadium exprimieren sie
vermehrt CD95 (Fas), wodurch sie programmiert sind, durch Apoptose zu sterben (Hardie et
al., 1993; Krammer, 2000) (Abb. 1-2 (8)). Die Apoptose kann verhindert werden, wenn sie
selektioniert werden und ein Uberlebenssignal in einem zweiten Kontakt zur T-Zelle erhalten
(Liu et al., 1989; Feuillard et al., 1995). Es findet eine Selektion der B-Zellen abhangig von
ihrer Affinitat zum Antigen statt. Hochaffine B-Zellen haben im Vergleich mit schwachaffinen
B-Zellen im Keimzentrum eine geringere Sterberate bei unverdnderter Proliferation

(Anderson et al., 2009).
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Um T-Zellhilfe moglichst effektiv zu erhalten, wird auf B-Zellen des Keimzentrums,
verglichen mit naiven oder Gedachtnis B-Zellen, die Expression von MHC-Klasse-Il
hochreguliert. Dies weist auf eine besonders effektive Antigenprdsentation an die T-Zellen
hin (Glazier et al., 2002). Im sekundaren Follikel wird die Keimzentrumsreaktion durch
follikulare T-Helferzellen unterstltzt. Zytokine und Zell-Zell-Kontakte vermitteln die
erforderliche Hilfe zur Erhaltung von Keimzentren (Breitfeld et al., 2000; King et al., 2008;
Elgueta et al.,, 2009). Follikuldre T-Helferzellen leisten Hilfe in Form von Zytokinen wie
Interleukin 4 (IL4) und IL21 sowie durch direkten Zellkontakt tiber CD154 (MacLennan, 1994;
Chtanova et al., 2004; Vinuesa et al., 2005b, 2010) (Abb. 1-2 (9)). T-Zellen liefern Signale, die
zum Erhalt von Keimzentren beitragen (Vinuesa et al., 2000; Manser, 2004). Dabei ist der
direkte Kontakt zwischen T- und B-Zelle von essenzieller Bedeutung. Wird die effiziente
Zell-Zellinteraktion wie etwa durch ein Knockout des SLAM- (SignallUbertragendes
Lymphozytenaktivierungsmolekil) -assoziierten Proteins (SAP) in ihrer Dauer beeintrachtigt,
so fuhrt dies unweigerlich zu einer stark eingeschrankten Keimzentrumsreaktion (Ma et al.,
2007; Qi et al., 2008). CD154-vermittelt wird in entsprechenden B-Zellen mit hochaffinen
B-Zellrezeptoren die Apoptosekaskade gehemmt (Rathmell et al., 1996; Koopman et al.,
1997; Liu et al.,, 1997; Hennino et al., 2000). AuRerdem wird der Klassenwechsel in der
B-Zelle durch den CD154-CD40-Signalweg induziert. Gemeinsam mit einer Ausschiittung von
Zytokinen wird durch die T-Zellhilfe bestimmt, ob etwa komplementaktivierende Antikoérper
der 1gG2-Subklasse oder nicht komplementaktivierende Antikorper der IgG1-Subklasse
gebildet werden (Dedeoglu et al., 2004; Stavnezer et al., 2008).

Nach T-zellabhdngiger Selektion entstehen aus den B-Zellen des Keimzentrums
langlebige Plasmazellen, die sich im Knochenmark ansiedeln, sowie das B-Zellgedachtnis (Liu
and Banchereau, 1997; Tarlinton, 2008) (Abb. 1-2 (10)). Einige B-Zellen (Zentrozyten)
differenzieren nach dem T-Zellkontakt zurlick zu Zentroblasten, um erneut in den Zyklus der
B-Zellrezeptorreifung einzutreten und in einem zweiten Durchlauf die nétige T-Zellhilfe zur
Differenzierung zu erhalten (Casamayor-Palleja et al., 1996; Victora et al., 2010) (Abb. 1-2
(11)).

1.2 T-zellvermittelte Induktion von Autoimmunerkrankungen

Eine gestorte Selektion von B-Zellen durch T-Helferzellen kann langlebige, autoreaktive

B-Zellen hervorbringen, die wiederum Autoimmunerkrankungen nach sich ziehen kénnen
10
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(O’Shea et al.,, 2002; McHeyzer-Williams et al., 2009; Vinuesa et al., 2009). Daher ist der
direkte, antigenspezifische Kontakt von T- und B-Zellen essenziell. Der spezifische Kontakt
induziert nicht nur eine effiziente Aktivierung der B-Zelle, sondern hat auch eine
Kontrollfunktion zur Verhinderung von Autoimmunkrankheiten. In Abwesenheit einer
entsprechenden T-Zelle wird eine autoreaktive B-Zelle nicht aktiviert und wird auch so nicht
dazu stimuliert, hochaffine autoreaktive Antikorper zu bilden. Autoreaktive T-Zellen kdnnen
hingegen Autoimmunkrankheiten induzieren (Korganow et al., 1999).

Gravierende Auswirkungen haben Mutationen in den Signalkaskaden, die zur
T-zellvermittelten B-Zellaktivierung fihren. Eine Mutation (Substitution eines einzigen
Basenpaars) im Sanroque-Mausstamm fihrt zu einer erhohten Anzahl follikularer T-Zellen
und der damit verbundenen Akkumulation in Follikeln. Diese Mause bilden spontan
Keimzentren aus und entwickeln einen zum systemischen Lupus erythematodes
(SLE)-ahnlichen Phadnotyp aus (Vinuesa et al., 2005a). Ein Transfer der follikularen
T-Helferzellen aus Sanroque-Mausen in Wildtyp-Tiere induziert spontan auftretende
Keimzentren (Linterman et al., 2009).

Im Rattenmodell induzieren in vitro polyklonal (anti-TCR und anti-CD28) aktivierte
T-Zellen nach Transfer eine Keimzentrumsreaktion. Diese Keimzentren sind zu 80 %
endogenen Ursprungs, gebildet durch B-Zellen des Empfangers (Nachbar, 2000). Dies deutet
auf eine Interaktion der injizierten T-Zellen mit den B-Zellen des Empfangertieres hin.
Polyklonal aktivierte T-Zellen sind in der Lage unabhangig von einem Antigen eine heftige

Keimzentrumsreaktion zu induzieren.

1.3 Fragestellung

Durch das Fehlen entsprechender Knockout-Tiere und kongener Rattenstamme konnte
bisher jedoch der Mechanismus der Keimzentrumsinduktion nicht weiter untersucht
werden. Um den Mechanismus genauer analysieren und seine Relevanz bei der Entstehung
von Autoimmunerkrankungen klaren zu kénnen, ist das Ziel der vorliegenden Arbeit das
Modell auf die Maus zu (bertragen. In der Maus stehen Knockout-Tiere sowie kongene
Mausstamme  zur  Verflgung. So werden T-Zellen mit einem verringerten
T-Zellrezeptorrepertoire genutzt, um die Rolle des T-Zellrezeptors bei der Interaktion mit der
B-Zelle zu untersuchen. CD154-Knockout-Tiere werden dazu genutzt, die Bedeutung der

CD154-CD40-Signalkaskade bei der Bildung von Keimzentren zu untersuchen. Wegen der
11
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Abwesenheit eines Antigens bei der Aktivierung der T-Zellen und anschlieBender Induktion
von Keimzentren, wird zusatzlich der Bezug zu Autoimmunerkrankungen durch eine
mogliche Produktion von Autoantikdrpern untersucht. AuBerdem werden kongene
Mausstamme dazu genutzt, die transferierten Zellen im Empfangertier zu verfolgen.

Des Weiteren ist das Ziel dieser Arbeit bei der Epidermolysis bullosa acquisita die
pathogenen Autoantikorper der IgG2-Subklasse durch nicht komplementbindende
Autoantikorper der 1gG1-Subklasse zu verdrangen. Um diese Hypothese zu priifen, sollen in
Versuchstieren durch eine Vorbehandlung (Impfung) zunachst Autoantikérper der
IgG1-Subklasse induziert werden. Diese konnen sich anschlieend an die Haut lagern. Da sie
jedoch das Komplement nicht aktivieren, wird die Epidermolysis bullosa acquisita auch nicht
induziert. AnschlieRend wird versucht, in diesen vorbehandelten Tieren die Krankheit auf
,herkdmmliche’ Art und Weise zu induzieren (Sitaru et al., 2006). Die dann entstehenden
pathogenen Autoantikérper sollen sich nicht an die Haut lagern und damit auch nicht die
Epidermolysis bullosa acquisita induzieren kénnen. Der Erfolg der Vorbehandlung wird tber
den gesamten Beobachtungszeitraum durch eine wochentliche oberflachliche Untersuchung
der Haut der Versuchstiere analysiert. Auswirkungen der Vorbehandlung auf die
Autoantikorperproduktion werden durch Analyse der im Blut zirkulierenden gegen
Kollagen-Typ-VlI-spezifischen Autoantikdrper verfolgt. Die Ablagerung der Autoantikorper an
die Haut wird histologisch quantifiziert. Bei Erfolg konnte so eine duBerst spezifische

Behandlung fiir antikdrpervermittelte Autoimmunerkrankungen entwickelt werden.
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2

2.1 Materialien

2.1.1 Tiere

BALB/cANNCrl
C57BL/6NCrl
C57BL/6Ly5.1

C.Cg-Tg(DO11.10)10Dlo/!
(BALB/cJ Hintergrund)

B6;129S2-Cd40Igtm1imx/)
(C57BL/6 Hintergrund)

SIL/

2.1.2  Antikorper

Purified Anti-Mouse CD45R/B220
(RA3-6B2)

Biotin conjugated polyclonal Rabbit Anti-Rat
Immunglobulins

ExtraAvidin®-Alkaline Phosphatase
ExtraAvidin®-Peroxidase

Rat Anti-Mouse Ki-67 Antigen
(Clone TEC-3)

Biotin conjugated Mouse Anit-Mouse CD45.1
(A20)

Goat Anti-Hamster Immunglobulins (AP)
(ab5746)

MATERIALIEN UND METHODEN

Charles River Laboratories, Research Models
and Services, Germany GmbH, Sulzfeld

Charles River Laboratories, Research Models
and Services, Germany GmbH, Sulzfeld

eigene Zucht (Prof. Dr. med Westermann,
Universitat zu Lubeck)

freundlicherweise zur Verfligung gestellt
von Prof. Dr. med. P. Steven (Zentrum fir
Augenheilkunde, Universitadt zu Kéln)

freundlicherweise zur Verfligung gestellt
von Prof. D. Gray (Universitat von Edinburgh,
Grolbritannien)

Charles River Laboratories, Research Models
and Services, Germany GmbH, Sulzfeld

BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg

DakoCytomation Denmark A/S, Glostrup,
Danemark

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

DakoCytomation Denmark A/S, Glostrup,
Danemark
BioLegend, London, GroBbritannien

Abcam, Cambridge, GroRRbritannien
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Hamster Anti-Mouse CD3¢e chain
(145-2C11)

Mouse Anti-Mouse CD28
(E18)

Goat Anti-Mouse IgG1 (Alexa Fluor® 555)
Rat Anti-Mouse IgG2b (FITC conjugated)
Goat Anti-Mouse 1gG2c (FITC conjugated)

Goat Anti-Mouse Anti-Complement C3
(FITC conjugated)

Rabbit Anti-Mouse IgG (FITC conjugated)

Sheep Anti-Mouse 1gG (FITC conjugated)

Hamster Anti-Mouse TCRp (FITC)
(H57-597)

Hamster Anti-Mouse TCRp (PE)
(H57-597)

Rat Anti-Mouse CD19 (Alexa Fluor® 647)
(1D3)

Rat Anti-Mouse CD4 (PE)
(RM4-5)

Rat Anti-Mouse CD8a (Alexa Fluor® 647)
(5H10)

Biotin conjugated Hamster Anti-Mouse CD69
(H1.2F3)

Rat Anti-Mouse CD25 (PE-Cy™7)
(PC61)

2.1.3 Medien und Puffer

DNase-Puffer
ELISA-Blockpuffer
ELISA-Probenpuffer
ELISA-Waschpuffer

Ethanolamin-Puffer

IgG-Elutionspuffer

BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg

Freundlicherweise zur Verfligung gestellt
von Prof. Dr. Hlinig (Universitat Wirzburg)

Molecular Probes, Eugene, OR, USA

BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg
Bethyl, Montgomery, TX, USA

MP Biomedicals, Solon OH, USA

DakoCytomation Denmark A/S, Glostrup,
Danemark

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg

BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg

BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg

BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg

Caltag Laboratories, Buckingham,
GroRbritannien

BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg

BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg

200 mM Tris-HCI, 20 mM MgCl,, in
A. bidest, pH 8,3

50 mM Tris, 0,14 M NaCl, 1% BSA, in
A. bidest, pH 8,0

50 mM Tris, 0,14 M NaCl, 1% BSA,
0,05% Tween®20, in A. bidest, pH 8,0

50 mM Tris, 0,14 M NaCl,
0,05% Tween®20, in A. bidest, pH 8,0

1 M Ethanolamin, in A. bidest, pH 8
0,1 M Glycin-HCI, pH 2,8
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IgG-Neutralizationspuffer
IgG-Saulenreinigungslosung
IgG-Waschpuffer

MACS- / FACS-Puffer
MOPS-Puffer

Mastermix (reverse Transkription)

Narkoseldsung

PBS
Phosphat gepufferte Saline (10x Stock PBS)

Roswell Park Memorial Institute Medium
1640 (RPMI 1640), without L- Glutamine

RPMI 1640 Wachstumsmedium

SDS-PAGE 1x Laufpuffer
SDS-PAGE 2x Auftragspuffer

SDS-PAGE Coomassieblau-Farbelésung

SDS-PAGE Entfarbeldsung
TBS-Tween

2.1.4

Aceton, 99,8%, p.a.
Acrylamid/Bisacrylamid 29:1 Losung
Affi-Gel 10

Aluminiumhydroxid Gel

Biotin conjugated PNA

1 M Tris base, in A. bidest, pH 9,0

20 mM Tris, 0,5 M NaCl pH 7.5

0,85 M NacCl, 0.1 % Triton X 100

PBS, 2 mM EDTA, 0,5 % BSA

0,1 M MOPS, 0,08 M CaCl,, pH 7.5 (NaOH)

4 pl 5x First Strand Buffer, 2 ul DTT

(0,1 M), 1 pul dNTP-Mix (10 mM), 250 ng
Random- Primer in 1 ul DEPC-H20, 0,5 ul
Reverse Transkriptase (200 U/ul)

10 mg/ml Ketamin, 1,5 mg/ml Xylazin
in A. bidest

PAA Laboratories GmbH, Colbe

2,5 mM KCl, 1,5 mM KH,PO., 140 mM,
NaCl, 6,5 mM Na,HPO,, in A. bidest,
pH 7,25

PAA Laboratories GmbH, Colbe

RPMI 1640; 10 % hitzeinaktiviertes FBS,
2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin,
100 U/ml Streptomycin,

50 uM 2-Mercaptoethanol

25 mM Tris ,192 mM Glycin, 0,1 % SDS

0,5 M Tris-HCl (pH 6,8), 20 % Glycerin,
4 % SDS, 10 % 2-Mercaptoethanol,
0,05 % Bromphenolblau

0,2 % Coomassie Brilliant Blue R,
10 % Essigsaure, 40 % Methanol
10 % Essigsaure, 40 % Methanol

0,05 M TRIS, 0,05% Tween® 20, 0,8% NaCl
in H,O bidest, pH 7,6

Chemikalien und andere Reagenzien

C. Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Amresco Inc., Solon, OH, USA

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
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Bovines Serum Albumin (BSA)
Bromphenolblau
Calciumchlorid-Dihydrat
Coomassie Brilliant Blue R
DEPC-H,0
3,3'-Diaminobenzidin (DAB)
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dithiothreitol (DTT) 0,1 M
DMSO

dNTP-Mix (10 mM)

EDTA

Einbettmedium, Tissue-Tek®
Eindeckmittel, Aquatex®
Essigsaure

Ethanol, 70%, 100%
FACS-Clean

FACS-Flow

FACS-Rinse

Fast Blue BB Salt, Fast Red TR
First Strand Buffer, 5x
Fotales bovines Serum (FBS)
Formaldehydlésung, 37%
Glycerin

Glycin

Ketanest®S (25 mg/ml)
L-Glutamine
2-Mercaptoethanol
Methanol, 99,9%, p.a.
MOPS

Mowiol® 4-88

NaCl

NaOH
N,N-Dimethylformamid

Ovalbumin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

0,1% DEPC in H,0 bidest

C. Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
Serva GmbH, Heidelberg

Leica Instruments GmbH, Nussloch
Merck KGaA, Darmstadt

C. Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

C. Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg
BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg
BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

PAA Laboratories GmbH, Célbe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Merck KGaA, Darmstadt

Biomol GmbH, Hamburg

Pfizer Pharma GmbH, Berlin

PAA Laboratories GmbH, Célbe

Merck KGaA, Darmstadt

C. Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

C. Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Polysciences Inc., Warrington, PA, USA
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
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PageRuler Prestained Protein Ladder
10 bis 170 kDa

Paraformaldehyd (PFA)

PFA 4%

Penicillin/Streptomycin

(10000 U/mI/10 mg/ml)
Propidiumiodid

gPCR® Mastermix Plus
Random-Primer (hexamers_rand)
Reverse Transkriptase

(BD PowerScript™)

Rompun® (20 mg/ml Xylazin)

Salzsaure, 37 %
Schwefelsdure, 98%

Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)
Streptavidin (APC)

TiterMax® Classic
Toluidinblau

Toluidinblau-Lésung (0,1%)

Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Tween®20

TMB Single Solution

2.1.5 Verbrauchsmaterialien

10 cm Petrischalen
96 Well ELISA Platten

96 Well Multiply®-PCR-Platten,
Polypropylen

Amicon® Ultra Centrifugal Filters 30 NMWL
Bepanthen® Augen- und Nasensalbe

Cell Strainer (70 um Nylonsieb)

Centricon® 10.000 NMWL

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Merck KGaA, Darmstadt
4% PFA (w/v) in PBS
PAA Laboratories GmbH, Colbe

BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg

Eurogentec Deutschland GmbH, Kéln
MWG Biotech AG, Ebersberg

BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg

Bayer HealthCare, Leverkusen

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

C. Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg
HiSS Diagnostics GmbH, Freiburg
Waldeck GmbH & Co., Minster

0,1% (w/v) Toluidinblau, 1% (v/v)
Methanol, 15% (v/v) Ethanol in DEPC-H20
Serva GmbH, Heidelberg

Serva GmbH, Heidelberg

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Sarstedt AG & Co., Nirnberg
Nunc A/S, Roskilde, Danemark
Sarstedt AG & Co., Nirnberg

Merck Millipore, Billerica, MA, USA
Bayer Vital, Leverkusen
BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg

Merck Millipore, Billerica, MA, USA
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Combitips (unsteril)
CryogefalRe

Einmal-Kiivette
FACS-ROhrchen (5 ml, steril)
Falcon--Gefalte, 15 und 50 ml
Filterpapier

Folienobjekttrager, PALM®
Polyethylennaphthalat, 1 mm
MembraneSlides

Glasobjekttrager Superfrost
Iso-Norm 8037

HiTrap™ Protein G HP Saulen, 1 ml

Injektionskantile Gr.18, 100 Sterican
Klebefolien, optisch klar

MaxiSorb Mikrotiterplatten (96-well,
Flachboden)

MS, LS, Columns (MACS)

Omnican® 40 Spritze 1 ml
Omnifix-Feindosierungsspritze 1 ml
Pipettenspitzen (10, 200, 1000 pl)
Polypropylen Saulen (5 ml)
Reaktionsgefalle Safe Seal 2 ml
ReaktionsgefaRRe 1,5 ml Polypropylen
Safe Lock Tubes 1,5 ml

Serologische Pipetten (1, 2, 5, 10, 25 ml)
Spritzenfilter PET 0,2 um

Steritop-GP, vakuumbetriebener
Flaschenaufsatzfilter

U-40 Insulin Feindosierungsspritzen

2.1.6 Operationsmaterialien

Skalpellklinge No. 25

Einwegspritzen, 1 ml, steril (BD Plastipak™)

Eppendorf AG, Hamburg

Nunc A/S, Roskilde, Danemark

Brand GmbH, Wertheim

BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg
BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg

Schleicher & Schuell BioScience GmbH,
Dassel

P.A.L.M. Microlaser Technologies AG,
Bernried

Menzel Glasbearbeitungswerk GmbH & Co
KG, Braunschweig

GE Healthcare, Buckinghamshire,
GroRbritannien

B. Braun Melsung AG, Melsung
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht
Nunc A/S, Roskilde, Danemark

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach
B. Braun Melsung AG, Melsung

B. Braun Melsung AG, Melsung
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht
Qiagen, Hilden

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht
Eppendorf AG, Hamburg

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

C. Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Merck Millipore, Billerica, MA, USA

BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg

Dimeda Instrumente, Tuttlingen

BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg
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Injektionskaniilen, 0,45 x 13 mm (BD BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg
Microlance™ 3)

Instrumente aus hochlegiertem Edelstahl Praparierschere, fein; Pinzette,
anatomisch; Pinzette, chirurgisch;
Uhrmacherpinzette

2.1.7 Kits

Analyse-Kit fir Screen auf das Euroimmun Medizinische

Autoantikérperprofil Labordiagnostika AG, Libeck

Analyse-Kit ANA-Titration Euroimmun Medizinische

(zellkernautoantikorper) Labordiagnostika AG, Libeck

Analyse-Kit dsDNA-Titration Euroimmun Medizinische

(doppelstrangige DNA) Labordiagnostika AG, Libeck

BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

B Cell Isolation Kit Il, Mouse Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach

CD4" T Cell Isolation Kit I, Mouse Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach

CD8" T Cell Isolation Kit I, Mouse Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach

innuPREP RNA Mini Kit Analytik Jena AG, Jena

Mouse lgG1 ELISA Quantitation Set Bethyl Laboratories Inc., Montgomery, TX,
USA

Mouse lgG2a ELISA Quantitation Set Bethyl Laboratories Inc., Montgomery, TX,
USA

Mouse lgG2b ELISA Quantitation Set Bethyl Laboratories Inc., Montgomery, TX,
USA

2.1.8 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurden Uber die kommerziellen Hersteller MWG Biotech AG
(Ebersberg) oder biomers.net GmbH (Ulm) bezogen. Die Sonden sind am 5’-Ende an das

Fluorophor FAM (Emission: 520 nm) und am 3’-Ende an der Quencher TAMRA gekoppelt.

Tab. 2-1: In der Quantitativen Real-Time RT-PCR eingesetzten Oligonukleotide

Oligoname Sequenz 5’ >3’ Produkt (bp) Accession Nummer
MLN51 for ccaagccagccttcattcttg 134 NM_138660.2
MLN51 rev taacgcttagctcgaccactctg

MLN51 Sonde cacgggaacttcgaggtgtgcctaac

IFNY for gcaaggcgaaaaaggatgc 98 NM_008337.2
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IFNY rev gaccactcggatgagctcattg

IFNY Sonde tgccaagtttgaggtcaacaacccacag

IL4 for gagactctttcgggcttttcg 96 NM_021283.1
IL4 rev aggctttccaggaagtctttcag

IL4 Sonde cctggattcatcgataagetgcaccatg

bp: Basenpaare; for: Vorwartsprimer, rev: Riickwartsprimer

2.1.9 Gerate

ACCU BLOCK, Digital Dry Bath

BioPhotometer®
Digitaler Blockthermostat

ELISA-Washer ELX405RS

Eppendorf Research® Mehrkanalpipette
(30-300 pl)

FACS Calibur® Durchflusszytometer
GelDryer Model 583

Heiz-Block

Homogenisator Sonopuls HD 2070

Laser-Scanning Konfokalmikroskop
LSM 510 Meta

Magnetriihrer IKA-Combimag RET
Mikrodissektion, PALM® MicroBeam

Mikroskop Axiovert 200
nQuant™ Microplate Spektralphotometer

Neubauer improved (Tiefe 0,02 mm)
Persistaltic Pump P-1

pH-Meter Beckman 3500 digital
Pipetten Eppendorf Research
Pipettierhilfe pipetus®-akku

Labnet International Inc., Windsor,
Berkshire, GrofRbritannien

Eppendorf AG, Hamburg
Axon Labortechnik, Kaiserslautern

BioTek Instruments GmbH, Bad
Friedrichshall

Eppendorf Geratebau, Hamburg

BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Axon Labortechnik, Kaiserslautern

Bandelin electronic - GmbH & Co. KG,
Berlin

Carl Zeiss Mikrolmaging GmbH, Gottingen

Janke & Kunkel GmbH&Co.KG, Staufen

P.A.L.M. Microlaser Technologies AG,
Bernried

Carl Zeiss Mikrolmaging GmbH, Gottingen

BioTek Instruments GmbH, Bad
Friedrichshall

Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH&Co KG,
Sondheim

GE Healthcare, Buckinghamshire,
GroRbritannien

Beckman Coulter GmbH, Krefeld
Gilson International B.V., Limburg-Offheim

Hirschmann Laborgerdate GmbH&Co.KG,
Eberstadt
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QuadroMACS™ Starting Kit

Real-Time Sequence Detection System ABI
PRISM® 7900

Schittler, Titramax 1000

Serienschnittmikrotom, HYRAX C 50, Kryostat
Test Tube Shaker VWR1719

Thermomixer comfort

Tischzentrifuge Galaxy Mini

UV-Licht G 30 Watt Sylvana

Vakuumkonzentrationszentrifuge,
Concentrator 5301

Vortexer
Waage, Kern 440-51N, Messgenauigkeit 1g

Waage, Ohaus® Adventur- erTMAR0640,
Messgenauigkeit 0,1 mg

Wasserbad Typ3048

Zentrifuge 5417R

Zentrifuge Digifuge GL 2200

Zentrifuge Megafuge 1.0 R /2.0 R Heraeus
Zentrifuge, MiniSpin®Plus

2.1.10 Software

Adobe® Acrobat® CS 5

Adobe® Illustrator CS 5

Adobe® Photoshop® CS 5
Axiovert 4.2 Software (Microskop)
AxioVision 4.8

CellQuest Pro® v4.0.2

Fovea Pro 4.0

GraphPad Prism 5.0

KCjunior™ Data Analysis Software 1.41.8

LSM 510 Meta 3.2

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach
Applied Biosystems, Darmstadt

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Gottingen
VWR International GmbH, Darmstadt
Eppendorf AG, Hamburg

VWR International GmbH, Darmstadt
Bauhaus, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

C. Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Kern & Sohn GmbH, Balingen
Ohaus GmbH, GieRen

Kottermann GmbH & Co KG,
Uetze/Héanigsen

Eppendorf AG, Hamburg
Heraeus Instruments GmbH, Hannover
Kendro Laboratory Products GmbH, Hanau

Eppendorf AG, Hamburg

Adobe Systems Inc., San Jose, CA, USA
Adobe Systems Inc., San Jose, CA, USA
Adobe Systems Inc., San Jose, CA, USA
Carl Zeiss Mikrolmaging GmbH, Gottingen
Carl Zeiss Mikrolmaging GmbH, Gottingen
CellQuest. Software, BD, Heidelberg
Reindeer Graphics Inc., Asheville, NC, USA
GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA
BioTek Instruments GmbH, Bad
Friedrichshall

Carl Zeiss Mikrolmaging GmbH, Gottingen
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LSM Image Browser Release 4.2

Microsoft® Excel, Version 2011

Microsoft® Word, Version 2011

PALM® RoboSoftware

SDS 2.2.1 RQ Software
Sigma Plot 11

Carl Zeiss Mikrolmaging GmbH, Gottingen
Microsoft Cooperation, Mountain View, CA,
USA

Microsoft Cooperation, Mountain View, CA,
USA

P.A.LLM. Microlaser Technologies AG,
Bernried

RQ Software Applied Biosystems, Darmstadt
Systat Software GmbH, Erkrath
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologische Methoden

2.2.1.1 Gewinnung und in vitro Stimulation von Lymphozyten

Naiven Spendertieren wurden drei Tage vor Versuchsbeginn inguinale, mesenteriale und
popliteale Lymphknoten entnommen. Bis zur weiteren Verarbeitung wurden die
Lymphknoten in eisgekiihltem RPMI 1640 Wachstumsmedium gelagert. Durch ein 70 um
Nylonsieb wurden die Lymphknoten schonend homogenisiert. Zum Entfernen des
Uberstands wurden die Zellen zentrifugiert. Vereinzelt waren stdrende Fettriickstdnde in der
Zellsuspension. Um diese zu entfernen, passierten die Zellen erneut ein Nylonsieb und
wurden erneut zentrifugiert. Fiir eine T-zellstimulierende Kultur, wurden am Vortag 10 cm
Petrischalen mit 1 mg/ml anti-CD3 und 3 mg/ml anti-CD28 beschichtet und Gber Nacht (iN)
bei 4°C inkubiert. Vor dem Aussden der Zellen wurden die Petrischalen dreifach mit PBS
gespilt. Je Petrischale wurden 10-15x10° Zellen in die T-zellstimulierende Kultur
genommen. An Tag null konnten die schwach adharenten Zellen durch vorsichtiges Spilen in
Losung genommen werden. Vor dem Zelltransfer wurden die Zellen dreifach mit
ausreichend PBS gespdlt. Nach Kultivierung hatte sich die Anzahl der ausgesaten Zellen um

1,5-2 vervielfacht.

2.2.1.2 Hitze- und Ultraschallbehandlung zur Totung von Lymphozyten

Ruhende, frisch isolierte sowie in vitro stimulierte Lymphozyten wurden zur Tétung
entweder einer Hitze- oder Ultraschallbehandlung unterzogen. Fir die Hitzebehandlung
wurden die Zellen im Heizblock inkubiert (45 min bei 90°C). Die Ultraschallbehandlung
erfolgte mit dem Homogenisator Sonopuls (Bandelin electronic - GmbH & Co. KG, Berlin). Die
Zellsuspension wurde auf Eis gekiihlt und dem Ultraschallimpuls ausgesetzt (3x15s)

(Matsuzawa et al., 1997).
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2.2.2 Tierversuche

2.2.2.1 Tierversuchsantrag

Alle Tiere wurden in den Rdumen der gemeinsamen Tierhaltung der Universitat zu
Libeck gehalten. Folgende Tierversuchsantrage wurden vom Ministerium fir
Landwirtschaft, Umwelt und landliche Raume von Schleswig-Holstein fiir dieses Projekt
genehmigt.

Tierversuchsantrage:

Jldentifikation des CD4" T-Zellgedichtnisses und der Einfluss von Schlafregulierenden

Zytokinen auf die CD4" T-Zellgedichtnisbildung” (V 312-72241.122-1 / 55-5/09)

Glltig vom 07.05.2010 bis 31.05.2013

Antragsteller: Prof. Dr. med. Jirgen Westermann

Stellvertreter: Prof. Dr. med. Peter Konig

»Untersuchungen zur Kinetik der Ausbildung von Autoimmunerkrankungen am Beispiel
der Epidermolysis bullosa acquisita (EBA)“ (V 312-72241.122-1 / 19-2/08)

Gultig vom 15.05.2008 bis 31.05.2010, verlangert bis 31.05.2011

Antragsteller: Dr. Katja Bieber

Stellvertreter: Prof. Dr. med. Jlirgen Westermann

Tierversuchsanzeige:

yldentifikation von relevanten Zellen und Faktoren bei der Epidermolysis bullosa
acquisita“ (V 312-72241.122-1 / 92-7/09)

Gultig vom 15.07.2010

Antragsteller: Prof. Dr. med. Jirgen Westermann

Stellvertreter: Prof. Dr. med. Peter Konig

2.2.2.2 Tiere und Haltungsbedingungen

Fir alle Versuche wurden ausschlieRlich weibliche Laborma3use verwendet. BALB/c,
C57BL/6 sowie SJL/) wurden von Charles River (Sulzfeld) bezogen. DO11.10, Ly5.1 und
CD154-Knockout Tiere wurden von kooperierenden Arbeitsgruppen zur Verfligung gestellt

und in eigener Zucht in Libeck gehalten. Lediglich bei den Tieren der eigenen Zucht wurden
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zum Teil mannliche Tiere als Organspender verwendet. Die Tiere wurden in der spezifischen,
pathogenfreien Barrierehaltung (SPF) der zentralen Tierhaltung der Universitdt zu Lubeck
eingestallt. Die Haltung der Versuchstiere erfolgte in Gruppen von vier bis sechs Tieren je
Standardkafig (425 x 266 x 155 mm) aus transparentem Polycarbonat mit Abdeckgitter aus
Edelstahl (E. Becker & Co. GmbH, Castrop-Rauxel, Deutschland). Das Einstreu aus
Holzspdnen (Altromin GmbH, Lage, Deutschland) wurde wdéchentlich gewechselt. Wasser
und Standard-Pelletfutter (Altromin 1430, Altromin GmbH, Lage, Deutschland) standen den
Tieren ad libitum zur Verfigung. In den klimatisierten Rdaumen wurde ein
Tag-Nacht-Rhythmus von 12:12 Stunden simuliert (Hellphase 05:00 - 17:00 Uhr). Vor
Versuchsbeginn konnten sich die Tiere eine Woche akklimatisieren. Die Tiere wurden im

Alter von 8 bis 10 Wochen fiir die Versuchsvorhaben verwendet.

2.2.2.3 Intravendser Lymphozytentransfer

Die Versuchstiere wurden etwa drei Minuten unter Infrarotlicht gesetzt und
anschlieend in einer dafir speziell angefertigten Plexiglasrohre immobilisiert. Die
Applikation von PBS, ruhenden Lymphozyten, in vitro stimulierten Lymphozyten sowie
separierten Zellpopulationen erfolgte intravenos in die Schwanzvene. Die gewinschte
Zellkonzentration wurde in einem Volumen von 200 pl appliziert. Es wurden 10’ ruhende
sowie stimulierte Lymphozyten intravends verabreicht. Separierte Zellen wurden ihrem
natlirlichen, prozentualen Vorkommen in der Lymphozytenzellsuspension (bestimmt mittels

Durchflusszytometrie) appliziert.

2.2.2.4 Vorbehandlung und Immunisierung zur Induktion der Epidermolysis

bullosa acquisita

Fir die Vorbehandlung wurde das rekombinante murine Kollagen-Typ-VII C-Fragment
(mCol7C-GST) (49,5 kDa), GST (26 kDa) oder Ovalbumin (42,8 kDa) verwendet. Die
Vorbehandlung erfolgte mit 40 ug Kollagen-Typ-VIl sowie mit dquimolaren Mengen der
Proteine GST und Ovalbumin. Die Krankheit wurde mit 60 pug Kollagen-Typ-VIl in einem
Volumen von 50 pl induziert. Das Kollagen-Typ-VIl und GST wurden von der Klinik flr
Dermatologie und Venerologie, Libeck, gewonnen und zur Verfligung gestellt (Sitaru et al.,
2005). Die Reinheit und die Konzentration der verwendeten Proteine wurden mit einem

SDS-Gel Uberprift. Die Lagerung bis zur Verwendung erfolgte bei -80°C. Einzig Ovalbumin
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wurde vor Versuchsbeginn frisch angesetzt. Die Konzentration wurde fiir die verwendeten
Proteine eingestellt und durch die Zugabe der Adjuvantien Titermax (Bennett et al., 1992)
(Stills, 2005) und/oder Aluminiumhydroxid wurden Emulsionen fir die Immunisierung
hergestellt (Tab. 2-2). Bis zur Bildung der Emulsion wurden die Lésungen 30 bis 45 Minuten

bei 6°C kraftig geschittelt (Fixierung auf laufendem Vortexer).

Tab. 2-2: Schema zur Vorbehandlung und Immunisierung der Versuchstiere

Vorbehandlung:

Protein Adjuvans

Bezeichnung: Konzentration: Titermax Aluminiumhydroxid
2. mCol7C-GST 0,8 mg/ml 43 % 43 %
3. GST 0,4 mg/ml 43 % 43 %
4, Ovalbumin in A+TM 0,7 mg/ml 43 % 43 %
5. Ovalbumin in A 0,7 mg/ml -—- 43 %
6. A+TM 43 % 43 %

Krankheitsinduktion:
mCol7C-GST 1,2 mg/ml 50 %

mCol7C: murines Kollagen-Typ-VII, A: Aluminiumhydroxid, TM: Titermax, GST: Glutathion-S-Transferase

Versuchstiere wurden durch intraperitoneale Gabe von 150 pl Narkoseldsung flir etwa
20 bis 30 Minuten narkotisiert. Die Versuchstiere wurden subkutan mit 50 pl Emulsion
vorbehandelt. Die Vorbehandlung erfolgte nach folgendem Muster:
Woche -9: 50 pl in die linke Hinterpfote
Woche -6: 50 ul in die rechte Hinterpfoten
Woche -3: 50 ul in die Schwanzbasis
Die Krankheit wurde durch eine subkutane Injektion von jeweils 25pul der

Emulsionslésung in beide Hinterpfoten induziert (Sitaru et al., 2006).

2.2.2.5 Evaluation der Erkrankung

Der Krankheitsverlauf wurde durch wochentliche Untersuchung der Versuchstiere lber

den gesamten Versuchszeitraum verfolgt. Dabei wurde die Haut der Tiere nach
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charakteristischen, oberflachlichen Krankheitssymptomen der Epidermolysis bullosa
acquisita untersucht. Diese zeichneten sich durch Erytheme, Blasen, Erosionen, Krusten und
Alopezie, vor allem im Bereich der Ohren und des Kopfes, aus. Betroffen waren zudem die
Hinterbeine, der Nackenbereich sowie Teile des Torsos. Das Ausmal’ der betroffenen Areale
der Korperpartien wurde geschatzt und zu einem Totalbefall der gesamten Korperoberflache
kumuliert. Zusatzlich wurde den Tieren alle zwei Wochen Blut entnommen, um den Verlauf

der zirkulierenden Autoantikorper bestimmen zu kénnen.

2.2.2.6 Organentnahme

Drei, sechs, zehn bzw. vierzehn Tage nach Lymphozytentransfer sowie 13 Wochen nach
Krankheitsinduktion wurden die Versuchstiere mit Kohlenstoffdioxid getotet. Blut wurde
durch einen Schnitt ins Herz entnommen. Die Lagerung der Organe erfolgte in KryogefalRen
bei -80°C. Der Eingriff erfolgte unter sauberen jedoch nicht sterilen Bedingungen in
Raumlichkeiten der zentralen Tierhaltung. Fir die Organentnahme wurden die

Operationsinstrumente zuvor mit 0,1 % SDS und 70 % Ethanol gereinigt und desinfiziert.

2.2.3 Immunbiologische Methoden

2.2.3.1 Zellseparation (Magnetic cell sorting: MACS)

Fiir den Transfer einzelner Zellpopulationen wurden diese mittels der negativen
magnetischen Zellsortier-Kits (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach) nach Angaben des
Herstellers isoliert. In diesen Kits wird ein Biotin-Antikdrpercocktail benutzt, der alle Zellen
auller der gewiinschten Zellpopulation markiert.

10® Lymphozyten wurden in 400 ul MACS-Puffer aufgenommen und mit 100 ul
Antikorpercocktail inkubiert (15 min, 4°C). AnschlieBend wurden 300 pl Anti-Biotin-Beads
hinzugesetzt und erneut inkubiert (15 min, 4°C). Die Zellen wurden gewaschen (10 min,
300 g, 4°C) und in 1 ml MACS-Puffer aufgenommen. Eine MACS LS-Sdule wurde in einem
MACS-Magneten platziert und mit 3 ml MACS-Puffer gespiilt. Die Zellsuspension wurde auf
die Sdaule gegeben und der Durchfluss in einem Falcon aufgefangen. Die Saule wurde
dreifach mit je 4 ml MACS-Puffer gespiilt. Der Durchfluss enthielt die gewinschte
Zellpopulation, wahrend auf der Sdule die unerwiinschten Zellen zuriick gehalten wurden.

AnschlieBend wurde die Saule aus dem Magnetfeld entfernt. Durch erneutes Spiilen
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konnten die markierten Zellen in einem neuen Falcon aufgefangen werden. Die Reinheit der

separierten Zellen wurde mit der Durchflusszytometrie analysiert.

2.2.3.2 Durchflusszytometrie

Mit der Durchflusszytometrie wurde die Qualitat der Zellseparationen untersucht. Vor
und nach der Kultivierung wurden die Aktivierung sowie die Vitalitat der Zellen Gberpruft.
AuRerdem wurde das Verhiltnis von T- zu B-Zellen sowie der Anteil der CD4" und
CD8" T-Zellen bestimmt. Je Firbeansatz wurden 0,5x10° Zellen in 100 ul FACS-Puffer
aufgenommen. In einem Vorversuch wurden zundchst die zu verwendenden
Konzentrationen der verschiedenen Antikorper getestet (Tab. 2-3). Die Zellen wurden mit
den verschiedenen Antikérpern inkubiert (30 min, im Dunkeln, 4°C). Die Zellen wurden
gewaschen (7 min, 1000 g, 4°C) und in 0,5 ml FACS-Puffer aufgenommen.

Zur Analyse im Durchflusszytometer wurde um die Lymphozytenpopulation ein digitales

Gate gelegt und die Farbung der im Gate liegenden Zellen untersucht (CellQuest Pro®).

Tab. 2-3: Verdiinnungen der in der Durchflusszytometrie verwendeten Antikorper

Antikorper Tég 3 i T?gO i
vor Stimulation nach Stimulation

CD69 (Biotin) 1:500 1:500
Streptavidin (APC) 1:100 1:100
CD25 (PE-Cy™7) 1:2000 1:2000
Propidiumiodid 1:100 1:100
TCRB (PE) 1:500 1:100
CD19 (Alexa Fluor® 647) 1:1000 1:500
TCRB (FITC) 1:2000 1:500
CD4 (PE) 1:2000 1:500
CD8a (Alexa Fluor® 647) 1:2000 1:500

2.2.3.3 Enzym-linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) von

Kollagen-Typ-VllI-spezifischen Autoantikorpern

Die Kollagen-Typ-Vll-spezifischen Autoantikérper wurden mit den Kits zur
Quantifizierung der Maus-IgG-Subklassen (IgG1, IgG2b und IgG2c) von Bethyl nach den
Angaben des Herstellers untersucht. Die Analyse erfolgte in den
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96-Well-Flachbodenmikrotiterplatten. Am Vortag der Analyse wurden die Platten mit 50 pl
einer 2,5ug/ml mCol7C-His in PBS Verdinnung beschichtet. Im Gegensatz zur
Immunisierung (mCol7C-GST) wurde fiir die Beschichtung das gleiche Kollagenfragment,
jedoch mit dem His-Tag anstelle des GST-Tag, verwendet. So wurde eine ungewollte
Detektion von GST-Antikorpern vermieden. Fir die Eichgerade wurde der
Coating-Antikorper des Kits 1:100 in PBS verdiinnt und die ersten beiden Reihen (16 Wells)
wurden mit 50 ul dieser Verdiinnung beschichtet. Die Inkubation erfolgte tGber Nacht bei
4°C. Die Platten wurden dreimal gewaschen (100 pl ELISA-Waschpuffer) und 1h bei
Raumtemperatur (RT) auf einem Ritteltisch bei 800 UpM geblockt (100 pl
ELISA-Blockpuffer). Die Platten wurden erneut dreimal gewaschen (100 pl
ELISA-Waschpuffer). AnschlieRend wurden die Proben im ELISA-Probenpuffer verdiinnt
(1:5x10%, 1:2,5x10* 1:1,25x10°, 1:6,25x10°) und in Doppelbestimmung auf die Platte
aufgetragen. Als Standard werde das im Kit enthaltene Referenzserum mit bekannter
Konzentration der Antikdrpersubklassen (IgG1, 1gG2b und 1gG2c) in einer Verdinnungsreihe
in Doppelbestimmung aufgetragen. Die Platten wurden fiir 1 h mit den Proben inkubiert (RT,
Ritteltisch) und anschlieBend dreimal gewaschen (100 pl ELISA-Waschpuffer). Die
HRP-konjugierten Detektionsantikorper wurden mit ELISA-Probenpuffer verdiinnt
(IgG1-HRP: 1:10°, 1gG2b-HRP: 1:10° und IgG2c-HRP: 1:3x10%) und mit 50 pl je Well
aufgetragen. Nach 1h Inkubation (RT, Ritteltisch) wurden die Platten ein letztes Mal
gewaschen (100 pl ELISA-Waschpuffer). Die Entwicklung erfolgte mit 50 ul TMB-L6sung. Die
Proben wurden 4:45 Minuten auf dem Ritteltisch inkubiert, bevor die Farbreaktion mit 50 pl
2 M Schwefelsdure abgestoppt wurde. Die Farbreaktion wurde mit dem
ELISA-Platten-Spektrometer bei 450 nm bestimmt (Hammers et al., 2011).

Den Extinktionswerten der Standardreihe konnten die bekannten Konzentrationen
zugeordnet werden. Anhand der sigmoidal verlaufenden Standardkurve konnte durch
Regression (Chapman, 3 Parameter; Funktion: y=a(1-e'b")c) eine relative Konzentration
zugeordnet werden. Dies war relativ und nicht absolut, da absolut nur bei exakter Gleichheit
fiir Standardkurve und Proben gegeben ware. Da jedoch in dem ELISA die Platten fir die
Standardkurve und die Proben verschieden beschichtet wurden, konnte nur ein relativer

Wert fir die Autoantikorper der Proben angegeben werden.
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2.2.4 Immunhistologische Methoden

2.2.4.1 Kryosektion

Veranderungen der Morphologie, Zelllokalisation sowie Folgen der Krankheitsinduktion
wurden durch histologische Farbung von Gefrierschnitten untersucht. Die Organe (Milz,
Lymphknoten und Haut) wurden bei -20°C auf einem Objekttisch in Einbettmedium fixiert
und mit dem Serienschnittmikrotom Hyrax C50 (Zeiss, Jena) in 12 um diinne Organschnitte
auf Glasobjekttrager (Superfrost, fir Immunhistologie) oder Folienobjekttrager (fir
Lasermikrodissektion) Ubertragen und getrocknet (2 h bei RT). Die Schnitte auf dem
Folienobjekttrager wurden mit Toluidinblau gefarbt und bis zur weiteren Verarbeitung in der
Lasermikrodissektion bei -80°C gelagert. Alle anderen Objekttrager wurden

immunhistologisch oder fluoreszenzgefarbt.

2.2.4.2 Farbungen

Fir die immunhistologischen Farbungen wurden die in 2.1.2 aufgefiihrten Antikdrper
verwendet. Die Antikérper wurden in der Regel in TBS-Tween angesetzt, Ausnahmen sind
gekennzeichnet. FastRed und Fast Blue wurden in APAAP-Substrat angesetzt. Alle
Spllschritte, sofern nicht anders gekennzeichnet, wurden mit TBS-Tween durchgefiihrt. Die
Farbungen mit Fast Red und Fast Blue erfolgten auf der Riittelplatte. Praparate wurden mit

den Antikorpern stets bei Raumtemperatur in speziellen, dunklen Feuchtkammern inkubiert.

Toluidinblau

Fir die Lasermikrodissektion wurden die Praparate auf den Folienobjekttragern mit
Toluidinblau gefarbt. Dazu wurden die Praparate in 75% Ethanol fixiert (2 min), anschlieBend
in DEPC-Wasser gespiilt (2 min) und mit 0,1 % Toluidinblau gefdarbt (10 min). Die
Objekttrager wurden zweimal in DEPC-Wasser gespilt (je 15s) und durch zweimaliges
Spulen mit 100 % Ethanol entwassert (je 15 s). Die Praparate wurden kurz getrocknet und

bei -80°C gelagert.

Ki-67/B220
Keimzentrumsbildung wurde durch eine Farbung der proliferierenden B-Zellen

untersucht. Ki-67 ist ein Protein, das wahrend aller Phasen des aktiven Zellzyklus exprimiert
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wird. Die Praparate wurden mit Chloroform und Aceton fixiert (je 10 min), anschliefend
gespllt (2 x5 min) und mit Paraformaldehyd inkubiert (45 min). Nach erneutem Spiilen
(2 x5 min) wurde mit dem Antikérper gegen Ki-67 (1:100 verdinnt in PBS 1% BSA 0,1 %
NaNs) inkubiert (UN). Nach dem Spiilen (2 x 5 min) wurden die Praparate mit biotinylierten,
polyklonalem anti-Ratte Antikdrper (pAK) (1:500 verdinnt in TBS-Tween mit 5%
Mausserum) inkubiert (30 min). Nach dem Spilen (2 x5 min) folgte eine Inkubation mit
1:100 verdiinnter ExtrAvidin®-Alkaliner Phosphatase (30 min). Nach dem Spiilen (2 x 5 min)
erfolgte die Farbreaktion mit Fast Red (25 min). Die Objekttrager wurden gespiilt (2 x 5 min)
und mit dem anti-CD45R/B220 Antikorper (1:100 verdinnt in PBS 1% BSA 0,1 % NaNs)
inkubiert (1 h). Nach dem Spilen (2 x5 min) wurde mit pAK inkubiert (1:500 verdiinnt in
TBS-Tween mit 5% Mausserum) (30 min). Anschliefend wurde gespiilt (2 x5 min) und mit
1:100 verdiinnter ExtrAvidin®-Alkaliner Phosphatase (30 min) inkubiert. Die Farbreaktion

erfolgte mit Fast Blue (25 min).

CD3/PNA

Die im Keimzentrum liegenden T-Zellen wurden gefarbt. Die Praparate wurden in
Methanol/Aceton 1:1 fixiert (10 min bei -20°C) und anschlieRend erfolgte die T-Zellfarbung
mit Hamster Anti-Mouse CD3& Antikdrper (1:50 verdiinnt in PBS 1 % BSA 0,1 % NaNs) gefarbt
(UN). Die Praparate wurden mit Goat anti-Hamster Antikdrper (Alkaline Phosphatase) (1:50
verdinnt in TBS-Tween mit 5% Mausserum) inkubiert (1 h). Die Farbreaktion erfolgte mit
Fast Blue (25 min). Die Keimzentren wurden mit dem biotinylierten PNA-Antikorper (1:1000
verdinnt in TBS-Tween) angefarbt (1 h) (Rose et al., 1980). Nach der Inkubation mit 1:100
verdinnter ExtrAvidin® Peroxidase (30 min) wurden die Préparate mit 3,3'-Diaminobenzidin

(DAB) gefarbt (5 min). Zwischen den Inkubationen wurde gespllt (2 x 5 min).

CD45.1/B220

Die transferierten Lymphozyten des C57BL/6Ly5.1-Mausstamms wurden mit dem
Antikorper gegen CD45.1 gefarbt. Leukozyten der Wildtyp-Tiere exprimieren auf ihrer
Plasmamembran hingegen CD45.2. Die Gefrierschnitte der Milzpraparate wurden in
Methanol/Aceton 1:1 fixiert (10 min bei -20°C). Die transferierten Zellen wurden mit dem
biotinylierten Mouse anti-Mouse Antikorper (1:50 verdiinnt in TBS-Tween) gefarbt (1 h). Die

Praparate wurden zunachst mit 1:100 verdiinnter ExtrAvidin® Peroxidase (30 min) inkubiert
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und anschliefend mit 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) gefarbt (5 min). Die B-Zellen wurden mit
dem anti-CD45R/B220 Antikorper (1:100 verdiinnt in PBS 1% BSA 0,1 % NaNs) markiert
(12 h). Nach Inkubation mit dem biotinylierten, polyklonalen anti-Ratte Antikérper (1:500
verdinnt in TBS-Tween mit 5% Mausserum) (30 min) und mit 1:100 verdinnter
ExtrAvidin®-Alkaliner Phosphatase (30 min) wurde die Farbreaktion mit Fast Blue

durchgefiihrt (25 min). Zwischen allen Inkubationsschritten wurde gespiilt (2 x 5 min).

Direkte Immunfluoreszenzfarbung von IgG1, IgG2b, 1gG2c und C3

Die Fluoreszenzfarbungen wurden nach der Methode der direkten Immunfluoreszenz
(DIF) angefertigt. Dabei wurden die an der Haut gebundenen Antikérper direkt mit einem
fluoreszenzgekoppelten, sekunddren Antikérper gefarbt. Die Gefrierschnitte der
Hautpraparate wurden in Methanol/Aceton 1:1 fixiert (10 min bei -20°C). Nach dem Spilen
(2x5 min) folgte eine Inkubation mit dem entsprechenden fluorochromkonjugierten

Antikorper (1 h bei RT). Die Antikérper wurden wie folgt verdiinnt:

Goat Anti-Mouse 1gG1 (Alexa Fluor® 555) 1:400
Rat Anti-Mouse IgG2b (FITC conjugated) 1:400
Goat Anti-Mouse 1gG2c (FITC conjugated) 1:1000
Goat Anti-Mouse Anti-C3 (FITC conjugated) 1:200

Nach dem Spiilen (2 x 5 min) wurden die Prdaparate in Mowiol® 4-88 eingedeckt.

Indirekte Immunfluoreszenzfarbung - Nachweis von Autoantikdrpern

Fiir den Nachweis von Autoantikorpern im Serum nach dem Transfer aktivierter
Lymphozyten wurde ein Autoantikdrperprofil erstellt (FB 1599-0110-2; Euroimmun, Libeck).
Dazu wurde das Serum 1:10 in PBS-Tween verdiinnt. Fiir den Nachweis von Autoantikorpern
gegen Zellkernstrukturen (ANA) und zytoplasmatische Autoantikérper wurden als Substrat
HEp2-Zellen sowie Primatenleber und Rattenniere verwendet (FB 0805-0110). Hier wurde
das Serum 1:10, 1:32 sowie 1:100 verdiinnt. Doppelstrang-DNA wurde mit tierpathogenen
Hamoflagellaten der Art Crithidia Liciliae untersucht (FB 1572-0110). Das Serum wurde bei
diesem Test 1:10 und 1:32 verdinnt und mit verschiedenen auf Mikrochips fixierten
Substraten inkubiert (Stocker et al., 1998). Mit diesen Testverfahren lassen sich diverse
Autoantikérper nachweisen. Es kann unterschieden werden zwischen Autoantikdrpern

gegen Antigene aus:
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Schilddrise, Nebenschilddrise, Nebenniere, Ovar, Placenta, Testis, Hypophyse,
Hypothalamus, Pankreas, Leber, Niere, Magen, Darm, Parotis, Osophagus, Spermatozoen,
Crithidien, Granulocyten, Thrombozyten, Lymphozyten, Nerven, Kleinhirn, GrofShirn,
Rickenmark, HEp-2 Zellen (Autoantikoper gegen zytoplasmatische Antigene sowie
Strukturen des Kerns), Skelettmuskel und Herzmuskel

Das verdinnte Serum wurde mit den verschiedenen mit Aceton fixierten Substraten
inkubiert. Autoantikdrper positiver Proben konnten ihr Antigen binden. Im zweiten Schritt
wurden die gebundenen Autoantikdrper mit einem FITC-markierten Sheep anti-Mouse IgG
gefarbt (F6257; Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim). Die Farbung wurde an einem konfokalen

Fluoreszenzmikroskop quantitativ und/oder qualitativ ausgewertet.

2.2.5 Digitale Bildanalyse zur Auswertung der histologischen Praparate

2.2.5.1 Bestimmung der Keimzentrumsflache und der T-Zellen innerhalb der

Keimzentren

Am Lichtmikroskop (Axiovert 200) wurden reprasentative Bereiche der Milz fotografiert.
Unter der Zuhilfenahme der Imagel-Software wurden die einzelnen Keimzentrumsflachen
sowie die Milzschnittflaiche vermessen. So konnte der prozentuale Anteil der Keimzentren an
der Ausschnittflaiche berechnet werden. Auch die Anzahl der T-Zellen innerhalb des
Keimzentrums wurde mit Imagel bestimmt. Dazu wurden je Versuchstier finf Keimzentren
fotografiert, mit der Software ausgeschnitten und mit dem integrierten Zellzdhler

ausgezahlt. Die T-Zellzahl wurde auf die Flache des Keimzentrums normiert.

2.2.5.2 Bestimmung der Ablagerung von Autoantikérpern an die

dermo-epidermale Junktionszone

Die Immunfluoreszenzfarbungen der Hautprdparate wurden mit dem Laser-Scanning
Konfokalmikroskop untersucht. Dazu wurden je Versuchstier drei reprdasentative Hautareale
mit Ablagerung der Autoantikérper oder des Komplementfaktors C3 aufgenommen und mit
Hilfe des FoveaPro 4.0 Plugins flir Photoshop ausgewertet (Radant, 2008). Fiir die digitale
Bildanalyse wurden die Fluoreszenzaufnahmen in Bilddateien mit RGB-Farbmodus (8-Bit)

konvertiert. AnschlieBend folgte eine Kalibrierung von PixelgroRBe auf Langeneinheit (um).
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Manuell musste anschlieBend grob der Umriss der Basalmembran (sofern dieser nicht
automatisch erkannt wurde) eingezeichnet werden. Es folgte eine automatische
Umwandlung in ein Graustufen-Bild. Mit dem Filter IP*Measure Global - Brightness wurde
die Farbinformation quantifiziert und auf die Ladnge der dermo-epidermalen Junktionszone

bezogen.

2.2.6 Molekularbiologische Methoden

2.2.6.1 Lasermikrodissektion

Durch die Toluidinblaufarbung konnten die Organstrukturen identifiziert werden, so
dass die T- und B- Zellzonen mit der PALM® RoboSoftware markiert und mit einem Laser
herausgeschnitten werden konnten. Das ausgeschnittene Gewebe (3,5x10° um’ je
Kompartiment) wurde in Verschlusskappen von Reaktionsgefdflen in inertem Mineraldl
aufgefangen. Anschliefend wurde das Gewebe in 350 ul Lysispuffer durch Vortexen (1 min)

aufgeschlossen und denaturiert. Die Proben wurden kurz zentrifugiert und bei -20°C gelagert.

2.2.6.2 RNA-Isolation und cDNA-Synthese

Fiir moglichst RNase-freien Bedingungen wurden die Arbeitsoberflichen mit 1%
SDS-L6sung gereinigt. Mit dem innuPREP RNA Kit wurde aus den Proben die Gesamt-RNA
gemdll den Angaben des Herstellers gewonnen. Dazu wurden die in Lysispuffer
aufgenommenen Proben fiir 1 min gevortext und kurz bei 10.000 g abzentrifugiert. Durch
zehnmaliges Aufziehen mit einer feinen Einwegspritze wurde die genomische DNA geschert.
Den Proben wurden 350 ul 70 % Ethanol zugesetzt. Das gesamte Volumen wurde auf die
Spin Filter R Sdule gegeben und 2 min bei 10.000 g zentrifugiert. Das Filtrat wurde
verworfen. Es folgten zwei Waschschritte mit 500 ul Washing Solution HS und 700 pl
Washing Solution LS (je 1 min, 10.000 g). Das Filtrat wurde jeweils verworfen. Die Saule
wurde durch erneute Zentrifugation getrocknet (2 min, 10.000 g). Die RNA wurde mit 60 pl
RNase-freiem Wasser in ein neues ReaktionsgefaR eluiert (1 min, 6.000 g). Zur Steigerung
der RNA-Konzentration wurde das Eluat erneut auf die Sdule gegeben und zentrifugiert. Die
Sdule wurde anschlieRend verworfen. Die geléste RNA wurde auf 8 pul in einer
Vakuumzentrifuge eingedampft (20-25 min, 60°C). Bei Bedarf wurde das Probenvolumen auf

8 ul erhoht.
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Die verbliebene genomische DNA wurde durch Zugabe von 1 pl 10x DNase-Puffer und
1 pl DNase-I-Enzym (1 U/ul) verdaut (15 min bei 20°C). Die Reaktion wurde mit 1,5 pl 15 mM
EDTA-Stopplosung abgebrochen (10 min bei 70°C). Die Proben wurden auf Eis gelagert. Die
RNA wurde durch Zugabe von 8,5ul Reverse Transkriptase Mastermix in cDNA
umgeschrieben (50 min bei 42°C). Die Reaktion wurde durch Inaktivierung der Reversen

Transkriptase abgestoppt (15 min bei 70°C). Die Lagerung erfolgte bei -20°C.

2.2.6.3 Quantitative Real-Time (RT) -PCR

Mit der Echtzeit-Polymerasekettenreaktion wurde die relative Genexpression
guantifiziert. Dazu wurde das ABI Prism® 7900 Sequence Detection System verwendet. Die
verwendeten Oligonukleotide sind in 2.1.8 zusammengetragen. Fir die Bestimmung der
Genexpression wurden je PCR-Ansatz 0,625 ul cDNA-Probe, 2 ul Primer-Sonden-Mix, 10 ul 1x
Mastermix (qPCR Core Kit fiir TagMan) und 7,375 pl Aqua destillatum verwendet. Der
folgende PCR-Zyklus wurde verwendet: zundchst Denaturierung (6 min bei 95°C),
anschlieBend 50 Zyklen mit Denaturierung (30 s bei 95°C) und Primeranlagerung und
Elongation (1 min bei 60°C). Die Auswertung in Form von Bestimmung der ct-Werte (cycle of
threshold) erfolgte mittels der SDS 2.2.1 RQ Software. Der Schwellenwert wurde auf 0,2
gesetzt. Fir jede Probe wurde die Kopienzahl des untersuchten Zytokins pro Kopie des
Housekeeping Gens MLN51 mit der Formel

2(ct MLN51-ct Zytokin)

berechnet. Wenn der ct von MLN51 grofRer als 38 war, dann wurde diese Probe aus der
Auswertung ausgeschlossen, da in diesem Bereich keine technisch zuverldassige Auswertung
moglich war. Aufgrund von methodischen Schwankungen konnten ct-Werte der
Doppelbestimmung von einander abweichen. Eine Differenz der ct-Werte der technischen
Replikate von 1, was der doppelten cDNA-Menge entspricht, wurde daher als maximale

Schwankung akzeptiert.

2.2.7 Proteinbiochemische Methoden

2.2.7.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Flr die Proteine GST, mCol7C-GST und mCol7C-His, die von der Klinik fiir Dermatologie

und Venerologie sowie im Institut fir Anatomie, Universitat zu Liibeck, hergestellt wurden,
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wurde die Reinheit und die Proteinkonzentration durch die denaturierende,
diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) Uberprift (Abb. 2-1)
(Laemmli, 1970). Zunachst wurden die Proteinproben bei 95°C im SDS-haltigen Ladepuffer
denaturiert und mit negativen Ladungen gesattigt. Dadurch konnte in der Gelelektrophorese
die Eigenladung der Proteine vernachlassigt werden, SO dass die
Wanderungsgeschwindigkeit im Gel primar vom Molekulargewicht des zu untersuchenden
Proteins abhadngig war. Die Elektrophorese erfolgte in einem diskontinuierlichen Gel,
bestehend aus einem Trenn- und einem Sammelgel (Tab. 2-4). Das Gel wurde mit den
Proben beladen. Das Molekulargewicht konnte durch den Protein-GroRenstandard bestimmt
werden (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Die Auftrennung der Proteine erfolgte bei

konstanter Stromstarke von 45 mA.

BSA-Standard M mCol7C-GST GST M mCol7C-His Marker
A B C D E 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 (kDa)

!

— 170
= 130

= 100

- ; . - = 70

55

= 40

— 35

ool == __

Abb. 2-1: SDS-PAGE der in dieser Arbeit verwendeten rekombinanten Proteine. Spuren A-E: BSA-Standard
mit bekannter Konzentration (0,3/0,6 /0,9 /1,2 und 1,5 pg); Spuren 1-4: mCol7C-GST (49,5 kDa); Spuren 5-8:
GST (26 kDa) und Spuren 9-12: mCol7C-His (23,5 kDa). Der eingesetzte ProteingroRenstandard (M, Marker) ist
neben dem Gel schematisch eingezeichnet, um den Proteinbanden des Markers die entsprechenden
Molekulargewichte zuzuordnen. Elektrophorese erfolgte in einem 12,5 %-igen Trenngel.

Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Sammelgel verworfen. Das Trenngel
wurde mit der Coomassie-Farbeldsung auf einem Schitteltisch inkubiert (15 min bei RT) (Tal

et al., 1985). Der nicht an Proteine gebundene Farbstoff wurde durch mehrmaliges Waschen
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des Trenngels mit Entfarbelosung entfernt (4x 30 min). Das Gel wurde auf Filterpapier in

einem Geltrockner (BioRad GelDryer Model 583) getrocknet.

Tab. 2-4: Trenn- und Sammelgel fiir die diskontinuierliche Gelelektrophorese

Trenngel (12,5 %): Sammelgel (5 %):

12,5 % Acrylamid 5 % Acrylamid

0,4 % Bisacrylamid 0,17 % Bisacrylamid
375 mM Tris-HCl, pH 8,8 75 mM Tris-HCI, pH 6,8
0,1 % SDS 0,16 % SDS

0,05 % APS 0,08 % APS

0,25 % TEMED 0,4 % TEMED

Als Stocklésung wurde eine 29:1 Mischung (38,7 % Acyrlamid / 1,3 % Bisacrylamid) verwendet.

2.2.7.2 Isolation von gesamten IgG-Antikérpern

Far die Isolation der gesamten IgG-Antikorper wurde die HiTrap™ Protein G Saule (1 ml)
verwendet. Zunachst wurde die Sdule an das Pumpsystem angeschlossen und mit einer
Flussrate von 1 ml/min mit 10 bis 20 ml PBS gespult. Dabei wurde darauf geachtet, dass
keine Luftblasen in das System eingelassen werden. Uber den Einfiihrschlauch wurde das
Plasma auf die Saule geladen. Nach einem erneuten Spiilvorgang mit 10 ml PBS wurden die
Gesamt-IgG-Antikérper mit 10 ml Eluationspuffer (0,1 M Glycin-HCI, pH 2,8) von der Saule
gelost. Das Eluat wurde in Reaktionsgefdflen, in denen 75 pl 1 M Tris-Base (pH 9,0) zur
Neutralisierung vorgelegt wurden, in Fraktionen zu je 1 ml aufgefangen. Mittels eines
Photometers wurde die Konzentration in den verschiedenen Fraktionen bestimmt. Die
antikorperenthaltenden Fraktionen wurden vereinigt und der pH wurde mit 1 M Tris Base
(ph 9,0) auf pH 7,1 eingestellt. Die Saule wurde mit dem Eluationspuffer gespiilt bis die
gebundenen Antikorper vollstandig von der Sdule entfern waren. Anschliefend wurde die
Saule mit 10 ml PBS und mit 10 ml 20 % Ethanol gespiilt. Die Sdule wurde in 20 % Ethanol bei
4°C gelagert.

Der Puffer der IgG-Antikdrperfraktion wurde gegen PBS durch Dialyse (2,51 PBS fiir 3 h
und 2,51 PBS (iN) oder durch eine Zentrifugation liber einen Amicon-Filter (30.000 NMWL)
gewechselt (4 ml PBS, 10 min bei 4000 UpM und 4°C). Auch die Antikorperlosung wurde bei

4°C gelagert.
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2.2.7.3 Herstellung einer Kollagen-Typ-Vll-spezifischen Saule

Fir die Isolation der Kollagen-Typ-VllI-spezifischen Autoantikérper wurde eine Saule mit
mCol7C-His beladen. 5 mg mCol7C-His wurden gegen 0,1 M MOPS-Puffer dialysiert (2,5
MOPS fir 3 h und 2,51 MOPS UN). Das Gelmaterial (Affi-Gel 10) wurde, bis es eine
homogene L6sung war, geschiittelt. 4 ml Gelmaterial wurden in einem 15 ml Falcon kurz
zentrifugiert (2000 UpM bei 4°C). Der Uberstand wurde verworfen und das Gelmaterial
wurde zweimal mit 2ml 0,1 M MOPS-Puffer gewaschen (Zentrifugation, Uberstand
verwerfen). Affi-Gel 10 wurde mit der Proteinlésung auf einem Schiitteltisch inkubiert (1 h
bei RT). Das Protein-Gel wurde zentrifugiert (2000 UpM bei 4°C) und der Uberstand
verworfen. Das Protein-Gel wurde mit 2ml 0,1 M MOPS-Puffer und 200ul 1M
Ethanolamine auf einem Schitteltisch inkubiert (1 h bei RT). Das Protein-Gel wurde
zentrifugiert (2000 UpM bei 4°C) und der Uberstand verworfen. Das Protein-Gel wurde in
2 ml PBS geldst und in eine leere Polypropylen-Saule tberfihrt. Die Sdule wurde mit 10 ml
PBS gesplilt. Die Sdaule wurde mit 10 ml 20 % Ethanol gespilt und mit 5 ml 20 % Ethanol bei

4°C gelagert.

2.2.7.4 Isolation Kollagen-Typ-VllI-spezifischer Autoantikorper

Die Kollagen-Typ-Vll-spezifische Saule (2.2.7.3) wurde zunachst finffach mit 10 ml PBS
gespllt und anschlieRend mit den Gesamt-IgG-Antikérpern beladen. Der Durchfluss wurde
aufgefangen und insgesamt fiinf Mal erneut auf die Sdule gegeben. Die Sdule wurde mit
50 ml PBS, 25 ml 0,85 M NaCl mit 0,1 % Triton X 100 Losung und 50 ml PBS gewaschen. Die
spezifischen Autoantikdrper wurden mit 0,5 ml Eluationspuffer (0,1 M Glycin-HCI, pH 2,8)
von der Sdule gel6st. Das Eluat wurde in ein 15 ml Falcon, in dem 400 ul 1 M Tris-Base
(pH 9,0) zur Neutralisierung des pH Werts vorgelegt wurde, aufgefangen. Die letzten beiden
Tropfen wurden fir eine photometrische Konzentrationsbestimmung genutzt. Der
Eluationsschritt wurde solange wiederholt, bis die spezifischen Autoantikérper vollstandig
von der Saule gelost worden waren. Im Eluat wurde der pH auf 7,1 neutralisiert (1 M
Tris-Base, pH 9,0). Die Saule wurde mit 50 ml 20 mM Tris (pH 7,5), 50 ml 20 mM Tris mit
0,5 M NaCl (pH 7,5) und 50 ml 20 mM Tris (pH 7,5) gewaschen. Die Sdule wurde in 5 ml 20 %
Ethanol bei 4°C gelagert. Mittels der Amicon Ultrafilter (50000 NMWL) wurde der Puffer

gegen PBS gewechselt (15 min, 5000 UpM bei 4°C). Der Uberstand wurde verworfen und die
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spezifischen Autoantikorper in PBS aufgenommen. Die Autoantikoérperlosung wurde bis zur
weiteren Verwendung bei 4°C gelagert.

Die Qualitat der Isolation der spezifischen Autoantikérper wurde durch die indirekte
Immunfluoreszenz (lIF) bestimmt. Dazu wurden Verdiinnungsreihen eines Kontrollserums
(Woche 3 bis 5 nach Krankheitsinduktion), der Gesamt-lgG-Fraktion sowie der spezifischen
Autoantikorper angefertigt. 25 ul einer jeden Verdiinnung wurden mit einem Gefrierschnitt
einer gesunden Maushautprobe inkubiert (45 min bei RT). Die Schnitte wurden mit PBS
gewaschen (3 x 5 min) und anschlieend mit dem polyklonalen Rabbit Anti-Mouse IgG FITC
Antikorper im Dunkeln inkubiert (30 min bei RT). Dann wurden die Schnitte erneut mit PBS
gewaschen (3 x 5 min). Mit einem Fluoreszenzmikroskop wurde der Titer bestimmt, bei dem
noch optisch eine Ablagerung von Autoantikérpern an die dermo-epidermale Junktionszone

festzustellen war.

2.2.7.5 Massenspektrometrische Analyse der Glykosylierung

Die massenspektrometrische Untersuchung der Glykane wurde von der Arbeitsgruppe
von Prof. Dr. Mark Ehlers (Institut fur Systemische Entziindungsforschung, Libeck)
durchgeflihrt. Die Proben wurden mit der Endoglycosidase S (EndoS) verdaut, so dass die
endstandigen Glykane analysiert werden konnten. EndoS spaltet spezifisch das Glykan, das
am Asparaginrest des Fc-Fragments gebunden ist, ab (Collin and Olse, 2001; Kaneko et al.,
2006; Oefner et al.,, 2012). Die gewonnen Zucker wurden uber eine Festphasen
C18-Extraktion und eine Graphit-Karbonsaule (Alltech, Deerfield, IL) gereinigt. Die Proben
wurden gemdall Standardprotokollen fir die weitere Verarbeitung im MALDI-TOF
Massenspektrometer methyliert. Die Analysespektren wurden mit dem Ultraflex IlI
Massenspektrometer mit Smartbeam Laser (Bruker Daltonics, Billerica, Mass, USA)
aufgezeichnet. Das System wurde mit einem Glukosemarker kalibriert. Als Matrix wurde
2,5-Dihydroxybenzoat verwendet. Die Spektren wurden durch den Reflektor bei positiver
lonisierung mit 3000 Laserschiissen aufgezeichnet. Anhand der Spektren konnten die
enthaltenen Zuckerreste identifiziert und auf die Gesamtmenge der Glykane bezogen

werden.

39



MATERIALIEN UND METHODEN

2.2.8 Statistische Auswertung

Die Daten wurden in Form von Mittelwert und Standardfehler dargestellt. Der Vergleich
zweier unabhangiger Stichproben erfolgte durch den Mann-Whitney-U-Test. Drei oder mehr
unabhangige Versuchsgruppen wurden mit der 1-way ANOVA und anschlieBendem Dunnett
Post-Hoc-Test verglichen. Die Korrelation wurde mit der Spearman-Analyse Uberprift. Das
Signifikanzniveau wurde in den Abbildungen mit p<0,05(*), p<0,01(**) und
p < 0,001 (***) angegeben. Alle statistischen Tests wurden mit dem Programm GraphPad

Prism 5.0 durchgefiihrt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Untersuchung der Keimzentrumsbildung im Mausmodell

3.1.1 Induktion von Keimzentren durch Transfer in vitro aktivierter
Lymphozyten
Lymphozyten wurden aus den beiden Mausstammen BALB/c und C57BL/6 gewonnen
und fir drei Tage unter T-zellstimulierenden Bedingungen in vitro kultiviert (Abb. 3—-1). Nach
Kultivierung wurden die stimulierten Zellen in naive Empfangertiere des gleichen
Mausstamms intravends transferiert. An Tag sechs wurde die Keimzentrumsbildung in der

Milz histologisch untersucht.

Isolation vo i.v.
ozyte Zelltransfer

— Tage 3 *

Organentnahme

Abb. 3-1: Der Versuchsaufbau zur Induktion von Keimzentren nach Zelltransfer. Drei Tage vor
Versuchsbeginn wurden naiven Spendertieren die inguinalen, mesenterialen und poplitealen Lymphknoten
entnommen. Aus diesen wurden Lymphozyten gewonnen, die unter T-zellstimulierenden Bedingungen (mit
anti-CD3 und anti-CD28 beschichteten Petrischalen) fir drei Tage in Kultur genommen wurden. An Tag null
wurden diese stimulierten Lymphozyten intravends naiven Empfangertieren verabreicht. An Tag sechs wurden
den Versuchstieren die Milzen entnommen und auf Bildung von Keimzentren hin histologisch untersucht.

Mit der Durchflusszytometrie wurde die Population der Lymphozyten vor und nach der
in vitro Stimulation beziglich Wachstum, Vitalitdt, Aktivierungsstatus und
Zellzusammensetzung untersucht (Abb. 3-2 und Tab. 3-1).

Die Betrachtung der Zellpopulationen im sideward scatter (SSC) gegen den forward
scatter (FSC) zeigte die Lymphozyten vor Kultivierung als kleine Zellen, die in einer eng
gepackten Population lagen. Durch die stimulierende Kultur war eine Zunahme der

Granularitat und der GrofRe zu beobachten (Abb. 3-2 A).
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Abb. 3-2: Die durchflusszytometrische Analyse der ruhenden sowie der in vitro stimulierten Lymphozyten.
Die Lymphozyten wurden direkt nach Isolation (Tag -3) sowie nach stimulierender Kultur (Tag 0) analysiert.
Exemplarisch sind hier die Daten eines Experiments fiir Lymphozyten von BALB/c-Tieren wiedergegeben. A:
Ungefarbte Probe mit einem Gate (R1) um die Lymphozytenfraktion. B: Mit einer Propidiumiodid-Farbung
wurde die Vitalitat der im Gate liegenden Lymphozyten untersucht. M1 gibt den Anteil der toten Zellen wieder.
C: Der Erfolg der in vitro Stimulation wurde durch eine Hochregulation des Aktivierungsmarkers CD25 (TCR-PE
und CD25-PerCP-Farbung) lberprift. D: TCR-PE- und CD19-Alexa647-Doppelfarbung zur Darstellung der
Verteilung von T- und B-Zellen. E: Fir die Analyse der T-Zellpopulationen wurde zundchst ein Gate um die
TCR-FITC positiven T-Zellen gelegt. AnschlieRend wurde die T-Zellpopulation mittels CD4-PE und CD8-Alexa647
in die entsprechenden Subpopulationen unterteilt. FSC: forward scatter, SSC: sideward scatter, TCR:
T-Zellrezeptor.

Die Zellen innerhalb der Lymphozyten-Gates waren sowohl vor als auch nach
Kultivierung lebendig. Der Anteil der mit Propidiumiodid gefarbten toten Zellen lag bei unter
5% (Abb. 3-2 B). Die Kulturbedingungen fiihrten zu hochaktivierten T-Zellen, gemessen an
der Hochregulation des Aktivierungsmarkers CD25. Zusatzlich konnte nach Kultur eine
Herunterregulation des T-Zellrezeptors beobachtet werden (Abb. 3-2 C). Die
T-zellstimulierenden Bedingungen der Kultur fihrten zu einer erhéhten Anzahl der T-Zellen,
wodurch der Anteil der B-Zellen nach Kultivierung reduziert war. Auch hier war eine
reduzierte Expression des T-Zellrezeptors zu beobachten (Abb. 3-2 D). Zusatzlich wurde der
Anteil CD4" und CD8" T-Zellen innerhalb der T-Zellpopulation betrachtet. Nach Kultivierung
sank der Anteil der CD4" T-Zellen, wahrend der Anteil der CD8" T-Zellen zunahm. Dies l4sst
auf eine erhéhte Proliferation der CD8" T-Zellen schlieRen (Abb. 3-2 E).

Tab. 3-1: Der Vergleich der Lymphozyten vor und nach in vitro Stimulation.

BALB/c-Lymphozyten C57BL/6-Lymphozyten
ruhend [% + SEM] aktiviert [% + SEM] ruhend [% + SEM] aktiviert [% + SEM]

Vitalitat 97,3+0,7 95,5+1,8 97,9+0,8 97,6 £0,6
Aktivierung 0,9+0,5 90,0+2,2 ** 0,3%+0,1 84,4+2,8 **
T-Zellen 71,0+ 2,7 88,3+3,4 * 68,2+3,2 87,4+1,5 **
B-Zellen 21,1+1,7 129+19 * 25,2+2,9 9,0+1,0 **
CD4" T-Zellen 69,0+1,8 51,8+3,9 ** 52,6 +4,0 23,3+2,2 **
CD8" T-Zellen 23,5+0,3 35,2+0,8 ** 36,2+3,7 62,7+2,4 **

Angegeben ist der prozentuale Anteil der im Gate liegenden positiven Lymphozyten. Fiir die Analyse der CD4"
sowie CD8" T-Zellen wurden nur die TCR-PE positiven Zellen betrachtet. Je Mausstamm sind die Daten auf finf
unabhdngige Messungen zuriickzufiihren. Hier dargestellt als Mittelwerte mit Standardfehler (SEM). Verglichen
wurde der Status der Zellen vor (ruhend) und nach Kultur (aktiviert) mittels Mann-Whitney-U-Test, *p < 0,05;
**p <0,01. Zusatzlich wurde das Signifikanzniveau zwischen den beiden Stammen untersucht. Ruhende
CD4" T-Zellen (**), aktivierte CD4" T-Zellen (**) und aktivierte CD8" T-Zellen (**) waren signifikant verdndert
zwischen BALB/c und C57BL/6.
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Der Vergleich der Lymphozyten vor und nach ihrer Kultivierung zeigte, dass durch die in
vitro Stimulation die Vitalitdt der Lymphozyten nicht verdndert wurde. In beiden
untersuchten Mausstammen waren lber 95 % der Zellen lebendig (Tab. 3-1). Vor der Kultur
(Tag -3) waren kaum T-Zellen positiv fir einen der beiden Aktivierungsmarker (CD69 und
CD25). T-Zellen wurden in der Kultur effizient aktiviert. So waren nach Kultivierung 80-90 %
der T-Zellen aktiviert (Tab. 3-1).

Insgesamt fiihrte die Kultivierung in beiden Mausstimmen zu einem signifikanten
Anstieg der T-Zellen. So lagen vor der Kultur die T-Zellen bei etwa 70 % und die B-Zellen bei
Uber 20 % der gesamten im Gate liegenden Zellen. Nach Stimulation wuchs in beiden
Mausstammen die T-Zellpopulation auf etwa 88 % an. Die B-Zellpopulation ging hingegen
signifikant zurtick. Nach Kultivierung von BALB/c-Lymphozyten lag der Anteil der B-Zellen bei
12,9 % wahrend es bei den C57BL/6-Lymphozyten nur noch 9,0 % waren (Abb. 3-2 D und
Tab. 3-1).

Durch die T-zellstimulierende Kultur wurde in beiden Mausstammen der Anteil der
CD4" T-Zellen reduziert. In BALB/c war eine Reduktion von 69,0 % auf 51,8 % und in C57BL/6
von 52,6 % auf nur noch 23,3 % zu beobachten. Wiederum hatte die CD8" T-Zellpopulation
signifikant zugenommen. In BALB/c war ein Anstieg von 23,5 % auf 35,2 % und in C57BL/6
von 36,2% auf 62,7% zu beobachten (Tab. 3-1). Des Weiteren war hier auch ein
signifikanter Unterschied zwischen den Stammen zu finden. So war der Anteil der
CD4" T-Zellen schon vor der Kultur in den BALB/c-Lymphozyten signifikant héher. Dieser
erhéhte Anteil der CD4" T-Zellen blieb auch noch nach der T-zellstimulierenden Kultur
erhalten. Die CD8" T-Zellen aus BALB/c wiesen hingegen eine geringere Proliferation auf, was
sich in einem signifikant reduzierten Anteil der CD8" T-Zellen verglichen mit C57BL/6 zeigte
(Tab. 3-1 Legende).

Kontrollversuchstiere der Mausstaimme BALB/c beziehungsweise C57BL/6, denen
entweder PBS oder ruhende Lymphozyten intravends verabreicht wurden, bildeten an Tag
sechs wenige Keimzentren (Abb. 3-3 A+C). Der Transfer in vitro stimulierter Lymphozyten
flihrte hingegen in beiden untersuchten Mausstimmen zu einer massiven Bildung von
Keimzentren. BALB/c-Tiere bildeten insgesamt deutlich mehr und groRBere Keimzentren aus

als die C57BL/6-Tiere (Abb. 3-3 B+D).
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Kontrolle aktivierte Lymphozyten

BALB/c

C57BL/6

B220 : Ki-67

Abb. 3-3: Die Keimzentren entstehen sechs Tage nach Transfer in vitro stimulierter Lymphozyten. BALB/c
und C57BL/6 Kontrolltieren wurden ruhenden nicht stimulierte Lymphozyten oder PBS intravends verabreicht
(A+C). In Versuchstiere der beiden untersuchten Mausstimme wurden in vitro stimulierte Lymphozyten
stammspezifisch intravends transferiert (B+D). Die Milzen wurden sechs Tage nach Transfer entnommen und
mit B220 (B-Zellfarbung) und Ki-67 (Proliferationsmarker) gefarbt. Exemplarische Milzaufnahmen von BALB/c
(A+B) sowie C57BL/6 (C+D). Pfeilspitzen weisen auf Keimzentren hin. BALB/c (Kontrolle) [5]: n=18 (21);
C57BL/6 (Kontrolle) [4]: n = 20 (20). Die []-Klammern geben die Anzahl der Experimente an.

Die quantitative Auswertung der Keimzentrumsflachen belegt die Beobachtungen. In
beiden Mausstammen konnte eine signifikante Keimzentrumsbildung induziert werden
(Abb. 3-4). Verglichen mit den C57BL/6-Tieren war die Flache der induzierten Keimzentren

in den BALB/c-Tieren signifikant groRer.
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Abb. 3-4: Die Keimzentrumsreaktion ist in BALB/c signifikant stirker ausgeprigt als in C57BL/6.
Milzausschnitte wurden mit Image) quantitativ vermessen. Dazu wurde der Anteil der Keimzentrumsflache an
der ausgewerteten Ausschnittfliche bestimmt. Zusammengefasst dargestellt sind hier die Daten aller
Experimente der Negativkontrolle (Transfer ruhender Lymphozyten oder PBS) und der Positivkontrolle
(Transfer aktivierter Lymphozyten). Im spateren Verlauf werden in den verschiedenen Abbildungen nur die
Negativ- und Positivkontrolltiere der entsprechenden Experimente dargestellt. BALB/c (Kontrolle) [5]: n =18
(21); C57BL/6 (Kontrolle) [4]: n =20 (20). Die []-Klammern geben die Anzahl der Experimente an. Mittelwerte
mit Standardfehler. Vergleich mittels Mann-Whitney-U-Test, ***p < 0,001.

Aufgrund des deutlich starkeren Signals nach Transfer stimulierter Lymphozyten wurde
der BALB/c-Mausstamm gewahlt, um das System in der Maus zu etablieren. Wegen des
C57BL/6-Hintergrunds der CD154-Knockout-Tiere sowie des kongenen Ly5.1-Mausstamms
wurden im spateren Verlauf die entsprechenden Experimente mit den C57BL/6-Tieren

durchgefihrt.

3.1.2 Entstehung T-zellabhangiger Keimzentren

T-zellunabhangige Keimzentren sind genau wie T-zellabhdngige Keimzentren in der
Entstehung histologisch nicht voneinander zu unterscheiden. Keimzentren, die jedoch ohne
T-Zellhilfe entstehen, brechen an Tag flinf zusammen und gehen durch gesteigerte Apoptose
verloren. Innerhalb des Follikels sind in diesen Keimzentren keine T-Zellen nachzuweisen, die
zum Erhalt des Keimzentrums beitragen konnten (Vinuesa et al., 2000). Daher wurde
zunachst die Dauer der Keimzentrumsreaktion durch das Erstellen einer Kinetik sowie im
nachsten Schritt die Anwesenheit von T-Zellen im Keimzentrum untersucht. Zu
verschiedenen Zeitpunkten nach Transfer wurde den Tieren die Milz enthommen und
anschliefend quantitativ ausgewertet (Abb. 3-5). Die induzierten Keimzentren zeigen in der

Maus ein Maximum in Anzahl und Ausprdgung sechs Tage nach Transfer in vitro stimulierter
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Lymphozyten. Verglichen mit der jeweiligen zeitlichen Kontrollgruppe bleiben diese

Keimzentren bis Tag 14 erhalten.
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Abb. 3-5: Die Kinetik der Keimzentrumsentstehung in BALB/c-Mausen. Kontroll- wie Versuchstieren wurde zu
verschiedenen Zeitpunkten nach Transfer die Milz entnommen, histologisch untersucht und mittels Image)
quantitativ ausgewertet. Tag 0 [1]: n = 2; Tag 3 (Kontrolle) [1]: n = 3 (3), Tag 6 (Kontrolle) [3]: n =11 (13), Tag 10
(Kontrolle) [1]: n =4 (2) und Tag 14 (Kontrolle) [2]: n =5 (5). Die []-Klammern geben die Anzahl der Experimente
an. Mittelwerte mit Standardfehler. Vergleich mittels Mann-Whitney-U-Test, *p < 0,05; ***p < 0,001.

In einem T-zellunabhdngigen Keimzentrum sind wenige bis keine T-Zellen nachzuweisen,
die die Keimzentrumsreaktion unterstitzen kénnten, wadhrend sie in T-zellabhdngigen
Keimzentren zu finden sind (Vinuesa et al.,, 2000). Daher wurden die durch
Lymphozytentransfer induzierten Keimzentren mit Keimzentren, von denen eine
T-Zellabhangigkeit bekannt ist, verglichen. Dazu wurden die in unserem Haus etablierten
Tiermodelle genutzt. Im SRBC-Modell (Sheep red blood cells) wurden C57BL/6-Tieren
10’ Schaferythrozyten zunichst intravends und dann subkutan in die FuBsohle verabreicht.
Dies fuhrt zu einer T-zellabhangigen DTH-Reaktion (delayed-type hypersensitivity) und der
damit verbundenen, typischen FuRschwellung (Kalies et al., 2006, 2008; Stamm, 2011). Im
zweiten Modell wurden die Keimzentren untersucht, die nach einer Leishmania major
Infektion entstehen (Barthelmann, 2011; Barthelmann et al., 2012).

In allen drei Modellen wurde die Anzahl der sich im Keimzentrum befindlichen T-Zellen
bestimmt. Sowohl histologisch als auch quantitativ war kein Unterschied festzustellen. Die
Keimzentren zeigten eine vergleichbare Struktur und GrofRe. Die Anzahl der T-Zellen war
bezogen auf die Keimzentrumsflache in den verglichenen Modellen nicht verschieden (Abb.
3-6).
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Abb. 3-6: Die Anzahl der T-Zellen innerhalb des Keimzentrums ist in verglichenen Tiermodellen unveriandert.
Histologische Untersuchung von Keimzentren nach (A) intravendsem Transfer von aktivierter Lymphozyten
(Milz, Tag 6) (B) intravendsem Transfer von Schaferythrozyten (Milz, Tag 10; zur Verfiigung gestellt von
C. Stamm) und (C) einer subkutanen Infektion in den Full mit Leishmania major (popliteale Lymphknoten, Tag
21; zur Verfugung gestellt von J. Barthelmann). Die Férbung erfolgte mit anti-CD3 sowie PNA. Die Quantitative
Analyse erfolgte mit Imagel. T-Zellen wurden in den Keimzentren gezahlt und auf die Keimzentrumsflache
bezogen (n=3-5). Mittelwerte mit Standardfehler. Der Vergleich mittels 1-way ANOVA mit Dunnett
Post-Hoc-Test lieferte keine signifikanten Unterschiede. BZ: B-Zellzone, TZ: T-Zellzone, GC: Keimzentrum, SRBC:
Sheep red blood cell. Lm: Leishmania major.

3.1.3 Keimzentren sind von der Vitalitdt der transferierten Zellen abhangig

Die in vitro Stimulation von Lymphozyten bringt neben den gewiinschten stimulierten
Zellen auch vermehrt tote Zellen und Fragmente toter Zellen mit sich. Um eine durch
Artefakte der Zellkultur verursachte Keimzentrumsbildung auszuschlieBen, wurden
kultivierte Lymphozyten zundachst in drei Fraktionen geteilt. Wahrend die erste Fraktion auf
Eis gestellt wurde und unbehandelt blieb, wurde bei den beiden anderen Fraktionen der
Anteil toter Zellen erhoht. Hierflir wurde eine dieser Fraktionen einer 45-mintigen

Hitzebehandlung bei 90°C unterzogen, wahrend die andere Fraktion mit Ultraschall
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behandelt wurde. Beide Behandlungsverfahren hatten zur Folge, dass kaum Zellen innerhalb
des Gates R1 lagen, wo gewodhnlich lebende Lymphozyten zu erwarten waren. Die
behandelten Fraktionen enthielten nur tote Zellen und Zellfragmente, die auBerhalb des

Gates detektiert wurden (Abb. 3-7).
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Abb. 3-7: Die Hitze- und Ultraschallbehandlung tétet die Lymphozyten. Die kultivierten Lymphozyten wurden
in drei Fraktionen geteilt. Die erste Fraktion wurde auf Eis gestellt und blieb unbehandelt. Die zweite
Zellfraktion wurde 45 min bei 90°C in einem Wasserbad inkubiert. Die dritte Fraktion wurde einer
Ultraschallbehandlung unterzogen. Nach der Behandlung erfolgte eine Analyse im Durchflusszytometer. Die
lebenden Lymphozyten wurden mit dem Gate R1 markiert. Aulerhalb des Gates lagen tote Zellen sowie
Zellfragmente. SSC: sideward scatter, FSC: forward scatter.

Die unbehandelte Fraktion wurde genau wie die in vitro getoteten Zellen intravends
naiven Tieren injiziert. Zusatzlich wurde auch eine Fraktion der ruhenden, nicht stimulierten
Lymphozyten einer Hitzebehandlung unterzogen. Diese Gruppe diente als Kontrolle, um
auszuschlieBen, dass ruhende tote Lymphozyten Keimzentren induzieren kdnnten. Weder
die hitze- noch die ultraschallbehandelten Lymphozyten konnten Keimzentren induzieren
(Abb. 3-8). Die Vitalitat der Zellen ist fiir die Induktion der Keimzentren von Bedeutung. Tote

Zellen sowie Zellfragmente induzieren keine Keimzentrumsreaktion.
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Abb. 3-8: Die Keimzentren werden durch stimulierte und lebende Lymphozyten induziert, nicht jedoch durch
tote Zellen. Frisch isolierte sowie in vitro stimulierte Lymphozyten wurden intravends in naive BALB/c-Mause
injiziert. Die ruhenden sowie stimulierten Zellen wurden durch eine 45-minitige Hitzebehandlung bei 90°C
getotet. In einem weiteren Ansatz wurden stimulierte Lymphozyten durch eine Ultraschallbehandlung getotet
und ebenfalls transferiert. Zum Ausschluss von in der Kultur freigesetzter extrazelluldrer Faktoren wurde
Mausen der Zelliberstand intravends verabreicht. An Tag sechs nach Transfer wurde den Mausen die Milz
entnommen und die Keimzentrumsbildung quantifiziert. Unbehandelte Gruppe (Kontrolle) [2]: n=7 (8),
Hitzebehandlung (Kontrolle) [1]: n=4 (4), Ultraschallbehandlung [1]: n=4, Uberstand [1]: n=4. Die
[I-Klammern geben die Anzahl der Experimente an. Mittelwerte mit Standardfehler. Vergleich mittels 1-way
ANOVA mit Dunnett Post-Hoc-Test, ***p < 0,001.

Um sicherzustellen, dass aufRer der Vitalitdt der Zellen auch ein direkter Zellkontakt fiir
die Induktion der Keimzentren erforderlich war, wurde Mausen analog zum beschriebenen
Transfer der Zelliberstand von stimulierten Lymphozyten intravends injiziert. Im
Zelliberstand enthalten waren von Zellen in Kultur freigesetzte 16sliche Faktoren wie etwa
Zytokine. Der Transfer der freigesetzten, extrazelluliren Faktoren durch den Uberstand der
Zellkultur fihrte zu keiner Bildung von Keimzentren (Abb. 3-8). Die Keimzentrumsbildung

erforderte neben der Vitalitat der Zellen auch einen direkten Kontakt zwischen den Zellen.

3.1.4 T-Zellen mit begrenztem T-Zellrezeptorrepertoire induzieren eine
Keimzentrumsreaktion

Bei polyklonal aktivierten T-Zellen ist die Wahrscheinlichkeit sehr grof3, dass sie durch

ihren T-Zellrezeptor Uber MHC-Klasse-Il eine passende B-Zelle finden, die sie spezifisch

stimulieren und zur Bildung eines Keimzentrums bewegen kénnen. Daher wurde die Rolle

des T-Zellrezeptors bei der Interaktion zwischen den polyklonal aktivierten T-Zellen und den

B-Zellen und der anschlieBenden Keimzentrumsreaktion mit dem DO11.10-Mausstamm

untersucht. In diesem Mausstamm ist das T-Zellrezeptorrepertoire begrenzt. Der Rezeptor
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der meisten T-Zellen ist spezifisch gegen das OVA-Peptids;z.339 (Murphy et al., 1990). Wenn
polyklonal aktivierte T-Zellen Uber ihren T-Zellrezeptor die entsprechenden B-Zellen
erkennen, dann sollten T-Zellen mit begrenztem T-Zellrezeptorrepertoire aufgrund geringer
Moglichkeiten und einer reduzierten Wahrscheinlichkeit weniger passende B-Zellen
aktivieren und dadurch auch weniger Keimzentren induzieren.

Bei den Kontrolltieren waren kaum Keimzentren zu beobachten. Der Transfer
stimulierter BALB/c-Lymphozyten mit einem normalen T-Zellrezeptorrepertoire hatte eine
signifikante Keimzentrumsreaktion zur Folge. Eine vergleichbare Intensitat in der
Keimzentrumsbildung konnte nach dem Transfer stimulierter DO11.10-Lymphozyten mit
einem begrenzten T-Zellrezeptorrepertoire beobachtet werden (Abb. 3-9). In diesem Modell
war fur die Interaktion zwischen den T- und B-Zellen sowie die Stimulation der B-Zellen zur
Keimzentrumsbildung die Spezifitdt des T-Zellrezeptors ohne Bedeutung. Nach polyklonaler
Aktivierung der DO11.10-T-Zellen waren diese genau wie T-Zellen mit einem normalen,
uneingeschrankten T-Zellrezeptorrepertoire in der Lage, T-Zellrezeptor unabhdngig mit
B-Zellen in Kontakt zu treten und diese zur Keimzentrumsbildung zu stimulieren. Die
Interaktion der aktivierten T-Zelle mit der B-Zelle fand unabhangig von MHC-Klasse-I| statt,
da B-Zellen ohne ein Antigenpeptid iber MHC-Klasse-1l den T-Zellen prasentieren zu missen,

durch die aktivierten T-Zellen zur Keimzentrumsbildung stimuliert wurden.
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Abb. 3-9: Die Induktion von Keimzentren erfolgte unabhangig vom T-Zellrezeptorrepertoire. Kontrolltieren
wurde PBS intraven®s injiziert. Lymphozyten von wt BALB/c- und DO11.10-Mé&usen wurden in vitro polyklonal
stimuliert und in naive BALB/c-Mduse transferiert. An Tag sechs nach dem Transfer wurden die Milzen auf ihre
Keimzentrumsbildung hin untersucht. Normales TCR-Repertoire (Kontrolle): n=4 (4), begrenztes
TCR-Repertoire: n=4. Mittelwerte mit Standardfehler. Vergleich mittels 1-way ANOVA mit Dunnett
Post-Hoc-Test, ***p < 0,001. TCR: T-Zellrezeptor.
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3.1.5 Produktion von Autoantikorpern durch Transfer in vitro aktivierter
Lymphozyten

Fir die physiologische Bedeutung des Transfers in vitro aktivierter Lymphozyten in naive
Versuchstiere wurde eine mogliche Produktion von Autoantikérpern tberpriift. Dazu wurde
PBS-Kontrolltieren sowie Versuchstieren, denen in vitro aktivierte Lymphozyten intravends
injiziert wurden, vor Transfer sowie 21 Tage spater Serum entnommen und auf die
Anwesenheit von Autoantikdrpern hin untersucht. Ein Autoantikorperprofil wurden erstellt,
indem die Seren mit verschiedenen auf Mikrochips (Euroimmun) fixierten Substraten
inkubiert wurden (2.2.4.2). In Versuchstieren beider Gruppen waren vor dem Transfer keine
Autoantikoérper nachzuweisen (Abb. 3-10 A+B). Auch 21 Tage nach dem Transfer waren in
der PBS-Kontrollgruppe keine Autoantikérper zu finden (Abb. 3-10 C). Im Gegensatz dazu
konnten in alle Seren der Versuchstiere, denen aktivierte Lymphozyten transferiert wurden,

Autoantikorper gegen zytoplasmatische Proteine nachgewiesen werden (Abb. 3-10 D).

Kontrolle aktivierte Lymphozyten

Tag 0

Tag 21

Abb. 3-10: Transfer aktivierter Lymphozyten induziert Produktion von Autoantikdrpern. Kontrolltieren wurde
PBS intravends injiziert. In naive Versuchstiere wurden in vitro stimulierte Lymphozyten transferiert. An Tag 0
sowie 21 Tage nach Transfer wurde den Tieren Blut entnommen. Das Serum wurde von der Firma Euroimmun
auf die Produktion von Autoantikérpern gegen Zellkernproteine sowie auf zytoplasmatische Autoantikérper hin
untersucht. n = 10.
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3.1.6 CD154-unabhangige Aktivierung der B-Zellen mit anschlieBender
CD154-abhangigen Bildung von Keimzentren

Ein potenter Kandidat bei der Interaktion zwischen T- und B-Zellen ist der Kofaktor
CD154. Dieser wird von aktivierten T-Zellen exprimiert und bindet das konstitutiv von
B-Zellen exprimierte CD40. Mittels eines CD154-Knockout-Mausstammes konnte die
Bedeutung dieses Kofaktors fiir die Keimzentrumsbildung untersucht werden.

Der Transfer in vitro aktivierter CD154-kompetenter Wildtyp-Lymphozyten zuriick in
naive C57BL/6-Tiere (Wildtyp-Hintergrund) induzierte an Tag sechs eine signifikante
Keimzentrumsreaktion. Wurden aktivierte CD154-defiziente Lymphozyten in den
CD154-kompetenten Hintergrund transferiert, so war ebenfalls eine signifikante
Keimzentrumsbildung zu beobachten. Die Keimzentrumsbildung nach dem Transfer von
CD154-Knockout-Lymphozyten in naive Wildtyp-Mause unterschied sich nicht signifikant von
der Keimzentrumsbildung nach einem Wildtyp-in-Wildtyp-Transfer (Abb. 3-11).

Diese Keimzentrumsbildung blieb hingegen aus, wenn aktivierte CD154-defiziente
Lymphozyten in naive Tiere mit dem CD154-defizienten Hintergrund transferiert wurden

(Abb. 3-11).
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Abb. 3-11: Die Aktivierung von Lymphozyten ist CD154-unabhidngig, die Bildung der Keimzentren jedoch
CD154-abhidngig. Kontrolltieren wurde PBS intravends injiziert. Lymphozyten von C57BL/6-Wildtyp- und
CD154-Knockout-M3usen wurden in vitro stimuliert und in naive C57BL/6- sowie CD154-Knockout-Mause
transferiert. Versuchstieren wurden an Tag sechs nach Transfer die Milzen entnommen. Untersuchung der
Keimzentrumsbildung erfolgte durch eine quantitative Analyse mit Imagel). wt in wt (Kontrolle) [2]: n =13 (13),
CD154 KO in wt [2]: n=13, CD154 KO in CD154 KO [2]: n=12. Die []-Klammern geben die Anzahl der
Experimente an. Mittelwerte mit Standardfehler. Vergleich mittels 1-way ANOVA mit Dunnett Post-Hoc-Test,
**pn < 0,01, ***p <0,001. KO: Knockout, wt: Wildtyp.

53



ERGEBNISSE

Die oben aufgefiihrten Ergebnisse weisen auf einen Zweischrittmechanismus hin. Im
ersten Schritt werden B-Zellen entgegen der urspriinglichen Annahme bereits in vitro von
den stimulierten T-Zellen CD154-unabhangig aktiviert. Diese B-Zellen besitzen das Potential
nach Transfer Keimzentren zu bilden. CD154-defiziente T-Zellen waren in der Lage, B-Zellen
zu aktivieren. Nach Transfer in den CD154-kompetenten Hintergrund konnten Keimzentren
induziert werden (Abb. 3-11). Im zweiten Schritt bendtigen die B-Zellen fur die
Keimzentrumsreaktion Unterstlitzung von CD154-kompetenten T-Zellen. Wurden die Zellen
hingegen in den CD154-defizienten Hintergrund transferiert, so blieb eine

Keimzentrumsbildung aus.

3.1.6.1 B-Zellen werden bereits in vitro durch T-Zellen aktiviert und zur

Keimzentrumsbildung angeregt

Bei einer Aktivierung der B-Zellen bereits in vitro sollten separierte und aktivierte
T-Zellen nach Transfer zu keiner Keimzentrumsbildung fiihren. Zur Uberpriifung dieser
Annahme wurden zunichst CD4" und CDS8' T-Zellen isoliert. Die Reinheit fiir die
CD4" T-Zellen lag bei (iber 97 % und fiir die CD8" T-Zellfraktion bei etwa 93 % (Abb. 3-12).

CD4* T-Zellen CD8* T-Zellen
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Abb. 3-12: Die Separation der T-Zellfraktionen. Mit der negativen magnetischen Zellseparation wurden reine
CD4" und CD8' T-Zellfraktionen isoliert. Nach der Zellisolation wurde die Reinheit mittels der
Durchflusszytometrie untersucht. Nachdem um die TCR-FITC positiven T-Zellen ein Gate gelegt wurde, konnten
anschlieBend die T-Zellen mittels der Farbung mit CD4-PE und CD8-Alexa647 entsprechend in die
Subpopulationen aufgetrennt werden.

Nicht separierte Zellen wurden ebenso wie die separierten CD4" und CD8" T-Zellen in
Kultur genommen. Zur Kontrolle wurden auch die um CD4" beziehungsweise CD8" T-Zellen

reduzierten Fraktionen in Kultur genommen.
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Verglichen zu PBS-Kontrolltieren induzierten die nicht separierten Lymphozyten eine
signifikante Keimzentrumsbildung. Weder CD4" noch CD8" T-Zellen waren in der Lage, in
naiven Tieren Keimzentren zu induzieren. Diese beiden Gruppen waren von der
Kontrollgruppe, der PBS intravenos injiziert wurde, nicht zu unterscheiden. Der Transfer der
um CD4" und CD8'T-Zellen reduzierten Zellfraktionen fiihrte zu einer signifikanten
Keimzentrumsreaktion, die in ihrer Intensitdt mit der beobachteten Keimzentrumsbildung
nach Transfer nicht separierter Lymphozyten vergleichbar war (Abb. 3-13).
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Abb. 3-13: Isolierte T-Zellfraktionen induzieren keine Keimzentren. Kontrolltieren wurde PBS intravends
injiziert. Nicht separierte Lymphozyten, separierte CD4" und CD8" T-Zellfraktionen (Separation vor Kultur),
sowie die um CD4" und CD8" T-Zellen reduzierten Fraktionen (Ergebnis zusammengefasst fiir die beiden um
CD4" und CD8' T-Zellen reduzierten Fraktionen) wurden nach in vitro Stimulation in naive BALB/c-M3use
transferiert. An Tag sechs wurden die Milzen fir die Analyse der Keimzentrumsentwicklung entnommen. n = 4.
Mittelwerte mit Standardfehler. Vergleich mittels 1-way ANOVA mit Dunnett Post-Hoc-Test, **p < 0,01.
T: T-Zelle, B: B-Zelle.

Die separierten CD4" und CD8' T-Zellfraktionen induzierten nach Transfer keine
zusatzlichen Keimzentren. Diese beiden Populationen unterschieden sich in einem
wesentlichen Aspekt von nicht separierten, keimzentrumsbildendenden Lymphozyten. Beide
Fraktionen enthielten keine B-Zellen, die bereits in vitro aktiviert werden kénnten, um nach
Transfer Keimzentren zu bilden.

Um zu zeigen, dass die B-Zellen in vitro durch die T-Zellen aktiviert werden, wurden
zusatzlich auch B-Zellen separiert. Die Reinheit der B-Zellfraktion lag bei etwa 95 % (Abb. 3—
14 A). Im Gegensatz zu nicht separierten Lymphozyten waren die separierten B-Zellen nach

Zelltransfer nicht in der Lage Keimzentren auszubilden (Abb. 3-14 B). Fehlten die T-Zellen in
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Kultur, so wurden die B-Zellen nicht aktiviert und konnten nach Transfer keine Keimzentren

bilden.
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Abb. 3-14: Die B-Zellen miissen in Kultur durch T-Zellen aktiviert werden, um Keimzentren zu bilden.
Kontrolltieren wurde PBS intravends injiziert. Nicht separierte Lymphozyten sowie separierte B-Zellen
(Separation vor Kultur) wurden nach in vitro Stimulation in naive C57BL/6-Mause transferiert. Sechs Tage
spater wurden die Milzen fir die Analyse der Keimzentrumsentwicklung entnommen. A: Reinheit der
Separation. B: Keimzentrumsentwicklung. n=6. Mittelwerte mit Standardfehler. Vergleich mittels 1-way
ANOVA mit Dunnett Post-Hoc-Test, *p < 0,05.

In Kultur werden die B-Zellen durch die stimulierten T-Zellen aktiviert und dazu
angeleitet, nach Zelltransfer im Empfangertier Keimzentren zu bilden. Um diese Aussage zu
bestatigen, wurde der kongene Mausstamm C57BL/6Ly5.1 benutzt. Dieser Stamm
unterscheidet sich vom WildtypvC57BL/6 in der Variante des CD45vProteins. Leukozyten von
Wildtyp-Mausen exprimieren CD45.2 auf ihrer Plasmamembran, wahrend die Leukozyten
von C57BL/6Ly5.1-Tieren CD45.1 tragen. Auf diese Weise lassen sich die Zellen des
C57BL/6Ly5.1-Mausstamms nach Transfer in den Wildtyp histologisch verfolgen.

Der Transfer von Wildtyp- aber auch von C57BL/6Ly5.1-Lymphozyten induzierte im
naiven Tier Keimzentren. Diese waren in der B220- und Ki-67-Doppelfarbung nicht
voneinander zu unterscheiden (Abb. 3-15 A+C). Eine Betrachtung der B220- und
CDA45.1-Doppelfarbung bewies den Ursprung der Keimzentren. Wahrend nach Transfer von
Wildtyp-Lymphozyten die keimzentrumsbildenden B-Zellen negativ fir die CD45.1-Farbung
blieben, so waren nach Transfer der kongenen Lymphozyten die keimzentrumsbildenden
B-Zellen auch CD45.1-positiv (Abb. 3—-15 D). Die gebildeten Keimzentren wurden ausgezahlt
und der Ursprung durch den Vergleich der beiden Doppelfiarbungen festgelegt. Vom
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endogenen Anteil wurde die durchschnittliche Anzahl von Keimzentren aus Kontrolltieren
(Hintergrund der Keimzentrumsbildung) subtrahiert. Der Anteil an exogen gebildeten
Keimzentren nach Transfer von C57BL/6Ly5.1-Lymphozyten lag bei den zehn untersuchten

C57BL/6-Tieren bei 81,4 + 4,7 %.

wtin wt

Ly5.1 in wt

B220 : Ki-67 o B220 : CD45.1

Abb. 3-15: Die Keimzentren werden durch exogen transferierte B-Zellen gebildet. /n vitro stimulierte
Lymphozyten von C57BL/6 beziehungsweise dem kongenen Mausstamm C57BL/6Ly5.1 wurden in naive
C57BL/6-M3use transferiert. Sechs Tage nach Transfer erfolgte die Organentnahme. A+C: Farbung mit B220
und Ki-67. B+D: Farbung mit B220 und CD45.1. Braun angefdrbt wurden die transferierten Zellen des
C57BL/6Ly5.1 Mausstamms. Pfeilspitzen weisen auf Keimzentren hin. wt in wt [2]: n=10, Ly5.1 in wt [2]:
n = 10. Die []-Klammern geben die Anzahl der Experimente an. BZ: B-Zellzone, TZ: T-Zellzone, GC: Keimzentrum.

Um diesen Befund zu bestatigen und zu zeigen, dass die B-Zellen in vitro von T-Zellen
unabhadngig von CD154 aktiviert werden und Keimzentren bilden, wurden Lymphozyten vom
CD154-Knockout-Stamm in vitro stimuliert und in den C57BL/6Ly5.1-Mausstamm
transferiert. Dieser Zelltransfer induzierte eine Keimzentrumsbildung. Milzschnitte dieser
Versuchstiere wurden mit einer B220- und CD45.1-Doppelfarbung gefarbt. In diesem
Versuchsansatz wurden alle endogenen Zellen mit der CD45.1-Farbung braun angefarbt,
wahrend die exogenen B-Zellen nur blau (B220) angefarbt wurden. Die Mehrzahl der
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gebildeten Keimzentren war bei den sechs untersuchten Versuchstieren mit einem Anteil

von 67,0 £ 13,1 % exogenen Ursprungs (Abb. 3-16).

B220:CD45.1

Abb. 3-16: Die gebildeten Keimzentren sind groBtenteils exogenen Ursprungs. In vitro stimulierte
Lymphozyten von CD154-Knockout-M&usen wurden in naive kongene C57BL/6Ly5.1-M3use intravends
transferiert. Milzen wurden an Tag sechs nach Transfer entnommen und histologisch mit B220 und CD45.1
gefarbt. Keimzentrumsformende exogene B-Zellen wurden nur blau (B220) gefarbt, wahrend alle anderen
endogenen Zellen zusatzlich braun (CD45.1) angefarbt wurden. Pfeilspitzen weisen auf Keimzentren hin. n = 6.
BZ: B-Zellzone, TZ: T-Zellzone.

3.1.6.2 Ruhende CD154-kompetente CD4" T-Zellen leisten in

CD154-defizienten Tieren Hilfe bei der Keimzentrumsbildung

In vitro aktivierte B-Zellen scheiterten daran in CD154-defizienten Versuchstieren
Keimzentren zu bilden (Abb. 3-11). Daher wurden an Tag -2 ruhende CD154-kompetente
CD4* T-Zellen des kongenen C57BL/6Ly5.1-Mausstamms in CD154-defiziente Tiere
transferiert. Wurden anschlieRend aktivierte CD154-defiziente Lymphozyten transferiert, so
konnten in drei von sieben Tieren Keimzentren beobachtet werden. Nun waren in vitro
aktivierte B-Zellen auch in CD154-defizienten Tieren in der Lage, Keimzentren zu bilden.
Innerhalb dieser Keimzentren konnten die zuvor injizierten CD154-kompetenten

CD4" T-Zellen nachgewiesen werden (Abb. 3-17).
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BZZO : Ki-67 B220: CD45.1

Abb. 3-17: Ruhende CD154-kompetente CD4" T-Zellen leisten Hilfe bei der Bildung von Keimzentren in
CD154-defizienten Tieren. Ruhende CD154-kompetente Lymphozyten (C57BL/6Ly5.1) wurden an Tag -2 in
naive kongene CD154-Knockout-Mause intravends transferiert. An Tag 0 wurden zusatzlich in vitro stimulierte
Lymphozyten von CD154-Knockout-Mdusen transferiert. Sechs Tage nach Transfer erfolgte die
Organentnahme. Bei drei von sieben Tieren konnten Keimzentren induziert werden. A: Farbung mit B220 und
Ki-67. B: Farbung mit B220 und CD45.1. Braun angefirbt wurden die transferierten Zellen des C57BL/6Ly5.1
Mausstamms. Weille Pfeilspitzen markieren die Position von Keimzentren, wahrend schwarze Pfeilspitzen auf
die transferierten kongenen Zellen deuten. BZ: B-Zellzone, TZ: T-Zellzone.

3.1.7 Zusammenfassung zum Mechanismus der Keimzentrumsbildung

Es konnte gezeigt werden, dass in vitro polyklonal aktivierte T-Zellen, unabhangig von
MHC-Klasse-Il und CD154, B-Zellen stimulieren konnen. Diese B-Zellen bilden nach
intravendsem Transfer in vivo in Abhangigkeit von CD154 Keimzentren aus. Des Weiteren
konnte gezeigt werden, dass fiur die Aktivierung der B-Zelle und fiir die Hilfe bei der Bildung
eines Keimzentrums zwei verschieden T-Zellen verantwortlich sein koénnen. Die
Keimzentrumsbildung blieb aus, wenn die aktivierten B-Zellen in einen
CD154-Knockout-Hintergrund transferiert wurden. Die Keimzentrumsbildung konnte jedoch
gerettet werden, wenn diesen Tieren zuvor ruhende CD154-kompetente T-Zellen zugefiihrt
wurden. Diese antigenunabhéangig aktivierten Keimzentren resultierten in einer Produktion

von Autoantikdrpern.
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3.2 Modulation einer Autoimmunkrankheit

Die Epidermolysis bullosa acquisita ist eine T-zellabhdngige, autoantikorpervermittelte
Autoimmunkrankheit, die im Tiermodell reproduziert werden kann. Eine Immunisierung mit
dem rekombinanten Kollagen-Typ-VII-Fragment und dem Adjuvans Titermax flhrt zu einer
Thl-Immunantwort mit Produktion pathogener Autoantikérper der 1gG2-Subklasse, die das
Komplement aktivieren und damit die Entzindungskaskade starten. Durch den
Modulationsansatz sollten Autoantikérper der IgG1-Subklasse induziert werden, die das
gleiche Antigen binden, jedoch nicht komplementaktivierend wirken. Dadurch sollte der

pathogene Phanotyp in der Maus inhibiert werden.

3.2.1 Vorbehandlung verhindert die Epidermolysis bullosa acquisita

Fir die Modulation der Epidermolysis bullosa acquisita wurde das Adjuvans
Aluminiumhydroxid verwendet, welches primar eine Ty2-Immunreaktion mit vermehrter
Produktion von Autoantikorpern der nicht komplementbindenden IgG1-Subklasse induziert.
Durch eine Vorbehandlung vor der Krankheitsinduktion sollten diese spezifischen
Autoantikorper in der Maus induziert werden. |hre Bindung an die Haut sollte die Bindung
pathogener Autoantikorper der 1IgG2-Subklasse nach Krankheitsinduktion in Woche O
verhindern (Abb. 3-18).

Krankheitsinduktion

Woche

Abb. 3-18: Der Versuchsaufbau zur Modulation der Epidermolysis bullosa acquisita. In der Woche -9, -6
sowie -3 erfolgte eine Vorbehandlung der Versuchstiere. Anschliefend wurde in Woche 0 die experimentale
Epidermolysis bullosa acquisita induziert. Die Tiere wurden mit 60 pg mCol7C-GST im Adjuvans Titermax
immunisiert. Uber die folgenden 13 Wochen wurde der Krankheitsverlauf beobachtet. Dazu wurde wéchentlich
die Korperoberflache der Tiere nach auftretenden Krankheitssymptomen untersucht. Alle zwei Wochen wurde
Blut entnommen und zum Endzeitpunkt wurden diverse Organe wie Haut und Lymphknoten flr
Folgeuntersuchungen entnommen.

Als Positivkontrolle wurden Mause in einem Dreiwochenintervall drei Mal (Woche -9,
Woche -6 und Woche -3) mit PBS vorbehandelt. Nach Krankheitsinduktion in Woche 0

entwickelten die Versuchstiere den Phanotyp der Epidermolysis bullosa acquisita. In
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Woche 3 zeichnete sich dieser durch Bildung von Blasen und Lasionen zunachst an den
Ohren sowie an den Hinterbeinen aus. Ab Woche 5 waren Augen und der Bereich um die
Barthaare betroffen. Um die Woche 5-7 traten Schuppen im Kopf- und Nackenbereich sowie
am gesamten Torso auf. Nacken und Kopf sowie Bereiche am Bauch in der Nahe der
Hinterbeine konnten von Haarverlust betroffen sein. Heilung war mit Narbenbildung

verbunden (Abb. 3—-19 A+B).

A Ohne Vorbehandlung: Schitzende Vorbehandlung:
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Abb. 3-19: Der EBA-Phanotyp kann durch eine Vorbehandlung mit einem Antigen verhindert werden. In
Woche -9, -6 und -3 wurden Versuchstiere vorbehandelt (blauer Pfeil) und in Woche 0 wurde die Krankheit
induziert (roter Pfeil). Die Vorbehandlung erfolgte mit PBS oder mit murinem, rekombinanten Kollagen-Typ-VII
(mCol7C-GST) in Alum und Titermax. A: Reprdsentatives Versuchstier einer jeden Gruppe. B: Krankheitsverlauf
in Prozent der betroffenen Hautoberflache. PBS-Gruppe [2]: n =13, mCol7C-GST-Gruppe [2]: n=18. Die
[[-Klammern geben die Anzahl der Experimente an. Mittelwerte mit Standardfehler. Vergleich mittels
Mann-Whitney-U-Test, *p <0,05; ***p <0,001. A: Aluminiumhydroxid, mCol7C: murines C-Fragment von
Kollagen-Typ-VII mit GST-Tag, GST: Glutathion-S-Transferase, TM: Titermax.
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In Versuchstieren der zweiten Gruppe sollte ein spezifischer Schutz durch die Induktion
von nicht komplementaktivierenden und damit auch nicht pathogen wirkenden
IgG1-Autoantikorpern induziert werden. Sie wurden mit murinem Kollagen-Typ-VIl in einer
Kombination der Adjuvantien Aluminiumhydroxid und Titermax vorbehandelt. Die
Vorbehandlung war erfolgreich. Diese Versuchstiere blieben phanotypisch gesund und
entwickelten keine Epidermolysis bullosa acquisita. Der induzierte Schutz blieb lber den
gesamten Beobachtungszeitraum erhalten (Abb. 3-19 A+B).

Die mit PBS vorbehandelten Tiere wiesen nach Krankheitsinduktion hohe
Autoantikorpertiter der 1gG1-, IgG2b- und IgG2c-Subklasse im Blut auf. Die Vorbehandlung
mit Kollagen-Typ-VII fliihrte hingegen zu einer niedrigeren Produktion von Autoantikdrpern.
Verglichen mit der erkrankten PBS-Kontrollgruppe ging die schiitzende Vorbehandlung mit
einer signifikanten Reduktion der IgG1-Autoantikdrper einher. Auch die Titer der
pathogenen Autoantikorper der 1gG2b- und 1gG2c-Subklasse waren im Blut reduziert (Abb.
3-20).
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Abb. 3-20: Vorbehandlung mit Kollagen-Typ-VIl senkt die Autoantikérper-Titer im Blut. Mit einem
Kollagen-Typ-Vll-spezifischen ELISA wurden die IgG-Subklassen im Plasma quantifiziert und als Kinetik
dargestellt. PBS-Gruppe [2]: n =13, mCol7C-GST-Gruppe [2]: n=18. Die []-Klammern geben die Anzahl der
Experimente an. Mittelwerte mit Standardfehler. Vergleich mittels Mann-Whitney-U-Test, *p <0,05;
**p<0,01;, ***p<0,001. A: Aluminiumhydroxid, @ mCol7C: murines  Kollagen-Typ-VIl,  GST:
Glutathion-S-Transferase, TM: Titermax.

Die Hypothese zur Induktion nicht komplementaktivierender Autoantikdrper der
IgG1-Subklasse wurde damit widerlegt. Entgegen der Annahme konnte durch die
Vorbehandlung kein erhohter Titer der schiitzenden IgG1-Autoantikorper im Blut erzielt
werden.

Um die Spezifitdit der schiitzenden Vorbehandlung zu (Uberprifen, wurden
Versuchstiere mit EBA-unabhadngigen Antigenen vorbehandelt. Verwendet wurden hierzu
die Peptide Glutathion-S-Transferase (GST) und Ovalbumin (OVA). Des Weiteren erfolgte
eine Vorbehandlung nur mit Adjuvantien, um den Effekt dieser auf den Krankheitsverlauf zu
Uberprifen. Als Positivkontrolle wurden Versuchstiere erneut nur mit PBS vorbehandelt. Die

Krankheitsinduktion in Woche 0 resultierte im erwarteten Krankheitsbild (Abb. 3-21 A).
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Abb. 3-21: Der Schutz durch Vorbehandlung mit Ovalbumin, einem EBA-unabhingigen Protein. Die
Versuchstiere wurden vorbehandelt mit PBS sowie mit GST oder Ovalbumin (OVA) in Alum und Titermax sowie
Alum und Titermax ohne Antigen. Dargestellt sind der Krankheitsverlauf (A) sowie die Area under the Curve (B).
PBS-Gruppe [3]: n=21, GST-Gruppe [2]: n=13, OVA-Gruppe [2]: n=16, A+TM-Gruppe [2]: n=16. Die
[I-Klammern geben die Anzahl der Experimente an. Mittelwerte mit Standardfehler. Vergleich mittels 1-way
ANOVA mit Dunnett Post-Hoc-Test, ***p < 0,001. A: Aluminiumhydroxid, mCol7C: murines Kollagen-Typ-VII,
GST: Glutathion-SvTransferase, TM: Titermax.

In zwei Versuchsgruppen wurden Tiere vorbehandelt mit GST sowie mit Ovalbumin in
Aluminiumhydroxid und Titermax. Sowohl die Vorbehandlung mit GST als auch mit
Ovalbumin zeigte einen schiitzenden Effekt und verhinderte bei den Versuchstieren den
EBA-typischen Krankheitsverlauf. Die Vorbehandlung mit GST sowie mit Ovalbumin hatte
einen vergleichbaren schitzenden Effekt wie die Vorbehandlung mit Kollagen-Typ-VIl in
Aluminiumhydroxid und Titermax (Abb. 3-20 und Abb. 3-21). Nur vereinzelt waren
Merkmale der Erkrankung festzustellen. Zentrale Korperpartien wie Ohren, Nacken und
Hinterbeine blieben, verglichen mit der erkrankten Kontrollgruppe (PBS), ohne Befund.
Einzig Lasionen im Bereich direkt um die Augenpartie sowie vereinzelte Schuppen am Kérper
konnten beobachtet werden. Auch offene und nassende Wunden blieben aus. Der Vergleich
zur erkrankenden Versuchsgruppe durch die Area under the curve (AUC) zeigte eine
signifikante Reduktion im Krankheitsverlauf (Abb. 3-21 A+B).

Erfolgte die Vorbehandlung hingegen mit Adjuvantien, aber ohne ein Proteinantigen, so
blieb der schitzende Effekt aus. Die Tiere bildeten dann die EBA-typischen

64



ERGEBNISSE

Krankheitsmerkmale aus. Diese Versuchsgruppe war im Hinblick auf die Pathogenese nicht
zu unterscheiden von der erkrankenden Kontrollgruppe (Abb. 3—21 A+B). Dabei unterschied
sich diese erkrankende Gruppe von der geschitzten, mit Ovalbumin vorbehandelten
Gruppe, einzig in der Prdasenz des Peptids Ovalbumin wahrend der Vorbehandlungsphase. In
dessen Anwesenheit wurden die Tiere geschiitzt, fehlte es, so ging auch der schitzende
Effekt der Vorbehandlung verloren.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass eine Modulation der Erkrankung moglich ist.
Eine Vorbehandlung mit einem Proteinantigen induzierte einen wirksamen Schutz. Dieser
verhinderte nach Krankheitsinduktion den Ausbruch der Epidermolysis bullosa acquisita. Der
Schutz war nicht antigenspezifisch. Er konnte durch die Vorbehandlung mit Proteinantigenen

wie Kollagen-Typ-VIl, GST oder Ovalbumin erzielt werden.

3.2.2 IgG1l-Antikorpertiter sind im Blut gesunder Tieren nicht erhoht

Die Autoantikorpertiter der verschiedenen Versuchsgruppen wurden als AUC
aufgetragen und verglichen. Die Kinetik der Autoantikdrper im Blut ist dem Anhang zu
entnehmen (Abb. A-6). Bei Versuchstieren ohne Vorbehandlung (PBS-Gruppe) waren hohe
Titer sowohl der nicht komplementbindenden (IgG1) als auch der komplementbindenden
Autoantikorper (1gG2b und 1gG2c) im Plasma nachzuweisen (Abb. 3-22). Keine der vor der
Krankheitsinduktion geschiitzten Versuchsgruppen zeigte erhéhte Autoantikorperspiegel der
IlgG1-Subklasse. Tatsdchlich war sogar eine Reduktion der schitzenden, nicht
komplementbindenden IgG1-Autoantikérper nach Vorbehandlung mit Kollagen-Typ-VII
sowie mit Ovalbumin zu beobachten. Die komplementbindenden Autoantikdrper wiesen
zwischen der erkrankenden PBS-Kontrollgruppe und den geschiitzten Versuchsgruppen
(Kollagen-Typ-VII, GST und Ovalbumin) keine signifikanten Unterschiede auf. Jedoch waren
die Titer fir die komplementbindenden 1gG2b- und IgG2c-Autoantikérper nach

Vorbehandlung mit Kollagen-Typ-VIl sowie GST tendenziell leicht reduziert (Abb. 3-22).
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Abb. 3-22: Die zirkulierenden Antikérper korrelieren nicht mit dem Krankheitsverlauf. Mit einem
Kollagen-Typ-Vll-spezifischen ELISA wurden die IgG-Subklassen im Plasma quantifiziert. Zur besseren
Vergleichbarkeit wurden die Ergebnisse aller Versuche zusammengefasst und als Area under the Curve
dargestellt. PBS-Gruppe [3]: n =21, mCol7C-GST-Gruppe [2]: n =18, GST-Gruppe [2]: n = 13, OVA-Gruppe [2]:
n =16, A+TM-Gruppe [2]: n=14. Die []-Klammern geben die Anzahl der Experimente an. Mittelwerte mit
Standardfehler. Vergleich mittels 1-way ANOVA mit Dunnett Post-Hoc-Test, *p<0,05; **p<0,01;

***%p <0,001. A: Aluminiumhydroxid, mCol7C: murines Kollagen-Typ-VIl, GST: Glutathion-S-Transferase,
OVA: Ovalbumin, TM: Titermax.

Die erkrankende, nur mit Adjuvantien behandelte Gruppe zeigte eine signifikante

Erhéhung der pathogenen I1gG2b- und IgG2c-Autoantikdrper (Abb. 3-22). In allen

untersuchten Versuchstieren waren, unabhadngig von ihrem Krankheitsverlauf,

Autoantikorper der verschiedenen IgG-Subklassen nachzuweisen. Eine

Spearman-Korrelationsanalyse zwischen der AUC des Krankheitsverlaufs und der AUC der

verschiedenen Subklassen im Blut lieferte keinen Zusammenhang. Weder war in geschiitzten
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Tieren der lgG1-Titer erhoht, noch korrelierte die Menge der komplementbindenden

Autoantikérper mit der Pathogenese der erkrankten Tiere.

3.2.3 Vergleichbare Autoantikérper- und Komplementbindung an
dermo-epidermaler Junktionszone

Da die Menge der zirkulierenden Autoantikérper im Blut nicht mit dem
Krankheitsverlauf  korrelierte und die Epidermolysis bullosa acquisita eine
Autoimmunerkrankung der Haut ist, wurde die Ablagerung der Autoantikérper an ihr
Zielantigen in der dermo-epidermalen Junktionszone und die Komplementbindung
untersucht. Die Quantifizierung der Ablagerung der Autoantikorper an die
dermo-epidermale Junktionszone sowie die Bindung des Komplementfaktors C3 konnte
jedoch keine signifikanten Unterschiede aufzeigen. Unabhdngig von der Vorbehandlung
waren vergleichbare Mengen an Autoantikdrpern an die dermo-epidermale Junktionszone
gebunden. Die induzierten Autoantikdrper waren in der Lage, das Kollagen-Typ-VIl in der
Haut zu erkennen und zu binden. Es war auch kein Unterschied in der Aktivierung des

Komplementfaktors C3 zu finden (Abb. 3-23).
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Abb. 3-23: Kein Unterschied in der Ablagerung von IgGs und C3 an die dermo-epidermale Junktionszone.
Gesunde Areale der Ohrhaut (Woche 13 nach Krankheitsinduktion) wurden mit Hilfe der direkten

Immunfluoreszenz

analysiert.

AnschlieRend wurde die

Intensitat der

Ablagerung im Bereich der

dermo-epidermalen Junktionszone mittels digitaler Bildanalyse (Photoshoperweiterung Fovea Pro 4.0)
bestimmt. n = 8. Mittelwerte mit Standardfehler. Vergleich mittels 1-way ANOVA mit Dunnett Post-Hoc-Test,

*p < 0,05. A: Aluminiumhydroxid, mCol7C: murines Kollagen-Typ-VII,

OVA: Ovalbumin, TM: Titermax.
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3.2.4 Keine Veranderung der Autoantikorper Fc-Sialylierung durch
schiitzende Vorbehandlung

Die Funktion und Wirkung von Immunglobulinen wird wesentlich durch ihre
Fc-Glykosylierung reguliert. lhre pro- oder antiinflammatorische Wirkung ist eng mit der
endstdndigen Sialylierung des Polysaccharides des Fc-Fragments an Position Asparagin 297
verknlpft. Sialylierte Immunglobuline haben einen antiinflammatorischen Effekt. Mit
sinkendem Sialylierungsanteil nimmt die inflammatorische Wirkung der Antikérper zu
(Anthony et al., 2008b). Massenspektrometrisch wurden die Polysaccharide der Antikorper
analysiert. Dadurch konnte der Anteil der verschiedenen Polysaccharide an den gesamten
Glykanen bestimmt werden, die mindestens eine Sialinsdure trugen. Verglichen wurde die
Sialylierung innerhalb jeder Gruppe zwischen den unspezifischen Antikérpern der
Totalfraktion (Total) und den Kollagen-Typ-VIl-bindenden Autoantikdrpern der spezifischen

Fraktion (Spez).
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Abb. 3-24: Die I1gG Fc-Sialylierung korrelierte nicht mit dem EBA-Phanotyp. Massenspektrometrisch
untersucht wurden die Gesamtantikdrper (Total) sowie die Kollagen-Typ-Vll-spezifischen Autoantikérper
(Spez.). Dazu wurde zunédchst das Plasma einer jeden Versuchsgruppe aus Woche 13 nach Krankheitsinduktion
vereinigt. Mittels einer Protein-G-Sdule wurden die gesamten IgGs isoliert. Uber eine Kollagen-Typ-VII-S3ule
konnten anschliefend die spezifischen Antikdrper angereichert werden. Die Polysaccharide wurden durch
Endoglycosidase-S-Behandlung abgespalten und im Massenspektrometer untersucht. Aufgetragen wurden alle
Zuckerreste, die mindestens eine Sialinsdaure trugen. A: Aluminiumhydroxid, GST: Glutathion-S-Transferase,
OVA: Ovalbumin, TM: Titermax, G: Galaktose, GlcNac: N-Acetylglucosamin; S: Sialinsdure.
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Es konnten in den verschiedenen Versuchsgruppen leichte Schwankungen zwischen den
gesamten Immunglobulinen (Total) und den spezifischen Autoantikdrpern (Spez) beobachtet
werden. Entgegen den Erwartungen war der Anteil sialylierter Zucker in den erkrankenden
Gruppen nicht reduziert noch filihrte eine schiitzende Vorbehandlung zu einer erhéhten
Fc-Sialylierung der spezifischen Autoantikorper. Die Fc-Sialylierung der
Kollagen-Typ-Vll-spezifischen Autoantikérper lag bei den verschiedenen Versuchsgruppen
auf vergleichbarem Niveau (Abb. 3-24).

Es konnte gezeigt werden, dass 13 Wochen nach Vorbehandlung keine Veranderung der
Fc-Glykosylierung der Autoantikérper zwischen den erkrankten und geschiitzten Gruppen
beobachtet werden konnte. So konnte vom Anteil sialylierter Immunglobuline nicht auf den

Krankheitsverlauf geschlossen werden.

3.2.5 Vorbehandlung mit Ovalbumin induzierte im Lymphknoten ein
Tu2-Milieu

Die zirkulierenden Autoantikdrper im Blut korrelierten nicht mit dem Krankheitsverlauf.
Auch die Ablagerung an der dermo-epidermale Junktionszone, dem lokalen Ort der
Krankheit, flihrte zu keinem quantitativen Unterschied zwischen den verschiedenen
Gruppen. Genauso waren die Daten zur Glykosylierung der Autoantikorper nicht mit dem
Krankheitsverlauf in Einklang zu bringen.

Da die Ergebnisse der Untersuchungen der Autoantikorper nicht den schiitzenden Effekt
der Vorbehandlung erkldaren konnten, wurde der Entstehungsort der Autoantikérper und die
T-Zellhilfe im drainierenden Lymphknoten betrachtet. Durch die Vorbehandlung sollte dort
ein Ty2-Milieu mit einer vermehrten IgG1-Autoantikérperproduktion induziert werden. Dazu
wurden die erkrankende mit Aluminiumhydroxid und Titermax behandelte Gruppe mit der
geschitzten mit Ovalbumin in Aluminiumhydroxid und Titermax vorbehandelten Gruppe
naher betrachtet. In der Vorbehandlung unterschieden sich diese beiden Gruppen einzig in
der Prasenz von Ovalbumin. Fehlte es in der Behandlungsphase, so entwickelten die
immunisierten Versuchstiere den firs Tiermodell typischen Phdnotyp der Epidermolysis
bullosa acquisita. War es vorhanden, so blieb eine anschlieBende Krankheitsinduktion ohne

Erfolg (Abb. 3-21).
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Abb. 3-25: Durch die Ovalbuminvorbehandlung wird IL4 hochreguliert, aber IFNY herunter reguliert.
Versuchstiere wurden mit Aluminiumhydroxid und Titermax ohne Antigen sowie mit Ovalbumin in
Aluminiumhydroxid und Titermax vorbehandelt. Die Lymphknoten wurden nach der Vorbehandlung (Woche 0)
sowie drei Wochen nach Krankheitsinduktion entnommen. Mittels der Lasermikrodissektion wurden T- und
B-Zellzonen unabhidngig voneinander isoliert. Das Expressionsniveau von IFNY (A+B) und IL4 (C+D) wurde als
Kopie pro Kopie von MLN51 (housekeeping gene) mittels quantitativer real-time RT-PCR bestimmt. Woche 0:
n =6, Woche 3: n = 5. Mittelwerte mit Standardfehler. Vergleich mittels Mann-Whitney-U-Test, *p < 0,05; **p
<0,01. A: Aluminiumhydroxid, OVA: Ovalbumin, TM: Titermax.

Nach der Vorbehandlung in Woche 0 gab es zwischen den beiden Gruppen keine
Unterschiede in der Expression des Tyl-Zytokins IFNY. Die unterschiedliche Vorbehandlung

hatte keine Auswirkung auf die IFNy-Expression (Abb. 3-25 A). Drei Wochen nach
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Krankheitsinduktion zeigten Versuchstiere der nur mit Adjuvantien behandelten Gruppe
(nicht schitzende Vorbehandlung) eine erhohte Expression des proinflammatorischen
Zytokins IFNY in der T-Zellzone. Dieser IFNY-Anstieg wurde in der mit Ovalbumin
behandelten Gruppe nicht festgestellt (Abb. 3-25 B).

In drainierenden Lymphknoten der nur mit Adjuvantien vorbehandelten Tiere waren in
Woche 0 keine Verdanderungen in der Expression des Ty2-Zytokins IL4 festzustellen. Wurden
die Tiere hingegen zusatzlich mit Ovalbumin vorbehandelt, konnte in Woche 0 eine
signifikant erh6hte Expression von IL4 in der B-Zellzone bestimmt werden (Abb. 3-25 C).
Drei Wochen nach Krankheitsinduktion stieg auch in der erkrankenden Gruppe die
IL4-Expression in der B-Zellzone an, wahrend in der Ovalbumin-Gruppe der signifikante

Anstieg von Woche 0 wieder verschwunden ist (Abb. 3-25 D).

3.2.6 Zusammenfassung der Modulation der Epidermolysis bullosa
acquisita

Die Pathogenese der Epidermolysis bullosa acquisita wurde im Tiermodell erfolgreich
moduliert. Entgegen der anfangs aufgestellten Hypothese zur Verdrangung der pathogenen
komplementaktivierenden IgG2-Autoantikorper durch Autoantikérper der IgG1-Subklasse
konnte durch die Vorbehandlung kein Isotypenwechsel induziert werden. Weder die
schiitzenden Autoantikdrper der IgG1-Subklasse waren im Blut oder in der Haut erhdht noch
konnten in der Haut Veranderungen in der Ablagerung pathogener Autoantikorper (IgG2b
und 1gG2c) beobachtet werden. Des Weiteren war die schitzende Vorbehandlung
unspezifisch. Eine Behandlung mit den Proteinantigenen Kollagen-Typ-VIl, GST und
Ovalbumin in Aluminiumhydroxid und Titermax lieferte einen addaquaten Schutz vor dem
Ausbruch der Krankheit nach Krankheitsinduktion.

Die Zytokinanalyse im drainierenden Lymphknoten legte eine durch die schiitzende
Vorbehandlung induzierte Modulation der T-Zellhilfe Richtung Ty2-Typ offen. Neben den
Autoantikoérpern spielt die Polarisation der T-Zellen eine entscheidende Rolle bei der

Induktion der Epidermolysis bullosa acquisita.
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4 DISKUSSION

4.1 Transfer in vitro aktivierter Lymphozyten induziert in vivo
eine Keimzentrumsreaktion

Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals auch im Mausmodell gezeigt werden, dass
polyklonal aktivierte T-Zellen die B-Zellen stimulieren und nach intravendsem Zelltransfer in
naive Empfangertiere eine Keimzentrumsbildung induzieren kénnen. Sowohl in BALB/c- als
auch in C57BL/6-Mausen wurde in der Milz an Tag sechs eine heftige Keimzentrumsreaktion
beobachtet (Abb. 3-3 und Abb. 3—-4). Obwohl die in vitro Aktivierung der T-Zellen aus beiden
Mausstammen vergleichbar war, wurden nach Transfer der BALB/c-Lymphozyten signifikant
mehr und groRere Keimzentren induziert. Zwar Uberlebten die T-zellstimulierende Kultur
tendenziell mehr B-Zellen aus dem BALB/c-Mausstamm, jedoch bestand keine Korrelation
zwischen der Menge transferierter B-Zellen und den gebildeten Keimzentren (Tab. 3-1 und
Abb. A-1). Die starkere Keimzentrumsbildung im BALB/c-Mausstamm koénnte zu einem auf
die effektive Hilfe durch eine gréRere Population von CD4" T-Zellen erkldrt werden. Die
CD4" T-Zellen waren, verglichen mit den Lymphozyten der C57BL/6-Tiere, bei den
BALB/c-Lymphozyten signifikant hdaufiger vertreten. Bei den C57BL/6-Lymphozyten
iberwogen nach stimulierender Kultur hingegen die CD8'T-Zellen (Tab. 3-1). Ein
Kreuztransfer von Lymphozyten aus BALB/c-Tieren mit kongenem Haplotyp in
C57BL/6-Mause konnte zeigen, ob der signifikante Unterschied durch einen intrinsischen
Effekt der transferierten Zellen verursacht wird, oder ob die BALB/c-Mause generell in
diesem Modell eine starker ausgepragte Immunantwort aufweisen (Bailey, 1975; Freedman
and Lilly, 1975).

Der signifikante Unterschied in der Keimzentrumsbildung kann zum anderen aber auch
auf den beiden Mausstammen selbst beruhen. Zellen aus unterschiedlichen Mausstammen
konnen verschieden auf den gleichen Stimulus reagieren. So fihrt eine Stimulation von
B-Zellen mit einem CD40-Antikérper und IL23 in beiden Mausstammen zu verschiedenen
Effekten. B-Zellen aus BALB/c-Tieren zeigen eine erhdhte Proliferation und eine normale

Sterberate, wahrend es bei C57BL/6-Lymphozyten zu keiner erhdéhten Proliferation, sondern
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zu einer erhohten Sterberate der B-Zellen kommt (Jin et al., 2004). BALB/c-Tiere tendieren
zu einer humoralen Immunantwort mit einer Ty2-Typ Polarisation, wahrend C57BL/6-Tiere
zu einer Tyl-Reaktion neigen (Heinzel et al., 1989; Barthelmann et al., 2012). Ty1-Zellen
zeichnen sich durch eine IFNy-Produktion aus und leiten eine zelluldre Immunantwort ein.
Tu2-Zellen hingegen produzieren vornehmlich IL4, IL5 und IL13 und sind in die humorale
Immunantwort involviert (Zhou et al., 2009; Croxford and Buch, 2010). Um zu Uberprifen,
ob die starke Keimzentrumsbildung in BALB/c-Tieren auch zu einer starken humoralen
Immunantwort flhrt, sollten in Folgeexperimenten in beiden Mausstammen Verdanderungen
in den Antikorpertitern im Serum untersucht werden.

Die im Mausmodell induzierten Keimzentren waren mehrheitlich exogenen Ursprungs
(3.1.6.1). Dies weist darauf hin, dass die Aktivierung der B-Zellen bereits in Kultur erfolgt. Ein
Vergleich der Ergebnisse aus dem hier etablierten Mausmodells mit publizierten Daten des
Rattenmodells zeigt, dass die Aktivierung der B-Zellen auch in vivo erfolgen kann (Nachbar,
2000). In beiden Tiermodellen werden Lymphozyten unter T-zellstimulierenden
Bedingungen kultiviert (Bode et al., 1997; Baron et al., 2007). Im Rattenmodell sind nach drei
Tagen Keimzentren (iberwiegend endogenen Ursprungs (80 %) zu beobachten, was eine
Interaktion der in vitro stimulierten T-Zellen mit den endogenen B-Zellen des
Empfangertieres impliziert (Nachbar, 2000). In der Maus konnte nach Transfer separierter
und in vitro aktivierter CD4" oder CD8' T-Zellen keine Keimzentrumsbildung beobachtet
werden, unabhdngig davon, ob die Separation der T-Zellen vor oder nach der Aktivierung
erfolgte (Abb. 3-13 und Abb. A-3). Im Mausmodell wurden die B-Zellen in vitro durch
aktivierte T-Zellen stimuliert, Keimzentren zu bilden. Da jedoch in der Maus nach dem
Transfer aktivierter Lymphozyten nicht 100 % der Keimzentren exogenen Ursprungs waren,
ist auch hier eine in vivo Interaktion von transferierten Zellen und den B-Zellen des
Empfangertieres moglich und fiir die endogen gebildeten Keimzentren verantwortlich. Somit
ergdanzen sich die beiden Modelle und zeigen, dass in vitro polyklonal aktivierte T-Zellen

B-Zellen nach Transfer in vivo zu einer Keimzentrumsbildung stimulieren kénnen.

4.2 T-Zellen stimulieren B-Zellen MHC-Klasse-ll-unabhangig zur
Keimzentrumsbildung und Produktion von Autoantikorpern

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Stimulation der B-Zellen durch die

polyklonal aktivierten T-Zellen unabhdngig vom MHC-Klasse-Il erfolgte. Die T-Zellen wurden
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zwar Uber ihren T-Zellrezeptor und den Kofaktor CD28 aktiviert, konnten aber nach ihrer
Aktivierung MHC-Klasse-ll-unabhdngig B-Zellen stimulieren. So waren T-Zellen mit massiv
eingeschranktem T-Zellrezeptorrepertoire aus DO11.10-Tieren uneingeschrankt in der Lage,
B-Zellen zu stimulieren und Keimzentren zu induzieren (Abschnitt: 3.1.4). Die Literatur
beschreibt in vitro Ergebnisse, in denen polyklonal aktivierte T-Zellen, sowie die
Plasmamembranen dieser T-Zellen, eine Aktivierung und Proliferation von B-Zellen
induzieren kénnen (Brian, 1988; Noelle et al., 1992). Auch hier erfolgt in vitro die Stimulation
der B-Zellen durch die T-Zellen unabhangig von einer Antigenprasentation Uber den
MHC-Klasse-lI-Komplex (Brian, 1988; Hodgkin et al., 1990; Brines and Klaus, 1993). Die
Differenzierung der B-Zellen zu antikérpersezernierenden Plasmazellen, einschlieBlich eines
Klassenwechsels von I1gM zu IgG, IgA und IgE, kann in vitro durch Zugabe von Zellliiberstand
aktivierter T-Zellen oder der Zytokine IL4 und IL5 induziert werden (Hodgkin et al., 1990;
Noelle et al., 1991). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden,
dass die polyklonal aktivierten T-Zellen die B-Zellen nicht nur stimulieren, sondern in vivo
eine Keimzentrumsreaktion induzieren kénnen.

Die induzierte Keimzentrumsreaktion war von der T-Zellhilfe abhangig. Die Keimzentren
zeichneten sich durch ihre Langlebigkeit und die Anwesenheit follikularer Ty-Zellen innerhalb
des Keimzentrums aus. Die induzierten Keimzentren blieben, verglichen mit der Kontrolle,
Uber den gesamten Beobachtungszeitraum von 14 Tagen erhalten (Abb. 3-5). Im Gegensatz
dazu brechen T-zellunabhdngige Keimzentren nach finf bis sechs Tagen durch Apoptose
zusammen (Vinuesa et al., 2000). Die in diesem Modell induzierten Keimzentren wiesen eine
vergleichbar hohe Anzahl follikularer Ty-Zellen auf, wie sie in Keimzentren zu beobachten
waren, von denen bekannt ist, dass diese T-zellabhadngig sind (Kalies et al., 2008;
Barthelmann et al., 2012). Diese follikularen Ty-Zellen leisten die T-Zellhilfe, die fur die
Bildung und Erhaltung der Keimzentren notwendig ist (Elgueta et al., 2009; Victora et al.,
2010).

Die antigenunabhdngige Stimulation von B-Zellen durch aktivierte T-Zellen birgt die
Gefahr einer Autoimmunerkrankung. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass
die Stimulation der B-Zellen durch die polyklonal aktivierten T-Zellen zur Bildung von
Autoantikorper fiihrt (Abb. 3-10). In jedem gesunden Menschen kénnen autoreaktive
B-Zellen nachgewiesen werden (Koelsch et al., 2007; Meffre and Wardemann, 2008; Duty et

al., 2009). Werden in Folge einer Infektion T-Zellen in hoher Zahl aktiviert, so kénnen diese
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daraufhin in die Milz einwandern und durch eine Bystander-Aktivierung auch die
autoreaktiven  B-Zellen  stimulieren. So ist ein  Zusammenhang zwischen
Autoimmunerkrankungen und Infektionen beschrieben (Bach, 2005; Kivity et al., 2009; Sfriso
et al., 2010). Die polyklonal aktivierten T-Zellen vermittelten durch Zytokine und Kofaktoren
Uberlebens- und Differenzierungssignale auch an autoreaktive B-Zelle. Die auf diese Weise
gesteigerte, positive Selektion von B-Zellen kann zu Autoimmunerkrankungen fiihren
(Vinuesa et al., 2009). In der Literatur wird ein Zusammenhang zwischen spontaner
Keimzentrumsbildung, Bildung von Autoantikérpern und Autoimmunkrankheiten
beschrieben (Luzina et al., 2001; Vinuesa et al.,, 2005a). Eine erhdhte Anzahl follikuldre
T-Helferzellen kann zur Bildung spontaner Keimzentren und zur Entstehung eines zum
systemischen Lupus erythematodes (SLE)-dhnlichen Phanotyps fiihren (Vinuesa et al.,

2005a).

4.3 CD154 wird nicht bei der Aktivierung von B-Zellen benétigt,
ist aber essentiell fiir die Keimzentrumsbildung

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Stimulation der B-Zellen auch unabhangig von
CD154. Fir die erste Zell-Zellinteraktion zwischen T- und B-Zellen wurde das von den
aktivierten T-Zellen exprimierte CD154 nicht bendétigt. CD154-defiziente ebenso wie
CD154-exprimierende T-Zellen waren gleichermal3en in der Lage, B-Zellen zu stimulieren und
nach Transfer in einen CD154-kompetenten Hintergrund Keimzentren zu induzieren (Abb. 3—
11). Die Irrelevanz von CD154 bei der in vitro Stimulation der B-Zellen wurde durch den
Transfer dieser B-Zellen in den kongenen Ly5.1-Mausstamm belegt. Die gebildeten
Keimzentren waren auf diejenigen B-Zellen zurlckzufiihren, die in vitro von
CD154-defizienten T-Zellen stimuliert wurden (Abb. 3-16).

Diese Beobachtungen stehen scheinbar im Widerspruch mit der Literatur, die sowohl
in vitro als auch in vivo die Bedeutung von CD154 bei der Interaktion zwischen T- und
B-Zellen betont. So sind murine Erythroleukamie-(MEL)-Zellen, die mit CD154 transfiziert
wurden, in der Lage, in vitro eine Proliferation naiver B-Zellen zu induzieren. Jedoch ist die
Intensitdt der induzierten Proliferation in deutlichem MaRe reduziert, wenn sie mit der
B-Zellproliferation, die durch aktivierte T-Zellen erreicht werden kann, verglichen wird
(Brines and Klaus, 1993). Des Weiteren kann eine B-Zellaktivierung und Proliferation mit

einem monoklonalen, agonistischen anti-CD40 Antikérper induziert werden (Gordon et al.,
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1988). So lassen sich monoklonale B-Zellen in vitro durch CD154 aktivieren und in
Anwesenheit von IL4 und IL10 kann ein Klassenwechsel zu IgA, IgE und IgG stattfinden
(Cerutti et al., 1998). Mit einem antagonistischen Antikorper kann die T-zellabhdngige
B-Zellaktivierung wiederum gehemmt werden (Noelle et al.,, 1992). Zwar kdnnen nach
B-Zellaktivierung in Abwesenheit von CD154 und CD40 frihe Aktivierungsmarker wie c-myc
RNA-Expression nachgewiesen werden, aber erfordert eine normale Aktivierung der B-Zelle
den CD40-CD154-Signalweg (Liu et al., 1991; Schrader et al., 1997). Insgesamt kann in vitro
durch die Stimulation des von den B-Zellen exprimierten CD40 eine Aktivierung der B-Zellen
erreicht werden, jedoch bleibt die Aktivierung in ihrer Intensitat stets unter dem Niveau,
dass durch aktivierte T-Zellen erreicht werden kann.

Auch in vivo werden B-Zellen Uber den CD40-CD154-Signalweg stimuliert und treten in
den Zellzyklus ein. Eine in vivo Blockade des Signalwegs mit einem anti-CD154-Antikorper
unterdriickt die klonale Expansion von B-Zellen nach Immunisierung mit einem Antigen
vollstandig (Garside et al., 1998). Sowohl die primare als auch die sekunddre Immunantwort
wird durch den Einsatz des antagonistischen Antikérpers unterdriickt (Foy et al., 1993,
1994). Hier wird in vivo stets nur ein indirekter Nachweis fiir die Relevanz von CD154 bei der
Aktivierung der B-Zellen erbracht. Negative Effekte, verursacht durch die Behandlung mit
dem Antikérper, kdnnen jedoch nicht ausgeschlossen werden. Obwohl die Behandlung nur
vier Tage lang erfolgte, hielt die inhibierende Wirkung Uber drei Wochen an (Foy et al.,
1993). Durch die anhaltende Prdsenz des agonistischen CD154-Antikorpers kann nicht der
genaue Zeitpunkt der inhibierenden Wirkung identifiziert werden.

Und genau hier liegt der scheinbare Widerspruch des Modells dieser Arbeit mit
Ergebnissen der Literatur. Die Untersuchungen zur Relevanz von CD154 bei der Aktivierung
von B-Zellen basieren meist auf in vitro Experimenten. Dabei bleibt die Ubertragbarkeit auf
die Situation in vivo fraglich. Bei der in vivo Anwendung von CD154-Antikdrpern kann nicht
strikt zwischen der Aktivierung der B-Zellen und der Keimzentrumsbildung unterschieden
werden, wenn als Messmethode die Antikorperproduktion dient. Der Vorteil des Tiermodells
dieser Arbeit ist, dass zwischen der Aktivierung der B-Zellen und der Keimzentrumsbildung
unterschieden werden kann. Wahrend hier CD154 fiir die Aktivierung der B-Zellen nicht
erforderlich ist, ist die Keimzentrumsbildung in hohem MaRe von CD154-kompetenten
T-Zellen abhdngig. Denn obwohl fir die Stimulation der B-Zellen durch die polyklonal

aktivierten T-Zellen CD154 nicht erforderlich war, wurden Keimzentren nur nach Transfer in
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Versuchstiere mit einem CD154-kompetenten Hintergrund gebildet. Erfolgte der Transfer in
CD154-defiziente Tiere, so wurden keine Keimzentren gebildet (Abb. 3—=11 und Abb. A-2).
Des Weiteren konnte hier gezeigt werden, dass die Aktivierung der B-Zelle sowie die
T-Zellhilfe bei der Keimzentrumsreaktion nicht durch dieselbe T-Zelle erfolgt. B-Zellen, die
durch CD154-kompetente T-Zellen aktiviert wurden, bendtigen im Empfangertier T-Zellhilfe
von CD154-kompetenten T-Zellen.

Es ist bekannt, dass CD154-defiziente Tiere nicht in der Lage sind, nach Immunisierung
mit einem T-zellabhdngigen Antigen, Keimzentren auszubilden. Im CD154-defizienten
Mausstamm ist die primdare humorale Immunantwort (lgM-Produktion) gegen
thymusabhangige Antigene reduziert, wahrend die sekunddre humorale Immunantwort
(IgG-Produktion) vollstéandig ausbleibt (Renshaw et al.,, 1994; Xu et al.,, 1994). Die
Keimzentrumsbildung und der damit verbundene Klassenwechsel bei einer T-zellabhangigen
Antikorperantwort ist in hohem Malle von CD154 und Zytokinen abhéngig (Jabara et al.,
1990; Defrance et al., 1992; Hasbold et al., 1999). Ohne diese Uberlebenssignale sterben
innerhalb von 18 Stunden nahezu alle B-Zellen des Keimzentrums durch Apoptose (Feuillard
et al., 1995). Jedoch kann die Apoptose der Zentrozyten durch ein Kreuzvernetzung des
B-Zellrezeptors sowie durch einen agonistischen monoklonalen CD40-Antikorper gehemmt
werden (Liu et al., 1989).

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass in den
CD154-defizienten Tieren, die keine T-zellabhangigen Keimzentren bilden kénnen, dennoch
eine T-zellabhangige Keimzentrumsbildung induziert werden kann. Durch den Transfer
ruhender CD154-kompetenter CD4' T-Zellen konnten in vivo B-Zellen, die zuvor durch
CD154-kompetente T-Zellen aktiviert wurden, in ihrer Keimzentrumsreaktion unterstitzt
werden. Innerhalb der gebildeten Keimzentren wurden einige ruhende CD154-kompetente
CD4" T-Zellen nachgewiesen (Abb. 3-17). Aktivierte B-Zellen kénnen in Abhingigkeit vom
CD154-CD40-Signalweg naive T-Zellen aktivieren (Morris et al., 1994; Constant et al., 1995;
Foy et al., 1996; Rodriguez-Pinto and Moreno, 2005). Auf diese Weise kann die B-Zelle die

bendtigte T-Zellhilfe induzieren.

4.3.1 Das neue Zweischrittmodell der Keimzentrumsbildung

Bisher wird angenommen, dass der erste Zell-Zellkontakt von T- und B-Zellen in der
Grenzzone abhangig von CD154 ist. Nach diesem ersten Kontakt wandern die T- und B-Zellen
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gemeinsam in den Follikel ein und bilden dort CD154-abhdngig ein Keimzentrum (Vinuesa
and Cyster, 2011). Die in der vorliegenden Arbeit induzierte Keimzentrumsbildung kann
mittels eines Zweischrittmodells erklart werden. Im ersten Schritt werden B-Zellen durch
aktivierte T-Zellen stimuliert. Diese B-Zellstimulation findet unabhdngig einer
Antigenprasentation oder des Kofaktors CD154 statt. Um Keimzentren zu bilden, sind im
zweiten Schritt die stimulierten B-Zellen auf CD154-kompetente T-Zellhilfe angewiesen. In
der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die B-Zellen diese Hilfe im zweiten
Schritt von ruhenden T-Zellen erhalten kénnen, die nicht an der Stimulation der B-Zellen
beteiligt waren.

Damit kann eine unkontrollierte  Stimulation von B-Zellen zu einer
Autoimmunerkrankung fihren. In Form einer Bystander-Aktivierung kdnnen nach Infektion
mit einem Pathogen im entziindlichen Milieu mit Gewebeschadigung antigenprasentierende
Zellen aktiviert werden. Folglich werden vermehrt kérpereigener Strukturen prozessiert und
prasentiert. Dadurch kdnnen wiederum autoreaktive T- oder B-Zellen aktiviert werden
(Walker and Abbas, 2002). Stimulierte B-Zellen haben das Potential T-Zellen zu aktivieren
und auf diese Weise ihre Differenzierung zu beeinflussen. Im Tiermodell der experimentellen
autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) agieren aktivierte B-Zellen als antigenpradsentierende
Zellen und fordern eine proinflammatorische Polarisation der T-Zellen (Weber et al., 2010).
Eine Depletion von B-Zellen, wie etwa bei der Behandlung der Autoimmunerkrankungen
Lupus nephritis, Pemphigus vulgaris (PE) oder systemischer Lupus erythematodes (SLE), geht
auch mit einer Reduktion der autoreaktiven T-Zellen sowie einer reduzierten T-Zellhilfe
einher (Sfikakis et al., 2005; Eming et al., 2008; Lund and Randall, 2010). Zudem wird CD154
in membrangebundener und |6slicher Form eine wichtige Rolle bei immunentziindlichen
Prozessen von Autoimmunkrankheiten zugesprochen (Schénbeck and Libby, 2001; Hassan et
al., 2009). Die CD154-Beteiligung wird auch fur Autoimmunkrankheiten diskutiert, bei denen
die Aktivierung von T- und B-Zellen von Bedeutung ist, wie zum Beispiel systemischer Lupus
erythematodes, rheumatoide Arthritis (RA), Lupus nephritis, Multiple Sklerose und
Typ-I-Diabetes (Gerritse et al., 1996; Alaaeddine et al., 2012). Es lassen sich erhéhte Level
von |6slichem CD154 im Blut von SLE- und RA-Patienten beobachten. Auch eine erhdéhte
Expression von CD154 auf T-Zellen kann detektiert werden (Koshy et al., 1996; Toubi and
Shoenfeld, 2004). Eine Behandlung von SLE-Patienten mit einem anti-CD154-spezifischen

Antikorper fihrt zur Minderung von Symptomen. Die Zahl der im peripheren Blut
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zirkulierenden, aktivierten B-Zellen sowie die Autoantikorpertiter konnen durch diese
Behandlung reduziert werden (Grammer et al., 2003).

Der Organismus ist daher auf strenge Kontrollmechanismen angewiesen, die eine
unbeabsichtigte Aktivierung von T-Zellen verhindern sollen (Adelstein et al., 1991; Rioux and

Abbas, 2005).

4.4 Modulierende Vorbehandlung schiitzt vor Epidermolysis
bullosa acquisita ohne die schiitzenden IgG1-Autoantikorper
zu erhohen

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass die Modulation der
Pathogenese der autoantikdrpervermittelten Epidermolysis bullosa acquisita moglich ist.
Durch eine Vorbehandlung mit einem Proteinantigen (Kollagen-Typ-VIl, GST und Ovalbumin)
in den Adjuvantien Aluminiumhydroxid und Titermax konnte antigenunabhangig ein
schiitzender Effekt induziert werden, der den pathogenen Phéanotyp nach
Krankheitsinduktion bei den Versuchstieren verhinderte (siehe Abschnitt 3.2.1). Ein
signifikanter Schutz wurde auch erreicht, wenn in der Vorbehandlung mit Ovalbumin das
Adjuvans Titermax substituiert wurde (Abb. A-4 und Abb. A-5). Die modulierende
Vorbehandlung in diesem Modell schitzte zwar vor dem pathogenen Krankheitsverlauf,
jedoch nahm sie kaum einen Einfluss auf die Quantitat und Qualitat der IgG-Subklassen. Von
den untersuchten Subklassen ist bekannt, dass in der Maus IgGl nicht die
Komplementkaskade induziert, wahrend 1gG2b und IgG2c komplementaktivierende
Antikorper sind (Ey et al., 1978; Klaus et al., 1979; Uysal et al., 2009; Daha et al., 2011).
Entgegen unserer Hypothese wurde im Blut der geschiitzten Gruppen (Vorbehandlung mit
Kollagen-Typ-VIl, GST und Ovalbumin) weder ein Anstieg schitzender, nicht
komplementaktivierender Autoantikérper der IgG1-Subklasse noch eine signifikante
Reduktion der pathogenen Autoantikorper der IgG2b- und IgG2c-Subklasse beobachtet
(Abb. 3-22). Eine Immunisierung mit einem Proteinantigen in dem Adjuvans
Aluminiumhydroxid induziert eine vermehrte Produktion von IgG1-Antikérpern (Hunter,
2002; Cribbs et al., 2003). Jedoch konnte im Mausmodell der Epidermolysis bullosa acquisita
gezeigt werden, dass die zirkulierenden Autoantikérper in dem EBA-empfanglichen
SJIL-Mausstamm und dem resistenten BALB/c-Mausstamm nicht mit dem Krankheitsverlauf

korrelieren. Geschitzte Versuchstiere weisen vergleichbare Titer der Autoantikérper im Blut
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auf (Hammers et al.,, 2011). Dies konnte darauf schlieRen lassen, dass durch die
Vorbehandlung nicht die Menge der zirkulierenden Autoantikdrper beeinflusst wurde,
sondern vielmehr ihre Spezifitdt oder ihre Funktion.

Eine durch die Vorbehandlung induzierte Modulation der Spezifitdat der Autoantikdrper
flir ihr Zielantigen in der Haut kann ausgeschlossen werden. Trotz verschiedenen Phanotyps
unterschieden sich die induzierten Autoantikdrper nicht in ihrer quantitativen Bindung an
die Haut (Abb. 3-23). Im EBA-empfanglichen SJL-Mausstamm werden durch die
Autoantikorper bestimmte Epitope in der Haut gebunden, wodurch auch das Komplement
aktiviert wird. In EBA-resistenten Tieren werden hingegen andere Epitope erkannt. Zwar
kann dann auch eine Bindung der Autoantikérper an die Haut nachgewiesen werden, jedoch
wird die Komplementkaskade nicht aktiviert und der pathogene Phanotyp bleibt aus (Ludwig
et al., 2010). Da jedoch in der vorliegenden Arbeit keine Unterschiede in der
Komplementbindung, gemessen an der Ablagerung des Komplementfaktors C3 an die
dermo-epidermale Junktionszone, festgestellt wurden, kann eine Modulation der
Epitopenbindung ausgeschlossen werden. Trotz verschiedenen Phanotyps konnten die
Autoantikorper an die Haut binden und die Komplementkaskade aktivieren.

In der Literatur beschrieben sind Unterschiede in der Ablagerung von Autoantikérpern
an die dermo-epidermale Junktionszone. Wahrend in EBA-anfdlligen Mausstammen eine
intensive Bindung von komplementbindenden Autoantikdrpern nachgewiesen werden kann,
zeichnen sich EBA-resistente Mausstimme wie etwa BALB/c oder C57BL/6 durch eine
vermehrte Ablagerung nicht komplementbindender Autoantikérper der IgG1-Subklasse aus
(Ludwig et al., 2010; Hammers et al., 2011). Auch ein Vergleich der
Autoantikorperablagerung an die Haut kranker und gesunder Tiere innerhalb des
SJL-Mausstamms fiihrt zu &dhnlichen Ergebnissen (Ellebrecht, 2012). In diesen Arbeiten
werden jedoch kranke Hautareale mit gesunden Hautarealen verglichen. Um im Modell der
vorliegenden Arbeit eine Vergleichbarkeit zwischen den Versuchsgruppen zu gewahrleisten,
wurden stets gesunde Hautareale untersucht, unabhangig vom Krankheitsverlauf. Daher ist
kein direkter Bezug zu den oben genannten Arbeiten mdglich. Dies kann erklaren, warum in
der Literatur zwischen erkrankenden und gesunden Tieren Unterschiede in der Ablagerung
von Autoantikérpern an die Haut und der Komplementaktivierung detektiert werden, diese

jedoch nicht im Rahmen dieser Arbeit beobachtet werden kénnen.
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4.5 Induzierter Schutz korreliert nicht mit der Fc-Sialylierung der
Autoantikorper

In der vorliegenden Arbeit konnten nach verschiedener Vorbehandlung keine
Unterschiede in der Fc-Sialylierung der Kollagen-Typ-Vll-spezifischen Autoantikdrper
gemessen werden. Da jedoch die Daten momentan auf nur einem Messergebnis je Gruppe
beruhen, ist eine Deutung der Ergebnisse schwierig und muss noch durch Folgeexperimente
bestdtigt werden (Abb. 3-24). Fir die Gewinnung und die Analyse der
Kollagen-Typ-Vll-spezifischen Autoantikdrper musste das Plasma aller Versuchstiere einer
jeden Gruppe vereinigt werden. Dadurch kénnen in einem in vivo Modell Informationen
verloren gehen. Abweichungen eines einzelnen Tieres konnen das Ergebnis der gesamten
Gruppe unbemerkt beeinflussen. Eine pro- oder antiinflammatorische Wirkung von
Antikorpern wird wesentlich durch ihre Glykosylierung am Fc-Fragment reguliert (Kaneko et
al., 2006; Anthony et al., 2008a; Nimmerjahn and Ravetch, 2008). Die Modifikation der
Zuckerzusammensetzung wirkt sich gravierend auf die Funktionalitdt der Antikorper aus.
Antikdrper ohne endstandige Sialinsdauren vermitteln einen proinflammatorischen Effekt,
wahrend sialylierte Antikorper antiinflammatorisch wirken (Parekh et al., 1985; Anthony et
al., 2008b, 2011). Daher wurde bei dem durch die Vorbehandlung induzierten Schutz eine
erhohte Sialylierung der Autoantikoérper erwartet. Die erhéhte Sialylierung konnte nicht fiir
die schiitzende GST- oder Ovalbumin-Vorbehandlung beobachtet werden (Abb. 3-24).
Hoch-sialylierte Antikérper vermitteln einen antiinflammatorischen Effekt. Intravends
verabreichte Immunglobuline (IVIG) werden in hohen Dosen (2 g/kg) zur Behandlung von
Autoimmunerkrankungen eingesetzt (Nimmerjahn and Ravetch, 2008). Zwar ist der genaue
Wirkmechanismus noch nicht aufgedeckt, aber es konnte gezeigt werden, dass die Effizienz
einer IVIG-Behandlung durch eine Erhohung des Anteils sialylierter Antikdrper verbessert
wird (Kaneko et al., 2006).

In einem Folgeexperiment sollte die Glykosylierung in einzelnen Tieren bestimmt
werden. Erst durch diese zusatzlichen Untersuchungen kann (ber den Einfluss der
Vorbehandlung auf die Glykosylierung der Autoantikdrper entschieden werden. Auch sollte
in diesem Zusammenhang zusatzlich eine mogliche Veranderung der a-2,6-Sialyltransferase
in den Plasmazellen analysiert werden. Die Sialylierung von Antikérpern hangt vom Milieu
ab, in dem die Plasmazellen entstehen. Erfolgt eine Antigenstimulation unter

inflammatorischen Bedingungen, so wird in den Plasmazellen die a-2,6-Sialyltransferase
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herunterreguliert. Dadurch werden die Antikérper weniger sialyliert und wirken
proinflammatorisch. Fehlt jedoch das proinflammatorische Signal in der Bildungsphase, so
entstehen Plasmazellen mit hoher Expression der a-2,6-Sialyltransferase. Gebildet werden
anschlieBend Antikorper mit antiinflammatorischer Wirkung (Oefner et al.,, 2012).
Interessant ware in diesem Rahmen auch die Untersuchung der Expression von SIGN-R1
(specific ICAM-3 grabbing non-integrin-related 1). SIGN-R1 wird fiir die antiinflammatorische
Wirkung von IVIG bendtigt, indem es an das sialylierte Fc-Fragment von Immunglobulinen
bindet (Anthony et al., 2008b). Der durch die Vorbehandlung induzierte Schutz kann mit
einer erhohten Expression des Rezeptors korrelieren, wodurch der antiinflammatorische

Effekt der sialinsdauretragenden Antikorper verstarkt wird.

4.6 Vorbehandlung induziert unterschiedliche T-Helferzellen

Die Vorbehandlung der Versuchstiere mit einem Proteinantigen in Aluminiumhydroxid
und Titermax induzierte einen Schutz vor dem pathogenen Verlauf der Epidermolysis bullosa
acquisita, jedoch kann dieser Schutz nicht durch Modulation der Autoantikdrper in Quantitat
oder Qualitat erklart werden. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit auch die T-Zellantwort
im drainierenden Lymphknoten untersucht.

Die nicht schitzende Vorbehandlung mit den Adjuvantien Aluminiumhydroxid und
Titermax hatte zur Folge, dass drei Wochen nach Krankheitsinduktion vermehrt IFNy
exprimiert wurde, was zur Pathogenese der Epidermolysis bullosa acquisita flihrte. Durch die
Vorbehandlung mit Ovalbumin in Aluminiumhydroxid und Titermax wurde hingegen eine
erhohte Expression von IL4 in der B-Zellzone des drainierenden Lymphknotens induziert.
Diese Ty2-Typ polarisierten T-Zellen inhibierten nach Krankheitsinduktion die
IFNy-Expression in der T-Zellzone (Abb. 3-25). Unabhangig von der Lokalisation einer
Zytokinausschittung erhdlt die Mehrzahl der Lymphozyten eines drainierenden
Lymphknotens (einschlieBlich naiver T-Zellen) das Zytokinsignal. Diese Zellen &dndern
daraufhin ihren Phdnotyp beziehungsweise die damit verbundene Funktionsrichtung. So
wird auch durch eine Ty2-Polarisation des drainierenden Lymphknotens mit
IL4-Ausschittung (entspricht der Vorbehandlung im Modell dieser Arbeit), eine sich
anschlieBende Ty1-Reaktion mit IFNy-Produktion (entspricht der Krankheitsinduktion) gegen

ein anderes Antigen unterdriickt (Perona-Wright et al., 2010).
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Anhand der Daten der vorliegenden Arbeit kann fiir die Pathogenese und den
Mechanismus der Vorbehandlung eine neue Signalkaskade definiert werden (Abb. 4-1).
Ohne schiitzende Vorbehandlung werden nach Krankheitsinduktion
Kollagen-Typ-Vll-spezifische Tyl-Zellen gebildet. T-zellvermittelt werden Autoantikérper
induziert, die sich an die dermo-epidermale Junktionszone der Haut lagern und die
Komplementkaskade aktivieren. Die Tyl-Zellen wandern in die Haut ein, wo sie erneut auf
ihr Antigen treffen. Dadurch aktiviert, schiitten sie proinflammatorische Zytokine wie IFNy
aus (Austin et al., 1999; Robert and Kupper, 1999; Lew et al., 2004). Weitere Immunzellen
wie die neutrophilen Granulozyten werden angelockt. Auf diese Weise unterstiitzen die
T-Zellen die Autoimmunreaktion in der Haut und induzieren den pathogenen Phanotyp der
Epidermolysis bullosa acquisita (Abb. 4-1). Damit sind die T-Zellen fur die Bildung der

Autoantikorper aber auch fir die Induktion der Krankheit in der Haut notwendig.

kein schiitzende
Schutz Vorbehandlung

/ 74
Einwanderung Autoantikdrperbindung ‘ Verbleib
in die Haut an die Haut im Lymphknoten

P -

/ \

EBA Kein Krankheitsbild

Abb. 4-1: T-Zellhilfe in der Haut induziert Epidermolysis bullosa acquisita. Nach Krankheitsinduktion
unterstitzen Tyl-Typ Zellen (roter Signalweg; ohne schiitzende Vorbehandlung) genau wie Ty2-Typ Zellen
(blauer Signalweg; schitzende Vorbehandlung mit Proteinantigen) die Plasmazellen in der Produktion von
Autoantikorpern. Ty1-Typ Zellen wandern in die Haut ein, wo sie IFNy ausschiitten, neutrophile Granulozyten
anlocken und die Epidermolysis bullosa acquisita induzieren. Die Ty2-Typ Zellen verbleiben im Lymphknoten
und kénnen in der Haut die Krankheit nicht induzieren. EBA: Epidermolysis bullosa acquisita, PZ: Plasmazellen.
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Die Vorbehandlung mit einem Proteinantigen wie Ovalbumin und den Adjuvantien
Aluminiumhydroxid und Titermax induzierte hingegen ein Ty2-Milieu im drainierenden
Lymphknoten. Durch diese Polarisation wird die Bildung von IFNy-sezernierenden,
Kollagen-Typ-Vll-spezifischen T-Zellen unterdruckt. Es entstehen hingegen
Kollagen-Typ-Vll-spezifische Ty2-Typ Zellen. Diese unterstiitzen ebenfalls die Bildung von
Autoantikorpern, die sich an die Haut lagern. T-Zellen des Ty2-Typs wandern jedoch nicht in
die Haut ein. Damit fehlen die T-Zellen in der Haut, um die Autoimmunreaktion zu
induzieren, sodass die Tiere keine Epidermolysis bullosa acquisita entwickeln (Abb. 4-1). Im
SRBC-Modell konnte gezeigt werden, dass im Gegensatz zu Zellen des Tyl-Typs, die
Thu2-Zellen nicht in die Haut einwandern konnen (Stamm, 2011). Fur die Pathogenese der
Epidermolysis bullosa acquisita sind jedoch die T-Zellen essenziell. SIL-Nacktmduse, denen
T-Zellen fehlen, sind resistent gegen eine Krankheitsinduktion und bilden keine
Autoantikorper. Nach Transfer von T-Zellen von immunisierten SJL-Tieren in SJL-Nacktmause
kann eine Produktion autoreaktiver Antikérper beobachtet werden (Sitaru et al., 2006,
2010).

Fiir eine effiziente Behandlung der Epidermolysis bullosa acquisita sollte der Focus auf
die T-Zellantwort gelegt werden. So verbessert die Behandlung von Versuchstieren mit
Inhibitoren des Hitzeschockproteins 90 den klinischen Phanotyp der Epidermolysis bullosa
acquisita. Durch diese Therapie wird nicht die Anzahl spezifischer Plasmazellen reduziert,
sondern die Proliferation der T-Zellen enorm gehemmt (Kasperkiewicz et al., 2011). Ein
weiterer moglicher Behandlungsansatz konnte der Einsatz des immunosuppressiv wirkenden
Molekils FTY720 (Fingolimod) sein. Es ist bekannt, dass FTY720 die Auswanderung der
Lymphozyten aus dem Lymphknoten ins Blut und damit auch ins Gewebe inhibiert
(Matloubian et al., 2004; Cyster, 2005). Dadurch kdnnte moglicherweise die Entstehung der
Epidermolysis bullosa acquisita verhindert oder sogar behandelt werden.

Die Daten sowie die Literatur weisen auf die T-Zellen als therapeutisches Ziel hin, um in
Zukunft Epidermolysis bullosa acquisita erfolgreich zu behandeln. Die vorliegenden Daten
lassen einige Fragen offen: Kann die schitzende Vorbehandlung, wie sie hier gezeigt wurde,
in eine Behandlung der Epidermolysis bullosa acquisita umgewandelt werden? Kann die
Tul-Typ Polarisation im Lymphknoten erkrankter Tiere in eine Ty2-Typ Immunreaktion
umgekehrt werden? In Zukunft gilt es zu zeigen, dass die etablierte Immunreaktion durch

eine schitzende Behandlung moduliert werden kann. Essenziell ist auch der Anspruch an die
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Spezifitat der Behandlung. Um das gesamte Immunsystem nicht zu blockieren, sollten nur

Kollagen-Typ-Vll-spezifische T-Zellen beeinflusst werden.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die vorliegende Arbeit besteht aus zwei Teilen. Im ersten Teil wird die Entstehung von
Autoantikoérpern untersucht. Dazu werden T-Zellen in vitro polyklonal aktiviert, so dass sie
B-Zellen stimulieren und nach Transfer in naive Tiere eine Keimzentrumsreaktion induzieren
kénnen. Polyklonal aktivierte T-Zellen kénnen, unabhangig von einer
MHC-Klasse-ll-vermittelten Antigenprasentation oder des Kofaktors CD154, B-Zellen
stimulieren. Fiur die Keimzentrumsbildung wird hingegen CD154 als Kofaktor bendtigt. Die in
dieser Arbeit induzierten Keimzentren resultierten in einer Produktion von Autoantikdrpern,
die die Basis einer Autoimmunerkrankung bilden kénnen. Da in jedem gesunden Menschen
autoreaktive B-Zellen zirkulieren, birgt dies die Gefahr einer Autoimmunerkrankung. Werden
in Folge einer Infektion T-Zellen in hoher Zahl aktiviert, so kbnnen diese daraufhin in die Milz
einwandern und durch eine Bystander-Aktivierung auch die autoreaktiven B-Zellen
stimulieren und damit eine Autoimmunreaktion induzieren.

Damit kann im vorliegenden Modell die Keimzentrumsbildung durch einen
Zweischrittmechanismus beschrieben werden. Im ersten Schritt stimulieren polyklonal
aktivierte T-Zellen unabhangig von MHC-Klasse-Il und CD154 die autoreaktiven B-Zellen. Im
zweiten  Schritt  aktivieren die stimulierten B-Zellen in  Abhdngigkeit vom
CD154-CD40-Signalweg ruhende T-Zellen und induzieren damit die fiur die
Keimzentrumsbildung notwendige T-Zellhilfe. Fir die Aktivierung der B-Zelle und fir die
T-Zellhilfe bei der Keimzentrumsreaktion ist nicht ein und dieselbe T-Zelle verantwortlich.

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wird versucht, den pathogenen Verlauf der
autoantikorpervermittelten Autoimmunerkrankung Epidermolysis bullosa acquisita zu
verhindern. Durch den Einsatz von Aluminiumhydroxid sollen vermehrt schitzende
IgG1-Autoantikorper gebildet werden, die die Komplementkaskade nicht aktivieren. lhre
Anlagerung an die Haut soll pathogene Autoantikdrper verdrangen und somit die
Pathogenese verhindern. Die durchgeflihrten Versuche zeigen, dass die Pathogenese der
Epidermolysis bullosa acquisita im Tiermodell erfolgreich verhindert werden kann. Jedoch ist

der induzierte Schutz unspezifisch, da auch eine Vorbehandlung mit Ovalbumin einen
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Ausbruch der Krankheit verhindert. Trotz Schutzfunktion kann eine Modulation der
Autoantikorper ausgeschlossen werden. Weder sind die schiitzenden IgG1-Autoantikorper
im Blut oder an der Haut signifikant erhéht, noch fihrt die schiitzende Vorbehandlung zu
einer signifikanten Reduktion der pathogenen Autoantikdrper (IgG2b und IgG2c). Verglichen
mit der erkrankten Kontrollgruppe weisen die vorbehandelten Tiere keinen Phanotyp der
Epidermolysis bullosa acquisita auf, obwohl die Komplementkaskade in allen Gruppen in
gleicher Weise aktiviert wird. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass durch die schitzende
Vorbehandlung im drainierenden Lymphknoten eine Ty2-Typ Polarisation induziert wird.
Durch diese Ty2-Typ Polarisation des Milieus wird nach Krankheitsinduktion die Bildung von
Tul-Typ Kollagen-Typ-Vll-spezifischen T-Zellen unterdriickt. Daher kdnnen auch keine
Tyl-Zellen in die Haut einwandern und durch Ausschiittung des proinflammatorischen
Zytokins IFNy neutrophile Granulozyten anlocken. Aufgrund der fehlenden Ty1-Zellen wird
durch die Vorbehandlung der pathogene Verlauf der Epidermolysis bullosa acquisita
verhindert.

Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass B-Zellen, die antigenunabhdngig durch
aktivierte T-Zellen stimuliert werden, Keimzentren bilden konnen, die in einer
Autoimmunerkrankung resultieren. Durch eine gezielte Behandlung kann die T-Zellhilfe

moduliert und so die Manifestation einer Autoimmunerkrankung verhindert werden.
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Abb. A-1: Der Anteil der B-Zellen korreliert nicht mit der Keimzentrumsbildung. Die Keimzentrumsbildung der
Versuchstiere einer Gruppe wurde gemittelt, um sie den Daten der Durchflusszytometrie zuordnen zu kénnen.
Mittels der Durchflusszytometrie wurde nach der in vitro Stimulation von BALB/c- und C57BL/6-Lymphozyten
der Anteil der B-Zellen in den transferierten Lymphozyten bestimmt. Je Mausstamm lassen sich die Daten auf
vier unabhdngige Experimente zurlckfihren. Beruhend auf unabhangigen Gruppen innerhalb eines
Experiments ergibt sich daraus: BALB/c n =7 und C57BL/6 n = 9. Keine Korrelation zwischen der Intensitat der
Keimzentrumsbildung und injizierter B-Zellzahl mit der Spearman Analyse. Mittelwerte mit Standardfehler.
Vergleiche zwischen den beiden Mausstammen mittels Mann-Whitney-U-Test, *p < 0,05; ***p < 0,001.
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Abb. A-2: CD154-kompetente T-Zellen des Empfiangers liefern die fiir Keimzentrumsbildung notwendige
Hilfe. Kontrolltieren wurde PBS intravends injiziert. Lymphozyten von C57BL/6-Wildtyp-Md&usen wurden in vitro
stimuliert und in naive C57BL/6- sowie CD154-Knockout-Md&use transferiert. Versuchstieren wurden an Tag
sechs nach Transfer die Milzen entnommen. Untersuchung der Keimzentrumsbildung erfolgte durch eine
quantitative Analyse mit Imagel). wt in wt (Kontrolle) [2]: n=13 (13) und wt in CD154 KO [1]: n=6. Die
[I-Klammern geben die Anzahl der Experimente an. Mittelwerte mit Standardfehler. Vergleich mittels 1-way
ANOVA mit Dunnett Post-Hoc-Test, **p < 0,01. KO: Knockout, wt: Wildtyp.
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Abb. A-3: CD4" T-Zellen induzieren keine Keimzentren. Kontrolltieren wurden ruhende Lymphozyten oder PBS
intravends injiziert. Nicht separierte Lymphozyten wurden nach in vitro Stimulation in naive C57BL/6-Mause
transferiert. CD4+ T-Zellen wurden nach Kultur separiert und ebenfalls in naive Tiere transferiert. Zur Kontrolle
wurden ebenfalls die um CD4" T-Zellen reduzierte Fraktion transferiert. An Tag sechs wurden die Milzen fiir die
Analyse der Keimzentrumsentwicklung entnommen. Nicht separierte Lymphozyten (Kontrolle): n =26 (20),
CD4+ T-Zellen: n =4, CD4" T-Zellreduzierte Fraktion: n = 4. Mittelwerte mit Standardfehler. Vergleich mittels
1-way ANOVA mit Dunnett Post-Hoc-Test, *p < 0,05, ***p < 0,001.
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Abb. A-4: Ovalbumin in Aluminiumhydroxid ohne Titermax reduziert den klinischen Verlauf der
Epidermolysis bullosa acquisita. Versuchstiere wurden mit PBS, Ovalbumin in Aluminiumhydroxid und
Titermax sowie mit Ovalbumin allein in Aluminiumhydroxid vorbehandelt. A: Krankheitsverlauf. B: Area under
the Curve. PBS-Gruppe [3]: n=21, OVA in A+TM-Gruppe [2]: n=16, OVA in A-Gruppe [1]: n=8. Die
[I-Klammern geben die Anzahl der Experimente an. Mittelwerte mit Standardfehler. Vergleich mittels 1-way
ANOVA mit Dunnett Post-Hoc-Test, *p <0,05; ***p < 0,001. A: Aluminiumhydroxid, OVA: Ovalbumin, TM:
Titermax.
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Abb. A-5: Die zirkulierenden Autoantikérper korrelieren nicht mit dem Krankheitsverlauf. Versuchstiere
wurden mit PBS oder mit Ovalbumin in  Aluminiumhydroxid vorbehandelt. Mit einem
Kollagen-Typ-Vll-spezifischen ELISA wurden die 1gG-Subklassen im Plasma quantifiziert und als Area under the
Curve dargestellt. PBS-Gruppe [3]: n =21, OVA in A-Gruppe [1]: n = 8. Die []-Klammern geben die Anzahl der
Experimente an. Mittelwerte mit Standardfehler. Vergleich mittels 1-way ANOVA mit Dunnett Post-Hoc-Test,
*p < 0,05. A: Aluminiumhydroxid, OVA: Ovalbumin.
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Abb. A-6: Die Kinetik der zirkulierenden Autoantikorper im Blut. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden
die Autoantikorpertiter der Subklassen IgG1, 1gG2b und IgG2c mit einem Kollagen-Typ-VIlI-spezifischen ELISA im
Plasma quantifiziert. PBS-Gruppe [3]: n=21, mCol7C-GST-Gruppe [2]: n=18, GST-Gruppe [2]: n=13,
OVA- (A+TM)-Gruppe [2]: n = 16, A+TM-Gruppe [2]: n = 14, OVA- (A) -Gruppe [1]: n = 8. Die []-Klammern geben
die Anzahl der Experimente an. Mittelwerte mit Standardfehler. Vergleich mittels 1-way ANOVA mit Dunnett
Post-Hoc-Test, **p <0,01; . mCol7C-GST: murines Kollagen-Typ-VIl in Aluminiumhydroxid und Titermax,
A: Aluminiumhydroxid, A+TM: Aluminiumhydroxid und Titermax, GST: Glutathion-S-Transferase,
OVA: Ovalbumin.
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