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1 Einleitung

1.1 Blasenbildende Autoimmundermatosen

Das gesunde Immunsystem erkennt und eliminiert fremde Antigene und schitzt so die
Integritdt des Organismus. Autoimmunerkrankungen sind durch das Vorhandensein
autoantigenspezifischer T- bzw. B-Lymphozyten charakterisiert, die sich im weiteren
Verlauf zu autoreaktiven Effektorzellen differenzieren und den eigenen Organismus
angreifen.t 2 Unter dem Begriff blasenbildende Autoimmundermatosen wird eine
heterogene Gruppe von chronisch verlaufenden und potentiell lebensbedrohlichen
Hauterkrankungen zusammengefasst, deren Primareffloreszenzen Blasen an Haut und/oder
Schleimhduten sind, die immunpathologisch durch Autoantikdrper gegen hauteigene
Strukturproteine verursacht werden.® 4 Tabelle 1 fasst die heterogene Gruppe der
blasenbildenden Autoimmundermatosen mit ihren Autoantikdrpern und spezifischen

Autoantigenen zusammen.

Grundlegend unterscheidet man innerhalb der bullésen Autoimmundermatosen zwei
Hauptgruppen mit einer Vielzahl von Subtypen, deren exakte Diagnose sowohl auf dem
Klinischen Bild als auch auf dem Nachweis gewebegebundener sowie zirkulierender
spezifischer Autoantikorper basiert.> ® In der Gruppe der Pemphiguserkrankungen
richten sich die Autoantikdrper gegen desmosomale Proteine und es kommt zum
intraepidermalen Verlust des Zellkontakts mit intraepidermaler Blasenbildung. Aufgrund
ihres dunnen Blasendachs, stellen sich die Blasen klinisch schlaff dar und zerrei3en leicht,

sodass man haufig anstatt der Blasen bereits Erosionen vorfindet.® "



Erkrankung Spaltbildungs- | Direkte Indirekte Zielantigene

ebene Immunfluoreszenz | Immunfluoreszenz
e Pemphigus- intraepidermal interzellular 19G
Erkrankungen (Affenosophagus)

= Pemphigus vulgaris “ interzellulér 1gG, C3 “ Dsg3und 1

= Pemphigus foliaceus “ interzellular 1gG, C3 “ Dsg 1
Plakine, Dsg

* Paraneopl. Pemphigus “ interzellular 1gG, C3 “ 3 und Dsg 1

= [gA-Pemphigus “ interzellulér 1gA, C3 interzellular 1gA Dsc 1, Dsg 3

e Pemphigoid- subepidermal (auf SSS)

Erkrankungen

BP180,

* Bulloses Pemphigoid junktional linear C3, 1gG IgG Blasendach BP230
BP180,

» Pemphigoid gestationis  junktional linear C3, IgG 1gG Blasendach BP230
BP180,

* Schleimhautpemphigoid junktional linear 1gG, C3, IgA  1gG, IgA Blasendach Laminin 5
LAD-1,

» Lineare IgA-Dermatose  junktional linear IgA und C3 IgA Blasendach BP180

* Anti-p200-Pemphigoid  junktional linear 19gG und C3 1gG Blasenboden p200
Typ VII-

o Epidermolysis dermal linear IgG, IgA, C3  1gG, IgA Kollagen

bullosa acquisita Blasenboden (SSS)
® Dermatitis dermal granular IgA IgA Endomysium Trans-
herpetiformis Duhring papillére Dermis (Affendsophagus) glutaminase
Abkiirzungen: SSS: Sodium chloride-split skin (NaCl-separierte Spalthaut); Dsg: Desmoglein; Dsc:Desmaocollin;
BP180: 180 kDa schweres bulléses Pemphigoid Antigen; BP230: 230 kDa schweres bulléses Pemphigoid Antigen

Tabelle 1: Ubersicht der heterogenen Gruppe der blasenbildenden Autoimmundermatosen °

In der Gruppe der Pemphigoiderkrankungen erkennen die Autoantikorper
hemidesmosomale Strukturproteine und die Spaltbildung verlauft zwischen Epidermis und
Dermis mit einer subepidermalen Blasenbildung. Abbildung 1 zeigt ein histologisches Bild
der Haut und eine schematische Darstellung der Zielproteine (Autoantigene). Das
Blasendach aller subepidermal blasenbildenden Autoimmundermatosen besteht aus der
gesamten Epidermis und ist somit dicker als beim Pemphigus, sodass sich die Blasen

klinisch meist prall darstellen.® 13
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Abbildung 1: Histologisches Bild und schematische Darstellung der dermo-epidermalen Junktionszone 4
Abkurzungen: NC16A: Nicht-Kollagene-Doméne Nr. 16A; BP180 bzw. BP230: 180 bzw. 230 kDa schweres
bulloses Pemphigoid Antigen; Die englischen Begriffe entsprechen weitgehend der deutschen Nomenklatur



1.2 Das bullése Pemphigoid (BP)

1.2.1 Epidemiologie

Insgesamt ist in Deutschland bei den bulldsen Autoimmundermatosen von 2.000 jahrlichen
Neuerkrankungen und einer Prévalenz von ca. 12.000 Patienten auszugehen. Das bulldse
Pemphigoid (BP) ist die haufigste bullése Autoimmundermatose in Zentraleuropa mit einer
Inzidenz von ca. 13-25 Neuerkrankungen pro 1 Million Einwohner pro Jahr.
Interessanterweise hat sich die Inzidenz des BP in den letzten zehn Jahren praktisch
verdoppelt.® 18 In GroRbritannien wurde sogar vor kurzem iiber eine nochmals doppelt so
hohe Inzidenz fur das BP berichtet, wobei diese Schéatzung aus methodischen Griinden
wahrscheinlich etwas zu hoch liegt.*® Bemerkenswert ist weiterhin, dass das BP bisher die
einzige beschriebene Autoimmunerkrankung ist bei der die Inzidenz mit steigendem Alter
wéchst. Es werden bei Uber 80-jahrigen 150-189 und bei tber 90-j&hrigen sogar fast 400
Neuerkrankungen pro 1 Million Menschen pro Jahr verzeichnet. Der allgemeine
Inzidenzanstieg beim BP l&sst sich am besten mit der steigenden Lebenserwartung der
Allgemeinbevolkerung sowie vor allem mit den verbesserten diagnostischen
Madglichkeiten erklaren. Das Geschlechterverhéltnis ist nahezu ausgeglichen, wobei Frauen

etwa 1,2-Mal haufiger vom BP betroffen sind als Manner.> 1% 20-22

1.2.2 Atiologie und Pathogenese

Vereinfacht kann man die Pathogenese des BP in wenige aufeinander folgende Schritte
gliedern: (1) Entsprechend dem Grundsatz von Autoimmunerkrankungen steht zu Beginn
die  Aufdeckung/ldentifizierung der verantwortlichen Autoantigene. (2) Ein
Toleranzverlust dieser Autoantigene fihrt in einem Organismus mit intaktem
Immunsystem u. a. zur Bildung spezifischer B-Lymphozyten, die sich in Anwesenheit von
T-Lymphozyten zu Plasmazellen differenzieren und Autoantikdrpern gegen die
Autoantigene synthetisieren.?®> (3) In der Effektorphase der Erkrankung fiinren die
pathogenen AutoantikOrper in  Anwesenheit aktivierter Leukozyten zu einer
Entziindungsreaktion und schlieRlich zur Blasenbildung.?* Ein schematischer Ablauf der

Pathogenese und wichtige Autoantigene sind in Abbildung 2 dargestelt.
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Abbildung 2: Vereinfachter Ablauf der Pathogenese blasenbildender Autoimmundermatosen.

Sowohl bei Pemphigus- als auch bei Pemphigoiderkrankungen kommt es zunéchst zu einem Toleranzverlust
gegen bestimmte Strukturproteine der Haut (siehe auch Tabelle 1 auf Seite 7). Dies hat eine T-Zell abhéngige
Bildung von Autoantikdrpern zur Folge, die an ihr jeweiliges Zielantigen/Zielantigene binden. Bei
Pemphiguserkrankungen sind die Zielantigene in der Epidermis lokalisiert und die Bindung der
Autoantikdrper fuhrt direkt zur Blasenbildung. Bei Pemphigoiderkrankungen kommt es nach
Autoantikdrperbildung in aller Regel nicht direkt zur Blasenbildung; vielmehr erfolgt tiber den Fc-Teil eine
Aktivierung des Immunsystems, das letztendlich zur Blasenbildung beitrdgt. In transgenen oder
Immunisierungs-induzierten Modellen kénnen alle bisher bekannten Schritte der Pathogenese abgebildet
werden. In Lymphozyten-transfer Modellen kdnnen Mechanismen, die zur Autoantikérperproduktion fihren,
untersucht werden, wéhrend in Antikorpertransfer Modellen die Effektorphase der Erkrankungen dargestellt

wird.?*

(1) Identifikation der Autoantigene

Der Zusammenhalt zwischen Epidermis und Dermis wird Uber die dermo-epidermale
Junktionszone (DEJ) vermittelt, die aus einem Netzwerk miteinander interagierender
Strukturproteine besteht, die das Zytoskelett der basalen Keratinozyten mit
Verankerungsfibrillen der papillaren Dermis verbinden. Das Auftreten von
Autoantikdrpern gegen unterschiedliche Komponenten der DEJ kann zu einem Verlust

ihrer funktionellen Integritat und schlieBlich zur subepidermalen Blasenbildung fiihren.?®
26
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Pemphigus- und Pemphigoiderkrankungen konnten zum ersten Mal 1953 von Lever
differenziert werden. Lever beschrieb beim Pemphigoid eine subepidermale Blasenbildung
im Gegensatz zu einer intraepidermalen beim Pemphigus.?’ Ein Jahrzehnt spater konnte
Jordon erstmals beim bullésen Pemphigoid gewebegebundene und zirkulierende
Autoantikdrper gegen die DEJ nachweisen, die bis heute eine entscheidende Rolle bei der
Diagnose spielen.?® Es stellte sich bald heraus, dass die Autoantikorper der
blasenbildenden  Autoimmundermatosen, anders als bei den meisten
Autoimmunerkrankungen, direkt pathogene Wirkung besitzen.> 2 2° Der nichste
entscheidende Schritt in der Aufschlisselung der Pathogenese des BP gelang 1981 mittels
Immunprazipitation und Westernblot durch die Darstellung der Autoantigene, namlich des
230kD schweren Proteins BP230 (Synonym: BPAG1) und wenig spater des BP180
(Synonyme: BPAG2 oder Typ XVII Kollagen).?® ¥ BP230 ist ein rein intrazellularer
Bestandteil der hemidesmosomalen Plaques und gehért zur Plakin-Familie. Seine C-
terminale  Doméne vermittelt die Verknipfung von Keratinfilamenten mit der
Zellmembran, wahrend der N-Terminus wahrscheinlich mit BP180 und der p4-Kette des
a6p4-Integrins interagiert.?® Die Autoantikorper im Serum von BP-Patienten sind gegen
unterschiedliche Epitope von BP230 gerichtet, die vor allem im C-terminalen Bereich des
Proteins lokalisiert sind.3!

BP180 ist ein transmembrandses Glykoprotein bestehend aus ca. 1500 Aminosauren und
einer Typ-l1-Orientierung bei der N-Terminus intra- und C-Terminus extrazellular zu
liegen kommen.3? Ultrastrukturell betrachtet tiberspannt das Protein die ca. 60nm breite
Lamina lucida und reicht mit dem C-Terminus in die Lamina densa. Biochemische
Analysen zeigen, dass BP180 als Homotrimer vorliegt. Die intrazellulare Doméne bildet
einen globuléren Kopf, der zellmembrannahe Anteil der Ektodoméne einen zentralen
gestreckten Teil und der C-terminale Anteil der Ektodomane den flexiblen Schwanz des
Molekiils.®* 3* BP180 interagiert mit verschiedenen Strukturen. N-terminal ist es mit der
hemidesmosomalen Plague assoziiert und bindet u. a. an die B4-Kette des a6B4-Integrins.?®
Das C-terminale Ende liegt extrazellul&r und ragt in die Lamina densa. Diese Ektodoméne,
die mit der a6-Kette des a6p4-Integrins und Laminin 332 interagiert, besteht aus ca. 1000
Aminosauren und umfasst 15 Kollagen- und 16 Nicht-Kollagendoméanen (NC).?> * Die
Kollagendomanen sind typischerweise in jeder 3. Aminosdureposition mit Glycin besetzt
und haben einen hohen Prolinanteil.*®* Die extrazellulare Domine NC16A (Nicht-
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Kollagendomane Nummer 16A), die sich unmittelbar an die Zellmembran anschlief3t,
wurde als immundominante Doméne des BP180 beim BP identifiziert. Sie umfasst 76
Aminosauren, wobei innerhalb der N-terminalen 45 Aminosduren des NC16A vier Epitope
lokalisiert sind, mit denen Autoantikérper im Serum von BP-Patienten vorwiegend
reagieren.®®-38 Diese Antikorper gehdren v. a. der 1gG4 und IgE-Klasse an.*® Etwa 20% der
BP-Seren weisen Reaktivitat mit intra- und extrazelluldren Epitopen auf3erhalb von BP180
NC16A auf. *° So stellt das BP180 eine wichtige strukturelle Verbindung zwischen den
Intermediérfilamenten des Zytoskeletts und den dermalen Kollagenfilamenten her. Eine
genetisch fehlende oder veranderte Expression des BP180 fiihrt auf diesem Wege zu einer
Auflosung dieser Verknlipfungen und dadurch zur dermo-epidermalen Spaltbildung.

(2) Toleranzverlust der Autoantigene

Eine genetische Assoziation mit mehreren HLA-Typen konnte flr den Krankheitsausbruch
gezeigt werden.*! Allerdings steht die Forschung hier noch ganz am Anfang, sodass in
diesem Bereich in den n&chsten Jahren neue Erkenntnisse zu erwarten sind. Bei der
Pathogenese des BP kommt es initial zu einem Toleranzverlust gegen BP180 und/oder
BP230. Wie der Toleranzverlust zustande kommt und welche Faktoren eine wichtige Rolle
bis zur Antikorperbildung spielen ist bisher wenig erforscht. Ein Modell bei dem man
verschiedene Lymphozytenpopulationen in immundefiziente Maéause einbringt und
beobachtet, ob es zur Blasenbildung kommt, konnte beispielhaft bei der EBA zeigen, dass
sowohl B-Lymphozyten als auch CD4+ T-Lymphozyten fir den Krankheitsausbruch
zwingend notwendig sind.*? Beim BP lieB sich analog dazu mit einem rekombinanten
Protein, das den Hauptanteil der BP180-Ektodomane umfasst, eine Proliferationsantwort
von vor allem CD4+ Zellen der TH2-Subklasse beobachten. Die daraufhin gesteigerte
Produktion von 1gG4 und IgE wird durch die Aktivierung der TH2-Zytokine IL-4 und IL-

13 vermittelt und ist in BP-Lasionen und im Blut von BP-Patienten nachweisbar.*3 44

(3) Die Effektorphase der Erkrankung

Ebenso wie die hereditdren Storungen Uber einen Toleranzverlust der Autoantigene zur

Erkrankungsinitiierung fiihren, konnten verschiedene experimentelle Modelle zeigen, dass
es auch Uber Applikation spezifischer Autoantikérper zum Krankheitsausbruch kommen
kann. Anders als der Toleranzverlust ist die Effektorphase durch die Autoantikorper-
induzierte Entziindung und Blasenbildung gut erforscht:?* Mit Hilfe von Kryoschnitten
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gesunder Haut konnte gezeigt werden, dass BP-Autoantikorper bei Anwesenheit von
Entziindungszellen eine subepidermale Spaltbildung auslésen konnen.”> Die von den
aktivierten Leukozyten freigesetzten Proteasen und radikale Sauerstoffspezies (ROS)
werden letztlich  fur  die  Blasenbildung  verantwortlich  gemacht.*®¢ 4/
Entzindungsmediatoren und Zytokine sind zelluldre Botenstoffe, deren Aufgabe die
Immunreaktionen zu modulieren und zu vermitteln ist. In der Blasenflissigkeit von BP-
Patienten wurden deutlich erhohte Spiegel verschiedener Zytokine nachgewiesen.
Interessanterweise korrelieren die Spiegel von TNFa, IL-1p, IL-8 und IL-5 im Blaseninhalt
mit der Krankheitsaktivitit der Patienten.*® %° Somit liegt es nahe, dass diese Zytokine eine
wichtige Rolle in der Pathogenese des BP besitzen. Zur Kl&rung der pathogenetischen
Bedeutung der Autoantikorper wurde der Einfluss von 1gG, das zuvor aus BP-
Patientenseren aufgereinigt wurde, auf kultivierten humanen Keratinozyten untersucht.
Diese Stimulation mit BP-IgGs fiihrte bei den Keratinozyten zur Freisetzung groRer
Mengen von IL-6 und IL-8. Es konnte dann belegt werden, dass dieser Effekt durch
Autoantikorper gegen die N-terminalen 30 Aminosauren der BP180 NC16A-Doméne
vermittelt wird.3> 50 Die funktionelle Bedeutung der erhéhten Zytokinspiegel muss jedoch
in entsprechenden Experimenten klarer charakterisiert werden, da zum Beispiel 1L-6 bei
der experimentellen EBA, einer weiteren subepidermalen  blasenbildenden

Autoimmundermatose, unerwartet sogar anti-inflammatorische Eigenschaften besitzt.>!

Weitere wichtige Informationen zur Pathogenese des BP wurden durch den passiven
Transfer der Autoantikérper in neonatale Mause aufgeschliisselt.>? Weil die der NC16A-
Doméne entsprechende Region auf BP180 von Mdausen zwar eine hohe Sequenzdivergenz
zum humanen BP180 aufweilt, jedoch nicht mit dieser kreuzreagiert, kbnnen humane
Antikorper an diesen Abschnitt des murinen BP180 nicht binden. Darum werden
Kaninchen mit einem rekombinanten Fragment des murinen BP180 immunisiert und das
hieraus gewonnene Kaninchen-anti-Maus BP180 1gG daraufhin intradermal oder
intraperitoneal in neonatale M&use injiziert. So kommt es zum Ausbruch einer BP
gleichzusetzenden Erkrankung. Diese Ergebnisse belegten die pathogenetische Bedeutung
der BP180-Autoantikorper. Weitere Untersuchungen zeigten, dass
Komplementaktivierung, die Infiltration mit neutrophilen Granulozyten und die
Freisetzung von Proteasen am Ort der Spaltbildung wichtige Vorraussetzungen fur die
Auslésung des BP in diesem Modell darstellen.>
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Die herausragende Rolle von neutrophilen Granulozyten in der Pathogenese des BP konnte
in Mausmodellen in vivo gezeigt werden.> Die Aktivierung von Neutrophilen, die als
obligatorische Bedingung fir den Ausbruch der Krankheit gilt, resultiert aus der Bindung
von Fcy-Rezeptoren mit Immunkomplexen.>® Dabei unterscheiden sich menschliche Fey-
Rezeptoren von denen der Mause.*® Im ex vivo Modell konnte beim humanen BP gezeigt
werden, dass fir die subepidermale Blasenbildung die Expression von Fcy-Rezeptoren-I11A

und Fey-Rezeptoren-111B in humanen Neutrophilen unerlisslich sind.%’

1.2.3 Klinik

Der Begriff Pemphigoid stammt aus dem Griechischen und bedeutet tibersetzt eine Form
(=eidos) von Blase (=pemphix). Die Blasenbildung tritt beim BP charakteristischerweise
generalisiert an der Haut auf und geht meistens mit einem sehr intensiven Pruritus einher.
Insgesamt ist das Spektrum der klinischen Manifestationen beim BP, der haufigsten
blasenbildenden Autoimmundermatose in Europa und den USA, sehr weit. Das
durchschnittliche Alter der Patienten ist mit tGber 75 Jahren aufergew6hnlich hoch im

Vergleich mit anderen Autoimmunerkrankungen.®: 3

Beim BP kommt es typischerweise zu einem Prodromalstadium in dem die
charakteristischen prallen Blasen fehlen. In diesem nicht-blasenbildenden Stadium ist der
qualende Pruritus hdufig das einzige Symptom. Durch das Aufkratzen der Haut entstehen
oftmals Verkrustungen, Erosionen und ekzematdse Stellen. Diese unspezifischen
Hautverdnderungen kdnnen fur Monate der einzige Hinweis auf die Erkrankung bleiben,
sodass sich vor allem in diesem Zeitraum die Diagnosefindung als besonders schwierig
gestaltet. Der erfahrene Kliniker sollte bei &lteren Patienten mit chronischem Pruritus
immer nach begleitenden Hautmanifestationen suchen, die den Verdacht auf die Diagnose
BP lenken konnten. Dazu gehoren v. a. Papulae, Urtikaria, ekzematGse L&sionen sowie
Exkoriationen und Verkrustungen.!* *° In diesem Zusammenhang werden Sonderformen
des BP ohne Blasen beschrieben, die generalisiert oder lokalisiert urtikarielle, prurigindse

und ekzematdse Herde aufweisen. 58 59

Im eigentlich flr das BP typischen blasenbildenden Stadium entwickeln sich erbsen- bis

haselnussgroBe Blasen auf normaler oder erythematdser Haut.% Die Blasen stellen sich
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prall dar, da sie ein relativ dickes und widerstandsféhiges Blasendach aus der gesamten
Epidermis besitzen. Der Blaseninhalt ist klar oder hdmorraghisch, wenn kleine Kapillaren
des oberflachlichen Plexus bei der subepidermalen Spaltbildung angerissen wurden.%! Das
Nikolski-Ph&dnomen ist stets negativ. Die Verteilung am Korper ist meistens symmetrisch.
Préadispositionsstellen sind die Oberschenkel, Arme und das Abdomen. Oraler
Schleimhautbefall wird in ca. 10-20% dokumentiert, wahrend andere Schleimhaute
praktisch niemals befallen werden. Die prallen Blasen persistieren h&ufig mehrere Tage
bevor sie reifen und erodierte und verkrustete Areale zuriicklassen.® 82 Abbildung 3 zeigt
das typische klinische Bild des BP. Der Kliniker sollte immer an BP denken, wenn
mehrere der folgenden Aspekte gegeben sind: Blasenbildung bei Patienten im Alter von
uber 70 Jahren, die keine atrophischen Narben, keinen Schleimhautbefall und keinen

Befall von Kopf oder Nacken aufweisen.%

Im Gegensatz zum generalisierten Befall, der als typisch fur das BP gilt, wurden auch
lokalisierte Formen beschrieben. Die Lésionen entstanden hier an Hautarealen, die zuvor
erheblichem Stress ausgesetzt waren (wie z. B. nach Bestrahlung, Operation, Trauma oder

Verbrennung).3% %4

Zu beachten ist die Tatsache, dass Patienten, die im Alter von 60 Jahren oder jiinger an BP
erkranken, ein erhohtes Malignomrisiko besitzen und somit unbedingt auf eine zugrunde

liegende konsumierende Erkrankung gescreent werden sollten.
AuRerdem wird seit kurzem Uber eine Assoziation zwischen dem BP und neurologischen

Erkrankungen berichtet. Passend dazu wurde gezeigt, dass das Antigen BP230 auch im

zentralen Nervensystem exprimiert wird,%6-68
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Abbildung 3: BP-Patient: typisches klinisches Bild
(A) Pralle Blasen und Erosionen (B) Ekzematdse Lasionen und Verkrustungen an Kérper und Armen 4

1.2.4 Diagnostik

Die einzelnen Entitaten der subepidermal blasenbildenden Autoimmundermatosen kdnnen
anhand ihrer jeweils spezifischen Zielantigene differenziert werden. Neuere Verfahren wie
z.B. ELISA (Enzym Linked Immunosorbent Assay) haben die Diagnosestellung deutlich
vereinfacht und ermdéglichen durch die Bestimmung der Autoantikorperspiegel sogar eine
Uberwachung des Krankheitsverlaufs.!?

Das Hauptinstrumentarium der Diagnostik beim BP setzt sich aus dem klinischen Bild, der
direkten und indirekten Immunfluoreszenz und den spezifischen ELISA zusammen.!! In

Tabelle 2 sind die wichtigsten Diagnosekriterien zusammengefasst.

Erkrankung Klinik direkte indirekte

Immunfluoreszenz | Immunfluoreszenz
Bulloses pralle Blasen 1gG, IgE und/oder C3  1gG am Blasendach BP180
Pemphigoid nicht vornehmlich entlang Basalmembran  (epidermale Seite) NC16A

an Schleimhauten

Epidermolysis wie beim BP wie beim BP IgG am Blasenboden  Typ VII
Kollagen
bullosa acquisita (dermale Seite) NC1

Tabelle 2: Diagnosekriterien beim bullésen Pemphigoid und bei der Epidermolysis bullosa acquisita
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Mit Hilfe einer lichtmikroskopischen Untersuchung einer lasionalen Hautprobe eines BP-
Patienten erkennt man eine subepidermale Blasenbildung sowie ein meist Eosinophilen-
reiches inflammatorisches Infiltrat in der Dermis.*® Bis heute ist der diagnostische
Goldstandard bulléser  Autoimmundermatosen der Nachweis gewebegebundener
Autoantikorper mittels direkter Immunfluoreszenz (direkte IF oder DIF) aus perildsionalen
Hautbiopsien. Dieser diagnostische Schritt erlaubt gleichzeitig auch die sichere
Unterscheidung zwischen den beiden Hauptgruppen der bullésen Autoimmundermatosen
(Pemphiguserkrankungen und subepidermal blasenbildende Autoimmundermatosen). Beim
BP befinden sich die Antikérperablagerungen entlang der Basalmembran.?

Um die Spezifitat der Autoantikdrper zu identifizieren sind jedoch weitere serologische
Verfahren notwendig. Mittels der indirekten Immunfluoreszenz (indirekte IF oder IIF)
kdnnen zirkulierende Autoantikdrper im Patientenserum nachgewiesen werden. Die
Verwendung von SSS (sodium chlorid-split skin; zu Deutsch: Natriumchlorid separierte
humane Spalthaut) als Substrat ermdglicht hierbei die Unterscheidung zwischen den
verschiedenen subepidermal blasenbildenden Autoimmundermatosen. Dabei gilt hier, dass
die 1IF auf 1 mol/L NaCl-Ldsung gespaltener humaner Haut die sensitivsten Ergebnisse
liefert.%® Typisch fur das BP in der IIF ist, dass die Autoantikdrper gegen BP180 (Typ
XVII Kollagen) und BP230 an der epidermalen Seite, also am Blasendach, des artifiziellen
Spalts binden. Die Krankheitsaktivitit korreliert allerdings nicht mit dem in der IIF
festgestellten Titer. Dies liegt daran, dass bei der IIF neben anti-BP180 Antikdrpern vor
allem auch anti-BP230 Antikdrper detektiert werden und diese sehr wahrscheinlich nicht

im gleichen MaRe zur Blasenbildung beitragen.’® 7

Eine weitere spezifische und sensitive Methode zur Detektion zirkulierender Antikorper
gegen BP180 und BP230 ist der Nachweis mittels ELISA unter Verwendung der
relevanten Zielantigene. Die immundominante Region von BP180 ist die NC16A-Doméne,
gegen die bei ca. 85% der BP-Patienten IgG-Autoantikorper gefunden werden.’? 7
Interessanterweise besitzt die Mehrheit der BP-Patienten neben 1gG- auch IgE-
Autoantikdrper gegen BP180.% Von groRer praktischer Bedeutung ist, dass die Quantitat
der Autoantikdrper gegen BP180 NC16A mit der Krankheitsaktivitat korreliert. Dabei ist
wichtig anzumerken, dass nicht die Absolutwerte der Autoantikbrper mit der
Krankheitsaktivitat korrelieren, sondern dass die individuellen Verlaufsspiegel relevant
sind. Die entsprechenden ELISA sind daher fir die Uberwachung des individuellen
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Krankheitsverlaufs geeignet und konnen eine wichtige Hilfestellung fur die
Dosisanpassung der Immunsuppressiva vor allem nach klinischer Ausheilung der Blasen
geben.t? 3. 71 Zysammenfassend haben die anti-BP180 ELISA in der Diagnosestellung des
BP einen hohen Stellenwert erlangt. Sie bieten eine nicht invasive Mdglichkeit sehr
spezifisch und sensitiv das BP nachzuweisen und ermdglichen auch die Krankheitsaktivitat

wéhrend der Behandlung zu Gberwachen.

Zirkulierende Autoantikorper gegen BP230 sind bei ca. 65% der BP-Patienten mittels
spezifischer ELISA nachweisbar. Somit ist ihr Nachweis sowohl weniger sensitiv als auch
weniger spezifisch fur die Diagnose des BP und er korreliert auch nicht mit der
Krankheitsaktivitit.”* Deswegen ist der Einsatz dieses anti-BP230 ELISA nur sinnvoll,
wenn bei positiver DIF keine anti-BP180 Antikorper nachgewiesen werden kdénnen.*
Durch diese neuen sensitiven Nachweisverfahren ist es heute in bis zu 90% der Falle
moglich das BP bereits serologisch sicher zu diagnostizieren.® ° In Abbildung 4 ist ein

Algorithmus zur Diagnosefindung bei Verdacht auf BP bzw. EBA dargestellt.

1. direkte IF
einer perilasionalen Biopsie
|
1 1

( 19gG/C3 entlang der h negatives/anderes  Ablagerungsmuster
Basalmembranzone DD: Pemphigus-Gruppe, etc.
(. J
2. indirekte IF
auf NaCl separierter Spalthaut
& _/

1 1
[ 19G am Blasendach } [ 1gG am Blasenboden }

DD: Pemphigoid gestationis DD: Schleimhaut-/ p200-Pemphigoid

3. ELISA 3.ELISA
BP180 NC16A, (BP230) Typ VIl Kollagen NC1

Bulloses Pemphigoid Epidermolysis bullosa
acquisita

Abbildung 4: Algorithmus zur Diagnosefindung bei Verdacht auf BP bzw. EBA.%°
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1.2.5 Therapie

Zur Therapie des bullésen Pemphigoids existieren nur wenige kontrollierte Studien, sodass
eine evidenzbasierte Therapie nur eingeschrankt maoglich ist. In der Regel l&sst sich das BP
initial gut therapieren. Ziel der Behandlung ist es eine rasche und anhaltende Kontrolle der
Erkrankungssymptome bei gleichzeitiger Vermeidung von Nebenwirkungen zu erzielen.”
Abbildung 5 zeigt eine Zusammenfassung der Therapiemoglichkeiten beim BP nach

heutigem Stand der Wissenschaft.

Initiale Therapie der 1.Wahl
topische/system. Glukokortikoide

-> Klinische Besserung?

Ja! Nein!
Ggf. Monitoring mit BP180 ELISA Zusétzliche Gabe von:
und Ausschleichen der Medikation Dapson, Mycophenolséure,Azathioprin

-> Klinische Besserung?

Ja! Nein!
Ggf. Monitoring mit BP180 ELISA Einsatz von Reservemitteln:
und Ausschleichen der Medikation IVIG, Immunadsorption, Rituximab

Abbildung 5: Zusammenfassung der Therapiemdglichkeiten beim BP 75 76

Trotz erheblichem Fortschritt im Verstdndnis der Pathogenese des BP und groRer
Fortschritte auf dem Gebiet der immunmodulatorischen Therapie bleiben Glukokortikoide
mit ihren zahlreichen Nebenwirkungen nach wie vor Mittel der 1. Wahl in der Therapie
des BP.

Laut aktueller Umfragen erfolgt die initiale Behandlung beim BP in Hautkliniken der

Bundesrepublik Deutschland in der Regel stationdr mit systemischen Glukokortikoiden in
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einer  Tagesdosis von bis zu maximal 2 mg/kg  Korpergewicht
Prednisoloniquvivalenzdosis.” Nach aktueller Studienlage wird allerdings maximal 0,75
mg/kg Korpergewicht als initiale Dosierung empfohlen. Dies begriindet sich damit, dass
das BP in der Regel gut auf niedrige Steroiddosen anspricht und so die Nebenwirkungen
(wie z. B. Infektionen oder diabetische Stoffwechselstérungen) seltener und in geringerem
MaRe auftreten.”®-"®

Eine franzdsische, gut kontrollierte Multicenterstudie konnte die Gleichwertigkeit der
topischen  gegenuber der systemischen  Glukokortikoidtherapie bezlglich  der
Krankheitskontrolle und Nebenwirkungsrate bei geringerer Mortalitdt bei moderatem bis
hochaktivem BP nachweisen.”® Der hohe Evidenzlevel dieser Studie macht die topische
Behandlung zur eigentlichen Therapie der 1. Wahl. Griinde fur den bislang geringen
Einsatz an deutschen Hautkliniken sind der hohe zeitliche Aufwand, die damit verbundene
schlechtere Compliance, die héheren Therapiekosten und die Gefahr der Hautatrophie bei

langfristiger Anwendung.

Da es bislang keine festen Leitlinien zur Behandlung des BP gibt, erfolgt die Reduktion
der Glukokortikosteroide in der Mehrheit der Falle in Abh&ngigkeit vom Kklinischen
Verlauf und nicht nach einem festen Schemata.” Hier konnen die neuen anti-BP180
ELISA eine grofRe Hilfestellung leisten, da die bestimmten Antikdrperspiegel mit der
Krankheitsaktivitat korrelieren.” Daher sollten sie vor allem in Stadien, in denen die
Klinik ricklaufig ist, zur Dosisreduktion herangezogen werden. Durch das Monitoring der
Krankheitsaktivitdt kann mit ihnen ein sicheres und vollstandiges Ausschleichen der
Glukokortikosteroide erreicht werden und so sowohl Nebenwirkungsraten als auch

Rezidivhaufigkeiten gesenkt werden.

Einige Studien haben nachgewiesen, dass die Sterblichkeit beim BP entscheidend von der
Art der Therapie beeinflusst wird. So korreliert die Mortalitatsrate in einer deutschen
Multicenterstudie mit der Hohe der Glukokortikoiddosierung.” Deswegen werden
zusatzlich zu systemischen Glukokortikosteroiden hédufig adjuvant Immunsuppressiva
wegen ihres steroidsparenden Effektes gegeben.®’ Das Purin-Analogon Azathioprin, das
seit vielen Jahren in der Therapie des BP etabliert ist, wird laut einer Umfrage an
deutschen Hautkliniken am h&ufigsten als adjuvantes Mittel der Wahl herangezogen.
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Allerdings konnte ein steroidsparender Effekt von Azathioprin bisher nicht sicher
nachgewiesen werden.” Zu beachten ist, dass die Therapie mit Azathioprin die Gefahr
einer Myelosuppression birgt und deswegen eine Bestimmung des Enzyms
Thiopurinmethyltransferase ~ vor  Therapiebeginn  erforderlich  ist.  In  einer
placebokontrollierten randomisierten Studie konnte vor kurzem ein steroidsparender Effekt
fur Dapson belegt werden. Die Wirksamkeit und Sicherheit von Dapson in Kombination
mit Glukokortikosteroiden beim BP ist seit langem bekannt. Ein weiterer Vorteil vom
Immunmodulator Dapson ist der rasche Wirkungseintritt.”® Dapson fithrt zur
Unterdriickung der lokalen Entzindungsantwort in der Haut durch Hemmung der
Neutrophilenfunktion und auch der Chemotaxis. Vor Beginn der Behandlung mit Dapson
muss die Aktivitat der Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G6PDH) bestimmt werden,
um einer Dapson-induzierten hdmolytischen Andmie vorzubeugen. Ein weiteres beim BP
haufig eingesetztes Immunsuppressivum ist Mycophenolsédure. In aktuellen Studien konnte
gezeigt werden, dass Mycophenolsdure genauso effektiv wie Azathioprin wirkt, aber

deutlich weniger hepatotoxisch ist.8!

Bei schweren oder refraktaren  Verldufen stehen heute einige  neue
Behandlungsmaglichkeiten zur Verfligung, die in Fallberichten als effektiv beschrieben
wurden. Darunter fallen die hoch dosierte intravendse Immunglobulintherapie (IVIG-
Therapie), die Immunadsorption und der monoklonale anti-CD20-Antikérper Rituximab.®
> Sie sollen im Rahmen der Therapie der Epidermolysis bullosa acquisita naher erlautert
werden, da sie bislang nur sehr selten als Therapieoption beim BP zum Einsatz kommen

mussten.

1.2.6 Prognose

Das BP verlauft chronisch rezidivierend in Schiiben. Alteren Quellen zu folge kann es nach
mehrjahrigem Verlauf zu spontaner Ausheilung kommen.®® Die Lebensqualitit der
betroffenen Patienten ist erheblich eingeschréankt und die Mortalitat ist im Vergleich zur
Normalbevélkerung erhoht. Uber die genaue Prognose und Mortalitat ist die Literatur
bislang uneinheitlich. Die Angaben fir die 1-Jahres-Mortalitdt schwanken zwischen 6%
und 39%.%% & Dies erklart man sich damit, dass die Prognose entscheidend vom

Patientenalter und der Therapie abhangt. Da bislang noch keine festen Leitlinien fur die

21



Therapie existieren, kann man diese Mortalitdtsschwankungen teilweise auch auf die
unterschiedlichen Therapieansitze zuriickfiihren.3® Zwei groRe Studien enthiillten folgende
Risikofaktoren fir eine erhohte Mortalitdt im ersten Jahr nach Diagnosestellung:
Patientenalter > 80 Jahre, tégliche Prednisolondquvivalenzdosis > 37 mg,
Serumalbuminspiegel < 3,6 mg/dL, ESR (Erythrozytensedimentationsrate) > 300 mm/h
und ein Karnofsky-Score < 40,7848

Wenn ein Malignom bekannt und therapiert ist, sistiert das BP haufig und rezidiviert erst

bei Tumorprogression erneut. 84 &
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1.3 Die Epidermolysis bullosa acquisita (EBA)

1.3.1 Epidemiologie

Die Inzidenz der Epidermolysis bullosa acquisita (EBA) ist ebenfalls im letzten Jahrzehnt
angestiegen und liegt heute bei ca. 0,2 bis 0,5 Neuerkrankungen pro 1 Million Einwohner
pro Jahr. Damit gehort die EBA zu seltenen bullésen Autoimmundermatosen. Der Anstieg
der Inzidenz ist wahrscheinlich auf die verbesserten diagnostischen Mdglichkeiten und
eine vollstandigere Erfassung von Patienten zuriickzufithren.® 1. 2086 \yon EBA betroffen
sind alle Altersgruppen und Rassen. Eine leichte Pradominanz liegt fir weibliches

Geschlecht und schwarzafrikanische Abstammung vor.4 &

1.3.2 Atiologie und Pathogenese

Im Jahre 1971 konnte Roenigk als erster die EBA anhand von Kklinischen und
histologischen Merkmalen von anderen blasenbildenden Autoimmundermatosen
unterscheiden.®® Eine exakte molekulare Grundlage fiir die Diagnostik wurde jedoch nicht
etabliert, sodass bei vielen der publizierten EBA Féllen die Diagnose nicht immer
zweifelsfrei belegt ist. (R. Ludwig, persénliche Mitteilung) Zur besseren Ubersichtlichkeit

ist die Pathogenese in drei Abschnitte eingeteilt.

(1) Identifikation der Autoantigene und Nachweis der Pathogenitét der Autoantikdrper

Das Autoantigen der EBA konnte 1988 identifiziert werden. Es handelt sich um das 290kD
schwere Typ VII Kollagen (COL7), das den Hauptanteil der Ankerfibrillen bildet und sich
in der DEJ befindet.®® Die Hauptaufgabe der Ankerfibrillen besteht darin, die Epidermis

inklusive ihrer Basalmembran mit der papillaren Dermis zu verbinden und
zusammenzuhalten. COL7 besteht aus drei identischen a-Ketten, deren 145kD schwere
zentrale Kollagendomane jeweils von einer grofReren ebenfalls 145kD schweren N-
terminalen Nicht-Kollagendoméne (NC1), sowie der kleineren nur 34kD schweren C-
terminalen Nicht-Kollagendoméne (NC2) ,,umarmt* wird.?® Uber die NC2-Doméne
verknupfen sich jeweils die Molekiile zu antiparallelen Dimeren, die Gber Disulfidbriicken
stabilisiert werden und somit zu beiden Enden die NC1-Domanen enthalten.®® Diese
Dimere aggregieren zu tberkreuzenden Strukturen, den Ankerfibrillen, die in der Lamina
densa lokalisiert sind und sich im Elektronenmikroskop als halomondférmige Strukturen
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darstellen lassen.®? Es wurden vier Epitope identifiziert gegen die sich Autoantikorper der
meisten EBA-Seren richten und die alle auf der NC1-Domane lokalisiert sind.® %

Zunéchst konnte in humanen Kryoschnitten, die mit Autoantikérpern gegen COL7 NC1
von EBA-Patienten und mit Leukozyten gesunder Spender inkubiert wurden, eine
subepidermale Spaltbildung hervorgerufen werden. Die autoimmune Natur der EBA und
die direkt pathogene Wirkung der Autoantikdrper konnte erstmals zweifelsfrei von zwei
unabhéngigen Arbeitsgruppen im Jahre 2005 bewiesen werden. Es gelang beiden
Arbeitsgruppen nach Kochs Postulat der Autoimmunerkrankungen die EBA in Tieren zu
duplizieren.® Im so genannten ,,passiven* Modell konnte bei gesunden Mausen durch die
dermale Injektion von humanen aufgereinigten Autoantikérpern bzw. Kaninchen-anti-
COL7-Antikorpern, die sich gegen die NC1-Doméne des COL7 richten, eine
subepidermale Spaltbildung ausgel6st werden, die mit der EBA gleichzusetzen ist.% %

(2) Toleranzverlust der Autoantigene

Die Vorgédnge, die zum Toleranzverlust bei der EBA flhren sind bislang nur wenig
erforscht.®” Klinische Beobachtungen, MHC (Major Histocompatibility Complex)
Genotypisierungen bei EBA-Patienten und auch Tiermodelle lassen eine genetische
Kontrolle des Krankheitsausbruchs vermuten.®® In Tabelle 3 sind die bisher erforschten

Mechanismen, die zur Autoantikorperbildung bei der EBA fiihren, zusammengestellt.

Im vor kurzem etablierten ,aktiven“ Modell, bei dem die Spaltbildung durch
Immunisierung von Mausen mit einem rekombinanten Fragment der murinen NC1-
Doméne (GST-mCol7C) induziert wird,> *® werden weitere neue genetische Ansétze zur
Klarung der Pathogenese der blasenbildenden Autoimmundermatosen erforscht. Der
MHC-Komplex, auch bekannt als HLA-Region (human leukocyte antigen region), wurde
urspriinglich auf der Oberflache von Leukozyten identifiziert.2®® Aufgrund seiner zentralen
Rolle bei immunologischen Antworten ist der MHC-Komplex einer der am meist
erforschten Regionen im menschlichen Genom.'%! Es konnte nun gezeigt werden, dass die
Auslosung des klinischen Krankheitsbildes der EBA mit dem MHC Haplotyp H2s
assoziiert ist, sodass bei anderen Haplotypen die Krankheit trotz Autoantikorper oftmals

nicht oder milder ausbricht.*® In einem Modell mit T-Zell-defizienten Mausen konnte
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gezeigt werden, dass bei ihnen eine Immunisierungs-induzierte EBA nicht auslosbar ist

und T-Zellen somit zur Autoantikérperproduktion unabdingbar sind.%?

Mechanismus Hinweis flir/Assoziation mit

Gene innerhalb des MHC-Komplexes e HLA Haplotypen bei EBA Patienten
e MHC Assoziation bei experimenteller EBA
Gene auBerhalb des MHC-Komplexes e Uberprisentation schwarzafrikanischer EBA-Patienten
e Identifizierung von Quantitativen Trait Loci (QTL)
bei experimenteller EBA
CDA4+ T-Zellen e T-Zell-defiziente Méause sind resistent gegeniiber
(Cluster of Differention) Immunisierungs-induzierter EBA
® Nur bei Abwesenheit von CD4+ T-Zellen
keine Autoantikorperbildung

HSP90 e Blockade von HSP90 verhindert Ausbruch der

(heat shock protein) Immunisierungs-induzierten EBA (uber T-Zell Blockade)

Tabelle 3: Mechanismen, die zur Autoantikdérperbildung bzw. Kklinischer Manifestation bei der EBA flihren
98, 103

Um die beteiligten T-Zell-Untergruppen zu bestimmen wurde im Rahmen eines anderen
Experiments EBA-immunisierten Méausen CD4+ oder CD8+ T-Zellen ber einen gewissen
Zeitraum nahezu vollstandig depletiert. Bei Depletion von CD8+ T-Zellen konnten
unverandert Autoantikérper produziert werden, wahrend es bei Depletion von CD4+ T-
Zellen zu einer deutlich verminderten Autoantikérperproduktion kam. Schlussfolgernd
kann man sagen, dass CD4+ T-Zellen zur Initiierung der Autoantikorperbildung bei der
experimentellen EBA entscheidend mitwirken. Bemerkenswert ist, dass B-Zellen,
dendritische Zellen oder Makrophagen unbedingt zur Induktion bzw. Aktivierung der
autoreaktiven CD4+ T-Zellen bendtigt werden.*? In anderen Versuchen konnte gezeigt
werden, dass die Blockade von HSP90 vor Immunisierungs-induzierter EBA schitzt.
Interessanterweise wurde in dieser Versuchsreihe festgestellt, dass hierbei die T-Zell
Proliferation signifikant gedrosselt wurde, sodass vermutlich die HSP90 Blockade tiber die
T-Zell Inhibierung wirkt.®® Ludwig et al. untersuchten die Mitwirkung genetischer
Faktoren auBerhalb des MHC-Komplexes in Bezug auf EBA Anfélligkeit und
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identifizierten gleich mehrere Quantitative Trait Loci (QTL) auf insgesamt 5
Chromosomen, die einen EBA Ausbruch kontrollieren.!® Leider kann man zu diesem
Zeitpunkt die EBA noch mit keinem konkreten Gen verknipfen, aber diese Erkenntnisse
ermutigen zur weiteren Erforschung der genetischen Basis, denn aktuell ist noch sehr
wenig Uber die verantwortlichen Gene bei den blasenbildenden Autoimmundermatosen

bekannt.

(3) Effektorphase der Erkrankung
Waéhrend bereits viele Schritte und Faktoren, die zur Spaltbildung bei der EBA fihren,

beschrieben worden sind, weill man noch recht wenig tber den genauen zeitlichen Ablauf
beginnend bei der Bindung der EBA-Autoantikorper an ihre Autoantigene bis zur
Entstehung der Blasenformation. Abstrahiert dargestellt (Abbildung 6) verlauft die
Antikorper-induzierte Gewebeschadigung bei der EBA wie folgt: Nach der
Autoantikdrperbindung in der dermo-epidermalen Junktionszone (DEJ) kommt es zu
Komplementaktivierung und Ausschiittung von Zytokinen und Adhasionsmolekiilen. Uber
Fcy-Rezeptoren werden Granulozyten aktiviert, die Matrix-Metallproteasen (MMP) bzw.
ROS (reaktive Sauerstoff-Spezies) ausschitten und es letztendlich zu Spaltbildung

kommt.%8
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Abbildung 6: Pathogenese der Autoantikorper-induzierten Blasenformation bei der EBA %
Abkirzungen: DEJ: dermo-epidermale Junktionszone, ROS: reaktive Sauerstoffspezies; MMP: Matrix-
Metallproteasen

Interessanterweise kontrolliert der neonatale-Fc-Rezeptor (FcRn) die Halbwertszeit der
Anti- COL7-Antikorper und seine Blockade filhrt zu einem gesteigerten Abbau der 19gGs.*®
In  humanen  Kryoschnitt-Assays konnte  nachgewiesen  werden, dass die
Granulozytenaktivierung Uber Fcy-Rezeptoren ablduft und die von ihnen freigesetzten
Zytokine unerlasslich fiir die Spaltbildung sind.'® % Fir die EBA wurden mittlerweile
eine ganze Reihe von Zytokinen bzw. Mechanismen entdeckt, die zur Autoantikorper-
induzierten Spaltbildung beitragen. Eine Auswahl dieser ist in Tabelle 4 aufgefihrt. Dabei
spielen v. a. freigesetzte ROS, Gelatinase B und Elastase eine entscheidende Rolle.
Allerdings konnte eine ex vivo Blasenformation nur mit 1gG1- und IgG3-Sybtypen
induziert werden. Weiterhin gilt, dass der Glykosylierungsstatus der 1gGs ihre Funktion
entscheidend beeinflusst.® 1% AuRerdem gelang es bei der experimentellen Spaltbildung

der EBA zu zeigen, dass neben der Granulozyteninfiltration auch Komplementaktivierung
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stattfindet.1% Interessanterweise sind EBA-Autoantikorper potentere
Komplementaktivatoren als BP-Autoantikorper.1%’

Zytokine Relevanz demonstriert anhand

Blockade hat praventiven und therapeutischen Charakter bei der experimentellen
CXCL1und 2 EBA

Blockade hat praventiven und therapeutischen Charakter bei der experimentellen
GM-CSF EBA

IL-6 Hat anti-inflammatorische Effekte bei der Antikdrpertransfer-induzierten EBA
Uberexpression verstarkt und Blockade vermindert die Blasenformation bei der
Flii EBA

ROS Blockade hemmt die Antikorpertransfer-induzierte EBA

Tabelle 4: Auswahl wichtiger Zytokine in der Pathogenese der EBA %

1.3.3 Klinik

Die EBA st eine chronisch verlaufende bullése Autoimmundermatose der Haut und
Schleimhdaute, die vorwiegend Erwachsene, selten auch Kinder betrifft. Das mediane
Erkrankungsalter liegt mit 47 Jahren deutlich unter dem des BP und bei der
Geschlechterverteilung fallt eine leichte Pradominanz fiir das weibliche Geschlecht auf.%®
Das klinische Bild der EBA ist heterogen und kann andere blasenbildende
Autoimmundermatosen imitieren. Es lassen sich zwei Haupttypen der EBA
identifizieren.® # Die haufigere Variante stellt mit ca. 2/3 der Félle die inflammatorische
EBA. Klinisch ahnelt sie haufig entweder dem BP oder dem Schleimhautpemphigoid.1%®
Die Patienten haben urtikarielle, erythematdse Plaques mit prallen, teils Kklaren, teils
hamorrhagischen Blasen meistens im GeséBbereich, in den Axillen und in den Leisten.® 1%
Die klassische oder mechano-bulldse Form tritt bei ca. 1/3 der EBA-Patienten auf. Sie ist
nicht entziindlich und &ufert sich in Hautfragilitit sowie prallen Blasen, die unter
atrophischen Narben und Milien abheilen. Generell kann zwar jeder Bereich der Haut und
Schleimhautoberflache befallen sein, jedoch tritt sie bevorzugt an mechanisch
beanspruchten Korperstellen wie Ellenbogen, Knien und Gesal sowie an Handen und
FuRBen auf. Aulerdem entstent postinflammatorisch haufig eine Hyper- bzw.
Hypopigmentation der betroffenen Stellen. Nageldystrophien werden ebenfalls hé&ufig
beobachtet.® 2 Bei beiden Varianten kann es zu einem Befall der Schleimhaute kommen,
am haufigsten der oralen Mukosa, aber auch der Augen und des Osophagus. Ein
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Osophagusbefall kann durch die Entstehung von Strikturen zu Dysphagie fithren und eine
endoskopische Intervention notwendig machen.®® Uber eine Assoziation der EBA mit
anderen systemischen Erkrankungen wurde haufig berichtet, am haufigsten mit Morbus
Crohn in bis zu 30 % der Falle,'% 1! allerdings beruhen diese Daten auf Beobachtungen

vor der Etablierung einer molekularen Diagnostik der EBA.

1.3.4 Diagnostik

Die EBA gehort zu den bullésen Autoimmundermatosen, die klinisch durch Blasen und
Erosionen an Haut und/oder Schleimhaut gekennzeichnet sind. Die diagnostische
Differenzierung zwischen den einzelnen Entitdten der bullésen Autoimmundermatosen ist
fur die Therapieentscheidung und Prognose von besonderem Stellenwert und die
Inzidenzen haben sich nicht zuletzt wegen der verbesserten diagnostischen Mdglichkeiten
im letzten Jahrzehnt verdoppelt.® Tabelle 2 (sieche Seite 16) gibt die wichtigsten

Diagnosekriterien fur die EBA wieder.

Der diagnostische Goldstandard fiir bullése Autoimmundermatosen ist der Nachweis von
Autoantikdrpern in der Haut bzw. Schleimhaut. Daflr wird eine perildsionale Biopsie
mittels DIF Mikroskopie beurteilt. Die DIF erlaubt zun&chst nur die Differenzierung
zwischen Pemphigus- und subepidermalen bullésen Autoimmunerkrankungen.®> ° Das
histologische Bild einer lasionalen Hautprobe eines EBA-Patienten zeigt typischerweise
eine subepidermale Blasenbildung. Die klassische oder mechano-bullése EBA prasentiert
sich normalerweise mit nicht-inflammatorischen Blasen, wahrend entzlindliche EBA-
Formen mit einem Neutrophilen-reichen Infiltrat assoziiert sind.® 2 Fiihrt man allerdings
die DIF bei hoher VergrolRerung durch, so kann man ein n- oder u-gezahntes Muster der
Autoantikdrperbindung unterscheiden. Dabei ist das u-gezahnte Muster, das in Abbildung
7 dargestellt ist, pathognomisch fiir die EBA.%® Im nachsten Schritt wird tiblicherweise eine
I1F auf 1 mol/L NaCl-L6sung separierter humaner Spalthaut durchgefiihrt. Die IIF ist eine
etablierte minimal invasive Methode (serologisches Testsystem) zum Sreening auf
zirkulierende Autoantikorper bei bullésen Autoimmundermatosen. Sie erlaubt die
Unterscheidung, ob vorhandene Autoantikdrper am Blasendach oder am Blasenboden des
artifiziellen Spalts binden. Im Gegensatz zum BP binden EBA-Autoantiktrper, die

groRtenteils zu den Subklassen IgG1 und IgG4 gehoren, typischerweise am Blasenboden,
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also an der dermalen Seite der Blase.> ® ® In den letzten Jahren wurden zusatzlich
serologische Untersuchungen auf Autoantikrper mit Hilfe rekombinanter und
zellkultivierter spezifischer Zielantigene entwickelt. Man unterscheidet hierbei die so
genannte ELISA und Westernblot Verfahren.® Bei fast allen EBA-Patienten besteht eine
IgG-Reaktivitit gegen die NC1-Domine von Kollagen Typ VII,°% die man deswegen als
spezifisches Zielantigene zum Nachweis von Serum-Autoantikérpern bei der EBA nutzt.!3
Somit kénnen ELISA bzw. Westernblot bei begriindetem Verdacht durchgefihrt werden,

um die Diagnose EBA zweifelsfrei zu sichern. In Abbildung 4 (siehe Seite 18) ist ein

Algorithmus zur Diagnosefindung bei klinischem Verdacht dargestellt.

Abbildung 7: Die bei hoher VergréRerung durchgefiihrte direkte Immunfluoreszenz Mikroskopie stellt das
fiir die EBA pathognomisch u-gezahnte Muster der Autoantikorperbindung dar 8

1.3.5 Therapie

Wahrend sich das BP meistens gut therapieren l&sst, gestaltet sich die Behandlung der
EBA héufig schwierig. Erschwerend kommt hinzu, dass aufgrund geringer Anzahl gut
konzipierter prospektiver Therapiestudien keine allgemeingiltige Standardtherapie
definiert ist. Die initiale Therapie der EBA basiert auf dem Einsatz von Glukokortikoiden
bzw. Colchizin in milden Féllen. Allerdings werden die Glukokortikosteroide bei der EBA
von Beginn an hoch dosiert und systemisch (1-2 mg/kg KG am Tag) sowie oft von Beginn

30



an in Kombination mit weiteren Immunsuppressiva wie Colchizin, Azathioprin oder
Mycophenolsdure verabreicht. Bis vor kurzer Zeit hatte man bei therapierefraktaren
Patienten wenige Mdoglichkeiten zu intervenieren. Heute stehen mit der hoch dosierten
intravendsen-Immunglobulin-Therapie (IVIG), der Immunabsorption, der extrakorporalen
Photopherese (ECP) und dem CD20-Antikorper Rituximab Behandlungsmdglichkeiten zur
Verfiigung, die in Fallberichten erfolgreich angewendet wurden.® 4 Abbildung 8 fasst die

Therapieoptionen bei der EBA zusammen.

Initiale Therapie der 1. Wahl

hoch dosierte systemische Glukokortikoide
+

adjuvante Gabe von
Colchizin, Mycophenolsaure, Azathioprin

Klinische Besserung?

JA! NEIN!
gof. langsames Ausschleichen des zusatzlicher Einsatz von:
Glukokortikoids (und der adjuvanten IVIG, Immunadsorption, ECP, Rituximab oder
Medikation) Kombination mehrerer

Abbildung 8: Zusammenfassung der Therapieoptionen bei der EBA 3,4

Wahrend die klinische Wirkung der kostenintensiven IVIG zuletzt in einer
placebokontrollierten Studie fur die Pemphigus-Erkrankung nachgewiesen werden konnte,
bleibt ihr genauer Wirkmechanismus weiterhin unklar.!** Eine besondere Rolle scheint
dem neonatalen Fc-Rezeptor (FcRn) zuzukommen (ber den die Halbwertszeit des
zirkulierenden IgG und damit auch die Halbwertszeit der pathogenen Autoantikorper

reguliert werden. Ein groRBer Vorteil von IVIG ist das geringe Nebenwirkungsprofil.
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Allerdings sollte eine IgA-Defizienz vor der ersten IVIG-Infusion ausgeschlossen
werden.* 115 Interessanterweise konnte eine Studie aus Boston, USA, nachweisen, dass die
Gesamtkosten der Therapie bulléser Autoimmundermatosen mit IVIG aufgrund der
geringeren Rate an unerwinschten Nebenwirkungen sowie Kurzerer stationérer
Aufenthaltszeiten niedriger sind, als die Kosten einer konventionellen Behandlung.tt®
Durch eine zusétzliche immunsuppressive Therapie kann die Wirkung weiter erhoéht
werden.!’” Mit der Immunadsorption (Immunophorese) steht ein Verfahren zur Verfiigung
mit dem man selektiv Immunglobuline aus dem Blut entfernen kann. Nach einmaliger
Immunadsorption wird die Autoantikérperlast bereits um bis zu 75 % reduziert.*® Da die
pathogenetische Relevanz der Autoantikérper beim BP und der EBA bekannt ist, stellt die
Entfernung der pathogenen Autoantikorper eine gute Therapieoption dar.* ™ % % |p
Fallberichten konnte gezeigt werden, dass die unmittelbare Reduktion der Autoantikdrper
durch die Immunadsorbtion zur raschen klinischen Besserung fuhrt, sodass es nach
wenigen Wochen zu einer Abheilung aller Lasionen kommen kann. Eingesetzt wird die
Immunadsorption nur adjuvant mit begleitender Immunsuppression, meist bestehend aus
Prednisolon plus Azathioprin oder Mycophenolsiure.''®1?° Dije extrakorporale
Photopherese ist ein weiteres effektives Verfahren bei Therapierefraktarer EBA. Es handelt
es sich um eine relativ neue Form der Apherese (,,Blutwésche®) und wie die PUVA-
Therapie ist auch die extrakorporale Photopherese eine Photoimmuntherapie, bei der eine
photosensibilisierende Substanz eingesetzt wird.%® Mit Rituximab, einem monoklonalen
chimeren Antikdrper gegen das B-Zell spezifische Oberflachenantigen CD20, existiert ein
potentes Second-Line-Therapeutikum zur Behandlung der EBA. Sein Haupteffekt liegt
wahrscheinlich in der Entfernung reifer CD20+ B-Zellen fiir drei bis neuen Monate, die
sich also nicht mehr weiter in Autoantikdrper-produzierende Plasmazellen differenzieren
konnen.® 121123 Bej besonders schweren Verlaufen oder bei therapierefraktiren Patienten
konnen die Immunadsorption und Rituximab auch zusammen eingesetzt werden, um den
raschen Wirkungseintritt der Immunadsorption mit der exzellenten Langzeitwirkung von

Rituximab zu verbinden.24-126
Um eine weitere Therapieoptimierung bei Patienten mit bullésen Autoimmundermatosen

zu erreichen sind prospektive kontrollierte Studien nétig, deren Durchfuhrung aufgrund der

geringen Inzidenz erschwert ist. Eine mogliche Alternative ist die Verwendung von
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Tiermodellen, in denen unter standardisierten Bedingungen therapeutische Interventionen

auf ihre potentielle Wirkung untersucht werden kdnnen.

1.3.6 Prognose

Insgesamt ist eine Symptomkontrolle bei EBA-Patienten trotz intensiver Therapie nicht
immer zu erreichen, sodass in zwar reduzierter Auspragung die Hautveranderungen oft
weiterhin bestehen bleiben. Zuséatzlich zur refraktaren Klinik kann es zu Infektionen,
Bluthochdruck, Osteoporose, Diabetes Mellitus und vielen anderen unerwiinschten
Nebenwirkungen aufgrund der hoch dosierten Immunsuppression kommen, sodass die

Lebensqualitat weiter reduziert wird.®

33



1.4 Ziele dieser Arbeit

Die Ziele dieser Arbeit liegen in der weiteren Aufschliisselung der Pathogenese der oben
beschriebenen Krankheitsbilder: BP und EBA. Diese beiden Entitaten der subepidermal
blasenbildenden Autoimmundermatosen unterscheiden sich zwar in ihren spezifischen
Autoantigenen, sowie einigen Merkmalen ihrer Klinik und Therapie, jedoch scheinen viele
Aspekte der Pathogenese &hnlich zu sein. Bei beiden Erkrankungen spielen direkt
pathogene Autoantikdrper, die gegen Autoantigene der dermo-epidermalen Junktionszone
gerichtet sind, eine entscheidende Rolle in der Pathogenese.> 24 2 Es konnte fir beide
Autoimmundermatosen gezeigt werden, dass fur die Entstehung der Spaltbildung, neben
den gerade genannten direkt pathogenen Autoantikdérpern, auch die Anwesenheit von
vitalen Leukozyten unerlasslich ist.** Ex vivo und Mausmodelle zeigten, dass fir die
Krankheitsentstehung aktivierte neutrophile Granulozyten erforderlich sind.>* 104 127
Allerdings konnte aufgrund der Herangehensweise bisheriger Studien nicht geklart werden,
ob aktivierte Granulozyten auch in Abwesenheit anderer Leukozytensubpopulationen eine
Spaltausbildung ausldsen kénnen. Gleichzeitig stellt sich die Frage, ob andere
Leukozytenpopulationen nicht ebenfalls im Stande seien eine dermo-epidermale
Separation in Abwesenheit von Granulozyten auszulfsen. Um Erkenntnisse zur
Beantwortung dieser Fragen zu gewinnen wurde in meiner Arbeit die Bedeutung bzw. der
Einfluss humaner Granulozyten, PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cell; zu Deutsch:
mononukledre Zellen des peripheren Blutes) und Monozyten jeweils isoliert in der
Pathogenese des BP und der EBA mit Hilfe des Kryoschnitt-Assays untersucht. Im
Anschluss sollten im Rahmen meiner Arbeit Mediatoren und Botenstoffe identifiziert
werden, die die Leukozytenpopulationen im aktivierten Zustand ausschitten, um eine
subepidermale Blasenbildung hervorzurufen. Dabei konzentrierte ich mich auf reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) sowie auf eine Vielzahl von Zytokinen, da bekannt ist, dass sie

eine wichtige Rolle in der Pathogenese von bullésen Autoimmundermatosen besitzen,*8 4%
54,128

Kurz gefasst ist das Ziel meiner Arbeit die Rolle bzw. den Einfluss isolierter Granulozyten,
PBMC und Monozyten in der Pathogenese des BP und der EBA anhand von in vitro
Modellen naher zu beschreiben und einige der beteiligten zellularen Mechanismen

aufzudecken.
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2 Material und Methoden

2.1 Ethik-Kommission, Verwendung humaner Biomaterialien
(Serum, Zellen, Haut)

Alle Versuche mit humanem Biomaterial (Blut, Serum- und Hautproben) wurden den
Spendern nach mandlicher und schriftlicher Aufklarung enthnommen. Die Studien mit den
Biomaterialien wurden von der Ethik-Kommission der Universitatsklinik Libeck gepruft
und es wurden keine Bedenken gegeniiber der Studien geduRert (AZ: 04-061, 04-144, 05-
056 und 09-140).



2.2 Isolierung von peripheren Leukozytenpopulationen

2.2.1 lIsolierung von peripheren Gesamtleukozyten mittels Dextran

2.2.1.1 Prinzip der Dextran-Aufreinigung

Beim Dextran handelt es sich um einen Polysaccharid mit dem Erythrozyten aggregieren
und dadurch nach unten sedimentieren. So erhalt man bereits nach kurzer Inkubation von
Vollblut mit einer Dextran-Ldsung eine untere Phase mit Erythrozyten und eine obere
Phase mit berwiegend Leukozyten (Abbildung 9). Die gewtinschte obere Phase mit den

Leukozyten wird abgenommen und weiter aufgereinigt.

20 ml
Vollblut Leukozyten

- Phase
Inkubationszeit
20 ml ﬂ
Dextran ca. 30 min bei
Raumtemp.
| P Erythrozyten
U - Phase

Abbildung 9: Schematische Darstellung der Dextran-Aufreinigung

2.2.1.2 Durchfuhrung der Isolierung von Gesamtleukozyten mittels Dextran

Fir die Isolierung von Leukozyten wurden 80 ml Vollblut verwendet, das gesunden
Spendern entnommen wurde. Die Abnahme erfolgte mit einem Perfusionshesteck (BD
Valu-Set) und 20 ml Spritzen (BD Discardit 1), die zuvor mit jeweils 1-2 ml Heparin
(25000 L.E./ 5 ml) versetzt worden waren. Um die Erythrozyten abzureichern, wurde jede
der vier 20 ml Spritzen mit Vollblut zu einem Falcon-Réhrchen gegeben, das zuvor mit
jeweils 20 ml NaCl (0,9%)/ Dextran (3%)-Losung versetzt worden war. AnschlieRend
wurden alle vier Rohrchen fur 20-30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dabei

bildeten sich zwei Phasen: Wéhrend die untere Phase den groiten Teil der Erythrozyten
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enthielt, befanden sich in der oberen Schicht die Leukozyten. Danach wurde der Uberstand
mit Hilfe einer 10 ml Pipette auf drei neue Falcon-Rohrchen verteilt, die fur 12 Minuten
bei 256 g (entspricht 1200 rpm an der verwendeten Zentrifuge) und Raumtemperatur
zentrifugiert wurden. Der Uberstand wurde anschlieRend abgesaugt und verworfen und die
verbliebenen Pellets der drei Falcon-Roéhrchen wurden zu 30 ml RPMI-Medium (+ 5 ml L-
Glutamin) gegeben und in einem einzigen Falcon-Rohrchen vereinigt. Nach weiterem
Zentrifugieren fir 12 Minuten bei 256 g und Raumtemperatur wurde der Uberstand
verworfen und das Pellet zunachst mit 20 ml kalter 0,9%iger NaCl-Ldsung, nach weiteren
20 Sekunden mit 20 ml kalter 1,6%iger NaCl-Losung resuspendiert und erneut fur 12
Minuten bei 256 g und dieses Mal 4 °C zentrifugiert. Nach Absaugen und Verwerfen des
Uberstandes wurde das Pellet noch einmal mit 30 ml RPMI 1640 Medium (+ 5 ml L-
Glutamin) resuspendiert und fur 7 Minuten bei 256 g und 4 °C zentrifugiert. Diese
Aufreinigungsschritte dienten dazu moglichst alle Erythrozyten aus dem Pellet zu
entfernen und so die Reinheit der Leukozytenisolierung zu erhdhen. AbschlieRend wurde
das verbliebene Pellet nach erneutem Absaugen mit 5 ml RPMI (+ 5 ml L-Glutamin)

resuspendiert und die gewonnene Zelllésung auf Eis gestellt.

2.2.2 Auftrennung in PBMC und PMN mittels Polymorphprep

2.2.2.1 Prinzip der Auftrennung in verschiedene Leukozytenpopulationen mittels
Polymorphprep

Polymorphprep ist eine sterile, Endotoxin-freie, vorgefertigte Lésung zur Isolierung von
PMN (Polymorphonuclear Cells; entspricht den Granulozyten) und PBMC (Peripheral
Blood Mononuclear Cells; entspricht den Monozyten und Lymphozyten). Das Prinzip
basiert auf der Polymorphprep-Losung, die aus Natrium-Metrizoat und einem
Polysaccharid besteht. Mittels Zentrifugation lassen sich die Zellpopulationen aufgrund
ihrer Dichteunterschiede auftrennen und so werden die mononukledren (PBMC) und
polynukledren (PMN) Zellen auf zwei unterschiedliche Banden aufgetrennt, wahrend die
Erythrozyten mit dem Polysaccharidbestandteil aggregieren und nach unten sedimentieren
(Abbildung 10).
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Abbildung 10: Prinzip der Auftrennung in verschiedene Leukozytenpopulationen mittels Polymorphprep
(a) Originalbilder aus meiner Arbeit und (b) Skizze

2.2.2.2 Durchfuhrung der Auftrennung mittels Polymorphprep

Fur die Isolierung von peripheren Leukozyten wurden 80 ml vendses Vollblut gesunder
Probanden entnommen. Die Blutabnahme erfolgte mit einem Perfusionsbesteck (BD Valu-
Set) und 20 ml Spritzen (BD Discardit Il), die mit jeweils 2 ml EDTA (0,5 g / 25 ml)
versetzt worden waren. AnschlieBend wurde das Vollblut in 50 ml Falcon-Réhrchen
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umgelagert und die ndchsten Arbeitsschritte unter der Sterilbank (Biowizard Kojair)
durchgefihrt. In vier weitere 50 ml Falcon-Rohrchen wurde jeweils 20 ml Polymorphprep
(AXIS-SHIELD) vorgelegt und mit 20 ml des zuvor abgenommenen Vollbluts mit Hilfe
einer Pipetierhilfe (Pipetus®-akku) vorsichtig tberlagert, sodass sich zwei Phasen, unten
Polymorphprep und oben Vollblut, bildeten. Jetzt wurden die Falcon-Rohrchen fir 30
Minuten bei 455 g (entspricht 1600 rpm an der verwendeten Zentrifuge) und
Raumtemperatur zentrifugiert, wobei zu beachten war, dass die Bremsfunktion der
Zentrifuge unbedingt ausgeschaltet werden musste, damit die Zentrifuge sich am Ende
langsam ausdrehen konnte um die entstandenen Banden nicht wiederzuvermischen. Die
obere Bande bestand aus PBMC (Monozyten und Lymphozyten) und die untere Bande aus
PMN (Granulozyten). Jetzt wurden zuerst die oberen Banden aller vier Falcon-Réhrchen
mit einer 1 ml Pipette abgenommen und in einem neuen 50 ml Falcon-Réhrchen
gesammelt und das gleiche Volumen an Halbmedium (RPMI : dest. Wasser [1:1])
dazugegeben und daraufhin mit RPMI auf 50 ml aufgefullt. Genauso wurde mit der
unteren Bande verfahren, sodass man am Ende ein Rohrchen mit PBMC und eins mit PMN
hatte. Beide wurden nun fur 10 Minuten bei 256 g und Raumtemperatur zentrifugiert und
die Uberstande abgesaugt und verworfen. Die verbliebenen Pellets enthielten die bereits
angestrebten isolierten Leukozytenpopulationen. Um nun die Kontamination mit
Erythrozyten weiter zu minimieren wurden die Pellets jeweils mit 5 ml Lysepuffer (D-PBS
. dest. Wasser [1:5]) resuspendiert und nach 30 Sekunden Inkubation auf 50 ml mit RPMI
aufgefiillt und erneut fir 10 Minuten bei 256 g und Raumtemperatur zentrifugiert. Der
Uberstand wurde erneut abgesaugt und verworfen und die Pellets auf 20 ml mit RPMI
aufgefillt und dieses Mal fur 10 Minuten bei 256 g und 4 °C zentrifugiert. AbschlieBend
wurden die verbliebenen Pellets nach erneutem Absaugen mit 5 ml RPMI resuspendiert

und die gewonnen Zelllésungen auf Eis gestellt.

2.2.3 Isolierung von Monozyten aus PBMC mittels MACS

2.2.3.1 Prinzip der Zellaufreinigung mittels MACS

Das MACS (magnetic cell separation) Prinzip arbeitet mit Hilfe des magnetischen Feldes
einer MACS-Separationswand, = MACS-Saulen und  MACS-Antikorpern,  die
superparamagnetische Partikel aufweisen, sodass eine magnetische Auftrennung von

Antikorper-gebundenen  und  nicht-gebundenen  Zellen  stattfinden kann. Die
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paramagnetischen Partikel verandern die Funktion der Antikorper oder ihren
Funktionsstatus nicht und interagieren fr gew6hnlich auch nicht mit anderen Substanzen,
sodass markierte Zellen meist problemlos weiter verwendet werden kénnen. Es besteht
somit die Mdoglichkeit markierte und unmarkierte Zellen zu sammeln, also eine positive
bzw. negative Selektion durchzufiihren. Ziel dieser Arbeit war es Monozyten mit
moglichst hoher Reinheit zu isolieren. Dazu wurde eine positive Selektion mit humanen
anti-CD14-Antikorpern, die relativ spezifisch fur humane Monozyten sind, gewéhlt, sodass

eine hervorragende Reinheit erreicht werden konnte.

Zuerst werden die CD14+ Zellen, also Monozyten, mit humanen anti-CD14-Antikorpern
magnetisch markiert. Daraufhin werden alle Zellen in die MACS-Séule geladen, die zuvor
ins magnetische Feld der MACS-Separationswand gebracht worden ist. Beim
Waschvorgang verbleiben nun nur die durch Antikdrperbindung magnetisch markierten
CD14+ Zellen in der S&ule, wéhrend die nicht-markierten Zellen nach unten durchflieRen.
Wenn man nun die Sdule aus dem magnetischen Feld heraus bringt, kann man die zuvor
magnetisch festgehaltenen CD14+ Zellen im Sinne positivselektierter Zellen sammeln.
Abbildung 11 stellt das MACS-Prinzip schematisch dar.

2.2.3.2 Magnetische Markierung der Monozyten

Nach Isolierung der PBMCs mittels Polymorphprep (siehe 3.1.1) und Bestimmung der
Zellzahl (siehe 3.1.3) wurde die Zelllésung auf ein Volumen von 20 ml mit RPMI-Medium
aufgefiillt und fur 10 Minuten bei 300 g (entspricht 1300 rpm an der verwendeten
Zentrifuge) und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und verworfen. Nun
wurde das Pellet mit 800 ul MACS-Puffer und 200 pl anti-humanen-CD14-Antikorpern
resuspendiert, gut geschiittelt und bei 4 °C fiir 15 Minuten in einen Kihlschrank zur
Inkubation gestellt. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden zur Zelllésung weitere 15 ml
MACS-Puffer gegeben und fiir 10 Minuten bei 300 g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde ein weiteres Mal abgesaugt und verworfen und das Pellet in 500 ul MACS-Puffer

gelost.
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MACS-Separationswand (Magnetfeld)

Zellsuspension mit Antikérper- markierten und
nicht- markierten Zellfraktionen

MACS-Saule

Auffangréhrchen

1. magnetische Markierung 2. magnetische Auftrennung 3. Auswaschen der markierten

Zellfraktion
anti-CD14
Antikorper markierte
MACS- Zellen
d Separa- werden
(\) C tionswand gehalten
Herausnanme POSitiV_
nicht- aus Magnetfeld selektierte
markierte CD14+
Zellen markierte
Zellen

Abbildung 11: Prinzip der Zellaufreinigung mittels MACS

(a) Aufbau und Bestandteile (b) Bei der positiven Selektion werden zunédchst (1) die gewiinschten Zellen
markiert. Hierzu wurden humane-anti-CD14-Antikorper verwendet, die CD14+ Monozyten binden.
Daraufhin wird die Zellsuspension ins Magnetfeld der MACS-Separationswand gebracht und gespult, sodass
nicht- markierte Zellen in den Auffangbehélter ausgewaschen werden. In der MACS-Séule verbleiben nur die
markierten Zellen (positive Selektion; in diesem Fall der Monozyten), die im néchsten Schritt 2° aus dem
Magnetfeld gebracht und erst dann ausgewaschen und gesammelt werden kdnnen. (Abb. modifiziert aus
www.miltenyibiotec.com vom 08.07.2014)

2.2.3.3 Magnetische Isolierung der Monozyten

Zuerst wurde die MACS-Sdule mit Hilfe des passenden MACS-Magneten im
magnetischen Feld der MACS-Wand angebracht und mit 500 pl MACS-Puffer gewaschen.
Jetzt wurde die zuvor hergestellte Zellldsung mit den markierten Zielzellen in die MACS-
Séule pipettiert. Unten wurden die herausflielenden nicht-markierten Zellen gesammelt
und verworfen. Um mdglichst alle nicht-markierten Zellen herauszuschwemmen wurde die
Sédule drei Mal mit jeweils 500 ul MACS-Puffer gewaschen. Daraufhin wurde die MACS-
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Saule von der MACS-Wand heruntergenommen, also aus dem Magnetfeld gebracht, und
uber ein sauberes 10 ml Falcon-Rohrchen gestilpt. 1 ml MACS-Puffer wurde in die Saule
pipettiert um zugig die markierten Zellen, in diesem Fall Monozyten, mit Hilfe des
Druckbolzens im Falcon-Rohrchen zusammeln. AbschlieBend wurde die Zelllésung fur 10
Minuten bei 300 g und 4 °C zentrifugiert und die Zellzahl erneut bestimmt (siehe 2.2.4).
Die Reinheit der Isolierung der Monozyten wurde mittels FACS (siehe 2.2.5) (berpruft
und betrug ca. 95%.

2.2.4 Vitalitatsprifung und  Zellzahlbestimmung der isolierten
Leukozytenpopulationen

Die Vitalitatsprifung und Zellzahlbestimmung erfolgte in einem Schritt. Allerdings
unterschied sich das Protokoll quantitativ in Abhé&ngigkeit davon, ob der Kryoschnitt-
Assay oder ROS-Assay durchgefiihrt wurde, da bei den Verfahren unterschiedliche Ziel-
Zellzahlen festgelegt waren. Im Rahmen des Kryoschnitt-Assays wurden 10 pl der zu
prifenden isolierten Zellsuspension mit 440 pul D-PBS und 50 pl Tryptanblaulosung in
einem Eppendorfgefd? gemischt. Im Rahmen des ROS-Assays wurden 10 pl der zu
prufenden isolierten Zellsuspension mit 20 pul D-PBS und 20 pl Tryptanblaulsung in
einem Eppendorfgefdl? gemischt. Daraufhin wurden 15 pl der jeweiligen Suspension in
eine Neubauerkammer pipettiert und unter 10-facher VergréRerung unter dem Mikroskop
betrachtet. Bei der Vitalitatsprifung wurden blau gefarbte Zellen, bei denen der Farbstoff
durch die nicht mehr intakte Zellmembran ins Innere der Zellen eingedrungen war, von
vitalen farblosen Zellen, bei denen aufgrund der intakten Zellmembran der Farbstoff nicht
ins Zytoplasma diffundieren konnte, unterschieden. Die Vitalitadt der Zellen lag an allen

Versuchstagen bei tber 95 %.

Die Bestimmung der Zellzahl pro ml erfolgte durch das Auszéhlen in einer
Neubauerkammer. Die Zellzahl lag an allen Versuchstagen zwischen 3,4 und 8,7 x 10’
Zellen pro Milliliter. Beim Kryoschnitt-Assay wurde die Zellzahl nach dem ersten
Auszahlen durch weiteres Verdiinnen in RPMI-Medium auf 3 - 5 x 107 Zellen pro
Milliliter und fiir den ROS-Assay auf zwischen 1,1 - 2,7 x 10° korrigiert.
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2.2.5 Reinheitsbestimmung der isolierten Leukozytenpopulationen
mittels FACS

2.2.5.1 Prinzip des FACS

FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting; zu Deutsch Durchflusszytometrie) ist ein
Verfahren zur qualitativen und quantitativen Bestimmung von Oberflachenmolekulen und
intrazellularen Proteinen, Peptiden und DNA. Das Prinzip ist eine Antigen-Antikorper-
Reaktion, die mit Fluoreszenzfarbstoff-markierten spezifischen Antikérpern durchgefiihrt
wird. Grundlage ist der Durchfluss einzeln angesaugter Zellen durch einen fokussierten
Laserstrahl und die Messung des erzeugten Streu- und Fluoreszenzlichts, wobei die Menge
des gestreuten Lichts mit der GroRe der Zelle und ihrer Granularitat korreliert. Weil nur
wenige Zellen per se fluoreszierendes Licht emittieren, verwendet man meistens
Antikorper, die mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert wurden. Diese Antikorper sind meist
gegen bestimmte Oberflachenproteine (z.B. Proteine der CD-Klassifizierung; CD = Cluster
of Differentiation) gerichtet. Die erhaltenen Messergebnisse werden anschlieRend mit der

Geratesoftware grafisch dargestellt.

2.2.5.2 Durchfuhrung der Durchflusszytometrie

Nach Isolierung und Zellzahlbestimmung wurden jeweils zwei 1,5 ml ReaktionsgefalRe mit
jeweils 500 ul der zu testenden Leukozytenpopulationssuspension in einer Konzentration
von ca. 1 x 108 Zellen pro Milliliter fir 5 Minuten bei 1600 g (entspricht 3000 rpm an der
verwendeten Zentrifuge) und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und zu
jedem Reaktionsgefall wurde jeweils 1 ml Erythrozyten-Lyse-Puffer gegeben und fir 10
Minuten inkubiert. Danach wurde erneut fur 5 Minuten bei 1600 g und 4 °C zentrifugiert,
der Uberstand abgenommen und zu jedem ReaktionsgefaR 100 ul FACS-Puffer gegeben.
Nun wurde zu jeweils einer der Proben jeder Leukozytenpopulation 1 pl CDI11b-
Antikorper pipettiert und die Leukozytensuspensionen fir 30 Minuten auf Eis gestellt.
AbschlieRend wurde zu jeder Probe 1 ml FACS-Puffer gegeben, fur 5 Minuten bei 1600 g
und 4 °C zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und jeweils 500 pul FACS-Puffer hinzu
gegeben und mit der Messung begonnen. Die Messwerte wurden mit der Geratesoftware
grafisch dargestellt und die Reinheit der Leukozytenpopulationen in Prozent berechnet.
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2.3 Kryoschnitt-Assay

2.3.1 Prinzip des Kryoschnitt-Assays

Der Kryoschnitt-Assay ist eine in vitro Methode mit der man eine subepidermale
Blasenbildung ex vivo abbilden und somit Aspekte der Pathogenese subepidermal
blasenbildender Erkrankungen untersuchen kann. Vereinfacht dargestellt basiert das
Prinzip des Kryoschnitt-Assays auf folgenden Schritten (Abbildung 12): Man nimmt
Kryoschnitte gesunder humaner Haut und inkubiert diese mit Antikorper-haltigen BP-
bzw. EBA-Serum, sodass man Hautschnitte erhalt, die nun die pathogenen Antikorper
enthalten, die an der DEJ gebunden sind. Nun bendétigt man Leukozyten gesunder Spender,
die durch die Antigen-Antikdrperkomplexe aktiviert werden und durch Ausschuttung von
Zytokinen, ROS und MMPs letztendlich die Spaltbildung auslésen. AbschlieRend werden
die Hautschnitte mit Hamatoxylin-Eosin (H&E) gefarbt und die erzeugte dermo-

epidermale Separation mikroskopisch ausgewertet.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, welche Leukozytenpopulationen die
Entstehung der subepidermalen Spaltbildung auslésen koénnen. Um diese Frage zu
beantworten, wurden die mit BP- bzw. EBA-Seren behandelten Hautschnitten nur mit der
jeweiligen zu testenden Leukozytensubpopulation, anstatt mit Gesamtleukozyten,
inkubiert.  Im  einzelnem  wurde der  Kryoschnitt-Assay = mit  folgenden
Leukozytensubpopulationen im  Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt: PBMC
(mononukleédre Leukozyten - Monozyten und Lymphozyten), PMN (polymorphkernige
Leukozyten - Granulozyten), verschiedene Konzentrationsgemische aus PMN und PBMC
und isolierte Monozyten. Als Positivkontrolle diente bei allen Versuchsreihen die

Durchfuhrung mit Gesamtleukozyten.
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(1) Man benétigt Blutserum von Patienten, (2) Das Patientenserum wird auf Kryoschnitte gesunder Haut
das die pathogenen Antikdrper enthélt [13] pipettiert und zur Inkubation gestellt

e 4

(4) Mikroskopische Auswertung der hervorgerufenen (3) Leukozyten gesunder Spender werden in den Spalt]
dermo-epidermalen Separation zwischen Kryoschnitt und Deckpléattchen pipettiert
und zur Inkubation gestellt

Abbildung 12: Prinzip des Kryoschnitt-Assays

2.3.2 Kontrollseren fur den Kryoschnitt-Assay

2.3.2.1 Negativkontrollen

Die Negativkontrollseren wurden von gesunden Spendern gewonnen, die zum Zeitpunkt
der Durchfiihrung weder Hinweise auf das Vorliegen einer Autoimmunerkrankung zeigten
noch immunsuppressive Medikamente einnahmen. Das Alter der Kontrollpersonen lag
zwischen 28 und 45 Jahren. Als Negativkontrollen der verwendeten Kaninchenseren

dienten drei Seren gesunder Kaninchen.

2.3.2.2 Positivkontrollen

Verwendet wurden Seren von 30 Patienten mit entweder gesichertem bulldsen Pemphigoid
(BP) oder gesicherter Epidermolysis bullosa acquisita (EBA). Die Patienten wiesen sowohl
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Klinische Merkmale der jeweiligen Erkrankung, als auch mindestens eine positive
diagnostische Untersuchung (DIF, IIF, ELISA) auf. Die Werte der ELISA mit
rekombinantem BP180 NC16A lagen zwischen 148 U/ml und 1546 U/ml. Das Alter lag
zwischen 46 und 92 Jahren und es waren 9 maénnliche und 21 weibliche Patienten

vertreten.

AuRerdem wurden Seren von 10 mit COL7 immunisierten Kaninchen verwendet, die von

einem kommerziellen Anbieter bezogen wurden (Eurogentec, Belgien).

2.3.3 Kryoschnitte

Fur die Herstellung der humanen Kalteschnittprdparate wurde neonatale Vorhaut
verwendet, die kinderchirurgischen Routineeingriffen entstammt. Die in RPMI-Medium
aufbewahrte Haut wurde zunéchst in kaltem PBS gewaschen und anschlieRend in 5x15 mm
grolRe Stlicke geschnitten und in Tissue-Tek®-0.C.T.-Compound-Medium in einzelnen
Plastikschalen eingebettet. Die eingebettete Haut wurde bei -80 °C aufbewahrt und mit
Hilfe des Kryostaten (Leica CM 3000) in 6 um dicke Schnitte geschnitten. Um eine gute
Haftung des Gewebes auf einem Objekttrager zu gewabhrleisten, wurden Super Frost Plus
Objekttrager verwendet auf denen jeweils zwei Schnitte nebeneinander platziert werden
konnen. Nach Anfertigung der Praparate wurden die Objekttrager bei -80 °C in der
Gefriertruhe (C660) gelagert.

2.3.4 Durchfuhrung des Kryoschnitt-Assays

2.3.4.1 Isolierung von peripheren Leukozyten

Zu Beginn jedes Versuches wurde festgelegt, welche Leukozytenpopulation getestet und
somit isoliert werden sollte. Die Isolation der Leukozyten, Zellzahlbestimmung und
Vitalitatsprifung erfolgte wie in Kapitel 2.2.4 (Seite 42) beschrieben. In dieser Arbeit
wurde der Kryoschnitt-Assay mit PBMC, PMN, Mischungen aus PBMC und PMN im
Verhaltnis von 1:1, 1:2, 1:4 und 1:8, sowie Gesamtleukozyten durchgefihrt.
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2.3.4.2 Inkubation der Kryoschnitte mit Antigen

In Bezug zu den zu isolierenden Leukozyten wurde ein Plan erstellt, wie viele Hautschnitte
am jeweiligen Versuchstag benotigt werden wurden. Dabei wurden in dieser Arbeit
folgende zwei Varianten durchgefiihrt: Inkubation von Maushaut mit 20 ul EBA-
Kaninchenserum oder Inkubation humaner Hautschnitte mit 50 pl humanem BP- bzw.
EBA-Serum pro ein Hautstiick. Als Negativkontrollen wurden an allen Versuchstagen

Kryoschnitte mit Serum gesunder Probanden bzw. Kaninchen verwendet.

Die Kryoschnitte eines Objekttragers wurden durch eine Linie entlang der Mitte des
Objekttragers mittels eines Olstiftes (DAKO Pen) getrennt, um ein Vermischen der
aufzutragenden Seren zu verhindern und mit Datum und Titel beschriftet. Daraufhin
wurden die zuvor mit PBS verdiinnten BP- bzw. EBA-Seren aufgetragen, wobei die
Verdlnnung bei 1:4 oder 1:8 lag, je nach dem in welcher Konzentration eine ausgeprégte
Spaltbildung auszulésen war. Zur einstiindigen Inkubation wurden die Préparate in eine
Feuchtigkeitskammer (Werner Hassa GmbH, Hanau) gelegt und bei 37 °C in einen
Begasungsbrutschrank (Heraerus Instruments GmbH, Hanau) gestellt.

2.3.4.3 Inkubation der Antigen-haltigen Kryoschnitte mit peripheren Leukozyten

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Hautschnitte fur flinf bis zehn Minuten in
PBS gelegt und daraufhin mit Objekttragern abgedeckt, die am Rande durch
Tesafilmstreifen einige um erhaben sind, sodass zwischen Kryoschnitt und Deckglas ein
schmaler Spalt entsteht. Mit Parafilm wurden die beiden Objekttrager aneinander befestigt
und in den dazwischen gelegenen Spalt zu jedem Hautschnitt 500 pl der zuvor isolierten
Zellsuspension gegeben. Im Rahmen meiner Arbeit wurden nur die zu testenden isolierten
Leukozytensubpopulationen zu den Kryoschnitten gegeben, um deren alleinigen Einfluss
zu untersuchen. Folgende Populationen wurden getestet: Mischungen aus PBMC und PMN
im Verhéltnis von 1:1, 1:2, 1:4 und 1:8, isolierte PBMC, isolierte PMN und
Gesamtleukozyten. AbschlieRend wurden die Praparate erneut in die Feuchtigkeitskammer

gelegt und dieses Mal fur drei Stunden bei 37 °C im Begasungsbrutschrank inkubiert.
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2.3.4.4 Hamatoxylin-Eosin-Farbung (H&E) und Eindeckung der Préparate

Nach dreistlindiger Inkubationszeit wurden die Deckglasschen entfernt und jedes Préparat
manuell in PBS gewaschen bis sich der Grof3teil der Leukozyten aus den Prédparaten
herausloste und die dermo-epidermale Junktionszone mikroskopisch gut einsehbar war.

Die Féarbung und Eindeckung der Préparate erfolgte in einer bestehenden Férbestrafe.
Zunéchst wurden die Kryoschnitte in Formalin fir fiinf Minuten fixiert und kurz unter
flieRendem Leitungswasser abgewaschen. Daraufhin erfolgte eine viermindtige
Kernfarbung nach Papanicoulaou und erneutes kurzes waschen unter flieRendem
Leitungswasser. AnschlieBend wurden die Préparate 20 Sekunden in Essigsdure-Alkohol
gelegt, erneut gewaschen und fur 10 Sekunden in Ammoniakwasser gestellt und ein
weiteres Mal gewaschen. Nun wurden die Préparate fir 60 Sekunden mit Eosin
gegengefarbt und sofort in der aufsteigenden Alkoholreihe (96, 96, 100%iger Alkohol,
Xylol) mit Alkohol und Xylol dehydriert. AbschlieRend erfolgte das Eindecken der

Objekttrager mit Deckglésern mittels eines Deckglasautomaten der Firma Leica CV 5030.

2.3.4.5 Mikroskopische Auswertung der Kryoschnitte

Die mikroskopische Auswertung erfolgte von zwei unabhangigen Personen zu zwei
verschiedenen Zeitpunkten. Bewertet wurde die prozentuale dermo-epidermale Separation
in Bezug auf die Gesamtlange der dermo-epidermalen Junktionszone jedes Hautschnittes.
Die Ergebnisse wurden in einer Microsoft Excel Tabelle zusammengefasst. Die
Bildaufnahmen der mikroskopischen Praparate wurden mittels der Software

ProgResCapture 2.1 angefertigt.

2.3.4.6 Statistische Auswertung des Kryoschnitt-Assay

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit dem Programm SigmaPlot13.0. Da
die erhaltenen Daten nicht normalverteilt waren, wurden der Median sowie die 25. und 75.
Perzentilen ermittelt und die Ergebnisse anschlieBend in einem Boxplot-Diagramm
veranschaulicht. Der ,Kruskal-Wallis One Way ANOVA on Ranks Test“ wurde
verwendet, um die Daten miteinander zu vergleichen. Bei Signifikanz wurde anschlie3end
der ,,Student-Newman-Keuls Test“ durchgefihrt, der die Ergebnisse aller Gruppen

miteinander vergleicht.
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2.4 ROS-Assay

2.4.1 Prinzip des ROS-Assays

Werden Leukozyten aktiviert, so kdnnen sie radikale Sauerstoffspezies (ROS) bilden und

ausschitten. Im hier durchgefuhrten ROS-Assay wird die ROS-Produktion mittels

Chemilumineszenz gemessen. Dazu wird eine 96-well ELISA-Platte zuerst mit Antigen

und dann mit passendem Antikorper inkubiert, sodass sich Immunkomplexe bilden. Gibt

man jetzt Leukozyten dazu, so werden diese durch die Immunkomplexe aktiviert und

konnen ROS produzieren. Um diese freigesetzten ROS im Luminometer (ELISA-Reader)

messen zu kénnen, missen die Zellen in Chemilumineszenz-Medium (CL-Medium) geldst

und Luminol dazugegeben werden (Abbildung 13).

(1) Beschichtung
mit Antigen

(2) Beschichtung
mit Antikérper

(3) Es bilden sich Antigen-

Antikdrper-Komplexe

(4) Beschichtung (5) Durch die
mit Leukozyten, die Immunkomplexe

zusammen mit aktiviert und schutten
Luminol gelost u.a. ROS aus
wurden

in CL-Medium werden die Leukozyten Chemilumineszenz die

(86) Im ELISA-Reader
wird anhand der

ROS-Ausschittung
gemessen

Abbildung 13: Prinzip des ROS-Assays
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2.4.2 Durchfiuhrung des ROS-Assays

2.4.2.1 Einteilung der ELISA-Platte

Verwendet wurde eine 96 Well-Platte (Nunc F96 Micro Well Plate), die als erstes in sechs
verschiedene Bereiche unterteilt wurde. Ein Bereich galt den Positivkontrollen, in der die
Leukozyten durch das Vorhandensein von fMLP (formyl-Met-Leu-Pro) aktiviert wurden.
Zwei Bereiche nahmen die Negativkontrollen ein, in denen die Leukozyten nicht zu
Immunkomplexen, sondern zu nur-Antigen oder nur-Antikorper gegeben wurden. Jeder
der zuvor genannten Bereiche erhielt jeweils eine Spalte & funf Wells. Die restlichen drei
Bereiche, fiir die jeweils drei Spalten a funf Wells zur Verfligung standen, wurden flr die

Proben in drei Antikorperverdinnungen (1:1, 1:2, 1:4) verwendet (Abbildung 14).

_) Positivkontrolle
} Negativkontrolle

fMLP
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Abbildung 14: Beschichtung der ELISA-Platte im Rahmen meiner Arbeit
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2.4.2.2 Beschichtung der ELISA-Platte mit Antigen

115 pl des verwendeten Antigens (hCol7E-F) wurden mit 3885 ul einem zuvor
hergestellten Carbonatpuffer gemischt und jeweils 50 pl pro Well in die drei Probebereiche
und die nur-Antigen-Negativkontrolle mit einer Mehrkanalpipette pipettiert. Daraufhin
wurde eine Folie auf die ELISA-Platte geklebt und die Platte fir drei Stunden bei
Raumtemperatur im ELISA-Schittler inkubiert. Danach wurde die Folie abgenommen und
die Platte im ELISA-Washer mit normalem Waschpuffer gewaschen. Abschlie}end
wurden 100 pl des zuvor hergestellten Blockingpuffers mit einer Mehrkanalpipette in alle
60 verwendeten Wells pipettiert, erneut eine Folie auf die Platte geklebt und sie tGber Nacht

bei 4 °C im Kiihlraum schittelnd inkubiert.

2.4.2.3 Inkubation der ELISA-Platten mit Antikdrpern

Am darauf folgenden Tag wurde die ELISA-Platte zunéchst im ELISA-Washer gewaschen
und 100 pl Antikérpersuspension (humanes aufgereinigtes 1IgG1 gegen hCol7/EBA %) in
alle Bereiche, unter Auslassen der Wells fiir die Positivkontrollen und die nur-Antigen-
Negativkontrollen, mit einer Mehrkanalpipette pipettiert. Zuvor mussten noch die
verschiedenen Antikdrperkonzentrationen hergestellt werden. Dafir wurden 6 pl
Antikorper mit 2400 pl Blockingpuffer verdunnt und als Standardkonzentration festgelegt.
Entsprechend wurden 2 pl Antikérper mit 1600 pl Blockingpuffer fiir eine 1:2 Verdiinnung
und 1 pl mit 1600 pl fir eine 1:4 Verdinnung angelegt. Die nur-Antikorper-
Negativkontrolle erhielt mit 1:1 die hdchste Antikorperkonzentration. Die Platte wurde
wieder mit der Folie beklebt und ein bis zwei Stunden bei Raumtemperatur im ELISA-
Schittler inkubiert.

2.4.2.4 lIsolierung von peripheren Leukozytenpopulationen

In dieser Arbeit wurde der ROS-Assay zundchst mit PBMCs und anschliefend mit
isolierten ~ Monozyten  durchgefuhrt. Die Isolierung, Vitalitatsprufung und
Zellzahlbestimmung erfolgte wie in Kapitel 2.2.4 (Seite 42) beschrieben. Fir den hier
verwendeten ROS-Assay wurden ca. 7 ml Zellsuspension in einer Konzentration von ca. 1

x 10° Zellen bendétigt.
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2.4.2.5 Zugabe der Leukozyten und Messung der ROS-Produktion

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Platte zundchst im ELISA-Washer mit
Waschpuffer und daraufhin mit 200 ul CL-Medium pro Well gewaschen und ausgeklopft.
Von nun an musste sichergestellt werden, dass die folgenden Schritte ziigig und ohne
Verzogerungen abliefen. Zuerst wurde in alle Wells, unter Auslassen der Positivkontrollen,
100 ul CL-Medium mit einer Mehrkanalpipette pipettiert. Als nachstes wurde in alle
Bereiche 100 pl Leukozytensuspension pro Well mit einer Mehrkanalpipette pipettiert.
Zuvor musste zu den in 7 ml CL-Medium resuspendierten Leukozyten noch 300 pl
Luminollésung gegeben werden. AbschlieBend wurde zur Positivkontrolle 100 pl der
zuvor angefertigten fMLP-Ldsung pipettiert und die Platte sofort in den ELISA-Reader
gestellt. Die Messung erfolgte im Programm Wallac-1420-Manager im Protokoll
Chemilumineszenz-ROS-Release und zwar jeweils 60 Mal pro Well im 60 Sekundentakt.

2.4.2.6 Statistische Auswertung der ROS-Produktion

Die gemessenen Daten aus dem Programm Wallac-1420-Manager lassen sich in Microsoft-
Excel importieren. Die statistische Auswertung erfolgte anschlieBend im Programm
SigmaPlot13.0. Da die erhaltenen Daten nicht normalverteilt waren, wurden der Median
sowie die 25. und 75. Perzentilen ermittelt und die Ergebnisse anschlieBend in einem
Boxplot-Diagramm veranschaulicht. Der ,,Kruskal-Wallis One Way ANOVA on Ranks
Test wurde verwendet, um die Daten miteinander zu vergleichen. Bei Signifikanz wurde
der ,,Student-Newman-Keuls Test* durchgefiihrt, der die Ergebnisse aller Gruppen

miteinander vergleicht.

2.4.2.7 Abnahme der Zelliberstande fir den Zytokin-Assay

Nachdem die Messung im ELISA-Reader abgeschlossen und der ROS-Assay somit
abgeschlossen war, wurden die ZellUberstdnde fur den Zytokin-Assay abgenommen.
Zundchst wurde die ELISA-Platte fur 10 Minuten bei 455 g und 4 °C zentrifugiert um die
Leukozyten im Pellet zu sammeln. Darauthin wurden mit einer 200 ul Pipette die
Uberstéande ohne Kontamination mit den am Boden befindlichen Leukozyten vorsichtig
abgenommen und unter Berlcksichtigung der sechs unterschiedlichen Bereiche in jeweils
sechs 2 ml ReaktionsgefélRen gesammelt. Diese wurden beschriftet und bei -20 °C im
Gefrierfach bis zur weiteren Analyse eingefroren.
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2.5 Zytokin-Assay

2.5.1 Prinzip des Zytokin-Assays

Zytokine sind extrazellulare Signalmolekiile, die von Zellen in Abhédngigkeit von der
Zellart und ihrem Aktivierungszustand ausgeschittet werden. In meiner Arbeit wurden
Monozyten gesunder Spender mit EBA-Antigen-Antikdrperkomplexen aktiviert und nach
einer Inkubationszeit die Zelliberstande mit den vermeidlichen Zytokinen abgenommen
(siehe 2.4 auf Seite 49). Das hier verwendete ,,Kit Proteome Profiler, Human Cytokine
Array Panel A der Firma R&D Systems zur Zytokinmessung basiert vereinfacht auf
folgendem Prinzip: Spezifische Antikorper (Capture Antibody) sind in doppelter
Ausfuhrung auf Nitrozellulose-Membranen fixiert. Zu ihnen wird der zu testende
Zelluberstand, der zuvor mit Detektionsantikdrpern (Detection Antibody) resuspendiert
wurde, gegeben. So erreicht man, dass die aus Detektionsantikdrpern und Zytokinen
bestehenden Immunkomplexe von den auf der Membran fixierten Antikdrpern gebunden
und auf der Membran an fixer Stelle gehalten werden. Gibt man jetzt Streptavidin-HRP
und Chemilumineszenz-Detektions-Reagenz (Biotin) auf die Membran, so wird an jedem
Punkt Licht in Proportion zur Zytokinmenge produziert, die im Fluoreszenzmikroskop
dargestellt werden kann. In Abbildung 15 sind die 31 Zytokine, die mittels dieses Assays

detektiert werden kdnnen mit ihrer exakten Lokalisation aufgelistet.

2.5.2 Durchfiihrung des Zytokin-Assays

2.5.2.1 Auswahlen der zu testenden Proben

Beim Zytokin-Assay wurden vier Membranen mitgeliefert, sodass als erstes bestimmt
werden musste, welche Uberstande aus dem ROS-Assay (siehe 2.4 auf Seite 49) zur
Verwendung kommen wiirden. In dieser Arbeit wurden zwei Versuchstage (16.04.12 und
02.05.2012) ausgewahlt. Die 1:1 Proben aus dem ROS-Assay hatten durchgehend am
meisten ROS produziert und wurden als Testproben fiir den Zytokin-Assay ausgewahit.
Als Negativkontrolle wurden die nur-Antikorper-Negativkontrollen aus dem ROS-Assay
genommen, die durchgéngig mehr ROS als die nur-Antigen-Negativkontrollen produziert

hatten. Es wurden also zwei Proben im Vergleich zu zwei Negativkontrollen getestet.
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Abbildung 15: Human Cytokine ELISA: Lokalisation der 31 zu testenden Zytokine und Funktionsprinzip
der Lichtemission in diesem Assay (Abb. aus
www.signosisinc.com/principle/Cytokine_ ELISA_Plate_Arrays am 10.07.14)

2.5.2.2 Beschichtung der Membranen

Zuerst wurden die vier mitgelieferten Membranen mit Hilfe einer Pinzette aus ihrer
Verpackung genommen und auf die ebenfalls mitgelieferte 4-Well-Platte gelegt. Daraufhin
wurde zu jeder Membran 2 ml Blockingpuffer (Array Buffer 4) gegeben und die Platte fir
eine Stunde auf einem Schuttler zur Inkubation gestellt. In der Zwischenzeit wurden die
ausgewahlten Zelluberstdnde aus dem ROS-Assay aufgetaut und fiir 5 Minuten bei 455 g
und Raumtemperatur zentrifugiert. 600 pl Uberstand jeder Probe wurde nun mit jeweils
900 ul Blockingpuffer in neuen 2 ml Reaktionsgefallen gemischt und zu jedem der vier
Proben 20 pl Detektionsantikorper (Human Cytokine Array Panel A Detection Antibody
Cocktail) gegeben und fir eine Stunde auf einem Schittler zur Inkubation gestellt. Nach
Ablauf der Inkubationszeiten wurde aus der 4-Well-Platte der Blockingpuffer abgesaugt
und auf jede Membran eine der Proben pipettiert und tiber Nacht auf einem Schdttler bei 4
°C inkubiert.
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Am darauf folgenden Tag wurden die Membranen mit einer Pinzette von der Platte
genommen und jeweils in ein 50 ml Falcon-Rohrchen gegeben, in das zuvor jeweils 20 ml
1x-Waschpuffer vorgelegt worden war. Die vier R6hrchen wurden auf einem Schiittler flr
10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dieser Waschschritt wurde weitere zwei Mal
wiederholt, sodass die Membranen am Ende insgesamt drei Mal fir 10 Minuten mit jeweils
20 ml 1x-Waschpuffer gewaschen worden waren. In der Zwischenzeit wurde die 4-Well-
Platte mit destilliertem Wasser gewaschen und sorgfaltig abgetrocknet. Dann wurden 10 ul
Streptavidin-HRP mit 10 ml Array-Buffer 5 in einem weiteren 50 ml Falcon-Réhrchen
gemischt und jeweils 2 ml in jedes der vier Facher der 4-Well-Platte pipettiert. Jetzt
wurden die drei Mal gewaschenen Membranen jeweils in ihr Fach der 4-Well-Platte
zurlickgelegt, die Platte mit Aluminiumfolie abgedunkelt und fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur im Schdttler zur Inkubation gestellt. Nach Ablauf der Inkubationszeit
wurden die Membranen erneut, wie vorher beschrieben, drei Mal mit jeweils 20 ml 1x-

Waschpuffer fiir jeweils 10 Minuten gewaschen.

2.5.2.3 Messung des emittierten Lichts

Nach Ablauf des dritten Waschschrittes wurden die Membranen im Waschpuffer belassen,
um sie vor Austrocknung zu schiitzen und der letzte Teil des Zytokin-Assays, das Messen
des emittierten Lichts mittels eines Fluoreszenzmikroskops im Labor des Fachbereichs
Chemie der Universitdat zu Libeck durchgefiihrt. Die vier Membranen wurden
nebeneinander auf einer speziellen Glassplatte angeordnet und jeweils vollstandig mit 1 ml
Chemilumineszenz-Reagent-Mix bedeckt und zur Messung in das Fluoreszenzmikroskop
gestellt. Nach Fokussierung der Kamera wurden Aufnahmen von 10, 20, 60, 120 und 180
Sekunden Bestrahlungsdauer gemacht und sowohl normal, als auch farbinvertiert

gespeichert.

2.5.2.4 Statistische Auswertung des Zytokin-Assays

Die Bewertung erfolgte anhand der farbinvertierten Aufnahmen nach 60 Sekunden
Bestrahlungsdauer mit Hilfe des Programms ImageJ. Die gewonnen Daten wurden in
Microsoft Excel importiert und wegen der geringen StichprobengréRe von nur zwei (n = 2)

deskriptiv ausgewertet und anschliefend in einem Balkendiagramm veranschaulicht.
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3 Ergebnisse

3.1 Ausmall der dermo-epidermalen Spaltbildung in
Abhangigkeit von den verwendeten
Leukozytensubpopulationen im Kryoschnitt-Assay

Der Kryoschnitt-Assay ist eine in vitro Methode, mit der man die fir blasenbildende
Autoimmundermatosen charakteristische subepidermale Spaltbildung in vitro nachstellen
und somit die Pathogenese der Autoantikorper-induzierten und Leukozyten-abhangigen
Blasenbildung untersuchen kann. Aus friiheren Studien ist bekannt, dass fir die Entstehung
der dermo-epidermalen Separation nicht nur die pathogenen AutoantikOrper vorhanden
sein miissen, sondern auch Leukozyten gesunder Spender.>* %8 104 In meiner Arbeit sollte
erforscht werden, welche Leukozytenpopulationen die Entstehung der subepidermalen
Spaltbildung bei Vorhandensein von Autoantikdrpern triggern kdnnen. Um dieses Ziel zu
erreichen wurden die mit BP- bzw. EBA-Seren vorbehandelten Hautschnitte mit den
jeweiligen zu testenden Leukozytensubpopulationen, anstatt mit Gesamtleukozyten bzw.
relativ unrein aufgereinigten Zellpopulationen, inkubiert. Die Reinheitsbestimmung der

isolierten Leukozytensubpopulationen erfolgte mittels FACS (Abbildung 16).

Verwendet  wurden im Rahmen meiner Untersuchung  folgende
Leukozytensubpopulationen:

» PBMC (mononukleére Leukozyten - Monozyten und Lymphozyten)

» PMN (polymorphkernige Leukozyten - Granulozyten)

» Wiedervermischung von PMN und PBMC in verschiedenen Verhéltnissen

>

Isolierte  Monozyten (nur 1x durchgefiihrt, daher in der Ergebnisauswertung nicht
beriicksichtigt)
» Gesamtleukozyten

Als Referenz bzw. Positivkontrolle fur die Subpopulationen diente die Durchfiihrung mit
Gesamtleukozyten. Als Negativkontrollen wurden Seren von gesunden Spendern
verwendet. Fir die abschlieBende Auswertung des Versuchs wurden die fixierten und
gefarbten Préparate mikroskopisch betrachtet und der Anteil der dermo-epidermalen

Separation in Bezug auf die Gesamtlange der dermo-epidermalen Junktionszone bestimmt.
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Abbildung 16: Uberpriifung der Reinheit der isolierten Leukozytensubpopulationen mittels FACS
Abkirzungen/Legende: SSC: Side Scatter; FSC: Forward Scatter; x: Prozentanteil der jeweiligen
Zellfraktion

1: Zelldebit; 2: Monozyten; 3: Lymphozyten; *: 2+3 - PBMC; 4: Granulozyten/PMN

In zwei unabhéangigen Versuchsreihen wurde der Kryoschnitt-Assay insgesamt 38 Mal
mit 10 verschiedenen positiven Kaninchenseren vom Typ pGEX NC1, die gegen COL7
gerichtet sind und somit in vitro und im Tiermodell zu subepidermalen Blasen fiihren,
durchgefuhrt. Insgesamt konnten 18 Versuche ausgewertet werden und 13 Versuche (n =
13) in die Ergebnisauswertung einflieRen. Die (brigen Experimente wurden
ausgeschlossen, da entweder nicht alle Leukozytenreihen getestet worden waren oder die
Ergebnisse nicht vollstdndig ausgewertet werden konnten, da ihre Schnitte Spaltartefakte
und/oder die Positivkontrollen keine dermo-epidermale Spaltbildung aufwiesen. Die Daten
jeder Versuchsreihe wurden auf die Positivkontrollen (Gesamtleukozyten) normiert, die
so den Wert und Median von 100% (25.-75. Perzentilen: 100) erhielten. Bei den
Negativkontrollen blieb die Separation ganzlich aus (Median = 0; 25.-75. Perzentilen: 0)

und bei den zutestenden Leukozytenreihen ergaben sich jeweils folgende Medianwerte:
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PMN - 100%, PMN+PBMC - 100% und PBMC - 20%. Die jeweiligen Werte fur die
25.-75. Perzentilen sind der Abbildung 17 zu entnehmen. Eine statistische Signifikanz (p
< 0,05) zwischen allen getesteten Leukozytensubgruppen und der Negativkontrolle
konnte im ,,Student-Newman-Keuls Test“ gezeigt werden. Im Detail betrachtet bestehen
zusatzlich signifikante Unterschiede beim Vergleich der Ergebnisse der Gruppen
Gesamtleukozyten, PMN und PBMC+PMN mit der Gruppe der PBMC. Keine Signifikanz
besteht dagegen zwischen den Ergebnissen der Positivkontrolle mit den PMN bzw.
PBMC+PMN. Abbildung 17 zeigt die normierte dermo-epidermale Spaltbildung in
Abhéangigkeit von der verwendeten Leukozytensubpopulation in einem Boxplot sowie
repréasentative histologische Bilder der Haut.
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Abbildung 17

(@) AusmaR der dermo-epidermale Spaltbildung veranschaulicht in einem Boxplot. Aus zwei
unabhéangigen Versuchsreihen wurden in diesem Boxplot die Ergebnisse der 13 Experimente, bei denen alle
Leukozytenreihen getestet und vollstandig ausgewertet werden konnten, aufgenommen. Das Ausmalid der
dermo-epidermalen Separation ist hier als relative GroRe zu verstehen, da alle Werte normiert wurden um
den Storeinfluss der Varianz zu beseitigen. Es besteht Signifikanz (*) mit p < 0,05 zwischen der
Positivkontrolle und der Negativkontrolle, sowie zwischen allen getesteten Leukozytensubgruppe und der
Negativkontrolle.

(b) Reprasentative histologische Bilder der dermo-epidermalen Separation (20-fache VergrdfRerung)
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In einer dritten unabh&ngigen Versuchsreihe sollten im Rahmen dieser Arbeit die
vorherigen Resultate mit Patientenserum auf humanen Hautproben bestatigt werden.
Dafur wurden BP-Patientenseren verwendet. VVon den insgesamt 10 durchgefihrten
Kryoschnitt-Assays konnten lediglich 3 Versuche (n = 3) vollstandig ausgewertet und in
die Ergebnisse aufgenommen werden. In 2 der 7 nicht eingehenden Versuche blieb die
Positivkontrolle negativ und in den restlichen 5 waren Hautdefekte entstanden, die eine
vollstdndige Auswertung unméglich machten. Die gesammelten Daten wurden auf die
Positivkontrollen (Gesamtleukozyten) normiert und es entstand ein Median von 100%
(25.-75. Perzentilen: 100). In den Negativkontrollen blieb die Separation ganzlich aus
(Median = 0; 25.-75. Perzentilen: 0) und bei den weiteren getesteten Leukozytenreihen
ergaben sich jeweils folgende Mediane: PMN 0%, PMN+PBMC 12,5% und PBMC
0%. Die jeweiligen Werte fur die 25.-75. Perzentilen sind der Abbildung 18 zu entnehmen.
Eine statistische Signifikanz (p < 0,05) sowohl zwischen der Positivkontrolle und der
Negativkontrolle, als auch  zwischen der Gruppe der PMN+PBMC und der
Negativkontrolle konnte im ,,Student-Newman-Keuls Test“ gezeigt werden. Abbildung 18
zeigt die normierte dermo-epidermale Spaltbildung in Abhangigkeit von der verwendeten
Leukozytensubpopulation in einem Boxplot sowie reprasentative histologische Bilder der
Haut.
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Abbildung 18

(a) Ausmal? der dermo-epidermale Spaltbildung veranschaulicht in einem Boxplot. Darstellung der
Ergebnisse aus der dritten Versuchsreine mit humaner Haut und humanen Seren. Das AusmaR der dermo-
epidermalen Separation ist hier als relative GroRe zu verstehen, da die Ergebnisse normiert wurden um den
Storeinfluss der Varianz zu beseitigen. Es besteht u. a. Signifikanz (*) mit p < 0,05 zwischen der
Positivkontrolle und der Negativkontrolle, sowie zwischen der PMN+PBMC-Gruppe und der
Negativkontrolle.

(b) Reprasentative histologische Bilder der dermo-epidermalen Separation (40-fache VergrdfRerung)
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3.2 ROS-Ausschittung aus aktivierten Monozyten im ROS-
Assay

Bisher wurde angenommen, dass die neutrophilen Granulozyten, die den Hauptanteil der
Gruppe der PMN ausmachen, die verantwortlichen Leukozyten fir die dermo-epidermale
Separation sind.!® Meine Ergebnisse am Kryoschnitt-Assay zeigen jedoch, dass bei
Anwesenheit von Autoantikdrpern sowohl PMN als auch PBMC eine dermo-epidermale

Spaltbildung erzeugen kénnen.

Die Tatsache, dass PBMC auch eine Spaltbildung triggern kénnen, warf die Frage auf,
welche zellularen Mechanismen sie dafur nutzen. Da bekannt ist, dass ROS entscheidend
zur Spaltbildung beitragen,'® wurde der ROS-Assay verwendet, um zu untersuchen, ob
PBMC in der Lage seien ROS freizusetzen. Es erfolgten zwei (n = 2) Durchlaufe. Die
Stimulation der PBMC mit fMLP diente als Positivkontrolle und die gesammelten Daten
wurden auf die Positivkontrolle normiert, sodass hier die ROS-Freisetzung als 100% (=
Median und 25.-75. Perzentile) festgelegt wurde. Die Stimulation mit nur-Antigen
(hCOL7) (Median = 18%, 25.-75. Perzentile: 12-24) sowie die Stimulation mit nur-
Antikorper (IgGl) (Median = 14%,; 25.-75. Perzentile: 12-16) bildeten die
Negativkotrollen. Drei verschiedene Konzentrationen von Antigen-Antikorper-
Komplexen (Immunkomplexe, I1C) waren als Proben fir die ROS-Freisetzung festgelegt
worden. Die statistische Auswertung mit SigmaPlot13.0 zeigte signifikante Unterschiede
zwischen der Positivkontrolle und den Negativkontrollen und keinen signifikanten
Unterschied zwischen den beiden Negativkontrollen. In der Probenreihe verlief die ROS-
Freisetzung proportional zur Konzentrationsverdiinnung, sodass die Probe (IC 1:1) mit
einem Median von 70% (25.-75. Perzentile: 68-72) am meisten ROS freisetzen konnte.
Der Unterschied zu den Negativkontrollen war nicht signifikant. Deskriptiv ist jedoch eine
Tendenz zu erkennen und so deuten diese Ergebnisse an, dass mit EBA-Immunkomplexen
aktivierte PBMC in der Lage sind ROS freizusetzen (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Normierte ROS-Freisetzung der stimulierten PBMC im ROS-Assay im Boxplot dargestellt.
Es besteht u. a. Signifikanz (*) mit p < 0,05 zwischen der Positivkontrolle und den beiden Negativkontrollen.

Diese Ergebnisse motivierten zu einem weiteren unabhéngigen Experiment, in dem
untersucht werden sollte, ob isolierte Monozyten, die ein Hauptbestandteil der PBMC sind,
auch alleine in der Lage seien ROS freizusetzen. Die Isolierung der Monozyten wurde
erreicht, indem die Gesamtleukozyten mittels Polymorphprep in PBMC und PMN
aufgetrennt wurden und im zweiten Schritt eine positive Selektion der Monozyten aus den
PBMC mittels MACS erfolgte. Die Uberpriifung der Reinheit der erhaltenen Suspension
erfolgte mit der Durchflusszytometrie (FACS) und ergab eine > 90%ige Reinheit der
Monozyten (siehe Abbildung 16 auf Seite 57).

Von den insgesamt vier Durchldufen des ROS-Assays mit isolierten Monozyten konnten
drei (n = 3) in unsere Ergebnisse aufgenommen werden, da beim vierten andere
Messzeiten verwendet worden waren und somit die Vergleichbarkeit zu den anderen
Durchgangen aufgehoben war. Die Stimulation der Monozyten mit fMLP diente erneut als
Positivkontrolle und die gesammelten Daten wurden auf die Positivkontrolle normiert,
sodass hier die ROS-Freisetzung als 100% (Median = 100%; 25.-75. Perzentile: 100)
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festgelegt wurde. Die Stimulation mit nur-Antigen (hCOL7) sowie die Stimulation mit nur-
Antikorper  (IgG1) bildeten erneut die Negativkotrollen. Drei verschiedene
Konzentrationen von Antigen-Antikodrper-Cocktails (IC) waren auch dieses Mal als Proben
fir die ROS-Freisetzung festgelegt worden. Es ergab sich in allen Versuchsreihen eine
ROS Freisetzung, die erneut proportional zu Verdinnungskonzentration stand und somit in
der Probe (IC 1:1) am stdrksten ausfiel. Die Unterschiede untereinander waren nicht
signifikant (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Normierte ROS-Freisetzung der stimulierten isolierten Monozyten im ROS-Assay im
Boxplot dargestellt. Es besteht statistische Signifikanz (*) mit p < 0,05 zwischen der Positivkontrolle und den
Negativkontrollen.
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3.3 Zytokin-Ausschuttung aus aktivierten Monozyten im
Zytokin-Assay

Zytokine sind extrazellulare Signalmolekiile, die von Zellen in Abhédngigkeit von der
Zellart und dem Aktivierungszustand ausgeschittet werden. Nachdem zuvor im ROS-
Assay gezeigt werden konnte, dass mit EBA-Antigen-Antikérperkomplexen aktivierte
Monozyten ROS freisetzen kdnnen, untersuchte ich anschlie}end, ob und wenn ja, welche
Zytokine von aktivierten Monozyten freigesetzt werden. Dazu wurden direkt im Anschluss
an den ROS-Assay die Zelllberstande mit den vermeidlichen Zytokinen abgenommen und
fur dieses explorative Experiment verwendet. In den vier mitgelieferten Membranen des
Zytokin-Assays sollten zwei Proben mit jeweils einer Negativkontrolle getestet werden.
Als Testprobe zur Bestimmung der Zytokinfreisetzung wurde die (IC 1:1) Probe von zwei
unterschiedlichen ROS-Assay Versuchstagen genommen. Als Negativkontrolle wurden
von den gleichen Versuchstagen die nur-Antikérper-Negativkontrollen (IgG1) vom ROS-

Assay verwendet.

Der daraufhin durchgefiihrte Zytokin-Assay verlief erfolgreich, da die testinternen
Positivkontrollen positiv und die testinternen Negativkontrollen negativ ausschlugen,
sodass die Resultate des Zytokin-Assays in die Auswertung einflieBen konnten. Insgesamt
sollte dieser Versuch aber eher als ein exploratives Experiment angesehen werden, da die
Probenzahl mit n = 2 gering war. Es konnte dennoch deskriptiv festgestellt werden, dass im
Verhaltnis zu den testinternen Positiv- und Negativkontrollen folgende fiinf Zytokine
vermehrt ausgeschittet wurden: Gro-o, IL-1Ra, I1L-8, MIF und TNF-a. Beim genauen
Abgleich der zwei Proben mit ihren Negativkontrollen, stellten wir fest, dass von den
zuvor genannten finf Zytokinen folgende drei in den Proben deskriptiv zweifelsfrei mehr
ausgeschittet worden waren als in ihren Negativkontrollen: Gro-a, IL-8 und TNF-a.
Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass es in aktivierten Monozyten zu einer verstarkten
Zytokinfreisetzung von  Gro-a, IL-8 und TNF-o. kommt. Abbildungen 20 und 21 zeigen
die Ergebnisse des Zytokin-Assays.
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(d) Auszug aus der Referenztabelle
Coordinate/ Koordinate Target/Zytokine
A1,A2 + A19,A20 + E1,E2 Positivkontrolle
A3, A4 (5/(5a
A5, A6 (D40 Ligand
A7,A8 G-CSF
A9,A10 GM-CSF
(A11,A12 GROa )
{B17,B18 IL-8 )
{788 NF-a D)
{E19,E20 Negativkontrolle )

(c) Koordinatensystem zur Zytokinzuordnung
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Abbildung 20: Ablichtung der entstandenen Gele im Rahmen des Zytokin-Assays.
Beispielhaft dargestellt sind hier (a) Probel und (b) Negativkontrollel. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe
eines im Zytokin-Kit mitgelieferten (c) Koordinatensystems und der dazugehdrigen (d) Referenztabelle.
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Abbildung 21: Zytokinfreisetzung aus aktivierten Monozyten im Zytokin-Assay dargestellt im
Saulendiagramm.

Die aufgefiihrten Werte entstammen der Auswertung der Gele aus Abbildung 20. Aufgetragen sind die 31
getesteten Zytokine gegen ihre gemessene Konzentration (Intensitat). Blau und Griin dargestellt sind die
Testproben, Rot und Lila ihre Negativkontrollen.
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4 Diskussion

Das bullése Pemphigoid und die Epidermolysis bullosa acquisita sind blasenbildende
Autoimmundermatosen, die immunpathologisch durch Autoantikdrper gegen hauteigene
Strukturproteine verursacht werden.® * Beide Krankheiten gehdren zur Gruppe der
Pemphigoiderkrankungen, deren Autoantikdrper hemidesmosomale Strukturproteine
erkennen und die Spaltbildung zwischen Epidermis und Dermis, also subepidermal
verlauft.®> 13 Mit Hilfe des Kryoschnitt-Assays ist es moglich eine subepidermale
Separation in vitro auszulésen und somit Aspekte der Pathogenese dieser Krankheiten zu
erforschen.’®* Das Prinzip des Kryoschnitt-Assays basiert auf folgenden Schritten: Man
nimmt Kryoschnitte gesunder Haut und inkubiert diese mit Antikorper-haltigen Serum,
sodass man Hautschnitte erhalt, die pathogene Antikdérper an der DEJ enthalten. Nun gibt
man vitale Leukozyten gesunder Spender dazu, die durch die Antigen-Antikdrperkomplexe
aktiviert werden und durch Ausschittung von ROS und Proteasen letztendlich die
Spaltbildung ausldsen. Abschlielend missen die Hautschnitte mit H&E gefarbt und die
erzeugte dermo-epidermale Separation mikroskopisch ausgewertet werden, 4> 46 102, 104-106
Mit diesem ex vivo Modell konnte bereits gezeigt werden, dass fur die
Krankheitsentstehung  aktivierte ~ Granulozyten im  Umfeld einer  vitalen
Gesamtleukozytenpopulation erforderlich sind.>* 27 Allerdings gab es noch keine Studien
zur Beantwortung der Frage, ob hoch aufgereinigte isolierte Granulozyten in Abwesenheit
anderer Leukozytenpopulationen oder ob andere Leukozytensubpopulationen in
Abwesenheit von Granulozyten nicht ebenfalls im Stande seien eine Spaltbildung zu
erzeugen. Erste Ansatze zur Beantwortung dieser Fragen sollten im Rahmen meiner Arbeit
gefunden werden. Zundchst untersuchte ich mit Hilfe des Kryoschnitt-Assays verschiedene
isolierte Leukozytenpopulationen auf ihr Potential eine Spaltbildung zu erzeugen. Dabei
stellte ich unter anderem fest, dass die isolierte Gruppe der PBMC (bestehend aus
Monozyten und Lymphozyten) auch ohne Granulozyten in der Lage ist im Kryoschnitt-
Assay eine dermo-epidermale Separation auszuldésen. Diese Ergebnisse warfen
unweigerlich die Frage auf, welcher zellularen Mechanismen sich die aktivierten PBMC
dafir bedienen. Da bereits bekannt ist, dass ROS und einige Zytokine eine wichtige Rolle
in der Pathogenese der bullsen Autoimmundermatosen besitzen,*8 49 54105128 jspljerte ich
aus Vollblut PBMC sowie Monozyten und untersuchte im Rahmen des ROS- und Zytokin-
Assays, ob sie in der Lage seien reaktive Sauerstoffspezies und Zytokine auszuschitten.
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4.1 Die Wertigkeit des Kryoschnitt-Assays zur Untersuchung
der Pathomechanismen beim BP und bei der EBA

Der verwendete Kryoschnitt-Assay stellt ein ex vivo Modell dar, dass Aspekte der
Pathogenese des BP und der EBA sowohl mit Hilfe von humanem Material als auch mit
Hilfe von tierischem Material untersuchen lasst. Insbesondere die Verwendung gesunder
humaner Haut, Seren von BP- bzw. EBA-Patienten und Leukozyten gesunder Blutspender
ermoglicht es ex vivo Untersuchungsbedingungen zu schaffen, die die Prozesse im
menschlichen Organismus hervorragend widerspiegeln. Aber auch bei Verwendung von
Kaninchenseren und Maushautschnitten bestehen weiterhin sehr gute Bedingungen, um
Aspekte der Pathogenese dieser Erkrankungen zu erforschen.1%% 105 Bej letzterem sollten

jedoch die Ergebnisse nicht bedenkenlos auf den Menschen Ubertragen werden.

Eine der wichtigsten positiven Eigenschaften des Kryoschnitt-Assays ist es, dass er die
auftretenden Effekte klinisch bzw. histologisch realitdtstreu abbildet. Weiterhin ist der
Kryoschnitt-Assay relativ gut reproduzierbar. Im Vergleich zu klinischen Studien hat der
Kryoschnitt-Assay einen weiteren groflen Vorteil: Es lassen sich definierte
Versuchsbedingungen erstellen, unter denen man ganz gezielt einzelne Bereiche der
Pathogenese untersuchen kann und dies auch bei seltenen Erkrankungen. Somit stellt der
Kryoschnitt-Assay eine reproduzierbare, relativ einfache, kostengtinstige und realititsnahe
Moglichkeit dar, Aspekte der Pathogenese (der  Autoantikdrper-induzierten
Gewebeschadigung) von subepidermal blasenbildenden Autoimmundermatosen zu

untersuchen.

In dieser Arbeit konnte erneut gezeigt werden, dass es nach Inkubation von Kryoschnitten
mit BP- bzw. EBA-Serum nach Zugabe von Leukozyten gesunder Spender zu einer dermo-
epidermalen Spaltbildung kommt, hingegen nach Inkubation mit gesundem Serum die
Spaltbildung génzlich ausbleibt. Dies konnte das erste Mal von Gammon et al. 1982
publiziert werden.*® Die Bedeutung von Komplementfaktoren, die nach Jordon et al. eine
wichtige Rolle fur die Rekrutierung von Leukozyten aus den Blutgefallen an die dermo-
epidermale Junktionszone spielen, kann der Kryoschnitt-Assay nicht beantworten, da bei
seiner Durchfihrung die Hautschnitte mit den Leukozyten in direkten Kontakt gebracht

werden und eine Komplement-vermittelte Rekrutierung iberflissig wird.
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Interpretationsprobleme entstehen beim Kryoschnitt-Assay bezuglich der Tatsache, dass
das Ausmal} der dermo-epidermalen Separation, die am Ende mikroskopisch ausgewertet
wird, sehr storanféllig auf Variationen von BP- bzw. EBA-Seren und Spenderleukozyten
reagiert. Konkret bedeutet dies, dass trotz zweifelsfreier Verwendung von EBA- bzw. BP-
Patientenserum und vitalen Leukozyten gesunder Spender unter korrekter Ausfiihrung des
Protokolls, die Spaltbildung auch in der Positivkontrolle ganzlich ausbleiben kann. Ein
Wechsel des Leukozytenspenders oder die Benutzung eines anderen Patientenserums kann
bei einem neuen Versuchsdurchlauf eine Spaltbildung bewirken. Das absolute Ausmaf der
Spaltbildung ist somit vom Patientenserum und von den Spenderleukozyten abhangig. Die
relativen Unterschiede in einer Versuchsreihe sind dagegen von diesen Faktoren
unbeeinflusst, da innerhalb einer Versuchsreihe dieselben Spenderleukozyten und
Patientenseren verwendet werden. Blieb im Rahmen dieser Arbeit letztendlich eine
Spaltbildung in der Positivkontrolle aus, wurden die entsprechenden Versuchsreihen in die

Ergebnisse nicht aufgenommen.

Eine zweite dominante Storquelle im Kryoschnitt-Assay ist die manuelle Schadigung der
Hautschnitte, die vor allem beim Waschvorgang nach erfolgter Inkubation mit Leukozyten
entsteht. Die Beschédigung der Kryoschnitte machte oftmals die abschliefende
mikroskopische Beurteilung der dermo-epidermalen Separation unmdoglich, sodass

betroffene Versuchsreihen ebenfalls aus den Ergebnissen ausgeschlossen wurden.

Insgesamt bleibt der Kryoschnitt-Assay ein gutes Instrumentarium zur Erforschung der
Pathogenese von bullgsen Autoimmundermatosen. Man muss aber im Hinterkopf behalten,
dass er nur in der Lage ist einen von mehreren Aspekten der Krankheitsentstehung
wiederzugeben. So gilt fur ihn, dass er sich ausschlieBlich auf die Autoantikorper-
induzierte Gewebeschadigung fokussiert. Das bedeutet, dass Aspekte, die berhaupt erst
zur Bildung der Autoantikorper fihren, im Kryoschnitt-Assay ganzlich nicht zur Geltung

kommen.
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4.2 Ausmall der dermo-epidermalen  Spaltbildung in
Abhéangigkeit von der verwendeten
Leukozytensubpopulation im Kryoschnitt-Assay

Fur die Entstehung der dermo-epidermalen Spaltbildung sind direkt pathogene
Autoantigene und Leukozyten gesunder Spender unerlésslich.*® Bisher durchgefiihrte in
vitro und Mausmodelle konnten zeigen, dass fur die Krankheitsentstehung aktivierte
Granulozyten erforderlich sind.>* 192 104127 |n dieser Arbeit wollte ich mittels des
Kryoschnitt-Assays herausfinden, ob auch andere Leukozytenpopulationen in der Lage
seien bei Anwesenheit von Autoantigenen eine dermo-epidermale Separation auszuldsen.
Dazu isolierte ich zun&chst aus Vollblut gesunder Spender PMN sowie PBMC und fuhrte
den Kryoschnitt-Assay mit diesen Leukozytensubgruppen durch. Erwartungsgemal konnte
die Gruppe der PMN, die groBtenteils aus neutrophilen Granulozyten besteht, eine
Spaltbildung triggern, deren Ausmall deskriptiv interessanterweise unter dem der
Gesamtleukozyten lag. Trotzdem konnten die Ergebnisse von Liu bestatigt werden, dass
die Granulozyten eine herausragende Rolle in der Pathogenese des BP besitzen.>
Weiterhin stellte ich fest, dass auch die Gruppe der PBMC eine dermo-epidermale
Separation auszulésen vermag. Der Begriff PBMC steht im Englischen fir: Peripheral
Blood Mononuclear Cell (zu Deutsch: mononukledre Zellen des peripheren Blutes).
Darunter werden einkernige Blutzellen verstanden, die einen runden Zellkern besitzen
(Lymphozyten und Monozyten). In einem weiteren Versuch wollte ich nun demonstrieren,
dass isolierte Monozyten in der Lage seien eine Spaltbildung im Kryoschnitt-Assay zu
erzeugen. Allerdings musste ich aufgrund von praktischen Schwierigkeiten v. a. wegen des
hierfur zu grofRen Spenderblutbedarfs das Experiment nach nur einem Testdurchlauf
aufgeben. Trotzdem konnte ich zum ersten Mal zeigen, dass auch in Abwesenheit von
Granulozyten eine Spaltbildung mit dem Kryoschnitt-Assay in vitro auszultsen ist und
somit Granulozyten nicht die einzigen Leukozyten sind, die eine dermo-epidermale
Spaltbildung bei Pemphigoiderkrankungen auslésen kdnnen. Interessanterweise stellte ich
weiterhin fest, dass innerhalb einer Versuchsreihe, in der die Spenderleukozyten und
Patientenseren dieselben blieben, das AusmaR der dermo-epidermalen Spaltbildung bei
Verwendung von isolierten PMN und isolierten PBMC deskriptiv geringer ausfiel, als bei
sowohl Gesamtleukozyten, als auch bei Wiederzusammenlegung der PMN mit den PBMC.

Da die Zellzahl vor jedem Versuch bestimmt und durch Zugabe von entsprechendem
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Medium auf einen konstanten physiologischen Zielwert bei jeder Versuchsreihe eingestellt
wurde, konnen diese Unterschiede nicht auf Schwankungen der Leukozytenzahl
zurlckgefuhrt werden. Somit ist anzunehmen, dass die Leukozytenpopulationen
untereinander interagieren und sich gegenseitig beeinflussen und dadurch zusammen am
potentesten agieren. Das unterschiedliche Ausmal? der Spaltbildung bei Gesamtleukozyten
im Vergleich zu den wieder zusammengelegten PMN und PBMC lé&sst sich nicht auf
unterschiedliche Zellarten zurlckfihren, da das Wiederzusammenmischen von isolierten
PMN und PBMC der Population der Gesamtleukozyten praktisch entspricht. Um
auszuschliel3en, dass der Grund darin liegt, dass nach Wiederzusammenlegung der PMN
und PBMC die relativen Anteile der verschiedenen Zellarten nicht mehr den
physiologischen Anteilen der Gesamtleukozyten entsprechen, wurden mehrere
Konzentrationsverhéltnisse im Kryoschnitt getestet. Hierbei entstanden in den Gruppen
keine signifikanten Unterschiede, sodass anzunehmen ist, dass das genaue
Mengenverhéltnis der Leukozytenpopulationen zueinander weniger wichtig ist, als die
Tatsache der Anwesenheit aller. Méglicherweise lasst sich die Divergenz teilweise damit
erklaren, dass die Isolierung auf zwei unterschiedlichen Wegen erfolgte und dadurch die
Leukozyten sich in Abhdngigkeit vom jeweiligen Isolierungsprotokoll in unterschiedlichen
Aktivierungszustanden befanden und somit unterschiedlich potent die Spaltbildung

triggern konnten.

Zusammenfassend konnte ich anhand meiner Ergebnisse zeigen, dass neben den
Granulozyten auch die Gruppe der PBMC, bestehend aus vorwiegend Monozyten und
Lymphozyten, in der Lage ist eine dermo-epidermale Separation zu erzeugen. Am
starksten fiel die Spaltbildung dann aus, wenn alle Leukozytenspezies vorhanden waren,
sodass anzunehmen ist, dass Granulozyten mit Monozyten und Lymphozyten interagieren.

Dies sind neue Anhaltspunkte in der Pathogenese der Pemphigoiderkrankungen.
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4.3 Der ROS-Assay und die Bedeutung der ROS-Freisetzung
aus aktivierten Monozyten

Werden Leukozyten in einen aktivierten Zustand gebracht, so koénnen sie radikale
Sauerstoffspezies bilden und ausschutten. Der ROS-Assay stellt eine sensitive Methode
dar, diese ausgeschiitteten radikalen Sauerstoffspezies zu messen. Liu et al. konnte bereits
zeigen, dass aktivierte Granulozyten radikale Sauerstoffspezies freisetzen, denen eine
wichtige Rolle bei der Entstehung der dermo-epidermalen Separation zugesprochen wird.*’
Nachdem ich im Kryoschnitt-Assay zeigen konnte, dass PBMC, die lberwiegend aus
Monozyten und Lymphozyten bestehen, ebenfalls eine dermo-epidermale Separation
triggern konnen, wollte ich deren Potential ROS freizusetzen untersuchen. Es gelang mir
zu zeigen, dass PBMC in der Lage sind ROS freizusetzen. Daraufhin entschied ich mich
den Fokus auf isolierte Monozyten zu legen und deren alleiniges Potential auf die ROS-
Freisetzung zu untersuchen. Dazu mussten die Monozyten zunéchst mittels Polymorphprep
und MACS isoliert werden. Um die spateren Ergebnisse sicher den Monozyten zusprechen
zu kénnen musste im Voraus ihre Isolierungsreinheit mittels FACS uberprift werden. Das
hierbei erhaltene Ergebnis, ndmlich eine Reinheit (anhand der Zellmorphologie) von tber
90% war zufriedenstellend, sodass die erhaltenen Effekte sehr wahrscheinlich auf isolierte
Monozyten zuriickgefiihrt werden kdnnen. Anschliefend konnte ich im Rahmen des ROS-
Assays deskriptiv zeigen, dass isolierte Monozyten in der Lage sind radikale
Sauerstoffspezies freizusetzen, wenn sie zuvor mit (EBA-) Immunkomplexen aktivert
wurden. Dass die gesammelten Daten nicht signifikant waren, liegt denke ich, groBtenteils
daran, dass die Fallzahl fur die aufgetretene relativ hohe Varianz zu gering war. Deskriptiv
ist eine Tendenz zu erkennen, dass Monozyten in der Lage sind ROS freizusetzen. Es ware
wichtig diese Ergebnisse in weiteren Experimenten mit grofReren Fallzahlen zu
untermauern. Trotzdem ist dies eine neue und wichtige Erkenntnis, die vermuten l&sst, dass
Monozyten teilweise auf gleiche zellulare Mechanismen zuriickgreifen wie Granulozyten,

um eine dermo-epidermale Separation auszuldsen.
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4.4 Zytokin-Assay und die Bedeutung der Zytokin-Freisetzung
aus aktivierten Monozyten — ein exploratives Experiment

In meiner Arbeit wurden Monozyten gesunder Spender mit EBA-Antigen-
Antikorperkomplexen aktiviert und mittels eines Zytokin-Assays tberprift, ob sie in der
Lage seien Zytokine freizusetzen. Ameglio et al. und Zentner et al. hatten bereits gezeigt,
dass zwischen TNF-oa und den Interleukinen IL-1B, IL-8 und IL-5 eine deutliche
Korrelation mit der Krankheitsaktivitat des BP besteht.*® 4% Somit gilt in der Pathogenese
der Autoimmundermatosen die wichtige Rolle der Zyokine als unumstritten. In meiner
Arbeit konnte ich deskriptiv demonstrieren, dass mit EBA-Autoimmunkomplexen
aktivierte Monozyten Zytokine freisetzen. Bemerkenswerterweise gehdrten zwei der drei
Zytokine, die von aktivierten Monozyten vermehrt ausgeschdittet wurden, zu denen, fir die
eine Korrelation mit der Krankheitsaktivitat beim BP bereits gezeigt wurde, namlich IL-8
und TNF-o. Das dritte Zytokin Gro-o (Growth-regulated-protein alpha) wird bislang in
Verbindung mit Melanozyten, Entziindungen und Tumorerntstehung gebracht. Welche
Rolle Gro-a bei Pemphigoiderkrankungen spielt, muss weiter erforscht werden. Da ich bei
diesem explorativen Experiment keine Signifikanziberprufung aufgrund der geringen
Fallzahl von zwei Proben vornahm, dirfen die gesammelten Ergebnisse nur als eine
Tendenz bzw. DenkanstoR gewertet werden. Eine Bestatigung meiner Ergebnisse sollte mit
weiteren Experimenten und groReren Fallzahlen angestrebt werden. Nichtsdestotrotz
stehen meine gesammelten Ergebnisse im Einklang mit den Erkenntnissen von Ameglio et
al. und Zentner et al., die bereits fur das BP zeigen konnten, dass aktivierte Granulozyten
unter anderem IL-8 und TNF-a ausschiitten.*® 4 Mir gelang es nun tendenziell zuzeigen,
dass zum Teil gleiche Zytokine bei der EBA von aktivierten Monozyten freigesetzt
werden. Meine Ergebnisse bestatigen nicht nur die wichtige Rolle der Zytokine in der
Pathogenese der Pemphigoiderkrankungen, sondern demonstrieren auch die Kongruenz bei
einigen Aspekten der Pathogenese des BP und der EBA. Aulerdem lassen meine
Ergebnisse annehmen, dass Monozyten und Granulozyten auf ein &hnliches Zytokinprofil

im aktivierten Zustand zuriickgreifen.
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4.5 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass nicht wie bislang angenommen nur
Granulozyten in der Lage sind eine dermo-epidermale Separation bei
Pemphigoiderkrankungen auszul6sen.'® Ich konnte mit Signifikanz demonstrieren, dass
die Leukozytensubpopulation der PBMC, vorwiegend bestehend aus Monozyten und
Lymphozyten ebenfalls eine dermo-epidermale Spaltbildung triggern kann. Darlber hinaus
lassen meine Ergebnisse vermuten, dass es zur Interaktion von Granulozyten mit
Monozyten und Lymphozyten kommt, durch die moglicherweise der Aktivierungszustand
der Zellen angehoben wird und sie so wirkungsvoller die subepidermale Blasenbildung
triggern kénnen. Ob es tatsdchlich zu einer synergetischen Interaktion kommt und wie
diese im Detail aussieht, Iasst sich mit dem hier verwendeten Modell nicht beantworten.
Hierflr wére es interessant andere Experimente durchzufiihren, die diesen Aspekt besser
abbilden konnen.

Mit dem ROS-Assay konnte ich deskriptiv zeigen, dass neben Granulozyten auch PBMC
sowie auch isolierte Monozyten radikale Sauerstoffspezies freisetzten, wenn sie zuvor mit
(EBA-) Immunkomplexen aktiviert wurden. Die ROS-Ausschittung ist ein wichtiger
Pathomechanismus zur Auslésung subepidermaler Blasen bei Pemphigoiderkrankungen.®
Darauf aufbauende Studien mit groReren Fallzahlen missen meine Ergebnisse noch

bestatigen.

Im Zytokin-Assay, der von mir als ein exploratives Experiment im Anschluss an den ROS-
Assay durchgefuhrt wurde, konnte ich deskriptiv demonstrieren, dass aktivierte Monozyten
auch Zytokine ausschutten. Mit IL-8 und TNF-a waren im Rahmen des Zytokin-Assays
zwei Zytokine vermehrt freigesetzt worden, fur die bereits eine Korrelation mit der
Krankheitsaktivitat beim BP als bewiesen gilt.*® 4° Meine gesammelten Tendenzen und
Erkenntnisse lassen somit vermuten, dass aktivierte Monozyten auf teilweise gleiche
Pathomechanismen zurtickgreifen wie aktivierte Granulozyten. Im né&chsten Schritt

mussten diese Ergebnisse in weiteren Experimenten untermauert werden.

Aulerdem waére es nun auch interessant zu prifen, ob isolierte Monozyten sowohl im

Kryoschnitt-Assay, als auch in Tiermodellen in der Lage sind eine dermo-epidermale
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Separation auszuldsen. Im Rahmen der Erstellung meiner Arbeit, stellte ich fest, dass unter
Verwendung der hier dargestellter Isolierungsmethoden zum Erhalt ausreichender Mengen
isolierter Monozyten fir den Kryoschnitt-Assay der bendtigte Spenderblutbedarf
unverhaltnisméRig grofl war, sodass entweder andere Isolierungsmethoden oder andere
Experimente zur Beantwortung dieser Frage empfehlenswert sind. Nichtsdestotrotz lassen
meine gesammelten Ergebnisse aus dem Kryoschnitt-, ROS- und Zytokin-Assay vermuten,
dass isolierte Monozyten im Stande sein sollten eine dermo-epidermale Separation

auszuldsen.

Aufbauend auf meinen gesammelten Ergebnissen zu isolierten Monozyten und den bereits
bekannten Daten von Liu et al., Ameglio et al. und Zentner et al. zu Granulozyten ist stark
davon auszugehen, dass vor allem ROS, IL-8 und TNF-a wichtige Mediatoren in der
Pathogenese sowohl des BP als auch der EBA sind.*#°% > Spannend wire es zu
untersuchen, ob diese Zytokine zusammen mit radikalen Sauerstoffspezies in der Lage sind
in Abwesenheit jeglicher Leukozyten eine dermo-epidermale Spaltbildung zu erzeugen.
Hierfur kdnnte man zum Beispiel mittels des Kryoschnitt-Assays Hautschnitte anstatt mit
Leukozyten direkt mit den oben genannten Mediatoren/Proteasen inkubieren und auf

dermo-epidermale Separation untersuchen.
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5 Zusammenfassung

Das bullése Pemphigoid und die Epidermolysis bullosa acquisita sind blasenbildende
Autoimmundermatosen, die zur Gruppe der Pemphigoide gehoren. Beide Krankheiten
zeichnen sich durch pathogene Autoantikérper gegen hemidesmosomale Strukturproteine
und einer subepidermalen Blasenbildung aus. Die Bindung der Autoantikdérper an ihre
Antigene fuhrt zur Komplementaktivierung und der nachfolgenden Einwanderung von
Leukozyten in die dermo-epidermale Junktionszone der Haut. Die aktivierten Leukozyten
flhren zur Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies und Entziindungsmediatoren, die
eine Trennung der Dermis von der Epidermis letztendlich bewirken. Klinisch imponieren

pralle Blasen, die histologisch subepidermal verlaufen.

Das Gefrierschnittmodell wurde von Gammon et al. 1982 entwickelt und wird seit dem zur
Aufschlisselung von Aspekten der Pathogenese der Autoantikdrper-induzierten
Gewebeschadigung (Blasenbildung) bei Pemphigoiderkrankungen verwendet. Es basiert
auf der Inkubation gesunder Hautschnitte mit Autoantikorper-haltigen Patientenserum und
einer anschlieBenden erneuten Inkubation mit vitalen Leukozyten gesunder Spender, die
durch die anwesenden Immunkomplexe aktiviert werden und die dermo-epidermale

Separation durch Ausschittung von ROS und Proteasen ausldsen.

In meiner Arbeit wurde mittels des Gefrierschnittmodells untersucht, welche
Leukozytensubpopulationen in der Lage sind eine dermo-epidermale Separation
auszuldsen. Hierzu wurde der Kryoschnitt-Assay mit unterschiedlichen isolierten
Leukozytensubgruppen durchgefiihrt und das Ausmald der Spaltbildung am Mikroskop
histologisch untersucht. Die Isolierung der Leukozytenuntergruppen erfolgte aus Vollblut
mittels physikalischer und immunologischer Verfahren. Insgesamt wurden folgende
Zellpopulationen getestet: PMN (Granulozyten), PBMC (Monozyten und Lymphozyten),
isolierten Monozyten, verschiedene Konzentrationsverhéltnisse von PMN und PBMC
sowie Gesamtleukozyten. Aus praktischen Grunden v. a. wegen des hierfir
unverhaltnisméalig grollen Spenderblutbedarfs entschied ich mich nach einem Testlauf den
Kryoschnitt-Assay mit isolierten Monozyten nicht weiter durchzufiihren. Die Uberpriifung
der Reinheit der isolierten Leukozytenuntergruppen erfolgte mittels Durchflusszytometrie

(FACS) und war zufriedenstellend. In der abschlieBenden mikroskopischen Auswertung
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wurde die prozentuale dermo-epidermale Separation in Bezug auf die Gesamtlange der
dermo-epidermalen Junktionszone bestimmt und die gesammelten Ergebnisse auf die
Werte der Positivkontrollen (Gesamtleukozyten) normiert. In dem verwendeten ex vivo
Modell konnte ich erstmals mit statistischer Signifikanz zeigen, dass neben den PMN
(Granulozyten) auch PBMC (Monozyten und Lymphozyten) eine dermo-epidermale
Spaltbildung auslésen konnen. Auflerdem deuten meine Ergebnisse aus dem Kryoschnitt-
Assay auf eine verstarkende Interaktion zwischen den Leukozytenpopulationen
untereinander. Jedoch muss v. a. dieser Punkt unbedingt mit anderen Experimenten

genauer untersucht und erst noch bestétigt werden.

Im Anschluss an den Kryoschnitt-Assay untersuchte ich im Rahmen des ROS- und
Zytokin-Assays, welche Entziindungsmediatoren von aktivierten PBMC bzw. Monozyten
zur Auslésung der dermo-epidermalen Separation ausgeschittet werden. Ich konnte
deskriptiv zeigen, dass durch (EBA-) Immunkomplexe aktivierte PBMC bzw. Monozyten
radikale Sauerstoffspezies und folgende drei Zytokine vermehrt freisetzten: Gro-a, 1L-8
und TNF-a. Meine gewonnen Erkenntnisse zu PBMC bzw. isolierten Monozyten bei der
EBA und die bereits bekannten Daten von Liu et al., Ameglio et al. und Zentner et al. zu
Granulozyten beim BP deuten an, dass erstens weitere Aspekte der Pathogenese des BP
und der EBA eine hohe Kongruenz besitzen und dass zweitens isolierte Monozyten und
Granulozyten im aktivierten Zustand auf ein &hnliches Entziindungsmediatorenprofil
zurlckgreifen. In weiterfhrenden Studien missen meine Ergebnisse zunédchst noch

untermauert und vertieft werden.

Meine Arbeit unterstreicht die wichtige Rolle der Granulozyten (PMN) und liefert neue
Tendenzen und Erkenntnisse ber die Rolle von PBMC und Monozyten in der Pathogenese
des BP und der EBA. AuBerdem bestdtigen meine Ergebnisse bereits bekannte
Gemeinsamkeiten in der Pathogenese der bullésen Autoimmundermatosen und weisen auf

weitere hin.
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7 Anhang

Abklrzungen

BMZ
BP
BP180

BP230
CD
ddH20
DEJ
DIF
ELISA
ESR
FACS
g
fMLP
GK

Gro-a

H&E
I.E.
IF
IL-8
IVIG
kDa
KG
mCol7
MHC
ml

M
NaCl

Basalmembranzone

bulléses Pemphigoid

180 kDa schweres bulléses Pemphigoid Antigen (Typ XVII
Kollagen)

230 kDa schweres bulléses Pemphigoid Antigen

Cluster of Differentiation

bidestilliertes Wasser

dermo-epidermale Junktionszone

direkte Immunfluoreszenz

Enzyme Linked Immunosorbent Assay; enzymatischer Immuntest
Erythrozytensedimentationsrate

Fluorescence Activated Cell Sorting; Durchflusszytometrie
relative Zentrifugalkraft

formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanine

Glukokortikoid

Growth-regulated-protein alpha (Wachstums-regulierendes Protein
alpha)

H&matoxylin-Eosin

Internationale Einheiten

indirekte Immunfluoreszenz

Interleukin Nummer 8

intravendse Immunglobuline

Kilodalton

Korpergewicht

murines 290kD schwere Typ VIl Kollagen

Major Histocompatibility Complex

Milliliter

molar

Natriumchlorid
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NC1 Nicht-Kollagendomane Nummer 1

NC16A Nicht-Kollagendoméane Nummer 16A

PBMC Peripheral Blood Mononuclear Cells; mononukleére Leukozyten
PBS phosphate-buffered saline

PMN Polymorphonuclear Cells; polymorphkernige Leukozyten
Pred.aqu. Prednisolondquvivalenzdosis

ROS radikale Sauerstoffspezies

rpm rounds per minute

RT Raumtemperatur

TNF-a Tumor Necrosis Factor alpha

Verwendete Laborgerate

Airsterilisator US PATS
Analysenwaage Analytical Plus
Begasungsbrutschrank

Biophotometer 8,5 mm

Bio Vortex V1

Eindeckautomat Leica CV 5030
Elektrische Feinwaage PT 150
Elektrische Feinwaage Analytical plus
ELISA-Washer Columbus Pro
ELISA-Reader Victord 1420 Multilabel
Eppendorf Pipetten/ Multipipetten
FACS Calibur Flow Cytometer
Feuchtigkeitskammer
Gefrierkombination (+4°C, -20 ° C)
Gefriertruhe C660 (-80 ° C)
Kihlkammer

Kryostat Leica CM 3050 S

Laborabzug captairchem

Binder GmbH, Tuttlingen

Ohaus Corporation, New Jersey, USA
Heraerus Instruments GmbH, Hanau
Eppendorf AG, Hamburg

lab4you GmbH, Berlin

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar
Sartorius AG, Gottingen

Ohaus Corp., NJ 07932, USA

Tecan Group Ltd., 8708 Mannedorf, Schweiz
Perkin Elmer Massachusetts, USA
Eppendorf AG, Hamburg

BD, San Jose, USA

Werner Hassa GmbH, Liibeck

Liebherr International AG, Bulle, Schweiz
New Brunswick Scientific, England
Viessmann GmbH & Co. KG, Allendorf
Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar
Erlab Laboreinrichtungen GmbH & Co0.KG,
Wangen
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MACS Separator

MACS Multistand

Magnetruhrer IKA ® RH basic 2
Mikroskop Wilovert S
Mikroskop Olympus BX40
Neubauer Z&hlkammer
pH-Meter ph526

Pipettierhilfe, pipetus®-akku

Schiitteltisch Duomax 1030
Schiittler TPM4 Sarstedt
Sterilbank, Biowizard Kojair

Tischzentrifuge Biofuge pico
Vortex Genie 2

Wasserbad WTH 500
Wasserstrahlpumpe
Zentrifuge, Varifuge 3.0 R

Verbrauchsmaterialien

Acetate Foil for Microtest Well Plates

Aluminiumfolie Paclan
Agua Spiillésung
Centricon-Rohrchen 50 ml
Deckglaser 24 x 60 mm

Einbettungsmedium Tissue-Tek®

Einmal-Kanilen BD Microlance 3

Einmal-Kivetten UVette

Miltenyi ~ Biotec,  Bergisch  Gladbach,
Deutschland

Miltenyi  Biotec,  Bergisch  Gladbach,
Deutschland

IKA ® Werke GmbH & Co. KG, Staufen
Helmut Hund GmbH, Wetzlar

Olympus Deutschland GmbH, Hamburg

A. Hartenstein Laborbedarf, Wirzburg
MultiCal WTW, Weilheim

Hirschmann Laborgerate GmbH&Co. KG,
Eberstadt

Heidolph Instruments, Nlrnberg

Sarstedt Inc., Newton, NC 28658 USA

W. H. Mahl, Reinraumtechnik GmbH,
Magdeburg

Haereus Instruments GmbH, Hanau

Scientific Industries, Bohemia, New York, USA
Karl Hecht GmbH & Co., Sondheim

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim

Haereus Instruments GmbH, Hanau

Sarstedt Inc., Newton, NC 28658 USA

A. Hartenstein Laborbedarf, Wiirzburg
Deltaselect GmbH, Dreieich

Millipore, Schwalbach

Gerhard  Menzel,  Glasbearbeitungswerk
GmbH & Co. KG, Braunschweig

Sakura Finetek Europe B.V., Zoulerwoude,
Niederlande

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Eppendorf AG, Hamburg
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Einmal-Skalpell
Erlenmeyerkolben
Falcon-Rohrchen 15 ml, 50 ml
LIA Platte weiss 96K

MACS Separation Columns 25MS

Objekttréager 26 x 76 mm/ca. Imm

Objekttréager SuperFrost /Plus

Olstift, DAKO Pen

Parafilm M Laboratory Film
Perfusionsbesteck BD Valu-Set
ReaktionsgeféaRe 1,0 ml, 1,5 ml, 2,0 mi
Serologische Pipetten 10 ml, 25 ml
Spritzen 20 ml (BD Discardit 1)
Styroporkasten

Chemikalien und Farbstoffe

Ammoniak-L6sung

Agua dest.

Dextran T 500
Di-Kaliumhydrogenphosphat (K2HPO4)
Di-Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4)
EDTA

Eosin

Essigsdure-Alkohol

Ethanol 70 %

Formaldehyd-Losung 5 %

Hé&matoxylin

Kaliumchlorid (K+CI-)

Luminol

Feather Safety Razor Co., LTD, Osaka, Japan
A. Hartenstein Laborbedarf, Wirzburg
Sarstedt AG & Co., Niimbrecht

Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland
Miltenyi ~ Biotec,  Bergisch  Gladbach,
Deutschland

Heinz Herenz  Medizinalbedarf  GmbH,
Hamburg

Gerhard  Menzel,  Glasbearbeitungswerk
GmbH & Co. KG, Braunschweig

DAKO Denmark A/S, Glostrup, Danemark
Pechiney Plastic Packaging , Wisconsin, USA
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Eppendorf AG, Hamburg

Sarstedt AG & Co. Nuembrecht

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Apotheke UKSH, Campus Lubeck

Merck KgaA, Darmstedt

Apotheke UKSH, Campus Lubeck

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstedt

Merck KGaA, Darmstedt

Merck KgaA, Darmstedt

Merck KgaA, Darmstedt

Merck KgaA, Darmstedt

Apotheke UKSH, Campus Lubeck
Merck KgaA, Darmstedt

Merck KgaA, Darmstedt

Merck KGaA, Darmstedt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
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Natriumcarbonat (Na2CO3)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO:3)
Natriumlauge (NaOH)
Phosphorséure (H3PO4)

Salzséure (HCI)

Trypan Blue

Xylol

Puffer, Lésungen und Medien

Blockingpuffer

Carbonatpuffer
CL-Medium

Dimethylsulfoxide minimum 99,5 % GC
D-PBS 1-fach

FACS-Puffer
MACS-Puffer

Polymorphprep 250 ml Box
RPMI 1640 Medium with L-Glutamine

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
J.T. Baker, Deventer-Holland

Merck KGaA, Darmstedt

Merck KGaA, Darmstedt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

PBS mit 1% biotin-freiem BSA und 0,05%
Tween

Na2COs, NaHCOs, HCI

RPMI-1640 ohne Phenolrot mit L-Glutamin
mit 25mM HEPES + 1% FCS

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

8 g/l NaCl, 0,2¢g/1 KCl,

1,44 g/l Na2 HPO4, K2HPO4 in ddH20

PBS, 0,5-1% BSA, 0,1% NaN3 Natriumsaure
PBS, 0,1%BSA, 2mM EDTA

AXIS-SHIELD, Oslo, Norway
BioWhittaker, Lonza, Belgium

Verwendete Pharmaka und Antikérper

Anti-human CD14 Microbeads
Antikorper 1gG1

Antigen hCol7 E-F
Heparin-Natrium-25.000
fMLP

Miltenyi Biotec Inc., CA, USA
hergestellt nach 2°
hergestellt nach 2°
ratiopharm GmbH, Ulm

BD Biosciences, CA,
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