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1. Einleitung
1.1 Haut und Scheimhaut

1.1.1 Aufbau der Haut
Die menschliche Haut ist in drei wesentliche Schichten aufgeteilt: die Epidermis, die darunter

liegende Dermis und die subkutane Fettschicht, die Subkutis.

Die Epidermis setzt sich, von Innen nach AuRen, aus den 5 Schichten Stratum basale, Stratum
spinosum, Stratum granulosum, Stratum lucidum und Stratum corneum, zusammen.
Hauptbestandteil der Epidermis sind die Keratinozyten, deren Proliferation im Stratum basale
stattfindet. Innerhalb von ca. 30 Tagen gelangen die Keratinozyten (iber alle Schichten bis zum
Stratum corneum, wo sie als Korneozyten bezeichnet und abgeschilfert werden (Ramos et al., 2013).
Dieser Prozess beinhaltet mehrere Transformationen und schliet mit dem Zelltod ab. Die verhornte
Zellhille der Korneozyten limitiert den Wasserverlust Gber die Haut (Mojumdar et al., 2017). Weitere
in der Epidermis vorkommende Zelltypen sind die Melanozyten, Langerhanszellen und Merkelzellen.
Die Melanozyten bestimmen durch die Generierung und Verteilung von Melanin die Hautfarbe und
bieten so Schutz vor DNA-Schiaden durch ultraviolette Strahlung (Del Bino et al.,, 2018).
Langerhanszellen der Haut dienen der Antigenprasentation in nahegelegenen Lymphknoten und sind
damit ein zentraler Faktor in der adaptiven Immunantwort der Haut. Endogene antibiotische Stoffe,
Defensine und Cathelicidine stellen essenzielle Faktoren der angeborenen Immunabwehr der Haut
dar und werden von Keratinozyten produziert (Prasad et al., 2019). Merkelzellen sind spezielle

Sinneszellen, welche als Druckrezeptoren in der Epidermis fungieren (Bray, 2014).

Die Dermis ist unterteilt in das Stratum reticulare und das Stratum papillare. Sie besteht zum Grofteil
aus kollagenen und elastischen Fasern. In der Dermis vorkommende Zelltypen sind Fibroblasten und
unterschiedliche Immunzellen wie Mastzellen, Makrophagen, dendritische Zellen und T-Zellen. Ein
die gesamte Haut versorgendes Netzwerk aus BlutgefdRen befindet sich ebenfalls in der Dermis

(Heath und Carbone, 2013; Nguyen und Soulika, 2019).

1.1.2 Aufbau der Schleimhaut
Die Schleimhaut (Tunica mucosa) hat einen &hnlichen Aufbau wie die Haut und bildet die

Schutzschicht der inneren Hohlorgane sowie der Bindehaut und Teilen des daulReren Genitalbereiches.
Im dulReren Bereich ist in aller Regel eine Schicht aus Schleimstoffen, den Mucinen zu finden. Mucine
sind stark glykosylierte Proteine, die von Becherzellen und/oder Driisen produziert und freigesetzt
werden, die sich in ihrer Struktur, Funktion und Expressionsstelle unterscheiden (Gurcan und Ahmed,
2009). lhre Funktion besteht im Schutz des Kérperinneren vor Pathogenen und Umwelteinfliissen,

sowie vor Dehydrierung. Neben der Sekretion gehort auch die Absorption zu den Aufgaben der
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Schleimhaut. Unter der Schleimschicht prasentieren die Epithelzellen eine dichte Anordnung von
unterschiedlichen Glykoproteinen und Glykolipiden, die die sogenannte Glykokalyx bilden (Schmidt
et al, 2001). Wohingegen Mucine von Zellen sekretiert und/oder adhdrent bzw.
membrandurchgéngig sein konnen, ist die Glykokalyx fest mit den Zellen verbunden (Koppaka et al.,
2012). Ebenso wie bei der Haut ist die Schleimhaut aus einer duBeren Epithelschicht aus
Keratinozyten, der Lamina epithelialis mucosae und einer darunterliegenden Bindegewebeschicht,
der Lamina propria mucosa aufgebaut. Darunter befindet sich eine diinne Muskelschicht, die Lamina
muscularis mucosae. Der genaue Aufbau der Schleimhaut ist individuell an das jeweilige Organ
angepasst. Daher kann die Epithelschicht sowohl ein (u.a. Darm), als auch mehrschichtig (u.a. bukkale
Mukosa) aufgebaut, und sowohl verhornend (u.a. harter Gaumen) als auch nicht-verhornend (u.a.

bukkale Mukosa), sein (Jester et al., 1999).

1.1.3 Aufbau der Augenschleimhdute
Die Bindehaut (Konjunktiva) ist eine diinne, durchscheinende Membran, die den vorderen Teil der

Sklera (Lederhaut) bzw. das weile der Augen und die Innenseite der Augenlider auskleidet. Sie
besteht aus zwei Teilen, der bulbdren und palpebralen Bindehaut (Abbildung 1A). Die bulbare
Bindehaut beginnt am Rand der Kornea (Hornhaut) und bedeckt den sichtbaren Teil der Sklera; der
palpebrale Teil fasst die Innenseite der Augenlider ein. Die Bindehaut versorgt die unter ihr liegenden
Gewebe mit Nahrstoffen und ist dariiberhinaus auch eines der Hornhaut am nachsten liegenden
vaskularisierten Gewebe. Als solches ist sie eine Hauptquelle fir die Versorgung der Hornhaut mit
Immunkomponenten (Knop und Knop, 2005). Wie die Tranendriisen produziert die Bindehaut IgA
und enthalt dariberhinaus auch Makrophagen, neutrophile Granulozyten, Mastzellen, Lymphozyten
und andere Komponenten des allgemeinen mukosalen Immunsystems (Galletti et al., 2017).
Rdaumlich durch den Limbus getrennt, geht die Bindehaut in die Kornea Uber (Abbildung 1B)
(Askgaard et al., 2019b). Die Kornea, ebenso wie die Sklera, ist avaskuldr und behalt ihre Transparenz
durch eine dichte, regelmalige Anordnung von Proteinen in einer Proteoglykan-reichen Matrix bei,
so dass Licht ungehindert hindurchtreten kann (Askgaard et al., 2016a). Die kollagenreiche Schicht
der Hornhaut wird als Stroma bezeichnet. Die menschliche Hornhaut besteht aus sechs
Primarschichten - Epithel, Bowman-Schicht, Stroma, Dua’s Schicht, Descemet's-Membran und
Endothel (Abbildung 1C) (Askgaard et al., 2016b). Stroma und Epithel sind Uber eine
Basalmembranzone (siehe Abschnitt 1.1.4) miteinander verbunden (Abbildung 1D) (Askgaard et al.,
2014; Torricelli et al., 2013). Insgesamt gehort das Auge zu einem sogenannten immunpriviligierten

Bereich (siehe Abschnitt 1.2.5).
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Abbildung 1: Aufbau der Augenschleimhdute [A] Die Konjunktiva bedeckt als diinne Membran die Sklera und die
Innenseite der Augenlider. Sie wird in die bulbére (lila) und die palpebrale (blau) Konjunktiva unterteilt. [B] Die Konjunktiva
geht rdumlich durch den Limbus getrennt in die Hornhaut (Kornea) uber. [C] Struktur der Kornea [D]. Aufbau der
Basalmembran der Kornea, sowie der dariiberliegenden Basalzelle und des darunter liegenden Stromas, die durch den
Hemidesmosom-verankernden Filamentkomplex miteinander verbunden sind. HD, Hemidesmosom; BP230, bulldses

Pemphigoid-Antigen 230. [A-B] adaptiert von (Azari und Barney, 2013) [C] adaptiert von (Navaratnam et al., 2015) [D]
adaptiert von (Torricelli et al., 2013).

1.1.4 Basalmembranzone

Die Keratinozyten in Haut und Schleimhaut sind durch verschiedene Verankerungsstrukturen unter
anderem sogenannten Desmosomen miteinander verbunden (siehe Abbildung 2). Bei der
Verbindung zwischen den basalen Keratinozyten mit der darunterliegenden Bindegewebeschicht
spielen wiederum Hemidesmosome eine wichtige Rolle (Borradori und Sonnenberg, 1999). Die
Hemidesmosome bilden zusammen mit der Basalmembran, bestehend aus der Lamina lucida und
Lamina densa, die Basalmembranzone. Die Basalmembranzone der Haut gehért wiederum zur
sogenannten dermal-epidermalen Junktionszone, welche die Konnektivitdt der Epidermis mit der

Dermis beschreibt (Woodley, 1987; Xiao et al., 2015).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Desmosomen und Hemidesmosomen der Basalmembran. Desmogleine (Dsg)
und Desmokolline (Dsc) vermitteln den Zell-Zell-Kontakt von Keratinozyten untereinander. Die intrazelluldren Proteine der
Desmosomen PG, PKP-1, und DP, verbinden die Dsg und Dsc mit den KIF. Uber die Hemidesmosomen werden basale
Keratinozyten mit der epidermalen Basalmembranzone verankert. BP180/230, bullous pemphigoid protein 180/230; Col,
collagen; DP, desmoplakin; Dsc, desmocollin; Dsg, desmoglein; KIF, keratin intermediate filament; Lam332, laminin 332; LD,
lamina densa; LL, lamina lucida; PG, plakoglobin; PKP-1, plakophilin 1; SLD, sublamina densa. Adaptiert von (Hammers and
Stanley, 2016)

Hemidesmosomen sind Multiproteinkomplexe, welche den Zusammenhalt der basalen Keratinozyten
mit der Basalmembran aufrechterhalten (Abbildung 2). Die mechanische Stabilitdt der
Hemidesmosomen wird durch multiple Protein-Protein Interaktionen aus intrazelluldren Plaque-
Proteinen und Transmembranproteinen gewahrleistet. Die Plague-Proteine interagieren apikal mit
Intermediarfilamenten und basal mit den Transmembranproteinen (Feng et al, 2017). Die
Transmembranproteine wiederum binden an extrazelluldare Ankerfilamente oder reichen zusatzlich
direkt bis zur Lamina densa. Den inneren oder zytoplasmatischen Plaque bilden Plektin und BP230.
Beide Proteine gehéren zu den Plakinen und bilden Linker zwischen den zytoplasmatischen
Keratinfilamenten und den Elementen des duReren hemidesmosomalen Plaque, a6B4 Integrin und
BP180 (Kawamatawong, 2017). Der zytoplasmatische Anteil der B4 Untereinheit kann mit Plektin und
BP230 interagieren (Manso et al.,, 2019). Des Weiteren kann die B4 Untereinheit mit BP180
verbunden sein. Bindungsstellen fiir Plektin und BP230 sind ebenso beim BP180 zu finden, sodass ein
stabiler Proteinkomplex entsteht (Koster et al., 2003). Extrazellular reicht a6B4 Integrin bis in die
Lamina lucida hinein und BP180 bis in die obere Lamina densa (Rieder et al., 2013). Eine wichtige
Verbindung der basalen Keratinozyten mit der Basalmembran der Haut bzw. Schleimhaut stellt die
Verbindung zwischen der extrazellularen Domane von a6B4 Integrin und Laminin 332 dar. Die a6
Untereinheit kann zudem mit BP180 interagieren (Xiao et al., 2015). Laminin 332 wiederum bildet die
Verbindung zu darunterliegenden Kollagenfibrillen Gber Kollagen VII. Typ IV Kollagen, Entactin
(Nidogen), Perlecan und Laminine bilden die Hauptbestandteile der Basalmembran (Christie, 2005).

Basalmembranen sind diinne, dichte Schichten aus spezialisierter, selbstorganisierter extrazelluldrer
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Matrix, die die meisten Gewebe umgeben. lhre geschichtete Struktur beruht auf zwei unabhangigen
polymeren Netzwerken - einem aus Laminin und einem aus Typ IV Kollagen (Behrens et al., 2012).
Diese Netzwerke sind durch mehrere zusatzliche extrazellulare Matrixproteine, einschlieRlich
Nidogen und Perlecan, verbunden. Basalmembranen sind in aller Regel mit Zellen assoziiert und
werden durch Wechselwirkungen mit Adhasionsrezeptoren und sulfatierten Glykolipiden an
Zelloberflachen verankert (Jayadev und Sherwood, 2017). Neben der Strukturgebung sind weitere
Funktionen der Basalmembranzone die Regulation der Zelladhasion, Proliferation, Differenzierung

und Motilitat (LeBleu et al., 2007).

1.2 Das Immunsystem

1.2.1 Angeborenes und adaptives Immunsystem
Das Immunsystem ist ein komplexes Verteidigungssystem zur Abwehr pathogener Organismen,

korperfremder Stoffe oder entarteter Zellen des eigenen Organismus. Es setzt sich aus dem
angeboren und dem erworbenen, oder adaptiven Immunsytem zusammen (Riera Romo et al., 2016).
Das angeborene Immunsystem stellt die erste Verteidigungslinie gegen sowohl kérperfremde Stoffe
als auch eindringende Pathogene, wie Bakterien, Viren und Pilze dar (Berry et al., 2020). Pathogene
konnen durch generelle, meist hoch konservierte Strukturmotive, z.B. Pathogen-assoziierte
molekulare Muster (PAMP, pathogen-associated molecular pattern), vom angeborenen
Immunsystem erkannt werden. Wichtige Faktoren bei diesem Prozess sind zelluldre Bestandteile des
angeborenen Immunsystems wie Granulozyten, Makrophagen oder natirliche Killerzellen (NK-
Zellen), sowie auch humorale Bestandteile wie das Komplementsystem oder Interleukine (Jain und
Pasare, 2017). Im Gegensatz zum adaptiven Immunsystem agiert das angeborene Immunsystem
antigenunabhédngig innerhalb von Minuten bis Stunden (Shih et al., 2016). Das adaptive
Immunsystem reagiert mit einer spezifischen Immunantwort und bildet ein sogenanntes
,immunologisches Gedachtnis” aus, wobei T- und B-Lymphozyten die wichtigsten zelulldren und
Antikorper die wichtigsten humoralen Faktoren darstellen (Turvey und Broide, 2010). Die hohe
Spezifitdat mit welcher T- und B-Zellen Antigene erkennen basiert dabei vor allem auf dem Prozess der
somatischen Rekombination wahrend der Reifung der Zellen (siehe Abschnitt 1.2.2) (Murphy et al.,

2012).

1.2.2 T- und B-Lymphozyten
T-Zellen werden im Knochenmark gebildet und bewegen sich zur Reifung und Selektion in den

Thymus. Naive T-Zellen sind im Blut und Lymphsystem zu finden. Nach dem sie ein Antigen detektiert
haben, proliferieren sie und differenzieren zu Effektorzellen (Cheng und Anderson, 2018). Dabei ist
die  Unterscheidung von korpereigenen und  koérperfremden  Antigenen  (ber den

Hauptkompatibilitats-Komplex (MHC, major-histocompatibility complex, in Menschen auch HLA,
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human leukocyte antigen, in Mausen auch H-2, Histocompatibility system 2, genannt) essenziell.
Hierdurch kann zwischen intrazelluldren Pathogenen (MHC I) und extrazelluldren Pathogenen (MHC
Il) differenziert werden (Rock et al., 2016). T-Zellen kdnnen nur Antigene, welche an ein MHC-
Molekiil gebunden sind, an der Oberfliche einer Antigen-prasentierenden Zelle (APC, antigene
presenting cell) erkennen (Halenius et al., 2015). Es gibt verschiedene Klassen von Effektor T-Zellen:
zytotoxische T-Zellen und T-Helferzellen. Zytotoxische T-Zellen exprimieren den CD8-Rezeptor. Sie
kénnen in Kombination mit dem T-Zellrezeptor an MHC-Klasse-I-Molekiile gebundene Antigene
einer, durch ein Pathogen, infizierten Zelle binden und diese Zelle eliminieren. T-Helferzellen (Th-
Zellen) stimulieren andere Immunzellen Gber die Sekretion von Zytokinen oder die Expression
membranstandiger Molekiile. Durch die Expression des CD4-Rezeptors kdnnen sie Antigene Uber
MHC II-Molekiile, welche von antigenprasentierenden Zellen wie dendritischen Zellen und B-Zellen
prasentiert werden, erkennen und die Aktivitdt von Phagozyten, sowie auch die Bildung spezifischer
Antikorper stimulieren (Turvey und Broide, 2010). lhre Einteilung wurde Uber die von ihnen
produzierten und freigesetzten Zytokine definiert: Th1l-Zellen kénnen IFN-y und TNFa, Th2-Zellen IL-
4, 1L-5 und IL-13, Th9-Zellen IL-9, Th17-Zellen IL-17 und Th22-Zellen 1L-22, sekretieren (Raphael et al.,
2015).

Das adaptive Immunsystem umfasst zelluldr die T-Lymphozyten, welche im Thymus reifen, und
Antikorper-produzierende Zellen, die B-Lymphozyten, die im Knochenmark entstehen. Nach der
Entwicklung in den primaren lymphoiden Organen (Thymus und Knochenmark) gelangen sie zu
sekundaren lymphoiden Organen, einschliellich Lymphknoten und Milz, die dazu dienen,
zirkulierende Antigene aus Lymphe bzw. Blut zu filtern (Sprent, 2017). Die adaptiven
Immunantworten entstehen in diesen Bereichen haufig unter dem Einfluss von Signalen des
angeborenen Immunsystems, die entweder direkt von zirkulierenden Pathogenen oder indirekt von
pathogenaktivierten kutanen oder mukosalen antigenprasentierenden Zellen bereitgestellt werden,
welche in die sekundaren lymphoiden Organe wandern (Netea et al., 2019). Lymphozyten, die aus
Milz und Lymphknoten auswandern, kénnen anschlieBend zu allen Geweben wandern, um
Effektorfunktionen auszuiliben. Diese Migration wird durch eine Reihe von Adhadsionsmolekiilen und
Chemokinrezeptoren reguliert. So gelangen beispielsweise CLA-11 CCR4-exprimierende Lymphozyten
zur Haut, wahrend Zellen, welche das a4B7-Integrin prasentieren, das an die Schleimhaut von
zellularen Adhéasionsmolekidl 1 (MadCAM-1) auf Darmendothelzellen bindet, vorzugsweise den

Magen-Darm-Trakt infiltrieren (Ansari und Byrareddy, 2016).

B-Lymphozyten exprimieren Rezeptoren auf ihrer Zelloberfliche (BCRs, B-Zell-Rezeptoren), die
spezifisch, fremde Antigene binden kdnnen. BCRs sind membrangebundene Immunglobuline. Die

Vielfalt der BCRs, welche von den B-Zellen eines Individuums exprimiert werden, ist gro und
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umfasst sowohl naive Rezeptoren, die wahrend der Entwicklung zuféllig aus der Keimbahn erzeugt
werden, als auch Rezeptoren, die nach erfolgreicher Bindung eines Antigens wahrend friiherer
Infektionen erhalten bleiben. Populationen von BCRs kdnnen die Antigenbindung wahrend einer
Infektion durch einen evolutiondren Prozess der Mutation und Selektion, der als Affinitatsreifung
bekannt ist, verbessern (Liu et al. 1991). T-Zell-Rezeptoren (TCRs) sind eine zweite Klasse von
Immunrezeptoren, welche Antigene binden kénnen. Obwohl verschiedene TCRs auch zufallig aus
Keimbahngensequenzen erzeugt werden, erfahren TCRs wahrend einer Infektion keine
Affinitatsreifung. Die anfangliche Vielfalt des BCR-Repertoires ist das Ergebnis eines somatischen
Rekombinationsprozesses, der als V(D)J-Rekombination bezeichnet wird. Wahrend dieses Prozesses
wird zusatzliche Sequenzdiversitat durch zufallige Deletion oder Insertion von Nukleotiden an
Segmentibergidngen erzeugt. Dieser Prozess kombiniert hochvariable Sequenzregionen, die die
Antigenbindung bestimmen, mit konservierteren Regionen, die strukturelle Unterstiitzung bieten.
Somit hat jede naive B-Zelle ihre eigene BCR-Sequenz (Elhanati et al. 2015). Der Prozess kann jedoch
auch unproduktive Codierungssequenzen erzeugen. In aller Regel unterliegt die Zelle hierbei der
Apoptose. Die liberlebenden, naiven B-Zellen werden nach Selbsttoleranz selektiert bevor sie in die
Peripherie freigesetzt werden (Murphy et al. 2008). Ebenso wie T-Zellen zirkulieren sie in Blut und
peripherem Lymphgewebe bis sie ein Antigen erkennen (Cooper, 2015). AnschlieBend kdnnen
aktivierte B-Zellen entweder zu Plasmazellen differenzieren und Antikorper sezernieren, welche
ihrerseits im Blutplasma und in der extrazelluldren Fllssigkeit Antigene binden kdnnen, oder sie
differenzieren zu Gedachtniszellen, wodurch sie schneller auf dem Immunsystem bereits bekannte

Antigene reagieren kdnnen.

1.2.3 Immunglobuline und Fc-Rezeptoren
Immunglobuline (Ig) bzw. Antiképer sind Y-dhnlich geformte heterodimere Proteine. Sie bestehen

aus 2 schweren (H) und 2 leichten (L) Polypeptidketten. Funktionell wird zwischen der variablen
Domaéne (V), die Antigene binden kann und der konstanten Doméne (C), die Effektorfunktionen wie
beispielsweise die Aktivierung des Komplementsystems bestimmt, unterschieden. Es gibt flinf
Klassen von C-Domaéanen der schweren Kette, wodurch die Isotypen der Ig bestimmt werden: 1gG, IgA,
IgM, 1gD und IgE (Schroeder und Cavacini, 2010). Jeder Ig-Isotyp erfillt unterschiedliche Aufgaben
und ist unterschiedlich im Organismus verteilt. Zu den Haupfunktionen von Ig zahlen die
Neutralisierung und Agglutinierung von Pathogenen, sowie die Prazipitierung von im Serum geldsten
Antigenen und die Aktivierung des Komplementsystemes (siehe Abschnitt 1.2.4). Prozentual am
haufigsten liegt IgG im Serum vor. Beim Menschen wird IgG in vier Subklassen 1, 2, 3 und 4 unterteilt.
In der Maus sind es die Subklassen 1, 2a/c, 2b und 3 (Vidarsson et al., 2014). Das Antigen-bindende
Fragment (Fab-Fragment) besteht aus einer konstanten und einer variablen Doméne von jeweils

einer schweren und einer leichten Kette. Die schwere Kette beinhaltet zwei bis drei konstante
7



Domadnen, abhdngig vom lIg-Isotyp. Dieser Teil der Ig wird Fc-Fragment genannt und bindet an
Zelloberflachenrezeptoren und Proteine des Komplementsystems. Die Verbindungen zwischen einer
leichten und einer schweren Kette, sowie auch die Bindung zwischen den beiden schweren Ketten,
werden durch Disulfidbriicken gewahrleistet. Bedingt durch die Gelenkregion, welche zwischen Fab-
und Fc-Teil des Ig liegt, erhalten die beiden Fab-Fragmente Beweglichkeit, um auch voneinander
entfernte Epitope gleichzeitig binden zu kdénnen (Moritz und Stracke, 2017). Das Fc-Fragment
fungiert in der Modulation der Aktivitdt von Immunzellen tber die Bindung an Fc-Rezeptoren (Chiu et
al.,, 2019; Murphy et al., 2012). Fc-Rezeptoren (FcR) sind glykolisierte, membrangebundene
Rezeptoren, die hauptsédchlich von myeloiden Zellen des Imunsystems prasentiert werden. Aufgrund
ihrer Bindungsaffinitat fir die verschiedenen Isotypen der Ig kénnen sie in finf und bezlglich ihrer
Proteinstruktur in zwei Unterklassen (Typ-I und Typ-Il) eingeteilt werden (Pincetic et al., 2014). Die
Fc-Domane von IgA wird von dem Fca-Rezeptor und die des IgG von dem Fcy-Rezeptor gebunden.
Aufgrund seiner Struktur und unterschiedlichen Bindungsaffinitdten wird der Fcy-Rezeptor nochmal
in unterschiedliche Typen (beim Menschen FcyRI, FcyRIIA, FcyRIIB, FcyRIIC, FcyRIIA und FcyRIIIB)
unterteilt (Ahmed et al., 2014). Fiir die Bindung der Fc-Domane von freiem IgE ist der Fce-Rezeptor
und fir die Bindung von sowohl IgM als auch IgA ist der Fcu-Rezeptor zustdandig. Der neonatale Fc-
Rezeptor (FcRn) gehort als einziger Fc-Rezeptor nicht zur Immunglobulin-Superfamilie, sondern zu
der MHC-Superfamilie. Er bindet IgG mit schwacher Affinitdt und ist funktional fiir dessen Abbau
verantwortlich (Pyzik et al., 2019). Die Namensgebung der Fc-Rezeptoren ist sehr dhnlich zwischen
Maus und Mensch. Jedoch gibt es essenzielle Unterschiede. In der Maus konnte bislang kein Fca-
Rezeptor nachgewiesen werden (Bakema und van Egmond, 2011). Beziglich der Fcy-Rezeptoren
existieren drei Hauptunterschiede zwischen den Bindungsaffinititen. Alle aktivierenden Fcy-
Rezeptoren binden IgG1, wohingegen nur der aktivierende FcyRIIl das murine 1gG1 binden kann. Der
inhibitorische humane FcyRIIB hat eine niedrigere Affinitat fir 1gG1, 1gG2 und IgG3 als andere
humane FcyR. Bei der Maus ist dies nicht der Fall fir die Subklassen 1gG1 und 1gG2b. Zudem ist kein
menschlicher FcyR imstande IgE zu binden. Die murinen Rezeptoren FcyRIIB, FcyRIll und FcylV
hingegen binden IgE (Bruhns, 2012; Nimmerjahn und Ravetch, 2007). Somit wird die Immunantwort

durch die Zusammensetzung der Fc-Rezeptoren essenziell beeinflusst und gesteuert.

1.2.4 Komplement
Das Komplementsystem besteht aus einer Reihe von Plasmaproteinen, welche hauptsachlich von der

Leber produziert werden (Hajishengallis et al., 2017). Die Hauptfunktionen sind die Opsonisierung
von Pathogenen und die Zelllyse. Die Aktivierung des Komplementsystems kann Gber mindestens
drei verschiedene Signalwege erfolgen: die klassische, alternative und die Lektin Kaskadenreaktion.
Beim klassischen Weg wird durch die Bindung des C1g-Komplexes an das Fc-Fragment von IgG oder

IgM, welche ein Antigen gebunden haben, eine Konformationsanderung ausgelost, die zur
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Aktivierung der Clr Serinprotease fiihrt. Diese spaltet Cls. C1ls wiederum spaltet C4 in C4a und C4b
und C2 in C2a und C2b. Die Fragmente C4b und C2a bilden zusammen die C3-Konvertase, die
ihrerseits C3 in C3a und C3b gespalten. C3b bindet die C3-Konvertase und spaltet C5 in C5a und C5b.
C5a, C4a und C3a fungieren als Anaphylatoxine (Dunkelberger und Song, 2010). C5b bildet einen
Proteinkomplex mit anderen Faktoren des Komplementystems und kann so Zellmembranen
angreifen und Zellen lysieren. Beim alternativen Weg wird C3 kontinuierlich gespalten. Bei einer
niedrigen beziehungsweise fehlenden Inhibierung lauft die Kaskade weiter wie bei der klassischen
Komplementkaskade. Bei der durch Lektin-initiierten Kaskade wird im ersten Schritt Lektin durch die
Bindung an Zuckerreste auf einer Pathogenoberflache aktiviert (Reis et al., 2019). Die wahrend der
Kaskadenreaktion des Komplements gebildeten Anaphylatoxine dienen als Lockstoffe fiir eine
Vielzahl von Immunzellen und kdnnen die Durchlassigkeit von BlutgefaRen erhéhen. Sie kdnnen
jedoch auch an Rezeptoren binden. Es sind hierfir drei Rezeptoren im Menschen bekannt: C5aR1,
C5aR2 und C3aR (Klos et al., 2013). Komplementrezeptoren sind membrangebundene oder
intrazelluldare Proteine, die eine Immunantwort initiieren oder regulieren kdénnen. So kann
beispielsweise die Aktivierung des C5aR zu einer Verdanderung des zellularen Zytoskeletts fiihren
wodurch eine erhéhte Motilitat und eine Liganden spezifische Zellmigration ausgeldst wird (Karsten
et al.,, 2014). Neben den erwdhnten Komplementrezeptoren fiir Anaphylatoxine existieren vier
weitere Rezeptoren CR1 bis CR4. Sie alle kénnen die Fragmente der Komplementkomponenten 3
oder 4 binden, die an eine Pathogenoberflache geheftet sind. CR1, CR3 und CR4 fungieren dabei als
Opsonine und stimulieren so die Phagozytose, wohingegen CR2 nur von B-Zellen exprimiert wird und
als Korezeptor dient. Auch die adaptive Immunantwort kann daher durch Komplementfaktoren
beeinflusst werden. Die Opsonisierung von Pathogenen durch das Komplement bzw. die direkte
Erkennung von Pathogen-assoziierten molekularen Mustern durch Dectin, erleichtert deren
Aufnahme von phagozytischen antigenprasentierenden Zellen mit Komplementrezeptoren. Dies
wiederum erhdht die Antigenprasentation fur T-Zellen (Kemper und Kohl, 2018). Ebenso wird durch
Komplement opsonisierte Antigene die Antwort von B-Zellen erh6ht, welche Komplementrezeptoren
exprimieren (Verschoor et al., 2016). Einige der Komplementfaktoren beeinflussen die adaptive
Immunantwort beziglich der Zytokinproduktion antigenprasentierender Zellen und damit auch das

Ausmal einer Immunantwort (Carroll und Isenman, 2012).

1.2.5 Immunprivilegierte Bereiche
Bestimmte Bereiche im menschlichen Korper enthalten sehr empfindiche, meist nicht erneuerbare

Gewebe, die im besonderen MaRe Mikroorganismen und Umwelteinflissen ausgesetzt sind. In
diesen Bereichen ist das Immunsystem entweder raumlich ausgeschlossen, stark limitiert oder derart
verandert, dass eine Immunreaktion das Gewebe nicht schadigt. Solche Organe bzw. Gewebe und

auch bestimmte Zelltypen werden demnach als immunprivilegiert bezeichnet. Zu Bereichen, die als
9



immunpriviligiert gelten zdhlen u.a. Gebarmutter, Neuronen, Haarfollikel, Keratinozyten und die
Augenschleimhadute. Die Schleimhdute der Augen, insbesondere die Kornea, gehdren zu einem
immunprivilegierten Bereich, da sie aufgrund ihrer feuchten Schleimhautoberflaiche besonders
anfallig fir dulere Angriffe sind. Das Fehlen von Gefdfen und die relative Trennung des
Immunsystems vom Rest des Korpers erschwert die Immunabwehr. Eine Aktivierung des
Immunsystems verbunden mit einer folgenden Entziindungsreaktion kann irreparable Schaden am
Auge anrichten kann (Askgaard et al., 2016b; Streilein, 2003). Die Hornhaut liefert zudem einen
grolRen Teil der Brechkraft des Auges, was bedeutet, dass eine definierte Transparenz gleichzeitig mit
einer Barrierefunktion aufrechterhalten werden muss, um zu verhindern, dass Krankheitserreger den
Rest des Auges erreichen. Da die Hornhaut avaskular ist, erfolgt die Rekrutierung und Einwanderung
von Entziindungszellen zur Stelle der Entziindung zunachst Gber periphere (limbale) Blutgefidlle
(Askgaard et al., 2014; Hall et al., 1999). Immunreaktionen innerhalb der Hornhaut kommen daher
von umgebenden vaskularisierten Geweben sowie von angeborenen immunreaktiven Zellen, die sich

innerhalb der Hornhaut befinden (Askgaard et al., 2019a).

1.2.6 Mukosa-assoziiertes Lymphgewebe
Sowohl das angeborene als auch das erworbene Immunsystem sind Bestandteile des Netzwerkes von

lymphoiden Zellen, die das Mukosa-assoziierte lymphoide Gewebe (MALT, mucosa associated
lymphoid tissue) bilden. MALT ist ein Hauptbestandteil in allen Schleimhautorganen, einschlieflich
der Atemwege, des Verdauungstrakts, des oral-pharyngealen Traktes und des Auges. Zwischen
diesen Schleimhautorganen kénnen regulierte Wanderungen von Immunzellen auftreten. Die Rolle
von MALT bei der menschlichen Immunabwehr, hier am Beispiel des Auges, ist noch nicht vollstandig
aufgeklart. Bekannt ist, dass die Tranendrisen und die Bindehaut Uber die Sekretion von
Immunglobulinen und lymphoiden Geweben zur Immunabwehr der Augen beitragen. Letzteres soll in
Klustern von lymphoiden Follikeln sowie diffusen lymphoiden Geweben organisiert sein (Hein, 1999;
Randall und Mebius, 2014). In der follikularen Form von MALT werden Antigene von den Follikeln
aufgenommen und von antigenprasentierenden Zellen den Lymphozyten prasentiert. Dies flhrt zur
Aktivierung von B- und T-Zellen, welche die Immunreaktion ausfiihren. Diffuses lymphoides Gewebe
besteht dagegen hauptsachlich aus eingestreuten Effektorzellen. Im Allgemeinen fiihren beide Wege
zur Aktivierung und Migration von Immunzellen im Schleimhautgewebe, einschlieflich der Bindehaut
(Isung et al., 2019; Knop und Knop, 2005). Die wichtigsten Faktoren der Immunabwehr durch die
Schleimhaut sind neben den lymphoiden Strukturen vor allem die Produktion und Absonderung von

Immunglobulinen, besonders von IgA (Cerutti et al., 2011).

10



1.3 Autoimmunitat

1.3.1 Bedeutung und Entstehung
Als Autoimmunitdt wird die Immunantwort gegen korpereigene Antigene (Autoantigene)

beschrieben, welche durch den Verlust der Selbsttoleranz ausgel6st wird (Ludwig et al., 2017). Im
natirlichen Immunrepertoire existieren immer autoreaktive Lymphozyten (Tukaj et al., 2018).
Allerdings werden Autoimmunreaktionen im gesunden Organismus durch eine Anzahl von
Mechanismen unterbunden. Diese Mechanismen sind Grundlage der zentralen und peripheren
Toleranz (Rosenblum et al., 2015). Die zentrale Toleranz wird durch die Negativselektion von
autoreaktiven T-Zellen im Thymus und autoreaktiven B-Zellen im Knochenmark erreicht. Im Fall einer
Subpopulation von autoreaktiven CD4-positiven T-Zellen findet eine Positivselektion statt, wodurch
natirliche regulatorische T-Zellen entstehen, die Immunreaktionen unterdriicken kénnen (Cheng und
Anderson, 2018). Mechanismen, welche die periphere Toleranz erméglichen sind periphere Anergie
(funktionelle Reaktionslosigkeit) und Deletion, sowie die Entwicklung von induzierten regulatorischen
T-Zellen auBerhalb des Thymus. Somit wird die Aktivitat autoreaktiver Zellen in der Peripherie, ohne
entsprechende Expression des Autoantigens, in Thymus oder Knochenmark unterdriickt (Mueller,
2010). Ein weiterer Faktor, der eine Autoimmunreaktion verhindert liegt im Unterschied in der
Abundanz korpereigener und fremder Proteine (Gonzalez et al., 2011). Wahrend die Konzentration
korpereigener Proteine relativ konstant ist und damit ein konstantes Signal liefert, verandert sich die
Konzentration fremder Proteine, wie beim Eindringen von Pathogenen in den Organismus pl6tzlich
und schnell. Ein konstantes Signal kann die Toleranz von Lymphozyten induzieren und
aufrechterhalten, wobei eine rapide Verdanderung des Signals zu einer Aktivierung von Lymphozyten
fihren kann (Poletaev et al., 2012). Die Unterscheidung zwischen selbst und nicht-selbst wird zudem
durch Signalgebung des angeborenen Immunsystems unterstiitzt (Zakka et al., 2011). Bei einer
Infektion generieren antigenprasentierende Zellen proinflammatorische Zytokine und Co-
stimulierende Molekiile. Bei nicht-Vorliegen dieser Signalmolekiile wird eher eine Inaktivierung von
naiven Lymphozyten, oder die Entwicklung regulatorischer Lymphozyten ausgelost. Dieser
Mechanismus ist vor allem fiir Antigene, welche nur aulRerhalb des Knochenmarks und Thymus
vorzufinden sind, von Bedeutung. Ebenso wichtig ist die natiirliche Tendenz der Immunantwort
selbst limitierend zu sein. Aktivierte Lymphozyten neigen durch intrinsische Programme gleichzeitig

zur Apoptose (Akhtar und Bokhari, 2020; Ekert und Vaux, 1997).

Eine Autoimmunerkrankung kann sich also nur entwickeln, wenn die zuvor beschriebenen
Mechanismen in einem erheblichen Mal§ iberwunden werden oder fehlen und eine andauernde
Reaktion gegen korpereigenes Gewebe mit Hilfe von Effektorzellen und Molekiilen, welche

Gewebeschadigung hervorrufen, entsteht. Bislang sind die grundlegenden Mechanismen, welche zu
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Autoimmunerkrankungen fihren nicht komplett bekannt. Man geht jedoch davon aus, dass eine
genetische Suszeptibilitat, eine Stérung der natlrlichen Toleranzmechanismen, Umweltfaktoren und
Infektionen, beispielsweise Uber den Prozess der Molekularen-Mimikry, Ausloser fir
Autoimmunerkrankungen sein kdonnen (Ludwig et al., 2017; Rosenblum et al., 2015). Es wurden
jedoch auch Zusammenhange zwischen der Entstehung von Autoimmunerkrankungen und der
Einnahme bestimmter Medikamente publiziert (Chang und Gershwin, 2010; Hashimoto, 2017,

Lammer et al., 2019).

1.3.2 Epitope spreading
Ein Epitop ist eine antigene Determinante oder eine Stelle auf der Oberfliche eines antigenen

Molekiils an die ein einzelner Antikorper bindet. Das epitope spreading (Epitop-Ausweitung) bezieht
sich auf die Entwicklung einer Immunantwort (ber die Zeit, auf Epitope, die sich vom
krankheitsverursachenden Epitop unterscheiden und mit diesem nicht kreuzreaktiv sind. Diese
Verbreiterung der Immunantwort kann auf Epitope entweder innerhalb desselben Antigens
(intramolekulare Ausbreitung) oder eines anderen Antigens (intermolekulare Ausbreitung) abzielen.
Bei einer Immunreaktion sind immundominante Epiotpe fiir Antigene ebenso charakteristisch, wie
eine grofRe Diversitat von spezifischen B- und T-Zell Epitopen. Die Ausweitung einer Immunantwort
wird bei Autoimmunerkrankungen durch Gewebeschadigungen, Antigenprasentation und somatische
Hypermutation induziert. Bei Autoimmunerkrankungen sind zwei Hauptmechanismen bekannt,
welche zu einem epitope spreading fihren kdnnten. Der eine ist unabhangig von physikalischen
Assoziationen mit Antigenen, der andere Mechanismus ist hiervon abhédngig. Bei dem
,unabhdngigen” epitope spreading kommt es durch Gewebeschadigungen, Entziindungen und
Zytokinen dazu, dass T-Zellen kryptische und/oder kérpereigene Epitope erkennen und B-Zellen
aktivieren. Ein Beispiel hierfur stellen virusvermittelte Autoimmunerkrankungen dar. Bei multipler
Sklerose wird beispielsweise vermutet, dass ein Virus eine initiale Entzindungsreaktion des zentralen
Nervensystems auslost und diese der treibende Faktor ist, der zu einem epitope spreading und zur
Bildung von Autoantikdrpern fihrt (Sundqvist et al.,, 2012; Xiao et al., 2015). Im Gegensatz dazu
basiert die ,,abhangige” Antwort auf der Aktivierung von T- und B-Zellen durch die Prozessierung und
Prasentation physikalisch assoziierter Antigene (Didona und Di Zenzo, 2018). Ein Beispiel fiir ein von
physikalischen Assoziationen mit dem Antigen abhéangiges epitope spreading ist beim systemischen
Lupus erythematodes zu finden, bei dem Patienten Autoantikdrper u.a. gegen unterschiedliche
Komponenten des La/Ro Ribonukleinkomplexes und gegen das Spliceosome entwickeln. Durch die
Immunisierung mit humanen Spliceosompeptiden oder humanem La-Protein kdnnen Lupus-dhnliche
Symptome bei Mausen induziert werden. Hierbei breiten sich die originale Antikdrperreaktion gegen
die zur Immunisierung eingesetzten Fragmente schnell auf die gesamten betroffenen

Proteinkomplexe aus (Chan et al, 1998). In Tiermodellen zu multipler Sklerose,
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Autoimmunencephalomyelitis und Theiler’'s murine encephalitogenic virus-induced demyelinating
disease (TMEV-IDD) konnte kirzlich nachgewiesen werden, dass dem epitope spreading eine
pathologische Rolle im Krankheitsverlauf zukommt. Die Inhibierung des epitope spreading
beispielsweise durch eine Blockade der Kostimulation von T-Zellen kann den Krankheistverlauf beim
experimentellen Autoimmunencephalomyelitis bei Mausen stoppen. Das Verstandnis des
Phianomens des epitope spreading ist daher wichtig, um die Pathogenese von
Autoimmunerkrankungen zu verstehen und bessere immuntherapeutische Ansatze fir diese

Erkrankungen zu entwickeln (Vanderlugt und Miller, 2002).

1.3.3 Autoimmunerkrankungen
Die Pravalenz von Autoimmunerkrankungen weltweit wurde 2015 in einer Studie von Lerner et al.

mit 12,5% und einem durchschnittlichen Zuwachs von 19,1% pro Jahr publiziert (Lerner et al., 2015).
Zudem ist es nicht uniblich, dass Patienten an mehr als einer Autoimmunerkrankung erkranken
(Onuora, 2015). Obschon bislang mehr als 100 verschiedene Autoimmunerkrankungen beschrieben
wurden (Hayter und Cook, 2012; Wang et al., 2015), sind klinisch normalerweise die folgenden
Ubereinstimmungen bei Patienten zu finden: erhdhte Immunglobulinlevel, nachweisbare
Autoantikorper, vermehrtes Vorkommen von Lymphozyten und Plasmazellen, eine Verbesserung des
Gesundheitszustandes durch Kortikosteroiden oder andere immunsuppressive Therapien und einem
chronischen Verlauf Uber viele Jahre. Ebenfalls wird vermutet, dass alle Autoimmunerkrankungen
nach einer Initiationsphase, eine Effektorphase, und schliefllich eine Resolutionsphase durchlaufen.
Letztere ist definiert (iber eine partielle und zumeist kurzzeitige Homdostase zwischen
regulatorischen und entziindlichen Prozessen (Rosenblum et al., 2015). Autoimmunerkrankungen
konnen klinisch nach der betroffenen Korperpartie und nach der Art der Lasionen als lokal bzw.
organspezifisch und systemisch bzw. nicht-organspezifisch klassifiziert werden (McGonagle und
McDermott, 2006). Mit Bezug auf lhren Ursprung kénnen Autoimmunerkrankungen auch in
Erkrankungen, welche eine generelle Veranderung der Selektion und Regulation von T- und B-Zellen,
und in Erkrankungen mit einer anormalen Immunantwort auf ein bestimmtes, eigenes oder fremdes
Antigen, unterteilt werden (Singh, 2016). Ob sich eine Autoimmunerkrankung manifestiert, hangt
entscheidend von der Uberwindung der kérpereigenen Immuntoleranz ab (siehe Abschnitt 1.3.1).
Eine Ubergeordnete Rolle konnte den Glykosylierungsmustern der antigenspezifischen Antikdrper
zugeordnet werden. Uber diese kdnnen Immunantworten in Abhéngigkeit von den Rezeptoren, die
diese an Immunzellen binden, verstarkt oder unterdriickt werden (Kasperkiewicz et al., 2017c; Tukaj

et al., 2018; Xiao et al., 2015).
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1.3.4 Bullése Autoimmunerkrankungen
Bullose Autoimmundermatosen umfassen eine heterogene Gruppe von seltenen Hauterkrankungen,

die sich durch Blasen und Erosionen auf der Haut und an Schleimh&duten auszeichnen (Schmidt et al.,
2019; Schmidt und Zillikens, 2011, 2013). Allen bullésen Autoimmundermatosen gemein ist eine
Autoantikorperbildung gegen strukturgebende Komponenten der Haut bzw. Schleimhaut. Dabei
binden die Autoantikdrper Zielproteine, die flr die Zell-Zell-Kontakte der Keratinozyten und fiir die
Adhéasion der Epidermis auf der Dermis wichtig sind (Sitaru et al., 2004; Xiao et al., 2015). Die
Atiologie der Autoantikérperbildung bei diesen Erkrankungen ist, wie auch bei anderen
Autoimmunerkrankungen, weitgehend unklar. Anhand der Lokalisation der Spaltbildung und der
Zielantigene konnen blasenbildende Autoimmundermatosen in zwei Untergruppen unterteilt
werden: die Pemphiguserkrankungen und die subepidermal bullésen Autoimmundermatosen.
Innerhalb der subepidermal bullésen Autoimmundermatosen wird noch einmal zwischen den
Pemphigoiderkrankungen und der Dermatitis herpetiformis Duhring unterschieden (Sundqvist et al.,
2012). Beim Pemphigus sind intraepidermale Spaltbildung und Akantholyse, d.h. Verlust des
Zusammenhalts der Keratinozyten, charakteristisch (Kasperkiewicz et al., 2017b; Schmidt et al.,
2019). Bei den subepidermalen bullésen Autoimmunerkrankungen ist hingegen eine Spaltbildung
zwischen Dermis und Epidermis zu beobachten. Auch hinsichtlich der betroffenen Hautstrukturen
unterscheiden sich Pemphigus- und Pempbhigoiderkrankungen. Wahrend beim Pemphigus
Autoantikorper gegen desmosomale Strukturen, wie Desmoglein 1 und 3 gebildet werden, sind die
Autoantikorper bei den subepidermal bullésen Autoimmundermatosen gegen Proteine der dermo-
epidermalen Junktionszone, wie BP180, Laminin 332 oder Typ VII Kollagen gerichtet (Schmidt und
Zillikens, 2011; Xiao et al., 2015).

1.4 Anti-Laminin 332 Schleimhautpemphigoid

1.4.1 Einteilung und Diagnostik
Das Schleimhautpemphigoid (SHP) ist eine bulldse Autoimmunerkrankungen die lberwiegend die

Schleimhé&ute trifft, einschlieRlich Mund, Pharynx, Larynx, Trachea, das obere Drittel des Osophagus,
Augenschleimhaut und Schleimhaute der Nase. Verschiedene Komponenten der Basalmembranzone
wurden als potenzielle Ziele von SHP Autoantikdrpern beschrieben, darunter BP180, BP230, Laminin
332, Kollagen Typ VIl und a6B4-Integrin (Schmidt und Zillikens, 2013). Es ist mit einer Inzidenz von ca.
2 Neuerkrankungen auf 1 Mio. Einwohner/Jahr nach dem bullésen Pemphigoid die hiufigste bullése
Autoimmundermatose (Bertram et al., 2009). Etwa ein Drittel der SHP Patienten entwickeln

Antikorper gegen Laminin 332 (Amber et al., 2016; Xiao et al., 2015).

Das Anti-Laminin 332 SHP lasst sich nicht auf Grundlage des klinischen Phanotyps und Histologie

diagnostizieren. Per Definition finden sich beim SHP 1gG und/oder IgA und/oder C3 Ablagerungen an
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der Basalmembranzone in der direkten Immunfluoreszenz von perildasionalen Schleimhaut- oder
Hautbiopsien bei Patienten mit (iberwiegendem Schleimhautbefall (Chan et al., 2002). Mit durch 1M
NaCl-Lésung gespaltener humaner Haut kdnnen zirkulierende Autoantikdrper nachgewiesen werden.
Anti-Laminin 332 Antikérper, wie auch Anti-Laminin y1/p200 Antikérper und Anti-Kollagen VIl
Antikorper binden dabei am Boden des artifiziellen Spaltes (Kasperkiewicz et al., 2017c; Lau et al.,
2019). Es kdnnen allerdings nur bei etwa 50% der Anti-Laminin 332 SHP Patienten Autoantikdrper
nachgewiesen werden (Sundqvist et al., 2012). Um das Zielantigen zu identifizieren werden
verschiedene Nachweismethoden wie beispielsweise Immunprazipitation oder Western-Blot mit
unterschiedlichen Extrakten aus humaner Haut oder kultivierten Zellen genutzt. Sensitivstes Substrat
im Nachweis von Anti-Laminin 332 Antikorpern beim SHP ist die extrazellulare Matrix kultivierter
HaCaT Keratinozyten (Goletz et al., 2019). Allerdings ist diese Methode schwer zu standardisieren, da
die Ergebnisse von der Prdparation der Zellen abhdngig sind. Western-Blot und
Immunpréazipitationsverfahren sind wie auch ELISA bisher nicht kommerziell erhaltlich. Kirzlich
wurde ein standartisiertes weithin verfligbares Verfahren zum Nachweis von Serum IgG Antikérpern
gegen Laminin 332 unter Verwendung von HEK293 Zellen, die rekombinantes Laminin 332 auf ihrer

Zelloberflache exprimieren, entwickelt (Goletz et al., 2018).

1.4.2 Laminin 332
Das Zielantigen des Anti-Laminin 332 SHP, Laminin 332 (friher auch Laminin 5, Kalinin, Epiligrin oder

Nicein genannt) gehort zur Familie der Laminine. Laminine sind grolRe nicht-kollagene Glykoproteine,
bestehend aus einer a-, B- und y-Kette, welche sich im endoplasmatischen Retikulum Gber ihre C-
terminale Domane zu einem a-helikalen Heterotrimer formen (Hohenester, 2019). Die a-, B- und y-
Ketten besitzen flinf, vier beziehungsweise drei genetische Varianten (Colognato and Yurchenco,
2000). Bisher sind 15 verschiedene Laminin-Formen bekannt. Nach der aktuellen Nomenklatur sind
die Laminine nach den einzelnen Ketten benannt, aus denen das Protein besteht. Demnach besteht
Laminin 332 aus der a3-, B3- und y2- Kette (Aumailley et al., 2005). Laminine sind wichtige
Komponenten aller Basalmembranen und funktionell an der Zelldifferenzierung, Migration und
Adhasion beteiligt (Colognato and Yurchenco, 2000). Laminin 332 wird hauptsachlich von
Keratinozyten und Fibroblasten exprimiert (Chung et al., 2011; Kim et al., 2012). Seine Hauptaufgabe
besteht in normalen Geweben in der Aufrechterhaltung des epithelial-mesenchymalen
Zusammenhalts in Geweben, die externen Storkraften ausgesetzt sind, einschlieBlich der Haut, der
geschichteten Plattenepithelschleimhaut und der Hornhaut (Kasperkiewicz et al., 2017d). Defekte in
einem der drei Gene von Laminin 332 haben daher weitreichende Konsequenzen. Die heriditare
Epidermolysis bullosa beispielsweise kann unter anderem durch Gendefekte in den LAMA3, LAMB3
und LAMC2 Genen auftreten, welche klinisch durch mechanisch induzierte Blasenbildung der Haut

und Mundschleimhaut und chronischen Wunden charakterisiert ist. Dabei unterscheidet sich die
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schwere, junktionale Epidermolysis bullosa durch eine extreme Fragilitat der Haut und
Mundschleimhaut und Letalitdt in den ersten Lebensjahren von der milderen Form der junktionalen

Epidermolysis bullosa (Fine et al., 2014).

Auch die gezielte Ausschaltung des Gens Lama3 in Mausen fiihrt phanotypisch zu betrachtlicher
Blasenbildung von Haut und Mundschleimhaut und Letalitdt 2-3 Tage nach der Geburt (Ryan et al.,
1999). Beziiglich Laminin 332 wird vor allem die Rolle bei der Wundheilung und bei der Invasion von
Tumorzellen intensiv untersucht (Kang et al., 2013; Kim et al., 2011). Es wurde gezeigt, dass Laminin
332 in verschiedenen Arten von Plattenepithelkarzinomen und anderen epithelialen Tumoren,
einschlieBlich Haut-, Mund-, Osophagus-, Larynx-, Tracheal-, Zervix- und Kolonkarzinomen, stark
exprimiert wird. Bei diesen Tumoren wird haufig festgestellt, dass sich Laminin 332 an der
Grenzflache des Tumors mit dem umgebenden Stroma ansammelt (Kim et al., 2011). Die Expression
von Laminin 332 korreliert hierbei mit der Invasivitdt des Tumors und der schlechten Prognose des
Patienten in verschiedenen Plattenepithelkarzinomen-Subtypen. Tumore zeigen ein erhdhtes MaR an
Laminin 332-Expression, insofern sie aus Geweben stammen, die Laminin 332 exprimieren kdnnen

(Kasperkiewicz et al., 2017d; La Placa et al., 2019).

1.4.3 Klinik
Das klinische Bild des SHP ist heterogen. Dabei ist die Mundschleimhaut, gefolgt von den

Konjunktiven am haufigsten betroffen (Amber et al., 2018; Holtsche et al., 2018). Die Schleimhaute
von Nase, Nasopharynx, Vulva und Penis sowie Rektum, Larynx und Osophagus kénnen, hier in
abfallender Haufigkeit gelistet auch betroffen sein und kénnen auch jeweils die einzige betroffene
Korperstelle eines Patienten darstellen. Bei etwa 25% der Patienten tritt zusatzlich eine
Blasenbildung der Haut, vor allem an Kopf, Hals und oberem Korperrumpf auf (Schmidt und Zillikens,
2013). Die Mundschleimhaut kann Erytheme, Blasen und fibrinbelegte Erosionen aufweisen. Ein
weiteres Merkmal ist die narbige Abheilung der Lasionen (Dart, 2017; Schmidt und Zillikens, 2013),
wobei der Mundinnenraum ausgenommen ist. Die Augen sind meistens zunachst unilateral
betroffen. Der anfanglichen Konjunktivitis folgt eine Verkiirzung der konjunktivalen Umschlagfalten
(Fornices), Vernarbungen der Konjunktiva und bei fehlender oder nicht wirksamer Therapie eine
Erblindung infolge von Narbenbildung und Fibrose. Etwa 40% der Patienten mit narbenbildender
Konjunktivits haben als Ursache die Diagnose Schleimhautpemphigoid (Dart, 2017). Bei Vernarbung
der Osophagusschleimhaut kdnnen Dysphagie, sowie Gewichtsverlust und Aspiration auftreten.
Somit sind starke Schmerzen, Probleme bei der Nahrungsaufnahme und Erblindung nur einige
Komplikationen, welche sich zusatzlich zu den gesundheitlichen Einschrankungen stark auf die
Lebensqualitdt auswirken (Kasperkiewicz et al., 2012). Klinisch unterscheidet sich das Anti-Laminin

332 SHP nur unwesentlich von SHP Patienten mit anderen Zielantigenen. Lediglich ein haufigerer
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Befall des Oropharynx wurde bei Anti-Laminin 332 Reaktivitdt beschrieben (Amber et al, 2016). Der
Nachweis von Anti-Laminin 332 Reaktivitat ist jedoch von groRRer Bedeutung, da bei etwa 30% der

Patienten ein Malignom diagnostiziert wird (Egan et al., 2001; Goletz et al., 2019).

1.4.4 Pathogenese und Therapie
Die Pathogenese des SHP ist bislang unzureichend aufgeklart worden. Die Entziindungsreaktion in

SHP Patienten wird momentan als Folge des Toleranzverlustes gegeniiber Proteinen der
Basalmembranzone beschrieben, welche in der Bildung von autoreaktiven T-Zellen, die mit
autoreaktiven B-Zellen der regionalen Lymphknoten in Wechselwirkung treten, resultiert. Dies flihrt
zur Generierung von Plasmazellen, die zirkulierende IgG- oder IgA-Antikdrper produzieren. Unter
Bericksichtigung residualer B-Zellen im Lasionsgewebe konnen die Antikérper auch lokal produziert
werden. Der Toleranzverlust scheint bei Menschen, welche das HLA-DQB*0301 exprimieren gehauft
aufzutreten (Delgado et al., 1996; Olbrich et al., 2019). Gebildete Antikérper binden an ihr
Zielantigen in der Basalmembranzone und leiten eine Entziindungsreaktion ein, welche in der
Fixierung von Komplementfaktoren und einem Influx von Neutrophilen, Makrophagen, dendritischen
Zellen, Eosinophilen und T-Zellen resultiert. Proteine der MHC ll-Klasse sind in der Konjunktiva von
SHP Patienten hoch exprimiert. In diesem akuten Stadium der Erkrankung werden vor allem
Mastzellen und Eosinophile festgestellt, wobei beide Zelltypen pro-fibrotische Zytokine produzieren

und sekretieren kénnen (Dart, 2017; Saw et al., 2011).

Bisher exisitiert keine spezifische Therapie flir die Behandlung des SHP. Die Basistherapie bilden
meist systemische Kortikosteroide. Abhangig von der Schwere der Erkrankung, dem
Krankheitsverlauf und der Lokalisation der betroffenen Schleimhdute wird die Behandlung mit
Dapson, Azathioprin, Cyclophosphamid, IVIG oder Rituximab kombiniert (Chan et al., 2002; Holtsche
et al., 2018).

1.4.5 Epitope spreading beim Schleimhautpemphigoid
Das Phanomen des epitope spreading wurde in verschiedensten Studien und auch den

unterschiedlichsten Autoimmunerkrankungen beschrieben (Didona und Di Zenzo, 2018). Hierbei wird
spekuliert, dass Anti-Laminin 332 Autoantikorper bei BP180 SHP Patienten Uber ein epitope
spreading mittels physikalischer Interaktionen zwischen der BP180 C-terminalen Domane mit
Laminin 332 der epidermalen Basalmembranzone entstehen kénnen (Yasukochi et al., 2016). Es wird
des Weiteren angenommen, das eine massive Zerstorung der Basalmembranzone durch die
Blasenbildung bei SHP Patienten zu einer erhéhten Freisetzung von intrazellularen Komponenten der
Basalmembranzone fihrt, wogegen vom Immunsystem wiederum Autoantikérper gebildet werden

kénnten (Chan et al., 1998).
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1.5 Mausmodelle

1.5.1 Aligemein
Mausmodelle sind bislang die einzige Maoglichkeit komplexe Zusammenhdnge, wie sie bei

Autoimmunerkrankungen vorherrschen, zu untersuchen. Patienten, welche beispielsweise mit einer
bullésen Autoimmundermatose diagnostiziert werden, haben den Toleranzverlust inklusive der
Initiationsphase bereits durchlaufen, so dass die Entstehung der Autoimmunitdt am Patienten nur
noch durch eine Anamnese und kaum noch durch molekularbiologische Methoden nachvollzogen
werden kann. Zudem missen die Patienten sofort behandelt werden, wodurch auch die
Effektorphase und ein mogliches epitope spreading der Krankheit nicht unbeeinflusst (iber die Zeit
nachvollzogen werden kann. Im Vergleich des Immunsystems von Menschen und Mausen zeigen sich
jedoch Unterschiede. Diese schranken den Transfer von in Mausen generierten Daten auf den

Menschen ein (Kasperkiewicz et al., 2017b).

1.5.2 Mausmodelle von Pemphigoid-Erkrankungen
Eine durch Antikorpertransfer induzierte EBA in Mausen wurde erstmals 2005 publiziert (Sitaru,

2005, Woodley 2005) Dabei wurde IgG von Kaninchen, welche zuvor mit unterschiedlichen
immundominanten Fragmenten des murinen COL7 immunisiert wurden, oder IgG von EBA Patienten,
in Mause verschiedener Stamme injiziert. Solche Modelle werden im Folgenden als passive
Mausmodelle bezeichnet. Die Pathogenese war vollstandig von dem Komplementfaktor C5 und
einem intakten Fc-Fragment des injizierten IgG abhangig (Sitaru et al., 2005). Auch der Transfer von
Kaninchen Antikorpern, welche mit der nicht-kollagenen Doméane 1 (NC1) von COL7 immunisiert
wurden, konnte in SKH Ma&usen einen Phdnotyp induzieren. Dabei konnte in allen getesteten
Stammen subepidermale Blasenbildung beobachtet werden (Woodley et al., 2005). In darauf
folgenden Studien wurden weitere immundominante Epitope, wie die von Willebrandt-Faktor-A2
(VWFA2) Subdomaéne innerhalb der NC1 Domane von COL7 nachgewiesen, welche als Zielantigen
ebenfalls eine subepidermale Blasenbildung in M&usen auslésen kénnen (lwata et al., 2013). Ebenso
wurde fir die EBA gezeigt, dass der Transfer von isolierten Patientenantikorpern, welche gegen die
NC1-Domane von COL7 gerichtet waren, subepidermale Blasenbildung in SKH Mausen ausloste.
Jedoch hangt die Kreuzreaktivitdit der Patientenantikérper mit dem murinen COL7 von den
spezifischen Zielstrukturen des einzelnen Patienten ab, sodass einen Induktion der Erkrankung in der

Maus durch Patienten IgG begrenzt ist (Chen et al., 2007; Woodley et al., 2006).

Durch Immunisierung induzierte experimentelle EBA wurde erstmals mit mCOL7c, einem
rekombinanten Fragment der murinen NC1-Domane von COL7 erfolgreich in unterschiedlichen
Mausstammen induziert (Sitaru et al., 2005). Solche Mausmodelle werden im Folgenden als aktive

Mausmodelle bezeichnet. Es konnte gezeigt werden, dass verschiedene Mausstamme durch die

18



aktive Immunisierung in der Lage sind Anti-Col7 Antikdrper zu produzieren, die Immunantwort bei
suszeptiblen Stammen jedoch durch IgG2-Autoantikdrper und bei nicht suszeptiblen Stammen, durch
IgG1-Autoantikorepr dominiert ist. Die Auspragung der Erkrankung wurde mit dem H2s Haplotyp in
Mausen assoziiert (Sitaru et al., 2006). Auch mittels anderer Zielantigene innerhalb der NC1-Domaéane
des murinen COL7 konnte in den suszeptiblen Stammen B6.SJL-H2s oder SIL/J eine experimentelle
EBA generiert werden (Csorba et al., 2014). Die aktiv induzierte EBA wird unter anderem zur
Untersuchung genetischer Faktoren, des Ablaufes der Pathogenese sowie der Mechanismen des
Toleranzverlustes nach der Immunisierung genutzt. Auch zur Aufdeckung und Untersuchung
therapeutischer Targets eignen sich diese Modelle aufgrund des zeitlich gesehen relativ langen
Krankheitsverlaufes (Ilwata et al., 2015). Mittlerweile stehen auch ein passives und ein aktives BP

Mausmodell in adulten Mausen zur Verfligung (Hirose et al., 2011; Schulze et al., 2014).

1.5.3 Anti-Laminin 332 Schleimhautpemphigoid-Mausmodelle
Tiermodelle fiir das SHP wurden bisher nur fiur das Anti-Laminin 332 SHP etabliert. Dazu wurde

Laminin 332 aus der extrazellularen Matrix von humanen Keratinozyten isoliert. Anschliefend
wurden Kaninchen der Rasse Weisse Neuseeldnder mit dem aufgereinigtem Laminin 332
immunisiert, um Anti-Laminin 332 Antik6rper zu generieren. Neonatale Wildtyp BALB/c Mause
entwickelten nach dem Transfer von Kaninchen-IgG nicht-entziindliche, subepidermale Blasen am
Abdomen, FiiRen und/oder Ohren innerhalb von 24 Stunden. Die direkte Immunfluorszenz wies
lineare Ablagerungen von IgG und C3 an der Basalmembranzone der Haut auf (Lazarova et al., 2000a;
Lazarova et al., 1996). Ein vergleichbarer Phanotyp konnte auch in adulten Mausen gezeigt werden
(Lazarova et al., 2000b). In einem weiteren Modell wurde 1gG von Patienten mit Anti-Laminin 332
SHP in SCID Mause transferiert, welchen zuvor humane Haut transplantiert worden war. Der Transfer
fihrte zu subepidermaler Blasenbildung im Hauttransplantat und zeigte somit die in vivo

Pathogenitat der Patientenantikorper (Lazarova et al., 2000b).

Ein passives Mausmodell des Anti-Laminin 332 SHP in adulten Mausen wurde 2017 publiziert. Der
Transfer von in Kaninchen generierten Antikérpern gegen den C-terminalen (c-term, aa2756-3330)
und den mittleren (mid, aal656-1985) Teil des mLAMa3 Proteins (murine Homologe der durch eine
Epitopkartierung nachgewiesenen humanen immundominanten Regionen der Laminin a 3 Kette) in
adulte C57BL/6J Mause konnte bei M&usen nach 12 Tagen ein klinisches Bild erzeugen, welches
wesentliche Charakteristika von von der humanen Erkrankung widerspiegelt (Heppe et al., 2017).
Hierbei konnten lineare Ablagerungen von IgG und C3 in der peri-lasionalen Haut, der bukkalen
Mukosa, der Konjunktiva, dem Osophagus und der Zunge entlang der Basalmembranzone
nachgewiesen werden. Gestiitzt wurden die Daten von nachgewiesenen Spaltbildungen und

entziindlichem Infiltrat in den Histologien dieser Gewebe. Durch endoskopische Untersuchungen des
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Mundinnenraumes konnten auch Krusten und Erosionen der Mundschleimhaut bestatigt werden. Die
Schwere der oralen Beeinflussung korrelierte mit der Gewichtsabnahme der Mause (Heppe et al.,

2017).

Durch ein Gen-knock-in in das murine Lamb3 Gen konnte ein Mausmodell fiir die junktionale
Epidermolysis bullosa entwickelt werden. Die Lebensdauer dieser Tiere betrdagt im Schnitt drei Tage,
wodurch die Eignung dieses Modelles eingeschrankt ist (Kasperkiewicz et al., 2017a). Eine gezielter
knock-out des Lama3 Gens in Keratinozyten konnte in einem weiteren Mausmodell
Hautenziindungen und fibrotische Strukturen auslosen. Da die Blasenbildung auf die interfollikuldre
Epidermis beschriankt war, verloren die Tiere die Epidermis nicht und waren lebensfahig. Ihre
klinischen Symptome waren jedoch auf die Nagel und die FuBsohlen beschrankt und es konnten
keine Schleimhautbeteiligungen gezeigt werden (Poreba et al., 2017). Daher kann auch dieses
Mausmodell nicht fir die Untersuchung von neuen Therapieoptionen fiir SHP Patienten genutzt
werden. Auch mangelt es bislang an Mausmodellen, welche durch spontane Mutation ein SHP
abbilden wiirden (Kasperkiewicz et al., 2017b). Durch Immunisierung mit Laminin 332 oder
Fragmenten davon sind bislang keine Mausmodelle beschrieben worden. Ein solches sogenanntes
aktives Mausmodell fiir das Laminin 332 SHP wiirde groRRes Potenzial bieten, nicht nur um den
Verlust der Immuntoleranz und Faktoren, welche diesen beeinflussen, zu untersuchen, sondern vor
allem auch um neue Therapien fiir Patienten mit SHP in Langzeitstudien evaluieren zu kdnnen. Sollte
ein solches Mausmodell auch die Schleimhdute betreffen und im Idealfall auch eine vernarbende
Heilung zeigen, wie sie bei den Patienten vorliegt, konnte eventuell auch geklart werden, warum
dieselben Autoantikérper zu unterschiedlichen klinischen Ausprdagungen in Menschen fiihren
kénnen, wie es bei EBA und SHP der Fall ist. Warum es zu einem epitope spreading kommt und wie
man diese Erkrankung mit den schweren Einschrankungen an Lebensqualitdt der Patienten
spezifischer therapieren konnte, indem man die Pathogenese nachvollziehen koénnte, waren

ebenfalls Kernfragen, die mit einem solchen Mausmodell eruiert werden kdnnten.

1.6 Zielsetzung
Zur Aufschlisselung der Pathogenese des Anti-Laminin 332 SHP konnten in den letzten Jahrzenten

wenige Fortschritte erzielt werden. Patienten konnen daher zumeist nicht optimal und nicht
krankheitsspezifisch behandelt werden. Um spezifischere und effektivere Therapiemoglichkeiten zu
etablieren bilden Tiermodelle eine gute und bei unzureichender Probenlage oftmals auch die einzige
Basis. Dazu sollen in der vorliegenden Arbeit im ersten Teil Effektormechanismen und mégliche neue
Therapieoptionen des Anti-Laminin 332 SHP sowohl in vivo als auch in vitro untersucht werden. Der
erste Schritt besteht darin, ein geeignetes Schema zu entwickeln, um die verschiedenen klinischen

Auspragungen des neu entwickelten Anti-Laminin 332 SHP-Mausmodelles zu quantifizieren. Mittels
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dieser Methodik soll dann tberprift werden, ob sich das passive Anti-Laminin 332 SHP-Mausmodell
eignet, um Therapieoptionen zu testen. Dies kann am plausibelsten geprift werden, indem eine
Standardtherapie, welche beim Menschen zum Einsatz kommt, im Mausmodell eingesetzt wird und
eine Reduktion der Krankheitsauspragung bewirkt. AnschlieBend sollen Therapieoptionen getestet
werden, welche geringere Nebenwirkungen als die Standardtherapie aufweisen und bereits klinisch
fiir andere Erkrankungen zugelassen sind. Mittels Zellkultur Experimenten sollen zudem die ersten
Reaktionen der Zielzellen (Keratinozyten und Fibroblasten) auf die Bindung von Anti-Laminin 332
Antikorpern, auch in Kombination mit den zu testenden Wirkstoffen, eruiert werden. Dies zielt u.a.
auf die funktionelle Relevanz des Laminin 332 beziiglich der Zelladhdsion, Migration und

Wundheilung ab.

Im zweiten Teil der Arbeit soll ein aktives Anti-Laminin 332 SHP-Mausmodell entwickelt und
charakterisiert werden. Da das passive Anti-Laminin 332 SHP-Mausmodell nur die Effektorphase der
Erkrankung abbilden kann, ist die Entwicklung eines aktiven Modelles in adulten Mausen vor allem
relevant, um herauszufinden wie es zum Toleranzverlust und letztlich zur Bildung von
Autoantikorpern gegen Laminin 332 kommen kann. Zudem sind neue Therapieoptionen in einem
aktiven Mausmodell patientenndher zu evaluieren. Hierzu sollen neben verschiedenen
Immunisierungsstrategien auch unterschiedliche Mausstamme untersucht werden. Die Verwendung
unterschiedlicher Proteinfragmente der a3 Kette des Laminin 332 soll zusatzlich dazu beitragen die
Pathogenitat der Epitope dieses Proteins zu definieren. Insgesamt hat die vorliegende Arbeit das Ziel,
die Pathogenese des Anti-Laminin 332 SHP besser zu verstehen und neue Therapieoptionen fiir diese

Erkrankung zu etablieren.
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2. Materialien und Methoden
2.1 Materialien

2.1.1 Gerate

Tabelle 2.1: verwendete Laborgerite

Laborgerat

Hersteller

-80°C Gefrierschrank Ultra Low
TemperatureFreezer C660 Premium

New Brunswick Scientific, England

Autoklav

Webeco, Selmsdorf, Deutschland

Brutschrank

Binder, Tittlingen, Deutschland

Cryostat Leica CM3050S

Leica Mikrosysteme Vertrieb, Wetzlar,
Deutschland

Elektrophoresekammer Mini Protean Il

BioRad Laboratories, Miinchen, Deutschland

ELISA-Reader GIoMAX

Promega, Madison, Wisconsin, USA

Endoskop, starre Optik

Storz, Bayern, Deutschland

Feinwaage Analytical Plus

Ohaus, Parsippany, New Jersey, USA

Feuchtigkeitskammer

Werner Hassa, Lubeck, Deutschland

Fluoreszenz-/Lichtmikroskop BZ-9000

Keyence, Neu-Isenburg, Deutschland

Heizblock Thermostat 5320

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Kihlraum 4°C

Viessmann, Allendorf, Deutschland

Kahlzentrifuge Biofugefresco

Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland

Lichtmikroskop

Helmut Hund, Wetzlar, Deutschland

MACS Quant Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland
Magnetriihrer MR3002 Heidolph Instruments, Schwabach, Deutschland
Neubauerkammer Paul Marienfeld, Lauda Koénigshofen, Deutschland

pH Meter pH526

WTW, Weilheim, Deutschland

Photometer Biophotometer

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipetten Eppendorf Research

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipettierhilfe accu-jet

Brand, Wertheim, Deutschland

Rotator

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Schittelinkubator Certomat IS

B.Braun, Melsungen, Deutschland

Schuttler Duomax 1030

Heidolph Instruments, Schwabach, Deutschland

Scil Vet abc Plus+

Scil animal care company GmbH, Viernheim,
Deutschland

Spannungsquelle Electrophoresis Power
Supply EPS 3500

Pharmacia, Uppsala, Schweden

Stabhomogenisator Omni TH 3525

Omni International, Georgia, USA

Sterilbank Biowizard

Kojair Tech Oy, Vilppula, Finnland

Ultraschallsonde Sonopuls

Bandelin electronic, Berlin, Deutschland

Ultrazentrifuge Avanti J-E

Beckmann Coulter, Krefeld, Deutschland

Vortex Genie 2

Scientific Industries, Bohemia, New York, USA

Waage Precision Standard

Ohaus, Parsippany, New Jersey, USA

Zentrifuge Centrifuge 5804R

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2.2: verwendete Verbrauchsmaterialien

Material

Firma

1,5ml, 2ml, 5ml GefaRe SafeSeal Gefdf3

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

15ml, 50ml Réhrchen

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

5ml PE-R6hrchen

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Centricons Amicon-Ultra 15

Millipore, Bradford, USA

Deckglaschen 24x60mm

Menzel-Glaser, Braunschweig, Deutschland

Einbettmedium Tissue-Tek ® O.C.T.
Compound

SakuraFinetek Europe B.V., Alphenaan den Rijn,
Niederlande

Einbettschéalchen Tissue-Tek® Cryomold

SakuraFinetek Europe B.V., Alphenaan den Rijn,
Niederlande

Einmal-Feindosierungsspritze Omnican F
(30Gx1/2”)

B.Braun, Melsungen, Deutschland

Einmalkivetten UV-Kiivette micro

Brand, Wertheim, Deutschland

ELISA-Platten Maxisorp

Nunc/Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Homogenisator OmniTh

Omni International, Kennesaw, Georgia, USA

Kammerobjekttrager-System, Nunc™ Lab-
Tek™ Il Chamber Slide™

Nunc/Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Kanulen BD Microlance 3 (30Gx1/2")

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland

nicht bindende Mikrotiterplatten PS-Plate
96K non-binding

Greiner Bio-one, Frickenhausen, Deutschland

Nitrozellulose Blotting Membran 0,45um,
Amersham™ Protran™

GE Healthcare, Amershan, England

Objekttrager Superfrost Plus

Menzel-Glaser, Braunschweig, Deutschland

Parafilm Laboratory Film

Pechiney Plastic Packaging, Wisconsin, USA

Pipettenspitzen 10uL, 200puL, 1000uL

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Pipettenspitzen 300pl

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Protein-G-Resin

GenScript Biotech Corp., New Jersey, USA

Serologische Pipetten 1ml, 5ml, 10ml, 25ml|

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Spritzen 5ml, 20ml BD Discardit I

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Sterilfilter Minisart 0,22um

Sartorius stedim, Gottingen, Deutschland

Zellkulturflaschen T75cm?, T175cm?

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Zellsieb CellStrainer 70um

BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland

Zentrifugenbecher 500ml fir Ultrazentrifuge

Beckmann Coulter, Krefeld, Deutschland

Zentrifugenréhrchen 30ml fur

Ultrazentrifuge

Beckmann Coulter, Krefeld, Deutschland
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2.1.3 Chemikalien und Losungen

Tabelle 2.3: verwendete Chemikalien und Losungen

Material

Firma

1-Step Turbo TMB-ELISA

Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA

3,3'-Diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB)

Merck, Darmstadt, Deutschland

4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)

Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen, Deutschland

Acetat

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Acrylamid-L6sung 30%

BioRad Laboratories, Minchen, Deutschland

Albumin Fraction V (pH 7,0)

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Ammoniumpersulfat (APS)

Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen, Deutschland

B-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen, Deutschland

Bromphenolblaulésung

Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen, Deutschland

Carbenicillin-Dinatriumsalz

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Coomassie Brilliant Blue G250

Merck, Darmstadt, Deutschland

Dapsone, Vetranal analytical standard

Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen, Deutschland

Dikaliumhydrogenphosphat (K,HPO,)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Dimethyl sulfoxide (DMSO)

Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen, Deutschland

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)
high Glucose, no Pyruvat

Gibco™/Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA

Eosin Merck, Darmstadt, Deutschland
Essigsdure Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Ethanol Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Ethanolamin Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Fast green Abcam, Cambridge, England

Fetales Kalberserum (FCS)

Gibco™/Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA

Forskolin, analytical standard

Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen, Deutschland

Glukose (D-Glukose)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Glycerol Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Glycin Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Guanidin-HCI Merck, Darmstadt, Deutschland

Histofix® (4% Formaldehyd, phosphatgepuffert)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Imidazol

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Isopropyl-b-D-thiogalactopyranosid (IPTG)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PQ,)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ketamin

Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen, Deutschland

Lysogenebroth (LB)-Medium

MP Biomedicals, lllkirch, Frankreich

Maisol

Merck, Darmstadt, Deutschland

Methocel (Hydroxypropyl-methyl Zellulose)

Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen, Deutschland

Mowiol 4-88

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

N-hydroxysuccinimide (NHS)-aktivierte
Sepharose

GE Healthcare, Miinchen, Deutschland

Natriumazid (NaN;)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumchlorid (NaCl)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
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Natriumdihydrogenphosphat monohydrat
(NaH,P0O,;*H,0)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen, Deutschland

Normales Kaninchen Serum (NR 1gG)

Eurogentec, Seraing, Belgien

Penicillin-Streptavidin

GE Healthcare, Miinchen, Deutschland

Polyethylenglykol, PEG400

Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen, Deutschland

Phosphorsaure (H;PO,) 85%

Merck, Darmstadt, Deutschland

Proteaseinhibitorcocktail Set Ill, Animal Free

Calbiochem/Merck, Darmstadt, Deutschland

Rinderserumalbumin, biotinfrei

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

RNALater®

Qiagen, Hilden, Deutschland

Roflumilast

Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen, Deutschland

Schwefelsdure (H,SO,)

EMD Millipore Corporation, Massachusetts,
USA

Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder

Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA

TALON® Metal Affinity Resin

Takara Bio Europe, Paris, Frankreich

TiterMax® Gold

Alexis, Lorrach, Deutschland

Tris-Base ServaElectrophoresis, Heidelberg, Deutschland
Tris-Glycin Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Tris-Hydrochlorid (Tris-HClI) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Triton X-100 Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Trypsin-Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)

PAN biotech GmbH, Bayern, Deutschland

Tween-20 Sigma-Aldrich Chemie, Minchen, Deutschland
Xylazin Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
2.1.4 Antikoérper
Tabelle 2.4: verwendete Antikorper
Antikorper Verdiinnung Firma
Affe Anti-Kaninchen IgG FITC 1:100 Jackson Immuno Research, Ely, England
Maus Anti-His 1:1000 Millipore, Bradford, USA
Maus Anti-Maus C3 FITC 1:50 MP Biomedicals, Ohio, USA
Kaninchen Anti-Maus IgG HRP 1:1000 Dako Agilent, Kalifornien, USA
Ziege Anti-Maus IgA FITC 1:100 Santa Cruz Biotechnology, Kalifornien, USA
Ziege Anti-Kaninchen IgG HRP 1:1000 Dako Agilent, Kalifornien, USA

2.1.5 Verwendete Kits

Tabelle 2.5: verwendete Kits

Bezeichnung

Firma

BrdU Zellproliferations-Assay

Abcam, Cambridge, England

cAMP intrazellular ELISA

Abcam, Cambridge, England

CXCL-2/MIP-2 DuoSet ELISA

R&D Systems, Minnesota, USA

IL-6 ELISA

R&D Systems, Minnesota, USA

LegendPlex

Biolegend, San Diego, Kalifornien, USA

Mouse subclass ELISA quantitation set (IgA, IgE,

Biomol, Hamburg, Deutschland
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IgG, 1gG1, IgG2a/b/c, 1gG3, IgM)
Mykoplasmen-Detektions-Kit Biontex, Minchen, Deutschland
NextSeq HighOutput 150 cycles Kit Illumina, Kalifornien, USA
Pierce BCA Protein Assay Kit Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA
2.2 Software
Tabelle 2.6: verwendete Software

Software Version
Adobe Illustrator CS2 Version 2.0
GraphPadPrism Version 5.1
Imagel Launcher Freie Software
Microsoft Office, Excel, PowerPoint Version 2010
OLYMPUS Fluoview Version 4.1
REACTOME https://reactome.org/ Online Version 67
STRING https://version-10-5.string-db.org/ Online Version 10.5

2.3 Methoden zur Proteinherstellung, -aufreinigung und -quantifizierung

2.3.1 Proteinherstellung und -aufreinigung der c-term und mid mLAMa3 Fragmente

Tabelle 2.7: verwendete Puffer fiir die Proteinherstellung und -aufreinigung von mLAMa3 Fragmenten

Bezeichnung Zusammensetzung
TALON Waschpuffer, denaturierend 50mM NaH,P0O,*H,0, 300mM NaCl, 6M
Guanidin-HCl; pH 7,0 mit NaOH einstellen
TALON Elutionspuffer 50mM NaH,PO,*H,0, 300mM NaCl, 6M
Guanidin-HCI 100mM Imidazol; pH 7,0 mit
NaOH einstellen

Die Expression der Fragmente mid (2aal656-1985) und c-term (aa2756-3330) der mLAMa3 Kette
erfolgte als Fusionsprotein mit einem Hexahistidin-Tag und einer Carbenicillinresistenz, wobei die
Firma Life Technologie (Darmstadt, Deutschland) die Plasmide hierzu synthetisierte. Als
Expressionsvektor fur die Klonierung der Gene wurde pRSETA genutzt und die Transformation
erfolgte in Escherichia coli Origami. Dr. Stephanie Goletz optimierte den folgenden
Expressionsvorgang. Mit jeweils einer Kolonie pro Fragment wurde, in je 200ml LB-Medium mit
100mg/ml Carbenicillin bei 200rpm und 37°C, eine Ubernachtkultur in einem Schiittleinkubator
angesetzt. Diese Vorkultur wurde mit insgesamt 3L LB-Medium, welches ebenfalls Carbenicillin
enthielt zu einer optischen Dichte (ODgy) von 0,05-0,1 verdiinnt. Fir die Kultivierung des c-term
mLAMa3 Proteins wurde dem Medium zusatzlich 1% steril filtrierte Glukose zugesetzt. Bei 37°C und
200rpm wurden die Kulturen bis zu einer optischen Dichte von 0,4-0,6 in einem Schittelinkubator
angeziichtet und durch Zugabe von 100mg/ml IPTG die Expression der Proteine fiir 5 Stunden unter
denselben Bedingungen induziert. Jeweils 1ml wurden vor der Induktion, sowie nach der Expression
abgenommen, um spater den Erfolg der Proteinproduktion Uberprifen zu kénnen. AnschlieRend
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wurden die Bakterien bei 5000xg und 4°C fiir 20 Minuten pellettiert und der Uberstand verworfen.
Die Pellets von insgesamt 3| Bakterienkultur wurden in 50ml denaturierenden Waschpuffer, welcher
1:50 mit Protease-Inhibitor-Cocktail versetzt wurde, resuspendiert. Diese Suspension wurde dann
dreimal fir 30 Sekunden mit 20 Impulsen (50% Leistung) auf Eis mit Ultraschall beschallt, um die
Bakterien zu lysieren und die exprimierten Proteine freizusetzen. Es folgte ein Zentrifugationsschritt
bei 13000xg und 4°C um die Bakterienzellreste zu pellettieren. Der entstandene Uberstand, welcher
nun die rekombinanten Proteine enthielt, inkubierte daraufhin mit 3m| TALON Matrix fir 20 Minuten
bei Raumtemperatur auf einem Rotator. Im Anschluss wurden auf einer Saule, ungebundene
Proteine durch mehrfaches Waschen mit TALON Waschpuffer, von der Saule gespiilt, bis die ODgg
unter 0,05 lag. Die an der Matrix verbliebenen rekombinanten Proteine wurden mittels
Elutionspuffer eluiert, dieses Eluat anschliefend mittels Ultrafiltration in Amicon Filtern (15K)
aufkonzentriert und in 6M Urea umgepuffert. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration und der
Expressionskontrolle folgte eine SDS-PAGE mit den genommenen Proben und den hergestellten

Proteinen (siehe Abschnitt 2.3.2.).

2.3.2 Konzentrationsbestimmung rekombinanter Proteine

Tabelle 2.7: Puffer und Lésungen fiir SDS-PAGE

Bezeichnung Zusammensetzung

Tris-Puffer, pH 8,8 1,5M Tris-Base in Aqua dest.

Tris-Puffer, pH 6,8 0,5M Tris-Base in Aqua dest.

Laufpuffer 15g Tris-Base, 72g Glycin, 5g SDS in 1L Aqua dest.

5x Lammli-Puffer 25ml 1,5M Tris-Puffer, 12g SDS, 60ml Glycerol, 13ml Aqua dest., 2ml
0,2% Bromphenolblaulésung, 37,3ml B-Mercaptoethanol

Sensitive Coomassie- 50g Aluminiumsulfat(14-18)-Hydrat, 100ml Ethanol, 0,2g Coomassie

Farbung Brilliant Blue G250, 20ml Phosphorsdure in 1L Aqua dest.

10% SDS 10% SDS in Aqua dest.

10% APS 10% Ammoniumpersulfat in Aqua dest.

Sammelgel (4%): Trenngel (10%):

2,35ml Aqua dest. 3ml Aqua dest.

2,5ml 1,5M Tris-Puffer, pH8,8 1,25ml 0,5M Tris-Puffer, pH 6,8

5ml 30% Acrylamid 670puL 30% Acrylamid

100uL 10% SDS 50uL 10% SDS

12uL TEMED 12puL TEMED

80uL 10% APS 70uL 10% APS
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Die Bestimmung der Konzentration von rekombinant hergestellten Proteinen (mLAMa3-mid und
mLAMa3-c-term, Abschnitt 2.3.1) erfolgte durch visuellen Vergleich der Intensitdit der
Proteinbanden, gegen die Dicke der Intensitdt von Rinder-Serum-Albumin (BSA) in verschiedenen
bekannten Konzentrationen (2mg/ml, 1,5mg/ml, 1mg/ml, 0,5mg/ml) in einem Coomassie-gefarbten
Gel, mittels Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (englisch Sodiumdodecylsulfate-
poly-acrylamide-gel-electrophoresis), kurz SDS-PAGE. Hierzu polymerisierte zunachst das Trenngel in
einer 0.75mm Gelkammer und wurde anschlieBend mit dem Sammelgel und einem Gelkamm (1, 5
oder 10 Taschen) versehen. Um die Proteine in den Proben fiir die SDS-PAGE zu denaturieren,
wurden diese mit Lammli-Puffer versetzt und bei 100°C fir 5 Minuten erhitzt. Nachdem auch das
Sammelgel auspolymerisierte konnte die Elektrophoresekammer mit SDS Laufpuffer aufgefillt, der
Kamm entfernt, die Geltaschen mit Laufpuffer gespilt und die Proben mit einem Volumen von
100pl/50ul/15ul pro Tasche fiir ein jeweils 1/5/10 Taschen-Gel in die Taschen pipettiert werden.
AnschlieBend erfolgte die Elektrophorese bei 150V und 50mA, so lange, bis die Lauffront aus dem Gel
in den Laufpuffer austrat. Zuletzt wurde das Gel mit page blue nach Herstellerangaben angefarbt, um
die aufgetrennten Proteine sichtbar zu machen. Diese Methodik diente des Weiteren zur Kontrolle
der Reinheit der gewonnen mLAMa3 Proteinfragmente und auch zur Western-Blot Analyse (siehe

Abschnitt 2.3.3).

2.3.3 Western-Blot und Neutralisation

Tabelle 2.8: verwendete Puffer fiir den Western-Blot

Bezeichnung Zusammensetzung
Blockierungspuffer 5% Milchpulver in TBST
Inkubationspuffer 5% Milchpulver, 1% BSA in TBST
Transferpuffer 20% Methanol in Tris-Glycin
DAB 1 Tablette DAB in 10ml dest. Wasser, 12ul H,0,

Der Western-Blot diente zur Verifizierung, dass sowohl die immunisierten Kaninchen (Abschnitt
2.3.4), als auch die immunisierten Mause (Abschnitt 2.4.8), Antikorper gegen die jeweils injizierten
Proteine produzierten. Hierzu wurden 10ug des jeweiligen Proteins und 6ul des BroadRange Markers
in einem 1 well Gel wie in Abschnitt 2.3.2 beschrieben aufgetrennt. Der Western-Blot erfolgte wie in
(Groth et al., 2011) beschrieben, mit kleinen Abweichungen: Die im Gel aufgetrennten Proteine
wurden eine Stunde bei 120V auf eine Nitrocellulose Membran transferiert. Um das
Molekulargewicht durch den Marker spater bestimmen zu kénnen, wurde die Membran in FastGreen
angefarbt, in destilliertem Wasser wieder weitestgehend entfarbt und die erforderlichen
Markierungen vorgenommen. Unspezifische Bindungsstellen auf der Membran wurden eine Stunde
mit Blockierungspuffer geblockt und anschliefend dreimal mit TBST fiir 10 Minuten gewaschen. Die

Kaninchenseren wurden 1:40.000 und die Mausseren 1:5.000 mit Inkubationspuffer verdiinnt und fiir
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eine Stunde mit Streifen der Membran inkubiert. Um Antikérper, welche gegen ein bestimmtes
Protein gerichtet sind, aus einem Serum zu entfernen wurden diese Seren mit 50ug von diesem
Protein und 1:5.000 in Inkubationspuffer verdiinnt (iber Nacht neutralisiert. Es folgte ein weiterer
dreimaliger Waschschritt fir je 10 Minuten mit TBST. Der Zweitantikérper wurde 1:1.000 in
Inkubationspuffer verdiinnt (Ziege Anti-Kaninchen IgG/HRP fir die Kaninchenseren, Polyklonales
Kaninchen Anti-Maus IgG/HRP fiir die Mausseren und die Positivkontrolle) und inkubierte ebenfalls
flir eine Stunde. Ein weiterer Waschvorgang wurde wie zuvor beschrieben durchgefiihrt. Die
Membranstreifen wurden fiir 2 Minuten in DAB gefarbt und danach mit destilliertem Wasser

abgesplilt.

2.3.4 Herstellung von Kaninchen Anti-mLAMa3 IgG
Die unter 2.3.1 hergestellten rekombinanten Proteine mLAMa3 c-term und mLAMa3 mid wurden im

Verhaltnis 1:1 gemischt und vier Aliquots mit je 500ug der gesamten Proteinmischung wurden an die
Firma Eurogentec (Seraing, Belgien) geschickt. Diese immunisierten im Abstand von je 4 Wochen
viermal New Zealand Kaninchen (SA8872, SA8778, SA8582, SA8543, SA7702) mit Complete Freund’s
Adjuvant (CFA) und den erhaltenen Proteinen. Zur Gewinnung von Serum wurden den immunisierten
Kaninchen alle 3 Wochen Blut abgenommen. Auf 6pum dicken Gefrierschnitten von gesunder muriner
Schwanzhaut erfolgte die regelmaRige Bestimmung der Menge an IgG im Serum, welche spezifisch

an die Maushaut binden (Antikorpertiter), siehe Abschnitt 2.6.4.

2.3.5 Antikorper-Aufreinigung

Tabelle 2.8: verwendete Puffer zur Antikorper-Aufreinigung

Bezeichnung Zusammensetzung
Wasch-/Bindungs-Puffer 20mM Na,HPO, * 2H,0, 0,15M NaCl, pH 7,0
Glycinpuffer 0,1M Glycin, pH 2,8
Neutralisationspuffer 1M Tris-Base, pH 9,0

Protein G-Agarose diente zur Isolation von IgG Antikérpern aus Kaninchenseren. Die Seren stammten
von mid und c-term mLAMa3 immunisierten Kaninchen, mit einem Titer Gber 1:8000; Kaninchen,
welchen ohne Immunisierung (gesund) Serum abgenommen wurde; und Kaninchen welche mit
mCol7c immunisiert wurden, welche freundlicherweise von Prof. Dr. Ralf Ludwig zur Verfligung
gestellt (Titer > 1:20.000) wurden. Die Aufreinigung war mit kleinen Abweichungen nach
Herstellerangaben wie folgt erfolgreich: Die Protein G-Agarose wurde zunachst mit Waschpuffer auf
einer Saule dquilibriert, und die in PBS verdiinnten Kaninchenseren inkubierten dann mit der Agarose
fir mindestens 1 Stunde bei 4°C auf einer Schwenkplatte. AnschlieBend wurde der Durchfluss
verworfen und die Saule bis zu einer OD von unter 0,05 mit Waschpuffer gewaschen. Mit 0,1M Glycin
Puffer (pH 2,8) wurde das an die Matrix gebundene IgG gel6st und bis zu einer Adsorption von 0,1 in

einem Gefal aufgefangen, welches etwa 5-10ml Neutralisationspuffer enthielt, um einen vorzeitigen
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Zerfall der I1gG durch den niedrigen pH-Wert zu vermeiden. Mit dem Neutralisationspuffer wurde
anschlieBend der pH-Wert auf 7,0-7,2 eingestellt. Durch Ultrazentrifugation (4000rpm, 4°C) in 30K
Amicon Filtern konnte das Volumen des Eluates aufkonzentriert und mit 1xPBS umgepuffert werden.
Da das isolierte Gesamt-lgG sowohl fiir Zellkulturexperimente als auch zur Injektion in Mause diente,
musste es noch mit einem Spritzenvorsatzfilter (0,22um) und einer Spritze sterilfiltriert werden. Die
Konzentrationsbestimmung erfolgte mittels NanoDrop-Spektrophotometrie bei A280nm gegen PBS

(Korrektionskoeffizient 0,74).

2.3.6 Affinitatsaufreinigung spezifischer Antikérper

Tabelle 2.9: verwendete Puffer zur spezifischen Affinitatsaufreinigung

Bezeichnung Zusammensetzung
Losung A 0,5M Ethanolamin, 0,5M NaCl, pH 8,3
Losung B 0,1M Acetat, 0,5M NaCl, pH 4,0
Glycinpuffer 0,1M Glycin, pH 2,8

Das in Abschnitt 2.3.5 aufgereinigte Gesamt-Kaninchen-IgG beinhaltete neben den durch die
Immunisierung von den Kaninchen hergestellten c-term und mid mLAMa3 IgG auch alle anderen IgG,
welche durch duBere und innere Reize von dem Immunsystem des Kaninchens produziert wurden.
Um ausschlielRlich diejenigen Antikorper aus dem Serum zu isolieren, welche gegen das c-term und
das mid mLAMa3 Protein gerichtet sind, wurden die entsprechenden rekombinanten Proteine aus
Abschnitt 2.3.1 separat an N-hydroxysuccinimid NHS-aktivierte Sepharose gebunden. Hierzu wurden
zundchst 5ml der Sepharose mit dem 6x Volumen von 1mM HCl gewaschen und auf eine
Polypropylen Saule geladen. Um die Proteine an die Matrix zu koppeln inkubierten je 6mg der
Proteinfragmente bei Raumtemperatur fiir 90 min mit dem zweifachen Matrixvolumen in 6M Urea
mit der Matrix auf einem Rotator. Der Durchfluss wurde aufgefangen, um spater die Effizienz der
Kopplung der Proteine an die Saule Uberprifen und quantifizieren zu kdnnen. Es folgte ein
Inkubationsschritt, in dem die Matrix 60 Minuten mit 10ml Ldésung A bei RT unter Rotation
inkubierte. Daraufhin folgte ein Waschvorgang, wobei jeweils dreimal abwechselnd mit je 10ml
Losung A bzw. Lésung B und zuletzt noch zweimal mit PBS gewaschen wurde. Die Effizienz der
Kopplung konnte mittels SDS-PAGE (siehe Abschnitt 2.3.2) ermittelt werden. Etwa 50mg Gesamt-
Kaninchen-Anti-mLAMa3 mid+c-term 1gG (siehe Abschnitt 2.3.4) inkubierten auf den hergestellten
Saulen fir eine Stunde auf einem Rotator bei RT. Da pro Saule nur die IgG mit den Epitopen von
jeweils einem Fragment (mid oder c-term mLAMa3) isoliert werden konnten, wurde der Durchfluss
aufgefangen um spater noch auf die jeweils andere Saule, mit dem bislang nicht isoliertem
spezifischem IgG, gegeben werden zu kdnnen. Die Sepharose wurde bis zu einer Adsorption von 0,05
mit PBS gewaschen und die gebundenen spezifischen Antikérper mit Glycinpuffer bis zu einer

Adsorption von 0,01 eluiert. Zur Stabilisierung der Antikérper wurde der pH-Wert des Eluates auf 7,2
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eingestellt. Die Lagerung der Matrix erfolgte bei 4°C in 6ml PBS mit 0,09% Natriumazid. Zur
Reduktion des Eluatvolumens erfolgte eine Ultrazentrifugation bei 4000rpm und 4°C in 15K
Amiconfiltern, womit auch der Puffer gegen PBS ausgetauscht wurde. Analog wie bei der Gesamt-IgG
Aufreinigung wurde auch das spezifische IgG steril filtriert und die Konzentration, sowie der Titer

bestimmt.

2.4 Experimente mit Mdusen
Das Ministerium fiir Energiewende, Landwirtschaft, Umwelt und landliche Rdume Schleswig-Holstein

genehmigte alle hier beschriebenen Mausexperimente. Die Genehmigungen liegen unter den
folgenden Nummern der Tierversuchsvorhaben vor: 95-7/13, 40-3/15, 20-2/17, 112-8/17.

Die Durchfihrung der Mausexperimente erfolgte in der Gemeinsamen Tierhaltung der Universitat zu
Libeck in einem offenen und geschlossenen Haltungssystem. Vor und wahrend des
Versuchszeitraumes wurden die Tiere bei einer Umgebungstemperatur von 21-23°C und einem 12h
hell-dunkel-Zyklus in Gruppen von bis zu 5 Mausen auf Sagespane-Einstreu gehalten. Sie erhielten
Pellettfutter und Wasser ad libitium. Die Narkose zur Dokumentation des klinischen Haut-Scores
(betroffene Korperoberflache), zur aktiven Immunisierung (siehe Abschnitt 2.4.8), zur Endoskopie des
Mundinnenraumes, zur Probenentnahme wahrend des Versuchsablaufes und zum Toéten der Mause,
erfolgte intraperitoneal mit einer Mischung aus Ketamin (10mg/ml) und Xylazin (1,5mg/ml) in einem
Volumen von 100-200ul. Um sogenannte Cage-Effekte, u.a. durch den Einfluss des Mikrobioms, zu

vermeiden wurden die experimentellen Gruppen innerhalb der Kafige gemischt.

2.4.1 Entwicklung eines quantitativen Bewertungsverfahren fiir das Anti-Laminin 332
Schleimhautpemphigoid-Mausmodell
Grundlage zur Entwicklung eines quantitativen Bewertungsverfahrens (englisch Score), welches die

Hauptcharakteristika des Antikorpertransfer Mausmodelles fiir das Laminin 332 SHP gleichermalen
bericksichtigt, stellten die Mausversuche aus der Publikation (Heppe et al., 2017) dar. Der zu
entwickelnde Score sollte die Haut, die oralen und die konjunktivalen Lasionen, sowie den Verlust
von Korpergewicht (iber die Zeit, quantifizieren und gleichermalRen gewichten und somit die
Grundlage zur Uberpriifung eines eventuellen Therapieerfolges sein. Aufzeichnungen des
Korpergewichts Uber die Zeit, endoskopische Videodokumentationen an Tag 12, paraffin-
eingebettete Konjunktiven von Tag 12 und die Betroffene Kérperoberflache lber die Zeit stellten den
Datenpool dar, welcher zur Entwicklung des Scores genutzt wurde. Grundlage der Auswertung war
ein statistisch signifikanter Unterschied der einzelnen verwendeten Kriterien, wobei ein p-Wert < 0,5

als statistisch signifikant angenommen wurde.
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2.4.2 Verwendete Mausstaimme
Far das Antikorpertransfer Mausmodell des Anti-Laminin 332 SHP und der EBA wurden C57BI/6J

Mause verwendet. Die Mause stammten sowohl aus der internen Zucht der gemeinsamen
Tierhaltung der Universitat zu Liibeck und von Prof. Dr. Ralf Ludwig als auch von dem kommerziellen
Hersteller Charles River (Bayern, Deutschland). Fir das immunisierungsinduzierte Mausmodell des
Anti-Laminin 332 SHP wurden neben den C57BI/6] Mausen auch Mausstimme mit genetisch
veriandertem Hintergrund verwendet: SIL/)J und B6.SJL-H2° C3°/1CyJ kurz B6.S Mause. Alle
Experimente wurden an adulten Mausen mit annahernd gleicher Geschlechtsverteilung innerhalb der
Gruppen durchgefiihrt. Nach dem Transfer der Mause in die Gemeinsame Tierhaltung zu Liibeck
wurden Versuche an den Tieren erst nach einer Eingewohnungszeit von mindestens 14 Tagen

gestartet.

2.4.3 Antikorpertransfer Mausmodelle
Hierbei handelt es sich um sogenannte passive Mausmodelle, da die pathogenen Antikorper nicht

von der Maus selber produziert werden, sondern wiederholt injiziert werden missen. Das
Antikorpertransfer Mausmodell des SHP wurde wie in Heppe et al., 2017 publiziert durchgefiihrt
(Heppe et al., 2017). Hierzu wurden 6mg Gesamt-IgG (siehe Abschnitt 2.3.5) pro Injektion pro Maus
subkutan (s.c.) in den Nacken injiziert. Die Injektionen erfolgten parallel zur Gewichtsbestimmung an
den Tagen 0, 2, 4, 6, 8 und 10. Der klinische Haut-Score, welcher den prozentualen Anteil an
betroffener Korperoberflache einer Maus darstellt, wurde an den Tagen 0, 4, 8 und 12 bestimmt.
Hierzu wurden den verschiedenen Korperpartien der Maus Prozentanteile der
Gesamtkorperoberflaiche wie folgt zugewiesen und der jeweilige Prozentanteil in Form von
Blasenbildung, Erosionen, Erythemen und Alopezie dieser Partien bestimmt (Sitaru et al., 2005): je
Ohr 2,5%, je Auge 0,5%, Schnauze 2,5%, Mundschleimhaut 2,5%, Kopf und Nacken 9%, je Vorderbein
5%, je Hinterbein 10%, Schwanz 10% und Rumpf 40%. An dem letzten Versuchstag erfolgte eine
endoskopische Untersuchung des Mundinnenraumes, welche unter Narkose stattfand. Hierbei
wurde der Mundinnenraum bis hin zum Larynx gefilmt, um eventuelle Lasionen festzustellen. Dazu
diente ein starres Endoskop mit einem Durchmesser von 2,7mm und einer LED-Lichtquelle, welches
freundlicherweise von Prof. Dr. Christian Sina vom Institut flr Erndhrungsmedizin zur Verfligung
gestellt wurde. Ebenfalls am letzten Tag wurden die Méause durch Genickbruch und Ausbluten
getotet und Proben zur histopathologischen Aufbereitung (in 4% Formaldehyd, Raumtemperatur),
zur Immunfluoreszenzmikroskopie (in Tissue-Tek® O.C.T. -20°C), zur intrazellularen cAMP
Bestimmung (in flissigem Stickstoff) oder zur RNA Isolierung (in RNALater®) entnommen. Blut aus
dem Herzen diente zur Gewinnung von Serum. Um ein differentielles Blutbild am scil Vet abc Plus+ zu
erstellen wurde zudem EDTA-Blut verwendet. Das Gerat und dessen Benutzung erfolgten mit
freundlicher Hilfe von Laurence Johansson und Dr. Gabriela Riemekasten, Klinik fir Rheumatologie
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und klinische Immunologie, UKSH Libeck. Das Antikorpertransfer Mausmodell der EBA wurde wie in
(Sitaru et al., 2005) beschrieben durchgefiihrt, wobei klinische Untersuchungen und Proben analog

zum SHP-Mausmodell vollzogen bzw. genommen wurden.

2.4.4 Pathogenese des Antikdrpertransfer Schleimhautpemphigoid-Mausmodelles
Um eventuelle Unterschiede zwischen den histologischen und den klinischen Befunden detektieren

zu kénnen wurden Mause wie unter 2.4.3 beschrieben behandelt, jedoch nach 4, 8 und 12 Tagen (je
n=7) getoétet und die folgenden Proben zur histologischen Aufbereitung (siehe Abschnitt 2.6)
genommen: Ohr, Osophagus, Wange, Zunge, Konjunktiva, lisionale, perildsionale und nicht I4sionale

Haut (vom Bauch).

Klinische Untersuchungen ‘I{ J, J,
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Abbildung 1: Schematische Ubersicht der Anti-mLAMa3 IgG Injektionen und Untersuchungen zum zeitlichen Verlauf und
der Krankheitsauspragung wihrend der Pathogenese des passiven SHP-Mausmodelles

2.4.5 Untersuchung der Pathogenitat von mid- und c-term Anti-mLAMa3 IgG

Bei 20 Seren von humanen Laminin 332 SHP Patienten, konnten 2 immundominante Regionen auf
der a3 Kette des Laminin 332 identifiziert werden (Heppe et al., 2017). Heppe et al. etablierten ein
Mausmodell durch den Antikorpertransfer von Kaninchen IgG, welche gegen die murinen Homologe
dieser Bereiche immunisiert wurden. Um herauszufinden, ob es Unterschiede in der Pathogenese
oder den klinischen Phanotypen gibt, wenn nur Antikérper gegen entweder das mid oder das c-term
mLAMa3 Protein injiziert werden, wurde das in 2.3.5 aufgereinigte Gesamt-lgG spezifisch
aufgereinigt (siehe Abschnitt 2.3.6). Hiervon wurden dann den Méausen Titer-dquimolare Mengen (c-
term mLAMa3 1mg/Injektion/Maus und mid mLAMa3 0,5mg/Injektion/Maus; siehe Abschnitt 2.6.4),

nach dem in Abbildung 1 dargestellten Injektions- und Untersuchungsschema, injiziert.

2.4.6 Abgrenzung des Antikérpertransfer Schleimhautpemphigoid-Mausmodell
Es existieren bereits Antikorpertransfer und Immunisierung-induzierte Mausmodelle des BP und der

EBA (Schulze et al., 2014; Sitaru et al., 2005). Diese Mausmodelle dhneln sich in der Intensitdt und
Lokalitat des klinischen Phanotyps und der genetischen Suszeptibilitdt. Um abgrenzen zu kénnen,
dass nicht Antikorper, welche gegen Strukturproteine der dermo-epidermalen Junktionszone
gerichtet sind, im Allgemeinen, denselben Phadnotypen in Mausen induzieren, wurde das

Antikorpertransfer Mausmodell des SHP mit dem der EBA verglichen. Hierzu wurde zunachst die
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Menge an Gesamt IgG (mLAMa3 und mCol7c) bestimmt die in beiden Modellen eine moderate
Krankheit auslést (zwischen 5 und 8% betroffene Kérperoberfliche). Fir das SHP-Mausmodell
wurden die Konzentrationen 5, 6 und 7 mg/Injektion/Maus und fiir das EBA Mausmodell die
Konzentrationen 5, 2,5, 1, 0,5, 0,25 und 0,125 mg/Injektion/Maus, nach dem in Abbildung 1
dargestellten Versuchsaufbau tber 12 Tage, austitriert. Da eine konjunktivale oder orale Beteiligung
fiir das EBA Mausmodell bislang nicht untersucht wurde, kamen die unter Abschnitt 2.4.1 benannten
Kriterien zum Vergleich der beiden Modelle zur Anwendung. Des Weiteren wurden die beiden
Mausmodelle bis Tag 28 nach dem in Abbildung 2 dargestelleten Schema beobachtet, um den

Heilungsprozess im direkten Vergleich zu quantifizieren.

Versuchsende (n=6)
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Abbildung 2: Schematische Ubersicht des Ablaufes der Untersuchungen zum zeitlichen Verlauf der Heilung und der
Pathogenese des experimentellen SHP.

2.4.7 Therapieoptionen im Antikorpertransfer Schleimhautpemphigoid-Mausmodell

Um zu untersuchen, ob das experimentelle SHP-Mausmodell zur Evaluierung neuer
Therapieoptionen geeignet ist, wurde eine etablierte Standardtherapie, welche bei der Behandlung
von Anti-Laminin 332 SHP Patienten zum Einsatz kommt, auf lhren Therapieerfolg im Mausmodell
getestet. Hierzu diente Dapson (Schmidt und Zillikens, 2013) in einer Konzentration von
100mg/kg/Tag welches in 5% DMSO und Maisol resuspendiert und den Maéusen in einem
prophylaktischen Ansatz, einen Tag vor der Induktion der Erkrankung (Abbildung 3), taglich Gber
orale gavage verabreicht wurde. Demselben Behandlungsschema folgend wurden Roflumilast (in
0,5% v/v PEG400 bei 70°C fir 10min geldst und in 4% w/v Methylzellulose resuspendiert) mit einer
Konzentration von 5mg/kg/Tag und Disulfiram (in Olivendl resuspendiert) mit einer Konzentration
von 200mg/kg/Tag als mogliche neue Therapieoptionen angewandt. Zur Behandlung der
konjunktivalen Lasionen wurde das Disulfiram in 2% Methocel (w/v) gel6st und in einer
Konzentration von 300uM therapeutisch (Abbildung 3) eingesetzt. Die Behandlung mit Roflumilast
wurde zusatzlich ebenfalls therapeutisch nach dem in Abbildung 3 dargestelltem Schema

durchgefiihrt. Die Behandlungen und die Bestimmung der Krankheitsaktivitat erfolgten verblindet.
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Abbildung 3: Schematische Ubersicht der Behandlungsstrategien im Antikdrpertransfer SHP-Mausmodell.

2.4.8 Quantifizierung des intrazelluliren cAMP Gehaltes in Haut und Mundschleimhaut

Um zu bestatigen, dass die Behandlung der Mause mit Roflumilast sowohl in der Haut, als auch in der
Schleimhaut zu einem Anstieg des intrazelluldaren cAMP Gehaltes geflihrt hat und somit der PDE4
Inhibitor gleichermalen adsorbiert wurde, wurden Gewebeproben von ldsionaler Haut und bukkaler
Mukosa von Roflumilast und Vehikel behandelten SHP Mausen in flissigen Stickstoff schockgefroren
und bei -80°C gelagert. Diese wurden anschliefend auf Eis aufgetaut, gewogen, in 0,1M steriler
Salzsdure mit einem Homogenisator zerkleinert und verbliebene Zellreste ab zentrifugiert. Die
Bestimmung des Proteingehaltes erfolgte mittels BCA Assay nach Herstellerangaben. Intrazellulares

cAMP wurde mittels cAMP ELISA ebenfalls nach Herstellerangaben quantifiziert.

2.4.9 Entwicklung eines aktiven Mausmodelles fiir das Schleimhautpemphigoid
Die Entwicklung eines durch Immunisierung induzierten Mausmodelles fiir das SHP erfolgte in zwei

Stufen: Zunachst wurde in den Wochen 0, 3, 6 und 9 den narkotisierten Versuchstieren (B6.S und
SJL/)) 60ug mid+c-term mLAMa3 (1:1) in 6M Urea 1:1 gemischt mit dem Adjuvanz Titermax in einem
Volumen von maximal 60pl s.c. injiziert (in Woche 0 in die FuBsohle, in Woche 3 in die Schwanzbasis,
in Woche 6 in die FuBsohle, in Woche 9 in die Schwanzbasis). Die Adjuvanz Kontrollmé&use erhielten
6M Urea 1:1 gemischt mit Titermax. In der Stufe wurden den Mausen zusatzlich an den Tagen 0 und
2 der Immunisierungen 200ng Pertussis Toxin in einem Volumen von etwa 20ul i.p. injiziert. Bei der
letzten Versuchsstufe wurden die Mause separat mit 60ug mid oder c-term mLAMa3 Protein, nach
dem eben beschriebenen Injektionsschema, immunisiert. Die Hautldasionen wurden nach dem in
Abschnitt 2.4.1 entwickeltem Score-System quantifiziert. Augenldsionen der Tiere wurden mittels
Fluorescein angefarbt und mit einer Blaulichtlampe sichtbar gemacht. Hiervon wurden Fotos mittels
Image)] im Verhdltnis gesunder-zu-angefarbter Augenanteil in Prozent ausgewertet. Die
Untersuchung, sowie auch die Proben der Augen wurden mit freundlicher Unterstiitzung von Prof.

Mahdy Ranjbar gemacht und letztere von Frau Christine Oriin (beide Klinik fiir experimentelle
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Opthalmologie, Universitat zu Libeck) eingebettet und 5um dicke Schnitte verschiedener Schichten
davon H&E gefarbt. Die Seren wurden wie in 2.3.3 beschrieben im Western-Blot gegen die c-term
und mid mLAMa3 Proteine getestet. Des Weiteren wurde die Menge an Gesamt IgG, I1gM und IgA
mittels ELISA nach Herstellerangaben ermittelt und auch die Menge an spezifischem IgA, I1gM, IgE,
IgG1, 1gG2a, 1gG2b, 1gG2c und IgG3 mit nachfolgendem Protokoll: eine 96 well Maxisorb Platte wurde
mit 250ng mid oder c-term mLAMa3 Protein in einem Volumen von 50ul pro well fiir 3h beschichtet.
AnschlieBend wurde nicht gebundenes Protein durch dreimaliges Waschen mit PBS-T entfernt und
unspezifische Bindungsstellen mit 5% MMP in PBS-T Uber Nacht bei 4°C geblockt. Seren von
immunisierten Mausen wurden 1:10.000 und 1:50.000 in 5% MMP eingesetzt und schiittelnd 1h bei
Raumtemperatur inkubiert. Es folgte ein dreimaliger Waschschritt mit PBS-T und die Inkubation des
2. Antikorpers (1:20.000 5% MMP in PBS-T) fiir 1h bei Raumtemperatur. Nach erneutem Waschen
wie zuvor beschrieben wurden 50ul Turbo TMB pro Vertiefung zugefiigt und die Reaktion von IgG1
nach 1min30sek, IgG2a du IgG2b nach 1min und IgG3 nach 10min mit 0,1M H,SO, gestoppt. Die
Adsorption wurde bei 450nm gemessen und gegen den Standard (nach Herstellerangaben)

ausgewertet.

2.5 Transkriptomanalyse
Das Transkriptom der ldsionalen Haut und der Mundschleimhaut von den Versuchsgruppen, welche

mit Roflumilast bzw. dem Vehikel prophylaktisch behandelt wurden, sowie von den Kontrollmausen,
welchen nicht-pathogenes Kaninchen IgG injiziert wurde, wurde analysiert. Hierzu wurden die
entsprechenden Gewebeproben am letzten Versuchstag entnommen und Uber Nacht bei 4°C in
RNA/ater® und anschlieBend ohne RNAlater® bei -80°C gelagert. Die RNA Isolierung wurde in
Kollaboration von Dr. Sven Kiinzel (Max-Planck-Institut fiir Evolutionsbiologie, Plon, Deutschland)
durchgefiihrt, ebenso wie die darauffolgende NGS Analyse. Die Sequenzierung erfolgte mittels eines
NextSeq HighOutput 150 cycles Kit. Die statistischen Auswertungen (Alignment an das
Referenzgenom GRCm38p6 und anschlieBende Quantifizierung der RNA Sequenzen via Pseudo-
alignment mittels Kallisto) der Principle Component Analyse (PCA), der differentiell exprimierten
Gene, der Signalweg- und der Gene Set Enrichment-Analyse (mittels GAGE) wurde freundlicherweise
von Dr. Anke Fahnrich und Prof. Hauke Busch (beide Liubecker Institut fiir Experimentelle
Dermatologie, Universitat zu Libeck) durchgefiihrt. Die Venny, STRING und die REACTOME Analysen
erfolgten online am 21.2. und 7.2.2019.

2.6 Histologische Farbungen

2.6.1 Hamatoxylin und Eosin Farbung
Gewebeproben der Mduse wurden in 4 %igem Formalin fixiert und in Paraffinblocken eingebettet.

Aus mindestens zwei Ebenen, mit etwa 100 um Abstand, wurden 5um dicke Schnitte angefertigt und
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mit Hamatoxylin und Eosin nach Standardprotokoll gefarbt. Ein semi-quantitatives
Bewertungsverfahren wurde herangezogen, um das AusmaR von infiltrierenden, inflammatorischen
Zellen zu bestimmen (Ludwig et al., 2005): O=keine, 1=geringe, 2=mittlere, 3=sehr hohe Anzahl an

inflammatorischen Zellen. Die Bewertung erfolgte verblindet.

2.6.2 Direkte und indirekte Immunfluoreszenz-Mikroskopie
Fir die direkte Immunfluoreszenz-Mikroskopie wurden 6um dicke Kryoschnitte von den

verschiedenen Geweben der experimentellen Gruppen mit FITC-markiertem polyklonalem
Kaninchen-Anti-Maus-1gG, Anti-Maus-C3 und Anti-Maus-IgA (Tabelle 2.4) fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Fiir die indirekte Immunfluoreszenz-Mikroskopie wurden 5um dicke
Schnitte von gesunder Maushaut (Mausschwanz) mit Seren von immunisierten Kaninchen oder
Mausen eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und, nach dreimaligem Waschen fir 5 Minuten
mit PBS, zum Nachweis mit einem FITC-markiertem Zweitantikérper sichtbar gemacht (Tabelle 2.4).

Die Farbung der Zellkerne erfolgte mit DAPI.

2.7 Zellkulturexperimente

2.7.1 Kultivierung von Zellen und Beschreibung der verwendeten Zelllinien
Die Kultivierung der C5N immortalisierten murinen Keratinozyten (ein freundliches Geschenk von Dr.

Allan Balmain, USA mit Hilfe der Verteilung von Dr. Christina Seebode, Universitat Rostock) sowie der
L929 immortalisierten murinen Fibroblasten (Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen, Deutschland) erfolgte
in DMEM medium in T75 Zellkulturflaschen bei 37°C und 5% CO,. Einmal pro Woche wurden die
Zellen mit Trypsin-EDTA abgel6st. Die Reaktion wurde mit 10% FCS nach 15min gestoppt, die Zellen
geerntet, bei 1200rpm fir 6min pelettiert und in Medium resuspendiert. Fir die weitere
Verwendung wurden die Zellen 1:40 ausgesat. Ein Test auf Mykoplasmen erfolgte vor und nach den

Versuchen nach den Angaben des Herstellers.

2.7.2 Fluoreszenznachweis der Bindung von Anti-mLAMa3 IgG an kultivierte Keratinozyten

und Fibroblasten
5*10° Zellen wurden in je eine Kammer eines Kammerobjekttragers pipettiert und bis zur Konfluenz

wachsen gelassen. Die Zellen wurden dreimal mit PBS gewaschen und mit Formalin fixiert. Um
unspezifische Bindungsstellen zu blocken, wurden die Objekttrager bei 4°C tGber Nacht mit 1% BSA
(biotinfrei) in PBS inkubiert. Es folgte ein dreimaliger Waschschritt mit PBS und eine Inkubation mit
200pg/well Anti-mLAMa3 I1gG, normalem Kaninchen IgG und Anti-mNC15A 1gG (15. nicht-kollagene
Domédne des BP180) jeweils in PBS gel6st und fiir mindestens 2h bei 37°C. Nach einem erneuten
dreimaligen Waschen mit PBS wurde der entsprechende Zweitantikdrper Anti-Kaninchen-lgG FITC
(Tabelle 2.4) 1:100 in PBS fir eine Stunde bei 37°C mit den Zellen inkubiert. Die Farbung der
Zellkerne erfolgte mit DAPI (Tabelle 2.4) 1:1000 in H,0 nachdem ungebundene Detektionsantikérper
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durch dreimaliges Waschen mit PBS herunter gespiilt wurden. Nachdem die Objekttrager mit
Fluoromount (Tabelle 2.3) eingedeckelt wurden, erfolgte die fotografische Dokumentation am
Keyence Fluoreszenzmikroskop (Tabelle 2.1). Ebenfalls erfolgte eine Visualisierung am
Fluoreszenzmikroskop Olympus IX81 mittels OLYMPUS Fluoview (Tabelle 2.6) mit freundlicher
Unterstltzung des Institutes flir Systemische Entziindungsforschung, Universitat zu Libeck und Frau

Dr. Lenche Chakievska (Liibecker Institut fiir Experimentelle Dermatologie, Universitat zu Libeck).

2.7.3 Scratch Assay
Der sogenannte Scratch Assay diente zur Uberpriifung der Migration der Zellen durch und wéhrend

einer Behandlung (Liang et al., 2007) mit normalem Kaninchen IgG, Anti-mLAMa3 IgG (jeweils 3, 6,
9mg/ml) mit und ohne Roflumilast (0,1, 1, 10uM) bzw. dem entsprechenden Vehikel (Methocel). Als
Negativkontrolle diente Medium, sowie Medium, bei dem der hochste Volumenanteil der
Behandlungen mit PBS ersetzt wurde, um einen eventuellen Nahrstoffmangel zu eruieren. Forskolin,
ein cAMP Aktivator stellte die Funktionskontrolle (1, 10, 100uM) zum Roflumilast dar. 5¥10° Zellen
pro well wurden in 500ul in 24 well Platten (iber Nacht bis zu mindestens 90% Konfluenz wachsen
gelassen und mit einer sterilen 1000ul Eppendorfspitze eine gerade Linie in jedes well gezogen, so
dass die Zellen hier mit definiertem Abstand abgeldst wurden. Die Platten wurden 3-mal mit sterilem
PBS gewaschen und anschlieRend die entsprechenden Behandlungen zugesetzt. Zu den Zeitpunkten:
0, 3, 6,12, 24, 42 und 48 Stunden wurden von den zunachst zellfreien Kratzern Fotos gemacht. Das
SchlieBen des definierten Abstandes mit Zellen Uber die Zeit wurde mit Imagel als ,prozentuale

geschlossene Flache in Pixeln’ ausgewertet.

2.7.4 Quantifizierung von IL-6 und CXCL2 im Zellkulturiiberstand
Die Zellen wurden pro well mit 5¥10° Zellen in 24 well Platten ausgesat und fir 24 Stunden wie unter

2.7.3 beschrieben behandelt. Nach dieser Zeit wurden die Zellkulturiiberstinde abgenommen und
vermeidlicher Zellreste im Uberstand abzentrifugiert. Die Zellkulturiiberstinde wurden zur IL-6,
CXCL2 Quantifizierung mittels ELISA sowie fir die LegendPlex Untersuchung verwendet. Die
Quantifizierung von IL-6 und CXCL2 erfolgte mittels ELISA und mittels LegendPlex nach den

Protokollen der Hersteller.

2.8 Statistische Auswertungen
GraphPadPrism und SigmaPlot wurden fir die statistischen Auswertungen verwendet. Die jeweiligen

verwendeten statistischen Tests, sowie die Irrtumswahrscheinlichkeit (p) und der zugehorige
Stichprobenumfang (n), stehen bei den zugehérigen Abbildungen. Generierte Datensatze wurden auf
Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-Test gepriift. Bei einer Bestadtigung der Normalverteilung
erfolgte die anschlieBende statistische Analyse von metrischen Datensatzen mittels t-Tests bzw. One-

way-ANOVA fir zwei bzw. mehrere Gruppen. Datensatze, welche als zusatzliche EinflussgrofRe die
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Zeit innehatten, wurden mittels Two-way-ANOVA auf Unterschiede getestet. Als Post-Hoc Analyse
wurde hier bei mehreren Gruppen der Tukey's multiple comparisons test verwendet. Die statistische
Auswertung ordinaler, nicht-parametrischer Datensatze, wie beispielsweise bei der Quantifizierung
der Schwere der konjunktivalen Spaltbildung, erfolgte lber einen Kruskal-Wallis Test durch einen
One-Way ANOVA on-ranks Test mit Student-Newman-Keuls Post-Hoc Test bei mehreren zu
vergleichenden Gruppen. Alle Daten wurden als Mittelwert und mit Standardabweichung dieses

dargestellt. Ein p-Wert <0,5 wurde als statistisch signifikant angenommen.
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3. Ergebnisse

3.1 Entwicklung eines quantitativen Bewertungsverfahren fiir das
Antikorpertransfer Mausmodell des Schleimhautpemphigoid

3.1.1 Voraussetzungen und Anspriiche an das Bewertungsverfahren
Das Bewertungsverfahren sollte dazu dienen, die Hauptcharakteristika des Antikorpertransfer SHP-

Mausmodelles so zu quantifizieren, dass es als Grundlage zur Evaluierung neuer Therapieoptionen
geeignet ist. Besonders die betroffene Korperoberflache, die oralen Lasionen, sowie die Lasionen der
Konjunktiva und auch der Gewichtsverlust der Mause spiegelten hierbei den klinischen Phanotypen
von Laminin 332 SHP Patienten wider und wurden daher zur Entwicklung des Bewertungsverfahrens
herangezogen. Diese Merkmale sollten so gewichtet werden, dass sie alle mit demselben Wert in
einen Gesamtkrankheitsaktivitdt Score einflieBen. Des Weiteren sollten die einzelnen Verfahren
praktikabel, reproduzierbar und genau definiert sein. Um diese Anspriiche zu erfiillen, wurden
verschiedene Bewertungsmoglichkeiten angewandt und statistisch ausgewertet. Der Datenpool
stellte sich aus den Mausexperimenten von Eva-Nina Heppe zusammen (Heppe et al., 2017), wo das
hier entwickelte Bewertungsverfahren bereits publiziert wurde. Bewertungsverfahren, welche
ausgetestet wurden, aber nicht den geforderten Kriterien geniigten, werden hier nicht weiter
erldutert. Eine Validierung des entwickelten Bewertungsverfahrens fand durch den in 3.1.7

beschriebenen Versuch statt.

3.1.2 Die betroffene Korperoberflache
Um einen Vergleich des Antikorpertransfer SHP-Mausmodelles mit anderen etablierten

Mausmodellen von Autoimmunerkrankungen zu gewahrleisten, wurde sich an einem bereits
publizierten Verfahren orientiert (Sitaru et al., 2005). Dieses stellt die prozentual betroffene
Koérperoberflache einer Maus dar, wobei den einzelnen Kérperpartien definierte Prozente an der

Gesamtkorperoberflache zugewiesen werden. Die genaue Verteilung ist in Abbildung 4 dargestellt.
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Abbildung 4: Prozentualer Anteil der einzelnen Korperregionen einer Maus an ihrer Gesamtoberfliche. Quantifiziert
wurden Blasen, Krusten und/oder Erosionen in Prozent der jeweiligen Kérperpartie.

Alle vier Tage wurde der prozentuale Anteil der Kérperpartien dokumentiert, welcher Blasen, Krusten
oder Erosionen aufwies. Die Summe der Krankheitsaktivitat der einzelnen betroffenen Korperteile
ergab dann die Krankheitsaktivitdt fiur die gesamte Korperoberflache. Die statistische Auswertung

erfolgte lber die Zeit mittels Two-way Analysis of Variance (ANOVA).

3.1.3 Die oralen Ladsionen
Im passiven SHP Modell kann prinzipiell jeder Bereich des Mundes der Maus von Krusten und

Erosionen bis hin zu blutgefiillten Blasen betroffen sein. Um die endoskopischen Videoaufnahmen
am letzten Versuchstag zu quantifizieren, war das effektivste und aussagestarkste Verfahren, das
Zahlen von erkrankten Mundarealen. Hierbei wurde der Mund der Maus in vier Bereiche eingeteilt:
rechte und linke Wangeninnenseite, Zunge und Larynx/Pharynx/Gaumen. Gewertet werden Krusten,
Erosionen und Blasen unabhangig von ihrer Schwere oder Haufigkeit (Abbildung 5). Die statistische
Auswertung erfolgte, da es sich um ordinale, nicht-parametrische Datensdtze handelt, (iber einen

Kruskal-Wallis One-Way ANOVA on-ranks Test mit Student-Newman-Keuls Posthoc-Test.
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Abbildung 5: Zur Quantifizierung der oralen Lasionen wurde der Mund der Maus mittels Endoskopie untersucht und zur
Auswertung in vier Regionen eingeteilt (Zunge, bukkale Mukosa links und rechts, Larynx/Pharynx/Gaumen). Pro
befallene Region (Pfeile) wurde ein Punkt vergeben, so dass der maximale Score 4 betragt. Quantifiziert wurden Blasen,
Krusten und/oder Erosionen unabhéngig von |hrer Ausgepragtheit oder Anzahl.

3.1.4 Die konjunktivale Spaltbildung
Zur Quantifizierung der Schwere von konjunktivalen L3sionen der Mduse wurden Biopsien der
Konjunktiva am letzten Versuchstag entnommen und in Paraffin eingebettet. Aus drei Tiefen der
konjunktivalen Biopsien, mit einem Abstand von etwa 100um, wurden Schnitte mit einer Dicke von
5um H&E gefarbt. Von diesen wurde nur der Schnitt mit dem groRten Spalt ausgewertet wobei die
folgenden Kriterien erfillt sein mussten:

a) Der Spalt liegt nicht an den Enden des Schnittes, da die Konjunktiva hier durch den
Schneidevorgang abgerissen sein konnte und es sich nicht um eine Spaltbildung durch die
induzierte Krankheit handelt.

b) Die zur Bewertung der konjunktivalen Spaltbildung benutzte Konjunktiva hat eine Ldnge von
mindestens 1000um.

c) Die Position der Spaltbildung ist an der richtigen Stelle zwischen Epidermis und Dermis
lokalisiert, um auszuschlieRen, dass es sich um Artefakte durch den Schneidevorgang handelt

Die Lange der Spaltbildung in der Konjunktiva wurde mittels Image) ermittelt und nach den

folgenden Kategorien gewertet:
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Tabelle 3.1: Gewichtung der Linge der konjunktivalen Spaltbildung. Die ermittelte Spaltbildung wird in Kategorien von je
100um eingeteilt und kategorisch einem Score zugeordnet.

Ldnge der Spaltbildung Score
Kein Spalt 0
<100um 1
< 200pm 2
< 300um 3
2 300um 4

Die statistische Auswertung erfolgte analog zu 3.1.3

3.1.5 Der Gewichtsverlust
Als Datenpool zur Entwicklung eines Verfahrens, welches den Gewichtsverlust von erkrankten

Mausen quantifiziert, dienten Aufzeichnungen in Gramm an den Versuchstagen 0, 2, 4, 6, 8, 10 und
12. Um die Gewichtsdaten verschiedener experimenteller Gruppen und Geschlechter vergleichbar zu
machen, wurden diese zundchst normalisiert, wobei das Gewicht am Beginn des Versuches (Tag 0)
als 100% gesetzt wurde. Da die Berechnung der Flache unter der Kurve {iber die Zeit nicht in allen
Experimenten zu signifikanten Unterschieden fihrte, wurde der Gewichtsverlust an Tag 12 im
Vergleich zum Ausgangsgewicht zur Quantifizierung herangezogen. Da auch dies nicht zu
signifikanten Unterschieden in den meisten der experimentellen Gruppen fiihrte, wurde der
Gewichtsverlust linear betrachtet. Hierzu wurde die Steigung der Gerade, nach der in Abbildung 6
dargestellten Formel, verwendet, um jedem Gewicht eine Wertung zuzuweisen. Normale
Gewichtsschwankungen der Mause, sowie auch Messtoleranzen wurden durch eine Grenze von 2,5%
Gewichtsreduktion, welche als unbewertet/“normal”“ festgesetzt wurde, berucksichtigt.
Gewichtsreduktionen von mehr als 20% der Mause sind in den Tierversuchsantragen als definitive
Abbruchkriterien definiert (sofortiges Toten der Maus), so dass hier nicht von einer Bewertung
ausgegangen werden konnte und weswegen dies die untere Grenze der Bewertung darstellte. Die

Auswertung erfolgte lGber einen Kruskal-Wallis-Test.

Der Gewichtsverlust wurde auf ein minimales Mal3 reduziert, um die Belastung der Mause so gering

wie moglich zu halten, und fand daher im Rahmen der folgenden Experimente selten Anwendung.
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Steigung:
y =-0,3429x+ 33,429

Korpergewicht-Score

0 T T T T - 1
75 80 85 90 95 100

(Koérpergewicht an Tag 12/Kdrpergewicht an Tag 0) * 100

Abbildung 6: Lineares Bewertungsverfahren zur Quantifizierung des Gewichtsverlustes. Der Gewichtsverlust an Tag 12
normalisiert zum Ausgangsgewicht kann in die Gleichung der Steigung eingegeben werden, um den Score fir dieses
Merkmal zu ermitteln.

3.1.6 Die Gesamtkrankheitsaktivitat

Die hier entwickelten Quantifizierungsmethoden der Hauptcharakteristika des Anti-Laminin 332 SHP-
Mausmodelles sollten zu einer Gesamtkrankheitsaktivitait zusammengefasst werden, um eine
Aussage liber den Allgemeinzustand der Maus und nicht nur spezifisch fiir einzelne Gewebe treffen
zu konnen. Aussagestarkstes Merkmal stellt die betroffene Kérperoberflache dar, da hier eine stetige
Zahlenordnung und keine nominale, wie bei den anderen Charakteristiken vorliegt. Daher wurde ein
Korrekturfaktor eingefiihrt, welcher jedes Merkmal separat auf den Wert der betroffenen
Korperoberfliche anpasst, so dass jedem Merkmal dieselbe Gewichtung in der

Gesamtkrankheitsaktivitat zukam. Die statistische Auswertung erfolgte analog zu 3.1.3.

3.1.7 Das entwickelte Bewertungsverfahren eignet sich zur Differenzierung der
Hauptcharakteristika des Antikérpertransfer Schleimhautpemphigoid Mausmodelles
Das retroperspektiv entwickelte Bewertungsverfahren fir das Antikorpertransfer SHP-Mausmodell

sollte in diesem Versuch auf seine praktische Anwendung hin gepriift werden. Hierzu wurden 21
Mausen Anti-mLAMa3 IgG an jedem zweiten Versuchstag injiziert und alle 4 Tag jeweils 7 Mause
getotet und nach dem entwickelten Verfahren analysiert. Fiir die betroffene Korperoberflache, die
betroffene Mundinnenflache, sowie auch fiir den Konjunktiva-Score, ist bereits zwischen dem 4. und
dem 8. Versuchstag eine statistische Signifikanz zu verzeichnen. Auch zwischen dem 8. und dem 12.
Versuchstag besteht in diesen Kriterien eine statistische Signifikanz (Abbildung 7 A-C). Den Mausen
wurden zur Stabilisierung des Korpergewichtes eingeweichte Futter-Pelletts direkt in den Kafig
gelegt, um die Nahrungsaufnahme fiir die Tiere zu erleichtern. Keine der Mause verlor, trotz oraler
Lasionen, liber die Zeit mehr als 2,5% Korpergewicht, womit eine Grundlage fiir dieses Mausmodell

zur Evaluierung neuer Therapien gelegt werden konnte.
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Abbildung 7: Hauptcharakteristika des Antikérpertransfer SHP-Mausmodelles im zeitlichen Verlauf mit den entwickelten

Bewertungsverfahren. [A] betroffene Koérperoberflaiche [B] betroffene Mundinnenflache [C] Konjunktiva-Score [D]
kumulativer Score der Krankheitsaktivitat.

In der kumulativen Bewertung, der Gesamtkrankheitsaktivitat zeigten sich die groRten Unterschiede
im  zeitlichen Verlauf, wodurch auch eine (bergreifende Gesamtquantifizierung des

Allgemeinzustandes moglich ist (Abbildung 7 D).
3.2 Charakteristika des Antikorpertransfer Schleimhautpemphigoid-Mausmodelles

3.2.1 Antikorper gegen Epitope der mittleren und der C-terminalen Region von mLAMa3
sind gleichermaBen pathogen
Um Unterschiede in der Pathogenitat oder dem Krankheitsverlauf zwischen IgG gegen die mittlere

(mid) oder die C-terminale Region (c-term) der murinen Laminin a3 Kette zu untersuchen, wurden
beide IgG Fraktionen spezifisch aufgereinigt und separat in C57BL/6) Mause injiziert (n=7 pro
Gruppe). Damit die Bindungskapazitat der spezifischen 1gG nicht die Ergebnisse verfalscht, wurde
zunachst in der indirekte Immunfluoreszenz auf muriner Haut der jeweilige Anti-Basalmembran Titer
bestimmt (Titer Anti-c-term mLAMa3 IgG, 1:8000; Titer Anti-mid mLAMa3 1gG, 1:4000) und dann das
spezifische IgG den Mausen in einer Titer-dquimolaren Menge injiziert (c-term mLAMa3 IgG
Einzeldosis: 0,5mg/ml, mid mLAMa3 1gG Einzeldosis: 1mg/ml). Zwischen 1gG welche gegen das mid
und welche gegen das c-term Fragment gerichtet sind gab es keinen Unterschied im Verlauf oder in
der Auspragung der Krankheit im passiven SHP-Mausmodell (Abbildung 8). Auch die Konjunktiva
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(nicht gezeigt) und die Mundschleimhaut (Abbildung 8 B) waren gleichermalen betroffen, ebenso

wie die Ablagerung von IgG (Abbildung 8 C, D) und C3 (Abbildung 8 E, F) in den genannten Geweben.
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Abbildung 8: Keine Unterschiede in der Krankheitsaktivitit zwischen Mausen, welchen spezifisches 1gG gegen
unterschiedliche Abschnitte der mLAMa3 Kette (c-term und mid) injiziert wurden. Weder im zeitlichen Verlauf der
betroffenen Haut [A], noch in der Spaltbildung der Konjunktiven (nicht gezeigt) oder bezlglich der Lasionen im
Mundinnenraum [B] konnten Unterschiede zwischen c-term und mid mLAMa3 IgG injizierten Mausen festgestellt werden.
Es wurden auch keine Unterschiede in der Intensitdt der 1gG- [C, D] und C3-Ablagerung [E, F] entlang der DEJ mittels
direkter Immunfluoreszenz-Mikroskopie perilasionaler Haut zwischen den beiden Gruppen gefunden [c-term, C, E; mid, D,
F] Abgebildet ist jeweils ein reprasentatives Bild. Tukey's multiple comparisons test (Two-way-ANOVA), n.s. = nicht
signifikant. MaRstabsbalken = 100um.

3.2.2 Abgrenzung des Antikérpertransfer Schleimhautpemphigoid-Mausmodell

Fir die blasenbildenden Autoimmunerkrankungen EBA und BP wurden bereits Mausmodelle
etabliert und veroffentlicht (Schulze et al., 2014; Sitaru et al., 2005). Beide Modelle weisen auf der
Haut Krusten und Erosionen auf. Auch das hier charakterisierte passive SHP Modell zeigt am Kopf,

dem Nacken und an den Vorderlaufen der Mause Lasionen der Haut. Um das SHP Modell von den
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anderen Mausmodellen der Pemphigoiderkrankungen, hier am Beispiel der EBA, abzugrenzen, wurde
eine Gesamt-IgG Konzentration von Anti-mLAMa3 und Anti-mCol7c IgG austitriert, welche zu einer
dquivalenten betroffenen Koérperoberfliche an Tag 12 bei den Mausen fiihrte. Da beim SHP-
Mausmodell die Schleimhdute pradominant betroffen und die Lasionen der Kérperoberflache im
Vergleich dazu schwacher ausgepragt sind, wurde fir hierfiir eine kumulative Dosis von 36mg und fiir
das EBA Mausmodell nur 0,75mg gesamt-lgG benétigt. An Tag 12 zeigten sich ausgepragte orale und
konjunktivale Lasionen mit einem durchschnittlichen Score von respektive 3,5 und 3,0 im SHP
Modell. Beim EBA Mausmodell konnte nur in einer von 6 Mausen ein Score von 1 fiir die betroffene
Mundschleimhaut und in 2 von 6 Mdausen eine geringe Spaltbildung (Score 1) in der Konjunktiva
guantifiziert werden (Daten nicht gezeigt). Um Langzeiteffekte der Mausmodelle zu eruieren, wurde
nach der letzten Injektion der IgG an Tag 10 der Verlauf der Heilung in beiden Mausmodellen bis Tag
28 beobachtet. Hierbei stellte sich heraus, dass die Hautldsionen von EBA Mausen tendenziell
schneller abheilen als bei SHP induzierten Mause. An Tag 28 war die betroffene Kérperoberflache der
passiven EBA um Uber 50% gegeniber dem Hoéchstwert an Tag 16 abgeheilt, wahrend die des
passiven SHP erst um ein Drittel am Versuchsende, gegeniiber dem Hochstwert an Tag 16, abgeheilt
war (Abbildung 9 A). Nur im SHP-Mausmodell wurden Lasionen im Mundinnenraum und eine
signifikant erhdhte Spaltbildung der Konjunktiva festgestellt, wobei im EBA Mausmodell nur geringe
konjunktivale Beteiligung (3 von 7 Mdusen zeigten histologisch inflammatorisches Infiltrat und eine
geringe Spaltbildung) und nur in 2 Mausen je ein befallenes Mundviertel festgestellt werden konnte
(Abbildung 9 B). Histologisch unterschied sich die konjunktivale Spaltbildung im EBA Modell ebenfalls
von der des SHPs, obwohl im klinischen Bild der Mause eine deutliche Schwellung und teilweise auch
Krusten an der Konjunktiva festgestellt werden konnten (Abbildung 9 F-H). Nur wenige
Entziindungszellen und minimale epidermale Ablésungen konnte bei dem Antikérpertransfer EBA
Mausmodell in der H&E gefarbten Histologie der Konjunktiven gesehen werden, wohingegen die
Epidermis der Konjunktiven beim SHP-Mausmodell Gber mehrere 100um abgelést war und ein

mittleres bis starkes Infiltrat mit Entziindungszellen zeigte (Abbildung 9 I-K).
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Abbildung 9: Das Mausmodell der EBA und des SHP unterscheiden sich beziiglich ihrer phdanotypischen Auspragung
untereinander und im Vergleich zu Mausen, denen normales Kaninchen IgG (NR IgG) injiziert wurde. Sowohl im zeitlichen
Verlauf der betroffenen Haut [A], als auch in der Spaltbildung der Konjunktiven [I, J, K] und bezliglich der Lasionen im
Mundinnenraum [B] konnten Unterschiede, zwischen Mausen bei denen ein experimentelles SHP mittels Injektion von Anti-
mLAMa3 IgG [C, F, I] und Mausen bei denen eine experimentelle EBA mittels Anti-mCol7c IgG induziert wurde [D, G, J],
nach insgesamt 28 Tagen, im Vergleich zu gesunden Mausen, denen normales Kaninchen IgG injiziert wurde [E, H, K],
festgestellt werden. [D] Die schnellere Heilung der EBA Mause zeigt sich auch in den klinischen Bildern [C-H] und in den
Histologien der Konjunktiven [I-K] an Tag 28 (abgebildet ist jeweils ein reprasentatives Bild). Tukey's multiple comparisons
test (Two-way-ANOVA) *<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001, n.s. = nicht signifikant.
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3.3 Initiale Reaktionen im Antikorpertransfer Schleimhautpemphigoid-Mausmodell

3.3.1 Anti-mLAMa3 IgG bindet an Keratinozyten und Fibroblasten
Die ersten Zellen, an welche nach einer subkutanen Injektion Anti-mLAMa3 IgG im Mausmodell

bindet, sind theoretisch Keratinozyten und Fibroblasten. In diesem Versuch sollten daher die initialen
Zellreaktionen auf Anti-mLAMa3 IgG untersucht werden. Hierzu wurden zundchst fixierte und
permeabilisierte murine Keratinozyten (C5N) und Fibroblasten (L929) mit Anti-mLAMa3 IgG inkubiert
und mit einem Zweitantikorper visualisiert. Die Zellkerne wurden zur Verdeutlichung der Position der
Bindung mit DAPI angefarbt. Insgesamt wurde dieser Versuch an drei unterschiedlichen Zeitpunkten
durchgefiihrt. Als Positivkontrolle diente Anti-mNC15A IgG, welches in Mausen einen Phanotypen
dhnlich des menschlichen bullésen Pemphigoides auslost und in der Zellkultur ein wabenahnliches
Muster direkt an den Zell-Zellkontakten ausbildet (Schmidt et al., 2000). Als Negativkontrolle diente

normales Kaninchen IgG (NR IgG).

Anti-mLAMa3 IgG Anti-mNC15A IgG NR IgG

indirekte Immunfluoreszenz
Mikroskopie

konfokale Mikroskopie

Abbildung 10: Anti-mLAMa3 IgG bindet an murine Keratinozyten. Indirekte und konfokale Immunfluoreszenz Mikroskopie
von Keratinozyten, welche mit Anti-mLAMa3 IgG [A, D], Anti-mNC15A IgG [B, E] oder mit normalen Kaninchen IgG (NR 1gG)
[C, F] inkubiert wurden. Abgebildet ist jeweils ein reprasentatives Bild von urspriinglichen n=6 pro Gruppe. Anti-Kaninchen-
1gG-FITC=griin und DAPI=blau (Zellkerne).

Mittels indirekter und konfokaler Immunfluoreszenz Mikroskopie konnte gezeigt werden, dass Anti-
mLAMa3 1gG sowohl an Keratinozyten (Abbildung 10), als auch an Fibroblasten bindet (Abbildung
11). Die Positivkontrolle, das Anti-mNC15A IgG zeigte bei den Keratinozyten (Abbildung 10 B, E) das
erwartete wabendhnliche Muster in der Farbung, welches flir eine hauptsachlich extrazellulare
Lokalisation des BP180 an den Grenzen der Zell-Zell-Kontakte spricht. In den Fibroblasten hingegen
erfolgte die Detektion primar intrazellular (Abbildung 11 B, E). Die Lokalisation des Anti-mLAMa3 IgG
zeigte sich bei den Keratinozyten, als auch den Fibroblasten sowohl im Bereich der extrazellularen

Matrix als auch intrazellular im Zytoplasma der Keratinozyten (Abbildung 10 A, D und Abbildung 11 A,
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D). Normales Kaninchen IgG (NR IgG) hat, wie erwartet, nicht an die kultivierten Keratinozyten oder

die Fibroblasten gebunden (Abbildung 10 und 11 C, F).

Anti-mLAMa3 I1gG Anti-mNC15A IgG NR IgG

indirekte Immunfluoreszenz
Mikroskopie

konfokale Mikroskopie

Abbildung 11: Anti-mLAMa3 IgG bindet an murine Fibroblasten. Indirekte und konfokale Immunfluoreszenz Mikroskopie
von Fibroblasten, welche mit mLAMa3 1gG [A, D], mNC15A IgG [B, E] oder mit normalen Kaninchen IgG (NR 1gG) [C, F]
inkubiert wurden. Abgebildet ist jeweils ein reprdsentatives Bild von urspriinglichen n=6 pro Gruppe. Anti-Kaninchen-IgG-
FITC=griin und DAPI=blau (Zellkerne).

3.3.2 Anti-mLAMa3 IgG induziert die Sekretion von IL-6 und CXCL2 von Keratinozyten in
vitro
Um die initialen Reaktionen von Keratinozyten nach der Bindung von Anti-mLAMa3 IgG zu

untersuchen, wurden zu 90% konfluente Zellen fiir 24 Stunden mit verschiedenen Konzentrationen
des IgG behandelt. AnschlieRend wurden die Uberstinde mittels ELISA auf verschiedene Zytokine
untersucht. IL-6 und IL-8 werden von Keratinozyten, welche mit Autoantikdrpern von BP Patienten
behandelt wurden, exprimiert und sezerniert (Schmidt et al., 2000). Fiir das humane IL-8 existiert bei
den Mausen kein strukturelles Homolog, weswegen das funktionelle Homolog, CXCL2 (auch MIP-2,
macrophage inflammatory protein-2), fur die Untersuchungen genutzt wurde. Sowohl die
Keratinozyten als auch die Fibroblasten (nicht gezeigt) sekretieren CXCL2 (Abbildung 12 A) und IL-6
(Abbildung 12 B) nach Behandlung mit Anti-mLAMa3 IgG. Diese Reaktion korrelierte mit der
eingesetzten Anti-mLAMa3 IgG Konzentration (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Freisetzung von CXCL2 und IL-6 nach Bindung von Anti-mLAMa3 IgG an kultivierte Keratinozyten.
Keratinozyten, welche mit unterschiedlichen Konzentrationen von Anti-mLAMa3 IgG fir 24h behandelt wurden,
sezernierten konzentrationsabhangig CXCL2 [A] und IL-6 [B] ins Medium, wohingegen die Behandlung der Zellen mit
normalen Kaninchen IgG (NR 1gG) zu keiner Ausschiittung der Signalmolekile fiihrte. Dargestellt sind Mittelwerte mit
Standardabweichungen aus n=5 unabhdngigen Experimenten. Tukey's multiple comparisons test (Two-way-ANOVA) *<0,05,
*¥p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.

3.3.3 Anti-mLAMa3 IgG erh6ht die Migration von Keratinozyten

Um zu untersuchen ob, beziehungsweise wie, sich die Bindung des Anti-mLAMa3 IgG an die
Keratinozyten funktionell auswirkt, wurde ein sogenannter ,Scratch-Assay” (oder auch
,Wundschluss-Assay“) durchgefiihrt. Hierbei wird die Migration der Keratinozyten lber die Zeit bei
verschiedenen Behandlungen beobachtet und quantifiziert. Im Vergleich zu unbehandelten Zellen,
oder Zellen, welche mit nicht-pathogenem IgG inkubiert wurden, migrierten Keratinozyten, welche
mit Anti-mLAMa3 IgG behandelt wurden signifikant schneller (Abbildung 13 A und B). Bereits nach
18 Stunden hatten die Keratinozyten dieser Behandlungsgruppe doppelt so viel Flache besiedelt, wie
die Medium-Kontrolle (Abbildung 13 B). Kein Unterschied war zwischen der Medium-Kontrolle und

der Behandlung der Keratinozyten mit normalen Kaninchen IgG festzustellen.
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Abbildung 13: Anti-mLAMa3 IgG erhoht die Migration von Keratinozyten. Im sogenannten Wundheilungs-Assay zeigte die
Behandlung mit 6mg Anti-mLAMa3 IgG einen schnelleren ,Wundschluss“ als unbehandelte (Medium) oder mit 6mg
normalen Kaninchen IgG (NR IgG) behandelte Keratinozyten [B]. Dargestellt sind Mittelwerte mit Standardabweichungen
aus n=5 unabhangigen Experimenten. Tukey's multiple comparisons test (Two-way-ANOVA) *<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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3.4 Validierung von anti-entziindlichen Substanzen im Antikorpertransfer
Schleimhautpemphigoid-Mausmodell

3.4.1 Prophylaktische Gabe von Dapson
Eine bestehende Therapieoption fir Anti-Laminin 332 SHP Patienten ist die Gabe von Dapson. Um zu

Uberprifen, ob das Antikorpertransfer SHP-Mausmodell zur Untersuchung von neuen
Behandlungsmoglichkeiten flr Patienten geeignet ist, wurde zunachst diese Standardtherapie mit
100mg/kg/Tag Dapson im Mausmodell validiert. Die Behandlung erfolgte verblindet, Uber eine
Fiitterungsnadel, beginnend einen Tag vor der Injektion von Anti-mLAMa3 IgG fiir 11 konsekutive
Tage in zwei unabhangigen Versuchen. Sowohl die betroffene Kérperoberflache (p=0,0221), als auch
die betroffene Mundinnenflache (p=0,0117) zeigten einen statistisch signifikanten Therapieerfolg an
Tag 12 nach Gabe von Dapson (n=6, Weibchen) im Vergleich zu Mausen die das Losungsmittel des
Medikamentes (Methocel) erhielten (n=7, Weibchen). Hautldsionen konnten so um ca. 75%
(Abbildung 14 A) und orale Lasionen um ca. 60% reduziert werden (Abbildung 14 B). Um einen
eventuellen geschlechtsspezifischen Effekt im Mausmodell auszuschlieRen, wurden in einem
zweiten, unabhangigen, ebenfalls verblindeten, Versuch mannliche Mause (n=7 pro Gruppe) nach
demselben Versuchsschema wie die Weibchen getestet. Auch hier wurden Madause aus der
Dapsongruppe statistisch signifikant weniger krank im Vergleich zu Mausen, welche das
Losungsmittel erhielten, ebenfalls sowohl beziiglich der Haut, als auch bezlglich der Schleimhaut

(nicht gezeigt).
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Abbildung 14: Krankheitsaktivitit im zeitlichen Verlauf und betroffene Mundinnenfliche an Tag 12 von
Antikérpertransfer SHP Mausen, welche taglich mit Dapson oder Methocel behandelt wurden. Nach der Injektion von
insgesamt 36mg Anti-mLAMa3 1gG zeigten Mause, die das Losungsmittel erhielten (Vehikel, n=7) eine signifikant erhohte
Krankheitsaktivitat im Vergleich zur Dapsongruppe (n=6). Dieser Unterschied war bereits an Tag 8 statistisch signifikant [A].
Der Behandlungserfolg im Krankheitsverlauf wurde auch im Mund deutlich, wo weniger Mundviertel bei Mausen, welche
mit Dapson behandelt wurden von Lasionen befallen waren, als bei unbehandelten Mausen [B]. Dargestellt ist einer von
insgesamt 2 experimentellen Ansdtzen. A, Two-way ANOVA mit Sidak's multiple comparisons test; B, Mann Whitney test;
*p<0,05, ** p<0,01, ****p<0,0001.
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3.4.2 Inhibierung der Aldehyddehydrogenase
In diesem Versuch sollte Gberprift werden, ob sich die Inhibierung der Aldehyddehydrogenase

(ALDH) mittels Disulfiram als moégliche neue Therapieoption fir SHP Patienten eignen kdnnte. Diese
mogliche neue Therapieform wurde 2016 fiir in vitro Daten publiziert (Ahadome et al., 2016) und
sollte hier anhand des Antikorpertransfer Mausmodelles fiir das SHP eruiert werden. Dazu wurden
Mausen (n=7 pro Gruppe) einen Tag vor Induktion der Erkrankung bis zum 11. Versuchstag taglich
200mg/kg Disulfiram, oder das Losungsmittel (Olivendl) p.o. verabreicht. Die Behandlung mit
Disulfiram hatte keinen Effekt auf die Auspragung der oralen Ldsionen an Tag 12 (Abbildung 15 B).
Obschon eine Tendenz fir eine weniger betroffene Korperoberfliche (p=0,0521) durch die
Inhibierung der ALDH zu sehen ist, so ist dieser Unterschied bis Tag 12 statistisch nicht signifikant

(Abbildung 15 A).

>
w

— 101 51 n.s
X |-e ADH o
-
2 g- Olivenal 8 4 esden
i T
5 6 g
‘é g £ 31 ”® [ 1 ]|
2 S 2
) 4 % 21 |
o ]
S 27 T
= g 1
£ 3
-g L L L T O T ] T N
Tag0 Tag4 Tag 8 Tagi12 ALDH Olivensl

Abbildung 15: Krankheitsaktivitdit im zeitlichen Verlauf und betroffene Mundinnenfliche an Tag 12 von
Antikorpertransfer SHP Mausen, welche taglich mit Disulfiram oder Oliven6l behandelt wurden [A] Nach der Injektion
von insgesamt 36mg Anti-mLAMa3 IgG zeigten Mduse, die mit Disulfiram (ALDH Inhibitor) behandelt wurden, im Vergleich
zur Vehikel-Gruppe, welche das Losungsmittel erhielten, keine statistisch signifikante Besserung der betroffenen
Korperoberflache. [B] Auch im Mundinnenraum der Mause konnte kein Therapieerfolg mittels Endoskopie festgestellt
werden. A, Two-way ANOVA mit Sidak's multiple comparisons test; B, Mann Whitney test; n.s. = nicht signifikant.

In folgenden Versuchen wurde daher die Moglichkeit des lokalen Einsatzes von Disulfiram zur
Verbesserung der konjunktivalen Lasionen getestet. Hierbei wurde Disulfiram in einer Konzentration
von 300uM in 2% (w/v) Methocel gelost und den erkrankten Mausen (n=7 pro Gruppe) ab Tag 8
taglich bis Tag 20 in Form von Augentropfen verabreicht. Flr die Auswertung wurden die Augen nicht
zur Gesamtkorperoberflache kategorisiert, sondern als eigensténdige Kérperpartie (100%) bei der ein
Behandlungserfolg verifiziert werden sollte. Gewertet wurde der prozentuale Anteil beider Augen, so
dass jedes Auge mit 50% in den Gesamtanteil der betroffenen Augenflache einflieSt. Schwellungen,
Krusten und Erosionen wurden gleichermalien, und unabhangig von ihrer Schwere oder Auspragung,

bewertet.
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Abbildung 16: Betroffener Augenanteil im zeitlichen Verlauf und klinische Aufnahmen der Augen an Tag 20, von SHP
erkrankten Mausen, welche téglich Disulfiram- bzw. Methocel-Augentropfen erhielten. Mause, die mit Disulfiram (ALDH)
nach Induktion des experimentellen SHP behandelt wurden zeigten keine statistisch signifikante Besserung der Ldsionen an
den Augen Uber die Zeit, im Vergleich zur Vehikel-Gruppe, welche das Losungsmittel Methocel in Form von Augentropfen
erhielten [A]. Dies ist auch anhand der klinischen Bilder der Augen am letzten Versuchstag zu erkennen [B]. Dargestellt sind
je 2 Bilder pro Gruppe, welche eine 100% Betroffenheit des Auges zeigten. Tukey's multiple comparisons test (Two-way
ANOVA) n.s. = nicht signifikant

An Tag 8, dem Beginn der Anwendung der Augentropfen, hatten die Mause einen durchschnittlich
betroffenen Augenanteil von etwa 20%. Uber den gesamten Behandlungszeitraum von 12 Tagen
konnten keine Verbesserungen der konjunktivalen Lasionen durch die lokale Behandlung festgestellt
werden (Abbildung 16 A). Dieses Ergebnis spiegelt sich auch in den klinischen Bildern der Augen
(Abbildung 16 B) und in der histologischen Quantifizierung (konjunktivaler Score) wider, in der kein

Unterschied zwischen Behandlungs- und Kontrollgruppe gefunden wurde (nicht gezeigt).

3.4.3 Prophylaktische Gabe von Roflumilast
Die Inhibierung der Phosphodiesterase 4 (PDE4) ist bereits zur Behandlung von verschiedenen

Entziindungs- und Autoimmunerkrankungen wie beispielsweise Psoriasis vulgaris zugelassen. In dem
vorliegenden Ansatz sollte gepriift werden, ob diese Behandlungsstrategie auch fiir das SHP geeignet
ist. Roflumilast flihrt zu einer kompetitiven Hemmung der PDE4, wodurch cAMP nicht mehr zu AMP
hydrolysiert wird und infolgedessen in den Zellen akkumuliert. Das cAMP ist ein sogenannter second
messenger, welcher allgemein zu einer reduzierten Freisetzung von entziindlichen Mediatoren aus
Zellen fuhrt. In diesem Zusammenhang, sollten daher auch Signalwege inhibiert werden, die an der
Pathogenese des SHP im Mausmodell beteiligt sind. Um dies zu gewahrleisten wurde Roflumilast
verwendet, da es sich hierbei um einen zugelassenen spezifischen PDE4 Inhibitor handelt, welcher
oral verabreicht werden kann. Die Behandlung der Mause erfolgte einen Tag vor dem Beginn der
Krankheit taglich fur 12 konsekutive Tage mit 5mg/kg Roflumilast in 4% (w/v) Methocel Uber orale
gavage (Schlundsonde). Uberraschenderweise zeigten Méause der PDE4 Behandlungsgruppe

statistisch signifikant mehr Hautldasionen an Tag 12, als die Tiere, die mit dem Vehikel behandelt
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wurden oder gar keine Behandlung bekamen (Kontrollgruppe) (Abbildung 17 A). Im Gegensatz dazu
konnte Roflumilast die betroffenen Mundareale von erkrankten SHP Mausen um mehr als 50%, im
Vergleich zu der Vehikel- und SHP-Kontrollgruppe, reduzieren (Abbildung 17 B). Bezlglich der
Reduktion des Korpergewichtes und des konjunktivalen Scores zeigten sich keine statistisch

signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen (Abbildung 17 C und D).
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Abbildung 17: Krankheitsaktivitit im zeitlichen Verlauf und betroffene Mundinnenflache, Korpergewicht- und
Konjunktiva-Score an Tag 12 von passiv erkrankten SHP Mausen, welche mit Roflumilast bzw. dem Vehikel Methocel
behandelt wurden. Nach der Injektion von insgesamt 36mg Anti-mLAMa3 IgG zeigten Mause, die mit Roflumilast behandelt
wurden, im Vergleich zur Vehikel-Gruppe, eine statistisch signifikante Verschlechterung der betroffenen Korperoberflache
[A]. Im Mundinnenraum der Mause konnte mittels Endoskopie eine signifikante Reduktion der Lasionen festgestellt werden
[B]. Weder beim Gewicht- [C] noch beim Konjunktiva-Score [D] konnten Unterschiede zwischen M&usen, welche mit PDE4-
Inhibitor behandelt wurden im Vergleich zu der Vehikel-Gruppe und den unbehandelten Kontrolltieren festgestellt werden.
Tukey's multiple comparisons test (Two-way-ANOVA), * p<0,05, ** p<0,01, ****p<0,0001, n.s. = nicht signifikant.

Die unterschiedlichen Krankheitsaktivitaten waren auch sehr deutlich am klinischen Phanotypen der
Mause an Tag 12 zu sehen, wo die Krusten und Erosionen der Haut, besonders im Nacken und um die
Augen herum, in der PDE4 Inhibitor-Gruppe deutlich ausgepragter waren, als in der Vehikel-Gruppe
(Abbildung 18). Mause, denen normales Kaninchen IgG injiziert wurde, dienten in diesem Experiment
als Negativkontrolle. Endoskopische Aufnahmen an Tag 12 zeigen deutlich den Behandlungserfolg

von Roflumilast auf die Mundschleimhaut (Abbildung 20).
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Vehikel PDEA4 Inhibitor

Abbildung 18: Klinischer Phanotyp und Endoskopie von passiven SHP Mausen, welche mit Roflumilast (PDE4 Inhibitor)
oder dem Vehikel behandelt wurden, sowie Madusen denen normales Kaninchen IgG (NR IgG) injiziert wurde an Tag 12,
sowie endoskopische Aufnahme der bukkalen Mukosa. Dargestellt sind jeweils 3 reprdsentative Bilder pro Gruppe von
insgesamt n=10 der Vehikel und PDE4 Inhibitor Gruppe und n=3 der NR IgG Gruppe an Tag 12.

Diese differenziellen Ergebnisse der Roflumilast Behandlung wurden zunachst in einem zweiten,
unabhangigen und ebenfalls verblindeten Versuch verifiziert. Auch bei dieser Wiederholung konnte
ein statistisch signifikanter Behandlungserfolg in Bezug auf die oralen Lasionen und eine
Verschlechterung der Hautlasionen, ebenfalls statistisch signifikant, festgestellt werden (nicht
gezeigt). Um daher auszuschlieRen, dass die Heilung des Mundinnenraumes der Behandlungsgruppe
durch eine verminderte, oder vielmehr verhinderte, Anti-mLAMa3 IgG Bindung oder eine reduzierte
C3 Ablagerung an der dermo-epidermalen Junktionszone hervorgerufen wurde, erfolgte eine direkte
Immunfluoreszenz der entsprechenden Gewebe durchgefiihrt. Hierbei konnten keine Unterschiede
in der Fluoreszenzintensitdt flir den Nachweis von IgG und C3, weder in der peri-ldsionalen Haut

noch in der Mundschleimhaut, festgestellt werden (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Direkte Immunfluoreszenz Mikroskopie von IgG und C3 Ablagerungen perildsionaler Biopsien, zeigt weder
einen Unterschied in der Fluoreszenzintensitat entlang der dermal-epidermalen Junktionszone zwischen Haut [A, E und C,
G] und Schleimhaut [B, F und D, H], noch zwischen der Behandlung mit Vehikel [A-D] und PDE4 Inhibitor [E-H]. Abgebildet
ist jeweils ein reprasentatives Bild von n=6 Farbungen pro Gruppe und Gewebe.

3.4.4 Quasi-therapeutischer Einsatz von Roflumilast

Da die Inhibierung der PDE4 eine starke Reduktion der oralen Lasionen im passiven SHP-Mausmodell
im prophylaktischen Ansatz bewirkte, sollte in der Folge gepriift werden, ob dieser Therapieeffekt
auch zu verzeichnen ist, wenn die Behandlung bei bereits ausgebildeten Lasionen eingeleitet wird.
Dieser quasi-therapeutische Effekt ist ndher an der Situation der SHP Patienten, welche nach Beginn
der Erkrankung einen Arzt aufsuchen und daraufhin Medikamente erhalten. Die Behandlung der
Mause erfolgte nach dem Auftreten erster Lasionen beginnend an Tag 8 fiir 12 konsekutive Tage
taglich mit 5mg/kg Roflumilast Uber orale Gavage. Die Behandlung zeigte keinen Erfolg in Bezug auf
die Hautlasionen (Abbildung 20 A), jedoch eine statisch signifikante Reduktion der betroffenen
Mundareale um mehr als 50% an Tag 20 des Versuches, im Vergleich zu der Vehikel-Gruppe

(Abbildung 20 B).
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Abbildung 20: Krankheitsaktivitdt im zeitlichen Verlauf und betroffene Mundschleimhaut an Tag 20 von passiven SHP
Mausen, welche taglich ab Tag 8 mit Roflumilast bzw. dem Vehikel behandelt wurden. Nach der Injektion von insgesamt
36mg Anti-mLAMa3 IgG zeigten Mdause, die mit Roflumilast behandelt wurden, im Vergleich zur Vehikel-Gruppe, welche das
Losungsmittel erhielten, keine statistisch signifikante Besserung der betroffenen Koérperoberfliche [A]. Die
Mundschleimhaut der mit Roflumilast behandelten Mause zeigte mittels Endoskopie signifikant weniger Lasionen als die
Vehikel-behandelten Tiere [B]. Kolmogorov-Smirnov Test (Two-way-ANOVA) [A], n.s. = nicht signifikant, T-Test [B], * p<0,05.

3.4.4 Erh6hter cAMP Gehalt in Haut und Schleimhaut durch Roflumilast in vivo

Die klinischen Unterschiede zwischen Haut und Mundschleimhaut, bei der prophylaktischen Gabe
von Roflumilast (Abbildung 18), spiegelten sich auch mikroskopisch bei der semi-quantitativen
Bewertung des entzindlichen Infiltrates der Histologien von lasionaler Haut und Mundschleimhaut
wider. Hierzu wurde das Entziindungsinfiltrat anhand von H&E Farbungen von ldsionaler Haut und
Mundschleimhaut von Vehikel und PDE4 Inhibitor behandelten Mausen (jeweils n=5) aus drei
verschiedenen Tiefen der Gewebeproben quantifiziert. Es zeigte sich fiir die bukkale Mukosa der
Roflumilast Gruppe nur ein schitteres inflammatorisches Infiltrat, wohingegen bei der Vehikel
Gruppe eine statistisch signifikant starkeres Entziindungsinfiltrat vorlag. Kein Unterschied zeigte sich
jedoch zwischen der Starke des Entziindungsinfiltrates in der Haut der Roflumilast-behandelten
Mause im vergleich zu den Tieren der Vehikel Gruppe (Abbildung 21 A). Um ausschlieRen zu kénnen,
dass Roflumilast unterschiedlich von Haut und Schleimhaut absorbiert wurde, wurden
Gewebeproben lysiert und der intrazellulaire cAMP Gehalt mittels ELISA im Verhaltnis zur
Gesamtproteinmenge quantifiziert. Hierbei zeigte sich in beiden Geweben fiir die PDE4 behandelte
Gruppe ein signifikanter Anstieg an intrazellularem cAMP (Abbildung 21 B), wodurch von einer

gleichméRigen Absorption der unterschiedlichen Gewebe ausgegangen werden kann.
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Abbildung 21: Semi-quantitative Bestimmung der Dichte des inflammatorischen Infiltrates und Quantifizierung des
intrazelluliren cAMP Gehaltes in ldsionaler Haut und bukkaler Mukosa von PDE4 Inhibitor- und Vehikel-behandelten
Mausen. Der Infiltrations-Score setzt sich aus jeweils n=5 H&E gefdrbten Histologien aus jeweils drei verschiedenen
Gewebstiefen zusammen, bei denen die Zahl der Entziindungszellen in jeweils 5 Gesichtsfelder semi-quantitativ bestimmt
wurde. Bei der bukkalen Mukosa in der PDE4 Inhibitor Gruppe ist hierbei eine deutliche Reduktion an Entziindungszellen zu
sehen [A]. Der intrazelluldre cAMP Gehalt wurde aus Gewebeproben mit n=5 pro Gruppe und insgesamt 3 Wiederholungen
pro Gewebe, mittels ELISA ermittelt und ist als Anteil der Gesamtproteinmenge dargestellt. In beiden Geweben ist der
cAMP Gehalt in der PDE4 Inhibitor Gruppe signifikant hoher als in der Vehikel Gruppe [B]. Two-way ANOVA mit Sidak's
multiple comparisons test, n.s. = nicht signifikant, * p<0,05, ** p<0,01.

3.4.5 Roflumilast reduziert TNFa und IL-17F in vivo

Zundachst sollte die systemische Auswirkung der Inhibierung der PDE4 anhand von Serumproben der
einzelnen Gruppen gepriift werden. Hierzu wurde ein Multi-Zytokin-Screening mittels Legendplex
durchgefiihrt. Keine Unterschiede zeigten sich fiir die Serumspiegel von IL-17A, IL-2, IL-4, IL-13, IFNy
und IL-5. Fir TNFa und IL-17F konnte eine statistisch signifikante Reduktion der Serumspiegel durch
die Behandlung mit Roflumilast, im Vergleich zur Vehikel Behandlung, festgestellt werden (Abbildung
22 A und B). Fir IL-9 hingegen zeigte sich eine deutliche Erhéhung im Serum von PDE4 Inhibitor
behandelten Mausen im Vergleich zu Méausen, die mit dem Lésungsmittel behandelt wurden und
Mausen denen normales Kaninchen IgG injiziert wurde und Tiere, die unbehandelt blieben
(Abbildung 22 C). Statistisch signifikant erhoéhte IL-6 Spiegel fanden sich in den SHP Mausen
unabhangig vom Behandlungsarm im Vergleich zu nicht erkrankten Mausen, die normales Kaninchen

IgG erhalten hatten (Abbildung 23 D).
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Abbildung 22: Legendplex-Analyse der Seren von Anti-mLAMa3 SHP Madusen welche mit Roflumilast (PDE4 Inhibitor)
oder dem Losungsmittel (Vehikel) behandelt wurden, sowie M&dusen, denen normales Kaninchen IgG (NR IgG) injiziert
wurde. Die Serumspiegel von TNFa und IL-17F konnten durch die Behandlung mit dem PDE4 Inhibitor reduziert werden [A,
B], wohingegen IL-9 hierdurch erhdht im Serum nachgewiesen wurde [C]. Der Serumspiegel von IL-6 wurde durch die
Roflumilastbehandlung in passiven SHP Mdausen nicht erniedrigt und ist im Vergleich zu gesunden Tieren ebenso erhoht,
wie bei der Vehikel Gruppe [D]. One-way ANOVA mit Tukey's multiple comparisons test n.s. = nicht signifikant, * p<0,05, **
p<0,01.

3.4.6 Transkriptomanalyse der Haut und Schleimhaut von Roflumilast- und Vehikel-
behandelten Schleimhautpemphigoid Mausen

Um den Unterschied der Roflumilast Behandlung, auf die Haut und Schleimhaut im Mausmodell des
SHP aufzudecken, wurde eine Transkriptomanalyse von lasionaler Haut und Mundschleimhaut in den
drei Versuchsgruppen, Vehikel-Gruppe (n=5 pro Gewebe, griin), Roflumilast-Gruppe (n=5 pro
Gewebe, blau) und Mé&use die mit normalen Kaninchen IgG injiziert wurden (n=3 pro Gewebe,
orange) statt mit Anti-Laminin 332 IgG wie die ersten beiden Gruppen, untersucht. Zur
Verdeutlichung ist im Folgenden die bukkale Mukosa grau und die lasionale Haut rot in den
Abbildungen gekennzeichnet. Die Sequenzierung erfolgte mit 20 Millionen reads pro Probe. Die
folgenden Ergebnisse beziehen sich auf Gene, welche einen g-Wert <0,05 aufwiesen.

In der Principle Component Analyse, der 5.000 variabelsten Gene der einzelnen Versuchs- und
Gewebegruppen, sind zunachst deutliche Gruppierungen zwischen bukkaler Mukosa und lasionaler
Haut zu erkennen (p=3.84e-07, Wilcoxon-Test der 1. Hauptkomponente). Innerhalb der lasionalen

Haut sind auch die Versuchsgruppe Vehikel gegen NR IgG (p=0.03571) und zumindest ein starker
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Trend fiir die unterschiedliche Verteilung der Gruppen PDE4 Inhibitor und Vehikel (p=0.05714)
erkennbar (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Principle Component Analysis der 5.000 variabelsten Gene. Dargestellt sind die Komponenten der bukkale
Mukosa (grau) und der ldsionalen Haut (rot) von Anti-mLAMa3 SHP Mé&usen welche mit Roflumilast (PDE4 Inhibitor, blau)
oder dem Lésungsmittel (Vehikel, griin) behandelt wurden, sowie Mausen, denen normales Kaninchen 1gG (NR IgG, orange)
injiziert wurde. Die sichtbaren Cluster der einzelnen Gewebe und Versuchsgruppen wurden zur Verdeutlichung farblich
markiert.

Eine differentielle Genanalyse wurde durchgefiihrt, um die gewebsspezifische Antwort innerhalb der
Gruppen analysieren und speziell hoch- und runterregulierte Transkripte identifizieren zu kénnen.
Zur Ermittlung von gewebsspezifischen Signalwegen wurde die Genexpression, welche durch die
Injektion von normalem Kaninchen IgG induziert wurde, von der Vehikel- und der PDE4 Inhibitor-
Gruppe subtrahiert. Ubrig blieben solche Gene, welche zum einen spezifisch fiir das SHP Modell
(Vehikel Gruppe) und zum anderen spezifisch fur die Beeinflussung dieser Signale durch den PDE4
Inhibitor sind (PDE4 Inhibitor Gruppe). 879 Gene wurden in der Schleimhaut der Vehikel Gruppe als
hochreguliert und 434 Gene als herrunterreguliert identifiziert. Fiir die ldsionale Haut, konnte bei den
hochregulierten Genen jeweils etwa ein Drittel der Gene exklusiv dem PDE4 Inhibitor zugeordnet
werden und ein Drittel der Krankheitsentwicklung im Anti-Laminin 332 SHP-Mausmodell. Das
restliche Drittel der Gene fand sich sowohl in der Behandlungs- als auch in der Vehikel-Gruppe hoch-

reguliert (Abbildung 24 A). Im Vergleich dazu zeigten sich prozentual mehr herrunterregulierte Gene
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innerhalb der lasionalen Haut der Roflumilast behandelten Mause, Gber 40%, im Vergleich zu

Mausen, welche nur das Vehikel bekamen, 30%, als exklusiv (Abbildung 24 B).

A hochregulierte Gene B runterreguliert Gene

PDE4
Inhibitor

873
(41,7%)

PDE4
Inhibitor

857
(34%)

Vehikel

633
(30,2%)

Vehikel

892
(35,4%)

Abbildung 24: Venn-Diagramm der hoch- und herrunterregulierten Gene der ldsionalen Haut von Vehikel- und PDE4
Inhibitor-behandelten Anti-mLAMa3 SHP Mausen.

Online (reactome.org) wurde eine Uberreprisentationsanalyse durchgefiihrt, um festzustellen, ob
bestimmte Signalwege in den Proben liberreprasentiert sind und daher nicht zufallig. Der statistische
Test (hypergeometrische Verteilung), welcher hierbei Verwendung fand, lieferte zusatzlich einen
Wahrscheinlichkeitswert, der mit der Benjamani-Hochberg-Methode auch auf falsche
Entdeckungsraten (false discovery rate, FDR) hin korrigiert wurde. Die Analyse erfolgte fiir humane
Signalwege, wobei murine Gene in ihre humanen Aquivalente umgeschrieben wurden. Von den 1664
eingegebenen Genen, welche in den Anti-mLAMa3 IgG injizierten Mausen der Vehikel-Gruppe in
lasionaler Haut hochreguliert waren, erkannte die Software 988 Gene. 1485 Signalwege wurden von
mindestens einem der eingegebenen Gene benutzt. In Tabelle 3.1 sind Signalwege der I3sionalen
Haut des experimentellen SHP-Mausmodelles der Vehikel-behandelten Versuchsgruppe aufgelistet,
welche statistisch Uiberreprasentiert sind. Auffillig sind besonders die Beteiligung des
Immunsystems, vor allem der Neutrophilen Degranulierung, sowie die starken Umstrukturierungen

von Kollagen und extrazellularer Matrix.
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Tabelle 3.1: Uberreprésentierte Signalwege der ldsionalen Haut von Vehikel-behandelten SHP Mausen, welche mittels
Reactome.org identifiziert wurden.

IUberreprésentierte, hochregulierte Signalwege Entitaten

|isionaler Haut der Vehikel Gruppe Gefunden Total Verhiltnis p-Wert FDR
Neutrophilen Degranulierung 155 480 0,034 1,11E-16  1,78E-13
Angeborenes Immunsystem 255 1,324 0,093 5,93E-10 4,75E-7
Extrazellulare Matrixorganisation 86 329 0,023 3,55E-9 1,9E-6
Kollagen Bildung 39 104 0,007 1,33E-8 5,35E-6
Assemblierung von Kollagenfibrillen und anderen

Imultimeren Strukturen 2 o7 0,005 >1E8 16485
Kollagen Degradation 29 69 0,005 9,35E-8 2,5E-5
Immunsystem 452 2803 0,198 9,19E-7 2,1E-4
Kollagen Biosynthese und modifizierende Enzyme 27 76 0,005 5,59E-6 1,12€-3
Abbau der extrazelluldaren Matrix 41 148 0,01 1,15E-5 2,04E-3
Integrin-Zell-Oberflachen Interaktionen 28 86 0,006 1,8E-5 2,88E-3
Interleukin-4 und Interleukin-13 Signaltransduktion 52 211 0,015 2,00E-05 2,9-3
Signal regulierende Proteininteraktionen 10 18 0,001 1,74€E-4 2,32E-2
Signaltransduktion der Interleukin-2 Familie 17 47 0,003 2,3E-4 2,83E-2
Chemokin Rezeptoren bindende Chemokine 17 48 0,003 2,92E-4 3,11E-2
Aktivierung von Matrix-Metalloproteinasen 14 35 0,002 2,98E-4 3,11E-2
Kollagenketten Trimerisierung 16 44 0,003 3,27E-4 3,11E-2
Signaltransduktion durch Interleukine 146 836 0,059 3,52E-4 3,13E-2
Elatische Faserbildung 16 46 0,003 5,24E-4 4,4E-2
Bildung des cornified envelope 33 138 0,01 9,82E-4 7,85E-2

FDR, false discovery rate

In der bukkalen Mukosa der Vehikel-behandelten experimentellen SHP Versuchsgruppe wurden 879
hochregulierte und 434 herrunterregulierte Gene mit einem p<0,05 identifiziert. Die bukkale Mukosa
der Vehikel Gruppe zeigte die in Tabelle 3.2 aufgelisteten lberreprasentierten Signalwege, welche
hochreguliert waren. Im Unterschied zu den Signalwegen, welche in der lasionalen Haut der
Vehikelgruppe hochreguliert und Gberreprasentiert waren (siehe Tabelle 3.1), waren vor allem die
Interleukin-10 und Interleukin-33 Signaltransduktionswege in der Mundschleimhaut aktiviert. Im
Vergleich dazu waren die Kollagene und extrazelluldre Matrix weder im Abbau noch im Aufbau in den
Transkripten der bukkalen Mukosa Vehikel-behandelter SHP Mause zu finden. Bei der Betrachtung
solcher Gene, welche fir die Mundschleimhaut spezifisch sind, also wenn von den Mundschleimhaut
hochregulierten Genen der Vehikel Gruppe, die Gene abgezogen werden, welche in derselben
Gruppe auch in der lasionalen Haut als hochreguliert gefunden wurden, so konnte durch die
Uberrepréasentationsanalyse mittels reactome.org, der Interleukin-10 Signalweg, mit 18 von 86
getroffenen Genen, einem p-Wert von 6,25E-08 und einer false discovery rate (FDR) von 5,39E-08, als

statistisch signifikant identifiziert werden.
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Tabelle 3.2: Uberreprisentierte Signalwege der bukkalen Mukosa von Vehikel behandelten SHP Mausen, welche mittels
Reactome.org identifiziert wurden.

Uberreprasentierte hochregulierte Signalwege Entitaten

der Mundschleimhaut der Vehikel Gruppe Gefunden Total Verhiltnis p-Wert FDR
Neutrophilen Degranulation 87 480 0,034 2,22E-15  2,34E-12
Interleukin-10 Signaltransduktion 31 86 0,006 3,60E-13  1,90E-10
Angeborenes Immunsystem 155 1,324 0,093 2,32E-10 8,13E-08
Immunsystem 269 2822 0,198 2,06E-08 5,43E-06
Signaltransduktion durch Interleukine 77 639 0,045 3,76E-06  7,90E-04
Chemokin-Rezeptoren bindende Chemokine 15 57 0,004 1,76E-05 0,003
Bildung des cornified envelope 24 138 0,01 6.19E-05 0,009
Interleukin-4 und Interleukin-13 Signaltransduktion 29 211 0,015 5,85E-04 0,077
Signaltransduktion des Interleukin-33 3 4 2,81E-04 0,003 0,255

FDR, false discovery rate

Nach Abzug differentiell exprimierter Gene der Kontroll Versuchsgruppe (NR IgG) von der PDE4
Behandlungs Gruppe der Mundschleimhaut, waren keine statistisch signifikanten differentiell
exprimierten Gene zwischen der PDE4-Behandlungsgruppe und der Vehikelgruppe nachweisbar, so
dass hier von einer vollstdandigen Heilung des Mundinnenraumes durch die Roflumilast Behandlung

ausgegangen werden kann.

Die identifizierten Gene der differentiellen Genanalyse wurden auch mit dem Gene Ontology (GO)
Klassifizierungssystems als Gen-Anreicherungsanalyse von Frau Dr. Anke Fahnriche, Universitat zu
Libeck ausgewertet. Hierbei wurden hochregulierte Gene in Abhangigkeit von ihren funktionellen
Eigenschaften einem Satz vordefinierter Klassen, zugeordnet. Die visuelle Gruppierung der murinen
Signalwege der lasionalen Haut von Vehikel-behandelten SHP Mausen, welche ein Netzwerk bilden,
ist in Abbildung 26 dargestellt. Interessanterweise sind die Interleukine-10, und -12 runter-, und die
Interleukine-1, -17, -6 und TNF hochreguliert. Flir dieselbe Analyse der Mundschleimhaut konnte
eine gesteigerte Regulierung der Interleukine-1, -6, 10 und 12 festgestellt werden und eine

gleichzeitige reduzierte Regulierung fir Interleukin-6.
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Abbildung 26: Netzwerk der Gene Ontology Genanreicherungsanalyse. Dargestellt sind Signalwege von differentiell
exprimierter mRNA der lasionalen Haut von mit Anti-mLAMa3 1gG injizierten Mausen, welche mit dem Vehikel behandelt
wurden, abziglich den Werten der differentiell exprimierten mRNA ldsionaler Haut von NR IgG injizierten Mausen, welche
ein Netzwerk bilden. Einschlusskriterien der differentiell exprimierten Gene waren ein g-Wert kleiner 0,01 und ein b-Wert
groler 2. Gruppierende Signalwege sind farblich eingekreist. Rote Linien indizieren einen Zusammenhang der
Gruppierungen und schwarze Linien einen Zusammenhang der Signalwege.

3.4.7 Roflumilast verringert die Sekretion von IL-6 und CXCL2 von Anti-mLAMa3 IgG
behandelten Keratinozyten
Die Transkriptomanalyse zeigte einen Einfluss von IL-6 und dem Rezeptor Cxcr2 des CXCL2

Linganden. Zu beiden Botenstoffen konnte bereits gezeigt werden, dass sie von Keratinozyten,
welche mit Anti-mLAMa3 IgG behandelt wurden, vermehrt sekretiert werden (siehe Abschnitt 3.3.2).
Daher sollte hier gepriift werden, ob die Ausschiittung dieser Chemokine durch die Inhibierung der
PDE4 verringert werden kann. Im Vergleich zur Behandlung mit dem Losungsmittel des PDE4
Inhibitors und im Vergleich zur Behandlung mit normalem Kaninchen IgG konnte der PDE4 Inhibitor
Roflumilast in Konzentrationen tiber 5mg/ml die Anti-mLAMa3 IgG induzierte Sekretion von CXCL2

(Abbildung 27 A) und IL-6 (Abbildung 27 B) auf das Niveau der Kontrollen reduzieren.
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Abbildung 27: Inhibierung der PDE4 reduziert die Anti-mLAMa3 IgG induzierte Sekretion von CXCL2 und IL-6 von
kultivierten Keratinozyten. Keratinozyten, welche mit 6mg Anti-mLAMa3 IgG, 6mg normalen-Kaninchen 1gG (NR 1gG) oder
PBS, als Kontrolle fiir den Medium-Verlust durch die Behandlung behandelt wurden, wurden zusatzlich mit dem
Losungsmittel Methocel (Vehikel) oder unterschiedlichen Konzentrationen von Roflumilast ko-inkubiert. Nach 24h wurde
der Uberstand genutzt, um sekretiertes CXCL2 [A] und IL-6 [B] mittels ELISA im Zellkulturiiberstand zu messen. Sowohl die
CXCL2 als auch die IL-6 Konzentrationen, welche durch die Anti-mLAMa3 IgG Behandlung stark anstiegen, konnten durch
die ko-Inkubation mit mindestens 5mg/ml Roflumilast inhibiert werden. Two-way ANOVA mit Tukey's multiple comparisons
test, ¥**p<0,01, ***p<0,001.

In Abschnitt 3.3.3 konnte festgestellt werden, dass die Migration von Keratinozyten, welche mit Anti-
mLAMa3 IgG behandelt wurden, gesteigert ist. Die zusatzliche Inhibierung der PDE4 bzw. die
Aktivierung von cAMP mittels Forskolin konnte die durch das Anti-mLAMa3 IgG gesteigerte Migration
der Keratinozyten wieder reduzieren (Abbildung 28 A), hatte aber auf die Migration der
Keratinozyten in Kombination mit normalem Kaninchen IgG oder ohne weitere Behandlung keine

Auswirkungen (Abbildung 29 B).
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Abbildung 28: Die durch Anti-mLAMa3 IgG induzierte, gesteigerte Migration von Keratinozyten normalisiert sich durch
die Inhibierung von PDE4. Im sogenannten Wundheilungsassay zeigte sich ein schnellerer ,Wundschluss“ durch die
Inkubation mit 6mg Anti-mLAMa3 IgG [A]. Die erhéhte Migration der Keratinozyten durch Anti-mLAMa3 IgG wurde durch
die zusatzliche Behandlung mit 5mg/ml PDE4 Inhibitor und durch die Aktivierung von cAMP mittels 0,1uM Forskolin
reduziert [A]. Beide Behandlungen hatten keinen Einfluss auf die Migration der Keratinozyten in Kombination mit normalem
1gG (NR 1gG) [B]. Dargestellt sind Mittelwerte mit Standardabweichungen aus n=5 unabhdngigen Experimenten. Tukey's
multiple comparisons test (Two-way-ANOVA) *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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3.5 Entwicklung, Charakterisierung und Validierung eines aktiven
Schleimhautpemphigoid-Mausmodelles

3.5.1 Die Injektion von c-term und mid mLAMa3 kann die Immuntoleranz in B6.S und SJL/)
Mausen brechen und eine Autoimmundermatose induzieren
In einer Mischung aus c-term und mid mLAMa3 Protein mit insgesamt 60ug Protein 1:1 gemischt mit

dem Adjuvanz Titermax™ konnte weder bei einer einmaligen noch einer viermaligen Immunisierung
eine Autoimmundermatose in Mdusen induziert werden. Auch der Zusatz von Pertussis Toxin konnte
die Immuntoleranz der B6.S uns SJL/) Mduse Uber einen Versuchszeitraum von maximal 20 Wochen
nicht brechen (Daten nicht gezeigt). Eine Moglichkeit die Immuntoleranz der Mause dennoch zu
Uberwinden und eine Autoimmundermatose auszuldosen, bestand in der Erhéhung der Konzentration
des injizierten Proteins. Daher wurden die Proteine separat mit jeweils 60ug pro Immunisierung
insgesamt viermal appliziert. Nach 6 Wochen, und somit nach der dritten Immunisierung, konnten
die ersten Anzeichen eines klinischen Phanotyps in SIL/J Mausen gesehen werden. In einem ersten
Versuch wurden SJL/J M&use (Charles River) Gber einen Versuchszeitraum von 16 Wochen verwendet
und in der Wiederholung zur Verifizierung der Ergebnisse SIL/J (interne Zucht) und B6.S (interne
Zucht) Méduse Uber einen Versuchszeitraum von 14 Wochen. Danach wurde die gesamte Tierhaltung
aufgrund einer Infektion geschlossen und alle Mause getotet. Die Tiere wurden im Nachgang als

negativ flr den Ausbruchserreger getestet (Daten nicht gezeigt).

3.5.2 Das aktive Laminin 332 Schleimhautpemphigoid-Mausmodell spiegelt wesentliche
Merkmale der Patienten wider

a) Lasionen der Mundschleimhaut
Mehr als 90% der SHP Patienten mit IgG Reaktivitdt gegen Laminin 332 zeigen eine Beteiligung des

Oropharynx (Amber et al., 2018). Eine dominante Beteiligung der Mukosa ist dariber hinaus bei der
Diagnostik eines SHP als Kriterium definiert (Chan et al., 2002). Blasen, Krusten und Erosionen des
Mundinnenraumes konnten in allen drei Durchgangen des durch Immunisierung induzierten

III

Mausmodell des SHP, im Folgenden als ,aktives Mausmodell” bezeichnet, mittels Endoskopie am
letzten Versuchstag nachgewiesen werden. Im Pilotversuch der SIL/) Mause zeigten sich stark
ausgedehnte Erosionen, Odeme und Blasen im Mundinnenraum (Abbildung 29 A-D) jeder mLAMa3-
immunisierten Maus. Auf Grund der Tatsache, dass eine c-term und vier mid mLAMa3-immunisierte
SJL/) Mause des ersten Versuches nicht Gberlebten, war nur der Unterschied zwischen c-term und
den Adjuvanz immunisierten Ma&usen, nicht aber der zwischen mid mLAMa3 und Adjuvanz
immunisierten Mausen, statistisch signifikant (Abbildung 29 E). Die Ursache fiir das verfriihte

Ableben der Mause blieb unklar. Wahrend des Versuchszeitraumes verloren alle Mause Uber die Zeit

an Gewicht im Vergleich zum Ausgangsgewicht vor der ersten Behandlung (Daten nicht gezeigt),
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wobei zwei von vier mid mLAMa3 und finf von sieben c-term mLAMoa3 immunisierten Mausen

diesen Gewichtsverlust bis zum Versuchsende nicht wieder aufholten.

—Ah
AlA

betroffene Mundinnenflache
N
1

L) 1 1
c-term mid Kontrolle

mLAMu3 mLAMa.3

Abbildung 29: Orale Lisionen in Woche 16 der c-term und mid mLAMa3 immunisierten SJL/J Miuse. Mittels Endoskopie
konnten Blasen, Krusten und Erosionen an der Zunge [A], dem Larynx [B] und der bukkalen Mukosa links [C] und rechts [D]
identifiziert werden. Die Quantifizierung ergab eine signifikante Belastung der Mundinnenflache der immunisierten Mduse
im Vergleich zu den Kontrollmdusen, welche nur das Adjuvanz erhielten [D]. Dargestellt ist je ein reprasentatives Bild. Two-
way ANOVA mit Mann Whitney Test * p<0,05, n.s.=nicht signifikant.

Endoskopisch konnte nachgewiesen werden, dass jeder Abschnitt des Mundinnenraumes betroffen
sein kann, selten jedoch der harte Gaumen. Letzteres konnte allerdings der Tatsache geschuldet sein,
dass diese Region durch den steilen Winkel schwer mit dem Endoskop zu erfassen ist. Dies zeigte sich
auch in den B6.S Mausen nach der 14. Versuchswoche, wo Blasen, Krusten, Erosionen und
Schwellungen im gesamten Mundbereich inklusive des Bereichs unterhalb der Zunge sichtbar waren

(Abbildung 30).
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Abbildung 30: Orale Lasionen in Woche 14 der c-term und mid mLAMa3 immunisierten B6.S Mause. Mittels Endoskopie
konnten Schwellungen, Blasen, Krusten und Erosionen (weille Pfeile) an- und unter der Zunge, dem Larynx, der linken und
rechten bukkalen Mukosa sowie am weichen Gaumen identifiziert werden. Dargestellt ist je ein reprasentatives Bild pro
Mundareal.

Auch in den B6.S Mausen konnten durch Quantifizierung der betrofffenen Mundinnenflachen nach
14 Wochen eine signifikant erhdhte Affektion der oralen Mukosa festgestellt werden. Auch in diesem
Stamm war kein Unterschied zwischen den beiden mLAMa3 Proteinfragmenten im Bezug auf die

Schwere oder die lokale Ausprdagung innerhalb der betroffenen Mundinnenflache offensichtlich

(Abbildung 31).
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Abbildung 31: Die Quantifizierung der betroffenen Mundinnenfldche der c-term und mid mLAMa3 immunisierten B6.S
Mause in Woche 14 ergab eine signifikante Beteiligung der Mundinnenflache der immunisierten Mduse im Vergleich zu
den Kontrollmdusen die nur das Adjuvanz erhielten. Kein Unterschied war im Ausmal} der oralen Lasionen zwischen den c-
term und mid mLAMa3 immunisierten Mausen festzustellen. 2-way ANOVA mit Mann Whitney Test *p<0,05, n.s. = nicht
signifikant.
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Im zweiten Versuch zeigten sich in SJL/J Mausen nach 14 Wochen identische orale Lasionen

(Abbildung 32), wie im ersten Versuch (Abbildungen 29, 30, 33).

Zunge Larynx
bukkale Mukosa bukkale Mukosa
links rechts
unterhalb der .
weicher Gaumen
Zunge

Abbildung 32: Orale Lasionen in Woche 14 der c-term und mid mLAMa3 immunisierten SJL/) Mé&use. Mittels Endoskopie
konnten Schwellungen, Blasen, Krusten und Erosionen (weille Pfeile) an- und unter der Zunge, dem Larynx, der linken und
rechten bukkalen Mukosa, sowie am weichen Gaumen identifiziert werden. Dargestellt ist je ein reprasentatives Bild pro
Mundareal.
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Abbildung 33: Quantifizierung der betroffenen Mundinnenfliche der c-term und mid mLAMa3 immunisierten SJL/J
Maduse in Woche 14, ergab einen signifikant stirkeren Befall der Mundinnenfliche der immunisierten Mduse im
Vergleich zu den Kontrollmausen, die nur das Adjuvanz erhalten hatten. Kein Unterschied war zwischen den
unterschiedlichen Proteinen c-term und mid mLAMa3 festzustellen. Two-way ANOVA mit Mann Whitney Test * p<0,05,
n.s. = nicht signifikant.
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b) Lasionen der Augen
Die ersten Auffalligkeiten nach 6 Wochen des Pilotversuches durch Immunisierung mit c-term und

mid mLAMa3 waren an den Augen zu sehen. Hier zeigten sich bei den roten Augen der SJL/) Mause
weiBe Areale, die zunehmend an GroRe gewannen und auch bis zum Ende des Versuches bei einigen
Versuchstieren zu einer vollkommenen Triibung der Augen fiihrten. Nach 16 Wochen wurden die
Augen daher mit Fluorescein angefarbt, mit einer Blaulichtlampe sichtbar gemacht und fotografiert.
Die Fotos von den Augen wurden anschlieBend mittels Imagel ausgewertet. Hierbei zeigten sich bei
allen Mausen der Versuchsgruppen in jedem Auge Veradnderungen, welche statistisch signifikant
waren im Vergleich zu den Kontrollmdusen, wobei es aber keinen Unterschied in Bezug auf die
Starke, oder die Auspragung der Bindehautbeeinflussung zwischen der c-term und der mid Protein

Immunisierung gab (Abbildung 34).
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Abbildung 34: Lisionen der bulbiren Bindehaut und Kornea in Woche 16 von SJL/) Miusen, welche mit c-term bzw. mid
mLAMa3 oder dem Adjuvanz immunisiert wurden. Sowohl c-term- [A] als auch mid mLAMa3- [B] immunisierte Mause
zeigten ausgepragte Lasionen der bulbdren Bindehaut und Kornea (weill gestrichelte Linien), welche mit Fluorescein
angefarbt und mit einer Blaulichtlampe sichtbar gemacht wurden. Innerhalb der Kontroll-Gruppe, welche nur das Adjuvanz
erhalten hatten, waren kaum Beeintrachtigungen sichtbar [C]. Mittels ImageJ erfolgte die Quantifizierung der angefarbten
Flache als prozentualer Anteil der gesamten Flache, wobei hier ein signifikanter Unterschied zwischen immunisierten und
Kontroll-M&usen, welche nur das Adjuvanz erhielten zu sehen ist [D]. Abgebildet sind jeweils das linke und rechte Auge von
2 reprasentativen Mdusen pro Gruppe. Two-way ANOVA mit Mann Whitney Test * p<0,05, ** p<0,01, n.s. = nicht
signifikant.
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Um die Veranderungen der Bindehaut und Kornea weiter zu charakterisieren, wurden die Augen in
Paraffin eingebettet und Kryoschnitte von verschiedenen Gewebstiefen H&E gefarbt. In diesen
Histologien konnten die Beschdadigungen der Kornea, welche mittels Fluorescin und Blaulicht
makroskopisch sichtbar gemacht wurden, auch mikroskopisch bestatigt werden. Es fanden sich
sowohl Spaltbildungen zwischen Epithel und Stroma als auch ein inflammatorisches Infiltrat
unterhalb des Epithels in den Augen der Versuchsgruppen, nicht aber in den Augen der
Kontrollgruppe (Abbildung 35). Rundliche Verdnderungen, welche in einer Schnitt-Tiefe der
Kontrollgruppe zu sehen waren (Abbildung 35 F) sind am ehesten als artifiziell zu interpretieren und
waren auch die einzige Auffalligkeit dieser Gruppe. Es waren histologisch keine Unterschiede der
Augen von c-term und mid mLAMa3 immunisierten Mausen beziglich Lokalisation oder Auspragung

der Spaltbildung zu erkennen.

c-term mid Kontrolle

/ : - - \ : :

Abbildung 35: Histologie der Kornea von mit c-term-, mid mLAMa3 und mit Adjuvanz allein immunisierten SJL/J M3usen
in Woche 16. Sowohl c-term- [A, D] als auch mid mLAMa3- [B, E] immunisierte Mause zeigten histologisch Spaltbildungen
zwischen Epithel und Stroma [A, B], sowie ein erhdhtes inflammatorisches Infiltrat der Kornea (Pfeile) und subepitheliale
Veranderungen [D, E], n=4. Mause die nur mit dem Adjuvanz immunisiert wurden [C, F] wiesen keine Spaltbildung und kein
inflammatorisches Infiltrat der Kornea auf, n=2. Es zeigten sich allerdings rundliche Lasionen [F] bei den Kontrollen
(Sternchen). Abgebildet sind jeweils 2 reprasentative Bilder pro Gruppe.

Auch die Augen der B6.S Mause zeigten Verdanderungen und vor allem Triibungen durch die
Immunisierung mit mLAMa3 Proteinfragmenten (Abbildung 36 A und B). Nur drei c-term und vier
mid mLAMa3 immunisierte Mause von insgesamt 12 pro Gruppe hatten nach 14 Wochen
Versuchsdauer keine Lasionen an der Bindehaut/Kornea. Die betroffenen Augenflichen der Augen
von c-term und mid mLAMa3 immunisierten Mausen war signifikant gréRer als bei Mausen, die mit

dem Adjuvanz allein immunisiert wurden (Abbildung 36 D).
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Abbildung 36: Lasionen der Bindehaut und Kornea in Woche 14 von B6.S Mausen, welche mit c-term bzw. mid mLAMa3
oder dem Adjuvanz allein immunisiert wurden. Sowohl c-term [A] als auch mid mLAMa3 [B] immunisierte Mause zeigten
ausgepragte Lasionen der Bindehaut (weill gestrichelte Linien), welche mit Fluorescein angefarbt, und mit einer
Blaulichtlampe sichtbar gemacht wurden. Diese Mduse zeigten ebenfalls Schwellungen und Entziindungen der sichtbaren
palpebralen Konjunktiva (weiBe Pfeile). Innerhalb der Kontrollgruppe, welche nur das Adjuvanz erhielt, waren kaum
Veranderungen sichtbar [C]. Mittels Image) erfolgte die Quantifizierung der angefarbten Flache als prozentualer Anteil
eines gesamten Auges, wobei hier ein signifikanter Unterschied zwischen mit mLAMa3-immunisierten und Kontroll-
Mausen, welche nur das Adjuvanz erhielten, zu sehen ist [D]. Abgebildet sind jeweils das linke und rechte Auge von 2
Madusen pro Gruppe. Two-way ANOVA mit Mann Whitney Test * p<0,05, n.s. = nicht signifikant.

Die Wiederholung des Versuches in SJL/) M&usen, fihrte zu geringen Lasionen in den Augen nach 14
Wochen im Vergleich zum ersten Versuch, der tber 16 Wochen lief (Abbildung 37). Hierbei zeigte

sich kein signifikanter Unterschied zwischen mit mLAMa3-immunisierten und allein mit dem

Adjuvanz immunisierten Mausen.
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Abbildung 37: Prozentualer Anteil der angefirbten Augenfliche pro Auge in Woche 14 von SJL/J Miusen, welche mit c-
term bzw. mid mLAMa3 oder dem Adjuvanz allein immunisiert wurden. Sowohl c-term (n=24 Augen) als auch mid (n=24
Augen) mLAMa3-immunisierte Mause zeigten Lasionen der Bindehaut und Kornea, welche mit Fluorescein angefarbt, und
mit einer Blaulichtlampe sichtbar gemacht wurden. Innerhalb der Kontrollgruppe (n=8 Augen), welche nur das Adjuvanz
allein erhielten, waren keine Lisionen der Bindehaut/Kornea sichtbar. Mittels Imagel) erfolgte die Quantifizierung der
angefarbten Flache als prozentualer Anteil eines gesamten Auges. Zwischen mit mLAMa3-immunisierten und
Kontrollmausen, welche nur das Adjuvanz erhalten hatten, war kein statistischer Unterschied feststellbar. Two-way ANOVA
mit Mann Whitney Test, n.s. = nicht signifikant.

c) Lasionen der Konjunktiva

Immunisierte Mause zeigten in der 14. Woche Krusten, Erosionen und Schwellungen rund um die
Augen (Abbildung 36). Auch das passive SHP-Mausmodell zeigte makroskopisch und mikroskopisch
starke Beeintrachtigungen der Konjunktiva. Um zu lGberprifen, ob auch das aktive Mausmodell Giber
dieses Merkmal verfigt, wurden H&E gefarbte Histologien der Konjunktiven, nach dem in Kapitel
3.1.4 etablierten Konjunktiva-Score ausgewertet. Histologisch zeigten sich deutliche Spaltbildungen
zwischen Epithel und Stroma, sowie ein mildes bis starkes inflammatorisches Infiltrat (Abbildung 38 A
und B). Nach der Quantifizierung waren sowohl die SJL/J Mause des Pilotversuches (nicht gezeigt), als
auch die B6.S Mause, durch Entziindungen und Spaltbildungen der Konjunktiva statistisch starker
betroffen (Abbildung 38 D) als Mause, die nur das Adjuvanz erhielten (Abbildung 38 B), unabhingig
davon, ob mit dem c-term (Abbildung 38 A) oder mit dem mid mLAMa3 (Abbildung 38 C) immunisiert

wurde.
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Abbildung 38: H&E gefirbte Schnitte der Konjunktiven von B6.S Mausen des aktiven SHP Modell. Die Immunisierung mit
c-term [A] und mid [C] mLAMa3 Protein fuhrte nach 14 Wochen histologisch zur Spaltbildung der Konjunktiva (Sternchen)
und Infiltrat von Leukozyten, wohingegen die Histologien von Mausen, welche nur das Adjuvanz erhielten, weder eine
Spaltbildung noch ein zelluldres Infiltrat zeigten [B]. Dargestellt ist je ein reprasentatives Bild pro Gruppe. Die
Quantifizierung der Spaltbildungen ergab eine statistisch signifikante starkere Pathologie in den Konjunktiven der mLAMa3-
Immunisiserungsgruppe im Vergleich zu den Kontrolltieren [D]. Hierbei ist kein Unterschied in der Auspragung oder der
Schwere der Spaltbildung zwischen den beiden Proteinfragmenten festzustellen. Unpaired t-test mit Posthoc Mann-
Whitney test * p<0,05, n.s. = nicht signifikant. MaBstabsbalken = 100pm.

d) Lasionen der Haut

Nur etwa jeder flinfte SHP Patient zeigt klinisch auch Lasionen der Haut (Amber et al., 2018). In den
verschiedenen Immunisierungsversuchen konnten ebenfalls bei einigen Mausen Lasionen der Haut
festgestellt werden. Im ersten Versuch mit SIL/J Mausne zeigten sich die ersten Hautldsionen in der
sechsten Woche. Am Ende des Versuches waren bei zwei von sieben c-term und bei einer von vier
mid immunisierten mLAMa3 Mausen deutliche Hautldasionen zuerkennen (Abbildung 39 A und B).
Diese waren vor allem im Bereich um die Augen und die Schnauze lokalisiert. Fiir die betroffene
Kérperoberfliche entstand hierdurch eine statistische Signifikanz fir die c-term mLAMa3
immunisierten Mause im Vergleich zu den Kontrollmadusen. Die hohe Standardabweichung, die durch
diejenigen Mause zustande kam, welche keine oder nur geringe Hautldsionen aufwiesen, spiegelt die

Unterschiede innerhalb der Gruppen fiir die betroffene Korperoberflache wider (Abbildung 39 D).
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Abbildung 39: Hautlisionen in Woche 16 von SJL/J Miusen, welche mit c-term bzw. mid mLAMa3 immunisiert wurden
sowie deren betroffene Korperoberfliche liber die Zeit. Man erkennt Ldsionen der Haut im Bereich der Augen (Pfeile) und
der Schnauze bei 2 von insgesamt 6 c-term immunisierten mLAMa3 Mausen [A] und bei 1 von insgesamt 4 mid
immunisierten mLAMa3 Mausen im Bereich der Schnauze [B]. Dargestellt sind 4 Bilder pro Gruppe. Die Quantifizierung der
betroffenen Korperoberflache liber die Zeit zeigt eine hohe Standardabweichung und nur fir c-term mLAMa3 immunisierte
Maduse eine statistische Signifikanz [D]. Two-way ANOVA mit Mann Whitney Test * p<0,05, n.s. = nicht signifikant.

Bei der Immunisierung mit mLAMa3 Fragmenten der B6.S Mause konnten im Versuchszeitraum von
14 Wochen keine Blasen, Krusten oder Erosionen an der Haut festgestellt werden. Auffallig war
jedoch ein erhohter Fellverlust im Bereich des Kopfes und des Nackens bei den Versuchs- (Abbildung
40 A und B) nicht aber bei den Kontroll-Mausen (nicht gezeigt). Jeweils zwei der zwolf Tiere pro
Versuchsgruppe wiesen deutlich sichtbaren Fellverlust auf. Die betroffenen Partien finden sich in

Arealen, in denen sich die Mause vermehrt gekratzt bzw. geputzt haben.
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Abbildung 40: B6.S Mause in Woche 14, welche mit c-term bzw. mid mLAMa3 immunisiert wurden. Fotos der Mduse
zeigten vor allem Fellverlust im Bereich des Kopfes. Hierbei konnten keine Unterschiede beziiglich der Auspragung oder
Lokalisation zwischen Mausen welche mit dem c-term [A] oder dem mid mLAMa3 Protein [B] immunisiert wurden,
festgestellt werden. Dargestellt sind Bilder von je zwei Mausen pro Gruppe, bei denen ein Fellverlust festgestellt werden
konnte. Deutlich an den klinischen Bildern sind auch die Lasionen der Augen zu sehen, welche mit Pfeilen gekennzeichnet
sind.

Bei der Wiederholung der Immunisierungsstrategie konnten nach 14 Wochen in SJL/J Mause nur
geringe Krusten und Erosionen an den Ohren und im Bereich der Konjunktiva rund um die Augen,

festgestellt werden (Abbildung 41 A und B).
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Abbildung 41: SIL/) Miuse in Woche 14, welche mit c-term bzw. mid mLAMa3 immunisiert wurden. Die Fotos der Mause
zeigen minimale Krusten und Erosionen an den Ohren. Dies waren die einzigen Auffalligkeiten, welche kutan bis zum
Versuchsende zu verzeichnen waren. Dargestellt sind Bilder von je 2 Mdusen pro Gruppe, bei denen Auffilligkeiten der
Haut festgestellt werden konnten.

3.5.3 Direkte Immunfluoreszenz perildsionaler Haut, Mundschleimhaut und Konjunktiva

Um zu Uberprifen, ob die Mause tatsdchlich Autoantikorper aufgrund der injizierten Proteine
gebildet haben, welche an der dermo-epidermalen Junktionszone binden, wurden Kryoschnitte
verschiedener Gewebe mit Antikdrpern gegen murines IgA, 1gG und den murinen
Komplementfaktor 3 (C3) inkubiert und mittels direkter Immunfluoreszenz detektiert. Alle gefarbten
Schnitte und Gewebe, welche von sowohl c-term (Abbildung 42, A, D, G, J), als auch mid mLAMa3
(Abbildung 42, B, E, H, K) immunisierten Mausen stammten, zeigten lineare IgA Ablagerungen
entlang der Basalmembran, wohingegen bei Proben von nur mit dem Adjuvanz immunisierten

Mausen (Abbildung 42, C, F, |, L) keine Fluoreszenz in diesem Bereich zu sehen ist.
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Abbildung 42: Direkte Immunfluoreszenz perildsionaler Biopsien mit Ablagerungen von IgA entlang der
Basalmembranzone. Kryoschnitte perildsionaler Biopsien der Kornea [A-C, n=4 SJL/J c-term und mid mLAMa3 immunisiert,
n=2 Kontrolle], der Konjunktiva [D-F, n=6 pro Mauslinie und Protein], der bukkalen Mukosa [G-l, n=6 pro Mauslinie und
Protein] und von Ohren von Mausen, welche mit dem c-term [A,D,G,]] oder dem mid [B,E,H,K] mLAMa3 Protein
immunisiert wurden, sowie von Kontrollmausen die lediglich das Adjuvanz erhielten [C,F,I,L, n=3 pro Mauslinie], wurden mit
Anti-Maus IgA FITC (grin) angefarbt und Zellkerne mit DAPI (blau) gegengefarbt. Alle Gewebeproben, unabhangig ob c-term
oder mid mLAMa3 immunisiert, zeigten eine lineare IgA Deposition entlang der Basalmembranzone (Pfeile), welche bei den
Kontrollgeweben nicht zu sehen ist. Abgebildet ist je ein reprasentatives Bild pro Gruppe.

IgG Autoantikdrper gegen die Basalmembranzone konnten bei allen Madusen, welche mit c-term oder
mid mLAMa3 immunisiert wurden in allen Gewebeproben der Ohren, der bukkalen Mukosa und der
Konjunktiva nachgewiesen werden (Abbildung 43 G-H und J-K). Bei der Kornea waren drei von vier
der c-term mLAMa3 immunisierten Gruppe positiv in der direkten Immunfluoreszenz fir IgG

(Abbildung 43 A). Zwei von vier Mausen, der mid mLAMa3 immunisierten Gruppe, waren negativ fir



eine 1gG Ablagerung an der Kornea (Abbildung 43 B). Alle Gewebeproben der Kontrollmause waren

negativ.

IgG i Kontrolle

bukkale Mukosa Konjunktiva Kornea

Ohr

Abbildung 43: Direkte Immunfluoreszenz perildsionaler Biopsien mit Ablagerung von IgG entlang der Basalmembranzone.
Kryoschnitte perildsionaler Biopsien der Kornea [A-C, n=4 SJL/J c-term und mid mLAMa3 immunisiert, n=2 Kontrolle], der
Konjunktiva [D-F, n=6 pro Mauslinie und Protein], der bukkalen Mukosa [G-I, n=6 pro Mauslinie und Protein] und von Ohren
von Mausen, welche mit dem c-term [A,D,G,]] oder dem mid [B,E,H,K] mLAMa3 Protein immunisiert wurden, sowie von
Kontrollmdusen die lediglich das Adjuvanz erhielten [C,F,I,L, n=3 pro Mauslinie], wurden mit Anti-Maus 1gG FITC (grin)
angefarbt und Zellkerne mit DAPI (blau) gegengefarbt. Gewebeproben der Konjunktiva, der bukkalen Mukosa und vom Ohr
zeigten in allen Farbungen, unabhangig ob c-term oder mid mLAMa3 immunisiert, eine lineare 1gG Deposition entlang der
Basalmembranzone (Pfeile), welche bei den Kontrollgeweben nicht zu sehen ist. Dargestellt ist jeweils ein reprdsentatives
Bild.

Ablagerungen von Komplementfaktor 3 (C3) an der Basalmembranzone konnten in allen

Gewebeproben der c-term (Abbildung 44, A, D, G, J) und der mid mLAMa3 (Abbildung 44, B, E, H, K)



immunisierten Mause, nicht aber in den Geweben der Kontrollgruppe (Abbildung 44, C, F, |, L)

gefunden werden.

C3 i Kontrolle

Konjunktiva Kornea

bukkale Mukosa

Ohr

Abbildung 44: Direkte Immunfluoreszenz perildsionaler Biopsien mit Ablagerung von C3 entlang der Basalmembranzone.
Kryoschnitte perildsionaler Biopsien der Kornea [A-C, n=4 SJL/J c-term und mid LAMa3 immunisiert, n=2 Kontrolle], der
Konjunktiva [D-F, n=6 pro Mauslinie und Protein], der bukkalen Mukosa [G-I, n=6 pro Mauslinie und Protein] und von Ohren
von Mausen, welche mit dem c-term [A,D,G,J]] oder dem mid [B,E,H,K] LAMa3 Protein immunisiert wurden, sowie von
Kontrollmdusen die lediglich das Adjuvanz erhielten [C,F,I,L, n=3 pro Mauslinie], wurden mit Anti-Maus C3 FITC (griin)
angefarbt und Zellkerne mit DAPI (blau) gegengefarbt. Alle Gewebeproben, unabhéngig ob c-term oder mid LAMa3
immunisiert, zeigten eine lineare C3 Deposition entlang der Basalmembranzone (Pfeile), welche bei den Kontroll-Geweben
nicht zu sehen ist. Abgebildet ist je ein reprasentatives Bild pro Gruppe.

3.5.4 Periphere eosinophile Granulozyten
Um zu untersuchen, ob sich die in den Geweben gefundene Entziindungsreaktion auch im

peripheren Blut widerspiegelt, wurden EDTA-Blutproben am Ende der 14. Woche von den Mausen
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genommen und ein differentielles Blutbild erstellt. Eosinophile waren in beiden untersuchten
Mausstdmmen bei den mit mLAMa3 immunisierten Md&usen erhoht (Abbildung 45 A, B).
Unterschiede waren zwischen den beiden Mausstammen fir Monozyten und Granulozyten zu
erkennen. Wahrend Monozyten nur in den B6.S Mausen prozentual mehr im Blut vorgefunden
wurden und nicht bei den SJL/J Mausen (Abbildung 45 C, D), so verhielt sich dies beziiglich der
Granulozyten umgekehrt. Hier zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen der mLAMa3
Immunisierungs- und der Kontroll-Gruppe nur in den SJL/J Mausen (Abbildung 45 E, F). Es konnte
kein Unterschied zwischen c-term und mid mLAMa3 immunisierten Mausen im differenziellen

Blutbild festgestellt werden.
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Abbildung 45: Differenzielles Blutbild von mit c-term und mit mid mLAMa3 immunisierten B6.S und SJL/J M&usen und
Mausen, die nur das Adjuvanz erhalten hatten in Woche 14. Die gestrichelten Linien geben die Grenzen fiir normale
Blutwerte von C57BL/6J Mausen als Richtwert an. One-way ANOVA mit Mann Whitney Test * p<0,05, ** p<0,01, n.s. = nicht
signifikant.
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3.5.5 Anti-c-term mLAMa3 und Anti-mid mLAMa3 IgG im Serum
Seren von mit c-term und mid mLAMa3 immunisierten Mausen wurden im Western-Blot auf lhre

Reaktivitdat mit den jeweiligen Proteinen getestet. Hierbei sollte das jeweils nicht zur Immunisierung
genutzte Protein als Negativkontrolle dienen sollte. Uberraschenderweise konnte jedoch fiir alle
Seren von c-term immunisierten Mausen auch eine Reaktivitdat mit dem mid mLAMa3 Protein

detektiert werden und vice versa (Abbildung 46).

c-term mLAMa3 Membran mid mLAMa3 Membran
60 kDa
<«
40 kDa
<«
1 23 4 5 6 7 8 9 1 2 3 4
H_JH—JH—J anti-His H—}%—J Hr—} anti-His
mid c-term  Adjuvanz c-term Adjuvanz
immunisierte Mausseren immunisierte Mausseren

Abbildung 46: Western-Blot der Seren von c-term und mid mLAMa3 immunisierten Mausen in Woche 14. Jeweils drei
Seren der mid [1-3] und c-term mLAMa3 immunisierten Mause [4-6] und zwei Seren von Mausen, die nur mit dem
Adjuvanz immunisiert wurden [7-8], wurden im Western-Blot auf ihre Reaktivitdt gegen das injizierte und das nicht-
injizierte mLAMa3 Proteinfragment getestet. Als Kontrolle diente ein Anti-His Antikorper [9] (Pfeile). Alle getesteten Seren
reagierten sowohl mit dem Protein mit dem immunisiert wurde, als auch mit dem Protein mit dem nicht immunisiert
wurde.

Eine mogliche Erklarung fur diese Beobachtung wére eine Sequenzhomologie zwischen dem c-term
und dem mid mLAMa3 Proteinen, so dass die Immunisierung mit c-term mLAMa3, zur Produktion
von Antikérpern fiihrte, welche auch Epitope des mid mLAMa3 Protein erkennen kénnen. Daher
wurde ein Alignment der Sequenzen mittels BLAST durchgefiihrt, um Sequenzhomologien zu
identifizieren. Demnach existiert ein Abschnitt von 32 Aminosauren zwischen den beiden c-term und
mid mLAMa3 Protein-Sequenzen, in dem 11 Aminosduren identisch und weitere 2 Aminosauren

strukturanalog zueinander sind (Abbildung 47).
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Abbildung 47: Alignment der c-term und mid mLAMa3 Proteinfragmente mittels BLAST zeigt eine Sequenzhomologie von
11 Aminosduren liber einen Abschnitt von insgesamt 32 Aminosaduren. Dargestellt ist die mLAMa3 Kette mit dem mid
mLAMa3 Fragment (aa 1656-1985) und dem c-term mLAMa3 Fragment (aa 2756-3330), welche rekombinant hergestellt
und zur Immunisierung der Mduse verwendet wurden. Das Alignment mittels der online Datenbank BLAST ergab 11
Aminosauren innerhalb eines Abschnittes von 32 Aminosauren, bei denen eine Sequenzhomologie zwischen den beiden
Fragmenten vorliegt (roter Kasten).

Um zu Uberpriifen, ob es wirklich durch eine Sequenzhomologie zur Bildung von c-term mLAMa3
reaktiven Autoantikdrpern in mid mLAMa3 immunisierten Mausen gekommen ist (und umgekehrt),
wurden mid mLAMa3 spezifische Antikorper aus den Seren von mid und c-term mLAMa3
immunisierten Mausen durch Inkubation mit dem mid mLAMa3 Proteinfragment neutralisiert (und
umgekehrt, nicht gezeigt). Sollte eine Sequenzhomologie ursachlich fiir die Kreuzreaktivitdt der
Autoantikorper sein, ware zu erwarten, dass die jeweiligen Autoantikorper-Reaktivitdten durch
Praadsorption mit dem jeweils anderen Antigen, neutralisiert werden. Beide einegsetzten Seren
verloren Ihre Reaktivitdt gegen das mid mLAMa3 Proteinfragment durch den Neutralisationsvorgang
mit dem mid mLAMa3 Proteinfragment (Abbildung 48 A, Streifen 5 und 9). Seren von sowohl c-term,
als auch mid mLAMa3 immunisierten Mausen behielten allerdings ihre Reaktivitdt gegen c-term
mLAMa3, auch nachdem die Antikérper gegen mid mLAMa3 neutralisiert wurden (Abbildung 48 B,
Streifen 6 und 10). Somit wird eine Kreuzreaktivitdt aufgrund von Sequenzhomologie der beiden
Proteine als unwahrscheinlich erachtet. Die zugehoérigen Kontrollen blieben wie erwartet negativ
(Abbildung 48 A, Streifen 9-11 und B Streifen 10-12). Dieser Versuch wurde insgesamt mit 5
verschiedenen Seren je Mauslinie und auch mit Neutralisation des c-term mLAMa3 Fragmentes, mit

korrespondierendem Ergebnis, durchgefihrt.
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Abbildung 48: Western-Blot von c-term und mid mLAMa3 immunisierten Mausseren mit und ohne Neutralisation des
mid mLAMa3 Proteins. Seren einer mid [A, 1-5 und B 1-6] und einer c-term mLAMa3 immunisierten Maus [A, 6-9 und B 7-
9], sowie das Serum einer Maus, die lediglich mit dem Adjuvanz immunisiert wurde [A, 10 und B 11], wurden im Western-
Blot auf Reaktivitat gegen das injizierte und das nicht-injizierte mLAMa3 Proteinfragment getestet. Zusatzlich wurden die
Seren mit dem mid Protein adsorbiert und erneut getestet (rote Markierungen). Seren von Madausen beider
Immunisierungsgruppen verloren durch den Neutralisationsvorgang mit dem mid mLAMa3 Protein ihre Reaktivitat gegen
das mid mLAMa3 Protein [A, 5 und 9], nicht aber gegen das c-term mLAMa3 Protein [B, 6 und 10].

3.5.6 Immunglobulin Isotypen und IgG-Subklassen der Autoantikérper

Die Isotypen der Autoantikoérper von erkrankten SHP Mausen wurden mittels ELISA bestimmt. Hierzu
wurden Platten mit c-term und mid mLAMa3 Proteinfragmenten beschichtet, mit den Mausseren
inkubiert und mittels spezifischer Zweitantikorper die Isotypen und IgG-Subklassen der
Autoantikorper detektiert. Im Einklang mit den Ergebnissen aus Abschnitt 3.5.5 konnte auch mittels
ELISA fur alle Seren von c-term immunisierten Mdusen eine Reaktivitdit mit dem mid mLAMa3
Protein detektiert werden und vice versa (Abbildung 49). Es konnte keine Praferenz der
Autoantikorper fur das Protein, welches zur Immunisierung der getesteten Gruppe genutzt wurde,

nachgewiesen werden. Auch konnten innerhalb der mid mLAMa3 spezifischen Autoantikorper des
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IgG-Isotyps keine vorherrschende 1gG Subklasse identifiziert werden (Abbildung 49 A-B). Im Vergleich
dazu waren Autoantikdrper, welche spezifisch das c-term mLAMa3 Protein erkannten und von SJL/J
Mausen gebildet wurden, nicht (Abbildung 49 D), oder im Vergleich zu den anderen IgG Subklassen
vermindert (Abbildung 49 C), von der 1gG3 Subklasse. IgM-Autoantikdrper konnten in den Seren nur
bei SIL/J Mausen nicht spezifisch fur c-term mLAMa3 nachgewiesen werden (Abbildung 49 D). Fur
mid mLAMa3 immunisierte SJL/J und fur B6.S Mause unabhidngige vom verwendeten
Proteinfragment zeigte sich IgM als statistisch signifikant erhoht in den getesteten Seren, im
Vergleich zu den Seren der mit dem Adjuvanz immunisierten Mause. Anti-mLAMa3 IgA und IgE

konnten gegen kein Fragment unabhangig vom Mausstamm nachgewiesen werden (Abbildung 49 A-
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Abbildung 49: Bestimmung der Autoantikorper Isotypen und IgG-Subklassen im aktiven SHP-Mausmodell mittels ELISA.
Seren von mid- (rote Balken) und c-term (blaue Balken) mLAMa3-immunisierten Mausen, sowie Seren von Mdusen, die
lediglich mit dem Adjuvanz immunisiert wurden (grine Balken), wurden im ELISA auf Reaktivitat ihrer Autoantikérper
mLAMa3 Fragment Tsotypen und IgG-Subklassen gegen das mid [A, B] und das c-term mLAMa3 [C, D] Proteinfragment
getestet (n=6 pro Gruppe). Die Seren der Mause des aktiven SHP-Mausmodells reagierten sowohl mit dem mLAMa3
Fragment mit dem immunisiert wurde als auch mit dem Fragment mit dem nicht immunisiert wurde. *p<0,05, **p<0,01,
**%p<0,001. ****p<0,0001.
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4. Diskussion

Das SHP ist eine Autoimmundermatose mit ausgepragter Morbiditdt und erhdhter Mortalitat
(Holtsche et al., 2018). Aufgrund der schlechten Probenlage und der Notwendigkeit SHP Patienten
sofort zu behandeln, bilden Mausmodelle die Grundlage zur Erforschung neuer Therapieoptionen
und zur Entschlisselung der Pathogenese. Hierzu wurde erstmals 2017 von Heppe et al. ein
Mausmodell in adulten Mausen publiziert, welches die Hauptmerkmale der Erkrankung widerspiegelt
(Heppe et al., 2017). Mit Hilfe dieses passiven Mausmodells hat die vorliegede Arbeit folgende

Fragestellungen addressiert:

1) Entwicklung eines klinischen Scoring-Systems fiir das neu etablierte passive Mausmodell des
SHP

2) Testung des passiven SHP-Mausmodelles mit einer etablierten Therapie, welche auch bei
SHP Patienten angewandt wird, sowie die Testung innovativer Therapien mit vergleichbar
weniger schweren Nebenwirkungen

3) Entwicklung eines aktiven Mausmodelles. Dieses Modell hat den Vorteil gegeniber dem
passiven Modell, das die Mause murine Antikdrper gegen Laminin 332 entwickeln und Gber
einen langeren Zeitraum ohne weitere Interventionen erkrankt bleiben. Dieses Modell eignet

sich daher sehr gut, um neue Therapieoptionen fiir das SHP zu evaluieren.

4.1 Bewertungsverfahren fiir das Antikorpertransfer Schleimhautpemphigoid-
Mausmodell
SHP Patienten zeigen klinisch ein heterogenes Bild. Etwa 85% der SHP Patienten weisen Lasionen

innerhalb des Mundes auf, gefolgt von 65%, bei denen die Konjunktiva beteiligt ist. Die Haut ist mit
25-30%, die Nasenhohle mit etwa 20%, Pharynx und Anogenitalregion mit je 20% und Larynx und
Osophagus mit etwa 10% bei SHP Patienten betroffen (Holtsche et al., 2018). Die wesentlichen
klinischen und immunpathologischen Charakteristika von SHP Patienten kénnen in dem neu
etabliertem passivem Transfermodell des Anti-Laminin 332 SHP in adulten Mausen abgebildet
werden (Heppe et al., 2017). Bei Patienten kann die Schwere des Krankheitsverlaufes mit dem
Mucous Membrane Pemphigoid Disease Activity Index (MMPDAI) eingestuft werden (Murrell et al.,
2015). Gewertet werden beim MMPDAI neben Hautldsionen der verschiedenen Kérperpartien, auch
die Kopfhaut, sowie die Augen und alle anderen Schleimh&ute nach ihrer jeweiligen Anzahl an
Erosionen/Ldsionen und moglichen Schidigungen wie Narbenbildung, Erytheme oder

Hyperpigmentation.

Eine direkte Anwendung des MMPDAI auf das passive SHP-Mausmodell war aufgrund der

anatomischen Unterschiede zwischen Menschen und Mausen nicht moglich. Daher wurde im ersten
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Teil dieser Arbeit ein Bewertungssystem entwickelt, um den klinischen Befall der erkrankten Mause
zu quantifizieren. Die betroffene Korperoberfliche, die oralen Lasionen und die konjunktivale
Spaltbildung, sowie der Verlust an Koérpergewicht, wurden hierzu als Hauptbeteiligungen definiert.
Das prozentuale Bewerten der betroffenen Korperoberfliche wurde bereits erfolgreich in
verschiedenen Mausmodellen eingesetzt (Bieber et al., 2017), und bietet somit die Mdglichkeit die
Schwere der Hautldasionen mit anderen passiven Mausmodellen blasenbildender
Autoimmunerkrankungen wie der EBA (Chiriac et al., 2007) oder dem BP (Schulze et al., 2014)
vergleichen zu koénnen. Wie auch bei SHP Patienten sind beim Mausmodell die haufigsten
betroffenen Kérperpartien der Kopf, Nacken und der obere Kérperrumpf (Williams et al., 2011). Im
Gegensatz zu menschlichen Patienten sind beim passiven SHP-Mausmodell dabei dominant die
Ohren der Mduse von Krusten und Lasionen befallen. Laut einer Studie von Amber et al. aus 2016
entspricht der Anteil an Anti-Laminin 332 SHP Patienten, welcher pharyngeale Ldsionen zeigen etwa
93% (Amber et al., 2016). Orale Lasionen konnten bei 100% der Mause mittels endoskopischer
Untersuchungen des Mundinnenraumes nachgewiesen werden (Heppe et al., 2017). Der hier, als
beste Moglichkeit zur Quantifizierung, etablierte klinische Score durch Zahlen von betroffenen
Mundvierteln im Mausmodell hat den Vorteil, dass er leicht praktikabel ist. Der Nachteil besteht
darin, dass er keine Rickschlisse auf die tatsdchliche Schwere der oralen Lasionen zuldsst, da er die
Anzahl der Verdnderungen und deren relative GroRe nicht bertlicksichtigt. Dennoch haben das
Validierungsexperiment, sowie die folgenden Versuche mit dem Mausmodell gezeigt, dass sich diese

Quantifizierungsmethode eignet, um Heilungseffekte aufzudecken.

Bei SHP Patienten sind zur Einschatzung der Schwere der okuldren Beteiligung verschiedenste
Verfahren publiziert (Lee et al., 2018). Beim MMPDAI wird die 2013 von Munyangango et al.
veroffentlichte Methodik angewandt (Munyangango et al., 2013). Hierbei wird das Auge in vier
Abschnitte eingeteilt und Erythemen auf einer Skala von 1-4 pro Augenviertel gescort. Mittels dieser
Methode kann das Ausmal der Entziindung am Auge auch von Nicht-Ophthalmologen quantifiziert
werden. Zuletzt etablierten Tepelus et al. in 2017 die in-vivo-Konfokalmikroskopie beim okuldren SHP
Patienten und konnten mit ihrer Methodik herausfinden, dass bei Patienten eine erhdohte Dichte
epithelialer dendritischer Zellen in der Konjunktiva von Patienten zu finden ist (Tepelus et al., 2017).
Aufgrund der anatomischen Unterschiede zwischen menschlichen Augen und Mausaugen hétte sich
nur die letzte Methodik als anwendbar fiir das Mausmodell erwiesen, da Rétungen und Erytheme bei
den Mausen nicht ohne weiteres nachgewiesen werden konnen. Des Weiteren ist die Konjunktiva bei
Mausen im Gegensatz zum Menschen anders lokalisiert. lhr bulbdrer Anteil bis zum Limbus ist bei
geoffnetem Auge der Maus nur an den dulRersten Grenzen des Auges auszumachen (Ramos et al.,
2013). Eine in-vivo-Konfokalmikroskopie war in unserem Fall jedoch logistisch nicht ausfiihrbar.

Daher wurden Histologien der Konjunktiven H&E gefarbt und die Schwere der ,,okuldren Beteiligung”
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Uber die Lange der Spaltbildung definiert. Das hier etablierte Bewertungsverfahren wurde 2017 in
der Publikation von Heppe und Tofern et al. angewandt (Heppe et al., 2017). Hier konnte gezeigt
werden, dass im passiven SHP-Mausmodell der Gewichtsverlust mit dem Score der oralen Ladsionen
korreliert. In friiheren Experimenten mit dem Mausmodell von Eva Nina Heppe, einer Doktorandin in
der Abteilung Translation des LIED, mussten aufgrund des Gewichtsverlustes immer wieder Mause
aus den Versuchen genommen werden, da diese mehr als 20% ihres Gewichtes im Vergleich zum
Ausgangsgewicht verloren hatten. Dies ist aus Tierschutzgriinden als definitives Abbruchkriterium bei
den Experimenten definiert. Der Gewichtsverlust resultierte der Datenlage nach aus den oralen und
hochstwahrscheinlich auch aus den 6sophagealen Lasionen. In den sterilen Kafigen der Tierhaltung
zu Lubeck wird den Mausen das Futter von oben Uber Gitter dargeboten. Die Mduse mussen sich
zum Fressen strecken und den Kopf in den Nacken legen. Es ist einfach sich vorzustellen, dass dies bei
oro-pharyngealen und eventuell auch 6sophagealen Beeintrachtigungen schmerzhaft fiir die Maus
ist. Daher wurden den Mausen in allen folgenden Experimenten, zur leichteren Nahrungsaufnahme,
(eingeweichte) Futterpelletts in den Kafig gelegt. Diese MaRnahme fiihrte dazu, dass es zu keinem
wesentlichen Gewichtsverlust bei den in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Versuchen kam.
Um zuletzt, wie bei dem MMPDAI, eine Aussage Uber die Gesamtkrankheitsaktivitdit machen zu
kénnen, wurden alle Charakteristika mittels eines Multiplikators individuell auf die betroffene
Koérperoberflaiche angepasst und zu einem Gesamtscore addiert. So konnte das angestrebte Ziel
erreicht werden, alle entwickelten Teilscores mit jeweils der gleichen Gewichtung in einen
Gesamtscore zusammenzufassen und einen Gewichtsverlust von mehr als 20% bei den Madusen zu
vermeiden. Das Verfahren wurde in der vorliegenden Arbeit erstmalig entwickelt, da nach
eingehender Literaturrecherche keine anderen Mausmodelle mit oralen Lasionen identifiziert

werden konnten.

Die finale Validierung dieser Quantifizierungsmethodik, welche signifikante Unterschiede der
einzelnen Hauptcharakteristika Gber die Zeit bestatigte, bildete die Grundlage fiir die folgenden
Experimente und die Moglichkeit Therapieoptionen im passiven SHP-Mausmodell testen und

verifizieren zu kdnnen.

4.2 Therapieoptionen im Antikérpertransfer Schleimhautpemphigoid-Mausmodell
Um das Modell nach der Entwicklung des Scoring Systems weiter zu charakterisieren, sollte Gberpriift

werden, ob das Bewertungsverfahren klinische Effekte aufdecken und somit neue Therapieoptionen
auf einen moglichen Behandlungserfolg eruieren kann. Fiir die Behandlung von SHP Patienten gibt es
verschiedene Therapieoptionen. Neben Kortikosteroiden ist Dapson das am haufigsten angewandte
Medikament bei milder und moderater Erkrankungen (Hegarty et al., 2010; Holtsche et al., 2018). Als

proof-of-concept Versuch sollte daher Dapson im passiven SHP-Mausmodell eingesetzt werden. Die
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Gabe von Dapson konnte im Mausmodell sowohl die oralen Lasionen als auch die Hautldsionen
signifikant reduzieren, womit die konzeptionelle Eignung des Modelles zur Testung neuer
Therapieoptionen erwiesen wurde. Anders als auf die oralen und die Hautldasionen wirkte Dapson
nicht auf die okuldren Lasionen. Bei der humanen Erkrankung wird bei milden okuldren Ldsionen
durchaus Dapson eingesetzt, jedoch in aller Regel in Kombination mit systemischen Kortikosteroiden
(Chan et al., 2002; Dart, 2017; Georgoudis et al., 2019). Daher ist der Riickschluss eines positiven

Behandlungseffektes von Dapson auf okuldre Lasionen bei Patienten mit SHP schwer zu erbringen.

Dapson (4,4'-Diaminodiphenylsulfon) ist ein Anilinderivat, das zur Gruppe der synthetischen Sulfone
gehort und wurde erstmals 1908 von E. Fromm in Deutschland synthetisiert. 1937, kurz nach der
Entdeckung von Sulfonamiden als Antibiotika konnte eine entziindungshemmende Wirkung von
Dapson bei experimentell induzierten Infektionen in Mausen nachgewiesen werden (Pradhan et al.,
2016). Die duale Funktion von Dapson als antibiotischer/antiprotozoaler und antientziindlicher
Wirkstoff findet seine Anwendung sowohl bei Infektionskrankheiten wie Malaria und Lepra, als auch
bei dermatologischen Erkrankungen wie den blasenbildenden Autoimmundermatosen, der Linearen
IgA-Dermatose oder der Dermatitis herpetiformis Duhring (Wozel und Blasum, 2014). Letzteren ist
jedoch in aller Regel gemein, dass die Gewebeentzliindungen hauptsachlich durch die Rekrutierung
von Neutrophilen und Eosinophilen vermittelt werden (Wozel und Blasum, 2014). Als
antientziindliches Mittel wirkt Dapson zum Beispiel Gber die Hemmung der Myeloperoxidase.
Neutrophile Granulozyten kénnen durch den sogenannten respiratory burst Bakerien abtoten, indem
sie Wasserstoffperoxid in Hypochlorsdure mittels des Enzyms Myeloperoxidase umwandeln. Dapson
hemmt dieses Enzym reversibel und verhindert die Anreicherung von Hypochlorsdure, wodurch
Gewebeschdaden wiahrend einer Entziindungsreaktion reduziert werden kénnen (Bozeman et al.,
1992). Des Weiteren Uibt Dapson die Hemmung der Neutrophilenfunktion lber die Freisetzung von
Leukotrienen B4 und C4, Prostaglandin E2 und Thromboxan B2, sowie die Chemotaxis von
Neutrophilen, aus. Samaveda et al. konnten 2013 zeigen, dass Neutrophile die wichtigsten
Effektorzellen fur die kutanen Ldsionen im Antikoérpertransfer und im immunisierungsinduziertem
Mausmodell der EBA sind (Samavedam et al., 2013). Ebenso besteht das dermale entzindliche
Infiltrat  beim SHP-Mausmodell vorwiegend aus Ly6G-positiven Neutrophilen, neben

Makrophagen/Monozyten und CD3-positiven T-Zellen (Heppe et al., 2017).

Weitere publizierte Wirkmechanismen von Dapson beinhalten eine verminderte IL-8 Sekretion von
Keratinozyten, welche mit BP-IgG inkubiert wurden (Schmidt et al.,, 2001), eine reduzierte
Chemotaxis fir Leukozyten unter der Verwendung bestimmter Stimuli und u.a. induziert durch
reduzierte IL-8 Level, sowie eine verminderte Produktion von Peroxidase und reaktiven

Sauerstoffspezies von Eosinophilen (Smith und Cox, 2008).
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Der positive Behandlungseffekt von Dapson auf die kutanen und oralen Lasionen im passiven SHP-
Mausmodell, kdnnte neben der Hemmung der Myeloperoxidase in Neutrophilen auch im
Zusammenhang mit der von Schmidt et al. publizierten inhibierten Sekretion von IL-8 aus
Keratinozyten stehen. In Zellkulturexperimenten der vorliegenden Arbeit konnte eine erhéhte CXCL2
Sekretionen von murinen Keratinozyten, welche mit Anti-LAMa3 IgG behandelt wurden festgestellt
werden. CXCL2 ist ein murines Funktionshomolog zum humanen IL-8, da Mause kein IL-8
exprimieren. Die Freisetzung des CXCL2 war zudem in den durchgefiihrten Versuchen abhangig von
der Konzentration des eingesetzten Anti-mLAMa3 IgG. Auch konnte bei kutanen und bukkalen
Lasionen im Mausmodell ein mildes bis starkes entziindliches Infiltrat festgestellt werden, welches
sich im kutanen perilasionalen Bereich hauptsachlich aus Neutrophilen und Makrophagen
zusammensetzt (Heppe et al., 2017). Zusammengenommen ware es demnach denkbar, dass eine
reduzierte Sekretion von CXCL2 der Keratinozyten im passiven SHP-Mausmodell zu einer reduzierten
Infiltration des Gewebes mit Neutrophilen fiihrte und somit der antientziindliche Effekt von Dapson
zu erklaren ware. Im direkten Zusammenhang damit misste in weiteren Experimenten geklart
werden wie sich die Entziindungsreaktion der Konjunktiva von denen der oralen Schleimhaut und der
Haut unterscheiden, da fiir diesen betroffenen Bereich der Augen kein positiver Effekt durch die
Behandlung mit Dapson zu verzeichnen war. Es wdre auch moglich und ebenfalls in weiteren Studien
zu (Uberprifen, dass beispielsweise die Therapiedauer nicht ausreichend war, um den
antientzlindlichen Effekt von Dapson auf die Konjunktiva im Mausmodell zu bewirken, oder ob es in

Unterschieden des Immunsystems im Auge von Menschen und Maus begriindet liegen kénnte.

Nachdem Dapson im Mausmodell die Gesamtkrankheitsaktivitat signifikant reduzieren konnte,
sollten im Folgenden neue Therapieoptionen zur Behandlung des SHP gepriift werden. Ahadome et
al. haben 2016 einen Ansatz mittels Inhibierung der Aldehyddehydrogenase (ALDH) durch Dislufiram
zur Behandlung von konjunktivaler Fibrose in SHP Patienten veroffentlicht (Ahadome et al., 2016).
Der zugrundeliegende Wirkmechanismus von Disulfiram liegt in der kompetetiven und irreversiblen
Hemmung der ALDH1. Zuerst 1949 unter dem Handelsnamen Antabuse® fir alkoholabhangige
Patienten zugelassen (Bell und Smith, 1949), fiihrt die Einnahme des Medikamentes dazu, dass in der
Leber resorbierter Alkohol mittels Alkoholdehydrogenase zu Acetaledehyd oxidiert wird, aber nicht
mehr zu Essigsaure umgewandelt werden kann, da die ALDH1 gehemmt wird. Die hierdurch initiierte
Anreicherung von Acetaldehyden fiihrt im Folgenden zu weitreichenden Symptomen bei den
Patienten wie Ubelkeitsgefiihlen, Hautrétungen, absinkendem Blutdruck bis hin zu Herzrasen. Der
therpeutische Gedanke war, dass die Einnahme selbst geringer Mengen an Alkohol in Kombination
mit Antabuse® bei Suchtpatienten zu einem Unwohlsein fihrt, welcher das weitere konsumieren von
Alkohol verhindern sollte (Koppaka et al., 2012). ALDH1 ist des Weiteren bei der Oxidation von

Retinal zu Retinsdure beteiligt und gehort ebenfalls zur Gruppe der Hornhautkristalline, die zur
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Aufrechterhaltung der Transparenz der Hornhaut beitragen (Jester et al., 1999). Publikationen zeigen
zudem einen moglichen Einsatz von Disulfiram bei HIV-Patienten und in der Krebstherapie (Askgaard

et al., 2014; Spillier et al., 2019).

Mit dem Ziel neue Therapieoptionen fiir die okuldre Beteiligung des SHP zu identifizieren, konnten
Ahadome et al. beobachten, dass ALDH1 in der Konjunktiva und in Fibroblasten von okuldaren SHP
Patienten hochreguliert ist. Des Weiteren konnten sie belegen, dass ALDH in der Konjunktiva von
Mausen aus dem Modell der AED (allergic eye disease) ebenfalls hochreguliert ist und sich in vivo
durch die Behandlung mit dem ALDH-Inhibitor Disulfiram mittels Augentropfen senken lasst.
Fibroblasten, welche von SHP Patienten mit okuldrer Beteiligung und von AED Mausen isoliert
wurden, verloren nach der Behandlung mit Disulfiram ihren pro-fibrotischen Phdnotypen. Im
Umkehrschluss konnten sie bei normalen Kontrollfibroblasten durch die Anwendung des ALDH
Metaboliten Retinsdure in vitro bewirken, dass ein erkrankter Phanotyp induziert werden konnte

(Ahadome et al., 2016).

In der vorliegenden Arbeit wurde Disulfiram sowohl systemisch als auch topisch im passiven SHP-
Mausmodell angewandt, um die publizierten Therapieerfolge zu validieren. Die prophylaktische
Behandlung mit Disulfiram zeigte beziglich der Hautldsionen im SHP-Mausmodell eine Tendenz zur
Heilung, welche allerdings statistisch nicht signifikant war. Fir die Schleimhaute konnte jedoch keine
Wirkung festgestellt werden. Auch die topische Anwendung von Disulfiram mittels Augentropfen
zeigte keine Befundbesserung. Da die eingesetzten Konzentrationen, das Losungsmittel, die
Darreichungsformen der Augentropfen und auch der verwendete Mausstamm den publizierten
Angaben entsprachen, bleiben als mogliche Erklarungen fir die Ergebnisse die Unterschiede in den
verwendeten Modellen und Unterschiede in den darauf initiierten Immunreaktionen. Das AED
Mausmodell ist ein aktives Mausmodell. Durch die Immunisierung mit Ovalbuminen (OVA) i.p. in
Kombination mit den Adjuvanzien Aluminiumhydroxid und Pertussis Toxin und eine 7-tdgige Reizung
der Augen mit OVA-Augentropfen zwei Wochen nach der Immunisierung kann eine experimentelle
Konjunktivitis in den Mausen induziert werden. Hierbei handelt es sich um eine IgE-abhangige
Immunantwort der Mause (Reyes et al., 2018), welche fiir den Vergleich mit Patienten, die an
allergischen Augenreizungen leiden, entwickelt worden ist (Lee et al., 2015; Lee et al., 2013). Bei SHP
Patienten sind nur wenige Falle publizierte, in denen zirkulierende IgE-Antikdrper nachgewiesen
werden konnten (Corti et al.,, 2018; Natsuga et al, 2010). Die meisten Berichte von IgE-
Autoantikorpern bei Pemphigoid-Erkrankungen beziehen sich auf die N-terminale Ektodomane von
BP180 (Dopp et al., 2000; van Beek et al., 2017) oder auf BP230 (Hashimoto et al., 2017) bei
Patienten mit bullésen Pemphigoid. IgE-Antikdrper gegen Laminin 332 konnten auch bei SHP

Patienten nachgewiesen werden, wenn auch nicht im Zusammenhang mit Konjunktivitis (Georgoudis
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et al., 2019). Daher ist es vorstellbar, dass das angewandte AED Mausmodell nur begrenzt zur
Uberpriifung der Therapieoption Disulfiram fiir die aktive Beteiligung des SHP geeignet ist. Im selben
Atemzug wirde dies auch eine mogliche Erklarung liefern, warum Disulfiram bei topischer
Anwendung keinen Effekt im durch passiven Transfer von IgG-Antikdrpern induzierten SHP-
Mausmodell zeigte. Auf der anderen Seite wurde in der hier vorliegenden Arbeit die Expression von
ALDH1 in okuldren Fibroblasten oder der Konjunktiva von SHP induzierten Mausen nicht geprift. Ein
fehlender therapeutischer Erfolg mittels Disulfiram kann daher auch in einer fehlenden erhéhten

Expression von ALDH1 im passiven SHP-Mausmodell begriindet sein.

Als weitere neue Therapieoption wurde die Inhibierung der Phosphodiesterase-4 (PDE4) evaluiert.
Diese Behandlungsstrategie hat in verschiedenen in vivo Experimenten und Studien bereits solide
Ergebnisse erzielt. Sowohl im passiven als auch im aktiven EBA Mausmodell konnte ein
Therapieeffekt durch die Gabe von Roflumilast gezeigt werden (Koga et al., 2016) und klinische
Studien zur Wirkung und Sicherheit bei Patienten mit Psoriasis und Morbus Behcet mit Apremilast,
einen anderem PDE4 Inhibitor konnte eine signifikante klinische Wirkung zeigen und fihrten zur
Zulassug bei diesem Medikament durch die EMA (Abdulrahim et al., 2015; Li et al., 2018). Roflumilast
ist in der EU seit 2010 zur Behandlung der Chronischen obstruktiven Lungenerkrankung und des
allergischen bronchialen Asthma zugelassen (Calverley et al., 2009). Sowohl die prophylaktische als
auch die quasi-therapeutische Behandlung von SHP Mausen konnte die Schleimhautldsionen
signifikant reduzieren. Die erfolgreiche Behandlung wurde auf Proteinebene durch den Anstieg von
cAMP in der Haut und Schleimhaut von behandelten M3usen bestatigt. Diese Uberpriifung war
ebenso essenziell, wie die direkte Immunfluoreszenz der Gewebe, um zu zeigen, dass die injizierten
Antikorper gleichermalRen in Behandlungs- und Kontrollgruppen gebunden hatten. Somit ist der
gezeigte Behandlungserfolg auf Ebene der Entziindung zu suchen und nicht, wie beispielsweise fiir
die IVIG Behandlung bereits publiziert, in einer Reduktion der zirkulierenden oder
gewebsgebundenen Autoantikdrper begriindet (Sasaoka et al., 2018). Histologien der betroffenen
Gewebe konnte die Reduktion des entziindlichen Zellinfiltrates zeigen. Bei der prophylaktischen
Gabe fihrte die Behandlung mit Roflumilast zu einer Zunahme der Hautlasionen. Dies konnte im
therapeutischen Ansatz nicht beobachtet werden. Daher liegt der Schluss nahe, dass dieser Effekt mit
den initialen Reaktionen der Antikorperbindung im Zusammenhang steht. Um genauere Aussage
dariiber machen zu kénnen misste zunachst die Ursache genauer eingegrenzt werden. So kdnnte
man beispielsweise anstelle von Roflumilast spezifisch das cAMP mittels Forskolin aktivieren und
zunachst Uberpriifen, ob dieser Effekt der Erhohung des cAMP Gehaltes vor Bindung der Antikorper
geschuldet ist. Es bliebe auch zu priifen, welche Signalwege durch die initiale Bindung angeschaltet
werden und welche Immunfaktoren hochreguliert sind, als dass die Entziindung bei der

prophylaktischen Gabe schwerwiegender in der Haut ist. Ungeachtet der Entstehung der
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Autoantikorper sind die Reaktionen nach ihrer Bindung an ihre Zielstrukturen daher von besonderem

Interesse, vor allem im Hinblick auf die Entwicklung spezifischerer Therapieoptionen.

In der vorliegenden Arbeit konnten IL-6 und CXCL2 identifiziert werden, welche nach der Bindung von
Anti-mLAMa3 IgG an Keratinozyten ins Zellkulturmedium abgegeben wurden. Die Sekretion dieser
Zytokine war von der Konzentration des zur Behandlung eingesetzten Anti-mLAMa3 IgG abhangig
und durch Roflumilast reversibel. Systemisch reduzierte die Therapie mit Roflumilast die IL-6
Konzentration in den Seren der Mause jedoch nicht. Die Vermutung liegt nahe, dass es sich hierbei
um einen lokalen Prozess in der Haut handelt. Erhéhte IL-6 Konzentrationen konnten auch in SHP
und EBA Patienten in der Haut festgestellt werden. IL-6 wurde zudem als protektiv im passiven EBA
Mausmodell publiziert. So zeigten IL6-defiziente Mduse schwerere Hautldasionen als die Wildtypen
(Samavedam et al., 2013). Hier kénnte auch eine mogliche Erklarung beziglich der festgestellten
schwereren Hautldsionen bei prophylaktischer Gabe von Roflumilast im passiven SHP-Mausmodell zu
finden sein. Eine durch die Therapie mit Roflumilast verminderte IL-6 Sekretion der Keratinozyten
kénnte zu einer schnelleren bzw. schwereren Bildung von Hautldsionen gefiihrt haben. Hierbei
misste es sich zudem um einen lokalen Effekt handeln, da der IL-6 Serumspiegel von behandelten
Mausen im Vergleich zu Méausen, die nur das Vehikel erhielten, nicht erhéht war. Des Weiteren fiihrt
eine reduzierte IL-6 Ausschittung in aller Regel auch zu einer verminderten Einwanderung von
Entziindungszellen wie beispielsweise Neutrophilen (Kaplanski et al., 2003). Es ldge die Vermutung
daher nahe, dass an diesem Prozess mehrere Faktoren zu den schwereren Hautldsionen der

Behandlungsgruppe gefiihrt haben miissen.

Im weiteren Vergleich zu Mausen denen nicht-pathogenes IgG injiziert wurde zeigte sich eine
signifikante Erhéhung von IL-6 im Serum der Mause durch die Induktion des SHP, welche nicht durch
Roflumilast reduziert wurde. Die hier vorliegenden Daten zu den IL-6 Serumspiegeln sind dabei
abweichend von den in der Literatur publizierten Daten. In verschiedenen Mausmodellen fir
beispielsweise Sepsis (Feng et al., 2017) und Morbus Alzheimer (Feng et al., 2019) fihrte die

Behandlung mit Roflumilast zu einer Reduktion der IL-6 Zytokinspiegel im Serum der Mause.

4.3 Aktives Schleimhautpemphigoid-Mausmodell
Das passive, Antikorpertransfer Mausmodell bildet die Effektorphase der Erkrankung von SHP

Patienten ab und eignet sich daher nur eingeschrankt zur Evaluierung neuer Therpieoptionen.
Niebuhr et al. haben zuvor gezeigt, dass eine Immunantwort der Mause auf das artfremde Kaninchen
IgG erst nach maximal 12 Tagen nachzuweisen ist (Niebuhr et al., 2017). Die Krankheitsaktivitat kann
daher mindestens 12 Tage verfolgt und in dieser Zeit Therapieoptionen ohne den opsonisierenden
Effekt von Anti-Kaninchen IgG getestet werden. Limitierend im passiven Modell sind allerdings das

Fehlen sowohl der Initiationsphase als auch der Prifung neuer Medikamentationen auf ihre
95



Langzeitwirkung hin. Ein primares Ziel dieser Dissertation war deswegen die Entwicklung eines
aktiven Mausmodelles, um sowohl die Entstehung als auch Langzeittherapien in einem Modell des
SHP untersuchen zu kénnen. Dies gelang schlieBlich durch die viermalige Immunisierung mit
rekombinanten Proteinfragmenten der a3 Kette des Laminin 332 in B6.S und SIL/J M&usen unter
Verwendung von TiterMax'™ und Pertussis Toxin als Adjuvantien. Dieser Erfolg unterstreicht die
Theorie fir das Laminin 332, dass ein UberschuR an Basalmembranzone Proteinfragmenten in
Kombination mit einer Entziindungsreaktion (durch das Adjuvanz simuliert) zur Entstehung von
autoreaktiven Antikorpern fihren kann. Einschrankend ist jedoch zu sagen, dass der Bruch der
Toleranz gegen die a3 Kette von Laminin 332 in diesem Moddell mit Hilfe der beiden Adjuvantien
induziert wurde und daher in keiner Weise die bisher unbekannten Agentien, durch die der

Toleranzbruch bei der humanen Erkrankung induziert wird, widerspiegelt.

Wie auch im passiven Mausmodell zeigten aktiv immunisierte Mduse orale und konjunktivale
Lasionen, welche sich histologisch zunachst nicht von denen im passiven Modell unterschieden. Hier
bedarf es weiterer Analysen, wie beispielsweise die Detektion von Zytokinen und Immunzellen, um
eventuelle Abweichung beziglich der Immunantworten zu eruieren. Unterschiede zum passiven
Modell zeigten sich jedoch durch die Anfarbung kornealer Lasionen mittels Fluorescein. Wahrend die
Gewebeentzlindung im passiven Mausmodell rdumlich auf die Konjunktiva beschrankt ist, so zeigten
Mause im aktiven Modell auch einen starken Befall der Kornea. Im Vergleich zu der humanen
Erkrankung, bei der eine Konjunktivitis sich zuerst an der palpebralen Konjunktiva und anschliefend
vernarbend Uber die Fornix, den bulbdren Bereich der Konjunktiva und letztlich Gber die Kornea
ausbreitet (Dart, 2017), zeigt das aktive SHP-Mausmodell die groRere Ubereinstimmung. Abzuklaren
widre in weiteren Experimenten inwieweit bzw. ob auch eine Narbenbildung durch die
Autoantikorper der Mause am Auge entstehen kann. Anders als im passiven Modell waren
Hautlasionen in nur 20% der Mause zu sehen. Dies entspricht den in der Literatur publizierten Anteil
an SHP Patienten, bei denen eine kutane Beeintrachtigung festgestellt werden konnte (Holtsche et

al., 2018; Schmidt und Zillikens, 2013).

Bislang konnte das aktive Mausmodell nur in H2s-Haplotyp Mausstammen induziert werden. Bei der
aktiven EBA und auch dem aktiven BP Mausmodell zeigen sich die suszeptilen Mausstamme ebenfalls
mit dem H2s Haplotyp assoziiert, wohingegen bei Wildtyp Mausen die Immuntoleranz weitestgehend
ungebrochen ist (Hirose et al., 2011; Ludwig et al., 2011). Interessant wére es daher in weiteren
Studien zu untersuchen, ob dieselbe genetische Disposition auch fiir die Induktion eines aktiven SHP
notwendig ist. Sollten Wildtyp Mause nicht empfanglich flir die Generierung von Autoantikdrpern
gegen Laminin 332 sein, so wiirde dies zum Ersten eine starke Beteiligung des MHC Il bei der

Entstehung der Autoimmundermatosen in Mausen bedeuten, und zum Zweiten eine weitere
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Parallele zu der humanen Erkrankung bedeuten. Eine genetische Disposition wurde bereits fir die
meisten blasenbildenden Autoimmundermatosen nachgewiesen, insbesondere im Hinblick auf das
HLA Gen (Olbrich et al., 2019; Zakka et al., 2011). Beim SHP im Speziellen konnten als
Suszeptibilitatsgen GALC identifiziert werden (Sadik et al., 2017) und eine Pradisposition flir das HLA-
DQB1*0301 beim Menschen mit der Bildung von IgG Autoantikdrpern gegen Strukturproteine der
Basalmembranzone assoziiert werden (Olbrich et al., 2019). Eine bestéatigte genetische Suszeptibilitat
mit dem H2s Haplotyp im aktiven SHP-Mausmodell kénnte daher auch die publizierten
Zusammenhange bezlglich einer genetischen Beteiligung am Verlust der Toleranz bei SHP Patienten

untermauern.

Zur Immunisierung wurden zwei verschiedene Fragmente der a3 Kette von Laminin 332 eingesetzt.
Eine Kombination der beiden Fragmente mit derselben Dosis wie bei der separaten Injektion konnte
die Immunbarriere in den Mausen jedoch nicht brechen. Als wahrscheinlichste Erklarung ist hierbei
ein Dosiseffekt, so dass eine gewisse Konzentration an einem Protein vonnéten ist, um die
Produktion von pathogenen Autoantikdrpern herbeizufiihren. Eine feinere Untersuchung
dahingehend wieviel Protein und wie oft tatsachlich immunisiert werden muss, wiirde weiteren
Aufschluss (iber die Entstehung des SHP liefern. Vor allem dahingehend, ob es in Patienten
ausreichend ist, einmalig einer hohen Menge an a3 Protein ausgesetzt zu sein, oder ob diese
Disposition Uber die Zeit erfolgen muss. Im Einklang mit der letzten Theorie steht die Publikation von
Ahmed et al.aus dem Jahr 2019. Hier wurde postuliert, dass insbesondere die Bildung von Anti-
Laminin 332 Autoantikérpern in Patienten eine Folge von Tumoren sei, welche unphysiologisch hohe
Konzentrationen an Proteinen der Basalmembranzone mit sich ziehen und worauf der Kérper
letztlich mit der Bildung von Autoantikérpern reagiere. Diese Hypothese wird dadurch unterstitzt,
dass bei einem Patienten mit Anti-Laminin 332 SHP nach Entfernung des Tumors auch das SHP
abheilte (La Placa et al., 2019). Kirzlich konnten Goletz et al. eine friihere Publikation bestatigen
(Egan et al., 2001), dass etwa 25% der Anti-Laminin 332 Patienten mit malignen Erkrankungen
assoziiert sind (Goletz et al., 2019). Das aktive Laminin 332 Mausmodel bietet die Mdoglichkeit in
weiteren Studien den Zusammenhang zwischen Tumoren und SHP naher zu untersuchen. So sind drei
Szenarien vorstellbar: 1) am wahrscheinlichsten ist nach jetziger Datenlage, dass ein Tumor die
Entstehung des Anti-Laminin 332 SHP triggert 2) das Anti-Laminin 332 SHP induziert einen Tumor 3)
es existieren beide Moglichkeiten bzw. es handelt sich um zwei unterschiedliche Prozesse die
denselben Ausgang in der Bildung von Anti-Laminin 332 Autoantikbérpern nehmen. Der genaue
Mechanismus, durch welchen ein Tumor zum Verlust der Toleranz bei SHP Patienten beitragen
koénnte, ist bislang nicht aufgeklart worden. Es ist jedoch gut vorstellbar, dass die erhdhte Laminin
332 Expression in der ndheren Tumorumgebung (Chung et al., 2011; Kang et al., 2013; Kim et al.,

2011), in Kombination mit einer dort herrschenden Entziindungsreaktion, ebenso zur Bildung von
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Autoantikorpern fihren kann, wie dies in der hier vorliegenden Doktorarbeit im Mausmodell

bewiesen werden konnte.

Bei der Etablierung des Mausmodelles stellte sich neben der einzusetzenden Menge und der
Haufigkeit der Gabe des Antigens, welche zum Bruch der Immuntoleranz in Mausen fiihren sollte,
auch die Frage, ob bzw. welche Antigenabschnitte immundominant sein konnten. Das mid und das c-
term mLAMa3 Protein, die hier zum Einsatz kamen, sind die murinen Homologe von zwei bei Anti-
Laminin 332 SHP Patienten als immunodominant identifizierten Regionen der humanen Laminin a3
Kette. Fir verschiedene Autoimmundermatosen wurde (iber immunodominante Epitope und
Epitope, welche zu unterschiedlichen klinischen Auspragungen fiihren kénnen, berichtet. Flr das BP
gilt die nicht-kollagene 16. Domane des BP180 als solche. Ca. 80% der BP und 40% der SHP Patienten
bilden Autoantikorper gegen diesen speziellen Bereich des Proteins (Zillikens 1996, Schmidt 2001,
Sitaru 2007). Ein anderes Beispiel sind Autoantikorper gegen B4 Integrin, die bei SHP Patienten mit
einer okularen Beteiligung assoziiert sein sollen, wohingegen Autoantikorper gegen a6 Integrin zu
einem primar oralen Befall flihren sollen (Bhol et al., 2000; Bhol et al., 2001). In der vorliegenden
Arbeit konnten keine phanotypischen oder histologischen Unterschiede in Mausen die mit dem mid
oder dem c-term mLAMa3 Fragmenten immunisiert wurden, festgestellt werden. So zeigte weder
der Antikorpertransfer von spezifisch gegen das jeweilige Fragment gerichtete Antikérper einen
Unterschied im klinsichen Bild noch die Immunisierung mit den jeweiligen unterschiedlichen
Proteinfragmenten. Es liegt die Vermutung nahe, dass Autoantikorper, welche gegen jegliche
Abschnitte der LAMa3 Kette gerichtet sind, pathogen sind. Untersuchungen von Dr. Stephanie
Goletz, LIED, konnten in diesem Zusammenhang zeigen, dass bisher getestete Anti-Laminin 332 SHP

Patienten Antikorper gegen mehrere Abschnitte der a3 Kette aufwiesen (Heppe et al., 2017).

Bei Patienten, die an einer Autoimmundermatose leiden, konnte bei isolierten Autoantikérpern oft
Reaktivitdten gegen verschiedene inter- und intramolekulare Epitope machgewiese werden (Didona
und Di Zenzo, 2018). Im aktiven SHP-Mausmodell konnten Anhaltspunkte fiir ein intramolekulares
epitope spreading in dieser Arbeit gefunden werden. So entwickelten mit c-term mLAMa3
immunisierte Maduse auch Antikérper gegen das mid mLAMa3 Proteinfragment und vice versa. Dies
konnte sowohl im Western-Blot als auch in einem spezifischen ELISA nachgewiesen werden. Eine
Sequenzhomologie zwischen den beiden mLAMa3 Fragmenten als Erklarung fir die Reaktivitat der
Anti-mLAMa3 Autoantikérper in den Mausen des aktiven SHP-Mausmodelles konnte durch
Neutralisationsversuche im Western-Blot weitestgehend ausgeschlossen werden. Offen bleibt jedoch
die Uberpriifung der zeitlichen Entwicklung der Autoantikdrper im aktiven SHP-Mausmodell. Per
Definition kommt es bei einem epitope spreading erst nach einer gewissen Zeit (Didona und Di

Zenzo, 2018) zur Ausbreitung auf andere Epitope. Interessant ist hierbei auch die Frage, ob sich auch
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Autoantikorpern gegen andere Strukturproteine der Basalmembranzone nachweisen lassen. Im
aktiven EBA Mausmodell wurden ebenfalls Autoantikorper gegen mehrere intramolekulare Epitope
nach der Immunisiserung mit dem Antigen mCOL7c nachgewiesen (Ludwig et al., 2011). Ein
intermolekulares epitope spreading konnte im aktiven EBA Mausmodell ausgeschlossen werden, da
Seren von aktiven EBA Madusen nach der Pra-Adsorption mit dem Zielantigen keine
Bindungsreaktivitat mehr gegen die Basalmembranzone zeigten und somit pathologisch irrelevant zu
seinen scheinen. Es liegt die Vermutung nahe, dass es sich beziglich der Ausbreitung der Epitope
innerhalb des Zielmolekils um einen generellen vom Zielantigen und der darauffolgenden
Immunantwort abhangigen Prozess bei Mausmodellen von Autoimundermatosen handeln kénnte
(Ujiie et al., 2019). Die Seren von immunisierten SHP Mausen wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht
auf ihre Bindungsreaktivitdt gegen die Basalmembranzone nach der Pra-Adsorption untersucht. Die
Bindung gegen das jeweils nicht injizierte Proteinfragment im Western-Blot unter denaturierenden

Bedingungen blieb jedoch nach der Pra-Adsorption erhalten.

Der Einfluss von Substanzen wie dem Pertussis Toxin an dem Bruch der Immunbarriere ist bislang
nicht vollstandig aufgeklart worden. In zukiinftigen Experimenten ware es sinnvoll herauszufinden,
ob sich ein aktives SHP auch ohne den Zusatz von Pertussis Toxin in Mdusen induzieren ldsst.
Hofstetter et al. zeigten, dass Pertussis Toxin essenziell ist, um das aktive experimental autoimmune
encephalomyelitis Mausmodell mit schwerer Auspragung zu induzieren (Hofstetter et al., 2002). Dies
geht soweit, als dass die Erkrankung auch generiert werden kann, wenn anstatt des complete freunds
adjuvant nur das incomplete freunds adjuvant mit Pertussis Toxin verwendet wird. In diesem
Zusammenhang ware es auch interessant zu untersuchen, ob das hier verwendete Adjuvanz
Titermax™ ebenso mit dem complete freunds adjuvant bzw. dem incomplete freunds adjuvant
ausgetauscht werden kann. Die Wirkmechanismen des Pertussis Toxins und seine Beteiligung an der
Entwicklung von Autoimmunitdt sind Gegenstand intensiver Forschung. Bereits bekannt ist, dass
Pertussis Toxin (iber die Hemmung der inhibitorischen a-Untereinheit G-Protein gekoppelter
Rezeptoren zu einem Anstieg von zellularem cAMP flihren kann (Gonzalez-Mariscal et al., 2018).
Paradoxerweise konnte ein solcher Anstieg von cAMP durch die Gabe von Roflumilast in dieser
Dissertation als neue Therapieoption beschrieben werden. Der zelluldre Anstieg des cAMP Gehaltes
konnte im passiven SHP-Mausmodell die oralen Lasionen signifikant reduzieren. Dennoch waren im
prophylaktischen Ansatz die Hautldsionen der Behandlungsgruppe signifikant erhéht im Vergleich zur
Vehikelgruppe. Dies legt die Vermutung nahe, dass eine Erhdhung des cAMP Gehaltes vor dem
Binden der Autoantikorper zu einer schwereren Immunreaktion im passiven SHP-Mausmodell fiihrt.
Dies dann allerdings nur in bestimmten Geweben, wobei es naheliegend ist auf die hohere Anzahl an
residualen Immunzellen in der Dermis der Haut im Vergleich zur Schleimhaut hinzuweisen. Insofern

man umgekehrt davon ausgeht, dass der Einfluss von Pertussis Toxin auf die Bildung von
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Autoantikorpern nicht in der Aktivitat der Proteinkinase A durch den erhéhten cAMP Gehalt
innerhalb der Zellen zurlickzufiihren ist, so bleiben noch die publizierten Eigenschaften von Pertussis
Toxin bezliglich der Schwachung der Blut-Augen-Barriere und die Reduktion der Treg Populationen
zur Diskussion Ubrig (Yadav et al., 2010). Im direkten Vergleich des passiven und aktiven SHP-
Mausmodelles besteht der grofite Unterschied in den kornealen Lasionen, welche nur im aktiven
Mausmodell festgestellt werden konnten. Eine mogliche Erklarung konnte der Effekt des Pertussis
Toxin auf die Adhasionsstrukturen der Keratinozyten, den tight junctions, der Blut-Augen-Barriere
sein. Dies konnte dazu fiihren, dass der immunpriviligierte Bereich des Auges leichter fiir das
Immunsystem zuganglich ist und zirkulierende Autoantikorper ungehindert in die Bereiche der
Kornea gelangten. Experimentell ware dieser Nachweis durch den Einsatz von Pertussis Toxin im
passiven Mausmodell zu untersuchen. Sollte die zusatzliche Behandlung der passiven SHP Mause mit
Pertussis Toxin dazu fuhren, dass diese auch Ldsionen an der Kornea entwickeln, wiirde dies den
Beweis fir die Theorie der geschadigten Blut-Augen-Barriere untermauern. Umgekehrt wiirde das

Fehlen der kornealen Lasionen im aktiven Mausmodell ohne Pertussis Toxin dasselbe tun.

Bereits 1981 konnten Anhalt et al. feststellen, dass von BP Patienten isolierte Antikorper zu
kornealen Lasionen in Kaninchen fiihren, wenn diese intrakorneal appliziert werden (Anhalt et al.,
1981). Bei der Injektion dieser Antikorper in die Ohren der Kaninchen konnten keine Verdanderungen
induziert werden. In der Kornea konnten histologisch 1gG und C3 Depositionen, sowie Spaltbildung
und entzindliches Infiltrat nachgewiesen werden. Die publizierten Histologien weisen diesbeziglich
Ubereinstimmungen mit den H&E Farbungen der Augen der aktiv immunisierten SHP Mause auf. Die
Autoren postulierten, dass die Schwere der Entziindung der Augen mit der Menge an IgG, die injiziert
wurde korreliert, wobei das Auge durch seine Avaskularitat im Vergleich zur gut durchbluteten Haut
die IgG nur langsam uber Diffusion abbauen konnte. Dieser Theorie folgend misste die Bindung der
Autoantikorper an die Basalmembranzone des kornealen Epitheliums in dem hier entwickelten
aktiven Mausmodell, insofern diese konzentrationsabhangig ist, entweder (iber die Translokation der
Autoantikorper Uber das lymphatische System oder lber die lokale Ausschiittung von residualen B-
Zellen erfolgen. Fir ersteren Ansatz misste in der Theorie die Blut-Augenschranke geschadigt und
das Einwandern der Autoantikdrper somit erleichtert sein. Fir die zweite Erklarung mussten
gewebsstandige B-Zellen inklusive ihrer Entstehung nachgewiesen werden. Laminin 332 ist ein
zentraler Bestandteil der extrazellularen Matrix der Blut-Augen- und der Blut-Hirn-Schranke (Baeten
und Akassoglou, 2011; Gautam et al., 2020). Da die Barrierefunktion zum Auge hin funktionell mit der
Blut-Hirn-Barriere Ubereinstimmt, ware es interessant, eine eventuelle Beeintrachtigung der Blut-
Augen- und der Blut-Hirn-Barriere durch die Autoantikoérper des aktiven SHP-Mausmodell zu
untersuchen, obschon eine Assoziation mit neurodegenerativen Erkrankungen hauptsachlich fir BP

Patienten publiziert wurde (Forsti et al., 2017; Lee et al., 2019).
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Die Isotypen/IgG-Subklassen der zirkulierenden Autoantikérper, welche spezifisch gegen das zur
Immunisierung genutzte Proteinfragment (mid bzw. c-term mLAMa3) im Serum der Maduse
nachgewiesen werden konnten, waren 1gG1, 1gG2a, 1gG2b, 1gG2c, 1gG3 und IgM. In aktiven EBA
Mausen konnten hauptsachlich 1gG1, IgG2a und IgG2c aber kein IgA im Serum nachgewiesen werden
(Chen et al., 2006). IgA konnte, wie auch C3 und IgG, lokal in der direkten Immunfluoreszenz entlang
der Basalmembranzone nachgewiesen werden, aber nicht erhéht im Serum von immunisierten
Mausen. IgA ist spezialisiert fir die Immunabwehr von Schleimhauten. Per Definition eines SHP
mussen 1gG und/oder IgA und/oder C3 Ablagerungen entlang der Basalmemranzone bei Patienten zu
finden sein. Diese Voraussetzungen, sowie auch das weitere Kriterium von dominant betroffenen
Schleimhduten sind in dem aktiven Mausmodell erfillt. Zum ersten Mal existiert somit ein aktives
SHP-Mausmodell, welches wichtige klinische und immunopathologische Charakteristika von SHP

Patienten widerspiegelt.

Die vorliegende Arbeit legt wichtige Grundsteine zur Validierung neuer Therapieoptionen fir
Patienten mit SHP, sowie auch zur Aufklarung der Pathogenese des SHP. Bei seltenen Erkrankungen
wie dem SHP bilden Mausmodelle oft die einzige Moglichkeit, spezifischere Behandlungen fiir
Patienten zu validieren und mogliche Pradispositionen, welche zur Entstehung der Erkrankung
fihren, aufzudecken. Wie entscheidend solche Modelle hierzu beitragen konnte u.a. an dem
experimental autoimmune encephalomyelitis Mausmodell (iber die letzten Dekaden wissenschaftlich
bewiesen werden. Die Entwicklung des aktiven Mausmodelles liefert die wissenschaftlichen
Werkzeuge, um SHP Patienten eine spezifischere Behandlung mit weniger schweren
Nebenwirkungen zu erméglichen. Eine mogliche neue Behandlungsoption konnte in der vorliegenden
Arbeit in der Hemmung der PDE4 identifiziert werden. Der spezifische PDE4 Hemmer Roflumilast
konnte die Schleimhautldsionen im passiven SHP-Mausmodell signifikant reduzieren und weist im
Gegensatz zu dem am haufigsten bei SHP Patienten angewandten Medikament Dapson deutlich
geringere Nebenwirkungen auf, so dass eine zukiinftige klinische Anwendung von PDE4 Inhibitorem
flr SHP Patienten mit starker oraler Beteiligung im Sinne eines individuellen Heilversuches geplant

ist.
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6. Zusammenfassung

Das Anti-Laminin 332 Schleimhautpemphigoid ist eine seltene, subepidermal blasenbildende
Autoimmundermatose mit Autoantikbpern gegen Laminin 332, einem heterotrimeren
Strukturprotein der dermo-epidermalen Junktionszone bestehend aus einer as-, einer Bs- und einer
v>-Kette. Die Erkrankung wird tber einen dominanten Befall der (Schleim-) Haut sowie 1gG und/oder
IgA und/oder C3 Ablagerungen entlang der Basalmembran definiert. Ein vernarbender, okulérer
Befall kann zur Erblindung der Patienten fiihren, und ca. 25% der Falle sind mit einem Malignom
assoziiert. Die Behandlung erfolgt in aller Regel langfristig mit systemischen Immunsuppressiva.
Aufgrund der relativen Seltenheit liegen nur wenige klinische und experimentelle Daten zu dieser
Autoimmunerkranung vor. Mausmodelle stellen somit eine alternativlose Grundlage dar, diese
Krankheiten in einem immunologisch-komplexen System zu untersuchen. Durch den Transfer von
Anti-murinen Laminin a3 Antikdrpern in Mause kann ein Phdnotyp generiert werden, welcher die
Patientensituation in der Effektorphase rekapituliert - inklusive oralen, konjunktivalen und kutanen
Lasionen. Ein geeignetes Schema zu entwickeln, um die Auspragungen der einzelnen Symptome zu
qguantifizieren, bildete den ersten Schritt der vorliegenden Arbeit. Im nachsten Schritt wurde Dapson,
eine Standardtherpie flr Patienten mit Schleimhautpemphigoid in diesem Mausmodell als proof-of-
principle getestet. Die Krankheitsaktivitat konnte durch die Behandlung mit Dapson im Vergleich zu
Mausen, die das Vehikel erhielten, signifikant reduziert werden, wodurch die Eignung dieses
Modelles zur Evaluierung von zukinftigen spezifischeren Therapieoptionen validiert werden konnte.
AnschlieBend wurden Medikationen getestet, welche geringere Nebenwirkungen als die
Standardtherapie mit Dapson aufweisen und bereits klinisch fir andere Erkrankungen zugelassen
sind. Die Hemmung der Aldehyd-dehydrogenase mittels Disulfiram zeigte jedoch keinen klinischen
Effekt in diesem Mausmodell. Die Hemmung der Phosphodiesterase-4 durch Roflumilast hingegen
flihrte sowohl bei prophylaktischer, als auch bei therapeutischer Anwendung zu einer signifikanten
Reduktion der oralen Lasionen. Der Erfolg der Behandlung konnte histologisch, sowie auch auf
Protein- und Transkriptomebene verifiziert werden. Als Targetmolekiile der Wirkung von Roflumilast
auf die induzierte Autoimmundermatose konnten IL-6 und CXCL-2 mittels Transkriptomanalyse und
mittels in vitro Zellkulturexperimenten bestimmt werden. Roflumilast stellt somit eine mogliche neue

Behandlungsalternative fiir Patienten mit Schleimhautpemphigoid dar.

Die Entwicklung eines neuen Mausmodells, welches in seinen Maoglichkeiten nicht auf die
Effektorphase  der Erkrankung limitiert ist und die gesamte Pathogenese des
Schleimhautpemphigoides  abbildet, bildete den zweiten Teil der Arbeit. Eine
Immunisierungsstrategie konnte flr zwei verschiedene Fragmente der a3 Kette (aa2756-3330 C-

terminaler und aal656-1985 mittlerer Abschnitt) des murinen Laminin 332 entwickelt werden mit
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derer der Toleranzverlust, die Ausbildung von Anti-Laminin a3-spezifischen Autoantikérpern und
letztlich ein klinischer Phanotyp in adulten Mausen vom H2s-Haplotyp gelang. Der Bruch der
Immunbarriere war hierbei abhangig von der Menge an injiziertem rekombinanten Laminin a3. Die
Mause dieses ,aktiven” Mausmodelles entwickelten im Laufe von 14 Wochen lberwiegend orale,
konjunktivale und korneale Lasionen. Kutane Ldsionen stellten eher die Ausnahme dar und sind wie
bei Schleimhautpemphigoidpatienten auf den Korperrumpf begrenzt. Mittels direkter
Immunfluoreszenz konnten IgG, IgA und C3 Ablagerungen entlang der Basalmembranzone in den
betroffenen Geweben detektiert werden. Interessanterweise zeigte sich eine Kreuzreaktivitat der
Autoantikorper zwischen dem C-terminalen und dem mittleren mLAMa3, obwohl nur eine geringe
Sequenzhomologie zwischen den Proteinfragmenten besteht. Auch konnten keine Unterschiede im
klinischen Bild der Méause festgestellt werden, weder im ,,aktiven” noch im Antikdrper-Transfer des
Anti-Laminin 332 Schleimhautpemphigoidmausmodell, in dem Antikérper gegen das C-terminale und
das mittlere Laminin a3 Fragment bzw. rekombinierte Formen der beiden Proteine eingesetzt

wurden.

Die Entwicklungen und Ergebnisse die im Rahmen dieser Arbeit generiert werden konnten, bilden die
Grundlage, um die Pathogenese des Anti-Laminin 332 Schleimhautpemphigoids von der Entstehung
Uber genetischen Pradispositionen bis hin zu spezifischeren Behandlungsoptionen weiter zu

erforschen und neue, spezifischere Therapieoptionen und deren Wirkmechanismen zu validieren.

Abstract

The anti-laminin 332 mucous membrane pemphigoid is a rare subepidermal blistering autoimmune
disease with autoantibodies against laminin 332, a heterotrimeric structural protein of the dermal-
epidermal junction consisting of a a3, a B3 and a y2 chain. The disease is defined by predominant
mucousal lesions and IgG and/or IgA and/or C3 deposits along the basal membrane zone. A scarring
ocular affection can lead to blindness in patients with mucous membrane pemphigoid. In addition,
approximately 25% of the cases are associated with a solid malignoma. Treatment is usually long-
term with systemic immunosuppressive drugs. Due to the rarity, only few clinical and experimental
data on this autoimmune disease are available. Therefore, mouse models are an alternative-free
basis to study this disease in an immunologically complex system. Based on the transfer of anti-
murine laminin a3 antibodies into mice, a phenotype can be generated that recapitulates the patient
situation in the effector phase - including oral, conjunctival, and cutaneous lesions. The first step of
this thesis was to develop a suitable score to quantify the expression of the individual symptoms. In
the next step, dapsone, a standard therapy for patients with mucous membrane pemphigoid, was
applied in this mouse model as proof-of-principle. Disease activity was significantly reduced by

treatment with dapsone compared to mice receiving the vehicle, thus validating the suitability of this
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model for the evaluation of more specific therapy options. Subsequently, medications were tested
which are known to have fewer side effects than the standard therapy with dapsone and are already
approved for treatment of other diseases. However, the inhibition of aldehyde dehydrogenase with
disulfiram did not show a clinical effect in this mouse model. In contrast, the inhibition of
phosphodiesterase-4 by roflumilast led to a significant reduction of oral lesions in prophylactic and
therapeutic approaches. The success of the treatment could be verified histologically as well as on
the protein and transcriptome level. IL-6 and CXCL-2 could be identified as target molecules of
roflumilast using transcriptome analysis and in vitro cell culture experiments. Roflumilast, thus

represents a potential new treatment alternative for patients with mucous membrane pemphigoid.

The development of a new mouse model, which is not limited to the effector phase of the disease
and maps the entire pathogenesis of the mucous membrane pemphigoid, formed the second part of
this thesis. An immunization strategy could be developed for two different fragments of the a3 chain
(aa2756-3330 C-terminal and aa1656-1985 middle portion) of murine laminin 332. This strategy was
successful in the loss of tolerance, the formation of anti-laminin a3-specific autoantibodies and
finally, a clinical phenotype in adult mice of the H2s haplotype resembling the human disease. The
loss of tolerance was dependent on the amount of injected recombinant laminin a3. The mice in this
"active" mouse model developed predominantly oral, conjunctival, and corneal lesions within 14
weeks after immunization with recombinant laminin a3. Cutaneous lesions were only seen in a
minority of mice and were limited to the trunk similar to patients with mucous membrane
pemphigoid patients. Using direct immunofluorescence, IgG, IgA, and C3 deposits along the basal
membrane zone could be detected in the affected tissues. Interestingly a cross reactivity of the
autoantibodies between the C-terminal and the middle portion of mLAMa3 was seen despite a low
sequence homology between the two protein fragments. Furthermore, no differences in the clinical
picture of the mice were found, neither in the "active" nor in the anti-laminin 332 antibody transfer
mouse model of mucous membrane pemphigoid, where antibodies against the C-terminal and the

middle fragment of laminin a3 or both forms of laminin a3, were used.

The developments and results of this thesis provide the basis for further research on the
pathogenesis of anti-laminin 332 mucous membrane pemphigoid including genetic predispositions

and the validation of new, more specific therapy options and their mechanisms of action.
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