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1 Einleitung

1.1 Autoimmunerkrankungen

Die Aufgabe des Immunsystems hdherer Lebewesen besteht darin,
Gewebeschadigungen durch Krankheitserreger (z. B. Viren, Bakterien, Pilze)
abzuwenden. Beim Immunsystem wird zwischen einem angeborenen sowie
erworbenen Anteil unterschieden. Das erworbene Immunsystem ,lernt® bei Kontakt
mit neuen Erregern diese Zu detektieren und abzuwehren.
Autoimmunerkrankungen entstehen, wenn bei diesem Prozess korpereigene
Strukturen (Autoantigene) das erworbene Immunsystem aktivieren (1). Bei
Autoimmundermatosen fungieren Proteinabschnitte verschiedener

Strukturmolekile der Dermis und Epidermis als Autoantigene (2).

1.2 Bullése Autoimmundermatosen

Bullose  Autoimmundermatosen sind eine  heterogene  Gruppe von
Autoimmunerkrankungen bei denen  Auto-Antikdrper  (Auto-AK) gegen
Verbindungsproteine der Haut und/oder der Schleimhaute gebildet werden. Die
Klinik ist typischerweise durch Blasenbildung sowie intra- bzw. subepidermale
Erosionen und Krusten gekennzeichnet, die zu schweren und langanhaltenden
Krankheitsverlaufen mit hohem Leidensdruck bei den betroffenen Patienten fuhren
(3). Autoimmundermatosen werden entweder nach ihrem Auto-Antikorper oder
nach ihrem klinischen Bild eingeteilt. Der durch Auto-AK gegen Desmoglein 1 und
3 ausgeldste Pemphigus vulgaris fuhrt zu einer intraepidermalen Separation und
Blasenbildung. Bei der Epidermolysis bullosa acquisita (EBA) kommt es hingegen
durch die Bildung von Auto-AK gegen Typ-VII-Kollagen (COL7), das die Dermis mit
den Hemidesmosomen der Basalmembran verbindet, zu einer subepidermalen
Blasenbildung (4)

1.3 Aufbau und Funktion der Haut

Als groi3tes Organ des Korpers ubernimmt die Haut vielfaltige Funktionen. Neben
der Sinneswahrnehmung, der Temperaturregulation, endokrinen Funktionen (z. B.
Bildung von Vitamin D) und der Regulation des Wasserhaushaltes bildet sie die

erste Barriere gegentber mechanischem Stress, Noxen (Strahlung, chemisch



toxische Einfliisse) und Krankheitserregern. In der Haut prasentieren dendritische
Zellen und Langerhans-Zellen dem Immunsystem (T-Lymphozyten) Antigene (5).
Makroskopisch lasst sich die Haut in Epidermis, Dermis und Subkutis unterteilen.
Die oberflachliche Epidermis besteht aus mehrschichtig verhorntem Plattenepithel,
das sich hauptsachlich aus Uber Desmosomen miteinander verknupfte
Keratinozyten zusammensetzt. Weitere Zellen der Epidermis sind Melanozyten,
Merkel- und Langerhans-Zellen. Die Epidermis lasst sich in vier Schichten
unterteilen. Von der Hautoberflache beginnend sind diese das Stratum corneum,
Stratum granulosum, Stratum spinosum und Stratum basale. Unterhalb des Stratum

basale befindet sich die Basalmembran (s. Abbildung 1).
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Abbildung 1: Schematischer Aufbau der Haut und ihrer Strukturproteine — Zielantigene bulléser
Autoimmundermatosen (Ref. (6)): A) Schichten der Haut — Epidermis (Stratum corneum, Stratum
granulosum, Stratum spinale Stratum basale), Dermis (Stratum papillare, Stratum retikulare=. Subkutis mit
Fettgewebe. B) Histologischer Schnitt durch die Haut mit Epidermolysis bullosa acquisita-(EBA)-typischer
subepidermaler Blasenbildung C) Basalmembran mit Lamina lucida, Lamina densa und Sublamina densa sowie
Zielantigene bulléser Autoimmundermatosen. Hemidesmosomen sind Zell-Matrix-Kontakte zwischen den
basalen Keratinozyten der Epidermis (BP230/Plekin) und den Verankerungsfibrillen der Dermis. Auto-
Antikorper (Auto-AK) gegen hemidesmosomale Proteine filhren zu Pemphigoid-Erkrankungen mit
subepidermaler Blasenbildung. Das fur die EBA pathognomonische Protein Typ-VII-Kollagen (COL7) zieht von
Laminin 332 in der Basalmembran bis zu Ankerplaques in der papillaren Dermis. Auto-AK gegen COL7 lagern
sich subepidermal in der Sublamina densa an.



Das Stratum corneum ist eine aus toten Keratinozyten bestehende Hornschicht,
deren Dicke je nach Lokalisation und Funktion stark variiert. Das Stratum
granulosum besteht aus kdrnigen Keratinozyten mit basophilen Granula, die weiter
zur Oberflache hin abgeflacht erscheinen. Sie geben Lipide und saure Hydrolasen
in den Interzellularspalt ab und bilden somit eine hydrophobe Barriere. Das Stratum
spinosum beinhaltet volumindse, polygonale Keratinozyten mit stacheligen
Fortsétzen. Das Stratum basale ist aus kubischen oder prismatischen Keratinozyten
aufgebaut, die mittels Hemidesmosomen mit der darunterliegenden Basalmembran
verbunden sind. Dartber hinaus enthélt es mitotisch aktive Stammzellen, die neue
Keratinozyten produzieren und fur die Erneuerung der Epidermis verantwortlich
sind. Die Basalmembran ist eine 50-150 nm diinne Schicht, uber die Epithelzellen
mit dem subepithelialen Bindegewebe verbunden sind. Diese als dermal-
epidermale Junktionszone (DEJ) bezeichnete Ubergangszone ist essenziell fiir die
Verbindung zwischen Dermis und Epidermis. Die Basalmembran lasst sich weiter
unterteilen in die obere Lamina lucida, die Laminin, extrazellulare Anteile von
Hemidesmosomen der Keratinozyten, Ankerfibrillen und Adh&sionsmolekile
enthalt, und die darunter liegende Lamina densa. Die Lamina densa besteht aus
einem Geflecht von Typ-IV-Kollagen, Laminin, Fibronektin und Proteoglykanen, das
Verbindungen mit der Dermis ermoglicht (5). Die Dermis enthalt Schweil3driisen,
Haare, Haarfollikel, Muskeln, sensorische Neuronen und BlutgefalRe. Sie verleiht
der Haut ihre mechanische Elastizitat sowie Festigkeit und speichert Wasser. Die
Dermis besteht aus zwei ineinander Ubergehendem Schichten. Direkt an der
Basalmembran befindet sich das Stratum papillare aus lockerem Bindegewebe,
Fibroblasten, Mastzellen und Makrophagen und tiefer das Stratum retikulare mit
kollagenen Fasern (Typ-I-Kollagen, COL7) und Elastin-Fasern. Die feste
Verbindung zwischen Dermis und Epidermis erfolgt durch kollagene Fasern aus
dem Stratum retikulare. Diese ziehen durch das Stratum papillare und verbinden
sich mit den Hemidesmosomen der Basalmembran. Die Verbindung von Epidermis
und Dermis ist mafRgeblich von Adhasionsmolekilen abhangig. Eine tragende Rolle
spielen hierbei Desmosomen, Hemidesmosomen, Kollagenfasern aus der Dermis
sowie die Basalmembran als Bindungsmediator. AutoantikGrper der
Autoimmundermatosen richten sich gegen Epitope dieser Verbindungsmolekiile
und fuihren so zu einem Verlust der Adh&sion der verschiedenen Hautschichten(4).



1.4 Epidermolysis bullosa acquisita (EBA)

Die EBA ist eine seltene Autoimmundermatose, die durch den Toleranzbruch und
die Bildung von Auto-AK gegen das subepidermal lokalisierte COL7 charakterisiert
ist. Klinisch zeigen sich Blasenbildung, Vesikel und Erosionen auf der Haut sowie
an den Schleimh&uten. Aufgrund des klinischen Erscheinungsbildes wird ein
mechanobulldéser und inflammatorischer Typ unterschieden (7).

1.4.1 Epidemiologie

Die Inzidenz der blasenbildenden Autoimmundermatosen hat, obwohl sie
grundlegend als gering eingeschatzt wird, in den vergangenen Jahren
zugenommen. Laut Schatzungen, betragt die EBA-Inzidenz < 0,5 Falle pro eine
Million Einwohner (8). Im Vergleich zu der h&ufigsten autoimmunen
Blasenerkrankung, dem bullésen Pemphigoid (BP) mit einer geschatzten Inzidenz
von 2,4-21,7 pro eine Million Einwohner (3,9) ist sie somit deutlich seltener. Obwohl
genaue epidemiologische Daten bisher fehlen, scheint es regionale Unterschiede
zu geben. So wurde in Deutschland zuletzt eine EBA-Pravalenz von 2,8 pro eine
Million Einwohner festgestellt (10). In Stdkorea wird die Inzidenz und Pravalenz
ebenfalls hoher eingeschatzt (11). Die Grinde dieser Unterschiede sind nicht im
Detail bekannt, kbnnen aber mit der Assoziation der EBA mit dem humanen
Leukozyten Antigen Klasse Il (HLAII) zusammenhangen (12,13). Grundsatzlich
kann die EBA in jedem Alter auftreten und ist unter den Geschlechtern gleich
verteilt. Sie bricht jedoch haufiger im zweiten und ab dem sechsten Lebensjahrzehnt
aus (10).

1.4.2 Typ-VIl Kollagen (COL7)

COL?7 ist das Autoantigen der EBA. Das Protein wird von dem auf Chromosom 3
lokalisierten COL7A1-Gen kodiert (14). COL7 ist aus drei identischen Alpha-Ketten
aufgebaut, die jeweils aus einer N-terminalen nicht-kollagenen (NC)-1-Doméne
(145 kDa), einer groRen zentralen kollagenen Doméane und einer kleineren C-
terminalen NC-2-Domane (34 kDa) bestehen (s. Abbildung 2) (15,16). Aus diesen
Kollagenmolektlen bilden sich antiparallele Dimere, die sich im Bereich der NC2-
Domanen uber Disulfidbrickenbindungen verbinden (17). Durch laterale
Kondensation formen die Dimere elektronenmikroskopisch bogenférmig unterhalb

der Basalmembran sichtbare Ankerfibrillen (18). Die Proteine sind mit ihrer NC-1-



Domane in der Basalmembran (Sublamina densa) bzw. einem Ankerplaque in der
papillaren Dermis verbunden (16). COL7 bindet in der Basalmembran an die
Strukturproteine Typ-I-, Typ-lll- und Typ-IV-Kollagen sowie Laminin 332 und
Fibronektin (19-23). Die Verankerungsplaques innerhalb der Dermis sind
Basalmembran-ahnliche Inseln, die ebenfalls diese Strukturproteine beinhalten.
Daher ist COL7 fur die Bildung eines stabilen Geflechtes zwischen Epidermis und
Dermis verantwortlich, welches die Adhasion und Integritit des Gewebes
sicherstellt. Die COL7-Synthese findet hauptsachlich in Fibroblasten und
Epithelzellen statt (24). COL7 ist in allen Epithelien der Haut, der Schleimhaut, den
Kanalen der Prostata und der Brust sowie in der Trachea, den Bronchien, dem
Oesophagus und der Cornea lokalisiert. Im Gastrointestinaltrakt, in den Endothelien
von BlutgefalRen, in Muskeln und in Nervenfasern ist es jedoch nicht nachweisbar
(25). Fur die EBA konnte gezeigt werden, dass meisten AK aus EBA-Patientenseren
gegen die NC-1-Domane und insbesondere gegen die von-Willebrand-Faktor-2-
ahnlichen-(VWFA2)-Subdoméne gerichtet sind sind (14,26).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des Typ-Vlil-Kollagen (COL7) (Modifiziert Ref. (27)): Drei
identische a-Ketten bilden eine COL7-Helix mit jeweils einer nicht kollagenen (NC)-2 und NC-1 Domé&ne sowie
einer mittigen kollagenen Domé&ne. COL7-Proteine bilden antiparallele Dimere, die im Bereich der NC-2-
Domaéane Uber Disulfidbriicken verbunden sind. Aus diesen Dimeren formen sich Ankerfibrillen, die die Dermis
(Ankerplaque) mit der Basalmembran (Sublamina densa) verbinden und somit zur Strukturintegritat zwischen
Dermis und Epidermis beitragen.



1.4.3 Pathogenese

Die ursachlichen Mechanismen der Stérung der Immuntoleranz sowie der Bildung
von Auto-AK sind nicht vollstandig verstanden (6,28). Am Anfang der EBA-
Pathogenese kommt es zu einem Toleranzverlust gegeniber COL7. Klinische
Beobachtungen und die Genotypisierung von Patienten weisen auf eine genetische
Komponente der Erkrankung hin. Beispielsweise tritt bei EBA-Patienten gehauft das
Major-Histocompatibility-Complex-(MHC)-Klasse 1l Molekil HLA-DR2 auf (12,29).
Weiter sind CD4+-T-Zellen fur die Auto-AK-Produktion essentiell; T-Zell-defiziente
Mause bilden nach Immunisierung mit COL7 keine Auto-AK (30). AuRerdem lassen
sich in EBA-Patienten Antigen-reaktive T-Zellen nachweisen (31). Diese T-Zellen
detektieren das COL7, das durch Antigen-prasentierende Zellen Uber HLA-DR2-
Molekule auf der Zelloberflache prasentiert wird. Die so aktivierten T-Zellen férdern
in den sekundaren lymphatischen Organen die Produktion von Auto-AK gegen
COL7 durch B-Zellen (32). Im Serum zirkulierende, anti-COL7-Auto-AK sind
essenziell fur die EBA-Pathogenese. Durch den AK-Transfer aus Seren von EBA-
Patienten konnte im Mausmodell eine EBA induziert werden (33). Fur die EBA-
Pathogenese spielen die durch die Komplexe aus Auto-AK und COL7 ausgelosten
Prozesse und die Aktivierung von Molekilen (Komplementfaktoren,
Zytokinfreisetzung, Migration von neutrophilen Granulozyten an die DEJ, Fcy-
Rezeptoren (FcgRs), Metalloproteinasen) eine wichtige Rolle. Die von den Auto-AK
erkannten Epitope verteilen sich Uber das gesamte COL7-Molekil. Die meisten
Auto-AK von EBA-Patienten binden an Epitope der VWFA2-Subdoméne der NC-1-
Region (14,26,34). Jedoch gibt es ebenfalls Seren, die Antikérper beinhalten,
welche an der NC2 vom Typ VII Kollagen binden oder bei wenigen EBA- Patienten
an der kollagenen Region oder der Gelenkregion binden (35). Zwischen der Auto-
AK-Spezifitat und dem EBA-Phanotyp ist keine Korrelation nachweisbar (26). Die
zirkulierenden AK sind bei der Mehrzahl der Patienten vom Immunglobulin G Typ
(1gG), jedoch kommen auch IgA, IgE und IgM AK vor (36). Die Auto-AK von EBA-
Patienten gehoren hauptsachlich den IgG1- und IgG4-Subklassen an (37—-40). Laut
aktueller Datenlage ist der Pathomechanismus der Induktion der Separation an der
DEJ bei der klassischen inflammatorischen und der mechanobulldsen Form der
EBA verschieden. Da fur die mechanobullése Form aktuell ein valides Tiermodell
fehlt, ist die klassische inflammatorische EBA besser verstanden. Bei der

mechanobulldsen Form der EBA wird angenommen, dass die Bindung von Auto-



AK an COLY7 die Dimerisierung oder laterale Anordnung zu Ankerfibrillen stort bzw.
die Verbindung der NC-1-Doméne mit Matrixproteinen (z. B. Typ-IV-Kollagen, 1V,
Fibronektin) beeintrachtigt. Die geschwachte Bindung der Kollagenfibrillen fiihrt bei
mechanischer Beanspruchung zu einer Blasenbildung (41). Bei der
inflammatorischen EBA scheinen dagegen entzindliche Prozesse fiur die
Separation der Dermis von der Epidermis verantwortlich zu sein. Laut aktuellem
Kenntnisstand  der  EBA-Pathogenese  lauft die  Auto-AK-induzierte
Gewebsschadigung wie folgt ab: Die Auto-AK binden uber ihren Fab-Teil an ihr
Epitop am COL7 und aktivieren Uber ihr Fc-Fragment das Komplementsystem Uber
den alternativen Aktivierungsweg (42). Hierdurch kommt es zur Spaltung der
Komplementfaktoren C3 und C5 in C3a/C3b bzw. C5a/C5b. Die freigesetzten
Anaphylatoxine C3a und insbesondere C5a rekrutieren neutrophile Granulozyten
durch Chemotaxis, induzieren die Histamin-Freisetzung und steigern die
Kapillarpermeabilitat (43,44). Die Faktoren C3b und C5b kdnnen im Bereich der
DEJ zur Opsonierung und Destabilisierung der Membranintegritat fihren. Die
Einwanderung von neutrophilen Granulozyten und mononukle&ren Zellen ist
essenziell fur die Induktion der inflammatorischen EBA (44-46). Die in das Gewebe
eingewanderten neutrophilen Granulozyten binden Uber aktivierende-Fcy-
Rezeptoren an die Fc-Fragmente der Auto-AK und werden dadurch aktiviert.
Mause, die Uber keine entsprechenden Fcy-Rezeptoren auf den Granulozyten
verfigen oder bei denen diese blockiert wurden, entwickeln keine EBA (47). Der
Komplementfaktor C5a verstarkt die Inflammation, indem er die Expression des
aktivierenden FcyRIIIA-Rezeptors auf neutrophilen Granulozyten verstarkt und
gleichzeitig die Expression des inhibierenden FcyRIIb-Rezeptors reduziert (48,49).
Weiter scheinen posttranslationale Modifikationen am Fc-Fragment der Auto-AK die
EBA-Auspragung zu modulieren. Eine starke Sialysierung des Fc-Fragments
schwacht die EBA-Auspragung ab, wohingegen ein nicht-galaktosyliertes Fc-
Fragment durch eine verstéarkte Bindung an den Fcy-Rezeptor die EBA-Auspréagung
verstarkt (50,51). Durch die Fc-vermittelte Aktivierung setzen neutrophilen
Granulozyten reaktive Sauerstoffspezies (ROS) sowie Proteasen (Matrix-
Metalloproteasen, Elastasen, Gelatinasen) frei, die durch Proteolyse das
umliegende Gewebe zerstoren und zu der EBA-typischen subepidermalen
Separation fuhren (52,53).



1.4.4 Klinik und Diagnostik

Zu Beginn des 20. Jahrhunderts wurde der Begriff EBA als deskriptive Diagnose fir
Patienten mit Krankheitsbeginn im Erwachsenenalter verwendet. Die
beschriebenen Merkmale &hnelten denen der hereditdren dystrophischen
Epidermolysis bullosa (54). Fast 70 Jahre spater wurde die EBA anhand klinischer
und histologischer Charakteristika von anderen bullésen Erkrankungen abgegrenzt.
Die ersten diagnostischen Kriterien von Henry H. Roenigk (55) beinhalteten einen
Ausbruch der Erkrankung im Erwachsenenalter, das Fehlen einer familidren
Vorgeschichte fur bullése Erkrankungen, eine traumatisch-induzierte oder spontane
Blasenbildung, die der dystrophischen Epidermolysis bullosa dhneln, und den
Ausschluss anderer bulléser Erkrankungen. Die kutanen Manifestationen bei EBA-
Patienten sind heterogen. Typisch ist eine fragile Haut, die sich bereits bei leichter
Beanspruchung l6st, sowie daraus resultierende pralle subepidermale Blasen, die
sich haufig spontan eroffnen, im Verlauf verkrusten und unter Narbenbildung
abheilen. Das Klinische Bild der mechanobullésen und inflammatorischen EBA kann
sich im Verlauf der Erkrankung andern; beide Formen kénnen simultan beim selben
Patienten auftreten. Die bei 1/3 der Patienten beobachtete mechanobulldse EBA ist
gekennzeichnet durch Hautbrichigkeit, gespannte Blasen, Narben und
Milienbildung. Die Pradilektionsstellen sind mechanisch belastete Areale (z. B.
Handriicken, Ellenbogen Knie) (56,57). In einigen Fallen treten Nageldystrophien
oder Hyper- oder Hypopigmentierungen auf. Bei dieser EBA-Form kann auch die
Mundschleimhaut betroffen sein. Die inflammatorische Variante der EBA (ca. 2/3
der Falle) gleicht klinisch anderen bulldsen Autoimmundermatosen (z. B. bulléses
Pemphigoid, Schleimhaut-Pemphigoid, lineare IgA-Erkrankung). Klinisch zeigen
sich ausgedehnte vesikulobullése Eruptionen, die typischerweise den Rumpf, die

Extremitaten und die Hautfalten betreffen.

Bei klinischem Verdacht auf eine bullése Autoimmundermatose wie die EBA ist
meist eine Kombination aus verschiedenen Verfahren fir eine eindeutige Diagnose
erforderlich. Die histologische oder klinische Beurteilung der Hautlasionen reicht
nicht aus, um die EBA von anderen subepidermalen Autoimmundermatosen zu
unterscheiden. Bei der EBA zeigen sich histologisch anfanglich papillare Odeme
sowie vakuolare Veranderungen entlang der DEJ. Spater kommt es zu einer
subepidermalen oder subepithelialen Spaltung sowie zur Ausbreitung von

entzindlichen Infiltraten mit polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten (PMN).



Bei alteren Lasionen sind Milienzysten und Fibroseherde in der Histologie sichtbar.
Die Auspragung dieser Merkmale ist variabel und lasst keine eindeutige Zuordnung
zu (8). Die Histologie kann folglich nur zwischen intra- und subepidermalen
Autoimmundermatosen unterscheiden. Als Goldstandard der Diagnostik gilt die
Immungoldmikroskopie, die EBA-spezifische Auto-AK direkt in der Sublamina
densa visualisiert (58). Diese Technik ist jedoch nur in wenigen Laboren verfligbar.
Zudem erfordert die Diagnose frische Hautproben, was die Verflugbarkeit der
Methode weiter einschrankt. Als essenzielles Kriterium fur die EBA-Diagnose gilt
der Nachweis linearer Immunglobulin, meist IgG- bzw. Komplement-C3-
Ablagerungen entlang der DEJ in einer perilasionalen Hautbiopsie des Patienten.
Der Nachweis erfolgt mithilfe der direkten Immunfluoreszenzmikroskopie (DIF). Bei
der charakteristischen 1gG- bzw. Komplement-C3-Ablagerung unterhalb der
Basalmembran (59) kann eine DIF-Musteranalyse wegweisend sein, die EBA-
spezifische, lineare u-gezackte Immunablagerungen an der DEJ zeigt (60). Weiter
lasst sich die Bindungsstelle der AK in der Sublamina densa mittels
Immunelektronenmikroskopie bestimmen (61). Die EBA-Diagnose kann auch
serologisch mittels indirekter Immunfluoreszenz (IIF) gestellt werden. Hierbeli
binden anti-COL7-AK aus dem Patientenserum an mit Natriumchlorid (NacCl)
gespaltener Haut (SSS). Mit einem fluoreszierenden Sekundar-AK kénnen diese
Patienten-Auto-AK an ihrem Bindungsort am COL7 an der DEJ detektiert werden.
Weiter existieren fur die serologische Diagnostik zwei enzyme-linked
immunosorbent assays (ELISA). Ein ELISA verwendet die NC-1- und NC-2-
Domaéanen von COL7, der andere basiert allein auf der NC-1-Doméne (62,63). Der
COL7-ELISA und die SSS erreichen zusammen eine Sensitivitat von ca. 50 %.
Daher schlief3t ein negativer serologischer Befund eine EBA nicht aus (64). Jedoch

korrelieren die Serumspiegel der anti-COL7-1gG mit der Krankheitsaktivitat.

1.4.5 Therapie

Aufgrund der geringen Pravalenz fehlen bis heute kontrollierte klinische Studien zur
Behandlung der EBA. Aktuelle Therapieempfehlungen basieren daher
ausschliel3lich auf Expertenmeinungen (41,65). Bei der Therapiewahl sind der
klinische Phanotyp, die Schwere der Erkrankung und die Wiinsche der Patienten
zu berucksichtigen. Neben einer symptomatischen Therapie gelten systemische
Glukokortikoide als erste Wahl bei der EBA-Behandlung, obwohl diese Therapie
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haufig mit zahlreichen Nebenwirkungen einhergeht (66). Die Anfangsdosen
betragen 0,5-2,0 mg/kg/Tag (4). Zur Reduktion der Nebenwirkungen der
Glukokortikoide und zur Identifikation von alternativen Monotherapien fir leichte
Formen wurde die therapeutische Wirkung verschiedener immunsuppressiver
Medikamente diskutiert. Methotrexat und Azathioprin werden haufig zusatzlich
eingesetzt, um Glukokortikoide zu sparen (8). Auch Dapson zeigt in einer
Kombinationstherapie eine Glukokortikoid-sparende Wirkung. Aufgrund der guten
Therapieerfolge empfehlen einige Experten bei milderen Formen der EBA Kolchizin
als Monotherapeutikum (67—70). Bei schweren Fallen der EBA zeigte die Gabe von
hochdosiertem intravendsen (i.v.) Immunglobulin (IVIG) wie bei anderen
Autoimmunerkrankungen (z. B. Guillain-Barré-Syndrom, Multiple Sklerose,
Kawasaki Syndrom, Myasthenia gravis, Pemphigus-Erkrankungen) gute
Therapieerfolge (71-74). Alternativ kann bei therapieresistenten Fallen der
monoklonale anti-CD20-IgG-AK Rituximab eingesetzt werden (75-78). Insgesamt
ist jedoch die Therapie der EBA oft frustran; eine komplette Remission wird selten
erreicht. Mit dem zunehmenden Verstandnis der Pathomechanismen der EBA
kénnen neue Therapiestrategien entwickelt werden. Dabei spielen Tiermodelle, die

die Erkrankung moglichst exakt replizieren, eine bedeutende Rolle.

1.5 Existierende Modelle der EBA

Zur Analyse der Autoimmundermatose EBA haben sich verschiedene ex vivo und
in vivo Modelle etabliert. Da die Immunkomplex-induzierte Aktivierung von
neutrophilen Granulozyten einen wichtigen Schritt in der EBA-Pathogenese darstellt
(53), wurde ein entsprechendes in vitro Modell entwickelt. In diesem Modell werden
immobilisierte Immunkomplexe aus Antigen (COL7) und COL7-AK aus Seren von
EBA-Patienten bzw. Kaninchen anti-COL7-lgG verwendet. Die Aktvierung
neutrophiler Granulozyten durch diese Immunkomplexe wird anhand der ROS-
Freisetzung (Chemilumineszenz), der Freisetzung proteolytischer Enzyme (ELISA)
oder anhand der Morphologie bzw. Ausbreitung der Granulozyten beurteilt (28). Zur
Untersuchung des Separationsprozesses von Dermis und Epidermis hat sich als ex
vivo Modell der Kryo-Schnitt-Assay etabliert. Dabei werden 6 mm dicke Kryo-
Schnitte menschlicher oder muriner Haut mit Patientenseren (79), rekombinanten
anti-COL7-AK (38) oder Kaninchen-anti-COL7-IgG inkubiert, was zur Bildung von
Immunkomplexen an der DEJ fuihrt. AnschlieBend werden die gewebsgebundenen
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Immunkomplexe mit Granulozyten inkubiert und die Gewebeschadigung durch die
Mediatoren der aktivierten Granulozyten bestimmt. Durch die Anfarbung der
Gewebeschnitte mit Hamatoxylin-Eosin (HE) kdnnen die Schaden anhand des
Ausmal3es der Trennung von Epidermis und Dermis in Prozent bestimmt werden.
Der Kryo-Schnitt-Assay erlaubt keine Aussagen zur Chemotaxis bzw. Leukozyten-
Extravasation (28). Zur Analyse weiterer Mechanismen der EBA-Pathogenese
wurden in vivo Modelle entwickelt. Die seit 2005 etablierten Mausmodelle werden
in AK-Transfer-Modelle, bei denen ein Spezies-fremder AK gegen COL7 injiziert
wird, und in Immunisierungs-induzierte Modelle, bei denen die Maus nach
Immunisierung mit dem Antigen und einem Adjuvans selbst Auto-AK gegen COL7

bildet, unterteilt.

1.5.1 Antikorper-(AK)-Transfer-induziertes Modell

Bei der Reproduktion von Autoimmunerkrankungen im Tiermodell ist die Auslésung
klinischer Symptome durch die Injektion eines Auto-AK gegen ein fir die
Erkrankung verantwortliches Antigen beweisend fiir die Pathogenitat des AK (80).
Dieser Zusammenhang wurde bei verschiedenen Autoimmunerkrankungen (z. B.
Pemphigus, bulléses Pemphigoid) nachgewiesen. Analog wurden ab 2005 AK-
Transfer-induzierte Mausmodelle der EBA entwickelt, die auf der lokalen
subkutanen (s.c.), intrakutanen (i.c.) oder systemischen Injektion (i.v. oder
intraperitoneal (i.p.)) eines anti-COL7-1gG basieren (33,45,81,82). Zunachst wurden
verschiedenen Mausstammen humane anti-COL7-AK lokal s.c. oder i.c. appliziert
(83,84). Dabei banden einige AK nicht oder nur mit geringer Aviditdt am
Mausepithel. Zur Verbesserung des Modells und zur Erhéhung der
Reproduzierbarkeit wurde aufgrund der unterschiedlichen Kreuzreaktivitat der
humanen AK mit der Maushaut ein Kaninchen-anti-Maus-COL7-AK entwickelt.
Hierzu wurden New Zealand White Kaninchen mit drei rekombinanten Proteinen der
NC-1-Domane des murinen COL7 und Freundschem Adjuvans immunisiert. Die
erzeugten Kaninchen-anti-Maus-COL7-IgG wurden mithilfe einer Protein-G-Saule
aus dem Kaninchenserum isoliert und in das AK-Transfer-induzierte Modell
eingesetzt (45). Hier kam es schlussendlich zu einem klinischen Phanotyp in den
Mausen, die wesentliche Aspekte der humanen Erkrankung wiederspiegelt. Beiden
Gesamt-Kaninchen-lgG-Isolaten trat eine nicht zu vernachlassigende Chargen-
Variabilitat auf. Daher muss die zur Krankheitsinduktion benétigte AK-Menge
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individuell bestimmt werden. Nach systemischer und lokaler Injektion kommt es zur
Anlagerung der Kaninchen-anti-Maus-COL7-IgG an das COL7 in der DEJ. Als Folge
entwickeln sich EBA-typische L&asionen an den Ohren beginnend, wobei der
Schweregrad mit der applizierten IgG-Dosis korreliert. Histologisch zeigt sich ein an
neutrophilen Granulozyten (PMN) reiches Infiltrat sowie die EBA-typische
subepidermale Blasenbildung. In der DIF lassen sich EBA-typische IgG sowie
Komplement-C3-Ablagerungen an der DEJ nachweisen. Die Krankheitsinduktion
und EBA-Ausprdgung unterscheidet sich in Abh&ngigkeit vom Mausstamm.
C57BL/6J-Mause zahlen zu den empfindlichsten Mausstdmmen, Balb/c-Mause
zeigen eine mittlere Empfindlichkeit und MRL/MpJ-Méause scheinen fast vollstandig
resistent zu sein. Ebenfalls konnte weiter spezifiziert werden, dass Antikorper gegen
die Cartilage-matrix-protein-(CMP)-Subdoméane, die sixth-ninth-fibronectin-3
(FNII)-like Subdoméne sowie die VWFA2-Subdomane der NC-1-Region des COL7
in der Maus eine EBA induzieren (26,81,85).

1.5.2 Immunisierungs-induziertes Modell

AK-Transfer-induzierte Modelle der EBA eignen sich gut zur Analyse der
Pathomechanismen der AK-induzierten Gewebezerstérung und haben mafigeblich
zum Verstandnis dieser Mechanismen beigetragen (86). Zur Untersuchung des
Toleranzabbruches sind diese AK-Transfer Modelle jedoch nicht geeignet, da sie
nur die Effekte der Auto-AK an ihrem Zielantigen abbilden. Um den
Toleranzabbruch gegentber COL7 und die Modulation der Immunantwort bis zur
AK-Produktion zu analysieren, sind andere in vivo Modelle erforderlich. Beim
Immunisierungs-induzierten Modell der EBA werden verschiedene Mausstamme
(SJL/J-, C57BL/6J-, Balb/c-, SKH1- und Fcy-RIIB-defiziente M&use mit BI6-
Hintergrund) mit einem murinen rekombinanten, immundominanten Antigen aus der
NC-1-Domane des COL7 und dem Adjuvans TiterMax immunisiert und nach 3, 6
und 9 Wochen erneut mit 40 mg Antigen und TiterMax geboostert. Schon ein Monat
nach der initialen Immunisierung sind im Serum zirkulierende anti-COL7-1gG
nachweisbar, die an der DEJ des Mausepithels binden. Die indirekte
Immunelektronenmikroskopie verifiziert die Bindung dieser Auto-AK EBA-typisch in
der Sublamina densa. Klinisch differiert die Symptomauspragung zwischen den
Mausstammen. Subepidermale Blasen sowie Krusten und Erosionen treten bei 82
% der SJL/J-Mause, 56 % der BALB/c-Méause und 45 % der Fcy-RlIb-defizienten
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Tiere auf, nicht aber bei SKH-1 Mausen. In der DIF zeigen die erkrankten Mause
eine Anlagerung von IgG1 und IgG2 sowie des Komplementfaktors C3 an der DEJ.
Bei den nicht erkrankten Mausen binden uUberwiegend 1gG1-AK und die
Komplementaktivierung ist sehr schwach oder fehlt (87). Die Suszeptibilitat der
Mausstamme flr das Immunisierungs-induzierte Modell scheint von Faktoren wie
der Bildung verschiedener IgG-Subklassen, der Glykosylierung dieser IgG und der
Fcy-Rezeptor-Expression auf Effektorzellen abzuhéngen. Die EBA lasst sich in
diesem Modell auch durch Einfachimmunisierung mit hoheren Antigen-
Konzentrationen induzieren (88,89).

1.6 Hybridom-Zellkultur

Hybridomzellkulturen stellen seit Jahren eine Methode dar, um murine monoklonale
Antikorper zu produzieren (90). Im AK-Transfer-induzierten Modell der EBA werden
der Maus polyklonale IgG, die aus dem Serum immunisierter Kaninchen gewonnen
wurden, injiziert. Dagegen sind monoklonale AK aus Hybridom-Zellkulturen nur
gegen ein Epitop eines Antigens gerichtet. Bei einer humoralen Immunantwort
provoziert durch die Immunisierung der Maus mit COL7 bilden aktivierte B-Zellen
Auto-AK. Hierbei produziert jede B-Zelle einen spezifischen Auto-AK, der sich
jeweils gegen einen Proteinabschnitt des COL7 richtet. Die meisten monoklonalen
AK binden an dreidimensionale Struktur des Proteins, jedoch gibt es auch AK, die
lineare Aminosaureabschnitte des Proteins erkennen. Weiter unterscheiden sich AK
der B-Zelle in der Glykosylierung und in der IgG-Subklasse. Verschiedene B-Zellen
produzieren damit in der immunisierten Maus eine polyklonale Immunantwort. Bei
der Erstellung monoklonaler muriner AK werden einzelne B-Zellen kultiviert, die
einen monoklonalen AK produzieren und in das Zellkulturmedium abgeben. Da
murine B-Zellen nach der Isolation aus Milz oder Lymphknoten nur wenige Tage
Uberleben, mussen die Zellen so verandert werden, dass sie kultivierbar werden.
Das gelingt mittels viraler Transformation (z. B. mit dem Epstein-Barr Virus) oder
durch Generierung von Hybridom-Zellen (91). Fur die Erstellung der Hybridom-
Zellkulturen fur die vorliegende Arbeit wurden Mause mittels des Immunisierungs-
induzierten Modells der EBA mit der vVWFA2-Subdomane des COL7 und einem
Adjuvans immunisiert und geboostert. Die polyklonale AK-Bildung der Maus wurde
via AK-Titer im Blut Gberwacht. Bei Tieren mit einem hohen EBA-Score wurden die

B-Zellen aus der Milz oder den Lymphknoten extrahiert. Die isolierten B-Zellen
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wurden mit histokompatiblen Myelomzellen (z. B. Sp2/0, NS1, NSO) hybridisiert.
Fur Myelomzellen sind vier Eigenschaften essenziell: Sie synthetisieren keine
eigenen AK, sie besitzen einen Enzymdefekt, Uber den sie nach der Fusionierung
eliminiert werden konnen, sie haben gute Fusionseigenschaften und sie induzieren
im Hybridom eine hohe AK-Syntheserate. Nach der Fusion, bei dem die B-Zellen
mit Myelomzellen und einem Fusionsmittel wie Polyethylenglykol (PEG) inkubiert
werden, liegen vier Zellpopulationen vor: nicht fusionierte Myelomzellen, nicht
fusionierte B-Zellen, falsche Hybridome (Fusionen z. B. aus zwei B-Zellen und einer
Myelomzelle) und richtige Hybridome. Die nicht fusionierten B-Zellen und falschen
Hybridome sind nur wenige Tage Uberlebensfahig. Die richtigen Hybridom-Zellen
sind das Ziel der Fusionierung und beginnen zu proliferieren. Die sich ebenfalls
teilenden nicht fusionierten Myelomzellen mussen entfernt werden. Diese Zellen
besitzen keine funktionelle Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase
(HGPRT). Die Nukleinsadure-Synthese in der Zelle ist Uber den salvage pathway und
dem de novo pathway moglich. Fiur den salvage pathway ist HGPRT erforderlich.
Bei einer Kultivierung in HAT-Medium, dass Aminopterin zur Blockade des de novo
pathways sowie Hypoxanthin und Thymidin als Vorstufen des salvage pathways
enthalt, Uberleben die Hybridomzellen, da sie Uber den salvage pathway eine
Nukleinsaure-Synthese betreiben kdnnen. Die Myelomzellen, die nur Gber den de
novo pathway verfigen, sterben ab (90). Anschlielend werden Hybridom-
Zellkulturen angelegt, Zellreihen kryokonserviert und die Zellkulturiiberstande auf
AK-Produktion tUberprift. Als Vorarbeit zu diesem Projekt wurden Hybridomzellen
zur Produktion von monoklonalen, murinen anti-COL7-AK erstellt. Hierzu wurden
12 Tiere mit 120 pug der Willebrand factor type A like (VWFA2) Subdomane des
COL7 immunisiert (Firma Eurogentec). Zehn Hybridom-Zelllinien wurden anhand
ihrer Bindung an murinen Hautschnitten sowie der Aktivierung von neutrophilen
Granulozyten zur Freisetzung von ROS vorselektiert. Von den Hybridom-Zelllinien
1-5 lagen zu Beginn der Arbeit isolierte AK in ausreichender Konzentration vor. Die
Hybridom-Zelllinien 4—6 wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit kultiviert.
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1.7 Ziel der Arbeit

Die EBA ist eine schwer verlaufende Autoimmunerkrankung. Trotz zunehmender
Erkenntnisse Uber ihre Pathogenese sind aktuelle Therapieverfahren nur
unzureichend wirksam und weisen zahlreiche unerwiinschte Nebenwirkungen auf.
Zur Exploration der EBA-Pathogenese und Entwicklung neuer Therapieansétze in
vivo werden Tiermodelle benétigt, die die humane Erkrankung bestmoglich
abbilden. Das etablierte AK-Transfer-induzierte Modell der EBA nutzt polyklonale
Kaninchen anti-COL7-IgG, da zur Induktion einer EBA in diesem Modell grol3e AK-
Mengen bendétigt werden, die in diesem Umfang in keinem ethisch vertretbaren
Rahmen in der Maus generiert werden konnen. Die Applikation der Kaninchen-IgG
induziert eine murine Immunreaktion mit Bildung von Maus-anti-Kaninchen 1gG-AK,
die bereits wenige Tage nach der ersten AK-Gabe nachweisbar sind und den
Phanotyp der EBA verstarken konnen. Fur eine erfolgreiche Krankheitsauspragung
mussen die injizierten Kaninchen-AK mit Teilen des murinen Immunsystems
(Komplementsystem, neutrophile Granulozyten) interagieren. Dabei beeinflussen
Speziesunterschiede (z. B. funf IgG-Subklassen bei Mausen, eine 1gG-Klasse bei
Kaninchen (92)) potenziell den Pathomechanismus. Die Nutzung von Hybridom-
Zellkulturen zur Produktion monoklonaler muriner COL7-spezifischer AK verringert
die Zahl der Tierversuche und verhindert mogliche Spezieseffekte.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, zehn murine monoklonale anti-COL7-1gG Klone
bezuglich ihrer Eigenschaften in vitro und in vivo zu evaluieren und auf ihre Eignung
fur das AK-Transfer-induzierte Mausmodell der EBA zu Uberprifen. Konkrete
Fragestellungen sind: Binden die murinen monoklonalen anti-COL7-1gG in vivo und
in vitro im Bereich der DEJ an das COL7 und fiuhren sie zu einer
Komplementaktivierung? Kann die Bindung der murinen Auto-AK eine typische EBA
mit subepidermaler Separation, Krusten und Blasenbildung sowie Einwanderung
von Granulozyten induzieren? Reicht die Bindung der monoklonalen AK an ihr
Zielantigen (COL7) aus, um eine EBA zu induzieren? In einem zweiten Schritt sollen
die murinen AK-Klone, die eine EBA im lokalen AK-Transfer-induzierten Modell
auslosen, in einem systemischen AK-Transfer-induzierten Modell getestet werden
und die Menge, der zur EBA-Induktion nach i.p. Injektion notwendigen IgG eruiert

werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Antikorper, Antigene und Hybridom-Zellkulturreihen

Die verwendeten AK und Antigene sind in Tabelle 1 gelistet. Die verwendeten

Hybridomzellkulturen inklusive ihrer produzierten AK-Klone sind in Tabelle 2

gelistet.

Tabelle 1: Liste der verwendeten Antigene und Antikorper

Antikérper /Antigen

Hersteller

Spezifisches anti-vWFA2-1gG

VWFA2, 2 mg/mL ROS

AlexaFluor
goat IgG

594-conjugated donkey anti

Anti CD3-Phycoerythrin-(PE)
Anti CD19-PE

Anti-PE Microbeads

Dotblot Anti-Maus IgG

Fluorescein-lsothiocyanat-(FITC)-
conjugated AffiniPure Donkey anti-rabbit
IgG (H+L)

FITC-conjugated AffiniPure Donkey anti-
mouse IgG (H+L)

Goat IgG fraction to mouse C3
Rabbit anti-mouse-vWFA2-1gG

Normal Rabbit IgG

Isoliert  aus Kaninchenseren Melanie

Hegenbarth, steril
Melanie Hegenbarth, steril

Jackson Immuno Research Laboratories Inc.
705-585-147

Miltenyi, REF 130-102-600
Miltenyi, REF 130-102-598
Miltenyi, REF 130-048-801
Jackson Research/Dianova REF 115-055-062
Jackson ImmunoResearch REF 711-095-152

Jackson ImmunoResearch REF 715-096-150

MP Bio Nr. 0855463
Jackson ImmunoResearch REF 315-055-003

Melanie Hegenbarth, steril



Tabelle 2: Liste der Hybridomzellkulturen sowie dem produzierten Antikdrper-Klon

Hybridom-Zellkulturreihe/ Antikérper-Klon

Hersteller
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1. Klon C1: Zellkultur C9D8C1
2. Klon D3: Zellkultur 9D8D3

3. Klon H6: Zellkultur 9D8 H6

4. Klon H10: Zellkultur 16A1H10
5. Klon H7: Zellkultur 16A1H7
6. Klon F3: Zellkultur 9D8F3

7. Klon H4: Zellkultur 9D8H4

8. Klon C7: Zellkultur 16A1C7
9. Klon C8: Zellkultur 16A1C8

10. Klon H11: Zellkultur 16A1H11

2.1.2 Chemikalien

Eurogentec - 5 Rue Bois Saint-Jean, 4102

Seraing, Belgium

In Tabelle 3 sind die verwendeten Chemikalien gelistet.

Tabelle 3: Lister der verwendeten Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

Aqua dest.

10 % Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Coomassie Blue G

30 % Acrylamid
Diamidin-2-Phenylindol (DAPI)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

DyLight-594-N-Hydroxysuccinimid-(NHS)-

Ester 5 x 65 ug
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Ethanol 70 %

Eosin

Eukitt Eindeckmedium

Fetales Kalberserum (FCS)

Apotheke UKSH, Campus Libeck
Apotheke UKSH, Campus Lubeck
Thermo Fischer Scientific

Thermo Fischer Scientific 15404549
Sigma Aldrich D9542

Thermo Fischer Scientific

Thermo Scientific Product No. 46413

Sigma-Aldrich, Hamburg, ES008

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

Sigma- Aldrich, Hamburg, 03989

Sigma-Aldrich, Hamburg F6765


https://www.google.be/maps/dir/ma+position/Rue+Bois+Saint-Jean+5,+4102+Seraing,+Belgium
https://www.google.be/maps/dir/ma+position/Rue+Bois+Saint-Jean+5,+4102+Seraing,+Belgium

18

Flussiger Stickstoff (N)
Formaldehyd-Losung 5 %
Formalin

Hamatoxylin

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinyl)-ethansulfonsaure

Isopropanol
Ketamin
Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH)

Luminol (5-Amino-2,3-dihydro-1,4-
phtalazinedione free acid)

Methanol

Movex Benchmark Protein Ladder
Na-Azid 0,0045 %

0,9 % Natriumchlorid-(NaCl)-L6sung
Natriumhydroxid (NaOH)

Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT) / 5-
Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat  (BCIP)
Substrat

Paraffin

Phosphorsaure (HzPOuy)
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)
Polyethylenglykol (PEG) 20000
Protein-G-Resin-Séaule

Xylazin

Spectra Multicolor broad range protein
ladder

10 % Sodiumdodecylsufat (SDS)
Tetramethylethylendiamin (TEMED)

15 M Tris(hydroxymethyl)aminomethan
(Tris)
pH 9,8

Trypan-Blau

Trypsin/EDTA

Apotheke UKSH, Campus Libeck
Merck KgaA, Darmstadt
Apotheke UKSH, Campus Lubeck
Sigma-Aldrich, Hamburg

SAFC 137075

Apotheke UKSH, Campus Lubeck
SIGMA-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Hamburg

Sigma-Aldrich, Hamburg

Apotheke UKSH, Campus Libeck
Thermo Fischer 10747-012

Apotheke UKSH, Campus Libeck
Apotheke UKSH, Campus Lubeck
Apotheke UKSH, Campus Libeck

Thermo Fischer

Apotheke UKSH, Campus Libeck
Apotheke UKSH, Campus Lubeck
Sigma-Aldrich, Hamburg P8139
Sigma-Aldrich, Hamburg 807486
GenScript LO0209 5 mL
SIGMA-Aldrich, Steinheim

Thermo Fischer 26634

Fischer Scientific, Product 10265153
Thermo Fischer 15524010

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 15250061

45 mL EDTA, 5 mL 10 x Trypsin PaN Biotech
REF P10 024100



2.1.3 Medien und Puffer
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In Tabelle 4 sind die verwendeten Medien und Puffer gelistet.

Tabelle 4: Liste der verwendeten Medien und Puffer

Medium/Puffer

Zusammensetzung

Bindungspuffer

Blockingpuffer

Boratpuffer

Carbonatpuffer
(adsorption buffer)

CL-Medium

Dotblot Waschpuffer
Dotblot Waschpuffer plus

Einbettungsmedium Tissue-Tek

Einfriermedium Zellkultur
Glycinpuffer IgG-Isolierung

Hanks Balanced Salt Solution (HBSS)
HBSS prep

Magnetic Activated Cell Sorting (MACS)-
Puffer

MAK-Medium

Mowiol 4-88

Neutralisationspuffer
IgG-Isolierung

PBS (phosphate buffered saline)

PBS-T

62 % Percoll

Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)

ROS-Blockpuffer

20 mM NazHPO4, 150 mM NaCl, pH 8,0

1 % Biotin-freies BSA, geldst in PBS-T

15,45 g Boratsaure in 5 L A. dest, pH auf 8,5
mit NaOH titriert

5,3 g Na2COs, 4,2 g NaHCO3 gelést in 1 L A.
dest pH auf 9,6 mit 1 N HCl titriert

Roswell Park Memorial Institute Medium
(RPMI) 1640 o. Phenolrot mit L-Glu
(Genaxxon, REF C4116.0500) 241,25 mL, 25
mM HEPES (1 M) 6,25 mL, 1 % FCS 2,5 mL

EUROIMMUN, Lubeck
EUROIMMUN, Lubeck

Sakura Finetek Europe B.V., Zoulerwoude,
Niederlande

90 % FCS, 10 % DMSO

0,2 M Glycin, pH 2,8

Hank’s BSS (Gibco, REF 14025-050)
HBSS + 0,5 % FCS + 20 mM HEPES

PBS + 2 mM EDTA + 0,5 % FCS

500 mL 1 x RPMI 1640, GlutaMAX
(Sigma,REF 10104522) 50 mL 10 % FCS; 5
mL 1 % Penicillin/Streptomycin

Sigma-Aldrich 81381

1 M Tris-HCI, pH 9,0

8 g/L NaCl, 0,2 g/L KCI, 1,44 g/l NaxPO4
KoHPOs in A, dest, pH auf 7,2 mit
Phosphatsaure titriert

0,05 mL Tween 20in 1L PBS

2,8 mL Percoll (GE Healthcare; REF; 17-0891-
01) + 1,9 mL HBSS + 310 uL10 x PBS

1 mg/mL in PBS

1 % Biotin-freies BSA/PBS-T
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ROS-Waschpuffer

Roti Immunoblock/ PBS

2.1.4 Verbrauchsmaterialien

’ PBS + 0,05 % Tween

‘ Carl Roth T144.1

In Tabelle 5 sind die verwendeten Verbrauchsmaterialien gelistet.

Tabelle 5: Liste der verwendeten Verbrauchsmaterialien

Artikel

Hersteller

Alufolie

Dako PAP Pen hydrophober Stift

Deckglaser 24 x 60 mm

Dialyseschlauchmembran
Dreiwegehahn Discofix 3
Falcon-Rohrchen 15 mL, 50 mL
Filtertube (Amicon Ultra 100.000 Da)
Injektionsspritzen (Injekt-F 1 mL)
Messkuivette Photometer

Minisart Sterilfilter (0,20 pm)
Nitrozellulose-Membran

Objekttrager SuperFrost /Plus

Papierfilter
Pasteur-Plastikpipetten 1 mL

Pipetten Research: 0,5-10 pl;
10-100 pl; 100-1000 pl

2-20 ul;

Pipettenspitzen: 10 pl; 100 pl; 1000 pl

Pipetus-Pipettierhilfe

ReaktionsgefalRe 0,5 mL, 1,0 mL, 1,5 mL
Reaktionsgefal? schwarz 0,5 mL
Reaktionsgefal? 15 mL, 50 mL

SafeSeal GefalRe 1,5 mL, 2,0 mL

Serologische Pipetten 1 mL, 5 mL, 10 mL,
25 mL

Carl Roth

Millipore 402176-M

G. Menzel,
Braunschweig

Glasbearbeitungswerk,

Carl Roth 1780.1

Braun, Melsungen

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht
Millipore UFC 903008

B Braun, Melsungen, Deutschland
Brand, BR759150

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht
BioRad Laboratories

G. Menzel,
Braunschweig

Glasbearbeitungswerk,

IDL GmbH & Co. KG
BioSigma, Co

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Hirschmann Eberstadt,

Deutschland

Laborgerate,

Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Sarstedt AG & Co. Nurnbrecht




96 Deep-Well Platte (ROS)
Skalpell

Zellulosefilter 25 mm
Zellstoff

Zellsieb 70 um

2.1.5 Laborgerate

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Braun Cutfix 11

Sigma-Aldrich

Carl Roth

Corning 352350

In Tabelle 6 sind die verwendeten Laborgerate gelistet.

Tabelle 6: Liste der verwendeten Laborgeréate

Gerat

Hersteller
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Analysenwaage Analytical Plus
Bio Vortex V1

Dunkle Feuchtigkeitskammer
Elektrische Feinwaage PT 150
Eppendorf Research Pipetten
Gefriertruhe C660 (-80 °C)
Hoods:

LamininAir HB 2448

Biowizard

Hyperflask M Zellkulturgefar
Inkubationsschrank Zellkultur
Kamm Gelelektrophorese 10 Kammern

Kuhlschrank (4°C) / Gefrierschrank (-
20 °C)

Kuhlkammer

Kryostat Leica CM 3040 S
Kryo-Rohrchen

Laborabzug Captair chem
Laborheizplatte

Luminometer Wallac Victor2 1420
Mikrometer

Mikrowelle 1000 W

Ohaus Corporation, New Jersey, USA
lab4you GmbH, Berlin

Werner Hassa GmbH, Lubeck
Sartorius AG, Gottingen

Eppendorf AG, Hamburg

New Brunswick Scientific, England

Heraeus, Hanau, Deutschland
Biowizard Kojair, Vilppula, Finnland
Corning 10034

Heraeus Instruments GmbH, Hanau
Thermo Scientific

Liebherr International AG, Bulle, Switzerland

Viessmann GmbH & Co. KG, Allendorf
Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar
Thermo Scientific

Erlab Laboreinrichtungen, Wangen

Allpax Art Nr. 10013970;0

Perkin Elmer

Holex 73099439

neoLAB 3-2306
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Neubauer Zahlkammer
mm Tiefe, 0,0025 mm?

Improved, 0,100

Netzteil Elektrophorese PEQPOWER 250

Fluoreszenzmikroskop BZ9000 (Biorevo)
MACS-Kit Quatro Macs starting Kit
Magnetrihrer IKA ® RH basic 2

Mikroskop Olympus BX40

Mikroskop Wilovert S

Nanodrop 2000 UV-Vis Spectrophotometer
Neubauer Zahlkammer

pH-Meter pH 526

Photometer

Multiphotonen-Mikroskop TriM Scope |l
mit XLUMPLFL 20 x W/0,95 objective

Pipettierhilfe, Pipetus®-akku

Schutteltisch Duomax 1030

Sterilbank, Biowizard Kojair

Thermo Scientific Mr.
Gefrierbehalter

Frosty

Vortex Genie 2
Verschlussklemme WelLoc
Wasserstrahlpumpe
Zellkulturflasche 175 cm?
Zentrifuge 5804
Centrifuge Varifuge 3.0 R
Centrifuge Biofuge pico

Zentrifugenréhrchen 500 mL

Marienfeld, Lauda-Kénigshofen, Deutschland

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

Keyence, Neu-Isenburg, Deutschland
Miltenyi Biotec, 130-091-051

IKA Werke GmbH, Staufen

Olympus Deutschland, Hamburg
Helmut Hund GmbH, Wetzlar
ThermoFischer

A. Hartenstein Laborbedarf, Wirzburg
MultiCal WTW, Weilheim

Dr. Lange LASA100

LaVision BioTec GmbH, Bielefeld, Germany;
Olympus, Hamburg, Germany

Hirschmann Laborgerdte GmbH & Co. KG,
Eberstadt

Heidolph Instruments, Nurnberg

W. H. Mahl,
Magdeburg

Reinraumtechnik  GmbH,

Thermo Scientific 5100-0001

Scientific Industries, Bohemia, New York, USA
Weland

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim

Corning 431328

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland
Heraeus Instruments GmbH, Hanau

Heraeus Instruments GmbH, Hanau

Corning 1001-8910
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2.1.6 Versuchstiere und Kryo-Schnitte

In Tabelle 7 sind die verwendeten Versuchstiere und Kryo-Schnitte gelistet.

Tabelle 7: Liste der verwendeten Versuchstiere und Kryo-Schnitte

Versuchstier/Kryo-Schnitt Hersteller
C57 BL/6J Maus Eigene Zichtung Tierstall Lubeck Haus 10
Enhanced-green-fluorescent-protein- Eigene Ziichtung Tierstall Libeck Haus 10

(EGFP)-Lys Maus

Kryo-Schnitte muriner Haut C57 BL/6J | Katja Bieber, Tierstall Libeck Haus 10
(Schwanz)

2.2 Kultivierung von Hybridom-Zellkulturen

Funf der getesteten murinen monoklonalen anti-COL7-AK lagen zu Beginn des
Projektes in ausreichender Konzentration zur Testung in vivo vor. Funf weitere AK
der Hybridom-Zelllinien 6—-10 wurden mittels Hybridom-Zellkultur im Rahmen dieser
Arbeit produziert. Die Hybridom-Zellen lagen als gefrorene Aliquots in flissigem
Stickstoff vor. Alle Zellkultur-Experimente wurden unter dem Abzug durchgefihrt.
Die Zellmedien wurden vor Verwendung auf 37 °C vorgewarmt. Die Hybridom-
Zellkulturen wurden im Inkubator bei 37 °C und 5 % Kohlenstoffdioxid (CO2)

kultiviert.

2.2.1 Auftauen und Anlegen der Hybridom-Zellkultur

Es wurde pro Hybridom-Zellklon ein Aliquot (1 x 10® Zellen) aus dem fllssigen
Stickstoff verwendet. Mit der 1 mL Pipette wurden die z. T. noch gefrorenen Zellen
mit MAK-Medium unter Auf- und Abpipettieren vollstandig aufgetaut und umgehend
in ein vorbereitete Falcon-Gefald mit 10 mL MAK-Medium dberfihrt. Durch diesen
Schritt wurde das im Gefriermedium enthaltene, zytotoxische DMSO verdinnt.
Nach einer Zentrifugation (1250 rounds per minute (rpm), 20 °C, 5 min) wurden der
Uberstand abgenommen sowie die Zellen in 10 mL MAK-Medium resuspendiert und
anschlieBend in einer 175 cm? Zellkulturflasche mit 30 mL MAK-Medium fur 3—4
Tage kultiviert. Nach einem Tag wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt, um das

restliche DMSO des Gefriermediums auszuwaschen.
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Anlage der Hybridom-Zellkultur

Die Zellkulturflasche wurde im Abstand von vier Tagen unter dem Mikroskop
begutachtet. Je nach Zelldichte und Bedarf wurde Uber das weitere Verfahren

entschieden:

1. Weitere Inkubation ohne Anderungen
2. Mediumwechsel
3. Abldsen und Zahlung der Zellen:
a) zur Anlage von Kryo-Aliquots in flissigem Stickstoff
b) zur Aufteilung der Zellen auf mehrere Flaschen
c) zur Kulturexpansion mittels Hyperflasks
d) zur Beendigung der Zellkultur und Aufreinigung der AK aus dem Medium

4. Anlage einer Erhaltungskultur (EHK)

Zu 2: Mediumwechsel

Der Zellkulturiiberstand wurde aus den Zellkulturflaschen in ein 50 mL Falcon
Uberfahrt, mit 200 uL Na-Azid versetzt und bei -20°C gelagert, um ein mikrobielles
Wachstum zu verhindern. Die Zellen wurden mit 40 mL frischem MAK-Medium

weiter im Brutschank inkubiert.

Zu 3: Ablésung und Zahlen der Zellen

Das Medium aus den Zellkulturflaschen wurde analog zum Mediumwechsel
behandelt. Die Zellen wurden mit 5 mL 0,9 %iger NaCl-L6ésung gewaschen. Die
NaCl-Loésung wurde nicht direkt auf die Zellen, sondern an den Rand der
Zellkulturflasche pipettiert. Nach dem Schwenken der Flaschen wurde die Losung
vorsichtig abgesaugt. AnschlieRend wurde die Zellen zum Ablésen vom
Flaschenboden mit 5 mL Trypsin/EDTA fir 5 min im Brutschrank inkubiert. Durch
seitliches Klopfen mit der Handflache gegen die Zellkulturflasche wurden die Zellen
abgelost und fir weitere 3 min im Zellkulturschrank inkubiert. Nach insgesamt 8 min
wurde die Abldsungsreaktion mit 10 mL MAK-Medium gestoppt und die Zellen in
ein 50 mL Falcon-Gefald Gberfuhrt. Nach einer Zentrifugation (1250 rpm, 5 min,
20 °C) wurde der Uberstand bis auf das Zellpellet abgesaugt und die Zellen in 10 mL

frischem MAK-Medium suspendiert. Die Zahlung der Zellen erfolgte in einer
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Neubauer-Zahlkammer. Dazu wurde eine 1:10 Verdinnung (90 uL MAK-Medium +
10 uL Zellsuspension) vorbereitet und in die Z&hlkammer gegeben. Es wurden alle

vier Quadranten ausgezahilt.

Zu 3a) Anlage von Kryo-Aliguots in flissigem Stickstoff

Zur Aufbewahrung der Zellen wurden neue Aliquots in flissigem Stickstoff angelegt.
Daflur wurden ein Mr. Frosty Kryo-Behélter mit zehn beschrifteten Kryo-Rohrchen
vorbereitet. Fur 1 x 108 Zellen pro Aliquot wurden 10 x 108 Zellen in ein neues 50 mL
Falcon-Gefal3 gegeben und zentrifugiert (1250 rpm, 5 min 20 °C). Nach dem
Absaugen des Uberstandes wurden die Zellen in 10 mL Einfriermedium
aufgenommen, sodass sich eine Konzentration von 1 x 10® Zellen/mL ergab. In
jedes Kryo-Réhrchen wurde 1 mL der Zellsuspension gegeben. Alle Réhrchen
sowie der Kryo-Behalter wurden verschlossen. Der Kryo-Behalter wurde 1 h bei
-20 °C gelagert, gefolgt von 2—4 Tagen bei -80 °C und schlie3lich in flissigem
Stickstoff. Nach einem Tag im Stickstoff wurde ein Aliquot aufgetaut und in Kultur
genommen, um die Qualitat, die Kultivierbarkeit und die AK-Produktivitat der Zellen

Zu testen.

Zu 3b) Expansion der Zellkultur

Beim Erreichen einer Zellzahl von 4 x 10° Zellen/mL wurden die Zellen auf mehrere
Flaschen aufgeteilt, um die Zellkultur zu expandieren. In eine neue 175 cm?
Zellkulturflasche wurden 8 x 10° Zellen gegeben. Bei gutem Wachstum waren auch
4 x 10° Zellen moglich. Die Zellsuspension wurde mit neuem MAK-Medium auf ein
Volumen von 40 mL aufgeflllt und in die Zellkulturflasche gegeben. Die Flaschen

wurden wiederum fur 3—4 Tage im Brutschrank inkubiert.

Zu 3¢) Kulturexpansion mittels Hyperflask

Zur Erh6éhung des Malistabs bei der AK-Produktion wurden grol3e
Zellkulturflaschen mit mehreren Bodden (Hyperflasks) verwendet. In diese
Hyperflasks wurden 2 x 10° Zellen/mL (112 x 108 Zellen/Hyperflask) in 515 mL MAK-
Medium gegeben. Die Hyperflasks wurden zur Verhinderung einer Blasenbildung

beim Beflllen schrdg gehalten. Die Medium-Zellmischung wurde vorsichtig
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hineingegossen. Das restliche in der Kulturflasche verbleibende Volumen wurde mit
der 25 mL Pipette Uberfuhrt. Eine Schaumbildung war hierbei zu vermeiden; ggf.
entstehender Schaum wurde abgesaugt. Die Hyperflasks wurden fir 3—4 Tage im
Brutschrank inkubiert.

Zu 3d) Beendigung der Hybridom-Zellkultur und Entnahme des Mediums zur AK-
Aufreinigung

Nach der Kultivierung der Hyperflask und dem Nachweis ausreichender AK-
Mengen in den Uberstanden im Immunoblot wurde die Zellkultur beendet. Der
Zellkulturiberstand wurde zur Aufreinigung der AK in eine gereinigte und
beschriftete Mediumflasche gegeben. Fir die Weiterverwendung der Hybridom-
Zellen wurden die Hyperflasks nach Zugabe von 500 mL 0,9 % NaCl sowie 45 mL
Trypsin/EDTA fir 5 min im Brutschrank inkubiert. Nach dem Abklopfen der Zellen
von der Hyperflask-Wand wurde die Zellsuspension in ein 500 mL
Zentrifugenrohrchen gegeben und zentrifugiert (3000 rpm, 20 °C, 5 min). Nach der
Resuspension der Zellen in 10 mL MAK-Medium und Z&hlung (1:100 Verdinnung:
990 uL MAK-Medium + 10 uL Zellsuspension) wurde entschieden, ob eine EHK
angelegt, die Zellkultur beendet, Kryo-Aliquots erstellt oder die Zellen erneut in

Hyperflasks kultiviert wurden.

Zu 4. Anlage der Erhaltungskultur (EHK)

Falls keine weitere AK-Produktion angestrebt war, wurden die Zellen der Hyperflask
in eine EHK Uberfuhrt. Dazu wurden 8 x 10° Zellen in 40 mL MAK-Medium
aufgenommen, in eine 175 cm? Zellkulturflasche gegeben und weitere 3—4 Tage im
Brutschrank inkubiert. Wenn die neu angelegten Kryo-Aliquots sich nach dem
Auftauen nicht gut kultivieren lieBen, wurden bei Bedarf erneut Kryo-Aliquots
erstellt. Zur Fortflhrung der EHK wurde bei gutem Wachstum die
Zellzahlbestimmung weggelassen. Nach der Zentrifugation und der Suspension in
10 mL MAK-Medium wurde 1/5 der Zellsuspension in eine neue 175 cm? Flasche

gegeben.
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2.2.2 Nachweis von murinem IgG im Zellkulturiberstand

Zur Uberprufung der 1gG-Produktion in den Zellkulturen wurde der
Zellkulturiiberstand mittels Dotblots auf murine AK untersucht. Dazu wurde auf einer
Nitrozellulose-Membran mit einem Kugelschreiber und Lineal ein Raster aus 0,5 x
0,5 cm aufgetragen. Pro Uberstand wurde eine Zeile genutzt. Die Spalten
entsprachen der Verdiinnung des Uberstandes (unverdiinnt, 1:4, 1:16, 1:64, 1:256,
1:1024 in PBS). Jeweils 1 uL der Verdinnungsstufen wurden auf die Membran in
das vorgesehene Kastchen pipettiert. Nach der Trocknung (10 min,
Raumtemperatur (RT)) wurde die Membran auf einer mit A. dest befeuchteten
Glasplatte mit dem Skalpell auf die passende Grol3e geschnitten. AnschlieRend

wurden folgende Inkubationsschritte mit der Membran durchgefihrt:

- Blockierung: 15 min mit Blot Waschpuffer plus

- Sekundéar-AK-Inkubation: 30 min mit Rabbit anti-Maus-IgG (1:2000 in Blot-
Waschpuffer plus)

- Waschschritte: 3 x 5 min mit Blot-Waschpuffer

- Féarbeschritt: 10 min mit NBT/BCIP-Substrat

- Stopp der Reaktion: 3 x 5 min mit A. dest

Bei der Blot-Inkubation wurde das murine IgG durch den Sekundar-AK gebunden.
Das an den Sekundar-AK konjugierte Enzym Alkalische Phosphatase setzte das
NBT/BCIP-Substrat um, wodurch ein gefarbtes Produkt entstand. Die
Nitrocellulose-Membran wurde bei RT getrocknet und laminiert.

2.3 1gG-Isolierung mittels Protein-G-Affinitatschromatografie

Zur lIsolierung der AK aus dem Zellkulturmedium wurden zwei Protein-G-Resin
Saulen von GenScript verwendet. An die Saulen wurde je ein 3-Wege-Hahn
angeschlossen. Uber den 3-Wege-Hahn wurden 10 mL Protein-G in 10 mL
Bindungspuffer eingefillt. Nachdem sich das Protein-G gesetzt hatte, wurde der
Bindungspuffer abgelassen. Fir alle weiteren Schritte wurde ein Trichter mit einem
Papierfilter auf die Saule aufgesetzt. Die Saule wurde mit einem S&ulenvolumen
Bindungspuffer gewaschen. Nach dem Waschschritt wurde der 3-Wege-Hahn
geschlossen. Die Zellkulturiberstdnde wurden auf die S&aule gegeben. Das
Volumen sollte mindestens 50—-70 mL betragen. Falls nétig wurde das Volumen mit

Bindungspuffer aufgefullt. Die Sdule wurde verschlossen und 1 h bei 4 °C auf einem
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Schittler inkubiert. Nach der Bindung der IgG-AK an das Protein-G wurde das
Zellkulturmedium abgelassen und die Saule mit Bindungspuffer gewaschen, bis die
Extinktion bei 280 nm (ODz2s0) im Photometer < 0,1 lag. Der gesamte Durchfluss
wurde zur spateren Uberprifung bei 4 °C gelagert. In beschriftete 500 mL Flaschen
wurden 2-5 mL Neutralisationspuffer gegeben. Die IgG wurden mit Glycin-Puffer
von der Protein-G-Saule eluiert. Die 1gG im Glycin-Puffer wurden in die vorbereitete
Flasche abgelassen. In kleinen Intervallen wurde mit dem Photometer die Extinktion
gemessen. Bei einem Absinken der ODz2so < 0,05 wurde die Elution gestoppt und
der pH-Wert des Eluats mittels Neutralisationspuffer auf 7,4 eingestellt. Die Saule
wurde nach der IgG-Isolierung mit Glycin-Puffer gewaschen, bis die OD2so < 0,01
betrug. AnschlieBend wurde sie jeweils einmal mit NaCl und Bindungspuffer
gespult. Zur Lagerung der Saule bei 4 °C wurde der Bindungspuffer bis kurz tber

dem Protein-G abgelassen.

2.4 Konzentrierung der eluierten murinen anti-COL7-IgG

Die Konzentrierung der isolierten AK erfolgte mechanisch (Filtertubes) oder
osmotisch (PEG). Da bei der Konzentrierung der AK mittels Filtertubes grof3e

Verluste auftraten, wurde die Konzentration mittels PEG bevorzugt.

2.4.1 1gG-Konzentrierung mittels PEG

Das IgG-Eluat wurde in einen 15 min in A. dest. eingelegten Dialyseschlauch
gegeben. Die Enden wurden zugeknotet sowie mit einer Klemme verschlossen. Der
Dialyseschlauch wurde in PEG eingebettet und 2 h inkubiert. Dieser Vorgang wurde
bis zu sechsmal wiederholt. Anschliel3end wurden die Dialyseschlauche mit A. dest
abgespiilt. Uber die Dialyse erfolgte ein Pufferaustausch, damit die 1gG zur Injektion
im Mausmodell in PBS vorlagen. Dazu wurden die Dialyseschlauche dreimal fur
jeweils 5h in 5L PBS bei 4 °C unter leichtem Ruhren dialysiert. AnschlieRend
wurden die AK unter dem Abzug mit einem Ministart-Plus (0,2 ulL) Filter sterilfiltriert.
Die Konzentration wurde mittels Nanodrop-Photometer sowie zur Kontrolle mittels

Bradford-Assay bestimmt.

2.4.2 1gG-Aufkonzentrierung mittels Filtertubes

Die Filtertubes (Amicon Ultra, Membran 100.000 Da) wurden zur Befeuchtung und

Spulung jeweils einmal mit A. dest und mit PBS gewaschen und zentrifugiert
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(400 rpm, 10 min, 4 °C). Nach jeder Zentrifugation wurde der Durchlauf verworfen.
Zur Aufkonzentrierung der AK wurden die Eluate nach der Dialyse in die Filtertubes
gegeben und zentrifugiert (4000 rpm, 15-20 min, 4°C) zentrifugiert. Dieser Schritt
wurde so lange wiederholt, bis alles Eluat konzentriert war bzw. bis die am
Nanodrop gemessene Konzentration zur Injektion ins Mausohr ausreichte. Der
Filter wurde am Ende der Zentrifugation mit PBS mit einer Pasteurpipette gesplilt,
damit auch die im Filter verbliebenen AK verwendet werden konnten. Nach der
Aufkonzentrierung wurde der Filter einmal mit PBS 10 min bei 400 rpm bei 4°C
gewaschen. Die aufkonzentrierten AK wurden unter dem Abzug mit einem Ministart-
Plus (0,2 uL) Filter sterilfiltriert. Zur Konzentrationsbestimmung wurde eine Probe

entnommen. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C.

2.4.3 Konzentrationsbestimmung mittels Nanodrop-Photometer

Zur  Konzentrationsbestimmung mit dem Nanodrop 2000 UV-Vis-
Spectrophotometer bei OD2so wurden 4 uL der AK-L6sung in 196 uL PBS verdinnt.
Nach Kalibrierung des Photometers wurde 1 uL auf das Messobjektiv gegeben.

Nach der Messung wurde das Messobjektiv mit 1 uL A. dest und Zellstoff gereinigt.

2.4.4 Konzentrationsbestimmung mittels Bradford-Assay

Bei Bestimmung der AK-Konzentration mittels Nanodrop traten Ungenauigkeiten in
der ersten Nachkommastelle auf, weshalb die Konzentration zusatzlich mittels
Bradford-Assay bestimmt, um die Werte zu verifizieren. Bei diesem Assay wird die
Bindung von Coomassie Brilliant Blue an ein Protein (AK) photometrisch gemessen.
Die Bindung von Proteinen an den Farbstoff fihrt in saurem Medium zu einem
Farbwechsel von Rot (Absorptionsmaximum 470 nm) Zu Blau
(Absorptionsmaximum 595 nm). Die unbekannte AK-Konzentration in der Probe

wurde Uber einen Vergleich mit einer Proteinstandardreihe bestimmt.

Ansatz des Assay-Reagenz

50 mg Coomassie Blue G wurden in 25 mL Methanol gelést und mit 50 mL 85 %-
iger Phosphorsaure (HsPOa4) sowie 25 mL A. dest gemischt. Der pH-Wert sollte
-0,01 betragen. Das konzentrierte Assay-Reagenz konnte mehrere Wochen im
Kihlschrank bewahrt werden. Vor dem Versuch wurde dieses Konzentrat 1:5 mit A.

dest verdinnt.



30

Ansatz des Proteinstandards

Als Proteinstandard wurde eine AK-Losung des Klons 9D8-C1 (Klon 1) mit
bekannter Konzentration von 3,58 mg/mL verwendet. Die Konzentration wurde auf
2 mg/mL in PBS verdunnt. Die Verdunnungsreihe enthielt die Konzentrationen
2 mg/mL, 1,5 mg/mL, 1 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,25 mg/mL, 0,125 mg/mL und O
mg/mL.

Durchfiihrung

Fur die sieben Proteinstandard-Verdinnungen sowie fir die zu messende AK-
L6sung in PBS wurden beschriftete Kuivetten mit 500 uL Assay-Reagenz befillt. Die
AK-Ldsungen wurden unverdinnt und in einer Verdinnung von 1:10 gemessen.
Nach Zugabe von 10 uL Standardverdinnung / AK-Probe wurden die Kivetten auf
dem Ruttler durchmischt und nach 2 min im Photometer mit dem Programm
Bradford-Assay gemessen. Anhand der Extinktion der Proteinstandardreihe

errechnet das Programm die AK-Konzentration in den Proben.

2.4.5 Nachweis von murinen IgG mittels SDS-Gelelektrophorese

Aufgrund von AK-Verlusten bei der Konzentrierung der murinen monoklonalen anti-
COL7-AK aus den Hybridom-Zellkulturen und zur Kontrolle des Erfolgs der AK-
Extraktion mittels der Protein-G-Saule wurde eine SDS-Gelelektrophorese mit den

extrahierten AK und mit dem Durchfluss der Protein-G-Sé&ule durchgefuhrt.

Herstellung des SDS-Gels

Zur Herstellung des SDS-Gels wurde die Gussform bestehend aus Spacer und
Glasplatte zusammengebaut und mit A. dest auf Dichtigkeit gepruft. AnschlieRend
wurden in separaten Reagenzgefal3en ein Trenngel (10 %) und ein Sammelgel
(4 %) angesetzt (s.Tabelle 8). Das Trenngel wurde in die Form gegossen und bis
zur Polymerisation des Gels (ca. 15 min) mit Isopropanol Uberschichtet. Nach dem
Ausgiel3en und dem Absaugen des Isopropanols mit Zellstoff wurde das Trenngel



31

mit dem Sammelgel Gberschichtet. Fur die Probentaschen wurde ein Kamm in das
Gel eingesetzt. Nach der Polymerisierung des Sammelgels wurde das gesamte

SDS-Gel in Alufolie bei 4 °C aufbewahrt oder sofort verwendet.

Tabelle 8: Zusammensetzung des Sodiumdodecylsulfat-(SDS)-Gels zum Nachweis muriner
Immunglobulin G

10 % Trenngel 4 % Sammelgel
A. dest 4,08 mL 3mL
1,5M Tris pH 9,8 2,5mL 1,25 mL
30% Acrylamid 3,3mL 670 mL
10 % Sodiumdodecylsulfat (SDS) 100 mL 50 mL
Tetramethylethylendiamin (TEMED) 12 mL 12 mL
10 % Ammoniumperoxodisulfat (APS) 50 mL 50 mL

Durchfiihrung der SDS-Gelelektrophorese

Die SDS-Gelelektrophorese diente dem Nachweis der mittels Hybridom-Zellkultur
produzierten und tber Protein-G aufgereinigten 1gG-AK. Die Elektrophorese wurde
mit dem Durchfluss der Protein-G-Saule und mit den aufgereinigten AK in PBS
durchgefiihrt. Die Proben wurden in reduzierendem oder nicht-reduzierendem
Elektrophoresepuffer 1:5 verdunnt und fur 5 min bei 95°C gekocht. Nach dem
Abkihlen wurde das Gel mit 15 pyL der Proben beladen (s.Tabelle 9). Zur
Bestimmung der Gro3en der Banden wurden die Proteinmarker Movex Benchmark
Protein Ladder und der Spectra Multicolor broad range Protein Ladder mitgefthrt.
Die Elektrophorese erfolgte zunachst bei 25 mA fur 20 min und bei 50 mA flr
30 min. Danach wurde die Elektrophorese unter Kontrolle fiir 2 x 20 min bei 25 mA
weitergefiihrt, bis die Lauffront das Gel vollstandig durchwandert hatte. Nach der
Entnahme des Gels aus der Form wurde das Sammelgel mittels einer Glasscheibe
abgetrennt. Das Trenngel wurde dreimal mit A. dest in einer Plastikschale in der
Mikrowelle bei 1000 W aufgekocht und anschlie3end 1 h mit Coomassie sensitiv
auf dem Schattler bei RT gefarbt. Nach dem Féarben wurde das Gel dreimal mit

A. dest gespult und anschlie3end fotografiert.
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Tabelle 9: Bestiickung der Geltaschen zum Nachweis der murinen monoklonalen anti-Typ-VlI-Kollagen-
(COL7)-lgG aus den Eluaten der Hybridom-Zellkulturen. Die Gelelektrophorese erfolgte unter reduzierenden
und nicht-reduzierenden Bedingungen. Es wurden jeweils zwei Geltaschen mit dem Eluat (IgG) und mit dem
Durchlauf der Protein-G-Saule bestiickt. Als GroRenmarker wurde die Movex Benchmark Protein Ladder und
die Spectra Multicolor broad range Protein Ladder verwendet.

Geltasche 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Probe Movex IgG  Durchlauf = 1gG = Durchlauf Spectra Multicolor 19G Durchlauf = 1gG Durchlauf
Benchmark broad range
Protein Ladder Protein Ladder
Puffer - Nicht reduzierend - reduzierend

2.5 Markierung muriner anti-COL7-lgG mit DyLight-594-NHS

Zum Nachweis der murinen monoklonalen anti-COL7-AK in den Geweben der
Mause mittels Multiphotonen-Mikroskop wurden die AK mit dem fluoreszierenden
Farbstoff DyLight-594-NHS markiert.

Durchfiihrung

Zur Vermeidung einer Ausfallung des Proteins erfolgte die Verknipfung zwischen
dem Farbstoff und IgG-AK in einem Borat-Puffer (0,05 M, mit NaOH auf pH 8,5
eingestellt). 2 mL der sterilfiltrierten AK in PBS (1-2,5 mg/mL) wurden in einen
Dialyseschlauch (Durchmesser 15 cm) gegeben. Die Dialyseschlauche wurden
mindestens 12 h im Borat-Puffer unter leichtem Ruhren bei 4 °C inkubiert. Fur die
Verknupfung von Farbstoff und AK wurden 500 uL der unverdinnten AK in Borat-
Puffer mit je 65 ug DyLight-594-NHS in einer Viole ausgiebig geschwenkt und im
Dunkeln bei RT fir 1 h inkubiert. Da die Injektion der AK in die Mause in PBS
erfolgten sollte und um eine mdglichst gute Vergleichbarkeit zu den lokalen
Modellen LM1 und LM2 (s. Kapitel 2.7.1) zu gewahrleisten, erfolgte danach eine
Re-Dialyse. Aliquots von je 500 uL wurden in lichtundurchldssigen schwarzen

Eppendorf GefalRen bei -4 °C fur einen Monat bzw. bei -20 °C gelagert.
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2.6 In vitro Testung der murinen anti-COL7-IgG

2.6.1 Bestimmung freigesetzter reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)

Mit dem ROS-Release-Assay wurde die ROS-Ausschittung durch murine
neutrophile Granulozyten nach Stimulation mit Immunkomplexen aus COL7 und
anti-COL7-AK quantifiziert. Der ROS-Release-Assay basiert auf einer
Chemilumineszenz-Reaktion mit Luminol. Die bei der Reaktion der ROS mit dem
Luminol entstehend Lichtemission wird mittels Luminometer (Wallace Victor2 1420)
bei einer Wellenlange von 425 nm gemessen und in RLU (Relative Light Unit/mL)

angegeben.

Isolation von PMN aus Knochenmark

Zur Gewinnung von murinen Granulozyten (PMN) wurden zwei C57BL/6J Mausen
beide Femora (Oberschenkelknochen) entnommen. Nach der Eréffnung der
Epiphysen wurden die Knochen mit in einer Spritze (27 G % Nadel) aufgezogenem
HBSS ausgespult. Das gewonnene Knochenmark wurde in einem 50 mL Falcon-
Gefall mit HBSS-prep auf 25 mL aufgefullt und zentrifugiert (1400 rpm, 4 min, 4 °C).
Nach Absaugen des Uberstands wurden die Erythrozyten lysiert, indem das
Zellpellet in 5 mL A. dest suspendiert wurde. Die Lyse wurde nach 30 sec mit 5 mL
2 x PBS gestoppt. AnschlieRend wurde das Zellpellet einmal mit HBSS prep
gewaschen und in 4 mL HBSS-prep resuspendiert. Zur Entfernung vorhandener
Gewebereste wurde das Pellet durch ein Zellsieb (70 um) in ein separates 50 mL
Falcon-Gefal3 Gberfuhrt. Das Sieb wurde einmal mit 1 mL HBSS prep gespilt, um
den Zellverlust zu minimieren. Zur Anreicherung der PMN mittels Dichtegradienten-
Zentrifugation wurde die Zellsuspension auf einen Percoll-Gradienten (5 mL, 62 %)
geschichtet und zentrifugiert (2000 rpm, 30 min, 4 °C). Der Uberstand mit dem
Zellring wurde abgesaugt. Das wolkige Pellet wurde in 1 mL HBSS-prep
aufgenommen. Die Zellen wurden in einer Neubauer-Zéahlkammer gezahlt, in 20 mL
MACS-Puffer gewaschen (1400 rpm, 4 min, 4°C) und in einer Konzentration von 10’
Zellen in 100 mL MACS-Puffer aufgenommen. Die anschlie3ende Negativselektion
erfolgte mithilfe des Miltenyi MACS-Kits nach dem Herstellerprotokoll. Fur die
MACS wird die Zellsuspension mit Microbeads-gekoppelten-AK gegen ein
spezifisches Oberflachenprotein (z.B. CD19) inkubiert und anschliel3end durch eine
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magnetische Saule gegeben. Das Oberflachenprotein exprimierende Zellen werden
dadurch aus der Zellsuspension entfernt. In der vorliegenden Studie wurden die
Zellen mit anti-CD3-PE (spezifisch fur T-Lymphozyten) und anti-CD-19-PE
(spezifisch fur B-Lymphozyten) und anschlieRend mit anti-PE Microbeads inkubiert.
Nach der Aquilibrierung der MACS-Séaule mit MACS-Puffer wurden die Zellen auf
die Saule gegeben. Der Durchlauf mit den Granulozyten wurde aufgefangen und
zentrifugiert (1400 rpm, 4 °C, 7 min). Nach Verwerfen des Uberstands wurde das
Zellpellet fur die Zellzahlbestimmung in 1 mL CL-Medium suspendiert.

Durchfiihrung des ROS-Release-Assays

Zur Analyse des Potenzials der murinen monoklonalen anti-COL7-AK hinsichtlich
der Aktivierung von PMN wurden Immunkomplexe gebildet. Dazu wurde eine 96-
Well-Platte mit der vVWFA2-Doméane des COL7 (1 pug VWFA2 in 100 uL
Carbonatpuffer) als Antigen fiir 1 h bei RT auf dem Schittler beschichtet. Nach drei
Waschschritten mit PBS-T wurden freie Bindungsstellen der Wellplatte mit ROS-
Blocking-Puffer auf dem Schiuttler bei 4 °C fur 12 h blockiert. Nach drei weiteren
Waschschritten wurde je 0,2 ug des zu testenden AK der Hybridom-Zelllinien 1-10
(s.Tabelle 10: IC1-IC10) in 100 uL ROS-Blocking-Puffer in jedes Well gegeben und
fur 1 h bei RT schuttelnd inkubiert. Als Negativkontrollen dienten Ansatze mit nur
Medium, nur PMN, nur Antigen (VWFAZ2) und nur AK (Kaninchen anti-vWFA2-1gG).
Als Positivkontrollen wurden Ansatze mit dem Granulozyten-Aktivator PMA
(2 mg/ml 1:20000 in PBS) und mit Kaninchen anti-COL7-IgG mitgefihrt.
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Tabelle 10: Wellplatten-Belegung beim ROS-Release-Assay Zur Testung der murinen monoklonalen anti-
Typ-VlI-Kollagen-(COL7)-1gG der Hybridom-Zelllinien ex vivo wurde analysiert, ob murine polymorphkernige
mononukledre Granulozyten (PMN) nach Stimulation durch Immunkomplexe aus Antigen und Antikorper
reaktive Sauerstoffspezies (ROS) ausschitten. Hierzu wurden die Wells einer Multiwellplatte mit dem Antigen
COL7 (Willebrand factor type A like Doméne, VWFA?2) beschichtet. Zur Bildung der Immunkomplexe wurden die
IgG der Hybridom-Zelllinien 1-10 (IC1-IC10) zugefiigt. Als Positivkontrollen wurden mitgefuhrt: das aktuell
verwendete Kaninchen anti-vWFA2-1gG und Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) als Granulozyten-Aktivator;
Als Negativkontrollen dienten nur Medium, nur PMN, nur Antigen (VWWFA2) oder nur Kaninchen anti-vWFA2-
IgG. AbschlieRend wurden alle Wells bis auf die Negativkontrolle nur Medium mit PMN inkubiert und die ROS
Ausschittung gemessen.

Well 1 2 3 4 5 6 7 8
Medium  Granulozyten Antigen Antikérper PMA  IC Anti-Typ-VIl  IC1 IC2
(Anti- Kollagen-IgG
PMN WFA2
( ) v ) VWFA2) (Kaninchen)
Well 9 10 11 12 13 14 15 16
IC3 IC4 IC5 IC6 IC7 IC8 IC9 IC10

Nach Inkubation mit den AK wurden die Ansatze zweimal mit PBS-T und einmal mit
CL-Medium gewaschen und anschlie3end 100 uL CL-Medium pro Well hinzugefugt
(bei den Ansatze mit PMA wurden 80 uL CL-Medium und 20 uL PMA vorgelegt).
Die PMN wurden mit CL-Medium auf 5 x 108 Zellen eingestellt. Pro 2 mL Zelllésung
wurden 100 uL Luminol (2 mg in 8 uL NaOH geldst und mit 1 mL A. dest verdinnt)
zugefugt. Anschliel3end wurden 100 uL der mit Luminol versetzten Zellsuspension
zu jedem Ansatz gegeben und bei 37 °C im Caloric-Luminometer-Device Victor

1420 (Wallac) gemessen.

2.6.2 Indirekte Immunfluoreszenz (lIF)

Kryo-Schnitte von gesunder Maushaut (Schwanz) wurden mit den zu testenden
murinen IgG inkubiert. Die im Gewebe gebundenen AK wurden in einem zweiten
Schritt mit einem Fluorescein-markierten AK gegen Maus-lgG bzw. bei der
Positivkontrolle mit Kaninchen-AK gegen Kaninchen-lgG markiert. Die Bindung der
AK im Gewebe wurde mikroskopisch ausgewertet.

Dazu wurden Verdunnungsreihen (1:10, 1:40 und 1:160 in PBS) der zu testenden
AK (Klone 1-10) vorbereitet. Als Positivkontrolle dienten Kaninchen-anti-COL7-IgG
in den Verdinnungen 1:1000. 1:4000 und 1:16000. Pro AK-Klon und Kontrolle
wurden ein Objekttrager mit drei Kryo-Schnitten der Mausschwanzhaut in einer
dunklen Feuchtkammer aufgetaut. Die drei Schnitte wurden mit einem hydrophoben
DAKO PAP Pen voneinander getrennt und mit 50 uL der verdinnten AK fur 45 min

bei RT in der dunklen Feuchtkammer inkubiert. Als Negativkontrolle dienten
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Ansatze mit PBS. Fir die Sekundar-AK-Kontrolle wurde das Gewebe nur mit FITC-
konjugiertem anti-Kaninchen-1gG / anti-Maus-IgG inkubiert. Nach Inkubation mit
dem Primar-AK wurden die Schnitte dreimal fir 5 min mit PBS gewaschen. Fir die
Inkubation mit dem Sekundar-AK wurden 50 ulL FITC-konjugierte Esel-anti-
Kaninchen-1gG / FITC-konjugierte anti-Maus-IgG 1:100 in PBS verdunnt ftr 30 min
auf die Schnitte gegeben. Nach drei Waschschritten mit PBS fir je 5 min wurden
die Objekttrager durch Abklopfen auf Zellstoff getrocknet und in das Einbettmedium
Mowiol eingebettet. Die Objekttrager wurden tber Nacht bei 4 °C gelagert und am

nachsten Tag mittels Fluoreszenzmikroskopie ausgewertet sowie fotodokumentiert.

2.7 In vivo Testung der murinen anti-COL7-IgG

Die Tierversuche wurden von der Tierschutzkommission des Umweltministeriums
in Kiel begutachtet und unter dem Versuchsantrag (V242-7224.122-5 (55-4/15))
genehmigt.

2.7.1 Lokales AK-Transfer-induziertes Modell der EBA

Zur Uberprifung der Pathogenitat der murinen monoklonalen anti-COL7-AK im AK-
Transfer-induzierten Modell der EBA wurden lokal 250 ug AK i.c. in die Ohrbasis
der Maus injiziert. An den folgenden 6 Tagen wurde der EBA-Score erhoben. Dabei
wurden beide Ohren auf EBA-typische Hautlasionen hin untersucht und der Anteil
der befallenen Flache in Prozent bestimmt. Zusatzlich wurden die Ohrdicke mit
einem Mikrometer gemessen sowie Fotos der Ohren angefertigt. Nach Beendigung
des Versuches wurde den Mausen in Narkose Blut (zur Serumgewinnung)
entnommen. Die Tiere wurden anschlielend durch zervikale Dislokation getétet.
Zur Analyse der sekundaren Endpunkte wurden die Ohren entnommen und je zur
Halfte in 4 % PFA fur Paraffinschnitte fixiert und in Cryomolds fur Gefrierschnitte
eingefroren. Letztere wurden fir den Nachweis gebundener IgG und einer
Komplement-Ablagerung an der DEJ mittels DIF gefarbt. Die Paraffinschnitte
wurden fur den Nachweis der EBA-typischen Pathohistologie (subepidermale
Blasenbildung mit Trennung von Epidermis und Dermis, Infiltration

inflammatorischer Immunzellen) mit HE gefarbt.

Im LM1 der EBA wurden die murinen monoklonalen anti-COL7-1gG der Hybridom-
Zelllinien 1-5 (Klone 1-5) intradermal in beide Ohren von vier Mausen injiziert. Als

Positivkontrolle erhielten zwei Mause das fir das AK-Transfer-induzierte Modell
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verwendete polyklonale Kaninchen anti-COL7-IgG. Als Negativkontrolle wurde
irrelevantes Kaninchen IgG appliziert. Insgesamt wurden 23 C57BL/6J Mause fur

diesen Versuch verwendet.

Im LM2 wurde pro Gruppe funf Mausen eine Kombination aus den finf AK der
Hybridom-Zelllinien 1-5 (Klone 1-5) injiziert. Jeweils funf Mause erhielten AK des
Klons 1, des Klons 2 und der Klone 1+2 in erhdhter Dosis. Zur Steigerung der
Menge der injizierten AK wurden an drei aufeinanderfolgenden Tagen je 250 pg AK
intradermal in jedes Mausohr injiziert. Insgesamt wurden 20 C57BL/6J M&ause fur

diesen Versuch verwendet.

Im LM3 wurden die murinen monoklonalen anti-COL7-IgG der Hybridom-Zelllinien
6—9 (Klone 6-9) jeweils vier Mausen intradermal in die Ohrbasis injiziert. Als
Positivkontrolle erhielten zwei Mause den fir das AK-Transfer-induzierte Modell
existierenden Kaninchen anti-COL7-IgG. Als Negativkontrolle wurde irrelevantes
Kaninchen IgG appliziert. Insgesamt wurden 20 C57BL/6J Mause fur diesen

Versuch verwendet.

2.7.2 Nachweis des Bindungsverhaltens der murinen anti-COL7-IgG im

Multiphotonen-Mikroskop

Zur Analyse des Verhaltens der murinen AK direkt nach der Injektion sowie an den
folgenden Tagen im Gewebe wurden funf Mause mit DyLight-594-NHS markierten
anti-COL7-IgG des Klons 1 injiziert. Die Bindung der injizierten AK wurde unter dem
Multiphotonen-Mikroskop TriM Scope Il (LaVision BioTec GmbH, Bielefeld,
Germany) mit einem XLUMPLFL 20x W/0.95 Objektiv (Olympus, Hamburg,
Germany) an verschiedenen Tagen beobachtet. Insgesamt wurden drei C57BL/6J-
und zwei EGFP-Lys-Mause verwendet. Die EGFP-Lys-Mause besitzen ein in das
Lysozym-Gen von neutrophilen Granulozyten integriertes EGFP. Daher kdnnen die
Granulozyten im Multiphotonen-Mikroskop bei einer Wellenlange von 520-560 nm
als griines Signal detektiert werden. Auf diese Weise lasst sich die Migration der
Granulozyten beobachten. Die Mause erhielten die AK i.c. in die Ohrbasis, i.v. Gber
die Schwanzvene oder i.p. injiziert (s.Tabelle 11). Die Mause wurden zur Injektion
sowie zur Messung im Multiphotonen-Mikroskop mittels einer i.p. Narkose sediert
(50 pL Fentanyl, 400 pL Midazolam, 200 pL Dormitor und 3,5 mL Ringerlésung).
Die Ohren wurden zur AK-Applikation mit Haarentfernungscreme (GlaxoSmithKline,
Buhl, Germany) enthaart. Die Maus wurde auf eine Warmeplatte und ihr Ohr auf
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einem kleinen Metallblock gebettet. Mit einem Deckglaschen und Kontaktgel wurde
das Ohr auf dem Metallblock fixiert (s. Abbildung 2). Die Anregungswellenlange fur
die Visualisierung der markierten murinen IgG betrug 740 nm. Das EGFP
(Neutrophile und Makrophagen) und das Signal zur Erzeugung der
Frequenzverdopplung fur Typ-I-Kollagen wurden mit 940 nm angeregt. Emittiertes
Licht wurde durch drei von der Wellenlange getrennte Photoelektronen-
Vervielfacher (435-495 nm, 495-560 nm und> 560 nm) detektiert.

Tabelle 11: Versuchstiere, Applikationswege und Nachweistage am Multiphotonen-Mikroskop: Drei
C57BL/6J- und zwei Enhanced-green-fluorescent-protein-(EGFP)-Lys-Mausen wurde der DyLight-594-N-
Hydroxysuccinimid-(NHS) markierte murine monoklonale anti-Typ-VII-Kollagen-(COL7)-1gG (Klon 1) entweder
intrakutan in die Ohrbasis (i.c.) oder intravends in die Schwanzvene (i.v.) appliziert. Messungen am
Multiphotonen-Mikroskop erfolgten an verschiedenen Tagen nach Injektion

Maus Maus 1 Maus 2 Maus 3 Maus 4 Maus 5
C57BL/6J C57BL/6J C57BL/6J EGFP-Lys EGFP-Lys
Applikation i.c. Ohr i.c. Ohr V. i.c. Ohr V.
Tag der | Tag O Tag 1 Tag 3 Tag 0 Tag O
Mikroskopie Tag 3 Tag 2 Tag 2 Tag2
Tag 6

Das Bindungsverhalten der AK sowie die Migration von neutrophilen Granulozyten
bei den EGFP-Lys-Mausen wurde an verschiedenen Tagen (Tag 0-6) nach der
ersten 1gG-Injektion detektiert. Zu jedem Zeitpunkt wurden fir jede Maus
verschiedene Z-Stacks aufgenommen. Z-Stacks entsprechen 3D-Renderings, die
erzeugt werden, indem die Probe in einem definierten Gewebeausschnitt in der x-
und y-Achse gescannt wird. Dieser Prozess wird wiederholt, wobei der Z-Achsen-
Fokus geandert wird. Damit andert sich die Tiefe der Aufnahmen des Mikroskops.
Ein Z-Stack besteht aus mehreren horizontalen 2D-Gewebsaufnahmen. Jedes
Stack hatte eine Grof3e von 250 x 250 x 90 um. Die Bildbearbeitung erfolgte mit der
Imaris Software (Bitplane, Zurich, Schweiz). Als Negativkontrolle wurde einer B6-
Maus mit DyLight-594-NHS markiertes Kaninchen Gesamt-IgG in die Ohrbasis
injiziert. Das Ohr wurde an Tag 0 bis Tag 4 taglich unter dem Mikroskop bewertet.
Zudem wurden Z-Stacks aufgenommen. Die Positivkontrolle erfolgte mittels

markierter Kaninchen anti-COL7-1gG.
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Abbildung 2: Versuchsaufbau fir die in vivo Beobachtung des Bindungsverhaltens muriner
monoklonaler anti-Typ-VII-Kollagen-(COL7)-IgG im Multiphotonen-Mikroskop: Maus in Sedierung nach
intrakutaner Injektion der mit DyLight-594-markierten murinen monoklonalen anti-COL7-IgG (Klon 1). Die Maus
wurde auf einer Warmeplatte gebettet. Das Ohr wurde mittels Metallquader, Kontaktgel und Deckglas unter
dem Objektiv des Multi-Photonenmikroskops platziert.

2.8 Histologische und immunhistochemische Verfahren

2.8.1 Anfertigung der Kryo-Schnitte

Zur Herstellung der Kryo-Schnitte fur die DIF wurden die bei -80 °C gelagerten
Mausohren aus den LM1-LM3 in beschrifteten und mit dem Medium TissueTek
beflillten Einbettschélchen (Cryomolds) mdglichst senkrecht und ohne
Lufteinschlisse platziert. Die Einbettschalchen wurden bis das Medium fest war bei
-20 °C im Kryo-Mikrotom und danach bei -80 °C gelagert. Mit dem Kryo-Mikrotom
wurde 6 pm dicke Gefrierschnitte angefertigt und je drei davon auf einem

Objekttrager platziert
2.8.2 Direkte Immunfluoreszenzfarbung (DIF) — IgG und
Komplementfaktor C3

Mit dieser Methode wurden im Probengewebe vorhandene Auto-AK (anti-COL7-

IgG) und der aktivierte abgelagerte Komplementfaktor C3 mittels
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Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen. Die DIF erfolgte an Kryo-Schnitten der
Mausohren. Alle Inkubationsschritte fanden in einer dunklen Feuchtkammer statt.
Die Kryo-Schnitte wurden bei 20 °C (RT) aufgetaut. Die drei Schnitte auf dem
Objekttrager wurden mit einem Dako PAP Fettstift voneinander getrennt. Zur
Vermeidung einer unspezifischen Hintergrundfarbung wurden die Objekttrager fir
30 min bei RT mit 1 x Roti-Immunoblock-Lésung blockiert. Zum Nachweis des
Komplementfaktors C3 wurden die Schnitte mit einem Ziege-anti-Maus C3-AK
(1 mg/mL) far 30 min bei RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS fur
7 min erfolgte eine simultane Inkubation mit zwei Sekundar-AK (AlexaFluor 594-
konjugiertes Esel anti-Ziege-IgG (2 mg/mL), FITC-konjugiertes anti-Maus-1gG (5
pg/mL)) fir 30 min bei RT im Dunkeln. Als Medium fur alle AK diente eine mit PBS
1:10 verdinnte 1 x Roti-Immunoblock Losung (Roti Immunoblock/PBS), mit der die
Primar- und Sekundar-AK je 1:100 verdinnt wurden. Nach erneutem dreimaligem
Waschen wurden die Schnitte fur 10 min mit DAPI (1:1000 in A. dest) inkubiert,
erneut gewaschen und in Mowiol eingebettet. Die gefarbten Schnitte wurden vor

und nach der mikroskopischen Auswertung bei -20 °C gelagert.

2.8.3 Hamatoxylin-Eosin-(HE)-Farbung

Die in 4 % PFA fixierten Gewebeproben der Mausohren wurden tber Nacht in einem
Gewebeinfiltrationsautomaten entwassert. Dazu wurden die Proben in Ethanol-
Losungen mit zunehmender Konzentration inkubiert. Danach wurde das Ethanol
durch ein mit Paraffin mischbares Zwischenlésungsmittel (Xylol) ersetzt. Die Proben
wurden in Paraffin eingebettet und mit dem Mikrotom in 4,5 um dinne Schnitte
geschnitten. Pro Objekttrager wurden drei Schnitte platziert und 20 min im
Trockenschrank getrocknet. Dann wurden die Schnitte 20 min in Formalin inkubiert,
in eine absteigende Alkohol-Reihe (100 %, 90 %, 80 %, 70 %, A. dest) gegeben und
solange geschwenkt, bis keine Schlieren mehr auftraten. Danach wurden sie je
5 min in Hamatoxylin und flieBendem Wasser geblaut. Je nach Frische wurden die
Schnitte 20-60 s in Eosin und mit einer aufsteigenden Alkoholreihe (70 %, 80 %, 90
%, 100 %, 2x Formalin) inkubiert. Danach wurden die Objekttrager mit Eukit und
Deckglas im Einbettautomaten eingedeckt. Die HE-Schnitte der Mausohren wurden

von Rebecca Cames angefertigt.
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3 Ergebnisse

Zu Beginn des Projektes lagen zehn Hybridom-Zelllinien (Klon 1-10) vor, die murine
monoklonale anti-COL7-IgG produzierten. Die AK der Klone 1-5 waren in
Konzentrationen von 1,25-3,58 mg/mL bereits aus den Zellkulturmedien isoliert
worden und konnten direkt in vitro und in vivo getestet werden. Zur Testung der AK
der Klone 6-10 mussten die Hybridom-Zelllinien zun&chst in Kultur genommen
werden, um die so produzierten anti-COL7-1gG aus den Zellkulturmedien zu
isolieren. Alle AK wurden initial in vitro hinsichtlich ihrer Bindungsfahigkeit an der
DEJ (IIF) sowie hinsichtlich ihrer Fahigkeit der Induktion der ROS-Ausschittung in
Granulozyten getestet. Nach einer positiven in vitro-Evaluierung der anti-COL7-1gG

wurden die AK im lokalen AK-Transfer-induzierten Modell in vivo getestet.

3.1 Produktion muriner anti-COL7-1gG in Hybridom-Zellkulturen

Fur die Produktion der anti-COL7-lgG wurden die entsprechenden Hybridom-
Zelllinien (Klone 6-10) in Kultur genommen, wobei alle Zelllinien ein gutes
Wachstum  zeigten. Die  AK-Produktion wurde wdchentlich in den
Zellkulturiiberstanden mittels Dotblots tberpruft. Ab der 4. Woche nach Anlage der
Kultur war eine adaquate Produktion von IgG in den Zellkulturiberstanden (bis zu
einer Verdinnung von 1:256) nachweisbar (s. Abbildung 3). Bei einer suffizienten
IgG-Produktion wurden die AK aus den Zellkulturiberstanden mittels Protein-G-
Affinitatschromatografie aufgereinigt. Der Erfolgt der AK-Isolation wurde mittels
SDS-Gelelektrophorese  unter  reduzierenden und  nicht-reduzierenden
Bedingungen Uberprift. In den Eluaten der Protein-G-Affinitditschromatografie-
Saule waren unter nicht-reduzierenden Bedingungen eine Bande bei 150 kDa und
unter reduzierenden Bedingungen zwei Banden bei 25 kDa und 50 kDa erkennbar,
wahrend die Durchlaufe unter beiden Bedingungen Banden verschiedener GroRRe
aufwiesen (Ergebnisse nicht gezeigt). Die Grol3e der Banden im Eluat entsprachen
der GroRRe eines monoklonalen murinen IgG (93) bzw. unter reduzierenden
Bedingungen (Spaltung der Disulfidbriicken der AK) den beiden schweren (je 50
kDa) und leichten Ketten (je 25 kDa). Der Nachweis reiner IgG im Eluat in der SDS-

Gelelektrophorese sprach fur die erfolgreiche Isolation der AK mittels Protein-G.
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Abbildung 3: Nachweis von Immunglobulin G (IgG) in den Zellkulturiberstanden der Hybridom-
Zellkulturen 6-10 mittels Dotblot: Abgebildet ist die Zellulosemembran mit den Bezeichnungen der
Zellkulturiiberstanden (Klon 6 (F3), Klon 7 (H4), Klon 8 (C7), Klon 9 (C8), Klon 10 (H11); EHK = Erhaltungskultur,
GFK = Gefrierkultur). Die Proben wurden unverdiinnt und in verschiedenen Verdinnungsstufen getestet.
Hierbei korreliert die Intensitat der Farbung mit der aufgebrachten Konzentration. Bis zu einer Verdiinnung von
1:256 wurde in allen Zellkulturiibersténden IgG nachgewiesen. Nur Klon 6 (F3) zeigte eine geringere 1gG-
Produktion.

Bei der Injektion der murinen monoklonalen anti-COL7-1gG im lokalen AK-Transfer-
induzierten Modell kbnnen pro Ohr maximal 150 uL gespritzt werden. Da eine Dosis
von 250 ug/Ohr angestrebt wurde, sollte die AK-Konzentration moglichst hoch sein.
Bei der AK-Konzentrierung aus den Eluaten mittels Filtertubes gingen bei dem
Versuch, Konzentrationen von > 2 mg/mL zu erreichen, in den letzten
Zentrifugationsschritten 1gG verloren. Daher wurde die osmotische Konzentration
mittels PEG bevorzugt. Nach der Aufkonzentrierung lagen die AK der Klone 7-10
(H4, H11, C7 und CB8) in Konzentrationen von 0,97-2,01 mg/mL vor und konnten
fur die in vitro und in vivo Experimente verwendet werden. Der Klon 6 (F3)
produzierte bei der Kultivierung geringere AK-Mengen (s. Abbildung 3) und nach
dessen Aufkonzentrierung mittels Filtertubes betrug die Konzentration 0,018
mg/mL bei einer Gesamtmenge von 0,16 mg. Aufgrund der geringen AK-Menge

bzw. -Konzentration war eine weitere Testung dieses AK nicht méglich. Da bei der
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Konzentrationsbestimmung am Nanodrop-Photometer die erste Nachkommastelle
schwankte, wurde die AK-Konzentration am Ende (nach Dialyse in PBS und
Sterilfiltration) mit dem Bradford-Assay bestimmt (s. Tabelle 12). Dabei ergaben sich
fur die AK-Konzentrationen der Klone 7-10 reproduzierbare Werte. Da die AK-
Konzentrationen der Klone 8 (C7) und 9 (C8) nur etwa 1 mg/mL betrugen, wurde

die Gesamtdosis von 250 pg/Ohr in zwei Injektionen verabreicht.

Tabelle 12: Konzentrationen der isolierten murinen monoklonalen anti-Typ-VII-Kollagen-(COL7) -lgG der
Hybridom-Zellkulturen 7-10: Nach der Isolierung aus den Zellkulturiiberstdnden der Hybridom-Zellkulturen
wurden anti-COL7-1gG mittels Zentrifugation in Filtertubes (Netzgrdfe 100 kDa) und osmotisch mittels PEG
(Polyethylenglykol) konzentriert und sterilfiltriert. Die Konzentrationen wurden mittels Bradford-Assay bestimmt.
Die 1IgG-Menge des Hybridom-Zellklons 6 (F3) reichte fur eine in vivo Testung nicht aus.

Klon 7 (H4) Klon 8 (C7) Klon 9 (C8) Klon 10 (H11)
Konzentration (mg /mL) 1,69 1,021 0,97 2,01
Menge (mg) 17,1 8,1 6,75 13,3
Aufkonzentrierung Filtertube/PEG Filtertube/PEG @ Filtertube/PEG  Filtertube/PEG

3.2 Invitro Testung der murinen monoklonalen anti-COL7-1gG

3.2.1 Bindung muriner monoklonaler anti-COL7-IgG an die DEJ

Die Bindung von anti-COL7-AK an COL7 in der DEJ ist fur die Pathogenese der
EBA essentiell (41,86). Daher wurden die murinen monoklonalen anti-COL7-1gG
vor ihrer Verwendung in vivo auf ihre Fahigkeit, an das Zielprotein COL7 zu binden,
getestet. In der IIF zeigten die IgG der Hybridom-Zellkulturen 1-5 (s. Abbildung 4)
und 6-10 (Daten nicht gezeigt) nach Applikation auf gesunder Maushaut eine
schwache Bindung an COL7 in Form einer fluoreszierenden Bande an der DEJ. Wie
erwartet, wurde bei der Positivkontrolle (polyklonale Kaninchen-anti-COL7-1gG) ein
deutliches und bei der Negativkontrolle (nur Puffer) kein Signal detektiert. Im
Vergleich zum aktuell verwendeten polyklonalen Kaninchen anti-COL7-1gG wiesen
die AK-Klone ein hoheres IIF-Hintergrundsignal im Gewebe (Dermis) auf. Dennoch
war eine deutliche Bindung der IgG an der DEJ erkennbar (s. Abbildung 4; weil3e
Pfeile). Die Signalintensitaten in den Ansétzen mit den murinen monoklonalen anti-
COL7-1gG unterschieden sich leicht, waren aber im Vergleich zur Positivkontrolle

alle schwacher.
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Negativkontrolle (Puffer) Positivkontralle Klon 1{C1) Kion 2 (D3}

Klon 3 (HG) Kion 4 (H10) Klon 5 {H7)

Abbildung 4: Indirekte Immunfluoreszenz (IIF) der murinen monoklonalen anti-Typ-VIl-Kollagen-(COL7)
-lgG der Hybridom-Zellklone 1-5: Nach Inkubation der Kryo-Schnitte muriner Haut mit den murinen
monoklonalen anti-COL7-1gG der Hybridom-Zellklone 1-5 (C1, D3, H6, H10, H7) erfolgte die Fluoreszenz-
Markierung mit einem Sekundar-Antikérper (Fluorescein-Isothiocyanat-(FITC)-konjugiertes anti-Maus-IgG). Alle
murinen monoklonalen anti-COL7-1gG banden an COL7 (fluoreszierenden Bande an die dermal-epidermale
Junktionszone (DEJ), weile Pfeile). Zum Vergleich wurde eine Negativkontrolle (nur Puffer) und eine
Positivkontrolle (polyklonale Kaninchen anti-COL7) mitgefiihrt. Dargestellt sind representative DIF von
insgesamt 5 Repliken/Klon. (MaRstab 50 pm)

3.2.2 ROS-Ausschuittung nach Stimulation von murinen PMN mit murinen
monoklonalen anti-COL7-1gG-Immunkomplexen

Neben der Bindung von Auto-AK und der Aktivierung des Komplementsystems mit
Ablagerung des Komplementfaktors C3 an der DEJ ist die Induktion der ROS-
Ausschittung durch COL7/anti-COL7-AK-Immunkomplexe in PMN ein essentieller
Mechanismus der inflammatorischen EBA (86). Daher wurden die murinen
monoklonalen anti-COL7-IgG vor ihrem in vivo Einsatz in einem ROS-Release-
Assay getestet. Als Positivkontrolle wurde ein Immunkomplex aus COL7 und dem
im AK-Transfer-induzierten Modell der EBA etablierten polyklonalen Kaninchen
anti-COL7-1gG verwendet. Als Negativkontrollen wurden Ansatze mit Medium, mit
Antigen (VWFA2) oder PMN mitgefiihrt. Wie das polyklonale Kaninchen anti-COL7-
IgG induzierten auch alle monoklonalen murinen AK-Klone nach Bindung an COL7
(Klon 1-10) in murinen PMN eine deutliche ROS-Ausschittung. Dabei zeigte sich
der gleiche zeitliche Verlauf (schneller Anstieg der ROS-Freisetzung in den ersten
6 min danach langsamer Abfall (s. Abbildung 5) wie bei dem polyklonalen
Kaninchen anti-COL7-IgG (Positivkontrolle).
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Abbildung 5: Reaktive-Sauerstoffspezies-(ROS)-Release-Assay mit murinem monoklonalem anti-Typ-
VIl-Kollagen-(COL7)-IgG (Klon 1-10): Murine Granulozyten wurden mit Antigen-Antikdrper-(AK)-Komplexen
aus anti-COL7-1gG und COL7 inkubiert. Die ROS-Ausschittung wurde tber eine Chemilumineszenz-Reaktion
mit Luminol im Luminometer Wallace Victor2 Giber 60 min gemessen und in Relative Light Unit/mL (y-Achse)
Uber der Zeit (x-Achse) dargestellt. Als Positivkontrolle wurden Antigen-AK-Komplexe aus COL7 und dem
polyklonalen Kaninchen anti-COL7-IgG (etablierte AK fiir das aktuelle AK-Transfer-induzierten Modell der EBA)
verwendet (rote Kurve). Dargestellt ist ein reprasentatives Ergebnis von insgesamt 4 Versuchen.

Zur Quantifizierung der induzierten ROS-Ausschittung wurde das Integral Uber die
Zeit berechnet und als Area under the curve (AUC) dargestellt (s. Abbildung 6). Die
Ansatze mit den AK der Klone 3, 4, 8, 9 und 10 zeigten hierbei im Vergleich die
hdchste ROS-Ausschittung, erreichten jedoch nicht die Werte der Ansétze mit dem
polyklonalen Kaninchen anti-COL7-IgG. In den Negativkontrollen war kaum eine
ROS-Ausschittung aus den PMN nachweisbar. Die jeweils in vier Mausen
reproduzierten Ergebnisse belegen, dass Komplexe aus murinen monoklonalen
anti-COL7-IgG (Klone 1-10) mit COL7 in PMN eine ROS-Ausschittung

hervorrufen.
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Abbildung 6: Area-under-the-curve-(AUC)-Werte des Reaktive-Sauerstoffspezies-(ROS)-Release-
Assays: AUC-Werte im ROS-Release-Assay nach Stimulation von murinen Granulozyten mit
Immunkomplexen aus murinem monoklonalem anti-COL7-IgG (Klon 1-10) bzw. polyklonalem Kaninchen anti-
COL-7-1gG (Positivkontrolle) und COL7. Die ROS-Ausschiittung wurde tber eine Chemilumineszenz-Reaktion
mit Luminol im Luminometer Wallace Victor2 bei einer Wellenldnge von 425 nm gemessen sowie in RLU
(Relative Light Unit/mL) angegeben. Als Negativkontrolle wurden nur Medium, nur Antigen (VWFA2) sowie nur
neutrophile Granulozyten mitgefihrt. Dargestellt sind die Mittelwerte der AUC mit ihrem jeweiligen
Standartfehler. Bei n=4 Versuchsreihen wurde das Ergebnis rein deskriptiv ausgewertet.

3.3 In vivo Testung der monoklonalen murinen anti-COL7-1gG

3.3.1 Ergebnisse des lokalen AK-Transfer-induzierten Modells

Nach dem Nachweis der Bindung der murinen monoklonalen anti-COL7-IgG in vitro
an COL7 in der DEJ und des Effektes der Immunkomplexe auf murine Granulozyten
(ROS-Release-Assay) wurden die AK von neun der zehn Hybridom-Zellkulturen im
lokalen AK-Transfer-induzierten Mausmodell der EBA getestet. Bei dem Klon 6 (F3)

war die AK-Konzentration fur eine in vivo Testung zu gering (s. Kapitel 3.1).
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3.3.1.1 Lokale Injektion der murinen monoklonalen anti-COL7-IgG der
Hybridom-Zelllinie 1-5

Zur Induktion einer lokalen EBA im Ohr wurden die AK der Klone 1-5 in einer Dosis
von 250 ug/ Ohr im lokalen Modell 1 (LM1) injiziert. Als Negativkontrolle dienten
irrelevante Kaninchen-IgG und als Positivkontrolle das im AK-Transfer-induzierten
Modell verwendete polyklonale Kaninchen anti-COL7-1gG. Die Versuchstiere, die
eines der funf murinen monoklonalen anti-COL7-IgG injiziert bekamen, zeigten an
keinem der sechs Versuchstage EBA-typische Hautveranderungen. In Abbildung 7
ist exemplarisch das Ergebnis nach Injektion des murinen anti-COL7-1gG Klon 2
(D3) dargestellt. Vom Injektionstag bis Tag 7 war klinisch keine Krusten- oder
Blasenbildung zu beobachten. Auch die als Zeichen der Inflammation gemessene
Ohrdicke zeigte mit der Negativkontrolle vergleichbare konstante Werte.
Korrelierend dazu war in den Gewebeproben der Mausohren (HE-geféarbte
Paraffinschnitte s. Abbildung 7 D) keine wesentliche Entziindung, Verdickung der

Dermis oder charakteristische subepidermale Separation zu beobachten.

Positivkontrolle polyklonale Kaninchen anmti-COL7 gG Murirer monokloaler anti-COL7 IgG Kion2 (D3}

w J

T tiieed

Abbildung 7: Klinischer und histologischer Befund des lokalen Antikérper-(AK)-Transfer-induzierten
Modells LM1: C57BL/6J Mause erhielten (A/B) polyklonale Kaninchen anti-Typ-VII-Kollagen-(COL7)-1gG bzw.
(C/D) monoklonale murine anti-COL7-IgG des Klons 2 intradermal in die Ohrbasis injiziert und wurden tber 6
Tage taglich klinisch beobachtet. (A/C) Klinisches EBA-BIld direkt vor Injektion des AK (d0) bzw. 1-6 Tage
danach (d1-d6). (B/D) Nach 6 Tagen wurden die Mause fiur die Organentnahme getdtet und die Paraffin-
Schnitte der Mausohren mittels Hamatoxylin-Eosin geféarbt. (B) Histologisches Bild der EBA nach Induktion mit
Kaninchen anti-COL7-1gG mit typischer subepidermaler Blasenbildung. (D) Histologisches Bild nach Injektion
mit murinen monoklonalen anti-COL7-IgG (Klon 2) ohne EBA-typische subepidermale Blasenbildung und
Einwanderung von Entziindungszellen. (Maf3stab 100 pm)
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In den Gefrierschnitten der Mausohren (LM1/LM2) war mittels DIF eine Bindung der
IgG und des Komplementfaktors C3 an der DEJ nachweisbar (Abbildung 8 C/D).
Jedoch zeigten die murinen anti-COL7-1gG im Vergleich zu den Kaninchen anti-
COL7-lgG (Positivkontrolle) eine vermehrte unspezifische Ablagerung in der
Subkutis sowie ein schwacheres Fluoreszenzsignal an der DEJ. Das irrelevante
Kaninchen-IgG (Negativkontrolle) zeigte keine Anlagerung von IgG oder
Komplementfaktor C3 an der DEJ und induzierte keine makroskopische oder
mikroskopische Blasenbildung. Der EBA-Score fur das Ohr der nicht-erkrankten
Mause betrug 0 %. Die Mause der Positivkontrolle zeigten nach wenigen Tagen
eine deutliche Krustenbildung, sowie Erosionen und subepidermale Blasen (s.
Abbildung 7 A). Der EBA-Score betrug 40—-80 %. In der Histologie war eine fur EBA
charakteristische subepidermale Auflockerung mit Einwanderung von neutrophilen
Granulozyten und Lymphozyten zu beobachten (s. Abbildung 7 B). In der DIF der
Positivkontrolle war eine Ablagerung von Komplement C3 und eine Bindung des
Kaninchen anti-COL7-1gG an der DEJ ein deutlich nachweisbar (s. Abbildung 8 A/B)

Positivkontrolle polykionale Kaninchen anti-COL7 IgG Muriner monoklonaler anti-COL7 IgG Klon2 (D3)

.
DiF Kaninchen igG DOF murines IRG

DIF rusines Kompieenent C3 DSF murines Komplement C3

Abbildung 8: Direkte Immunfluoreszenz (DIF) des lokalen Antikdrper-(AK)-Transfer-induzierten Modells
LM1: Nach Injektion von (A/B) polyklonalen Kaninchen anti-Typ-VII-Kollagen-(COL7)-IgG bzw. (C/D)
monoklonalem murinem anti-COL7-IgG (Klon 2) intradermal in die Ohrbasis wurden die Mause nach 6 Tagen
getdtet. In den Kryo-Schnitten der Mausohren wurde das im Gewebe gebundene (A) Kaninchen- bzw. (C) Maus-
IgG mittels DIF detektiert. Fiir beide AK war eine EBA-typische Bindung von IgG an der dermal-epidermalen
Junktionszone (DEJ) nachweisbar. (B/D) Zuséatzlich wurde mithilfe der DIF in beiden Proben eine deutliche
Ablagerung von murinem Komplementfaktor C3 an der DEJ nachgewiesen. (Maf3stab 100 pum)
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Da die murinen monoklonalen IgG in diesem Modell an die DEJ banden und den
Komplementfaktor C3 aktivierten, stellte sich die Frage, warum dies nicht zu einer
EBA-typischen subepidermalen Blasenbildung fuhrte. Mogliche Griinde sind eine
unzureichende Dosierung (hier 250 ug IgG) oder die Notwendigkeit der Bindung
verschiedener AK an mehrere Epitope (Polyklonalitat) zur Auslésung einer

Pathologie. Um diese Punkte zu adressieren, wurde im lokalen Modell 2 (LM2):

1. mit einer zweiten Injektion die Dosis der murinen monoklonalen anti-COL7-
IgG verdoppelt
2. eine Kombination der AK der Klone 1-5, sowie eine Kombination der AK

Klone 1 und 2 (gute Bindung an die DEJ) in erhéhter Dosis injiziert.

In beiden Ansatzen liel3 sich keine EBA-typische Pathologie auslésen (s. Abbildung
9). Der EBA-Score der Mausohren betrug jeweils 0 %. Die DIF zeigte analog zum
LM1 eine Anlagerung der murinen anti-COL7-1gG an die DEJ und eine Aktivierung
des Komplementsystems (Ablagerung von Komplementfaktor C3 an der DEJ).
Histologisch (HE-gefarbte Paraffin-Schnitte) war ebenfalls keine subepidermale
Blasenbildung sowie keine Infiltration von neutrophilen Granulozyten in den Ohren
nachweisbar (Daten nicht gezeigt). Die Positiv- und Negativkontrollen verhielten
sich wie im LM1.
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A Muriner monoklonaler anti-COL7-1gG Klont (C1) B Muriner monoklonaler anti-COL7-IgG Klon2 (D3)

Abbildung 9: Klinischer Befund des lokalen Antikdrper-(AK)-Transfer-induzierten Modells LM2:
C57BL/6J-Méause erhielten (A/B) murine monoklonale anti-Typ-VII-Kollagen-(COL7)-IgG der Hybridom-
Zelllinien 1 (C1) und 2 (D3) in erhdhter Konzentration, (C) eine Mischung der AK der Klone 1-5 (C1, D3, H6,
H10, H7) bzw. (D) eine Mischung der Klone 1 und 2 (C1, D3) intradermal in die Ohrbasis injiziert und wurden
Uber 6 Tage taglich klinisch beobachtet.

3.3.1.2 Lokale Injektion der murinen anti-COL7-IgG der Hybridom-Zelllinien
7-10

Die in Zellkultur produzierten und anschliel3end gereinigten monoklonalen anti-
COL7-1gG (Klone 7-10), wurden im lokalen AK-Transfer-induzierten Modell 3 (LM3)
intradermal in die Ohrbasis injiziert (250 ug/ Ohr). Bei Versuchstieren aller vier Klone
war ab dem ersten Tag eine Verdickung des Ohres sowie eine EBA-typische
Blasenbildung nachweisbar. Bei einigen Versuchstieren entstand am ersten Tag
eine serose Blase, die im weiteren Verlauf mit Erosionen und Erythemen einherging.
Im Vergleich zur Positivkontrolle war die Reaktion etwas schwacher ausgepragt.
Nach Injektion von AK des Klons 8 (C7) bzw. des Klons 7 (H4) erkrankten je zwei
von vier Mausen und nach Injektion von AK des Klons 9 (C8) drei von vier Mausen.
Nach Injektion von AK des Klons 10 (H11) entwickelte eine von vier Mausen einen
EBA-typischen Phanotyp (s. Abbildung 10).
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A Muriner monoklonaler anti-COL7-IgG: Klon 7 (H4) B Murniner monoklonaler antl-COL7-1gG: Klon 8 (C7)
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Abbildung 10: Klinischer Befund des lokalen Antikérper-(AK)-Transfer-induzierten Modells LM3:
C57BL/6J-Mause erhielten murine monoklonalen anti-Typ-VII-Kollagen-(COL7)-IgG (A) des Hybridom-Zellklons
7 (H4) (B) des Hybridom-Zellklons 8 (C7) (C) des Hybridom-Zellklons 9 (C8) bzw. (D) des Hybridom-Zellklons
10 (H11) intradermal in die Ohrbasis injiziert und wurden tber 6 Tage taglich klinisch (Bestimmung des EBA-
Scores (Prozentualer Anteil der lasionalen Haut des Ohres)) beurteilt. Nach 6 Tagen wurden die Mause fir die
Organentnahme getétet. (E) Als Positivkontrolle erhielt eine C57BL/6J-Maus den fiir das aktuelle AK-Transfer-
induzierte Modell der EBA etablierte polyklonale Kaninchen anti-COL7-1gG intradermal in die Ohrbasis injiziert.
(F) Als Negativkontrolle wurde einer Maus Kaninchen Gesamt-IgG injiziert. Deutlich ist die EBA-typische Klinik
nach Injektion der murinen monoklonalen COL7-1gG zu erkennen, vergleichbar mit der Positivkontrolle.

Die DIF zeigte fur die AK aller vier Klone (Klon 7-10) eine Bindung von murinem
IgG an der DEJ in den Mausohren. Weiter wurde die Ablagerung von murinem
Komplementfaktor C3 an der DEJ nachgewiesen (s. Abbildung 11). An der DIF-
Dreifachfarbung (griin = murines 1gG; rot = murines Komplement C3; blau =
Zellkerne) wird deutlich, dass 1gG und Komplement C3 an derselben Stelle an der
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DEJ banden. Im Vergleich zur Positivkontrolle waren die Fluoreszenzsignale
deutlich schwacher. Die Negativkontrolle (Kaninchen Gesamt-lgG) zeigte keine
Bindung von 1gG und dem Komplementfaktor C3; nur das blaue DAPI-Signal der
Zellkerne der Keratinozyten war erkennbar. In den H/E-geféarbten Paraffin-Schnitten
der Mausohren, die makroskopisch eine Blasenbildung nach AK-Injektion
aufwiesen, war eine EBA-typische inflammatorische Verdickung der Epidermis und
teilweise Separation von Epidermis und Dermis mit Einwanderung von
inflammatorischen Zellen beobachtbar. Die Negativkontrolle zeigte histologisch
einen Normalbefund. Die makro- und mikroskopisch sichtbare subepidermale
Blasenbildung, induziert durch die Injektion der murinen anti-COL7-1gG (Klone 7—
10), war vergleichbar mit der Positivkontrolle, auch wenn einige HE-Préparate eine
geringere Auspragung aufwiesen (s. Abbildung 12). Zusammengefasst banden die
monoklonalen AK der murinen Zelllinien C7, C8, H4 und H11 nach intrakutaner
Injektion im Mausohr an die DEJ, induzierten eine Komplement-Aktivierung und
|6sten eine subepidermale Blasenbildung mit Erosionen und Erythem sowie

entzindlichen Infiltraten aus.

Kion 7 (H4) Klon 8 (C7) Klon 9 (C8)

Kion 10 (H11) Positivkontrolle Negativkontrolle

Abbildung 11: Direkte Immunfluoreszenz (DIF) des lokalen Antikdrper-(AK)-Transfer-induzierten
Modells LM3: Nach intradermaler Injektion von murinen monoklonalen anti-Typ-VI-Kollagen-(COL7)-IgG der
Hybridom-Zellklone 7-10 in die Ohrbasis von C57BL/6J-Mausen erfolgte nach Beendigung des Versuches eine
direkte Immunfluoreszenz-Farbung (DIF) lasionaler Haut zum Nachweis von murinem IgG und murinem
Komplement C3. Die Farbung erfolgte mit einem grin fluoreszierenden anti-Maus-1gG-AK, einem rot
fluoreszierenden anti-Komplement-C3-AK sowie dem blau fluoreszierenden Diamidin-2-Phenylindol (DAPI) zur
Markierung der Zellkerne der Keratinozyten, sodass die dermal-epidermale Junktionszone (DEJ) sichtbar wird.
Die 1gG-Klone C7, C8, H4 und H11 und der Komplementfaktor C3 zeigten lineare Ablagerungen an der DEJ
(weiBe Pfeile), die bei der Negativkontrolle (Injektion von irrelevantem Kaninchen Gesamt-1gG) nicht und bei
der Positivkontrolle (Injektion von polyklonalen Kaninchen anti-COL7-IgG) verstarkt nachweisbar waren.
(Maf3stab 100 pm)
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Kion 10 (H11) Positivkontrolle ‘ Negativkontrolle

Abbildung 12: Histologische Ergebnisse des Antikoérper-(AK)-Transfer-induzierten Modells LMS3:
Dargestellt sind die Hamatoxylin/Eosin-(H/E) gefarbten histologischen Schnitte der Mausohren nach
intrakutaner Injektion der murinen monoklonalen anti-Typ-VII-Kollagen-(COL7)-IgG der Hybridom-Zellklone 7—
10 (Klone C7, C8, H4 und H11). Erkennbar ist fur alle vier AK-Klone eine EBA-typische Separation von Dermis
und Epidermis mit Verdickung der Epidermis und Einwanderung entziindlicher Infiltrate. Das histologische Bild
war vergleichbar mit der Positivkontrolle (Injektion von polyklonalen Kaninchen anti-COL7-1gG). In der
Negativkontrolle (Injektion von Kaninchen Gesamt-IgG) zeigte sich ein Normalbefund ohne Trennung von
Epidermis und Dermis. (Maf3stab 100 pm)

3.3.1.3 Zeitlicher Verlauf der Anlagerung von murinen anti-COL7-1gG und
neutrophiler Granulozyten an die DEJ

Die murinen monoklonalen anti-COL7-IgG der Hybridom-Zelllinien 1-5 (Klon 1-5)
banden in den in vitro und in vivo Experimenten an die DEJ und aktivierten das
Komplementsystem, ohne jedoch eine EBA-typische Blasenbildung zu induzieren.
Auch die Steigerung der AK-Menge oder die Injektion einer Kombination der AK-
Klone 1-5 loste keine EBA im AK-Transfer-induzierten Modell aus. In den
Immunfluoreszenz-Farbungen fiel auf, dass die Bindung der murinen monoklonalen
anti-COL7-IgG an der DEJ im Vergleich zu dem polyklonalen Kaninchen anti-COL7-
IgG schwacher erschien. Diese Beobachtung kann verschiedene Ursachen haben,
darunter eine kirzere Bindungsdauer der AK. Zur Analyse des Verhaltens der
murinen AK nach der Injektion bzw. der Dauer der Bindung an die DEJ wurde der
murine AK des Klons 1 (C1l) mit dem Fluoreszenzfarbstoff DyLight-594-NHS
markiert und unter dem Multiphotonen-Mikroskop in der lebenden Maus untersucht.

Hierzu wurden C57BL/6J-Mausen mit DyLight-594-NHS-markierte, murine
monoklonale anti-COL7-IgG des Hybridom-Zellklons 1 (C1) intrakutan in die
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Ohrbasis sowie i.p. oder i.v. Uber die Schwanzvene injiziert. Die Verteilung
(Bindungsort / Bindungsdauer) der AK wurde an mindestens vier aufeinander
folgenden Tagen unter dem Multiphotonen-Mikroskop beobachtet. Zur Analyse des
Verhaltens der fur die EBA-Induktion essenziellen neutrophilen Granulozyten wurde
aulRerdem zwei EGFP-Lys-Mausen der markierte anti-COL7-1gG-AK des Klons 1
injiziert. Bei diesem Mausstamm enthalten neutrophile Granulozyten ein im
Lysozym (Lys) Gen integriertes enhanced green fluorescent protein (EGFP), das
bei einer Wellenlange von 520-560 nm als grines Signal detektiert werden kann.
Als Positivkontrolle diente eine EGFP-Lys-Maus, der ein DyLight-594-NHS-
markierter Kaninchen anti-COL7-IgG injiziert wurde, um zu beobachten, wie sich die
AK aus dem existierenden lokalen AK-Transfer-induzierten Modell der EBA
verhalten. Aus in verschiedener Tiefe der Maushaut aufgenommenen 2D-Bildern
wurden Stacks erstellt. Die resultierende 3D-Abbildung zeigt den Bindungsort der
AK in vivo. Die Bindungsdauer wurde Uber die Erstellung dieser Stacks an

verschiedenen Tagen untersucht.

Abbildung 13 zeigt die Stacks einer C57BL/6J-Maus, der der murine AK-Klon 1
intrakutan injiziert wurde, Uber einen zeitlichen Verlauf von 4 Tagen. Die injizierten
murinen anti-COL7-IgG sind rot markiert, wahrend das Typ-IV Kollagen in der
Subkutis blau erscheint. Die Bindung des anti-COL7-1gG an der DEJ ist direkt nach
der Injektion sichtbar, nimmt aber schon an Tag 2 deutlich ab und ist an Tag 4 kaum
noch vorhanden. Die seitliche Ansicht des Stacks (s.Abbildung 14) zeigt, dass die
AK sich oberhalb der Subkutis an der Grenze zwischen Dermis und Epidermis an
die DEJ anlagern. An der gleichen Stelle ist eine Anlagerung der neutrophilen
Granulozyten (griin) beobachtbar (s. Abbildung 14, Abbildung 15).

Der hier beobachtete Bindungsort des Klon 1, in Hohe der DEJ, ist vergleichbar mit
der Bindung des Kaninchen anti-COL7-1gG, wie In einem Ausschnitt aus dem Stack
an Tag 6 der Positivkontrolle gut erkennbar ist (Abbildung 16C). Jedoch binden die
polyklonalen Kaninchen anti-COL7-IgG (Nachweis 6 Tage nach der Injektion)
deutlich langer als die murinen anti-COL7-1gG des Klons 1 an der DEJ (Nachweis
<2d nach Injektion). Die mit der Anlagerung des Kaninchen anti-COL7-1gG
vergleichbare Anlagerung der monoklonalen murinen anti-COL7-lgG an die DEJ
direkt nach der Injektion war unabhéngig von der Applikationsform (i.v./i.p./i.c.).
Auch bei einer systemischen Applikation (i.v. und i.p.) wanderten die murinen

monoklonalen anti-COL7-IgG des Klon 1 ins Gewebe und lagerten sich an die DEJ
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an. Im Unterschied zur systemischen Applikation fielen bei der i.c. Injektion AK-
Depots (deutlich fluoreszierende Stacks) in der Subkutis auf, die sich durch die

Applikationsform erklaren lassen.

Insgesamt zeigten die Multiphotonen-Mikroskop-Versuche, dass sich die murinen
monoklonalen anti-COL7-1gG (Klonl) unabhangig von der Applikation an der DEJ
anlagerten und die Extravasation von neutrophilen Granulozyten bewirkten. Die im
Vergleich zu den im AK-Transfer-induzierten Modell etablierten polyklonalen
Kaninchen anti-COL7-IgG deutlich kirzere Anlagerung des murinen monoklonalen
anti-COL7 IgG (Klonl) kénnte als mdgliche Ursache fir das Fehlen einer klinischen

EBA-Induktion in vivo interpretiert werden.

BI6 i.c. Injektion Ohrbasis
Tag O

.\

Abbildung 13: Ergebnisse der Multiphotonen-Mikroskop-Experimente nach intrakutaner (i.c.) Injektion
muriner monoklonaler anti-Typ-VII-Kollagen-(COL7)-IgG des Hybridomzell-Klons 1: In dem Versuch
wurde das Bindungsverhalten der murinen Antikorper (DyLight-594-N-Hydroxysuccinimid-(NHS) markierte
murine monoklonale anti-COL7-IgG (Klon 1)) nach i.c. Injektion in die lebende Maus (C57BL/6J) im
Multiphotonen-Mikroskop beobachtet. Dargestellt ist die Draufsicht der aufgenommenen Stacks
(dreidimensionale Aufnahmen eines Mausohrs in verschiedener Tiefe) nach der i.c. Injektion Uber einen
Zeitraum von 4 Tagen. Die murinen Antikdrper (rotes Signal) banden oberhalb des Typ IV Kollagens der
Subkutis (blaues Signal) an die DEJ. Aufgrund der Applikation bildeten sich subkutane AK-Depots. Ab Tag 1
reduzierte sich das AK-Signal an der DEJ und war am Tag 4 kaum noch nachweisbar.
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EGFP-Lys i.c. Injektion Ohrbasis Tag 0 EGFP-Lys i.c. Injektion Ohrbasis Tag 2

Abbildung 14: Ergebnisse der Multiphotonen-Mikroskop-Experimente nach intrakutaner (i.c.) Injektion
muriner monoklonaler anti-Typ-VII-Kollagen-(COL7)-IlgG des Hybridom-Zellklons 1 in eine EGFP-Lys-
Maus: In dem Versuch wurde das Bindungsverhalten der Antikdrper (AK, DyLight-594-N-Hydroxysuccinimid-
(NHS) markierte murine monoklonale anti-COL7-IgG (Klon 1)) nach i.c. Injektion in die lebende Maus
(Enhanced-green-fluorescent-protein-(EGFP)-Lys-Maus mit markierten Granulozyten) im Multiphotonen-
Mikroskop beobachtet. Dargestellt sind die Draufsicht sowie seitliche Ansicht dreidimensionaler Aufnahmen
(Stacks) eines Mausohrs am Tag der i.c. Injektion (links) und zwei Tage nach der i.c. Injektion (rechts). In der
seitlichen Ansicht ist deutlich die Bindung der murinen AK am Tag der Injektion an der dermal-epidermale
Junktionszone (DEJ) zu erkennen (Weil3er Pfeil). Auch die Granulozyten (grines Signal) lagerten sich an der
DEJ an. Nach zwei Tagen waren kaum noch AK in der DEJ nachweisbar.
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EGFP-Lys i.v. Injektion Tag O EGFP-Lys i.v. Injektion Tag 2

Abbildung 15: Ergebnisse der Multiphotonen-Mikroskop-Experimente nach intravendser (i.v.) Injektion
muriner monoklonaler anti-Typ-VII-Kollagen-(COL7)-IlgG des Hybridom-Zellklons 1 in eine EGFP-Lys-
Maus: In dem Versuch wurde das Bindungsverhalten der Antikérper (AK, DyLight-594-N-Hydroxysuccinimid-
(NHS) markierte murine monoklonale anti-COL7-1gG (Klon 1)) nach i.v. Injektion Uber die Schwanzvene in die
lebende Maus (Enhanced-green-fluorescent-protein-(EGFP)-Lys-Maus mit markierten Granulozyten) im
Multiphotonen-Mikroskop beobachtet. Abgebildet ist die Draufsicht (obere Reihe) sowie seitliche Ansicht (untere
Reihe) dreidimensionaler Aufnahmen (Stacks) eines Mausohrs am Tag der i.v. Injektion (links) und zwei Tage
nach der i.v. Injektion (rechts). Deutlich ist die Anlagerung der AK an die dermal-epidermale Junktionszone
(DEJ) (rotes Signal) sowie die Migration von neutrophilen Granulozyten (griines Signal) in die DEJ zu erkennen.
Die Anlagerung war am Tag der Injektion vergleichbar mit der Anlagerung von murinem AK nach intrakutaner
(i.c.) Injektion in Abbildung 14. Die bei der i.c. Injektion beobachteten AK-Depots in der Dermis waren bei der
i.v. Applikation nicht zu beobachten. Zwei Tage nach der Injektion waren kaum noch AK in der DEJ nachweisbar.
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Murine monoklonale anti-COL7 IgG Tag 0 Murine monoklonale anti-COL7 IgG Tag 6
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Polyklonale Kaninchen anti-COL7 IgG Tag 6

C

Abbildung 16: Vergleich der Ergebnisse der Multiphotonen-Mikroskop-Experimente nach intrakutaner
(i.c.) Injektion des polyklonalen Kaninchen anti-Typ-VII-Kollagen-(COL7)-1gG (Positivkontrolle) bzw. des
murinen monoklonalen anti-Typ-VII-Kollagen-(COL7)-IgG des Hybridom-Zellklons 1 in eine EGFP-Lys-
Maus: In dem Versuch wurde das Bindungsverhalten der Antikérper (AK, DyLight-594-N-Hydroxysuccinimid-
(NHS) markierte murine monoklonale anti-COL7-IgG (Klon 1) bzw. Fluoreszenz-markiertes, polyklonales
Kaninchen anti-COL7-1gG) nach i.c. in die Ohrbasis der lebenden Maus (Enhanced-green-fluorescent-protein-
(EGFP)-Lys-Maus mit markierten Granulozyten) im Multiphotonen-Mikroskop beobachtet. Dargestellt ist der
Querschnitt des Mausgewebes auf Hohe der dermal-epidermalen Junktionszone (DEJ) nach (A) i.c. Injektion
des monoklonalen murinen anti-COL7-IgG (Klon 1) am Tag der Injektion (Tag 0) und (B) an Tag 6 nach der
Injektion und (C) nach i.c. Injektion des Kaninchen-lgG an Tag 6 nach der Injektion. Deutlich ist die Anlagerung
der Kaninchen anti-COL7-AK zu beobachten. Anders als beim murinen monoklonalen anti-COL7-IgG des Klons
1 zeigte sich auch an Tag 6 eine deutlich nachweisbare Anlagerung an der DEJ.
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4 Diskussion

Die Hybridom-Zellkultur ist ein etabliertes Verfahren zur  Produktion von
monoklonalen AK (90). Gegenstand dieser Arbeit war die Aufreinigung von zehn
murinen monoklonalen anti-COL7-lgG-AK nach Kultivierung der Hybridom-
Zelllinien zur in vitro und in vivo Testung in murinen Modellen der EBA. Ziel war es,
durch einen murinen monoklonalen anti-COL7-AK die EBA in vivo zu reproduzieren,
damit das Kaninchen-lgG-basierte Antikdrper-Transfer-induzierte Modell der EBA
zu verbessern und neue Erkenntnisse bezulglich der IgG induzierten Inflammation
in der EBA zu gewinnen. Die Verwendung eines monoklonalen AK zur Induktion
einer EBA schien vielversprechend, da in Modellen anderer Autoimmundermatosen
(z. B. Pemphigus vulgaris / foliaceus) monoklonale 1gG eine Pathologie induzieren
(94).

Die murinen monoklonalen anti-COL7-1gG wurden zunéchst in vitro evaluiert. Alle
getesteten murinen AK-Klone banden an ihr Zielantigen (COL7) in der murinen Haut
(EBA-typische lineare subepidermale Anlagerung an der DEJ) und induzierten in
neutrophilen Granulozyten (Haupteffektorzellen der EBA) eine ROS-Freisetzung.
DarUber hinaus banden alle neun in vivo getesteten Klonen im AK-Transfer-
induzierten Modell der EBA an die DEJ und aktivierten das Komplementsystem,

jedoch induzierten nur vier der neun AK-Klone eine EBA typische Blasenbildung.

Diese Ergebnisse sind vielversprechend, in Zukunft fiir das lokale AK-Transfer-
induzierte Modell der EBA einen murinen monoklonalen AK zu nutzen und somit die
EBA ganzheitlich im murinen System zu replizieren. Zur Erklarung, dass nicht alle
getesteten murinen monoklonalen anti-COL7-1gG in vivo eine EBA ausldsten, ist ein
Verstandnis der Mechanismen der IgG-induzierten Inflammation nach Bindung am
Zielantigen essenziell. Fur die EBA-Induktion wurden in der Literatur zellulare und
molekulare Voraussetzungen identifiziert. Dazu zahlen neutrophile Granulozyten,
Fc-Rezeptoren, eine Komplement-Aktivierung und Zytokine. Wéhrend der Beitrag
jeder dieser Faktoren gut dokumentiert ist, ist die genaue Abfolge der Ereignisse
bei der EBA-Induktion nicht bekannt. Nach dem aktuellen Stand kann die EBA-
Pathogenese jedoch grob in die folgenden Schritte unterteilt werden. 1) Bindung der
Auto-AK an das Zielantigen, 2) Fab- und Fc-abhéangige Funktionen, 3) Extravasation
von neutrophilen Granulozyten in die Haut und 4) Aktivierung der neutrophilen



60

Granulozyten mit Freisetzung von ROS (95). Im Folgenden sollen die Ergebnisse

dieser Arbeit in den aktuellen Forschungsstand eingeordnet werden.

4.1 Epitop-spezifische Induktion der EBA nach Bindung

monoklonaler muriner IgG

Die Bindung von anti-COL7-lgG an COL7 im Bereich der DEJ ist nach der Bildung
der Auto-AK der erste Schritt zur Induktion einer Blasenbildung sowohl bei EBA-
Patienten als auch in in vivo und ex vivo Modellen zur Abbildung der Effektorphase
der EBA. Die Notwendigkeit dieser Bindung wurde zun&chst ex vivo im Kryosection-
Assay gezeigt, bei dem nach der Inkubation von Gefrierschnitten menschlicher Haut
mit 1gG aus EBA-Patientenseren und neutrophilen Granulozyten eine
subepidermale Blasenbildung beobachtet wurde (79). Im Tiermodell wurde die
Notwendigkeit der 1gG-Bindung durch zwei Arbeitsgruppen simultan bestéatigt,
indem Mé&ause mit anti-COL7-IgG aus dem Kaninchen injiziert wurden. Sitaru et al.
erzeugten 2005 durch Immunisierung von Kaninchen mit rekombinanten Proteinen
der NC-1-Domane des COL7 Kaninchen anti-COL7-IgG, die nach der Injektion in
Mause am COL7 an der DEJ banden und eine EBA induzierten (45). Woodley et al.
stellten ebenfalls 2005 einen Kaninchen-anti-Mensch-COL7-IgG her, der nach

Injektion in Mause die gleichen Effekte zeigte (82).

Auch die murinen monoklonalen anti-COL7-1gG-AK der vorliegenden Arbeit banden
in ex vivo Experimenten (IIF der murinen Haut) an der DEJ. In vivo konnte nach
lokaler Injektion dieser anti-COL7-1gG-AK mittels DIF eine Bindung an COL7 an der
DEJ fir neun der zehn AK-Klone gezeigt werden. Diese Bindung lief3 sich in Echtzeit
im Multiphotonen-Mikroskop exemplarisch fur den Klon 1 reproduzieren. Dennoch

induzierten nur vier der neun in vivo getesteten murinen AK eine EBA.

Diese Beobachtung wirft die Frage auf, welche Proteinabschnitte nach Bindung des
Auto-AK an COLY7 fur eine Inflammationsinduktion verantwortlich sind sowie ob ggf.
mehrere Epitope gebunden werden mussen oder ob ein Epitop ausreicht, um eine
EBA zu induzieren. In diesem Kontext konnte gezeigt werden, dass pathogene
Auto-AK vorwiegend an die NC-1-Domane des COL7 binden. Dabei induzieren vor
Allem AK gegen die Cartilage-matrix-protein-(CMP)-Subdomane, die sixth-ninth-
fibronectin-3 (FNIIl)-like Subdomane sowie die VWFA2-Subdoméne der NC-1-
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Region eine EBA im Tiermodell (81,95). Die in dieser Arbeit hergestellten AK binden
die VWWFA2- Doméne des COL7. Allerdings zeigte eine Epitop-Kartierung, dass die
AK aus EBA-Patientenseren nicht nur einzelne Epitope der NC-1-Region binden,
sondern ein Bindungsmuster an verschiedenen Subdomé&nen zeigen (26). Die
CMP-, FNIII- und vVWFA2-Subdomanen weisen zudem Homologien in ihrer Struktur
auf (96). Experimente belegen, dass Subdomanen-spezifische IgG auch andere
Domanen binden (26). Es bleibt unklar, ob die bei EBA-Patienten beobachtete breite
Epitop-Erkennung ein Epiph&nomen ist, das aus der intramolekularen Epitop-
Ausbreitung resultiert, oder ob dieses breite Erkennungsmuster fur die
Blaseninduktion erforderlich ist (26). Basierend auf diesen Beobachtungen stellt
sich die Frage, ob ein monoklonaler AK gegen ein Peptidabschnitt der NC1-Doméne
ausreicht oder ob fir die EBA-Induktion eine polyklonale 1gG-Stimulation erfolgen
muss. Vorobjev et al. (26) stellten monoklonale Kaninchen-lgG gegen einzelne
Epitope der NC1-Domane her (anti-FNIII4—FNIII5 und anti-FNI7—FNI1I8), die in vivo
eine EBA in COL7-humanisierten Mausen induzierten. Dieser Befund bekréaftigt die
These, dass ein monoklonaler AK eine EBA induzieren kann. Denkbar ist, dass die
apathogenen monoklonalen murinen anti-COL7-lgG-Klone in der vorliegenden
Arbeit Epitope in der NC-1-Doméne erkennen, die bei Bindung eines AK alleine
keine EBA induzieren kdonnen. Fur die EBA-Induktion ist vielmehr eine AK-Bindung
an pathogenen Epitopen oder Epitop-Kombinationen notwendig. Daher sollte
mittels Epitop-Kartierung (Epitop-Mapping) evaluiert werden, ob sich die
pathogenen und apathogenen murinen monoklonalen anti-COL7-1gG der
vorliegenden Studie in Bezug auf ihre Bindungsstellen bzw. Bindungsmuster

unterscheiden.

In der Literatur wurden fir andere Autoimmunerkrankungen bereits eine
monoklonale Krankheitsinduktion und pathogene Epitope beschrieben. Beim
Pemphigus foliaceus wurden durch Phage-Display monoklonale Auto-AK gegen
das bei dieser Autoimmundermatose charakteristische Autoantigen Desmoglein-1
identifiziert, die in der Lage waren in der Maus eine Pathologie zu induzieren (94).
Beim Pemphigus vulgaris wurden mit einer ahnlichen Technik zwei Pathologie-
induzierende monoklonale anti-Desmoglein-3-1gG gefunden (97). Auch wenn sich
die Pathogenese beim Pemphigus vulgaris / foliaceus und EBA unterscheiden, stellt
die systemische Identifikation pathogener Epitope mittels Phage-display einen



62

vielversprechenden Ansatz zur ldentifikation EBA-pathogener Epitope in den
Subdomanen des COL7 dar.

4.2 Bindungsstarke und Bindungsdauer von anti-COL7-1gG

Weitere mogliche Einflussfaktoren auf die Fahigkeit von AK zur EBA-Induktion ist
die Bindungsstarke und Bindungsdauer. Die murinen monoklonalen anti-COL7 1gG
der vorliegenden Studie sind durch Immunisierung mit der VWFA2-Domane des
COLY7 entstanden, sodass jeder monoklonale AK-Klon gegen einen Peptidabschnitt
der VWFA2-Subdomaéane der NC-1-Region des COL7 gerichtet ist. Die Bindung der
AK an die DEJ konnte sowohl in vitro als auch in vivo nachgewiesen werden. Jedoch
war das Signal in den Immunfluoreszenzfarbungen zum Nachweis der IgG-Bindung
an die DEJ stets schwacher im Vergleich zum bisher verwendeten polyklonalen
Kaninchen-anti-vWFA2-1gG.

4.2.1 Bindungsstarke muriner monoklonaler anti-COL7-IgG

Mogliche Ursachen sind entweder eine schwachere Affinitat (Bindungsstarke
zwischen Antigen und AK) der murinen monoklonalen AK gegeniber ihnrem Epitop
oder eine schwachere Aviditdt (Bindungsstarke des Antigen-AK-Komplexes
basierend auf der Anzahl und Affinitat der Bindungsstellen). Ein schwacheres Signal
bei der Verwendung eines monoklonalen AK lasst sich dadurch erklaren, dass
weniger Bindungsstellen am COL7 zur Verfugung stehen als fiir polyklonale 1gG,
sodass die Aviditat sinkt. Eine alternative Erklarung fur das schwachere Signal an
der DEJ ist eine zu geringe Konzentration der injizierten AK. Da die ersten funf
getesteten monoklonalen murinen AK-Klone in vivo keine EBA induzierten, lag die
Vermutung nahe, dass die eingesetzte AK-Menge zu gering war. Zudem gab es
keine Daten beziglich der zu injizierenden AK-Menge eines monoklonalen murinen
IgG, sodass die Dosis der anti-COL7-1gG-AK fur das AK-Transfer-induzierte Modell
errechnet wurde. Folgend wurde die Dosis in einem zweiten Ansatz (LM2)
verdoppelt. Trotz der gesteigerten AK-Dosis wurde in diesem zweiten Versuch kein
EBA-typischer Phanotyp beobachtet. Auch zeigte sich kein Unterschied in der
Signalstarke bei der DIF, was gegen eine zu geringe Menge an AK spricht, sondern
eher auf eine geringere Affinitat, Aviditdt und Bindungsdauer sowie auf weniger
verfugbare Bindungsstellen fiir die monoklonalen murinen AK als Erklarung fur die

fehlende EBA-Induktion hindeutet. Bei der Interpretation des schwécheren Signals
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ist zu berlcksichtigen, dass das Kaninchen-anti-Maus-1gG und die monoklonalen
murinen anti-COL7-IgG mit unterschiedlichen fluoreszierenden Sekundér-AK in der
DIF nachgewiesen wurden, sodass eine unterschiedliche Signalstarke auch auf
einer unterschiedlich starken Fluorochrom-Markierung des AK basieren kann.
Daher bleibt es fraglich, inwieweit die Fluoreszenz-Intensitaten der DIF von der
Positivkontrolle und den zu testenden murinen AK-Klonen direkt verglichen werden

kdnnen.

4.2.2 Bindungsdauer muriner monoklonaler anti-COL7-1gG des Klon 1

Die murinen monoklonalen AK aus dem vorliegenden Projekt waren in vivo nach
sechs Tagen im AK-Transfer-induzierten Modell mittels DIF noch nachweisbar;
jedoch scheint die Menge der gebundenen Antikdrper im Vergleich zum Kaninchen
anti-COL7-IgG deutlich geringer zu sein. Der murine monoklonale anti-COL7- IgG-
Klon 1 konnte im AK-Transfer-induzierten Modell der EBA auch bei erhdhter
Konzentration keine Blasenbildung induzieren. Daher wurde mithilfe des
Multiphotonen-Mikroskops untersucht, wie der AK-Klon 1 (C1), tber einen Zeitraum
von sechs Tagen an der DEJ bindet. Die Bindung war am Tag der Injektion
innerhalb von Stunden an der DEJ nachweisbar, jedoch war der grof3te Teil der
murinen monoklonalen anti-COL7-1gG im Gegensatz zu den Kaninchen anti-COL7-
IgG nach 24 bis 48 h kaum noch an der DEJ nachweisbar. Bezuglich der
Bindungsdauer konnten Kasperkiewicz et al. In den Nachkommen von trachtigen
Mausen mit einer immunisierungs-induzierten EBA noch bis zu 8 Wochen spéter
murine anti-COL7-lgG an der DEJ nachweisen (88). Somit stellt sich die Frage,
warum der AK-Klon 1 nur kurz an die DEJ bindet und ob diese Eigenschaft fir die

fehlende Pathogenitéat verantwortlich ist.

Die beobachtete kurze Bindungsdauer des Klons 1 weist darauf hin, dass die
Aviditat des AK zu seinem Epitop fur eine langere Bindung zu schwach ist bzw. dass
das gebundene IgG schnell wieder umgesetzt wird. Es ist denkbar, dass diese kurze
Bindung nicht ausreicht, um die elementaren Mechanismen der Gewebsdestruktion
wie z.B. die Extravasation und Aktivierung von Granulozyten ausreichend zu
induzieren und damit eine EBA auszulbsen. Moglicherweise kommt es bei der
Bindung der polyklonalen Kaninchen anti-COL7-lgG an verschiedene Epitope zu
einer gegenseitigen Stabilisierung der Bindung der IgG und somit zu einer
verlangerten Bindungsdauer an der DEJ durch die Polyklonalitat. Da nur Klon 1 mit
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dem Multiphotonen-Mikroskop untersucht wurde, ist Uber die Bindungsdauer der
Ubrigen neun Klonen keine Aussage mdglich. Die Klone, die im Tiermodell eine
Blasenbildung induzierten, waren zum Zeitpunkt der Datenerhebung am
Multiphotonen-Mikroskop noch nicht verfuigbar, sodass deren Bindungsdauer nicht
untersucht werden konnte. Ein mdglicher Unterschied zwischen der Bindungsdauer
der in vivo pathogenen monoklonalen murinen anti-COL7-1gG (Klon 7-10) und des
in vivo apathogenen Klon 1 kann gute Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen
Bindungsdauer, Aviditdt und Inflammationsinduktion geben und sollte weiter

untersucht werden.

4.3 Fab-vermittelte Effekte der EBA

Bei der EBA bindet eine Vielzahl von Auto-AK an Epitope meistim Bereich der NC1-
Domane von COL7. Eine Fab-vermittelte und Komplement unabhangige
Blasenbildung wurde beim bullésen Pemphigoid, einer Autoimmundermatose mit
Auto-AK gegen Typ-XVll-Kollagen, nachgewiesen (98). Bei der EBA konnten im
lokalen Modell getestete Fab-Fragmente keine Blasenbildung induzieren (45). Da
die NC1-Doméne mehrere Bindungsstellen zu anderen Proteinen der DEJ besitzt,
erscheint es plausibel, dass eine Bindung von Autoantikorpern hier eine Inhibition
der Bindungsstellen bewirkt und es so zu einer Fragilitdit der Haut kommt.
Maoglicherweise weist ein monoklonaler AK nicht genug Bindungsstellen an der DEJ
auf, um die stabilisierenden Eigenschaften des COL7 zu schwéachen und die
subepidermale Stabilitdt zu stéren. Es wird vermutet, dass diese Fab-vermittelte
Stérung der Bindungsstellen des COL7 fur die mechanobullése Form der EBA
verantwortlich ist, fur die es bis jetzt kein funktionierendes Tiermodell gibt. Da in
dem vorliegenden Projekt ganze 1gG mit jeweils zwei Fab- und einem Fc-Fragment
untersucht wurden, ist eine Aussage zu den isolierten Effekten der Fab-Fragmente
nicht moglich. Beziglich der Tiermodelle der inflammatorischen EBA lasst sich
jedoch postulieren, dass einzelne Fab Fragmente der IgG nicht ausreichen, um eine
inflammatorische EBA zu induzieren und somit die Fc-Teil vermittelten Effekte der
Autoantikdrper essenziell zu sein scheinen, um eine inflammatorische EBA zu

induzieren.
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4.4 Fc-vermittelte Effekte der EBA

Das Fc-Fragment des IgG vermittelt seine Effekte tUber die Bindung an Fc-
Rezeptoren auf verschiedenen Immunzellen (z. B. Monozyten Makrophagen,
Granulozyten, B-Lymphozyten, Mastzellen, natirliche Killer-Zellen). Bei der
Induktion einer inflammatorischen EBA scheint der durch den Fc-Teil des Auto-AK
vermittelte Effekt auf die Inflammationskaskade ein wichtiger Bestandteil zur
Induktion einer subepidermalen Blasenbildung zu sein. Das Fehlen von
Hautlasionen bei Mausen, denen Hihner-Anti-Maus-COL7-IgY injiziert wurden, die
nicht in der Lage waren murine Komplement- und Fc-Rezeptoren zu binden,
bestétigt die Bedeutung der Fc/Fc-Rezeptor-Wechselwirkung fur die Induktion einer
EBA (99). Der Effekt-vermitteinde Fc-Teil von IgG héangt von der Subklasse (IgG1—
4) und der Glykosylierung ab.

4.4.1 Glykosylierung des Fc-Fragments

Verschiedene Studien belegen, dass die Glykosylierung des Fc-Fragments des IgG
bei der Inflammationsinduktion durch Fc/Fc-Rezeptor vermittelte Effekte eine
wesentliche Rolle spielt. Eine Veranderung der Fc-Glykosylierung wurde bei
mehreren chronischen Autoimmunerkrankungen (z. B. rheumatoide Arthritis)
nachgewiesen (100). IgG-AK verfiugen (Uber eine konservierte N-
Glykosylierungsstelle (Asparagin 297) in der konstanten Region der schweren Kette
des Fc-Fragments. Die hier angehefteten Zuckermolekile beeinflussen die
Gesamtstruktur und die pro- oder antiinflammatorischen Effektorfunktionen von
IgG-AK. An die Kernglykan-Struktur kann Fructose, Galaktose oder Sialinséaure
angeheftet sein.  Nicht-galaktosylierte  (sogenannte  GO) IgG  sind
entztindungsférdernd und sialysierte IgG entzindungshemmend (101). Die erhdhte
Konzentration der GO-Form der IgG korrelierte bei Autoimmunerkrankungen (z. B.
rheumatoide Arthritis, systemischer Lupus erythematodes) mit der Schwere der
Erkrankung (102-108). Auch wurde in Studien gezeigt, dass der
entzindungshemmende Effekt einer Therapie mit iv. Immunglobulin (IVIG)
hauptsachlich darauf zurtickzufiihren ist, dass diese IgG am Fc-Fragment sialysiert
sind und somit eine antiinflammatorische Wirkung vermitteln (109-111). Weiterhin
wurde gezeigt, dass die Modifikation der IgG-Glykosylierung praventive und/oder
therapeutische Wirkungen hat (51,112-116). Das Enzym Endoglykosidase S

spaltet das Fc-Glykan am Asparagin 297 ab, wobei ein sialysiertes apathogenes
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IgG entsteht (112,117). Diese Hydrolyse fuhrt zu einer drastisch reduzierten
Bindung fast aller IgG-Subklassen an aktivierende Fc-Rezeptoren. Hirose et al.
behandelten mit murinem COL7 immunisierte Mause, die eine EBA ausgebildet
hatten, mit diesem Enzym, woraufhin sich eine schwachere EBA-Symptomatik
zeigte (118).

In der vorliegenden Studie war die Fc-Glykosylierung maoglicherweise dafir
verantwortlich, dass einige AK zwar an die DEJ banden und in geringem Mal3e auch
den Komplementfaktor C3 aktivierten, jedoch keine morphologische Blasenbildung
induzierten. Potenziell unterscheiden sich von verschiedenen Hybridom-Zellklonen
produzierte murine monoklonale anti-COL7-IgG-Klone in ihrer Glykosylierung am
Fc-Fragment. Ein galaktosylierter GO-lgG-Klon kénnte Uber eine starkere
proinflammatorische Wirkung (Aktivierung von Granulozyten, erhohte ROS-
Ausschuittung) eine EBA induzieren, wohingegen ein sialysierter muriner IgG keine
solche Wirkung zeigt. Somit ware eine Analyse der Glykosylierung der zehn
monoklonalen murinen anti-COL7-1gG sinnvoll. Weiter lieRen sich mdglicherweise
apathogene AK- Varianten Uber eine Veranderung der Glykosylierung in pathogene

Varianten umwandeln.

4.4.2 1gG-Subklassen

Auch die IgG-Subklasse spielt bei der AK-induzierten Inflammation in der
Pathogenese der EBA eine Rolle. Im Menschen existieren vier IgG-Subklassen
(IlgG1-1gG4) (119). Obwohl die IgG-Subklassen auf Aminosaureebene zu mehr als
90 % identisch sind, hat jede Unterklasse ein einzigartiges Profil in Bezug auf
Antigenbindung, Immunkomplexbildung, Komplementaktivierung, Aktivierung von
Effektorzellen sowie Halbwertszeit (120-122). Bei humanen
Autoimmunerkrankungen I6sen Antigene charakteristischerweise IgG1- und IgG3-
Antworten aus. Diese Isotypen sind in der Lage, alle Arten von Fc-Rezeptoren sowie
das Komplementsystem zu aktivieren (123). Im Gegensatz dazu zeigen 1gG4 und
IgG2 keine oder eine reduzierte Fahigkeit zur Aktivierung des Komplementsystems
und reduzierte Fc-Rezeptor-vermittelte Effekte (120,124-126). Hieraus lasst sich
ableiten, dass das von Autoantikdrpern entfaltete pathogene Potential nicht nur
durch ihre Spezifitat und Vielfalt sowie ihrem Glykolysierungsstatus, sondern auch
durch ihren Isotyp bestimmt wird. Recke et al. isolierten humane monoklonale

rekombinante chimare Anti-COL7-Auto-AK aller vier humaner IgG-Subklassen. Im
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Kryo-Section-Assay induzierten jedoch nur die Subtypen IgG1 und IgG3 eine EBA,
obwohl alle Subklassen an die DEJ banden (38). Diese subklassenspezifische
Pathogenitat ist eine mogliche Erklarung dafir, dass auch in der vorliegenden Arbeit
nicht alle anti-COL7-1gG, die an die DEJ banden, eine EBA induzierten. Jedoch ist
der Transfer der Befunde aus dem humanen System in das murine System nicht

ohne Weiteres moglich.

Im Gegensatz zum Menschen besitzt die Maus nur drei lgG-Subklassen (IgG1, 1I9G2
(a, bund c), 1IgG3) (119,127). Weiter scheinen sich die fiir die EBA pathogenen IgG-
Subklassen in Mausen und Menschen zu unterscheiden. Im Immunisierungs-
induzierten Modell der EBA zeigten erkrankte und damit suszeptible Mausstamme
hohere Titer an Komplement-aktivierendem IgG2a und IgG2b als resistente Mause
(87). Interessanterweise I6sen murine IgG1- und IgG3-Isotypen (Subklassen, die im
humanen System essentiell fir die Induktion einer EBA sind) im murinen System
eine schwachere Inflammation Uber Fcy-Rezeptoren aus (128). Im Kaninchen

hingegen konnte nur eine 1IgG-Subklasse nachgewiesen werden(129,130).

Vor dem Hintergrund der Unterschiede zwischen den Immunsystemen des
Menschen, der Maus und des Kaninchens beztiglich der Anzahl und Funktionen der
IgG-Subklassen wird die Bedeutung der Entwicklung eines murinen AK fir das
murine AK-Transfer-induzierte Modell deutlich. Jedoch scheinen die Immunsysteme
zumindest teilweise auch kompatibel. Humanes IgGl und 1gG3 aus EBA-
Patientenseren I6sen in der Maus eine EBA aus. Im aktuell existierenden AK-
Transfer-induzierte Modell fuhren Kaninchen anti-COL7-IgG zu einer EBA im
murinen System. Diese Beobachtungen lassen darauf schlie3en, dass humane
oder Kaninchen IgG A&hnliche Bindungsstellen zur  Aktivierung von
Komplementfaktoren und Granulozyten besitzen, wie die IgG der Subklasse 2 a/b

im murinen System.

Die Subklasse der verwendeten monoklonalen murinen anti-COL7-IgG wurde im
vorliegenden Projekt nicht bestimmt, jedoch gab die Firma Eurogentec die
Subklasse IgG2c fur die IgG aller Hybridom-Zellklone an. Da die Differenzierung
zwischen IgG2a und IgG2c aufgrund ihrer strukturellen Gemeinsamkeiten schwierig
ist (127,131), ist es denkbar, dass die Hybridomzellkulturen 6-9 (C7, C8, H4, H11)
IgG der im murinen System pathogenen Subklasse 2a produzieren, die
falschlicherweise als IgG2c klassifiziert wurden. Daher sollte die Subklassen erneut
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validiert werden. Eine weitere interessante Frage ware, ob der Austausch des Fc-
Fragments der apathogenen murinen monoklonalen anti-COL7-1gG durch das Fc-
Fragment eines pathogenen Kaninchen anti-COL7-IgG dazu fuihrt, dass der hybride
AK eine EBA induziert. Hypothetisch lassen sich monoklonale apathogene anti-
COL7-1gG, die zwar die Bindungsstellen am COL7 besetzen, aber aufgrund ihrer
Zugehorigkeit zu einer apathogenen IgG-Subklasse Uber ihre Fc-Fragmente keine

EBA-typischen Signale weiterleiten auch therapeutisch einsetzen.

4.4.3 ROS-Ausschuttung durch murine monoklonale anti-COL7-1gG

Ein wichtiger Schritt der EBA-Pathogenese ist die Aktivierung von Effektorzellen
nach Bindung der anti-COL7-IgG an COL7 in der DEJ. Neutrophile Granulozyten
gelten als Haupteffektorzellen. Laut Chirac et al. schitzt eine Granulozyten-
Depletion vor Injektion der anti-COL7-1gG vor der Krankheitsinduktion (53). Auch
die Inhibition der NADPH-Oxidase, die in Granulozyten an der ROS-Produktion
beteiligt ist, bewirkt ein Ausbleiben einer Blasenbildung. Die Extravasation von
neutrophilen Granulozyten hangt von CD11 und CD18 ab; CD18-defiziente
Granulozyten wandern nicht in die Dermis aus (132). Die im vorliegenden Projekt
getesteten monoklonalen murinen anti-COL7-IgG l6sten im Komplex mit ihrem
Antigen in murinen Granulozyten in vitro eine ROS-Ausschittung aus, die
vergleichbar war mit der Sekretion nach einer Stimulation mit polyklonalen
Kaninchen anti-COL7-IgG. Damit waren diese monoklonalen murinen anti-COL7-
IgG in der Lage neutrophile Granulozyten zu aktivieren. Granulozyten missen in
vivo aus dem Blutstrom ins Gewebe migrieren, um dort nach Kontakt mit dem Auto-
AK-Antigen-Komplex ROS auszuschitten und damit ihren Teil an der
Inflammationskaskade beizutragen. Die Extravasation der neutrophilen
Granulozyten ins Gewebe wurde im vorliegenden Projekt nicht fur alle Klone
untersucht. Jedoch konnte exemplarisch mit dem Multiphotonen-Mikroskop nach
Injektion von anti-COL7-IgG (Klon 1) in EGFP-Lys-Mause die Anlagerung von
Granulozyten an der DEJ nachgewiesen werden. Bezuglich der fehlenden
Pathogenitat einiger monoklonaler AK (Klonl-5) ist denkbar, dass die
nachgewiesenen Fc-Fragment-vermittelten Mechanismen zur Granulozyten-
Extravasation und ROS-Ausschittung zu schwach sind, um eine Inflammation mit

Blasenbildung zu induzieren.
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4.4.4 Aktivierung des Komplementsystems

Das Komplementsystem besteht als Teil des unspezifischen humoralen
Immunsystems aus zirkulierenden Proteinen. Viele Komplementfaktoren sind
Proteasen, die durch Proteolyse weitere Komplementfaktoren aktivieren. Ziel dieser
Kaskade st die Elimination des Pathogens. Die Aktivierung des
Komplementsystems ist Bestandteil der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen
wie der rheumatoiden Arthritis (133) oder dem bulldsen Pemphigoid (134). Bei der
EBA aktivieren die gebundenen Auto-AK U(Uber ihr Fc-Fragment das
Komplementsystem. Die Anaphylatoxine C3a und Cba als Schlisselfaktoren
rekrutieren Leukozyten und Mastzellen, welche durch Ausschiittung von Proteasen
und ROS zu einer Gewebsdestruktion fihren. Ebenfalls vermitteln C3a und C5a in
der Endstrecke eine direkte Zelldestruktion mittels eines Membran-
Angriffkomplexes (87,135). Passend zu diesen Ergebnissen sind Komplement-C5-
defiziente Mause resistent gegentber der Induktion einer EBA im AK-Transfer-
induzierten Modell (45). In der vorliegenden Studie kam es bei Bindung der murinen
monoklonalen anti-COL7-1gG (Klone 1-9) in vivo an der DEJ zu einer deutlichen
Ablagerung von Komplement C3 an dieser Stelle, was fur die Aktivierung des
Komplementsystems  spricht.  Auffallig war jedoch die  geringere
Komplementablagerung in Reaktion auf die murinen monoklonalen anti-COL7-1gG
im Vergleich zur Reaktion auf das polyklonale Kaninchen anti-COL7-IgG. Somit ist
fur die apathogenen Klone dieser Arbeit denkbar, dass die Komplementaktivierung
nach Anlagerung der IgG wie auch die ROS-Induktion zu schwach ist, um in vivo

eine EBA zu induzieren.

4.5 Fcy-Rezeptoren als essenzielle Mediatoren der EBA

Induktion

Fcy-Rezeptoren wird eine essenzielle Rolle in der EBA-Pathogenese
zugeschrieben. Nach Bindung der Auto-AK an das COL7 binden die
Immunkomplexe Uber das Fc-Fragment des IgG an aktivierende und inhibierende
Fc-Rezeptoren, die von Effektorzellen (z. B. basophile/neutrophile Granulozyten,
Mast-Zellen, Monozyten/Makrophagen) exprimiert werden. Die Bindung von
Immunkomplexen an Fcy-Rezeptoren auf dendritischen Zellen fuhrt zur
Phagozytose und Préasentation von Antigenen an MHC-Klasse-I- und Klasse-II-

Molekulen. Antigen-spezifische zytotoxische CD8+-T-Zellen, CD4+-Helfer-T-Zellen
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oder regulatorische T-Zellen (Treg), die diese Peptid-MHC-Komplexe erkennen,
werden aktiviert und modulieren die Immunantwort (128). Neutrophile Granulozyten
produzieren nach Bindung an den Fc-Teil des Auto-AK uber an der Zelloberflache
exprimierte Fcy-Rezeptoren (79) Elastase und Gelatinase (52). Die folgende
Aktivierung von Metalloproteasen fiihrt zur Destruktion der extrazellularen Matrix im
Bereich der DEJ und fordert die subepidermale Blasenbildung (81). Daneben
bewirkt diese Fcy-Rezeptor-abhangige Aktivierung der neutrophilen Granulozyten
eine ROS-Ausschuttung, die maf3geblich zur Zelldestruktion und zur Blasenbildung
beitragt. In der Effektorphase der EBA gelten neutrophile Granulozyten als
Haupteffektorzellen. Eine Depletion dieser Zellen schitzt vollstandig vor der
Induktion einer Blasenbildung (53). Die in dem vorliegenden Versuch getesteten
murinen monoklonalen anti-COL7-AK induzierten in murinen Granulozyten eine
ROS-Ausschittung. Trotz des nachgewiesenen Potenzials zur Rezeptor-
abhangigen Auslésung von Entziindungsreaktionen induzierten in vivo nur vier von
neun Klonen eine EBA mit subepidermaler Blasenbildung. Die Fc-Rezeptor
vermittelten Mechanismen der Inflammationsinduktion sind komplex. Daher ist es
denkbar, dass einige murine IgG-Klone  aufgrund ihrer Fcy-
Rezeptorbindungsfahigkeit bzw. ihrer Konfiguration nach Bindung am COL7 nicht
in der Lage sind, Effektorzellen und somit die Inflammationskaskade ausreichend
zu aktivieren, um eine Blasenbildung zu induzieren. Im murinen System gibt es vier
Fcy-Rezeptoren (FcyRI-FcyRIV) (128,136,137). Die Bindung von IgG bewirkt eine
Quervernetzung von Fcy-Rezeptor-Ketten auf Effektorzellen. Dadurch werden
Phosphorylierungskaskaden aktiviert, die zu verschiedenen Immunantworten (z. B.
Antigen-Prasentation,  Sekretion  von  Entzindungsmediatoren)  fuhren.
Proinflammatorische Zytokine erhdhen die Expression aktivierender Fcy-
Rezeptoren und verringern die Expression des inhibitorischen FcgRIIB (128).
Denkbar ist, dass ein muriner monoklonaler IgG-AK, der immer dieselbe Fcy-
Rezeptor-Bindungsstelle besitzt, alleine nicht in der Lage ist, eine Quervernetzung
zu induzieren bzw. alle fir eine Inflammationsinduktion notwendigen Effektorzellen
aktiviert, um eine Blasenbildung zu induzieren. Die Quervernetzung beeinflusst
moglicherweise auch die Stabilitdt und damit Bindungsdauer der Auto-AK an der
DEJ. Zudem unterscheidet sich die Expression verschiedener Fc-Rezeptoren auf
verschiedenen Zellen des Immunsystems in verschiedenen Spezies (138). Auch in

Bezug auf die Auspragung der EBA-KIinik zeigen Mausstamme Unterschiede.
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C57Bl/6J- und SJL/J-Méause weisen eine deutlich starkere Blasenbildung und einen
umfangreicheren Befall der Haut auf als Balb/c-Mause. MRL/MpJ- und SKH1-
Méause sind sogar komplett gegentber einer EBA-Induktion resistent (95) Die in dem
vorliegenden Projekt getesteten monoklonalen murinen anti-COL7-IgG wurden in
Zellen einer SJL-Maus erstellt, die in eine C57BL/6J Maus injiziert wurden. Denkbar
ist, dass die Fc-Rezeptor abhangige Aktivierung des Immunsystems sich zwischen
den Mausstammen unterscheidet bzw. nur teilweise kompatibel ist.
Stammspezifische Unterschiede konnten moglicherweise auch erklaren, warum
nicht alle murinen Klone im AK-Transfer-induzierten Modell der EBA eine

Blasenbildung induzierten.

4.6 Systemische Fehler bei der Kultivierung, Isolation und

Applikation muriner monoklonaler anti-COL7-1gG-Klone

Abschlie3end sollen systemische Fehler bei dem vorliegenden Versuch der
Nutzung muriner monoklonalen anti-COL7-IgG zur Induktion einer EBA im AK-
Transfer-induzierten Tiermodell diskutiert werden. Grundsétzlich zeigen die
vorliegenden Befunde, dass murine monoklonale anti-COL7-IgG eine EBA im
lokalen AK-Transfer-induzierten Tiermodell in der Maus mit Blasenbildung
induzieren konnen. Alle getesteten AK-Klone banden an die DEJ und stimulierten
in in vitro Experimenten murine Granulozyten zur ROS-Ausschuittung. Auch in vivo
banden die injizierten AK-Klone an die DEJ und aktivierten den Komplementfaktor
C3. Nur vier der neun in vivo getesteten Klone waren aber in der Lage eine
subepidermale Blasen- und Krustenformation zu induzieren. Auffallig ist, dass auch
bei diesen vier Klonen nicht alle Tiere eine deutliche Blasenbildung mit
subepidermaler Separation und verdickter Epidermis sowie eine Einwanderung von
Entzindungszellen aufwiesen. Neben den bereits diskutierten Griinden, die fir
diese Beobachtung verantwortlich sein kbnnen, sind auch systematische Fehler bei
den Experimenten (Kultivierung, Aufreinigung, Applikation) als Ursachen moglich.
Probleme gab es bei der Aufkonzentrierung der AK-Klone mittels Filtertubes.
Aufgrund von auftretenden IgG-Verlusten im letzten Zentrifugationsschritt wurde als
alternative Methode die mehrfache Konzentrierung mittels PEG favorisiert. Nach
Sterilfiltration und Konzentrationsbestimmung konnten die Klone 6-9 im AK-
Transfer-induzierten Modell in vivo verwendet werden. Fiur Klon 10 (F3) lag durch

den Verlust in den Filtertubes nicht genug IgG vor, um eine in vivo Testung zu
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realisieren. Alle vier Klone dieser Versuchsreihe induzierten in mindestens einem
Tier eine EBA. Mdglicherweise lasst sich diese Beobachtung auch durch eine
unsaubere Arbeitsweise bei der Sterilfiltration oder Applikation erklaren. Durch die
multiplen Dialysevorgdnge bei der Aufkonzentrierung mittels PEG konnten
Verunreinigungen, die eine Inflammation provozieren, in die Proben (murine
monoklonale IgG in PBS) gelangt sein. Dagegen spricht, dass murine IgG sowie der
Komplementfaktor C3 an der DEJ nachgewiesen wurden und die makroskopischen
/ histologischen Befunde denen einer EBA glichen. Die IgG-Menge der Klone 6-9
reichte nicht aus, um den Versuch zu wiederholen bzw. weitere Testungen (IgG-

Subklasse, Glykosylierung, Multiphotonen-Mikroskop etc.) durchzufihren.
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5 Zusammenfassung

Einleitung: Die Autoimmundermatose Epidermolysis bullosa acquisita (EBA) wird
durch subepidermale Blasenbildung sowie durch zirkulierende Auto-Antikorper
(Auto-AK) gegen Typ-Vll-Kollagen (COL7) charakterisiert. Zur Evaluierung neuer
Therapieansatze der EBA werden Tiermodelle bendtigt, die die humane Erkrankung
bestmoglich abbilden. Das derzeit fur die in vivo Analyse der EBA genutzte AK-
Transfer-induzierte Modell verwendet polyklonale Kaninchen anti-COL7-1gG,
welche eine unspezifische Immunreaktion im murinen System auslosen.
Fragestellung: Ziel der Arbeit war es, die Pathogenitat von zehn in Hybridom-
Zelllinien gebildeten murinen monoklonalen anti-COL7-1gG zu evaluieren und damit
das AK-Transfer-induzierte Modell zu verbessern. Weiterhin wird analysiert, ob
monoklonale murine AK, die an einzelne Epitope der Willebrand-factor-type-A-like
(VWFA2) Domane des COL7 binden, eine inflammatorische EBA mit Blasenbildung
induzieren. Methoden: In vitro wurde die Fahigkeit, der monoklonalen AK an COL7
zu binden (Indirekte Immunfluoreszenz) und in Granulozyten eine Sekretion
reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) zu induzieren (ROS-release-Assay), getestet.
Nach subkutaner Applikation der AK in die Ohrbasis von Mausen (lokales AK-
Transfer-induziertes EBA-Modell) wurde die Bildung EBA-typischer Blasen in vivo
beurteilt. In der Haut der Tiere wurde die Bindung von 1gG und Komplementfaktor
C3 (direkte Immunfluoreszenz) an die dermal-epidermalen Junktionszone (DEJ)
und die subepidermale Blasenbildung (Hamatoxylin/Eosin-Farbung) untersucht.
Ergebnisse: In allen Experimenten banden COL7-AK subepidermal an COL7 und
induzierten EBA-typische Inflammationsreaktionen (Aktivierung des
Komplementsystems, ROS-Ausschittung in Granulozyten). Dagegen losten nur
einige der getesteten Klone im lokalen AK-Transfer-induzierten Modell in vivo eine
EBA-typische Symptomatik aus. Diskussion: Murine monoklonale anti-COL7-1gG
kénnen eine EBA im lokalen AK-Transfer-induzierten Modell prinzipiell auslésen.
Warum nicht alle anti-COL7-1gG dazu in der Lage sind, sollte weiter exploriert
werden. Potenzielle Faktoren sind die AK-Bindung an verschiedene Epitope des
COL7, Unterschiede in den Affinitaten der AK, den IgG-Subklassen, der
Glykosylierung des Fc-Fragments sowie bei der Interaktion des Fc-Fragments mit
Effektorzellen des Immunsystems. Mdglicherweise kénnen anti-COL7-IgG, die fur
die EBA verantwortliche Epitope auf dem COL7 besetzen, aber keine Pathologie

auslésen, im Sinne einer kompetitiven Blockierung therapeutisch genutzt werden.
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