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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Pemphigoiderkrankungen (PD) stellen eine Gruppeschwerer, blasenbildender
Autoimmundermatosen dar. Die meist alteren Patienten leiden an chronischen Entziindungen der
Haut und/oder Schleimhéaute. Eine Form der PD ist die Epidermolysis bullosa acquisita (EBA), die durch
Autoantikérper gegen Kollagen Tygd ®I7) gekennzeichnet isZahlreiche Hinweise deuten darauf

hin, dass Neutrophile zu den wichtigsten Effektorzellen der Gewebezerstérung gehdren.
Interessanterweise lenken unter anderemegulatorische T ZellenT(eg$ die Rekrutierung und
Aktivierung deser Zellen. Ungeachtet der Tatsache, dass gezeigt werden konnte, dass Treg
Populationen in PDs verandert sind, ist der Beitrag der Tregs wahrend deffdkiibrphase bisher nur
unbefriedigend untersucht worden. Infolgedessen benétigt es noch weitere efentle
Untersuchungen, um die Rolle der Tregs im Einzelnen besser zu verstehen.

Ziel dieser Arbeitvar es daher, die molekularen Mechanismen aufzuklaren, mit denen Tregs der
Effektorphase von PDs, am Beispiel der EBA, entgegenwirken. Nhttéltso Versichen wirde die
Funktionsfahigkeit der Tregs aus gesunden, sowieibdB&ierten Mausen auf T Effektorzellen und
Neutrophile untersucht. Zusatzlichunden zwei Therapieoptionein vivoim Akinduzierten EBA
Mausmodell als mdgliche Behandlungsoption getestééne Expansion der endogenen Tregs mittels
niedrigdosiertem IE2 oder einem H2-Antikdrperkomplexes bzw. ein praventiver adoptiver Transfer
von polyklonalenTregs.

Es zeigte sich, dass TregdénEBAeinenFunktionsverlushinsichtlichihrer Suppressionsfahigkeibn
Effektorzellenerleiden So hemmten isolierte Tregs aus EHBduzierten Mausenin vitro die
Proliferationsrate wn T Effektorzellen und die CD18 Expression auf Neutrophile signifikant walsiger
Tregs aus gesunden Mauseim Bezug auf die Therapieoptionen zeigte sich, dass die &uf IL
basierende Behandlung keinen positiven Effekt auf den klinischen Phanotyp AenaiB, da im
Rahmen dieser Arbeit kein optimales Behandlungsschema gefunden werden konnte. Der adoptive
Treg Transfer hingegen bewirkte eisgnifikanteVerbesserungles klinischen Phanotyps. Weitere
Versuche ergaben, dass die injizierten Tregs bevoinudje Haut einwanderten. Den groéf3ten Effekt

der transferierten Tregseigte sich vor allem auf die Neutrophlebehandelte Mause wiesen
signifikant weniger Neutrophile in lasionaldaut auf als die positive Kontrollgruppe, was im Einklang
mit denin \itro Daten sand. Ebenso konnte mittels RN#equenzierung ein signifikanter Riickgang der
CXCL12 Expression in der Haut nachgewiesen werden, ein Chedaskimitverantwortlich fiir den
Ruckhalt der Neutrophite im entziindeten Gewebe ist. Zuséatzlich wurdebemfalls MAPK
Signaltransduktionswege, welche die Chemotaxis der Neutrophile positiv regulieren, nimitdeneg
behandelten Gruppe in lasionaler Haut herunterreguliert. Die Effektorphase dard@kierten EBA
wurde also durch die Stérung der Migrationrdgeutrophilen in die Haut dank des adoptiven Treg
Transfers erfolgreich inhibiert. Ob diese Therapieoption jedoch auch bei einer schon ausgepréagten EBA
funktionieren wirde, ist noch offen. Insgesamt stellt der adoptive Treg Transfer jedoch eine
interessare und vielversprechende Option zur Behandlung der EBA und insgesamt der PDs dar.
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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1Uberblick tiber das Immunsystem

Das Immunsystenst ein komplexes Netzwedus verschiedeneGeweben und Molekuleand ist fur

den Schutz desigenen Koérpesvor pathogenen Erregern, fremden Stoffen oder entarteten Zellen
verantwortlich Auf3erdenbeseitigtdas Immunsystertote Zellen, ist mit am Wiederaufbau nach einer
Uberstandenen Infektion verantwortlich ureeteiligt sichan der Wundheilung. Vereinfacht wird das
Immunsystem dabei in das angeborene und in das adaptive Immunsystem eingeteilt. Beide Bereiche
sind eng miteinander verknipft und Defekte in einer der beiden Systeme kdnnen Krankheiten, wie
chronische Entzidungen, Immundefekte, Uberempfindlichkeitsreaktionen oder
Autoimmunerkrankungen ausloséh.

1.1.1Dasangeborene Immunsystem

Das angeborene Immunsystem stellt die erste Verteidigungslinie gegen Krankheitserreger dar und ist
essenziell zur schnellen Verhinderung und Bekampfung von Infektionen und der Aufrechterhaltung der
korpereigenen Homdostade]. Zusatzlich ist es mit an déktivierung und Regulation des adaptiven
Immunsystems beteilidB], kann aber kein immunologisches Gedachtnis ausbilden

Der allgemeine Abwehrmechanismus der angeborenen Immunitat beruht auf der Erkennung von
hochkonservierten molekularenStrukturen von Mikroorganismen, den Pathogessoziierten
molekularen Musterngathogen associated molecular patterfAMPs) mit Hilfe von genetisch fest
codierten Mustererkennungsrezeptoremdttern recognition receptorsPRRs) auf den Zellen des
angebaenen Immunsystemg§l]. Esumfasstunter anderem anatomische Barrieren, wie Haut und
Schleimhaute, sowie humoralBestandteile wie Zytokine und das Komplementsystem, als auch
zellulare Effektormechanismetjil,5]. Zu den Zellen des angeborenen Immunsystems gehdvem
einendie naturliche Killerzellen (NKs), Neutrophile, Makrophagen, dendritische Zadindritic cells

DCs), Mastzellen, Basophile urabiBophile[1]. Diese Zellen zerstéren Krankheitserreger, sezernieren
Zytokine und setzen I6sliche Mediatoren westamin und reaktive Sauerstoffspezies .fiisatzlich

sind vorwiegend DCs und Makrophagen in der Lage verdaute Antigene an B oder T Zellen zu
prasentieren und tragen somit zur Aktivierung der adaptiven Immunantwortlh@;7]

Obwohl sich das angeborene Immunsystem so entwickelt hat, dass es eatmahV/ivon
Krankheitserregern schnell erkennen und eliminieren kann, ist die Bandbreite der gdngigen PAMPs,
die es erkennen kann, begrenzt. Die hohe Variabilitat der Antigenstrukturen sowie die Fahigkeit der
Erreger, zu mutieren, um die Erkennung durch ®ént zu vermeiden, haben daher die Entwicklung

des adaptiven Immunsystenesolutionarvorangetriebern2].
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1.1.2Dasadaptive Immunsystem

Die Hauptfunktionen des adaptiven Immunsystems sind die Erkennung spezifischer "korperfremder"
Antigene und Unterscheidung von "kdrpereigenen" Antigenesowie die Selektion von
pathogenspezifischen immunologischen Effektorzellen, dpezifische Krankheitserreger oder
pathogeninfizierte Zellen eliminieren. Dabei wird die hohe Variabilitdt und Spezifizitat der adaptiven
Immunantwort durch den Prozess der sogenannten somatisBtekombination der Gensegmente der
Rezeptoren erreichf8]. Des Weiteren entwickelt das adaptive Immunsystem ein immunologisches
Gedachtnis, das bewirkt, dass spezifische Erreger bei einer wiederkehrenden Infektion schnell erkannt
und eliminiert werden kdnnef®].

Zu den Zellen des adaptiven Immunsystems gehdren die im Thymus heranreifdogtapfiozyten (T
Zellen), und die Antikorper pduzierenden B.ymphozyten (B Zellen), welche sich im Knochenmark
entwickeln. Lymphozyten weisen nach ihrer Reifung eine hohe Mobilitat auf. Nachdem sie sich in ihren
primaren lymphatischen Organen entwickelt haben, wandern sie in die sekundaren lympéatisc
Organe, wie Lymphknoten und Milz, ein. Dort treffen sie entweder direkt auf zirkulierende
Krankheitserreger oder auf durch Krankheitserreger aktivierte Antgésentierenden Zellen
(Antigen presenting cell&PCs)die aus der Haut oder Schleimhautden sekundaren Lymphorganen
gewandert sind. AnschlieRend sind Lymphozyten in der Lage in zahlreiche Stellen des Kérpers zu
migrieren,um ihre betreffendeEffektorfunktion auszutibef8].

1.1.2.1Der Haupthstokompatibilitatskomplex

Alle  korpereigenen  Zellen  exprimieren eine  Gruppe von Proteinen, die als
Haupthistokompatibilitatskomplex Major histocompatibility complexMHC) bezeichnet werden.
MHCs werden daben zwei Klassen eingeteilt: MHC der Klassdihtien sich auf allen kernhaltigen
korpereigenen Zellen, wahrend MHC der Klasse Il nur von APCs exprimieMidi@tiprasentieren
dabei endogene Peptide udHCII extrazellulare Peptide auf der Zelloberflaq@¢

1.1.2.2T Zellen

Es gibt verschiedene Populationen an T Zellen: zytotoxische T Zellen (CD8+ Addta),(Th) Zén
(CD4+ThZellen), natirliche KilleF Zellen (NKTs) undd&l Zellen. Alle T Zellen exprimieren dabei eine
Reihe einzigartiger antigenbindender Rezeptoren auf ihrer Membran, die als T ZellreZeputalt (
receptor;TCR) bezeichnet werd¢h).

CD8+ T Zellen sind in erster Linie an der Zerstorung von infizierten Zellen und an der Abtétung von
Tumorzellen beteiligtSie werden durch die Interaktion ihres TCR mit einem an-Mg&bundenen

Peptid aktiviert. Nach Beendigung der Infektion sterben die meisten Effektorzellen ab und werden von

Phagozyten beseitigt. Einige wenige dieser Zellen bleiben jedoch als Gedadbtnerhalten, die sich

bei spateren Begegnungen mit demselben Antigen schnell in Effektorzellen differenzieren kénnen

[2,8].

CDA4+ Th Zellen spielen eine wichtige Rolle beMietulationder Immunantwort. Diese Zellen haben
keine zytotoxische oder phagozytische Aktivitdt und kdnnen weder infizierte Zellen dirgiérab
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noch Krankheitserreger beseitigen. Sie regulieren jedoch die Immunreaktion, indem sie andere Zellen
anweisen, diese Aufgaben zu tbernehmen und dadurch die Art der sich entwickelnden Immunreaktion
bestimmen. Th Zellen werden durch die Ausbildung eimanunologischen Synapse, bestehend aus
einem MHG@I-AntigenKomplex und zuséatzlichen Signalen tuber CD3, CD28, CD80/86, CD4 und
Integrine zwischen APC und Th Zelle, aktiviert. Dies fuihrt zur Produktion von Inte@¢ik®) durch

die T Zelle, und letztallich zu einer klonalen Expansion und Differenzierung in verschiedene Th
Subklassenwobei Thl, Th2 und Thilgrozentual amhaufigstenvorkommen [1,9]. Thl Zellen
produzieren dabei vor allem-B und Interferony (IFNy ) , die die zellul are | mr
wahrend Th2 Zellen#, IL:5 und IE13 produzieren, dieid humorale Immunitat regulierefl0]. ThT

Zellen spielen hingegen vor allem eine Rolle in chronischen Infektionen und Erkranklindreen

letzten Jaren wurden noch weitere Tisubklassendie die Immunantwort modulieren kdnnen,
entdeckt, wie zum Beispiel regulatorische T Zellen (Tregs; siehe auch Kapitel 1.2), Th22 Zellen und
follikulare Th Zellefil1,12]

Die beiden letztenSubklasserder T Zellen, NKTs und él' Zellen, sind in der Lage, Lipide oder
GlykolipidAntigene erkennen, die z. B. Uber das Mih@liche Molekil CD1 préasgert werden|[9].
Beide T Zelletuntergruppen sind Teil der adaptiven Immunantwort, zeigen jedoch ebenso Merkmale
einer angeborene ImmunreaktionSo bendtigen zum Beispiel diese beide T-Hdbklassen im
Gegensatz zu den anderen T Subklassen keine APC fur ihre Aktiy2rung

1.1.2.3B Zellen

Die Hauptfunktion der B Zelleist die Produktion von Antikbrpern gegen fremde Antigdag
Zusatzlich kénnen unter bestimmten Umstanden B Zellen awcARCs fungiergid]. Im Gegensatz

zu T Zellen sind B Zelldarch ihre spezifischen auf der Zelloberflache expiten Antikorper, den
Immunglobulinen (I ohne Beteiligung von AP@gekt in der Lage Antigene zu erkenné&rieselgs

werden ebenfalls mittels somatischer Rekombination analog zu den TCRs gebildet, was zu einer
vergleichsweiséiohen Rezeptorvielfaltihrt [8].

Plasmazellen sind in der Lage ihre Igs als Antikdrper abzugeben. Die sezernierten Antikérper binden an
Antigene auf der Oberflache von Krankheitserregern und markieren sie fur die Zerstérungagber d
Komplementsystem oder férdern Uber Bindung die Phagozytose und Eliminierung des Pathogens
durch Immuneffektorzelleri8]. Je nach lKlasse kénnen unterschiedliche biologische Funktionen
ausgeubt und speiiiche Pathogene erkannt und neutralisiert werdgh

Die Immunreaktion auf den ersten Kontakt mit einem Antigen wird @s&@Preaktion bezeichnet. Sie
verlauft Uber einige Wochen, bis sie sich vollstdndig entwickelt, und fuhrt zur Produktion von
Uberwiegend IgMAnNtikdrpern mit relativ geringer Affinitdt. Andere Isotypen wie IgG, IgA oder IgE
treten erst zwei Wochen oder spéit auf und weisen eine hohere Affinitat auf. Wahrend der
Primarreaktion werderm und BGedéchtniszellen gebildet. Bei einer spateren Exposition gegeniber
denselben Antigenen bzw. Pathogarwerden diese Zellen im Vergleich zur Priméarreaktion schneller
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aktiviert, so dass die Produktion von IgG oder anderen Igs mit hoher Affinitat schnell erfolgt. Dies wird
als sekundare Reaktion bezeichi@}t

1.1.3Autoimmunitat

Die Unterschei dung z wi somhmenounsystSrefunktisnieft nichtnindmer, Fr e md
einwandfreiund unter bestimmten Umstanden kann sich das Immunsystem gegen den eigenen Koérper
wenden Dies wird danrals Autoimmumeaktion bezeichnet. Dabei kann diguto-Reaktivitat von

einem niedrigen "physiologischen" Niveau der SeRsaktivitat, das fur die Lymphozyt&elektion

und die Homoostase des Immunsystems unerlasslich ist, Giber ein mittleres Niveau der Autoimmunitét,

das sich als zirkulierende AutoantiR@r und geringfiigige Gewebsinfiltrate ohne klinische Folgen
manifestiert, bis hin zeiner pathogene Autoimmunitét, die mit immunvermittelten Organschaden
einhergeht, reichel13,14]

Autoimmunerkrankungen habeheutzutageeine hohe Pravalenz von%% in der Bevolkerung und
betreffen bevorzugt Frauen. Sie verursachen eine erhebliche Morbiditdt und Mortalitat der
Betroffenen. Je nach Umfang der betroffenen Gewebe werden diese Krankheiten in organspezifische,
wie zum BeispieTypl-Diabetes (T1D) oder Multiple Sklerose (MS), und systemische, wie systemischer
Lupus erythematodes (SLE) oder rheumatoide Arthritis (RA), unterteilt. Der Start und Verlauf werden
allgemeindurch Autoantikérper oder zytotoxische T Zellen angetrieberhei in allen FallemhZellen
mitbeteiligt sind[13].

1.13.1Auslosende &ktoren von Autoimmunerkrankungen

Es wird angenommen, dass Autoimneukrankungendurch eine Kombination von genetischen und
umweltbedingten Faktorensowie einer Fehlregulation der Lymphozytaristehen. Ein@ereinfactie
Hypothese besagt, dag®lymorphismen in verschiedenen Genen zu einer fehlerhaften Regulierung
oder zu einer niedrigeren Schweilgrad fiir die Lymphozytes\ktivierung fihren Zusatzlich sollen
Umweltfaktoren die Aktivierung selbstreaktiver Lymphozyten, welche sich der Kontmtitemgen
haben undspezifisclgegen eigene Koérperstrukturesind, auslosen oder verstarkdms].

Man nimmt an, dass die Veranlagung zur Entwicklung der meisten menschlichen
Autoimmurkrankheiten auf Polymorphismen mehrerer Gene zurtickzufihtedesloch gibt es auch
seltene Beispiele, in denen genetische Veranderungen in einem einzigen Gen zgcbweren
Autoimmunitat  fuhren. Die beiden vielleicht besten Beispiele fir monogenetisch
Autoimmunkrankheiten sind das polyendokrine Autoimrsyndrom (APS) und daschromosomal
vererbte Syndrom der ImmunodysregulatieRslyendokrinopathie (IPEX). Diese Krankheiten sind
direkt auf Mutationen i AutoimmuneRegulatogen (AIRE bzw. ForkheadBox-Protein P3Gen
(FOXPJ zuriickzufuhrendie zu einer katastrophalen Stérung der zentraleei APS) und peripheren
(bei IPEX) Toleranz fuhrdi6,17] Zu moglichen verantwortlichen Umweltfaktoren gehéren zum
Beispiel Infektionen Erndhrungund Medikamente[14]. Es wird schon langer angenommen, dass
Autoimmunreaktionen durch Epitepusbreitung, Antigehnlichkeit und ibermaRige Aktivierung
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von PRRsund PAMPsausgeldst werderkbnnen[18]. So wurde beispielsweise der Nachweis einer
EpsteinBarrVirus(EBY -Infektion mit MS, nicht aber mit anderen entziindlichen Erkrankungen in
Verbindung gebrach{19]. Im Gegensatz dan konnte aber auch gezeigt werdemlassmanche
Infektionenanscheinenatbensovor einigen Autoimmunkrankheiten schitzkiinnen[20]. Zusétzlich
konnte eine hdhere Inzidenz von MS uAdd.D mit einer geringeren Zahl von Infektionen in den
Industrielandern korreliert werden [21]. Weitere Ausléser kénnen fehlgeleitete adakterielle
Immunreaktionen gegen das eigene Mikrobiom, wie bei entzindlichen Daramingen [15], oder

auch durch UA\Gtrahlung induzierte Apoptose einer grof3en Anzahl an Zellen, wie beim kutanen Lupus
sein[22]. Hinsichtlich der Ernahrung als auslésender Faktor fir Autoimmunerkrankungen ist auffallig,
dass Fettleibigkeit und das Vorkommen von Autoimmunerkrankungen in westlichen Landern parallel
ansteigen[14]. Zuséatzlich konnte gezeigt werden, dass Fettgibit mit dem Vorhandensein von
Autoantikorpern in der Allgemeinbevdlkerung assoziierf{28]. Fur Medikanente als auslésender
Faktor wird angenommen, dass bestimmte Wirkstoffe entweder direkt Uber ein spezifisches
molekulares Ereignisund/oder indirekt durch Anderung des Mikrobiomdie Bildung von
Autoantikdrpern mit beeinflussen kénnefl4]. Zuséatzlio konnte auch ein Zusammenhang an
physischer Aktivitat, Stress, Schlaf und dem Vorhandensein an Schichtarbeit als mogliche
verantwortlichen Umweltfaktoren zur Bildung von Autoimmunerkrankungen beobachtet wéidén

Die Fehlregulation der Lymphozwptentstehen wahrscheinlicdurchDefektebei der Rezeptorbildung

der unreifen Zellen im Knochenmark bzw. Thymus und einer mangelnden oder auch fehlenden
Kontrolle im peripheren Gewebf4]. So besteht zum Beispiekein Ungleichgewicht zwischen T
Effektorzllen und funktionden Tregs in T Zelbhangigen entziindlichen Autoimmunerkrankungen
eine Abnahme der Trefnzahl oder die Entstehung einer Resistenz der T Effektorzellen gegeniiber der
Kontrolle durch Treg5] (siehe auch Kapitd..2).

1.1.32 Schwierigkeit beBehandlung voAutoimmunerkrankungen

Eine Autoimmunreaktion ist ein Kreislauf, in dem verschiedene Immunzellen miteinander interagieren,
Zytokine und andere Mediatoren freisetzen, die wiederum weitere Immunzellen aktivigoenit wird

die Entzindung weiter vorgetrieben, waszu weiteren Gewebsschaden fuhtEin grof3es Problem
dabei ist, dasdie korpereigenen Antigengegen die die Ausgangsreaktion gerichtet ist, nicht entfernt
werdenkdnnen[15]. Dadurch ist dieBehandlung Betroffeneimmer noch schwierig.Therapien fir
Autoimmunerkrankungen zielen bisher meistens darauf ab, die proinflammatorische Immunreaktion
zu hemmen, indem sie spezifische adaptive Immunzellpopulationen dezimieren od&ktilierung

von Immunzellen in Zielorganetu supprimierer{26]. Diese Strategien sind zwar hilfreich, um die
proinflammatorische Immunreaktion gegen korpereigene Proteine und Gewebe zu begrenzen,
blockierenaber auch schitzende Immunreaktiongagen fremde Antigenend kénnen dazu fuhren,
dass das Immunsystem der Ratien geschwacht wird und sie anfallig fir verschiedene Infektionen
werden[27]. Neuere Therapien zielen daheum Beispietlarauf ab, die suppressiven Fahigkeiten von
Tregs zu nutzen, um Autoimmunzellen auf spezifische Weise zu unterdi@&{ésieheauch Kapitel
1.26).
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1.2Regulatorische T Zellen

Tregs sind eine Untergruppe der CD4+ T Zellen, deren Aufgabe es ist, Immunreaktionen zu
unterdricken und zu regulieren. Sie stellen sicher, dass die Reaktion des Immunsystems auf
Fremdantigene und Selbstantigene in einem angemessenen Gleichgewicht bldibheses
homoostatische Gleichgewicht stellt sicher, dass das Immunsystem ausreichend auf fremde Antigene,
sowie auf Neoantigene vonumorzellenreagiert Gleichzeitig missen Tregsisreichend hemmend

sein damit Entziindungen niclatuRer Kontrollegeratenund zu Gewebeschéaden odssgarzum Tod

fuhren. Somit spielen Tregs eine wichtige Rolle in der Tumorimmunitét, antimikrobiellen Resistenz,
Allergie, Transplantation, sowie der Aufrechterhaltung der Selbsttoleranz und somit dem Verhindern
von Autoimmunerkrakungen[29-32].

1.2.1Entdeckung der Tregs

In den frihen 1970er Jahren wurde das erste Mal von T Zellen berichtet, die in der Lage waren
Immunantworten zu unterdriicken. Da aben dem Zeitpunkkeine spezifischen Marker fiir diese T
Zellpopulation beschrieben werden konnten, stockte die Forschungchst[33]. Erst in den 1990er
Jahren kam wieder Fahrt auf, &akaguchét al.[31] eine CD4+ T Zellpopulation beschaapdie die
Interleukin2-Rezeptor (H2R) AlphaKette (CD25) exprimierte und immunsuppressive Eigenschaften
aufwies. Dabei wurdéestgestellt, dass CD25+Z8len anergisch sind und Autoimmunkrankheiten in
thymektomisierten Mausen unterdriickekdnnen Im Jahr 200estimmte Chatilaet al. Mutationen

im FOXP&enals Ursache fir eine autoimmune lyhgproliferative Stérung beim Menschen, die als
X-linked autoimmuity-allergic dysregulation syndronfgLAAD) bezeichnet und spater als IPEX kodiert
wurde, bestimmten[17,34] Die Identifizierung von F&8 als Hauptregulator der Tregntwicklung

und -Funktion wurde kurz darauf durch den Nachwaeisterstiitzt, dass die lymphoproliferative
Erkrankung bei F&8-defizienten ScurfyMausenauf einem Mangel an funktionelte Treg beruht

[35]. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass durch Induktion einer Hexp&ssion in
konventionellen CD25T Zellen ein regulatorisché?hanotyp hergestellt werden konnte und ein
adoptiver Transfer von FoxP3+ TsagScurfyMause die Entwicklung der Autoimmunitét verhinderte.
Dies zeigte, dass eine stabile Expression von Foxp3 wichtig fur die Identitat d&elrtagieist und

als dominanter Regulator bei der Entwicklung und Funktion von Tregs[8638].

1.2.2Naturliche und periphere Tregs
Tregs werden je nach ihrem Ursprung, ihrer Entstehung und ihren Wirkmechanismen genessille
Untergruppen unterteiltdie natrlichen unddie peripheren Tregs. Bae Untergruppenweisen dabei
komplementéare und sich tUberschneidende Funktionen bei der Kontrolle von Immunreaktionen auf.
Nattrliche Tregs (nTregs) entwickeln sich im Thymus und keimen in peripheren Geweben, wo sie die
Aktivierung von Effektorzellen unt@ricken konnen[39]. Periphere Tregs (pTregs) umfassen
wiederum verschiedene Subtypen von Zellen, daruntedOtproduzierende Trl Zellerj40],
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1.2 Regulatorische T Zellen

Transforming Growth Factér (transformierender Wachstumsfaktds; TGF3 )}produzerende Th3
Zellen[41] und FoxP3+ induzierbare T Zel[dg&]. pTregs, die sich von CD4+ T Zellen in der Peripherie
ableiten haben oft einen ahnlichen Phanotyp und eine ahnliche Funktion wie nTregs, nutzen aber
moglicherweise andere Mechanismen der Immunregulaf#$)44]

CD4+CD25+Foxp3+ nTregs sind die am besten untersuchte UntergargpB4+ -Buppressorzellen.
Sie machen bei Mausen1® % der peripheren CD4+ T Zellpopulation aus und sind durch die
konstitutive Expression von CD25 und eine geringe Expression von CD45RB gekenrjzéicléjet

Beim Menschen macheresi % bis 2 % der gesamten CD4+ T Zellen aus und sind charakterisiert durch

eine besonders hohe CDExpressioffi36]. CD25 ist jedoch kespezifischeMarker fur Tregs, d&@D25
auch auf aktivien T Zellen vichanden ist und somit auch von Thind Th2Effektorzellen exprimiert
wird.

Bbenso gibt es mehrere Anzeichen dafir, dass eia#leinige Expression von FoxP3 an sich nicht
unbedingtausreicht, um die suppressive Funktion von Tregs stabil aufrechtzuerloalkerfunktionale

Tregs zuverlassig von anderen CD4+ T Zellpopulationen abzugrenzen. Zum Beispiel exprimieren

aktivierte menschliche T Effektorzellen voribergehend FoxP3 auf niedrigem Niveau, ohne eine Treg
ZellSuppressionsaktivitat zu entwickeld7]. Ebenso kénnenCD4+ T Zellen im menschlichen
peripheren Blut eine FoxP3+ T Z&libpgulation aufweisen die jedoch keine Tregsuppressive
Aktivitat besitz und bei Aktivierung sogar proinflammatorische Zytokine produz#3]. Somit sind

nicht alle FoxP3¥ Zellen funktionelle Tregs, und T#8mgnaturmolekile kénnen zumindest bis zu
einem gewissen Grad auch ohne FoxP3 exprimiert wefdiglhhJedoch haben genomweite Analysen
mehrere DNARegionen aufgedeckt, die unterschiedliche Musterr d®lethylierung oder
Histonmodifikation zwischen T Effektorzellen und Tregs bei Menschen und Mausen aufiB@isen

53]. SobesitzenTregs hochspezifische und stabile epigenetische Veranderungen, die sieériDKHA

Hypomethylierung an bestimmten Loci einer begrenzten Anzahl von Genen aul3ern. Zu diesen Genen

mit Tregspezifischer DNAypomethylierung gehdren solche, die fur Tfagktionsassoziierte oder
Tregspezifische Molekile kodieren, wie FoxR$totoxische TLymphozyterassoziierte Antiged
(cytotoxic T lymphocyte associated antigerCTLAY) und Eog51]. Die phanotypische Stabilitat von
Tregs wird dabei am besten durch die Demethylierung der-3pegifischen demethylierten Region
(TSDR) amgeigt, einem nicht codierenden, evolutiondr konservierten Element innerhalb des
Genlocus vondxP3. Diesmacht die Tregspezifische DNAlypomethylierung zu einem zuverlassigen
Marker zur Bewertung des epigenetischen Status von TASjs

Da FoxP3, wie auch CD25, mdglicherweise keiddaquaten Marker fur Tregs insbesondere bei
Menschen,zu sein scheien, wurde nach zusatzlichen Markern gesucht, eimen moglicherweise
einzigartigen Phanotyp von Tregs zu identifizieren. Trotz der Entdeckinrgiciaer zusatzlicher
Marker, darunter CTLA, der glucocorticoidnduzierte TNFRRezeptor (GITR), CD821. Neuropilinl

(Nrp-1), Cb103 (Il ntegrin aEBT7), CD5 ,-40 (O»234), TNERDR,3 8 ,
Lymphozytenaktivierungsgen 3 (L8% CD45B°", CCR4, CCR7 und C{3B wurde keinexklusier

fur Tregsgefunden. Dereit werden zur Unterscheidung von Tregs von konventionellen aktivierten
CD4+ T Zellen eimeedrigeE X pr e s si o n v-ietie d&SDAREZeptdra) ind eina modulierte
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CDA45RHEEXpression[48] zusammen mit der Expression von FoxP3 und CD25 aldafker im
Menscherverwendet[55].

In Hinblick auf ihr Repoire haben nTregs ein breites Spektrum zur Erkennung von koérpereigenen
und fremden Antigener[{56]. Sie werden im Thymus durch heakide MHGKlassdl-abhéngige
Interaktionenmit dem TCRebildet[57,58] Diese Interaktion ist mit der Induktion von FoxP3 wéhrend
der Thymusdifferenzierung von Tregstwenden[59], wahrend die TChihduzierte Expression von
FoxP3 in der Peripherie von der intrazellularen SignalUbertragung, der Zellproliferation und der
Synergie mit TGBE  u n2deeinflusst wd [60]. Neben dem TCR scheint auch die GR@8stimulation

eine wichtige Rolle bei der BBfenzierung von Tregs zu spielen. So zeigen QD#BCD80/CD86
defiziente Mause eine deutliche Abnahme der Haufigkeit von Ti@h$2] Diese Signale reichen
jedoch moglicherweise nicht fur die Hochregulierung von FoxP3 aus, und es sind mdglicherweise noch
andere Signale erfordkch, wie zum Beispiel{2.und in geringerem Maf3e zwei andere Zytokin€’ IL

und [1:15[42].

Mehrere TregSubpopulationen wurdeabenfallsn nichtlymphoiden Geweben entdeckt. Diese Tregs
spielen nicht nur eine wichtige Rolle bei der Unterdriickung von Entzindungsreaktionen, sondern
fgen sich auch in ein groReres bidkmnes Paradigma ein, da& tHomdbostase von Organen und
Organismen mit regulief63]. So konnten Tregs im viszeralen Fettgewgd#, im Muskel[65] und in

der Haut (&he Kapitel 1.3.3 nachgewiesen werden. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die
Expression und Transkription in diesen Zellen sich von denen in herkbmmlichen Tregs unterscheiden
[65]. Das Vorhandensein gewebeanséassiger Tregs ermoglamt Immunsystemeine schnellere
Reaktion auf Stérungen der lokalen Homoostase asigei Infektionen und Fremdkorpemwter Fall ist

[66].

1.23 Bedeutung vorl42 fur Tregs

IL-2 ist fir die Funktion, Entwicklung und das Uberleben der Tregs unerlasslich und unerseszlich
erhalt die Populatin aufrecht,ist notwendig zur Expansionnd erleichtert die TGB-abhangige
Differenzierung naiver T Zellen zu Foxp3+ Ti@dsDes Weiteren wurde gezeigt, dass Mause, denen
IL-2 fehlt, spontan eine T Zellermittelte todliche lymphoproliferativeentziindliche Erkrankung mit
Autoimmunkomponenten und Hyperreaktivitdt gegeniiber kommensalen Mikroben entwif&&]n
AuRRerdem ist beim Menschen ein CB¥angel, der mit schwerer Autoimmunitat und Allergie
einhergeht, nicht von IPEX zu unterscheif@®]. Dabei wurde gezeigt, dass das Syndrom auf einen
Mangel oder einer Funktionsstdrung der Tregs zuriickzufiihrg¢nQgt

Daneben wirkt H2 auch auf weitere Immunzelledarunter anderen CD4+ und CD8+ T Zellen, B Zellen
und NKs Dabei bewirkt es vielfaltige zum Teil scheinbar widerspriichliche Reaktionen: es fordert die
Differenzierung von CD4+ T Zellen zu Thl und Th2 Zellen und das Wachstum von CD8+ T
Gedéachtniszellen uh natirlichen Killerzellen. Andererseits fordert-Bdie Apoptose in antigen
aktivierten T Zellenund hemmt die TGH / -6-dbhangige Differenzierung naiver T Zellen zu
entzindlichen Th17 Zelld67].
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1.2 Regulatorische T Zellen

Wenn man also davon ausgeht, dass die Hauptquelle v@nalltivierte T Zellen sind, gibt es eine
negative Rickkopplungskontrolle von Immunantworten Ube2.IDasheil3t Il-2, das von aktivierten
nicht-regulatorischen T Zellen produziewird, tragt zur Aufrechterhaltung, Ausbreitung und
Aktivierung von Tregs bei, was wiederum die Ausbreitung von-rechitlatorischen ZZellen begrenzt.

Eine Unterbrechung dieser-Bvermittelten Ruckkopplungsschleife fordert die Entwicklung von
Autoimmunt und Entzindungskrankheiten. Darlber hinaus ist die Manipulation dieser
Ruckkopplungsschleife von entscheidender Bedeutung fur die Regulation der Intensitat der Treg
vermittelten Unterdriickung und damit fir die Starke einer Vielzahl von Immunantwr@n

1.2.4Mechanismen der immunregulierenden Funktion von Tregs

Die Wirkungsmechanismen von Tregs beim Menschen und bei der Maus wurden hauptsaclitich mit
vitro-Systemen untersucht. Es ist jedoabch nicht klar, wie diesein vitro Studien de Aktivitat von
Tregsin vivowiderspiegeln[42]. Tregs sind in der Lage zahlreiche Immunzellen zu reguliega. D
gehdren CD4+CD25% Zellen, CD8+ T Zellen, B Zellen, MonozyterD@h {7 1-74]. Die Mechanismen
der Unterdriickungiber Zellzu-ZellKontakt beinhalten dabei zytotoxische Faktoren wie Perforin,
Granzyme und die Expression von E3ymphocye-activation gane-3; LymphozyAtivierungsger3)

[75]. Neben der Regulation tber Z&klKontakte, kdnnen Tregs Zielzellen Uber vier weitere Wege in
ihrer Immunantwort modulieren(i) Freisetzundiemmende Zytokine (ii) Induktion vonZytolyseoder

(iiif) Stoffwechselstérungen unfiv) Modulation derDGFunktion[75,76](Abbildung 1).
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Abb. 1: Mechanismen der immunregulierenden Funktion von TreDg immunregulierenden Mechanismen
von Tregs kdnnen in vier Kategorien eingeteilt werdé)Regulierung Uber hemmende Zytokine, wielQ, Il
35 und TGHB. (B) Regulierung mittels Zytolyse Uber GranzymufAd Granzym Bbhangige und Perforin
abhéngige dtungsmechanismenC)Regulierung lGber Storung des Stoffwechsels der Zielible Apoptose
mittels ZytokinEntzugs, wi€ntziehenvon I:2 Uber den I£2 Rezeptor CD25, cAMP gesteuerte Inhibition und
CD39und/oder CD73yenerierte A2ARnediierte Immunsupression(D)Regulierung durch Modulation der BC
Funktion, wie D@Reifung und/oder Funktion Uber Interaktionen zwischen G uAd CD80/86, sowie LAXund
MHC HMolekil. A2AR: AdenosiA2ARezeptor; cAMP: cyclic adenosin  monophosphafzyklisches
Adenosnmonophosphat)CTLA4: cytotoxic T lymphocyte proteih(); DC dendritic cel(dendritische Zelle); 1L
2. Interleukin2; LAG3: lymphocyteactivation gene3 (LymphozwAktivierungsger8); MHC Il: major
histocompatibility complex I{Haupthistokompatibitétskomplex Il); TGR: transforming growth factori
(transfor mi er endeModfetnach[f5 msf akt or )

1.25 Tregs in Autoimmunerkrankungen

Obwohl Treg bei Patienten mit Autoimmunerkrankungen vorhanden gjid, 78] scheint es dieser
Zellpopulation sowohl an Autoantigedpezifitat als auch an suppressiven Fahigkeiten zu f¢h&n
80]. Wahrend die Anzahl der Treg®n Patientenzu Patientenund auch Autoimmunerkrankung
varieren kann, ist bewiesen dass der Treguppressive Phanotyp bei Patienten mit
Autoimmunerkrankungen begrenzt i&1].

Ein Beispiel fur eine veranderte TrAgzahl als auch mém Verlust der suppressiven Fahigkeit ist die
systemische Autoimmunerkrankung SDiese Autoimmunerkrankunigt gekennzeichnet durch den
Verlust der Immuntoleranz gegenuber Selbstantigenen, die Aktivierung und Vermehrung
autoreaktiver Lymphozyten und diroduktion von Entziindungsmediatoren und Autoantikérpern, die
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infolgedessen zahlreiche Organe schadjgerter anderem die Nietéviehrere Studien haben die Rolle

der Tregs beim SLE untersucht, manchmal mit kontroversen Ergebf@Xebie meisten Studien
haben eine verringerte oder normale Haufigkeit von Tregs bei SLE festg@3klttbwohl andee
Studien auch eine erhdhte Anzahl gezeigt hap&?. Es scheint jdoch, dass die Zahl der Tregs
wahrend aktiver Krankheitsschilp@4,85]und bei aktiven padiatrischen SPEtienten verringert ist,

wobei eine umgekehrte Korrelation zwischen Tregs und Krankheitsaktivitdt sowie
Autoantikodrperspiegeln besteli86]. Funktionell ist die Suppressionskapazitét von Theg$atienten

mit aktivem SLE im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen und bei Patienten mit inaktivem SLE
reduziert[87,88] In Mausmodellen des SLE kann ein Mangel an Tregs zum Verlust der Selbsttoleranz
und zur Entwicklng einer Lupugihnlichen Erkrankung beitrag¢89], wahrend der adoptive Transfer

von Tregs das Fortschreiten der Nierenerkrankung verlangsauh die Steblichkeit von Mausen
verringern kannLupusanféallige Mause habedabeieine geringere Haufigkeit von Tisigh Vergleich

Zu nichtautoimmunen Stammefo0].

Ein weiteres Beispiel fiir eine Autoimmunerkrankung mit einer Reduktion detAfrzghl sowie einen
Funktionsverlusist MS[78,91] Des Weiteren konnte gezeigt werden, dagsenfallsin T1DTregs
funktionelle Defizite aufweiserSo ist hier zwar die Anzahl an Tregs in Patienten vergleichbar mit der
Anzahl an Tregs in Kontrollprobanden, jedoch konnte gezeigt werden, dass isolierte Tregs von an T1D
erkrankten Personen eine signifikant geringere Hemgnder T Zellproliferation aufweisen als isolierte
Tregs aus gesunden Probandéa].

1.26 Therapiemdglichkeiten mit Tregs

Wie weiter oben beschrieben, spielen Tregs eine entscheidende Rolle bei der Inmunhomdéostase und
-toleranz. Infolgedessen wurden therapeutische Strategien fir Autoimmunkrankheiten entwickelt, die
direkt oder indirekt auf Tregabzielen Auf eirigewird nachfolgend genauer eingegangen.

1.26.1 Therapie mit niedriglosiertem [E2

Wie schon beschriebeat 11-2 das Potenzialjie Proliferation vorilregsin vivozuinduzieren[93].
Daher wurde die Hypothese aufgestellt, dass eine niedrige Dosis-Zrali. Therapeutikum far
Autoimmunkrankheiten eingesetzt werden kann. Durch devsd&i einer niedrigen Daosis zielt das IL
2 bevorzugt auf Zellen mit hoher CDE&pression, also Tregs, [@4]. Solche Anséatze wurden schon
erfolgreichim Zusammenhang mit Infektionen und Transplantationen mit TransplayegéenWirt-
Krankheit graft versus host diseas&VHD) eingeset®5,96] Im Zusammenhang mit Autoimmunitat
hat sich nierig dosiertes H2 bei T1D und Sld#n Patientenals sicher erwieseff7-100]. Weitere
Entwicklungen, die die Trdgrdernde Wirkung von 2 nutzen, umfassen die Verwendung vos2iL
anti-IL-2-Komplexen(IL-2 Antikorperkomplex)zur selektivenVermehrung von Tregs viva Eine
weitere Mdglichkeit ist die Verwendungantigenspezifischer Tregs, die einen verédndertes2- 1L
Rezeptor exprimieren, der nur an emodifiziertesIL-2 bindet Dies fuhrt dazugass beil-2 Gabe
selektiv nurdie antigenspezifische Trédgntergruppevermehrt wird[101,102] Ein Vorteil der H2-
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Therapie besteht darin, dass rekombinantes humanes thereits als therapeutisches Medikament
namens Aldeslgkin oder Proleukin fur die Behandlung von malignen Melanomen und
Nierenzellkarzinomen in der Klinik verfighead zugelasseist [103].

1.26.2 Therapie mittels doptiven Transfewvon Tregs

Um die dominante Immuntoleranz wiederherzustellen, wird postuliert, dass die Verabreichung von
Tregdas TregJngleichgewicht wiederherstiein kann indemdadurchdie Zahl der Tregfirekt erhdht

wird. Der erstein vivaBeweis im Tierversuch wurde vor 30 Jahren von Hall giCd] erbracht, welche
zeigten, dass adoptiv Ubertragene CD25+ Buppressorzellen die Toleranz in
Rattentransplantationsmodellen aufrechterhalten konn&eitdem hat sich as Feld erweitert und

eine Vielzahl von Ansétzen zur Verwendung von Tregs als Therapie mit einem adoptiven -Transfer
Ansatzzu Behandlung von Autoimmunkrankheitemurden entwickelt Eine Reihe von klinischen
Studien mit polyklonaler Tregherapie zur Behathung von Autoimmunkrankheiten wurden bereits
abgeschlossen oder laufen noft05]. Die erste klinische Studie dieser Art (ISRCTN06128462) bei
Kindern mit T1D zeigte, dass der adeptiTransfer von polyklonalen, autologen Tregs das Uberleben
der Pankreasinseln verlangerte. Einige Patienten zeigten Anzeichen einer klinischen Remission und
blieben nach einem Jahr ohne jegliche Nebenwirkungen insulinunabhdht} Eine weitere
klinische Studie (NCT01210664), bei der polyklonale autokgeviveexpandierte Tregsbei
erwachsenen T1{Patienten eingesetzt wurden, zeigte, dass die Behandlung sicher und vertraglich ist
[107]. Die positiven Ergebnisse dieser klinischen Studien haben die Beflirchtungen zerstreut, dass die
polyklonale Treglherapie zu einer allgemeinen Immunsuppression und damit zu einem erhghten
Infektions und Krebsrisiko fihren konnte. Andere klinisctidien, in denen polyklonale Tregs zur
Behandlung von Autoimmunerkrankungen eingesetzt werden, betreffen die Behandlung von aktivem
kutanem Pemphigus (NCT03239470), autoimmuner Hepatitis (NCT02704338) und Morbus Crohn
(NCT03185000). In einer dieser klihisn Phasé-Studien (NCT02772679) wird die gleichzeitige
Verabreichung von 12 mit polyklonalen Tregs untersucht. Es wird erwartet, dass die gleichzeitige
Verabreichung von polyklonalen Tregs und niedrig dosiertendie Anzahl und Funktion der Tregs
nach der Verabreichung erh6[it05].

Die Therapiedurch adoptiven Transfer von Tredeann zuséatzlich optimiert werden, indem
autoantigenspezifisa Tregsverwendet werden[108]. Damit diese Art der Therapie jedoch
erfolgreich ist, muss sichergestellt werden, dass die Tregs spezifisch und stabil sind, langfristig
Uberleben und ihre unterdriickende Wirkung beibehalten konfigb].

1.26.3 Weitere Therapievioglichkeiten

Es gibt inzwischen zahleiche weitere Thergpnsatze, die auf die Modulation der TrBgpulation

abzielt zum Beispiedie Gabe von Rapamycin, ein mF@Ribitor, welcher als starkes Makrolid
Immunsuppressivum wirkt und die Signallibertragung als Reakti Zytokine oder
Wachstumsfaktoren blockiert, die Progression degelizyklus hemmt und die T@Rluzierte T Zell
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Anergie und-Deletion fordert[109]. Antigenspezifische Tregsvelche durctdie Verabreichung von
Autoantigenen aktiviert und vermehrt ween und als eine Art Impfstoff gegen Autoimmunitat
angesehen werdek6nnen[105]. Sowieeine Antigenspezifische Tre@herapie in der die Tregs mit

einem Autoantigerspezifischen,hochaffinen TCR transduziert wurden und daher eine stérkere
Suppressionsfunktion als Tregs, die mit einem unspezifischen TCR oder polyklonalen Tregs transduziert
wurden, aufweisen[110]. Des Weiteren wurden bereits eine Vielzahl kreativer chiméarer Tregs
entwickelt, die sich in Modellen von Autoimmunerkrankungen als wirksam erwiesen [fHREN

Zum Schluss karman ebenfalls davon ausgehen, d&ssnbinationstherapie von Tregs mit anderen
Therapien bei der Behandlung von Autoimmunerkrankungen ebenfalls eine verstarkende Wirkung
haben. Bei der Anwendung der Tf€berapie mussaber auch immer die immunsuppressive
Behandlung der Patienten bericksichtigt werden. Immunsuppressiva, die Ublicherweise zur
Behandlung von Autoimmunerkrankungen eingesetzt werden, wie Methylprednisolon, Mycophenolat
und Tacrolimus, reduziereteider nachweislich die TreBroliferation und -Lelkensfahigkeit auf
dosisabhéngige Weigél11]. Daher ist eine sorgfaltige Abwagung bei der Festiggeines geeigneten
Behandlungsschemas fiir eine TiBuerapie unerlasslicii05].
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1.3DieHaut

Die Haut ist ein komplexes Organ, das fir Bevahrungwichtiger physiologischer Funktionen des
Kdrpers wie die Verhinderung von Flussigkeitsverlusten, die Stabilisierung der Kérpertemperatur und
die Weiterleitung von Sinneseindrtckentverantwortlichist[112,113. Dartiber hinausildet sie eine
hochspezialisierte immunologische Nische, die fur die Aufrechterhaltung der Gewebehomdostase, d
Verteidigung und dr Reparatur entscheidend ist.

1.3.1Aufbau der Haut
Die Haut ist in drei Schichtegegliedert: Oberhaut (Epidermis), Lederhaut (Dermis) und das
Unterhautfettgewebe (Subcutigfbbildung 2)

Die Epidermis, die aufRerste Schicht der Haut, ist unterteilt inStestum corneumdas Stratum
lucidum Stratum granulosunmund Stratum basale DasStratum corneunenthélt Korneozyten, die
differenzierte Keratinozyten im Endstadium darstellen. Diese Zellen werden kontinuierlich durch
Keratinozyten aufgefilltdie im Stratum basaldokalisiertsind [113]. DasStratum lucidumist eine
dinne, klare Schicht aus abgestorbenen Keratinozyten un&utatumgranulosunstellt eine dinne
Ebene zwischen detratum lucidurmund Stratum basal@ar, welches Keratinfilamente miteinander
verbindet[112]. DasStratum basalenthalt basale Keratinozyten, Immunzellen wie Langerhelien

und T Zellepsowie Melanozyten, die fur die Pigmentierung der Haut sof@éH].

Unter der Epidermis befindet sich diermis, die wiederum in papillare und retikulére Unterschichten
eingeteilt wird. Beim Menschen bildet die papillare Dermis Auslaufer, die bis zur Epidermis reichen und
Kapillaren enthalten, die den Transport von Nahrstoffen erleich{dib]. Die retikulare Dermis
enthalt Hautanhangsgebilde wie Haarfollikel, Talgdriisen und SBhwisien. Die retikulare Dermis ist
aufgrund der dichten Konzentration von kollagenen und retikuldren Fasern, die in dieser Schicht
verwoben sind, wesentlich dicker als die papillare Dermis. Beide Hautschichten beherbergen
Fibroblasten, Myofibroblasten uichmunzellenwie Makrophagen, Lymphozyten und MastzellBre
Fibroblasten synthetisiererdabei eine extrazellulare Matrix aus Kollagen, Proteoglykanen und
elastischen Fasern, die die strukturelle Integritat der Dermis gewahrldisiei

Unter der Dermis liegt das subkutane Fett. Diese Schicht bestel#ilrgzyten und Adipozyten und

ist reich an Proteoglykanen und Glykosaminoglykanen, die der Schicht mukusé&hnliche Eigenschaften
verleihen [117]. Das Hautfettgewebe speicheEnergie in Form von Fettsduren und fungiert als
endokrines Organ, das fur die Glukosehomdostase und den Fettstoffwechsel wicltigj8ist20].

Diese Schicht produziert auch eine Vielzahl von Mediatoms Wachstumsfaktoren, Adipokine und
Zytokine und enthalt zahlreiche Immunzellg1]. Darliiber hinaus dient das subkutane Fett als
Isolierschicht fur den Korp¢t14].
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Abb. 2: Struktur und zelluldare Komponenten der murinen und humanen HaMurine Haut [inks) weist
dichtgepackte Haarfollikel auf, wohin hingegen humane Haadahts) groRere Bereiche mit weniger Haarfollikel
besitzen. Humane Hauinterscheidet sich von muriner Haut dur@ine dickere Epidermis mit mehreren
Zellschichten und eer dickeren Dermis mit fir die humane Haut charakteristischen tiefreichenden Reteleisten.
Die haufigsten Immunzellen in der humanen Epidermis sind Langerhanszellen und CD8+ T Zellen. In der murinen
Epidermis befinden sich bevorzugt dendritische epidermale T Zelidahgnicht in der humanen Hamti finden

sind Im Menschen, wie auch in der Malgsiedeln Makrophagen, Mastzellen, konvention@lI€l Zellen, als

auch eine kleine Population an angeborenen lymphoiden Zellen die Dermis. In der murinepefitadgn sich
eberfallsy & ZellenALZ: angeborene lymphoide Zelle; DETZ: dendritische epidermale T Zelle; HF: Haarfollikel,
LHZ: Langerhanszelle; KZ: Keratinozyt; MZ: Mastzelle; Sratum basalg Str.c.:Stratum corneum Str.g.:
Stratum ganulosumTZ: T ZelléModifiziert nach[122].

Mausmodelle in der dermatologischen Forschungdsiwon groem Wert und ahmen viele
pathologische Aspekte nach, die bei menschlichen Hauterkrankungen beobachtet vkérdem Es

ist jedoch wichtig zu berlcksichtigen, dass es Unterschiede in der Hautstruktur von Mausen und
Menschen gibtSo ist zum Einemie Dicke der Epidermis von Mausen dunner als die des Menschen
[123]. Des Weiteren enthalt i@ Epithelarchitektur der menschlichen Haut Fortsatze, die in das
darunter liegende Gewebe hineinragen, was fmeiriner Hautnicht derFall ist[124]. Im Gegensatz
zum Menschen besitzt die Haut der Maasl3erdemkeine SchweiRdriisen, mit Ausnahme der
Brustdrisen weibliche M&ause. Zusatfich besitzen M&use eine dermale Muskelschicht, den so
genanntenPanniculus carnosuslie beim Menschen nicht vorhanden j$23]. Dennochhaben sich
Mausemoddle aufgrund ihrer geringen Kosten umglten Handhabungfir die Untersuchung
entzindlicher Erkrankungen der Haut bewdliri4].
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1.3.2Die Haut als Immunorgan

Eine der Hauptfunktionen der Haut besteht darin, den KéveeVerletzungen, Infektionen, Licht und
thermischen Einflusserzu schitzen Dies wird durch physische Barrieren, Biomolekile und ein
kompliziertes Netwerk aus residenten Immunzellen und nieghtmunen Zellensowie Hautstrukturen
gewahrleistet Dartber hinaus férdern die in der Haut ansassigen Immunz@bhildung 2)die
physiologischen Funktionen der Hgui4].

Zu den hautresidenten myeloischen Zellen gehdren LangetBbeltsn, dermalddCs Makrophagen,
Mastzellen und Eosinophile. Neutrophile kommen in gesunder Haut nur selten vor und sind daher
keine "hautbewohnenden Zellen". Allerdingsvibékern Neutrophile die Haut bei Entziindungen und
nach eineVerletzung Hautresidente myeloische Zellen tragen zur Homdostase der Haut bei, indem
sie Wachstumsfaktoren absondern, die fur das Uberleben von Keratinozyten, Fibroblasten und
Endothelzellen edrderlich sind. Darliber hinaus erhalten sie die optimale Gewebefunktion aufrecht,
indem sie Debris und apoptotische Zellen phagozytieren, die Integritat der Blutgefal3e unterstitzen
und die Toleranz fordern. Bei Entziindungen reagieren myeloische Zelletnentgend produzieren
entzindungsfordernde Mediatoren, die die Aktivierung von Zellen in der lokalen Umgebung und die
Infiltration der betroffenen Stelle durch periphere Immunzellen vorantreiben. Myeloische Zellen der
Haut dienen auch als AP@3d somit alBindeglied zwischen dem angeborenen und dem adaptiven
Immunsysten{114].

Die Haut beherbergt verschiedene Arten von Lymphozyten, die alle sowadthbbrealzustandls auch

bei Entziindungsreaktionen eine wichtige Rolle spielen. Sowohl die menschliche Haut als auch die Haut
von Mausen enthalta -Lymphozyten undy &-Lymphozyten sowie NKTs y &-Zellen sind die
dominierende TZellPopulation in der Haut von Mausen, wahremd@-Zellen die dominierende Zelt
Population in der menschlichen Haut sjii@5,126] B Zellen sind in der Haut im Normalzustand eher
selten und es ist unklar, ob sie tatsachlich in der Haut ansassi@l&indl 29]. Die Rolle der Eellen

bei entziindlichen Erkrankungen der Haut ist jedochbgsichrieberf130-132].

1.3.3Tregs in der Haut

In der Haut erwachsener Mause sind-@0 % der CD4T Zellen Tregs, und in der Haut eclksener
Menschen machen sie etwa 20 % §L&3]. Die meisten Tregs in der Haung dabein beidenSpezies
in der Nahevon Haarfollikeh lokalisiert{134,135]

Tregs erfullen spezifische Aufgaben in der Haut, wie die Bescglewgnder Wundheilun@l36], die
Forderung der Immuntoleranz gegeniiber kommensalen Mikroben der [#88} und die Férderung

der stammzellvermittelten Haarfollikelregeneratiofl35]. Ebenso konnte die Existenz von
hautresidenten Gedéachtnisregs nachgewiesen werden, die bei widdBter Antigenexposition zur
Milderung der Hautentziindung beitragda37]. Im Gegensatz konnte auch gezeigt werden, dass
Mause mit dysfunktionalen Tregs in jungen Jataereiner fulminanten systemischen Entziindung mit
offensichtlicher Dermatitis und Haarausfall sterben, was zusatzlich die Bedeutung der Tregs fir die
Entziindungshemmung in der Haut widerspied/ER8].
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1.3.4Epidermolysis bullosa acquiiEBA)

1.3.4.1 EBAalsblasenbildende Autoimmunerkrankung der Haut

Blasenbildende Autoimmunerkrankungen der Haat¢immuneskin blistering diseases AIBD) sind

eine vielfaltige Gruppe von Dermatosen, die durch died@ng von Autoantikdrpern an Antigene in

der Haut und den Schleimhauten gekennzeichnet sind. Sie lassen sich in PerAptigamtungen
(PD)und Pemphigugkrkrankungen unterteilenPD kennzeichnen sich durch eirgubepidermale
Spaltbildung und Autoantikbgsbindung an strukturelle Komponenten der derreglidermalen
Grenzflache dermal epidermal junctionDEJ)aus. PemphigusErkrankungerhingegen produzieren
Autoantikorper, die gegen desmosomale Proteine gerichtet sind, welche benachbarte Keratinozyten
verbinden[139,140](Abbildung 3)
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Abb. 3: Schematische Dardtung der Autoantlgene bei Pemphigusind PemphigoidErkrankungenBP180,
TypXVItKollagen; BP230, Dystonin; Dsg: Desmoglein; Dsc: Desmocoljt4ALls

Klinisch sind pralle Blasenbildung und juckendtikarielle Erytheme charakteristische Merkmale der
PDund histopathologisch ist die subepidermale Blasenbildung in Verbindung mit einer eosinophilen
und neutrophilen Infiltratiorkennzeichnendir diese Erkrankuren[139,142] PDdassen sich je nach
Lokalisation deAutoantikdrper in zwei grof3e Subtypen einteilen: erstens das bullése Pemphigoid (BP)
mit Autoantikdrpern gegen subepidermale Strukturen und zweitens die Epidermolysis bullosa
acquisita (EBA) mit subepithelialen Autoantikorpgird9,143]

Obwohl die Inzidenz voBBA nicht im Detail bekannt ist, wird sie als seltait einer geschétzten
Inzidenzvon < 0,5 pro Millioren Einwohnerreingeschétz{144-147]. In Deutschland wurde die EBA
Pravalenz kirzlich mit 2,8 Fallen pro MilliBmwohner angegebef148]. EBA kanrdabeiin jedem
Alter auftreten, mit beschriebeneiierkrankungsiéern von 1 bis 94 Jahrei49-151). Dabeischeinen
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vor allem zwei Altersstufebesonders betroffen zu seitMenschen imzweiten und Menschen im
siebtenLebensjahrzehntl48].

1.3.4.2 Formen delEBA
Es gibt zwei klinische Hauptformen der EBAediziindliche und die mechanobullése (klassische oder
nicht entziindliche) Form, wobei die entziindliche Form die hétdiigt [152,153]

Bei der mechanobulldsen Form der EBA treten die Blasen an Stellen audykieerddruck und Trauma
ausgesetzt sind. Die Lasionen treten in der Regel ohne Odeme oder Erythemedagrfscheien
zeitnah oder hdchstens einige Stunden nach dem Trauma der Haut. Schleimhautlasiomedisiser
Formhaufig. Ein weiteres klinisches Merkmal ist, dass sich im Laufe der Krankheitsentwickiemg
anderem atrophische Narben, Hypeoder Hypopigmentiruing entwickeln kénnen[153]. Bei der
entziindlichen Form treten Lasionen in der gesamten Haut auf, und die Hautbriickigksitst nicht

so bedeutendSie kann daher anderen subepidermalen autoimmunen bullésen Dermatosen ahneln,
wie zum Beispieldem BP, dem Schleimhautpemphigoid (MM#Jer der linearen bulldsen IgA
Dermatose[152-154] Das Auftreten von Narben wéhrend der Krankheitsentwicklungdéiei
weniger haufig als beler mechanobulldsa EBA153,154]

1.3.4.3 Pathogeneséler EBA

Wie bei den meisten Autoimmunkrankheiten ist die genaue Ursache der Krankheit unbekannt. In
Bezug auf die EBA deuten die Daten auf eine gewisse genetische Pradispseiticnauf einen
Betrag von Umweltfaktoren zur Pathogenese der EBA hin. Aufgrund der geringen Anzahl von EBA
Fallen ist es schwierig, den Einfluss bestimmter Umweltfaktoren oder Infektionen zu untersuchen. Die
Anfalligkeit fir EBA wird mit Genen innerhalb und aufRerhalb dd€Mkus in Verbindung gebracht.
Insbesondere wurde beim Menschen in zwei unabhangigen Studien ein Zusammenhang mit dem MHC
Lokus HLAR2nachgewieselfil55,154.

Dasmeistbetroffene Antigen, gegen welches sich Autoantikorper biligtriKollager7 (QOL7), das

sich in derSublamina densder BasatMembranZonebefindet. L7 ist einHauptbestandteil der
Verankerungsfibrillerund ist ein 290 kDa grof3es Protdiis bestehius einer zentralen kollagenen
Domaéne, die von zwei nichkbllagenen(non-collagerous NC)Doméanen, NC1 und NC2, flankiert wird
[157]. Bei Patienten mit EBA richten sich die meisten Autoantikdrper gegen Epitope, die sich in der
NC1tDomane befinden, obwohl in einer Minderheit dedlle ebensoeine Reaktivitdt gegen die
kollagenen oder NCGRomanen festgestellt werden akn [158]. Im Allgemeinen sind dies
AutoantikérperdesTypsIgG Bei einigen Patienten wurden jedoch awtiihonAutoantikorper des Typs

IgA, IgE und IgM nachgewiedés9].

Die meisten Erkenntnissaim Ablauf der Autoimmunreaktion der EBi&mmen von Forschungen an
passenden Mausmodelledie Effektorphase der EBA, das heil3t die durch Autoantikdrper ausgeltste
Entzindung und Blasenbildungird durch dieAblagerung von Autoantikdrpern an der DEJ durch
Bindung an das @Z7-Epitop ausgeltsiDies fuhrt zur Aktivierung des Komplementsystems und zur
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Freisetzung von proinflammatorischen Zytokingh59] und neutrophiler Chemotaxig160].
Neutrophile binden anschlieBend Uber Fg-Rezeptoren an die FedDomane der anti-QOL7-
Autoantikdrpern[161] und setzen eine Signalkaskade in Galigdie Neutrophilen aktiviert undie
veranlassteaktive Sauerstoffspezieactive oxygespeciesRO$und Proteasen freusetzer[162].
Diese Mediatoren fihremu einerZerstérungder Verankerungsfibrillen und damit zEntstehung der
Blasen auf der Haut und den Schleimhauiesil]. Was die funktionelle Rolle derZellen betrifft, so
wurde vor kurzem nachgewiesen, dassZ€llen die Rekrutierung von Neutrophilen in den
Entziindungsbereich férdern kdnnen, indem sie Bkpression des Zelloberflachenintegrins CD18 auf
Neutrophilen modulieren. Interessanterweise wurde dieser Effekt weder durch @i durch CD8
Zellen vermittelt, sondern durchh & Zelle163]. Die Blockade von Tredlihrte wiederum zu einer
dramatischen Verschlechterung des Kklinischen Krankheitsbildes dueer experimentellen
Antikorpertransferinduzierten EBAAKEBA)[164]. Zusatzlich zu Granulozyten und Lymphozyten,
kénnen auch Makrophagamd/oder Monozyien an der Blasenbildung bei der EBA beteiligt sein. Die
Blockade dieser Zellen ist jedoch technisch schwierig und beeintractagyFartschreiten der
Krankheitnicht offensichtlich[165]. Dennoch sind weitere Studien erfadich, da Makrophagerund
Monozytenebensan der Lagsind, groRe Mengeian RO®ach Stimulation durch den Immunkomplex
zu produzieren unéx vivoeine Spaltbildung imenschlichen Hautschnittemervorzurufen166].

1.34.4 Diagnosaund Behandlungler EBA

Da EBA polymorphe Merkmale unterschiedlicBehweregrade aufweds kann kann sie mit anderen
subepidermalen bullésen Autoimmundermatose VBB MMP oder linearer bulléser Ig®ermatose
verwechselt werden. Dieifferentialdagnose basiertiaher nicht nur auf der kliniscipathologischen
Korrelation, sondern erfordert auch den Nachweis vion situ und/oder zirkulierenden IgG
Autoantikdrpern gegen @L7 [158]. Nachweismethoden einer EBA umfassen dabei zum Beispiel die
Histopathologie, den Nachweis einer C3 und/oder IgG Ablagerung an der DEJ mittels direkter
Immunofluoreszenz und der Nachweigkulierender Autoantikérper gegenOL7 mittels indirekter
Immunofluoreszenz oder eineEnzymdinked Immunosorbent AsséiyLISN167].

Die EBAehandlung zielbisher hauptséachlicdarauf ab, dieKrankheitsaktivitat zu kontrollieren und

ein Wiederauftreten der Krankheitsowie dauerhafte Folgeerscheinungen zu verhindern.
Krankheitskontrolle ist definiert als das Ausbleiben des Auftretens neuer Lasionen und die Abheilung
bereits bestehender Lasion§¢b68]. Aufgrund der Seltenheit dieser autoimmunen bullésen Dermatose
und der vielfaltigen klinischen Manifestationen gibt es nur wenige randomisierte, kontrollierte8tud

zur Behandlung der EBA. Die aktuellen Empfehlungen basieren auhBalerienberichten sowie auf
Expertenmeinungen aus nationalen und internationalen Konsensod Leitlinien[169-172]. Die
meisten von ihnen schlagen vor, dass sich die Wahl der Therapie nach dem Schweregrad der
Erkrankung richten sité, der objektiv durch deBullous Pemphigoid Disease Area IN@®RDAI) oder
subjektiv durch den Grad der Schleimhautbeteiligung und das Risiko von Langzeitfolgen und
funktionellen Einschrankungen beurteilt werdd@nn [169,170] Ahnlich wie bei anderen AIBDs
werden systemische Kortikosteroide weitgehend als erste Wahl bei der BehandlungBfAn E
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eingesetz{139]. Nebendiesenwurden bei der Behandlung der EBAchisteroidsparende Mittel wie
Colchizin, Diaminodiphenylsulfon (Dapson), Methotrexat Azathioprin, Cyclosporin,
Mycophenolatmofetil und Cyclophosphamid eingesetzt. Weitere therapeutische Optionen wie
hochdosiertes intravendses Immunglobulin (IVIG), RitakinPlasmapherese und Immunadsorption
sowie extrakorporale Photochemotherapie sind ebenfalls beschrieben wofté8,173] Jedoch
ergeben sich haufignerwinschteNebenwrkungenaus denStandardbehandlungen sowohl aus ihrer
langfristigen Anwendung als auch aus ihrewentuellenabrupten Abbuch. Aul3erdem geht die
Immunsuppression mit der Entwicklung von Infektionen bei den Patiegitgrer[143].

1.34.5 Prognosaler EBA

EBA ist eine chronische Krankheit, die durch Exazerbationen und Rermmssiohaufe von Monaten

bis Jahregekennzeichnet ist. Obwohl in der Literatur keine Daten zu den prognostischen Faktoren der
EBA zu finden sind, geimandavon aus, dass die Prognose der EBA vom Schweregrad der Erkrankung
zum Zeitpunkt der Diagnose abhanDie Prognose ist bei schweren Formen schlecht, was durch die
Vero6ffentlichung zahlreicher Fallberichte Uber Therapieversagen belegt wird. Bei einigen Patienten
kann die Krankheit schnell fortschreiten, mit Phasen schwerer Exazerbation und schneller
Narberbildung. Die Vernarbureg der Lasionekdnnen die funktionelle Prognose beeintrachtigen und
lebensbedrohlich sein. Die Gesamtprognose und das Ansprechen auf die Behandlung sind bei Kindern
mdoglicherweise glnstiger als deiwachsenefil74,175]

1.3.4.6 Mausmodelleder EBA

Tiermodelle sind fur die Wersuchung der Pathogenese von Autoimmunkrankheiten unverzichtbar.
Sie werden beispielsweise zur Erforschung der Autoantikérmirzierenden Wechselwirkungen von
Molekilen, die dem Pathomechanismus zugrunde lieffef6], zur Auswahl von therapeutischen
Zielkandidaten[162,177] oder zur Prifung neuartiger therapeutischer Mallnahmgr62,178]
verwendet.

DasAk-EBAMausmodell

Das erste Tiermodell fEEBA wurde durch die Herstellung polyklonaler Kaninchenantikdrper gegen
Fragmente der immundominanten N@bmane vormurinen @L7 (mGOLY) etabliert [179]. Dabei
wurden gereinigte Ig@&ntikdrper aus den Seren von immunisierten Kaninchen dbertragen. Wenn
Mausen dieses gereinigte KaninchigG in hohen Dosen wiederholt injiziert wurde, entwickelten sich
nach 24 Tagen dosisabhangig subepidermale Blasen und Erosionen. Darlber hinaus wurden
verschiedene Ausmal3e vdfeutrophilerrinfiltration und IgG/C3Ablagerungen an der DEJ zusammen

mit zirkulierenden AntmQl7-Autoantikérpern festgestellt, die mit dem Ausmaf} der Erkrankung
korreliert waren. Weitere Arbeiten an einem adulten Mausmodell fir BEBkdierten mehrere
entscheidende Faktoren fir die Pathogenese der experimentellen EBA,Nnigée anderem den
alternativen Komplementwefl80], Neutrophile, CD18, NADRbkidasd181], GM-CSHKgranulocyte
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monocyte/macrophage colony stimulatirfgctor; GranulozyteAMonozytenMakrophagerKolonie
stimulierende Fakto) [182], 16 [183], TNFa [166], Hsp90 [184] CXCR1/2(CXEMotiv-
Chemokinrezeptorl/2) [185] und den neonatalen d-Rezeptor [186]. Um die unspezifischen
Wirkungen hoher Mengen von KaninchyG zu vermeiden, wurde dieses Modell ur@rwendung
von affinitdtsgereinigtem 1gG verfeineft87]. In diesem Fall reichen viel geringere Dosen aus, um
subepidermale Blasen und Erosionen zu egem. In ahnlicher Weise wurden ebenso andere
AntikdrperTransferMausmodelle etabliert: am Beispielmit IgG aus Kaninchehintikbrpern gegen
die NCiDomane von bmanenQOL7 [188] oder affinitéatsgereinigtem IgG von menschlichen EBA
Patienten, das klinische ERAsionen in SKHllausen induzieren kanfi89].

Das immunisierung$nduzierte EBAViausmodell

Das erste Modell fur eine durch Immunisierung induzierte -EBdankung wurde im Jat#006
entwickelt In diesem Modell wurden Mause mit einem rekombinanten Peptidfragment aus der
immunogenen N@-Domé&ne von mOL7¢ immunisiert. Die Immunisierung mivier separaten
Ver abr ei ¢chunmp@®E°Iioste bei aled getesteten Blisestammen eia gegenmQOL7¢
gerichtete Autoantikdrperreaktion aus. Allerdings entwickelten nurNEllise eine Klinisch sichtbare
Erkrankund190]. Weitere Untersuchungen dieses Modells ergaben, dass die klinischen Lasionen mit
der Bildung von Komplemedfixierenden Autoantikdrpern einhergingen. Autoantikdrper wurden
bereits eine Woche nach der Immunisierung nachgewiesen, und Mause, die fir EBA anféllig waren,
entwickelten 22 Wochen nach dem Nachweis zirkulierender Autoantikorper Lasionen. Die Produktion
von Autoantikérpern und die klinische Erkrankung wurddabei fir mindestens 24 Wochen
aufrechterhalten. DiAnfalligkeit fur einen klinischen Phanotyp der EBA in diesem Modell wurde mit
dem MHC H2SHaplotyp [191], der ThPolarisierung [192] und der Bildung von
komplementbindenden Autoantikdrpern der Subklassen IgG2a lg@®2b in Verbindungebracht

[190]. In der Folge wurde eine Abhangigkeit voAellen festgestellt, was durch Mause mit fehlenden
TZellen belegt wurde, die gegen die Krankheitsinduktion resistent waren. lwatdH%jlentwickelte
anschlieBen@in zweites Immunisierungsmodell, bei dem eine einkigeamu ni si er unofyy mi t

6 (

i n Titermax™ verwendet wur de. I n di esem Model |

WillebrandFaktor A2dhnliche Doméane nfCOL?"3 der NCiDomane zur Immunisierung von
Mausen verwendet[193]. Auch hier war die Krankheit mit dem HRSplotyp verbuden und
erforderte AP@nduzierte CD4T Zellen,DCaund Makrophagenl65].
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1.3.5Tregs irPD

Die Rolleder Tregsin PD bleibt umstritten. So zeigte®tudien eine signifikant&rniedrigungder
zirkulierendenTregs[194,195]und eine verringerte Anzahl von FoxP3+ untiGt Zellen in BPlaut

im Vergleich zu Psoriasis und atopischerniatitis, jedoch wiesen insgesamt BRtienten eine
erhdhte Anzahl an Tregs auf als gesunden Probandesatzlich muss bertcksichtigt werden, dass das
entzindliche Milieu die verminderte Ansiedlung von Tregs isb&Rllener Haut als unabsichtliche
Folgeund nicht als Ursache der Erkrankung bedingen kofit6]. Es muss jedoch beachtet werden,
dass in der Studie von Antiga et[aP5]die BRPatienten auf Grund ihres deutlich h6heren Alters nicht
mehr zu den Kontrollprobanden und den Patienten der anderen PD-aiggpasst warerlrotz allem
exprimieten zrkulierende Tregs ein normales Maf? an kutanem Lymphozitgigen (CLA), und ihre
hemmende Kapazitader T Zellproliferationvar in BP nicht beeintrachtigl97]. Es konng¢ jedoch in
einem DERE®lausmodell der EBA und BP gezeigt werden, dass eine Deletion der Tregs zu einer
UbermaRiger Entziindung und Blasenbildung, vermehrten neutrophilen Infiltraten und der Expression
von Thtund Th2Zytokinen und Chemokindiihrt, was afieine Rolle der Tregs bei der Pathogenese
der EBAund BPhindeutet [164].

Es sind jedoch weitere Studien erforderlich um géauenMechanismen, durch die Tregu den
Entzindungsprozesse in PD beitragerverstehen was in dieser Arbeit daher vertiefemhtersucht

wird.
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Die Therapie von EBPatienten ist aufgrund unzureichender Wirksamkeit und/oder Nebenwirkungen
der Medikamentenach we vor unbefriedigend. Auch die pathogenen Mechanismen, die am
Fortschreiten der Krankheit beteiligt sind, sind nur unvollstandig verstanden und kdnnten der Schlussel
zur Entwicklung neuer therapeutischer Strategien sein. Zahlreiche Hinweise deuten dataddds
myeloische Zellen wie Neutrophile die wichtigsten Effektorzellen fur die Gewebezerstérung bei PDs
sind[163,198] Interessanterweise orchestrieren verschiedene Lymphozytenpopulationen, wie Tregs
die Rekrutierung und Aktivieng dieser myeloischen Zellgh64]. Ungeachtet der Tatsache, dass
gezeigt werden konnte, dass TrBgpulationenin PDs verandert sinl94,195] ist der Beitrag der
Tregs wahrend dePDEffektorphasebisher nurweniguntersuchtworden

Frihere Studien unserer Grupgeigten dass die Depletion von CD4+Foxp3+ Tregs das Fortschreiten
der PDErkrankung imlen verwendeterMausmodellen forderf164]. Sowohl im passiven EB#s auch

im BPRModell ging die Depletion der Tregs mit einer Verschiebung hin zu einem eher
proinflammatorischerMilieu in der Lasion einher.

Um die Rolle der Tregs im Einzelnasgesamtbesser zu verstehen, bendétigt aber noch weitere
vertiefende Untersuchungen zum Zusammenspiel zwischen Tregs und angeborenen Effektorzellen
wahrend der PEEffektorphase.Ziel dieser Arbeit ist eslaher, die molekularen Mechanismen
aufzuklaren, mit denen TregsedEffektorphase von PDsodulieren und diese Mechanismen fir neue
therapeutische Strategien zur Behandlung von PDs nutzbar zu madheter Hypothese, dass Tregs
die PBHautentziindung durch mehrere &¢hanismerunterdriicken, indem sie den Aktivitatszustand
anderer Zelllinien, wie -Effektorzellen undNeutrophilen in der lasionalen Haut in den pra
inflammatorischen Zustand zurtickversatzsoll hier die Wirkung von Tregs auf diese Zellen imit
vitro- undin vivaMethoden untersuchtverden Zusatzlich wird eine Immuntherapie durch Induktion
von Tregs mit einem 42- Antikdrperktomplex sowie durch adoptiven Transfer unter Verwendung von
polyklonalen Tregs aus gesunden Mausemgewendet werdenum die Mechanismen weiter zu
entschlisseln, durch die Tregs eine Schutzfunktid?Dsausiiben kdénnen.
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3.1 Méause

Alle hier durchgefiuihrten Versuche wurden vom Ministerium fur Energiewende, Landwirtschatft,
Umwelt und landliche Raume in SchlesWigistein unter den Tierversuchsvorhaben {2&8) und
(26-4/20), sowie den Anzeigen 5.1 2020-16 und 5.1 2022 20202502 gerehmigt und von
erfahrenem Personal untepezifischen pathogenfreien (SEedingungen durchgefuhrt. Die Mause
wurden unter SPF Konditionen in individuell beltfteten Kafigetiidual ventilated cagesVC) mit
einem 12Stunden Hell/Dunkekyklus und stbiler Umgebungstemperatur in der Gemeinsamen
Tierhaltung der Universitat von Libeck gehalten. Der Zugang zu Wasser und Futdrlivaomund

die Gruppengrof3e innerhalb eines Kafigs bis zu funf Tieren.

Fur die Experimente wurden entweder Mause der Linien C57BLEBL/6Tg(Foxp35FP)90Pkraj/J
(FoxP3ReportermausgReferenaD: IMSR_JAX:0238(0099,200JoderB6.SHH2s C3c/1CyB6.S) aus

der eigenen Zucht der AG Ludwig verwendet, wurden aber urspringlich von Jackson Laboratories (Ben
Harbor, MA, USA) erworberlle Linien weisen keine Belastung auf. In den einzelnen Versuchen
wurden nur Tiere ab einem Alter von mindestens acht Wochen genutzt und in einem maoglichst
ausgewogenen Geschlechterverhdltnis eingesetzt. In Bezug auf die-RegBRermause wurden
ledigich Mause mit einem heterozygoten (tg/+) bzw. Wildtyp (+/+) Genotyp verwendet.
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3.2.1 Laborgerate
Tab. 1: Liste der verwendeten Gerate

Gerat

Firma

Pipette (10 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 pl)
Transferpipette (10 pl, 200 pl, 300 pl)
Biophotometer

BZ9000EMikroskop (Biorevo)
Crofton® Schnellkochtopf

Frescd'21 Mikrozentrifuge

Geeichte Prazensionswaage PNJ 3200
gentleMACY/ Octo
Heizungselement

Glasflaschen Schott Duréverschiedene GréRen

GloMax Discover System microplate Reader
Kichenwaage

Leica Dmi Inverse Lichtmikroskop
MACSQuant Analyzer 10

Magnetruhrer mit Heizung, RCT basic
Magnetrthrer, verschiedenen Grélzen
MausnjektionskafigMH-100
Mini Plattenschittler PSQT

Nanddrop 2000 Spektrophotometer
OctoMACS Magneten

pH 7110 Set 4 pH/m¥eter
Pipettierhilfe

Prapbesteck
QuadroMACS

Qubit™ 4 Photometers

Schuttler
scil Vet abc Plus+

Dissociator mit

Brand, Wertheim, Deutschland

Brand, Wertheim, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Keyence, Osaka, Japan

Aldi, Essen, Deutschland

ThermoScientific, Waltham, Massachusetts,
USA

Kern, Balingeifrrommern, Deutschland
Miltenyi Biotec, Bergiscfsladbach,
Deutschland

Th. Geyer, Renningen, Deutschland
Promega, Mannheim, Deutschland

Dirk Rossmann, Burgwedel, Deutschland
Leica, Wetzlar, Deutschland

Miltenyi Biotec, BergisctBladbach,
Deutschland

IKA/Xylem Analytics, Weilheim, Deutschland
Th. Geyer, Renningen, Deutschland

MidSci, St. Louis, Missouri, USA

LTF Labortechnik, Wasserburg (Bodensee),
Deutschland

Thermo Fisher, Waltham, Massauchsetts, U:
Miltenyi Biotec, Bergiscfsladbach,
Deutschlad

WTW/Xylem Analytics, Weilheim, Deutschlal
Th. Geyer, Renningen, Deutschland

Fine Science Tools, Heidelberg, Deutschlanc
Miltenyi Biotec, Bergiscfsladbach,
Deutschland

Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Walthan
Massachusetts, USA

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Scil animal care company GmbH, Viernheim
Deutschland
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SIL 06 Infrarotlampe Sanitas, UlmDeutschland

VortexGenie 2 Scientific Industries, Bohemia, New York, U¢

Zellinkubator (HeraCell) Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Zentrifuge 5810 Eppendorf, Hamburg, Deutschland

3.2.2 Laborwaren underbrauchsmaterialien

Allgemeine Laborwaren, wie Messbecher, Messzylinder und Flaschen fir Puffer in verschiedenen
GroRRen aus Glas und Plastik stammten von den Firmen Sarstedt (Nimbrecht, Deutschland) und Th.
Geyer (Renningen, Deutschland). Gangiges Vechsmaterial wurde ebenfalls von der Firma Sarstedt
erworben.

Tab. 2: Liste der verwendeten Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial Firma

10 pl Spitzen Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
100 pl Spitzen Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
1000 plISpitzen Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Sterican Gr. 18 (26Gx1) B. Braun, Melsungen, Deutdand

70 ul Zellsieb Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Bepanthen Augerund Nasensalbe Bayer AG, Leverkusen, Deutschland
Centricons Amicotltra 15 (30 kDa) Millipore, Bradford, USA
Dialysemembran Membr&el™, 44 mm, 30 m Carl Roth; Karlsruhe, Deutschland
Microvette®500 K3E Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
EinmatFeindosierungsspritze Omnican F (30Gx B. Braun, Melsungen, Deutdand
EinmaiSpritzen (1 mL, 20 mL) Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Falcons (15 mL, 50 mL) Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
FBoden96-Well Suspensionsplatte Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
FEATHER Einntakalpell pfm medical, Koln, Deutschland

Filtropur V50, Vakuumfiltrationseinheit, 500 r Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
0,2 pm
flachbodige 96Nell Maxisorp NUNGnmuno Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts,

Platte USA

gentleMAC%'C Tube Miltenyi Biotec BergischGladbach,
Deutschland

Klebefolie Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

Lanzette, 4,0 mm B. Braun, Melsungen, Deutschland

LDSaulen Miltenyi Biotec, Bergisctsladbach,

Deutschland
LSSaulen Miltenyi Biotec, BergisctBladbach,
Deutschland
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MS-Séaulen Miltenyi Biotec, Bergisctsladbach,
Deutschland

Objekttrager, Menzel Glaser (76x26 mm) Avantor, Radnor, Pennsylvania, USA

PapStift Merck, Darmstadt, Deutschland

Petrischalen (3 cm, 6 cm) Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

Protein G Sepharose Saule Amersham Bioscience, Heidelberg,
Deutschland

ReaktionsgefalRe (1,5 mL, 2 mL, 5 mL) Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

RNaseAwaySpray Thermo Fischer Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

S Handschuhe Hartmann, Heidenheim, Desthland

Serologische Pipetten (5 mL, 10 mL, 25 mL)  Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Superfrost Objekttrager Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA

3.2.3 Chemikalien und Reagenzien

Tab. 3: Liste der verwendeten Chemikalien uR&agenzien

Chemikalie/Reagenz Firma

2N NaOH._6sung Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Aceton Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Affi-Gel 10 Gel BioRad Laboratories, Miinchen, Deutschlanc

Albumin Fraktion V, biotinfrei, N@rigin Carl RothKarlsruhe, Deutschland

Atipamezol Vetoquinol, Lure, Frankreich

Calciumchlorid Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Chloroform Merck, Darmstadt, Deutschland

4',6-Diamidine2-phenylindol(DAP) Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA

DAPIFluoromountG® SouthernBiotech, Birmingham, Alabama, US

Dimethyl sulfoxide (DMSO) SigmaAldrich, Darmstadt, Deutschland

EDTA Dinatriumsalzdsung (0,1 N) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Et hanol = 99,8 % ver g CarlRoth, Karlsruhe, Deutschland

Ethanol 70 % vergallt 5l Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ethanolamin Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ethylendiamirtetraessigsaure Dinatriumsalz Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Dihydrat

Faramount Einbettmedium, Aqueous Dako, GlostrupDanemark

Fc Blockierungsreagenz, Maus Miltenyi Biotec, Bergiscfsladbach,
Deutschland

Fixierbarer Lebendfarbstoff 620 BD Bioscience, Becton, New Jersey, USA
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Fixierbarer Lebndfarbstoff 780
Fixierungspuffer
Fotales Rinderserunfegal calf serumFCS)

Gi b dDBBSY, ohne Calcium, ohne Magnesium

Glycin

Haemalaum, acidic Mayer
HEPES Puffer

Kaninchen Referenzserum
Ketamin

Medetomidin

MEM NEAA (100x)

3-(N-Morpholino)propansulfonsauréMOP$
Moviol 4-88

Natriumcarbonat NaCQ)
DinatriumhydrogenphosphatNaHPQ)
NaCl 0,9 % Fresenius Spillésung
Natriumchlorid

NatriumcitratDihydrat
Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat
Natriumhydrogencarbonat
Penicillin/Streptomycin
PepsirSolution Digest f f o wSI R@
Polyethylenglykol 20.000

Proleukin®
Propidiumjodidiésung

Protein G Sepharose

Red blood celllysis slution (RBCiPuffer, Rote

Blutzellen Lyspuffer)
rekombinantes Maugnterleukin? (rm I=2)
rekombinantes murines COt%"

rekombinantes murines COMFA?

ROTI®Histofix 4 %

BD Bioscience, Becton, New Jersey, USA
Biolegend, San Diego, Kalifornien, USA
SigmaAldrich, Darmstadt, Deutschland
Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA

Carl Roth, Karlsrgh Deutschland

Waldeck, Minster, Deutschland

PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland
Bethyl Laboratories, Montgomery, Texas, U
SigmaAldrich, Darmstadt, Deutschland
Vetoquinol, Lure, Frankreich

Gibco/Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Fresenius Kabi, Frankreich

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
SigmaAldrich, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck Biochrom, Berlin, Deutschland
Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Novartis, Basel, Schweiz

Miltenyi Biotec,BergischGladbach,
Deutschland

GE Healthcare, Freiburg, Deutschland
Miltenyi Biotec, Bergiscfsladbach,
Deutschland

ImmunoTools, Friesoythe, Deutschland
Eigenproduktiordurch Claudia Kauderer nact
Sitaru et al[179]

Eigenproduktiordurch Claudia Kauderer nact
Kasprick et a[165,193,201]sieheauch
3.3.1.1)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

44



3.2 Materialien

ROTI@&istol Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

RPMI 1640 Medium mitGlutamin Lonza, Basel, Schweiz

RPMI w/o Phenolred mlt-Glutamin Genaxxon bioscience, Ulm, Deutschland
Salzséaure (2 N) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Schwefelsaure Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland

Streptavidin Protein, Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Walthan
Massachusetts, USA

TissueTek® O.C.T. Compound Sakura Finetek Europe B.V., Alphen aan der
Rijn, Niederlande

TiterMax® klassisches Adjuvanz, flissig SigmaAldrich, Darmstadt, Deutschland

TMB One Solutiop 3 , 3-TetranetBytbenzidin) Promega, Madisor\Visconsin, USA

Tris Base SERVA Electrophoresis, Heidelberg,
Deutschland

TrisHCI Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Triton-X-100 SigmaAldrich, Darmstadt, Deutschland

Trizol Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Walthan
Massachusetts, USA

Tween20 Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Wasserstoffperoxid 30 % (stab.) reinst Chemsolute/Th. Geyer, Renningen,
Deutschland

Xylazin SigmaAldrich, Darmstadt, Deutschland

Ziegenserum Dako, Glostrup, Danemark

3.2.4Kits

Alle hieraufgelisteten Kits wurden, wenn nicht anders im Methodenteil beschrieben, nach Anleitung
des Herstellers verwendet.

Tab. 4: Liste der verwendeten Kits

Kit Firma

CD4CD25 Regulatorischer T ZdBolationskit, Miltenyi Biotec, BergisctBladbach,

Maus Deutschland

CellTrace CFSE Z#ibliferationskit Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham
Massachusetts, USA

DNase | Kit Qiagen, Venlo, Niederlande

FoxP3JFarbepufferSet Miltenyi Biotec, Bergisctsladbach,

Deutschland
Kaninchen IgG ELISA Quantifikationsset Bethyl Laboratories, Montgomery, Texas, U
LEGENDpIé&% benutzdefinierter Maus 1plex Biolegend, San Diego, Kalifornien, USA
Panel(IL-1(, IL-4, 1l-1a, IFNy, TNFa, CXCL1,410,
IL-13, 1:17A und GMCSK
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LEGENDpl&¢Maus Th Zytokinpanel (3fdex)
V03 mit VVBodenplatte
Multi-Gewebedissoziationskit 1
Neutrophitisolationskit, Maus

Pan T Zellsolationskit I, Maus

Qubit RNA Integritataund Qualitatstestkit
Qubit™ RNA BR Testkit

RNeasy Mini Kit

SignalStain Boost IHC Detektionsrearf¢tRP,
Rabbit)

SignalStain DAB Substratkit

Treg Expansionskit, Maus

Biolegend, San Diego, Kalifornien, USA

Miltenyi Biotec,BergischGladbach,
Deutschland

Miltenyi Biotec, Bergisctsladbach,
Deutschland

Miltenyi Biotec, Bergiscfsladbach,
Deutschland

Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Walthan
Massachusetts, USA

Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Walthan
Massachusetts, USA

Qiagen, Venlo, Niederlande

Cell Signaling Technology, Danvers,
Massachusetts, USA

Cell Signaling Technology, Danvers,
Massachusetts, USA

Miltenyi Biotec, Bergiscfsladbach,
Deutschland

3.2.5Antikdrper

Alle  Antikdrper wurden vor Verwendung in ihren entsprechenden Experimenten in

Etablierungsversuchen hinsichtlich ihrer Verdiinnung und Versuchsbedingungen fir jede jeweilige
Versuchsart optimiert.

Tab. 5.1: Liste dein vivoverwendeten Antikdrper

Antigen Spezies/Isotyp Klon Firma

IL-2, murin Ratte | ¢ JESA8A12 BioCell Technology, Irvine, Kalifornii
USA

normales Kaninchen IgC Kaninchen Eigenproduktion durch  Claudic

Kauderer und Alexandra Wobig na
Kasprick et al.[201] (siehe auct
3.3.1.2)

Eigenproduktion durch Alexandra

spezifisches anfiflaus  Kaninchen

COL7°%"IgG Wobig und Claudia Kauderer nau

Sitaru et al[179] (siehe auch 3.3.1.2
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Tab. 5.2: Liste der verwendeten Antikérper fur Durchflusszytometrie

Antigen Spezies/Isotyp Klon Konjugat Firma
Arginasel, Schaf 1gG polyklonal APC R&D Systems, Minnesota, USA
murin/human
CCR10, murin Ratt e | IgG2A PE R&D Systems, Minnesota, USA
CD11b, Ratt e kIl M1/70 Brilliant Violet Biolegend, San Diego, Kalifornie
murin/human 510™ USA
CD18murin Ratte | M18/2 FITC Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Deutschland
CD183 (CXCR: Armenischer CXCR373 AP C/ Fi r Biolegend, San Diego, Kalifornie
murin Hamster IgG USA
CD194 (CCR4) Armenischer 2G12 PECy ™7 Biolegend, San Diego, Kalifornie
murin Hamster IgG USA
CD196 (CCR6) Armenischer  29-2L17 Brilliant Violet Biolegend, San Diego, Kalifornie
murin Hamster IgG 421™ USA
CD206 (MMR), Rat t e | C068C2 DBrilliant Violet Biolegend, San Diego, Kalifornie
murin 421™ USA
CD25, murin - HumanlgG, REATf f PE Miltenyi Biotec, Bergiseh
rekombinant Gladbach, Deutschland
CD3¢, mHumanlgG, REAf f PEVio®770 Miltenyi Biotec, Bergisch
rekombinant Gladbach, Deutschland
CD4, murin HumanIigG, REAf f APC Miltenyi Biotec, Bergiseh
rekombinant Gladbach, Deutschland
CD4, murin Ratt e kIl GK1.5 PerCP Biolegend, San Diego, Kalifornie
USA
CD4, murin HumanIgG, REATf f VioBlue® Miltenyi Biotec, Bergiseh
rekombinant Gladbach, Deutschland
CD45, murin Rat t e kI 30F11 Vi o Gr e e Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Deutschland
CD8a, murin  HumanlgG, REATf f Vi o Gr e e MiltenyiBiotec, Bergisch
rekombinant Gladbach, Deutschland
FoxP3, murin HumanlgG, REATf f APC Miltenyi Biotec, Bergisch
rekombinant Gladbach, Deutschland
Helios, HumanIigG, REATf f PEVio®615 Miltenyi Biotec, Bergiseh
murin/human rekombinant Gladbach, Deutschland
IFNy mu Ratte | XMG1l.2 PE Biolegend, San Diego, Kalifornie
USA
IL-10, murin Ratt e k|l JESH6E3 APC Biolegend, San Diego, Kalifornie

USA
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IL-4, murin Rat
iNOS, murin Rat
LAP (TGB1) Ma u
Antibody,

murin

Ly6C, murin Rat
Ly6C, murin  Ra't
Ly6G, murin Rat
Ly6G, murin  Ra't
TNFa , mu Rat

| 11B11 PECy ™7
I CXNFT PE

| g TWZ16B4 Brilliant Violet

421 ™

I AL21 FITC
| 1G7.G10 Vi oGr ee
I 1A8 APCVio® 770
| 1A8 PECy ™7

I MP6XT22 PECy ™7

Biolegend, San Diego, Kalifornie
USA

Invitrogen/Thermo Fisher
Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Biolegend, San Diego, Kalifornie
USA

BD Bioscience, Becton, New
Jersey, USA

Miltenyi Biotec, Bergiseh
Gladbach, Deutschland

Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Deutschland

BD Bioscience, Becton, New
Jersey, USA

Biolegend, San Diego, Kalifornie
USA

Tab. 5.3: Liste der verwendeten Antikorper fir immunhistochemische biwmunfluoreszenzFarbungen

Antigen Spezies/Isotyp Klon Konjugat Firma
C3, murin Ziege IgG Polyklonal FITC MP Biomedicals, Irvine
Kalifornien, USA
CD3 ¢, m u Armenischer 1452C11 Biotin Biolegend, San Dieg
Hamster IgG Kalifornien, USA
F4/80, murin Ratte | (A3l Bio-Rad Laboratories, Hercule
Kalifornien, USA
FoxP3, murin Kaninchen 1gG, EPR221037 Abcam, Cambrigde, Vereinigt
rekombinant Kdnigreich
IgG (H+L), Esel IgG Polyklonal FITC Jackson Immuno Research, [
Kaninchen Vereinigtes Kdnigreich
IgG (H+L), Ratte Ziege IgG Polyklonal Alexa Fluor@ Jackson Immuno Research, |
594 Vereinigtes Konigreich
K67, murin Ratte | (16A8 Biolegend, San Dieg
Kalifornien, USA
Ly6G, murin Ratte | (1lA8 Biolegend, San Dieg
Kalifornien, USA
Isotypkontrolle, Armenischer HTK888 Biotin Biolegend, San Diego,

murin

Hamster IgG

Kalifornien, USA
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Isotypkontrolle, Kaninchen IgG, EPR25A Abcam, Cambrigde, Vereinigt

murin rekombinant Kdnigreich
Isotypkontrolle, Rat t e | (RTK2758 Biolegend, San Dieg
murin Kalifornien, USA

3.2.6Puffer und Medien

Alle Puffer wurden mit ddkD angesetzt, entweder unter sterilen Bedingungen unter einer
Zellkulturwerkbank und/oder anschlie3end steril filtriert. Medien fiirvitro bzw. in vivoVersuche
wurden immer steril unter einer Zellkulturwerkbank hergestellt. Allefétuind Medien wurden vor
Verwendung in kleinere Volumina aliquotiert.

Tab. 6: Liste der selbst angesetzten Puffer und Medien

Puffer/Medium pHWert Zusammensetzung

PBS 7,2 1,3 mM NakPQOxHO, 136,89 mM NaCl

PBST 7,2 0,05 % Tween2(//v) in PBS

FACSuffer 7,2 0,5 % BSAw/v) in PBS

MACSPuffer 7,2 0,5 % BSAw/v), 2 mM EDTA in PBS
Blockierungspuffer 7,2 1 % BSAw/V) in PBST

TBS 7,6 50,35 mM Tris Base, 150,58 mM NacCl

TBST 7,6 0,05 % Tween2(/v) in TBS

Bindungspuffer 20 mM NaHPQ, 150 mM NacCl
Neutralisationspuffer 9,0 1 M TrisHCI

MOPSPuffer 7,5 0,1 M MOPS, 0,08 M CaCl2

Waschpuffer 0,1 % TritoAX-100(v/v) in 850 nM NacCl
Elutionspuffer 2.8 0,1 M Glycin

Bicarbonatpuffer 9,6 0,05 M NaCQ, 0,05 M NaHCO

10 mMNaCitrat Puffer 6,0 0,05 % Tween2(/v)in 10 mM Tri Sodium Citrate
TrisEDTA Puffer 9,0 0,05 % Tween2(//v), 10 mM TrisBase, 1 mM EDTXv)

CLMedium

T Zellmedium

25 mM HEPES, 1 % R@8) in RPMI w/o Phenolrot mit-1
Glutamine

10 % FCE&//V), 1 % Penicillin/Streptomycigv/v), 1 % NEA,
(v/v) in RPMI 1640 mit-Glutamine
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3.2.7Software

Tab. 7: Liste der verwendeten Software

Software

Version

GraphPad Prism

LEGENDplé% Data Analysis Suite
MACSQuantify

MS Office Package

R Studio fur Windows

R Paket: DESeq2

R Paket: ggplot2

Salmon

WebGestalt

Version 9.4.1
https://legendplex.gognit.com/01.10.2022
Version 2.13.0

Version 2211

2022.12.0353

Version 3.16

Version 3.4.0

Version 1.10.0
https://www.webgestalt.org/ 01.03.2023
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3.3.1in vivo Versuche

3.3.1.1 Induktion des immunisierunigsiuzierten EBMausmodells
Produktion des Autoantigens mCOFA2

Das zu injizierende Autoantigen mC8{"*bildet eine Unterdomane der NC1 Doméne des mCOL7
Antigens Abbildung 4. Es wurde, wie in etablierten Protokollen beschriebd5,193,201]
rekombinant inE. colER2566 produziert und anschlieRend Uber seingarMinalen Anhang von funf
zusatzlichen Aminosauren [GRANHHInitatsaufgereinigt. Die Produktion und Aufreinigung erfolgte
durch die technische Angestellte Claudia Kauderer. Das aufgereinigte und aufkonzentrierte
Autoantigen wurde anschlieRend in einer Konzentration von 2 rhgifRBS (pH 7,2) bis zur Nutzung
bei-80 °C gelagert.

NC1 Tripelhelix NC2
FNIII ' Gelenk ‘

Abb. 4: Schematische Darstellung des Tyit-Kollagens.Typ VHKollagen enthélt drei identischekeetten. Die

145kDaTripelhelixwird von zwei nichkollagenen Domanen flankiert: einer 4BaN-terminalen nicht
kollagenen IDomane fon-collagenousNC1) und einer 3kDaCterminalen nichtkollagenen 2Domane(NC2).
Die NCiDoméne umfasst ein Knorpelmatrixproteigaftilage matrix protein;,CMP), neun FibronektiHl-
ahnliche (FNIII) Doméanen, eine vdfillebrandFaktorA-ahnliche Domane (VWFA) und eine Cystaird Prolin
reiche Domane. Didripelhelixenthélt eine 39 Aminosaurenlange Gelenkregion. Die NERoméane am €
Terminus wird teilweise proteolytisch verarbeitet, bevor sie eine Disulfidbindung mit einer andereDdishe
bildet. Die NCDoméane am Nl'erminus interagiert mit der Basallamiflzaminin332 und TygV-Kollagen) bzw.
in geringerem Maf3e mit TypKollagenModifiziert nach[161,193]

Herstellung der Emulsion des Autoantigens mC@{7%in TiterMax

Das Autoantigen mCOMY7*?wurde vor der Injektion in einem Verhéltnis von 1:1 in dem Adjuvans
TiterMax mit einer anschlieBenden Endkonzentration von 1 nhgfmuliert.

Fur die Herstellung der Emulsion von mC®E7in TiterMax wurde das Antigen adf°Caufgetaut

und anschliel3end zdem entsprechenden Volumen an TiterMax gegeben. Die Emulsion wurde tber
Nacht bei 4 °C geschittelt, bis eine homogene Lésung entstand und keine Trennung der beiden
Schichten mehr stattfand. Die Vorbereitung der Emulsion des Autoantigens in TiterMax warderv
technischen Angestellten Alexandra Wobig durchgefuhrt. Die Lagerung bis zur Injektion erfolgte auf
Eis.
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Immunisierung der Mause mit dem Autoantigen mCGVY7?

Fir das immunisierungaduzierte EBAMausmodellAGgEBA)wurden mindestens acht Wocherite

B6.S Mause beider Geschlechter verwendet. Fir die Immunisierung wurden die Mause zunachst in
Narkose gelegt (siehe auch 3.3.1.3). Sobald die zu injizierende Maus in tiefer Narkose war und keine
Augenreflexe mehr zeigte, wurde, wie beschrieb|@%6], mit der Injektion des Autoantigens
mCOLMF2pegonnen. Dafiir wurde die vorbereitete Emulsion in einerlSpritze aufgezogen und
anschlielend langsam je 60 pL s.c. in beide FuRsohlen der Hinterlaufe injiziert, was einer
Gesamtmenge von 120 ug mCOIF?? entsprach. Zur Beendigung der Behandlung wurden den
MausenBepanthen Augenund Nasensalbe auf die Auganfgetragen und nach Applikation des
Antisedans Atipamezol (siehe auch 3.3.1.3) unter Rotlicht gestellt, bis sie wieder vollstandig aus der
Narkose erwacht waren. Die Immunisierung der Mause erfolgte ebenfalls durch Alexandra Wobig.

3.3.1.2Induktion desAk-EBAMausmodells
Generierung von antmCOL ?STAntikorpern

In E. colirekombinant produziertes mCOt%"Autoantigen (hergestellt durch Claudia Kauderach
Sitaru et al.[179]) wurden zur Eurogentec GmBH (Ko6In, Deutschland) zur Immunisierung von
Neuseelandischen weilRen Kaninchen geschickt. Das ri€0widrde in einer Menge von 250 g,
gelost in kompletten Freunddjuvans, s.c. in die Kanincheniziert. Es erfolgte ein dreimaliges
Boostern alle 4 Tage(250 pg, geldst in inkompletten Frewddljuvans, s.c.)Den Kaninchen wurden

in dreiwdchigenAbstadnden Serum entnommen und dieses wurde zurlick zum Lubecker Institut der
Experimentellen Dermatologig|ED; Deutschland) geschickt.

Aufreinigung von spezifischen arthCOL?°STAntikorpern

Die Aufreinigung von spezifischen Kaninchena@OL7°STIgG erfolgte nach etablierten Protokollen
[179]und wurde von Alexandra Wobig bzw. Claudia Kauderer durchgefihrt.

Zunachst wurd&kaninchen antmCOL7CSTImmun-igG Uber eine Protein G Affinita@hromatografie
aufgereinigt. Daflir wurde zuerst dRrotein GAgarose auf der Sauhait Waschpuffer aquilibriert. Die
Kanincheseren wurden anschliel3end in PBS verdinnt und mit der Protehg&Bose in der Saule
vermischt und fur eine Stunde bei 4 °C schwenkend inkubiert. Nach der Inkubation wurde der
DurcHluss verworfen und die Saule mit Waschpuffer gespiilt, bisplische Dichte@D) unter 0,05
lag. Das an die Saulenmatrix gebundémenunigG wurde mit 0,1 M GlyciRuffer bis zu einer OD von
0,1 in ein Auffanggefal3 m& mlvorgelegtem Neutralisationsyiier herausgewaschen. Der pMert

der IgGLOsung wurde anschlieend mit Hilfe des Neutralisationspuffers aw@ingestelltund fur 2
Stunden in Polyethylendtgl in eing Dialysenembran MembraCel™ (44 mm) aufkonzentriertAls
letzten Schritt fur die Afieinigung des armCOL7¢STImmungG wurde es unter Verwendung von
AmiconrUltra Centricons 180 kDaYurch Ultrazentrifugation von 4000 rpm bei 4 °C aufkonzentriert
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und auf PBS umgepuffert. DigG Konzentration wurde an einem NanoDrop bei A280 niiSRals
Leerwert und einem Korreltkoeffizienenvon 0,74 bestimmt.

Als zweiten Schritt wurde das spezifische mC&IHG Uber eine weitere Affinitat€hromatografie
durch mit mCOL#SIgekoppelten AffiGel 10 nach Angaben des Herstellers mit geririgkig
Anderungen gewonnen. Kurz zusammengefasst wurden dafir 5 img@®L7%5in MOPSPuffer eine
Stunde lang in ebenfalls MORg8pufferten AffiGel 10 bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend
erfolgte eine ebenfalls einstindige Inkubation in einer L:@8ung von MOPBuffer und Ethanolamin,
gefolgt von einem WaseS8chritt in PBS. Zur Aufreinigung des spezifischen mf€BIgG wurde das
zuvor gewonnenémmunlgGeine Stunde lang mit dem vorbereiteten mCOt7Affi Gel 10 bei 4 °C
unter sanftes Schikln inkubiert. Es folgte ein weiterer Was8thritt mit PBS und anschliel3end ein
Waschen der Saule miaschpuffer,bis die OD unter 0,01 lag und damit das unspezifische 1gG
vollstandig herausgewaschen war. Das spezifische mfC8IgG wurde mit Hilfe es Elutionspuffer
aus der Saule gewaschen. Zuletzt wurde deépétt mit Neutralisationspuffer auf 7,2 eingestellt und
das 1gG unter Verwendung eindgniconUltra Centricons 1%3uf die gewilinschte Konzentration
aufkonzentriert. Das IgG wurde stdfiltriert, aliquotiert und bis zur Verwendung b&0 °C gelagert.
Nach Auftauemwurde es unter sterilen Bedingungen bei 4 °C weiter aufbewahrt.

Injektion der spezifischen artinCOLY7CSTAntikorper

Fir dasAk-EBAMausmodell wurden Mause der Linie C57BL/6J und heterozygote fReqRBtertiere
sowie WildtypGeschwistertierdeiderlei Geschlechts ab einem Alter von acht Wochen verwendet.

Zur Induktion der Erkrankung wurden die aufgereinigten spezifischen ni€ORGtoantikorper in

einer zuvor getesteten Konzentration und Haufigkeit je nach 1gG Charge in einem Volumen von 100 pL
i.p. in die wachen Mause injiziert. Dies waren je 100 pg an den Tagen Null, Zwei, Vier, Sechs und Acht
fur den Therapieversuch mit deraurig-dosierten I1E2 Gabe in heterozygote FoxiR&portertiere. Im
Therapieversuch unter Anwendung eines adoptiven Treg Transfers wurden je 100 pug an den Tagen
Null, Zwei und Vier iWildtyp-Geschwistertiereinjiziert. Das gleiche Injektionsschema wurde im
Experiment zur Untersuchung der Treg Expression in den verschiedenen lymphatischen Organen tber
die Zeit in ebenfalls heterozygoten FoxiR8portertieren angewendet. Als Negativkontrolle wurde im
letztgenannten Versuch normales Kaninchen Ig®rmal rabbit IgG NR IgG)in derselben
Konzentration und Haufigkeit verwendet.

Die oben genannte Testung der aufgereinigten mC&HSIQGs erfolgte im Rahmen des Tierversuchs
(26-4/20) an C57BL/6 Mausen. In diesem Versuch wuvde einer Charge jeweils an drei Manste

drei Konzentrationen 0,5 mg/m1 mg/m und 1,5 mg/nhan den Tagen Null, Zwei und Vier injiziert.
Wenn dabei am vierten Tag noch keine ausreichende Erkrankung von zumindest ein Prozent mit EBA
betroffener Kdrperoberflache in zwei der verwendeten Kamtrationen festgestellt werden konnte

(siehe auch 3.3.1.4), erfolgten weitere Injektionen an Tag Sechs und Acht (Abbildung 5). Von diesen
Mé&ausen wurden Lymphknoten und Haut fur die weiteiarvitro Versuche entnommen (siehe auch
3.3.1.7).

53



3.3 Methoden

mCOL7E*'bzw. NR IgG Injektion
@ | | | | | | >
0 2 4 6 8 10 12 Tag
IL-2 Therapie t t t 100ug/Tag
Treg Transfert t t t t 100pg/Tag
50ug/Tag
IgG Testung t t t (t (t 100pug/Tag
200pug/Tag

Abb. 5: Schematische Darstellung der mCOt¥hzw. normales KaninchenlgG Injektion in den einzelnen
Versuchsteilen imAk-EBAMausmodell. Jenach IgG Charge wurdek00 pl aifgereinigtes mCOLPEShzw.
normales Kaninchen IgG (normal rabbit IgG; NR Jg@¢ils an den Tagen Null, Zwei und Vier in einer
Konzentration von 1 mg/ifir den Therapieversuch mit niedrapsiertem IE2 und je 100 ul aufgereinigtes
mCOL7€%STin der gleichen Konzentration an den Tagen Null, Zwei, Vier, Sechs und Acht fur die Therapie mittels
adoptiven Treg Transfers i.p. injizieFur die Chargeifestung der aufgereinigten mCOEC?E&1gGs wurden
jeweils 100 pl von drei verschiedene Konzentrationen (0,5 rhgémmg/ml und 1,5 mg/nh) an den Tagen Null,

Zwei und Vier i.p. injiziert. Abh&ngig vom EBfdrean Tag Viewurde hier die Injektion an den Tagen Sechs und
Acht fortgesetzt Ak-EBA: AntikdrpertransfenduzierteEpidermolysis bullosa acquisita

3.3.1.3 Narkosebehandlung der Mause

Je nach Tierversuch wurden zwei unterschiedlich Narkosemittel verwendet. Bei dem Tierversuch
(28/4-18) wurden 15 pg/g Kérpergewicht (KG) Xylazin und 100 pg/g KG Ketamin in einem
Injektionsvolumen von 200l iLp. injiziert. Das andere Narkosemittel im Rahmen des Tierversuches
(26-4/20) bestand aus 75 pg/g KG Ketamin und 1 pug/g KG Medetomidin, welches ebenfalls i.p. in einem
Volumen von 100 luinjiziert wurde. Diese Anasthesie war durch das verwendete Medeliomi
antagonisierbar, weshalb hier 30 Minuten nach Gabe des Narkosemittels 5 ug/g KG Atipamezol
(Antisedan) i.p. in einem Volumen von 50 pl verabreicht werden konnte. Dies beschleunigte das
Aufwachen der Mause aus der Narkose und verbesserte das Erholderaetben.

Die Mause wurden zu einem fir dimamunisierung mit dem Autoantigen mCOY?72n die FuRsohlen
narkotisiert, sowie jeweils fur die Beurteilung der HiAroffenen Korperoberflache (siehe auch
3.3.1.4). Die=rfolgte im AgEBAMausmodell ab Wdte Drei einmal wochentlich und iiKEBA
Mausmodell an den Tagen Vier, Acht und Zwolf.

Nach der Beurteilung der Mause wurden den schlafenden Tieren Augensalbe gegen Austrocknung der
Augen aufgetragen. Um ein Auskuhlen entgegenzuwirken, wurden die K&igeniAufwachen der
Mé&use unter Rotlicht gestellt.
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3.3.1.4 Belastungsbewertung der Mause in den verwendetesvEEBAModellen
Allgemeine Belastungsbewertung

Die Mause wurden wahrend der Versuche hinsichtlich ihrer Belastung im Vergleich zu Tag Null in
regelmafiigen Abstanden bewertet: iligEBAMausmodell geschah dies die ersten drei Tage taglich,
anschlieRend bis Tag 28 zweimal woéchentlich und zuletzt einmal wdchentlichk-EBAModell

wurde die Belastung an Tag Vier, Acht und Zwolf erfasst.

Die Bewertug umfasste zu einem eine mogliche Gewichtsabnahme, das Allgemeinbefinden
hinsichtlich des Aussehens der Maus, das Spontanverhalten, das klinische Befinden unter Betrachtung
der Atmung und der Temperatur und die Belastung ausgehend von der induzierterBiSBauf
letzteren Punkt wurden alle Bewertungskriterien am wachen Tier untersucht. Alle einzelnen Kriterien
wurden nach einem Punktesystem bewertet und die Summe ergab die totale Belastung der Maus.
Dabei galt, dass null Punkte keiner Belastung eatdpen eine geringe Belastung lag mitl@ und

eine mittlere Belastung mit 220 Punkten vor. Uber 20 Punkten definierte eine schwere Belastung
und galt als Abbruchkriterium, wenn nach spétestens einem Tag keine Besserung zu einer mittleren
Belastung erfolgteWenn die Bewertung unter Narkose des Tieres stattfand, wurde ebenfalls eine
Fotodokumentation des Tieres durchgefihrt.

Belastungsbhewertung devon EBAbetroffenen Koérperoberflache

Um den Grad der Erkrankung der EBA zu bestimmen, wurde der prozentualedénteetroffenen
Kdrperoberflache an der narkotisierten Maus nach einem etablierten Protokoll eff2@2} Dafir
wurden die unterschiedlichen Kdrperpartien addutlasionen, Blasen, Schorfbildung und Haarverlust
untersucht und bestimmt, wie viel Prozent die betroffene Stelle von dieser Kdrperpartie einnimmt.
Dieser Wert wurde anschlieBend mit einem fir diesen Korperteil definierten Faktor multipliziert: fir
jedes Ohr 0,025, fur jedes Auge 0,0@8ale Mukosa 0,025Schnauze 0,025, Kopf mit einschlie3lich
Nacken 0,09, jedes Vorderbein 0,05, jedes Hinterbein 0,1, Schwanz 0,1 und der restliche4TBiso 0,
Summe der einzelnen Multiplikationen ergab zuletzt die BBA betroffenen Kdrperoberflache der
Maus (Abbildung6). Im AgEBAMausmodell wurde diese Bewertung einmal wochentlich ab Woche
Drei und imAk-Modell an den Tagen Vier, Acht und Zwo6lf durchgefiihrt. In den Versuchen mit
unterschiedlichen Behandlungsgruppen erfolgte dies von einer geblindeten Person.
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Abb. 6: Prozentualer Anteil der einzelnen Korperregionen einer Maus an ihrer Gesamtoberfladhgegeben

sind die einzelnen Kdorperpartien einer Maus, an denen jeweils isoliert der Anteil an mibveEBfienen
Korperoberflache erfasst wurde. Diese einzeln erfas$téerte wurden mit den fiir den jeweiligen spezifischen
prozentualen Anteil an Gesamtoberflache multipliziert und am Ende addiert, um die totale mit EBA betroffenen
Korperoberflache zu erhalten.

3.3.1.5Praventive Behandlung mit eineri2HAntikdrperkomplex oder niedrigdosiertera2lim Ak-
EBAMausmodell

Zur Etablierung einer Treg Behandlung mig lwurden entweder niedrig dosiertes-2.oder einen
IL-2-Antikorperlomplex imAk-EBAMausmodell verwendet. Die Induktion polykloealTreg erfolgte
dabei praventiv.

Eswurdenfir die Anwendung mitL-2-Antikbrperkomplexzwei Konzentrationen getestet, da hier die
Publikationen hinsichtlich der Konzentrationen stark variief2®3,204] Fur die Anwendung von
niedrigdosiertem K2 hingegen wurde nur eine Koneation angewendet.

Die Antikdrperkomplexe wurden unter sterilen Bedingungen vorbereitet: rekombinantes muri@es IL
(rm-IL2; 0,1 pg/pl) und amdi-2 mAk (0,1 pg/pl bzw. 1 pg/pl) wurden in ihren entsprechenden
Konzentrationen getrennt aliquotiert und nlat¢ierstellerangaben gelagert (a2 bei-20 °C und ani

IL-2 mAK bei 4 °C). Kurz vor Injektion wurden die bendétigten Mengen veh-2mund antilL-2
zusammengemischt und mit DPBS auf ein Endvolumen von 100 pl pro Injektion aufgefillt. Fur eine
erfolgreche Komplexbildung wurde das Gemisch anschlieend direkt vor Gabe fur 30 Minuten bei
37 °C im Zellinkubator inkubiert. Die Injektion in die Mause erfolgte i.p.

Proleukin S wurde entsprechend der Herstellerangaben geldst und vorbereitet. Da dae §eilystr

nur eine Haltbarkeit von 24 Stunden aufwies, wurde es jeweils frisch an einem Behandlungstag
angesetzt und fir diesen, sowie den darauffolgenden Tag verwendet. Die Lésung erfolgte in einer
sterilen 0,9 %gen NaGL6sung mit einer Endkonzentratioion 5000 1U/pl. Anschlie3end erfolgte
wieder ein Auffillen mit DBPS auf ein Endvolumen von 100 ul pro Injektion. Die nicht sofort
verwendete Dosis wurde bei 4 °C bis zum nachsten Tag gelagert. Die Gabe erfolgte ebenfalls i.p.
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Der Versuch wurde an heterggoten FoxPReportertieren mit Acht bis Neun Mausen pro Gruppe in
insgesamt vier Gruppen vorgenommen. IreallGruppen wurde, wie oben beschrieben das- Ak
Mausmodell induziert (Tag Null) urd wurden drei verschiedern@ehandlungsstrategiemit einer
unbehandelten Kontrollgruppe vergliche() die erste Therapiegruppe bekam eine niedrige Dosis des
IL-2-Antikorperkomplexvon 1 ug 12 und 5 pug des murinen-BLAntikorpers (antil-2 mAk) vom Klon
JESAA12 (1 ug H/5 pg antill-2 mAK)einmal taglichan den Tagen5 bis-3 [203]. (ii) Die zweite
Gruppe wurde mit einer hoheren Dosis des Komplexes vomud. B&2/50 pg antil-2 mAk an den
Tagen-2 bis 5204] behandelt.(iii) Die Dritte Therapiegruppe bekam die niedrigdosierte Dosis von IL
2 in Form von 25.000 1U Proleukin S an den Ta@yéis2 [205] (Abbildung 7).

Therapieplan mit IE2

IgG Injektion l 1 l
@ T T T T 1

| r 1 1 1T 1T 11
5 4 3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8

n
»

1
10 1112 Tag

© -

Positivgruppe

lugll:Z/Spgt t t

anti-1L.-2 mAKk

1,5 pg 1E2/50 pg ttt1t1t1t1tt1t1

anti-1IL.-2 mAKk

25.000 U t t t t t

Proleukin S

Abb. 7: Schematischer Zeitplan fur die praventive Behandlung mit eineff/lanti-IL-2 Antikorperkomplex
oder niedrigdosiertem 112 im Ak-EBAMausmodell. Abgebildet sind die drei Therapiegruppen (1 n@/B ug
anti-I-2 mAk(rot), 1,5 pg £2/50 pg antiL-2 mAk(blau)und 25.000 IU Proleukin(8iolet)) mit der Angabe an
welchem Tag die Therapie stattfand und die Positivgruppallen vier Gruppen wurdg00 pl aufgereinigtes
mCOL7€%5hzw.normales Kaninchen Ig@grmal rabbitigG NRIgQG jeweils an den Tagen Null, Zwei und Vier
in einer Konzentration voth mg/ml i.p. injiziert.Die Belastungsbewertung zu Tag Null fand an den Tagen Vier,
Acht und Zwolf (Versuchsende) unter Narkose ststtEBA: AntikdrpertransfeinduzierteEpidermolysisiddlosa

acquisita
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3.3.1.6 Praventiveradoptiver Transfer polyklonaler TregsAEBAMausmodell

Zum adoptiven Transfer wurden zunachst von unbehandelten heterozygoten -ReyfeBtertieren
polyklonale Tregs gewonnen. Dafiur wurden die SpendertiereNarkose getdtet und ihre
mesenterialen, inguinalen und poplitealen Lymphknoten entnommen (siehe auch 3.3.1.7), um eine
Einzellsuspension herzustellen (siehe auch 3.3.2.2). Die Anzahl der Spendertiere entsprach dabei 1:1
zu den spateren Empfangertieren.

Die Einzellsuspensionen aller Tiere wurden zusammengefuhrtamsghlielend unter Verwendung
des,CD4+CD25+ Regulatorischer T-Beliationskit, MauSunter Herstellerangaben die Tregs isoliert.

Die Zellen wurden in allen folgenden Schritten auf Eis gehalten. Die gewonnen Tregs wurden auf 5 ml
mit DPBS aufgeflllt und 200 pl davon am MACSQuant Analyneit Hilfe der Zahlfunktion gezahlt.

Etwa 10 Zellen wurden fur eine Reinheitsmessung entnommen. Der Rest der Tregs wurden mit
CellTracB" CFSE vornvitrogen nach Herstellerangaben markiert. Zur Uberprifung der GFSE
Markierung wurden wieder bis zu 1@ellen fir eine Reinheitsmessung entnommen. Die é@seafn
Abschnitt erwéhnten Methoden werden unter 3.3.2 genauer beschrieben.

Wenn die Reinheit der Tregs mindestens 85 % und die*®F8Kerung Uber 95 % lag, wurden die
CFSEpositiven Tregs fir die Injektion vorbereitet. Fir den adoptiven Transfer wuilldginGruppen
angesetzt: 0,2x190,5x16 und 1x106. Alle drei Gruppen wurden in einem Volumen von 150 #BS
i.v. in eine Schwanzvene injiziert. Die Injektion geschah in entweder C57BL/6Wilkltyp-
Geschwistertieramit jeweils 9 Tieren pro Gruppe. Eiontrollgruppe aus ebenfalls 9 Tieren bekam
150 pl DPBS i.v. injiziert.

Fur die i.v. Injektion wurden die wachen Empféangertiere in dla@isnjektionskafiggesetzt, wobei

der Schwanz auf3erhalb der Réhre lag und festgehalten werden konnte. Um die Venen besser sichtbar
zu machen, wurde der Schwanz fir etwa 20 Sekunden mit Rotlicht bestrahlt. AnschlieRend erfolgte die
Injektion in einer der seitlichen Schwanzeenund die Tiere wurden wieder in ihren Kafig
zurlickgesetzt. Fir die Verblindung der Gruppen wurde die InjektioDv.dtatja Bieber bzvDr.Diana
Scheppan durchgefiihrt. Am darauffolgenden Tag wurde, wie oben beschrielasnAk-EBA
Mausmodell induzier{Abbildung 8)
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Therapieplan fir adoptiven Treg Transfer
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Abb. 8 Schematischer Zeitplan fiir die praventive Behandlumigttels adoptiven Treg Transfeim Ak-EBA
Mausmodell.Abgebildet sind die drei Therapiegruppdh2x1®, 0,5x16 und 1x16) und die Positikontrolle

(PBS). In allen vier Gruppen wurde einen Tag varkiimh der Ak-EBA (Tagl) je 100 plder entsprechenden

Anzahl an isolierten Tregs bzw. DPBS i.v. injiziert. Zur Induktion der EBA wurde jeweils ld@géramigten
mCOL7€%5Tan den Tagen Null, Zwei und Vier in einer Konzentration Yomg/m i.p. appliziert Die
Belastungsbewertung zu Tag Null fand an den Tagen Vier, Acht und Zwolf (Versuchsende) unter Narkose statt.
Ak-EBA: AntikorpertransfeinduzierteEpidermolysis bullosa acquisita

3.3.1.7T6tung und Probenentnahme

Zur Totung der Mauserurde diese zunachst in Narkose geldgen narkotisiertenMausen wurde
entweder zunachst Blut entnommermder sie wurdensofort mit einem Genickbruch getotet. Es
folgten je nach Versuch weitere Probenentnahmen der Ohren, Haut, Milz, Lymphknoten und iKnoche
der Hinterbeine flidie Isolation vorkKnochenmark.

Blutentnahme

Fir die Blutentnahme wurde damarkotisiertenM&ausen tbedie Vena facialignit einer Lanzettebis

zu 0,5 ml Blut entnommen. Das Blut wurde direkt in Microvette®500 K3Eberfuhrt, welctes auf

Eis gehalten wurde. Das Réhrchen wurde nach der Blutentnahme fiir eine Durchmischung des EDTAs
mit dem Blut kurz geschittelt, um einer Gerinnung und damit Verklumpung des Blutes
entgegenzuwirken. Das Blut wurde bis zur weiteren Verwendung auf EadtegehDie Maus wurde

nach der Entnahme sofort miinemGenickbruch getétet.

Entnahme der Ohren und Haut

Beide Ohren der getéteten Maus wurden an der Ohr Basis abgeschnitten und die Harchen so gut wie
maoglich mit einer Schere entfernt. Die Ohren wurden langs in jeweils zwei Halften geteilt. Die beiden
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medialen Halften wurden in ein 1,5 ml Reaktionsfgefall dwgye und in flissigen Stickstoff
schockgefroren. Die weitere Lagerung bis zur weiteren Verwendtfotpte bei-80 °C. Didateralen
Halften der Ohren wurden zusammen in ein 2 ml Reaktionsgefal? gefulltsmtl Histofix Gberfihrt
und bis zur weiteren Verbeitung bei Raumtemperatur gehalten.

Fur die Hautenthahme wurde entweder gesunde Haut von unbehandelten Mausen bzw nicht
lasionale Haut und/oder lasionale Haut von den Mausen mit induziestgrerimenteller EBA
entnommen. Zunachst mussten fir alle Varianten die Haare so gut wie moglichneémtérden. Daflr
wurden fur gesunde bzw. niclédisionale Haut die Haare am Ricken mit zwei Fingerausgezupft

Diese Methode hatte gegeniber Rasieren oder Haarentfernungscreme den Vorteil, dass ebenfalls die
Haarwurzeln entfernt wurden. Fir die lasidaddaut wurden die umliegenden Haare mit einer Schere

so vorsichtig wie moglich entfernt, um das Gewebe nicht zu zerstéren. AnschlieRend wurden die
enthaarten Hautpartien herausgeschnitten und entsprechend den Versuchen bzw. gewlinschten
Proben aufgeteiltzur Lagerung bei80 °Cfiir eine spatere Analyse der RNA (si¢h&.4 und zur
Herstellung von Gewebeschnitten (sieBe3.3.2 und 3.3.3)3 zur Fixierung iistofix ebenfalls zur
Herstellung von Gewebeschnitten (sieB8.3.1 und 3.3.3)3und/oder den Hautverdau zur Isolation

von Einzelzellen (siet®3.2.9. (i) Zur Lagerung beB0 °C wurde gesunaebzw. nichtlasionale Haut
zurechtgeschnitten (bis zu etwa G;61 x 0,5 cm) und auf ein in flissigen Stickstoff vorgekihlten Metall
zum Vorfrieren gelegt. B$ gewahrleistete, dass die Haut glatt blieb. AnschlieBend wurde die Probe in
ein 1,5 ml Reaktionsgefall Gberfuhrt und im flissigen Stickstoff eingefroren. Lasionale Haut (Gréf3e
variabel, aber auch nicht groRer als die gesunde Haut) konnte sofort in deml R8aktionsgefalien
schockgefroren werderii) Zur Fixierung iHlistofix wurde etwa die gleiche Menge an gesunder bzw.
nicht-lasionaler und lasionaler Haut in 2 ml ReaktionsgefalRe mit 2 ml Histofix Uberfihrt. Die Lagerung
beider Varianten geschah, wiehgm bei den Ohren beschriebefiii) Fir den Hautverdau wurde die
gesamte Rickenhaut flr gesunde bzw. niéisionale Haut oder so viel wie méglich lasionale Haut in
ein 5 ml ReaktionsgefalR mit 2,3 ml RPMI 1640 Medium Uberfuhrt und bis zur weiteren \eragbe

auf Eis gehalten.

Entnahme der Milz, Lymphknoten und Knochen der Hinterbeine

Die Milz wurde von der Riickenseite aus entnommen. Daflr wurde der Ricken der Maus zunachst mit
70 %igen Ethanol desinfiziert und anschlieRend ein Schnitt auf der linkemi®emittleren Drittel des
Ruckens in die Kdrperhthle gemacht. Die Milz liegt direkt unter dem Bindegewebe und konnte so
einfach enthommen werden. Bis zur weiteren Verarbeitung wurde sie in ein 1,5 ml Reaktionsgefald mit
1 ml FAG®uffer auf Eis gehalten.

Es wurden verschiedene Lymphknoten entnommen: mesenteriale, inguinale und/oder popliteale. Fir
alle drei Varianten wurde die Maus auf den Ricken an den Extremitédient ind mit 70 %gen
Ethanol desinfiziert. Fur die inguinalen Lymphknoten wurde digt Hm Bauch mittig aufgeschnitten,

ohne die Bauchhohle zu 6ffnen. Es wurden oben und unten Schnitte zu beiden Seiten der Maus
durchgefihrt, um die Haut damit seitlich aufziehen zu kénnen. Die inguinalen Lyotphkwerden
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dadurch auf beiden Seiten auf H®ller Hifte im einem Aderdreieck untder Haut sichtbar und
konnten herausoperiert werden. Alles Ubrige Gewebe wurde so sauberlich wie méglich entfernt. Fir
die poplitealen Lymphknoten wurde die Haut an den Hinterbeinen abgezogen. Damit wurdemdiese
der Nahe der Kniebeuggchtbar und konnten ebenfalls herausoperiert werden. Fur die mesenterialen
Lymphknoten wurde die Bauchhéhle gedffnet und die oberen Darmschlingen des Dinndarms zur Seite
gelegt. Die Lymphknoten befinden sich in eilgreierkette an diesen Darmschlingen in einem
Adernetz und kénnen vom umliegenden Fettgewebe durch ihre leicht gelbliche Farbung uieteach
werden. Nach dem Herausoperieren wurden alle Lymphknoten in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3, gefullt
mit 1 ml FAG®uffer auf Eis Uberfiih

Zur spateren Gewinnung von Knochenmark aus den Knochen der Hinterbeine wurde, wenn nicht schon
geschehen, die Haut an den Hinterbeinen abgezogen. Die Hinterbeine wurden am Huftgelenk durch
einen Schnitt vom restlichen Kdrper getrennt. Die Muskeln warden den Knochen zunéchst grob

mit einer Schere entfernt und der Ful3 unterhalb des FuRgelenks abgeschnitten. Die Knochen wurden
von den restlichen Muskeln durch Reiben des Knochens zwischem élapiertuch gesaubert.
AnschlieBend konnten Femur und Tildlarch vorsichtiges Herausdrehen am Gelenk voneinander
getrennt werden. Alle vier Knochen (Femur und Tibia von beiden Hinterbeinen) wurden bis zur
weiteren Verarbeitung in ein 5 ml Reaktionsgefaf? gefillt mit 3 ml FPA@Sr auf Eigelagert

3.3.2invitro Versuche

3.3.2.1 Blutbildanalyse am scil Vet abc Plus+

Die Blutbildanalyse am scil Vet abc Plus+ wurde in den Laboren der AG Riemekasten in der Klinik fr
Rheumatologie und klinischen Immunologie, UKSH Libeck nach deren freundlichen Genehmigung
durchgefthrt. Daftir wurden etwa 20 ul des zuvor frisch gewonnenen Vollblutes in den
Microvetten®500 K3Benotigt. Das Blut wurde in den Réhrchen nochmal kurz sanft geschwenkt und
anschliel3end in das Gerat eingelesen. Das scil Vet abs Plus+ differenzierte@easdhdie Blutzellen

auf Basis ihrer unterschiedlichen Zellgré3e in efiach Differentialblutbild. DieMessungerfolgte
durchAlexandra Wobig.

3.3.2.2 Herstellung von Einzelluspensionen
Fur die spateren Experimen{siehe 3.3.2.3- 3.3.2.5)musstenaus dem gewonnenen Bluler Haut,
Milz, denLymphknoten und Knochen auf Eis Ein3elspensionen in DPBS hergestellt werden.

Blutaufbereitung fur Durchflusszytometrie

Fur die spater folgende Durchflusszytometrie (siehe 3.3.2.5) mussten zunachst dieZtgih aus

dem Blutlysiert werden. Dafir wurden 200 pl des Blutes in 1 1® RBGPuffer in einem 1,5 in
Reaktionsgefal gegeben und vermischt und fir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Probe
wurde bei 400 g, 5 Minuten und 4 °C zentrifugietumZEntfernen des Uberstandes wurde das 15 m
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Reaktionsgefaiekantiertund anschlieRend, ohne das Gefald wieder aufzurichten, sanft auf einem
Papiertuch abgedrickt. Das Pellet wurde anschlieBend ein zweites MallidxXLRBCPuffer lysiert.

Das nun weilithe Zellpellet wurde anschliel3end in 100 pl DPBS resuspendiert und bis zur weiteren
Verarbeitung auf Eis gelagert.

Herstellung von Einzelbuspensionen aus Lymphknoten und Milz

Lymphknoter und Milzzellen wurden fudie Durchflusszytometrie verschiedenétellisolationen
bendtigt (siehe 3.3.2.3 und 3.3.2.5). Um Ein3elspensionen aus den Organen zu bekommen, wurden
diese in eine Petrischale, gefullt mit DPBS Uberflhrt. Lymphknoten und Milzen wurden anschlieRend
in Puffer zwischen den rauen Beschrifturgjssn zweier Objekttrager sanft zerrieben. Dies wurde so
lange gemacht, bis alle Zellen in das DPBS ausgewaschen worden waren und von den Organen nur
noch die auliere weilRe Kapselhaut vorhanden war. Die Zellsuspension wurde mit eines20tre

Uber einen 70 um Zellsieb in ein 50 hialcon Uberfiihrt. Objekttrager, Petrischale und Filter wurden
nochmal mit DPBS gewascheatfie Zellsuspensionen zusammengefubnd das Falcon auf 501m
aufgefullt. Die Zellzahl der Zellsuspensionen der Lymphknoten konntercldairekt am MACSQuant
Analyzer 10 bestimmt werden und wurden bis zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert. Da in der
Milz eine Vielzahl an Erythrozyten vorhanden sind, mussten diese zunachst lysiert werden. Daflr
wurden die Falcons der Milzzellsuspensionéei 400 g, 5 Minuten und 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet in [IDRBS resuspendiert. Die Zellsuspension wurde
anschlieend mit 10 hix RBCPuffer gemischt und fur die Lgygler Erythrozyten fir 5 Minuten bei
Raumtemperatr inkubiert. Nach der Inkubation erfolgte eine weitere Zentrifugation und der
Uberstand wurde wieder verworfen. Das nun weilRe Zellpellet wurde inlTORBS resuspendiert und

die Zellen wurden ebenfalls am MACSQuant Analyzer 10 gezahilt. Bis zur weitevending wurden

die Milzzellen auf Eis gehalten.

Herstellung von Einzelbuspensionen aus Knochen

EinzelSuspensionen des Knochenmarks wurde fur die Isolation von Neutrophilen bendtigt (siehe
3.3.2.3. Die Kopfe der gesduberten Fera und Tibia wurden im Labor abgeschnitten und das
Knochenmark mit Hilfe einer 26 G Nadel auf einer 20 ml Spritze mit {RAfBS Uber ein70 um
Zellsieb in ein 50 hfralcon ausgespiilt bis der Knochen weil3lich durchscheinend war. Das auf dem
Zellsieb verbibende Knochenmark wurde mit der Spitze eines 1,5 ml Reaktionsgefal3es vorsichtig
durch dasZellsieb unter Zugabe von MA®S(fer in das Falcon geklopft. Das Zellsieb wurde am Ende
nochmal mit MAC®uffer gewaschen, um keine Zellen zu verlieren. Das Faloote mit Puffer
aufgefullt und die Zellen am MACSQuant Analyzer 10 gezahlt. Bis zur weiteren Verwendung wurden
die Zellen auf Eis gelagert.
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Herstellung von Einzelbuspensionen aus Haut

Fur Durchflusszytometrie, sowidie Isolation von Tregsmussten aus der lasionalen und nicht
lasionalen bzw. gesunden Haut der Mause Eirgagdipensionen mittels eines Hautverdaus hergestellt
werden. Dies erfolgte nach einem mit Miltemipteczusammen etablierten ProtoKdR06]: die Haut

wurde zunachst mit 2,3 mL RPMI 1640 Medium in eine Petrischale gegeben. Mit zwei Skalpellen wurde
die Haut mittels Scherbewegungen ir2Imm grofRe Stlicke geschnitten und ansd®dind mit dem
Medium in eingentleMACSM C Tubdiberfuhrt. Ein Enzyrvlix, bestehend aus 150 pl Enzym D, 25 pl
Enzym R und 12,5 pl Enzym A aus dartti-Gewebedissoziationskiturde zu der Haut dazugegeben

und dasgentleMACSY C Tubeauf eingentleMAC®" Octo Dissociatomit Heizungselemenplatziert

Fur den Verdau der Haut bei 37 °C wurde datiBdige Programm 37C_cus_wm_skin gestartet. Nach
diesen drei Stunden wurden digentleMACSY C Tube kurz bei 400 g und Raumtemperatur
abzentrifugiet, um alle Zellen und mogliche Gewebereste aus dem Deckel des Réhrchens zu
entfernen Die Zellsuspension wurde Uber ein zuvor mit 3 ml DPBS angefelchiepen Zellsieb in

ein 50 mL Falcon gegeben. DpntleMACSY C Tubeund das Zellsieb wurden nochmaist DPBS
gewaschen. Die Zellsuspension im Falcon weideveiteres Makentrifugiert, der Uberstand durch
Dekantiererverworfen und das Pellet in 10lMPBS resuspendiert. Die Zellen wurden am MACSQuant
Analyzer gezahlt und bis zur weiteren VerwenduniEas gehalten.

3.3.2.3 Zellisolationen von Neutrophilen.EFfektozellen und Tregs mittels MACS

Um reine Zellpopulationen von NeutrophilenEffektorzellen und Tregs zu bekommen, wurden an
den Zellsuspensionen von Lymphknoten, Milz und Knochenmark deéSvhagnetic activated cell
separation magnetisckaktivierte ZellseparatiorMethode angewendet. Daflr wurden Zellisolatiens

Kits von Miltenyi Biotec verwendet. Die Methodik der Kits beruht darauf, dass bestimmte
Zellpopulationen Uber mit magnetischeBeads markierte Antikbrper gebunden werden und diese
dann Uber eine Saule an einem Magneten von den anderen Zellen separiert werden. Je nach
Zellpopulation geschieht diese Isolation dabei Uber eine negative bzw. positive Selektion.

MACSbasierende Isolatiorvon Neutrophilen aus Knochenmarkszellen

Neutrophile aus der hergestellten Knochenmarkszellsuspension von unbehandelten B6.S und C57BL/6
Mausen fir die Gd&ultivierung mit Tregs (siehe auch3.2.49 wurden mit den,Neutrophit
Isolationskit (Miltenyi Biotec) nach Herstellerangabennd dem Prinzip der negativen Selektion
isoliert.

Dafir wurde dieZellsuspensionnach Bestimmung der Zellzattlgi 300 g fur 10 Minuten bei
Raumtemperatur abzentrifugiert und anschlieBend der Uberstand abgesaugt. Das Pellet wurde in
200 4 MACSPuffer pro 5x10Zellen resuspendiert und 50 Neutrophil BiotinAntikérper Cocktaipro

5x10 Zellen hinzugefugt whgemischt und fur 10 Minuten bei 4 °C im Kuhlschrank inkubiert. Nach
Inkubation wurden 5 mL MAdSiffer pro 5x10 Zellen hinzugegeben, um die Bindungsreaktion
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abzustoppen uncerneut zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes wurden das Zellpellet in
400 puL MAGS8uffer pro 5x10Zellen resuspendiert und 100 pl pro 5%Z@llenanti-Biotin MicroBeads
hinzugegebepgemischt und fir 15 Minuten bei 4 °C im Kihlschrank inkubiert. Es wurden noch einmal

5 m MACSPuffer pro 5x10 Zellen dazu pipettiert uth die Zellsuspension abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 500 pL MR@tr pro 16 Zellen resuspendiert.

Die magnetische Separation erfolgte anschlieRend Ub&duten an einem QuadroMACS Magneten.
Daflir wurden die Saulemunachst nach Arretierung am Magneten mit 8 MACSPuffer kalibriert.

Sobald der Puffer vollstandig tber die Saule gelaufen war, wurde die Zellsuspension auf die Séule
gegeben und der Durchlauf, welcher die gewlnschte Neutrepfibpulation enthielt, ireinem 15 nh

Falcon aufgefangen. Die Saule wurde danach noch dreimal mit jdvBA@SPuffer gewaschen und

der Durchlauf ebenfalls mit inad 15 ml Falcon laufen gelassen. Anschliel3end wurde das Falcon mit
den isolierten Neutrophilen kurz gemischt und 20@er Zellsuspension entnommen, um die Zellzahl

am MACSQuant Analyzer 10 zu bestimmen. Es wurden anschlieRend fur eine Reinheitspriifung am
Durchflusszytometer 0,5x26- 1x10° Zellen entnommen (siehe auch 3.3.2.5) und der Rest der Zellen
bis zur weiteren ¥rwendung auf Eis gelagert.

MACSbasiette Isolation von Tregs aus Zellsuspensionen vom Lymphknoten bzw. Haut

Tregs wurden aus den Zellsuspensionen von inguinalen Lymphknoten mit HilfeCDdsCD25+
Regulatorischer T ZdHolationskit isoliert. Dabei urfasst diese Isolation zunéchst eine negative
Selektion der CDgositiven T Zellen, gefolgt von einer anschlieRenden positiven Selektion der CD4
und CD25ositiven T Zellen, welche die TrEgpulation darstellten.

Die vorbereiteten Zellsuspensionen wurddrei 300 g fir 10 Minutenauf Raumtemperatur
abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde in 40 pL MRS pro 10 Zellen
resuspendiert und es wurden jeweils 10GD4CD25 Regulatorischer T Zell Biothmtikdrper Cocktail

pro 10 Zellen hinzugegeben, gemischt und fiir 10 Minuten bei 4 °C im Kuhlschrank inkubiert. Nach
Inkubation wurden direkt 38IMACSPuffer, 20 jianti-Biotin MicroBeadsind 2 1 CD25PE Antikorper

pro 10 Zellen dazu gegeben und fir weitere 15 Minuten bei 4 °C im Kihlschrank inkubiert. Es folgte
anschliel3end die negative Selektion der qDditiven T Zellen Gber EBAulen an einem QuadroMACS.
Hierfir wurden die LES&ulen nach Arretierung am Magneten zurgicmit 2 mi MACSPuffer
kalibriert. Nach komplettem Durchlauf des Puffers wurde die Zellsuspension in einem Minimalvolumen
von 500 jtauf die Saule gegeben und der Durchlauf mit den gewtinschtempGidven T Zellen in
einem 15 nh Falcon aufgefangen. Di8aule wurde anschlieRend zweimal mit 1 MACSPuffer
gewaschen und dieser Puffer mit in den 15 mL Falcon gegeben. Dipo€iiMen T Zellen wurden
abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde in 90 pl NAGS pro 10
Ausgangszeadh resuspendiert und 10 anti-PE MicroBeadpro 10" Ausgangszellen hinzugegeben,
gemischt und fur 15 Minuten bei 4 °C im Kuhlschrank inkubiert. Fir die positive Selektion den€€D4
CD25positiven Tregs, wurden MSaulen an dem OctoMACS befestigt umese mit 500 UMACS

Puffer kalibriert. Die CDgositive Zellsuspension wurde in einem Volumen von mindestens 506

die Saule gegeben und der Durchlauf verworfen. Die Saule wurde zweimal mit BORSCSPuffer
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gewaschen, um anschlieRend die gewinsoh@D4 und CD25ositiven Tregs aus der Saulenmatrix

zu spulen. Hierfur wurde die Saule vom Magneten entfernt und auf ein frische$ B&lgon gesetzt.

Es wurde 1 iMVIACSPuffer auf die Sédule gegeben und sofort mit dem Stempel der Saule die Zellen aus
dieser ausgedriickt. Fur eine hohere Reinheit wurde die magnetische Separation Giber8&IMSin
zweites Mal wiederholt. Die gewonnene TiEgllsuspension wurde auf 5Immit MACSPuffer
aufgeflllt und 200 pL entnommen, um die Zellzahl am MACSQuant Analyzeestimmen. Je
0,5x10 - 1x10° Zellen wurden fir eine anschlieRende Reinheitsprifung am Durchflusszytometer
entnommen (siehe auch3.3.2.5. Tregs aus den inguinalen Lymphknoten wurden fir Co
Kultivierungsexperimente (siehe auch 3.8)2verwendetund bis zur weiteren Verwendung auf Eis
gelagert.

MACSbasiete Isolation von T Effektorzellen aus Milzzellen

Fur die Gewinnung von aufgereinigtenEffektorzellen fur die CGKultivierungsexperimente (siehe
auch 3.3.2.4) wurde auf die hergestellten Milzzelgrsionen von unbehandelten B6.S und C57BL/6
Méausen dasPan T Zellsolationskit H angewendet. Da das Kit lediglich T Zellen isoliert, wurde im
Anschluss mit Hilfe de€CD4+CD25+ Regulatorischer T -Belationskit alle Tregs aus der
Zellpopulation entfernt, so dass am Ende eine reine -Qi3tive und CD2Begative T
Effektorzelpopulation gewonnen werden konnte.

Das,Pan T Zellsolationskit fl basierte wigler auf ein@ negativen Selektion der T Zellen. Die
Milzzdlen wurden bei 300 g fir 10 Minuten bei Raumtemperatur zentigtgund der Uberstand
verworfen. Das Zellpellet wurde in 40 MACSPuffer pro 10Zellen resuspendiert und 1d Biotin-
Antikorper Cocktajpro 10 Zellen hinzugegeben. Die Probe wurde gaaii und fir 5 Minuten bei 4C

im Kuhlschrank inkubiert. Nach Inkubation wundgirekt 30 |1 MACSPuffer und 20 panti-Biotin
MicroBeadsro 10 Zellen dazu gegeben und fiir weitere 10 Minuten bei 4 °C im Kiihlschrank inkubiert.
AnschlieRend erfolgte die agnetische Separation Uber-E8ulen am QuadroMACS. Die Saule wurde
zunachst mit 3 mMACSPuffer kalibriert. Nach vollstandige Durchlauf des Puffers wurde die
Zellsuspension in einem Volumen von mindestens 5DAufi die Saule gegeben. Der Durchfluss,
welcher in einem 15 inFalcon aufgefangen wurde, stellte die gewiinschte T Zellpopulation dar. Die
Saule wurde einmal mit 3IIACSPuffer gewaschen. Um nun die unerwinschten Tregs zu entfernen,
wurden 200 jtaus der T Zellsuspension entfernt und am MACSQdanatlyzer 10 die Zellzahl
bestimmt. AnschlieRend erfolgte die Tregplation mit Hilfe de€D4+CD25+ Regulatorischer T-Zell
Isolationskitwie obenbeschrieben. Nur wurde hier bei der eigentlichen positiven Selektion der CD4
und CD2Epositiven Tregs uber BISaulen nicht die S&ulen ausgespult, sondern der Durchlauf aus den
Saulen behalten. Dieser Durchlauf enthielt die gewiinschte T Effektorzellpopulation ohne Tregs. Die
Zellsuspension wurde auf 5Imit MACSPuffer aufgefullt und wieder 200l gnthommen, umam
MACSQuant Analyzer 10 die Zellen zu zéhlen. Je 6,5X00° Zellen wurden auch hier fir eine
anschlielende Reinheitsprifung am Durchflusszytometer entnommen (siehe auch 3.3.2.5). Der Rest
der Zellen wurde bis zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert.
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3.3.2.4 CoKultivierung von Tregs mit T Effektorzellen bzw. Neutrophilen
Die aufgereinigten Tregs wurden jeweils mit den isolierten Neutropluitiar denT Effektorzellen in
einer flachbodigen 9&Vell-Suspensionsplatte ekultiviert.

CoKultivierung vonTregs mit T Effektorzellen

Mit der CeKultivierung von Tregs mit T Effektorzellen sollte der Effekt der Tregs aus unbehandelten
oder EBAnNnduzierten Mausen auf die Proliferation der T Effektorzellen untersucht werden. Um die
Proliferation spateerfassen zu kdnnen, wurde zunachst die aufgereinigte T Effektorzellpopulation mit
dem Fluoreszenzfarbstoff CFSE markiend anschlieend wurden die Tregs und T Effektorzellen
zusammen mit antiCD3 und anti-CD28 fir drei Tage stimuliert, bevor die Zellerittels
Durchflusszytometrie analysiert wurden.

CFSE steht fur Carboxyfluoresceinsuccinimidiylester ungelishembranpermeabel. Es bindet an
intrazellulare Molekile und mit jeder Zellteilung wird der Farbstoff verdiinnt, was mit einem
abnehmenden Signdin Duchflusszytometer messbar wird. Dadurch kann die Proliferationsaktivitat
von Zellen analysiert werden. Fir die Farbung der T Effektorzellen mit CFSE wutddl Hace CFSE
ZellProliferationskitvon Invitrogen nach Herstellerangaben genutzt. Daflrdewie Zellsuspension

zu einer Konzentration von $Zellen pro rhin DPBS gebracht. AnschlieRend wurde jedepin DMSO
gelosten CFSEdsung pro 10 Zellen hinzugegeben und kurz gevortext. Die Zellen wurden flr
20 Minuten bei 37 °C im Zellinkubatokimbiert und alle finf Minuten kurz gevortext, um den Farbstoff
gleichmaRig zu verteilen. Nach der Inkubationszeit wurde das fiinffache am urspriinglichen Volumen
an 1 %igen FCS in DPBS hinzugegeben und nochmal fir funf Minuten lichtgeschitzt inkubiert. Die
Zellen wurden anschlieBend bei 400 g fur finf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und der
Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde im T Zellmedimih einer Endkonzentration von
4x1C@ Zellen pro haufgenommen und fiir 10 Minuten ruhen gelassen.

Wahrenddesen wurde die aufgereinigte Te®ppulation zu einer Konzentration von 8XZellen pro

ml in T Zellmediungingestelltund der Stimulationsmix vorbereitet. Fir den Stimulationsmix wurden
die CD3/CD8 MACSiB&¥dPartkel vom Treg Expansion Kibn Miltenyinach Herstellerangaben mit
leichten Abweichungen vorbereitet: die Beads wurden griindlich gevortext und das entsprechende
Volumen fir 4x16CD3/CD8 MACSiBéddPartkel pro Stimulationsansatz (entspricht am Ende einem
Verhéltnis von 1:1 zu der Anzahl ards) zu dem sechsfach&wolumenan T Zellmedium gegeben.

Die Beadlésung wurde fur finf Minuten bei 300 g zentrifugiert und der Uberstand durch Absaugen
verworfen. Das Beadpellet wurde in T Zathum zugesetzt mit 8000 U/mrm-IL-2 in einer
Endkonzentratia von 8x10CD3/CD8 MACSiBeddPartkel/ul resuspendiert.

Zuletzt wurden alle vorbereiteten Losungen und Zellsuspensionen in einer flachbodig&iell96
Suspensionsplatte zusammen pipettiert, wobei jede Bedingung als Doppelansatz angesetzt wurde: die
Negdivkontrollen waren entweder nur T Effektorzellen ohne Tregs und Stimulationsmix bzw. nur Tregs
mit Stimulationsmix ohne T Effektorzellen. Die Positivkontrolle bestand aus T Effektorzellen mit
Stimulationsmix ohne Tregs. In allen Ubrigen Wells wurderektiftzellen, Tregs und Stimulationsmix
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zusammengegeben. Das Pipettiervolumen fir die T Effektorzellen war 10@ fir Tregs 50Ipwas
jeweils einer Zellzahl von 4x1Bellen, und damit einem Verhaltnis von T Effektorzellen zu Tregs von
1:1 entsprach. Bs Volumen an Stimulationsmix das pro Well dazu gegeben wurde betrug ebenfalls
50ul, was am Ende ebenfalls zu 4xBeads und 400 U nrih-2 pro Well filhrte. Die Wells der
Kontrollen wurden am Ende auf 200mit T-Zellmedium aufgefullt. Die Platte wurde fur drei Tage bei
37 °C und 5 %Q im Zellinkubator inkubiert. Nach den drei Tagen wurde die Proliferation der T
Effektorzellen mittels Durchflusszytometrie erfasst (siehe auch 3.3.2.5).

CoKultivierung vonTregs mit Neutrophilen

Tregs aus unbehandelten oder EBAuzierten Mausen wurden zusammen mit isolierten aktivierten
Neutrophilen aus unbehandelten Mausen fir 4,5 Stunden zusammen inkubiert, um im Anschluss den
Effekt der Tregs auf dEexpression des Neutrophiléviigrationsmarkers CD18 im Durchflusszytometer

Zu analysieren.

Die Voraktivierung der Neutrophitegeschah durch einen auf der Platte beschichteten Antigen
Antikdrperkomplex. Dafir wurde einen Tag vor der Isolation der Zellem fiEiohbodige 96Well
Maxisorp NUN@mmuno Plattemit rekombinantenmCOL?Sbeschichtet Daflir wurde das Antigen

in einer Endkonzentration von 10 pgfnm Bicarbonatpuffer verdinnt und jeweils 100 der
Antigenldésung (entspricht 1 pg Antigen) in ein IWgegeben. Jede Bedingung wurdds
Doppel besti mmung angesetzt. Di e Negativkontrolll e
wurden nicht mit dem Antigen beschichtet. Die Platte wurde tGiber Nacht mit einer Folie abgeklebt und
bei 4 °C im Kihlschragklagert. Am nachsten Tag wurde die Platte dreimal mit je 200 ul pro Well PBS

T gewaschen. AnschlieBend wurden 200 ul pro Well an Blockierungspuffer hinzugegeben und die Platte
fur eine Stunde auf einen Schittler bei Raumtemperatur inkubiert, um unsgE®fiBindungsstellen
abzublocken. Nach der Blockierung folgte ein weiterer dreifacher Waschvorgang, um danach den
spezifischen Antikdrper an das Antigen binden zu lassen. Dafir wjgde4 pg an mCOESTIgG in

einem Volumen von 100l in Blockierungspffer in jedes Well bis auf die Negativkontrollen pipettiert.

Es folgte eine weitere Inkubation auf dem Schiittler bei Raumtemperatur fir anderthalb Stunden.
Bevor die Neutrophilen auf die Platte gegeben wurden, wurde diese nhochmal zweimal mit déim PBS
gewaschen und anschlieRend einmal mit 200 wMeldium. Je 2x10aufgereinigte Neutrophile

wurden in einem Volumen von 100 jn CkMedium in jedes Well bis auf die Negativkontrollen

., Leerwert und ,nur Tregs*“ gege buden.jewdilsnl00iane Wel | s
Cl:Medium pipettiert. Fur eine vollstandige \aktivierung der Neutrophile wurde die Platte fir eine

Stunde bei 37 °C und 5 % Q0 Zellinkubator inkubiert.

Wahrenddessen wurden die Tregs in-Médium gewaschen unduf eine Konzetration von
5x1C Zellen pro rheingestellt Nach der einstiindigen Inkubation der Neutrophilen auf der Platte
wurden je 100 juder TregZellsuspension in die entsprechenden Wells, bis auf die Negativkontrollen

., Leerwert und ,nur heeWels rdiegerhNegdagvkontrgllengwaudgles wieder | n d

jeweils 100 uClMedium pipettiert. Das Verhaltnis von Tregs zu Neutrophilen war damit 1:4 und die
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Platte wurde fur weitere 4,5 Stunden bei 37 °C und 5 %ir8Qellinkubator inkubiert. AnschlieRend
folgte die durchflusszytometrische Farbung und MessigigCD18Expressiorauf den Neutrophilen
(siehe auch 3.3.2.5).

3.3.2.5 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist eine weit verbreitete Methode in Ebusig und Diagnostik zur Messung

der Eigenschaften einzelner Zellen oder Partikel. Das Grundprinzip besteht darin, Zellen durch einen
engen Flussigkeitsstrom zu leiten und die Zellen einzeln mit Lasern zu bestrahlen. Anhand der Streuung
des Lichtgler Lase auf Detektoren kann Ruckschluss auf die Grofl3e und Granularitat der einen Zelle
gezogen werden. Durch die Verwendung von verschiedenen Fluoreszenzantikrpermbgkern

kbnnen die Zellen weiter charakterisiert werden, wie zum Beispiel deren Expression
Oberflachenrezeptoren, intrazellularen und intranukleéren Proteinen, Vitalitdt und Aktivierunds
Proliferationsgrad207].

Alle durchflusszytometrischen Experimente wurden an einem MACSQuant Analyzer 10 mit der
entsprechenden Software MAQuantify durchgefihrt und zuvor an Testproben etabliert. Die
Etablierung umfasste die Titration der verwendeten Antikdrper, um die optimale Verdinnung zu
erhalten, sowie die Kompensation der einzelnen Panels.

Zellzahlbestimmung am MACSQuant Analyzer 10

Der MACSQuant Analyzer 10 besitzt eine vorgespeicherte Einstellung, um die Gesamtzellzahl, sowie
die Anzahl an lebenden Zellen in einer Probe zu bestimmen. Dafir wurden zu 200 pl einer zu zahlenden
Probe 2 ul Propidiumjodid (PI) gegeben, vermischt und snG@larat eingelesen. Das eingespeicherte
Analysetemplate gab am Ende der Messung jeweils die Anzahl, sowie die Konzentration der Zellen pro
ml aller Zellen und aller lebenden Zellen an. Fur weitere Versuche bzw. Analysen wurde nur die Angabe
der lebenden Z#en verwendet. Alle zu bestimmenden Zellzahlen in dieser Arbeit wurden mit Hilfe
dieses Vorgehengestimmt

Farbung und Analyse verschiedener Immunzellpopulationen am MACSQuant Analyzer 10

Aus Einzellsuspensionen von Blut, Lymphknoten, Milz und Hauewumnittels Durchflusszytometrie
verschiedene Immunzellpopulationen innerhalb der verschiedenen Therapiegruppen miteinander
verglichen. Dafir wurden vier Fluoreszenzpanels fur den MACSQuant Analyzer 10 etabliert: ein Panel
fur T Helferzellen, eines fur TIEBytokine, eins fir Makrophagen und eins fur Tregs mit Granulozyten.

Fur jede Probe jedes Panels wurder? Zgllen in einem Volumen von 100 pl der vorbereiteten
Zellsuspension verwendet und die Farbung wurde in eindodlen 96-Well Platte pro Panel
durchgefiihrt mit je einer Negativfarbung fir jedes Organ und jedes Panel als Negativkontrolle. Die
Zellen wurden bei 400 g und 4 °C fir funf Minuten abzentrifugiert und der Uberstand durch
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Dekantierenund Abtupfen der Platte auf einem Papiertuch verworfenséaieRend erfolgte die
Lebend/Todféarbung in einer 1:1000 Verdinnung in DPBS mit déenbfiren Lebendfarbstoff 620
(BD620) fur das T Helferzelleund Makrophagenpanel und deiixierbaren Lebendfarbstoff780
(BD780) fur das T Z&ltokiner und TregParel. Die Zellen wurden in 50 pl der jeweiligen
Lebend/Todféarbungslésung resuspendiert und fur 15 Minuten lichtgeschitzt bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Reaktion wurde mit je 100 pl FAG&er abgestoppt, die Platten abzentrifugiert und
der Uberstand venarfen. Es folgte das Blockieren derMezeptoren, um ein unspezifisches Binden
der entsprechendenAntikorper zu verhindern, mit 50 pFc Blockierungsreagern einer 1:10
Verdinnung in FAGRuffer und einer Inkubation von 10 Minuten bei 4 °C im KihlsghrBirekt
danach wurden je 50 dn extrazellularen Antikdrpermix des entsprechenden Panels hinzugegeben
und mit der Zellsuspension vermisgkiehe Tabelle 8)

Tab. 8: Zusammensetzung der exizallulare Antikorpermixe derDurchflusszytometriePanels.Dargestellt
sind die jeweiligen extraellular eingesetzten Antikérper mit ihrem entsprechenden gekoppelten Fluorophor
und deren eingesetzten Verdiinnung zur Untersuchung der T Helferzellen;Zyt&ihe, Makrophagen und
Tregs in den unterschiedlichen Organen.

Panel Antikdrper Fluorophor Verdinnung Lokalisation
T Helferzellen anti-CCR6 Bv421 1:100 extra-zellular
anti-CD8a VioGreen 1:50 extra-zellular
anti-CCR10 PE 1:10 extra-zellular
anti-CCR4 PE/Cy7 1:100 extrazellular
anti-CD4 APC 1:50 extrazellular
anti-CXCR3 APC/Fire 750 1:100 extra-zellular
T Zelzytokine  anti-CD45 VioGreen 1:50 extrazellular
anti-CD4 PerCP 1:100 extrazellular
Makrophagen anti-CD11b BV510 1:50 extra-zellular
Tregs anti-CD4 VioBlue 1:50 extrazellular
anti-Ly6C VioGreen 1:10 extrazellular
anti-CD25 PE 1:50 extrazellular
anti-Ly6G PE/Cy7 1:100 extrazellular

Die Zellen wurden mit den Antikdrpern fur 20 Minuten lichtgeschutzt bei 4 ¥itschrank inkubiert
und anschlieRend die Bindungsreaktion wieder mit 100 ul FAGSr abgestoppt. Die Platten wurden
bei 400 g und 4 °C fiir funf Minutatzentrifugiert und die Uberstande verworfen.

Die Zellen, welche zu den Panels der T Helferzdiakrophagen und T Zeéllytokinen gehorten
wurden nun in je 100 pl Fixierungspuffer (Biolegend) fur 15 Minuten lichtgeschitzt bei
Raumtemperatur fixiert. Die Zellen zugehorig zum FRagel wurden in 100 pl FoxiEierungspuffer
(Miltenyi Biotec) fur diespatere intranukledre Farbung von FoxP3 fiir 30 Minuten lichtgeschitzt bei

4 °C im Kuhlschrank inkubiert. Nach Ende der jeweiligen Fixierung wurden wieder jeweils 100 pl FACS
Puffer hinzugegeben und die Zellen abzentrifugiert und die Uberstande verworfen
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Da das Panel fur die T Helferzellen keine Marker fur intrazellulare Proteine beinhaltete, wurden die
Zellen dieser Platte in 100 ul FARSfer resuspendiert und bis zur Messung am MACSQuant Analyzer
10 lichtgeschutzt bei 4 °C im Kuhlschrank gelagert.

Die Zellen der drei anderen Panels wurden in je 100 pl 1x Permeabilisierungspuffer resuspendiert und
nochmals zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Fiir das Makrophagenpanel folgte ein weiteres

Mal eine Blockierung der FRezeptoren, diesmal intrazeléwt derFc Blockierungsreagenarde daftr

1:10 in 1x Permeabilisierungspuffer verdinnt und die Zellen in 50 pl der Blockierungslésung

resuspendiert und fur 10 Minuten bei 4 °C im Kiuhlschrank inkubiert. Anschliel3end erfolgte die Zugabe
von je 50 pl des imazellularen Antikdrpermixedes entsprechenden Panels (siehe Tabelle 9).

Tab. 9: Zusammensetzung der Antikdrpermixe der DurchflusszytomeR®agels zur intrazellularen bzw. intra
nukledren Farbung. Dargestellt sind die jeweiligen intzelluldar eingesetten Antikérper mit ihrem
entsprechenden gekoppelten Fluorophor und deren eingesetzten Verdinnung zur Untersuchung der T Zell
Zytokine, und Makrophagen bzw. den inmakledren bindenden Antikérpern des TrBgnels in den
unterschiedlichen Organen.

Panel Antikdrper Fluorophor Verdinnung Lokalisation
T Zelzytokine anti-TGIB Bv421 1:20 intra-zellular
anti-IFNy PE 1:100 intra-zellular
anti-IL-4 PE/Cy7 1:20 intra-zellular
anti-IL-10 APC 1:50 intra-zellular
Makrophagen anti-CD206 Bv421 1:50 intra-zellular
anti-iNOS PE 1:100 intra-zellular
anti-TNF PE/Cy7 1:100 intra-zellular
anti-Arg-1 APC 1:20 intra-zellular
Tregs anti-Helios PEVio615 1:50 intra-nuklear
anti-FoxP3 APC 1:50 intra-nukleéar

Die Antikorpermixe wurden mit desellen gut vermischt und fiir 30 Minuten bei 4 °C im Kihlschrank
inkubiert. Nach den jeweiligen Inkubationen wurden wieder je 100 pl 1x Permeabilisierungspuffer
hinzugegeben und die Platten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zelle®@je 1
FACSPuffer resuspendiert.

AnschlieRend erfolgte die Messung aller Platten am MACSQuant Analyzer 10 unter den individuellen
Einstellungen eines jeden Panels. Insgesamt wurden von jeder Probe 75 pl der Zellsuspension
eingelesen und die Zellen zunachst nach ihrer Grof3e und GranuiariErward Scatte(FSEA) und

Side ScattefSSEA)in einem Plot dargestellt. Zellartefakte von toten Zellen wurden durch Einstellung
des FSQriggersdirekt aussortiert. Die durch den F@Qund SS@ sichtbaren drei Zellpopulationen

von Lymphozyten, Maozyten und Granulozyten wurden auf den nachsten Plot zum Aussortieren aller
Zellverklumpungen gegatet. In diesem Pot wurde das Signal veA g8¢=n FSB abgebildet, was

dazu fihrt, dass alle einzelnen Zellen auf einer Diagonalen dargestellt werdevieukidmpungen

unter dieser Linie. AllEinzelzellenvurden fur die weitere Analysen ausgewahlt und im nachsten Plot
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gegen ihren jeweiligen Lebend/Todfarbstoff abgebildet, wobei tote Zellen positiv fir das
Fluoreszenzsignal waren und lebende Negativ. Aieftdnhd erfolgte das Giaig aller lebenden Zellen

fur die einzelnen Zellpopulationen der jeweiligen Panels. Die Zellzalenzentrationen und-
prozente wurden von jeder Population eines jedes Panels und Organs erfasst und anschlief3end in
GraphPad Prismanalysiert und die Ergebnisse der verschiedenen Therapiegruppen miteinander
verglichen.

Bestimmungder Proliferation von T Effektorzellen Gber das CFSgnal

Die Proliferationsrate der T Effektorzellen, welche mit aus unterschiedlisteesuchsgruppen(ij
unbehandelte C57BL/6 bzyii) B6.S(iii) AKkEBAAGEBA mit entwedefiv)>2 % odelv)< 2 % an EBA
betroffener Kérperoberflachedtammenden Tregs ekultiviert wurden wurde mittels der Starke des
CFSEignals im Durchflusszytometer erfasst.

Dafir wurden die nach drei Tagen im Zellinkubator inkubierten Zellen zun&chst aufBoeeN96-
WellPlatte Uberfuhrt und bei 400 g und funf Minuten bei Raumtemperatur abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 50 pl des in DPB®Q.:¢erdinnten Lebend
/Todfarbstoffs BD780 resuspendiert und fur 15 Minuten lichtgeschuitzt bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach Inkubation wurden pro Well jeweils 100 ul FRQSer hinzugegeben und die Platte unter ihren
spezifischen Einstellungen am MAC8QuAnalyzer 10 gemessen. Die Zellsuspensionen wurden
zunéachst durchmischt und anschlieRend je 100 pl davon in das Gerét eingelesen. Das Gating der Zellen
erfolgte mit den Plots fur FS€und SS@, gefolgt von den Einzelzellen und der Trennung nach toten
und lebenden Zellen. Alle vitalen Zellen wurden anschlieBend auf dasS@PEE gegatet. Die
Prozentzahlen der CFphBsitiven undnegativen aller lebenden T Effektorzellen wurde erfasst und auf
die Positivkontrolle (stimulierte T Effektorzellen ohnekedtivierung mit Tregs) normalisiert. In Graph
Pad Prism wurden anschliel3end alle Gruppen miteinander verglichen.

Erfassung der Expression des Neutrophilen Migrationsmarkers CD18

Die Expression des Migrationsmarkers CD18 auf Neutrophilen nadKul@oerung mit aus
unterschiedlichen Versuchsgruppéii unbehandelte C57BL/6 bzw. (ii) B6.S, (IHEBRAGEBA mit
entweder (iv) 32 % oder (v) < 2 % an EB&troffener Kérperoberflachedtammenden Tregs wurde
ebenso mittels einer durchflusszytometrisechiéabung und Messung untersucht.

Nach der 4,5tindigen CeKultivierung der Zellen miteinander, wurden diese auf eiABoden96
Well-Platte tberfiihrt und bei 400 g und 4 °C fur funf Minuten abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und in 50 ul eines vioereiteten Antikdrpermixes resuspendiert und fir 20 Minuten bei 4

°C im Kuahlschrank inkubiert. Der Mix bestand aus CD45 VioGreen (1:50), CD18 PE (1:50) und Ly6G APC
Vio770 (1:10) verdunnt in FA®@8ffer. Nach Inkubation wurde je Well 100 pl F&Q8er mit1,5 pl Pl
dazugegeben, vermischt und je 100 pl der Zellsuspension am MACSQuant Analyaigrdéd
etablierten Einstellungen gemessen. Zunéachst erfolgte das (bliche Gating naek, ES@,
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Einzelzellen und lebende&ellen Gber PMonden lebenden Zellewurden die Neutrophilen Uber den
Marker Ly6G gegatet und anschlieRend den Migrationsmarker CD18. Die Prozentzahlen der GD18
positiven und-negativen Neutrophilen wurden erfasst und auf die Positivkontrolle (stimulierte
Neutrophile ohne ceKultivierung mit Tregs) normalisiert. In Graphd Prism wurden anschlieend
alle Gruppemmiteinander verglichen.

Reinheitsuiberprufung der Zellpopulationen am Durchflusszytometer

Mittels MACSsolierte Zellpopulationen und mit CF§&farbte Tregs fur den adoptiven Transfer und

T Effektorzellen wurden in ihrer Reinheit am Durchflusszytometetr&thert. Dafiir wurden von jeder
Probe 10 — 10° Zellen entnommen und, bis auf die Uberpriifung der QfS&bten Zellen, eine
durchflusszytometrische Farbung mit fur die jeweilige Zellpopulation charakteristischen Markern
durchgefihrt. Das prinzipieldorgehen mit Reihenfolge, Waschschritten und Inkubationszeiten waren
dieselbenwie oben beschrieben.

Die mittels MAC%olierten Neutrophile wurden mit Ly6G PE/Cy7 (1:100), Ly6C FITC (1:100) und PI
gefarbt. Eine erfolgreiche Isolation der Neutrophilgurde mit mehr als 85 % aller Zellen mit einem
positiven Signal fir Ly6G und eineegativenSignafir Ly6C definiert.

Die Reinheitsprifung der Tregs und T Effektorzellen fand mit derselben Farbung statt: mit CD4 VioBlue
(1:50), CD8 VioGreen (1:50), CD2%P%D) und CD3 P#Eo0770 (1:50) als extrazellulare Farbung und
FoxP3 APC (1:50) in der intranukledren Farbung. Isolierte T Effektorzellen sollten dabei mindestens
85% positive CD3 T Zellen vorweisen, von denen hdchstens jeweils 5 % CD8 und fur Tregs
(CD25FoxP3+) positiv sein sollten. Mit MAGSierte Tregs aus Lymphknoten sollten ebenfalls
mindestens 85 % positiv fir CD3 und héchstens 5 % positiv fir CD8 sein.

Um eine erfolgreiche Farbung mit CFSE zu bestatigen, wurden jeweils lediglich die ge&libieimz
MACSQuant Analyzer 10 eingelesen und kontrolliert, ob mehr als 95 % der Einzelzellen positiv fur CFSE
waren.

Nur wenn die Reinheiten der jeweiligen Populatiormiiriedenstellend warwurden die Ergebnisse
der folgenden Experimente zur Auswertungyticksichtigt.

3.3.2.6 Plasma

Plasma wurde aus dem restlichen Blut von 3.3.2.2 gewonnen. Dafir wurde das Blut in den
Microvette®500 K3Eei 10.000 rpm und 4 °C fur 10 Minuten zentrifugiert. Das in der oberen gelblichen
Phase liegende Plasma wurde isd¢he 1,5 ml Reaktionsgefalde aliquotiert und-86i °C gelagert.
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3.3.2.7 Enzymdinked immunosorbent Assay

Um den Titer voinjiziertemKaninchen IgG in den Plasmaproben der Mause AkiBAMausmodell
innerhalb der verschiedenen Therapiegruppen zu véln, wurde ein spezifisch&nzymdinked
Immunosorbent Assa§eLISA) durchgefuhrt.

Hierflirwurde zunéchst eine 98Vell Platte mit hoher Bindungskapazitat mit 50 pl &b pg/ml ant
Kaninchen IgGrerdiinnt in Bicarbonatpuffer Gber Nacht bei 4 °C im Kihilschrank beschichtet. Am
nachsten Tag wurde die beschichtete Platte dreimal mit je 250 WTP&Svaschen. Um spatere
unspezifische Bindungen zu vermeiden, wurde die Platte anschlie3end fur eines $tnd00 pl
Blockierungspuffer pro Well auf einen Schittler bei Raumtemperatur inkubiert. Wahrend dieser
Inkubation wurde Kaninchen Serunvon Bethyl Laboratories als Standard in einestufigen
Verdinnungsreihe von 500 ng/ml bis 7,8 ng/ml und die zu nsuchenden PlasmaprobenlD in
Blockierungspuffer verdinnt. Nach der einstiindigen Blockierung der Platte folgte ein weiterer
dreistufiger Waschschritt mit PBSund je 50 ul der vorbereiteten Standardreihe mit zusatzlichen
Leerwert und die verdiinnten Plamaproben wurden in je einem Doppelansatz auf die Platte gegeben
und fir eine weitere Stunde bei Raumtemperatur schittelnd inkubiert. Nach der Inkubation und
weiterem dreimaligen Waschen mit PBSvurde der ZweitantikdrpeiHRPkonjugierten Ziegen anti
Karinchen Ig&@-¢ HRPhorseradish peroxidas®leerrettichperoxidasgin einer 1:30.000 Verdinnung

in Blockierungspuffer mit je 50 pl auf die Platte gegeben. Diese wurde fiir eine weitere Stunde bei
Raumtemperatur schittelnd inkubiert. Nach einem letzten di@igen Waschen mit PBSerfolgte

die Farbumsetzungutch HRP mit je 100 pl der TMRBsung. Die Farbreaktion wurde durch Zugabe
von je 100 ul einer 0,9 M-BQ-L6sung gestoppt. Zur Bestimmung der jeweiligen IgG Titer wurde
zunéachst die OD jedes Wells déatke in einem GloMax Discover System microplate Reader bei 450
nm gemessen. Von jedem Duplikat wurde der Mittelwert der ODs gebildet und mit Hilfe der bekannten
Konzentrationen des Standards eivierparametrigesigmoidalenStandardkurve gebildet. Dadurch
konnte unter Verwendung der Software GrapPhd Prism die Konzentrationen dagiziertem
KanincherigGs der einzelnen Proben berechnet werden.

3.3.2.8 LEGENDpl&%Beadbasierender Immuntest

Mit dem von Biolegend LEGENDp¥exBeadbasierenden Immuntest wrden verschiedene
Zytokirkonzentrationen in den Plasmaprobeter Mause vomAk-EBAMausmodell innerhalb der
verschiedenen Therapiegruppen analysiert. Das Prinzip dieses Immuntests beruht dabei auf der
gleichen Grundlage wie Sandwibthmuntests, bei denen ab l6sliche Analyt zwischen zwei
Antikdrpern eingefangen wirdwobei hier das Analyt auf einer Platte gebunden whidf Grund
unterschiedlicher Gré3en und unterschiedlichen Fluoreszenzwerten derBgaudlationen, kdnnen

diese im einem Durchflusszytometesneinander unterschieden werden und die Konzentration eines
jeden Analyten mit Hilfe einer bekannten Standardkurve bestimmt werden.

Eswurden zwei LEGENDptexon Bi ol egend v er wéMalse ThCytdkine PaneL E GE N L
(12-plex) VO3 with \MBottomP | at e “ mi t-Popuationed IEN, B® aNFq, 112, IL6, IL4, I
10, IL9, IL17A, IE17F, 122 und IE13 und ein Kundenh ndi vi duel | ¥ CustgnrLNiIoGE NDp | e x
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10pl ex Panel “ -Ropulatiomee HP, [1-4 I-18dFNg TNFo, CXCL1,410, 11:13, [17A
und GMCSF.

Bei beiden LEGENDpI¥xvurde nach Herstellerangaben unter Verwendung veBoden96-Well

Platten mit leichten Veréanderungen vorgegangen: Plasmaproben wurden kurz gevortext, bei 10,000
rom und 4 °C fiur eine Minutabzentrifugiert und anschlie3end 1:2 im Testpuffer verdiinnt. Der
lyphilisierte Standard wurde nach Angabe mit Testpuffer rekonstituiert und eirstufige
Verdinnungsreihe angelegt mit einem zusatzlichen Leerwert an Testpuffer am Ende. Alle folgenden
Schitte wurden bei Raumtemperatur und alle Inkubationsschritte lichtgeschiitzt durchgefihrt.
Standards und Proben wurden als Doppelansatze angelegt. Abweichend von den Herstellerangaben
wurde immer nur die Halfte des angegeben Pipettiervolumens verwendet.chshavurdea in jedes
StandardWell 12,5 pl der lyphilisierten Matrix B und in jedes Proliéell 12,5 ul des Testpuffers
gegeben. Anschlieend wurden entsprechend 12,5 pl des jeweiligen verdinnten Standards bzw. der
verdunnten Plasmaprobe hinzugegeben. Zeigéh wurden in jedes Well 12,5 pl der gemischten Beads
(mixed beads) pipettiert. Zur Bindung der Beads wurde die Platte flr zwei Stunden auf einem Schuttler
inkubiert. Nach Inkubation wurde sie bei 250 g fur fiinf Minuten zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Die Wells wurden mit 100 pul 1x Waschpuffer gewaschen. AnschlieRendnyerrd2,5 pl

des Detektionsantikdrpers hinzugegeben und die Platte wieder fir eine Stunde auf dem Schiuittler
inkubiert. Direkt danach wurde in jedes Well 12,5 ptPEApipettert und es folgte eine weitere
Inkubation fir eine halbe Stunde. Nach Inkubation wurde die Platte nochmal mit 1x Waschpuffer
gewaschen. Die Beads wurden in je 150 pl 1x Waschpuffer resuspendiert und die Platte am zuvor
eingestellten MACSQuant Analyzer Hingssen.

Zur Einstellung des MACSQuant Analyzer 10 wurde die Anleitung von Biolegend zur Einstellung der
Messung eines LEGENDpYir FACSCalibl mit Dual Lasern befolgt.

Die Auswertung der Daten geschah durch die von Biolegend zur Verfigpstellte Software
, LEGENMDpalteax Anal y s i s -bSsieiten @rlineversiondied Grajdd @rism.

3.3.3Histologische Farbungen

3.3.3.1 Hamatoxylin und Eosin Farbung

Hamatoxylin und Eosin (H&E) Farbengvurde an HistofiXixierten Schnitterder Ohren von 3.3.2.2
durchgefiihrt, um den klinischen Phanotyp der EBA zu verifizieren, als auch um den Grad der
Entziindung durch Betrachtung der Infiltration der Immunzellen zu bewerten.

Dafir wurden die in Histofix gelagerten Ohren zuné&chst durch eifstedagende Reihe an Ethanol und

mit Histol, einem ungiftigeren Xylen Substitut, dehydriert und in Paraffin eingebettet. Die Proben
wurden in 4 um dicke Schnitte an einem Mikrotom auf Objekttrager aufgezogen und nach einem
Standardprotokoll des Histopathmjischen Routinelabors des Instituts der Dermatologie (UKSH,

Libeck) mit H&E gefarbt. Die Anfertigung und Férbung der Schnitte wurde von den beiden
Hilfswissenschaftlichen Angestellten Diana Wortmann und Bejtije Naumann durchgefihrt.
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Zur Analyse der Schtdtbezlglich der Dicke der Epidermis und dem Ausmafd der eingewanderten
inflammatorischen Zellen wurden die Objekttrager an einem Keyence d@O@X=Serie mittels
Lichtmikroskopie in einer hundertfachen Vergrof3erung mikroskopiert und nach einem semi
guantitativen Bewertungsverfahren mit einem Punktesystem zwischen Null und Drei ausgewertet. Die
Mikroskopie und Bewertung erfolgte verblindet durch die technische Angestellte Daniela Rieck.

3.3.3.2 Direkte Immunfluoreszer¥likroskopie von IgG und C3

Der derzétige diagnostische Goldstandarflir EBAist die direkte Immunofluoreszenz D{B-
Mikroskopie einer perdisionalen HautbiopsieDabei werden fir einen positiven Befund der
Erkrankung lineare Ablagerungen von IgG, IgA und/oder C3 entlang der Basalmembratetbzw
dermalenepidermalen Spalte mittels der DIF nachgewid@88]. Diese Nacheismethode wurde fur

die in flussigen Stickstoff schockgefrorenen Ohren von den Mausen auskdeBAMausmodellen
angewendet, um den Grad der Erkrankung an EBA zwischen den verschiedenen Therapiegruppen zu
bestatigen und weiter zu qualifizieren. Es wuediee DIFFarbung fur murines C3 und fur das injizierten
Kaninchen IgG durchgefuhrt. Fir beide Farbungen wurden die80€iC gelagerten Ohren zunachst

am Mikrotom in 5 um dicke Schnitten auf Superfrost Objekttréager gezogen. AnschlieBend wurde mit
der jeweiligen Farbung spezifisch fortgefahren. Das Schneiden der Proben am Mikrotom wurde dabei
von derHilfswissenschatftlichen AngestelltBniscilla Mordey und beide Farbungamsammen miter
technischen Angestellten Astrid Fischer durchgefthrt.

Direkte Immunfluoreszenzfarbung von murinen C3

Um gewebegebundenes murines C3 an der dermaf@dermalen Spalte detektieren zu kénnen,
wurden die Schnitte zunachst dreimal fur finf Minuten in PBS gewaschen, abgetrocknet und dann fir
weitere 10 Minuten ireiskaltem Aceton beR0 °C fixiert. Um die spéateren Lésungen auf den Schnitten
durch eine hydrophobe Barriere zu halten, wurden die Gewebe mit einem BarrierestifS{FPap
umkreist. Unspezifische Bindungsstellen am Gewebe wurden anschlie3end dunct3@ménttigen
Blockierungsschritt in 2 % BSA in PBS abgesattigt. Direkt danach folgte die Inkubatiim@nit
konjugiertan Ziegen 1gG gegen murines i@3iner 1:400 Verdlinnung in 2 % Ziegenserum in PBS flr
45 Minuten lichtgeschitzt bei Raumtemperatur.ddader Inkubation folgt ein weiterer Waschschritt

in PBS flir dreimal funf Minuten. Danach erfolgte eine Zellkernfarbung mit DAPI in einer 1:1000
Verdinnung in PBS fiir 10 Minuten lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur und ein letztes zweimaligen
Waschen in PB8rfjeweils finf Minuten. Zuletzt wurden die Gewebeschnitte auf den Objekttrager mit
Moviol eingebettet und bis zur Mikroskopie BeIC lichtgeschitzt gelagert.
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Direkte Immunfluoreszenzfarbung volnautgebundenenKaninchen IgG

Fur den Nachweis vanjiziertem Kaninchen 1gG, welches an der derapidermalemGrenzein den

Ohren gebunden hat, wurden die Objekttrager mit den Gewebeschnitten zundchst an der Luft
getrocknet und dann anschlie3end mit dem F&tgt umkreist. Es folgte sofort die Inkubation aém
FITGkonjugiertam AffiniPure Esenti-Kaninchen Ig@ einer 1:100 Verdinnung in PBS fir 45 Minuten
lichtgeschitzt bei Raumtemperatur. Nach der Inkubation mit dem Antikérper wurden die Objekttrager
dreimal fur funf Minuten in PBS gewaschen. Anschiiel3erfolgte ebenfalls eine Zellkernfarbung mit
DAPI in einer 1:1000 Verdinnung in PBS fir funf Minuten lichtgeschitzt bei Raumtemperatur und ein
zweimaliges Waschen in PBS fur funf Minuten. Am Ende wurden die Objekttrager ebenso in Movio
eingebettet und Iei 4 °C bis zur Mikroskopie lichtgeschitzt gelagert.

Mikroskopie und Bewertung der Digefarbten Objekttrager

Die Bewertung der fir murines C3 und Kaninchen Ig&g&#iebten Objekttrager erfolgte am Keyence

der BZ9000ESerie mittels Fluoreszenzmikrosken einer hundertfachen VergrofRerung. Es wurden

die Fluoreszenzkanale fir FITC (CH2) und DAPI (CH1) verwendet. Von jedem Schnitt wurden funf
aufeinander folgenden Bilder gemacht und diese anschlie@end mit dem-cgemtitativen
Bewertungsverfahren mit da Punktesystem zwischen Null und Drei nach dem Grad der Farbung im
FITGKanalausgewertet. Die Mikroskopie und Bewertung erfolgte verblindet durch die technische
Angestellte Daniela Rieck.

3.3.3.3 Weitere Immunfluoreszenz unrbistochemischer Farbungenrvémmunzellen

Um dieAk-EBA innerhalb der verschiedenen Therapiegrupgenauerzu charakterisieren, wurden
durch Immunfluoreszenz undhistochemische Farbungen weitere Immunzellen nachgewiesen:
Neutrophile, Makrophagen, T Zellen und Tregs. Zusatzlich wurde eine ImmunfluorEszbuongfir

den Zellproliferationsmarker K87 durchgefihrt. Dafiir wurden die lasionalen und nidéisionalen
Haute aus 3.3.2.2, welche entweder in flissigen Stickstoff schockgefroren wifiendie
Immunfluoreszen#Farbung von Makrophagen und T Ze)leder welche in Histofix fixiert wurdegfir

die immunhisochemische Farbung von Neutrophilen und Tregs bzw. der ImmunofluoreBagnzng
von Ki67) verwendet.

ImmunfluoreszenzFarbung von CD3 fur den Nachweis von T Zellen

Fur die Detektion von T Zellen innerhalb lasionaler Haut im Vergléerhverschiedenen
Therapiegruppen zur nichéisionalen Haut wurde eine indirekte Immunfluoreszekarbung gegen
den spezifischen T Zellmarker CD3 durchgefiuhrt. Die zuve2®éC gelagyten Objekttrager mit den
Gewebeschnitten wurden zunachst fur 10 Minuten bei Raumtemperatur luftgetrocknet und
anschliel3end fir 10 Minuten im eiskalten Aceton € °C fixiert. Die Schnitte wurden dreimal fur
funf Minuten in TBS gewaschen und danachtrdem PapStift fir die hydrophobe Barriere umkreist.
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Unspezifische Bindungsstellen wurden durch Inkubation in 3 % BSA in TBS fir 45 Minuten bei
Raumtemperatur blockiert. Direkt danach folgte die Inkubation mit dem primaren AntikdBaetin
anti-mouse OX) bzw. der IsotygKontrolle (Biotinrmarkiertes Armenischer Hamster 1gGn einer

1:100 Verdunnung in 3 % BSA in TBS fur eine Stunde bei Raumtemperatur. Anschlieend folgte ein
weiterer dreimaliger Waschschritt fur finf Minuten im FBSanach wurden diGewebeschnitte mit

dem sekundéren FluoreszeAntikdrper Streptavidin Dylight 594welcher am Biotin des priméren
Antikorpers bindet, in einer 1:500 Verdinnung in AB&ir 30 Minuten bei Raumtemperatur
lichtgeschitzt inkubiert. Die Objekttrager wurddreimal fir funf Minuten im TB$ gewaschen und

am Ende in DAMIuoromount eingebettet und bis zur Mikroskopie k&l °C lichtgeschitzt gelagert.

Immunfluoreszenz-arbung von F4/80 fir den Nachweis von Makrophagen

Der fur Makrophagen spezifische Market/&0 diente zum Nachweis dieser Immunzellen in den
Hautproben der verschiedenen Therapiegruppen. Die Farbung erfolgte wieder Giber dem Prinzip einer
indirekten ImmunfluoreszenE&rbung. Das prinzipielle Vorgehen war vergleichbar zu der indirekten
Immunfluoreszenz~arbung von CD3 mit lediglich anderen Puffern, Antikbrpern und
Inkubationszeiten: als Waschpuffer wurde PBS verwendet und die Blockierung von unspezifischen
Bindungsstellen erfolgte in 5 % Ziegenserum in PBS fir eine Stunde bei Raumtemperatur. Der
Primarantikdrper(Ratte antiMaus F4/8) und der Isotyp-Antikorper (Normales Ratten IgGvurden

1:500 in 5 % Ziegenserum in PBS verdinnt und ebenfalls fur eine Stunde bei Raumtemperatur auf die
Gewebeschnitte gegeben. Die Inkubation mit d&ekundaratikdrper (AlexaFluor 594 konjugiertes
Ziegenanti-Ratte 1g® zur Bindung des primaren bzw. des Isemikdrpers erfolgte in einer 1:500
Verdinnungn PBS fir eine Stunde lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur.

Immunfluoreszenz-arbung von Ly6G fir den Nachweiswieutrophilen

Neutrophile in der lasionalen und niclitsionalen Haut in den verschieden&fersuchsgruppen
wurden Uber die indirekte Immunfluoreszefarbung des Neutroplein-spezifischen murinen
Markers Ly6G nachgewiesen. Die auf Superfrost Objekttragirezogenen Hautschnitte wurden
zunachst in Histol fir dreimal 10 Minuten entparaffiniert, gefolgt von jeweils funf Minuten in einer
absteigenden Alkoholreihe von 100 %, 97 %, 70 % und 50 %Reymirieren des Gewebes inkubiert.

Die Objekttrager wurden emal fur funf Minuten in destilliertem Wasser gewaschen und die Schnitte
mit dem DakePen umkreist. Durch die Fixierudgs Gewebesnittels der 4 %igen Formaldehyd
Losung Histofix kénnen Bindungsstellen von Antigenen maskiert werden, so dass Antikorper
entsprechend nicht mehr an ihrer Bindungsstelle binden kénnen. Daher wurde ein HEmynierter
Demaskierungsschritt durchgefihrt. Durch den Verdau des Enzyms werden entsprechende
Bindungsstellen wieder frei und die jeweiligen Antikbrper kdnnen wieder @@nilibinden. In dieser
Farbung wurden die Gewebeschnitte fur 10 Minuten mit d&spsinreadyto-use Losung bei
Raumtemperatur inkubiert und anschlieend dreimal fir finf Minuten in TBS Waschpuffer gewaschen.
Es folgte ein Blockierungsschritt der unspedist Bindungsstellen in 5 % Ziegenserum in TBS
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Waschpuffer fir eine Stunde bei Raumtemperatur. Direkt danach wurden die Hautschnitte mit dem
primaren AntikdrperRatte antiMaus Ly6Ebzw. der IsotygKontrolle(Normales Ratten IgGn einer

1:100 Verdunnung in 5 % Ziegenserum in TBS Waschpuffer Gber Nacht bei 4 °C im Kuhlschrank
inkubiert. Am n&chsten Tag wurden die Objekttrager zunachst wieder dreimal fir finf Minuten in TBS
Waschpuffer gewaschen. Es folgte die Inkubation mit dé&kundarantikorper(AlexaFluor 594
konjugiertes Ziegen anRatte IgG zur Bindung des primaren bzw. des Ise#mtikdrpers in einer

1:500 Verdinnung in TBS Waschpuffer fir eine Stunde lichtgeschutzt bei Raumtemperatur. Die
Objekttrager wurdererneut dreimd fur funf Minuten in TBS Waschpuffer gewaschen und zuletzt in
DAPIFluoromount eingebettet. Die Lagerung bis zur Mikroskopie erfolgte lichtgeschit2Mhat.

Immunfluoreszenz-arbung vom Zellproliferationsmarker 7

Mittels indirekter Immunfluoreszez-Farbung wurde ebenfalls die Zellproliferation der Zellen tGiber den
Proliferationsmarker K67 in den Hautproben der unterschiedlichen Therapiegruppen analysiert.
Dafiir erfolgte, wie bereits oben beschrieben, die Entparaffinierung der Objekttrager o tist der
absteigenden Alkoholreihe. Die Demaskierung der Antigenbindungsstellen wurde hier durch einen
Hitzeinduzierten Schritt vollzogen: hierflir wurden die Objekttrager fiir 10 Minuten in einem Liter 10
mM NaCitrat Puffer bei 310 °C unter Druck ina¥im Schnellkochtopf gekocht. Zum Abkihlen der
Proben wurde der Schnellkochtopf fir etwa 30 Minuten auf Eis gestellt. Als die Objekttrager wieder
Raumtemperatur erreicht hatten, wurde diese dreimal fur funf Minuten in PBS gewaschen. Die
Blockierung der unspafischen Bindungsstellen erfolgte in 5 % Ziegenserum in PBS flr eine Stunde bei
Raumtemperatur. Die Inkubation des PrimarantikdrpéRatte anti-Maus Ki67) in einer 1:20
Verdinnung bzw. des Isotygntikdrpers(Normales Ratten 1g3@n einer 1:200 Verdiinmg in 5 %
Ziegenserum in PBS erfolgte fiir 90 Minuten bei Raumtemperatur. AnschlieRend erfolgte wieder ein
Waschschritt mit PBS fiir dreimal finf Minuten und die Inkubation mit @&skundarantikorper
(AlexaFluor 594 konjugiertes Ziegen dRéitte IgGin eirer 1:500 Verdinnung in PBS fur eine Stunde
lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur. Die Objekttrdger wurddreimal fur funf Minuten in PBS
gewaschen und am Ende in DARIoromount eingebettet und bis zur Mikroskopie b0 °C
lichtgeschitzt gelagert.

Immunhistochemische Farbung von FoxP3 flir den Nachweis von Tregs

Fur den Nachweis von Tregs innerhalb lasionaler Haut im Vergleich zwischen den verschiedenen
Therapiegruppen zur nichésionaler Haut wurde eine immunhistochemische Farbung gegen den
spezifischen feg Marker FoxP3 durchgefihrt. Hierfir wurden zunéchst, wie oben beschridlgen,
Objekttrager in Histol und der absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert und rehydriert. Die
Demaskierung erfolgte auch hier Uber einen Hitmduzierten Schritt, wie auch beler indirekten
Immunfluoreszenfarbung von K&7, nur wurde hier Tri&EDTA Puffer verwendet. Nach Abkuhlen der
Schnitte auf Eis wurde diese fur dreimal finf Minuten in TBS Waschpuffer gewaschen und mit dem
DakaPen umkreist. Da das spater verwendete ék¢ibnssystem auf Peroxidase basierte, wurde im
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nachsten Schritt die endogene Peroxidase im Gewebe blockiergineunspezifische Farbung zu
vermeiden. Dafur wurde auf die Hautschnitte 3gés HO.in TBS Waschpuffer gegeben und fur 15
Minuten bei Raumgmperatur inkubiert. Es folgte ein weiterer dreimaliger Waschschritt in TBS
Waschpuffer fur jeweils funf Minuten und die Blockierung der unspezifischen Bindungsstellen des
Primarantikorpers in 5 % Ziegenserum und 0,3 % TFiton TBS Waschpuffer fir eis¢unde bei
Raumtemperatur. Direkt danach wurde der Primarantikdrfiéaninchen antMaus FoxPgin einer

1:1000 Verdunnung bzw. der Isotpmtikorper (Kaninchen IgiEn einer 1:4300 Verdinnung in 5 %
Ziegenserum in TBS Waschpuffer auf das Gewebe gegelienOlijekttrdger wurden mit den
Antikorpern Uber Nacht bei 4 °C im Kuhlschrank inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Proben wieder
dreimal fur funf Minuten in TBS Waschpuffer gewaschen. AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit
dem Detektionssystem des KignalStain Boost IHC Detektionsreag@tRP Kaninchep) von Cell
Signalindir 30 Minuten bei Raumtemperatur nach Angaben des Herstellers. Dieses Kit ersetzt dabei
die Verwendung eines eigenen sekundaren Antikérpers und ermdéglicht die anschlielRenfiectpezi
Farbung des gewiinschten Markers tber die enthaltene HRP. Nach diesem Inkubationsschritt folgte
ein weiterer Waschschritt in TBS Waschpuffer. Fir die spezifische Farbung von FoxP3 wurde das Kit
SignalStain DAB Substratkiin Cell Signalingach Herstellerangaben verwendet: 30 ul &gnalStain

DAB Chromogenkonzentraurde in 1 miSignalStain DAB Verdiinnungsputfegeben und die Lésung

durch vortexen gemischt. Je 50 pl der Lésung waralef die Gewebeschnitte gegeben und in der
zuvor besimmten Reaktionszeit von 9 Minuten auf den Objekttragern gelassen. Innerhalb dieser
Inkubation setzte die DABSsung das HRP in der Haut um und es kam zu einer braunen Farbung der
FoxP3positiven Zellen. Nach diesen 9 Minuten wurden die Objekttrager sdfeitnal finf Minuten

in TBS Waschpuffer gewaschen, um eine unspezifische Farbung zu verhindern. Es folgte eine
Zell kernf arbung mit Mayer’'s Hamal aun. Daf ur wur
destilliertem Wasser gewaschen, um Pufferreste entfernen. Die Zellkernfarbung erfolgte

anschlieBend fiar zwei Mi nuten in Mayer’'s Héamal a
Leitungswasser déut, abgetrocknet und mit DAKO Faramount eingebettet. Die Lagerung bis zur

Mikroskopie erfolgte belRaumtemperatur.

Mikroskopie und Auswertung derlmmunfluoreszenz und-histochemischer Farbungen von
Immunzellen

Die Mikroskopie der verschiedenen Immunfluoreszenz dmdtochemischen Farbungen erfolgte
ebenfallsam Keyence der B#OOESerie. Dabei erfotg die Immunfluoreszenklikroskopie mit den
Fluoreszenzkanalen CH3 fur die Detektion der sekundaren Antik&tpeptavidin Dylight 594nd
AlexaFluor 594 konjugiertes Ziegen dréitte lgGund CHL1 fur die Zellkernfarbung mit DAPI. Die
immunhistochemisch&&arbung von FoxP3 wurde mittels Lichtmikroskopie analysiert.

Es wurden von jedem Hautschnitt je drei aufeinander folgende Ausschnitte von der Positivprobe und
ein Ausschnitt von der Isotyi§ontrolle in einer 20@achen Vergrofl3erung mikroskopiert. Die Steni
wurden dabei jeweils so ausgerichtet, dass die Epidermis, wenn vorhanden, mit oben im Bild sichtbar
war.
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Die Auswertung erfolgte wieder geblindet nach eine quantitativen Bewertungsverfahren mit einem
Punktesystem von 0 biFard.unalvein danimun,z®“ | a&lnsg Kk ei“
unter 10 % fur K67, Ly6G und F4/80und3d Zel | en f dr CD3 und FoxP3, ,2
11-30 % fur k67, Ly6G und F4/80und60 Zel |l en f 0r CD3 wund FoxP3, , 3
31-75 % fir kb7, Ly6G und F4/80 und15 Zel |l en f ar CD3 und FoxP3
Farbung von Uber 75 % fur-&#, Ly6G und F4/80 und mehr als 15 positive Zellen fur CD3 und FoxP3
vergeben. Die Bewertung erfolgte dabei einmal fir die gesamte,Hdsiauch fur die Epidermis und

Dermis jeweils getrennt. Da eine Hautlasion der EBA verschiedene Stadien von Bildung bis Verheilung
durchlauft und diese durch Einwanderung verschiedener Immunzellen charakterisjig@Sbtvurden

nur Proben der lasionalen Hauwelche sich in einem mittleren bis spaten Stadium befanden,
bertcksichtigt und miteinander verglichen. Das mittlere bzw. spate Stadium wurde durch eine
Verdickung der Epidermis und eventuell der zuséatzlichen Ausbildung einer Blase zwischen Epidermis

und Demis definiert.

3.3.4Trizotbasierende RNAufreinigung aus muriner Haut

Aus3.3.1.7 in flussigen Stickstoff schockgefrorene und-8@i°C gelagerten Proben lasionaler Haut
und gesunder Haut wurde eine auf Tribalsierende RNAufreinigung nach dem Puakoll von A.
Untergasser[210] durchgefuhrt. Es wurden daf von je funf Mausen(i) gesunde Haut von
unbehandelten B6.S un(i) C57BL/6 Mausen, sowie von je funf Mauggi) lasionale Haut aus der
Positivgruppe undiv) der mit 16 transferierten TregsGruppe aus denAk-EBAMausmodell des
adoptiven Treg Transférersuchs verwendet. Vor Beginn der RAfreinigung wurde der Laborplatz

und alle verwendeten Hilfsmittel mMRNaseSpraygesaubert. Von jedem Hautstiick wurde fir die RNA
Aufreinigung etwa 4x4 mm Haut in einend Iml Reaktionsgefal? moglichst klein geschnitten und 1 ml
Trizol hinzugegeben und fur finf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie3end wurde zu jeder
Probe 200 ul Chloroform dazu pipettieRie Proben wurdemum Mischen gevortext und noch einmal

fur zwei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktionsgefaf3e wurden bei 12.000 g und 4 °C
fir 15 Minuten zentrifugiert. Dabei bildeten sich drei Phasen: die obere durchsichtige Phase mit der
enthaltenden RNA wurde in ein jeweils neues 1,5 ml Reaktioféd@berfuhrt (etwa 600 ul) und das
gleiche Volumen von 70 % EtOH hinzugegeben und gut durchmischt. Die gesamte Lésung wurde in je
eine Saule deRkRNeasy Mini Kgtvon Qiagen gegeben und fir 15 Sekunden bei 80Qmdy4 °C
zentrifugiert. Der Durchfluss wuedverworfen. Anschlieend wurden je 700 ul des RW1 Puffers des
RNeasy Mini Kit dazu pipettiert und nochmals zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Vom DNase
| Kit von Qiagen wurden pro Probe vorsichtig je 10 pl Qiagen DNase mit 70 fuRBDvermisht

und auf die Saulen gegeben. Die Saulen wurden mit der DiNesang flr 15 Minuten zum Verdau der
DNA bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde auf jede Saule 350-RIURfer1

des RNeasy Mini Kit dazu gegepand diese noch einmal @ir funf Minuten bei Raumtemperatur
inkubieren lassen. AnschlieRend folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt mit einem Verwerfen des
Durchflusses. Auf jede Saule wurden 500 pl desfRIfErs gegeben und fir eine Minute &000 g

und 4 °C zentrifugierDie Saulen wurde danach auf je ein neues Sammelgefall gesetzt und fur zwei
Minuten bei hochster Geschwindigkeit zentrifugiert, um die restliche Fllssigkeit aus der Saulenmatrix
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zu entfernen. Anschlieend wurden die Saulen in ein 1,5 ml Reaktionsgefaft,gestum die RNA

aus der Saulenmatrix zu eluieren, wunge 30 pl RNas#&eies Wasser auf die Saule gegeben, flr eine
Minute bei Raumtemperatur inkubiert und zuletzt bei hdchster Geschwindigkeit fiir eine Minute
zentrifugiert. Es folgte eine Quantitataind Qualitatsmessung der RNA an einem QUbit
Photometers von Invitrogen. Wahrend dieser Messungen wurde die RNA auf Eis gehalten.

Zur Bestimmung der Menge der eluierten RNA wurde das QURINA BR Assay Kit von Invitrogen
nach Herstellerangaben verwdet: zunachst wurde die Qubtt Arbeitslosung aus einer 1:200
Verdinnung des Qubif RNA BR Reagent in QUMIRNA BR Buffer fur je 190 pl Endvolumen fir die
beiden Standards und 198 pl pro Probe in QiliBefalRen angesetzt. In den beiden Stand@efale

wurde je 10 pl eines Standards und pro Prolegefald je 2 ul der entsprechende eluierten RRtabe
hinzugegeben. Die Gefalle wurden grindlich gevortext und fir etwa zwei Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Das QuBbft4 Photometers wurde nach Herstellagaben mit Hilfe der
Standards equilibriert und anschliel3end die Proben gemessen, um die Menge an eluierter RNA zu
bestimmen.

AnschlieRend wurde eine Integritditsmessung der eluierten RNA durchgefihrt, um zu Uberprifen, dass
keine bzw. kaum Degradierung d@NA wahrend der Aufreinigung stattfand. Dafiir wurde Qabit

RNA Integritdtsund Qualitatstestkitvon Invitrogen nach Herstellerangaben verwendet. Dieses Kit
beruht auf der Verwendung zweier Fluoreszenzfarbstoffe mit unterschiedlichem Emissionsspektrum,
wobei einer davon selektiv an intakte RNA und der andere an degradierte RNA bindet. Durch die
Kombination der beiden Emissionssignale mit Hilfe eines bestimmten Algorithmus erhalt man einen
Wert zwischen % 10, der das Verhdltnis zwischen degradierted umtakter RNA beschreibt. Wobei
,10“ fir eine vollstandig intakte RNA sitM&@ht. FUr
Arbeitslosung aus einer 1:20krdinnung des Qubif RNA 1Q Reagenz in QUMIRNA 1Q Puffer fur

je 190 ul Endvolumen fidie drei Standards und 198 pl pro ProbeQunbit™ GefaBen angesetzt. Zu

den drei Standardgsefalen wurde je 10 ul des entsprechenden Standards und pro RfebiEfR je 2

ul der entsprechende eluierten RNZXobe hinzugegeben. Die Gefalie wurden griindlicbhgext und

fur etwa zwei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Das QUb# Photometers wurde nach
Herstellerangaben mit Hilfe der Standards equilibriert und anschlieRend die Proben gemessen, um die
Integritat an eluierter RNA zu bestimmen. Wenn der Intégswert einer eluierten RNARrobe unter

»8 “gelegen hatte, ware diese Probe verworfen worden und eine neue-ARN&inigung aus der
Hautprobe ware durchgefiihrt worden.

Nach der Quantitatsund Integritditsmessung wurden je 20 ul jeder RRAbe extra atjuotiert und
alle Proben wurden bei80 °C gelagert. 20 ul jeder Probe wundanschlieRend zu Novogene
(Cambridge, Vereinigtes Konigreich) zur mi8¢4uenzierung mit 20 Millionen Reads pro Probe
versendet.
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3.3.5 Analyse Dateien sequenzieBgrzeH bzw. totaler mMRNA

Die Analyse deiDateien der totalen mRNA aus lasionaler Haut bzw. dédionaler Haut, generiert

von Novogene wurdenvon Dr. Katja Bieber undr. Artem Vorobjevmit Hilfe von Salmon (Version
1.10.0) quantifiziert und zum Mausgenom mml10 hftps://www.ncbi.nlm.nih.gov/data -
hub/genome/GCA_000001635.9/, 01.03.2023) als Referenz ausgerichtet und verglichen. Dies ergab fiir
jede Probe eine Dai mit Auflistung jedes auftretenden Transkripts, dessen Lange und seiner
Haufigkeit in Bezug auf Transkripte pro Millionen und der geschatzten Anzahl an Lesevorgangen.
Nachfolgende Analysen erfolgten mittels R Studio fur Windows (Version 2023332).0Die
quantifizierten sequenzierten mRNAaten wurden durch Anwendung des R Pakets DESeq2 (Version
3.16) auf unterschiedlich exprimierte Gem#fterential Expressed Gen&EGs) mit einem G@ff des
bereinigten pWerts < 0,01 unédl >log2fold chang€FC) 1 untersucht. Mit Hilfe der R Pakete ggplot2
(Version 3.4.0) wurden die Ergebnisse bildlich dargestellt. Um festzustellen, ob die DEGs mit einem

bestimmten biologischen Prozess oder einer molekularen Funktion verbunden sind, wurde
WebGestalt \WEBbased @®ne SeT Analysis ToolKitttps://www.webgestalt.org/ 01.03.2023)
verwendet.DerCA & KS NI & S E | wiidle zarBérechndng def¥efte heraBgerbgen

3.36 Statistik

GraphPadPrisnsoftware (Version 9.4.1wurde fur die statistischen Auswertungen verwendet. Die
jeweiligenverwendeten statistischen Tests, sowie &ehlewahrscheinlichkeit (p) und der zugehdérige
Stichprobenumfang (n3ind bei den zugehdrigen AbbildungemgegebenGewonnene Dnsatze
wurdenzunachst auf Ausr ei Be 0,05mindauf brmalkeleilung niitels t ( mi f
ShapireWilk-Test geprift. Bestatigte signifikante Ausreil3er wurden aus der weiteren Analyse
ausgeschlosseiei einer Normalverteilung der Daten erftdglie anschlieBende statistische Analyse

von metrischen Datensatzen mittelsTests bzw. Onway-ANOVA flr zwei bzw. mehrere Gruppen.
Datenséatze, welche als zusatzliche Einflussgrof3e die Zeit innehatten, wurden mittelaPADNOVA

auf Signifikanz getest. Als PostHoc Analyse wurde bei Vergleich mehrere Gruppen der Hbimd a4 k ' s
multiple comparisonoder beim Vergleich zu einer Kontrollgruppe der KrusKallisTest verwendet.

Die statistische Auswertung ordinaler, nigiarametrischer Datensatze erfotgtiiber einen Mann
Whitney-Test. Alle Daten wurden als Mittelwerte und mit Standahterg (MW+ SEM standard error

of the mear) dieses dargestellt. Ein\fyert < 0,05 wurde als statistisch signifikant angenommen mit

fur p: *<0,05,p: ** <0,01, p: ***<0,002 und p: ***<0,001.
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4 Ergebnisse

4.1 Der Anteil an Tregs steigt in lasionaler HauAkiEBAMausmodell

Es konnteschon in unterschiedlichen Autoimmunerkrankungen gezeigt werdiass Tregs auf Grund
einer reduzierten Anzahl oder eines Funktionsverlusteen Verlauf einerErkrankung negativ
beeinflussenkdnnen [78-81]. In Bezug auf PDs dindie Daten (ber Tregs zum Te¢ddoch
widersprichlich und vornehmlich deskriptiv(164,194-197] Um die Rolle der Tregs in der
Effektorphase der EBA besser zu verstehen, wdedeerzunachst untersucht, wie sich der Anteil der
Tregs in dem hier verwendetekk-EBAMausmodellallgemein verhalt

4.1.1 Der Antedn Tregs ist inRkEBAMausmodell unverandent lymphatischen Organen,
weist jedoch einen Anstieg in lasionaler Haut auf

Zuréchst wurde der Anteil der Tregs, gemessen an der totalen CD4+ Zellpoputedikii BAMausen

in verschiedenen lymphatischen Organen und der Haut tber dienste¢giner mit NR IgG behandelten
Kontrollgruppe verglichen. Dafiir wurden an Tag Null (Induktier EBA), Vier und Zwdlf von jeweils
drei bis vier Mausen pro Gruppe mittels Durchflusszytometrie die -Pogmlatioren
(CD3+CD4+CD25+FoxP3+) von MilesenterialenLymphknoten (L#/), Blut und Haut erfasst
(Abbildung 9)In der Milz blieb der Anteil afiregs an CD4+ Zellen in beiden Gruppen Uber die Zeit
mehr oder weniger konstant und vergleichbar miteinandeit 7,15 %=+ 2,36 an Tag Null zu
6,40%= 0,45 fur NR IgG bzw. 5,05#92,95 furAk-EBAan Tag ZwolfAbbildung 9A). In Bezug auf-LK

M waren beide Gruppehinsichtlich der Verteilung der Tregeder Uber die untersuchte Zeit kaum zu
unterscheiden, hier verdoppelte sich jedoch der Anteil der Tregsby@h %+ 0,64 zu Beginn auf
8,79%= 2,47 (NR IgG) bzw0,76 % 2,65 AkEBA an Tag Zwolf in beiden Gruppen (Abbildung 9B).
Im Blut wiesen die Positiund Kontrollgruppe ebenfalls keinen Unterschied zueinandef@a® %t
1,01anTag Null und 2,15 %1,01 NR IgG bzw. 1,88t%,16Ak-EBAanTag Zwolf)die Werte zwischen
den Mausen unterlagen jedoch eingrol3en Standardabweichung an den verschiedenen Zeitpunkten
(Abbildung 9C). Fir die Haut wurde, wenn vorhanden, lasionale Haut fir die Durchflusszytometrie
verwendet. Das war fur die Positivgruppe arg Tawolf der Fall. Hier zeigte sich dann ebenfalls ein
Trend (p = 0,057IMannWhitney-Tes) in Bezug auf den Tregnteil zwischen den Gruppen, mit 12,7
%+ 4,3in derAkEBAGruppe und 3,4 %0,6in der NRIgG KontrollgruppeAn Tag Nul{5,15 %t 2,33)

und Vier(1,08 % 1,29 NR IgG bzw. 0,811%%,40Ak-EBAwaren die Werte beider Gruppen zueinander
nahezu identisch und vergleichbar mit dem Wert von der Kontrollgruppe an Tag Zwolf (Abbildung 9D)
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Abb. 9: Anteilder Tregs an CD4+ Zellen in verschiedenen OrganekiEBAMausmodell im Vergleich au
Kontrollgruppe Uber die ZeitDargestellt sind & mittels Durchflusszytometrie erfassteAnteile an Tregs
(C25+FoxP3+) an CD4+ Zellahin der Milz,(B)im mesenteriaén Lymphknoten (L#), (C)im Blut und(D)der

Hautin den Gruppen deAk-EBA und der Kontrollgruppe (NR 1gG) an den Tagen Null, Vier und Zwolf. Datensétze
zeigen den MV + SEM mit n =-3&. Lediglich an Tag Zwolf konnte ein Trend mit einem Anstieg am Astellregs

in der Haut in der Positivgruppe gegentber der Kontrollgruppe festgestellt werden (p = 0,057 E\ihéney-

Test). AkEBA: Antikdrpertransfenduzierte Epidermolysis bullosa acquisithlR 1gG:Normal Rabbit 1gG
(Normales Kaninchen IgG)

4.1.2 Der Anteil an Tregs ist signifikant héher in lasionaler Haut als #ésichaler Hauin
Méausen deAkEBA

Als nachstes wurde untersucht, slzhder Anteil an Tregs in der Haut in Mausen AkiEBANnerhalb
einer Maus zwischen lasionaler Hauiunichtbetroffener Haut (nichdasionale Haut) unterscheidet.
Hierfir wurden immunhistochemische Farbungen von Tregs von in Paraifigebetteten
Hautschnitten von achiis zwdlf unterschiedliche MauseisgewertetEs zeigte sich, dass in lasionaler
Haut (2,35+ 0,22)signifikant mehr Tregs (0,001; ManAWhitney-Test) zu finden sind als in nicht
lasionaler Haut(0,71 = 0,08) (Abbildung 10A). Insbesondere in der oberen Dermis unatikrder
Spaltbildung konnte eine erhéhte Ansammlung an Tregs detékienden, die in nichtasionaler Haut

in der oberen Dermis ansonsten nicht zu finden war (Abbildung 10B).
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Abb. 10: Anteil an Tregsn lasionaler Haut im Vergleich zur nichédsionaler Hautm Ak-EBAMausmodell (A)
Dargestellt istder mittlere histologische Indexwelcher den Anteil an Tregs (FoxP3-+Hmmunhistochemisch
gefarbten Paraffireingebetteten Schnitten von lasionaler bzw. nitdgionaler Haut abbildet. Datensatze zeigen
den MW £ SEM mit n =82 und einem signifikanten Unterschiedrvp < 0,001 (ManAWhitney-Test).(B)
Repréasentative mikroskopische Bilder mit einer zusatzlichen VergréRerung der positiven Tregs¢hraairz
angefarbte Zellen) einer lasionalen (links) und niéistonalen Haut (Mitte), sowie einer Farbekontrolle
derselben lasionalen Haut mit dem passend IsotypAntikérper (rechts). MafRstab50 pm. Ak-EBA:
AntikorpertransferinduzierteEpidermolysis bullosa acquisitd**: p <0,001
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4.2 DieGabe vomiedrigdosierteniL-2 hat keinen Einfluss auf di@thogenese der
EBA imAkinduziertem Mausmodell

Unabhéangig von der urspringlichen Anzahl an Treksnnte schon in mehreren
Autoimmunerkrankungen, wie audh allergischen Erkrankungen und GVHPBzeigt weden, dass
eine Therapie mit niedrig dosiertem-2Lbzw. einemlL-2-Antikbrperkomplexvorhandene Treg
Populationen stimuliene und proliferieren &ssenund somit einen positiven Einflussif den Verlauf
der Erkrankung Hazen [203,205] Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls versueint
zunéachst praventives Behandlungsschema mit niedrig dosiert@inlter Formvon Proleukin S oder
einen IL2-Antikdrperkomplexin zwei unterschielichen Konzentrationen ilk-EBAMausmodellals
eine Therapiemoglichkeizu etablieren.Neben dem klinischen Verlauf der EBA und dem Anteil an
Tregsin Haut und lymphatischen Organamurde der Grad der EntziindundasVorhandensein von
inflammatorischen Irmunzellen, sowie der Anteil an zirkulierenden Autoantikdrpern und prad
anti-inflammatorischen Zytokinehestimmt

4.2.1 Die paventive Behandlung mit-Blanti-I.-2 mAKk oder niedrig dosiertemaLbewirkt

keine klinische Verbesserung der EBAkEBAMausmodell

Eine Mdglichkeit, die Anzahl polyklonaler Tregs zu expandieren, ist die Gabe von niedrigdosiertem IL
2 oder [E2-Antikdrperkomplexen [94,203,204] Um die Auswirkung der Gabe der zwei
Konzentrationen an {R-Antikdrperkomplexen(l pug I1k2 / 5 pg antill-2 mAk und 1,5 pg 42/ 50 ug
anti-IL-2 mAk)bzw. dem niedrig dosiertem -2 (25.000 1U Proleukin $n AkEBAMausmodell zu
bewerten, wurde zunéchst der klinischerlauf untersucht.

Dafiir wurdezum einerder Anteil an betroffener Kérperoberflache an den vier Bewertungstgepsr
Therapiegruppeerfasstund mit den Werten einer gleichzeitanalysiertenunbehandéten Gruppe

(PBS) verglichedede Gruppe bestand dabei aus sieben bis neun Mausen. Insgesamt stieg in allen
Gruppen der prozentuale Anteil an betroffener Korperoberflaiche tber die betrachtete Zeit an.
Wahrend aber bis Tag Achtalle vier Gruppen von ihremAnteil an mit EBA Dbetroffener
Kdrperoberflache vergleichbar waren, wiesen an Tag Zwolf die beiden Therapiegfupgé® p anti

IL-2 mAk und 5 pg 2 / 50 pg antill-2 mAK einen signifikantehdheren Wert(5,68 %+2,47 mit

p <0,01 und6,21 %z 0,92 mitp <0,001) im Vergleich zur Kontrollgruppef (4,12 %t 1,24) Die

Mause aus der Therapiegruppe mit Gabe des 25.000 IU Proleukin S zeigten an Telgedfalfeine
geringfugig héhere prozentuale betroffene Korperoberflache(duf5 %t 2,07)(Abbildung 1).
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Abb. 11: Die paventive Behandlung mit H2/anti-IL-2 mAk oder niedrig dosiertem {2 bewirkt keine
Verminderung der betroffenen Korperoberflachen Ak-EBAMausmodell. (A)Reprasentative Bilder je einer

Maus aus den drei unterschiedlich@herapiegruppen (1 pg-2/ 5 pg antill-2 mAKk;1,5 ug k2 / 50 pg antiL-

2 mAk und 25.000 IU Proleukin S) und der Positivgruppe (PBS) an Tag Zwolf (Endtag des Veashiches)
erstmaliger Injektion des mCOt%?"IgGs (B) Darstellungdes Verlaufs der diroffenen Korperoberflache in
Prozent Uber die ZeiDie Mause aus der Positivgruppe wiesen den niedrigsten klinischen Wert auf, gefolgt von
einem nur geringfugig hoheren Wert der Mause aus der 25.000 IU Proleukin S Gvliiyse aus den Gruppen,
welche de IL:2 / anti-ILl-2 mAK bekamen, zeigten einen signifikanten Anstieg an betroffener Kérperoberflache im
Vergleich zur Positivgruppe an Tag Zwdlfraitfp < 0,0@ fur die Gruppe mit 1,5 pg42/ 50 pg antill-2 mAk

und p < 0,01 fir die Gruppe mit 1 pg2L 5 pg antill-2 mAk.Datensétze sind als MW SEM mit n =-B pro

Gruppe dargestelltStatistische Analyse erfolgte mittefsvoway ANOVA und- NRt | U &

Y difofiPodt)f S O2 Yl

Test. AkEBA: AntikodrpertransfeinduzierteEpidermolysis bullosa acquisitd: p <0,01; ***: p <0,002

Um den klinischen Phanotyp der EBA weiter zu charakterisieren und um die Auswirkung der

Therapidormenmit IL-2 auf diesen spezifischer zu bewerten, wurden von den Mausen H&E Farbungen

von deren Ohren ausgewertddiese Art @r Histopathologie ist eine der Goldstandards zum Nachweis
einer EBAL67]. Hier zeigte sich, dass alle vier Gruppen die charakteristische Verdickung der Epidermis
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aufwiesen mit einem &hnlichen Trendvie schon bei der betroffenen Korperoberflache: die
Positivgruppe wies im Mittel die geringste Verdickung @80+ 0,56) gefolgt von vergleichbaren
Werten der 25.000 1U Proleuki&27+ 0,63)und 1 pg /5 pg amtil-2 mAk(2,15+ 0,49)Gruppen. Der
Mittelwert der Gruppe mit dem hoher konzentrierten2LAntikdrperkomplex bildete auch hier wieder
den héchsten Wer(2,84 + 0,28)(Abbildung12A und B). Auch der Grad der Entzindung bzw. die
Infiltration von Immunzellenergab ein &hnliches Bild: eine étite Anzahl eingewandente
Immunzellen konnte bei jeder Gruppe beobachtet werden, aber die beiden Grupmdche mitlL-2
Antikorperkomplexe therapiert wurdenwiesen einen héheren Entzundungslex auf(2,57+0,17
bzw. 2,80 = 0,1Qlsdie Gruppen, wehe 25.000 IU Proleukin @,80+ 0,51)erhalten hatteund die
Positixkontrolle (1,97+ 0,51)(Abbildungl2A und C).

Ein weitererdiagnostische Goldstandafdr EBASst diedirekte ImmunofluoreszenZXB-Mikroskopie
einer peribsionalen HautbiopsieDabei werden fur einen positiven Befund der Erkrankung lineare
Ablagerungen von IgG, IgA und/oder C3 entlang der Basalmembran bzw. der deepidiermalen
Spalte mittels der DIF nachgewieqde08].

Um den Grad der Erkrankung an EBA zwischen den verschiedenen Therapiegruppen weiter zu
bestétigen und qualifiziere wurdenDIFFarbungen von C3 und des injizierten Kaninchen IgG (anti
mCOLY7°STIgG) an Schnitten von den gleichen Ohren, wie bei der-F#Eung durchgefiihrt, um
deren Ablagerung entlang der Basalmembran bzw. der deempidlermalen Spalte nachzuweisen
[208]. Bezlglich der C3 Ablagerumggab sich zwischen den vier betrachteten Gremp kein
signifikanter Unterschied. Dabei ergab sich fir die beiden Gruppen, welche mit d2n IL
Antikorperkomplexen behandelt wurden ein Fluoreszenzsignal fur CB,54it 0,39 bzw. 1,46 0,43

Einen niedrigerenWert mit gerade etwa der Haélfte von deromherigen Gruppe besall die
Positikontrolle mit einen deutlich schwacheren Fluoreszenzsignal, aber noch gut sichtbar
(0,87+0,26) Die Gruppe mit niedrig dosiertem-2Lhalbierte sich fast wieder im Vergleich zur
vorherigen Gruppe und zeig&inen Wert von unter 1 mit 0,46+ 0,21an, was heil3t, dasshier bei
einigen Mausen der Gruppe kaum C3 detektiert werden konnte (Abbild8ng 1

Die Ergebnisse der Auswertung der IgG Ablageenggbenwieder ein &hnliches Bilas ergab sich
kein signifikanter Unterscbd zwischen den Gruppeanit jeweils einem mittleren Fluoreszeizdex

fur 1gG vonl1,74 £+ 0,25 bzw. 1,36 = 0,31ir die beiden Gruppen, welche mit den-3aL

Antikorperkomplexen therapiert worden sind, u@gB1+ 0,28 fir Proleukin S bz@,51+ 0,16fur die

Kontrollgruppe(Abbildung #).
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Abb. 12: Entziindung und Dicke der Epidernmie AkEBAMausmodellwerden nach géaventiver Behandlung

mit IL-2/anti-IL-2 mAk oder niedrig dosiertem IR nicht beeinflusst (A)Reprasentative Bilder je einer Maus aus
den drei unterschiedlichen Therapiegruppen (1 48 II5 pg antill-2 mAk; 1,5 pg 2 / 50 pg antil-2 mAk und
25.000 IU Proleukin S) und der Positivgruppe (PBS) an Tag Zwolf (Endtag des Vemsgbhesjtmaligr
Injektion des mCOE?STIgGs Die Grenze zwischen Dermis und Epidermis wird durch gestrichelte Linie und
eingewanderte Immunzelleviolett gefarbte Zellenjlurchje flinf Pfeile dargestell{B) Epidermisdicke un¢C)

der Grad der Entziindurdgr vier betrachteten Gruppemit n = 79 pro Gruppe. Keine der drei Therapiegruppe
wies bei einem der beiden betrachteten Parameter einen signifikanten Unterschied zur Positivgruppe auf.
Datenséatze sind als MW SEM dargestellt.Mastab 100 um. AkEBA: Antikérpertransfeinduzierte
Epidermolysis bullosa acquisita
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Abb. 13: C3 Ablagerung entlang der Basalmembran wird nicht signifikant dueake praventive Behandlung

mit IL-2/anti-IL.-2 mAk oder niedrig dosiertem 2 im Ak-EBAMausmodell beeinflusst.(A) Reprasentative
mikroskopischeBilderder C3 Farbung einer Maus aus den drei unterschiedlichen Therapiegruppen (1-21g IL
/5 pg antill-2 mAk;1,5 ug IE2 / 50 pg antill-2 mAk und 25.000 1U Proleukin S) und der Positivgruppe (PBS) an
Tag Zwolf (Endtag des Versuchesyh erstmaliger Injektion des mCOETIgGs C3 Ablagerung wirdierin griin
dargestellt und ist entlang der Basalmembran (BjeBichtbar. Kernfarbung mittels DARier in blau (B)
Mittlerer Fluoreszenzndexvon C3der vier Gruppemit n = 79 pro Gruppe. Keine der drei Therapiegruppe
wies einen signifikanten Unterschied zur PositivgruppeRafensétze sind als MWSEM dargestellMal3stab

100 um.Ak-EBA: AntikdrpertransfenduzierteEpidermolysis bullosa acquisita

90



4.2 Die Gabe von niedrigdosiertera2lhat keinen Einfluss auf die Pathogenese der EBAim Ak
induziertem Mausrodell

A 1 pglIL-2 /5 pg antilL-2 mAk
PBS
B
37 g6 e 1pgIL-2/5 pg anti-IL-2mAk
é ..0 ¢ ® 15 pgll-2/50 pug anti-IL-2 mAk
L £ 249 [ £
o E o2 ® PY ® 25.000 IU Proleukin S
Q5 \
En -2 © d
S ¢ ° | ® PBS
o 14 T
3
[ ° ° ;
2 [
0 [ ] [ ]

Abb. 14: DIF von IgG zeigt keinen signifikanten Einfluss deiventiven Behandlung mit [E2/anti-IL-2 mAk

oder niedrig dosiertem 2 bezuglichder IgG Ablagerung entlang der BasalmembiemAk-EBAMausmodell.

(A) ReprasentativemikroskopischeBilder der IgG Farbunge einer Maus aus den drei unterschiedlichen
Therapiegruppen (1 ug-./ 5 pug antill-2 mAk; 1,5 ug 2 / 50 pug antil-2 mAkund 25.000 IU Proleukin S) und
der Positivgruppe (PBS) an Tag Zwolf (Endtag des Versnalsagdrstmaliger Injektion des mCOETIgGs IgG
Ablagerung wirdier in griindargestellt und ist entlang der Basalmembran (Pfeile) sichtbar. Kernfarbung mittels
DAPIhier in blau.(B) Mittlerer Fluoreszentndexvon IgGder vier Gruppemit n = 79 pro Gruppe. Keine der
drei Therapiegruppewies einen signifikanten Unterschied zur PositivgruppeR@atensatze sind als MWSEM
dargestellt Mal3stab 100 pm. Ak-EBA AntikdrpertransfesinduzierteEpidermolysis bullosa acquisi2iF: direkte
Immunfluoreszenz.
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4.2.2 Eine praventive Behandlung mit einer hohen Dosis-2fanti-IL-2 mAk bewirkt eine
langere Zirkulation des injiziertem Kaninchen IgGs im PteswsiEBAModells

Eine weitere Nachweismethode der EBA beinhaltet den Nachweis von zirkulierenden Autoantikérpern,
[167], im AkEBAMausmodell entsprechend dem injizierten Kaninchen Ig@n mdoglicken
Auswirkungen der angewendeten2LTherapie auf den Titer der injizierten Kaninchenantikdrper zu
erfassen, wurde iittels eines spezifischa ELISAglie Titer dieses IgGisn Plasma am Ende des
Versuches gemessen. Die Kaninchenantikorper stellen dabspdifischen Autoantikérper mCOL7
GSTIgG dar. Es stellte sich heraus, dagisnoch in der 1,5 pg42./ 50 pg antill-2 mAk Gruppe Ig@it
5,36ug/ml + 2,60nachgewiesen werdekonnte (p < 0,05) Bei allen anderen Gruppen konnte dieses

im Plasma nicht ehr detektiert werden (Abbildung 3).
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Abb. 15: Eine préaventive Behandlung mit einer hohen Dosis ar2fanti-IL-2 mAk bewirkt eine langere
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Zirkulation des injiziertem Kaninchen IgGs im Plasma de€BldModells. Titer des injiziertem Kaninchen 1gGs
derdrei unterschiedlichen Therapiegruppen (1 p@ L5 pg antlL-2 mAk; 1,5 pug 2 / 50 pg antiL-2 mAk und
25.000 1U Proleukin S) und der PositivgruppeSjitB Plasman pg/ml an Tag Zwoliach erstmaliger Injelon
des IgGsNur die Gruppe 1,5 pug-B./ 50 pg antill-2 mAk wies mit einem héheren Wert einen signifikanten
Unterschied (p < 0,05) zur Positivgruppe auf. Datensatze sind als $&W mit n =-B pro Gruppe dargestellt.
Statistische Analyse erfolgte r@ts KruskaWallisTest Ak-EBA: Antikorpertransfeinduzierte Epidermolysis
bullosa acquisita*: p <0,05

4.2.3 Die Konzentration an freiem2lLm Plasma wi nach einer gaventivaen Behandlung mit
einer hohen Dosis an2lanti-IL.-2 mAk imAkEBAMausmodelkignifikant erhéht

Zytokine sind wichtige Mediatoren, die Immumnd Entziindungsreaktionen (ber komplexe
Netzwerke steuern und regulieren und als Biomarker fir viele Krankheie@emnl Die Schwankungen

des Zytokinspiegels in verschiedenen biologischen Flussigkeiten wie Serum, Blut, Stuhl, Speichel und
Schweil3 liefern wertvolle Informationen Uber Diaghose, Stadium und Prognose verschiedener
Krankheiten darunter auchAutoimmunerkraakungen.Die genaue Quantifizierung von Zytokinen
liefert daherwertvolle Informationeniber denimmunstatuseines Patienteifi211]. Um den Effekt der
praventiven Gabe an niedrig dosiertem2lbzw. der zwei verwenden [L-2 Antikdrperkomplexe in
Ak-EBAMausmodell auf in Blut zirkulierende freie Zytokine zu erfassen, wurde miiffsBENDplé%

die Konzentrationen von insgesamt 16 verschiedene Zytokine im Plasma gemmsaeazinen die fir

Th1 charakteristischen Zytaold IFNy TNFa  ulla2d Ebenso die von Th2 produzierten Zytokiné,IL
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IL-5 und IE13 und das von Th9 freigesetztedL Th17 typische Zytokine, welche ebenfalls mitgemessen
wurden, waren H17A, IE17F und H22. Zusatzlich wurde nodfie Konzentratioran IL-10, welches
Tregs und T Follikularhelferzellen zugeordnet werden kammgd die Konzentrationen der
inflammatorischen Zytokine 413, Il-1a ,IL-6 und GMCSF im Plasma gemesd@i2,213] Als 16.
Analyt wurde CXClgewahlt welches eine bedeutende Rolle in der Rekrutierung von Neutrophilen in
das Gewebdesitzt[214].

Lediglich fur K2 wies die Gruppe mit 1,5 pug-2L/ anti-I.-2 mAK einen signifikanten Anstieg der
Konzentration des Zytokind21,53 pg/mk 45,71)im Plasma gegeniber der Kontrollgrup@e,66
pg/ml+ 20,01)auf(p < 0,05)Alleanderen Zytokinkonzentrationen in den drei Therapiegruppen waren
ahnlich zu denen in der Positivgrupfeabellel0).

Tab.10: Die Konzentration an freiem {2 im Plasma wird nach einer praventiven Behandlung mit einer hohen
Dosis an H2/anti-IL-2 mAk im Ak-EBAMausmodell signifikant erhéht Mittels Legendplex wurden von 16
Zytokinen deren Konzentration in pgftim Plasma der drei unterschiedlichen Therapiegruppen (129 & ug
anti-IL-2 mAKk; 1,5 pg 2 / 50 pg antil-2 mAk und 25.000 U Proleukin)d der Positivgruppe (PB&) Tag
Zwolf (Endtag des Versuchesich erstmaliger Injektion des mCOETIgGsgemessen. Die Gruppe 1,5 pelL

50 ug antill-2 mAk wies eine signifikante (p < 0,05) Erhéhung d&rdbnzentration im Plasma im Vergleich zu
der Positivgruppe (PBS) auf. Datensatze sind als:#M8M mit n =8 pro Gruppe dargestelliStatistische
Analyse erfolgte mittels Krusk&lVallisTest AKEBA: Antikorpertransfenduzierte Epidermolysis bullosa
acquisita*: p <0,05

Zytokin PBS 1 uq L2/ 15 ug L2/ Proleukin S (2%00
5 pganti-IL-2 mAk 50 pganti-IL-2 mAk IU)
IL-1B 1,42 £ 123 1,46 £ 139 2,16 + 351 1,23 +212
L4 0,79 + Q27 0,88 + Q70 0,77 £ Q34 0,33 + 026
IL-1a 483+ 274 340+ 131 344 + 167 3,49 + 238
IFNy 0,52 + Q24 0,64 + Q49 0,55 + Q34 0,52 + 051
TNFa 7,25 + 652 6,10 + 484 5,85 + 623 10,76 = 713
CXCL1 48,01 = 2900 8843 £ 7353 57,11 + 2976 36,49 + 1753
IL-10 451 + 297 6,34 + 248 18,43 + 2152 476 + 328
IL-13 197 £ Q91 2,38 + Q70 1,81 £ 042 2,62 + (083
IL17A 1,21 £ Q19 1,82 £ Q90 0,96 + Q35 1,66 + Q64
GM-CSF 0,59 + Q06 0,57 £ 021 0,83 £ 123 0,40 £ Q05
IL-5 5,35 + 255 3,66 + 195 4,29 + 187 4,68 + 306
IL-2 42,66 = 2001 3894 + 4339 121,53 + 4571 (*) 36,78 + 2220
IL-6 86,56 + 3111 174,22 + 10606 120,78 £ 5074 111,42 + 5057
IL-9 1323 +£1123 30,80 + 2533 10,20 + 839 14,00 + 1129
IL17F 0,57 + Q38 1,20 £ 104 0,51 + Q36 1,03 £ 046
IL-22 3,10 + 182 4,24 + 267 3,44 +102 7,76 = 709
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4.2 Die Gabe von nieddosiertem IE2 hat keinen Einfluss auf die Pathogenese der EBA4im Ak
induziertem Mausmodell

4.2.4 Der Anteil spezifischer Immunzellpopulationen steigt in der Milz nach iventven
Behandlung mit einer hohen Dosis a@/#nti-IL.-2 mAKk imAkEBAMausmodell

Die Gabe der {2-Antikkérperkomplexe bzw. des niedrig dosierten2 lhatte das Ziel, digolyklonalen
TregPopulationen zu proliferieren. Daher wundenittels Durchflusszytometri@regs, sowie auch
weiterer Immunzellen, in MilanesenterialerLymphknoten, Blut und lasionaler Haut erfasst. Es zeigte
sich, dass lediglich in der Milz die Gruppe mit 1,5 &y IR0 pg antiL-2 mAk mit einer Verdreifachung

des TregAnteils an CD4+ Zellemit 17,65 % 1,91mit einem signifikanten Anstieg an Tregs gegenuber
der Positivgruppevon 5,42 %t 0,67einherging(p <0,001) (Abbildung16A). Innerhalb der anderen
lymphatischen Organénicht gezeigt)als auchder l&asonalen Haut (Abbildung6D, links) zeigte sich

kein Unterschiedles TregAnteils an CD4+ Zellen der Therapiegruppen zu der Positivgruppe. In der
Milz konnte aber ebenfalls in dé€sruppe mit hoher H2-Antikérperkomplex Gabein signifikanter
Anstieg der Effektorzellen mit eine¥erdreifachungles Anteils an CD4+ Zelkeon 3,85 % 0,18 auf
10,80 % + 0,13 <0,001)(Abbildungl6B) und einer Verdopplung an CD11b+ Zetér29,33 % 1,70
(Abbildungl6C) gegentber der Positivgruppat 14,95 %t 2,37feggestellt (p < 0,01)werden Im
Gegensatz dazu zeigten die Mause der 25.000 IU Proleukin S Gruppe eine signifikante Erniedrigung des
Anteils an T Effektorzellen mit etwa nur noch zweidrittel des We2e86 %+ 0,22)gegeniber zur
Positivgruppdp < 0,01JAbbildungl6B). In der lasionalen Haut gab es, wie schon bei den Tregs, keinen
signifikanten Unterschied der weiteren untersuchten Zellpopulationen der Therapiegruppen zu der
PositivgruppgAbbildungl6D).
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Abb. 16: Der Anteilspezifischer Immunzellpopulationen steigt in der Milz nach einer praventiven Behandlung
mit einer hohen Dosis an {R/anti-I.-2 mAk im AKEBAMausmodell Darstellungder drei unterschiedlichen
Therapiegruppen (1 ug-./ 5 pug antill-2 mAk; 1,5 pg 2 / 50 pg antill-2 mAk und 25.000 IU Proleukin S) und
der Positivgruppe (PB@n Tag Zwolf (Endtag des Versuchesgh erstmaliger Injektion des mCOET IgGs
bezlglich des Anteils ai\) Tregs (CD25+FoxP3+) an CD4+ ZéBd Effektorzellen (CD25+FoxpP&n CD4+
Zellenund (C)CD11b+ Zellen an lebenden Zelierder Milz Die Gruppe 1,5 pg 2 / 50 pg antill-2 mAk wies

fur alle drei Zellpopulationen einen signifikanten Anstieg gegenuther Positivgruppe aufTregs und T
Effektorzellen: 0,001 und CD11b+ Zellen: p < 0,048use der 25.000 IU Proleukin S Gruppe zeigten im Mittel
einen signifikanten geringeren Anteil an T Effektorzellen zur Positivgruppe auf (p <(D)df)der I&sionalen
Haut konnten keine signifikanten Unterschiede datersuchten Zellpopulationen aus den drei Therapiegruppen
zur Positivgruppe festgestellt werdeDatensatze sind als MW SEM mit n = -B pro Gruppe dargestellt.
Statistische Analyse erfolgte mitteldolm~ NRt 1 Ua Ydzt A L} A<EBA:2Aftikipdittadsey ¢ S &
induzierteEpidermolysis bullosa acquisitd: p <0,01; ****: p <0,001
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4.2 Die Gabe von niedrigdosiertem2Ihat keiren Einfluss auf die Pathogenese der EBA im Ak
induziertem Mausmodell

4.2.5 Praventive Behandlung mit2anti-Il-2 mAk oder niedrig dosiertemdLhat keinen
Einfluss auf die Anzatiér Zellerverschiedener Immunzellpopulationendisidnaler Haut im
Ak-EBAMausmodell

Die Effektorphase der EBA ist gekennzeichnet durch eine hohe Infiltrationsrate von inflammatorischen
Zellenin die lasionale Hautvie Neutrophile, T Effektorzellen, als auch Monozyten bzw. Makrophagen
[159]. Um festzustellen, ob eine praventive Gabe an niedrigdosiertem-2ILbzw. [E2-
Antikorperkomplexen in der Effektorphase der-BRA in lasionaler Haut einen direkten oder auch
indirekten Effekt auf Tregs, als auch weiteren Immunzellen, bewirkt, wurden verschiedene
immunfluoreszenzbzw. hstochemische Farbungen angefertigt. Zum einen wurde die Proliferation der
Zellen, als auch die GrofRe der Makrophageéteutrophilen, T ZeH und TregPopulationen in der
lasionalen Haut zwischen den drei Therapiegruppen und der Kontrollgruppvergleich zu einer
gesunden Haut miteinander verglichdrir eine verbesserte Vergleichbarkeit der einzelnen Proben
wurden nur Lasionen mit einer aktiven Entzindinegvertet.

Zur Erfassung des Proliferationsgrades der Zellen in lasionaler Haut veudleuker Ki67 betrachtet.
Ki67 gilt als einer der zuverlassigsten Marker fur proliferierenden Zellen und kann wéhrend des
gesamten Zellzyklus bis auf in der Ruhephasen&hgewiesen werderi215]. In allen drei
Behandlungsgruppen und der Pogitiuppe konnten vermehrt positiv gefarbte-&r Zellen in der
Dermis lasionale Haut in Vergleich zu nicliéisionalen Hautbereichen derselben Tiere gefunden
werden. Die K67 positiven Zellen fanden sich dabei bevorzagBiereich der Spaltbildung oder um
Haarfollikelzentriert (Abbildungl7A). Der Unterschied zwischen niclitsionaler Haut und lasionaler
Haut in Bezug der #6i7 Expression wurde auch durch den signifikanten Anstieg e@r-pasitiven
Zellen in lasionaler Haut der Poskiintrolle (1,96+ 028)im Vergleich zu den nicliéisionalen Hauten
aller vier Gruppen deutlic{®,17+ 0,17 mitp < 0,01)Gleichzeitig zeigtiedochdie Auswertung derfiir
K67 gefarbtenprozentualen Anteil&einen signifikanten Unterschiatkr dreiBehandlungsgruppen
(1,60+0,37: 1,72 £ 0,23 und 2,40 £ 0,38) der lasionalen Haut der Positbntrolle (Abbildungl7B).
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Abb.17: Praventive Behandlung mit {&/anti-IL-2 mAk oder niedrig dosiertem IR bewirkt keinen Unterschied
beziglich der kb7 Expession in lasionaler Haut. (AReprasentative mikroskopischeufnahmender Ki67
Farbung inasionaler Haut je einer Maus aus den drei unterschiedlichen Therapiegruppen (2 1§ g anti
IL-2 mAk; 1,5 pg 2 / 50 pg antill-2 mAKk und 25.000 IU Proleukin S), der Pdsitinrolle (PBSund einer nicht
lasionalen Haut an Tag ZwdndtagdesVersucheshach erstmaliger Injektion des mCOETTIgGs Zusatzlich
eine reprasentative Aufnahme einer mit einem Isotypantikdrpegefarbten Kontrolle zum Ausschluss einer
falschpositiven FarbungKi67 positive Zellen werdeim Rot dargestelltund Kernfarbung mittels DAR Bau.
Grenze der Dermis zu der Epidermis bzw. Bildung der DdtpidermalerSpalte wird durch die gestrichelte
weile Linie dargestellt{B) Mittlerer Fluoreszenindex von Ki67 der gesamtenlasionaler Haut und nicht
lasionale Haut (n =4-9). Der Datensatz der nichasionalen Haut beinhaltet je einen Wert von einer nicht
lasionalen Haut aus einer der vier betrachteten Gruppen (dargestellt durch gleiche Farbschattierung in Grau).
Keine der drei Therapiegruppen wies einen diganten Unterschied zur Posikgntrolle auf. Werte der
Positikontrollewurden mit Wertender nichtlasionalen Haut mittels ManiWhitney-Test verglichen und zeigten
einen signifikanten Anstieg mit 0,01. Datensatze sind als MW + SEM dargestellt. MafRst100 pm
**: p<0,01.
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4.2 Die Gabe von niedrigdosiertera2lhat keinen Einfluss auf die Patleogse der EBA im Ak
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Eineder Immunzelpopulation, die auf einen moéglichen Effekt der-B. Behandlungauf derselben
mittels einer Immunfluoreszenzfarbung betrachtet wurde, waren Makrophagemibt Hinweise, dass
auch Makrophagen mit an der Blasenbildung der EBA beteiligt sein kdnnen, da diese Zellen ebenso in
der Lage sind grofRere Mengen an ROS nach Stimulation duzgoen und zumindesx vivoin der

Lage sind eine Spaltbildung in menschlicher Haut zu induz{@@$166] Fur die Erfassung der
Makrophagen in der Haut wurde das Glykoprotein F4/80 verwendet. F4/8@&gdhwenn eventuell
weitere Zellen diesen Marker exprimierenimmer noch als einer der spezifischsten
Zelloberflachenmarker fur murine Makrophag@16,217] Erwird in hohem Malf3e und konstitutiv auf
den meisten residenten Gewebemakrophagen exprimiert, einschlieRlich der Langerbigarsin der
Haut [218]. In den betrachteten Gruppen zeigte sich bezlglich der Makrophagen in allen drei
Behandlungsgruppenna der Positikontrolle vermehrt positiv gefarbt F4/80 Zellen in der lasionalen
Haut in Vergleichzu den nicht-lasionalen Hautbereicherderselben Tiere.Die detektierten
Makrophagen in der lasionalen Haut befanden sich dabei in hoher Anzahl bevorzugteich Rier
unteren Dermis und zogen sich hoch in die obere Dermis bis unter die verdickte Epidermis. Im Vergleich
dazu wies die nicH&sionale Haut nur vereinzelt Makrophagen verteilt innerhalb der Dermis aus
(Abbildung18A). Der Unterschied zwischen nieldtsionaler Haut und lasionaler Haut in Bezug de
Anteils an positiv gefarbteiakrophagenwurde auch durch den signifikanten Anstieg de¥/80
positiven Zellen in lasionaler Haut der Pog&introlle (3,46 £ 0,19)im Vergleich zu den nicht
lasionalen Hawn aller vier Gruppen deutlickl,00+ 0,24 mitp < 0,01) Auch hierzeigtejedochdie
Auswertung der fliF4/80 gefarbten prozentualen Anteils keinen signifikanten Unterschied der drei
Behandlungsgruppen(3,20+0,25; 2,97 + 0,33 und 3,46 * 0,33y der I|&ionalen Haut der
Positikontrolle (Abbildungl8B).

Die Haupteffektorzellen der Effektorphase der EBA sind die Neutrophilen, welche nach Bindung und
Aktivierungdie EBAypischen entzindlichen Gewebsschaden durch Freisetzung ihrer Mediatoren
bewirken[161,162] Daher wurde als ndchstes in der lasionalen Haut der verschiedenen Gruppen die
Neutrophilen betrachtetDiese wurderanhand ihres exklusiv exprimierten Markers Ly@&htifiziert
[219,220] Hier zeigte sich, dags der nichtlasionale Hauhur wenigLy6Gpositive Zellen detektiert
werden konnten (0,0& 0,08). Higegen wies die lasionale Haut der Positivkontrolle vermehrt positiv
gefarbte Zellen innerhalb der gesamten Dermis auf (2,8(8B4) mit einem signifikanten Unterschied

(p < 0,01) zu der nicHésionalen HautHingegenergab sich zwischen der lasionalenuHaler
Positivkontrolle und den lasionalen Hauten der Therapiegruppeeksignifikanten Unterschie@
hinsichtlich des Vorkommens der Neutrophiiender Haut(2,67+ 0,42; 1,83 + 0,33 und 2,73 £ 0,54)
(Abbildungl9).
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Abb. 18 Die MakrophagerPopulation in lasionaler Haut bleibtvergleichbar zur Positivkontrolle nach
praventiver Behandlung mit [E2/anti-IL-2 mAk oder niedrig dosiertem {2 im Ak-EBAMausmodell (A)
Repréasentative mikroskopisciaifnanmender mittels F4/80 gefarbten Makrophagen in lasionaler Haut je einer
Maus aus den drei unterschiedlichen Therapiegruppen (1{d B pg antill-2 mAk; 1,5 pug 2 / 50 pg antiL-

2 mAk und 25.000 IU Proleukin S), der Pdsititrolle (PBS) und einer rit-lasionalen Haut an Tag Zwdlf (Endtag
des Versuches)ach erstmaliger Injektion des mCOET IgGs Zusatzlich emreprasentativeAufnahmeeiner

mit einem Isotypantikérpegefarbten Kontrolle zum Ausschluss einer falpobitiven Farbung. F4/80 posiév
Zellen werdenRot und Kernfarbung mittels DAMIlau dargestelltGrenze der Dermis zu der Epidermis bzw.
Bildung der DermdEpidermalerSpalte wird durch die gestrichelte weiRe Linie dargestéB) Mittlerer
Fluoreszenindex von F4/80 in lasionaler ttaund nichtlasionaler Haun = 49). Datensatz der nicH&isionalen
Haut beinhaltet je einen Wert von einer nicliisionalen Haut aus einer der vier betrachteten Gruppen
(dargestellt durch gleiche Farbschattierung in Grau). Keine der drei Therapiegrupge einen signifikanten
Unterschied zur Positkontrolle auf. Werte der Positkontrolle wurden mit Werten der nichtdsionalen Haut
mittels MannWhitney-Test verglichen und zeigten einen signifikanten Anstieg mit p < 0,01. Datesgi#dzals
MW + SEMdargestellt. MaRstab: 100 umk-EBA: AntikdrpertransfenduzierteEpidermolysis bullosa acquisita
** p <0,01
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Abb. 19: Praventive Behandlung mit {2/anti-IL-2 mAk oder niedrig dosiertem iR hat keine Auswirkungen

auf dieNeutrophilen-Population in lasionaler Hauin Ak-EBAMausmodell (A)Représentative mikroskopische
Aufnahmen der mittels Ly6G gefarbten Neutrophilem ilasionaler Haut je einer Maus aus den drei
unterschiedlichen Therapiegruppen (1 pueRIL5 pg antill-2 mAK; 1,5 ug 2 / 50 pg antill-2 mAk und 25.000

IU Proleukin S), der Poskontrolle (PBS) und einer nicéisionalen Haut an Tag Zwoélf (Endtag dersuches)
nach erstmaliger Injektion des mCOET IgGs Zusatzlich eim reprasentative Aufnahme einer mit einem
Isotypantikdrpergefarbten Kontrolle zum Ausschluss einer falpobitiven Farbung. Ly6G positive Zellen
werdenRot undKernfarbung mittelAPBlau dargestelliGrenze der Dermis zu der Epidermis bzw. Bildung der
DermatEpidermalerSpalte wird durch die gestrichelte weil3e Linie dargest@}Mittlerer Fluoreszentndex

von Ly6G in lasionaler Haut und ni¢asionaler Hau{n = 49). Datensatz der nichiésionalen Haut beinhaltet je
einen Wert von einer nichtisionalen Haut aus einer der vier betrachteten Gruppen (dargestellt durch gleiche
Farbschattierung in Grau). Keine der drei Therapiegruppen wies einen signifikanten Untersaghied z
Positikontrolle auf. Werte der Positkontrolle wurden mit Werten der nichtdsionalen Haut mittels Mann
Whitney-Test verglichen und zeigten einen signifikanten Anstieg mit p < 0,01. Datensétze sind alSEM/
dargestellt. Mafstab: 100 pumAk-EBA: Atikdrpertransferinduzierte Epidermolysis bullosa acquisita

**: p<0,01
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4.2 Die Gabe von niedrigdosiertera2lhat keinen Einfluss auf die Pathogenese der EBAim Ak
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Eine der Zellarten, die direkrutierung der Neutrophile in den Entziindungsbereich férdern, und daher
ebenfalls eine wichtige Rolle in der EBA spielen, sind T Zellen. Insbesdmgefedellen konnte diese
Funktion nachgewiesen werddh63]. Eine direkte Beteiligung an Th Zellen konnte zwar noch nicht
nachgewiesen werden[164]. Dennoch scheinen sie eine entscheidende Rolle bei der
Antikoérperproduktion und Aufrechterhaltung der Autoimmunreaktion in bulldsen autoimmunen
Dermatosen zu haberj165,192] Daher wurde B rAchstes allgemein T Zellen in den drei
Behandlungsgruppen im Vergleich zu der Positivgruppe betrachtet.dentifikation der T Zellen
wurde der charakteristisch2elloberflachenmarke€D3 verwendef221].

Da Epidermis und Dermis unterschiedlich2ellpopulationen beherbergen, wurde zum Erfassen der

T Zellpopulation einmal die Epidermis und Dermis zusammen (Abbil@B)guad jeweils einmal nur

die Dermis (Abbildung(Z) und Epidermis (Abbildun@) betrachtet: so befinden in der Epidermis
dendritische epidermalel Zellen (DETZ), wie auch C@Bwebebewohnende T Gedéachtniszellen
(CD8+ tissue resident memory cellf8+ TRMellen)und in der Dermiy & Zellen und ebenfalls T
Gedachtniszellen, sowie eingewanderte CD4+ T Z¢H@R]. Betrachtung der mikroskopischen
Aufnahmen zeigten in den drei Behandlungsgruppen jeweils nur eine geringe Anzahl an CD3 positiven
Zellen innerhalb der Dermis. Die geringste Anzahl wies dabei die Gmipfiqug 12 / 5 pg antilL-2

mAk auf, gefolgt von der Gruppe mit 1,5 pg?IL50 pg antill-2 mAk und etwas mehr in der Gruppe

mit 25.000 U Proleukin ®ie Positikontrolle zeigte in der Dermis eine dhnliche Anzahl an T Zellen,
wie die Proleukin S Gppe, wies aber im Gegensatz zu den drei Behandlungsgruppen ebenso vermehrt
CD3 positive Zellen innerhalb der Epidermis auf. T Zellen in der Epidermis, wie auch innerhalb der
Dermis, konnten ebenso in niclidsionaler Haut vermehrt detektiert werden (Abhilty 2A).
Epidermis und Dermis zusammen ergaben keinen signifikanten Unterschied der drei
Behandlungsgruppe(0,67+ 0,24; 1,33 £ 0,42 und 1,93 + 0,&8) der Positikontrolle (2,13+ 0,29)
hinsichtlich der T Zellanzahl. Ebenso gab es keinen signifikentenschied zwischen l&asionaler Haut
derPositivkontrolleund nichtlasionaler Haug3,00+ 0,47) Nichtldsionale Haut wies dabei die héchste
Anzahl an T Zellen auf (Abbildun@B2. Ein &hnliches Bild ergab sich, als nur die Dermis unter
Ausschluss der Efermis betrachtet wurde: die Datensatze waren alle &hnlich verteilt, nur zeigte hier
die nichtlasionale Haut eine etwas verringerte Anzahl an T Zall#i(2,23+ 0,73) lag aberim Mittel

immer noch auf eineahnlichen Stufe wie die lasionale Haut desivgruppe(1,75+0,30)(Abbildung

20C). Lediglich die ausschlieRliche Betrachtung der Epidermis ergab signifikante Unterschiede
zwischen den Gruppen: innerhalb der drei Behandlungsgruppen wies die Gruppe mit-2 j§ |lig
anti-IL-2 mAk gakeine T Zellen innerhalb der Epidermis auf und die beiden anderen Therapiegruppen
nur ein paar vereinzelte Zellg0,20+ 0,13) Da in dePositivkontrolle wie schon oben beschrieben,
vermehrt T Zellen in der Epidermis detektiert werden komn{g, 84+ 044), wurde dies anhandines
signifikanten Unterschiedes zwischen &asitivkontrolleund der 1 pg H2 / 5 pg antill-2 mAk Gruppe
sichtbar (p < 0,05). Gleichzeitig konnte in nil&gionaler Hau¢3,78+ 0,11)ebenso signifikant mehr T
Zellen innerhallaler Epidermis im Vergleich zur lasionalen Haut der Phksitivolle gefunden werden

(p < 0,05) (AbbildungdD).
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Abb. 20: In der Epidermis lasionaler Haut befinden sich signifikant weniger CD3+ T Zellen mégkmniver
Behandlung mit I£2/anti-IL-2 mAk ocer niedrig dosiertem I£2 als in einer Positivkontrolle(A) Reprasentative
mikroskopischeAufnahmender CD3 T Zellen in I&sionaler Haut je einer Maus aus den drei unterschiedlichen
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Therapiegruppen (1 ug-2./ 5 ug antill-2 mAKk; 1,5 ug 2 / 50 pg antill-2 mAk und 25.000 IU Proleukin S), der
Positikontrolle (PBS) und einer nicléisionalen Haut an Tag Zwolf (Endtag des Versucies) erstmaliger
Injektion des mCOEPSTIgGs Zusatzlich eim reprasentative Aufnahme einer mit einem Isotypantikorper
gefarbten Kontrolle zum Ausschluss einer falpokitiven Farbung. CBZellen werderRot undKernfarbung
mittels DAPIn Blau dargestellBeispiele positiv geférbte Zellen innerhalb der Dermis sind nochmals vergrofert
in einer Ecke des Bildes umasitive Zellen in der Epidermis mittels Pfeile besser sichtbar gemacht worden.
Grenze der Dermis zu der Epidermis bzw. Bildung der DdEpidermalerSpalte wird durch die gestrichelte
weilRe Linie dargestell{B-D) Mittlerer Fuoreszenandex von CD3 in lasionaler Haut umdht-lasionaler Haut

(n= 39) in einmal (B) Epidermis und Dermis zusamme(C) Dermis und(D) Epidermiseinzeln betrachtet.
Datensitzeder nichtldsionalen Haut beinhalteje einen Wert von einer nicHisicnalen Haut aus einer der vier
betrachteten Gruppen (dargestellt durch gleiche Farbschattierung in Grau). Lediglich die ausschlieRliche
Betrachtung der Epidermis ergab einen signifikanten Unterschied der 22u49lug antill-2 mAk Gruppe zur
Positiskontrolle mit p < 0,05 aufKruskalWallisTest) Werte der Positikontrolle wurden mit Werten der nicht
lasionalen HauGruppe mittels ManaNhitney-Test verglichen und zeigteebenso nureine signifikante
Erniedrigungnit p < 05 unterausschlie3licher Betrachtung der Epidermis. &dtensatze sind als MWSEM
dargestellt. MaRstb: 100 um*: p <0,05

Da das Ziel war durch Gabe der2intikkérperkomplexe bzw. des niedrig dosiertem2lldie
polyklonalen Treg?opulationen zu proliferieren, wurde mittels immunhistochemischer Farbung von
FoxP3, die TreBopulation innerhalb deiékionalen Haut untersuchkim Vergleich zur Untersuchung

der Tregs mittels Durchflusszytometrie erlaubte diese Methode eine Lokalisation der Tregs innerhalb
der untersuchten Hautin allen vier Gruppen der lasionalen Haut fanden sich die Tregs innerhralb de
Dermis und dabei bevorzugt im oberen Bereich nahe der verdickten Epidermis bzw. der Spaltbildung.
Nichtlasionale Haut besald nur vereinzelte Foy@8itive Zellen innerhalb der Dermis (Abbildung
21A). Die Gruppe mit 1 ug-2/ 5ug antill-2 mAk wies daei die niedrigste Anzahl an Tregs éu75

+ 0,16) gefolgt von der Positivgrupg@,45+ 0,32) Die hochste Anzahl an Tregs besalRen die Gruppen
mit 1,5 pg IE2 / 50 pg antll-2 mAKk(3,33+ 0,15)und 25.000 IU Proleukin($,30+ 0,28) Jedoch ergab

sich auch hier wie schon bei den durchflusszytometrischen Datesin signifikanter Unterschied
zwischen einer der drei Behandlungsgruppen mit der Pé&sititrolle. Nichtlasionale Haut wies jedoch
signifikant weniger Tregs auf als die lasionale Haut detiAamtrolle (0,59+ 0,09 mifp < 0,01 Mann
Whitney-Tes) und die Gruppe, welche die niedrige Konzentration ai&-Antikdrperkomplex bekam

war signifikant zu den beiden anderen Therapiegruppen: einmal mit p < 0,05 zur Gruppe mit dem
hoherenlL-2-Antikdrperkomplex und p < 0,01 zur Proleukin S GrugpeeilsOneway ANOVA und
Holm~ NRt 1 Ua Ydzt (A LIDIdDGABLI NAaz2y ¢Sado
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Abb. 21: Praventive Behandlung miiner hohen Konzentration atlL-2/anti-IL-2 mAkbzw. niedrigdosiertem

IL-2 fuhrt zu signifikant mehr Tregs in lasionaler Haut als mit einer geeindonzentration an H2/anti-IL-2
mAk. (A)Repréasentative mikroskopisciaifnahmender FoxP3 gefarbten Tregs in lasionaler Haut je einer Maus
aus den drei unterschiedlichen Therapiegruppen (1 &/Ib pg antll-2 mAk; 1,5 pg 2 / 50 pg antilL-2 mAk

und 25.000 IU Proleukin S), der Pogibirtrolle (PBS) und einer niclidéisionalenHaut an Tag Zwolf (Endtag des
Versucheshach erstmaliger Injektion des mCOET IgGs.Zusatzlich eia reprasentativeAufnanmeeiner mit
einem lIsotypantikdrpegefarbten Kontrolle zum Ausschluss einer falpokitiven Farbung. FoxP3Zellen
wurdenschware-braun mittels DAB gefarbt. Kernfarbuagr f ol gt e mi t t e |l GrenMaer Bermiss Ha mal
zu der Epidermis bzw. Bildung der DersRgidermalerSpalte wird durch die gestrichelte schwarze Linie
dargestellt(B) Mittlerer histologische Index vonFoxP3n lasionaler Haut und nicHfisionaler Hau{n = 49).
Datensatz der nichiisionalen Haut beinhaltet je einen Wert von einer niéigionalen Haut aus einer der vier
betrachteten Gruppen (dargestellt durch gleiche Farbschattierung in Ghéerte der Posiivkontrolle wurden

mit Werten der nichtiasionalen HauGruppe mittels ManAVhitney-Test verglichen und zeigten einen
signifikanten Anstieg mit p < 0,0Zusétzlich wurden die drei Therapiegruppen und die Positivkontrolle
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untereinander mit demOneway ANOWA undHolm~ NR+t 1 U a Y dzf ( A Laif Bnte@sghiéddigdstesie? y ¢ S a
die Gruppe mit der geringen Konzentration arRiAntikbrperkomplex wies signifikant weniger Tregs als die
Therapiegruppe mit der hohen-BLAntikdrperkomplexKonzentration (p < 0,05) und der Proleukin S Gruppe

(p<0,01) auf.Datenséatze sind als MW SEM dargestellt. Maf3stab: 100 puMAB: 3 , -Biaminobenzidin

* p<0,05 *: p <0,01
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induziertem Mausmodell

4.3 Adoptiver Treg Transféat einenhemmenderEinflussauf diePathogenese der
EBA im Aknduziertem Mausmodell

Ein Therapieansatznu die dominante Immuntoleranz wiederherzustellést,die Verabreichung von
Tregs, diedas TregJngleichgewicht wiederherstellesollen indem die Zahl der Tregs direxthoht

wird [105]. Als zweiten Ansatz einer moglichen Therapie mit Tregs wuttdbgarisolierte polyklonale
Tregs praventiv adoptiv in Empfangertiere transferiert, aiese Erh6hung der Trefnzahl zu
erreichen undim von Anfang an eine verstarkte Immunsuppression in den Mausen zu etablieren. Auch
hier wurden reben dem klinischen VerlauedEBA und dem Anteil an Tregs ebenfalie auch schon

bei der L2 Therapie(i) die Infiltrationsrate in die Haut und Epidermisdickétels H&EFarbungen,

(i) die C3 und IgG Ablagerung an der Basalmembran durcfiilper Titer des injizierten Kanchen

IgGs mittels ELISA, (iv) der Analyse der Blutwerte und Zytokine durch LEGENDdIeer Erstellung
eines 4fach Differentialblutbildes, (v) sowie der Analyse verschiedener Immunzellpopulationen
mittels Durchflusszytometrie und immunhistochemisclind-fluoreszenz Farbungen.

4.3.1 Adoptiver Treg Transfer verringert signifikant der betroffenen Korperoberflache im Ak
EBAMausmodell

Fur den adoptiven Transfer der Tregs wurden zunachst von Geschwistertieren polyklonale Tregs aus
Milzen und Lymphknetn mittels MACS isoliert. Die reine T4fegpulation wurde anschlieend in eine

der drei Konzentrationen (2x1®, 0,5x16 oder 1) i.v. Uber die Schwanzvene einen Tag vor Induktion

der AKEBA in die Mause injiziert. Die-BBA wurde, wie auch schon flurrd€herapieansatz mit 2,

fur zwolf Tage laufen gelassen. Wahrend dieser Zeit wutde klinische Phénotyp der drei
Behandlungsgruppeim Vergleich zder Positikontrolle (i.v. injiziertes PB&h den Tagen Vier, Acht

und Zwoélfanhand der mit EBA betrahen Koérperoberflache erhoben

Am Endtag (Tag Zwdlf) konnkensichtlich der Bewertung der betroffenen Korperoberflactine
Verbesserung des Krankheitsgradder Mause in den drei Gruppen, die die aufgereinigten
polyklonalen Tregs bekommen hatterim Vergleich zu den Méausen, welche unbehandelt blieben,
festgestellt werden (Abbildung 22-C). Es zeigte sich, dass schon ab Tag Acht die beiden
Behandlungsgruppen mit den héheren Konzentrationen der applizierten mieéds80 %t 0,50 bzw.

1,91 % + 1,22ine signifikantgeringeremit EBA betroffene Koérperoberflache aufwiesen als die
Positixkontrolle mit 3,31 %t 1,24(beide mit p < 0,05). Am Ende des Versuches (Tag Zwolf) war die
Kdrperoberflache aller drei Behandlungsgruppen signifikant weniger betraffedie Positkontrolle

(4,88 %t 1,35) Hier ergab sichur die mittlere Konzentration ein p < 0,0q2,83 %t 1,22)und fur die
beiden anderen jeweils ein$0,001(2,58 %t 1,67 und 2,36 % + 1,2@Abbildung 2).
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Abb. 22: Adoptiver Treg Transfer erringert signifikant die betroffenen Koérperoberflichem Ak-EBA
Mausmodell. (A)Reprasentative Bilder je einer Maus aus den drei unterschiedlichen Therapiegruppen 0,2x10
0,5x16und 18Tregs) und der Positivgruppe (PBS) an Tag Zwélf (Endtegdesheshach erstmaliger Injektion

des mCOIL“FSTIgGs (B und C)Darstellung derReinheit der injizierteriTregPopulation (CD25+FoxP3+) aus
Lymphozyten(B) vor und (C) nach Isolation der Tregs mittels MACS anhand durchflusszytometrischer
Dichtediagramm. Abgebildete Zellen sind auf Einzelzellen/Lebende/CD3+/CD4+ vorgéiatsbbildung des
Verlaufs der betroffenen Kdrperoberflache in Prozent der einzelnen Gruapdrag Null, Vier, Acht und Zwolf
Alle drei Behandlungsgruppen zeigten eine signifilgaringere betroffene Korperoberflache im Vergleich zur
Positikontrolle mit den beiden héheren Konzentrationen mit jeweils p < 0,05 an Tag 8 und die mittlere
Konzentration mit p < 0,002 und die beiden anderen nith001 an Tag 1Datenséatze sind als MWSEM mit

n = 8 pro Gruppe dargestellStatistische Analyse erfolgte mitteBvoway ANOVA und~ NRt { Ua Ydzf GAL
compaison Post Test AkEBA: Antikorpertransfeinduzierte Epidermolysis bullosa acquisitd p <0,05

** p<0,002 **** p<0,001
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Wie auch schon bei der-f Therapie im AEBAMausmodell, wurden auch hier der Grad der
Erkrankung an EBA mittels typischer diagnostischer Methoden erfasst und zwischen den Gruppen
verglichen: (i) eine H&E&arbung der Ohren, um die Epidesdiicke und den Grad der Entziindung zu
bestimmen, sowie jeweils eine DIF fir die Ablagerung an (ii) C3 und (iii) IgG an der Basalmembran der
Ohren.

Hinsichtlich der Epidermisdicke und des Entziinddndex von der H&E&rbungergab sich zwar kein
signifikarter Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen und der Positivkontrolle fur beide
Parameter, jedoch konnte zumindest trotz teilweise hoher Streuung innerhalb der Gruppen ein Trend
festgestellt werden: die Gruppe mit 0,2X10regs wies fiir die Epidermiskiéc und den Grad der
eingewanderten Immunzellen jeweils den hochsten Mittelwert auf (113,35 und 1,5G: 0,40)
wahrend die Werte der Gruppe mit 0,5¥Iregs (0,9% 0,19 und 1,24 + 0,24)nd der Positivkontrolle
(0,771 0,17 und 1,23 = 0,3Pweils etvas niedriger und miteinander vergleichbar waren. Die Gruppe,
die die hochste Konzentration an Tregs bekam, wies fur beide Kriterien den jeweils niedrigsten
Mittelwert auf (0,49+ 0,16 und 0,68 * 0,22%0 verringerte sich durch Injektion def Toegs dieDicke

der Epidermis und die Einwanderung von weiteren Immunzellen um etwa die Halfte gegenlber von
unbehandelten Mausen (Abbildun@R

Fur die DIFs ergab sich fur i8 Ablagerung entlang der Basalmembran in allen vier Gruppen jeweils
deutliches Fluoreszenzsignals (AbbildungA). Es zeigte sich, dass die Gruppe mit der niedrigsten
Anzahl an Tregs, wie auch schon davor, den hochsten Mittelwert £10637)im Vergleich zu allen
vier Gruppen aufwies. Die drei anderen Gruppen lagen auf einenchhnlietwas geringerem Niveau
(1,00+0,43; 0,99 £ 0,27 und 1,07 + 0,3&Kuch hier lag eine hohe Streuung innerhalb der Gruppen vor
(Abbildung 2B).

Bezlglich deDIF fur die Detektion ddgG Ablagerung entlang der Basalmembraies die Gruppe

mit der nidrigsten Treg Konzentration das schwachste Fluoreszenzsignal auf. In den drei anderen
Gruppen wurde die IgG Ablagerung anhand eines jeweils starken Fluoreszenzsignals deutlich sichtbar
(Abbildung BA). Jedoch konnte auch hier auf Grund der teilweise hémeStreuung innerhalb der
Gruppen und der damit resultierenden ahnlichen Mittelwerte kein signifikanter Unterschied der
Therapiegruppen (2,1% 0,37; 2,78 + 0,19 und 2,42 + 0,42) der Positivgruppe (2,78 0,34)
festgestellt werden (AbbildungsB).
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Abb. 23: Entziindung und Dicke der Epidermis im-EBAMausmodell werden nach adoptiven Treg Transfer
nicht beeinflusst (A) Représentative Bilder je einer Maus aus den drei unterschiedlichen Therapiegruppen
(0,2x16, 0,5x16und 1@ Tregs) und dePositikontrolle (PBS) an Tag Zwolf (Endtag des Versuchas
erstmaliger Injektion des mCO®?TIgGs.Die Grenzewischen Dermis und Epidermis wird durch gestrichelte
Linie und eingewanderte Immunzellen (violett gefarbte Zellen) anhand je finf Rdeilgestellt. (B)
Epidermisdicke und(C) Entzindungsgradder vier betrachteten Gruppenn( = 89). Keine der drei
Therapiegruppen wies bei einem der beiden betrachteten Parameter einen signifikanten Unterschied zur
Positivgruppe auf. Datenséatze sind als MVBEM dargestellt. Maf3stab: 100 uak-EBA: Antikdrpertransfer
induzierteEpidermolysis bullosa acquisita
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Abb.24: C3 Ablagerung entlang der Basalmembran wird nicht signifikant durch adoptiven Treg Transfer-im Ak
EBAMausmodellbeeinflusst (A) Reprasentative mikroskopische Bilder der C3 Farbung je einer Maus aus den
drei unterschiedlichen Therapiegruppen (0,2%10,5x16und 1 Tregs) und der Positivgruppe (PBS) an Tag
Zwolf (Endtag des Versuchesjch erstmaliger Injektion desCOL7°STIgGs C3 Ablagerung wird hier in griin
dargestellt und ist entlang der Basalmembran (Pfeile) sichtbar. Kernfarbung mittels DAPI hier i(Bplau.
Mittlerer FluoreszenZndex von C3 der vier Gruppen mit n 9 pro GruppeKeine der drei Therapiguppen

wies einen signifikanten Unterschied zur Positivgruppe auf. Datensétze sMiVatsSEM dargestellt. Mal3stab:

100 um.Ak-EBA: AntikdrpertransfenduzierteEpidermolysis bullosa acquisita
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Abb. 25: DIF von IgG zeigkeinen signifikanten Einfluss des adoptiven Treg Transfers bezlglich der IgG
Ablagerung entlang der Basalmembram Ak-EBAMausmodell (A)Reprasentative mikroskopische Bilder der

IgG Farbung je einer Maus aus den drei unterschiedlichen Therapiegruppeh®p0,5x16und 1FTregs) und

der Positivgruppe (PBS) an Tag Zwolf (Endtag des Versnalsbgdrstmaliger Injektion des mCOEY'IgGs. IgG
Ablagerung wird hier in griin dargestellt und ist entlang der Basalmembran (Pfeile) sichtbar. Kernfarbung mittels
DAPI hier in blauB) Mittlerer Fluoreszenzndex von IgG der vier Gruppen mit n 9 pro GruppeKeine der

drei Therapiegruppen wies einen signifikanten Unterschied zur Positivgruppe auf. Datensatze sincte8&MW
dargestellt. MaRRstab: 100 urk-EBA: AntikorpertransfetinduzierteEpidermolysis bullosa acquisita
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4.3.2 Anzahl an Eosinophile und Blutplattchen werden nach adoptiven Treg Transfer signifikant
im Vollblut reduziert

Das Blut ist die Pipeline des Immunsystems: Zellen des Immunsysedieis und flihren ihre
Funktionen aus, indem sie zwischen zentralen und peripheren Lymphorganen zirkulieren und Uber das
Blut zu und von Verletzungsstellen wandern. Da das Blut durchatereg Korper fliel3t und naive und
stimulierte Immunzellen von einem Ort zum anderen transportiert, fungiert es veilshtiger
Transportwedfir das Immunsystenf223]. So fuhren, zum Beispiel, entziindliche Erkrankungen zu
Abweichungen in bestimmten Blutwerten vom Normalwert und lassen so auch auf chronische
Erkrankungen oder der Schwere der Erkrankung schliffzat.

Mit Hilfe desam sciVet abc Plusgemessenen Vollblutdsnnte fir die einzelnen M&use aus den drei
Behandlungsgruppen und der Positivgruppe ein jevireilviduellesA-fach Differentialblutbild erstellt
werden In diesem wurden 14 Parameter erfasst und die Mittelwerte déeselder therapierten
Gruppen, mit denen der PosigmuppeverglichenZusatzlich wurden die Werte aus der Positivgruppe
mit Werten aus unbehandelten C57BL/6 Mausen (freundlicherweise bereitgestellt von M. Sc. Sadegh
Mousavi) verglichen So wurde an Zellen i@ Konzentration an Eosinophilen, Granulozyten,
Lymphozyten, Monozyten, Erythrozyten, sowie die Konzentration an Thrombozyten (Plattchen)
bestimmt. Als weitere Parameter wurde der Hamatokrit (HCT; Anteil der Zellbestandteile zum
Blutvolumen), das Hamoglab{HGB), das mittlereorpuskulareHamoglobin (MCH; durchschnittliche
Konzentration an HGB in einem einzelnen Erythrozyt), die mittlenguskulare Hamoglobin
Konzentration (MCHC; durchschnittliche Konzentration an HGB in allen Erythrodgenjittlere
Zellvolumen der Erythrozyten (MCmean cell volume das mittlere Volumen der Thrombozyten
(MPV, mean platelet volumeund de Erythrozytenverteilungsbreite (RD\Wed cell widthalsMaR fir

die Grof3enstreuung der Erythrozyten) erfasst.

Auch hier zeigte sich in einigen Fallen eine hohe Standardabweichung zwischenzdédémenMausen
einer Gruppe. Jedoch konnte jeweils in der Gruppe mit 0. ZkHEYs eine signifikante Erniedrigung der
Konzentratimen an Eosinophile und Blutpléattché®04x1(/L + 0,02 bzw.727,60x1(F/L + 18937) im
Vergleich zur Positivgrup$@,12x1/L + 0,08 bzw. 124250x1(/L + 32002) mit jeweils einem p< 0,05
festgestellt werden. Es sollte jedobleachtet werden, dass in Falle der Plattchen auch die anderen
behandelten Gruppen einen deutlich niedrigeren Mittelwert als die Positivgruppe iesdw, hier
jedoch eine hohe Streuung zu Tageatr Im Vergleich der Positivgruppe zu der unbehandelten
Kontmollgruppe zeigt sich ein Abfall des MCH (13,6531 gegen 16,20 pg + 0,64), des MCHC
(305,000/L £ 4,08 gegen 329,63 g/L + 8,52) und des MCV (44,50 fL + 1,00 gegen 49,13 fL + 2,03) mit
jeweils einem p < 0,01 und ein Anstieg der Plattchen (1242(B0x + 320,02 gegen
721,88XL0°/L £ 284,99) und der Erythrozyten (138D'/L + 0,95 gegen 10,54.0'9/L + 2,41) mit
jeweils einem p< 0,05 in der Positivgrupp@ abellell).
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Tab.11: Anzahl der Eosinophile und Blutplattchen sind in midl@ptiven Treg Transfetherapierten M&ausen

im Vollblut signifikant im Vergleich zur Positivuppe reduziert. Mittels des scil Vet abc Plus+ wurde vom
Vollblut der drei unterschiedlichen Therapiegruppen (0,2x0bx16und 18Tregs) und der Positivuppe(PBS)

ein 4fach Differentialblutbild mit 14 untersuchten Parameteam Tag Zwolf (Endtag des Versuches) nach
erstmaliger Injektion des mCOt®?TIgGserstellt. Zusatzlich wurden von acht unbehandelten C57BL/6 Mausen

das Vollblut gemesseiie Gruppe mi0,2x 1§ injizierten Tregs wies eine signifikante (p < OR&Yuzierungler
Konzentration der Eosinophile und der Plattchen im Vollblut im Vergleich zu der leasitolle (PBS) auiDie

unbehandelte Kontrollgruppe wies gegeniber der Pagitippesignifkant mehr MCH, MCHC und MCV (jeweils
p < 0,01), sowisignifikant weniger Plattchen urigrythrozyten(jeweils p < 0,05) auDatensatze sind als M#/
SEM mit n =8 pro Gruppe dargestellStatistische Analyse erfolgte mittels KrusWéallisTestzwische den
Gruppen der AIEEBAuUNnd mittels eines MariWhitney-Tests zwischen der Posgiuppeund der unbehandelten
Kontrollgruppe HCT: Hamatokrit, HGBtamoglobin MCH:mittlere korpuskulareHamoglobin MCHCmittlere

korpuskulareHamoglobirKonzentration MCV: mean cell volumdmittleres Zellvolumen der Erythrozyten
MPV: mean platelet volume(mittleres Volumen der Thrombozytgn RDW:red cell distribution width
(Erythrozytenverteilungsbreie*: p <0,05 **: p < 0,01.

Unbehandelte
Parameter 0.2x1F Tregs  0.5x1C Tregs 1x10 Tregs PBS
Kontrolle
Eosinophile
0,04 £0,02 (*) 0,17 +0,19 0,05+ 0,01 0,12 + 0,08 0,15+ 0,15
(1Q°IL)
Granulozyten
1,68+0,72 233+1,14 1,85+0,77 1,38+0,71 1,29 + 0,69
(10°IL)
HCT (L/L) 0,64 £ 0,04 0,62 £ 0,08 0,61 +0,03 0,60 + 0,04 0,52+0,12
HGB (g/L) 190,40 +11,8C 188,83 +21,84 186,33+8,41 184,75+15,69| 170,38+ 38,50
Lymphozyten
2,62+1,14 3,67+1,18 2,47 £0,52 2,63+1,36 3,78+ 1,04
(1Q°IL)
MCH (pg) 1348+0,15 13,83+0,55 13,58 + 0,26 13,65+ 0,31 | 16,20 £ 0,64**)
MCHC (g/L) 300,40+ 2,30 304,17 +6,46 306,50 +4,59 305,00 + 4,08 | 329,63 + 8,52**)
MCV (fL) 44,80+0,45 4533+1,03 44,50 £ 0,55 44,50 £ 1,00 | 49,13 +2,03**)
Monozyten
0,32 £0,23 0,40 £ 0,18 0,37 +£0,18 0,20 £ 0,08 0,13 +0,07
(10°IL)
MPV (fL) 5,78 £ 0,28 6,00 £ 0,33 5,63+0,36 5,85+0,34 5,71+0,31
Plattchen 727,60 742,67 883,83 1242,50 721,88
(1C°IL) + 189,37 (*) + 311,65 + 163,76 + 320,02 + 284,99*)
Erythrozyten
14,13 + 0,83 13,67 1,61 13,71 £ 0,69 13,51 £ 0,95 10,54 + 2,4%*)
(10'7L)
RDW (%) 16,38+ 0,56 16,72 + 0,46 16,48 + 0,20 16,40 + 0,58 17,44 +1,19
Weil3e
Blutzellen 4,62 +1,79 6,40 £ 2,35 4,68 £ 1,24 4,20+2,14 519+1,75
(1O°IL)

113



4.3 Adoptiver Treg Transfer hat einen hemmenden Einfluss auf die Ratb®g der EBA im Ak
induziertem Mausmodell

4.3.3Der IgG Titeder injizierten Kaninchenantikorperd durch einen@optiven Treg Transfer

nicht beeinflusst

Um zu Uberprifen, ob der adoptive Treg Transfer einen Einfluss auf den Titer der injizierten
Kaninchenantikdrper hat, wurde als nachsedgenfalls mittelseinesspezifischen ELISAs die Titer a
injiziertem Kaninchen IgG im Plasma am Ende des Versuches gemessen. Da zwischen den drei
verwendeten Konzentrationen an transferierten Tregs kein nennenswerter Unterschied in den zuvor
untersuchten klinischen Parametern fgsstellt werden konnte, wurden hier, wie fir alle folgenden
Versuchen, lediglich die Gruppe mitHpplizierten Tregs gegentiber der Positivgruppe betrachtet.

In beiden Gruppewiesen die Konzentrationeaninjizierte Kaninchen IgG einéhnlichen Mittelvert
auf, so dass es keinen signifikanten Unterschied dga.lag diesein der Positikontrolle bei
0,07ug/ml + 0,01in der behandelten Gruppleei 0,06 pg/ml+ 0,01(Abbildung26).
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Abb. 26: Der IgG Titer der injiziertedKaninchenantikdrper wird durch einen adoptiven Treg Transfer nicht
beeinflusst Titer des injiziertem Kaninchen Ig@sr Behandlungsgruppe mit(®? injizierten Tregsund der
Positikontrolle (PBS) beziiglich der Konzentration des injizierten Kaninchemig@adma in pg/fran Tagzwolf
nach erstmaliger Injektion des lg@3atensatze sind als MWSEM mit n =-B pro Gruppe dargestellAk-EBA:
AntikdrpertransferinduzierteEpidermolysis bullosa acquisita

4.3.4 Adoptiver Treg Transfer verringdie Konzentration an freiem2Um Plasma im AEBA
Mausmodell

Um den Effektles adoptiven Transfers von®regs imAkEBAMausmodell auf in Blut zirkulierende
freie Zytokine zu erfassen, wurde mittels derselb&GENDpI&Y, wie auch schon fir die Bandlung
mit IL-2, die Konzentrationen val6 Zytokinen im Plasma vom Endtag deil28AVersuchs gemessen:
IFNy TNFa , -2 (alle drei von Thl Zellen produziert);4lLIL-5, I:13 (alle drei von Th2 Zellen
produziert), IE9 (typisch fur Th9 Zellen)-17A, IE17F, IE22 (alle drei von Th22 Zellen produziert), 1L
10 (charakteristisch fur Tregs und T Follikularhelferzellen), sowienflammatorischen Zytokine-IL
1B, I-1a L6 und GMCSF und das CXCL1 (bedeutende Rolle in der Rekrutierung von Néartrophi
das Geweb§214]).

Im Gegensatz ra Therapieversuch mittels £ AntikGrperkomplexen bzw. niedripsiertem 12,
hatte der adoptive Treg Transfer zur Folge, dass sich dieKiinzentration im Plasma der Méause
signifikant mit eiem p < 0,01 verringerté66,70pg/ml £ 25,40gegentiber zi28,19pg/ml + 18,63)
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Ansonsten zeigten sidadiglichTrends wieeine Erhéhung an CXCL1 uné |Isowie einer Erniedrigung
an|L-17A und It6 in der behandelten Gruppe im Vergleich zu deehandelten Mausen (Tabelle
12).

Tab. : Adoptiver Treg Transfer verringert die Konzentration an freiem-2LIim Plasma im AJEBA
Mausmodell Mittels LEGENDpléX wurden von 16 Zytokinen deren Konzentration in pgim Plasma der
Behandlungsgruppe mit(® injizierten Tregsund der Positivgruppe (PB8n Tag Zwolf (Endtag des Versuches)
nach erstmaliger Injektion des mCOET IgGsgemessen. Didehandelte Gruppewies eine signifikante
(p<0,01) Verringerungder 11-2 Konzentration im Plasma im Vergleich zu der Positivgruppe (PBS) auf. Datensétze
sind als MW: SEM mit n 7-9 pro Gruppe dargestellStatistische Analyse erfolgte mitte¥ann-Whitney-Test
AKk-EBA: AntikérpertransfeinduzierteEpidermolysis bldsa acquisitans: nicht signifikant**: p <0,01

Zytokin PBS 10° Tregs p-Wert
IL-1B 7,18 £ 572 4,98 + 584 ns
IL-4 1,24 + Q42 1,36 + Q86 ns
IL-1a 5,01 + 432 6,39+ 434 ns
IFNy 1,43+ Q72 1,30 £ 053 ns
TNFa 6,88 + 844 8,20 £ 512 ns
CXCL1 46,42 + 2589 83,95 + 5877 ns
IL-10 7,59 + 840 7,68 £ 484 ns
IL-13 1,01 + 108 148 + 174 ns
IL-17A 2,22 + 247 0,72 £ Q053 ns
GM-CSF 0,12 £ Q19 0,07 £ Q20 ns
IL-5 6,98 + 334 8,59 + 256 ns
IL-2 66,70 £ 2540 2819 + 1863 *x
IL-6 50,47 £ 3296 29,29 + 2756 ns
IL-9 28,62 + 3184 41,29 + 4147 ns
IL-17F 1,91 + Q43 1,79 £ 053 ns
IL-22 3,96 = 386 4,07 £ 307 ns
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435 Adoptiv transferierte Tregs konnen in lasionaler Hit AkEBAMausmodell
nachgewiesen werden

Der adoptive Transfer an polyklonalen Tregs hatte das, &£ durch die Treg entstehende
immunsuppressive Wirkung zu erhéhand damitdie Pathogenesder EBAzu hemmenUm diese
Wirkung besser zuntersuchenwurde mittels Durchflusszytometriger Anteil anTregs, sowie auch
weiterer Immunzellerund Zytokinenin Milz,mesenterialenLymphknoten, Blut und lasionaler Haut
der behandelten Mauserfasstund mit den Werten der Mause der Positivkontrolle verglichen.

In Bezug auf die Tregs konriteden Therapiegruppeaum einen zwischen allen in dem jeweiligen
Organ betrachteten Tregs (endogene Tregs) und zum andgaek,der vorangegangenen Markierung

mit CFSE, den injizierten Tregs unterschieden werden. Es sielitderaus, dass in den einzelnen
Organen der Anteil an Tregs an CD4+ T Zellen sich nicht im Vergleich zu der Positivkontrolle veréanderte
So lag in der Milz der Treenteil bei beiden Gruppen bei etwgweils 12,93 % = 1,48 und
12,53%= 0,97, in denmesenterialenLymphknoten bei3,01 %t 1,41 und 13,36 % + 0,dih Blut bei

4,02 %t 0,37 und 3,91 % + 0,3md in der lasionalen Haut b&b,24%+ 2,74 und 13,53 % * 5,46
(Abbildung27A). Umherauszufinden, wohin die transferierten Tregs nach Injektiondesten, wurde

diese zuvor mit CFSE markigvtittels Durchflusszytometrie konnte somit das Fluoreszenzsignal von
CFSHknerhalb der gemessenen Tr&gpulationin den einzelnen Organegemesserwerden. In Milz

und mesenterialenLymphknoterstellten die injzierten Tregs nur einen kleinen Bruchteil in zwei bis
drei Mauserdar. Die anderen Mause wiesen kein Signal fir CFSE auf. Im Blut konnten in drei Mausen
transferierte Tregs mit einem mittleren Anteil vor94+ 0,44an allen Tregs gemessen werden. In der
lasionalen Haut konnten mit Abstand der hochste Anteil an injizierten Tregs an allen Tregs mit
29,17%= 8,69erfasst werden (Abbildung7B).
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Abb.27: Adoptiv transferierte Tregs kénnen in lasionaler Haut im ABAMausmodell nachgewiesen werden

(A) Darstellungder Behandlungsgruppe mit® injizierten Tregsund der Positivgruppe (PBS) beziiglich des
Anteils dler Tregs (CD25+FoxR3®ndogene Tregsan CD4+ Zellen Milz, mesenterialenLymphknoten (L#/),

Blut und lasionaleHaut.Es konnte kein Unterschied zwischen den beiden Gruppen hinsichtlich ihreArteals

an CD4+ T Zellen festgestellt werdé) Darstellungder beiden Gruppen beziiglich des Anteils der injizierten
Tregs (CFSf an den endogenen Tregs in den betreffenden vier Organen. In lasionaler Haut machten die
transferierten Tregs den héchsten Anteilmit etwa 30 % aus undemidamit einen signifikanten (p < 0,05)
Unterschied zur Positivkontrolle auDatenséatze sind als W + SEM mitn =4-9 pro Gruppe dargestellt.
Statistische Analyse erfolgte mitteldann-Whitney-Test. Ak-EBA: Antikdrpertransfeinduzierte Epidermolysis
bullosa acquisitg*: p <0,05

Analyse weiterer Immunzellen mittels dBsirchflusszytometers erbrachte innerhalb der vier Organen
keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen (Daten nicht gezeigt). Untersuchung
der vier Zytokinen T@FIL-10, IL4und IFNy i n CD4 + T  Z eslgnhifieamte Ermbbungsan h t e
IL-10 im Blut in der Gruppe mit transferierten Tregs mit einem p < (B0 %t 1,88 gegenlber zu

8,50 %t 3,03) Bezlglich des Zytokinsdlkonnte bis in der Milz eine deutliche Erhéhung des mittleren
Anteils an CD4+ T Zellgegentiber der Kontrollgruppiestgestellt werden, nur war hier die Streuung
innerhalb der beiden Gruppen wieder zu grof3, um einen signifikanten Unterschiedkennen
(Tabelle B).
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Tab. B: Die Konzentration an HLO in CD4+ T Zellen ist nactaptiven Treg Transfer im AEBAMausmodell
im Vergleich zur Positivkontrolle erh6hMittels Durchflusszytomtrie wurde der Anteil der vier Zytokine T&GF
IL-10, 14 und IFNy i n C D 4 der BEhargllangdgreppe mit 4jizierten Tregs und der Positivgruppe
(PBS) gemessen. Die behandelte Gruppe wies eine signifikante (p < 0,05) Erhéhusd déorkzentration in
CD4+ T Zellen im Blut im Vergleich zu der Positivgruppe (PBS) auf. Datensatze sind SENit n =-B pro
Gruppe dargestellt. Statistische Analyse erfolgte mittels M@firitney-Test. AKEBA: Antikorpertransfer
induzierteEpidermolysis bullosa acquisitas: nicht signifikant: p <0,05

Organ PBS 10° Tregs p-Wert
TGF (% von CD4+) Blut 8,08 + 3,31 10,97 £ 3,71 ns
LkM 561 £ 1,85 593 £ 1,25 ns
Milz 12,70 £+ 9,04 7,30 £ 4,98 ns
Haut 12,55 + 10,03 8,53 £ 6,63 ns
IL-10 (% von CD4+) Blut 519 + 1,88 8,50 = 3,03 *
LkM 152 £+ 0,21 1,86 + 1,11 ns
Milz 332 + 3,69 1,09 + 0,83 ns
Haut 16,65 + 13,73 12,45 = 8,96 ns
IL-4 (% von CD4+) BIut 410 + 2,80 8,81 + 6,52 ns
LkM 282 £ 225 10,43 = 13,47 ns
Milz 6,56 £ 6,51 5,64 £ 5,15 ns
Haut 28,58 £+ 31,19 36,04 + 30,13 ns
IFNy (% von CD4+) Blut 3,71 + 1,48 7,79 + 4,76 ns
LkM 2,75 £ 2,08 1,87 + 1,83 ns
Milz 6,23 = 2,55 4,67 £ 1,69 ns
Haut 12,87 + 8,22 11,63 = 10,99 ns

4.3.6 Die Anzahl an Neutrophilen und T Zellen verandert sich in lasionaler Haut signifikant nach
adoptiven Treg Transfem AkEBAMausmodell

Die Effektorphase der EBA ist gekennzeichnet durch eine hohe Infiltrationsrate von inflammatorischen
Zellen in die lasionale Haut, wie Neutrophile, T Effektorzellen, als auch Monozyten bzw. Makrophagen
[159]. ZuséatzlichweisenDatenauf eineKorrelation zwischen dem Vorhandensein Bnregsund des
Krankheitsgrades, ausgeldst durch proinflammatorisceée# bzw. Mediatorengder EBA hineine

Deletion der Tregduhrte zum Beispielzu einer iUbermaliger Entzindung und Blasenbildung,
vermehrten neutrophilen Infiltraten und der Expression von-Turid Th2Zytokinen und Chemokinen

[164]. Daher wurde auch fir diesen Therapieansatz wieder mittaisiunhistochemischer und
fluoreszenz Farbungen untersucht, ob eine Erhéhung der-Aneghl durch den adoptiven Transfer
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einen umgekehrten Effekt auf die ansonsten hohe Infiltrationsrate der inflammatorischen Zellen in die
lasionale Haut hat.

Wie auch scbn bei den Mausen, dien Therapieansatz mit-2-Antikérperkomplexen bzw. niedrg
dosiertem IE2 therapiertwurden, wurdehier ebenfallsauf (i) die Proliferation der Zellefmittels Ki
67)unddie Populationen afii) Makrophager(tber F4/80)(iii) Neutrophilen(iber Ly6G)iv) T Zellen
allgemein(iber CD3und (v) Tregs(iiber FoxP3)n lasionaler Hautinalysiert Fur eine verbesserte
Vergleichbarkeit der einzelnen Proben wurdaimch hiernur Lasionen mieinem gleichen Grad der
Entziindung verwendet.

In der behandelten Gruppe, wie auch der Pokdivtrolle konnten wieder vermehrt positiv gefarbte
Ki67 Zellen in der lasionalen Haut in Vergleich zu Hiédibnalen Hautbereichen derselben Tiere
gefunden werden. Die 7 positivenZellen fanden sich dabei bevorzugt in Bereich der Spaltbildung
oder um bzw. in Haarfollikeln und Blutgefalien (Abbild@84). Der Unterschied zwischen nicht
lasionaler Haut und lasionaler Haut in Bezug de67KExpression wurde auch hier durch den
signifkanten Anstieg der K§7 positiven Zellen ider gesamteriasionale Haut der Positikontrolle
(2,06+ 0,23)im Vergleich zu den nictééisionalen Hauten der beiden Gruppen deutliéfb8+ 0,28 mit

p < 0,05). Gleichzeitig zeigte aber die Auswertung dekifd7 gefarbten prozentualen Anteils jedoch
keinen signifikanten Unterschied der behandelten Grufpd2+ 0,42)zu der lasionalen Haut der
Positikontrolle (Abbildung 28B). Um einen moglichen Effekt der Therapie auf die Proliferation
unterschiedlicherZellpopulationen zu erfassen, wurden Dermis (Abbildung 28C) und Epidermis
(Abbildung 28D) zusatzlich getrennt voneinander ausgewertet.engaten sichebenfalls signifikant
mehr Ki67 positive Zellen in lasionaler Haut der Positivkontrdl@éX+ 0,41 @ir Dermis und 1,92 +
0,24 fur Epidermis) im Vergleich zur nitdsionalen Haut (0,58 £ 0,25 fiir Dermis und 0,&736 fur
Epidermis) mit einmal p < 0,01 (Dermis) und p < 0,05 (Epideriinis).auch hier ergaben sich keine
Unterschiede zwischen der Pogkontrolle zu der Therapiegruppe (2,40 + 0,41 fur Dermis und 2,29 +
0,42 fur Epidermis) (Abbildung 28C und D).
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Abb.28: Adoptiver Treg Transfelbewirkt keinen Unterschied bezliglich derH¥ Expression in lasionaler Haut.
(A) Reprasentative mikroskopisch®ufnahmender Ki67 Farbung in lasionaler Haut je einer Maus aus de
Behandlungsgruppe mit $0njizierten Tregsgder Positikontrolle (PBS) ud einer nichtlasionalen Haut an Tag
Zwolf (Endtag des Versuchesach erstmaliger Injektion des mCOET IgGs.Zusatzlich eie reprasentative
Aufnahmeeiner mit einem Isotypantikdrpegefarbten Kontrolle zum Ausschluss einer falpokitiven Farbung.
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K67 positive Zellen werdeim Rot dargestelltund Kernfarbung mittels DA Bau. Grenze der Dermis zu der
Epidermis bzw. Bildung der Derntgpidermal@a-Spalte wird durch die gestrichelte weil3e Linie dargesi{@iD)
Mittlerer Fluoreszendndex von K67 in lasionaler Haut und nicldsionaler Haut (n =-8) in einmal(B)
Epidermis und Dermis zusamme{€) Dermis und(D) Epidermis einzeln betrachteDatengitze der nicht
lasionalen Haut beinhaltedrei Werte von einer nichtésionalen Haut auder behandelten Gruppe und einen
Wert aus der Positivkontrolledé@rgestellt durch gleiche Farbschattierung in Grau). In allen drei Bereichen
(Epidermis und Dermisiur Dermis und nur Epidermis) zeigte die behandelte Gruppe eine signifikante Erhéhung
des mittleren Fluoreszerdndex fiir ki67 zur Positivgruppe m{$A und D)p < 0,05 undC)p < 0,01. Werte der
Positivkontrolle und Werte der nicHéisionalen HauGrupe zeigten keinen signifikanten Unterschied.
Datensatze sind als MW SEM dargestellund statistische Analyse erfolgte mittels MaWvhitney-Test
Mafstab: 100 pm*: p <0,05 **: p <0,01

Bezuglich der Makrophagen, Immunzellen, welche ebenso an der Spaltbildung mitbeteiligt sein
konnen[165,166] konnten keinen signifikanten Unterschieden festgestellt werden: die Mause, die
polyklonalen Tregs injiziebekamen und die Positivkontrolle wiesen etwas mehr positiv gefarbt F4/80
Zellen in der lasionalen Haut in Vergleich zu den Hdigibnalen Hautbereichen derselben Tiere auf.

Die detektierten Makrophagen in der lasionalen Haut befanden sich dabei ar Watzahl bevorzugt

im Bereich der unteren Dermis und zogen sich vereinzelt hoch bis in die obere Dermis bis unter die
verdickte Epidermis in der Positivkontrolle. In der therapierten Gruppe fanden sich zwar eine
vergleichbare Anzahl an Makrophagen in #éut. Hier lagen die Makrophagen jedoch verstarkt in
der unteren Dermis und schienen nicht in die obere Dermis verstérkt einzuwandern. Im Vergleich dazu
wies die nichiasionale Haut nur vereinzelt Makrophagen verteilt innerhalb der Dermis auf (Abbildung
29A). Der Unterschied zwischen nidhsionaler Haut und lasionaler Haut in Bezug des Anteils an
positiv gefarbten Makrophagen wurde diesmal nicht durch einen signifikanten Anstieg der F4/80
positiven Zellen in lasionaler Haut der Positivgruppe (2,036 im Vergleich zu den niciéisionalen
Héauten beider Gruppen (1,920,31)deutlich. Es konnte nur ein Trend festgestellt werden. Auch hier
zeigte die Auswertung der fir F4/80 gefarbten prozentualen Anteils keinen signifikanten Unterschied
der behandelterGruppe (3,053 0,32)zu der lasionalen Haut der Positivgruppe (Abbildung 29B).
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Abb. 29: Die MakrophagerPopulation in ldsionaler Haut bleibt vergleichbar zur Positivkontrolle nach
adoptiven Treg Transferm Ak-EBAMausmodell (A) Reprasentative mikroskopisch&ufnahmender F4/80
Farbung in lasionaler Haut je einer Maus aus @=zhandlungsgruppe mit £0injizierten Tregs,der
Positikkontrolle (PBS) und einer nicléisionalen Haut an Tag Zwolf (Endtag des Versictah erstmaliger
Injektion des mCOEPSTIgGs. Zusatzlich eine reprasentative Aufnahme einer mit einem Isotypantikorper
gefarbten Kontrolle zum Ausschluss einer falgokitiven Farbung. F4/80 positive Zellen werden Rot und
Kernfarbung mittels DAPI Blau dargeste@rerze der Dermis zu der Epidermis bzw. Bildung der Dermal
EpidermalerSpalte wird durch die gestrichelte weil3e Linie darges{@)iMittlerer Fluoreszenzndex von F4/80

in lasionaler Haut und nicHésionaler Hautr{ = 47). Datensatz der nicHgéisionalenHaut beinhaltetdrei Werte
von einer nichasionalen Haut auder behandelten Gruppe und einen Wert aus der Pdsitirolle (dargestellt
durch gleiche Farbschattierung in Gral)s trat keinsignifikante Unterschied zur Positkontrolle auf.
Datenséatze sind als MW + SEM dargestellt. Mal3stab: 100 AEBA: Antikdrpertransfenduzierte
Epidermolysis bullosa acquisita
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Im Hinblick auf diédaupteffektorzellen der EBA, dé&teutrophilen [161,162] zeigte sich, dass in der
Therapiegruppe deutlich weniger positiv gefarbte Zellen innerhalb der lasionalen deétektiert
werden konnten als in derdgitivkontrolle. In der Kontrollgruppe hingegen ergab sich Uber die ganze
Gruppe hinweg ein starkes Fluoreszenzsignal vor allem im Bereich der Epidermis, Spaltbildung und
oberen DermisNichtlasionale Haut wies im Gegensatz dadader praktisch keine patve Ly6G
Farbung auf (Abbildung0A). Dieser Unterschied zwischen nitddionaler Haut und lasionaler Haut
wurde auch hier wieder statistisch mit einem signifikanten Anstieg der Neutrophilen in der lasionalen
Haut der Positivgrupp€,93+ 0,34)im Verdeich zu der nichtasionalen Haut sichtba® {08+ 0,08 mit

p < 0,®). Diesmal zeigte sich auch statistisch die Verringerung der NeutrogPdenlation zwischen

der behandelten Gruppél,50+ 0,25)gegentber der Positiontrolle mit einem p < 0,0%8Abbidung

30B).

Als riaichstes wurde wieder allgemein die T Zellpopulation anhand der CD3 Expression in der
Therapiegruppe im Vergleich zu der Pokitintrolle analysiert. Betrachtung der mikroskopischen
Aufnahmen zeigten in der behandelten Gruppe vergleichbar viele CD3+ Zellen in der gesamten Haut,
wie in nichtlasionaler Hautinder Therapiegrupp&onnten jedochmehr T Zellen innerhalb der Dermis

und in nichtlasionaler Haut mehr T Zellen in der Epidermis beobachtet werden. Lasionale Haute der
Mé&use aus der Positivgruppe wiesen insgesamt die niedrigste Anzahl an positiven CD3 Zellen auf. Dies
spiegelte sich auch statistisch wider: die behandelte Gruppe (8,0%9) zeigte gegeniber der
Kontrollgruppe in der gesamten Haut (1,28,46 mitp < 0,05), wie auch Dermi8,89+ 0,20 bzw.

1,16+ 0,40 mitp < 0,01) bzw. Epidermi$,00+ 0,34 bzw. 0,00 + 0,00 ngt< 0,05) einzeln betrachtet,

eine signifikante Erh6hundes CD3+ Signals. Nithgionale Haut besal? ebenso signifikant mehr T
Zellen in der gesamten Haut (3,330,27 mitp < 0,05)als auchin der Epidermis3;25+ 0,34 mit

p <0,01) einzeln betrachtet (Abbildund)3
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Abb. 30: Die NeutrophilenPopulation ist signifikant in lasionaler Haut nacladoptiven Treg Transferim
Vergleich zur Positivkontrolle reduziert(A) Reprasentative mikroskopischufnahmender Ly6GFarbung in
lasionaler Haut je einer Maus ausrdiehandlungsgruppe mit £#ihjizierten Tregsger Positikontrolle (PBS) und
einer nichtlasionalen Haut aifag Zwolf (Endtag des Versucheagh erstmaliger Injektion des mCOETIgGs.
Zusatzlich eine mrasentative Aufnahme einer mit einem Isotypantikérggafarbten Kontrolle zum Ausschluss
einer falschpositiven Farbung. Ly6G positive Zellen werden Rot und Kernfarbung mittels DAPI Blau dargestellt.
Grenze der Dermis zu der Epidermis bzw. Bildung dem&ldtpidermalerSpalte wird durch die gestrichelte
weilde Linie dargestell{B) Mittlerer Fluoreszenindex von Ly6G in lasionaler Haut und nilgsionaler Haut
(n=4-8). Datensatz der nichiésionalen Haut beinhaltetirei Werte von einer nichdasionalen Haut auder
behandelten Gruppe und einen Wert aus der Positivgrufgaegestellt durch gleiche Farbschattierung in Grau).
Die behandelte Gruppe wies einen signifikanten niedrigeren mittleren Fluore$zdex als did’ositikontrolle

mit p < 0,05auf. Werte der Positkontrollewurden mit Werten der nichtasionalen Hauverglichen und zeigten
einen signifikanten Anstieg mit p < 6,0Datensétze sind al¥iW + SEM dargestellind statistische Analyse
erfolgte mittels ManAWhitney-Test Mal3stab: 100 pnt: p <0,05
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Abb. 31: T Zellen sind nach adoptiven Treg Transfer signifikant in lasionaler Haut im Vergleich zur
Positivkontrolle erhéht (A)Reprasentative mikroskopiscieifnahmender CD3 gefarbten T Zellen in l&sionaler
Haut je einer Mausler Behandlungsgruppe mit 2@njizierten Tregsder Positikontrolle (PBS) und einer nicht
lasionalen Haut affag Zwolf (Endtag des Versucheagh erstmaliger Injektion des mCQOET IgGs. Zudzlich
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eine reprasentative Aufnahme einer mit einem Isotypantikérgefarbten Kontrolle zum Ausschluss einer
falschpositiven Farbung. CD3+ Zellen werden Rot und Kernfarbung mittels DAPI in Blau dargestellt. Beispiele
positiv gefarbte Zellen innerhalb dBermis sind nochmals vergréRert in einer Ecke des Bildes und positive Zellen
in der Epidermis mittels Pfeile besser sichtbar gemacht wor@Geenze der Dermis zu der Epidermis bzw. Bildung
der DermalEpidermalerSpalte wird durch die gestrichelte weildi@ie dargestellt(B-D) Mittlerer Fluoreszenz

Index von CD3 in lasionaler Haut und nildsionaler Haut{ = 46) in einmal (B) Epidermis und Dermis
zusammen (C) Dermis und(D) Epidermis einzeln betrachteDatensitze der nichtlasionalen Haut beinhaltet

drei Werte von einer nichtasionalen Haut auder behandelten Gruppe und einen Wert aus 8esitvkontrolle
(dargestellt durch gleiche Farbschattierung in Grau). In allen drei Bereichen (Epidermis und Dermismmsr Der
und nur Epidermis) zeigte die behandelte Gruppe eine signifikante Erhéhung des mittleren Fluchedeiiar

CD3 zur Positivgruppe nfh und D)p < 0,05 undC)p < 0,01 Werte der Positikontrollewurden mit Werten der
nicht-lasionalen HauGruppe verglichen und zeigterine signifikante Erniedrigun(B) mit p < 0,5 fur die
Epidermis und Dermis zusammaeand (D) mit p < 0,01 unterausschlie3licher Betrachtung der Epidermis. auf
Datensétze sind als MW SEM dargestellund statistische Analyse erfolgte mittels Makvhitney-Test
Mafstab: 100 unt: p <0,05 **: p <0,01

Um zu untersuchen, ob auch immunhistochemisch eine erhéhte Anzahl an Tregs durch den adoptiven
Treg Transfer in lasionaler Haut detektiert werdentkém,wurden ebenfalls nochmals Tregs innerhalb

der Haut anhand ihrer FoxP3 Expression erfasst. In beiden Gruppen der lasionalen Haut fanden sich
die Tregs wieder innerhalb der Dermis und dabei bevorzugt im oberen Bereich nahe der verdickten
Epidermis bzwder Spaltbildung. NicH&sionale Haut zeigte wieder nur vereinzelte FoxEZallen
innerhalb der Dermis (Abbildun@®8). Im Gegensatz zu den Daten der Durchflusszytometrie konnte
hier in der behandelten Grupp@,19+ 0,30)durch eine um einen fast ein Bigl hoheren Mittelwert
signifikant (p < 0,05) mehr Tregs im Vergleich zu der Kontrollgi@ppét 0,37)erfasst werden. Nicht
lasionale Hau{0,84+ 0,10)wies ebenfalls wieder signifikant weniger Tregs auf als die lasionale Haut
der Positikontrolle (p <0,05) (Abbildung 2B).
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Abb. 32: Adoptiver Treg Transfebewirkt eine signifikante Erh6hung der Treopulation in lasionaler Haut

(A) Reprasentative mikroskopischeufnahmender mittels FoxP3 gefarbten Tregs in lasionaler Haut je einer
Maus aus deBehandlungsgruppe mit £@njizierten Tregsder Positivgruppe (PBS) und einer nitigionalen
Haut anTag Zwolf (Endtag des Versuchesth erstmaliger Injektion des mCOET IgGs. Zusatzlich eine
reprasentative Aufnahme einer mit einem Isotypantikbrgefarbten Kontrolle zum Ausschluss einer falsch
positiven Farbung. FoxP3+ Zellen wurden schiveamn mittels DAB geféarbt. Kernfarbung erfolgte mittels
Mayer ' s B@&madrReunnms.zu der Epidermis bzw. Bildung der DeiEmadlermalerSpalte wird durch
die gestrichelte schwarze Linie dargestéB) Mittlerer histologischer Index von FoxP3 in lasionaler Haut und
nicht-lasionaler Haut(nh = 47). Datensatz der nicHfisionalen Haubeinhaltet drei Werte von einer nicht
lasionalen Haut auder behandelten Gruppe und einen Wert aus der Pdsititrolle (dargestellt durch gleiche
Farbschattierung in Grauie behandelte Gruppe wies einen signifiten hdheren mittleren histologischen
Index als di€ositiskontrollemit p < 0,05auf. Werte der Positikontrollewurden mit Werten der nichtasionalen
HautGruppe verglichen und zeigten einen signifikanten Anstieg mit p < 0,05. Datensétze sind alSEBMW
dargestellt und statistische Analyse erfolgte mittels Maithitney-Test. Mal3stab: 100 p: p <0,05
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4.4 Tregs aus EBAduzierten Mausen weisen eine geringere Suppressionsfahigkeit in vitro auf

4.4 Tregs aus EBAduzierten Mausen weisen eine geringere Suppressionsfahigkeit
vitro auf

Fur einen tieferen Einblick in die Rolle der Tregs in EBA, wurd&ul@derungsexperimente von
isolierten Tregs mit Neutrophilen und T Effektorzellen durchgeftihrt. Neutrophile und T Effektorzellen
spielen eine wichtige Rolle im Krankheitsverlauf der FBA-163] und in Abwesenheit von Tregs
steigert sich die Aktivitat dieser Zellgg64]. Gleichzeitig ist insbesondere fur T Effektorzellen bekannt,
dass unter anderem deren Proliferation durch Tregs gehemmt werden [R2%h Im Rahmen dieser
Arbeit wurde nun untersucht, ob sich Tregs aus-#BAzierten Mausen von aus gesunden Mausen
isolierten Tregs bezuglich ihrer Suppressionsfahigkeit auf Neutrophile und T E#éktorz
unterscheiden. Es wurden dabei einmal Tregs aus derEB¥Mausmodell isoliert, welches die
Effektorphase der EBA nachbildet. Zusatzlich wurden Tregs aus dem immunisierungsinduzierten EBA
Mausmodell (Ad=BA) gewonnen, welches den gesamten Kranktezleayf der EBA von
Toleranzverlust bis zur Effektorphase darstdl@5].

4.4.1 Tregs aus EBAduzierten Mausen weisen eine geringere Suppressionsfahigkeit auf die
Proliferationsrate von T Effektorzeliervitroauf

Mit der Go-Kultivierung von Tregs mit T Effektorzeliearde der Effekt der Tregs aus unbehandelten
oder EBAnduzierten M&usen auf die Proliferation der T EffektorzeflenHilfe von CFSihtersucht

Dafiir wurden T Effektorzellen mit Hilfe von CD3/CD28 Btmdiei Tage stimuliert, was somit einer
Aktivierung der T Effektorzellen durch APCs simulierte und unter anderem deren Proliferation zur Folge
hat [226].

Zunachst wurden isolierte Tregs aus dem-EEAModell betrachtet, um zu testen, ob Tregs
hinsichtlich ihrer Suppressionsfahigkeit auf die Proliferationsrate von T Effektorzellen wahrend der
Effektorphase der EBA Defizite aufweisen. Hier zeigte sich, dasstimulierte T Effektorzellen noch

nach drei Tagen ein starkes CfSffhal und damit kaum Proliferation aufwiesen, wahrend allein
kultivierte T Effektorzellen unter Stimulation jeweils einen deutlichen Verlust desSigisits zeigten

und daher eine hbe Proliferationsrate besafl3en. Wurden T Effektorzellen nun mit isolierten Tregs aus
gesunden unbehandelten C57BL/6 Mausenkatiiviert, besalRen die T Effektorzellen ein zur
stimulierten Kontrolle normalisiertes signifikant hoheres C&igBal (206,00 %35,62) mit p < 0,05

und damit eine geringere Proliferationsrate als dies in Abwesenheit der Tregs der Fall war. Was eine
erfolgreiche Hemmung der Proliferationsrate der T Effektorzellen durch die Tregs zeigte. Co
Kultivierung der T Effektorzellen mit isotien Tregs aus dem AkBAMausmodell fihrte hingegen
wieder zu einem deutlichen Verlust des CS&hals (82,280t 9,91) mit p < 0,01 im Vergleich zum
CFSHEignal von mit Tregs aus gesunden unbehandelten C57BL/6 Mauskulticerten T
Effektorzellen ud entsprach daher einer weniger starken Hemmung der Proliferationsarte der T
Effektorzellen durch Tregs aus-BBA Mausen (Abbildurg$).
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Abb. 33: Isolierte Tregs aus Tieren der AABA hemmen die Proliferationsrate von T Effektorzellen signifikant
weniger als Tregs unbehandelter MausdA) Reprasentative durchflusszytometrische Histogramme fiir das
CFSEignal von unstimulierten (schwarz) und stimulierten (rot) T Effektorzellen, sowie von T Effektorzellen,
welche mit Tregs aus unbehandelten Mausen (blaxg aus Mausen der AKBA (turkis) c@aultiviert wurden an
Tag Drei nach Beginn der Stimulation undiKtdtivierung.(B) Punktdiagramm der vier Gruppen bezlglich der
CFSHpositiven Zellen normalisiert auf die stimulierte Kontrolle mit n-& fgro Gruppe. Effektorzellen, welche
mit Tregs aus unbehandelten Mausenlagtiviert wurden, zeigten ein signifikanten hheren Mittelwert fir CFSE
mit einem p < 0,05 an. Im Gegensatz dazu wiesen T Effektorzellen ndalit@@rung mit Tregs aus dem AK
EBAMausmodelleinen signifikant niedrigeren Wert mit einem p < 0,01 als naciK@tvierung mit Tregs aus
unbehandelten Mausen auf. Datensatze sind als MWWEM dargestellt, und die statistische Analyse erfolgte
mittels Oneway ANOVAIndHolm~ N Rt { U acompdrbaiPbdtFeSAKEBA: Antikdrpertransfeinduzierte
Epidermolysis bullosa acquisitap <0,05 **: p <0,01

Um zu untersuchen, ob im ander&eBAMausmodell, das AgBAModell, Tregs hinsichtlich in ihrer
Suppressionsfahigkeit auf T Effektorzellen gehemmt bzw. verandert sind, wurden hier ebenfalls Tregs
aus AgEBA Mausen isoliert und mit CD3/CD28 stimulierten T Effektorzellen aus gesunden
unbehandelten B6.S Mausen fur drei Tagekedtiviert. Der Effekt dieser isolierten Tregs auf die
Proliferationsrate der T Effektorzellen wurde ebenfalls mit dem derKdutvierung von T
Effektorzellen mit Tregs aus gesunden unbehandelten Mausen verglicheh. er zeigte die
unstimulierte Kontrolle ein zur stimulierten Kontrolle normalisiertes (100 %) hohesSigi&H und

damit kaum Proliferation auf. Hingegen wiesen T Effektorzellen, welche mit isolierten Tregs aus
gesunden unbehandelten M&usen -kaltiviert wurden ein signifikant hoheres CFSignal
(201,6%= 39,28) mit einem p < 0,05 im Vergleich zur Positivkontrolle auf.
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Im Fall der Tregs aus dem-BBAModell musste zunachst zusatzlich zwischen Mausen mit einem EBA
Wert der betroffenen Kdrperoberflaehvon tUber zwei Prozent und Mausen mit einem Wert von unter
zwei Prozent unterschieden werden, da nach Erfahrungen in unserer Arbeitsgruppe lediglich Erstere
einen typischen Verlauf der EBA in diesem Modell abbilden. Nach eigenen Beobachtungen kommt es
in diesem Mausmodell jedoch in bis zu 30 % den Mausen vor, dass innerhalb von drei Monaten die
betroffenen Kérperoberflache unter diesem Wert bleibt und manchmal sogar zu gar keiner Ausbildung
der EBA. Um einen mdglichen Einfluss der Tregs auf dieses Phanometersuchen, wurden daher
Tregs aus beiden Gruppen isoliert. T Effektorzellen, die mit Tregs aus Mausen mit ausgebildeter EBA
(Score>2 %) cekultiviert wurden lagen mit ihrem CFRSignal (145,30 % 28,38) und damit ihrer
Proliferationsrate zwischeder stimulierten Kontrolle (100 %) und der mit unbehandelten Tregs co
kultivierten T Effektorzellen (195,40 £#@23,70). Im Gegensatz zum-EBAMausmodell reichte die
Differenz hier jedoch nicht zu einer Signifikanz, was auf einen weniger starken Fuvdstiosisder

Tregs hinsichtlich ihrer Suppressionsfahigkeit auf T Effektorzellen hinweist. Wurden aber nun T
Effektorzellen mit Tregs aus Mausen, welche keine EBA ausbildeten (Score <kBbjied, zeigten

diese nach drei Tagen ein immer noch starkésSEignal und damit kaum Proliferation der Zellen
innerhalb dieser Zeit. Normalisierung auf die stimulierte Kontrolle ergab einen signifikanten
Unterschied mit 344,3%+53,15 und einem p < 0,002. Zusatzlich wies diese Gruppe einen jeweils
signifikantenUnterschied zu der Gruppe mit &ailtivierung von Tregs aus gesunden unbehandelten
Mausen (p<0,05) und der Gruppe mit @ultivierung von Tregs aus -&BA mit > 2 % EBA auf
(p<0,01). Dies zeigt, dass Tregs aus nicht erkranktenEB¥Mausen eine hoher
Suppressionsfahigkeit hinsichtlich der Proliferationsrate der T Effektorzellen aufweisen (AbB#jlung
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Abb. 34: Isolierte Tregs aus nicht erkrankten Mausen aus dem-E®AMausmodell hemmen die
Proliferationsarte von T Effektorzellen starker alsus erkrankten AgEBA Mausen (A) Reprasentative
durchflusszytometrische Histogramme flir das GSigBRal von unstimulierten (schwarz) und stimulierten (rot) T
Effektorzellen, sowie von T Effektorzellen, welche mit Tregs aus unbehandelten Mausen (blauy Wdusen

des AgeBAModells einmal mit einer EBA mit Uber zwei Prozent (Score > 2 %; turkis) und einmal unter zwei
Prozent (Score < 2 %, rosa) betroffener Koérperoberflachkuttiviert wurden an Tag Drei nach Beginn der
Stimulation und Céultivierung.(B) Punktdiagramm der finf Gruppen beziglich der Gb&ftiven Zellen
normalisiert auf die stimulierte Kontrolle mit n =14 pro Gruppe. T Effektorzellen, welche mit Tregs aus
unbehandelten M&usen echkultiviert wurden, zeigten ein signifikant héheren kiwert fur CFSE zur
Positivkontrolle mit einem p < 0,05 an. Zusatzlich wiesen T Effektorzellen ndahit@aerung mit Tregs aus dem
AgEBAMausmodell, welche nicht erkrankten, einen jeweils signifikant héheren Wert zur stimulierten Kontrolle
(p < 0,002)zu der Gruppe mit CKultivierung von gesunden unbehandelten Tregs (p < 0,05), sowie zur Gruppe
mit CoKultivierung mit Tregs aus ABA mit > 2% EBA (p < 0,01) auf. Datenséatze sind als 3BM dargestellt

und statistische Analyse erfolgte mitteBneway ANOVAund Holm~ N Rt { U aconvparsadinPodtITeStAg

EBA: ImmunsierungiaduzierteEpidermolysis bullosa acquisitap <0,05 **: p <0,0L, ***: p <0,002
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4.4.2 Tregs aus EBAduzierten Mausen weisen eine geringere Suppressionsfahigkeit auf die
CD18 Expression in Neutrophilen auf

Mit der Go-Kultivierung von Tregs miMeutrophilen wurde der Effekt der Tregs auf die Expression des
Integrins CD18 auf Neutrophile untersucht. Dieses vermittelt die Adhasion von Neutrophilen an ihre
Zielstruktur im Gewebd227]. Inin vitro Versuchen konnte schon gezeigt werden, dass eine Co
Kultivierungvon isolierten gesunden Tregs mit isolierten Immunkomysixulierten Neutrophilen

die CD18 Expression auf den Neutrophilen herunterregyliért]. Nach diesem Protokoll wurden hier

nun ebenfalls Neutrophile mittels eines Immunkomplex fir eine Stunde stimuliert und anschlie3end
mit isolierten Tregs aus gesunden unbehandelten und -EBBAzierten M&ausen fir viereinhalb
Stunden cekultiviert und anschlieBend die CD18 Expression der Neutrophile mittel
Durchflusszytometrie erfasst und miteinander verglichen.

Unstimulierte Neutrophile zeigten fur C57BL/6 M&use einen geringen Prozentsatz an Zellen, welche
CD18 exprimierten (60,19%* 4,40 nach Normalisierung auf stimulierten Ansatz). Stimulierte
Neutrophile ohne Zugabe von Tregs wiesen hingegen einen deutlshstieg der CD18 Expression
auf. CeKultivierung mit Tregs aus unbehandelten Mausen fuihrte nach Normalisierung zur stimulierten
Kontrolle (100 %) zu einer signifikanten Erniedrigung der @b4i®/en Neutrophilen mit einem

p <0,001fiir C57BL/6 Mause (6820 + 3,66). Was frihere Daten bestafigi4]. Wurden Neutrophile

mit Tregs aus dem AkBAMausmodell cekultiviert stieg die Anzahl an CD18 positiven Neutrophile im
Vergleich zu mit céwultivierten Tregs aus unbehandelten M&usen signifikant mit 90,57 % + 0,88 und
einemp < ,Oag@ledimer noch normalisiert auf einen niedrigeren Wert als die stimulierte
Positivkontrolle ohne Zugabe von Tregs mit einer Signifikanz st @5. Dies zeigt, wie auch schon

fur die T Effektorzellen, eine geringere Suppressionsfahigkeit der Tregs hirsidbtlisleutrophilen
(Abbildung35).

Auch fir die Kontrollen der B6.S Mause fir dieEBA zeigte sich, dass unstimulierte Neutrophile
wenig CD18 exprimiertes§,77 % + 2,13 nach Normalisierung auf stimulierten Ansatz). Die stimulierte
Pasitivkontrolle ohie Zugabe von Tregs wies auch hier eine deutlich h6here Expression an CD18 auf.
Ebenso kam es nach -®alltivierung mit isolierten Tregs aus gesunden unbehandelten B6.S Mausen,
zu einer signifikanten Erniedrigung der CHb8itiven Neutrophilen mit einem p <0,01
(88,68%= 1,89).Dagegen fiihrte GKultivierung von Neutrophilen mit Tregs aus erkrankten Mausen
des AgEBAModells zu einer signifikanten Erhdhung des Mittelwertes der CD18 Expression
(100,6+2,02) gegenluiber dem Wert mit dauiltivierten Tregs auanbehandelten Mausen mit einem

p <0,002, was ebenso auf einen Funktionsverlust der Suppressionsfahigkeit der Tregs hinsichtlich der
Neutrophile auch in diesem EBAodell weist. Im Gegensatz zu dem Effekt auf T Effektorzellen, zeigten
die Tregs aus nichtrirankten Mausen aus dem AfBAModells keinen starken Suppressionseffekt

auf die CD18 Expression auf Neutrophilen nackaivierung auf: hier lag der Mittelwert mit
98,24%+ 4,62 zwischen dem der Positivkontrolle und dem mit aus unbehandelten Mausen ¢
kultivierten Tregs, aber ohne jeglichen signifikanten Unterschied zwischen den verschiedenen
Gruppen. Dies zeigt, dass trotz Verlust der Suppressionsfahigkeit der Tregs hinsichtlich der
Neutrophilen es zu keiner Ausbildung des klinischen Ph&notyps dekdtBmt (Abbildung6).
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Abb. 35: Isolierte Tregs aus Tieren der ABA hemmen die CD18 Expression in Neutrophilen signifikant
weniger als Tregs unbehandelter MausgA) Reprasentative durchflusszytometrische Punktdiagramme
hinsichtlich des CD18ignals im REanal von unstimulierten (schwarz) und Immunkomggmulierten (rot)
Neutrophilen, sowie von Neutrophilen, welche mit Tregs aus unbehandelten Mausen (blau) uvidzsen des
Ak-EBAModells (tirkis) fur viereinhalb Stunden -kaltiviert wurden. (B) Punktdiagramm der vier Gruppen
bezuglich der CD18 positiven Zellen normalisiert auf die stimulierte Kontrolle mit n = 5 pro Gruppe. Neutrophile,
welche mit Tregs aus unbahdelten Mausen cdultiviert wurden, zeigten einen signifikant niedrigeren
Mittelwert fir CD18 positive Zellen mit einepe 0,001an. Hingegen zeigten Neutrophile nach-iQdtivierung

mit Tregs aus dem AEKBAMausmodell einen signifikant héheren Wert netnem p <0,001 als nach Co
Kultivierung mit Tregs aus unbehandelten Mausen, aber einen immer noch signifikant niedrigeren Wert mit
einem p < 0,05 zur Positivkontrolle auf. Datensatze sind alstNBEM dargestellt, und die statistische Analyse
erfolgte mitels Oneway ANOVAund Holm~ N R+t { U aconvpdrisanFostTeStAkEBA: Antikorpertransfer
induzierteEpidermolysis bullosa acquisita
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Abb. 36: Isolierte Tregs aus Tieren der /&ABA hemmen die CD18 Expression in Neutrophilen signifikant
weniger als Tregs unbehandelter MausgA) Reprasentative durchflusszytometrische Punktdiagramme
hinsichtlich des CD18ignals im REanal von unstimulierten (schwarz) und Immunkomggmulierten (rot)
Neutrophilen, sowie von Neutrophilen, welche mit seaus unbehandelten Mausen (blau) und aus Mausen des
AgEBAModells einmal mit einer EBA mit tGber zwei Prozent (Score > 2 %,; tlrkis) und einmal unter zwei Prozent
(Score < 2 %; rosa) betroffener Korperoberflache fur viereinhalb Stundekultbdert wurden. (B)
Punktdiagramm der finf Gruppen beziglich der CD18 positiven Zellen normalisiert auf die stimulierte Kontrolle
mit n = 56 pro Gruppe. Neutrophile, welche mit Tregs aus unbehandelten Mauskuolteiert wurden, zeigten

ein signifikant niedrigeren Mtelwert fir CD18 zur Positivkontrolle mit einem p < 0,01 an. Hingegen wiesen
Neutrophile nach G&ultivierung mit Tregs aus dem -&@AMausmodell, welche an EBA erkrankten einen
signifikant héheren Wert mit einem p < 0,002 zur Gruppe mikaitivierten Tegs aus unbehandelten Mausen

auf. Datensatze sind als MWSEM dargestellt und statistische Analyse erfolgte mit@teway ANOVAund

Holm~ N Rt | U acompdrsaiPodtTeSAGEBA: ImmunsierungaduzierteEpidermolysis bullosa acquisita

**: p <0,01; ***: p <0,002
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4.5Die Genexpression von 429 Genen wir in lasionaler Haut eeBAkausmodells
nach einem doptiven Treg Transfesignifikant verandert

RNASe@ienzierung ist eine weit verbreitete Technologie zur Erstellung von Profilen der
Genexpression. Sie zielt auf die Identifizierung von Genen oder molekularen Pfaden ab, die zwischen
zwei oder mehr biologischen Bedingungen unterschiedlich exprimiert welf@28]. Um zu
untersuchenwelche Veranderungen dadoptive Treg Transfers auf Genebeneinduziert wurden

aus lasionaler Haut der Positivgruppe und det Teg Transfefruppe, sowieaus nicht-lasionale

Haut unbehandelter C57BL/6 Mause totale RNA isoliert und sequenziert. Nach Analyse mit Hilfe von
geeigneten bioinformatischen Softwes und Plattformen, konnten sgesamtl8196 Genenalysiert
werden. Davorwaren 2853 in lasionaler Haut der Positivgruppe im Vergleich zuldisionaler Haut
unbehandelter Mausalifferenziell exprimiert In lasionaler Haut der $0'reg TransfeGruppe im
Vergleich zur lasionaler Haut der Positivgruppe war die Genexpression von insgesamt 522 Genen
unterschiedlichDie Betrachtung ausschlief3lich der differenziell exprimierten Gene in der lasionalen
Haut nach Treg Transfer (Vergleich TransferM@®reg zZLEBA Kontrollgruppe), die abhangig von der
Induktion einer EBA waren (Vergleich entziindeter Haut der EBA Kontrollgruppe zu gesunder Haut)
ergab eine Uberschneidung vor29t Genen zwischen den Gruppen mit einem signifikanten
adjustierten p-Wert (adjusted pvalue =Padj) < 0,05 Davon waren in der Therapiegruppe 22ach

und 204 herunterreguliert (siehe Anhangabelle 8). Darunterzum BeispieCcr4mit einer erhdhten
Expressiomund Cxcll2mit einer erniedrigten Expressianit jeweils einem Bdj<0,001.

Die Visualisierung der verénderten Genexpression d& @ene in eineHeatmap(Abbildung 3B)

und einem PCHRIot (rinciple component alysis Hauptkomponentenanalyse) (AbbildungdQ

zeigte ein deutliches Clusteing der nicht-lasionalen Haut vorunbehandelten M&ausen und der
lasionalen Haut der Positivgruppe mit eindeutlich veranderten Genexpressiobie Gruppe der
lasionalen Haut der Therapiegruppe schien sich in ihren Merkmalen genau zwischen den beiden
anderen Gruppen, mit einem Ausreif3erder l&sionalen Gruppe der Positivgruppe, zu positionieren
(Abbildung 37)
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Abb. 37: Die Genexpression ist in29 Genennach adoptiven Treg Transfer in lasionaler Haut verand€g)
EncancdVolcanePlots von DEGs in lasionaler Haut der Positivgrupp&/ergleich zuwnicht-lasionaler Haut
unbehandelter Mause (links) und lasionaler Haut von Mausen der Gruppe mit adoptiv transferierten Tregs gegen
lasionale Haut der Positivgruppe (rechts). Rot dargkstBlunkte sind signifikant hochregulierte Gene und blau
signifikant herunterregulierte Genmit einem CWOff desadjustiertenp-Werts < 0,01 undl > log2fold change

(FC) > I(B)Heatmapder 431 DEGs der drei untersuchten GruppghDarstellung der hdwegulierten Gene in

Rot, derunveranderten in Schwarz und deerunterregulierten in Blau(C) PCAPIot der drei untersuchten
Gruppen nach Eingruppierung in die zwei Hauptkomponenten PC1 (74 % Varianz) und PC2 (12 % Varianz) fur eine
lineare Darstellung e unterschiedlichen MerkmaleDEG: Differential Expressed Gendanterschiedlich
exprimierte Gene); Padj: adjusted pvalue (adjustierter p-Wert); PCA: principle component analysis
(Hauptkomponenteanalyse); PGrinciple componentHauptkomponente).

Mit Hilfe von WebGestalt wrden die DEGs auf Zugehdérigkeit zu bestimnzeltularen Signalwegen
untersucht. Es fanden sich mehrere biologische Prozesse, die in der lasionalen Haut der
Therapiegruppe im Vergleich zur lasionalen Haut Besitivgruppe hochbzw. herunterreguliert
waren. Darunter zum Beispiel die Runterregulierung Bigiogen-aktivierte ProteinkinaséMAPK-
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Familie Signaltransduktieidaskaden mit einemlormalized Enrichment Scorenetwa-1,5 und einer
FDRfalse discoverrate;Falscherkennungsrate) von grolzer O(@bbildung B).
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Abb. 38: MAPKFamilie Signaltransduktion&askade sinchach adoptiven Treg Transfer in lasionaler Haut
heruntereguliert Darstellung der verandertepellularen Signalwega lasionaler Haut von Mausen der Gruppe
mit adoptiv transferierten Tregs im Vergleich zu lasionaler Haut der Positivgruppe in é&loemalized
Enrichment ScorPlot. Hochregulierte Signaltransduktionswege sind in blau und Herunterregulie®elin
dargestellt. Signifikante Ergebnisse wurdentrdier Falscherkennungsrate FORIge discovery raje< 0,05 im
jeweils dunkleren Farbton abgebildet.
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Ziel dieser Arbeit ist es, die molekularen Mechanismen aufzuklaren, mit denerdigdgfektorphase

von PDs modulieren, und diese Mechanismen flr neue therapeutische Strategien zur Behandlung von
PDs nutzbar zu machen. Es konnte schon gezeigt werden, dass Tregs bezuglich des Krankheitsverlaufs
der EBA eine Rolle spielen, da durch dddepletion sich das Krankheitshild signifikant verschlimmerte
[164]. Diese Entdeckung machen sie zu einer interessanten potenziellen Therapieoption. Aber ob und
wie Tregs in der EBA, wie auch in anderen Autoimmunerkrankungemn9]76n einer geringeren
Anzahl vorhanden sind oder einem FunkBverlust unterliegen und wirken, ist nicht genau bekannt.
Daher wurden im Rahmen dieser Arbeit zum einen zwei Therapieoptionen mit Tregs in deBAAK
Mausmodel unter der Hypothese getestet, dass Tregs dieH&Rentziindung durch mehrere
Mechanismen untedriicken, indem sie den Aktivitatszustand anderer Zelllinien, widfdktorzellen

und Neutrophilen in der lasionalen Haut in den fotHlammatorischen Zustand zurtickversetzen.
Dieser Aspekt deRolle der Tregs wurde anschlie3egehauerin in vitro Expenmenten untersucht,

um zu entschlisseln, wie sich die Suppressionsfahigkeit der Tregs auf T Effektorzellen und
Neutrophilen innerhalb der Effektorphase der-BBA verhalt. Genexpressionsanalysé EBA
betroffener Haut aus dem AEBAMausmodelhach einem fieg Transfedienten fur eine vertiefenere
Betrachtung der durch die Tregs modulierten biologischen Signalwege, welche auch weitere mogliche
Therapieansétze liefern kénnten.

5.1 Eine IE2 Behandlung hat keinen therapeutischen Effekt iREBKMausmodell

Tregsspieleneine entscheidende Rolla der Immunhomdostase undoleranz.Daher wurden in den
letzten Jahren neue therapeutische Strategien fir Autoimmunerkrankungen entwickelt, welche direkt
oder indirekt auf Tregs abziel¢h05]. Ein Ansatz ist die Pr@iation von Treg vivozu induzieren,
was durch die Gabe von2bzw. IE2 Antikdrperkomplexen erreicht werden ka{#8]. Auch in dieser
Arbeit war der erste Ansatz zur Etablierung einer Irbgrapie im AEBAMausmodell digGabe von
niedrigdosiertem IE2 bzw. zwei verschiedene Konzentrationen a@ Antikbrperkomplexen. {2 war
die erste Immuntherapie, die Anfang der 1990er Jahre fur die Behandlung des metastasierten
Nierenzellkarzinoms und des malignen Melanoms zugelassede und bei 1517 % der Patienten
mit diesen Krebsarten eine Gesamtansprache bewirkte, daruntetO0 5% dauerhafte
Komplettremissionerf229,230] Es hatte sich gezeigt, dass eine langfristige, niedrig dosiete IL
Therapie Tregs aufgrund ihrer konstitutiv hohen Expression von CD25 bevorzugt stimuliert und zur
Behandlung von Autoimmunerkrankungen und zur Verzdgerung der Abstof3ung von Transplantaten
eingesetzt werden kanf231,232] So wurde bewiesen, dassedrig dosiertes H2 bei T1D und SLE
Patienten sichals sicher erwieserhat [97-100] Die kurze Halbwertszeitind schwerwiegende
Nebenwirkungen im Zusammenhang mit einer hochdosierteiBehandlung stellen jedoch grof3e
Nachteile daf233]. Daher wurden zahlreiche Versuche unternommen, dizbhsierte Therapie zu
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verbessern. Einer der vielversprechendsten Ansétze ist die Verwendung von Komplexeh and IL
bestimmten IE2-Antik6rperkomplexen. Es hat sich gezeigt, dass diese Komplexe nicht nur die
Halbwertszeit von parenteral verabreichtem2Lldeutlich verlangern (von Minuten auf Stunden),
sondern je nach verwendetem Antikdrper auch eine selektivewierende Wirkung auf verschiedene
Immunzellpopulationen ausiibef204,234] Komplexe aus murinem-B_und antiL-2 Klon S4B6 (L
2/S4B6) stimulieren nachweislich CD8+Ad NKkGedachtniszellen, wahrend Komplexe aus murinem
IL-2 und antill-2 Klon JESBH (Il-:2/JES6) hochselektiv Tregs expandiefgf4,234,235] Diese
Selektivitdt von H2/JES6 kommt daher, dass sich die Bindungsstelle flrlJE®@korper und
CD122/CD132 im-B-Molekul fast vollstandig tberlappen. CD122 und CD132 stellen die Bestandteile
des dimeren H2 Rezeptors auf CD8+und NKZellen darlL-2/JES6 ist daher nicht in der Lage, an den
IL-2R dieser Zellen zu binden und seine Signalwirkung auszulésen. CD25 kann jedet;hdas Hn
JESE Antikdrper gebunden ist, binden und dadurch seine Wirkung auf CD25+ Zellen entfalten. So hat
sich gezajt, dass der Komplex ausaLIES6 zu einer Expansion von Tiegsvoflhrt, was es zu einem
attraktiven Immuntherapeutikum machf233] und wurde daher auchhier in diesen Versuchen
verwendet.

Da je nach Erkrankungnd Therapieansatz die Dauer und Menge der Gabe de® IL
Antikorperkomplexes in der Literatur teilweise stark variief283,204] wurden hier zwei Ansétze
gewahlt: einmal in einer praventiven kurzen Gabe mit einer miear Konzentratiofi203]und einmal
eine langere und spater angefangenen Gabe mit einer hdhereis [20%l]. Fir den Therapieansatz
mit niedrigdosiertem k2 wurde das human rekombinante 2 Proleukin gewahlt, eiches eine
vergleichbare biologische Aktivitdt und eine fast identische biodébeime Struktur zum nativen
humanen 2 aufweist ausgewahl{236]. Zusatzlich ist es als Therapeutikum gegealignen
Melanomen und Nierenzellkarzinomen in der Klinik verflidizaeits verfligbaf103].

In allen drei betrachteten Therapiegruppen konnten, wie in der Positivgruppe, die typischen Merkmale
der EBA nachgewiesen werden: eine typische Histopathologie mit Verdickung der Epidermis,
Blasenbildung und Einwanderung von&Zmdungszellen, sowie die C3 und IgG Ablagerung an der DEJ
mittels DIH208]. De AKEBA wurde also in allen vier Gruppen ausgeltst und die -@ubdisierende
Therapieansétze zeigten somit keinen positiven Einfluss auf die Effektorphase der EBA. Es war eher das
Gegenteil der Fall, da insbesondere in den M&ausen, die dieAiitikdrpgkomplexe bekamen, eine
Verschlechterung des klinischen Phanotyps festgestellt werden konnte. Zusétzlich konnte lediglich in
der Gruppe mit Gabe der spaten und hohen Dosis eine Erhdhung an Tregs in der Milz festgestellt
werden, jedoch auch mit einer gleiokitigen Erh6hung an CD11b+ Effektorzellen. Gleichzeitig konnte

in dieser Gruppe zum Versuchsende ein jeweils signifikant hoherer Titer an injizierten spezifischen
mCOL?%5TIgGsund freiem IL2 detektiert werden. In Bezug auf die anderen zwei Therapjgzgn

gab es hingegen fur diese Parameter keinen bedeutenden Unterschied zu der Positivgruppe. Das
injizierte IgG war in diesen drei Gruppen ebenso gar nicht mehr nachweisbar.

Der Grund warum Proleukin nicht als nieddigsierte 12 Therapie funktioniertekdnnte sein, dass
dies eben ein rekombinantes humaneglist. Zwar konnte nachgewiesen werden, dass humanes IL
2 ebenso murine T Zellen stimulieren ka237], aber eventuell brauchte es in der Maus andere
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Konzentrationen als hier eingesetzt wurden. Da fir diese Gruppe in keinem untersuchten Bereich
signifikanter Unterschied zur Positivgruppe festgestellt wurde, sieht es danach aus, als hétte es keinen
Effekt auf die induzierte EBA gehabt.

Webster et al.[238] konnten mit der ebenso hier verwendeten niedrigen Konzentration ad IL
Antikdrperkomplex zeigen, dass praventive Behandlung mit diesem Komplex zu einer Unterdriickung
der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis im Mausmodell fihrt, aber Behandhaig n
Krankheitsbeginn keinen Schutz vor Erkrankung mehr aufwies. Ebenso konnte in einem-Kontakt
Hypersensibilitditsmodell gezeigt werden, dass Gabe d2sAlhtikdrperkomplexes vor Induktion des
Modells zur Unterdriickung der Hypersensibilitatsreaktion undimar Expansion der Trdgppulation

mit einer gleichzeitigen Verminderung einer Neutrophilefiltration in entziindete Haut fihrtf203].

Daher wurde hier ebenso vor Induktion der experimentellen EBA e2rAlhtikdrperkomplex in der
gleichen Konzentration flr mehrere Tage verabreicht. Auch hier konnte die beschriebene Expansion
an Tregs in verschieden Organen nach drei Tagen beobachtet wer{38] (Daten nicht gezeigt).
Jedoch war dieser Effekt zu Ende des Versuches nicht mehr nachweisbar. Dies wirde ebenso im
Einklang mit Webster et al. Kinetikstudien stehen, die hachweisen konnten, dass die Expansion der
Tregs nach Gabe desdlAntikérperkomplexmit nur drei Injektionen sehr kurzlebig ist: mit einem
Hohepunkt am funften Tag und anschlieRend einem Abfall der-Angghl auf ein normales Niveau

bis spatestens dem 15. T#238]. Da das AEBAMausmodell 12 Tage lauft und die Injektion des
Komplexes drei Tage vor Induktion angefangen wurde, wirde @asuthende genau auf das
Einpendeln der Tregnzahl auf das Anfangsniveau fallen. Auch wenn die Tregs am Anfang expandiert
waren, konnten sie ebenfalls noch keine Effektorzellen in der Haut supprimieren, da diese zu Beginn
der Erkrankung wahrscheinlich donicht in ausreichenden Mengen die Haut eingewandert waren.

Diese kurze Zeitspanne der T#Egpansion und das NicAufeinandertreffen der Tregs mit den
Effektorzellen hatte daher mit der spateren Gabe de2 Antikdrperkomplexes umgangen werden
konnen. Es zeigte sich zwar, dass die Tregs hier zumindest in dexx@@ndierten, aber mit dieser
hohen Konzentration eben auch myeloide CD11b+ Zellen. Dies konnte auch schon Tomia3t al.
beobachten: sie konnten zeigedass die Gabe des2LAntikbrperkomplexes zu einem Anstieg an
Granulozyten, Eosinophilen und DCs und zu einem gewissen Grad auch von Monozyten und
Makrophagen fuihrt. Es ist bekannt, dass allgemeine lymphoide Vorlauferzellen durch Stimulation eines
exogean exprimierten 12 Rezeptors zu Zellen der myeloiden Linie differenzieren ko6j28£}. Tomala

et al. vermuten, dass die allgemeingmphoiden Vorlauferzellen und RieZellen Uber ein latentes
Programm zur Differenzierung der Granulozyt®tonozyten-Linie verfligen, das durch Signale des
rekonstitutiven IE2-Rezeptors ausgelost werden kann. Sie stellen die Hypothese auf, dass a#s stark
IL-2-Signal, das von R/JES6 bereitgestellt wird, zu einer &hnlichen Wirkung fiihren kann. Diese
Hypothese setzt jedoch voraus, dass zumindest ein Teil der allgemeinen lymphoiden Vorlauferzellen
in einem bestimmten Stadium ihrer Entwicklung einen véatidigen trimeren 2R exprimiere233].
Zumindest kann anhand der hohen2lKonzentration im Plasma nachgewiesen werden, dass das
Zytokin da ist und damih der Lage ist auf die jeweiligen Zielzellen zu wirken.
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Ebenso kam es neben dem Anstieg der #&agahl zu einem Anstieg an T Effektorzellen in der Milz
nach Gabe der hohen Konzentration anR IAntikdrperkomplex. Interessanterweise stieg bei beiden
Zellppulationen der Anteil um etwa das dreifache und blieben damit mehr oder weniger im gleichen
Verhéltnis zueinander bestehen. Auch in der Haut schien sich das Verhdltnis der Tregs zu T
Effektorzellen sich nicht zu verandern. Daher deuten diese Ergebnisseéan Funktionsverlust der
induzierten Tregs hin. Allgemein gilt namlich, dass die suppressive Kapazitat einer bestimmten Treg
Population nicht allein durch ihre Anzahl bestimmt wird, sondern vielmehr durch das Verhaltnis von
Tregs zu konventionellen EKtorzellen [240]. Dabei fuhrt ein hoheres Verhdltnis zu einer
Immunsuppressiof240]und ein niedrigeres Verhaltnis kann eine Autoimmunitat bestafiér241]

Da hier das Verhdltnis gleichblieb, die Autoimmunerkrankung dennoch verstarkt wurde, muss die
fehlende Suppression der Tregs einen anderen Hintergrund haben (siehe auch 5.3).

Eine Erhéhung an CD11ball&n bedeutet gleichzeitig auch eine Erhdhung an Zellen, die in der Lage
sind den neonatalen Fdyezeptor (FCRn) zu exprimier@42]. Eine der wichtigsten Funktionen von

FcRn wéahrend des gesamten Lebens ist die Regulierung defolgp@ostase durch den Schutz von
endozytiertem IgG vor lysosomalem Abbau, wobei internalisierteMg(@kuile im Blut wieder an die
Zelloberflache zurtickgefuhrt werden. Aufgrund dieses selektiven Recyclings haben IgGs im Vergleich
zu anderen Antikorperklassen eine auf3ergewohnlich langen8elbwertszeit. Bei Mausen, denen

eine der FcRtUntereinheiten fehlt, konnte nachgewiesen werden, dass die endogenei$Spiggel
nachweislich deutlich niedriger und die Halbwertszeiten &hnlich wie bei andeifadgen sinf243-

246]. Durch die mdglicherweise erhéhte Expressionsrate des FCRn kdnnte somit das in groRen Mengen
injizierte 1gG nach Aufnahme in den Kreislauf im Blut bevorzugt an die Rezeptoren gebunden haben
und dadurch langer vor Abbayeschitzt worden sein.

Dass die drei verschiedenen Therapieformen auch nicht in der Lage waren dienkedd an ihrem
Wirkort, der lasionalen Haut, bis zum Ende des Versuches zu erhhen, wurde auch anhand der
immunhistochemischen Farbungen der Treghbtbiar. Hier konnte nochmal beobachtet werden, dass

in lasionaler Haut die Treg Anzahl im Vergleich zur #édiwnalen Haut ansteigt, aber kein
signifikanter Unterschied zwischen der Positivgruppe und den Therapiegruppen bestand.

Ahnlich war es mit den wkeren untersuchten Immunzellen in lasionaler Haut: die Therapien hatten
keinen Einfluss auf die Einwanderung an Neutrophilen und Makrophagen und auf die
Proliferationsrate der Zellen in der Haut allgemein nach Induktion deeB¥. Lediglich fir T Zellen
allgemein ergab sich ein Effekt: interessanterweise konnten keine CD3+ Zellen mehr nach Gabe einer
der auf IE2 basierenden Therapieformen in der Epidermis nachgewiesen werden. In der Epidermis von
Mausen und auch Menschen finden sich DETZ (puglZellef, die eine entscheidende Rolle fir die
epidermale Immunantwort und Wundheilung sifi247,248] Es konnte schon gezeigt werden, dass

die Anzahl an DETZ in chronischen Wunden oder auch in bestimmteimfunerkrankungen, wie

zum Beispiel Psoriasis, geringer ist als in gesunden Kontj@4h250] Dies konnte auch hier
beobachtet werden. Da jedoch in den Mausen der Therapiegruppen keine CD3+ T Zellen, und damit
auch keine DETZnehr nachweisbar waren, scheint es, dass die Gabe vardie DETZ in ihrem
Uberleben oder eventuell in ihrer Migration aus der Epidermis beeinflusst. Da, wie oben schon
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erwahnt, DETZ wichtig fur die Wundheilung sind, kénnte dies eine weitere Erkl&iiungdje
Verschlechterung des klinischen Bildes innerhalb dieser Gruppen sein. Eine weitere Gruppe an
epidermalen T Zellen in der Maus sind di8+ TRMellen [222]. Diese Zellen dienemls
Alarmsensoren oder zytotoxische Zellen und damit als Abwehr von Pathogenen, welche tber die Haut
eintreten[251]. Eine weitere besondergigenschatft ist ihre besondere Langlebigkeit von Monaten bis
Jahre in der Hauf252]. Wahrend einer Infektion oder Entziindung der Haut gelangen CD8+ T
Effektorzellen aus dem Blut in die Dermis und kénnen daxieicpidermis rekrutiert werden. Dieser
Prozess hangt von Chemokinrezep8ignalen, einschlie3lich CXCR3,[2#8]. Ob auch andere
Chemokinrezeptoren fir den Eintritt von CD8+ T Zellen in die Epidermis erforderlich sind, ist unklar,
obwohl dies wahrscheinlich ist, da die Bildung ¥ib8+ TRMellennur teilweise blockiert wurde,

wenn den CD8+ T Effektorzellen die CxEXpression fehlte. Im Gegensatz dazu mussen T Zellen die
Expression von CCR7 hochregulieren, um die Haut tber die Lymphgefalie verlassen z{Pkdhnen

Ob, und wie, die Gabe von niedrigdosierter® lhzw. IE2 Antikbrperkomplexen die Auswanderung

von CD8HRMZellenaus der Epidermis bewirkt haben kdnnte, kann hier jetzt nicht gegaglen. Es

konnte jedoch schon gezeigt werden, dass sie neben ihren positiven schiitzenden Eigenschaften vor
Infektionen der Haut, sie auch pathogene Merkmale in mehreren autoinflammatorischen
Hauterkrankungen aufweisen. Eine dieser Erkrankungen istaB&grin welcher di€D8+ TRMellen

in erhohter Anzahl in lasionaler Haut gefunden werden koni2&i]. Die Rolle dieser Zellen in EBA

ist noch nicht bekannt und ob es sich hier nun um diesen Zelltyp handelt oder um DETZ kann anhand
der vorhandenen Daten nicht genau gesagt werden. DETZ gehdren zu den ersten T Zellen, die sich in
Méausen sehr frih im Leben bilden und in die Haut einwandern dodch Homoostase
aufrechterhalten werden. Es konnte auch gezeigt werden, dass es in der vorkommenden Anzahl an
DETZ un€D8+ TRMelleninnerhalb der Epidermis eine inverse Beziehung zu bestehen scheint, der
Uber Monate zu beobachten war: eine Untersucgwon DETZ in Maushaut nach der Beseitigung einer
Herpes simplex virdafektion ergab einen erheblichen und anhaltenden Riickgang der-Bd&il&n

um die Infektionsstelle und einen entsprechenden Anstieg der Anzahl virusspezifischer
gewebebewohnenden T Geclitniszellen255]. Da hier in gesunder niclésionaler Haut signifikant

mehr CD3+ T Zellen in der Epidermis detektiert werdemten als in lasionaler Haut des-BEBA
Mausmodells und CD8+ gewebebewohnenden T Gedachtniszellen zundchst als Reaktion auf die
Entzindung in die Haut einwandern miss{@®4], ist anzunehmen, dass zumindest in der nicht
l&sionalen Haut, vorwiegend DETZ vorliegen. Ob dies jedoch auch noch der Fall in der lasionalen Haut
ist, ist jedot nicht bekannt. Unter einer hohen mikroskopischen Auflésung kénnten eventuell, neben
der Verwendung von spezifischen Markern, die beiden Zelltypen morphologisch voneinander
unterschieden werden: wahrend diéD8+ TRMellenviele amorphe Formen bilden, déeirch kurze
Dendriten und viele kleine, filopodienahnliche Fortsatze in lateraler Richtung gekennzeichnet sind,
bilden DETZ eine relativ konstante Anzahl langer Dendriten in Richturfgfraésm corneunj255].

Weitere Untersuchungen, um welchen Zelltyp es sich handelt und welche eventuellen Auswirkungen
dieser auf die EBA hat, sind hierflir aber noch ndtig.

Insgesamt wurde deutlicldass eine Tre@herapie Uber H2, sei es niedriglosierte bzw. einen R
AntigenAntikdrperkomplex, in der hier angewendeten Weise keine Option fur die Behandlung einer
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AK-EBA war. Durch mogliche Anderungen des Therapieplans, wie langere Gabe deyerdadri
Konzentration des {2 Antikdrperkomplexes oder einer Anpassung des niedivgjertem k2 konnte

dies gegebenenfalls noch gedndert werden. Ebenfalls ware es moglich Rapamycin zusatzlieh zum IL
Antikdrperkomplex mit zu verabreichen, welches dielifFtion von T Effektorzellen inhibiert, aber
gleichzeitig auch die Expansion an Tregs langanhaltend verga&6it
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Es besteht ein wachsendes Interesse am therapeutischen Potenzial des adoptiven Transfers gesunder
Tregs in Patienten mit einer Vielzahl von Erkrankungen, darunter auch Autoimmunerkrankungen, um
zu versuchen, das Gleichgewicht ind@enen mit aktiver Entziindung in Richtung einer toleranteren
Mikroumgebung zu verschieben. In den Bereichen GVHD und T1DM wurden bereits klinische Studien
in der Frihphase durchgefihrt, die vielversprechende Sicherheit und potenziell wirksame Ergebnisse
zagten[257]. So konnte gezeigt werden, dass zum BeigmeKindern mit T1B@in adoptiver Transfer

von polyklonalen, autologen Tregs das Uberleben der Pankreasinseln verlabgdogizeigteneinige
Patienten Anzeichen einer klinischen Remission und blieben nach einem Jahr ohne jegliche
Nebenwirkungen insulinunabhangid06]. Eine weitere klinische Studie (NCT01210664), bei der
polyklonale autologeex viveexpandierte Tegs bei erwachsenen TdEatienten eingesetzt wurden,
zeigte, dass die Behandlung sicher und vertragliqd@st]. Auch hier wurde nun ein adoptive Transfer
polyklonaler Tregs als Therapieansatz inrE®AMausmodell angewendet.

Da nicht bekannt ist, welche Anzahl an Tregs die beste therapeutische Wirkung entfaltet und dies
ebenfalls je nach Erkrankung uidt der Tregs variieren kanj258], wurden hier zunachst drei
verschiglene Konzentrationen an Tregs fur den préventiven adoptiven Transfer wWBBAK
Mausmodell getestet. Alle drei Konzentrationen zeigtenVerlaufdes Versuches eine signifikante
Reduzierung der mit EBA betroffenen Koérperoberflache der Mause. Dies zegeidashohe Menge

an zugefiihrten Tregs in der Lage ist, die Ausbildung an Lasionen wahrend der Effektorphase zu
unterdriicken. Weitere klinische Parameter der EBA wurden jedoch von den transferierten Tregs nicht
beeinflusst, wie die Bindung des Autoantikérg oder der C3 Ablagerung an der Basalmembran.
Ebenso der Titer des injiziertanCOL?%STIgGswar zwischen den Gruppen nicht verandert. Dieser
war, im Gegensatz zum obigen Therapieversuch rilf hoch detektierbar, da hier im Versuch fir
eine erfolgréche Induktion der AlEBA dasnCOL?%STgGauf Grund der IgG Charge haufiger und bis
Tag Acht injiziert werden musst8omitwar dieserwahrscheinlichnoch nichtvollstédndigabgebaut
worden. Hinsichtlich der Verdickung der Epidermis und der Infiltratiom allgemeinen
Entzindungszellen in die Dermis konnte mittels H&Eoung nur ein Trend festgestellt werden, da
hier in der Gruppe mit einer Million transferierten Tregs es eine hohe Streuung vbdagWeiteren

wies der EB#Score, nur die Ohren betreffdn keinen signifikanten Unterschied mehr zwischen der
Positivgruppe und den Therapiegruppen am Ende des Versuches auf (siehe Anhang Abbilderg A1)
Unterschied zwischen den Gruppen kam daher hauptsachlich Ubek&znen am restlichen Kérper
zustande.Zusatzlichmuss angemerkt werden, dass an den Mausen am restlichen Korper fast keine
betroffenen Hautlasionen mehr vorlagen bzw. diese schon am Verheilen waren (Daten nicht gezeigt).
Dies zeigt, dass die Tregs hier keine Rolle in der frihen Phase déorgfiase der AEBA haben, wie

bei der Bindung der Autoantikdrper und der Komplementaktivierung, jedoch eine Wirkung auf die
Infiltration weiterer Entziindungszellen und damit dem Fortschreiten der Erkrankung. Es muss hier
auch beachtet werden, dass die tAantikdrper von den Mausen nicht selbst gebildet werden
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mussten, sondern kinstlich zugefiihrt wurden. Da schon gezeigt werden konnte, dass Tregs in der Lage
sind B Zellen und deren Antikoérperproduktion zu unterdrick2bO], konnte eventuell die Treg
vermittelte Suppression der EBA im-BBAMausmodell oder auch im Menschen schon bei der
Autoantikérperbildung anfangenkEs konnte jedoch auch schon im-BRAMausmodell gezeigt
werden, dass durch Injektionen von IgG zur Induktion deEBA ab Tag Zwolf von der Maus gebildete
Antikérper gegen das injizierte IgG nachweisbar waf2@0]. Um zu testen, ob die adoptiv
transferierten Tregs die Antikorperbildung der B Zellen unterdriicken, misste daher das Serum auf
diese Antikorper gegen das injiziereCOL?°SIgGuntersucht werden.

Da der Effekt eines adoptiven Treg Transfers dadurctebesdass die Anzahl an Tregs im Organismus
erhoht wird [105], wurde ebenfalls getestet, obine Erhdhung der Trefnzahl in lymphatischen
Organen und/oder Haut beobachtet werden kaond ob es ersichtlich istvohin die transferierten

Tregs nach Injektion wandern. Mittels Durchflusszytometrie konnte zwar keine Erhthung des
allgemeinen Tred\nteils inmesenterialen Lymphknoten, Milz und Blesstgestellt werdenJedoch
konnten dank derMarkierung der transferierten Tregs mit CFSE, diese vor allem in lasionaler Haut
nachgewiesen werden. Hier machten sie etwa ein Drittel der totalen Tregs aus, was zeigt, dass die
Tregs zu dem Ort der Entzlindung gewandert sind und damit auch direkt vor @t Lage waren
weitere Immunzellen zu supprimieren und der Entziindung entgegenzuwirken. Immunhistochemische
Farbungen von Tregs in der Haut zeigten, im Gegensatz zur Durchflusszytometrie, dass die Anzahl an
Tregs auch insgesamt in lasionaler Haut stixig unterschiedlichen Ergebnisse der beiden Methoden
konnte, wie auch oben schon erwahnt, die Ungenauigkeit der durchflusszytometrischen Messung auf
Grund der unterschiedlichen entnommenen Stadien der Lasionen zuriickzufuhren sein. Im Gegensatz
zum Therajeversuch mit 2 konnte hier also bis zum Ende des Versuches eine stabile Erhéhung der
TregAnzahl erreicht werden. Interessant ware, agitere immunologische Farbungen in der Haut
vorzunehmen, um die transferierten Tregs von endogenen Tregs zu urg@tsoh Da die injizierten

Tregs alle von Reportermausen kommen, die im F@XB3otor die Sequenz von GFP tragen,
exprimieren alle diese Mause GFP in Tregs. Ohne Verstarkung des GFPs war dieses auf Grund der
Behandlung der Hautschnitte zur allgemeinen Badhder Tregs am Ende nicht mehr detektierbar.
Jedoch kodnnte eventuell durch zuséatzliche &P Antikorper dies wieder sichtbar gemacht werden.
Hiermit kdnnte auch in weiteren Doppelfarbungen Interaktionen und Positionierung der transferierten
Tregs mitweiteren Immunzellen untersucht werden. Ebenso ware die Betrachtung zu verschiedenen
Zeitpunkten interessant, um herauszufinden, wann die transferierten Tregs in die Haut einwandern.

Da nachgewiesen werden konnte, dass ein adoptiver Transfer von einkonkhl Tregs das
Krankheitshild der EBA im ABAMausmodell signifikant verbesserte und gleichzeitig auch eine
signifikant erhdhte Anzahl an Tregs in lasionaler Haut nachgewiesen werden konnte, wurde nun
untersucht, in welcher Weise die Tregs ihren pusiti Effekt in den betreffenden M&usen ausubten.

Zunachst wurde allgemein das Blutbild der Mause betrachietr Kontrolle wurde zunachst die
Werte der Positivgruppe mit den Wertaron acht unbehandelten C57BL/6 Mausasrglichen. Das
Blutbild dieser unbeandelten Mause stimmte dabei mit von T h e Jackson Labo
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bereitgestellten physiologischer Werte erwachsener C57BL/6 M&ause ab@tgrs://www .jax.orgk
/media/jaxwebffiles/jaxmice-and-services/physiological_data_000664.pdf0.03.2023). Es zeigte

sich, dass AEBA induzierte Mause, im Vergleich zu gesunden unbehandelten M&igaifikant

mehr Thrombozyten und Erythrozyten aufwiesen, abercleeitig signifikant geringere Werte fur
MCV, MCHGQund MCH Die reduzierten Werte an MCV und MCHC sind dabei typische Anzeichen einer
mikrozytaren hypochromen Andmie, in welcher die zirkulierenden Erythrozyten Betroffener in der
GroRRe und im Gehalt an Haglobin reduziert sind. Die haufigste Ursache fir diese Art von Andmie
sind verminderte Eisenreserven des Korpers, was mehrere Grinde haben kann. Dies kann auf einen
verminderten Eisengehalt in der Ern&dhrung, eine schlechte Aufnahme von Eisen aus deakDizmn,

und chronischen Blutverlust, einen erhohten Eisenbedarf in bestimmten Situationen wie
Schwangerschaft oder Erholung von einem schweren Trauma oder einer Operation zurlckzufihren
sein[261]. Die genauen Ursachen sind jedoch nicht bekadat: Zustand konnte einfach auf Grund

des Handling der Méause durch Stress ausgeldst worden sein oder er liegt der EBA zu Grunde.
Betreffend EBA konnte kein Zusammenhang mit einer Anamie gefunden werder jemtotte fur BP
Patienten eine signifikante Korrelation ngither Anamie in einer Studie gezeigt werden. Hier lag aber
vor allem eine andere Form der Anamie vor: die normochromische normozytische A[ga8ie
welchesichtypischerweise durch gleich bleibend grof3e Erythrozyten und deren Hamoglobingehalts,
aber einer Reduzierung der Erythrozyt&nzahl kennzeichnet. Diese Arte der Anamie tritt dabei meist

als Begleiterscheinung anderer Erkrankungen268]. Diese Eigenschaften lagen hier in den Mausen
nicht vor. Jedoch sollte beachtet werden, dass es sich zum einen in der Studie um eine andere
Erkrankung handelte (BP an Stelle der EBA) und um Menschen und nicht um Mause.
Interessanterweise konntanider gleichen Studiaberebenfalls eine Erhéhung der Thrombozyten in
BRPatienten festgestellt werdeiisiehe auch unten)welche die Autoren mit einer B#ssoziierte
systemische Entziindungsreaktion erklart@62]. Fir detailliertere Hintergriinde miissten jecto

noch weitere Versuche mit mehr Tieren durchgefihrt werden, um zu klaren, ob und welche Anamie
genau hier in den Mausen eventuell vorliegt und worauf diese beruhen wirde.

Im Vergleich der Blutwerte der Posgiwippe zu mit adoptiv transferierten Tregs therapierten Mausen
zeigte sich, dass die Gruppe mit transferierten Tregs gegeniber der Positivgruppe eine niedrigere
Anzahl an Eosinophile und Thrombozyten im Blut aufwies. Die Thrombozyten Anzaluasaibk
wieder auf den Mittelwert gesunder C57BL/6 Mause. In HBaienten ist eine Veranderung der
EosinophilerAnzahl im Blut noch nicht beschrieben, jedoch ist bekannt, dass in der inflammatorischen
Form der EBA vermehrt Eosinophile in lasionale Haut einwandemekgh67] und in BPPatienten
konnte ein Anstieg der Eosinophile im Blut beobachtet werf264]. Ahnlich ist die Datenlage
betreffend der Thrombozyten: zu EBatienten sind keine o6ffentlichen Daten vorhanden.Big
Patienten konnte jedoch eine Erhéhung der ThrombozyAétivierung festgestellt werden, was auf
eine Beteiligung der Thrombozyten in der Erkrankung hindejli4?,264] Insgesamt konnte schon
gezeigt werden, dass die Beziehung zwischen Thromboayk&osinophile symbiotisch ist: so wurde
schon in mehreren Krankheitsmodellen und Erkrankungen eine positive Korrelation zwischen der
Anzahl und/oder Aktivierung der Thrombozyten und Eosinophile festgestellt wej2E5-267].
Gleichzeitig sind Tregs in der Lage Eosinophile in ihrer Aktivitat zu inhif2&&und eine negative
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Korrelation zwischen der Anzahl an Tregs und Eosinophile konnte scéiorein AllergieMausmodell
beobachtet werderj269]. Diese positive Korrelation zwischen Thrombozyten und Eosinophile und die
negative Beziehung zwisen Tregs und Eosinophile konnten hier nun gleichzeitig festgestellt werden.
Durch Verminderung der Eosinophit&mzahl durch Tregs konnte daher auch indirekt auch die
ThrombozyterAnzahl mitreguliert worden sein. Da Eosinophile in Autoimmunerkrankungechdu
Ausschittung ihrer Mediatoren in der Lage sind Gewebsschaden hervorzurufen oder weitere
Immunzellen zu aktivieref270], bedeutet die RBgulation durch Tregs einen Schutz vor weiteren
Schaden und damit Lasionen. Das gleiche gilt in Bezug auf Thrombozyten, welche ebenfalls
immunregulatorische, insbesondere inflammatorische, Eigenschaften aufweisen kdindem sie

das Endothel aktivierennd damit die Entzindung bzw. Einwanderung von weiteren Immunzellen in
das entziindete Gewebe fordef@71]. Daherkénnte eine hohe Anzahl einen negativen Einfluss auf
den Krankheitsverlauf der EBA haben.

Im Blut konnte ebenfalls signifikant weniger freie21in der Therapiegruppe im Vergleich zu der
Positivgruppe gemessen werdeldies kannauf Grund der hohem Anzahl an Tregs zurlckgefihrt
werden, da dies im Gesamten mehi2llan die héhere Anzahl an CD25 auf Tregs binden und somit die
Konzentration an freiem 42 sinken lasst. Des Weiteren konnte in CD4+ T Zellen der Therapiegruppe
signifikant mehr H10 dekktiert werden. IL10 ist ein Zytokin mit umfassenden immunregulierenden
Funktionen, so kann es zum Beispiel die Funktion von Anfigisentierenden Zellen und die
Aktivierung bestimmter Zytokine hemmen und damit die Effektorfunktionen von T Zellen,
Makrophagen und N¥ellen regulieren272]. Tregs, aber auch praktisch alle Th Untergruppen sind
mit in der Lage HLO zu bilden und damit immunregulierende Funktionen auszu(jB&B]. Welche
Untergruppe der CD4+ T Zellen vermehlr10 gebildet hat, lasst sich hier nicht mit absoluter
Sicherheit sagen, da aber eben auch TregiDlproduzieren und Tregs injiziert worden sind und in
vermehrter Anzahl vorliegen, liegt es nahe, dass auch in diesem Aspekt die Tregs die Quelle sind.

Insgesamt hatte der adoptive Transfer der Tregs keine Auswirkung auf die Proliferationsrate der Zellen
in der lasionalen Haut. Jedoch wird auch hier nicht sichtbar, welche Zellen proliferi2ren.
proliferierenden Zellenn der Therapiegrupp&bnntenauche benf al |l s von , guten®
wie den Tregs oder Zellen, die die Wundheilung induzieren und nicht nur von aktiven
Entzindungszellen. Um diese Frage zu beantworten, missten auch wieder Doppelfarbungen
durchgefihrt werden.

Auch beziglich der MakropganPopulation konnte kein Unterschied hinsichtlich der Anzahl
zwischen den Gruppen festgestellt werden. Jedoch schienen in der Therapiegruppe die Makrophagen
vermehrt in der unteren Dermis zu verweilen. Wahrend in der Positivgruppe die Makrophagen
verstakt direkt unter der Blase bzw. der Lasion wanderten und sich somit Giber die ganze Dermis von
unten nach oben zogen. Hautresidente Makrophagen sind der haufigste Immunzelityp in der Dermis.
Als Reaktion ayzum Beispielgine lokale Hautverletzung wandedie anséssigen Makrophagen und
Monozyten an die betroffene Stel[274], was eben auch hier in der Positivgruppe beobachtet werden
konnte. Amekommen, differenzieren sich die Zellen als Reaktion auf lokal produzierte Zytokine in pro
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inflammatorische Makrophagen (M1 MakrophagenR75]. Mit dem Fortschreiten der
Entzindungsreaktion werden die Makrophagen-724 Stunden nach der Verletzung zu der
dominierenden professionellen Phagozytempdation [276]. Makrophagen weisen dabei mehrere
Funktionen auf, darunter antimikrobielle Wirkung®hagozytose gealterter Neutrophiler und
Wundregulation274]. Die Beteiligung mit an der Effektorphase als proinflammatorische Zellem in de
EBAwird auf Grund voiin vitround ex vitroVersuchen zur REBeisetzung und positiven Spaltbildung
zwischen Dermis und Epidermis vermufg65]. Es konnte schoallgemeinin vitro gezeigt werden,
dassTregsin der Lage sindgpeziell auf Monozyterzu wirkenund deren Differenzierung, Zytokin
Sekretion und Antigenexpressioru verhindern Nach CoKultur mit Tregs zeign Monozyten
klassische MMakrophagerMerkmale wie eine erhdéhte Expression von CD206 und &3Pdowie

eine verringerte Fahigkeit, auf proinflammatorische Stimuli zu reagieren, was durch eine verringerte
I.6- und TNMB3-Produktion und N BAktivierung belegt wrde [277] Welche
Makrophagenpopulation hier wirklich vorlagen musste mittels differenzierter immunologischer
Farbungen noch festgestellt werden, die Daten sprechen ahéglicherweisefir eine M2
dominierenden Population.

In der Therapiegruppe konnten signifikant me@D3+ T Zellen in lasionaler Haut als in der
Positivgruppe detektiert werden. Dies ist nicht tiberraschend, da ja auch signifikant mehr Tregs dort
vorhanden sind wasdurch immunhistologische Farbungeler Tregsauch direkt gezeigt werden
konnte. Ob noch aie andere T ZePopulation anstieg, ist so nicht beantwortbar. Uberraschend war,
dass diesmal zwar die CD3+ T Zdltetler Epidermis, als6D8+ TRMellenund/oder DET2222], in

der Therapiegruppe mehr oder weniger bestehen blieb, jedoch in der Positivgruppe nicht mehr
vorhanden war. Der einzige Unterschied zwischen den beiden Positivgruppen der zwei
Therapieanséatze war die unterschiedliche Gaben@OL?%5TIgG. Ob dies einen Effedtif DETZ oder
CD8+ TRMellenhaben konnte, ist nicht bekannfedoch ist bekannt, dag&D8+ TRMellenfir ein
Bestehen in der Epidermis die Marker CD69 und CD103 exprimieren mDésaildung von CD103
wiederherum ist abhéngig vom Vorhandensein von-BEE3]. Von welcher Zellart das T@Eaflr
kommt, ist noch nicht bekanrj278], aber Tregs wurden, neben vielen anderen Zelltypen, als Quelle
vonTGF3 b e s ¢ 9] GD8+eTRMellen die nicht in der Lage sind, CD103 hoch zu exprimieren,
verbleiben auch fir eine kiere Zeit in der Epidermj278]. Ob, aufGrund dem Vorhandensein von
mehr Tregs in lasionaler Haut nach dem adoptiven Transfer, nunver@&f pr oduzi er t
daher eventuelCD8+ TRMellenbesser in der Epidermis verbleiben kénnten, misste noch untersucht
werden. Aber, wie auch schoeim 11-2 Therapieversuch, miisste zundchst untersucht werden, welche
T Zellpopulation Gberhaupt in der Epidermis jeweils vorliegt.

Ebenso konnte in den Méausen, die die Tregs injiziert bekamen, signifikant weniger Neutrophile
beobachtet werden. Dieses Ergebmleckt sich mit dem vitro CoKultivierungsversuchen in denen
gezeigt werden konnte, dass Tregs in der Lage €iDd8 auf Neutrophilen herunter zu regulieren und
damit deren Migration in das Gewebe zu beeinflusgE4]. Dies ist wahrscheinlich auch einer der
Hauptgriinde, warum in der Enapiegruppe signifikant weniger Kérperoberflache von -EB#onen
betroffen war, da die hauptverantwortlichen Zellen der Effektorphase in geringerer Zahl varlzigen
Effektorphase der EBA im #Aiduzierten Mausmodell wurde somit mehr oder weniger na&r d
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Komplementaktivierung und vor oder wahrend der Neutroftelkrutierung abgestoppt oder
zumindest abgebremgfir Auswirkungen der Tregs auf Neutrophile, siehe auch nachstes Kapitel)

Insgesamt konnte durch den adoptiven Treg Transfer erfolgreich féiet&bhase der EBA und damit

die Ausbildung des klinischen Phéanotyps unterdrickt werddgben Neutrophile, und der DETZ
und/oder CD8+ gewebebewohnende T Gedachtnigzgtiulation, die hochreguliert wurden, hatte der
adoptive Treg Transfer ebenso eineifekt auf die Konzentration an Eosinophile und Thrombozyten

im Blut. Diese wurden herunterreguliert und hatten damit méglicherweise ebenfalls einen positiven
Einfluss auf das Verhindern des Fortschreitens der BRA.allem die reduzierte Anzahl an
Thrombozyten kdnnte die erhéhte Einwanderung der Neutrophile mit verhindert hg¥r). Es muss
jedoch beachtet werden, dass hier lediglich ein praventiver Therapieansatz bisher getestet wurde. Ob
der adoptive Treg Transfer auch bei schon bestehender Erkrankung funktionieren wiirde, misste noch
untersucht werden. Vorzugsweiszunachst ebenfalls am ABAMausmodell und bei positiven
Ergebnissen im AGBAMausmodell, um eine bessere Vergleichbarkeit zur Erkrankung im Menschen
zu bekommen.

Obwohl die Therapie mittels adoptiven Treg Transfers fur einige Autoimmunerkrankungeauyeti

hier fur die EBA, vielversprechend isipllte man nicht vergessen, dassie auch einige
Herausforderungen mit sich bringt: (i) die Isolation Viwags (ii) die eventuell notwendige Expansion

der Tregsin vitro, sowie (iii) die Re-Infusion von einereinen und stabilen TreBopulation kénnen
Probleme bzw. Schwierigkeiten mit sich bringen. So ist, zum Beisfsehes Eigenblut die beste
Option, um AbstoRBungsreaktionen zu vermeidand unabhéngigvon der Verfligbarkeit eines
Spenders. Patienten miRutoimmunerkrankungen profitieren jedoch mdéglicherweise nicht in vollem
Umfang von ihren eigenen Tregs, da diese nachweislich in ihrer Funktion eingeschrankt sind und in
geringerer Zahl zirkulieref280]. Aufgrund der geringen Anzahl von Tregs im Blut istimigitro
Expansion der isolierten Tregs der unvermeidliche zweite Schritt. WahrendExpansion ist es
wichtig, den suppressiven Charakter der Zellen aufrechtzuerhalten und das Auswachsen ven Nicht
Tregs zu verhindern. Mit der Expansion sind jedoch einige erhebliche Nachteile verbunden.
Wahrenddessemesteht das Risiko einer Kontaminatimit TEffektorzellenoder Mikroorganismen.
Zusatzlichwurde Uber einen Verlust der suppressiven Funktion nach der-Expegnsion berichtet.
Daher wurde ein Konsens erzielt, dievitro Expansionszeit auf maximal 2 Wochen zu begrenzen
[280,281] Zur Optimierung der Trefgxpansion wurdeaber festgestellt, dass der mTG@Rnase
Inhibitor Rapamycin hochsuppressive FoxP3+ Tregs selektiv expdi2@i2jt Die Produktion von
Entziindungszytokinen wird ebenfalls verhindét1,283Jund die Zellen behalten eine demethylierte
TSDR282]. Wie oben bereits erwdhnt, kdnnen isolierte T#egpulationen bei einer autologen
Transpantation, insbesondere bei manchen Autoimmunerkrankungen, weniger funktionell sein. Um
diese Probleme zu tiberwinden, wurde in den letzten JahreexanvoManipulationen geforscht, um

eine ordnungsgemalle und stabile Funktion der Tregsvivo sicherzustden [280,284] Diese
Strategien umfassen dabei meist die Stabilisierung der FOXP3 Genexpression mittels genetischen
Editierensunter dem Einsatz von retrand lentiviralen Vektorefi280].
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5.3 Tregs erleiden einen FunktionsverlustAkEBAMausmodell

Eswurde schon in unterschiedlichen Autoimmunerkrankundpgmobachtetdass Tregs auf Grund einer
reduziertenAnzahl oder eines Funktionsverlustsn Verlauf eineErkrankung negativ beeinflussen
konnen[78-81]. So konnte gezeigt wden, dass Tregs bei Patienten mit Autoimmunerkrankungen
zwar nochvorhanden sind[77,78] es ihnen abesowohl an Autoantigefspezifitat als auch an
supptessiven Fahigkeiten zu fehleoheint[78-80]. In MS, zum Beispiel, wurde eine reduzierte Anzahl
an Tregs, als auch ein Funktionsverlust festgeg#3l01] Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
ebenfalls in T1D Tregs funktionelle Defizite aufweiGmist hier zwar die Anzahl an Tregs in Patienten
vergleichbar mit der Anzahl an Tregs in Kontrollprobanden, jedoch konnte gezeigt werden, dass
isolierte Treg von an T1D erkrankten Personen eine signifikant geringere Hemmung der T
Zellproliferation aufweisen als isolierte Tregs aus gesunden Probdfdgnn SLE wiederherum gibt
es zum Teil widersprichliche Bericli@2]: Die meisten Studien haben eine verringerte oder normale
Haufigkeit von Tregs bei SLE festgedi@gl}, obwohl andre Studien auch eine erhéhte Anzahl gezeigt
haben[42]. Es scheinfjedoch, dass die Zahl der Tregs wahrend aktiver Krankheitss¢84dig5]und

bei aktiven padiatrischen SiEatienten veringert ist, wobei eine umgekehrte Korrelation zwischen
Tregs und Krankheitsaktivitat sowie Autoantikdrperspiegeln best@@]. Funktionell ist die
Suppressionskapazitat von Tregs bei Patienten mit aktivem SLE im Vergleichsundege
Kontrollpersonen und bei Patienten mit inaktivem SLE reduf&;88] In Mausmodellen des SLE
kann ein Mangel an Tregs zum Verlust der Selbsttoleranz und zur Entwicklung eineéhnipien
Erkrankung beitrager89], wéahrend der adoptive Transfer von Tregs das Fortschreiten der
Nierenerkrankung verlangsamt und die Sterblichkeit von Mausen verringern kann.-anfalige
Mause haben dabei eine geringere Haufigkeit von Tregs im Vergleich zauicithmunen Stammen
[90]. In Bezug auf PDs sind die Daten uber Tregs zunjedieithwiderspriichlichund vornehmlich
deskriptiv[164,194-197]. Um die Rolle der Tregs in der Effektwape der EBA besser zu verstehen,
wurde daher zunachst untersucht, wie sich der Anteil der Tregs in dem hier verwendeteBAAk
Mausmodell allgemein verhalind anschlieRend Gidultivierungsversuche mit T Effektorzellen und
Neutrophilen durchgefuhrt, um di Suppressionsfahigkeit der Tregs aus den-EBésmodellenin

vitro zu untersuchen.

Um der Frageunachstbeziiglich der Anzahl der Tregsder Effektorphase deEBA nachzugehen,
wurden im AkEBAMausmodellin den sekundaren lymphatischen Organen Milz und mesenterialen
Lymphknoten, sowie in Blut und Haut der Anteil der Tragsichsimittels Durchflusszytometrie zu
unterschiedlichen Zeitpunkten der Erkrankung erfagdie Induktion der EBA im Ahkduzierten
Mausmodell erfolgte mittels wiederholter intqaeritonealer Injektion des spezifischenCOL?CST

IgGs Als Kontrolle diente eine Gruppe von Mausen, welche die gleiche Menge an NR 1gG injiziert
bekamen.

Vor Induktion der EBA lag der Anteil an Tregs an dDZellen in Milz, mesenterialen Lymphknoten

und Haut bei jeweils etwa funf Prozent und im Blut bei einem Prozent. Fiur die sekundéren
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lymphatischen Organen und dem Blut waren die Werte damit vergleichbar mit bereits bestehenden
Datenaus gesunden Mausemvobei der TregAnteil im Blut eher im unteren Bereich [§285,286]
Hingegen liegt laut Literatur der Trémteil an CD4+ T Zellen in der Hgasunder Mausewischen

20-60 %[133]. Die groRRe Diskrepanz zwischen den hier beobachteten Werten und die in der Literatur
beschriebenen, beruhen wahrscheinlich auf die Verwendung eines unterschiedlichen Hautverdaus zur
Gewinnung der Einzellpofationen So haben wir, zum Beispiel bei uns im Labor, verschiedene
Protokolle betreffend des Hautverdaus fir Durchflusszytometrie getestet und die Einzellpopulationen
auf verschiedenen Marker im Durchflusszytometer gemessen. Alleine der Anteil an leb&eltbm
variierte hier zwischen den Protokollen stark: mit etwa 80 % lebenden Zellen in dem
Hautverdauprotokoll, welches in dieser Arbeit verwendet wurde, bis gerade Mal580% in den
anderen Protokollen. Damit unterschieden sich auch die Anteile degrschiedlich betrachteten
Marker zwischen den Protokollen stark (Daten nicht gezeigt). Das hier verwendete Protokoll wurde
wegen der hohen ZeViabilitat ausgewahlt. Wie hoch der Anteil der lebenden Zellen nach dem
Hautverdau in der Literatur war, istatit ersichtlichj133]. Jedoch ist davon auszugehen, dass alleine
durch diesen Eékt auch ein anderer Anteil an Tregs gemessen wurde.

Uber die Zeit wiesen die Positivgruppe und die Kontrollgruppe in Blut und sekundéren lymphatischen
Organen vergleichbare Anteile von Tregs an CD4+ T Zellen auf. WaoleeiMilz der Anteil etwa
gleichbleibend zum Anteil vor Injektion der Antikdrper war, aber sich in Blut und mesenterialen
Lymphknoten zum Ende jeweils etwa verdoppelte haffeeser Anstieg an Tregs in Blut und
Lymphknoten in beiden Gruppen konrdabeidurch® g e n a lg@Ttree g,i t opes“® wverur sa
sein.Groot et al[287] entdeckten hoch konservierte T ZElpitope in der schweren Kette (Fc) des 1gG
und konnten zeigen, dass diese in der Lage sind die Expansioatwliche Tregs durch spezifische
Aktivierung derselben zu induzierf287,288] Inbeiden Gruppen ist IgG injiziert worden, welches sich
zwischen den Gruppen nur in der variablen Region des IgGs (Fab) unterscheiden solltkbDabear

die FeTeile der IgGsine vergleichbare Wirkung in der Positivgruppe und der Kontrollgruppe auslosen.
Zusatzlich darf nicht vergessen werden, dsish alleine durch die Injektion von artfremden Igjéh

eine Immunantwort bildet. Es konnte auch gezeigt werden, dass diese Immunantwort, unter anderem,
die T Zellen vor allem in den Lymphknoten proliferiel&sst[260]. Ob diese ach Tregs umfasst,
wurde in der Publikation nicht untersucht, jedoch ist es nicht auszuschliel3en.

Bezuglich der Tregs der Hautblieb in der Kontrollgruppe der Anteiler Treggelativ konstantund

stieg in der Positivgruppe auf einem zweieinkfabhenhdheren Wert als zu Beginieser Trend
stimmt mit allgemeinen Beobachtungen iber das Verhalten von Tregs in entziindeter Haut tberein:
wenn keine Entzindung in der Haut vorliegt, sind die meisten Tregs statisch. Aber nach Auslésung
einer Entziindung konntbeobachtet werden, dass eine hohe Anzahl an Tregs in hochdynamischen
Clustern in der Nahe von Haarfollikeln in die obere Dermis einwan@&%1. Auch hier konnte in
immunhistochemischen Farbungen lasionaler Haut vor allem in der oberen Dermis Tregs detektiert
werden. Im Vergleich von gesunder Haut zu l&sionaler Haut war der-Afted in den
immunhistochemischen Farbungen signifikamt der Durchflusszytometrie jedoclurde nur ein

Trend festgestellt. Jedoch ergaben sich die Daten fur die Durchflusszytometrie aus lediglich drei
Proben. Durch Erh6hung der Anzahl ist daher davon auszugehen, dass auch hier ein signifikanter
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Unterschied gemessen werden konnken Grundur die hohere Standardabweichung betreffend der
lasionalen Haut nach Durchflusszytometkiinnte sein, dass fur die Messung der Tregs wegen des
notwendigen Hautverdaus so viel lasionale Haut, wie méglich entnommen wurde. Daher wurden auch
Hautarealein unterschiedlichen Stadien der Entziindung zusammengefihrt. We20& konnte
zeigen, dass zum BeispielHaut mit einer beginnenden Entziindung die Treg Anzahl im Vergleich zu
nicht-lasionaler Haut noch nicht veréandert ist, diese aber in Laufe der Entzlindeigy shd erst
wieder bei Heilung langsam abnimnurch diese Mischung der unterschiedlichen Stadien kdénnte
daher der Mittelwert des Trednteils gesenkt worden sein. Hingegen wurde fur die
immunhistochemische Farbung der Tregs in lasionaler Haut (wie dichalle weiteren
Immunfarbungen der unterschiedlichen Marker) nur daitlere Stadium der Entzindungpffene
Wunde bzw. Verkrustung derselben) verwendet und mit der Higsibnalen Haut verglichen. Des
Weiteren wurde in der Durchflusszytometrie der @itder Tregs an CD4+ T Zellen und in der
Immunhistochemie die Anzahl an Tregs erfasst. Trotz allem zeigen beide Methizdsrdie Tregs in
Laufe der Effektorphase der EBA in die entziindete Haut einwanBemerhthte Anteil an Tregs in
l&sionaler Hautn Vergleich zu gesunder Haut und der gleichbleibende Anteil in den weiter
untersuchten Organen spricht daher gegen eine Verringerung der Anzahl an Tregs in des BBss
jedoch beachtet werden, dass hier im-BEBAMausmodell nur die Effektorphase derA&Bachgebildet

wird und nicht die komplette Autoimmunerkrankung mit Verlust der Eigentoleranz geg@émud der
Bildung eigener Autoantikorpeafir misste die Treg Anzahl bzw. der Anteil in |&sionaler Haug-im
EBAMausmodell betrachtet werden. Wenn abauch in diesem Modell der Trégteil in l&sionaler
Haut steigen sollte und sich das auch auf den Menschen Ubertragen lassen sollte, wiirde sich die EBA
in diesem Aspekt anderen Pdhneln da zum Beispiel in Psoriasis und atopischer Dermaiitis
Erhohungder TregAnzahlin entziindeter Haugefunden werden konnte [194In Bezug auf Daten in
BRPatienten ist die Aussage schwierig, da in derzeitigen Studien, die di&nizal untersuchten,
keine Alterangepasste Kontrollgruppe hatten: hier wurde zwareggleichbleibendeAnzahl an Tregs

in lasionaler Haut in BPatientenim Vergleich zu gesunden Probandgpsfunden, aber die Patienten
waren im Mittel auch etwa 40 Jahre alter als die Kontrollprobandé®]. Es gibt zwar Daten, die
zeigen, dass sich in alteren Menschen die Bergahl nicht signifikant andef290], aber trotz allem
sollte flr eine besser Aussagekraft die Fhawahl in BfPatienten zu einer Alterangepassten
Kontrollgruppe verglichen weeth.

Es konnte nun ein Anstieg der Tregs in entziindeter Haut HaBX¥Mausmodell im Vergleich zur
gesunden Haut beobachtet werden, aber ebenso eine Erhéhung der Anzahl an Effektorzellen, wie zum
Beispiel, Neutrophile und allgemein T Zellen. Dies zeigt, datzder erhéhten Anzahl an Tregs, es zu
keiner Unterdriickung der Effektorphase im-BBAMausmodell kommt. Um daher einen méglichen
Funktionsverlust der Tregs in EBA zu untersuchen, wurddfufivierungsexperimente mit isolierten

Tregs aus EBiAduzierten Mausen bzw. unbehandelten Kontroliméusen als Kontrollen mit isolierten

T Effektorzellen oder Neutrophilen aus ebenfalls unbehandelten Mausen durchgefiihrt. Es wurden zu
einem Tregs aus dem A8AMausmodell isoliert, um zu testen, ob schon allein diekifigoghase der

EBA einen Einfluss auf die Suppressionsfahigkeit der Tregs hat. Des Weiteren wurden ebenfalls Tregs
aus dem Ad=BAMausmodell isoliert, welches den gesamten Krankheitsverlauf mit Toleranzverlust
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und Bildung eigener Autoantikdrper mit anscB@nder Effektorphase und zum Teil auch Abheilung
der Lasionen umfas§202].

Einer der Zellarten, die Tregs in der Lage in ihrer Proliferation zu hemmen, sind T Effekt{iz26llen

Diese Suppressn kann dabei Uber ZelleltKontakt[291] oder auch Uber immunsuppressive Zytokine
erfolgen. Um daher die allgemeine SuppressionsfahigkeitTregs zu bewerten, gehért es schon zum
Standard, die hemmende Wirkung der Tregs auf die Proliferation der T Effektorzellen zu §@asgen
Zusatzlich gibt es Hinweise, dass T Effektorzellen in der EBA ebenfalls eine Rolle spielen kénnten: eine
direkte Beteiligung an Th Zellen konnte zwar noch nicht nachgewiesen wétédh Dennoch
scheinen sie eine entscheidende Rolle bei der AntikOrperproduktion Aufdechterhaltung der
Autoimmunreaktion in bulldsen autoimmunen Dermatosen zu hgliés,192] Es konnte auch schon
gezeigt werden, dass Th17 Zellen haufiger in der Haut von BP Patienten zu finden sind als in gesunden
Kontrollpersmen [292]. Und auch in anderen Autoimmunerkrankungen is Beteiligung an Th
bekannt [293]. Daher deckte das Experiment gleich zwei Aspekte ab: (i) die Testung, ob in der
experimentellen EBA die Tregs einen Funktionsverlust beziglich ihrer Suppressionsfahigkeit erleiden
und (ii) ob dadurch eventuell T Effektorzellen starker proliferieund expandieren und damit zum
Fortschreiten der Erkrankung mitbeitragen koénnten.

In den Versuchen erbrachten die Kontrollen und diek@Qtivierung der stimulierten T Effektorzellen

mit isolierten Tregs aus unbehandelten Mausen in beiden MauslinierB(G6 fur AKEBA und B6.S

fur AgEBA) das erwartete Ergebnis: unstimulierte T Effektorzellen zeigten keine bzw. kaum
Proliferation Uber die Zeit, wahrend stimulierte T Effektorzellen innerhalb dieser Zeit stark
proliferierten. Wurden nun ebenfalls isoliert aktivierte Tregs aus unbehandelten Mausen
hinzugegeben, wurde die Proliferation der T Effektorzellen signifikant gehemmt. Anders sah es bei Co
Kultivierung mit isolierten Tregs aus-BEBAMausen aus: hier zeigten die Tregs Uberhaupt keine
suppressiven Benschaften mehr auf die Proliferation der T Effektorzellen auf und waren damit in
Hinblick auf ihre Suppressionsfahigkeit gegentiber T Effektorzellen unwirksam. Im Gegensatz dazu
wiesen Tregs aus dem Ad@BAMausmodell nur eine etwas schwéachere Suppressidrgkeit als Tregs

aus unbehandelten Mausen auf. Dies kdnnte darin liegen, dass iEBANlausmodell eventuell
vermehrt Antigemspezifische Tregs vorliegen, welche insgesamt in ihrer spezifischen
Suppressionsfahigkeit wirksamer sind als polyklonale Tf294,295] Diese wirden damit den
Funktionsverlust der Suppressionsfahigkeit der pgolylen Tregs, wie es in den isolierten Tregs aus
der AKEBA der Fall ist, kompensieren. Interessanterweise zeigten Tregs aus B6.S Mausen, welche nach
Immunisierung nicht erkrankten, eine deutlich héhere Hemmung der Proliferationsrate der T
Effektorzellerals selbst Tregs aus unbehandelten Mausen. Warum etwa ein Drittel der Mause im Ag
EBAMausmodell nicht erkranken, ist noch nicht bekannt. Aber die hohe Suppressionsfahigkeit der
Tregs gibt eventuell einen wichtigen Mitgrund dafiir, dass kein klinischekh&igsbild in diesen
speziellen M&usen ausgebildet wird. Eventuell bilden diese Mause auch vermehrt Aspigmfische

Tregs als an EBA erkrankte Mause und weisen damit eine héhere suppressionsfahigepliagon

auf. Weitere Versuche und vor allem @rgauchungen dieser Mause sind hierfiir jedoch notwendig.
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Nach derzeitigem Wissen gehdren Neutrophile zu den Hauptakteuren in der Effektorphase der EBA:
nach Bindung an die fdomane der immunkomplexe und ihrer Aktivierung fihren ihre freigesetzten
Mediatoren zu der EB#ypischen entziindlichen Gewebsschaden und der Bildung der Blasen
[161,162] Ebenso konnte gemt werden, dass eine Depletion der Neutrophilen zu einem
vollstandigen Fehlen einer experimentellen EBA fii@1]. Die Interaktionen von Tregs mit
Neutrophilen ist insgesamt noch wenig erfors¢B96]. Bieber et al[164] konnten zeigen, dass das

Fehlen von Tregs in DERE@usen sich direkt auf die Anzahl der Neuinilen in lasionaler Haut in

PD auswirkt und eine direkte Interaktion von Tregs mit Neutrophilen die CD18 Expression auf mit
Immunkomplexs t i mul i erten Neutrophil e her uXdUntereimhatgul i er
von vier v e-nwgiten daduster eymphfzgtenfunktieassoziiertes Antigen 1 (LRA
CD11a/CD18), Makrophagdn(Macl ; CD11b/ CD18) , I ntegrin aXp2 (CI
(CD11d/CD1dpr97]. Unterphysiologischen Bedingungen exprimieren zirkulierende Neutrophile LFA

1, Macl und CD11d/CD1297,298] Es wurde schoin vitroundin vivogezeigt, dass Immunkomplex
stimulierte Neutrophile CD18 fiir ihre Adhéasion an Zielstrukturen benétigen. Des Weiteren verhinderte

eine Hemmungler neutrophilen Adhasion Gewebsschaden in experimenteller[EBA AulRerdem

wiesen CDl8lefiziente Mause eine verringerte Rekrutierung von Neutrophilen in die entziindete
Dermis auf und waren resistent gegeniber der experimentellen[ERIA299]

Wie erwartet, regulierten hier Immunkomplestimulierte Neutrophile in Gegensatz zu unstimulierten
Neutrophilen die CD18 Expression auf ihrer Zelloberflache hoch. Zusatzlich konnten, wie schon
beschrieben[164], isolierte Tregs aus unbehandelten Mausen aus beiden Mauslinien die CD18
Expressio auf Neutrophilen herunterregulieren. Im Gegensatz dazu wiesen isolierte TregsBB#Ak
Mausen eine deutlich geringere Suppressionsfahigkeit in Bezug auf die CD18 Expression in
Neutrophilen auf. Tregs aus AiBAMausen zeigten gar keine Hemmung der CB&Bression mehr

auf. Dies bedeutet, dass in experimenteller EBA, Neutrophile durch die abgeschwachte bzw. nicht
vorhandene Hemmung an CD18 durch Tregs vermehrt in die Haut einwandern und an die gebildeten
Immunkomplexe binden kénnen. Dies wiederherum fiur einer verstarkten Gewebsschadigung und
einem erhdhten Krankheitsgrad. Tregs aus den rpécktankten immunisierten B6.S Mausen waren in
ihrer Wirkung in diesem Versuch nicht von den Tregs aus erkrankten immunisierten Mausen zu
unterscheiden. Dies laisdie Schlussfolgerung nahe, dass die Mechanismen, wie Tregs T Effektorzellen
in ihrer Proliferation und die CD18 Expression auf Neutrophile supprimieren unterschiedlich sind.

Insgesamt konnte anhand der hier durchgefiihrtenkdtivierungsexperimente gezeigt werden, dass
Tregs in experimenteller EBA, zumindest vitro, einen Funktionsverlust in Bezug auf ihrer
Suppressionsfahigkeit von T Effektorzellend Neutrophilen erfahren. Dies bestétigt auch die
vorhergehenden Ergebnisse, da der Anteil an Tregs in lymphatischen Organen unveréndert und in
l&sionaler Haut erhdht war, aber ohne Tregs die Erkrankung signifikant verschlimmert werden wiirde
[164]. Ein Funktionsverlust konnte in Bezug aufa@bh schon in RPatienten nachgewiesen werden
[197]. Warum genau die Tregs in experimenteller EBA oder auch in anderen Autoimmunerkrankungen
einen Funktionsverlust erleiden, ist nicht genau bekannt. Eine Idee ist, dass zum Beispiel die
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proinflammatorisclen Zytokinen H6, 1-1 und 121 ein Milieu schaffen, das die TrEgtwicklung und
-Funktion einschrankt, indem die Expression von FoxP3 von Tregs gesenkt wird. Zusatzlich soll die
Umwandlung von Tregs in -Hmnliche Zellen beglnstigt werden, was das Glgjewicht zwischen
Immunregulation und Entziindung in Richtung Entziindung verschieben kf3@t@g01] So konnte
gezeigt werden, dass unter den Autoimmunbedingungen des Diabetes ein erheblicher Prozentsatz der
Zellen eine instabile Expression von&in entziindeten Geweben aufweist. Diese "ex#33X Zellen
sezernierten entzinohgsfordernde Zytokine, erwarben einen aktivierten Gedachtnisphanotyp und
waren in der Lage, nach adoptivem Transfer einen schnell einsetzenden Diabetes aug30@jsém
Hinblick auf die Umwandlung von Tregs in Th Zédiedie am besteveschriebenélh-ahnliche Treg
Untergruppe bei AutoimmunitabislangThl-dhnlichen Treg. Dése charakterisieren siamit einer
hochregulierten Expression des Transkriptionsfaktors Tbet, der Chemokine CCR5 und CXCR3, einer
stabilen FoR3-Expression aufgrund einer hochgradig demethylierten TSR&jion und einer
erhdhten Produktionan IFNy . Erhohte Haufigkeit dieser THahnlichen Tregs wurde in der
Peripherie von Mausmodellen und bei Patienten mit Autoimmunerkrankungiarzum BeispieT 1D
[303,304]und MS[304,305]beobachtet. Nach einer Behandlung mit {gKonnte die Zahl der IFN-
sezernierenden Théhnlichen Tregbei Pesonen mitMS aberauf ein physiologisches Niveaieder
herunterreguliertwerden[306,307] EineNeutralisierung von HL2 hingegen flhrtesogarzu einer
Einschrankung ihrer Bildunf03,308] Die zweite Tkihnliche TredJntergruppe, diesich bei
Autoimmunkrankheiterbilden kann sind Th17hnliche Treg Insbesondere die Identifizierung einer
erhohten Anzahvon [:17+Fof3+ Treg in der Synovialis von Personen mit aktiver rheumatoider
Arthritislegt nahe, dass plastische F8x Tregzur Pathogenese der rheumatoiden Arthritis beitragen
[309]. AuBerdem wurden HL7A+FoR3+CD4+Zellen in Hautlasionen von Patienten mit schwerer
Psoriasig310] beobachtet. DieErgebnissdeziiglich der Tht@hnlichen Tregsuppressionsfunktion,

die aus Patienten mit rheumatoider Arthritis isoliert wurden, sind jedoch recht widerspctiché
nachdem, wo die Tregsoliert wurden. Obwohl hohe Frequenzen vorikproduzierenden Tregim
peripheren Blut von Patienten mit rheumatoider Arthritis vorhanden waren, waren diese Zellen in der
Lage, die Eellproliferation in vitro zu unterdrii@hn. Im Gegensatz dazu verloren Tgedje aus der
Synovialflissigkeit von Patienten mit rheumatoider Arthritis isoliert wurden, ihre unterdriickende
Funktion[311]. Ein wichtigeiPunktbleibt daherder Mangel an spezifischen Markern, mit denen sich
nicht nur Treg von TEffektorzellen sondern auctvon denverschiedenen Untergruppeder Tregs
besserunterscheiden lasserDa es verschiedene Arten von Tee@ibt die ein unterschiedliches
Transkriptionsprogramm annehmen, das auf die spezifische Mikroumgebung zugeschnitten ist
braucht esgenetische und epigenetische Ansitzen ein umfassendes Profil der Tiein jedem
Kontexterstellenzu kdnner{307]..
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5.4 Adoptiver Treg Transfdrewirkt Veranderungen in zellularen Signalwegen unter
anderem betreffend der Zellproliferation und Wundheilung in lasionaler Haut

Der funktionelle Phéanotyp einer jedezellularen Einheit wird weitgehend durch die ihr zugrunde
liegende Genexpression bestimmt. RNA ist flir die biologischen Prozesse in den Zellen undelie Zell
Kommunikation von wesentlicher Bedeutung und liefert wichtige Informationen, die direktemnit d
Phanotyp der Zelle zusammenhangen. Folglich stellt das Transkriptom ein Abbild der aktuellen
biologischen Pfade und Prozesse im untersuchten Material dar. Sequenzierungstechnologien haben
sich als leistungsstarke Instrumente zur Untersuchung genomistbimale erwiesen und wichtige
Erkenntnisse in verschiedenen Forschungl klinischen Bereichen gelief¢®12,313] UmEinblicke

in den Mechanismus zu erhalten, wie der adoptive Treg Transfer die klinische Ausbildung der EBA
hemmt, wurden aus lasionaler Haut der Positivgruppe und déTt€g TransfeGruppe, sowie aus
nicht-lasionaler Haut unbehandelter C57BL/6 Mause RNA isoliert und sequenziert.

Eszeigte sich, dass die Expression v@e @enenin lasionaler Hautler 1¢ Treg TransfeGruppein
Vergleich zur Genexpression in lasionaler Haut der Positivgumteeschiedlich warvVor allem Gene
innerhalb zellulareBignalwege betreffend der idse-(M) Phase des Zellzyklus, des Proteintransports
vom und zum Golgi, sowie der MAPEmilie Signalkaskaden waren herunterreguli&a spielen zum
Beispiel MAP¥amilie Sighalkaskaden eine wichtige Riollkomplexen zellul&n Prozessen, wie der
Proliferation, Differenzierung, Entwicklung, Transformation und Apoptose von Z8lldh Ebenso

zeigt die Hochregulierunged Gene der M Phase eine erhdhte Zellteilungsaktivitat an und der erhdhte
intra-zellulare Proteintransport die Bereitstellung déiir eine Proliferation notwendigezellularen
Baustoffe [315]. Dies weistinsgesamtauf eine erhohte Proliferation in lasionaler Haut der
Positivgruppe hin, als in lasionaler Haut von Mausen, welche Tregs adoptiv transferiert bekamen.
Hingegenzeigte sich eine Hochregulierung von Genen innerhalb der zelluldgral8ege der
Degradation der extraellularen Matrix, wie auch der TP53 Regulatie extrazellulare Matrix ist

eine hochdynamische Struktur, die standig einem Umbauprozess unterliegt, bei dem Komponenten
abgelagert, abgebaut oder anderweitig verandsdrden. Die Dynamik der extzellularen Matrix ist

fur die Umstrukturierung der Gewebestruktur unverzichtbar. Dabei ist der Umbau ein wichtiger
Mechanismus fir Prozesse, wie zum Beispiel der WundhejBir&]. TP53 wiederherum codiert fiir

den Tumorsuppressor p53, welcher eine bedeutende Rolle in zahlreichen zellularen Antworten besitz.
So mitreguliert p53 den Zellzykk&gopp, die ApoptoseSeneszenz und den Stoffwechddeben
diesen bekannten Funktionen von p53 gibt es immer mehr Belege dafiir, dass p53 auch angeborene
und adaptive Immunreaktionen regulie®oist p53in der Lagalas angeborene Immunsystem durch
sezernierade Faktorenzu beeinflussendie zum Beispieldie Makrophagenfunktion modulieren
kénnen umeine prainflammatorischen Reaktioru unterdriickerf317]. Dies zeigt, dass in lasionaler
Haut von Mausen, welche mittels adoptivefreg Transfer therapiert worden sind, verstarkt
Wundheilung stattfand und daher auch insgesamt weniger Lasionen am Endtag des Versuches zu
finden waren als in nickhherapierten Mausen. Zuséatzlich waren zellulare Signalwege verstarkt,
welche Entzindungspeesse mit modulieren und unterdriicken kénnen.
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Neben der unterschiedlichen Regulation dieser zahlreichen &ertbe oben genannten Signalwege
konnte spezielhuch die Hochregulierung v&@trdund die Herunterregulierung vadxclldestgestellt

werden C®R4 wird von zahlreichen Immunzellen, insbesondere unterschiedliti#ellpopulationen
exprimiert[318]. Jedoch vor allem in die Haut einwandernde Tregs sind durch die Expression des CCR4
definiert und auf dessen Expression angewiesen. So konnte zum Beispiel gezeigh vwass ohne

CCR4 Tregs deutlich schlechter in der Lage sind sich in der Haut anzur§3d®820] Dieses
Ergebnis steht im Einklang mit derhdéhten Anzahl an Tregs in lasionaler Haut nach adoptiven
Transfer: da die Tregs fur das Einwandern in die Haut CCR4 exprimieren mussen, sind die in der Haut
sich befindenden Tregs wahrscheinlich alle zum grof3en Teil CORS+konnte ebenfalls in
vertiefenden Experimenten weiterverfolgt werden.

CXCL12 ist ein wichtiges Chemokin, welches eirischeidendeRolle in vielen homoostatischen
Prozessen  wie  Neurogenese, Embryogenese,  Angiogenessymphopoese sowie
Entziindungsprozesseapielt. Der Rezeptor fudieses Chemokin ist zu einem CXdRd.Bedeutung
dieses Rezeptorgnd damit auch CXCL%rd durch die Entdeckung einer stéandig wachsenden Zahl
von Zelltypen unterstrichen, die ihn auf ihrer Oberflachenmembran exprimiddanuntersind die
meisten LeukeytentUntergruppen, hamatopoetische Vorlauferund Stammzellen, die im
Blutkreislauf zu finden sind, sowie Zellen der lymphatischen Organe wie Knochenmark, Thymus und
Lymphknoter[321]. Fur diese Arbeit interessant: auch Neutrophile exprimieren CXCR4 und reagieren
damit auf CXCL1222]. So ist eine Bindung von CXCL12 an C&i@Rdchtiges Zuriickhaltesignal fur

die Freisetzung von Neutrophilen in den Blutkreislauf aus hamatopoetischen Gewetemebenso
verhindert dieses Signal auch die Auswanderung von Neutrapéile entziindeten Gewelja23].

Im Einklang mit der geringeren ExpressiorCacl12der Expression von CXCR4 auf Neutrophilen und
dem geringeren Vorkommen dieser Zellen in lasionaler Haut mit transferierten Tregs behandelten
Mause konnte in diesen Mausenreine Herunterregulierung der MAR¥amilie Signalkaskaden
festgestellt werden. So kmte schon gezeigt werden, dass eine Aktivierung Gber CXCR4 in eine
Signaltransduktion Uber, wenn nicht auch ausschlieRli@38 MAPK fihrt und dieser
Signaltransduktionsweg die Migration der Neutrophile mit beeinfl{&24,325] Eine Blockierung des

p38 MAPK Signalweges verhindert sogar Chemotaxis von Nailerdp26]. Zwar haben MARK
Signaltransduktionswegeauah eine Bedeutung in Tregs, wie die Generierung von peripheren Tregs in
Geweben, jedoch scheinen sie kein Rolle in der Suppressionsfahigkeit der Tregs z{i3¢/Ba in
diesem Fall durch den Transfer auch nicht unbedingt neue periphere Tregs in der Haut gebildet werden
mussten, konnte die geringere MAISignaltransduktion auch davon mitbeeinflusst worden sein.

Zusanmengefasst heillt dasdass durch den adoptiven Transfer der Tregs nicht varmehrt
Wundheilung und eine verstarkte Unterdriickung entzundlicher Prozesse stattfand, sondern auch
insgesamtweniger Neutrophile dank der Herunterregulierung von CD18 durch B@iegsund dem
geringeren Vorhandensein an Thrombozytem die Haut einwandden. Zuséatzlich konnterdie
eingewanderten Neutrophile auch leichter auf Grund der geringeren Konzentration an CXCL12 wieder
aus der Haut auswandern. Ob die geringere Expression an CXCL12 ein direkter oder indirekter Effekt
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des adoptiven Transfersar, musste jedoch noch untersht werden. So konnten zum Beispiel Tregs
CXCLI2xprimierenden Zellen supprimignabenoder der geringere Entziindungsgrad dank der Tregs
kénnte zur Folge haben, dass weniger CXCL12 der entsprechenden Zellen exyrindient

158



6 Schlussfolgerung und Ausblick

6 Schlussfolgerung und Ausblick

Insgesamt konnte in dieser Arbeit die Rolle der Tregs in der Effektorphase der EBA genauer untersucht
werden. Zunéchst scheint die Regulation der Tregs in dieser Autoimmunerkrankungufi€tund

einer geringeren Zellzahl verloren zu gehen, sondern Uber einen Funktionsverlust der
Suppressionsfahigkeit von Effektorzellen. So konnte gezeigt werden, dass isolierte Tregs-aus EBA
induzierten Mauserin vitro T Effektorzellen in ihrer Prolifeiansrate signifikant geringer hemmen

und die CD18 Expression auf Neutrophilen ebenso signifikant weniger herunterreguliert wird.
Interessanterweise besalRen Tregs aAgtEBAMausen, welche keinen klinischen Phanotyp
ausbildeten, eine signifikant héheren $upssionseffekt auf T EffektorzelleDies deutetauf eine

weitere wichtige allgemeine Funktion der Tregs auf eine Ausbildung der EBA hin. Weitere Experimente
dieser Mausebetreffend sind noch notwendig, aber mdglicherweise spiegelt sich diese erhdhte
Suppessionsfahigkeit der Tregs auch genomisch wider und lasst in Zukunft schon im Vorhinein
bestimmen, ob sich eine experimentelle EBA induzieren lasst oder nicht. Ebenso besteht die Frage, ob
diese Mause auf Grund ihrer Tregs auch vor weiteren Autoimmunekkragen geschitzt sind.
Zusétzlich muss anschlieBend im Menschen getestet werden, ob sich die gewonnenen Erkenntnisse
aus der Maus Ubertragen lassen.

Des Weiteren wurden zwei Therapieansatzenit Tregs im A¥EBAMausmodell als mdgliche
Behandlungsoptionen at Effektorphase der EBA getestet: eine au? lhasierende Expansion der
endogenen Tregs mittel niedridpsiertem IE2 oder einem H2 Antigen/Antikdrperkomplexes bzw.

ein praventiver adoptiver Transfer von Tregs. Die a@f lasierende Therapie konntken klinischen
Phanotyp der EBA nicht verbessern, da anscheinend kein optimales Behandlungsschema gefunden
werden konnte. Eine niedrige Konzentration des [Antikdrperkomplexes konnte keine stabile
Expansion der TreBopulation bewirken und eine héherealie des Komplexes bewirkte neben der
Expansion der Tregs ebenfalls eine Erhdhung von weiteren Effektorzellen. Dies hatte zur Folge, dass
das Verhaltnis von Tregs zu Effektorzellen weiterhin ungtinstig fur die Tregs stasithirtie EBA
letztendlich verschmmerte. Durch mégliche Anderungen des Therapieplans, wie langere Gabe der
niedrigeren Konzentration des-BLAntikdrperkomplexes oder einer Anpassung des niedivigjertem

IL-2 kdnnte dies gegebenenfalls noch gedndert werden. Ebenfalls ware es moghemyRa
zusatzlich zum {2 Antikbrperkomplex mit zu verabreichen, welches bewiesermal3en die
Proliferation von T Effektorzellen inhibiert, aber gleichzeitig auch die Expansion an Tregs langanhaltend
verstarkt[256].

Der adoptive Treg Transfer hirggn zeigte eine erfolgreiche Unterdriickung des klinischen Phanotyps.
Weitere Versuche ergaben, dass zwar die Autoantikdrperbindung und Komplementaktivierung nicht
beeintrachtig wurde, die injizierten Tregs jedoch bevorzugt in die Haut einwanderten undidden.
Zusétzlickkonnte im Blut die Anzahl an Eosinophile und Thrombozyten signifikant reduziert werden.
Den grofRten Effekt zeigte sich jedoch auf die Neutrophile, den Haupteffektorzellen deBAaik
behandelte Mause wiesen signifikant weniger Neutribghn lasionale Haut auf als eine positive
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Kontrollgruppe, was im Einklang mit dErhobenerin vitro Datensteht. Ebenso konnte mittels RNA
Sequenzierung ein signifikanter Rlckgang der CXCL12 Expression in der Haut nachgewiesen werden,
ein Chemokin damitverantwortlich fir den Rickhalt der Neutrophile im entziindeten Gewebe ist
[323]. Zusatzlich wurden ebenfalls MABIgnaltransduktionswege, welche auch die Chemotaxis der
Neutrophilen positiv reguliererf324,325] in dieser Grupg in lasionaler Haut herunterregulietowie
zellulare Signalwege, die eine Proliferation der Zelle bewirken. Hingegen wurden Signalwege
betreffend der Reparatur der extizellularen Matrix hochreguliert, wie auch die Regulation von TP53,
welches in der &ge ist, pranflammatorische Reaktionen durch Modulation des angeborenen
Immunsystems zu unterdriick¢B17]. Die Effektorphase der AKBA wurde alsmoglicherweiselurch

die Stérung der Migration der Neutrophileund der Hemmung der Proliferation der T Effektorzellen

in die Haut dank des adoptiven Treg Transfers erfolgreich inhidigs&tzlich wurde die Wundheilung
gefordert und die Bildung eines pmoflammatorisches Milieus gehemm®b diese Therapieoption
jedoch auch bei einer schon ausgepragten EBA funktionieren wirde, ist noch offen. Auch ware diese
Behandlungsmethode wahrscheinlich deutlich schwieriger in Patienten zu etablieren als eine auf
niedrigdosierten IE2 bzw. IE2 Antikbrperkomplexen beruhende 8¢ Therapie Das grofdte Problem
wirde wahrscheinlich sein, dagam einenja autologe Tregs transferiert werdemtissten welche
jedoch auf Grund i hres zuvor gegangenen Funktic
missten. Dies wurdigdoch auch gwon erfolgreich gelést indem zum Beispiel isolierte Tregs zunachst

in einer Kombination aus Rapamycin un@ kx vivoexpandiert worden sind und anschlie3end durch
gleichzeitige subkutane Gabe ar2IiLv. adoptiv transferiert worden sin@58]. Insgesamt stellt der
adoptive Treg Transfer eine interessante Option ZBehandlung der EBAInd weiterer
Autoimmunerkrankungeuar.

160



Danksagung

Danksagung

Ich mdchte mich zuallererst bei BD. Katja Bieber und Prof. Dr. Ralf Ludwig fur die Erméglichung der
Bearbeitung dieses Projektes und deren kontinuierlichen Unterstiitzung und Motivation wéhrend
meiner Doktorarbeit bedankenMein Dank geht bemders an Katja Bieber fur die fantastische
Betreuung Unterstltzung bei der Planung und Auswertung von Versuahdrihre immerwahrende
Bereitschaft mich an besonders langen Versuchstagen auch experimentell zu unterstiitzen.

Ebenso mdchte ich der ehemalig&Klinischen Forschungsgruppe CRU303 fir die Finanzierung des
Projekts danken und dem ehemaligen Graduiertenkolleg 1727 fir meine Assoziation und damit die
Ermdoglichung eines regen Austausches mit weiteren-8fidenten. Im diesen Rahmen mdochte ich
mich awch bei PDr. Kathrin Kalies fur ihre Rolle als Mentorin bedanken.

Prof. Dr.Gabriela Riemekasteaus der Klinik der Rheumatologie und klinischen Immunologie méchte

ich fur die Ermdglichung der Messung der Blutproben zur Erstellung des differentiellafdédub
danken. Ebenso ihrer ehemaligen PhD Studentin Laurence Johannson fur die Einarbeitung in das scil
vet ABGPlus.

Mein Dank geht ebenso an Dr. Artem Vorobyev fiir die Unterstiitzung und Auswertung der Daten der
RNASequenzierung ohne dessand Katja Bib e rHilfes diese so nicht vorliegen wirden. Ebenfalls
bedanke ich mich bei Dr. Diana Scheppan und Dr. Séren Dréager fihr ihre Hilfe bei den Mausversuchen,
so dass diese verblindet stattfinden konnten. Dann auch Danke an alle TAs der AG Ludwig: Alexandra
Wobig, Astrid Fischer, Daniela Rieck und Claudia Kaudinerderen grof3artigen technischen
Unterstitzung sowie an Sadegh Mousavi flr die Bereitstellung der Blutwerte unbehandelter Mause.

Ein ganz groRBer Dank geht an meine Masterstudeigdels: Diana Widmann, Sophia Johannisson,
Priscilla Mordey und Laura Wendler, die immer bereit waren bei grof3en Versuchen bei der
Probenvorbereitung zu helfen.

Im Ganzen mochte ich mich bei der gesamten AG Ludwig fir die tolle Zeit und das groRartige
Arbeitsklima bedardén durch die auch die schwierigsten Zeiten gut und gefiihlt schnell umgingen.

Zuletzt méchte ich mich bei meiner Familie und Freunden bedanken, die mich immer emotional
unterstitzt haben und immer ein offenes Ohr wahrend meiner ganzen Doktorarbeit hatten.

161



Literaturverzeichnis

Literaturverzeichnis

[1]
[2]
[3]
[4]
[5]
[6]
[7]
[8]
[9]
[10]

[11]
[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

J.S. Marshall, R. Warrington, W. Watson, H.L. Kim, An introduction to immunology and
immunopathology, Allergy Asthma Clin Immurigt.(2018) 49.

K. Murphy, C. Weaver, Janeway Immunologie, 9th ed., Springer Berlin Heidelberg, Berlin,
Heidelberg, 2018.

A. Iwasaki, R. Medzhitov, Control of adaptive immunity by the innate immune system, Nat
Immunol. 16 (2015) 34353.

P.W. Dempsey, S.A. Vaidga Cheng, The Art of War: Innate and adaptive immune responses,
CMLS, Cell. Mol. Life Sci. 60 (2003) 28621.

M. Romo, D. Pérellartinez, C. Castillo Ferrer, Innate immunity in vertebrates: an overview,
Immunology. 148 (2016) 12539.

K.D. Stoa, C. Prussin, D.D. Metcalfe, IgE, mast cells, basophils, and eosinophils, Journal of Allergy
and Clinical Immunology. 125 (2010) S3380.

S.E. Turvey, D.H. Broide, Innate immunity, Journal of Allergy and Clinical Immunology. 125 (2010)
S24-S32.

FA. Bonilla, H.C. Oettgen, Adaptive immunity, Journal of Allergy and Clinical Immunology. 125
(2010) S33s40.

D.D. Chaplin, Overview of the immune response, Journal of Allergy and Clinical Imnmunology. 125
(2010) S3S23.

P. Kidd, Th1/Th2 Balance: eTiypothesis, its Limitations, and Implications for Health and
Disease, Alternative Medicine Review. 8 (2003)-228.

S. Crotty, Follicular Helper CD4 T Cellg);TAnnu. Rev. Immunol. 29 (2011) 6863.

F. Sallusto, A. Lanzavecchia, Heteragty of CD4" memory T cells: Functional modules for
tailored immunity: Highlights, Eur. J. Immunol. 39 (2009) 20@82.

A.N. Theofilopoulos, D.H. Kono, R. Baccala, The multiple pathways to autoimmunity, Nat
Immunol. 18 (2017) 71g24.

K. Bieber, J.E. Hundt, X. Yu, M. Ehlers, F. Petersen, C.M. Karsten, J. Kohl, K. Kridin, K. Kalies, A.
Kasprick, S. Goletz, J.Y. Humrich, R.A. Manz, A. Kinstner, C.M. Hammers, R. Akbarzadeh, H.
Busch, C.D. Sadik, T. Lange, H. Grasshoff, A.M. Hackel,ahrkidionig, W. Raasch, M. Becker,

A. KersteirStahle, P. Lamprecht, G. Riemekasten, E. Schmidt, R.J. Ludwig, Autoimmune pre
disease, Autoimmunity Reviews. 22 (2023) 103236.

M.D. Rosenblum, K.A. Remedios, A.K. Abbas, Mechanisms of human autoynh@lin. Invest.

125 (2015) 2228233.

J. Aaltonen, P. Bjorses, J. Perheentupa, N. Hdfaltunen, A. Palotie, L. Peltonen, Y.S. Lee, F.
Francis, S. Henning, C. Thiel, H. Leharach, M. Yaspo, An autoimmune disease, APECED, caused by
mutations in anovel gene featuring two PHpe zinefinger domains, Nat Genet. 17 (1997)
399-403.

C.L. Bennett, J. Christie, F. Ramsdell, M.E. Brunkow, P.J. Ferguson, L. Whitesell, T.E. Kelly, F.T.
Saulsbury, P.F. Chance, H.D. Ochs, The immune dysregulatiemdoaiynopathy, enteropathy,
Xlinked syndrome (IPEX) is caused by mutations of FOXP3, Nat Genet. 27 (2201) 20

K.H.G. Mills, TkéRependent T cell activation in autoimmunity, Nat Rev Immunol. 11 (2011 807
822.

B. Serafini, B. Rosicarelli, Branciotta, R. Magliozzi, R. Reynolds, P. Cinque, L. Andreoni, P.
Trivedi, M. Salvetti, A. Faggioni, F. Aloisi, Dysregulated Efseivirus infection in the multiple
sclerosis brain, Journal of Experimental Medicine. 204 (2007)-2892.

J. OchodRrepéraz, D.W. Mielcarz, L.E. Ditrio, A.R. Burroughs, S. Btayume, S. Dasgupta, D.L.
Kasper, L.H. Kasper, Central Nervous System Demyelinating Disease Protection by the Human
CommensalBacteroides fragilisDepends on Polysaccharide A Expression, Thendowf
Immunology. 185 (2010) 4164108.

162



Literaturverzeichnis

[21] Y. Belkaid, T.W. Hand, Role of the Microbiota in Immunity and Inflammation, Cell. 157 (2014)
121-141.

[22] A. Kuhn, J. Wenzel, H. Weyd, Photosensitivity, Apoptosis, and Cytokines in the Pathogenesis of
Lupus Eythematosus: a Critical Review, Clinic Rev Allerg Immunol. 47 (201:4)6248

[23] C. Tsigalou, N. Vallianou, M. Dalamaga, Autoantibody Production in Obesity: Is There Evidence
for a Link Between Obesity and Autoimmunity?, Curr Obes Rep. 9 (20226245

[24] S. Yurasov, H. Wardemann, J. Hammersen, M. Tsuiji, E. Meffre, V. Pascual, M.C. Nussenzweig,
Defective B cell tolerance checkpoints in systemic lupus erythematosus, Journal of Experimental
Medicine. 201 (2005) 76311.

[25] J.A. Bluestone, Q. Tang,EC Sedwick, T Regulatory Cells in Autoimmune Diabetes: Past
Challenges, Future Prospects, J Clin Immunol. 28 (20083&%.7

[26] L. Steinman, J.T. Merrill, 1.B. Mclnnes, M. Peakman, Optimization of current and future therapy
for autoimmune diseases, NMed. 18 (2012) 5%65.

[27] B. Arellano, D.J. Graber, C.L. Sentman, Regulatory -bha€etl Therapies for Autoimmunity,
Discov. Med. 22 (2017) £30.

[28] H. von Boehmer, C. Daniel, Therapeutic opportunities for manipulating TReg cells in
autoimmunity and ancer, Nat Rev Drug Discov. 12 (2013%31

[29] J. Shimizu, S. Yamazaki, S. Sakaguchi, Induction of Tumor Immunity by Removing CD25+CD4+ T
Cells: A Common Basis Between Tumor Immunity and Autoimmunity, The Journal of
Immunology. 163 (1999) 521%218.

[30] Y. Belkaid, B.T. Rouse, Natural regulatory T cells in infectious disease, Nat Immunol. 6 (2005) 353
360.

[31] S. Sakaguchi, N. Sakaguchi, M. Asano, M. Itoh, M. Toda, Immunolcdicl&ealfice Maintained
by Activated T Cells ExpressinglReceptor &Chains (CD25), The Journal of Immunology. 155
(1995) 11531164.

[32] M. Asano, M. Toda, N. Sakaguchi, S. Sakaguchi, Autoimmune disease as a consequence of
developmental abnormality of a T cell subpopulation., Journal of Experimental Medicine. 184
(1996) 39-396.

[33] R.K. Gershon, K. Kondo, Cell Interactions in the Induction of Tolerance: The Role of Thymic
Lymphocytes, Immunology. 18 (1970) #238.

[34] T.A. Chatila, F. Blaeser, N. Ho, H.M. Lederman, C. Voulgaropoulos, C. Helms, A.M. Bowcock, JM2,
encodirg a fork headrelated protein, is mutated in-Knked autoimmunity-allergic disregulation
syndrome, J. Clin. Invest. 106 (2000)-FR8L.

[35] M.E. Brunkow, E.W. Jeffery, K.A. Hjerrild, B. Paeper, L.B. Glarky&ayko, J.E. Wilkinson, D.
Galas, S.F. djler, F. Ramsdell, Disruption of a new forkhead/wingelix protein, scurfin,
results in the fatal lymphoproliferative disorder of the scurfy mouse, Nat Genet. 27 (2001) 68
73.

[36] J.D. Fontenot, M.A. Gavin, A.Y. Rudensky, Foxp3 programs the develcgmefunction of
CD4+CD25+ regulatory T cells, Nat Immunol. 4 (20033380

[37] S. Hori, T. Nomura, S. Sakaguchi, Control of Regulatory T Cell Development by the Transcription
FactorFoxp3 Science. 299 (2003) 105061.

[38] S.F. Ziegler, FOXP3: Of&imd Men, Annu. Rev. Immunol. 24 (2006)-27%.

[39] K.H.G. Mills, Regulatory T cells: friend or foe in immunity to infection?, Nat Rev Immunol. 4 (2004)
841-855.

[40] M. Grazia Roncarolo, S. Gregori, M. Battaglia, R. Bacchetta, K. Fleischhauer, Mdgs, Lev
I nterl eukin-10-secreting type 1 regulatory T
Reviews. 212 (2006) 280.

[41] A.M.C. Faria, H.L. Weiner, Oral tolerance, Immunol Rev. 206 (2060256232

[42] E.V. Lourenco, A. La Cava, Natural regulatos}l3 in autoimmunity, Autoimmunity. 44 (2011)

3342.

[43] W. Chen, W. Jin, N. Hardegen, K. Lei, L. Li, N. Marinos, G. McGrady, S.M. Wahl, Conversion of
Peripher al CD4+CD25- Naive T Cel Idnduction o€D4 + CD 2
Transcription &ctor Foxp3, Journal of Experimental Medicine. 198 (2003)-11886.

163



Literaturverzeichnis

[44] S.G. Zheng, J.H. Wang, J.D. Gray, H. Soucier, D.A. Horwitz, Natural and Induced CD4+CD25+ Cells
Educate CD4+CD25- Cell s to DewvwelGBpndd-topThe e ssi Vv e
Journal of Immunology. 172 (2004) 525221.

[45] C.BaecheAllan, J.A. Brown, G.J. Freeman, D.A. Hafler, CD4+CD25high Regulatory Cells in Human
Peripheral Blood, The Journal of Immunology. 167 (2001)-12483.

[46] J.A. Bluestone, A.K. AbbaNatural versus adaptive regulatory T cells, Nature Reviews
Immunology. 3 (2003) 25358.

[47] S.E. Allan, S.Q. Crome, N.K. Crellin, L. Passerini, T.S. Steiner, R. Bacchetta, M.G. Roncarolo, M.K.
Levings, Activatioinduced FOXP3 in human T effector cdties not suppress proliferation or
cytokine production, International Immunology. 19 (2007)-3E&4.

[48] M. Miyara, Y. Yoshioka, A. Kitoh, T. Shima, K. Wing, A. Niwa, C. Parizot, C. Taflin, T. Heike, D.
Valeyre, A. Mathian, T. Nakahata, T. Yamaguchipmuli, M. Ono, Z. Amoura, G. Gorochov, S.
Sakaguchi, Functional Delineation and Differentiation Dynamics of Human CD4+ T Cells
Expressing the FoxP3 Transcription Factor, Immunity. 30 (20099 BB9

[49] N. Ohkura, Y. Kitagawa, S. Sakaguchi, DevelopmehtMaintenance of Regulatory T cells,
Immunity. 38 (2013) 414123.

[50] S. Floess, J. Freyer, C. Siewert, U. Baron, S. Olek, J. Polansky, K. Séhl&@tangd, T. Bopp, E.

Schmitt, S. Kleirlessling, E. Serfling, A. Hamann, J. Huehn, Epigenetic Cothefaxp3 Locus
in Regulatory T Cells, PLoS Biol. 5 (2007) e38.

[51] N. Ohkura, M. Hamaguchi, H. Morikawa, K. Sugimura, A. Tanaka, Y. Ito, M. Osaki, Y. Tanaka, R.
Yamashita, N. Nakano, J. Huehn, H.J. Fehling, T. Sparwasser, K. Nakai, S. Sakaguchi, T Cell
Receptor Stimulatiotinduced Epigenetic Changes and Foxp3 Expression Are Independent and
Complementary Events Required for Treg Cell Development, Immunity. 37 (20329985

[52] C. Schmidl, M. Klug, T.J. Boeld, R. Andreesen, P. Hoffmaadinger, M. Rehli, Lineagpecific
DNA methylation in T cells correlates with histone methylation and enhancer activity, Genome
Res. 19 (2009) 1165174.

[53] G. Wei, L. Wei, J. Zhu, C. Zang, d.iHA. Yao, K. Cui, Y. KanneY.TRoh, W.T. Watford, B.
Schones, W. Peng, H. Sun, W. E. Paul , J. J. o’
H3K27me3 Reveals Specificity and Plasticity in Lineage Fate Determination of Differentiating
CD4+ T Cells, Immunity. 30 (2009)-45% .

[54] A.L. Cava, Natural Tregnd autoimmunity, Front Biosci. Volume (2009) 333.

[55] W. Liu, A.L. Putnam, Z.¥u, G.L. Szot, M.R. Lee, S. Zhu, P.A. Gottlieb, P. Kapranov, T.R. Gingeras,
B.F. de St. Groth, C. Clayberger, D.M. Soper, S.F. Ziegler, J.A. Bluestone, CD127 expression
inversely correlates with FoxP3 and suppressive function of human CD4+ T reg cells, Journal of
Experimental Medicine. 203 (2006) 174Q711.

[56] K. Wing, S. Sakaguchi, Regulatory T cells exert checks and balances on self tolerance and
autoimmunity, Nat Immual. 11 (2010) #13.

[57] 1. Apostolou, A. Sarukhan, L. Klein, H. von Boehmer, Origin of regulatory T cells with known
specificity for antigen, Nat Immunol. 3 (2002) #363.

[58] S.J. Bensinger, A. Bandeira, M.S. Jordan, A.J. Caton, T.M. LauferHMtmoompatibility
Complex Class —{lositive Cortical Epithelium Mediates the Selection of &54
Immunoregulatory T Cells, J. Exp. Med. 194 (20015488

[59] D. OlivaresVillagémez, Y. Wang, J.J. Lafaille, Regulatorg TO#lls Expressing Endogendus
Cell Receptor Chains Protect Myelin Basic Presgiacfic Transgenic Mice from Spontaneous
Autoimmune Encephalomyelitis, J. Exp. Med. 188 (1998)-1533.

[60] S.G. Zheng, The Critical Role of-BGH the Development of Induced Foxp3+ Regulatoryll§,Ce
Int J Clin Exp Med. 1 (2008) 1202.

[61] B. Salomon, D.J. Lenschow, L. Rhee, N. Ashourian, B. Singh, A. Sharpe, J.A. Bluestone, B7/CD28
Costimulation Is Essential for the Homeostasis of the CD4+CD25+ Immunoregulatory T Cells that
Control Autoimmuneiabetes, Immunity. 12 (2000) 43440.

[62] X. Tai, M. Cowan, L. Feigenbaum, A. Singer, CD28 costimulation of developing thymocytes
induces Foxp3 expression and regulatory T cell differentiation independently of interleukin 2, Nat
Immunol. 6 (2005) 15262

164



Literaturverzeichnis

[63] A. Sharma, D. Rudra, Emerging Functions of Regulatory T Cells in Tissue Homeostasis, Front.
Immunol. 9 (2018) 883.

[64] M. Feuerer, L. Herrero, D. Cipolletta, A. Naaz, J. Wong, A. Nayer, J. Lee, A.B. Goldfine, C. Benoist,
S. Shoelson, D. Mathis, loeéut not obese, fat is enriched for a unique population of regulatory
T cells that affect metabolic parameters, Nat Med. 15 (2009)-939.

[65] D. Burzyn, W. Kuswanto, D. Kolodin, J.L. Shadrach, M. Cerletti, Y. Jang, E. Sefik, T.G. Tan, A.J.
Wagers, CBenoist, D. Mathis, A Special Population of Regulatory T Cells Potentiates Muscle
Repair, Cell. 155 (2013) 128295.

[66] S.N. Mueller, L.K. Mackay, Tissasident memory T cells: local specialists in immune defence,

Nat Rev Immunol. 16 (2016)-30.

[67] A. Laurence, C.M. Tato, T.S. Davidson, Y. Kanno, Z. Chen, Z. Yao, R.B. Blank, F. Meylan, R. Siegel,
L. Henni ghausen, E. M. &ISgnhalagvia STATS Cbnstraids THelpea |, I r
17 Cell Generation, Immunity. 26 (2007) 3381.

[68] TR. Malek, A.L. Bayer, Tolerance, not immunity, crucially depends2yriNit Rev Immunol. 4
(2004) 665674.

[69] A.A. Caudy, S.T. Reddy, T. Chatila, J.P. Atkinson, J.W. Verbsky, CD25 deficiency causes an immune
dysregulation, polyendocrinopathy, enteropegt, XlinkedHike syndrome, and defective-1l0
expression from CD4 lymphocytes, Journal of Allergy and Clinical Immunology. 119 (2607) 482
487.

[70] S. Sakaguchi, T. Yamaguchi, T. Nomura, M. Ono, Regulatory T Cells and Immune Tolerance, Cell.
133 (2008) 75-787.

[71] E.M. Shevach, CD4+CD25+ suppressor T cells: more questions than answers, Nat Rev Immunol. 2
(2002) 389400.

[72] W.J. Grossman, J.W. Verbsky, W. Barchet, M. Colonna, J.P. Atkinson, T.J. Ley, Human T Regulatory
Cells Can Use the Perforin Patlyta Cause Autologous Target Cell Death, Immunity. 21 (2004)
589-601.

[73] H.W. Lim, P. Hillsamer, A.H. Banham, C.H. Kim, Cutting Edge: Direct Suppression of B Cells by
CD4+CD25+ Regulatory T Cells, The Journal of Immunology. 175 (200818380

[74] S.Sakaguchi, Naturally Arising CD4+ Regulatory T Cells for Immunologiol&elhce and
Negative Control of Immune Responses, Annu. Rev. Immunol. 22 (20056231

[75] D.A.A. Vignali, L.W. Collison, C.J. Workman, How regulatory T cells work, Nat Reullrf@mu
(2008) 523532.

[76] E.M. Shevach, Mechanisms of Foxp3+ T Regulatonvi€diated Suppression, Immunity. 30
(2009) 636645.

[77] P. Putheti, A. Pettersson, M. Soderstrom, H. Link, Y.M. Huang, Circulating CII26* T
Regulatory Cells Are Not Adeal in Multiple Sclerosis and Unaffected by Diselsteslulating
Drugs, J Clin Immunol. 24 (2004) 4551.

[78] V. Viglietta, C. Baech&ilan, H.L. Weiner, D.A. Hafler, Loss of Functional Suppression by
CD4+CD25+ Regulatory T Cells in Patients with Mulplerosis, Journal of Experimental
Medicine. 199 (2004) 97979.

[79] K. Venken, N. Hellings, T. Broekmans, K. Hensen Rummens, P. Stinissen, Natural Naive
CD4+CD25+CD127low Regulatory T Cell (Treg) Development and Function Are Disturbed in
Multiple Sclerosis Patients: Recovery of Memory Treg Homeostasis during Disease Progression,
The Journal of Immunology. 180 (2008) 643420.

[80] M.R. Ehrenstein, J.G. Evans, A. Singh, S. Moore, G. Warnes, D.A. Isenberg, C. Mauri, Compromised
Function of Regulaty T Cells in Rheumatoid Arthritis and Reversal by-HAxk Therapy,

Journal of Experimental Medicine. 200 (2004)-2785.

[81] S.A. Long, J.H. Buckner, CD4+FOXP3+ T Regulatory Cells in Human Autoimmunity: More Than a
Numbers Game, The Journal of Immurgylol187 (2011) 20622066.

[82] A.Kuhn, S. Beissert, P.H. Krammer, CD4+CD25+ regulatory T cells in human lupus erythematosus,
Arch Dermatol Res. 301 (2009)-31.

[83] A. La Cava, Tregs are regulated by cytokines: Implications for autoimmunity, Autoipimunit
Reviews. 8 (2008) 887.

165



Literaturverzeichnis

[84]

[85]

[86]

[87]

[88]

[89]

[90]

[91]

[92]
[93]
[94]

[95]

[96]

[97]

[98]

[99]

M. Miyara, Z. Amoura, C. Parizot, C. Badoual, K. Dorgham, S. Trad, D. Nochy, P~Dé&hedte].

G. Gorochov, Global Natural Regulatory T Cell Depletion in Active Systemic Lupus Erythematosus,
The Journal of Immunolog¥75 (2005) 83928400.

S. MellorPita, Decrease of regulatory T cells in patients with systemic lupus erythematosus,
Annals of the Rheumatic Diseases. 65 (2006)-553.

J:-H. Lee, EC. Wang, ¥T. Lin, ¥H. Yang, BI. Lin, BL. Chianglnverse correlation between

CD4+ regulatory-tell population and autoantibody levels in paediatric patients with systemic
lupus erythematosus, Immunology. 117 (2006)-2Z8856.

X. Valencia, C. Yarboro, G. lllei, P.E. Lipsky, Deficient CD4+CD25pightdriR€ell Function in
Patients with Active Systemic Lupus Erythematosus, J Immunol. 178 (200722889
https://doi.org/10.4049/jimmunol.178.4.2579.

M. Bonelli, A. Savitskaya, K. von Dalwigk, C.W. Steiner, D. Aletaha, J.S. SrS8clegin€cker,
Quantitative and qualitative deficiencies of regulatory T cells in patients with systemic lupus
erythematosus (SLE), International Immunology. 20 (2008)3%8L

D. Wolf, K. Hochegger, A.M. Wolf, H.F. Rumpold, G. Gastl, H. Tilg, G. BMdyansilius, A.R.
Rosenkranz, CD4CD25" Regulatory T Cells Inhibit Experimental ABliomerular Basement
Membrane Glomerulonephritis in Mice, JASN. 16 (2005)-4B&10.

K.J. Scalapino, Q. Tang, J.A. Bluestone, M.L. Bonyhadi, D.I. Daikh, Suppir€ssease in New
Zealand Black/New Zealand White Lupusne Mice by Adoptive Transfer of Ex Vivo Expanded
Regulatory T Cells, The Journal of Immunology. 177 (2006}-1141%54.

G. Matarese, P.B. Carrieri, A. La Cava, F. Perna, V. Sanna, V. De Rafsar0, S. Fontana, S.
Zappacosta, Leptin increase in multiple sclerosis associates with reduced number o D2
*regulatory T cells, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 102 (200563550

S. Lindley, C.M. Dayan, A. Bishop, B.O. Roep, M. Brakim.M. Tree, Defective Suppressor
Function in CD4+CD254CElls From Patients With Type 1 Diabetes, Diabetes. 54 (20659.92

A.K. Abbas, E. Trotta, D. R. Simeonov, A. Marson, J.A. Bluestone, RevigitiRpltigy and
therapeutic prospects, $dmmunol. 3 (2018) eaat1482.

Q. Tang, Therapeutic Window of Interleu@rfor Autoimmune Diseases, Diabetes. 64 (2015)
1912-1913.

J. Koreth, K. Matsuoka, H.T. Kim, S.M. McDonough, B. Bindra, E.P. Alyea, P. Armand, C. Cutler,
V.T. Ho, N.S. Tréés, D.C. Bienfang, S. Prasad, D. Tzachanis, R.M. Joyce, D.E. Avigan, J.H. Antin,
J. Ritz, R.J. Soiffer, InterleuRimnd Regulatory T Cells in GradrsusHost Disease, N Engl J Med.

365 (2011) 20552066.

S. Saadoun, M. Rosenzwajg, F. Joly, A& .Sbarrat, V. Thibault, D. Sene, P. Cacoub, D. Klatzmann,
Regulatory TCell Responses to Lawose Interleukir? in HCMnduced Vasculitis, N Engl J Med.

365 (2011) 206R077.

A. Hartemann, G. Bensimon, C.A. Payan, S. Jacqueminet, O. Bourron,a¥, Micebnfrede, M.
Rosenzwajg, C. Bernard, D. Klatzmann-dose interleukin 2 in patients with type 1 diabetes: a
phase 1/2 randomised, doubldind, placebecontrolled trial, The Lancet Diabetes &
Endocrinology. 1 (2013) 29505.

M. Rosenzwajg, @hurlaud, R. Mallone, A. Six, N. Dérian, W. Chaara, R. Lorenzon, S.A. Long, J.H.
Buckner, G. Afonso, 8. Pham, A. Hartemann, A. Yu, A. Pugliese, T.R. Malek, D. Klatzmann, Low
dose interleukin2 fosters a doselependent regulatory T cell tuned milieu D patients,
Journal of Autoimmunity. 58 (2015) 488.

J. He, X. Zhang, Y. Wei, X. Sun, Y. Chen, J. Deng, Y. Jin, Y. Gan, X. Hu, R. Jia, C. Xu, Z. Hou, Y.A
Leong, L. Zhu, J. Feng, Y. An, Y. Jia, C. Li, X. Liu, H. Ye, L. Ren, R. Li, H.Gfaen,Y¥X..LZhang,

Y. Su, J. Guo, N. Shen, E.F. Morand, D. Yu, Z. ddog®wnterleukin2 treatment selectively
modulates CD4+ T cell subsets in patients with systemic lupus erythematosus, Nat Med. 22
(2016) 991993.

[100]J.A. Todd, M. Evangelou, A.Jtl&yu M.L. Pekalski, N.M. Walker, H.E. Stevens, L. Porter, D.J.

Smyth, D.B. Rainbow, R.C. Ferreira, L. Esposito, K.M.D. Hunter, K. Loudon, K. Irons, J.H. Yang,
C.J.M. Bell, H. Schuilenburg, J. Heywood, B. Challis, S. Neupane, P. Clarke, G. Colemam, S. Daws
D. Goymer, K. Anselmiova, J. Kennet, J. Brown, S.L. Caddy, J. Lu, J. Greatorex, |I. Goodfellow, C.

166



Literaturverzeichnis

Wallace, T.l. Tree, M. Evans, A.P. Mander, S. Bond, L.S. Wicker, F. WaldrRegulatory T
Cell Responses in Participants with Type 1 Diabetesafg#ngle Dose of Interleukih A Non
Randomised, Open Label, Adaptive DBs=ling Trial, PLoS Med. 13 (2016) €1002139.

[101]J.T. Sockolosky, E. Trotta, G. Parisi, L. Picton, L.L. Su, A.C. Le, A. Chhabra, S.L. Silveria, B.M. George,
I.C. King, M.R. Tiffg, K. Jude, L.V. Sibener, D. Baker, J.A. Shizuru, A. Ribas, J.A. Bluestone, K.C.
Garcia, Selective targeting of engineered T cells using orthogosialcitokinereceptor
complexes, Science. 359 (2018) 1-8B¥42.

[102]E. Trotta, P.H. Bessette, S.L. 8#vé..K. Ely, K.M. Jude, D.T. Le, C.R. Holst, A. Coyle, M. Potempa,
L.L. Lanier, K.C. Garcia, N.K. Crellin, 1.J. Rondon, J.A. Bluestone, A hulx&raatitiody that
potentiates regulatory T cells by a structdvased mechanism, Nat Med. 24 (2018) 1-a0%EL4.

[103]D.F. McDermott, The application of higbse interleukin2 for metastatic renal cell carcinoma,

Med Oncol. 26 (2009) 137.

[104]B.M. Hall, N.W. Pearce, K.E. Gurley, S.E. Dorsch, Specific unresponsiveness in rats with prolonged
cardiac allogaft survival after treatment with cyclosporine. Ill. Further characterization of the
CD4+ suppressor cell and its mechanisms of action., Journal of Experimental Medicine. 171
(1990) 14%157.

[105]P.J. Eggenhuizen, B.H. Ng, J.D. Ooi, Treg Enhancing 8hévapieat Autoimmune Diseases,

IJMS. 21 (2020) 7015.

[L06]N. MarekTr zonk ows k a, M. Mysliwiec, A. Dobyszuk, M.
Owczuk, A. Szadkowska, P. -OhobotkAoBessdwsk, J. BiebertMt y n a
P. Teonkowski, Therapy of type 1 diabetes with CD4+CD25high@Bgalatory T cells prolongs
survival of pancreatic islets-Results of one year followp, Clinical Immunology. 153 (2014)-23
30.

[107]J.A. Bluestone, J.H. Buckner, M. Fitch, S.E. Gitelmanpt@, GI.K. Hellerstein, K.C. Herold, A.

Lares, M.R. Lee, K. Li, W. Liu, S.A. Long, L.M. Masiello, V. Nguyen, A.L. Putham, M. Rieck, P.H.
Sayre, Q. Tang, Type 1 diabetes immunotherapy using polyclonal regulatory T cells, Sci. Transl.
Med. 7 (2015).

[LO8]LM.R. Ferreira, Y.D. Muller, J.A. Bluestone, Q. Tang;gdexgration regulatory T cell therapy,

Nat Rev Drug Discov. 18 (2019) 7A&9.

[109]A.W. Thomson, H.R. Turnquist, G. Raimondi, Immunoregulatory functions of mTOR inhibition,
Nat Rev Immunol. 9 (2080 324-337.

[110]W-l. Yeh, H.R. Seay, B. Newby, A.L. Posgai, F.B. Moniz, A. Michels, C.E. Mathews, J.A. Bluestone,
T.M. Brusko, Avidity and Bystander Suppressive Capacity of Human Regulatory T Cells Expressing
De Novo Autoreactive-Cell Receptors in Tgd Diabetes, Front. Immunol. 8 (2017) 1313.

[111]C. Scotta, G. Fanelli, S.J. Hoong, M. Romano, E.N. Lamperti, M. Sukthankar, G. Guggino, H.
Fazekasova, K. Ratnasothy, P.D. Becker, B. Afzali, R.l. Lechler, G. Lombardi, Impact of
immunosuppressive drugs dhe therapeutic efficacy of ex vivo expanded human regulatory T
cells, Haematologica. 101 (2016)-200.

[112]P. Ovaere, S. Lippens, P. Vandenabeele, W. Declercq, The emerging roles of serine protease
cascades in the epidermis, Trends in Biochemicah&ese 34 (2009) 45363.

[113]Y-C. Hsu, L. Li, E. Fuchs, Emerging interactions between skin stem cells and their niches, Nat Med.
20 (2014) 84+4856.

[114]A. V. Nguyen, A. M. Soulika, The Dynamics of t he

[115]E.A. Shirshin, Y.l. Gurfinkel, A.V. Priezzhev, V.V. Fadeev, J. Lademann, M.E. Dahiotpiiwo
autofluorescence lifetime imaging of human skin papillary dermis in vivo: assessment of blood
capillaries and structural proteins localization, Sci RgR017) 1171.

[116]D.T. Woodley, Distinct Fibroblasts in the Papillary and Reticular Dermis, Dermatologic Clinics. 35
(2017) 95100.

[117]R. Wong, S. Geyer, W. WeningerC.JGuimberteau, J.K. Wong, The dynamic anatomy and
patterning of skin, Exp Dern@. 25 (2016) 9298.

[118]T.T. Tran, Y. Yamamoto, S. Gesta, C.R. Kahn, Beneficial Effects of Subcutaneous Fat
Transplantation on Metabolism, Cell Metabolism. 7 (2008)-420.

167



Literaturverzeichnis

[119]M. Rodrigues, N. Kosaric, C.A. Bonham, G.C. Gurtner, Wound Healinfulak Berspective,
Physiological Reviews. 99 (2019) -6636.

[120]R.R. Driskell, C.A.B. JahodayICChuong, F.M. Watt, V. Horsley, Defining dermal adipose tissue,

Exp Dermatol. 23 (2014) 626831.

[121]G. Cildir, S. C. Ak adposé tssue inflammatiore all gmenane &ellsron  Ch r «
the stage, Trends in Molecular Medicine. 19 (2013)-580.

[122]M. Pasparakis, I. Haase, F.O. Nestle, Mechanisms regulating skin immunity and inflammation, Nat
Rev Immunol. 14 (2014) 283%01.

[123]L. Ritté, Cellular mechanisms of skin repair in humans and other mammals, J. Cell Commun.
Signal. 10 (2016) 16320.

[124]V.W. Wong, M. Sorkin, J.P. Glotzbach, M.T. Longaker, G.C. Gurtner, Surgical Approaches to Create
Murine Models of Human Wound Healing, Juair of Biomedicine and Biotechnology. 2011
(2011) 8.

[125]A. Elbe, TCell recepto fandy d cells in rat and human skirare they equivalent?, Seminars
in Immunology. 8 (1996) 34349.

[126]J. Mestas, C.C.W. Hughes, Of Mice and Not Nigiflerences between Mouse and Human
Immunology, The Journal of Immunology. 172 (2004) 22338.

[127]M. Nihal, D. Mikkola, G.S. Wood, Detection of Clonally Restricted Immunoglobulin Heavy Chain
Gene Rearrangements in Normal and Lesional Skin, The JodrNallecular Diagnostics. 2
(2000) 510.

[128]S.A. Geherin, S.R. Fintushel, M.H. Lee, R.P. Wilson, R.T. Patel, C. Alt, A.J. Young, J.B. Hay, G.F.
Debes, The Skin, a Novel Niche for Recirculating B Cells, The Journal of Immunology. 188 (2012)
6027-6035.

[129]1.U. Egbuniwe, S.N. Karagiannis, F.O. Nestle, K.E. Lacy, Revisiting the role of B cells in skin immune
surveillance, Trends in Immunology. 36 (2015102

[130]D. Simon, S. Hosli, G. Kostylina, N. Yawalkdd, Simon, AnCD20 (rituximab) treatent
improves atopic eczema, Journal of Allergy and Clinical Immunology. 121 (20082822

[131]R. Lafyatis, E. Kissin, M. York, G. Farina, K. Viger, M.J. Fritzler, P.A. Merkel, R.W. Simms, B cell
depletion with rituximab in patients with diffuse cutames systemic sclerosis, Arthritis Rheum.

60 (2009) 578583.

[132]B. Geiger, J. Wenzel, M. Hantschke, |. Haase, S. Stander, E. Von Stebut, Resolving lesions in human
cutaneous leishmaniasis predominantly harbour chemokine receptor Cp@R¥e T helper
1T cytotoxic type 1 cells: Thl cells in human cutaneous leishmaniasis, British Journal of
Dermatology. 162 (2010) 8¥874.

[133]T.C. Scharschmidt, K.S. Vasque&.Hruong, S.V. Gearty, M.L. Pauli, A. Nosbaum, |.K. Gratz, M.
Otto, J.J. Moon, J. LieseKAAbbas, M.A. Fischbach, M.D. Rosenblum, A Wave of Regulatory T
Cells into Neonatal Skin Mediates Tolerance to Commensal Microbes, Immunity. 43 (2015) 1011
1021.

[134]R. Sanchez Rodriguez, M.L. Pauli, .M. Neuhaus, S.S. Yu, S.T. Arron, HW. RarNsrg,HB.A.
Anthony, F.M. Sverdrup, E. Krdwcal, T.C. MacKenzie, D.S. Johnson, E.H. Meyer, A. Lohr, A. Hsu,

J. Koo, W. Liao, R. Gupta, M.G. Debbaneh, D. Butler, M. Huynh, E.C. Levin, A. Leon, W.Y. Hoffman,
M.H. McGrath, M.D. Alvarado, C.H. LudwigAHTruong, M.M. Maurano, |.K. Gratz, A.K. Abbas,

M.D. Rosenblum, Memory regulatory T cells reside in human skin, J. Clin. Invest. 124 (2014)
10271036.

[135]N. Ali, B. Zirak, R.S. Rodriguez, M.L. PatAi, Hruong, K. Lai, R. Ahn, K. Corbin, M.M. Loz,
Scharschmidt, K. Taravati, M.R. Tan, R.R. Ri€Gwdaalez, A. Nosbaum, M. Bertolini, W. Liao,

F.O. Nestle, R. Paus, G. Cotsarelis, A.K. Abbas, M.D. Rosenblum, Regulatory T Cells in Skin
Facilitate Epithelial Stem Cell Differentiation, Cell. 169 (P21791129.e11.

[136]A. Nosbaum, N. Prevel,-A. Truong, P. Mehta, M. Ettinger, T.C. Scharschmidt, N.H. Ali, M.L.
Pauli, A.K. Abbas, M.D. Rosenblum, Cutting Edge: Regulatory T Cells Facilitate Cutaneous Wound
Healing, The Journal of Immunology. 196 @0016-2014.

[137]M.D. Rosenblum, I.K. Gratz, J.S. Paw, K. Lee, A. Midtstiatein, A.K. Abbas, Response to self
antigen imprints regulatory memory in tissues, Nature. 480 (2011)5&8

168



Literaturverzeichnis

[138]S. Yang, N. Fujikado, D. Kolodin, C. Benoist, D. Magigslaffory T cells generated early in life
play a distinct role in maintaining setilerance, Science. 348 (2015) 5894.

[139]E. Schmidt, D. Zillikens, Pemphigoid diseases, The Lancet. 381 (26832320

[140]M. Kasperkiewicz, C.T. Ellebrecht, H. Tiakhi, J. Yamagami, D. Zillikens, A.S. Payne, M. Amagai,
Pemphigus, Nat Rev Dis Prim&¢2017) 17026.

[141]N. van Beek, D. Zillikens, E. Schmidt, Bullous Autoimmune Dermatoses, Deutsches Arzteblatt
international. (2021). https://www.aerzteblatt.de/10.338/arztebl.m2021.0136 (accessed
January 19, 2023).

[142]K. Bieber, A.L. Ernst, S. Tukaj, M.M. Holtsche, E. Schmidt, D. Zillikens, R.J. Ludwig, M.
Kasperkiewicz, Analysis of serum markers of cellular immune activation in patients with bullous
pemphigoid, Exp Dermatol. 26 (2017) 124852.

[143]M. Witte, H. Koga, T. Hashimoto, R.J. Ludwig, K. Bieber, Discovering potentiargets) for
personalized treatment of autoimmune disordersvhat we learn from epidermolysis bullosa
acquisita, Exper®pinion on Therapeutic Targets. 20 (2016)-%588.

[144]P. Bernard, Incidence and Distribution of Subepidermal Autoimmune Bullous Skin Diseases in
Three French Regions, Arch Dermatol. 131 (1995) 48.

[145]D. Zillikens, Incidence of Autoimmune SubepiddmBistering Dermatoses in a Region of Central
Germany, Arch Dermatol. 131 (1995).

[146]S.N. Wong, S.H. Chua, Spectrum of subepidermal immunobullous disorders seen at the National
Skin Centre, Singapore: a/@ar review, Br J Dermatol. 147 (2002) -44&0.

[147]A. Nanda, R. Dvorak, K-@deed, H. Ababah, Q.A. Alsaleh, Spectrum of autoimmune bullous
diseases in Kuwait, International Journal of Dermatology. 43 (20048816

[148]F. Hubner, A. Recke, D. Zillikens, R. Linder, E. Schmidt, Prevalencgeabistibution of
Pemphigus and Pemphigoid Diseases in Germany, Journal of Investigative Dermatology. 136
(2016) 24952498.

[149]F . Caux, G. Kirtschig, F. Lemarchand-Venenci e
Dubertret, C. I¥sis bullosa acquigitin & ghild desultimyon blindness, British
Journal of Dermatology. 137 (1997) 220G5.

[150]F.X. Triggsuzman, A. Conti, V. Aoki, C.W. Maruta, C.G. Santi, C.M.R. Silva, B. Gontijo, D.T.
Woodley, E.A. Rivitti, Epidermolysis Bulldsguisita in Childhood, The Journal of Dermatology.

30 (2003) 226229.

[151]A.V. Marzano, E. Cozzani, D. Fanoni, O. De Pita, C. Vassallo, E. Berti, A. Parodi, C. Crosti, M. Cugno,
Diagnosis and disease severity assessment of epidermolysis bullosa adoiBiLISA for anti
type VII collagen autoantibodies: an Italian multicentre study: ELISA fetypatiVIl collagen
autoantibodies in EBA, British Journal of Dermatology. 168 (20181180

[152]S. Kim, J. Kim, Y. Kim, Epidermolysis Bullosa Acquisitrospective Clinical Analysis of 30
Cases, Acta Derm Venerol. 91 (2011)-3072.

[153]C. ProstSquarcioni, F. Caux, E. Schmidt, M.F. Jonkman, S. Vassileva, S.C. Kim, P. Iranzo, M.
Daneshpazhooh, J. Terra, J. Bauer, J. Fairley, R. Hall, M. Hertl, @&, LRzhMarinovic, A.
Patsatsi, D. Zillikens, the International Bullous Diseases Group, V. Werth, D.T. Woodley, D.F.
Murrell, International Bullous Diseases Group: consensus on diagnostic criteria for epidermolysis
bullosa acquisita, Br J Dermatol. 17932p3041.

[154]W.R. Gammon, R.A. Briggaman, D.T. Woodley, P.W. Heald, C.E. Wheeler, Jr., Epidermolysis
bullosa acquisita-a pemphigoidike disease, Journal of the American Academy of Dermatology.

11 (1984) 820832.

[155]W.R. Gammon, E.R. Heise, W.A.kBui-D. Fine, D.T. Woodley, R.A. Briggaman, Increased
Frequency of HL-RR2 in Patients with Autoantibodies to Epidermolysis Bullosa Acquisita
Antigen: Evidence that the Expression of Autoimmunity to Type VII Collagen is HLA Class Il Allele
Associated, 911988) 228233.

[156]C. Zumelzu, C. Le Re\iMet, P. Loiseau, M. Busson, M. Heller, F. Aucouturier, V. Pendaries, N.
Lievre, F. Pascal, M. Brette, S. Doan, D. Charron, F. Caux, L. Laroche, A. Petit, €. Prost
Squarcioni, Black Patients of African @ag and HLAORB1*15:03 Frequency Overrepresented
in Epidermolysis Bullosa Acquisita, Journal of Investigative Dermatology. 131 (2011932386

169



Literaturverzeichnis

[157]K. Kridin, D. Kneiber, E.H. Kowalski, M. Valdebran, K.T. Amber, Epidermolysis bullosa acquisita: A
comprehensive review, Autoimmunity Reviews. 18 (2019)-786.

[158]R.J. Ludwig, Clinical Presentation, Pathogenesis, Diagnosis, and Treatment of Epidermolysis
Bullosa Acquisita, ISRN Dermatology. 2013 (2043).1

[159]H. Koga, C. PreSiguarcioni, H. lwat&J.F. Jonkman, R.J. Ludwig, K. Bieber, Epidermolysis Bullosa
Acquisita: The 2019 Update, Front. Med. 5 (2019) 362.

[160]R.J. Ludwig, D. Zillikens, Pathogenesis of Epidermolysis Bullosa Acquisita, Dermatologic Clinics.
29 (2011) 493501.

[161]J.H. Kim, &. Kim, Epidermolysis bullosa acquisita, J Eur Acad Dermatol Venereol. 27 (2013)
1204-1213.

[162]M. Kasperkiewicz, C.D. Sadik, K. Bieber, S.M. Ibrahim, R.A. Manz, E. Schmidt, D. Zillikens, R.J.
Ludwig, Epidermolysis Bullosa Acquisita: From Pathophygitdofjlovel Therapeutic Options,

Journal of Investigative Dermatology. 136 (2016)324

[163]K. Bieber, M. Witte, S. Sun, J.E. Hundt, K. Kalies, S. Drager, A. Kasprick, T. Twelkmeyer, R.A. Manz,
P. Konig, J. Kohl, D. Zillikens, R.J. Ludwig, T cells enadiaantibodyinduced cutaneous
inflammation and blistering in epidermolysis bullosa acquisita, Sci Rep. 6 (2016) 38357.

[164]K. Bieber, S. Sun, M. Witte, A. Kasprick, F. Beltsiou, M. Behnen, T. Laskay, F.S. Schulze, E. Pipi, N.
Reichhelm, R. Pagel, Dllikens, E. Schmidt, T. Sparwasser, K. Kalies, R.J. Ludwig, Regulatory T
Cells Suppress Inflammation and Blistering in Pemphigoid Diseases, Front. Immunol. 8 (2017)
1628.

[165]H. Iwata, K. Bieber, B. Tiburzy, N. Chrobok, K. Kalies, A. Shimizu, S.HezinAwkshiko, A.
Vorobyev, D. Zillikens, J. Kohl, J. Westermann, K. Seeger, R. Manz, R.J. Ludwig, B Cells, Dendritic
Cells, and Macrophages Are Required To Induce an Autoreactive CD4 Helper T Cell Response in
Experimental Epidermolysis Bullosa Acquisttae Journal of Immunology. 191 (2013) 2978
2988.

[166]M. Hirose, A. Kasprick, F. Beltsiou, K.S. Dieckhoff, F.S. Schulze, U.K.J.S.R.L. Samavedam, J.E.
Hundt, H.H. Pas, M.F. Jonkman, E. Schmidt, K. Kalies, D. Zillikens, R.J. Ludwig, K. Bieber, Reduced
SkinBlistering in Experimental Epidermolysis Bullosa Acquisita AftefTAiI Treatment, Mol
Med. 22 (2016) 91-826.

[167]D. Miyamoto, J.O. Gordilho, C.G. Santi, A.M. Porro, Epidermolysis bullosa acquisita, Anais
Brasileiros de Dermatologia. 97 (2022) 44023.

[168]K. Kridin, C. Ahn, W.C. Huang, A. Ansari, N. Sami, Treatment Update of Autoimmune Blistering
Diseases, Dermatologic Clinics. 37 (2019)-228.

[169]C. ProstSquarcioni, S. IngedouszOro, P. Joly, P. Bernard, C. Bedane, Recommandations des
centres de référence des maladies bulleuses aoimunes pour le diagnostic et la prise en
charge de | ' épidermolyse bull euse acqui se, An
(2011) 274279.

[170]C.G. Santi, A.C. Gripp, A.M. Roselino, D.S. Melo,Gordilho, P.F. de Marsillac, A.M. Porro,
Consensus on the treatment of autoimmune bullous dermatoses: bullous pemphigoid, mucous
membrane pemphigoid and epidermolysis bullosa acquisBeazilian Society of Dermatology,

An. Bras. Dermatol. 94 (20133-47.

[171]H. Ujiie, H. Iwata, J. Yamagami, T. Nakama, Y. Aoyama, S. Ikeda, N. Ishii, K. Iwatsuki, M. Kurosawa,
D. Sawamura, A. Tanikawa, D. Tsuruta, W. Nishie, W. Fujimoto, M. Amagai, H. Shimizu,
Committee for Guidelines for the ManagementRémphigoid Diseases (Including Epidermolysis
Bullosa Acquisita), Japanese guidelines for the management of pemphigoid (including
epidermolysis bullosa acquisita), J Dermatol. 46 (2019)-211B5.

[172]P.M. Patel, V.A. Jones, T.N. Murray, K.T. Amber,i@&vR€omparing International Guidelines for
the Management of Bullous Pemphigoid, Pemphigoid Gestationis, Mucous Membrane
Pemphigoid, and Epidermolysis Bullosa Acquisita, Am J Clin Dermatol. 21 (26385557

[173]K.B. Gordon, L.S. Chan, D.T. Woodleyatifrent of refractory epidermolysis bullosa acquisita
with extracorporeal photochemotherapy, British Journal of Dermatology. 136 (199441205

170



Literaturverzeichnis

[174]C. CalloMellot, C. Bodemer, F. Caux, |. BourgMillada, S. Fraitag, G. Goudié, M. Heller, Y. de
Prost C. Prost, Epidermolysis Bullosa Acquisita in Childhood, Arch Dermatol. 133 (1997) 1122
1126.

[175]S. Edwards, S.H. Wakelin, F. Wojnarowska, R.A. Marsden, G. Kirtschig, B. Bhogal, M.M. Black,
Bullous Pemphigoid and Epidermolysis Bullosa Acquisita: Ratisery Prognosis, and
Immunopathology in 11 Children, Pediatric Dermatology. 15 (1998)1B84

[176]W. Nishie, Update on the pathogenesis of bullous pemphigoid: An autoantibedjated
blistering disease targeting collagen XVII, Journal of Dermataldpience. 73 (2014) 17186.

[177]R.J. Ludwig, Signalling and targeted therapy of inflammatory cells in epidermolysis bullosa
acquisita, Exp Dermatol. 26 (2017) 117986.

[178]H. Koga, A. Recke, G. Vidarsson, H.H. Pas, M.F. Jonkman, T. Hashimagprigk, kS.
Ghorbanalipoor, H. Tenor, D. Zillikens, R.J. Ludwig, PDE4 Inhibition as Potential Treatment of
Epidermolysis Bullosa Acquisita, Journal of Investigative Dermatology. 136 (201:8221.1

[179]C. Sitaru, S. Mihai, C. Otto, M.T. Chiriac, IskB. Dotterweich, H. Saito, C. Rose, A. Ishiko, D.
Zillikens, Induction of dermapidermal separation in mice by passive transfer of antibodies
specific to type VIl collagen, J. Clin. Invest. 115 (20058380

[180]S. Mihai, M.T. Chiriac, K. Takshia J.M. Thurman, V.M. Holers, D. Zillikens, M. Botto, C. Sitaru,
The Alternative Pathway of Complement Activation Is Critical for Blister Induction in
Experimental Epidermolysis Bullosa Acquisita, The Journal of Immunology. 178 (206¥) 6514
6521.

[181]M. Chiriac, J. Roesler, K. Sindrilaru, K. Scharffgttehanek, D. Zillikens, J. Sitaru, NADPH oxidase
is required for neutrophitlependent autoantibodynduced tissue damage, J. Pathol. 212 (2007)

i—.

[182]U.K.S.R.L. Samavedam, H. lwata, S. MullerSEh8Ize, A. Recke, E. Schmidt, D. Zillikens, R.J.
Ludwig, GMCSF Modulates Autoantibody Production and Skin Blistering in Experimental
Epidermolysis Bullosa Acquisita, The Journal of Immunology. 192 (201:%)/'259

[183]U.K.S.R.L. Samavedam, K. Kali&ghkller, H. Sadeghi, Y. Gupta, M.F. Jonkman, E. Schmidt, J.
Westermann, D. Zillikens, S. Rgsdin, R.J. Ludwig, Recombinanb lireatment protects mice
from organ specific autoimmune disease b6 Itlassical signallirdependent IELlra induction,

Joumnal of Autoimmunity. 40 (2013) 785.

[184]S . Tukaj, K. Bieber, K. Kl eszczynski, M. Wi tt
Fischer, M. Kasperkiewicz, Topically Applied Hsp90 Blocker 17AAG Inhibits Autoantibody
Mediated Blistefinducirg Cutaneous Inflammation, Journal of Investigative Dermatology. 137
(2017) 341:349.

[185]M. Hirose, L. Brandolini, D. Zimmer, J. G6tz, J. Westermann, M. Allegretti, A. Moriconi, A. Recke,
D. Zillikens, K. Kalies, R.J. Ludwig, The Allosteric CXCR1/forinbiB2156A Improves
Experimental Epidermolysis Bullosa Acquisita, J Genet Syndr Gene Ther. s3 (2013).
https://www.omicsonline.org/theallostericcxcrkinhibitor-df2156aimprovesexperimentai
epidermolysishullosaacquisita2157-7412.S3005.php?aid=1281%fcessed January 19, 2023).

[186]A. Sesarman, A.G. Sitaru, F. Olaru, D. Zillikens, C. Sitaru, Neonatal Fc receptor deficiency protects
from tissue injury in experimental epidermolysis bullosa acquisita, J Mol Med. 86 (2068) 951
959.

[187]K. Bieber, S.uf, N. Ishii, M. Kasperkiewicz, E. Schmidt, M. Hirose, J. Westermann, X. Yu, D.
Zillikens, R.J. Ludwig, Animal models for autoimmune bullous dermatoses: Animal models for
autoimmune skin blistering diseases, Experimental Dermatology. 19 (2610) 2

[188]D.T. Woodley, C. Chang, P. Saadat, R. Ram, Z. Liu, M. Chen, EvidenceTkipeAfitiCollagen
Antibodies Are Pathogenic and Responsible for the Clinical, Histological, and Immunological
Features of Epidermolysis Bullosa Acquisita, J Invest DermatqR0@4) 958964.

[189]D.T. Woodley, R. Ram, A. Doostan, P. Bandyopadhyay, Y. Huang, J. Remington, Y. Hou, D.R. Keene,
Z. Liu, M. Chen, Induction of Epidermolysis Bullosa Acquisita in Mice by Passive Transfer of
Autoantibodies from Patients, Journal of éstigative Dermatology. 126 (2006) 132330.

171



Literaturverzeichnis

[190]C. Sitaru, M.T. Chiriac, S. Mihai, J. Bining, A. Gebert, A. Ishiko, D. Zillikens, Induction of
ComplementFixing Autoantibodies against Type VII Collagen Results in Subepidermal Blistering
in Mice, The Jarnal of Immunology. 177 (2006) 3463468.

[191]R.J. Ludwig, A. Recke, K. Bieber, S. Miller, A. de C. Marques, D. Banczyk, M. Hirose, M.
Kasperkiewicz, N. Ishii, E. Schmidt, J. Westermann, D. Zillikens, S.M. Ibrahim, Generation of
Antibodies of Distinct bclasses and Specificity Is Linked to H2s in an Active Mouse Model of
Epidermolysis Bullosa Acquisita, Journal of Investigative Dermatology. 131 (2041768.67

[192]C.M. Hammers, K. Bieber, K. Kalies, D. Banczyk, C.T. Ellebrecht, S.M. Ibrahinenb, Rillik
Ludwig, J. Westermann, Complemdtixing AntiType VII Collagen Antibodies Are Induced in
ThlPolarized Lymph Nodes of Epidermolysis Bullosa Acg@isiaeptible Mice, The Journal of
Immunology. 187 (2011) 5043050.

[193]S. Leineweber, S. Sciig, K. Seeger, Insight into interactions of the-Wditlebrandfactor-A-like
domain 2 with the FNHIke domain 9 of collagen VII by NMR and SPR, FEBS Letters. 585 (2011)
1748-1752.

[194]P. Quaglino, E. Antiga, A. Comessatti, M. Caproni, T. NardimtRMPdNovelli, S. OseHabate,

P. Fabbri, M.G. Bernengo, Circulating CD4+ CD25brightFOXP3+ regtdettsrare significantly
reduced in bullous pemphigoid patients, Arch Dermatol Res. 304 (201254839

[195]E. Antiga, P. Quaglino, W. Volpi, lL.ririeE. Del Bianco, B. Bianchi, M. Novelli, P. Savoia, M.G.
Bernengo, P. Fabbri, M. Caproni, Regulatory T cells in skin lesions and blood of patients with
bullous pemphigoid, J Eur Acad Dermatol Venereol. 28 (20142302

[196]M. Arakawa, T. DainichN. Ishii, T. Hamada, T. Karashima, T. Nakama, S. Yasumoto, D. Tsuruta,
T. Hashimoto, Lesional Th17 cells and regulatory T cells in bullous pemphigoid: Letter to the
Editor, Experimental Dermatology. 20 (2011) 1ax24.

[197]A. Rensindghl, B. Gaus, L. &knerTuderman, S.F. Martin, Frequency, function and CLA
expression of CD4+CD25+FOXP3+ regulatory T cells in bullous pemphigoid, Experimental
Dermatology. 16 (2007) 321.

[198]R.J. Ludwig, K. Vanhoorelbeke, F. Leypoldt, Z. Kaya, K. Bieb&tcBakhlan, L. Komorowski, J.

Luo, O. CabraMlarques, C.M. Hammers, J.M. Lindstrom, P. Lamprecht, A. Fischer, G.
Riemekasten, C. Tersteeg, P. Sondermann, B. RapopBrt\andinger, C. Probst, A. El Beidaq,
E. Schmidt, A. Verkman, R.A. Manz, F. Nimmerjdlgchanisms of Autoantiboedynduced
Pathology, Front. Immunol. 8 (2017) 603.

[199]M. Kuczma, R. Podolsky, N. Garge, D. Daniely, R. Pacholczyk, L. Ignatowicz, P. Kraj, Foxp3
deficient regulatory T cells do not revert into conventional effector CD4+ Slnellconstitute a
unique cell subset, J Immunol. 183 (2009) 3B741.
https://doi.org/10.4049/jimmunol.0800601.

[200]M. Kuczma, I. Pawlikowska, M. Kopij, R. Podolsky, G.A. Rempala, P. Kraj, TCR repertoire and Foxp3
expression define functionally distinsubsets of CD4+ Treg cells, J Immunol. 183 (2009}-3118
3129.

[201]A. Kasprick, K. Bieber, R.J. Ludwig, Drug Discovery for Pemphigoid Diseases, Current Protocols in
Pharmacology. 84 (2019) e55.

[202]K. Bieber, H. Koga, W. Nishie, In vitro and inwmiodels to investigate the pathomechanisms and
novel treatments for pemphigoid diseases, Exp Dermatol. 26 (2017)-11%0.

[203]A. El Beidaqg, C.W.M. Link, K. Hofmann, B. Frehse, K. Hartmann, K. Bieber, S.F. Martin, R.J. Ludwig,
R.A. Manz, In Vivo Expansiof Endogenous Regulatory T Cell Populations InducesTiesnyg
Suppression of Contact Hypersensitivity, The Journal of Immunology. 197 (2016)3F&.7

[204]0. Boyman, M. Kovar, M.P. Rubinstein, C.D. Surh, J. Sprent, Selective Stimulation of Tetell Subs
with Antibody-Cytokine Immune Complexes, Science. 311 (20061924 .

[205]Y. GrinbergBleyer, A. Baeyens, S. You, R. Elhage, G. Fourcade, S. Gregoire, N. Cagnard, W.
Carpentier, Q. Tang, J. Bluestone, L. Chatenoud, D. Klatzmann, B.L. Salonaguid. |2
reverses established type 1 diabetes in NOD mice by a local effect on pancreatic regulatory T
cells, Journal of Experimental Medicine. 207 (2010) 48318.

[206]N. Grol3, K. Bieber, R. Ludwig, Analysis of FoxP3+ regulatory T cells fromdorsaseskin,
Libecker Institut fir experimentelle Dermatologie; Universitdt zu Lubeck, n.d.

172



Literaturverzeichnis

https://www.miltenyibiotec.com/_Resources/Persistent/fc26b16f4e3f52931839¢c9590fa05148f
51b3b91/Gross_2020.pdf (accessed January 10, 2023).

[207]A. Adan, G. Alizad&. Kiraz, Y. Baran, A. Nalbant, Flow cytometry: basic principles and
applications, Critical Reviews in Biotechnology. 37 (201 A11&3

[208]A. Vorobyev, R.J. Ludwig, E. Schmidt, Clinical features and diagnosis of epidermolysis bullosa
acquisita, ExpemReview of Clinical Immunolodg}3 (2017) 15#169.

[209]L. Wendler, Histologische und Kinom Aktivitatsprofil Analyse aus Hautlasionen bei Epidermolysis
bullosa acquisita, Masterarbeit im Rahmen des Studiengangns Molecular Life Science, Universitat
zu Libeck, 2022.

[210]A. Untergasser, RNAprep Tr i z ol combined wi th Col umns,
http://www.untergasser.de/lab/protocols/rna_prep_comb_trizol vl _0.htm (accessed January
10, 2023).

[211]C. Liu, D. Chu, K. KalarZadeh, J. George, H.Xoung, G. Liu, Cytokines: From Clinical
Significance to Quantification, Advanced Science. 8 (2021) 2004433.

[212]J. Lee, B. LozafRuiz, F.M. Yang, D.D. Fan, L. Shen, J.M. Gohgdlajas, The Multifaceted Role
of Thl, Th9, and Th17 Cells in ImmunedRpeint Inhibition Therapy, Frontiers in Immunology.

12 (2021).

[213]J-M. Zhang, J. An, Cytokines, Inflammation and Pain, Int Anesthesiol Clin. 45 (2€8¥7) 27

[214]K.V. Sawant, K.M. Poluri, A.K. Dutta, K.M. Sepuru, A. Troshkina, R.P. Garof@oatin&a,
Chemokine CXCL1 mediated neutrophil recruitment: Role of glycosaminoglycan interactions, Sci
Rep. 6 (2016) 33123.

[215]E. Khodaeiani, A. Fakhrjou, M. Amirnia, S. Bateshad, F. Taghvamanesh, E. Razkagmi,

H. Alikhah, Immunohistochemic&valuation of p53 and Ki67 Expression in Skin Epithelial
Tumors, Indian J Dermatol. 58 (2013) 4837.

[216]J.M. Austyn, S. Gordon, F4/80, a monoclonal antibody directed specifically against the mouse
macrophage, Eur J Immunol. 11 (1981)-&i%.

[217] A. Dos Anjos Cassado, F4/80 as a Major Macrophage Marker: The Case of the Peritoneum and
Spleen, Results Probl Cell Differ. 62 (2017)189.

[218]A.J. McKnight, S. Gordon, The H&GF family: unusual structures at the leukocyte surface, J
Leukoc Biol. 63 (1998) 27280.

[219]P.Y. Lee, -X. Wang, E. Parisini, C.C. Dascher, P.A. Nigrovic, Ly6 family proteins in neutrophil
biology, J Leukoc Biol. $2013) 585594.

[220]T.J. Fleming, M.L. Fleming, T.R. Malek, Selective expressiof®fdrymyeloid lineage cells in
mouse bone marrow. RBEC5 mAb to granulocyidifferentiation antigen (Gf) detects
members of the L¥ family, J Immunol. 151 (1993399-2408.

[221]R. Chetty, K. Gatter, CD3: Structure, function, and role of immunostaining in clinical practice, The
Journal of Pathology. 173 (1994) 3387.

[222]A.W. Ho, T.S. Kupper, T cells and the skin: from protective immunity to inflammatary ski
disorders, Nat Rev Immunol. 19 (2019) 4502.

[223]D. Chaussabel, V. Pascual, J. Banchereau, Assessing the human immune system through blood
transcriptomics, BMC Biology. 8 (2010) 84.

[224]C. Castro, M. Gourley, Diagnostic Testing and Interpretafidrests for Autoimmunity, J Allergy
Clin Immunol. 125 (2010) S2347.

[225]A. Schmidt, N. Oberle, P.H. Krammer, Molecular Mechanisms ofMeéigted T Cell
Suppression, Frontiers in Immunology. 3 (2012).

[226]A. Trickett, Y.L. Kwan, T cell stimulation and expansion usin@€B8#ICD28 beads, J Immunol
Methods. 275 (2003) 25255.

[227]X. Yu, R. Akbarazadeh, M. Pieper, T. Scholzen, S. Gehrig, C. Schultz, D. Zillikens, P. Konig, F.

Petersen, Neutrophil Adhesiois a Prerequisite for Antibodylediated Proteolytic Tissue
Damage in Experimental Models of Epidermolysis Bullosa Acquisita, Journal of Investigative
Dermatology. 138 (2018) 1990998.

173

U



Literaturverzeichnis

[228]Y. Chen, A.T.L. Lun, G.K. Smyth, From reads to genes to patbiffayential expression analysis
of RNASeq experiments using Rsubread and the edgeR -tjkelhood pipeline, F1000Res. 5
(2016) 1438.

[229]M.B. Atkins, M.T. Lotze, J.P. Dutcher, R.l. Fisher, G. Weiss, K. Margolin, J. Abrams, M. Sznol, D.
Parkinson,M. Hawkins, C. Paradise, L. Kunkel, S.A. RosenbergDéigh Recombinant
Interleukin 2 Therapy for Patients With Metastatic Melanoma: Analysis of 270 Patients Treated
Between 1985 and 1993, Journal of Clinical Oncology. (2016).

[230]J.A. Klapper, S.®owney, F.O. Smith, J.C. Yang, M.S. Hughes, U.S. Kammula, R.M. Sherry, R.E.
Royal, S. M. Steinberg, S. Rosenber g, Hi gh-dos
renal cell carcinoma: A retrospective analysis of response and survival in patiextesitie the
surgery branch at the National Cancer Institute between 1986 and 2006, Cancer. 113 (2608) 293
301.

[231]D. Klatzmann, A.K. Abbas, The promise ofdoge interleukir2 therapy for autoimmune and
inflammatory diseases, Nat Rev Immunol. 15 §M®83-294. https://doi.org/10.1038/nri3823.

[232]A. Yu, L. Zhu, N.H. Altman, T.R. Malek, A k&R Itignaling threshold supports the development
and homeostasis of T regulatory cells, Immunity. 30 (2009y204

[233]J. Tomala, P. Weberova, B. TormalaZ.J. Zakostelska, L. Sivak, J. Kovarova, M. K&/dE 36
1 mAb complexes dramatically increase sensitivity to LPS througly pebiduction by
CD25+Foxpd cells, ELife. 10 (2021).

[234]J. Tomala, H. Chmelova, T. Mrkvan, B. Rihova, M. KovavoliExpansion of Activated Naive
CD8+ T Cells and NK Cells Driven by Complexeg aintl. AntilL-2 Monoclonal Antibody As
Novel Approach of Cancer Immunotherapy, J Immunol. 183 (2009}4902.

[235]J.B. Spangler, J. Tomala, V.C. Luca, K.M. Judends.AOM. Ring, P. Votavova, M. Pepper, M.
Kovar, K.C. Garcia, Antibodies to Interletikielicit selective T cell subset potentiation through
distinct conformational mechanisms, Immunity. 42 (2015) 815.

[236]H. GraRhoff, S. Comduhr, L.R. Monne, A. Mike Lamprecht, G. Riemekasten, J.Y. Humrich,
LowDose IE2 Therapy in Autoimmune and Rheumatic Diseases, Front. Immunol. 12 (2021).

[237]T.R. Mosmann, T. Yokota, R. Kastelein, S.M. Zurawski, N. Arai, Y, Spkeimspecificity of T
cell stimulatingactivities of IL 2 and BSKIL 4): comparison of normal and recombinant, mouse
and human IL 2 and BSKIL 4), Journal of Immunology (Baltimore, Md.: 1950). 138 (1987).

[238]K.E. Webster, S. Walters, R.E. Kohler, T. Mrkvan, O. Boyman, C.D. SGieySJI.Sprent, In
vivo expansion of T reg cells with2kmAb complexes: induction of resistance to EAE and-long
term acceptance of islet allografts without immunosuppression, The Journal of Experimental
Medicine. 206 (2009) 751.

[239]M. Kondo, D.C.cBerer, T. Miyamoto, A.G. King, K. Akashi, K. Sugamura, |.L. WeiSsifarte
conversion of lymphoitommitted progenitors by instructive actions of cytokines, Nature. 407
(2000).

[240]E. Sato, S.H. Olson, J. Ahn, B. Bundy, H. Nishikawa, F. Qidangbhith, D. Frosina, S. Gnjatic,

C. Ambrosone, J. Kepner, T. Odunsi, G. Ritter, S. l-&leChen, H. Ohtani, L.J. Old, K. Odunsi,
Intraepithelial CD8+ tumaeinfiltrating lymphocytes and a high CD8+/regulatory T cell ratio are
associated with favorablprognosis in ovarian cancer, Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America. 102 (2005) 18538.

[241]R. Khattri, T. Cox,-8. Yasayko, F. Ramsdell, An essential role for Scurfin in CD4+CD25+ T
regulatory cells, Nat Immol. 4 (2003) 334342.

[242]X. Zhu, G. Meng, B.L. Dickinson, X. Li, E. Mizoguchi, L. Miao, Y. Wang, C. Robert, B. Wu, P.D. Smith,
W.I. Lencer, R.S. Blumberg, MHC Cki&sldted Neonatal Fc Receptor for 1gG Is Functionally
Expressed in Monocytes, Intestl Macrophages, and Dendritic Cells, Journal of Immunology
(Baltimore, Md.: 1950). 166 (2001) 3266.

[243]E.A. Jones, T.A. Waldmann, The mechanism of intestinal uptake and transcellular transport of IgG
in the neonatal rat, Journal of Clinical Investigat 51 (1972) 2916.

[244]D. Abrahamson, R. Rodewald, Evidence for the sorting of endocytic vesicle contents during the
receptormediated transport of IgG across the newborn rat intestine, The Journal of Cell Biology.
91 (1981) 270.

174



Literaturverzeichnis

[245]Ahouse, C. Hagman, P. Mittal, D. Gilbert, N. Copeland, N. Jenkins, N. Simister, Mouse MHC class
I-like Fc receptor encoded outside the MHC, Journal of Immunology (Baltimore, Md.: 1950). 151
(2993).

[246]E. Israel, V. Patel, S. Taylor, A. MardRathstein, N. Simiste Requirement for a beta-2
microglobulirassociated Fc receptor for acquisition of maternal IgG by fetal and neonatal mice,
Journal of Immunology (Baltimore, Md.: 1950). 154 (1995).

[247]W.L. Havran, J.M. Jameson, Epidermal T Cells and Wound Healingl & Immunology
(Baltimore, Md.: 1950). 184 (2010) 5423.

[248]A. Toulon, L. Breton, K.R. Taylor, M. Tenenhaus, D. Bhavsar, C. Lanigan, R. Rudolph, J. Jameson,
W.L. Havran, A role for human skiasident T cells in wound healing, The Journal of Exertal
Medicine. 206 (2009) 743.

[249]N.S. Fay, E.C. Larson, J.M. Jameson, Chronic Inflammatioy amdCells, Frontiers in
Immunology. 7 (2016).

[250]U. Laggner, P.D. Meglio, G.K. Perera, C. Hundhausen, K.E. Lacy, N. Ali, C.H. Smith, A.C. Hayday,
B.J Nickoloff, F.O. Nestle, Identification of a novel-prfammatory human skimoming WoVo2
T cell subset with a potential role in psoriasis, Journal of Immunology (Baltimore, Md.: 1950). 187
(2011) 2783.

[251]Y. Tokura, P. Phadungsaksawasdi, K. Kariffa Fujiyama, T. Honda, Pathophysiology of Skin
Resident Memory T Cells, Frontiers in Immunology. 11 (2021).

[252]J. X, C. Ra, L. L, W. A}, F. Rc, K. Ts, Skin infection generategratory memory CD8+ T(RM)
cells providing global skin immunity, tNee. 483 (2012).

[253]L.K. Mackay, A. Rahimpour, J.Z. Ma, N. Collins, A.T. Stetk,Hdfon, J. Vegaamos, P.
Lauzurica, S.N. Mueller, T. Stefanovic, D.C. Tscharke, W.R. Heath, M. Inouye, F.R. Carbone, T.
Gebhardt, The developmental pathway for CD#)BD8+ tissueesident memory T cells of skin,

Nat Immunol. 14 (2013) 1294301.

[254]S.N. Mueller, A. Zaid, F.R. Carbone, Ti®agdent T Cells: Dynamic Players in Skin Immunity,
Frontiers in Immunology. 5 (2014).

[255]A. Zaid, L.K. Mackay, A. Rahimpour, A. Braun, M. Veldhoen, F.R. Carbone, J.H. Manton, W.R.
Heath, S.N. Mueller, Pergace of skirresident memory T cells within an epidermal niche, Proc
Natl Acad Sci U S A. 111 (2014) 53@12.

[256]M. Battaglia, A. Stabilini, M. Roncarolo, Rapamycin selectively expands CD4+CD25+FoxP3+
regulatory T cells, Blood. 105 (2005) 4+4848.

[257]J.N. Clough, O.S. Omer, S. Tasker, G.M. Lord, P.M. Irving, Reguatery T t her apy i n
disease: challeges and advances, Gut. 69 (2020)-BE2.

[258]S.S. Duffy, B.A. Keating, G. MoalEaylor, Adoptive Transfer of Regulatory T Cells as a Promising
Immunotherapy for the Treatment of Multiple Sclerosis, Frontiers in Neuroscience. 13 (2019).

[259]P. Wang,S.G. Zheng, Regulatory T cells and B cells: implication on autoimmune diseases,
International Journal of Clinical and Experimental Pathology. 6 (2013) 2668.

[260]M. Niebuhr, M. Kasperkiewicz, S. Maass, E. Hauenschild, K. Bieber, R.J. Ludwig, J. Westermann
K. Kalies, Evidence for a contributory role of a xenogeneic immune response in experimental
epidermolysis bullosa acquisita, Experimental Dermatology. 26 (2017)}12103.

[261]H.S. Chaudhry, M.R. Kasarla, Microcytic Hypochromic Anemia, in: Stafliresariet], StatPearls
Publishing, 2022.

[262]E. Martin, I. Mauer, U. Malzahn, P.U. Heuschmann, M. Goebeler, S. Benoit, Comorbid diseases
among bullous pemphigoid patients in Germany: new insights from acmageol study, JDDG:
Journal Der Deutschen Beatologischen Gesellschaft. 20 (2022) 78@5.

[263]G. Yilmaz, H. Shaikh, Normochromic Normocytic Anemia, in: StatPearls [Internet], StatPearls
Publishing, 2023.

[264]E.N. Rifaioglu, B.B. Sen, O. Ekiz, A.C. Dogramaci, Mean platelet volume and #iasinoph
relationship in patients with bullous pemphigoid, Platelets. (2014).

[265]S.A. Shah, C.P. Page, S.C. Pitchford, Pld&ekahophil Interactions As a Potential Therapeutic
Target in Allergic Inflammation and Asthma, Frontiers in Medicine. 4 (2017).

175



Literaturverzeichnis

[266]A.S. Benton, N. Kumar, J. Lerner, A. Wiles, M. Foerster, S.J. Teach, R.J. Freishtat, Airway Platelet
Activation is Associated with Airway Eosinophilic Inflammation in Asthma, Journal of
Investigative Medicine. 58 (2010) 987.

[267]A. Lellouckrubiara, J. Lefort, M. Simon, A. Pfister, B. Vargaftig, Eosinophil recruitment into
guinea pig lungs after PAdeether and allergen administration. Modulation by prostacyclin,
platelet depletion, and selective antagonists, The American Review of RespirataagdDisg7

[268]M. Braga, C. Quecchia, E. Cavallucci, L. Di Giampaolo, C. Schiavone, C. Petrarca, M. Di Gioacchino,
T regulatory cells in allergy, International Journal of Immunopathology and Pharmacology. 24
(2011).

[269]K. AdelPatient, S. Wavrin, H. Beard, N. Meziti, S. Abeung, JM. Wal, Oral tolerance and Treg
cells are induced in BALB/c mice after gavage with bofilaetoglobulin, Allergy. 66 (2011)

1312-1321.

[270IN. L. Diny, N.R. Rose, D. CihakovrainimBaslagnophi | s
8 (2017).

[271]X. Liu, C. Gorzelanny, S.W. Schneider, Platelets in Skin Autoimmune Diseases, Front. Immunol. 10
(2019).

[272]K . Moor e, A. O" Garr a, R. Ma | el0yAnnual ReviewWof ei r a,
Immunology. 11 (19®) 165-190.

[273]D. Jankovic, D.G. Kugler, A. Shet0lproduction by CD4+ effector T cells: a mechanism for self
regulation, Mucosal Immunology. 3 (2010) 239.

[274]L. Huitema, T. Phillips, V. Alexeev, O. Igoucheva, Immunological mechanisms umderlyin
progression of chronic wounds in recessive dystrophic epidermolysis bullosa, Experimental
Dermatology. 30 (2021) 1724733.

[275]L. Huitema, T. Phillips, V. Alexeev, M. Te@daic, |. Pastar, O. lgoucheva, Intracellular escape
strategies of Staphylocous aureus in persistent cutaneous infections, Experimental
Dermatology. 30 (2021) 1428.

[276]D. Childs, A. Murthy, Overview of Wound Healing and Management, The Surgical Clinics of North
America. 97 (2017).

[277]M.M. Tiemessen, A.L. Jagger, H.G. Evad.J.C. van Herwijnen, S. John, L.S. Taams,
CD4+CD25+Foxp3+ regulatory T cells induce alternative activation of human
monocytes/macrophages, Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States
of America. 104 (2007) 19446.

[278]T. Hira, S.K. Whitley, D.H. Kaplan, Migration and Function of Memory CD8+ T Cells in Skin, J Invest
Dermatol. 140 (2020) 74855.

[279]M.0O. Li, Y.Y. Wan, R.A. Flavell, T-R¥elliuced Transforming Growth Facfgit Controls T Cell
Tolerance and Regulates Flabhd Th17Cell Differentiation, Immunity. 26 (2007) 5891.

[280]P. Baeten, L. Van Zeebroeck, M. Kleinewietfeld, N. Hellings, B. Broux, Improving the Efficacy of
Regulatory T Cell Therapy, Clinic Rev Allerg Immunol. 62 (20238363

[281]N. Marek, MBi eni aszewska, A. Krzystyniak, J. Jus$cih
P. Trzonkowski, The Time is Crucial for Ex Vivo Expansion of T Regulatory Cells for Therapy, Cell
Transplant. 20 (2011) 1747758.

[282]M. Rossetti, R. Spreafico, S. Saidin, C. Chua, M. Moshref, J.Y. Leong, Y.K. Tan, J. Thumboo, J. van
Loosdregt, S. Albani, Ex \Wxpanded but Not In Vitrdnduced Human Regulatory T Cells Are
Candidates for Cell Therapy in Autoimmune Diseases Thanksalite Siemethylation of the
FOXP3 Regulatory T S8jpecific Demethylated Region, The Journal of Immunology. 194 (2015)
113-124.

[283]N. Safinia, T. Vaikunthanathan, H. Fraser, S. Thirkell, K. Lowe, L. Blackmore, G. Whitehouse, M.
MartinezLlordella, W. J@sem, A. Sanchdzueyo, R.l. Lechler, G. Lombardi, Successful expansion
of functional and stable regulatory T cells for immunotherapy in liver transplantation,
Oncotarget. 7 (2016) 7563577.

[284]P. Baeten, N. Hellings, B. Broux, In Vitro Tailoring gil®ry T Cells Prior to Cell Therapy,
Trends in Molecular Medicine. 26 (2020) 165060.

176



Literaturverzeichnis

[285]M. Vaeth, ¥-H. Wang, M. Eckstein, J. Yang, G.J. Silverman, R.S. Lacruz, K. Kannan, S. Feske, Tissue
resident and follicular Treg cell differentiation is régad by CRAC channels, Nat Commun. 10
(2019) 1183.

[286]G.J. Godoy, D.A. Paira, C. Olivera, M.L. Breser, L.R. Sanchez, R.D. Motrich, V.E. Rivero, Differences
in T regulatory cells between mouse strains frequently used in immunological research,
Immunolayy Letters. 223 (2020) 25.

[287]A.S.D. Groot, L. Moise, J.A. McMurry, E. Wambre, L.V. Overtvelt, P. Moingeon, D.W. Scott, W.
Martin, Activation of natural regulatory T cells by IgédFe r i ved peptide “Tregi
112 (2008) 3303.

[288]L.P. Gusens, N. Najafian, F. Mingozzi, W. Elyaman, B. Mazer, L. Moise, T.J. Messitt, Y. Su, M.
Sayegh, K. High, S.J. Khoury, D.W. Scott, A.S. De Groot, In Vitro and In Vivo StudiesieddgG
Treg Epitopes (Tregitopes): A Promising New Tool for Toleradoetion and Treatment of
Autoimmunity, J Clin Immunol. 33 (2013)-489.

[289]M.U. Norman, Z. Chow, S.L. Snelgrove, P. Prakongtham, M.J. Hickey, Dynamic Regulation of the
Molecular Mechanisms of Regulatory T Cell Migration in Inflamed Skin, Front Imm2i2021)

655499.

[290]H. Ka, K. Hr, K. I, Aging and human CD4(+) regulatory T cells, Mechanisms of Ageing and
Development. 130 (2009).

[291]A.M. Thornton, E.M. Shevach, CD4+CD25+ Immunoregulatory T Cells Suppress Polyclonal T Cell
Activation In Vitrdoy Inhibiting Interleukin 2 Production, The Journal of Experimental Medicine.

188 (1998) 287.

[292]M. Arakawa, T. Dainichi, N. Ishii, T. Hamada, T. Karashima, T. Nakama, S. Yasumoto, D. Tsuruta,
T. Hashimoto, Lesional Th17 cells and regulatory T céliglirus pemphigoid, Exp Dermatol. 20
(2011) 10221024.

[293]A. Cope, H. Schukkoops, M. Aringer, The central role of T cells in rheumatoid arthritis, Clinical
and Experimental Rheumatology. 25 (2007).

[294]C. Selck, M. Domingu&illar, AntigeRSpedfic Regulatory T Cell Therapy in Autoimmune
Diseases and Transplantation, Front. Immunol. 12 (2021).

[295]Q. Tang, K.J. Henriksen, M. Bi, E.B. Finger, G. Szot, J. Ye, E.L. Masteller, H. McDevitt, M. Bonyhadi,
J.A. Bluestone, In vitrexpanded antigesspecific regulatory T cells suppress autoimmune
diabetes, J Exp Med. 199 (2004) 145%65.

[296]E.B. Okeke, J.E. Uzonna, The Pivotal Role of Regulatory T Cells in the Regulation of Innate Immune
Cells, Frontiers in Immunology. 10 (2019).

[297]M.A. Arnaot, Biology and structure of leukocyf& integrins and their role in inflammation,
F1000Res. 5 (2016) 2433.

[298]Y. Miyazaki, A. Viehde-Abreu, E. Harris, A. Shah, A. Weyrich, H. GésiraNeto, G.
Zimmerman, IntegrimDp2 (CD11d/CD18) is expressed by human circulating and tissue myeloid
leukocytes and mediates inflammatory signaling, PloS One. 9 (2014).

[299]J.P. Mizgerd, H. Kubo, G.J. Kutkoski, S.D. Bhagwan, K. Schattiettanek, A.L. Beaudet, C.M.
Doerschuk, Neuaphil Emigration in the Skin, Lungs, and Peritoneum: Different Requirements
for CD11/CD18 Revealed by ChiEgicient Mice, The Journal of Experimental Medicine. 186
(1997) 1357.

[300]S. Leung, X. Liu, L. Fang, X. Chen, T. Guo, J. Zhang, The cyteking mhé& interplay of
pathogenic Th1/Th17 cells and regulatory T cells in autoimmune disease, Cellular and Molecular
Immunology. 7 (2010) 182.

[301]X.0. Yang, R. Nurieva, G.J. Martinez, H.S. Kang, Y. Chung, B.P. Pappu, B. Shah, S.H. Chang, K.S.
SchlunsS.S. Watowich, . Feng, A.M. Jetten, C. Dong, Molecular antagonism and plasticity of
regulatory and inflammatory T cell programs, Immunity. 29 (2008) 44.

[302]X. Zhou, S. BaildBucktrout, L.T. Jeker, C. Penaranda, M. Martldemella, M. Ashby, M.
Nakayama, W. Rosenthal, J.A. Bluestone, Foxp3 instability leads to the generation of pathogenic
memory T cells in vivo, Nat Immunol. 10 (2009) 1Q007.

177



Literaturverzeichnis

[303]S.A. McClymont, A.L. Putham, M.R. Lee, J.H. Esensten, W. Liu, M.A. Hulme, U. Hoffmiiller, U.
Baon, S. Olek, J.A. Bluestone, T.M. Brusko, Plasticity of Human Regulatory T Cells in Healthy
Subjects and Patients with Type 1 Diabetes, J Immunol. 186 (201533263

[304]W. Du, ¥W. Shen, WH. Lee, D. Wang, S. Paz, F. Kandef, IGu, Foxp3+ &g Expanded from
Patients with Established Diabetes Reduce Helios Expression while Retaining Normal Function
Compared to Healthy Individuals, PLoS One. 8 (2013) €56209.

[305]A . Kitz, M. de Mar cken, A Gaut r orpAKT isbformMi t r o v |
modul ate Thl-1like Treg generation and functi o
(2016) 11691183.

[306]N. Rakebrandt, K. Littringer, N. Joller, Regulatory T cells: balancing protection versus pathology,
Swiss Med WKly. 146 (201614343.

[307]A. Hatzioannou, A. Boumpas, M. Papadopoulou, |. Papafragkos, A. Varveri, T. Alissafi, P. Verginis,
Regulatory T Cells in Autoimmunity and Cancer: A Duplicitous Lifestyle, Front Immunol. 12 (2021)
731947.

[308]S. Piconese, E. Timperi, & Bn ab a, ‘Hardcor e’ OX40+ i mmunosup
hepatic cirrhosis and cancer, Oncoimmunology. 3 (2014) e29257.

[309]N. Komatsu, K. Okamoto, S. Sawa, T. Nakashima, NMo@h T. Kodama, S. Tanaka, J.A.
Bluestone, H. Takayanagi, Pathogssonversion of Foxp3+ T cells into TH17 cells in autoimmune
arthritis, Nat Med. 20 (2014) 688.

[310]H.J. Bovenschen, P.C. van de Kerkhof, P.E. van Erp, R. Woestenenk, |. Joosten, H.J.P.M. Koenen,
Foxp3+ regulatory T cells of psoriasis patients easily differentiate HifdAproducing cells and
are found in lesional skin, J Invest Dermatol. 131 (20833-11860.

[311]T. Wang, X. Sun, J. Zhao, J. Zhang, H. Zhu, C. Li, N. Gao, Y. JicR IHuand;.N. Li, L. Lw&.

Li, Regulatory T cells in rheumatoid arthritis showed increased plasticity toward Th17 but
retained suppressive function in periptadiblood, Ann Rheum Dis. 74 (2015) 1:2B301.

[312]Z. Wang, M. Gerstein, M. Snyder, R8EY: a revolutionary tool for transcriptomics, Nat Rev
Genet. 10 (2009) 5563.

[313]J-C. Hegenbarth, G. Lezzoche, L.J. De Windt, M. Stoll, Perspectives erisBelkRNA
Sequencing and Singleell RNA Sequencing for Cardiac Transcriptomics, Frontiers in Molecular
Medicine. 2 (2022).

[314]W. Zhang, H.T. Liu, MAPK signal pathways in the regulation of cell proliferation in mammalian
cells, Cell Res. 12 (2002)18.

[315]J. Zhu, C.B. Thompson, Metabolic regulation of cell growth and proliferation, Nat Rev Mol Cell
Biol. 20 (2019) 436150.

[316]P. Lu, K. Takai, V.M. Weaver, Z. Werb, Extracellular Matrix Degradation and Remodeling in
Development and Disease, ColdiBg Harb Perspect Biol. 3 (2011) a005058.

[317]D. Shi, P. Jiang, A Different Facet of p53 Function: Regulation of Immunity and Inflammation
During Tumor Development, Frontiers in Cell and Developmental Biology. 9 (2021).

[318]0. Yoshie, K. MatsushimaCR4 and its ligands: from bench to bedside, Int Immunol. 27 (2015)
11-20.

[319]B.D. Sather, P. Treuting, N. Perdue, M. Miazgowicz, J.D. Fontenot, A.Y. Rudensky, D.J. Campbell,
Altering the distribution of Foxp3+ regulatory T cells results in tispeeific inflammatory
disease, The Journal of Experimental Medicine. 204 (2007) 1335.

[320]N. Ali, M.D. Rosenblum, Regulatory T cells in skin, Immunology. 152 (20333872

[321]R. Janssens, S. Struyf, P. Proost, The unigue structural and functionsdded#tCXCL12, Cellular
and Molecular Immunology. 15 (2018) 299.

[322]K.J. Eash, J.M. Means, D.W. White, D.C. Link, CXCR4 is a key regulator of neutrophil release from
the bone marrow under basal and stress granulopoiesis conditions, Blood. 113 (ZQQ9) 4

[323]H.M. Isles, K.D. Herman, A.L. Robertson, C.A. Loynes, L.R. Prince, P.M. Elks, S.A. Renshaw, The
CXCL12/CXCRA4 Signaling Axis Retains Neutrophils at Inflammatory Sites in Zebrafish, Frontiers in
Immunology. 10 (2019).

178



Literaturverzeichnis

[324]S. Cambier, M. Gouw#, Proost, The chemokines CXCL8 and CXCL12: molecular and functional
properties, role in disease and efforts towards pharmacological intervention, Cell Mol Immunol.
20 (2023) 21+7251.

[325]X. Liu, B. Ma, A.B. Malik, H. Tang, T. Yang, B. Sun, G. VibalginRhall, Y. Li, Y. Zhao, R.D. Ye,
J. Xu, Bidirectional Regulation of Neutrophil Migration by MAP Kinases, Nature Immunology. 13
(2012) 457.

[326]D. Kim, C.L. Haynes, The Role of p38 MAPK in Neutrophil Functions: Single Cell Chemotaxis and
Surface Maker Expression, The Analyst. 138 (2013).

[327]S. Huber, J. Schrader, G. Fritz, K. Presser, S. Schmitt, A. Waisman, S. Lith, M. Blessing, J. Herkel,
C. Schr amm, P38 MAP Kinase Signaling | s Requirt
iTreg, PLOSONE. 3 (2008).

179



Anhang

Anhang

Tab. Al: Belastungstabelle der Mausdes Therapieversuches mit niedrigdosiertem-2L bzw IL-2-
Antikorperkomplexes im AKEBAMausmodell. Auflistung der Einordnung der einzelnen Mause in ihrer
jeweiligen Gruppe, ihrer ID, Geschlechts und der zugehérigen Mauslinie mit ihrem Gewicht vor d&ginn
Versuches und am Ende des Versuches, der mit EBA prozentualen betroffenen Koérperoberflache am Endtag,
sowie die gesamte Endbelastung am Ende des Versuches. Dabei ergibt eine Endbelastung zv3ctiea 1
geringe, zwischen 120 eine mittlere und einéiber 20 eine schwere Gesamtbelastung.

Anfangs End

Experimental Maus- Ge Mauslinie gewicht  gewicht EBAWert am End-
Gruppe ID  schlecht @ © Endtag(%)  belastung
WED e 1 ST o e
VRS TR e
VRN e R a
I - L S R
VER me MR A
1;121 ,IAI:bZI{; g MO o180 BGF(?:/‘{SGFP 23 20 5,47 17
R i L
R L
N T
R
R T L
15’9“& ,l\fI/LZSO 93605  m BGF@’;{SGFP 19 20 5,27 7
1159“%/&260 93602  m BGF(T/(%‘;”GFP 21 20 5,34 8
1fg“n9mlfllé’o 92193 f BGF(?r)/(tZ‘;’GFP 15 16 7.80 7
1fg“n9mlfllé’o 92185 f BGF(?r)/(tZ‘;’GFP 22 22 6,27 7
1§g“n9mlflgo 92190 m BGF(?r)/(t%‘;”GFP 26 24 5,98 12
15’9“”%5'1250 92183  m BGF(?:/‘I‘;:;’GFP 29 26 6,14 12
e A e B R
oS i SRS a a an
OIS e n WORS u o on
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Proleukin S B6-Foxp3GFP
2500010, 92968 m i) 27 26 5,34 8
Proleukin S B6-Foxp3GFP
2500010, 92192 f ) 21 18 3,23 13
Proleukin S B6-Foxp3GFP
2500010, 92188 f ) 23 22 2,22 4
Proleukin S B6-Foxp3GFP
2500010, 92184 f i) 23 22 5,43 8
Proleukin S B6-Foxp3GFP
2500010, 92181 m ) 26 22 6,01 17
Proleukin S B6-Foxp3GFP
2500010, 92179 m ) 23 22 1,56 8
PBS 93607  m B6FOXp3GFP 5, 20 334 11
(+/+)
PBS 93598 f B6FOXp3GFP 20 5,62 5
(+/+)
PBS 92967 m B6FOXp3GFP g 26 5,00 10
(+/+)
PBS 93601 f B6FOXp3GFP ) 20 3,70 4
(+/tg)
PBS 92196 f B6FoXp3sGFP -, 22 4,56 8
(+/tg)
PBS 93604 m B6FOXp3GFP 20 3,58 8
(+/tg)
PBS 92189 f B6FOXp3GFP ) 20 1,67 4
(+/tg)
PBS 92187  m B6FOXp3GFP 4, 28 4.09 13
(+/tg)
PBS 92186  m BOFOXpSGEP o9 26 5,57 12
(+/tg)

Tab. A2: Belastungstabelle der Mause des Therapieversuches mit adotpiven Treg Transfer-EBAAK
Mausmodell. Auflistung der Einordnung der einzelnen Mause in ihrer jeweiligen Gruppe, ihrer ID, Geschlechts
und der zugehodrigen Mauslinie mit ihrem Gewicht vor Beginn des Versuches und am Ende des Versuches, der
mit EBA prozentualen betroffenen Kérperoberflache amtagdsowie die gesamte Endbelastung am Ende des
Versuches. Dabei ergibt eine Endbelastung zwisch&d dine geringe, zwischen -PD eine mittlere und eine

Uber 20 eine schwere Gesamtbelastung.

Experimentat Maus Ge Mauslinie Anfangs End EBAWert am End
Gruppe ID schlecht gewicht (g) gewicht (g) Endtag (%) belastung

1x106 Tregs 97183  f BGF(OJ;E?GFP 26 24 0,70 7

1x106 Tregs 97994  f BGFF:;E?GFP 22 21 5,66 7

1x106 Tregs 97197 m BGF(O:jE’j’GFP 32 30 0,80 8

1x106 Tregs 101430 f C57BL/6.‘J—AG 23 20 2,42 17
Ludwig

1x106 Tregs 101424 f CS7BL/6.J—AG 23 23 2,62 2
Ludwig

1x106 Tregs 101426 m C57BL/6.‘J—AG 30 25 2,90 17
Ludwig

1x106 Tregs 103000 m  C°/BLEIAG o4 21 4,81 12
Ludwig
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1x106 Tregs
1x106 Tregs

0,5x106 Tregs
0,5x106 Tregs
0,5x106 Tregs
0,5x106 Tregs
0,5x106 Tregs
0,5x106 Tregs
0,5x106 Tregs
0,5x106 Tregs
0,5x106 Tregs
0,2x106 Tregs
0,2x106 Tregs
0,2x106 Tregs
0,2x106 Tregs
0,2x106 Tregs
0,2x106 Tregs
0,2x106 Tregs
0,2x106 Tregs
0,2x106 Tregs

PBS

PBS

PBS

PBS

PBS

PBS

PBS

102920

102916

97182

97179

97196

101431

101425

101427

103001

102921

102917

97184

97178

97194

101434

101428

101432

103002

102922

102918

97185

97181

97190

101435

101429

101433

103003

C57BL/6J_AG
Ludwig
C57BL/6J_AG
Ludwig
B6-Foxp3GFP
(+/+)
B6-Foxp3GFP
(+/+)
B6-Foxp3GFP
(+/+)
C57BL/6J_AG
Ludwig
C57BL/6J_AG
Ludwig
C57BL/I6J_AG
Ludwig
C57BL/6J_AG
Ludwig
C57BL/6J_AG
Ludwig
C57BL/6J_AG
Ludwig
B6-Foxp3GFP
(+/+)
B6-Foxp3GFP
(+/+)
B6-Foxp3GFP
(+/+)
C57BL/6J_AG
Ludwig
C57BL/I6J_AG
Ludwig
C57BL/6J_AG
Ludwig
C57BL/6J_AG
Ludwig
C57BL/6J_AG
Ludwig
C57BL/6J_AG
Ludwig
B6-Foxp3GFP
(+/+)
B6-Foxp3GFP
(+/+)
B6-Foxp3GFP
(+/+)
C57BL/6J_AG
Ludwig
C57BL/6J_AG
Ludwig
C57BL/6J_AG
Ludwig
C57BL/6J_AG
Ludwig

23

30

27

28

29

22

16

27

22

16

27

24

33

33

21

23

26

21

23

26

22

30

33

22

20

28

22

22
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25

27

29

22

19

23

21

21

23

24

27

29

22

22

22

21

21

23

19

25

27

21

21

23

20

2,05

2,56

2,08

5,22

1,66

3,92

4,83

1,18

3,56

2,88

2,58

1,12

9,13

2,65

3,63

1,08

0,10

3,31

5,06

3,69

3,92

2,75

4,29

5,55

511

4,43

5,78

17

11

17

17

13

17

16

17

13

17

13

31
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C57BL/6J_AG

PBS 102923 . 20 20 7,22 11
Ludwig
PBS 102919 CS7BLIBIAG g 25 0,40 16
Ludwig
S 51
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Abb. Al:Kein Unterschied des EB3coreder Ohrender nach adoptiven Treg Transfeiur Podivkontrolle an

Tag Zwolf. Abbildung der mit EBA betroffenen prozentualen Flache der Ohren der einZEhezapiegruppen
(0,2x16, 0,5x16und 1GTregs) und der Pdsigruppe (PBS) an Tag Zwolf (Endtag des Versuches) nach erstmaliger
Injektion des mCOEPSTIgGszur Induktion der AlEBA. Es ergab sich kein statistischer Unterschied zwischen den
einzelnen Gruppen. AEBA: AntikrpertransfeinduzierteEpidermolysis Hlosa acquisita.
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Scatter Einzelzellen Lebende Zellen

SSC-A
FSC-H
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0 250 500 750 1000 101  lel  1e2  le3
FSC-A BD780-A
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1000 le3g
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Q < o ]
o & 500 o lelo
(o] wn o
S &£
ar 250 1
04 04
e o -1
101 tel le2  1e3 A0 1 el le2 el 01 lel le2 el
Ly6C VioGreen-A CD4 VioBlue-A CD25 PE-A
Helios+Tregs
Gating-Pfad 1000
Scatter ]
* Einzelzellen ;50—:
. < ]
Lebende Zellen O 500
* Granulozyten: Ly6G / LyeC 0 ]
* CD4+T Zellen 250 ;
= T Effektorzellen: CD25+FoxP3- ] 5
0 T

* Tregs: CD25+FoxP3+

R EEEERE
. Tel le2  le3
* Helios+ Tregs

ios PE-Vio615-A

Abb. A2: GatingStrategie des durchflusszytomtrischen Panels fir die Identifikation von Tregs und
Granulozyten am Beispiel einer Probe vom mesenterialen Lymphknotéir. die Erfassung von Tregs und
Granulozyten wurden Zellen aus Blut, reeterialen Lymphknoten, Milz und l&asionaler Haut von den
Therapiegruppen (Xransferierte Tregsl ug 12 / 5 pug antill-2 mAKk; 1,5 pug H / 50 pg antill-2 mAk und
25.000 U Proleukin S) und der jeweiligen Positivkontrolle (PBS) am Durchflusszyt@atetssen. Die Zellen
wurden zunachst in einem F2Cund SS@ Plot betrachtet und gegatet (Scatter). Im Scatter liegende Zellen
wurden mittels eines FS& gegen FSB Plot auf Einzelzellen gegatet und anschlieRend mit einem fixierbaren
LebendTodfarbstof (BD780A) auf tote Zellen gefarbt. Nur lebende Zellen (negatives Signal fir BD780) wurden
anschlieBend einmal auf Ly6G-€f£A und Ly6C VioGreeh fir Granulozyten und auf CD4 VioBladur T
Zellen gegatet. Von den CD4+ Zellen wurden mittels einer Gegeniiberstellung von GD2idHEXP3 ARE T
Effektorzellen (CD25+Foxp8nd Tregs (CD25+FoxP3+) voneinander unterschieden. Tregs wurden zuletzt noch
in einem SS@ — Helios PE/io615A Plot auf eine positive HeligSxpression untersucht. Area (Flache); H:
heigth (Hohe).
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Scatter ~ Einzelzellen Lebende Zellen
1000 - 1000
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s ] = <
2 ] 2 2
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o: Oilllllllllll[lllllllli
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2 el o t el
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[ 1 o 1—
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CD4+CCR4+
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750_: < 1e2—:
< 3 g ]
E 5{)0—: 2 Tel1
B o
250 S
0 —— e -1 e
101 1el Te2 led 101 Tel le2 1le3
CCR4 PE-Cy7-A CXCR3 APCFire 750-A
Gating-Pfad
Scatter
+ FEinzelzellen
* Lebende Zellen
= T Zellen:
CD8+ T Zellen
CDA+ T Zellen
* CD4+CXCR3+
* Th1: CCR6-CCR4-
* CDA+CCR4+
* Th2: CXCR3-CCR6-
* Th17/Th22:CXCR3-CCR6+

Abb. A3: Beispiel des Gatings der T Helferzellen (Th) Klassen an einer Probe von einem mesenterialen
Lymphknoten. Zur Analyse der Th Zellen wurden Zellen aus Bl@semterialen Lymphknoten, Milz und
lasionaler Haut von den Therapiegruppentrt@nsferierte Tregs, 1 pg-2./ 5 ug antill-2 mAk; 1,5 pg 2 / 50

pg antiHL-2 mAk und 25.000 IU Proleukin S) und der jeweiligen Positivkontrolle (PBS) am Durchflusszytomte
gemessen. Die Zellen wurden zunéchst in einemA86d SS@ Plot betrachtet und gegatet (Scatter). Im
Scatter liegende Zellen wurden mittels eines AS§e2gen FSB Plot auf Einzelzellen gegatet und anschliel3end
mit einem fixierbaren Lebendodfarbsoff (BD626A) auf tote Zellen gefarbt. Nur lebende Zellen (negatives
Signal fir BD620) wurden anschlieBend auf CD8+ und CD4+ T Zellen in einem -BDHARDS VioGreeh

Plot gegatet. CD4+ T Zellen wurden entweder auf CXCR3A (8SCXCR3 APCFire-Apbzw. CCR4+ (SBQsS
CCR4 REy?A) Zellen gegatet. Vom ersteren Gate wurden Thl Zellen mittels eines CCReABYH2CCR4 PE
Cy*A Plot (Thl fur beide Marker negativ) und vom zweiten Gate wumdasinem CCR6 BV42lund CXCR3
APCFire 758\ Plot einmalTh2 Zellen (CXCRXR9 und Th17/Th22 Zellen (CXCB3BR6+) erfassA: area
(Flache); Hheigth (H6he).Th: T Helferzelle.
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Scatter Einzelzellen Lebende Zellen
1000 - 1000 1000
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Scatter
* Einzelzellen
* Lebende Zellen
* CD11b+Zellen
* M1 Makrophagen:iNOS+TNFa+
* M2 Makrophagen: CD206+Arg1+

Abb. Ad: GatingReihenfolge fur d@ Erfassung von M1 und M2 Makrophagen mittel Durchflusszytometrie am
Beispiel einer Probe aus d#lilz. Makrophagen aus Blut, mesenterialen Lymphknoten, Milz und lasionaler Haut
von den Therapiegruppen (i@ansferierte Tregs, 1 ug-2./ 5 pg antill-2 mAK; 1,5 pg 2 / 50 pg antill-2 mAk

und 25.000 IU Proleukin S) und der jeweiligen Positivietiet(PBS) wurden am Durchflusszytomteter gemessen.
Die Zellen wurden zunéachst in einem #Shd SS@ Plot betrachtet und gegatet (Scatter). Im Scatter liegende
Zellen wurden mittels eines F8Cgegen FSB Plot auf Einzelzellen gegatet und anschlief3erit einem
fixierbaren Lebend odfarbstoff (BD62@) auf tote Zellen gefarbt. Nur lebende Zellen (negatives Signal fur
BD620) wurden anschlieBend in einem #S€ CD11lb BV518 Plot auf CD11b+ Zellen gegatet. Zur
Unterscheidung von M1 und M2 Makrophagen dein CD11b+ Zellen einmal in einem NosAREOS) vs TNF

o PECyZA Plot (M1 positiv fur beide Marker) und in einem CD206 B\WW24 Argl ARE Plot (M2 positiv fur
beide Marker) betrachtet. Aarea(Flache); Hheigth(H6he). M: Makrophagenpopulation.
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Scatter Einzelzellen Lebende Zellen
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Abb. A6: GatingStrategiedesdurchflusszytometrische Panels fir die Messung der Zytokiné,IlL.-10 und IFN
innerhalb von CD4+ T Zellen am Beispiel einer Blutprdhel-, I.-10- und IFNy-produzierende CD4+ T Zellen
aus Blut, mesenterialen Lymphknoten, Milz und lasionaler Hautdesn Therapiegruppen (fQransferierte
Tregs, 1 ug 12 /5 pg antill-2 mAk; 1,5 pug 2 / 50 pg antill-2 mAk und 25.000 IU Proleukin S) und der jeweiligen
Positivkontrolle (PBS) wurden am Durchflusszytomteter gemessen. Die Zellen wurden zunachsh iRSsiAe
und SS@ Plot betrachtet und gegatet (Scatter). Im Scatter liegende Zellen wurden mittels eindsgeg§€n
FSEH Plot auf Einzelzellen gegatet und anschlielend mit einem fixierbaren L-loeifarbstoff (BD78@\) auf
tote Zellen gefarbt. Nur lebeate Zellen (negatives Signal fir BD780) wurden anschlieBend auf CD45+CD4+ T
zellen (CD45 VioGreeh vs CD4 Perd® Plot) gegatet. Von diesen Zellen ausgehend wyedeils auf die
positiven Signale der jeweiligen Zytokine4IBECy*7A, 11-10 APGA und IFNy  -R jeweils gegen SSKJ gegatet,

um die Zytokin produzierenden CD4+ T Zellen zu erfagsarea(Flache); Hheigth (H6he).IL: Interleukin; INF:
Interferon.
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Tab. A3: Liste der signifikant verdnderten Gene der sequenzierten totalen RNAHaus. Auflistung der429
veranderten Gene aus lasionaler Haut nibehandelter und mit 1®adoptiv transferierten Tregbehandelten
Méause aus dem AKEBAMausmodell und aus gesunder Haut unbehandelter Mauselche in beiden
Vergleichen zwischen lasionaleicht-behandelter Mause und nicHéisionaler Haut gesunder Mause, sowie
zwischen beiden Gruppen der lasionalen Hauten signifikant in ihrer Expression verédndert waren.

log2FoldChange p-Wert angepasster pNert

Gemame LS RIS agmegs PSS aomes 0 ag s
lasional vs lasional lasional vs lasional lasional vs lasional

Ryrl 1,15E+04 -7,50E+00 -2,15E+01 1,06E07 5,15E24 2,64E06 8,43E20

Draxin 1,19E+02 6,52E+00 -4,22E+00 2,49E48 2,61E23 4,08E44 2,13E19
Fibin 3,94E+02 3,08E+00 -2,86E+00 4,16E14 3,20E10 4,66E12 3,75E07

lirl 1,06E+03 1,29E+00 -2,11E+00 1,11E05 4,64E10 1,57E04 4,22EQ07

Lpinl 2,04E+02 -1,61E+00 -7,82E+00 2,47EO03 3,20E09 1,46E02 2,49E06

Rdh10 3,57E+02 1,70E+00 -1,33E+00 5,12E14 3,01E08 5,59E12 1,82E05
Unc93a 1,27E+01 2,68E+00 -6,76E+00 5,40E06 3,98E08 8,50E05 2,19E05
Ptgfrn 2,19E+03 7,78E01 -1,54E+00 1,18E03 4,27E08 8,06E03 2,19E05

Scoc 4,73E+01 -1,10E+00 -6,37E+00 7,72E03 1,16E07 3,53E02 5,28E05

Pcsk5 6,39E+02 4,18E+00 -3,45E+00 2,76E12 1,28607 2,09E10 5,39E05

Atplb2 1,50E+02 -2,60E+00 -6,61E+00 1,28E05 1,56E07 1,78E04 6,09E05
Saal 7,96E+01 6,78E+00 -5,20E+00 6,26E13 1,66E07 5,54E11 6,31E05

Thx5 1,29E+01 2,24E+00 -6,63E+00 4,16E04 3,55E07 3,44E03 1,21E04

Chi1 1,11E+03 -1,55E+00 -1,53E+00 4,33E08 5,33E07 1,19E06 1,68E04

Rtn4rl2 2,94E+01 2,20E+00 -4,45E+00 2,08E04 6,39E07 1,93E03 1,97E04
Slc38a4 2,87E+02 -1,33E+00 -7,55E+00 2,02E02 7,69E07 7,43E02 2,21E04
Tbx18 1,05E+02 2,91E+00 -2,16E+00 6,10E12 9,34E07 4,32E10 2,55E04
Emilinl 5,24E+02 3,29E+00 -2,20E+00 9,35E14 1,17E06 9,56E12 3,04E04
Slit3 6,85E+02 1,25E+00 -1,79E+00 1,32E04 1,15E06 1,32E03 3,04E04

Flg2 1,41E+03 -3,55E+00 -6,51E+00 5,18E05 1,50E06 5,96E04 3,77E04

Coll2al 1,91E+03 5,24E+00 -2,83E+00 1,92E19 1,93E06 6,42E17 4,64E04
Nosip 2,42E+01 -8,92E01 -5,51E+00 2,27E02 2,65E06 8,08E02 5,86E04

Angptl2 1,61E+03 1,14E+00 -1,66E+00 3,25E04 2,81E06 2,79E03 6,14E04
Kdelr2 1,30E+03 1,17E+00 -8,02E01 3,89E11 3,44E06 2,25E09 7,04E04
Ikbip 3,95E+02 1,84E+00 -1,80E+00 9,36E07 4,55E06 1,86E05 8,77E04

Creb3I2 7,52E+02 6,88E01 -1,33E+00 6,59E03 5,27E06 3,13E02 1,00E03
Vasn 7,61E+02 6,78E01 -1,34E+00 8,44E03 6,37E06 3,78E02 1,13E03

Cdk5rap2 1,87E+02 6,74E01 -1,33E+00 8,41E03 7,32E06 3,77E02 1,26E03
Srpl4 4 56E+01 2,23E+00 -5,02E+00 1,73E03 8,93E06 1,10E02 1,49E03

Crtap 9,76E+02 1,04E+00 -6,60E01 1,79E11 9,24E06 1,11E09 1,53E03

Selenof 2,83E+03 8,46E01  -7,29E01 7,68E07 1,12E05 1,56E05 1,79E03
Mdk 2,24E+01 1,54E+00 -6,74E+00 1,56E02 1,20E05 6,09E02 1,86E03

Bpnt2 1,39E+03 -6,59E01 -7,62E01 1,74E04 1,31E05 1,65E03 1,94E03

Scn2a 6,63E+01 -1,24E+00 -5,66E+00 1,92E02 1,49E05 7,18E02 2,11E03

Slc16a2 3,48E+02 6,47E01 -1,49E+00 2,31E02 1,48E05 8,19E02 2,11E03
Ckap4 2,19E+03 2,03E+00 -1,24E+00 7,58E12 1,63E05 5,24E10 2,25E03

Magehl 1,27E+02 8,90E01 -1,23E+00 8,16E04 1,94E05 5,97E03 2,63E03
Pkd2 9,85E+02 1,18E+00 -1,19E+00 1,97E05 2,06E05 2,61E04 2,74E03
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Sulfl
Col24al
Cxcl12
Meox1
Ssrl
P3h1l
Prokr2
Sele
Daaml
Pdgfra
Nat8
Hhipl1l
Mxra8
Sfrp2
Adamts12
Man2al
Slc39a14
Brinp3
LoxI3
Zfp956
Ptx3
Tmem94
Kecnnl
Tram2
Pdella
Coldal
Park7
Thyl
Srpx2
Inpp5b
Mmrn2
Cyyrl
Ecrg4
Sema7a
Prg4
Plvap
Gnail
Pigk
Plekhg4
Nptxr
Hs2stl
Htrlb
Erg
Hspdtps4
Erlin2
Necapl
Rtn4rll

1,23E+02
1,12E+02
3,11E+03
8,59E+01
2,52E+03
5,16E+02
2,92E+01
1,05E+02
7,19E+01
4,01E+01
7,17E+00
2,87E+02
1,64E+03
9,11E+02
2,65E+02
1,43E+03
2,43E+01
2,92E+01
2,53E+02
2,87E+01
2,27E+02
5,89E+01
2,74E+01
2,89E+02
1,72E+01
5,05E+03
7,50E+01
2,26E+03
7,98E+01
6,54E+02
2,75E+02
2,25E+02
1,97E+01
6,67E+02
8,36E+02
1,47E+03
1,00E+03
6,28E+02
7,25E+01
1,40E+02
5,01E+02
3,87E+01
8,55E+00
4,16E+01
8,38E+02
3,39E+02
1,72E+02

1,60E+00
3,61E+00
2,13E+00
1,84E+00
9,23E01
2,45E+00
7,00E+00
2,54E+00
-1,46E+00
4,30E+00
3,05E+00
5,41E+00
1,79E+00
2,97E+00
2,76E+00
1,03E+00
1,90E+00
5,13E+00
2,97E+00
-1,13E+00
1,44E+00
-1,62E+00
-1,16E+00
1,12E+00
3,04E+00
1,98E+00
-1,07E+00
1,43E+00
2,14E+00
-7,92E01
1,38E+00
1,07E+00
2,09E+00
2,16E+00
3,42E+00
2,18E+00
-1,06E+00
6,25E01
5,74E+00
1,14E+00
6,30E01
3,28E+00
1,47E+00
-2,14E+00
-6,34E01
4,87E01
-7,03E01

-2,63E+00
-1,98E+00
-2,24E+00
-1,83E+00
-7,31E01

-1,08E+00
-2,69E+00
-3,71E+00
-5,12E+00
-6,56E+00
-5,02E+00
-1,73E+00
-1,39E+00
-3,04E+00
-1,57E+00
-1,21E+00
-3,63E+00
-4,35E+00
-1,70E+00
-4,27E+00
-2,30E+00
-4,44E+00
-4,17E+00
-8,70E01

-2,16E+00
-1,41E+00
-2,76E+00
-1,08E+00
-3,10E+00
-7,08E01

-1,40E+00
-1,44E+00
-2,11E+00
-7,93E01

-3,69E+00
-1,32E+00
-6,56E01

-9,17E01

-1,68E+00
-9,94E01

-7,13E01

-2,00E+00
-3,75E+00
-3,02E+00
-5,36E01

-5,26E01

-1,08E+00

1,39E03
1,22E12
2,74E05
1,70E05
9,07E07
9,30E18
2,72E12
4,89E04
1,17E02
4,66E04
5,22E04
1,71E25
1,65E06
4,20E05
3,56E10
7,49E04
2,66E03
3,41E06
2,05E09
2,28E02
3,91E03
7,37E03
1,99E02
6,79E06
1,07E06
1,52E06
2,24E02
7,34E06
2,01E03
1,29E04
4,98E04
4,76E03
1,89E04
2,28E17
4,44E04
2,36E07
1,38E07
1,42E02
1,35E18
1,73E04
3,42E03
1,97E06
1,96E02
1,09E04
9,48E05
1,92E03
1,88E02

2,44E05
2,98E05
3,07E05
3,40E05
3,68E05
3,72E05
4,21E05
4,59E05
4,99E05
5,72E05
6,51E05
6,71E05
7,28E05
7,34E05
7,44E05
7,84E05
8,70E05
8,80E05
1,05E04
1,09E04
1,11E04
1,14E04
1,20E04
1,30E04
1,42E04
1,42E04
1,43E04
1,70E04
1,91E04
1,94E04
1,96E04
2,00E04
2,09E04
2,12E04
2,16E04
2,36E04
2,35E04
2,61E04
2,84E04
2,97E04
3,19E04
3,42E04
3,51E04
3,59E04
3,60E04
3,61E04
3,84E04

9,21E03
9,85E11
3,46E04
2,29E04
1,80E05
2,21E15
2,07E10
3,92E03
4,86E02
3,77E03
4,13E03
2,16E22
3,04E05
5,02E04
1,63E08
5,56E03
1,55E02
5,68E05
7,86E08
8,12E02
2,10E02
3,41E02
7,35E02
1,02E04
2,09E05
2,84E05
8,02E02
1,10E04
1,23E02
1,30E03
3,97E03
2,45E02
1,77E03
5,11E15
3,63E03
5,43E06
3,38E06
5,69E02
3,95E16
1,64E03
1,89E02
3,53E05
7,28E02
1,14E03
1,00E03
1,19E02
7,06E02

3,14E03
3,69E03
3,75E03
4,00E03
4,27E03
4,29E03
4,79E03
5,01E03
5,26E03
5,75E03
6,20E03
6,35E03
6,78E03
6,79E03
6,83E03
7,09E03
7,74E03
7,79E03
8,90E03
9,07E03
9,17E03
9,29E03
9,61E03
1,01E02
1,06E02
1,06E02
1,07E02
1,23E02
1,33E02
1,34E02
1,35E02
1,36E02
1,40E02
1,40E02
1,42E02
1,52E02
1,52E02
1,67E02
1,76E02
1,81E02
1,91E02
2,01E02
2,04E02
2,08E02
2,08E02
2,08E02
2,18E02
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Anhang

Ubd
Cnnm3
Fam13c

Prosl
Ehd3
Derl2
Clecl4a
Six4
Pdcd4
Col5a3
Ccdc113
Fbin2
Epdrl
Draml
Snrnp27
Adamtsb
Aimp2

6230400D17Rik

Trpc3
Dnajc10
Fzd4
Flt4
Chsyl
Chst2
Aplnr
Pls3
Dnml
Plat
Gm16278
Vmn2r89
Car4
Sparcll
Hpx
Myctl
Gpx7
Ntrk2
l1ri1
Hegl
Rnf39
Thbs2
Laptm4b
Olal
Fgf23
Plod1
Tomt
Slc39a13
Futll

3,04E+01
4,45E+01
1,41E+02
1,20E+03
2,25E+02
7,51E+02
1,47E+02
1,19E+02
2,86E+01
2,81E+03
452E+01
4,36E+03
5,48E+02
5,88E+02
9,90E+00
1,03E+03
1,75E+02
3,13E+01
5,52E+01
8,18E+02
1,07E+03
1,16E+02
5,03E+02
1,33E+02
4,16E+02
2,01E+03
2,17E+02
5,47E+02
1,55E+01
1,91E+01
1,95E+02
1,42E+03
3,77E+01
1,44E+02
3,37E+02
4,22E+02
1,18E+03
8,52E+02
1,83E+01
3,54E+03
1,00E+03
3,20E+02
7,33E+00
1,77E+01
1,06E+01
5,37E+02
3,34E+02

1,76E+00
-2,27E+00
8,31E01
1,30E+00
1,29E+00
2,88E01
2,39E+00
-3,60E+00
-1,34E+00
2,20E+00
-1,83E+00
3,15E+00
-2,09E+00
8,67E01
-9,51E01
5,90E01
-1,97E+00
-1,02E+00
1,69E+00
6,83E01
-1,71E+00
1,95E+00
2,89E+00
2,22E+00
3,20E+00
1,05E+00
1,88E+00
2,18E+00
-1,75E+00
1,92E+00
1,47E+00
1,11E+00
3,61E+00
1,88E+00
2,50E+00
-1,18E+00
5,97E+00
8,40E01
-2,65E+00
1,68E+00
-1,45E+00
-5,14E01
3,82E+00
1,43E+00
1,07E+00
2,09E+00
6,59E01

-2,50E+00
-3,15E+00
-1,09E+00
-1,07E+00
-9,43E01
-4,54E01
-1,20E+00
-2,31E+00
-2,44E+00
-1,02E+00
-1,38E+00
-1,25E+00
-9,68E01
-1,23E+00
-2,55E+00
-8,60E01
-1,69E+00
-1,81E+00
-1,89E+00
-6,18E01
-1,01E+00
-1,03E+00
-8,88E01
-7,09E01
-1,32E+00
-6,12E01
-1,13E+00
-1,10E+00
-2,29E+00
-1,55E+00
-1,99E+00
-9,25E01
-1,52E+00
-1,11E+00
-8,50E01
-1,31E+00
-1,70E+00
-9,44E01
-1,93E+00
-1,03E+00
-7,64E01
-6,75E01
-2,28E+00
-1,65E+00
-1,37E+00
-7,13E01
-4,83E01

4,42E03
8,25E04
9,40E03
2,12E04
4,05E05
2,65E02
5,32E08
9,88E09
3,54E03
6,11E09
6,76E06
3,70E10
2,94E09
1,97E02
2,86E02
2,73E02
3,48E04
1,66E02
3,93E03
1,14E03
6,06E06
1,25E06
1,34E15
2,34E15
5,01E08
2,86E06
3,30E05
1,50E06
1,35E03
7,74E04
1,20E02
1,32E03
1,13E06
5,94E05
7,14E12
1,02E02
8,95E11
1,31E02
2,79E06
1,79E04
4,89E06
3,02E02
9,01E04
1,05E02
1,85E02
1,54E11
1,37E04

4,11E04
4,14E04
4,30E04
4,30E04
4,32E04
4,46E04
4,64E04
4,84E04
5,18E04
5,43E04
5,67E04
5,76E04
5,73E04
6,31E04
6,37E04
6,39E04
6,44E04
6,48E04
6,85E04
7,01E04
7,13E04
7,49E04
7,89E04
8,09E04
8,38E04
8,51E04
8,63E04
8,61E04
8,85E04
9,04E04
9,32E04
1,01E03
1,06E03
1,10E03
1,10E03
1,11E03
1,16E03
1,19E03
1,27E03
1,33E03
1,35E03
1,34E03
1,39E03
1,40E03
1,41E03
1,40E03
1,42E03

2,30E02
6,03E03
4,10E02
1,96E03
4,87E04
9,07E02
1,43E06
3,29E07
1,94E02
2,13E07
1,02E04
1,69E08
1,11E07
7,30E02
9,58E02
9,26E02
2,95E03
6,38E02
2,10E02
7,83E03
9,39E05
2,38E05
1,93E13
3,27E13
1,35E06
4,86E05
4,09E04
2,80E05
8,99E03
5,70E03
4,98E02
8,87E03
2,18E05
6,69E04
4,99E10
4,38E02
4,62E09
5,34E02
4,77E05
1,69E03
7,79E05
9,97E02
6,46E03
4,45E02
6,97E02
9,75E10
1,36E03

2,27E02
2,28E02
2,29E02
2,29E02
2,29E02
2,33E02
2,37E02
2,42E02
2,54E02
2,60E02
2,68E02
2,69E02
2,69E02
2,85E02
2,86E02
2,86E02
2,86E02
2,87E02
2,91E02
2,96E02
3,00E02
3,10E02
3,20E02
3,26E02
3,36E02
3,39E02
3,39E02
3,39E02
3,45E02
3,49E02
3,54E02
3,72E02
3,85E02
3,93E02
3,93E02
3,94E02
4,07E02
4,13E02
4,36E02
4,50E02
4,51E02
4,51E02
4,60E02
4,60E02
4,60E02
4,60E02
4,62E02
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Anhang

Pacsin3
Timpl
Akrlal
Pdeda
Tmem18
F2r
Ednra
Chsy3
Lrrc8a
Avprla
Gja5
Mccc2
Vma2l
Cdh5
Dnm3os
Colg
Dnah2o0s
Kirrel
Vwal
Igfbp7
Col6a4
Tnc
Crispld2
Gdnf
Dcn
Glycaml
Tmem120b
P3h2
Poflb
Rasgefla
Efempl
Kif3c
Gm8281
Slc2al10
Wnt2
Rftn1l
Svepl
Madcaml
Smarcd3
Grb10
Sgcd
Tmem47
Smarcadl
Cyp7bl
Fermt2
B3gnt3
Lamcl

7,35E+02
2,68E+03
3,30E+02
2,88E+01
2,95E+02
3,87E+02
2,31E+02
2,85E+01
4,55E+02
7,48E+01
8,84E+01
2,07E+02
6,51E+02
8,92E+02
7,70E+02
2,90E+01
5,13E+00
6,10E+02
5,82E+02
3,14E+03
7,22E+00
1,27E+03
1,69E+03
1,64E+02
3,88E+03
1,30E+01
1,22E+01
3,88E+02
3,08E+03
3,74E+01
2,54E+02
1,94E+02
5,39E+00
7,41E+01
2,94E+01
2,60E+02
4,40E+02
4,42E+00
1,90E+02
4,48E+02
4 57E+01
2,66E+02
2,79E+02
1,05E+02
3,82E+01
1,68E+02
8,04E+02

-1,67E+00
6,38E+00
2,09E+00

-1,58E+00
-4,35E01
1,57E+00
2,09E+00
2,57E+00
4,44E01
1,30E+00
1,34E+00

-2,44E+00
-5,63E01
1,39E+00
4,36E+00

-1,08E+00
1,08E+00
1,62E+00
1,18E+00
2,02E+00
1,47E+00
4,61E+00
3,41E+00
-6,10E01
1,24E+00
6,74E+00

-1,03E+00

-1,39E+00

-1,18E+00
1,50E+00
-9,10E01

-1,05E+00
1,76E+00
1,85E+00

-2,47E+00
1,26E+00
1,30E+00
3,86E+00

-1,26E+00
1,17E+00

-1,11E+00
1,11E+00
5,01E01
3,47E+00

-3,14E+00
1,80E+00
1,42E+00

-1,18E+00
-1,66E+00
-1,21E+00
-1,84E+00
-5,62E01
-8,90E01
-8,86E01
-1,16E+00
-5,10E01
-8,99E01
-1,35E+00
-9,80E01
-4,81E01
-1,00E+00
-9,03E01
-1,52E+00
-1,45E+00
-8,16E01
-6,33E01
-7,74E01
-1,75E+00
-1,62E+00
-9,25E01
-6,68E01
-8,69E01
-1,64E+00
-1,40E+00
-5,78E01
-5,59E01
-9,09E01
-7,73E01
-8,94E01
-1,52E+00
-8,76E01
-1,44E+00
-8,44E01
-8,28E01
-1,55E+00
-7,47E01
-9,01E01
-7,80E01
-8,08E01
-4,74E01
-9,34E01
-1,33E+00
-7,20E01
-6,13E01

1,06E03
1,97E10
2,63E04
3,55E03
3,02E02
9,20E05
7,98E07
2,38E05
1,73E02
1,03E03
1,30E02
9,81E07
1,74E03
2,71E03
2,10E17
2,44E02
2,14E02
4,90E05
3,11E05
1,91E07
2,09E02
5,30E05
8,03E10
2,15E02
2,63E03
2,50E06
1,58E02
1,23E07
3,08E06
1,23E03
8,18E03
1,07E02
8,79E03
1,42E04
5,69E04
2,92E03
1,89E03
7,56E04
5,75E04
8,53E03
1,49E03
5,79E03
8,93E03
2,51E07
7,15E05
6,15E06
5,11E06

1,48E03
1,51E03
1,54E03
1,58E03
1,58E03
1,66E03
1,71E03
1,77E03
1,80E03
1,87E03
1,91E03
2,03E03
2,04E03
2,05E03
2,05E03
2,21E03
2,24E03
2,25E03
2,26E03
2,27E03
2,31E03
2,31E03
2,41E03
2,42E03
2,45E03
2,60E03
2,63E03
2,63E03
2,71E03
2,73E03
2,78E03
2,79E03
2,86E03
2,90E03
2,93E03
2,95E03
2,96E03
2,99E03
2,99E03
3,04E03
3,04E03
3,25E03
3,27E03
3,36E03
3,41E03
3,41E03
3,43E03

7,40E03
9,50E09
2,33E03
1,94E02
9,97E02
9,77E04
1,61E05
3,08E04
6,60E02
7,20E03
5,28E02
1,93E05
1,10E02
1,57E02
4,77E15
8,53E02
7,73E02
5,68E04
3,88E04
4,50E06
7,61E02
6,06E04
3,37E08
7,76E02
1,53E02
4,33E05
6,16E02
3,01E06
5,20E05
8,37E03
3,69E02
4,52E02
3,90E02
1,40E03
4,44E03
1,67E02
1,17E02
5,60E03
4,48E03
3,80E02
9,69E03
2,83E02
3,95E02
5,75E06
7,84E04
9,49E05
8,09E05

4,74E02
4,78E02
4,88E02
4,94E02
4,94E02
5,09E02
5,19E02
5,28E02
5,31E02
5,43E02
5,52E02
5,75E02
5,76E02
5,76E02
5,76E02
6,06E02
6,13E02
6,14E02
6,14E02
6,15E02
6,20E02
6,20E02
6,33E02
6,34E02
6,40E02
6,65E02
6,69E02
6,69E02
6,84E02
6,87E02
6,93E02
6,94E02
7,06E02
7,14E02
7,16E02
7,20E02
7,22E02
7,23E02
7,23E02
7,32E02
7,32E02
7,63E02
7,64E02
7,80E02
7,81E02
7,81E02
7,86E02
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Anhang

Tmem176b
Sema3a
Mrc2
Dkk3
Htr2a
Foxk1
Sync
Tmem179
Plaatl
Gm11843
Myo7a
She
Spats?2|
Ccn4
Tmigdl
Csnk2al
Xirp2
Spsbl
Slc39al
H2-M2
Tiel
Cd38
Saa2
Lvrn
Tmed3
Aebpl
Rfcl
Rps12ps3
Gripapl
Lmbrl
Serpina3b
Lamb3
Hhatl
Actn3
ElovI3
Prkaal
Myoz1
Tmod4
Gm5914
Suptda
Pvalb
Cep57
Usp3
Frg2fl
Tnni2
Trmtl0a
Ckm

3,39E+02
1,04E+02
1,29E+03
1,06E+03
2,13E+01
9,88E+02
1,26E+02
1,73E+01
1,81E+01
8,29E+00
3,53E+02
7,54E+01
2,26E+02
3,89E+02
7,04E+01
2,54E+03
4 12E+03
3,40E+02
1,49E+03
6,23E+01
5,89E+02
2,86E+02
1,76E+01
2,37E+02
1,61E+03
4,28E+03
1,66E+02
2,38E+03
1,22E+03
1,83E+01
3,40E+02
5,47E+02
1,62E+01
1,58E+04
1,91E+01
6,08E+01
6,41E+03
4,58E+02
2,49E+01
9,83E+01
2,48E+04
2,12E+02
7,34E+02
1,84E+01
3,51E+04
1,55E+01
5,01E+04

7,06E01
2,97E+00
1,65E+00
2,74E+00
2,43E+00
-6,71E01
-5,89E+00
-1,92E+00
-2,01E+00
1,90E+00
2,66E+00
1,14E+00
2,86E+00
5,78E+00
9,99E01
-6,83E01
-9,20E+00
1,06E+00
6,64E01
-3,68E+00
2,25E+00
2,30E+00
6,96E+00
9,72E01
6,15E01
1,12E+00
-9,16E+00
-1,15E+01
7,13E01
-1,85E+01
-4,10E+00
-2,26E+01
-1,92E+01
-1,08E+01
-1,79E+01
-2,05E+01
-9,23E+00
-6,12E+00
9,58E01
7,81E01
-1,18E+01
8,14E01
3,77E01
-1,31E+00
-8,36E+00
-2,03E+00
-9,91E+00

-6,72E01
-8,42E01
-6,31E01
-6,69E01
-1,06E+00
-3,90E01
-1,20E+00
-1,23E+00
-1,20E+00
-1,18E+00
-6,57E01
-7,59E01
-7,32E01
-8,15E01
-7,96E01
-3,79E01
-1,24E+00
-5,97E01
-4,44E01
-1,12E+00
-6,39E01
-7,68E01
-1,21E+00
-6,79E01
-5,20E01
-6,70E01
1,04E+01
2,53E+01
1,25E+00
1,97E+01
5,45E+00
2,33E+01
1,92E+01
8,00E+00
1,93E+01
1,99E+01
5,54E+00
4,57E+00
2,64E+00
1,18E+00
7,04E+00
1,09E+00
5,87E01
2,81E+00
4,22E+00
4,25E+00
6,87E+00

1,94E02
1,74E07
8,76E07
1,38E12
6,85E04
9,35E06
5,27E16
2,20E03
1,69E03
5,51E03
1,75E11
5,28E03
3,65E09
1,85E18
1,65E02
6,11E06
1,25E13
6,12E04
6,12E04
4,74E07
4,81E09
1,31E05
3,82E06
6,88E03
1,08E02
2,79E03
5,11E15
1,82E06
2,58E05
3,25E11
4,01E08
3,43E11
1,28E11
3,02E18
2,20E08
1,70E09
6,52E21
2,46E14
1,64E02
5,54E04
7,66E17
1,64E04
1,95E03
3,62E03
1,98E22
1,66E03
5,08E12

3,47E03
3,58E03
3,64E03
3,66E03
3,76E03
3,78E03
3,84E03
3,92E03
4,11E03
4,17E03
4,17E03
4,19E03
4,22E03
4,27E03
4,25E03
4,40E03
4,42E03
4,44E03
4,52E03
4,55E03
4,54E03
4,59E03
4,66E03
4,71E03
4,71E03
4,94E03
4,84E17
4,33E17
8,17E11
1,04E10
1,25E10
4,23E10
6,61E10
1,68E09
4,59E08
8,35E08
1,22E07
1,47E07
1,72E07
7,59E07
8,80E07
1,72E06
1,82E06
2,13E06
2,93E06
3,41E06
3,42E06

7,21E02
4,13E06
1,75E05
1,09E10
5,18E03
1,36E04
8,22E14
1,32E02
1,07E02
2,73E02
1,09E09
2,65E02
1,33E07
5,31E16
6,35E02
9,45E05
1,27E11
4,71E03
4,71E03
1,02E05
1,72E07
1,82E04
6,26E05
3,23E02
4,57E02
1,61E02
6,48E13
3,29E05
3,30E04
1,94E09
1,11E06
2,02E09
8,29E10
7,97E16
6,61E07
6,63E08
2,67E18
2,86E12
6,32E02
4,34E03
1,57E14
1,57E03
1,20E02
1,97E02
1,30E19
1,06E02
3,71E10

7,90E02
8,06E02
8,17E02
8,21E02
8,28E02
8,31E02
8,41E02
8,55E02
8,79E02
8,86E02
8,86E02
8,86E02
8,90E02
8,91E02
8,91E02
9,09E02
9,10E02
9,12E02
9,24E02
9,27E02
9,27E02
9,31E02
9,39E02
9,41E02
9,41E02
9,66E02
1,58E13
1,58E13
1,22E07
1,42E07
1,58E07
4,14E07
5,70E07
1,37E06
2,28E05
4,02E05
5,39E05
5,87E05
6,31E05
2,21E04
2,44E04
4,28E04
4,44E04
4,77E04
6,23E04
7,04E04
7,04E04
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Anhang

Dhrs7c
Lrrc30
Gm21750
Skint7
Cox6a2
Wnk2
Myo18b

4930426DO05Rik

Pgam2
Obscn
Scd3
Smtnll
Ccrd
Fastkd3
Paqr7

A930001CO3Ril

Nctcl
Smim6
Yrdc
Cacnals
Tcap
Tnnt3
Cirl
Capn3
Cacng6

Art4
Cbs
Cox8b
Fitm1
Gm15823
Tmem53
Klhl12
Sytll
Alox12e
Pds5a
Ampdl
Ank1
Gata3
Ckmt2
Mgat5b
Cbarp
Pik3ipl
Catsper4d
Pfn4
Lrrc61
Gm26550
Tnnc2

6,05E+02
2,75E+02
7,69E+01
5,26E+02
4,18E+03
9,55E+02
7,72E+02
1,68E+01
5,55E+03
6,00E+03
2,94E+02
9,88E+02
1,75E+02
3,59E+01
7,82E+02
2,95E+01
4,74E+02
2,55E+01
5,37E+01
2,48E+03
9,06E+03
3,93E+04
5,99E+02
1,28E+02
5,20E+02
2,03E+02
1,60E+02
1,64E+03
8,09E+02
6,00E+01
3,05E+01
1,68E+02
1,94E+03
2,83E+03
7,69E+01
4,29E+02
2,46E+03
4,13E+03
2,68E+03
6,70E+01
8,42E+02
3,04E+01
3,07E+01
8,42E+00
3,48E+02
3,89E+01
4,15E+04

-9,92E+00
-1,06E+01
1,07E+00
-5,44E+00
-8,76E+00
-4,06E+00
-6,09E+00
-4,51E+00
-8,09E+00
-8,80E+00
-3,39E+00
-1,01E+01
-5,82E+00
-6,51E+00
-2,14E+00
-9,03E01
-9,01E+00
-2,94E+00
-1,65E+00
-7,36E+00
-7,58E+00
-8,70E+00
-5,93E01
-5,66E+00
-1,01E+01
-3,01E+00
-2,61E+00
-7,40E+00
-8,85E+00
9,64E01
-1,38E+00
-2,08E+00
-1,17E+00
-5,31E+00
-6,67E+00
-5,60E+00
-9,01E+00
-3,00E+00
-1,33E+01
-1,09E+00
-1,12E+00
-1,96E+00
-3,28E+00
-1,80E+00
-2,62E+00
-1,19E+00
-9,54E+00

6,88E+00
6,91E+00
1,80E+00
2,42E+00
5,28E+00
1,50E+00
3,37E+00
6,25E+00
4,40E+00
4,44E+00
4,97E+00
4,86E+00
1,94E+00
6,22E+00
1,58E+00
1,78E+00
5,26E+00
2,31E+00
1,85E+00
4,77E+00
4,60E+00
4,26E+00
5,90E01

2,37E+00
4,44E+00
1,17E+00
3,66E+00
3,95E+00
4,30E+00
1,93E+00
3,94E+00
2,13E+00
1,06E+00
2,05E+00
6,22E+00
2,22E+00
3,39E+00
1,61E+00
5,26E+00
1,88E+00
8,69E01

1,52E+00
1,90E+00
4,16E+00
1,05E+00
1,40E+00
4,00E+00

4,13E11
6,80E12
2,63E03
4,66E23
5,27E14
2,28E29
9,39E16
1,94E04
1,98E16
2,34E18
2,36E04
2,02E17
4,86E32
5,56E06
2,47E08
1,11E02
9,14E12
2,50E07
1,09E04
2,19E10
1,57E11
5,11E16
8,19E05
1,03E18
3,41E16
1,76E21
4,51E04
6,11E13
1,82E14
1,66E02
1,71E02
6,49E05
2,40E05
3,38E19
3,19E05
5,62E18
4,57E21
1,55E10
6,56E14
9,34E03
4,67E06
5,26E06
1,16E08
1,08E02
1,49E16
1,45E03
2,37E14

4,08E06
4,31E06
6,13E06
6,62E06
8,95E06
1,04E05
1,14E05
1,20E05
1,23E05
1,31E05
1,36E05
1,74E05
1,82E05
2,37E05
2,50E05
2,72E05
2,74E05
3,06E05
3,18E05
3,33E05
3,44E05
3,93E05
4,41E05
4,53E05
4,77E0S
4,93E05
5,01E05
5,60E05
5,62E05
5,96E05
6,00E05
6,26E05
6,89E05
7,29E05
7,74E05
8,45E05
8,52E05
9,62E05
9,68E05
1,04E04
1,06E04
1,09E04
1,17E04
1,23E04
1,39E04
1,39E04
1,39E04

2,33E09
4,78E10
1,53E02
3,63E20
571E12
6,23E26
1,40E13
1,81E03
3,44E14
6,50E16
2,13E03
4,66E15
1,99E28
8,74E05
7,34E07
4,67E02
6,23E10
5,72E06
1,13E03
1,05E08
9,85E10
8,04E14
8,81E04
3,07E16
5,64E14
9,01E19
3,68E03
5,44E11
2,18E12
6,41E02
6,54E02
7,22E04
3,10E04
1,11E16
3,98E04
1,44E15
1,97E18
7,66E09
6,93E12
4,08E02
7,48E05
8,29E05
3,76E07
4,55E02
2,74E14
9,51E03
2,77TE12

8,14E04
8,40E04
1,12E03
1,16E03
1,49E03
1,69E03
1,79E03
1,86E03
1,88E03
1,94E03
1,98E03
2,40E03
2,48E03
3,08E03
3,17E03
3,43E03
3,43E03
3,75E03
3,80E03
3,95E03
4,02E03
4,50E03
4,94E03
5,01E03
5,17E03
5,26E03
5,26E03
5,67E03
5,67E03
5,95E03
5,95E03
6,10E03
6,48E03
6,78E03
7,03E03
7,60E03
7,62E03
8,42E03
8,42E03
8,89E03
8,97E03
9,07E03
9,44E03
9,81E03
1,05E02
1,05E02
1,05E02
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Anhang

Vgll2
2310002L09RIik
Atox1
Efs
Dsglc
Gal3st3
ltgh1bp2
Tmprss4
Dennd2d
Fam120b
Sdr42el
Gan
Nme3
Gm47283
Zfp52
Alpk3
Actal
Gdpd2
Cyb5r2
Arhgap40
Sgca
Gm15934
Rbck1
Tmemb52
H1f10
Cnnml
Fabp3
Gm13490
1118
9330162012Rik
Dpf3
Serpina3j
Myom2
Zfp316
Nmrk2
Pde4dip
Vmn2r102
Lurapl
Odf3I2
Xirpl
Gm21833
Apobec2
Zfp35
Slclal
Cdc42bpg
5830418P13Rik
Rasgrpl

2,32E+02
4,57E+02
2,55E+03
9,39E+02
7,70E+01
4,41E+01
7,36E+02
2,70E+02
1,65E+02
2,34E+02
5,94E+02
3,11E+03
2,70E+02
2,09E+04
2,62E+01
9,94E+02
1,51E+05
1,69E+03
4,17E+01
3,68E+02
3,25E+02
5,86E+00
1,64E+03
4,12E+02
3,18E+02
1,42E+01
1,30E+03
1,81E+01
1,86E+02
1,08E+02
3,72E+01
1,45E+02
5,94E+03
2,21E+02
3,06E+02
2,86E+03
5,04E+01
1,10E+02
8,20E+01
2,34E+03
5,67E+01
4,38E+03
2,66E+02
1,25E+02
3,26E+03
2,13E+01
3,17E+01

-1,04E+01
-9,21E+00
7,15E01
-1,61E+00
-2,22E+00
1,06E+00
-6,61E+00
-8,70E01
-8,44E01
-2,21E+00
-1,09E+00
-1,83E+00
-1,00E+00
1,08E+00
-4,41E+00
-7,74E+00
-8,94E+00
-2,99E+00
-6,19E+00
-1,10E+00
-8,14E+00
-3,10E+00
-6,06E01
-7,37E+00
1,02E+00
-8,91E01
-7,28E+00
-5,76E+00
5,83E01
-1,33E+00
-4,73E+00
-1,71E+00
-9,57E+00
-1,22E+00
-1,12E+01
-6,04E+00
1,41E+00
-1,15E+00
-8,12E+00
-8,75E+00
2,98E+00
-9,76E+00
-5,33E01
-3,50E+00
-1,36E+00
-6,88E+00
-5,35E+00

4,53E+00
3,99E+00
5,73E01

9,72E01

1,13E+00
1,41E+00
2,13E+00
1,53E+00
8,47E01

9,97E01

1,07E+00
9,88E01

8,83E01

1,58E+00
4,15E+00
2,33E+00
3,09E+00
9,45E01

2,73E+00
1,22E+00
2,80E+00
3,21E+00
4,85E01

2,65E+00
1,29E+00
1,38E+00
2,07E+00
3,32E+00
7,53E01

1,05E+00
1,82E+00
2,20E+00
2,14E+00
1,06E+00
2,69E+00
1,44E+00
1,49E+00
1,69E+00
3,12E+00
2,37E+00
1,06E+00
2,47E+00
6,18E01

1,28E+00
6,78E01

2,50E+00
2,76E+00

2,24E11
1,33E12
1,69E05
5,98E08
4,21E10
6,42E03
7,94E20
2,05E02
7,95E04
1,61E11
7,22E04
1,78E08
2,34E04
1,04E02
5,87E04
8,55E19
2,47E13
8,85E19
1,69E08
3,22E03
8,29E13
1,45E03
4,67E05
4,07E12
8,36E03
2,39E02
6,91E18
2,30E05
1,37E02
1,95E04
4,03E10
4,94E03
3,38E25
6,87E04
5,95E17
1,68E21
4,91E03
1,64E02
4,55E07
1,20E15
9,25E10
7,93E17
9,05E03
2,72E10
6,66E08
2,69E08
4,63E05

1,44E04
1,51E04
1,73E04
1,78E04
2,00E04
2,08E04
2,09E04
2,17E04
2,45E04
2,64E04
2,85E04
2,91E04
2,99E04
3,16E04
3,21E04
3,36E04
3,87E04
3,91E04
4,05E04
4,18E04
4,20E04
4,35E04
4,45E04
4,42E04
4,60E04
4,66E04
4,68E04
4,69E04
4,81E04
5,02E04
5,06E04
5,28E04
5,36E04
5,62E04
6,14E04
6,38E04
6,43E04
6,50E04
6,51E04
6,60E04
6,68E04
6,68E04
6,77E04
7,31E04
7,52E04
7,52E04
7,67E04

1,35E09
1,07E10
2,28E04
1,59E06
1,88E08
3,07E02
2,89E17
7,52E02
5,84E03
1,01E09
5,40E03
5,40E07
2,12E03
4,42E02
4,56E03
2,69E16
2,38E11
2,73E16
5,21E07
1,80E02
7,07E11
9,51E03
5,45E04
3,01E10
3,75E02
8,41E02
1,71E15
2,98E04
5,53E02
1,82E03
1,81E08
2,52E02
3,68E22
5,19E03
1,26E14
8,85E19
2,51E02
6,33E02
9,80E06
1,75E13
3,84E08
1,58E14
3,98E02
1,28E08
1,75E06
7,93E07
5,42E04

1,07E02
1,11E02
1,24E02
1,26E02
1,36E02
1,40E02
1,40E02
1,43E02
1,57E02
1,68E02
1,76E02
1,79E02
1,81E02
1,90E02
1,91E02
1,99E02
2,18E02
2,20E02
2,25E02
2,29E02
2,29E02
2,30E02
2,33E02
2,33E02
2,37E02
2,37E02
2,37E02
2,37E02
2,42E02
2,48E02
2,49E02
2,56E02
2,58E02
2,68E02
2,78E02
2,86E02
2,86E02
2,87E02
2,87E02
2,88E02
2,88E02
2,88E02
2,90E02
3,06E02
3,10E02
3,10E02
3,15E02
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Anhang

Zxda
Gm11532
Rdm1
Gm6058
Atcayos
Parva
Abhd3
Sptbn4
Gm38584
Cfap74
Mstn
Angell
Plekhh3
Mesp2
Des
Fam110b
Asb11
1700001022Rik
Eml4
Me3
Gabpb2
Mocs2
Tspan8
Gabrp
Inafm1
Ppplrl2c
Pygm
Fzd10os
Jsrpl
Sirt2
Fn3k
Cecr2
Gm13093
Cmal
Gm15635
Cnksrl
Prss53
Myadml2
Tmem229a
Trgcl
Smpx
Axin2
Zbtb16
Ppp1r3c
Pet100
Sult5al
Acadl0

1,98E+01
2,53E+01
3,87E+02
1,05E+02
4,56E+02
3,78E+01
6,15E+01
4,09E+01
8,58E+00
6,32E+00
9,64E+02
3,08E+02
6,68E+02
7,47E+01
2,27E+04
5,66E+01
4,96E+02
4,20E+01
6,12E+01
2,04E+02
9,86E+01
3,80E+02
1,21E+02
2,07E+02
1,07E+03
2,08E+03
3,59E+02
1,36E+02
1,78E+03
1,64E+03
9,60E+01
2,44E+02
1,78E+01
1,80E+02
2,46E+01
7,85E+02
3,39E+02
5,63E+01
9,77E+01
6,95E+01
4,43E+02
4,32E+02
6,65E+02
3,05E+03
6,71E+01
6,88E+02
1,46E+02

-4,21E+00
-2,83E+00
-1,68E+00
1,99E+00
-6,85E+00
6,68E01
-1,28E+00
8,93E01
-1,83E+00
-2,81E+00
-1,04E+01
-1,50E+00
-1,09E+00
-3,68E+00
-5,88E+00
-3,13E+00
-6,54E+00
-1,14E+00
-4,96E+00
-4,87E+00
-2,00E+00
-5,54E01
-9,06E+00
-4,32E+00
-9,23E01
4,37E01
-2,92E+00
-1,10E+00
-8,53E+00
-4,08E01
-4,70E+00
-1,31E+00
-1,69E+00
-1,98E+00
-2,89E+00
-2,09E+00
-2,33E+00
-7,08E+00
-4,07E+00
-4,95E+00
-8,04E+00
-1,13E+00
-4,76E+00
-6,91E+00
-5,91E01
-4,22E+00
-1,65E+00

2,97E+00
2,33E+00
7,72E01
1,93E+00
1,90E+00
9,05E01
9,72E01
1,06E+00
2,54E+00
2,58E+00
2,27E+00
7,68E01
7,51E01
1,16E+00
1,72E+00
2,40E+00
1,32E+00
7,42E01
2,73E+00
1,35E+00
1,13E+00
6,83E01
2,40E+00
2,00E+00
6,73E01
4,11E01
1,17E+00
1,29E+00
2,15E+00
5,07E01
1,49E+00
6,62E01
1,39E+00
2,56E+00
1,27E+00
6,08E01
1,31E+00
1,95E+00
1,20E+00
1,15E+00
1,65E+00
7,15E01
1,21E+00
1,33E+00
6,46E01
1,15E+00
7,21E01

7,23E04
9,69E04
1,58E08
2,97E03
9,61E14
2,91E02
3,45E04
1,56E02
1,18E02
2,81E03
1,45E16
5,49E07
1,19E04
1,56E11
1,77E11
1,24E03
1,04E22
4,99E05
5,20E04
2,66E12
2,06E05
2,11E02
1,18E08
2,89E05
3,37E04
1,40E03
5,10E07
1,70E02
5,34E10
2,09E02
1,75E08
1,35E06
3,46E03
1,30E02
1,09E05
6,66E16
2,30E04
8,52E08
2,40E09
8,84E14
3,68E14
1,72E04
8,70E11
1,53E16
1,74E02
6,33E10
5,30E07

7,75E04
7,84E04
7,97E04
8,19E04
8,29E04
8,54E04
8,63E04
8,99E04
9,03E04
9,12E04
9,20E04
9,31E04
9,74E04
9,73E04
9,81E04
9,96E04
1,01E03
1,02E03
1,07E03
1,08E03
1,15E03
1,16E03
1,17E03
1,19E03
1,20E03
1,33E03
1,33E03
1,32E03
1,33E03
1,36E03
1,36E03
1,43E03
1,43E03
1,43E03
1,45E03
1,50E03
1,55E03
1,56E03
1,57E03
1,58E03
1,63E03
1,65E03
1,75E03
1,77E03
1,80E03
1,79E03
1,89E03

5,40E03
6,86E03
4,93E07
1,69E02
9,77E12
9,71E02
2,93E03
6,09E02
4,92E02
1,61E02
2,70E14
1,15E05
1,22E03
9,84E10
1,10E09
8,38E03
7,74E20
5,76E04
4,12E03
2,03E10
2,70E04
7,66E02
3,80E07
3,64E04
2,87E03
9,28E03
1,08E05
6,51E02
2,36E08
7,61E02
5,34E07
2,55E05
1,90E02
5,30E02
1,55E04
1,01E13
2,09E03
2,17E06
9,17E08
9,10E12
4,16E12
1,64E03
4,51E09
2,79E14
6,64E02
2,72E08
1,12E05

3,17E02
3,20E02
3,23E02
3,29E02
3,33E02
3,39E02
3,39E02
3,49E02
3,49E02
3,51E02
3,52E02
3,54E02
3,65E02
3,65E02
3,67E02
3,70E02
3,72E02
3,73E02
3,86E02
3,89E02
4,04E02
4,07E02
4,09E02
4,13E02
4,16E02
4,50E02
4,50E02
4,50E02
4,50E02
4,54E02
4,54E02
4,62E02
4,62E02
4,62E02
4,66E02
4,78E02
4,89E02
4,91E02
4,93E02
4,94E02
5,04E02
5,07E02
5,26E02
5,28E02
5,31E02
5,31E02
5,49E02
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Anhang

Cablesl 1,73E+02 -1,01E+00 7,48E01 1,41E03 1,90E03 9,29E03 5,51E02
D7Ertd443e 1,74E+02 -4,59E+00 1,20E+00 1,53E09 1,95E03 6,09E08 5,62E02
Yjefn3 4,57E+01 -1,61E+00 1,27E+00 4,60E03 1,96E03 2,38E02 5,63E02

Abca2 8,26E+02 -9,08E01 6,40E01 6,84E04 2,00E03 5,18E03 5,70E02
Zfr2 1,89E+02 -1,38E+00  7,82E01 1,12E04 2,00E03 1,16E03 5,70E02
Xpo4 1,10E+03 1,08E+00 1,02E+00 1,22E02 2,00E03 5,04E02 5,70E02
Npepps 4,47E+02 6,35E01  5,36E01 2,77E03 2,04E03 1,60E02 5,76E02
Ano9 1,79E+03 -2,52E+00 6,59E01 5,06E16 2,04E03 8,04E14 5,76E02
Prmt9 1,61E+01 -1,14E+00 1,10E+00 1,47E02 2,06E03 5,83E02 5,76E02
Klhi32 5,49E+01 9,64E01 1,02E+00 2,36E02 2,07E03 8,31E02 5,79E02
Pou2f3 1,14E+03 -2,34E+00 6,07E01 6,18E17 2,12E03 1,30E14 5,86E02
Creldl 7,24E+02 -8,43E01 6,93E01 3,60E03 2,12E03 1,97E02 5,86E02
Ctxn3 2,07E+02 -1,02E+01 1,80E+00 9,17E11l 2,11E03 4,70E09 5,86E02
ElI3 2,13E+02 -2,07E+00 8,38E01 1,86E06 2,31E03 3,37E05 6,20E02
Ttn 2,00E+03 -9,79E+00 1,56E+00 1,60E14 2,35E03 1,94E12 6,25E02
Slc25a27 2,75E+02 -6,12E01 6,16E01 1,46E02 2,39E03 5,81E02 6,31E02
Srpk3 2,72E+02 -4,16E+00 1,27E+00 1,88E06 2,40E03 3,39E05 6,32E02
Tmem233 6,02E+02 -1,03E+01 1,48E+00 1,16E16 2,42E03 2,22E14 6,34E02
Myhas 2,25E+02 -6,60E+00 1,41E+00 1,59E09 2,53E03 6,30E08 6,53E02
Eps8I1 2,54E+03 -1,40E+00 7,35E01 8,59E05 2,55E03 9,20E04 6,58E02
Gm15983 1,68E+02 1,37E+00 8,98E01 2,24E03 2,58E03 1,34E02 6,63E02
Kremen2 1,81E+02 -1,36E+00 1,13E+00 1,03E02 2,60E03 4,39E02 6,65E02
Vps72 8,96E+02 -6,71E01  4,58E01 2,16E04 2,69E03 1,99E03 6,81E02
Acbd4 4,61E+02 -1,55E+00 8,08E01 2,00E04 2,77E03 1,87E03 6,92E02
Grhil 1,56E+03 -1,07E+00 5,20E01 2,97E06 2,77TEO3 5,02E05 6,93E02
Rtn2 3,23E+03 -5,36E+00 1,04E+00 3,25E12 2,86E03 2,43E10 7,06E02
Ttll10 2,75E+01 -1,23E+00 1,29E+00 2,55E02 2,91E03 8,82E02 7,14E02
5430405H02Rik 3,76E+01 -1,24E+00  7,58E01 1,05E03 2,98E03 7,33E03 7,22E02
Ciart 1,32E+02 1,22E+00 6,35E01 8,87E05 2,99E03 9,48E04 7,23E02

Srrm4os 1,57E+01 -4,33E+00 1,43E+00 1,60E04 3,02E03 1,55E03 7,29E02
Thcld2b 1,07E+02 1,73E+00 1,21E+00 6,99E03 3,12E03 3,28E02 7,40E02

Mrin 1,52E+02 -7,96E+00 1,34E+00 3,69E10 3,26E03 1,69E08 7,64E02
Hs3st6 3,93E+02 -3,77E+00 7,96E01 3,16E13 3,38E03 2,95E11 7,80E02
Mylk2 5,00E+03 -8,66E+00 1,24E+00 2,74E14 3,39E03 3,16E12 7,80E02
Limchl 1,63E+01 -5,42E+00 1,44E+00 7,79EOQ5 3,37E03 8,46E04 7,80E02

Hrc 2,92E+03 -7,65E+00 1,15E+00 7,89E14 3,49E03 8,22E12 7,93E02
Nudt18 1,81E+02 -6,07E01 6,23E01 2,68E02 3,52E03 9,14E02 7,97E02
Trpve 1,34E+02 -2,11E+00 8,55E01 9,76E05 3,67E03 1,03E03 8,21E02
Septinl 1,24E+02 6,30E01 6,13E01 2,34E02 3,74E03 8,27E02 8,28E02

Tmem38a 3,76E+03 -5,90E+00 8,80E01 3,44E17 3,85E03 7,52E15 8,42E02
Gm15541 4,54E+01 8,82E01 6,98E01 1,30E02 4,06E03 5,30E02 8,75E02

Liph 2,75E+02 -2,52E+00 8,08E01 4,35E06 4,07E03 7,05E05 8,76E02
Tmem106c  8,31E+01 -1,27E+00  7,24E01 1,45E03 4,09E03 9,51E03 8,79E02

Sgcg 1,37E+02 -9,29E+00 1,30E+00 6,81E09 4,13E03 2,35E07 8,82E02
Clstn3 9,33E+00 -1,48E+00 1,32E+00 2,75E02 4,19E03 9,30E02 8,86E02
Gng13 1,84E+01 -1,65E+00 1,22E+00 1,48E02 4,27E03 5,84E02 8,91E02
Sypl2 1,32E+03 -8,65E+00 9,23E01 1,18E24 4,38E03 1,14E21 9,06E02
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Lancll 1,18E+03 -6,95E01  4,81E01 1,47E03 4,48E03 9,58E03 9,20E02
Runx3 5,52E+00 -1,33E+00 1,08E+00 2,42E02 4,61E03 8,47E02 9,34E02
Zic4 2,85E+01 -1,63E+00 1,19E+00 1,64E02 4,61E03 6,32E02 9,34E02

Mybpc2 1,29E+04 -8,84E+00 1,15E+00 3,92E11 4,69E03 2,26E09 9,41E02
Cesld 5,79E+02 -3,99E+00 8,61E01 9,79E08 4,72E03 2,46E06 9,41E02
Adh7 4,89E+02 -1,42E+00 6,46E01 1,23E04 4,74E03 1,25E03 9,42E02
Cox8a 3,54E+03 3,75E01  3,90E01 1,57E02 4,76E03 6,14E02 9,43E02

Slc6al4 4,45E+02 -2,23E+00  5,23E01 2,46E15 4,76E03 3,39E13 9,43E02
Dusp13 3,89E+02 -5,71E+00 7,19E01 1,95E27 4,77E03 3,99E24 9,44E02

Cfap100 1,95E+01 -1,68E+00 9,59E01 6,34E03 4,79E03 3,04E02 9,47E02
Ubaldl 1,49E+03 -5,85E01  4,07E01 6,27E04 4,85E03 4,81E03 9,56E02

Gm16576 4,11E+01 -2,70E+00 7,00EO01 1,38E08 4,90E03 4,34E07 9,63E02
4930481B07Rik 8,59E+00 -1,09E+00 8,47EO01 2,51E02 5,07E03 8,71E02 9,82E02

Upk3b 4,86E+01 -7,04E+00 1,09E+00 6,06E08 5,11E03 1,61E06 9,87E02

Maplic3a 3,41E+03 -1,37E+00 6,25E01 1,61E04 514E03 1,55E03 9,91E02

Anlage 1: Kriterien zur Belastungsbewertung mit jeweiliger Punktevergabe jeder auftretenden Belastung flr
das AkEBAMausmodell.Angegeben sind die einzelnen Bewertungskriterien (Kérpergewicht, Allgemeinzustand,
Spontanverhalten, Klinischer Befund und tiermodellabhangige Bewertung) mit der jeweiligen Punktevergabe bei
eintreten, nach der jeder Maus an Tag Null, Vier, Acht und Améirend des AlEEBAMausmodells beurteilt

wurde. Ab einer totalen Belastung von tiber 20 Punkten wurde der Versuch an der jeweiligen Maus abgebrochen.

Beobachtung Punktewertung
| Kérpergewicht
- unbeeinflusst oder Anstieg 0
- Gewichtsreduktion <5%n Vergleich zu Tag 0 des Experiments 1
- Gewichtsreduktion 8.0% im Vergleich zu Tag 0 des Experiments 5
- Gewichtsreduktion 1220%im Vergleich zu Tag 0 des Experiments 10
- Gewichtsreduktion >20% im Vergleich zu Tag CEdg®riments 20
Il Allgemeinzustand
- Fell glatt, glanzend; Kdrperdffnungen sauber; Augen klar, glanzend 0
- Fell stumpf, ungeordnet, ungepflegte Kérperéffnungen, Augen trib; erhdhter 1
Muskeltonus (Piloerektion)
- Schmutziges Fell, verklebte oder feuchte Korperéffnungen, unnormale Haltung,
. ; 5
Augen triib, erhéhter Muskeltonus
- Schmutziges Fellerklebte oder feuchte Kérperdffnungen, unnormale Haltung,
. 10
Augen triib; hoher Muskeltonus
- Verkrampfungen, Lahmungen (Rumpfmuskulatur, Extremitaten); Atemgerauschd 20
Tier fuhlt sich kalt an
[Il Spontanverhalten
- normales VerhalteigSchlafen, Reaktion auf Anblasen und Bertihrung, Neugier, 0

Sozialkontakte)

- geringe Abweichungen vom Normalverhalten (leicht reduzierter Schwanztonus) 1
- ungewdhnliches Verhalten, eingeschrénkte Motorik oder Hyperkinetik (Schwanztg

fehlend) S
- Selbstisolation, Lethargie; ausgepragte Hyperkinetik bzw. Verhaltensstereotypie 10
Koordinationsstérungen Hyperkinetik (auffalliges Kratzverhalten tbenSL@amin)
- wiederholte Schmerzlaute beim Ergreifen; Selbstamputation (Autoaggression, 20

Autotomie)
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IV Klinischer BefungMessungen von Temperatur und Atmung nur wenn
Auffalligkeiten unter Il und Il beobachtet werden)
- Temperatur, Atmung und Puls normal, Extremitaten warm, Schleimhaute gut

durchblutet 0
- geringe Abweichungen von der Normalsituation 1
- Temperaturabweichung 42°C, Atmung und Puls + 30% 10
- Temperaturabweichung >2°C, Atmung/Puls50% 20
V Tiermodellabhéangige Bewertun(EBA und BP Modell)
- Keine sichtbaren Lasionen 0
- Betroffene Korperflache unter 5 % 1
- Betroffene Kérperflache zwischenrl® % 5
- Betroffene Korperflache zwischen-25 % 10
- Betroffene Korperflache Giber 25 % 20
Bewertung, MaRnahmen Punktsumme
Belastungsgrad 0 = keine Belastung 0
Belastungsgrad 1 = geringe Belastuwsuygfaltig weiter beobachten 1-9
Belastungsgrad 2 = mittelgradige Belastung; ggf. tierarztliche Versorgung einleite 10-19

(Analgesie)
Belastungsgrad 3 = hochgradige Belastung; sofort Versuch am betroffenen Tier

abbrechen und Tier einschlafern

20 ode hoher

angelehnt an Kriterien der Stabsstelle Arbeitssicherheit - Tied Umweltschutz der
JuliusMaximilians Universitat Wirzburg und Morton and Griffiths (Vet Rec. 1985 Apr
116(16): 4316)

Uberwachungshaufigkeit inBeobachtungszeitraum:

Modell

Haufigkeit pro
Woche

Antikdrpertransferinduzierte EBA

2X

{2Yya0A3Sa8 Y XXXXXXXXXXXXXXXXXXX

Definitive Abbruchkriterien:

O Abnahme des Korpergewichtes um > 20% gegenBhbegangsgewicht, tber mehr als ;

Tage andauerrd

O Tier fuhlt sich kalt an; Beine und Bauchhaut blautlahkel als Zeichen eines gestorter

Kreislaufes

O Tier zittert standig, hat Krampfe, kann sich nicht koordiniert bewegen

O schwere Automutilation (Hautwunden, abgebissene Zehen etc.)
O flache, angestrengte Atmung
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Anlage 2: Kriterien zur Belastungsbewertung mit jeweiliger Punktevergabe jeder auftretenden Belastung fur
das AgEBAMausmodell.Angegeben sind die einzelnen Bewertungskriterien (Korpergewicht, Allgemeinzustand,
Spontanverhalten, Klinischer BefuriBlelastung durch Fuf3sohleninjektiond tiermodellabhé&ngige Bewertung)

mit der jeweiligen Punktevergabe bei eintreten, nach der jeder Mauden ersten drei tagen und anschlie3end
einmal die Wochevahrend des &EBAMausmodells beurteilt wurde. Ab einer totalen Belastung von tber 20
Punkten wurde der Versuch an der jeweiligen Maus abgebrochen.

Beobachtung Punktewertung
| Kérpergewicht

- unbeeinflusst oder Anstieg 0

- Gewichtsreduktion <5%n Vergleich zu Tag O des Experiments 1

- Gewichtsreduktion 8.0% im Vergleich zu Tag 0 degeriments 5

- Gewichtsreduktion 120%im Vergleich zu Tag 0 des Experiments 10

- Gewichtsreduktion >20% im Vergleich zu Tag O des Experiments 20

Il Allgemeinzustand
- Fell glatt, glanzend; Kdrperdffnungen sauber; Augen klar, glanzend 0
- Fell stumpf, ungeordnet, ungepflegte Korperoéffnungen, Augen trib; erhdhter

Muskeltonus (Piloerektion) !
- Schmutziges Fell, verklebte oder feuchte Korperoéffnungen, unnormale Haltung,
. . 5
Augen triib, erhéhter Muskeltonus
- Schmutziges Feilerklebte oder feuchte Kdrperéffnungen, unnormale Haltung,
; 10
Augen triib; hoher Muskeltonus
- Verkrampfungen, Lahmungen (Rumpfmuskulatur, Extremitaten); Atemgerauschg 20
Tier fuhlt sich kalt an
Il Spontanverhalten
- normales VerhalteifSchlafen, Reaktion auf Anblasen und Beriihrung, Neugier, 0

Sozialkontakte)

- geringe Abweichungen vom Normalverhalten (leicht reduzierter Schwanztonus) 1
- ungewdhnliches Verhalten, eingeschréankte Motorik oder Hyperkinetik (Schwanztd

fehlend) S
- Selbstisolation, Lethargie; ausgepragte Hyperkinetik bzw. Verhaltensstereotypie 10
Koordinationsstérungen Hyperkinetik (auffalliges Kratzverhalten GibenSL@amin)
- wiederholte Schmerzlaute beim Ergreifen; Selbstamputation (Autoaggression, 20
Autotomie)
IV Klinischer BefungMessungen von Temperatur und Atmung nur wenn
Auffalligkeiten unter Il und Il beobachtet werden)
- Temperatur, Atmung und Puls normal, Extremitaten warm, Schleimhaute gut 0
durchblutet
- geringe Abweichungen von der Normalsituation 1
- Temperaturabweichung 12°C, Atmung und Puls + 30% 10
- Temperaturabweichung >2°C, Atmung/Puls509%4 20
V Belastung durch Fuf3sohleninjektion
- Normale Fu3sohlendicke 0
- Leichte Schwellung der Fu3sohle, keine Beeintrachtigung beim Laufen 1
- Schwellung der Fuf3sohle (mit Verkrustungen oder Rétung), leichte 5
Gangveranderungen (hochhackiges Laufen), normale Motilitat
- Schwellung der Ful3sohle (mit Verkrustungen oder Rétung), schmerzhafte
Gangveranderungen (hochhackiges Laufen, schmerzhalterngaverlangsamte 10

Bewegung)
- Schwellung der Ful3sohle mit Verkrustungen, Hypokinetik, Tier bewirkt apathiscf 20

VI Tiermodellabhangige Bewertun@&BA und BP Modell)

199



Anhang

- Keine sichtbaren Lasionen

- Betroffene Korperflache unter 5 % 1

- Betroffene Kérperflache zwischenrl® % 5

- Betroffene Kdrperflache zwischen-25 % 10

- Betroffene Korperflache Giber 25 % 20
Bewertung, MaRnahmen Punktsumme
Belastungsgrad 0 = keine Belastung 0
Belastungsgrad 1 = geringe Belastwsuygfaltig weiter beobachten 1-9

Belastungsgrad 2 = mittelgradige Belastung; ggf. tierérztliche Versorgung einleite
(Analgesie)

Belastungsgrad 3 = hochgradige Belastung; sofort Versuch am betroffenen Tier
abbrechen und Tieginschlafern

10-19

20 oder hoher

angelehnt an Kriterien der Stabsstelle Arbeitssicherheit,- Tied Umweltschutz der
JuliusMaximilians Universitat Wirzburg und Morton and Griffiths (Vet Rec. 1985 Apt
116(16): 4316)

Uberwachungshaufigkeit im Beobachtungszeitraum:

Haufigkeit pro

Modell Woche

4h, 24h, 48h, 72h
nach
Immunisierungsnduzierte EBA Immunisierung
(danach 1x
Woche)

{2Yya0A3Sa8 Y XXXXXXXXXXXXXXXXXXX

Definitive Abbruchkriterien:

O Abnahme des Korpergewichtes um > 20% gegeniber Ausgangsgewicht, iber meh
Tage andauerrid

O Tier fuhlt sich kalt an; Beine und Bauchhaut blautiohkel als Zeichen eines gestorter
Kreislaufes

O Tier zittert stindig, hat Krampfe, kann sich nicht koordiniert bewegen
O schwere Automutilation (Hautwunden, abgebissene Zehen etc.)
0O flache, angestrengte Atmung
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