Aus dem Institut fir Anatomie
der Universitat zu Libeck

Direktor: Prof. Dr. med. Jurgen Westermann

Im aktiven Mausmodell der Epidermolysis bullosa
acquisita sind lymphonodale IFN-y-Genexpression und
der MHC-Haplotyp H2s assoziiert mit der Ausbildung

pathogener, komplementfixierender Autoantikorper

Inauguraldissertation
zur
Erlangung der Doktorwurde

der Universitat zu Libeck

— Aus der Sektion Medizin —

vorgelegt von
Matthias Christoph Hammers

aus Flensburg

Libeck 2011



1. Berichterstatter: Prof. Dr. med. Jirgen Westermann

2. Berichterstatter: Prof. Dr. med. Wolfgang Jelkmann

Tag der mundlichen Prufung: 01.09.2011

Zum Druck genehmigt. Lubeck, den 01.09.2011



Alles Wissen und alle Vermehrung des Wissens endet
nicht mit einem Schlusspunkt, sondern mit Fragezeichen.
Ein Plus an Wissen bedeutet ein Plus an Fragestellungen,

und jede von ihnen wird immer wieder von neuen Frage-

stellungen abgelést.

Hermann Hesse (1877-1962)



Inhaltsverzeichnis

Seite

1 Einleitung 1

Fragestellungen 10
2 Material und Methoden 12
2.1 Versuchstiere 12
2.2 Immunisierung 12
2.3 Evaluation der Erkrankung 13
2.4 Organentnahme und Serumzentrifugation 14
2.5 Anfarbungen von Gefrierschnitten der Haut und

des Lymphknotens 15
2.5.1 Anfertigung von Gefrierschnitten 15
2.5.2 Verwendete Lésungen 15
2.5.3 Hé&matoxylin-Eosin-Farbung 16
2.5.4 Fluoreszenzférbung von Gr-1 (Ly-6G und Ly-6C) 17
2.5.5 Fluoreszenzfarbungen von IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG2c, C3 17
2.5.6 Fluoreszenzdoppelfédrbung von CD138 und mCOL7C 17
2.5.7 Immunhistochemische Doppelfédrbung von CD138

und mCOL7C 18
2.5.8 Immunhistochemische Anférbung von Ki-67 und B220 18
2.5.9 Immunhistochemische Anfarbung von TCRp-Ketten 19
2.6 Auswertung der histologischen Praparate 19
2.7 Myeloperoxidase-Assay 20
2.8 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) 20
2.9 RNA-Extraktion und cDNA-Synthese 22
2.10 Quantitative real-time PCR 23
2.1 Statistik 27

Ergebnisse 28
3.1 Kinetik von Klinik, dermoepidermaler Komplementfixation,

kutaner Granulozyteninfiltration und Myeloperoxidase-Aktivitat 28
3.2 Kinetik mCOL7C-spezifischer Antikdrper in Serum und Haut 30
3.3 Kinetik proliferierender T-Zellen und mCOL7C-spezifischer

Plasmazellen des drainierenden Lymphknotens 32



Inhaltsverzeichnis

3.4

3.5

3.6

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

Untersuchung des Th1-/Th2-Mikromilieus im
drainierenden Lymphknoten

Untersuchung des Zusammenhanges H2s-Haplotyp —
Th1-Polarisation — 1IgG2-Synthese — Erkrankung
Untersuchung der Expression von Fcy-Rezeptoren in

peripheren Leukozyten

Diskussion

Die Krankheitsprogression korreliert mit der Kinetik von
dermoepidermaler C3-Fixation, Granulozyteninfitration

und MPO-Aktivitat

Die beobachtbaren Kinetiken der Autoantikdrper
unterscheiden sich in Haut und Serum

Die zellularen Reaktionen des drainierenden Lymphknotens
differieren in EBA-empfanglichen wie -resistenten Mausen
EBA-Empfanglichkeit geht einher mit
IFN-y-Zytokingenexpression

Der MHC-Haplotyp H2s ist assoziiert mit EBA-Empfanglichkeit,
dermoepidermaler Ablagerung komplementfixierender
IgG2-Autoantikorper, T-Zellproliferation und
IFN-y-Zytokingenexpression

Der hochaffine Fcy-Rezeptor ist nur in Leukozyten

EBA-empfanglicher SJL/J-Tiere stark exprimiert

Zusammenfassung

Literaturverzeichnis

Anhang

Danksagungen

Lebenslauf

34

36

38

39

39

41

42

44

46

48

50

51

63

67

68



Abkurzungsverzeichnis

APC - Antigen Presenting Cell, antigenprasentierende Zelle
C3 - Komplementfaktor C3

cDNA - Complementary DNA, komplementare Desoxyribonukleinsdure
CSR - Class Switch Recombination, Klassenwechsel

Ct - Cycle threshold

DAB - Diaminobenzidin

DEJ - Dermoepidermale Junktion

DIF - Direkte Immunfluoreszenz

dsDNA - Doppelstrangige DNA

EBA - Epidermolysis bullosa acquisita

ELISA - Enzyme-linked Immunosorbent Assay

FcyR - Fc-Rezeptor, der den Fc-Teil eines IgG-Antikérpers bindet
FITC - Fluoresceinisothiocyanat

HKG - Housekeeping Gene

HLA - Human Leukocyte Antigen, syn. MHC

IFN-y - Interferon-y

IIF - Indirekte Immunfluoreszenz

IL-4 - Interleukin-4

MAC - Membrane Attack Complex

mCOL7C - Immunodominantes Fragment der NC1-Domane murinen Kollagen VII
MFI - Mean Fluorescence Intensity

MHC - Major Histocompatibility Complex, syn. HLA

MPO - Myeloperoxidase

NC1 - Nichtkollagene Domane 1

PBS - Phosphate Buffered Saline

PCR - Polymerase Chain Reaction, Polymerasekettenreaktion
p.i. - post injectionem, nach Injektion/Immunisierung

RNA - Ribonukleinsaure

ROI - Region Of Interest

SLE - Systemischer Lupus erythematosus

SSS - Salt-Split Skin

TCR - T-Cell Receptor, T-Zellrezeptor

TBS - TRIS-Buffered Saline

Tfh - Follikulare T-Helferzelle

Th1 - T-Helferzelle des Typs 1

Th2 - T-Helferzelle des Typs 2

Th17 - T-Helferzelle des Typs 17

Treg - Regulatorische T-Zelle

TRIS - Tris(hydroxymethyl)aminomethan



Einleitung

1 Einleitung

Autoimmunerkrankungen stellen, mit Ausnahme der rheumatoiden Arthritis und der
autoimmunen Thyreoiditis, im allgemeinen seltene Erkrankungen dar, die kumulativ
jedoch funf bis zehn Prozent der Bevolkerung westlicher Industrielander betreffen
(1, 2). Obwohl faszinierend, sind die einzelnen Erkrankungsentitaten selten im
Detail untersucht und verstanden. Konsens besteht darin, dass die Anwesenheit
von selbstreaktiven Lymphozyten und Antikorpern Vorbedingung fur die
Ausbildung von Autoimmunitat — im Rahmen eines klinischen, meist chronischen
Syndroms — ist. Im Vergleich zu B-Lymphozyten werden T-Lymphozyten als
besonders pradestiniert fur die Entstehung autoimmuner Erkrankungen
angesehen, da sie sowohl die zellulare wie humorale Immunabwehr aktiv
beeinflussen konnen: Im Normalfall werden im Thymus von antigen-
prasentierenden Zellen (Antigen Presenting Cells, APCs) zahlreiche kdrpereigene
Antigene (,Selbst-Antigene®) prasentiert und T-Zell-Klone mit zu hoher Affinitat zum
korpereignen ,Selbst® deletiert (Prozess der negativen Selektion). Ein ahnlicher
Prozess zur Toleranzentwicklung findet auch wahrend der B-Zell-Reifung im
Knochenmark statt. Diese Mechanismen der zentralen Toleranz sind jedoch
regelhaft inkomplett und werden durch solche der peripheren Toleranz erganzt:
Autoreaktive T-Zellen konnen so durch Prozesse der Anergie (Ausbleiben der
Aktivierung nach peripherer  Antigenprasentation durch fehlendes
kostimulatorisches Signal, z. B. CD40 oder CD80), klonale Deletion (CD95-
vermittelte Apoptose durch persistierende Aktivierung selbstreaktiver T-Zellen in
der Peripherie) oder Suppression durch regulatorische T-Zellen (Treg-Zellen
konnen Effektor-T-Zellen z. B. durch Sekretion der Zytokine TGF-B oder IL-10
inhibieren) inaktiviert oder entfernt werden, wahrend autoreaktive B-Zellen keine T-
Zell-Hilfe erhalten und in der Regel schnell absterben (dies gilt nicht fur B-1-Zellen,
die ohne T-Zell-Hilfe niedrig affine IgM-Autoantikorper bilden kénnen) (3, 4).
Momentan wird in vielen Arbeiten, insbesondere in solchen zum extensiv
untersuchten systemischen Lupus erythematosus (SLE), eine defekte periphere
Toleranz als ausschlaggebendend fur die Entstehung von Autoimmunitat
angesehen: So sind die Mechanismen der zentralen Toleranz bei gesunden wie
spontan an SLE erkrankten Mausen gleich gut erhalten und in der Peripherie vor

allem niedriger affine selbstreaktive B- und T-Zellen zu finden (5). Andere Studien
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konnten zeigen, dass das naive periphere Lymphozytenrepertoire von Menschen
wie Mausen mit immunodominanten Autoantigenen stimuliert werden kann und die
zentrale Toleranz dies nicht zu verhindern wusste (6, 7). Konsequenterweise
erkannte man, dass ein geringer Grad an Autoimmunitat gar physiologisch ist und
dabei hilft, die normale Funktion des Immunsystems sicherzustellen (8).
Lymphozyten unterscheiden nicht zwischen ,selbst® und ,fremd“, sondern
reagieren auf ein bestimmtes Antigen nur in einer bestimmten Umgebung, in einem
definierten Mikromilieu (mit Zytokinen und/oder kostimulatorischen Signalen
anderer Zellen) (9). Zu diesen Determinanten einer pathologischen Immunreaktion
mussen auch genetische Einflisse gerechnet werden, die bei den meisten
Autoimmunerkrankungen multigener Natur sind: So bestehen nicht nur starke
Assoziationen zu bestimmten Klasse I- und Klasse ll-HLA-Molekiilen’, sondern
auch zu Genen, die beispielsweise Zytokine, Korezeptoren,
Signalkaskadenbestandteile und apoptoseférdernde wie -hemmende Proteine
kodieren. Dabei kommt es weniger auf Mutationen in den jeweiligen Genen an,
sondern auf die individuelle Kombination der moglichen Genvarianten (Allele), die
zu einem fur Autoimmunitat empfanglicheren Phanotyp des Immunsystems fuhrt
(10-12). Der Ausléser autoimmuner Erkrankungen ist in den meisten Fallen
unbekannt. Jedoch werden, epidemiologischen Erkenntnissen zufolge,
Anderungen der Umgebungs- und Lebensbedingungen (z. B. bei Multipler
Sklerose und Typ 1 Diabetes) und Exposition mit lokalen, auf bestimmte Regionen
beschrankte Antigene (z. B. im Rahmen der endemischen Form des Pemphigus
foliaceus, gen. Fogo selvagem) als mogliche Ausléser von Autoimmunitat vermutet
(13-16). Auch konnen Infektionen durch molekulare Mimikry des infektiosen Agens
mit Epitopen korpereigener Proteine eine Autoimmunerkrankung triggern, so z. B.
im Falle des rheumatischen Fiebers (Kreuzreaktion zwischen dem M-Protein j-
hamolysierender Streptokokken der Gruppe A und humanen Glykoproteinen in
Herz, Gelenken und neuronalen Strukturen) oder des Guillain-Barré-Syndroms
(Kreuzreaktivitat von Lipopolysacchariden des Erregers Campylobacter jejuni und
menschlichen Gangliosiden) (17-19). Zuletzt sollen in dieser Einfuhrung
nichtinfektiose Ausloser Erwahnung finden: So konnen Fremdstoffe wie Penicilline

und Cephalosporine als Haptene wirken und durch Bindung an Erythrozyten

Human Leukocyte Antigen-Molekile, syn. MHC- (Major Histocompatibility Complex-)Molekile: Diese
Komplexe der Antigenprasentation werden kodiert in Klasse |- und Klasse II-Genen des Major
Histocompatibility Complex-Lokus auf Chromosom 6 des Menschen.
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Antikdrper hervorrufen, die eine hamolytische Anamie bewirken. Das
Antiarrhythmikum Procainamid kann in ahnlicher Art und Weise antinukleare
Antikorper und ein lupusahnliches Krankheitsbild hervorrufen (20).

Traditionell wird zwischen systemischen (z. B. SLE) und organspezifischen
Autoimmunerkrankungen (z. B. Diabetes mellitus, Typ 1) unterschieden. Diese
Einteilung erlaubt zwar keine Ruckschlisse auf die mdglichen, bereits umrissenen
kausalen Mechanismen, sie hat sich jedoch als klinisch sinnvoll erwiesen, zumal
die genaue Atiopathogenese der allermeisten Entitaten oft noch nicht bekannt ist
(21). Dies qilt auch fur die bullbsen Autoimmundermatosen, die klassischerweise
zu den organspezifischen Erkrankungen gerechnet werden. Bekannt ist, dass sich
hier die pathologische Immunreaktion gegen Adhasionsproteine der Haut und
Schleimhaute richtet (3, 22-36). Nach dem Ort dieser antikorpervermittelten
Reaktion kann man Krankheiten der Pemphigusgruppe mit intraepidermalem
Adhésionsverlust (Akantholyse) von solchen mit subepidermalem Adhésionsverlust
(Pemphigoide, Dermatitis herpetiformis, Epidermolysis bullosa acquisita)
differenzieren (Tab. 1). Die schematische Darstellung der desmosomalen Zell-Zell-
Kontakte von Keratinozyten (intraepidermal) und der hemidesmosomalen Kontakte
zwischen basalen Keratinozyten und der Basalmembran (subepidermal)
veranschaulicht den Ort des Adhasionsverlustes nach Autoantikérperbildung und

-bindung an die jeweiligen Antigene (Abb. 1).
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Entitat

Zielautoantigen(e)

DIF*-Befund

IIF-Befund (Substrat)

Intraepidermaler Adhdsionsverlust ( Pemphigusgruppe)

Pemphigus vulgaris

Pemphigus foliaceus

Paraneoplastischer

Pemphigus

IgA-Pemphigus

Dsg® 1, Dsg 3
Dsg 1

Dsg 1, Dsg 3,
Plakine

Dsc" 1, Dsg 3

Subepidermaler Adhasionsverlust

Pemphigoidgruppe
Bulléses Pemphigoid

Pemphigoid
gestationis
Schleimhaut-
pemphigoid

Lineare IgA-Dermatose

Dermatitis herpetiformis

Duhring

Epidermolysis bullosa
acquisita (EBA)

BP180, BP230
BP180, BP230
BP180, Laminin 5,

agPs-Integrin
LAD-1*

Transglutaminase

Kollagen VI

IgG und C3
interzellular
IgG und C3
interzellular
IgG und C3
interzellular und
dermoepidermal
IgA und C3

interzellular

IgG und C3 linear
dermoepidermal
C3 linear
dermoepidermal
IgG/IgA/C3 linear
dermoepidermal
IgA und C3 linear

dermoepidermal

IgA granular an den

dermalen Papillae

IgG und C3 linear

dermoepidermal

IgG interzellular
(Affenésophagus)
IgG interzellular
(Affendsophagus)
IgG interzellular
(Rattenblase)

IgA interzellular

(Affenésophagus)

IgG epidermal (SSS™)

Komplementfixierende
IgG epidermal (SSS)
IgG/IgA epidermal/
dermal (SSS)

IgA epidermal/dermal
(SSS)

IgA gegen Endomysium
(Affenésophagus)

IgG dermal (SSS)

Tabelle 1 — Zielantigene und ausgewahlte diagnostische Kriterien bulléser Autoimmundermatosen. Legende:

*Direkte Immunfluoreszenz (IF); *Indirekte IF; §Desmoglein; Desmocollin; TNaCI-separierte humane Haut (Salt

Split Skin, SSS); *Linear IgA bullous dermatosis-Antigen 1; verandert nach (37)
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Abbildung 1 — Schematische Darstellung der intraepithelialen, desmosomalen (a) und der dermoepidermalen,
hemidesmosomalen (b) Antigene ausgewahlter bulldser Autoimmundermatosen. Die desmosomalen
Transmembranproteine Desmoglein (Dsg) und Desmocollin (Dsc) gehdren zur GrofRfamilie der Cadherine
(Ca2+-dependent adhesion molecules) und binden an Cadherine der Nachbarzelle. Die Transmembranproteine
des Hemidesmosoms sind das o6p4-Intergin und das Kollagen XVII (BP180). Besonders viele
Adhésionskontakte finden sich in mechanisch belasteten Geweben (z. B. mehrschichtigen Plattenepithelien).
Die Lamina densa (LD) der Basalmembranzone (BMZ) ist ein rAumliches Netz aus Kollagen IV-Molekilen und
den hier nicht dargestellten Proteinen und Proteoglykanen Nidogen und Perlecan. Die LD gewinnt durch
Ankerfibrillen aus Kollagen VIl Anschluss an Kollagen llI-Fibrillen aus dem Stratum papillare des Coriums (38).
Legende: Pg: Plakoglobin; Pkp: Plakophilin; Dp: Desmoplakin; ZKF: Zytokeratinflament; EZR:
Extrazellularraum; IZR: Intrazellularraum; BK: Basaler Keratinozyt; LL: Lamina lucida der BMZ; SLD:
Sublamina densa der BMZ; modifiziert nach (39-41)

Neben der Klinik ist fir die Diagnosestellung bulléser Autoimmundermatosen eine
Hautbiopsie und Blutentnahme erforderlich: Fur die histologische Routinefarbung
mit Hamatoxylin und Eosin verwendet man idealerweise das Gewebe einer in toto
exzidierten Blase, welche zwar Aussagen Uber eine intra- oder subepidermale
Spaltbildung zulasst, jedoch keine Uber eine autoimmune Natur der Erkrankung.
Um gebundene und zirkulierende AutoantikOrper nachzuweisen, bedient man sich
daher der Techniken der direkten und indirekten Immunfluoreszenz (DIF, IIF): Fur

die DIF verwendet man eine perilasionale Hautbiopsie, farbt mit
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fluorochromkonjugierten Antikdrpern die abgelagerten Antikérper an und kann, je
nach Reaktionsmuster, eine spezifische Aussage zu der Erkrankung treffen (vgl.
Tab. 1). Mit der Methode der IIF konnen Serumantikorper des jeweiligen Patienten
nachgewiesen und die bulldsen Autoimmundermatosen mit subepidermaler
Spaltbildung besser differenziert werden: Hierzu gibt man das Patientenserum zu
(zuvor in NaCl-Lésung separierter) humaner Spalthaut gesunder Patienten und
kann durch den festgestellten Ort der Antikdrperbindung zusatzliche Informationen
zur differentialdiagnostischen Abwagung gewinnen (sog. Salt Split Skin-Methode,
vgl. Tab. 1). Die molekulare Spezifitdt der zirkulierenden Antikérper kann
abschlie3end durch ELISA oder Immunoblotting geklart werden (37, 42).

Die Mechanismen der durch Autoantikdrperbindung an die Antigene der Haut
hervorgerufenen Immunpathologien sind Gegenstand intensiver Diskussion:
Antikorper werden als Produkt einer adaptiven Immunantwort von Plasmablasten
und langlebigen Plasmazellen sezerniert und dben im Rahmen der
physiologischen Immunabwehr verschiedene, von der Struktur des Antikdrpers
abhangige Funktionen aus. Die variablen Bereiche des F(ab’),-Teils von
Antikdrpern kdnnen das Pathogen neutralisieren und agglutinieren, wahrend Uber
den konstanten Fc-Teil des Antikorpers Effektorfunktionen wie Opsonisation,
Komplementaktivierung und Bindung an leukozytare Fc-Rezeptoren vermittelt
werden (vgl. Abb. 2). In einer autoimmunen Situation konnen gebundene

Antikdrper Uber die variablen Bereiche direkte Mechanismen wie sterische

Abbildung 2 — Prototyp eines IgG-Antikdrpers: Zwei
identische schwere Ketten (heavy chain, H) sind
Uber Disulfidbriicken miteinander und mit zwei
identischen leichten Ketten (light chain, L) F(ab),
verbunden. Jede Kette besteht aus variablen (V)
und konstanten (C) Regionen. Die V-Region erkennt
das Antigen (Vermittlung von Spezifitat), die C-
Region der H-Kette bestimmt die Effektorfunktion.
Die Sequenz der konstanten Regionen von H Fc
bestimmt die Klasse (IgM, IgD, IgG, IgA, IgE). Eine

Gelenkregion (hinge region, HR) weisen nur IgG,

IgD und IgA auf, IgE und IgM besitzen stattdessen
eine weitere konstante Domane Cy. Durch Verdau mit Pepsin erhalt man das F(ab’),-Fragment und Fragmente
des Fc-Teils. Papainverdau liefert zwei Fab-Fragmente und das Fc-Fragment. Reduktion mit Mercaptoethanol
liefert zwei H- und L-Ketten. Verandert nach (43)
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Behinderung, Initiation einer Signaltransduktion und Katalyse einer Oxidation von
Wasser zu reaktiven Sauerstoffspezies ausliben (teilweise nachgewiesene
Prozesse bei Pemphigus und Schleimhautpemphigoid), wahrend sich die
Funktionen des konstanten Fc-Teils mit Komplementaktivierung und Bindung an
Fc-Rezeptoren von Leukozyten nicht von denen in einer physiologischen
Immunantwort unterscheiden (nachgewiesen bei linearer IgA-Dermatose und
Epidermolysis bullosa acquisita, EBA) (44-57).

Die EBA stellt im Formenkreis der bulldsen Autoimmundermatosen eine chronisch
verlaufende Erkrankung mit subepidermaler Blasenbildung, zirkulierenden und
dermoepidermal gebundenen Autoantikorpern gegen einen Bestandteil der
Basallamina dar und gehort mit einer Inzidenz von ca. 0,5/Mio. Einwohner zu den
seltenen blasenbildenden Erkrankungen. Die ersten Falle wurden bereits 1895 und
1904 von Elliot und Kablitz beschrieben. Klinisch heterogen, kdnnen die Patienten
nichtentzindliche oder entzindliche Phanotypen sowie Mischformen dieser
Prasentationen aufweisen: Wahrend die nichtentzindliche Form mit mechanisch
induzierter Bildung straffer Blasen an den Streckseiten der Extremitaten und
Narben- und Milienbildung einhergeht, zeigt die entzindliche Variante
Ahnlichkeiten zum bullésen Pemphigoid, der linearen IgA-Dermatose und dem
Schleimhautpemphigoid. EBA betrifft typischerweise den Erwachsenen, jedoch gibt
es vereinzelte Berichte uber jugendliche Patienten (58-66). Eine
immunogenetische Assoziation zum HLA-DR2-Haplotyp, der sich auch in SLE-
Patienten findet, wurde in 29 Patienten beschrieben (67). In der DIF finden sich
dermoepidermal Ablagerungen von IgG-Antikérpern und Komplementfaktor C3,
wahrend die IIF eine dermale Bindung der zirkulierenden Antikorper an humane
Spalthaut zeigt (vgl. Tab. 1). Ultrastrukturell zeigt sich eine Bindung der
Autoantikdrper im Bereich der Sublamina densa der Basallamina, im Immunoblot
mit Extrakten humaner Dermis erkennen EBA-Seren das 290 kDa schwere
Kollagen VII und prazipitieren dieses Protein aus humanen Keratinozyten- und
Fibroblastenextrakten (36, 68, 69). Ausgehend von der Lamina densa bildet
Kollagen VII im Bereich der Sublamina densa schleifenférmige Ankerfibrillen aus,
die den Fasern des Kollagen Il aus dem Stratum papillare als Haltestrukturen
dienen und den Zusammenhalt von Epidermis und Dermis sicherstellen (vgl. Abb.

1 und 3). Genmutationen im Kollagen Vll-kodierenden COL7A1-Gen fuhren beim
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Abbildung 3 — Kollagen VIl setzt sich aus drei identischen
a-Ketten zusammen, die sich zu einer Triplehelix II
NC1

zusammenlagern: Jede a-Kette besteht aus einer zentralen

(-»

Kollagendoméane (C), die von einer 145 kDa schweren e’ =

P =

. . . . . - =
aminoterminalen nichtkollagenen Doméane (NC1) und einer (:: = _H‘_
30 kDa schweren carboxyterminalen Domane (NC2) flankiert = -t =
= =
wird. Zwei Monomere formen unter proteolytischer ;‘.b =
"a—
Abspaltung eines C-terminalen Propeptids durch Bone =
Morphogenetic Protein 1 (hier nicht gezeigt) und nc2 W E

anschlieBender Ausbildung von Disulfidbriicken ein

antiparalleles Dimer. Verandert nach (70)

Menschen zu dem EBA-ahnlichen Krankheitsbild der Epidermolysis bullosa
dystrophica, was die besondere biologische Relevanz dieses Stukturproteins
veranschaulicht (70, 71). Autoantikorper der meisten EBA-Patientenseren
erkennen Epitope der NC1-Domane, selten werden jedoch auch solche der
zentralen Kollagen- und NC2-Domane erkannt (72-74). Als Bestatigung der
Pathogenitat dieser Antikérper (und der autoimmunen Natur der EBA) qilt, in
Anlehnung an die durch Witebsky et al. modifizierten Postulate Robert Kochs', die
erfolgreiche Reproduktion des Krankheitsbildes der EBA durch passiven Transfer
polyklonarer Antikdrper der Klasse IgG vom Menschen in die Maus. Auch zeigte
sich, dass der passive Transfer von F(ab’),-Fragmenten dieser IgG-Autoantikérper
nicht zu subepidermaler Blasenbildung fuhrt (75, 76). Bestatigung und Erweiterung
erfuhren diese Befunde mit dem ex-vivo-Kryosektionsmodell: Hier inkubierte man
Hautproben gesunder Probanden mit den Autoantikdrpern von EBA-Patienten und
setzte in einem zweiten Schritt eine Leukozytensuspension ebenfalls gesunder
Probanden hinzu: Die nun beobachtete und gut reproduzierbare dermoepidermale
Spaltbildung zeigte eine Leukozytenrekrutierung und -aktivierung an, nachweislich
vermittelt durch die Fc-Anteile der gebundenen Autoantikérper. Die histologische
Untersuchung ergab zudem, dass Granulozyten, nicht jedoch Monozyten, die
beobachtete immunpathologische Reaktion hervorrufen (56).

Das ex-vivo-Kryosektionsmodell wie der passive Transfer von Autoantikorpern
haben das Verstandnis der dem Krankheitsbild der EBA zugrunde liegenden
Effektormechanismen deutlich erweitert. Beide Modelle erméglichen jedoch keine

nahere Untersuchung der vorgeschalteten Autoimmunreaktionen. Sitaru et al.

T Kriterien, die eine Erkrankung nach Witebsky et al. als autoimmun definieren: 1. Klinische Hinweise und
Zufallsbefunde (z. B. die Anwesenheit von Autoantikorperablagerungen im Gewebe); 2. Reproduktion der
Erkrankung in Versuchstieren durch passiven Transfer autoreaktiver Antikdrper und/oder T-Zellen; 3. Induktion
der Erkrankung durch Immunisierung von Versuchstieren mit dem Autoantigen; verandert nach (75)
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gelang es 2006 erstmalig, durch Immunisierung von SJL/J-Mausen mit einem

rekombinant gewonnenen Fragment der murinen NC1-Domane des Kollagen VI

(mCOL7C, Aminosauren 757-967) eine Autoantikorperbildung zu bewirken, die in

einem EBA-typischen, subepidermal blasenbildenden Phanotyp resultierte (53). Mit

diesem so genannten aktiven Mausmodell der EBA eroffnete sich die Mdglichkeit,

wichtige und noch nicht beschriebene Prozesse wie die Initierung der

Autoantikorperbildung in einem in-vivo-Ansatz naher untersuchen zu konnen. Drei

mit diesem Modell gewonnene Ergebnisse verdienen fur diese Dissertationsschrift

besondere Beachtung:

1.

Nach mehrmaliger Immunisierung resistente bis geringgradig empfangliche
Mause der Stamme SKH-1 und BALB/c zeigten an der dermoepidermalen
Junktion (DEJ) vor allem Antikorper der Subklasse IgG1 ohne
komplementfixierende Eigenschaften, wahrend allein empfangliche SJL/J-
Mause hier regelhaft Bindung komplementaktivierender Antikdrper der
Subklassen 1gG2a und 1gG2b aufwiesen (53). Dieses Verteilungsmuster

findet sich in vergleichbarer Form in Patienten mit EBA (54, 77).

Dermoepidermale Bindung komplementfixierender Autoantikérper der
Klasse 1gG2 und Ausbildung eines klinischen Phanotyps in SJL/J-Tieren
scheinen mit dem MHC-Haplotyp H2s korreliert zu sein, wahrend Mause
anderer Stamme mit einem von H2s abweichenden Haplotyp des MHC
keine oder nur geringe Bindung komplementfixierender Antikdrper zeigten
(78).

Als Effektorzellen kommen T-Lymphozyten zwar nicht in Frage (dies sind,
wie bereits ausgeflhrt, Granulozyten), fir die Ausbildung autoreaktiver
Antikdrper sind sie jedoch unerldsslich: Athymische SJL/J™M™-Mause
besitzen keine T-Zellen und zeigten, im Gegensatz zu SJL/J"".
Wildtyptieren, nach Immunisierung mit mCOL7C keine dermoepidermalen
IgG- und C3-Ablagerungen oder Krankheitszeichen. Durch adoptiven
Transfer von T-Lymphozyten immunisierter SJL/J*™- in SJL/J™™-Mause
und anschlieBende in-vivo-Restimulation dieser Tiere mit mCOL7C konnte

mit dermoepidermalen IgG- und C3-Ablagerungen und dem Erkranken der
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athymischen Mause der Beweis erbracht werden, dass autoreaktive T-

Zellen in der Atiopathogenese der murinen EBA involviert sind (79).

Diese Befunde lassen zum einen eine Beteiligung von CD4" T-Helferzellen der
Typen 1 und 2 (Th1- und Th2-Lymphozyten) vermuten, da bekannt ist, dass der
plasmozytare Klassenwechsel zu den murinen Antikérpersubklassen 1gG2 und
IgG1 durch die Zytokine Interferon-y (IFN-y) und Interleukin-4 (IL-4) reguliert wird
(80-82). So konnte die Entwicklung des EBA-Phanotyps, unter vorwiegender
Beteiligung komplementfixierender (pathogener) IgG2-Autoantikérper, durch IFN-y-
sezernierende Th1-Lymphozyten vermittelt werden, wahrend Th2-Lymphozyten mit
IL-4-Sekretion und nachfolgendem Klassenwechsel Zu nicht
komplementfixierenden (nicht pathogenen) Autoantikdrpern der Klasse IgG1 eine
Erkrankung verhindern (83-85).

Zum anderen konnte die Ausbildung einer Th1- oder Th2-typischen Antwort
wiederum von dem murinen MHC-Haplotyp abhangen: Dieser definiert sich Uber
die Kombination der verschiedenen Allele der im Major Histocompatibility Complex-
Lokus gelegenen Gene' (86, 87). So ist denkbar, dass die hier kodierte, APC-
vermittelte Prasentation des prozessierten mCOL7C in Mausen unterschiedlicher
Haplotypen differiert und sich dies, wie in Autoimmunitatsmodellen zum humanen
Kollagen IV gezeigt, in dichotomer Weise auf Zytokinmilieu und Immunantwort
auswirkt (88-91).

Diese hypothetischen Uberlegungen fiihrten zu folgenden Fragestellungen, die mit

der vorliegenden Dissertationsschrift erstmalig erarbeitet wurden:

1. Kann die Ausbildung eines klinischen Phanotyps im aktiven Mausmodell auf
ein Uberwiegen komplementfixierender Autoantikdrper der Klasse 1gG2 (und
ihrer Subklassen) gegen das murine Kollagen VII in Serum und Haut
zuruckgefuhrt werden, und zeigen resistente Tiere hier vor allem nicht
komplementfixierende Antikérper der Klasse 1gG1?

Zu diesem Zwecke wurde eine detaillierte Untersuchung der Kinetiken
Zirkulierender wie antigengebundener Autoantikérper mittels ELISA und DIF

vorgenommen.

*In der Maus wird der auf Chromosom 17 gelegene Major Histocompatibility Complex-Lokus H2 genannt und
enthalt immunregulatorische Klasse I- (K, D, L, QA, Tla), Klasse II- (AB, Ae, EB, Ea) und Klasse llI-Gene (C4A,
Bf, C2, LTB, TNF, LTa). Im Haplotyp H2s von SJL/J-Tieren findet sich die allelische Variante s der einzelnen
MHC-Gene, wahrend der Haplotyp H2b (C57BI/6) hier die Variante b aufweist.
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2.

Ist die Ausbildung komplementfixierender Autoantikbrper nach subkutaner
Immunisierung mit mCOL7C korreliert mit einem Th1-Milieu des
drainierenden Lymphknotens, und koénnen nicht komplementfixierende
Autoantikdrper hier mit einer Th2-Polarisierung in Beziehung gesetzt
werden?

Es erfolgte mittels quantitativer real-time PCR eine Analyse der
Genexpression der Schliisselzytokine einer Th1- und Th2-Antwort (IFN-y

und IL-4) am Ort des Toleranzverlusts.

Korreliert der murine MHC-Haplotyp H2s mit einem Th1-Milieu im
drainierenden Lymphknoten, und fuhrt ein anderer Haplotyp zu einer davon
abweichenden, Th2-dominierten Immunantwort?

Unter Einsatz kongener Méuse wurde der Einfluss des Haplotyps H2s auf
das Zytokinmilieu und die Synthese komplementfixierender Antikbrper

untersucht.

11
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2 Material und Methoden

21 Versuchstiere

Wildtypmause der Inzuchtstamme SJL/J (H2s), BALB/c (H2d) und C57Bl/6 (H2b)
wurden direkt von Charles River (Sulzfeld) bezogen, kongene C57BI/6.s-Tiere
(C57BI/6-Tiere mit dem H2s des SJL/J-Stammes; syn. B6.SJL-H2s) von der Klinik
fur Dermatologie und Venerologie, Universitat zu Libeck, zur Verfugung gestellt.
Wasser und Standardfutter konnten die Mause ad libitum beziehen, der Hell-
Dunkel-Zyklus betrug jeweils 12 Stunden. Die Tierhaltung erfolgte wahrend der
Experimentierphase unter pathogenfreien Bedingungen in der gemeinsamen
Tierhaltung der Universitdt zu Lidbeck (vgl. die dort ausgehangten
Untersuchungsprotokolle, Dr. Noél). Vor der Immunisierung konnten sich alle Tiere
mindestens funf Tage akklimatisieren. Zum Zeitpunkt der Immunisierung waren die
Tiere 8-10 Wochen alt. Fur alle Versuche lagen Genehmigungen der zustandigen
Landesbehdérde und des Tierschutzbeauftragten der Universitat zu Lubeck vor.
Durch seinen Betreuer und in Fortbildungen wurden dem Promovenden alle

relevanten Techniken im Umgang mit Versuchstieren vermittelt (s. Anhang).

2.2 Immunisierung

Rekombinant gewonnene, GST-gekoppelte Epitope der immunodominanten NC1-
Doméne des murinen Kollagen VIIL (mCOL7C, Aminosauren 757-967,
Molekulargewicht 49,5 kDa) wurden von der Klinik fur Dermatologie und
Venerologie, Universitat zu Lubeck, in einem prokaryotischen Expressionssystem
hergestellt und nach Aufreinigung mittels Glutathion-Affinitatschromatographie in
PBS geldst zur Verfligung gestellt (92). Vor Gebrauch erfolgte mittels Criterion
TRIS-HCI-Gel (Bio-Rad Laboratories, Miinchen) eine Uberpriifung der bei -80°C
gelagerten Charge auf molekulare Integritdt und eine Nachbestimmung der
angegebenen Konzentration mittels BCA-Proteinassay (ThermoScientific, Bonn).
Unter standiger Kuhlung auf Eis wurde dann in einer Sterilwerkbank (Microflow,
Nunc, Wiesbaden) die mCOL7C-GST-Stocklésung unter Zugabe von steriler PBS-
Lésung (Sigma-Aldrich, Miinchen) und dem Adjuvans TiterMax® (Hiss, Freiburg i.
Br.) zu einer Emulsion mit der Zielkonzentration cmcoL7c=1,2 ug/ul verarbeitet,
wobei die Halfte des Gesamtvolumens des Ansatzes stets das Adjuvans stellte.
Durch intraperitoneale Gabe von 150-200 ul eines Gemisches aus Ketamin und
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Xylazin (Sigma-Aldrich) erhielten die Tiere eine Kurznarkose (von ca. 15 Minuten
Dauer) und bekamen mit einer Insulinspritze (Omnifix® 1 ml, B. Braun, Melsungen)
samt Insulinkaniile (Sterican® Gr. 18, B. Braun) jeweils 25 pl (entspr. 30 g
mCOL7C-GST) der Emulsion subkutan in beide Hinterpfoten gespritzt. Den
Kontrolltieren wurde in jede Hinterpfote 25 pl sterile PBS-Lésung (Sigma-Aldrich)
gespritzt.

2.3 Evaluation der Erkrankung

Zur Untersuchung der Kinetik der EBA wurden alle Versuchstiere wochentlich und
unmittelbar vor Organentnahme auf Anzeichen der EBA hin untersucht. Dabei
schatzte man den Befall der nachfolgend aufgeflihrten Koérperpartien mit den
Zeichen der EBA (Erythem, Blasen, Erosionen, Krusten, Alopezie) ab, versah
diese Werte nach dem Anteil an der Gesamtoberflache mit Bewertungsfaktoren
und berechnete fir jedes Tier und jeden Zeitpunkt einen kumulativen Prozentsatz
(Tab. 2).

Korperpartie BewertungsmaRgabe (maximaler Prozentanteil) Bewertungsfaktor
Ohr rechts (re.) AulRenseite (max. 50 %) + Innenseite (max. 50 %) x 0,025
Ohr links (li.) AuBenseite (max. 50 %) + Innenseite (max. 50%) x 0,025
Auge re. Alopezie auf dem das Auge umgebenden Lid (max. 100 %) x 0,005
Auge li. Alopezie auf dem das Auge umgebenden Lid (max. 100 %) x 0,005
Schnauze Re. Seite (max. 50 %) + li. Seite (max. 50 %) x 0,025
Kopf Schlafen, Stirn, Nacken (max. 100%) x 0,09
Mucosa Maul bukkal re. (max. 50 %) + bukkal li. (max. 50 %) x 0,025
Vorderbein re.  Oberschenkel (max. 50 %) + Unterschenkel (max. 30 %) x 0,05
+ Pfote (max. 20%)
Vorderbein li. Oberschenkel (max. 50 %) + Unterschenkel (max. 30 %) x 0,05
+ Pfote (max. 20%)
Hinterbein re.  Oberschenkel (max. 50 %) + Unterschenkel (max. 30 %) x 0,1
+ Pfote (max. 20%)
Hinterbein li. Oberschenkel (max. 50 %) + Unterschenkel (max. 30 %) x 0,1
+ Pfote (max. 20%)
Schwanz Max. 100 %, wobei das proximale Drittel 50 % zahlt x 0,1
Torso Bauch, Flanke re., Ricken, Flanke li. (jeweils max. 25 %) x 0,4

Tabelle 2 — Angaben zum Verfahren der Evaluation der Erkrankung. Ein Tier mit einem totalen Befall des
rechten duleren Ohres (50 %) und der Halfte der Flache des linken inneren Ohres (25 %) sowie einer
grof¥flachigen Hautabldsung an der rechten hinteren Pfote (20 %) hat nach dieser Bewertung einen

kumulativen Scorewert von 50x0,025+25x0,025+20x0,1=3,875 % (Anteil am gesamten Integument).
13
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24 Organentnahme und Serumzentrifugation

Zu den in den Abbildungen des Ergebnisteils ersichtlichen Zeitpunkten wurden die
Tiere mit Kohlenstoffdioxid getotet, auf dem Rucken liegend auf einer Korkplatte
mit Nadeln an allen Extremitaten fixiert und mit spitzer Praparationsschere von der
Symphyse bis zur Fossa jugularis eroffnet, ohne dabei die Bauchfaszie zu
beschadigen. Nach rascher Praparation des Fells von Bauch und Brust und
Fixierung desselben durch weitere Nadeln erfolgte mit der gleichen Schere ein
paramedianer Schnitt durch den Brustkorb, um mit einem weiteren Schnitt das
Herz zu zerteilen. Mit einer Insulinspritze (B. Braun) wurde das so ausstromende
Vollblut (1-1,5 ml) noch innerhalb des Brustsitus aufgenommen, in ein 1,5 ml-
fassendes Reaktionsgefall (Eppendorf, Hamburg) Uberfihrt und bis zum
Abzentrifugieren auf Eis gelagert. Hiernach erfolgte die zugige Freipraparation (vgl.

Abb. 4), Entnahme, Schockgefrierung in flissigem Stickstoff und Lagerung in

Abbildung 4 — Operationsaspekt einer SJL/J-Maus vor Organentnahme (a) sowie Anatomie der murinen
Lymphknoten (b). Zur besseren Schnittfiihrung wurde das Fell vor dem Brust-Bauch-Schnitt mit 70 %-Ethanol
angefeuchtet (a). Die Lymphknoten der Maus werden in (b) schematisch dargestellt. Die in dieser Schrift
entnommenen Lymphknoten waren inguinalen (7), poplitealen (9), mesenterialen bzw. jejunalen und kolischen

(15, 16) Ursprungs. Abb. 4 b wurde entnommen aus (93).
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Kryoréhrchen (Nunc, Roskilde, Danemark) folgender Organe: Popliteale
Lymphknoten beidseits, inguinale Lymphknoten beidseits, drei bis funf
mesenteriale Lymphknoten, Milz, Pfotenhaut des Hinterbeins beidseits,
Femurknochen beidseits, beide Ohren. Alle organgeflllten Kryorohrchen wurden
bis zur endgultigen Lagerung bei -80°C in flussigem Stickstoff gelagert. Das
Vollblut wurde nach erfolgter Operation zentrifugiert (Zentrifuge 5417R, Eppendorf;
15 Minuten, 4500 rpm, 4°C) und bei -20°C bis zur Weiterverarbeitung gelagert. Bei
einigen Proben wurde der abzentrifugierte Blutkuchen nicht verworfen, sondern in

Lysispuffer (Lysis Solution RL, Analytic Jena, Jena) geldst und bei -20°C gelagert.

2.5 Anfarbungen von Gefrierschnitten der Haut und des Lymphknotens

2.5.1 Anfertigung von Gefrierschnitten

Mit einem Serienschnittmikrotom Hyrax C50 (Zeiss, Jena) wurden Kryoschnitte von
12 um Dicke erzeugt und auf Glasobjekttrager (Menzel, Braunschweig) verbracht.
Nach Lufttrocknung erfolgte die direkte Weiterverarbeitung der Praparate oder eine

Lagerung bei -20°C.

2.5.2 Verwendete L6sungen

Methanol/Aceton 1:1 Methanol (Carl Roth, Karlsruhe); Aceton (BDH
Prolabo, VWR, Darmstadt)
PBS-Stockldosung 90 g NaCl (Carl Roth); 2,704 g NaH,PO4; 28,794

g Na;HPO, (beide Merck, Darmstadt); ad 2 |
Aqua dest.; pH=7,4

PBS-Gebrauchslosung 200 ml PBS-Stocklosung, 800 ml Aqua dest.

TBS-Stocklosung 242,28 g TRIS (Serva, Heidelberg); 344,40 ¢
NaCl (Merck); ad 4 | Aqua dest.; pH=7,6

Tween 20-Stockldsung 50 ml Tween 20 (Serva); ad 1 | Aqua dest.

TBS-Tween-Gebrauchslosung 100 ml TBS-Stocklosung; 10 ml Tween 20-
Stocklosung; ad 1 | Aqua dest.; Zum Spulen
zwischen den Farbeschritten und Verdiunnen der
meisten Antikorper zu nutzen.

Formaldehydfixierlosung Herstellung einer 4 %-Losung aus 24 ml 37 %-
Formaldehydlésung (Merck) und 198 ml PBS-
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Gebrauchslésung. Vor Gebrauch frisch
anzusetzen.

Hamalaun-Gebrauchslosung 1:5-Verdunnung von Hamalaunlésung nach
Meyer (Merck), frisch mit PBS-Gebrauchslosung
(pH 7,4) anzusetzen.

APAAP-Substrat 20 mg Naphthol AS-MX Phosphat (Sigma-
Aldrich), 2 ml N,N-Dimethylformamid (Fluka,
Steinheim), 100 pyl 1 M Levamisol (0,24 ¢
Levamisol (Sigma-Aldrich) ad 1 ml Aqua dest.),
98 ml 0,1 M TRIS-Puffer (12,1 g TRIS (Serva) ad
11 Aqua dest.; pH 8,2)

FastRed-Substratlosung 2 mg FastRedTR Salt (Sigma-Aldrich) in 3 ml
APAAP-Substrat 16sen und nach 10 Minuten
unfiltriert auf die Praparate geben.

FastBlue-Substratldsung 4 mg FastBlueBB Salt (Sigma-Aldrich) in 4 ml
APAAP-Substrat 16sen und nach 10 Minuten
filtriert auf die Praparate geben.

DAB-Chromogenldésung 1 ml DAB+ Substratpuffer, 1 Tropfen DAB+
Chromogen (Set von Dako, Glostrup, Danemark)

Spez. Verdunnungslosung 10 ml PBS-Gebrauchslésung; 0,1 g BSA (Sigma-
Aldrich); 0,01 g NaNs; (Sigma-Aldrich). Zur
Verdlinnung einiger hier eingesetzter Proteine

einzusetzen.

Alle Spdulschritte und Antikérperverdinnungen erfolgten, sofern nicht anders
ausgewiesen, in TBS-Tween-Gebrauchslosung. Alle nachfolgend angegebenen
Antikérperverdinnungen wurden vor Serienfarbungen auf optimale Anfarbung hin

austitriert.

2.5.3 Héamatoxylin-Eosin-Farbung

Fixierung in Methanol/Aceton 1:1 Uber 10 Min. (nachfolgend 10’) bei -20°C,
Spulung in PBS-Gebrauchslésung (nachfolgend PBS) Uber 2x5’, dann 1°-10" mit
filtrierter Hamalaun-Gebrauchslosung eindecken. Spulen mit PBS (2x5’), Blauen
(10’ in PBS inkubieren), kurz mit Aqua dest. spulen, 1-3°’ mit 1 % Eosin (Fluka)

eindecken, kurz mit Aqua dest. spulen, nacheinander kurz spulen in Methanol
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aufsteigender Verdunnungen (70 %, 80 %, 90 %, 96 %, 100 %, 100 %), dann
Inkubation in Xylol (Merck) fir 3x2° und mit Entellan®-Harzlésung (Merck)

eindecken.

2.5.4 Fluoreszenzfirbung von Gr-1 (Ly-6G und Ly-6C)3

Fixierung in Methanol/Aceton 1:1 (10’, -20°C), 10’ spulen, dann fur 60’ mit 1:500-
verdunntem Rat anti-mouse Ly-6G and Ly-6C (#550291, BD Biosciences,
Heidelberg) bedecken. 10° Spilung, dann 30’ mit 1:200-verdiinntem Alexa Fluor®
555 goat anti-rat 1IgG (H+L) (#A-21434, invitrogen, Darmstadt) beschichten. Nach
weiterem Spilen (10°) mit 1:10* in TBS-Gebrauchsldésung verdiinntem
Kernfarbstoff Hoechst 33342 (invitrogen) uberschichten (10’). Nach dem Spulen
(10°) mit Mowiol® 4-88 (Polysciences, Eppelheim) eindecken.

2.5.5 Fluoreszenzfarbungen von IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG2¢c, C3
Fixierung in Methanol/Aceton 1:1 (10°, -20°C), spulen (2x5’), dann fir 60’ mit dem
jeweiligen fluorochromkonjugierten Antikorper bedecken (Verdlinnung s.u.). Spulen
(2x5’) und in Mowiol® 4-88 (Polysciences) eindecken.
- Alexa Fluor® 555 goat anti-mouse IgG1 (#A21127, invitrogen), 1:400
- FITC rat-anti-mouse IgG2a (#553390, BD Biosciences), 1:800
- FITC rat anti-mouse IgG2b (#553395, BD Biosciences), 1:400
- FITC goat anti-mouse 1gG2c (#A90-136F, Bethyl, Montgomery, TX, USA),
1:1000
- FITC goat anti-mouse C3 (#55500, cappel, MP Biomedicals, Solon, OH,
USA), 1:200

2.5.6 Fluoreszenzdoppelfdrbung von CD138 und mCOL7C

Fixierung in Methanol/Aceton 1:1 (10°, -20°C), spulen (2x10’), dann Inkubation Gber
60’ in mit spez. Verdunnungslosung 1:200 verdunntem, biotinylierten mCOL7C-His
(mCOL7C-His von Dr. rer. physiol. Katja Bieber, Institut fur Anatomie, Universitat
zu Libeck; Biotinylierung durch den Promovenden mit dem EZ-Link® Sulfo-NHS-
Biotin-Kit, ThermoScientific, und PD-10 Desalting Columns, GE Healthcare,
Freiburg i. Br., nach Herstellerangaben). Spulen (2x10’), 30’ Inkubation in 1:100-
verdiinntem Streptavidin Alexa Fluor® 488 conjugate (#S-11223, invitrogen),

§ Zur besseren Wiederauffindbarkeit werden die hier verwendeten Antikérper im Folgenden in ihrer originalen
Schreibweise (in englischer Sprache) und mit Artikelnummern (#) versehen wiedergegeben.
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Spulung (2x10’), dann 60’ Inkubation in 1:200-verdinntem Rat anti-mouse CD138
monoclonal antibody (#553712, BD Biosciences). Spulen (2x10’), 30’ Inkubation in
Alexa Fluor® 555 goat anti-rat IgG (H+L) (#A-21434, invitrogen) und erneutes
Spiilen (6x10’). AbschlieRendes Eindecken in Mowiol® 4-88 (Polysciences).

2.5.7 Immunhistochemische Doppelférbung von CD138 und mCOL7C

Fixierung in Methanol/Aceton 1:1 (10°, -20°C), Spulung (2x5’), dann Inkubation
uber 60’ in 1:500-verdinntem, biotinylierten mCOL7C-His (Bezug: s. 0.). Spullen
(2x5’), 30’ in 1:500-verdinnter ExtrAvidin®-Alkaline Phosphatase (Sigma-Aldrich)
inkubieren. Nach dem Spulen (2x5’) Entwicklung Uber 25 mit FastBlue-
Substratlosung. Nach Spulung (2x5’) Inkubation tUber 60’ in 1:50-verdinntem Rat
anti-mouse CD138 monoclonal antibody (#553712, BD Biosciences). Spulen
(2x5’), dann mit 1:50-verdunnter (hier wurde der zur Verdunnung eingesetzten
TBS-Gebrauchslésung 5 % Mausserum (#10410, invitrogen) zugesetzt) Rabbit
anti-rat 1IgG (H+L) Peroxidase (#312-035-003, Jackson ImmunoResearch, West
Grove, PA, USA) Uberschichten und 30’ inkubieren. Spulen (2x5’), Entwicklung mit
DAB-Chromogenldsung iiber 5, erneutes Spiilen (2x5’) und mit Aquatex® (Merck)

eindecken.

2.5.8 Immunhistochemische Anféarbung von Ki-67 und B220

Fixierung zunachst mit Chloroform (Carl Roth) Uber 10’, dann fur 10’ mit Aceton
(BDH Prolabo, VWR). Spulen (2x5’), dann 45’ in 4%-Formaldehydldésung bei 4°C
inkubieren. Spulen (2x5’), dann Uber Nacht inkubieren in mit spez.
Verdinnungslosung 1:100 verdinntem Monoclonal rat anti-mouse Ki-67 antigen-
Antikorper (Clone TEC-3, #M7249, Dako). Nach dem Spulen (2x5’) 30’ in 1:500-
verdunnten, biotinylierten Rabbit anti-rat immunoglobulins (E0468, Dako)
inkubieren (TBS-Gebrauchslésung hier mit 5 % Mausserum (#10410, invitrogen)
versehen). Nach dem Spiilen (2x5) Giber 30’ mit 1:100-verdiinnter ExtrAvidin®-
Alkaline Phosphatase (Sigma-Aldrich) Uberschichten, spulen (2x5’) und entwickeln
uber 25’ mit FastRed-Substratidsung. Nach Spulung (2x5’) 60’ Inkubation in mit
spez. Verdinnungslésung 1:100 verdinntem Rat anti-mouse CD45R/B220-
Antikorper (#553084, BD), spulen (2x5’) und 30’ in 1:500-verdinntem, biotinylierten
Rabbit anti-rat immunoglobulins (E0468, Dako) inkubieren (TBS-Gebrauchslosung

hier mit 5 % Mausserum (#10410, invitrogen) versehen). Nach dem Spulen (2x5’)
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Uberschichtung mit 1:100-verdiinnter ExtrAvidin®-Alkaline Phosphatase (#E2636,
Sigma-Aldrich), Spulung (2x5’) und Entwicklung Uber 15 mit FastBlue-
Substratlosung. Nach Spulschritt (2x5’) kurz mit Hamalaun-Gebrauchsldsung

bedecken, spiilen (5') und mit Aquatex® (Merck) eindecken.

2.5.9 Immunhistochemische Anférbung von TCRf-Ketten

Fixierung in Methanol/Aceton 1:1 (10’, -20°C), Spulung (2x5’), dann Inkubation
uber 60’ in 1:100-verdinntem Biotin hamster anti-mouse TCRp chain monoclonal-
Antikorper (#553169, BD). 5 spiilen, dann 30’ mit 1:100-verdiinnter ExtrAvidin®-
Peroxidase (#E2886, Sigma-Aldrich) Uberschichten, spulen (5°) und Uber 5 mit
DAB-Chromogenlosung entwickeln. Nach dem Spulen (2x5’) kurzes Anfarben mit
Hamalaun-Gebrauchslésung  (30”). Spilen (5) und mit Aquatex® (Merck)

eindecken.

2.6 Auswertung der histologischen Praparate

Hamatoxylin-Eosin-Farbungen sowie immunhistochemische Anfarbungen von
CD138, mCOL7C, Ki-67, B220 und TCRp-Ketten fanden lichtmikroskopische
Auswertung (BH-2, Olympus, Tokyo, Japan) in reprasentativen Gefrierschnitten
des jeweiligen Organs, gegebenenfalls unter Zuhilfenahme eines Okulars mit
Zahlgitter (Periplan GF 12,5x/18M, Leitz, Wetzlar) und eines Einhandzahlers.
Fluoreszenzfarbungen von Gr-1, 1gG1, 1gG2a, 1gG2b, 1gG2c, C3, CD138 und
biotinyliertem mCOL7C wurden an einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop
(LSM 510 Meta, Zeiss, Jena) mit zugehoriger Software (Zeiss) unter Verwendung
der jeweiligen Laserexzitationswellenlangen (Auv=364 nm; Aagon=488 nm;
AHelumNeon=543 nm) begutachtet (nach einmaliger Justierung, unter Beachtung
konstanter Bedingungen). Dermoepidermal gebundene AntikGrper wurden unter
manueller Festlegung der ROI (Region Of Interest) an mindestens vier
unterschiedlichen Stellen eines Praparates und unter Ermittlung der korrigierten
Werte der MFI (Mean Fluorescence Intensity) quantifiziert (d. h. durch Subtraktion
der MFI-Werte der jeweiligen Negativkontrollen ohne Primarantikorper).
Bestimmungen der Kolokalisation von Fluoreszenzantikérpern erfolgten nach den
gleichen  Prinzipien (94). GroRenbestimmungen wurden mit einem
Objektmikrometer (Martock, Somerset, England), Flachenbestimmungen an einem

Axiovert 200-Lichtmikroskop (Zeiss), welches an ein PALM MicroBeam-System
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(Zeiss) zur Laser-Mikrodissektion angeschlossen ist und Uber eine X-Cite 120-
Fluoreszenzlichtquelle (EXFO, Mississauga, Ontario, Kanada) verflgte,
ausgefuhrt. Photographien einzelner Praparate konnten an einem Axiophot-

System mit AxioCam HR (Zeiss) angefertigt werden.

2.7 Myeloperoxidase-Assay

Dieser Assay wurde, mit geringen Modifikationen, wie zuvor beschrieben
ausgefuhrt (95, 96). Eine ca. 25 mm? grol3e Probe lasionaler Haut des Ohres
wurde auf der Feinwaage (BP221S, Sartorius, Gottingen) gewogen und mit einem
Dispergiergerat (T10 basic, IKA, Staufen) in Extraktionspuffer (1,21 g TRIS
(Serva); 0,89 g NaCl (Carl Roth); ad 100 ml Aqua dest.; pH 7,6) homogenisiert. In
wassriger 2 %-HTAB-L6sung (Hexadecyltrimethylammoniumbromid, Merck) wurde
das Homogenisat mit wiederholten Frier- und Tauschritten (-80°C zu
Raumtemperatur, 3x) weiter bearbeitet, um die Myeloperoxidase (MPO) in Losung
zu bringen. Nach Abzentrifugation der Gewebsrickstande (14000 rpm, 15, 5°C)
erfolgte in Phosphatpuffer (21,9 ml 0,2 M KH,PO,4 (Carl Roth); 3,1 ml 0,2 M
KoHPO4 (Carl Roth); pH 6,0) eine Probenverdiinnung auf unbeschichteten 96-well-
ELISA-Platten (Nunc) und der Auftrag einer Standardverdlinnungsreihe mit MPO
definierter Aktivitat (25 U/ul; Enzo, Loérrach). 2 M H,SO,4 (Carl Roth) stoppte die
Entwicklung mit gebrauchsfertigem Tetramethylbenzidin, TMB, (invitrogen) ab und
ermoglichte die Quantifizierung der Farbreaktion in einem ELISA-Platten-
Spektrophotometer (uQuant, BioTek, Bad Friedrichshall). Nach Berechnung einer
linearen Regressionskurve konnte die MPO-Aktivitat der jeweiligen Ldsungen

berechnet und auf das Trockengewicht bezogen werden.

2.8 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Mit wesentlichen Modifikationen bislang beschriebener Techniken wurden die
Serumkonzentrationen mCOL7C-spezifischer Autoantikorper der verschiedenen
IgG-Subklassen nach Immunisierung mit mCOL7C-GST untersucht (53). Dazu
gehorten vor allem die Einfuhrung des mCOL7C-His zur Beschichtung der ELISA-
Platten (zur Vermeidung einer Mitbestimmung GST-spezifischer Autoantikdrper)
sowie die Bestimmung des zuvor nicht beachteten IgG2c in SJL/J- und C57BI/6-
Tieren, die, im Gegensatz zu BALB/c-Mausen, kein 1gG2a bilden, dies bislang
jedoch falschlicherweise angenommen wurde (97).
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Bendtigte, selbst anzusetzende Lésungen

10-fach PBS-LAsung 81,82 g NaCl (Carl Roth); 1,86 g KCI (Merck);
9,17 g Na;HPO,4 (Merck); 2,04 g KH,PO4 (Merck);
ad 1 | Aqua bidest.; pH=6,8. Mit Aqua bidest. zu
1-fach PBS-L6sung zu verdunnen.

10-fach Waschpuffer 61 g TRIS (Serva); 82 g NaCl (Carl Roth); 5 ml
Tween 20 (Serva); ad 1 | Aqua bidest.; pH=8,0.
Vor Gebrauch mit Aqua bidest zu 1-fach
Waschpuffer zu verdiinnen.

Blocklésung 6,1 g TRIS (Serva); 8,2 g NaCl (Carl Roth); 10 g
Bovines Serumalbumin, BSA (Sigma-Aldrich); 0,5
ml Tween 20 (Serva); ad 1 | Aqua bidest,;
pH=8,0. Vor Gebrauch steril zu filtrieren mit
Millipore Express® PLUS-Filtern (0,22 um;
Millipore, Billerica, MA, USA).

Probenverdinnungslosung Wie Blocklésung, jedoch ohne Tween 20.

Am Vortag erfolgte die Inkubation beschichteter 96-Well-ELISA-Platten (Nunc) mit
in PBS-Lésung verdinntem mCOL7C-His (Dr. rer. physiol. Katja Bieber) der
Massenkonzentration CmcoL7c-his=5 pg/ml. Auf die gleichen Platten wurde zudem
der jeweilige Fangantikorper fur die Standardreihe der untersuchten IgG-Subklasse
(in 1:100-Verdinnung in PBS-Losung) verbracht (#A90-105A, #A90-107A, #A90-
109A, #A90-136A, Bethyl). Nach Inkubation tber Nacht bei 4°C wurden die Platten
ausgegossen, ausgeklopft und mit einer Acht-Kanal-Multipette (Eppendorf)
gewaschen (200 uyl Waschpuffer/Well, 3x). Nachfolgend fand eine Blockierung mit
Blocklésung (200 pl/Well) und 60’ Inkubation auf dem Rdutteltisch bei 800 rpm
(Titramax 1000, Heidolph, Schwabach) statt. Wahrenddessen wurden auf
unbeschichteten  96-Well-ELISA-Platten  (Nunc) die Verdunnungen der
Probenseren (1:10%, 1:5x10°, 1:2x10% 1:6x10% 1:18x10% 1:54x10* 1:162x10%) mit
Probenverdinnungsldésung mindestens als Duplikat auf Eis angesetzt. Die
Referenzseren fur die Standardkurve (#RS10-101, #RS10-112, Bethyl) wurden
den Herstellerangaben entsprechend in Probenverdinnungslosung angesetzt.
Nach einem Waschschritt (200 yl Waschpuffer/Well, 2x) belud man die blockierten

Platten mit den Verdlinnungen der Proben- und Referenzseren (100 pl/Well) und
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inkubierte erneut fir 60’ auf dem Rutteltisch (800 rpm). Wahrenddessen erfolgte
die Verdunnung der HRP-konjugierten Detektionsantikérper (#A90-105P, #A90-
107P, #A90-109P, #A90-136P, Bethyl) nach Herstellerangaben mit
Probenverdinnungslésung. Nach einem weiteren Waschschritt (200 pl
Waschpuffer/Well, 3x) wurden die Platten mit den Verdinnungen der HRP-
konjugierten Detektionsantikbrper beladen (100 pl/Well) und fir 60’ auf dem
Rutteltisch bei 800 rpm inkubiert. Dann erfolgte, nach einem Waschschritt (200 pl
Waschpuffer/Well, 3x), die Entwicklung mit 100 pl gebrauchsfertiger TMB-L6sung
(invitrogen) je Well und nach definierter Zeit das Abstoppen der Farbreaktion mit 2
M Schwefelsaure (Carl Roth). Die Anderungen der optischen Dichte wurden mit
einem ELISA-Platten-Spektrophotometer (BioTek) bei A=450 nm ausgelesen, und
anhand einer nicht linearen, sigmoiden Standardkurve (Chapman-Regression, drei
Parameter, R%>0,99) konnten sodann die Serumkonzentrationen berechnet

werden.

2.9 RNA-Extraktion und cDNA-Synthese

Unter moglichst RNase-freien Bedingungen (nach Oberflachenbehandlung mit
1 %-SDS-Lésung, Carl Roth) erfolgte mithilfe des innuPREP RNA Mini Kits
(analytic jena) die Extraktion von RNA aus 1.) Gefrierschnitten des drainierenden
Lymphknotens (12 pm dick, 5 Stuck, lysiert in 700 pl des mitgelieferten
Lysispuffers) oder 2.) abzentrifugierten Zellen des Blutes (Uberfiihrung des soliden
Blutkuchens in Lésung durch Zugabe von 700 pl des o. g. Lysispuffers und
wiederholtes Homogenisieren mit Insulinspritze (Omnifix® 1ml, B. Braun) und
Insulinkaniile (Sterican® Gr. 18, B. Braun), ggf. weitere 1:10-Verdiinnung dieses
Homogenats in Lysispuffer und weiteres Scheren). Die so gewonnenen 60 pl Filtrat
mit RNA wurden, um die Konzentration der RNA zu erhohen, mit einer
Vakuumkonzentrationszentrifuge (Concentrator 5301, Eppendorf) auf 8 pli
eingedampft. Nach Kontrolle des Volumens und eventueller Korrektur mit
Diethylpyrocarbonat-behandeltem Wasser (Sigma-Aldrich) erfolgte unter Zugabe
von 1 ul DNase | (1 U/ul; Sigma-Aldrich) und 1 ul 10-fach Reaktionspuffer (200 mM
TRIS-HCI; 20 mM MgCly; pH=8,3; Sigma-Aldrich) Uber 15" ein DNA-Verdau bei
Raumtemperatur. Abstoppen dieser Reaktion durch Zugabe von 1,5 yl 1 mM
EDTA-L6sung (Sigma-Aldrich) und Glattung der RNA durch 10’ Inkubation bei
70°C (AccuBlock Digital Dry Bath, Labnet, Woodbridge, NJ, USA) und sofortiges
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Verbringen auf Eis. Dann Zugabe von 8,5 pl einer vorher angesetzten Lésung aus
0,5 ul SuperScript Il Reverse Transcriptase (200 U/ul; invitrogen), 2 uyl 0,1 M
Dithiothreitol (invitrogen), 4 pl 5-fach First-Strand Buffer (250 mM TRIS-HCI; 375
mM KCI; 15 mM MgCl,; pH=8,3; invitrogen), 1 pl 0,14 mM Random Hexamer-
Oligonucleotide (5’-(AGCT)(AGCT)(AGCT)(AGCT)(AGCT)(AGCT)-3’; MWG
Biotech, Ebersberg), 1 pl 10 mM dNTP-Mix (peqGOLD, peqlLab, Erlangen) und
Inkubation uUber 50’ bei 42°C (AccuBlock Digital Dry Bath, Labnet). Nach kurzer
Anzentrifugation erfolgten abschliefend Reaktionsstopp durch Inkubation uber 15’
bei 70°C (AccuBlock Digital Dry Bath, Labnet), Ausmessen des Ansatzvolumens
(gegebenenfalls mit Aqua dest. auf 20 pl auffillen) und Lagerung der gewonnenen
cDNA bei -20°C bis zur Weiterverarbeitung.

2.10 AQuantitative real-time PCR

Zur relativen Quantifizierung der Genexpression eignet sich das Prinzip der
quantitativen Echtzeit-Polymerasekettenreaktion. Dieses Verfahren beruht auf der
herkdbmmlichen Polymerase Chain Reaction (PCR) und ermdglicht durch die
Messung von Fluoreszenzsignalen eine Quantifizierung der wahrend dieser
Reaktion entstehenden, durch die Primerwahl definierten DNA-Fragmente, da die
Fluoreszenz aufgrund der Eigenschaften der eingesetzten Fluoreszenzfarbstoffe
oder FRET-Sonden proportional mit der Menge der PCR-Produkte zunimmt (vgl.
Abb. 5). Da nur wahrend der exponentiellen Reaktionsphase optimale
Reaktionsbedingungen vorliegen, konzentriert man sich bei der Auswertung auf
diesen Abschnitt der real-time PCR. Der Beginn dieser Exponentialphase wird
definitionsgemall mit dem Ct-Wert (Cycle threshold) beschrieben: Ab diesem
Reaktionszyklus (bestehend aus Denaturation, Primeranlagerung und Elongation)
findet fUr einige Zyklen eine optimale Reaktion statt. Die allgemeine Formel eines
exponentiellen Wachstums wahrend einer PCR lautet X, = Xpo(1+Ex)" (Xn:= Zahl
der Zielmolekule im Zyklus n; Xo:= Zahl der Zielmolekule zu Beginn der Reaktion;
Ex:= Effizienz der Zielmolekulvervielfachung; n:= Zykluszahl), am Ct lautet die
Formel entsprechend X; = Xps(1+Ex)Cl@eimoleki) —(x:=  Zielmolekille am Ct;
Cl(Zielmolekll). = Gt des Zielmolekiils). Fir eine relative Quantifizierung wird die
Reaktion des Zielmolekuls (z. B. das Produkt eines Zielgens) auf die eines
(idealerweise nicht regulierten) Molekuls (sogenanntes Housekeeping-Gen, HKG)

derselben untersuchten Probe bezogen (Normalisierung). Es gilt entsprechend fur
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Abbildung 5 — Darstellung zweier Methoden der Erzeugung eines Fluoreszenzsignals in der quantitativen
real-time PCR: a) Der interkalierende Farbstoff SYBR®-Green | bindet nur an dsDNA, mit Zunahme der Ziel-
DNA nimmt so die messbare Fluoreszenz nach Anregung zu. Wegen der Mdglichkeit unspezifischer Bindung
ist man auf eine Schmelzkurvenanalyse der PCR-Produkte nach Ende der PCR angewiesen (vgl. Abb. 6 a). b)
TagMan-Sonden arbeiten unter Ausnutzung des FRET (Fdrster-Resonanzenergietransfer): Bei Anregung des
Reporters (orange) gibt dieser die Energie an den Quencher (dunkelrot) weiter (kein Signal). Nach Bindung im
Zielgen werden Reporter und Quencher durch die 5-3’-Exonukleaseaktivitdt der TagPolymerase raumlich
voneinander getrennt, auf Anregung hin gibt der Reporter ein Signal ab. Dieses Verfahren ist sehr spezifisch.
In beiden Methoden wird am Ende jedes PCR-Zyklus nach Laserimpuls das Fluoreszenzsignal gemessen.
Verandert nach (98)

das Referenzmolekll R; = Rge(1+Eg)ClReferenzmoleki) —yng fur die Ratio
Zielmolekiil/Referenzmolekiil X/Ry = (Xo# (1+Ex) Ct#elmolekil)) /
(Ros(1+Eg)Cl(Referenzmolekii)) - pias |3sst sich nach den Potenzgesetzen und unter der
Annahme gleicher Effizienzen der Reaktionen (Ex = Er = E) vereinfachen zu X¢/R; =
(Xo/Ro)» (1+E)CtiZieimoleki)-Ci(Referenzmolek) = 3 L1+ F)ACt = K (Xy:= Normalisierte
Zielmolekiilmenge; ““:= Differenz der Ct-Werte von Zielmolekiil und
Referenzmolekiil; K= Konstante”). Umstellung ergibt schlieRlich fiir die

normalisierte Zielmolekiilmenge Xy = Ke(1+E)™°". Sinn dieser Untersuchungen

" Die Konstante K ist abhangig von vielen Faktoren, z. B. von dem Fluoreszenzfarbstoff oder dem Abbau der
verwendeten Reportersonde im TagMan-Verfahren.

24



Material und Methoden

kann es sein, Genexpressionsunterschiede zweier verschiedener
Versuchsgruppen zu untersuchen. Dazu rechnet man Xy/Xn: = (Ke(1+E)”
ACt) /(Ke(1+E)™“?) und erhalt, wieder unter Annahme gleicher Effizienzen E, den
Term Xyi/Xnz = (1+E) AC1-4%%2) = (1+E)~44%" Unter optimalen Bedingungen gilt E =
1 und Xn1/Xn2 = 2 24€, Diese Verfahrensweise hat als 24“-Methode Eingang in
die Literatur gefunden und kam auch in dieser Dissertationsschrift zum Einsatz
(99). Die Bestimmung der Effizienzen durch Verdunnungsreihen erbrachte in
dieser Promotionsschrift Werte zwischen 90 und 99 Prozent und erlaubte daher
den Einsatz der 2~ 22 Methode (Abb. 6 c).

Der Ansatz der flr die real-time PCR bendétigten Reagenzien erfolgte wie zuvor von
unserer Arbeitsgruppe beschrieben (100, 101). Ein Reaktionsansatz enthielt dazu
0,625 pl cDNA, 2 ul Primer-(Sonden-)Mix (Formulierung: s. u.), 10 pyl Mastermix mit
DNA-Polymerase, Puffern und Desoxyribonukleosidtriphosphaten (QPCR Core Kit
fur das TagMan-Verfahren, gqPCR MasterMix Plus for SYBR®-Green | fiir das
SYBR®-Green I-Verfahren, beide Eurogentec, KéIn) und 7,375 pl Aqua destillatum.
Der fur das TagMan-Verfahren bendtigte Primer-Sonden-Mix fur die Bestimmung
von Transskripten der Zytokine IFN-y und IL-4, sowie solcher des HKG MLN51
enthielt in einem Gesamtvolumen von 2 ul pro Reaktion Vorwarts- und
Ruckwartsprimer in einer Stoffmengenkonzentration von jeweils Cprimer ViR TagMan=9
MM und Sonden mit Cragman-sonde= 2HM (entsprechend einer endgultigen
Konzentration im vollstandigen Reaktionsansatz von Cprimer viR TagMan=900 nM und
CTagMan-sonde=200 NM). In 2 pl des Primermixes fir das SYBR®-Green I-Verfahren
lagen die Vorwarts- und Ruckwartsprimer fur FcyR,, FcyRy und MLNS1 in der
Konzentration Cprimer vir sysr=5 MM vor, fur FcyR,, galt c=10 uM, far FcyRy, ¢=2,5
MM. Alle Primer und Sonden wurden stets vom gleichen Hersteller synthetisiert und
bezogen (MWG Biotech). Die Sequenzplanung der Primer (Tab. 3) fand mit dem
Programm CloneManager (SciEd, Cary, NC, USA) statt, zum Ausschluss anderer
Bindungsstellen im Genom erfolgte ein NCBI-Blast. Die Analysen fanden auf den
Geraten SDS ABI Prism 7000 und SDS ABI Prism 7900HT (Applied Biosystems,
Darmstadt) nach folgendem PCR-Schema statt: 6 Minuten bei 95°C
(Denaturierung), dann 50 Zyklen mit 30 Sekunden bei 95°C (Denaturierung) und
60 Sekunden bei 60°C (Primeranlagerung und Elongation). Bei SYBR®-Green |-
Verwendung schloss sich danach eine zusatzliche Schmelzkurvenanalyse an (Abb.
6 a)
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Abbildung 6 — Qualitatskontrollen der quantitativen real-time PCR. (a) Exemplarische Schmelzkurvenanalyse
anhand der relativen Quantifizierung des HKG MLN51: Unter Einsatz der SYBR®-Green I-Methode muss diese
Kontrolle erfolgen, um eine unspezifische PCR auszuschlieRen. Bei Kontamination der Probe, Mispriming
(Bindung der Primer an nicht gewiinschte Bereiche der DNA) oder Primer-Dimer-Artefakten (Anlagerung der
Primer an sich selbst) wiirde man vom gemeinsamen Schmelzpunkt abweichende Kurven erkennen kdénnen.
Die x-Achse zeigt die Temperatur, die y-Achse die zeitliche Anderung des Fluoreszenzsignals. (b)
Exemplarische Agarose-Gelelektrophorese von PCR-Produkten: Eine einzelne Bande zeigt die korrekte
Reaktion an, zusatzliche Banden sprachen fir unspezifische PCR-Produkte. (c) Effizienzbestimmung der PCR:
Die Effizienz lasst sich mit Standardverdiinnungen von cDNA und linearer Regression bestimmen: Dazu setzt
man die Steigung s dieser Kurve in den Term E = 107"°-1 ein und erhalt hier fir syns1=—3,499 eine Effizienz
Emns1=0,931=93,1% (fur IFN-y betragt sien.,=—3,575 und Ejrn.,=0,904; fir IL-4 gilt s.4=—3,355 und Ej.4=0,986;
alle Werte wurden mit der gleichen cDNA-Charge und im gleichen Lauf bestimmt). Der Cut-off-Ct wurde flr die

in dieser Promotionsschrift durchgeflihrten Untersuchungen mit 40 Zyklen festgelegt.
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Amplicon- Gene Accession

Primer Nukleotidsequenz .
grofe (bp) Number NCBI

MLN51 for 5 CCAAGCCAGCCTTCATTCTTG
MLN51 rev 5 TAACGCTTAGCTCGACCACTCTG 134 NM_138660.25
MLN51 probe 5 CACGGGAACTTCGAGGTGTGCCTAAC
IFN-y for 5 GCAAGGCGAAAAAGGATGC
IFN-y rev 5" GACCACTCGGATGAGCTCATTG 98 NM_008337.2
IFN-y probe 5 TGCCAAGTTTGAGGTCAACAACCCACAG
IL-4 for 5 GAGACTCTTTCGGGCTTTTCG
IL-4 rev 5 AGGCTTTCCAGGAAGTCTTTCAG 96 NM_021283.1
IL-4 probe 5 CCTGGATTCATCGATAAGCTGCACCATG
FcyR, for 5' GAAGACACCGCTACACATCTG

147 NM_010186.3
FcyR rev 5' GTCTCTGCAGGAGCAAATTC
FcyRy, for 5' GTCGCAGCCATTGTTATTATCC

130 NM_001077189
FcyRy, rev 5' GCTGTCTGTACTCACCTACTTC
FcyRy, for 5' GTACACAGCACCAGTCCAAG

117 NM_010188
FcyRy, rev 5' GCAAACAGGAGGCACATCAC
FcyRyy for 5' GAGGGCTCATTGGACACAAC

119 NM_144559
FcyRy rev 5' GTCCTATCAGCAGGCAGAATG

Tabelle 3 — Informationen zu den verwendeten Primern (for: Vorwartsprimer; rev: Rickwartsprimer) und
TagMan-Sonden (probe). Die mit dem SYBR®-Green I-Verfahren ausgefiihrten relativen Quantifizierungen von
FcyRi, FcyRib, FecyRi und FeyRyy erfolgten auch im Vergleich zum HKG MLN51, welches jedoch in diesen

Ansatzen ohne Sonde angesetzt wurde.

2.11 Statistik

Vergleiche zweier unabhangiger Versuchsgruppen erfolgten mit dem nicht
parametrischen Mann-Whitney U-Test (Wilcoxon-Rangsummentest), Vergleiche
dreier unabhangiger Gruppen mit dem nicht parametrischen Kruskal-Wallis- und
anschlieBendem Dunn’s Post-Hoc-Test. Korrelationen wurden mit Spearman’s
Rangkorrelationskoeffizienten p (rho) ausgedruckt. Als statistisch signifikant galten
p-Werte <0,05. Signifikanzen mit p<0,05>0,01 wurden mit (*) kenntlich gemacht,
solche p=<0,01>0,001 mit (**) und solche p<0,001 mit (***). Alle Berechnungen
erfolgten mit den Programmen GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, La Jolla,
CA, USA) und SigmaPlot 2001 (Systat Software, San Jose, CA, USA).
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3 Ergebnisse

31 Kinetik von Klinik, dermoepidermaler Komplementfixation, kutaner

Granulozyteninfiltration und Myeloperoxidase-Aktivitat

Das 2006 von Sitaru et al. beschriebene aktive Mausmodell zur Untersuchung der
EBA konnte durch den Promovenden am Institut fur Anatomie, Universitat zu
Libeck, erfolgreich etabliert werden: Nach Immunisierung von Mausen des SJL/J-
und des BALB/c-Stamms mit dem immunodominanten mCOL7C-Fragment der
murinen NC1-Domane des Kollagen VII zeigten sich nach sieben Wochen
deutliche Unterschiede in Klinik, Histologie, dermoepidermaler Komplementfixation
und Granulozyteninfiltration (Abb. 7). Die genauere Untersuchung der Klinik im
Rahmen der durchgefuhrten Kinetiken zeigte, dass sich ab Tag 21 post
injectionem (p. i.) mit ersten erythematosen und erosiven Veranderungen
insbesondere im aurikularen Bereich frihe, EBA-typische Krankheitszeichen
einstellen (Abb. 8 a). Mit fortschreitender Beobachtungszeit konnten diese

Veranderungen auch in anderen Regionen des Integuments gefunden werden, wie

SJLNJ
BALBI/c
: ; Dermo-
Klinik Histologischer epidermale C3- Gr:an_uloz_yten-
Befund " infiltration
Deposition
Abbildung 7 - Darstellung von Kilinik, Histologie, dermoepidermaler C3-Deposition und

Granulozyteninfiltration (in rot, Zellkerne in blau) 49 Tage nach Immunisierung. Es zeigen sich deutliche
Unterschiede zwischen SJL/J- und BALB/c-Tieren. Allein SJL/J-Tiere weisen subepidermale Spaltbildung,
starke C3-Deposition an der DEJ (Pfeilkdpfe) und massive Granulozyteninfiltration der Haut auf. Die

gepunkteten Linien entsprechen der DEJ, die Balken einer Léange von 50 um.
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zum Beispiel im Bereich der Schnauze, der Schlafen, des Nackens und des
Ruckens, der Beine und des Schwanzes. Auch fiel im Bereich der periokularen
Haut eine regelmafig zu beobachtende und oft vollstandige Alopezie auf. Die
grolten Veranderungen der Klinik fanden sich gegen Ende der Beobachtungszeit
(Tage 42 bis 49, vgl. Abb. 8 a). Nicht nur traten dermoepidermale C3-Deposition
und Granulozyteninfiltration an Tag 21 p. i. zusammen ein, sie fielen auch mit den
ersten klinisch wahrnehmbaren Zeichen zusammen. Die Aktivitat der
granulozytentypischen Myeloperoxidase (MPO) nahm mit geringer Verzdgerung

zu. Die berechneten Korrelationen entnehme man der Legende von Abbildung 8.
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Abbildung 8 — Ubersicht Uber vier Parameter der EBA in SJL/J- und BALB/c-Tieren. Die Klinik (a) korreliert
nicht nur mit der Komplementfixierung (b) (rho=0,614; p=0,011), sondern auch mit Granulozytenzahl (c)
(rho=0,838; p<0,0001) und MPO-Aktivitat (d) (rho=0,817; p=0,0001). Die Auswertungen von b-d erfolgten an
Hautbiopsien des Ohres. Zu jedem gezeigten Zeitpunkt wurden zwei Tiere eines jeden Stammes untersucht
(SJL/J: schwarz geflllte Karos; BALB/c: leere Karos; Linien: Mittelwerte). MFI: Mean Fluorescence Intensity;

rho: Spearman’s Rangkorrelationskoeffizient p
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3.2 Kinetik mCOL7-spezifischer Antikorper in Serum und Haut

Die Quantifizierung von Serumantikérperkonzentrationen und dermoepidermal
gebundener Antikorper gegen das murine Kollagen VII erfolgte zu den gleichen
Zeitpunkten wie zuvor (vgl. Abb. 8). Im Serum zeigte sich, dass empfangliche
SJL/J-Mause hohe Konzentrationen von IgG2b-Autoantikdrpern aufweisen, die ab
Tag 14 p. i. die Serumkonzentrationen der Subklassen IgG2c und IgG1
Ubersteigen und Uber drei Wochen auf hohem Niveau verbleiben. Spitzenwerte flr
IgG2b und IgG1 fanden sich an Tag 21, wahrend IgG2c mit deutlicher
Verzdgerung Hochstwerte erreichte (Tag 42; Abb. 9 a). EBA-resistente Mause des
BALB/c-Stammes zeigten ein vergleichbares Verteilungsmuster, jedoch auf einem
deutlich niedrigeren Niveau. Folglich erbrachte die berechnete Ratio von
komplementfixierenden zu nicht komplementfixierenden  AutoantikOrpern
((1IgG2b+lgG2alc)/lgG1) vergleichbare und nicht signifikant unterschiedliche Werte
(Abb. 9 b).

Deutliche Unterschiede zwischen den Stammen fanden sich hingegen bei
Auswertung der Kinetiken dermoepidermal gebundener Autoantikorper: Ab Tag 14
p. i. wiesen empfangliche SJL/J-Tiere eine gut erkennbare Bindung des
komplementfixierenden IgG2c-Antikorpers auf, welche die der Subklassen 1gG2b
und IgG1 Uberstieg und bis zum Beobachtungsende Uber funf Wochen auf einem
vergleichbaren Niveau verblieb (Abb. 9 c). Auch konnten an der DEJ signifikante
Korrelationen zwischen den C3-Ablagerungen (Abb. 8 b) und den
komplementfixierenden Subklassen 1gG2c (rho=0,661; p=0,0053) und IgG2b
(rho=0,545; p=0,029) hergestellt werden. Im Gegensatz dazu zeigten EBA-
resistente BALB/c-Tiere eine fruhe dermoepidermale IgG1-Bindung, die in ihrem
weiteren Verlauf stets Uber die verhaltnismalig spate Bindung der Subklassen
IgG2b und IgG2a dominierte. Die Berechnung der bereits eingefiihrten Ratio
(IlgG2b+IgG2a/c)/lgG1) erbrachte, auf die DEJ angewandt, einen hochsignifikanten
Unterschied und veranschaulichte das Ubergewicht komplementfixierender
Autoantikorper in empfanglichen Tieren (Abb. 9 d).
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Abbildung 9 — Darstellung der Antikorperkinetiken gegen murines Kollagen VIl in der Zirkulation (Serum, a
und b) und dem Zielorgan (Ohrhaut, c-e). Die Evaluation erfolgte zu jedem gezeigten Zeitpunkt in jeweils zwei
Mausen eines jeden Stammes (SJL/J: schwarz gefiillte Karos; BALB/c: leere Karos; Linien: Mittelwerte). Im
Vergleich von Serum- und DEJ-Kinetiken fiel in SJL-Tieren vor allem die frihe und ausgepragte IgG2c-
Bindung an das Zielantigen auf: Dies konnte ein Indiz fiir die hohe Aviditat dieser Antikdrpersubklasse sein
(8hnliches konnte fur IgG1 in resistenten BALB/c-Tieren gelten). In e werden exemplarisch DIF-Bilder eines
Tieres eines jeden Stammes an Tag 49 gezeigt (Pfeilkdpfe=DEJ, Balken=100 pym). In (b) und (d) wurde der

Mann-Whitney U-Test angewendet, der waagerechte Strich gibt den Mittelwert an.
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3.3 Kinetik proliferierender T-Zellen und mCOL7C-spezifischer
Plasmazellen des drainierenden Lymphknotens

Der die Haut drainierende Lymphknoten darf in diesem aktiven Mausmodell als Ort
des Verlustes immunologischer Toleranz gelten: Nach subkutaner Immunisierung
der Versuchstiere im Bereich der Hinterpfoten (vgl. Abschnitt 2.2) konzentrierte
sich der Promovend daher fur seine Untersuchungen auf den ersten proximal
davon gelegenen, poplitealen Lymphknoten (vgl. Abb. 4). Dieser zeigte, im
Vergleich zu weiter proximal gelegenen, z. B. inguinalen Lymphknoten, bei
makroskopischer Betrachtung regelmallig die starkste Reaktion (unstimulierter
Durchmesser ca. 1 mm, max. gemessener Durchmesser ca. 8 mm).

Die Evaluation von Ki-67"-Zellen im Bereich des Paracortex des Lymphknotens gilt
als etablierte Methode zur Abschatzung der T-Zellproliferation (100-102). Diese
erbrachte eine hohe Proliferation von T-Zellen in empfanglichen Tieren zwischen
Tag 7 und 21 p. i., in resistenten BALB/c-Mausen fand sich im gleichen Zeitraum
eine nur gering erhéhte Zellteilung (Abb. 10 a).

Eine genauere Untersuchung der Kinetik mCOL7C-spezifischer, CD138"
Plasmazellen mittels immunhistochemischer Doppelfarbungen (vgl. Abschnitt
2.5.7) zeigte, dass Versuchstiere des SJL/J-Stamms eine Kkontinuierliche
Vermehrung dieser Zellen aufweisen, wahrend in resistenten BALB/c-Tieren die
antigenspezifische Plasmazellzahl nach Tag 35 p. i. kontinuierlich zurickgeht (Abb.
10 b). Durch Fluoreszenzdoppelfarbung mCOL7C-spezifischer, CD138" Zellen
konnte nicht nur die immunhistochemische Methode bestatigt werden, sondern
auch eine Untersuchung von Plasmazelleigenschaften mittels
Kolokalisationsstudien vorgenommen werden: Zum Tag 49 p. i. ergaben sich
jedoch in SJL/J- und BALB/c-Tieren keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich
der CD138-Prasentation und Antigenbindung Uber zellmembranstandige

Immunglobuline (Abb. 10 c).
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Abbildung 10 — Zellulare Autoimmunantworten im drainierenden Lymphknoten: In (a) wird die Proliferation von
T-Zellen im Paracortex (PC) von SJL/J- und BALB/c-Mausen gegeniibergestellt. Proliferierende Zellen (rot, Ki-
67") finden sich auch im Keimzentrum des Cortex (GC), kdnnen aber durch die Anfarbung von B-Zellen (blau,
B220") von T-Zellen unterschieden werden. Hierzu standen auch T-Zell-spezifische TCRp-Farbungen zur
Verfligung (nicht gezeigt). Abschnitt (b) zeigt die erstmals erfolgte Anfarbung antigenspezifischer Plasmazellen
im aktiven EBA-Modell. Diese fanden sich nur in den Strangen der Medulla. Die Einsatze zeigen jeweils eine
doppelt positive Zelle (CD138" in braun, mCOL7C" in blau). Hier nicht gezeigte Milzschnitte zeigten nur
sporadisch mCOL7C-spezifische, CD138" Plasmazellen. Die Doppelfarbung aus (b) konnte mit einer DIF-
Farbung (c; CD138" in rot, mCOL7C" in griin, CD138" mCOL7C" in gelb) bestétigt werden und diente zudem
zu Kolokalisationsstudien dieser Zellen: Hinsichtlich der mCOL7C-Bindung und CD138-Prasentation
unterschieden sich die CD138" mCOL7C" Plasmazellen von SJL/J- und BALB/c-Tieren zum Tag 49 p. i. nicht
(n=29-30). SJL/J: schwarz gefiilite Karos; BALB/c: leere Karos; Linien: Mittelwerte; Balken=100 ym
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3.4 Untersuchung des Th1-/Th2-Mikromilieus im drainierenden

Lymphknoten

Zunachst wurden popliteale Lymphknoten jeweils zweier SJL/J- und BALB/c-Tiere
zu den in Abbildung 11 gezeigten Zeitpunkten auf die Genexpression der
Schlusselzytokine einer Th1- (IFN-y) oder Th2-polarisierten Immunantwort (IL-4)
hin untersucht. Fur die verlassliche Bestimmung der Genexpression dieser
Zytokine erfolgte, auf Basis der Ergebnisse dieser kinetischen Bestimmungen, ein
Wiederholungsexperiment mit deutlich groReren Versuchstierzahlen. Der Tag 21 p.
i. erschien dabei nicht nur wegen einer guten Diskrimination der Genexpressionen
als zu definierender Zeitpunkt der Organentnahme besonders glinstig (vgl. Abb.
11), sondern auch wegen des zeitgleichen Auftretens erster Krankheitszeichen
(vgl. Abb. 8 a). Das Wiederholungsexperiment (n=8-10 pro Versuchsgruppe und
Mausstamm) wurde wie zuvor in den Bestimmungen der Kinetik durchgefuhrt und
erbrachte in SJL/J-Tieren eine signifikante Veranderung der Genexpression von
IFN-y, wahrend IL-4 zu diesem Zeitpunkt, — ganz im Sinne einer starken Th1-
Polarisation —, nicht verandert zur Kontrollgruppe exprimiert wurde (Abb. 12 a). Die

Expression von IFN-y in SJL/J-Mausen war zudem signifikant unterschiedlich

IFN=y IL-4

100 1003

10+

x-fache Veranderung
der Genexpression

0.1 I 1 I I I

Tage p. i. Tage p. i.

Abbildung 11 — Anzeiger eines Th1- oder Th2-Milieus im zeitlichen Verlauf, untersucht in Gefrierschnitten des
drainierenden Lymphknotens von SJL/J- (schwarz ausgefiillte Karos) und BALB/c-Tieren (nicht ausgeflllte
Karos). Die Genexpression wurde mittels RT-PCR bestimmt und unter Anwendung der 2 S Methode als x-
fache Veranderung der Kontrollen ausgedriickt (s. Methodenteil, Abschnitt 2.10). Eine den Kontrollen

entsprechende Genexpression (keine Veranderung) besitzt den Wert 1 (rote Linien).

34



Ergebnisse

zu der in BALB/c-Tieren, die eine gemischte, jedoch Th2-dominierte Reaktion
zeigten. Dies wird auch aus der berechneten Ratio der Genexpressionen von I[FN-y
und IL-4 ersichtlich (Abb. 12 b). Die SJL/J-Tiere wiesen zum untersuchten
Zeitpunkt 21 Tage p. i. einen Befall von 0,47+0,60 % des Integuments mit den
klinischen Zeichen der EBA auf, wahrend BALB/c-Tiere ausnahmslos keine Klinik

entwickelten.

*% [ f !

**

x-fache Veranderung
der Genexpression
N
1
Ratio IFN-v/IL-4

[FN-y IL-4 SJL/J BALB/c

Tag 21 p. i. Tag 21 p. i.

Abbildung 12 — Bestatigung der Kinetikbefunde an Tag 21 p. i. durch ein Wiederholungsexperiment mit n=8-
10 (SJL/J: schwarze Balken; BALB/c: weile Balken). Fiir die Berechnungen des Signifikanzniveaus wurde der
Mann-Whitney U-Test herangezogen, es sind jeweils die Standardfehler gezeigt. Die unteren Signifikanzen in
(a) beziehen sich auf den Vergleich mit nicht immunisieren Kontrolltieren des gleichen Stamms (ebenfalls n=8-

10). Eine den Kontrollen entsprechende Genexpression (keine Veranderung) besitzt den Wert 1 (rote Linie).
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3.5 Untersuchung des Zusammenhanges H2s-Haplotyp — Th1-Polarisation

- 1gG2-Synthese — Erkrankung

Erkrankung, |gG2-Autoantikorperbildung und Th1-Mikromilieu konnten, wie
eingangs hypothetisiert, von der im MHC des Haplotyps H2s kodierten
Antigenprasentation abhangen (SJL/J-Tiere), wahrend andere Haplotypen zu
einem davon differenten Th2-Milieu mit 1gG1-Bildung und Schutz vor
subepidermaler Blasenbildung fihren (BALB/c-Tiere mit H2d, C57BI/6-Tiere mit
H2b). Zur Untersuchung dieses moglichen Zusammenhanges immunisierte der
Promovend, in Ermangelung kommerziell zu erwerbender kongener BALB/c-Tiere
mit dem H2s-MHC von SJL/J-Tieren, kongene C57BI/6-Tiere mit dem MHC-Lokus
von SJL-Mausen (nachfolgend als C57BI/6.s bezeichnet) und setzte als Kontrollen
Wildtypmause des C57BI/6-Stamms (H2b) ein.

Sowohl SJL- als auch kongene C57BIl/6.s-Mause zeigten 21 Tage p. i. eine
erkennbare Kiinik, die sich jedoch in ihrem Auspragungsgrad unterschied (SJL/J:
0,47+0,60 %; C57BI/6.s: 0,23+0,36 %). Dieser Unterschied ergab sich auch in der
Verlaufskontrollgruppe an Tag 49 (SJL/J: 4,45+1,65 %; C57Bl/6.s: 1,53+£2,14 %),
was auf eine unterschiedliche Krankheitsprogression trotz gleichen Haplotyps im
MHC-Lokus hinwies. Alle Tiere der C57BI/6-Kontrollgruppe erwiesen sich als
klinisch blande (Abb. 13 a). Eine Entwicklung von klinischen Zeichen der EBA in
SJL/J- und C57Bl/6.s-Tieren hing aulerdem mit einer Uberwiegenden
dermoepidermalen Ablagerung von IgG2 (IgG2c¢c und IgG2b) zusammen, die mit
einer entsprechenden C3-Fixation an der DEJ einherging. Klinisch resistente Tiere
des C57Bl/6-Stammes zeigten eine Uberwiegende lgG1-Ablagerung und keine C3-
Fixation (Abb. 13 b, c). Auch die Evaluation der Zytokingenexpressionen erbrachte
die angenommenen Verhaltnisse: Empfangliche SJL/J- und C57BI/6.s-Mause
zeigten eine Th1-Polarisation mit ausgepragter IFN-y-Expression und T-
Zellproliferation, wobei Tiere des letztgenannten Stammes auch eine signifikante
IL-4-Expression aufwiesen (im Sinne einer gemischten, jedoch Th1-dominierten
Th1/Th2-Immunreaktion). Kontrolltiere des C57BI/6-Stammes wiesen, im Vergleich
zu den nicht immunisierten Kontrollen, keine signifikanten Anderungen der
Genexpression von IFN-y und IL-4 auf, tendenziell lie} sich jedoch eine Th2-
Polarisation (Ratio 0,44) mit verstarkter Expression von IL-4, verringerter IFN-y-

Expression und nur geringer T-Zellproliferation ableiten (Abb. 13 d, e, f).
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Abbildung 13 — Untersuchung der angenommenen Assoziation von MHC-Haplotyp H2s, Th1-Polarisation,
Bildung komplementfixierender IgG2-Autoantikdrper und Entwicklung eines EBA-Phanotyps unter Verwendung
kongener C57BI/6.s-Versuchstiere. Die Angaben zum Signifikanzniveau in (a) sowie die unteren
Signifikanzangaben in (d) und (e) beziehen sich auf nicht immunisierte Kontrolltiere des gleichen Stamms. In
(a) bis (c) sind auch die Mittelwerte gezeigt (waagerechter Strich), in (d) bis (f) der Standardfehler.
Angewendete Testverfahren waren der Mann-Whitney U-Test und der Kruskal-Wallis- mit dem Dunn’s Post-
Hoc-Test. Eine den Kontrollen entsprechende Veranderung von T-Zellproliferation oder Genexpression besitzt
den Wert 1 (rote Linien). In allen Gruppen des Tags 21 p. i. befanden sich n=8-10 Mause eines jeden Stamms,
in solchen des Tags 49 p. i. n=5 Tiere.
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3.6 Untersuchung der Expression von Fcy-Rezeptoren in peripheren

Leukozyten

Auf leukozytaren Effektorzellen exprimierte Fcy-Rezeptoren konnen, nach Bindung
des Fc-Teils von IgG-Antikdrpern, aktivierende oder inhibierende Signale flr
Immunantworten vermitteln (82, 103). Unter der Annahme, dass die in Abschnitt
3.5 gezeigten Unterschiede in der Krankheitsprogression bei SJL- und C57Bl/6.s-
Tieren auf differierender Expression aktivierender und inhibierender FcyRs durch
die Effektorzellen der EBA (neutrophile Granulozyten) basieren konnte,
untersuchte der Promovend die Expression von FcyR,, FcyRy;, FcyRy (aktivierende
Rezeptoren) und FcyRy, (inhibierender Rezeptor) in leukozytaren Zellen peripher
gewonnenen Blutes.

Es zeigte sich, dass allein SJL/J-Tiere eine starke Expression der aktivierenden
Rezeptoren FcyR, und FcyRy aufwiesen, wahrend klinisch schwacher
empfangliche C57BI/6.s- und Kklinisch resistente C57BI/6-Mause alleine eine

signifikante Aufregulation der FcyR-Expression beobachten liellen (Abb. 14).

* k% *%k%
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B *xx B s
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x-fache Veranderung
der Genexpression

FeyR, FeyRyp FeyRy, FeyRyy

Abbildung 14 — Bestimmung der Genexpression aktivierender wie inhibierender Fcy-Rezeptoren in peripheren
Leukozyten am Tag 21 p.i.. Angewandte Testverfahren waren der Mann-Whitney U-Test (Vergleich der
Expression zwischen immunisierten und nicht immunisierten Tieren eines Stamms) und der Kruskal-Wallis-
samt Dunn’s Post-Hoc-Test (Vergleich der Expression immunisierter Tiere zwischen den Stdmmen), gezeigt
sind die Standardfehler. Eine den Kontrollen entsprechende Expression (keine Veranderung) besitzt den Wert
1 (rote Linie). Die Fallzahl betrug in jeder Gruppe n=8-10.
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4 Diskussion

Die Endstrecke der immunpathologischen Antwort auf das murine Kollagen VI ist
mit zahlreichen Arbeiten verhaltnismalig gut charakterisiert und verstanden: Es
wurde gezeigt, dass die Aktivierung des Komplementsystems Uber den
alternativen Weg und die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies durch die NADPH-
Oxidase neutrophiler  Granulozyten in den Prozess EBA-typischer
Gewebsschadigung involviert sind (52, 56, 104). Durch Transfer Kollagen VII-
spezifischer IgG-Antikdrper von EBA-Patienten sowie von mCOL7C-immunisierten
Kaninchen in die Maus konnte die Bedeutung der Autoantikdrper im so genannten
passiven Modell demonstriert werden (76, 92). Zur Untersuchung fruherer Schritte
der Autoimmunreaktion bot sich das 2006 von Sitaru et al. etablierte aktive
Mausmodell der EBA an, das auf einer Immunisierung der Tiere mit mCOL7C fuf3t
und zu einem EBA-typischen Phanotyp flihrt (53). T-Zellen erwiesen sich in diesem
Modell fur die Entwicklung der EBA als unabdinglich, auch gab es erste Hinweise
fur einen Zusammenhang zwischen Krankheit, komplementfixierenden
Autoantikdrpern der Subklasse 1gG2 und dem Haplotyp H2s des wichtigen,
immunoregulatorischen MHC-Lokus (78, 79). Genaue Daten zu den Kinetiken von
Erkrankung, Granulozyteninfiltration, Komplementfixation und dermoepidermal
gebundenen wie zirkulierenden Autoantikdrpern der verschiedenen Subklassen
von IgG findet man in der Literatur jedoch nicht, auch existieren keine publizierten
Arbeiten zu zellularen Reaktionen und Zytokingenexpression am Ort des
Toleranzverlusts.

Die vorliegende Dissertationsschrift mochte diese Lucke schlieRen und liefert
eindeutige Hinweise daflir, dass die Entwicklung eines Phanotyps im aktiven
Mausmodell der EBA auf einer Th1-vermittelten Bildung komplementfixierender
IgG2b- und IgG2c-Autoantikorper in Tieren des MHC-Haplotyps H2s beruht. Im

Folgenden sollen die wichtigsten Ergebnisse diskutiert werden.

41 Die Krankheitsprogression korreliert mit der Kinetik von
dermoepidermaler C3-Fixation, Granulozyteninfiltration und MPO-
Aktivitat

Unter normalen Umstanden dient das Komplementsystem als Teil der

angeborenen Immunitat der Opsonisation von Pathogenen, der Chemoattraktion
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von neutrophilen Granulocyten und der Vermittlung von Zelllyse (lUber den
Membrane Attack Complex, MAC). Es kann Uber den klassischen, den Lektin- oder
den alternativen Weg aktiviert werden und konvergiert in der Bildung von C3-
Konvertasen, die Anaphylaxie (Uber proteolytische Bildung von C3a-Fragmenten),
Opsonisation des Pathogens (Uber C3b) und die Endstrecke bis zum C5b-9-
Komplex (syn. MAC) vermitteln (105, 106). Es wurde gezeigt, dass in der
Pathogenese der EBA der alternative Weg der Aktivierung involviert ist, obwohl
komplementfixierende Antikorper ihre Wirkung Ublicherweise Uber den klassischen
Weg der Komplementaktivierung gewinnen (52). Der alternative Weg beruht auf
einem Mechanismus der Selbstaktivierung (so genannter ,Tickover of C3“™"), der
einer standigen Kontrolle durch inhibierende Mechanismen bedarf (z. B. durch den
Serumfaktor H) (107). Es wird angenommen, dass diese aktive Kontrolle der
spontanen C3-Aktivierung nach Autoantikdrperbindung gestort wird, da diese
Antikorper als aktivierende Oberflachen wirken kénnten. Auch wurde demonstriert,
dass in das Gewebe eingewanderte Granulozyten durch Ausschuttung von C3 und
Properdin den alternativen Weg selektiv am Ort der Immunpathologie aktivieren
kénnen, da sie so das Substratangebot flr die Spontanreaktion erhdéhen und
inhibitorische Mechanismen nicht mehr zu greifen vermoégen (107, 108). Neueste
Arbeiten bestatigen diese Befunde und zeigen sogar, dass sich neutrophile
Granulozyten und Komplement in ihrer Aktivierung gegenseitig bedingen und
verstarken (109). Diese Mechanismen kénnen das hier gefundene, zeitgleiche
Auftreten von C3 und Granulozyten, die konkordante Zunahme Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum und die signifikanten Korrelationen zum
Erkrankungsausmal} schlussig erklaren.

Neutrophile Granulozyten vermitteln durch Aktivierung der NADPH-Oxidase und
Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies die EBA-typischen Gewebsschaden
(104). Als Ursache der Hautinfiltration kommen chemotaktische Signale in Frage,
die durch Wechselwirkung von Fc-Fragmenten der gebundenen Immunkomplexe
mit Fcy-Rezeptoren (FcyRs) gewebsstandiger Zellen (z. B. Mastzellen) gebildet
werden und Extravasation und Emigration neutrophiler Granulozyten an den Ort

der Immunpathologie fordern (110, 111). Weitere Zunahme kann diese

' Spontane Konformationsénderungen des Komplementfaktors C3 zu C3(H,0) filhren zu Zusammenlagerung
mit Faktor B. Nach proteolytischer Abspaltung eines Ba-Fragments durch die Serumprotease Faktor D entsteht
so eine C3(H20)Bb-Konvertase, die C3 zu C3b (und C3a) spaltet. Dieses C3b kann dann im Sinne einer
Verstarkungsreaktion weiteren Faktor B binden und als C3Bb-Konvertase weiteres C3 spalten. Von
Granulozyten sezerniertes Properdin kann den Komplex aus Faktor B und C3(H20) stabilisieren und férdert die
Entstehung von C3Bb-Komplexen.
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Hautinfiltration durch elektrostatische Attraktion zusatzlicher, negativ geladener
Granulozyten mittels positiv geladener Myeloperoxidase (MPO) erfahren: Dieses
Enzym wird nach Aktivierung von Granulozyten ausgeschuttet und wirkt so im
Sinne eines positiven Verstarkungsmechanismus (112). Die gleichsinnige und
stetige Zunahme von Granulozytenzahl und MPO-Aktivitat in dieser Arbeit kdnnte
mit diesen Mechanismen gut erklart werden.

Die zuvor diskutierten Befunde durfen auch als Beleg fur die erfolgreiche
Etablierung des aktiven Mausmodells der EBA am Institut fur Anatomie gewertet

werden.

4.2 Die beobachtbaren Kinetiken der Autoantikorper unterscheiden sich in

Haut und Serum.

Die signifikanten Korrelationen zwischen dermoepidermalen C3-Ablagerungen und
IgG2b- und IgG2c-Autoantikérperbindung demonstrieren und bestatigen das
komplementfixierende Potential dieser Antikorpersubklassen (85, 103). Wahrend
die Relation der verschiedenen Autoantikdrpersubklassen zueinander fur die Haut
das hypothetisierte  Ubergewicht komplementfixierender  1gG2-Antikdrper
gegenuber nicht komplementfixierenden IgG1-Antikdrpern erbrachte, kann dieser
Befund im Serum nicht gestellt werden. Mogliche Grunde fur diesen Unterschied
kdnnen  die  fehlende  Beriicksichtigung  der  Antikdrperaviditat™,
Absattigungsphanomene sowie methodische Limitationen umfassen. Auch ist
bekannt, dass Kollagen VII-gebundene Autoantikdrper eine hohere Halbwertszeit
im Vergleich zu zirkulierenden Immunglobulinen besitzen (113). So fallt beim
direkten Vergleich der Serum- und Hautverhaltnisse auf, dass IgG2c in EBA-
empfanglichen Tieren an Tag 14 p. i. frih bindet, wahrend die Konzentrationen im
Serum erst wesentlich spater ihren Scheitelpunkt erreichen. Dies lasst,
insbesondere im Vergleich zu 1gG2b oder 1IgG1 empfanglicher SJL/J-Tiere, auf
eine hohe Affinitdt (und eine besondere biologische Relevanz) des in
Voruntersuchungen zur EBA stets nicht berlcksichtigten IgG2c¢ schlielien und
zeigt, dass der Vergleich von ELISA- und DIF-Befunden indirekt eine Abschatzung
der Antikorperaviditaten ermdglicht (97, 114). Ahnliches kénnte fir IgG1 in EBA-

resistenten BALB/c-Tieren gelten, welches frih und deutlich messbar an die Haut

® Die Aviditit bezeichnet, im Gegensatz zur Affinitdt, die Gesamtheit der Antigen-Antikdrper-
Wechselwirkungen. Antikdrperaffinitat beschreibt die Kraft einer einzelnen Antigen-Antikérper-Bindung.
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bindet (Tag 7 p. i.), wahrend die messbaren Serumkonzentrationen noch niedrig
sind. An BALB/c-Mausen darf auRerdem ein Absattigungsphdnomen der Haut
vermutet werden: Wahrend der Bindung von IgG1 nimmt die IgG2b- und 1gG2a-
Bindung nur sehr gering und erst gegen Ende der Beobachtungszeit zu, und dies
trotz ansteigender Serumkonzentrationen der letztgenannten Subklassen, die jene
des IgG1 Ubersteigen (dieser beschriebene Effekt kdnnte jedoch auch durch
geringere Aviditaten der Subklassen IgG2b und IgG2a erklart werden oder durch
diesen Mechanismus erganzt werden). Die Beobachtungen scheinen auch eine
hdhere Halbwertszeit gebundener Antikdrper zu bestatigen.

Zuletzt sollen methodische Einschrankungen Erwahnung finden: Das im hier
verwendeten ELISA benutzte Substrat mCOL7C konnte eine andere Konformation
als der entsprechende Proteinteil im nativen, in-vivo nachweisbaren Kollagen VII
besitzen und folglich Antikdrperbindung und -messung beeinflussen. Hinzu treten
Unterschiede in den in-vivo- und in-vitro-Reaktionsbedingungen. Diese
Uberlegungen betrafen auch in der Literatur beschriebene Verfahren zur Messung
der Antikorperaviditaten (115-117). Ferner besteht das vom Hersteller gelieferte
Referenzserum aus gepooltem Serum verschiedener Stamme und kann, in
Verbindung mit dem dazugehorigen Fangantikorper, die stamm- oder
aviditatsbezogenen Unterschiede der Autoantikorper des aktiven EBA-Modells nur
begrenzt abbilden. Zur Beurteilung der Erkrankungsaktivitat erscheint in diesem
Tiermodell die (in-vivo-) Untersuchung der Bindungsverhaltnisse an der
dermoepidermalen Junktionszone mittels direkter Immunfluoreszenz daher deutlich
geeigneter als die (in-vitro-) Serumanalyse mittels ELISA (94). Das hier gezeigte
frihe Auftreten unterschiedlicher Subklassen an der dermoepidermalen Junktion
empfanglicher SJL/J- (IgG2b, 1gG2c) wie resistenter BALB/c-Mause (IgG1) legt
eine unterschiedliche Regulierung des Immunglobulinklassenwechsels nahe und

lasst sich am ehesten auf ein differentes Zytokinmilieu zurtckfuhren (118).

4.3 Die zellularen Reaktionen des drainierenden Lymphknotens differieren

in EBA-empfanglichen wie -resistenten Mausen.

T-Zellen sind fiir die Initierung der EBA unerlasslich (79). Uber klonale Expansion
(T-Zellproliferation) und die Ausbildung einer T-Zell-abhangigen B-Zellantwort (mit
Immunglobulinsynthese und -klassenwechsel) entscheidet, neben weiteren

kostimulatorischen Signalen, die Erkennung MHC-Klasse Il-gebundenen Proteins
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durch den T-Zellrezeptor (TCR) spezifischer T-Zellen. Eine starke T-
Zellproliferation in SJL/J-Mausen wahrend der Tage 7 bis 21 p. i. kann daher als
sicheres Zeichen einer stattgehabten Ausbildung so genannter ,immunologischer
Synapsen® zwischen antigenprasentierenden Zellen (APCs) und T-Zellen gelten
(119, 120). In-vitro-Restimulationsexperimente konnten fir das aktive EBA-Modell
starke Proliferationsreaktionen von T-Zellen aus SJL/J-Mausen auf synthetisch
generierte Peptidfragmente der Aminosauren 811-830, 820-839, 883-902 und 892-
911 des zur Immunisierung verwendeten mCOL7C-Proteins (Aminosauren 757-
967) demonstrieren, fir BALB/c-Tiere sind entsprechende Daten nicht publiziert
oder bekannt (79). Jene EBA-resistenten BALB/c-Tiere =zeigten in den
Experimenten dieser Promotionsschrift eine geringere, aber existente
Proliferationsrate, was auf Unterschiede in der T-Zellstimulation hinweist: Dies
kann auf ein differierendes MHC-Klasse |I-Molekul, Expressionsunterschiede von
MHC-Klasse |I-Molekulen, unterschiedliche Prozessierung des Antigens mCOL7C,
verschiedene TCR-Stuktur, kostimulatorische Unterschiede (CD28, Zytokine,
Chemokine) oder veranderte Signaltransduktion zurlickgehen (121-126). Als
wahrscheinlich diurfen jedoch Unterschiede in der Antigenprasentation zwischen
den Stammen angenommen werden, da sich SJL/J- und BALB/c-Tiere in ihrem
Haplotyp des MHC-Genlokus, welcher auch die Antigenprasentation durch Klasse
[I-Molekule kodiert, unterscheiden (78).

Die hier erstmalig nachgewiesenen mCOL7C-spezifischen CD138" Plasmazellen
konnten in Gefrierschnitten des drainierenden Lymphknotens allein in dem
Kompartiment der Medulla nachgewiesen werden und fanden sich weder in
Cortex, noch im Paracortex. Dies bestatigt Vorbefunde zur Histologie reaktiver
Lymphknoten (127, 128). Untersuchte Gefrierschnitte der Milz zeigten nur
vereinzelt solitire mCOL7C* CD138" Zellen, was auf einen Kkorrekten,
lymphogenen Antigentransport nach subkutaner Injektion hinweist und die
Untersuchung des drainierenden Lymphknotens als primaren Ort des
Toleranzverlusts im aktiven Mausmodell der EBA als valide charakterisiert.
Wahrend empfangliche SJL/J-Mause mit Krankheitsprogression eine zunehmende
Zahl von antigenspezifischen Plasmazellen aufweisen, nimmt die Zahl dieser in
resistenten BALB/c-Tieren nach Tag 35 p. i. wieder ab: Ob dies mittelbar oder
unmittelbar auf eine unterschiedliche initiale T-Zellproliferation, Unterschiede im

Kontakt antigenspezifischer T-Zellen mit antigenspezifischen B-Zellen im Rahmen
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der Keimzentrumsreaktion oder auf differentielle Regulation von Plasmazellen (z.
B. durch Blimp-1 oder XBP-1) zurtuckgefuhrt werden kann, muss offen bleiben
(118, 129, 130). Interessanterweise zeigte sich jedoch IFN-y-Gabe in einem
Mausmodell zur autoimmunen Pankreatitis direkt korreliert mit der Zahl CD138-
positiver Zellen (131). Eigene Kolokalisationsstudien erbrachten hinsichtlich der
zytoplasmatischen CD138-Expression und der dortigen, antikbrpervermittelten
Bindung von mCOL7C (als Mal fur die Synthese @ mCOL7C-spezifischer
Immunglobuline aller Klassen) keine Unterschiede zwischen den Plasmazellen von
SJL/J- und BALB/c-Versuchstieren, was tatsachlich flr einen Mechanismus der

Regulation sprechen konnte, der selektiv die Zahl der Plasmazellen beeinflusst.

44 EBA-Empfanglichkeit geht einher mit IFN-y-Zytokingenexpression.

Zytokine gelten als die wichtigsten Regulatoren des Antikorperklassenwechsels
(Class Switch Recombination, CSR) im Rahmen einer von T-Zellen abhangigen
Keimzentrumsreaktion follikularer B-Zellen: Das Zytokin Interferon-y (IFN-y)
vermittelt in aktivierten B-Zellen die CSR zur Subklasse 1gG2, wahrend Interleukin-
4 (IL-4) zu IgG1- und IgE-Bildung fuhrt (118, 132). Beide Zytokine hemmen sich,
zumindest partiell, gegenseitig in ihrer Wirkung (133). IFN-y darf als
Schliisselzytokin von CD4" T-Helferzellen des Typs 1 (Th1-Zellen) gelten, wahrend
IL-4-Sekretion klassischerweise mit CD4" Th2-Zellen in Verbindung gebracht wird
(80-82). Neben Th1- und Th2-Zellen wurden kirzlich weitere CD4" T-
Zellpopulationen mit distinktem Zytokinexpressionsmuster wie z. B. T-Helferzellen
des Typs 17 (Th17-Zellen) oder regulatorische T-Zellen (Treg-Zellen) beschrieben
und mit zahlreichen Krankheiten autoimmuner Genese assoziiert (134, 135).
Direkte Einflisse dieser Subpopulationen (und deren Zytokine) auf die CSR
wurden jedoch noch nicht in der Literatur beschrieben, auRerdem scheint die
Pathogenese der EBA von Treg-Zellen ganzlich unabhangig zu sein (136). Neuere
Studien zeigen ferner, dass die Zytokine IFN-y und IL-4 auch von anderen Zellen
ausgeschuttet werden kénnen: So werden NK-Zellen als IFN-y-Produzenten und
frGhe Induktoren einer Th1-ahnlichen Immunantwort im Lymphknoten beschrieben,
wahrend follikulare T-Helferzellen (Tfh-Zellen) wahrend der Keimzentrumsreaktion
IL-4 sezernieren koénnen (137, 138). Dieser Befunde wegen soll im weiteren
Verlauf der Diskussion von einem Th1- oder Th2-typischen Zytokinmilieu

gesprochen werden.
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Eine erste kinetische Bestimmung der Genexpression der CSR-induzierenden
Zytokine IFN-y und IL-4 im drainierenden Lymphknoten erbrachte eine gute
Diskriminationsleistung am Tag 21 p.i. (dem Zeitpunkt der ersten beobachtbaren
klinischen Zeichen der EBA), wahrend sich die Expression zu friiheren Zeitpunkten
uneinheitlich zeigte (n=2). Dies deckt sich mit Literaturstellen, die eine klare, Th1-
oder Th2-typische Polarisation im chronischen Stadium einer Erkrankung
beschreiben, wahrend zu Beginn der Lymphozytenaktivierung eher gemischte
Profile der Zytokinexpression zu beobachten sind (83). Die hypothetisierte Th1-
typische Polarisation in empfanglichen SJL/J-Mausen konnte sodann in einem
Wiederholungsexperiment (n=8-10) statistisch signifikant bestatigt werden,
wahrend resistente BALB/c-Tiere mit einer gemischten, jedoch Th2-typisch
dominierten Antwort reagierten. Es fiel auf, dass IL-4 in mCOL7C-immunisierten
SJL/J-Tieren, im Vergleich zu Kontrolltieren, unverandert exprimiert wurde, obwohl
in Serum und Haut ansteigende 1gG1-Titer gemessen werden konnten. In-vitro-
Restimulationsexperimente mit T-Zellen von SJL/J-Versuchstieren wiesen jedoch
eine IL-4-Bildung zu einem friheren Zeitpunkt nach, was ein Hinweis darauf sein
konnte, dass IL-4 in-vivo zu einem anderen Zeitpunkt als der hier untersuchte
exprimiert wird (79). Auch ist es denkbar, dass das auf Kontrollniveau exprimierte
IL-4 in SJL/J-Tieren fur eine CSR zur IgG1-Subklasse ausreicht.

Durch die Analyse ganzer Lymphknotengefrierschnitte kann keine genauere
Aussage zum zytokinexprimierenden Kompartiment gemacht werden, wie es durch
die Methode der Laser-Mikrodissektion moglich geworden ist (101). Neuere
Literatur belegt jedoch, dass die Wirkung der Zytokine IFN-y und IL-4 nicht auf
einen nur kleinen Reaktionsbereich (z. B. T-Zelle — B-Zelle) beschrankt ist,
sondern den gesamten reaktiven Lymphknoten betrifft (139). Unter der Annahme,
dass Zytokinexpression und Proteinsekretion korrelieren (wie fur IFN-y in Studien
gezeigt), kann bei den vorgestellten Ergebnissen durchaus von einem Th1- oder
Th2-typischen, die CSR beeinflussenden Mikromilieu gesprochen werden, zumal
die Methode der quantitativen real-time PCR zur Zeit die einzige Moglichkeit
darstellt, kleine Anderungen der Zytokinregulation in-vivo zu erfassen (100, 140,
141).

Die hier demonstrierte Polarisation zu einem Th1- oder Th2-typischen
Zytokinmilieu im drainierenden Lymphknoten mCOL7C-immunisierter Mause wirft

die Frage nach mdglichen Ursachen einer unterschiedlichen Regulierung auf. In
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Zusammenschau der Erkenntnisse aus den Abschnitten 4.2 und 4.3 liegt es nahe,
die Unterschiede in Empfanglichkeit, dermoepidermaler Ablagerung von IgG-
Autoantikdrpern und Zytokingenexpression von SJL/J- und BALB/c-Tieren
ubergeordneten, genetischen Abweichungen zuzuordnen, zumal der Haplotyp
H2s (SJL/J) des immunregulatorischen MHC-Genlokus mit Empfanglichkeit fir die
Ausbildung der EBA assoziiert werden konnte, und BALB/c-Tiere einen davon
differenten Haplotyp (H2d) aufweisen (78).

4.5 Der MHC-Haplotyp H2s ist assoziiert mit EBA-Empfanglichkeit,
dermoepidermaler Ablagerung komplementfixierender 1gG2-

Autoantikorper, T-Zellproliferation und IFN-y-Zytokingenexpression.

Sollte der MHC-Haplotyp H2s tatsachlich mit einer Th1-typischen Polarisierung
assoziiert sein, so missten neben Wildtyp-BALB/c-Tieren (H2d) auch solche des
C57Bl/6-Stamms (H2b) mit einer von IFN-y abweichenden Zytokingenexpression
reagieren. Die Wiedereinfihrung des MHC-Haplotyps H2s von SJL/J- in BALB/c-
oder C57BI/6-Mause mittels Rlckkreuzung (syn. Backcrossing) sollte sodann mit
Th1-typischer Immunreaktion nach Immunisierung mit mCOL7C einhergehen. Zur
Untersuchung dieser madglichen Assoziation immunisierte der Promovend, in
Ermangelung kongener BALB/c-Tiere, kongene C57BI/6.s-Tiere und Wildtyptiere
des C57BI/6-Stamms. Die beobachteten Reaktionen bestatigten die formulierte
Hypothese der Assoziation von MHC-Haplotyp H2s und Th1-typischer IFN-y-
Expression: C57BIl/6-Mause reagierten mit klinischer Resistenz, vorwiegender
IgG1-Ablagerung an der DEJ, fehlender C3-Fixierung und einer Tendenz zur Th2-
typischen IL-4-Antwort. Kongene  C57Bl/6.s-Tiere  hingegen  zeigten
Empfanglichkeit, IgG2- und C3-Ablagerung an der DEJ sowie eine gemischte Th1-/
Th2-typische, jedoch IFN-y-(Th1-)dominierte Zytokinexpression. Dies lasst eine
besondere  Bedeutung des genetischen  Haplotyps des  wichtigen
immunregulatorischen MHC-Genlokus in der Pathogenese der EBA vermuten und
bestatigt die zuvor gestellte Assoziation von H2s mit Erkrankungsempfanglichkeit
sehr anschaulich (78).

Mechanistisch durfen die hier in-vivo beobachteten T-Zellproliferationen als erster
Hinweis auf den im MHC kodierten Einfluss auf die Antigenprasentation gelten. So
konnte in murinen Autoimmunitatsmodellen zum humanen Kollagen [V

demonstriert werden, dass Th1-typische IFN-y-Ausschittung mit einer hohen
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Dichte der Antigenprasentation und T-Zellproliferation in Mausen des H2s MHC-
Haplotyps einherging, wahrend kongene H2b-Mause eine Th2-typische IL-4-
Antwort mit einer niedrigen Antigenprasentationsdichte und Proliferation zeigten
(88-91, 121, 142). Diese Befunde fanden ihre Entsprechung in weiteren Modellen
zur Untersuchung des Wechselspiels zwischen APC und CD4" T-Zellen: Ein
schwaches, nicht jedoch ein starkes TCR-Signal fuhrte (unter CD28-Kostimulation)
zur Synthese von IL-4, starkere TCR-Stimulation fuhrte zu einer IFN-y-Sekretion
(143-146). So konnte die beobachtete gemischte, aber IFN-y-dominierte
Zytokinexpression in empfanglichen C57BI/6.s-Versuchstieren mit einer
intermediaren Antigenprasentationsdichte respektive einem TCR-Signal geringerer
Starke als in SJL/J-Tieren einhergehen. Ob diese oder andere Prozesse,
gegebenenfalls in ihrer Kombination, tatsachlich fir die Pathogenese der EBA
verantwortlich sind, bleibt jedoch Gegenstand weiterer Untersuchungen. Diese
sollten auch immunogenetische Methoden umfassen (z. B. Linkage-Analysen), um
genauere Aussagen zu moglichen Kandidatengenen im MHC-Lokus treffen zu
kénnen (147).

Die Unterschiede in der Krankheitsprogression EBA-empfanglicher SJL/J- und
C57BIl/6.s-Tiere konnen zwar mit einer geringer polarisierten Ablagerung
komplementfixierender Antikorper der Subklassen IgG2b und IgG2c an der DEJ
und der beobachteten, reduzierten C3-Fixierung in C57Bl/6.s-Mausen erklart
werden, doch ist anzunehmen, dass weitere Ursachen eine Rolle spielen: So ist
bekannt, dass kongene Mause nach zehn Generationen des Zurlckkreuzens
wieder zu 99,9 % genetisch identisch mit dem Inzucht-Hintergrundstamm sind,
jedoch auf- und abwarts des eingefuhrten Genlokus ca. 10 Centimorgan (cM) des
Donorgenoms mit anderen Genen oft unbekannter Funktion verbleiben (147). Auch
nehmen in zahlreichen Erkrankungen autoimmuner Genese der Antikorperbildung
und -ablagerung nachgeschaltete Mechanismen, wie z. B. die Bindung der IgG-
Immunkomplexe an aktivierende wie inhibierende Fcy-Rezeptoren leukozytarer

Zellen, einen erheblichen Einfluss auf die Entwicklung des Phanotyps (148, 149).

4.6 Der hochaffine Fcy-Rezeptor ist nur in Leukozyten EBA-empfanglicher

SJL/J-Tiere stark exprimiert.

Fcy-Rezeptoren werden auf leukozytaren Zellen exprimiert und kdnnen, nach

Bindung des Fc-Teils von Antikérpern der Klasse IgG, sowohl aktivierende (FcyR,,
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FcyRu, FcyRy), als auch inhibierende (FcyRip) Signale®® vermitteln (148). Sie
ermdglichen der jeweiligen Effektorzelle somit, je nach Koexpression der einzelnen
Rezeptoren, nicht nur die Integration aktivierender wie inhibitorischer Signale und
eine Balancierung maglicher Effektorfunktionen, sondern sie verbinden auch den
adaptiven (IgG-Antikérper) mit dem angeborenen Teil des Immunsystems
(Granulozyten, Monozyten): Die Subklasse IgG1 bindet selektiv den niedrig
affinen, aktivierenden FcyRy; und den inhibitorischen FcyR,-Rezeptor, jedoch mit
einer Praferenz fur den FcyR,-Rezeptor (FcyRis>FcyRy). IgG2a (und das Pendant
IgG2c) bindet praferentiell an den hoch affinen FcyRi- und den intermediar affinen
FcyRw-Rezeptor, seltener an die Rezeptoren FcyRy, und FcyRp. 1gG2b-Antikdrper
verhalten sich ahnlich wie solche der Subklassen IgG2a und IgG2c bis auf die
Tatsache, dass IgG2b nicht an den hoch affinen FcyR-Rezeptor binden kann (82,
148).

Dies bedeutet fur die in Abschnitt 3.6 vorgestellten Ergebnisse, dass die Initilerung
eines EBA-Phanotyps in C57Bl/6.s-Mausen durch IgG2b- und IgG2c-
Autoantikdrper allein auf den intermediar affinen FcyR-Rezeptor beschrankt ist,
wahrend die gleichen Subklassen in SJL/J-Mausen ihre immunpathologische
Wirkung sowohl uber intermediar affine FcyRy-, als auch Uber hoch affine FcyR-
Rezeptoren neutrophiler Granulozyten vermitteln kénnen (FcyR, wird auf allen
Leukozyten exprimiert, FcyR,y nur nicht auf T- und B-Lymphozyten) (82, 148). Die
beobachteten Unterschiede in der Krankheitsprogression von SJL/J- wie
C57BIl/6.s-Tieren konnen mit den hier gestellten Befunden hinreichend erklart
werden und zeigen, dass auch Gene aullerhalb des MHC-Lokus in die EBA-
Pathogenese involviert sind (die Fcy-Rezeptoren der Maus werden auf
Chromosom 1 kodiert).

Interessanterweise kann die Th1-/Th2-typische Polarisierung von Immunreaktionen
auch die Regulation der Fcy-Rezeptoren beeinflussen: IFN-y kann aktivierende
Rezeptorklassen herauf- und inhibierende herunterregulieren, wahrend IL-4 die
gegenteiligen Effekte vermittelt (82). Somit werden Klassenwechsel und
Expression von Fcy-Rezeptoren durch dieselben Zytokine reguliert. Diesbezlgliche

Aussagen lassen sich jedoch flur die vorgestellten Ergebnisse nicht treffen, da hier

% Hier werden die murinen FcyR-Klassen mit ihren jeweiligen Wirkungen genannt. Aktivierende Signale
werden Uber ITAMs (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif) auf rezeptorassoziierten y-Ketten,
inhibierende tber ITIMs (Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motif) auf dem zytoplasmatischen Teil der
FcyRip-Kette vermittelt. ITAMs vermitteln die weitere Signaltransduktion Gber SYK, PI3K und SOS, wéahrend
ITIMs Uber SHIP oder BTK und JNK wirken konnen. Ein y-Ketten-Knockout fiihrt zum Verlust jeglicher
aktivierender Wirkung.
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periphere (und nicht lymphonodale) Leukozyten zur Bestimmung der Fcy-
Rezeptorexpression analysiert wurden. Dies geschah vor dem Hintergrund, dass
so ein reprasentatives Abbild der Expression in denjenigen Leukozyten geliefert
werden kann, die, nach Extravasation und Emigration, an der DEJ die

immunpathologischen Prozesse der EBA vermitteln.
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5 Zusammenfassung

Die Epidermolysis bullosa acquisita (EBA) gehort zu der Gruppe der subepidermal
blasenbildenden Autoimmundermatosen und ist durch zirkulierende wie
gebundene IgG-Antikérper gegen einen wichtigen Strukturbestandteil der
dermoepidermalen Junktion (DEJ), das Kollagen VII, charakterisiert. Es ist
bekannt, dass diese Autoantikorper praferentiell an die nichtkollagene Domane 1
(NC1) des Proteins binden und Uber den Fc-Teil immunpathologische Wirkungen
wie Komplementbindung und Neutrophilenattraktion vermitteln kénnen. Folglich
wurde angenommen, dass die Entwicklung eines Phanotyps mit einem
Ubergewicht komplementfixierender IgG-Autoantikérper einhergeht und dies auf
eine Th1-typische Regulation zurtickgefuhrt werden kann.

Genaue Daten zur Kinetik dieser Autoantikdrper in Serum und Haut, differenziert
nach IgG-Subklassen mit komplementfixierenden und nicht komplementfixierenden
Eigenschaften, und einem mdoglichen Regulationsmechanismus fehlten jedoch
bislang. Nach Etablierung eines vorbeschriebenen Tiermodells, welches mit
Immunisierung von Mausen mit einem EBA-induzierenden, rekombinanten NC1-
Fragment des murinen Kollagen VIl das in-vivo-Studium friher Schritte in der
Pathophysiologie ermdglicht, konnte nun in kinetischen Untersuchungen gezeigt
werden, dass die Klinik tatsachlich mit dermoepidermaler Bindung uberwiegend
komplementfixierender 1gG2b- und I1gG2c-Antikdrper und  Th1-typischer
Genexpression von Interferon-y (IFN-y) am Ort des Toleranzverlusts korreliert.
EBA-Resistenz erwies sich in diesen Analysen mit Uberwiegender Bindung nicht
komplementfixierender 1IgG1-Autoantikdrper und einer Th2-typischen Interleukin 4-
Genexpression assoziiert. In weiterfihrenden Untersuchungen und unter Einsatz
kongener Versuchstiere konnte nicht nur gezeigt werden, dass Erkrankung,
Bindung uUberwiegend komplementfixierender 1gG2-Autoantikdrper und [FN-y-
Genexpression mit dem Haplotyp H2s des wichtigen immunregulatorischen MHC-
Genlokus von Mausen korreliert sind, sondern auch, dass das Expressionsniveau
aktivierender, nicht im MHC-Lokus kodierter Fcy-Rezeptoren der Klassen | und IV
mit der Erkrankungsschwere zusammenhangt. Diese Ergebnisse bilden eine
wichtige methodische wie inhaltliche Grundlage flir neue Experimente zu einzelnen
Mechanismen der Pathogenese und zur Modulation des Krankheitsverlaufes der
EBA.
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7

Anhang

Universitatsklinikum
Hamburg-Eppendorf

I Versuchstierhaltung

Dr. rer. nat. Andreas Haemisch
Leitung

Teilnahmebescheinigung

Medizinische Fakultat

Martinistraite 52

20246 Hamburg

Telefon: (040) 7410-54466
Telefax: (040) 7410-53079
haemisch@uke.uni-hamburg.de
www.uke.uni-hamburg.de

Herr Christoph Matthias Hammers hat am 25.11.2009 an einem eintégigen Kurs Uber

Tierexperimentelles Arbeiten mit der Maus

teilgenommen. Der Kurs wurde veranstaltet von der Versuchstierhaltung des UKE unter Lei-
tung von Dr. rer. nat Haemisch und Dr. med. vet. Tiemann. Behandelt wurden folgende

Themen;

ITGMMOUOw>

Tierschutzrechtliche Voraussetzungen fur tierexperimentelles Arbeiten
Biologie, Haltungsformen und Zuchtverfahren bei Laborm&usen
Handling und Applikationsmethoden (ip, sc, iv, po)
Methoden der Blutentenahme (retro-bulbér, mandibular)
Narkoseverfahren (CO»/0,, Ketamin/Rompun)
Tierschutzgerechtes Téten (Kohlendioxyd, cervikale Dislokation), Sektion
Belastungsminderung bei Tieren im Versuch
Organisation und Betrieb einer Versuchstierhaltung

Zu den Themen C-F wurden praktische Ubungen durchgefihrt. Die Halfte der achtstiindigen
Kursdauer enffiel auf die praktischen Ubungen.

Hamburg, den 25.November 2009

Dr. med. vet. B. Tiemann

iGLC Versuchstierhaltung

|emme | zeriifiziert nach DIN EN [SO £001:2000

Zertifikat Nr. QS-6568 HH

Universitatskiinikum Hamb

Képerschaft des dffentlichen Rechis

Gerichtsstand: Hamburg
USt-ID-Nr.: DE218618048

Vorstandsmitglieder.

Prof. Dr. Jorg F. Debatin (Vorsitzender)
Dr. Alexander Kirstein

Ricarda Klain

Prof. Dr. Dr. Uwe Koch-Gromus

Bankverbindung:

HSH Nordbank

Kto.-Nr.: 104 364 000

BLZ: 210 500 00

IBAN-Nr.: DES7210500000104364000
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Ministerium fUr Landwirtschatt,
Umwelt und landliche Raume
des Landes Schleswig-Holstein

Ministerium fir Landwirtschaft, Umwelt und landliche Raume |
Postfach 7151 | 24171 Kiel

E Hem L Ihr;u.Antra vom: 31.07.2009

i Prof. Dr. Jurgen Westermann d

E Institut fur Anatomie Mein Zeichen: V 312-72241.122-1

i Universitat zu Libeck 7
Herr Buttchereit

i Ratzeburger Allee 160

amsmrE

nachrichtlich:

Herrn Dr. R. Noél
Gemeinsame Tierhaltung
der Universitat zu Liibeck
Ratzeburger Allee 160
23538 Lubeck

10. August 2009

Ausnahmegenehmigung fiir die Durchfiihrung von Tierversuchen

Sehr geehrter Herr Prof. Westermann,
aufgrund lhres o. a. Antrages erteile ich
Herrn Christoph Hammers

gemal § 9 Abs. 1 Satz 4 des Tierschutzgesetzes in der Fassung der Bekanntmachung
vom 18. Mai 2006 (BGBI. | S. 1208, ber. S. 1313), zuletzt gedndert durch Gesetz vom
18. Dezember 2007 (BGBI. | S. 3001), die Ausnahmegenehmigung, unter lhrer Aufsicht
Eingriffe und Behandlungen an Mausen durchzufiihren.

Die Genehmigung erstreckt sich auf subkutane und intradermale Injektionen, Blutentnah-
men aus der lateralen Schwanzvene, das Téten durch CO»-Inhalation sowie die Blut- und
Organentnahme nach Tétung.

Mit freundlichen Griilzen

S

;_:15--"."- > "f}‘.-’//-L {7

Dr. Irmer

23538 Lubeck Telefon: 0431 988-7128
Telefax: 0431 988-7042

Dienstgebaude Mercatorstralle 3, 5, 7, 24106 Kiel | Telefon 0431 988-0 | Telefax 0431 988-7239 | poststelle@miur.landsh.de
www.landesregierung.schleswig-holstein.de | E-Mail-Adressen: Kein Zugang fir elekironisch signierte ader verschlusselte Dokumente
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UNIVERSITAT ZU LUBECK

Gemeinsame Tierhaltung  Leiter: Dr. med, vet. R. Noél

Gemeinsame Tierhaltung der Universitit zu Litbeck, Ratzeburger Allee 160, D-23538 Liibeck

Frau

Dr. Katja Bicber
Institut fir Anatomie
Universitit zu Litbeck
Ratzeburger Allee 160

23538 Litbeck
Aktenzeichen(bei Schriftwechsel bitte angeben) Bearbeiter(in) Telefon /Fax: 0451-5002876/4193 Datum
' Giesfeldt 26.05.2008
Anzeige vom

Antrag vom 08.02,2008 mit Ergénzung vom 21.04.2008

Sehr geehrte Frau Dr, Bieber,
der genehmigte TV - Antrag:

"Untersuchungen zur Kinetik der Ausbildung von Autoimmunerkrankungen
am Beispiel der Epidermolysis Bullosa Acquisita (EBA)“

ist unter der Vers. Nriji23/5 /08" in der Gemeinsamen Ticrhaltung registricrt.
Es diirfen bis zu 444 Tiere bestellt werden.

Benutzen Sie bitte diese Vers.- Nr. bei den Tierbestellungen (Tel. 2876). Die Tierbestellungen
fiir die folgende Woche sind bis spatestens Freitag 11 Uhr an das Sckretariat (K. Giesfeldt)
durchzugeben. Bitte teilen Sie uns auch dic Kostenstelle und den Fin. Schliissel bei der Bestellung mit.

Mit freml&@cien GriiBen

/

Dr. R, Nogl
Ticyschutzbest er
der Uaiversitit|zu Libeck
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Medizinische Fakultat Universitat zu Lubeck

Urkunde

Die Medizinische Fakultat ehrt

Herrn cand. med.
Christoph Hammers
fur die Bearbeitung seines Promotionsvorhabens

»In-vivo-Charakterisierung von Autoimmunreaktionen im
murinen EBA-Modell*

am
Institut fiir Anatomie

mit einem Promotionsstipendium im Rahmen der universitaren
»Exzellenzmedizin“

Lubeck, den 18.07.2009 V{—/

Prof. Dr. med. Werner Solbach
Dekan
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