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1 Einleitung

1.1 Autoimmunitat in der Haut

Autoimmunkrankheiten treten mit einer Priavalenz von 5% in Europa und Nordamerika auf,
sind bislang nicht heilbar und zeigen einen oft chronisch progredienten Verlauf |38]. Sie ent-
stehen durch eine Immunantwort gegen korpereigene Strukturen. Nahezu jedes Gewebe kann
Ziel einer Autoimmunkrankheit sein. Besonders héiufig treten Symptome in der Haut auf. Da
die Haut aufgrund ihrer leichten Zuginglichkeit direkt visuell beurteilbar und diagnostisch
gut erreichbar ist, dienen Autoimmundermatosen hervorragend als Modellerkrankungen fiir
Autoimmunerkrankungen im allgemeinen [46]. Viele allgemeingiiltige immunologische Prin-

zipien wurden in der Haut und ihren Autoimmunkrankheiten entdeckt |46].

Die grofste Gruppe unter den Haut-spezifischen Autoimmunkrankheiten bilden die blasenbil-
denden Autoimmundermatosen [117]. Diese sind potenziell lebensbedrohlich und stellen eine
therapeutische Herausforderung dar. Sie zeichnen sich durch Blasenbildung in Haut und
Schleimhéuten aus. Bei vielen blasenbildenden Autoimmunkrankheiten konnten Antikdor-
per gegen Strukturproteine in der Epidermis oder ihrer Basalmembran identifiziert werden.
Je nach Lokalisation dieser autoantigenen Strukturproteine konnen blasenbildende Autoim-
mundermatosen in zwei Gruppen eingeteilt werden [19]. Bei Krankheiten der Pemphigus-
Gruppe (1) sind die Antikorper gegen desmosomale Strukturen gerichtet; es kommt zu einer
suprabasalen bzw. subkornealen Spaltbildung in der Haut [121]. Werden Antikérper gegen
hemidesmosomale Proteine gebildet (Gruppe 2) entstehen Blasen im Bereich der dermo-
epidermalen Junktionszone (DEJ), die Dermis von Epidermis trennt. Vertreter der letzteren

Gruppe sind alle Formen des Pemphigoids sowie die Epidermolysis bullosa acquisita (EBA) [32].

Die EBA ist ein klinisch besonders schwer verlaufender Typ der zweiten Erkrankungsgruppe.
Sie ist mit einer Inzidenz von 0,2/10® pro Jahr [17, 69, 132] relativ selten. Das Ziel-Antigen
der Antikorper ist die NC1-Doméne des Typ-VII-Kollagen [47, 75, 130]. Dieses verbindet in
Form von Ankerfibrillen die Basalmembran der Epidermis mit der darunter liegenden Der-
mis. Typ-VII-Kollagen ist das ultrastrukturelle Korrelat fiir die mechanische Stabilitit der
DEJ. Die EBA lésst sich beim Menschen klinisch in drei Varianten einteilen [105, 131]. Der
haufigste Typ ist die Bullose Pemphigoid(BP)-Variante, die inflammatorisch verlauft und
zur Fragilitit sowie Entziindung der Haut mit narbiger Abheilung fiihrt. Diagnostisch ist
die EBA durch subepidermale Blasenbildung mit neutrophilem Infiltrat gekennzeichnet. Die
Basalmembran befindet sich ultrastrukturell im Dach der gebildeten Blase. Die direkte Im-
munfluoreszenz zeigt lineare Ablagerungen von IgG und des Komplement-Proteins C3 [58|.
Im Menschen sind in der indirekten Tmmunfluoreszenz in 20-50% der Félle Anti-Typ-VII-
Kollagen-Antikérper nachweisbar [120]. Therapeutisch ist die EBA schwer zu beherrschen
und verlauft meistens chronisch progredient. Neben klassischen Immunsuppressiva wie Glu-
cocorticoiden, Azathioprin, Mycophenol und Cyclophosphamid ist eine Therapie mit i.v.-

Immunoglobulinen (IVIG), Immunadsorption und Rituximab méglich [50, 67].
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Die EBA eignet sich hervorragend als Modellerkrankung fiir Autoimmunkrankheiten, da
erstens das auslosende Antigen bekannt und sie zweitens als Autoimmunkrankheit der Haut
makroskopisch sichtbar ist. Zum besseren Verstdndnis dieser Autoimmunkrankheit wurde
ein Maus-Modell entwickelt, bei dem pathogene Antikorper injiziert werden [119]. Deswei-
teren konnte ein aktiv Krankheits-induzierendes Maus-Modell etabliert werden, bei dem
die EBA durch Injektion eines Fragments der NC1-Doméne von Typ-VII-Kollagen gemein-
sam mit dem Adiuvans Titermax ausgelost wird [116]. In beiden Modellen kommt es bei
den Mausen zu EBA-typischen Symptomen. Es kann eine Ablagerung von Anti-Typ-VII-
Kollagen-Antikorpern und des Komplement-Proteins C3 an der DEJ sowie eine Infiltration
von neutrophilen Granulozyten in der Dermis nachgewiesen werden. Der SJI.-Maus-Stamm
ist in hohem Maf suszeptibel fiir die zuletzt genannte aktive Krankheitsinduktion. T-Zellen
sind essentiell fiir die Entstehung der EBA im aktiv induzierenden Modell [115]. Fiir dieses
Modell ist hervorzuheben, dass permanent 80% der injizierten Mause erkranken, wihrend
20% gesund bleiben [116]. Dieser konstante Unterschied in der Krankheitsentstehung ist
eine Besonderheit dieses Maus-Modells. Es ist bislang unklar, welche Ablaufe wihrend der
Immunantwort zwischen kranken und gesunden Mausen unterschiedlich sind. Gelingt es, Un-
terschiede zwischen erkrankenden und trotz Krankheitsinduktion gesund bleibenden Mausen
in der Immunantwort zu definieren, wiirden sich hieraus neue therapeutische Moglichkeiten

eroffnen.

Zur Identifikation dieser Unterschiede muss die Immunantwort in ihren unterschiedlichen
Stadien untersucht werden. Hierbei sind besonders die Stadien vor dem Auftreten von Sym-
ptomen und sogar vor der Krankheitsinduktion interessant. Trotz gleicher genetischer Aus-
stattung und identischen Umweltbedingungen miissen 80% der SJL-M&use vor Krankheits-
induktion und vor Symptomentstehung immunologische Unterschiede zu gesund bleibenden
Mausen aufweisen. Diese Unterschiede kénnen sowohl durch qualitative und quantitative
Verdnderungen des angeborenen als auch des adaptiven Immunsystems bedingt sein und
fithren trotz intrinsischer (genetischer) und extrinsischer (Umweltbedingungen) Gleichheit
zu einem unterschiedlichen klinischen Phanotyp. Im Stadium vor der Krankheitsinduktion
muss dem angeborenen Immunsystem besondere Beachtung geschenkt werden. Es wehrt die
tiberwiegende Mehrheit der Pathogene ab, ohne dass es zu klinischen Symptomen kommt [61].
Schwankungen in diesem System vor der Krankheitsinduktion kénnen moglicherweise trotz
klinischer Gesundheit die Wirkung der Injektion beeinflussen und deren Ergebnis vorher-
sagen. Da das angeborene Immunsystem innerhalb weniger Minuten bis Stunden seinen
Aktivierungszustand &ndern kann [93|, sind Unterschiede vor der Krankheitsinduktion bei
sonstiger Gleichheit der Tiere wahrscheinlich. Ob physiologische Schwankungen in der ange-
borenen Abwehr mit dem Ergebnis einer Krankheitsinduktion zusammenhéngen, wurde bis-
lang in keinem Tiermodell untersucht. Im Stadium nach der Krankheitsinduktion, jedoch vor
der Symptomentstehung steht das adaptive Immunsystem im Fokus meiner Untersuchungen.
Unterschiede in der Generierung der adaptiven Immunantwort verursachen Unterschiede der

immunologischen Effektormechanismen. Dies kann ebenfalls die unterschiedliche Anfilligkeit
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der genetisch identischen Méause bei gleichen Umweltbedingungen erkldren und vorhersagen.

Aus dem Genannten erschliefst sich das grundlegende Ziel der vorliegenden Arbeit, die einen
Beitrag zum besseren Verstéindnis der unterschiedlichen Empfinglichkeit genetisch identi-
scher Méause bei gleichen Umweltbedingungen fiir die Induktion der experimentellen EBA

leisten soll.

Da es sich in diesem Modell um eine T-Helfer(Th)-Zell abhéingige Immunantwort handelt,
erlautere ich im Folgenden die adaptive, von T-Helfer-Zellen gesteuerte Immunantwort mit
Hinblick auf das Phinomen Autoimmunitét, um die theoretische Grundlage fiir die Frage-

stellung dieser Arbeit zu legen.

1.2 Die adaptive Immunantwort im Rahmen der Pathogenese von

Autoimmunkrankheiten

Die adaptive Immunantwort besitzt in der Entstehung von Autoimmunkrankheiten eine zen-
trale Rolle. Es ist keine Autoimmunkrankheit bekannt, die ohne Beteiligung des adaptiven
Immunsystems einhergeht [66]. Die mafkgeblich an der Entstehung von Autoimmunkrankhei-
ten beteiligten Zellen des adaptiven Immunsystems sind autoreaktive T-Zellen [38, 66, 117].
Die adaptive Immunantwort hingt jedoch auch von einer Aktivierung durch das angebore-
ne Immunsystem ab. Im folgenden wird deshalb der Verlauf der adaptiven Immunantwort
ausgehend von der Aktivierung durch das angeborene Immunsystem mit Betonung des Phé-
nomens “Autoimmunitéit” erldutert. Hierbei werden naive autoreaktive T-Zellen von den-
dritischen Zellen aktiviert; dies geschieht vorwiegend in sekundéar lymphatischen Organen.
Die Aktivierung autoreaktiver T-Zellen verlauft in verschiedenen Schritten und bringt un-
terschiedliche T-Effektor-Zellen hervor. Diese konnen ihrerseits B-Zellen aktivieren, welche

Antikorper produzieren und so eine Entziindung im Bereich des Autoantigens auslosen.

Autoreaktive, naive T-Zellen kénnen trotz Selektion im Thymus entstehen.

Die Eliminierung der meisten autoreaktiven T-Zellen geschieht im Thymus. Hierhin wan-
dern die urspriinglich im Knochenmark gebildeten T-Zellen aus [133]. Im Thymus erfolgt
die Differenzierung in T-Helfer-Zellen (CD4+) und zytotoxische T-Zellen (CD8+). Deswei-
teren werden einerseits T-Zellen selektiert, die MHC-Molekiile erkennen (MHC-Restriktion,
positive Selektion). Andererseits sterben T-Zellen, die eine zu starke Reaktion auf prisen-
tierte Autoantigene zeigen (negative Selektion) [6, 7]. Diese Selektionsmechanismen fiihren
zur Eliminierung fast aller autoreaktiver T-Zellen und sind entscheidend an der Ausbildung
der Toleranz des Immunsystems beteiligt. Dennoch entstehen wenige autoreaktive T-Zellen,

die durch dendritische Zellen aktiviert werden kénnen [68].
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Dendritische Zellen spielen eine wichtige Rolle fiir die Aktivierung der

T-Zell-abhdngigen Immunantwort.

Dendritische Zellen (DCs) gehen aus Monozyten hervor und weisen abhéngig von ihrer Lo-
kalisation im Korper spezifische Differenzierungen auf (Langerhans-Zellen in der Haut, Al-
veolarmakrophagen) [25]. Sie sind durch eine starke Expression von CD11c¢ charakterisiert.
Dendritische Zellen und Makrophagen dienen der lokalen Abwehr auf den Oberflichen des
Korpers. Die Mehrzahl der Pathogene wird vor Ort eliminiert. Ubersteigt die Antigen-Menge
die Kapazitdt des angeborenen Immunsystems, wandern DCs nach Phagozytose oder Ma-
kropinozytose des Antigens in den drainierenden Lymphknoten [3]. Die Wanderung der DCs
wird durch die Bindung der Antigene an PAMP-Rezeptoren wie TLRs mit nachfolgender Si-
gnaltransduktion ausgelost [20, 61|. Hierdurch wird der Chemokin-Rezeptor CCR7 vermehrt
exprimiert. Sein Ligand CCL21 wird von sekundér lymphatischem Gewebe produziert [10].
Die Fahigkeit zur Phagozytose geht bei der Migration verloren. Die Prisentation des Anti-
gens tiber MHC TI (in seltenen Féllen auch iiber MHC T) hingegen findet verstirkt statt. Die
Zellen treten iiber die afferenten Lymphgefifke in die Randsinus des drainierenden Lymph-
knotens (siehe ndchsten Abschnitt) und von dort in die T-Zell-Zone des Lymphknotens
(Paracortex) ein. Nach ihrem Eintritt in die T-Zell-Zone sind die DCs in Lage, T-Zellen zu
aktivieren [59]. Diese sind sperzifisch gegen dasselbe Antigen gerichtet, das die DCs aktiviert
hat. Neben der Prisentation des Antigens werden die T-Zellen durch co-stimulatorische
Molekiile wie B7.1 und B7.2 aktiviert [22]. Fehlen co-stimulatorische Signale (wie bei der
Présentation korpereigener Peptide), so erfolgt eine Hemmung der T-Zellen. Dies verhindert

die Entstehung von Autoimmunkrankheiten.

Die Aktivierung naiver T-Zellen erfolgt in sekunddr lymphatischen Organen.

Die Generierung der pathogenen Immunantwort bei Autoimmunkrankheiten erfolgt in den
sekundir lymphatischen Organen [64|. Hierzu werden Lymphknoten, Mucosa-assoziiertes
lymphatisches Gewebe und die Milz gezidhlt. Diese Organe zeigen in ihrem Aufbau eine
ausgepragte rdumliche Ordnung. Aufgrund von verschiedenen Zellpopulationen mit unter-
schiedlicher Funktion l&sst sich diese Ordnung durch verschiedene Kompartimente beschrei-
ben (siehe Fig 1.1). Im folgenden sollen der kompartimentelle Aufbau des Lymphknotens
sowie dessen funktionelle Relevanz fiir die Th-Zell-vermittelte Immunantwort im Fokus ste-

hen.

Lymphknoten sind im allgemeinen nierenférmig aufgebaute Organe, die von einer Kapsel
umgeben werden. Die Maus besitzt 22 identifizierbare Lymphknoten-Stationen [39, 129]. Sie
weisen auf ihrer konkaven Seite einen Hilus auf, an dem Blutgefife in den Lymphknoten
eintreten oder ihn verlassen. An dieser Stelle treten auch die efferenten Lymphgefife aus
dem Lymphknoten aus [107|. An der konvexen Seite durchbrechen afferente Lymphgefife
die Kapsel und miinden in den subkapsuldren Randsinus. Der Aufbau von Lymphknoten

lasst sich durch drei groke Kompartimente darstellen. Die peripher gelegene Rinde (Cortex)
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wird vom Mark (Medulla) des Lymphknotens unterschieden. Diese beiden Kompartimente
werden durch eine Zwischenschicht, den Paracortex, getrennt, der das dritte Kompartiment
bildet |51]. Die Beschreibung der Kompartimente erfolgt entsprechend dem Ablauf der T-
Helfer-Zell-abhéngigen Immunantwort. Antigene werden iiber die afferenten Lymphbahnen
in l6slicher Form sowie als Peptidfragmente auf der Zelloberfliche dendritischer Zellen in
den Lymphknoten transportiert. Die dendritischen Zellen wandern iiber den subkapsuldren
Randsinus in die radidren Lymphsinus ein. Diese durchziehen den Cortex. Im Bereich des
Paracortex wandern die DCs aus den Lymphgefiaften aus, differenzieren zu interdigitierenden
dendritischen Zellen (IDCs) und treffen auf den dominanten Zelltyp dieses Kompartiments,
die T-Zellen [106]. Die paracortikale T-Zell-Zone ist der Ort, an dem im Blut zirkulierende
T-Zellen iiber die hochendothelialen Venulen (HEV) die Blutbahn verlassen [23, 83]. Thre Mi-
gration im Bereich der HEV erfolgt mithilfe von Adh&sionsmolekiilen wie L-Selektin, LFA-1
und VLA-4, die an entsprechende Liganden auf dem Endothel der HEVs (ICAM1-3) binden.
T-Zellen exprimieren den Chemokin-Rezeptor CCR7. Die Bindung von Chemokinen (CCL21,
CCL19 und CCL18) an diese Rezeptoren steuert die Wanderung der T-Zellen in die T-Zell-
Zone [53]. Die Chemokine werden von lymphatischen Stroma-Zellen sowie von dendritischen
Zellen generiert. Durch verminderte Expression von Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptoren wird
die Auswanderung von aktivierten T-Zellen aus dem Lymphknoten gehemmt [113|. Die T-
Zell-Zone besitzt eine essentielle Rolle in der Generierung einer adaptiven Immunantwort;
hier treffen naive (nicht aktivierte) T-Zellen erstmals auf ihr spezifisches Antigen und 16-
sen durch ihre Reaktion die adaptive Immunantwort gegen dieses Antigen aus [48, 49|. Der
Cortex wird aufgrund des hier vorherrschenden Zelltyps als B-Zell-Zone bezeichnet. An der
Grenze zwischen Paracortex und Cortex treffen aktivierte T-Zellen auf naive B-Zellen. Die-
se werden von T-Zellen aktiviert und bilden innerhalb der B-Zone Keimzentren. In diesen
Keimzentren reifen die naiven B-Zellen zu Plasmazellen oder Gedéchtniszellen heran. Die
Keimzentren bestehen aus einer dunklen Zone, in der die reifenden B-Zellen (Zentroblasten)
proliferieren, und einer hellen Zone, in der die reifenden B-Zellen selektiert werden [54]. In-
nerhalb des Keimzentrums gibt es follikular dendritische Zellen, die das Antigen, gegen das
die B-Zellen gerichtet sind, sténdig prisentieren [82, 129]. Desweiteren werden die B-Zellen
durch Th-Zellen in ihrer Keimzentrumsreifung unterstiitzt. Gedichtnis-B-Zellen und reife
Plasmazellen kénnen in der Medulla des Lymphknotens nachgewiesen werden, ebenso wie
andere Lymphozyten-Populationen, die iiber die Marksinus in die efferenten Lymphbahnen

aus dem Lymphknoten auswandern [107, 129].
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@ T-Lymphozyten

B-Lymphozyten

’ Dendritische Zellen

Fig. 1.1: Kompartimente des murinen Lymphknotens. Mikroskopische Darstellung
mittels immunhistochemischer Farbung. In der Peripherie liegt die B-Zell-Zone
(Cortex, B220", blau). Weiter zentral liegt die T-Zell-Zone (Paracortex, TCR T,
braun). Dazwischen sind die Keimzentren in den Sekundérfollikeln lokalisiert (Ki-
671, magenta). Dendritische Zellen wandern iiber die afferenten Lymphbahnen in
den Marginalsinus ein (1). Von dort gelangen sie iiber radiire Lymphsinus in den
Paracortex. Hier verlassen sie die Lymphsinus und wandern in die T-Zell-Zone aus
(2). T- und B- Lymphozyten gelangen iiber Blutgefife in den Lymphknoten (3); sie
verlassen die Blutbahn im Bereich der hochendothelialen Venulen (4). T-Zellen tref-
fen im Paracortex auf dendritische Zellen, die ihr spezifisches Antigen prisentieren,
und werden aktiviert (5). B-Zellen wandern durch die T-Zell-Zone zum Cortex (6).
An der Grenze zwischen Paracortex und Cortex treffen aktivierte T-Zellen auf B-
Zellen und aktivieren diese (7). B-Zellen bilden ein Keimzentrum und proliferieren
zu Plasmazellen und Gedéchtniszellen (8). Sie wandern in die Medulla (ungeféirbt)
und produzieren Antikorper (9). 10fache Vergroferung. 3fach Férbung durch gra-
phische Projektion aus einer Doppel- und einer Einfach-Farbung. Referenzen im
Abschnitt 1.2.

T-Zellen werden in verschiedenen Schritten aktiviert.

Durch Interaktion von dendritischen Zellen und T-Zellen werden die letzteren aktiviert.
Dies geschieht in der T-Zell-Zone der sekundir lymphatischen Organe. Die Aktivierung
erfolgt geméfs JANEWAY in drei Schritten und fiihrt zur Proliferation antigenspezifischer
T-Zell-Klone [94]. Zunéchst erkennt die T-Zelle mithilfe des T-Zell-Rezeptors und seines
Co-Rezeptors (CD4 oder CD8) den Antigen-MHC-II-Komplex auf der dendritischen Zelle
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(Schritt 1) [22]. Dies fithrt zur Aktivierung der T-Zelle. Auferdem miissen co-stimulatorische
Molekiile auf der dendritischen Zelle (B7.1, B7.2, ICOS, CD27, CD40) vorhanden sein
(Schritt 2) [127]. Kommt es aufgrund von Aktivierung des angeborenen Immunsystems zur
gleichzeitigen Préasentation von co-stimulatorischen Signalen und korpereigenen Peptiden,
konnen autoreaktive T-Zellen aktiviert werden und Autoimmunkrankheiten entstehen. Die
Aktivierung von T-Zellen fiihrt zu deren Differenzierung und zur Bildung von T-Effektor-
Zellen (Schritt 3).

T-Helfer Zellen entstehen unter dem Einfluss verschiedener Zytokine.

CD4+ T-Zellen differenzieren in verschiedene T-Helferzell-Subtypen [1, 60]. Dies verlduft un-
ter dem Einfluss des lokalen Zytokin-Milieus, das vorrangig von der Antigen-prisentierenden
Zelle (APC, meistens dendritische Zellen) generiert wird [5, 90]. Es konnen Th1-, Th2-, Th17-
sowie regulatorische T-Zellen unterschieden werden. Produziert die dendritische Zelle vorwie-
gend Interleukin (IL) 12 und IFN~, so entwickelt sich eine Th1-Zelle [55|. Die Bindung von
IL12 und IFN~ fiihrt zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors T-bet, der charakteristisch
fiir Th1-Zellen ist. T-bet bewirkt die Expression der Thl-charakteristischen Zytokine IFN ~
und IL12. Diese verhelfen Makrophagen zur effektiven Bekdimpfung phagozytierter Patho-
gene. Zudem bewirken Th1l-Zellen bei B-Zellen im Keimzentrum einen Klassenwechsel der

konstanten Region der Antikorper.

Th-2-Zellen entstehen unter dem Einfluss von IL4, das in den T-Zellen den Transkripti-
onsfaktor GATA3 aktiviert. Th2-Zellen exprimieren neben IL4 auch IL5 und IL13. Diese
verursachen einen Klassenwechsel zu IgE, was bei allergischen Reaktionen sowie der Abwehr
parasitirer Pathogene von entscheidender Bedeutung ist. Zwischen Thl- und Th2-Zellen
findet eine reziproke Hemmung statt |31]. Akute Immunantworten werden von Thl- sowie
Th2-Zellen gleichzeitig durchgefiihrt; chronische Immunantworten, wie sie bei Autoimmun-

krankheiten auftreten, sind hingegen Thl- oder Th2-polarisiert [94].

In neuerer Zeit wurden Th17-Zellen als eine weitere Population von Th-Effektor-Zellen ent-
deckt [73, 89]. Sie entstehen zu einem sehr frithen Zeitpunkt der Aktivierung der Th-Zellen
unter dem Einfluss von IL6 und TGF 3. Th17-Zellen produzieren vornehmlich IL17 sowie 116
und IL23. Der spezifische Transkriptionsfaktor ist ROR~t. Unter dem Einfluss von Th17-
Zellen kommt es zu einer verstirkten inflammatorischen Antwort durch neutrophile Gra-
nulozyten. Th17-Immunantworten werden fiir die Entstehung von Autoimmunkrankheiten

vornehmlich verantwortlich gemacht.

Die Proliferation autoreaktiver T-Zellen und die Entwicklung zu Effektorzellen kann durch re-
gulatorische T-Zellen gehemmt werden. Im Thymus werden natiirliche, regulatorische CD4 *+
T-Zellen (nTreg) gebildet. Diese werden durch eine starke Bindung von Autoantigenen an
MHC-Molekiilen selektiert, zeichnen sich durch den Transkriptionsfaktor FoxP3 aus und
produzieren vornehmlich die Zytokine TGF S und IL10 [44, 45, 76]. Aukerdem entstehen

wahrend der adaptiven Immunantwort regulatorische T-Zellen, die funktionell und morpho-
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logisch vielgestaltig sind. Sie produzieren zumeist 1110 sowie TGF § und hemmen ebenfalls
die T-Zell-Proliferation. Treg- und Th17-Zellen stehen in einem reziprok hemmenden Ver-
héltnis |76], so dass Treg-Zellen ein protektiver Einfluss auf Autoimmunkrankheiten zuzu-

schreiben ist.

T-Helfer-Zellen aktivieren und beeinflussen B-Zellen.

Unter physiologischen Bedingungen sind autoreaktive B-Zellen in jedem Organismus nachzu-
weisen. Thre Toleranz gegeniiber dem Selbst beruht vermutlich auf einer mangelnden Aktivie-
rung durch Th-Zellen [66]. B-Zellen werden durch die oben beschriebenen Th-Effektor-Zellen
durch Zytokine und Zell-Zell-Kontakt beeinflusst [84]. Hat eine B-Zelle ein Antigen mit-
tels membranstindigem Immunglobulin gebunden und internalisiert, werden Fragmente iiber
MHC II présentiert. Treffen aktivierte B- und T-Zelle an der Grenze von T- zur B-Zell-Zone
eines Lymphknotens aufeinander, so wird die B-Zelle durch die Th-Zelle stimuliert (CD40L,
LFA-1, Zytokine) und wandert unter dem Einfluss von CXCL13 in einen Primérfollikel ein
[100]. Es bildet sich ein Keimzentrum [34]. Hier findet unter dem Einfluss von Th-Zellen und
follikular dendritischer Zellen eine Affinitétsreifung sowie ein Klassenwechsel der Antikorper
von IgD und IgM zu anderen Klassen statt [80]. B-Zellen differenzieren zu Plasmazellen, die
wenige membransténdige Antikorper priasentieren, kein MHC 1T auf ihrer Oberfliche tragen,
jedoch intensiv Antikorper produzieren. Der Klassenwechsel sowie die Affinitdtsreifung der
Antikorper sind irreversibel. Das Enzym Activation Induced Cytidin Deaminase (AID) in
B-Zellen ist essentiell fiir die somatische Hypermutation und den Klassenwechsel [126]. Aus

der Keimzentrumsreaktion resultieren Plasmazellen und B-Gedéchtnis-Zellen [101].

Antikorper gegen dasselbe Antigen kdnnen unterschiedliche Effektor-Funktionen

aufweisen.

Beim Klassenwechsel (engl. class switch) entstehen Antikorper, die gegen dasselbe Antigen
gerichtet sind. Thre Effektorfunktion unterscheidet sich jedoch abhingig von der konstan-
ten Region des Antikorper-Molekiils [29]. Aktivierte B-Zellen produzieren ohne Einfluss von
Th-Zellen IgM-Antikorper. Diese bilden Pentamere, besitzen eine geringe Affinitdt zum An-
tigen und aktivieren effizient das Komplement-System. Durch den Klassenwechsel werden
IgA, IgE und IgG gebildet. IgA-Antikorper werden vornehmlich durch die Mucosa in das
Lumen der jeweiligen Organe transportiert. Die Vernetzung von IgE-Rezeptoren fiihrt zur

Degranulation von Mastzellen.

Die Antikdrper der Klasse IgG konnen wie die anderen Klassen in weitere Subklassen un-
terteilt werden [13]. Bei der Maus werden IgG1-Antikérper vornehmlich unter dem Einfluss
von Th2-Zytokinen gebildet. Th1-Zytokine hingegen fiihren zur Produktion von IgG2a/c-,
[gG2b- und IgG3-Antikérpern. Die Antikorper-Subklassen IgG2a/c und IgG2b binden mit
hoher Affinitdt an die Fcvy-Rezeptoren IIT und IV und fiihren zur Aktivierung von Effek-

torzellen sowie zur Aktivierung von Komplement |36]. Diese Antikérper-Subklassen sind als
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proinflammatorisch einzustufen. IgG1 hingegen besitzt eine geringe Aktivitiat zu FcyRIIT und
IV, jedoch eine hohere zum inhibitorisch wirkenden FC~RIIB [98]. IgG1 ist im Rahmen einer
Th2-abhéngigen, chronischen Immunantwort weniger geeignet, eine Entziindung zu unterhal-
ten. Dies geht einher mit der Beobachtung, dass in den meisten autoimmunen Tier-Modellen

eine Thl- bzw. eine Th17-Antwort fiir die Krankheitsentstehung verantwortlich ist.

Die Bindung von Antikérpern an ihre Zielstruktur fiihrt somit neben der Neutralisierung
dieser Struktur zur Aktivierung von Zellen des angeborenen Immunsystems. Dies geschieht
durch das Komplement-System, das chemotaktisch auf Entziindungszellen wie neutrophile
Granulozyten wirkt. Desweiteren kann eine direkte Degranulation von neutrophilen Gra-
nulozyten durch Bindung der Antikérper an Fcy-Rezeptoren erfolgen. Diese Degranulation
ist Teil einer starken inflammatorischen Reaktion, die zur Eliminierung eines Autoantigens
beitrédgt. Die durch neutrophile Granulozyten bedingte Entziindung fiihrt zur Expression
von Chemokinen im Umgebungsgewebe. Diese Chemokine besitzen sowohl inflammatorisch
perpetuierenden als auch inhibierenden Charakter. Eine zuséitzliche Infiltration von neutro-
philen Granulozyten wird durch KC (Keratinocyte-derived Chemokine, Maus-Homolog zum
humanen IL8) und 1L33 erreicht [4, 72, 124, 125|.

Zusammenfassend ist die adaptive Immunantwort durch ein Wechselspiel von angeborenem
und adaptivem Immunsystem gekennzeichnet. Das angeborene Immunsystem signalisiert den
T-Zellen durch Peptid-Présentation, dass eine Konfrontation mit einem Antigen vorliegt.
Handelt es sich hierbei um ein korpereigenes Peptid, so konnen autoreaktive Th-Zellen akti-
viert werden. Diese reagieren durch Proliferation und Differenzierung. Sie bekdmpfen direkt
das Antigen (zytotoxische T-Zellen) oder beeinflussen B-Zellen (Th-Zellen). Die gesteiger-
te Produktion von Antikérpern und proinflammatorischen Zytokinen wiederum foérdert die
Wirksamkeit des angeborenen Immunsystems und 16st somit eine autoimmunogene Entziin-

dung aus.

1.3 Fragestellung dieser Arbeit

Ich habe in dieser Arbeit die immunpathogenetischen Unterschiede zwischen Tieren, die nach
Injektion von Typ-VII-Kollagen und Titermax erkranken, und solchen, die gesund bleiben,
vor und nach der Krankheitsinduktion untersucht. Es handelt sich um genetisch identische
Tiere, die unter gleichen Umweltbedingungen gehalten werden. Trotz der gleichen Bedingun-
gen zeigen die Tiere nach der Krankheitsinduktion einen unterschiedlichen klinischen Verlauf.
Durch den experimentellen Aufbau lassen sich die verschiedenen Stadien der Entwicklung
autoimmunogener Symptome von einem Status volliger Gesundheit (vor der Krankheitsin-
duktion) iiber das Stadium der Autoimmunitit (nach der Krankheitsinduktion, wenn noch
keine Symptome vorhanden sind) bis zur Entstehung oder dem Ausbleiben von Krankheits-

symptomen vergleichen.

Mit der Identifikation von pathogenetischen Unterschieden trotz gleicher Genetik und glei-

chen Umweltbedingungen ergeben sich potenzielle therapeutische Ziele, deren Beeinflussung
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die Entstehung von Autoimmunkrankheiten verhindern kann. Vor der Krankheitsinduktion
konnen Schwankungen in der Aktivierung des angeborenen Immunsystems den Verlauf nach
der Induktion beeinflussen und helfen, diesen Verlauf vorherzusagen. Ebenso sind Unter-
schiede in der initialen adaptiven Immunantwort nach der Induktion potenziell verantwort-
lich und pradiktiv fiir die unterschiedliche Empfanglichkeit der Krankheit trotz grofstmog-
licher Gleichheit der Tiere. Die Untersuchung der Parameter erfolgt in wvivo. Hierbei wird
die Immunantwort in ihrer zeitlichen und rdumlichen Verteilung am lebenden Organismus
charakterisiert. Folgende drei Fragestellungen sollen in der vorliegenden Arbeit untersucht

werden:

1. Welche Effektormechanismen der Immunantwort gegen Typ-VII-Kollagen sind fiir die
Symptomentstehung verantwortlich? Lymphknoten, Blutproben und Hautbiopsien wer-
den nach Symptomentstehung oder -ausbleiben bei kranken und gesunden Tieren mo-

lekularbiologisch und histologisch verglichen.

2. Lassen sich Unterschiede wihrend der Immunantwort identifizieren, die vor Symptom-
ausbruch vorhersagen, ob ein Tier krank wird oder gesund bleibt? In-vivo-Biopsien des
drainierenden Lymphknotens werden vor Symptomentstehung entnommen, analysiert

und mit der Krankheitsentwicklung korreliert.

3. Ldsst sich schon vor der Krankheitsinduktion anhand immunologischer Unterschiede
vorhersagen, ob ein Tier krank wird? Hierzu werden Hautproben und Blutproben vor
Krankheitsinduktion entnommen und nach Krankheitsausbruch oder-ausbleiben auf
die Expression von Oberflichenmarkern, Zytokinen und Chemokinen untersucht. Die

erhobenen Parameter werden mit dem klinischen Score in Korrelation gesetzt.
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2 Material & Methoden

2.1 Tiere und Tierhaltung

Fiir alle durchgefiihrten Versuche werden weibliche Tiere des SJL/J-Stammes verwendet.
Diese werden entweder bei Charles River GmbH (Sulzfeld, Deutschland) oder Janvier SAS
(Le Genest Saint Isle, Frankreich) im Alter von 6-8 Wochen kommerziell erworben. Nach
einer Rekonvaleszenz (aufgrund des Transports) von 1-2 Wochen erfolgt die Krankheits-
induktion. Die Méuse werden unter SPF (=spezifisch Pathogen-frei) Bedingungen in der
zentralen Tierhaltung der Universitit zu Liibeck gehalten. Die Gruppengrofe betrégt 9 Tie-
re je Kifig. Die Méuse sind durch Ohrlochmarkierungen eindeutig zu identifizieren. Die
Kafigschale der Standardkifige (42,5 cm x 26,6 cm x 15,5 ¢cm) besteht aus Polycarbonat;
die Abdeckung aus Edelstahlgittern mit einem Gitterabstand von 0,7 cm. Die Auslegung
des Kifighodens erfolgt mit Holzspinen (Altromin GmbH, Lage, Deutschland) und wird
wochentlich gewechselt. Trockenfutter (altromin1430, Altromin GmbH, Lage, Deutschland)
und Wasser ist den Tieren stiandig zuginglich. Die Umgebungstemperatur betragt 23 +1 °C
bei einer Luftfeuchtigkeit von 60+5 %. Ein regelméfiger Hell-Dunkel-Rhythmus wird durch
eine Zeitschaltautomatik gewédhrleistet. Hell- und Dunkel-Phasen dauern jeweils 12 Stunden
pro Tag. Hell-Phasen umfassen das Intervall von 6 bis 18 Uhr. Eine Genehmigung zur Durch-
fithrung der Tierversuche ist gegeben (Tierversuchsantrag 23/y/08 vom 16.05.2008, Kopie
sieche Anhang). Der Autor besitzt ein Zertifikat {iber die Teilnahme am Kurs “Tierexperimen-
telles Arbeiten mit der Maus” (Dr.rer.nat. A. Haemisch, Versuchstierhaltung, Medizinische

Fakultdt, Universitdtsklinikum Hamburg-Eppendorf, Kopie siehe Anhang).

2.2 Versuchsablauf

In allen Versuchen wird weiblichen SJL-M&ausen im Alter von 8-10 Wochen die krankheitsin-
duzierende Injektion verabreicht. Die Krankheitsinduktion erfolgt durch subcutane Injektion
von jeweils 251l in beide Fufsohlen. Injiziert wird eine Suspension aus einem rekombinan-
tem Fragment des Typ-VII-Kollagen (mCol7C-GST (hergestellt nach [119])) in Titermax
(Cyt Rx Corporation, Norcross, USA) im Volumenverhiltnis 1:1. Die Suspension wird unter

sterilen Bedingungen bei 4°C angesetzt. Die Opferung der Tiere erfolgt nach 9-10 Wochen.

In einem Screening-Ansatz werden zunichst ausgewihlte kranke und gesunde (je n=10)
Tiere miteinander verglichen. Diese Tiere stammen aus vier verschiedenen Versuchen; es
werden die gesunden mit sehr schwer erkrankten Tieren verglichen. Anschliefsend erfolgt der

Hauptversuch mit pradiktiver Fragestellung (siehe Fig. 2.1).

In diesem Hauptversuch werden weiblichen SJL-M&usen (n—34) im Alter von 7-9 Wochen
Hautbiopsien im Bereich der Ohren entnommen. Zum gleichen Zeitpunkt erfolgt die Entnah-
me von ca. 100 ul Blut aus einer Schwanzvene. Im Alter von 8-10 Wochen (5-6 Tage nach

der Biopsie) findet die Krankheitsinduktion statt. Es wird eine wochentliche Erhebung des
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Krankheitsstatus durchgefiihrt. Hierbei werden alle Korperpartien nach Hautldsionen abge-
sucht, und die betroffene Fléche in Prozentangabe der jeweiligen Lokalisation angegeben.
Im Anschluss erfolgt (auf Normanteilen der Korperpartien basierend) die Berechnung der
gesamten betroffenen Korperoberfliche (KOF). Dies wird im Folgenden als Krankheitsscore
bezeichnet. Handelt es sich um fragliche EBA-Wunden, wird die betroffene Flache mit einem
Unsicherheitsfaktor (0,2) abgewertet. Als gesund werden Tiere betrachtet, die weniger als
1,5 % betroffene Korperoberfliche aufweisen, da dieser geringe Befall nicht von Artefakten

unterschieden werden kann.

15 Tage nach Krankheitsinduktion findet die in-vivo-Biopsie des linken poplitealen Lymph-
knotens statt (n—28). Nicht operierte Tiere (n—6) dienen als Kontrollgruppe. Weitere Blutent-
nahmen finden zu den Zeitpunkten 4 und 6 Wochen sowie 10 Wochen nach der Krankheits-
induktion statt. Die Opferung der Tiere erfolgt 10 Wochen nach der Krankheitsinduktion.

Verglichen werden wiederum gesunde mit schwer erkrankten Tieren.
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Woche -1

n=34
Stamm: SJL
Geschlecht: weiblich
Alter: 7-9 Wochen

Gesundheit
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n=34
Krankheitsinduktion mit
mCol7C-GST und Titermax

Immunantwort

n=28 n==6
Operative in-vivo-Biopsie Keine Entnahme des
des linken poplitealen linken poplitealen
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[
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hentliche Evaluation Blutentnahme
der betroffenen 4 und 8 Wochen
Hautoberflache nach Krankheitsinduktion

Woche 10 Opferung der Tiere

Fig. 2.1:

Klinischer Endpunkt

Versuchsablauf: Dargestellt ist der Versuchsablauf des pradiktiven Versuches. Es
werden eine Woche vor der Krankheitsinduktion Haut- und Blutproben entnom-
men. Im Alter von 8-10 Wochen erfolgt die Krankheitsinduktion. 2 Wochen nach
Krankheitsinduktion wird der Versuchsgruppe ein Lymphknoten entnommen. Der
Kontrollgruppe wird kein Lymphknoten entnommen. Im folgenden Zeitraum wer-
den die Tiere klinisch wochentlich evaluiert; es erfolgen zwei weitere Blutentnahmen.
Die Opferung erfolgt 10 Wochen nach der Krankheitsinduktion. Rechts werden die
drei untersuchten Stadien des Experimentes bezeichnet. Die Probenentnahme vor
Krankheitsinduktion stellt den gesunden Zustand dar; im Lymphknoten nach 2
Wochen wird die potenziell pathogene Immunantwort charakterisiert; der klinische
Endpunkt wird durch die klinische Evaluation und die folgende Probenentnahme
beschrieben.

2.3 Eingriffe

Samtliche Eingriffe an den Versuchstieren erfolgen in Kurznarkose durch intraperitonea-

le Injektion einer Mischung aus Ketaminhydrochlorid (12 mg/ml) und Xylazinhydrochlorid

(1,6 mg/ml) in steriler 0,9% NaCl-Losung in der Dosierung 10ml/kg Koérpergewicht. Die
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Immobilisierung der M&use beginnt innerhalb von 5 Minuten, die Chirurgie-Toleranz wird
nach 10 Minuten erreicht. Alle Interventionen werden unter nicht sterilen Bedingungen in
gesonderten Raumlichkeiten der Tierhaltung durchgefiihrt. Fiir PCR-Analyse vorgesehenes
Organmaterial wird mit speziellem Instrumentarium behandelt, das zwischen den Eingriffen

in 70% Ethanol desinfiziert und mit SDS von RNasen gereinigt wurde.

In-vivo-Biopsie von Ohrhaut

Die in-vivo-Biopsie der Ohrhaut vor Induktion der EBA stellt ein wichtiges Element dieser
Arbeit dar. Es sollen Unterschiede erfasst werden, die die Versuchstiere schon vor Krank-
heitsinduktion zeigen. Die erhobenen Unterschiede werden mit dem spiteren Verlauf nach

Krankheitsinduktion korreliert.

Die narkotisierten Versuchstiere werden zur Identifikation mittels Ohrlochstanze am distalen
Ohrrand gekennzeichnet. Die gewonnene Haut wird in fliissigem Stickstoff gefroren (-196 °C)
und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert. An der entnommenen Stelle enthélt
die Biopsie zwei Hautschichten mit einer vernachléssigbaren Schicht dazwischen gelegenem
lockeren Bindegewebes. Bis zur Krankheitsinduktion (5-6 Tage spéter) sind die entstandenen

Wunden génzlich verheilt.

In-vivo-Exstirpation des drainierenden poplitealen Lymphknotens

Die in-vivo-Entnahme des pathogenetisch relevanten, drainierenden Lymphknotens mit nach-
folgender Beobachtung des Krankheitsverlaufs stellt ein weiteres wichtiges Element dieser
Arbeit dar. Durch Vergleich der im Lymphknoten erhobenen Parameter mit dem Krank-

heitsauftreten oder -ausbleiben lassen sich priadiktive Aussagen ableiten.

Die Mause werden fiir diesen Eingriff in X-Stellung gelagert und alle vier Extremititen
kompressionsfrei fixiert. Nach dreimaliger Desinfektion mit 70%igem Ethanol im Operati-
onsgebiet des linken Beines erfolgt der Hautschnitt medial in Langsrichtung im Bereich des
Ober- und Unterschenkels (siehe Fig.2.2). Anschliefend wird die Vena saphena magna auf-
gesucht und nach ventral mobilisiert, um die Fasziotomie zu ermdglichen. Im subfaszialen,
poplitealen Fettgewebe wird durch stumpfe Priaparation der auf ungefahr 5 mm vergroferte
Lymphknoten aufgesucht. Danach werden die hilidren Geféife und Lymphbahnen koaguliert
und der vollstindig freigelegte Lymphknoten exstirpiert. Uber dem entstandenen Weichgewe-
bedefekt adaptiert die Faszie spannungsfrei, ein Verschluss ist nicht notwendig. Die Hautnaht
wird in Einzelknopftechnik mit resorbierbarem Nahtmaterial (5-0, Ethicon Vicryl, Johnson &
Johnson Medical, Norderstedt, Deutschland) vorgenommen. Der entnommene Lymphknoten
wird in fliissigem Stickstoff gefroren (-196°C) und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C
gelagert.
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Fig. 2.2: Exstirpation des poplitealen Lymphknotens (1). Weiterhin zu erkennen sind
die Vena saphena magna (2) und der Musculus gastrocnemius (3). Nach dem
Hautschnitt erfolgt die Identifikation der anatomischen Landmarken (A) und die
stumpfe Priaparation des Lymphknotens (B). Wundverschluss (C).

Entnahme von vendsen Blutproben

Zu den vier genannten Zeitpunkten werden den narkotisierten Tieren 100 pl Blut aus der
Schwanzvene entnommen. Die Durchblutung des Schwanzes wird durch Beleuchtung mit
einer Rotlichtlampe geférdert. Zur Blutentnahme wird die Maus in einer réhrenférmigen
Einrichtung arretiert. Die laterale Schwanzvene wird quer eingeschnitten und das vorgesehene
Volumen durch rhythmische Palpation des Schwanzes abgenommen. Das Blut wird bei 4°C
zentrifugiert; anschliefend wird das Serum bei -20°C und das zelluldre Sediment bei -80°C

gelagert.

Endgiiltige Organentnahme

Nach der vorgesehenen Zeit werden die Mause in Narkose durch Begasung mit CO 5 geopfert.
Die Entnahme des rechtsseitigen poplitealen Lymphknotens erfolgt in der oben beschriebenen
Weise ohne Koagulation und Wundverschluss. Desweiteren werden die Ohren abgetrennt
und makroskopisch krankes von gesundem Gewebe mit einem Sicherheitsabstand von 2 mm
getrennt. Alle Priparate werden in fliissigem Stickstoff gefroren (-196°C) und bis zur weiteren

Verarbeitung bei -80°C gelagert.
2.4 Farbungen

Immunhistochemie

Die immunhistochemische Anfirbung von Zellpopulationen erméglicht deren Quantifizie-
rung. Aufserdem konnen die Kompartimente im Lymphknoten identifiziert und deren Flache

quantifiziert werden.
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Das fiir Farbungen vorgesehene Haut- und Lymphknoten-Gewebe wird in Einbettmedium
(Tissue-Tek, Sakura-Finetek, Zoerterwonde, Niederlande) bei -20°C fixiert. Die Schichtdicke
der Gefrierschnitte betrdgt 12 um (Kyrax, Zeiss, Jena). Nach dem Schneiden erfolgt ein
zweistiindiges Lufttrocknen. Zur Farbung werden sowohl die APAAP- als auch die Avidin-
Biotin-Methode verwendet. Hierbei binden monoklonale Antikorper spezifisch das gesuchte
Antigen und werden durch Sekundéir- oder Tertidrantikdrper und eine enzymatische Reaktion

sichtbar.

In Kryoschnitten des Lymphknotens werden T-Zellen durch TCR- 5-Farbung markiert (Avidin-
Biotin Methode). CD45R /B220 dient zur Markierung der B-Zellen (APAAP- Methode). Pro-
liferierende Zellen werden mit Tec-3/Ki-67 angefarbt (Avidin-Biotin-Methode). Es erfolgt
eine Mehrfachfarbung mit TCR-/5 und CD45R/B220 sowie mit TCR-/ und Tec-3/Ki-67.

In den Hautproben werden neutrophile Granulozyten mittels GR-1 identifiziert.

Verwendete Antikorper sind in Tabelle 1 aufgelistet.

Tab. 1: Primérantik6rper fiir immunhistochemische Firbungen.

’ Antigen \ Antikorper Isotyp \ Hersteller
CD45R /B220 Ratte IgG2a BD Biosciences, Heidelberg
TCR-5 Hamster 1gG2 BD Biosciences, Heidelberg
Tec-3/Ki-67 Ratte IgG2 DakoCytomation, Glostrup, Dinemark
GR-1 Ratte IgG2 BD Biosciences, Heidelberg
CD138 Ratte IgG2 BD Biosciences, Heidelberg

Die Fixierung der Kryoschnitte erfolgt fiir 10 Minuten bei -20°C durch ein Methanol-Aceton-
Gemisch (Verhiltnis 1:1; C. Roth GmbH& Co.KG, Karlsruhe). Anschliefend werden die
Schnitte zweimal fiir 5 Minuten mit PBS gespiilt. Eine erneute Fixierung geschieht durch
Inkubation in Paraformaldehyd (Merck KG, Darmstadt) bei -4°C fiir 45 Minuten. Weitere
Spiilvorgdnge werden mit TBS-T-Losung unter Schiittelung durchgefiihrt. Die Inkubation

mit Antikorpern erfolgt grundsitzlich in einer dunklen Feuchtkammer.

Die weiteren Arbeitsvorginge zur Farbung sind in Tabelle 2 aufgelistet.
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Tab. 2: Farbeprotokoll fiir immunhistochemische Anfirbung.*

’ Arbeitsvorgang \ Reagenzien \ Inkubationszeit
CD45R/B220 (1:100)
Primérinkubation TCRS (1:100) 60 Minuten
Spiilen TBS-T 2 x 5 Minuten

Ratten-Ig-Fraktion (1:50) in
5%igem Mausserum
Extra-Avidin-Peroxidase-

Sekundéarinkubation Komplex(1:10) 30 Minuten

Spiilen TBS-T 2 x 5 Minuten
Enzym-Immunkomplex

Ratte-APAAP

Tertidrinkubation (1:500) 30 Minuten
Spiilen TBS-T 15 Minuten

Fast Blue BB 25 Minuten

Entwicklung Diaminobenzidin 5 Minuten

*B-Zellen (CD45R /B220; Arbeitsschritte in blau), T-Zellen (TCR 3; Arbeitsschritte in
rot) und neutrophile Granulozyten (GR-1; Arbeitsschritte in )

Die Anfarbung des Proliferationsmarkers Ki-67 erfolgt mittels Avidin-Biotin-Methode. Nach
zehnminiitiger Fixierung durch Aceton bei Raumtemperatur werden die Schnitte bei 4°C
fiir 45 Minuten in Paraformaldehyd (4%) inkubiert. Es folgt die Inkubation mit dem TEC-
3-Antikérper iiber Nacht. Zur Sekundérinkubation (30 Minuten) wird Ratten-Ig-Fraktion
(1:500) in 5%igem Mausserum verwendet. Dann wird der Extra-Avidin-Peroxidase-Komplex
(1:100) fiir 30 Minuten aufgebracht. Anschliefend erfolgt die Anfarbung durch Fast Red fiir
25 Minuten.

Zur Identifikation Typ-VII-Kollagen-spezifischer Plasmazellen wird eine Triple-Férbung die-
ser Zellen vorgenommen. Nach einstiindiger Inkubation mit biotinyliertem Typ-VII-Kollagen
(1:500) wird der Extra-Avidin-Peroxidase-Komplex fiir 30 Minuten hinzugegeben. Die Ent-
wicklung erfolgt durch Fast Blue fiir 25 Minuten. Anschlieffend wird die Anfirbung von
CD45R /B220 wie oben beschrieben vorgenommen. Zusétzlich wird Syndecan-1 (CD138) als
Marker fiir Plasmazellen angefarbt. Als Reagenz zum Nachweis von CD138 wird Diamino-

benzidin benutzt.

Quantitative Auswertung der immunhistochemischen Firbungen

Die Quantifizierung der T-Zell-Proliferation erfolgt mithilfe der Ki-67-Farbung. GR-1 dient

zur Markierung von neutrophilen Granulozyten. Typ-VII-Kollagen-spezifische Plasmazellen
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werden durch CD138 und Bindung von Typ-VII-Kollagen erkannt. Es werden am Leitz La-
borlux 12 100 Kleinquadrate (entspricht 81768 um? bei 400facher Vergroferung) ausgezihlt.
Die Flachenquantifizierung von Haut- und Lymphknotenschnitten erfolgt am Zeiss Axiovert
200 / HAL100 Mikroskop (Zeiss, Jena). Durch computer-gestiitzte Markierung (Palm@Robo
V2.2.2; P.A.L.M Microlaser Technologies AG, Biebelried) der entsprechenden Flédchen kon-
nen diese (in pum?) quantifiziert werden. Die Flichen der Kompartimente des drainierenden

Lymphknotens werden in Relation zur Gesamtfliche gesetzt.

Fluoreszenzfirbungen

Fluoreszenzfirbungen werden nach der Methode der Direkten Immunfluoreszenz (DIF) an-
gefertigt. Hierbei konnen im Gewebe vorhandene Antikorper von einem Sekundirantikorper
gebunden werden. Dieser Sekundérantikorper ist an einen Farbstoff gekoppelt, der bei Anre-
gung mit einer bestimmten Wellenlédnge ein Emissionsmaximum aufweist. Es wird ein kon-
fokales Laser-Scanning-Mikroskop (Zeiss LSM 510UV Meta, Zeiss, Jena) benutzt. Hierdurch
ist eine besonders prizise Schirfentiefe mit hoher Auflésung gegeben. Durch die DIF kon-
nen die einzelnen Antikorper-Subklassen an der dermo-epidermalen Junktionszone sichtbar
gemacht werden. Gleiches gilt fiir die Ablagerung von Komplement durch den Nachweis des

Komplementproteins C3.

Die Kryoschnitte der Haut werden fiir 30 Minuten bei -80°C abgekiihlt, um das weitere
Arbeiten bei Raumtemperatur zu ermoglichen. Dann erfolgt die Anfirbung der Priparate
mit Alexad88-gekoppeltem IgG1 (1:100), FITC-gekoppeltem IgG2b oder FITC-gekoppeltem
IgG2c (je 1:100) fiir eine Stunde. C3 wird durch Fluorescein (1:50) fiir eine Stunde gefirbt.
Fiir jede Antikorper-Subklasse werden Einzelfirbungen vorgenommen, da bei Mehrfachfar-
bungen Kreuzdetektion nicht zu vermeiden ist. Zur Kernfirbung wird Hoechst33342 verwen-
det.

Die Priaparate werden direkt nach der Farbung und dem Trocknen unter dem konfokalen

Laser-Scanning-Mikroskop fotografiert.

Auswertung der Fluoreszenzfiarbungen

Die Priaparate werden jeweils unter dem Laser-Scanning-Mikroskop bei der geeigneten Wel-
lenlinge angeregt. Die Einstellungen des Mikroskops werden fiir jede Antikorper-Subklasse
so gewahlt, dass eine Emission aufserhalb des Detektionsbereiches verhindert wird. Nach dem
Fotografieren werden in den Préparaten die Antikorper-tragenden Strukturen markiert. Mit-
tels Auswertungssoftware (Carl Zeiss Image Viewer, Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena)
wird die durchschnittliche Fluoreszenz (Mean Fluorescence Intensity, MFI) des markierten
Bereichs abziiglich der Hintergrundfluoreszenz bestimmt. Die durchschnittliche Fluoreszenz

ist ein Mafs fiir die Anzahl der gebundenen Antikérper bzw. des abgelagerten Komplements.
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2.5 Quantifizierung der Gen-Expression mit der real-time RT PCR

Zur Bestimmung der Gen-Expression wird die mRNA des jeweiligen Gewebes isoliert, in
cDNA transkribiert und mithilfe der real-time RT PCR quantifiziert. Zur Analyse der Kom-
partimente des poplitealen Lymphknoten werden diese mit der Lasermikrodissektion ausge-
schnitten. Zudem werden Schnitte des gesamten Lymphknotens, Blutzellen und Hautbiopsien

untersucht.

Lasermikrodissektion

Diese Technik dient der Isolierung spezifischer Kompartimente innerhalb des drainieren-
den Lymphknotens (siehe Fig. 2.3). Es wird eine Toluidin-Blau-Farbung zur Identifizierung
der Strukturen verwendet. Die mittels Laser ausgeschnittenen Flichen werden in einem Ol-
benetzten Mikrodissektions-Tube gesammelt. Je Kompartiment und Probe werden mindes-
tens 7500000 um? ausgeschnitten, um ausreichend mRNA fiir eine valide Quantifizierung
zu erhalten. Nach Isolation werden die Proben in 350 pul RLT-Puffer gelost und bei -20°C

konserviert.

B-Zell-Zone

Keimzentrum
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gesamter Lymphknoten \ 1
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Fig. 2.3: Lasermikrodissektion: Durch Laser-Energie lassen sich die einzelnen Kompar-
timente des Lymphknotens prézise ausschneiden und trennen. Anschliefend kon-
nen die Kompartimente getrennt voneinander untersucht werden. Es wird eine
Toluidin-Blau-Farbung benutzt. Hier Darstellung einer immunhistochemischen Far-
bung. B-Zellen: B220" (blau); T-Zellen: TCRS" (braun); proliferierende Zellen: Ki-
671 (magenta). 2,5fache Vergroferung. 3fach Farbung durch graphische Projektion
aus einer Doppel- und einer Einfach-Farbung.
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mRNA-Isolierung

Zur Isolierung der mRNA wird das innuPREP RNA Mini Kit (Analytik Jena AG) benutzt.
Proben aus der Mikrodissektion werden bei Raumtemperatur auf 700 pl mit RLT-Puffer auf-
gefiillt. Gesamte Lymphknoten und Hautbiopsien werden mittels Kryosektion in mehrere
Querschnitte mit einer Gesamtdicke von 120 um geteilt. Anschliefend erfolgt die Lésung in
700u! RLT-Puffer. Blutproben werden im Verhéltnis 1:10 mit RLT-Puffer bei einem Gesamt-
volumen von 700 pl verdiinnt. Die Proben werden auf einem Riittler fiir 1 Minute gemischt.
Anschliefend werden die Zellwinde durch Scherung in 26-Gauge-Kaniilen (Braun Sterican,
Braun AG, Deutschland) zerstort. Allen Proben werden 700 4l Ethanol zur Fixierung zugege-
ben. Die Proben werden durch einen Spinfilter fiir 2 Minuten zentrifugiert. Das Filtrat wird
verworfen. Der Filter wird mit 500 il Washing Solution HS erneut aufgefiillt und zentrifugiert
(1 Minute). Dann wird der Filter mit 700u Washing Solution LS befiillt und zentrifugiert
(1 Minute). Die nun im Filter isolierte mRNA wird in 60 ul RNase freiem Wasser gelost und
aus dem Filter heraus zentrifugiert (1 Minute). Es erfolgt bei 60°C eine Konzentrierung der

mRNA auf ein Volumen von 8 ul (Concentrator 5301, Eppendorf AG, Hamburg).

cDNA-Synthese

Die aus den Proben zusitzlich isolierte DNA wird in einem Gesamtvolumen von 10ul in
10x DNase-Puffer durch DNase-Verdau fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur zerstort. Die
Reaktion wird durch Zugabe von 1,5 ul Stopp-Solution (1,5mM EDTA-Losung) beendet.
Die mRNA wird anschliefend fiir 10 Minuten bei 70°C in lineare Struktur gebracht. Die
Transkription von mRNA in ¢cDNA erfolgt durch Reverse Transkriptase fiir 50 Minuten bei
42°C. 0,5 pul des Enzyms sind in 8 ul cDNA Mastermix (4 pl 5x Puffer; 2 ul 0,1M DTT; 1 pl
Random Primer; 1 pul NTP) gelost. Die Reaktion wird durch Inkubation fiir 15 Minuten bei
70°C angehalten. Die gewonnene cDNA wird bei -20°C gelagert.

Quantitative real-time RT PCR

Die isolierte cDNA wird mittels real-time PCR-~Analyse (ABI 7000/7900, Applera, Darm-
stadt, Deutschland) quantifiziert. Der PCR-Ansatz hat ein Volumen von 20 ul. Die Zusam-

mensetzung des Mastermix ist in Tabelle 3 aufgefiihrt.
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Tab. 3: Reaktionsansatz fiir die real-time RT PCR.*

’ Reagens Volumen
cDNA 0,625 pl

Primer- /Primer-Sonden-Mix 2l

2x SYBR-Green/TagMan Mastermix 10 pl
DEPC-Wasser 7,375 pl

*Die ¢cDNA wird aus mRNA der Gewebeproben gewonnen. Bei Verwendung von Primer-Sonden-Mix

wird ein Tag-Mastermix verwendet, Tamra dient hierbei als Reporter. Werden nur Primer ohne

Sequenz-spezifische Sonde verwendet, wird das Produkt mit SYBR-Green nachgewiesen. Jeder

Ansatz enthalt standardisiert die gleichen Mengen der vorgegebenen Reagenzien.

Fiir die Bestimmung mehrere Ziel-cDNA-Sequenzen werden die 20 ul ¢cDNA in Aliquots

aufgeteilt. Die untersuchten Ziel-cDNAs sind im Folgenden aufgelistet.

Als interner Standard jeder Probe dient die mRNA des house-keeping Gens von MLN-51.

So kann die relative Expression der einzelnen Gene verglichen werden [12, 63, 65].

Die zyklische Einstellung der real-time RT PCR ist in Tabelle 4 dargestellt.

Tab. 4: Real-time RT PCR..*

’ Funktion ‘ Zyklen ‘ Temperatur [°C] ‘ Zeit
initiale Denaturierung 1 95 6 Minuten
. . 95 30 Sekunden
Amplifikation 50 60 60 Sekunden
95 15 Sekunden
Dissoziation 1 60 20 Sekunden
95 15 Sekunden

*Die Programmierung enthilt einen initialen Hitze-Zyklus (95°C fiir 6 Minuten), der die DNA in

lineare Form bringt und Paarungen innerhalb der Stringe verhindert. Es werden 50 Zyklen mit
Trennung der Strange bei 95°C und anschliefender Amplifikation bei 60°C durchlaufen. Der

Dissoziationsschritt dient dem spezifischen Nachweis des Produktes.

Nach dem zweiten Schritt der Amplifikation wird die Fluoreszenz des Produktes gemessen.

Der Dissoziationsschritt nach 50 Zyklen dient der Evaluation der Produkt-Spezifitit, sofern

keine Sequenz-spezifische Sonde benutzt wurde.

Die auf ihre Expression untersuchten Gene sind nach Gewebe aufgeteilt in Tabelle 5 nach-

zuvollziehen.
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Tab. 5: Immunologische Parameter, die mittels real-time RT PCR auf mRINA-
Ebene quantifiziert werden.*

Transkriptions-

Zellmarker Rezeptoren Zytoklr}e
Chemokine
faktoren
CD3 CD19
CD1lc Fwél SIVIR‘H TL18 114 TL6
Blut CD69 FCVRIV 17 TL18 TL21
GR-1 g 1127 TL33 MIP-1a
ChaR
Mac-1
CD3 CD19 FeRI FeoRIT | LNF TENY ILLG
L3 114 1LY T110
CDl1l1c FeyRIII
Haut 1118 TL33 KC
GR-1 FenyRIV
Mac-1 C5aR MIP-1a
ae an RANTES
CXCL13 BAFF
CD3 CD19 FeyRI FeyRIT | 112 114 116 1110
CD1lc RGS16
- D6 Foup3 FeyRIII 1L12p35 TL12p40
P R BBt FerRIV TL17 TL21 IL27
N 7 CXCRS5 IFN~
’ LTS TGFS TNF

*Die Sequenzen der Primer und Sonden sind im Anhang aufgefiihrt. Die Auswahl entsprechend

der Gewebe erfolgt gemifl dem aktuellen Stand der Wissenschaft, der in Kapitel 1.2 (“Die

adaptive Immunantwort”) erldutert wurde. Zusétzlich wird in der Haut noch die Expression von

Typ-VII-Kollagen und im Lymphknoten das Enzym AID bestimmt. ®peripherer (=poplitealer)

Lymphknoten.

Datenauswertung der real-time RT PCR

Die Proben werden in Doppelansidtzen bestimmt. Bei zu geringer cDNA Menge fiir MLN-
51 erfolgt die Wiederholung im Einzelansatz. Das MLN-51 Gen kodiert fiir ein Transport-

Protein, das fiir den Transport von mRNA vom Zellkern ins Zytoplasma verantwortlich ist.

Es liegt hoch konserviert in Sdugetier-Organismen vor [81]. Als house keeping Gen ist es zur

Bestimmung der relativen Expression von Genen geeignet [12, 65]. Die relative Expression

jedes Ziel-Gens wird nach folgender Formel berechnet:

KopienZielfSequenz _

Kopienyrn_s1

2*(ZyklenZielfSequenz_ZyklenMLN—Sl) [8]
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2.6 Detektion von Typ-VII-Kollagen-spezifischen Antikérpern
durch ELISA

Durchfiihrung

Zum quantitativen Nachweis der EBA-spezifischen Antikérper gegen Typ-VII-Kollagen wird
ein ELISA verwendet. 96-Well-Platten werden mit mCol7C in der Konzentration 4,6mg/ml
iiber 24 Stunden bei 4°C beschichtet. Als Standard wird Maus-Referenzserum (Bethyl Labo-
ratories, Texas, USA) zur Beschichtung verwendet. Die zu verschiedenen Zeitpunkten ent-
nommen Blutproben werden in Serum und korpuskuldre Anteile getrennt. Das Serum (Lage-
rung: -20°C) wird aufgetaut und in 4 Verdiinnungsstufen (1:1000; 1:5000; 1:25000; 1:125000)
mit Sample Diluent (8,2g/1 NaCl; 6,1g/1 Tris; 10g/1 BSA; 0,5ml/1 Tween20; pH=8) verdiinnt.
Nach Beschichtung erfolgt dreimaliges Auswaschen der Wells mit Washing Solution (82g/1
NaCl; 61g/1 Tris; bml/l1 Tween20; pH=8). Unspezifische Bindungen werden durch einstiindige
Inkubation mit Blocking Solution (8,2g/1 NaCl; 6,1g/1 Tris; 10g/1 BSA; pH=8) bei Raum-
temperatur auf dem Riittler vermindert. Nach zweimaligem Waschen der Wells werden 100 pl
der Probenverdiinnungen im Doppelansatz aufgetragen. Als Standard werden bekannte Kon-
zentrationen der Antikorper-Subklassen IgG1, IgG2b und TgG2c (Goat-Anti-Mouse; Bethyl
Laboratories, Texas, USA) aufgetragen. Es erfolgt eine einstiindige Inkubation bei Raum-
temperatur. Nach weiterem Waschen werden die Wells mit Sekundérantikorpern gegen IgG1,
TgG2b und TgG2c (Goat-Anti-Mouse; Bethyl Laboratories, Texas, USA) beschichtet. Diese
Antikorper sind HRP- gekoppelt. Nach Inkubation bei Raumtemperatur auf dem Riittler
fiir eine Stunde und weiterem Waschen der Wells werden die Proben mit TMB (Invitrogen
GmbH, Darmstadt, Deutschland) entwickelt. Die Reaktion wird durch Zugabe von H,SO,
(20 vol%) beendet. Die Messung der Extinktion erfolgt bei 450 nm ( uQuant, Bio-Tek Instru-
ments, UK).

Auswertung

Den Extinktionswerten der Standardreihe werden die verschiedenen Standard-Konzentrationen
der Antikorper-Subklassen zugeordnet. Es entsteht eine sigmoidale Standardkurve, die durch
Regression der Funktion y = a(1 —e~%)¢ (sigmoidale Regression nach Chapman, 3 Parame-
ter; SigmaPlot 11; Systat Software GmbH, Erkrath) zugeordnet werden kann. Durch Ein-
setzen der Extinktionswerte fiir y wird die Konzentration der Probe berechnet und mit dem
entsprechenden Verdiinnungsfaktor multipliziert. Alle Proben werden in vier abnehmenden
Konzentrationen gemessen. Die Werte werden nur in die Auswertung einbezogen, wenn nach

Multiplikation mit dem Verdiinnungsfaktor konstante Konzentrationen errechnet werden.
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2.7 Messung der Myeloperoxidase(MPO)-Aktivitdt in Hautproben
Durchfiihrung

Die Myeloperoxidase (MPO) dient zur Identifikation neutrophiler Granulozyten. Die Quan-
tifikation der Myeloperoxidase schitzt die inflammatorische Aktivitit ab. Es wird ein en-
zymatischer Assay mit TMB als Substrat benutzt [110]. Kranke und gesunde Hautproben
(Ohrhaut) werden in einem 0,05 M Kupfer-Phosphatpuffer bei pH—6 und 4°C homogenisiert
(IKA TC10 basic homogenizer workcenter; IKA Werke GmbH, Staufen, Deutschland). Es
erfolgt die Zugabe von HTMB, das die lysosomalen Membranen zerstért und die enthaltene
MPO freisetzt. Die homogenisierte Hautprobe wird anschliefend dreimal fiir jeweils 15 Mi-
nuten bei -80°C gefroren und bei Raumtemperatur aufgetaut. Es folgt eine Zentrifugation bei
4°C und 12000 g fiir 10 Minuten (Eppendorf Centrifuge 5417R, Eppendorf, Deutschland).
Der Uberstand wird abgehoben und bei -20°C gelagert. Die auf diese Weise hergestellten
Proben werden in fiinf Stufen verdiinnt. Die Messung erfolgt im Doppelansatz. Als Stan-
dard dient humane MPO, die ebenfalls in verschiedenen Konzentrationen verdiinnt wird.
Die Messung der Enzymaktivitit erfolgt bei Raumtemperatur in 96-Well-Platten. Als Sub-
strat wird TMB verwendet. Die Reaktion wird durch Zugabe von H2SO,4 (20 vol%) beendet.
Die Messung der Extinktion erfolgt bei 450 nm.

Auswertung

Die Extinktion der Standard-Konzentration verlduft linear. Die Extinktion der Proben wird
auf der Standardgerade einer Konzentration zugeordnet und mit dem entsprechenden Ver-
diinnungsfaktor multipliziert. Die Werte werden nur in die Auswertung einbezogen, wenn
nach Multiplikation mit dem Verdiinnungsfaktor konstante Konzentrationen errechnet wer-

den.

2.8 Grafiken und Statistik

Die statistische Auswertung verfolgt einen deskriptiven Ansatz (ohne a-Adjustierung). Der
Vergleich zweier unabhéngiger Versuchsgruppen erfolgt unter der Verwendung des MANN-
WHITNEY U-Tests. Fiir den Vergleich voneinander abhéngiger Versuchsgruppen findet der
WILCOXON Vorzeichen-Rang-Test fiir gepaarte Proben Verwendung. Hierbei gilt die Annah-
me, dass in den untersuchten Populationen keine Normalverteilung vorliegt. Als statistisch
signifikant gilt ein Wert p < 0,05 (Markierung: *). Kleinere p-Werte werden entsprechend
gangiger Konvention gekennzeichnet (p < 0,01 = **; p < 0,001 = ***),

Korrelationen werden nach der Methode der Produkt-Moment-Korrelation nach PEARSON
und BRAVAIS berechnet. Es gelten die oben genannten Signifikanzgrenzen. Schwellenwerte
fiir die Expression einzelner Gene werden mit der Receiver Operating Characteristic (ROC) -
Methode berechnet. Hierbei wird der Wert genutzt, der die hochste Likelihood Ratio fiir das
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Ergebnis “krank” widergibt. Die getestete Population wird anhand dieses Schwellenwertes
charakterisiert. Der positiv pradiktive Wert wird durch Division der Anzahl kranker Tiere
mit einem Ergebnis iiber dem Schwellenwert durch die Gesamtzahl kranker Tiere berechnet.
Der negativ préadiktive Wert wird durch Division der Anzahl gesunder Tiere mit einem

Ergebnis unter dem Schwellenwert durch die Gesamtzahl gesunder Tiere berechnet.

Fiir statistische Berechnungen und Erstellung von Graphen wird SigmaPlot ®) Software (Ver-
sion 11.0, Systat@®) Software, Inc., Chicago, USA) verwendet. Die farbliche Bearbeitung sowie
Zusammenfassung von Graphen erfolgt durch Adobe®) Illustrator® CS3®) Software (Ver-
sion 13.0.2, Adobe Systems Incorporate, San Jose, USA) und Adobe ®) Photoshop®) CS3®)
Software (Version 10.0.1, Adobe Systems Incorporate, San Jose, USA).

Die vorliegende Dissertation wurde mit LyX (Version 2.0.0, (€) 1995-2011 IyX Team) erstellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Auswertung zum Auftreten und Ausbleiben von

EBA-Symptomen

Nach Krankheitsinduktion mit rekombinantem mCol7C als Emulsion in Titermax
erkranken 80% der SJL-M3use an EBA.

Durch Krankheitsinduktion von 8-10 Wochen alten, weiblichen SJL-M&usen mit mCol7C,
einem Fragment der NC1-Domine des Typ-VII-Kollagen, gemeinsam mit dem Adiuvans
Titermax kann die EBA ausgelost werden. Es entstehen Hautlidsionen, die makroskopisch
dem inflammatorischen Typ der EBA dhneln. Hierbei handelt es sich um Blasen und hé-
morrhagische Erosionen, die mit Narben und Milien abheilen. Auch reversibler Haarverlust
wird beobachtet. Sofern die Krankheitssymptome auftreten, sind immer die Ohren betrof-
fen. Pradilektionsstellen sind weiterhin der Kopf, der kopfnahe Bereich des Riickens sowie
der Schwanz (Fig. 3.1). Aufserdem konnen die Schleimhéute der Augen und der Mundhghle
betroffen sein. Von 100 Tieren erkranken 80% und 20 % bleiben gesund. Die gesunden Tiere

zeigen neben der unspezifischen Schwellung der Injektionsstelle (Fufssohlen) keine Krank-

heitssymptome. Dies entspricht den Daten der Literatur [116].

Fig. 3.1: EBA-typische Lisionen bei erkrankten SJL-Méiusen nach Krankheitsin-
duktion mit mCol7C und Titermax. Pridilektionsstellen sind die Ohren (A,B).
Desweiteren treten die Blasen und Erosionen im Bereich der Hinterbeine und des
Schwanzes auf (C). Die Symptome sind im Verlauf progredient und heilen bis zum
Versuchsende (10 Wochen nach Krankheitsinduktion) nicht ab. Wihrend der Un-
tersuchung in Narkose sind die Augen zum Schutz gegen Austrocknung mit Feuch-
tigkeitscreme (Bepanthen(@®)) bedeckt.

Die operative Entfernung eines drainierenden Lymphknotens zwei Wochen nach

Krankheitsinduktion verdndert das klinische Bild der experimentellen EBA nicht.

Betrachtet man den Maximalscore der operierten und der nicht operierten Tiere, zeigt sich
kein Unterschied zwischen diesen beiden Gruppen (siehe Fig. 3.2). Durch die operative Ent-
nahme des linken poplitealen Lymphknotens wird demnach der Verlauf des Experimentes

nicht relevant beeinflusst.
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Fig. 3.2: Vergleich von Ma&ausen, denen nach zwei Wochen der linke popliteale
Lymphknoten entfernt wurde, mit nicht operierten Méausen. Zum Zeit-
punkt der Operation sind alle Tiere gesund. Es zeigt sich kein signifikanter Un-
terschied beziiglich der Schwere der EBA (in % maximal betroffener Kérperoberfla-
che) im weiteren Verlauf. Mittelwert mit einfacher Standardabweichung. Statistische
Auswertung mittels MANN-WHITNEY U-Test; n.s. = p>0,05.

Der Krankheitsverlauf nach Krankheitsinduktion ldsst unterschiedliche
Schweregrade unterscheiden.

Nach einmaliger Krankheitsinduktion der 8 Wochen alten Mause vom SJL-Stamm lassen
sich nach 3 bis 4 Wochen die ersten Krankheitssymptome beobachten. Bei wochentlicher
Evaluation des Krankheitsverlaufes zeigt sich, dass 6 von 28 Tieren (21,43%) einen beson-
ders schweren Krankheitsverlauf aufweisen. Neben den gesunden Tieren (n=6; 21,43%) lésst
sich eine weitere Kohorte beschreiben, deren Krankheitsschwere in einem Kontinuum zwi-
schen gesund und schwer erkrankt liegt. Diese Kohorte macht mit 16 von 28 Tieren (57,14%)
die Mehrheit der immunisierten Tiere aus. Diese Tiere zeigen EBA-spezifische Krankheits-
zeichen; sie werden deshalb als intermedidr krank definiert. Bei genauerer Betrachtung der
Fig. 3.3 zeigt sich, dass die schwer erkrankten Tiere bis zur 5. Woche keinen signifikan-
ten Unterschied der betroffenen Koérperoberfliche verglichen mit den intermediér erkrankten
Tieren zeigen. Ab der der 6. Woche nach Krankheitsinduktion wird der intensive Krank-
heitsverlauf deutlich. Dieser Unterschied zu den intermedidr erkrankten Tieren bleibt bis
zum Ende des Experimentes erhalten; ab der 8. Woche ist bei den schwer erkrankten Tie-
ren eine leichte Reduktion beziiglich der betroffenen KOF zu verzeichnen. Die intermediér
kranken Tiere hingegen zeigen einen in der dritten Woche beginnenden stetigen Anstieg des
Krankheits score, der bis zur zehnten Woche andauert. Bei der Betrachtung der von den
Tieren erreichten Maximal-Scores unabhéngig vom Zeitpunkt der Messung (siehe Fig. 3.3)

zeigt sich der erhebliche Unterschied zwischen den drei beschriebenen Gruppen. Die Streu-
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ung des Maximalscore ist in der Gruppe der stark erkrankten Tiere wiederum grofer als die
Streuung bei den intermedidren Tieren. Diese Ergebnisse entsprechen den bekannten Daten
in der Literatur [116].

Krankheitsverlauf B Maximal-Score
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Fig. 3.3: Krankheitsverlauf (A) und Maximal-Score (B) der experimentellen EBA
(in % betroffener Korperoberfliche). Es ist im zeitlichen Verlauf eine Gruppe
besonders schwer erkrankter Tiere zu erkennen, die von einer intermedidren Gruppe
sowie den gesunden Tieren zu unterscheiden ist (A). Die kranken Extremtiere sind
8 Wochen nach Krankheitsinduktion am schwersten betroffen. Bei Betrachtung des
maximal erreichten Krankheitsgrades sind diese Gruppierungen ebenfalls nachzu-
vollziehen (B). Darstellung in B als Boxplot mit Median, 25., 75. Percentile und
Ausreiffern. ngesumi=28; Njrank=22 (78,57%); Nyesuna=6 (21,43 %)

Auswertung des drainierenden Lymphknotens nach Symptomentstehung oder
-ausbleiben

Der Lymphknoten stellt das Zentrum der Immunantwort in dem vorliegenden Modell dar.
Nach Ausbruch oder Ausbleiben von Krankheitssymptomen wurde den Versuchstieren der
verbleibende rechte popliteale Lymphknoten entfernt und mittels Quantifizierung der mRNA
die Immunantwort zu diesem spéten Zeitpunkt (Woche 10) charakterisiert. Es zeigt sich im
Gesamtlymphknoten eine hohere Expression von IL21 bei kranken im Vergleich zu gesunden
Tieren (siehe Fig. 3.4). Alle anderen Th1-, Th2- oder Thl7-assoziierten Zytokine zeigen zu
diesem Zeitpunkt keinen signifikanten Anstieg sowohl im Gesamtlymphknoten als auch in
den spezifischen Kompartimenten (Daten nicht gezeigt, Liste der untersuchten Gene siehe
Tabelle 6). Quantifiziert man als Mafs fiir die Intensitdt der Immunantwort die Typ-VII-
Kollagen-spezifischen Plasmazellen in diesen Lymphknoten, so ldsst sich eine gréfere Zahl
dieser Zellen bei kranken als bei gesunden Tieren nachweisen (siehe Fig. 3.5). Diese Plasma-

zellen sind nahezu ausschlieflich in der Medulla des Lymphknotens angesiedelt. Um diesen
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Unterschied zu erklaren, muss die Ausreifung von Typ-VII-Kollagen-spezifischen Plasmazel-
len in den Keimzentren unterschiedlich sein. Als ein Faktor dieser Ausreifung lisst sich die
Affinitétsreifung mittels Immunfluoreszenz quantifizieren (siche Abschnitt 2.4.4). Diese ist
jedoch nach zehn Wochen bei kranken und gesunden Tieren gleich stark ausgepragt (p—0,2;
Daten nicht gezeigt).

IL21
1

0,08+

0,04

Relative Expression [copies / copy MLN51]

gesunde Tiere kranke Tiere

Fig. 3.4. Expression von IL21 zehn Wochen nach Krankheitsinduktion. Zu diesem
Zeitpunkt wird zwischen kranken und gesunden Tieren differenziert. Kranke Tie-
re zeigen eine starkere Expression von [L21. IL21 wird einer Th17-Immunantwort
zugerechnet. Alle weiteren Zytokine, Zellmarker oder Transkriptionsfaktoren zeigen
keinen Unterschied zwischen kranken und gesunden Tieren. Mittelwert mit einfa-
cher Standardabweichung. Vergleich mittels MANN-WHITNEY U-Tests; *p < 0,05;
(je n=10).

Tab. 6: Immunologische Parameter, die im gesamten Lymphknoten, in T- und
B-Zell-Zone sowie Keimzentrum 10 Wochen nach Krankheitsinduktion
quantifiziert werden.*

Transkriptions Zytokine
Zellmarker _faktoren Rezeptoren Ch}émokine
CD3 CD19 CXCL13 BAFF
CDl1l1c RGS16 FevyRI FeyRIT IL2 114 1L6 1110
CD69 FoxP3 FeyRIIT FeyRIV IL12p35 IL12p40
GR-1 RoR~t CXCRb IL17 TL21 1127 IFNy
Mac-1 LTg TGFS TNF

*In rot hervorgehoben ist der Parameter, der einen signifikanten Unterschied zwischen
erkrankenden und gesund bleibenden Tieren zeigt. Die Auswahl der Gene erfolgt entsprechend
dem aktuellen Stand der Wissenschaft, der in Kapitel 1.2 (“Die adaptive Immunantwort”)
erldutert wurde. Zusétzlich wird die Expression des Enzyms Activation Induced Cytidin
Deaminase (AID) bestimmt.
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Fig. 3.5: Quantifizierung von Typ-VII-Kollagen-spezifischen Plasmazellen zehn
Wochen nach Krankheitsinduktion im poplitealen Lymphknoten. Die
Plasmazellen wurden immunhistochemisch mit CD138 (Syndecan-1) markiert. Die
Antigen-Spezifitat wurde durch den Nachweis Typ-VII-Kollagen-spezifischer B-Zell-
Rezeptoren bestimmt (A). Nach zehn Wochen ist bei den kranken Tieren eine ho-
here Anzahl pathogenetisch relevanter Plasmazellen nachzuweisen (B). Mittelwert
mit einfacher Standardabweichung. Vergleich mittels MANN-WHITNEY U-Test, *p
< 0,05; **p < 0,01; (je n—6-10); Vergroferung 400x.

Die Krankheitssymptome sind mit einer Antikorper-vermittelten Entziindung an der

DEJ assoziiert.

Da die Anzahl Typ-VII-Kollagen-spezifischer Plasmazellen in den Lymphknoten kranker Tie-
re erhoht ist, habe ich untersucht, welche Relevanz dies im Verlauf der folgenden Immunant-
wort hat; deshalb habe ich die Menge der Antikorper gegen Typ-VII-Kollagen im Serum der
Tiere verglichen. Hierfiir wurde ein Antigen-spezifischer ELISA verwendet. Durch repetitive
Blutabnahme lasst sich der zeitliche Verlauf der Antikorper Konzentration beobachten (sie-
he Fig. 3.6). Alle Tiere bilden nach der Krankheitsinduktion Antikérper der drei Subklassen
IgG1, IgG2b und IgG2c gegen Typ-VII-Kollagen. Bei Betrachtung der Antikérper-Subklassen
IgG1 und IgG2b zeigt sich bis zur vierten Woche kein Unterschied zwischen kranken und
gesunden Tieren. Nach vier Wochen ist die Konzentration dieser Antikorper bei kranken
hoher als bei gesunden Tieren, um anschliefend wieder auf das Niveau der gesunden Tiere
abzufallen. Anders verhilt es sich dagegen bei der Subklasse IgG2c. Hier ist ab der zweiten
Woche ein signifikanter Unterschied zwischen gesunden und kranken Tieren festzustellen.
Die Konzentration dieses Antikorpers ist bei kranken Tieren mit einer Ausnahme (8 Wo-
chen; p=0,11) auch im Verlauf erh6ht. Der grofte Unterschied besteht sechs Wochen nach
Krankheitsinduktion. Wéhrend bei den Subklassen IgG1 und IgG2b bei kranken und gesun-
den Tieren ein konstantes Niveau der Konzentration im Serum nach sechs Wochen erreicht
ist, steigt die IgG2c-Konzentration sowohl bei kranken als auch bei gesunden Tieren bis zum

Ende des Experimentes an.
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Fig. 3.6 Quantifizierung der Anti-Typ-VII-Kollagen IgG-Subklassen. Die Quantifi-
zierung erfolgt mittels ELISA im Serum der Tiere. Die Serumproben wurden alle
2 Wochen entnommen. Das Komplement-bindende [gG2c ist im Verlauf bei kran-
ken Tieren in groferer Konzentration nachweisbar als bei gesunden Tieren. So-
wohl IgG2b als auch das inhibitorische IgG1 ist bei kranken Tieren nur nach 4
Wochen erhoht. Mittelwert mit einfacher Standardabweichung. Vergleich mittels
MANN-WHITNEY U-Test, *p < 0,05; **p < 0,01; ***p<0,001 (je n=10).

Als Konsequenz der Antikorper-Bildung habe ich die Anzahl der Antikérper gegen Typ-
VII-Kollagen an der DEJ bestimmt. Nach Aufarbeitung von Hautproben fiir die Auswer-
tung mittels DIF zeigt sich eine Ablagerung von Antikérpern an der DEJ, die spezifisch
gegen Typ-VII-Kollagen gerichtet sind. Es lassen sich Antikérper vom IgG-Typ mit den Sub-
klassen IgG 1, IgG2b und IgG2c identifizieren. Diese Antikorper sind in linearer Formation
am Zielprotein in der genannten Ubergangszone angeordnet. Es findet keine Antikorper-
Bindung an anderen Strukturen der Epidermis oder Dermis statt. Die Antikérper-Bindung
ist nicht gleichméifig; es gibt Orte, an denen eine besonders starke Fluoreszenz eine ho-
he Antikorper-Dichte andeutet. Auch in gesunder Haut kommt es zu der beschriebenen
Antikoérper-Deposition. Durch Quantifizierung der durchschnittlichen Fluoreszenz (siehe Ab-
schnitt 2.4.4) der einzelnen Antikorper-Subklassen mittels DIF an der DEJ von kranken und
gesunden Tieren ldsst sich beschreiben, wie viele Antikorper der jeweiligen Subklasse am Typ-

VII-Kollagen gebunden haben. Vergleicht man die Antikorper-Deposition fiir die Subklassen

10
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IgG1 und IgG2b zwischen kranken und gesunden Tieren, so zeigt sich kein Unterschied be-
ziiglich der Deposition (Daten nicht gezeigt). Die Deposition der IgG-Subklasse IgG2c ist
jedoch bei kranken Tieren im Vergleich zu gesunden Tieren erhéht (siehe Fig. 3.7).

Neben der Bindung von Antikérpern an der DEJ kann mittels DIF die Deposition des Kom-
plementfaktors C3 an der DEJ bestimmt werden. Diese Komplement-vermittelte Entziindung
ist zu einem gewissen Ausmafs bei allen Tieren feststellbar. Vergleicht man jedoch die C3-
Deposition an der DEJ bei kranken und gesunden Tieren, wird deutlich, dass kranke Tiere

eine hohere Menge C3 an der DEJ gebunden haben als gesunde Tiere (siehe Fig. 3.7).



3 Ergebnisse 36

lgG2c c

gesund gesund

krank krank

2500 2500 ~

2000 +

1500 ‘|'

1000

)
(=]
(=]
o
1

1500 +

1000 + —[

500 4

[+.]
8
Mean Fluorescence Intensity

Mean Fluorescence Intensity

gesunde Tiere kranke Tiere gesunde Tiere kranke Tiere

Fig. 3.7 Quantifizierung der IgG2c- und C3-Deposition am Typ-VII-Kollagen
der DEJ. Die Proben (Zeitpunkt: 10 Wochen) wurden mittels Direkter Immun-
fluoreszenz (DIF) analysiert. Kranke Tiere weisen eine grofere Zahl komplement-
aktivierender IgG2c-Antikorper an der DEJ auf. Konsekutiv weisen sie auch eine
starkere Komplement-Ablagerung in der Haut auf. Mittelwert mit einfacher Stan-
dardabweichung. Vergleich durch MANN-WHITNEY U-Test; *p < 0,05; **p < 0,01
(je n=10). Vergroferung 400x.

Als Auswirkung der Antikérper-Bindung und Komplement-Aktivierung lasst sich die In-
filtration von Entziindungszellen quantifizieren. Bei der EBA handelt es sich bei den ein-
wandernden Zellen nach Erkenntnissen aus #n-vitro-Versuchen vorwiegend um neutrophile
Granulozyten [118|. Um die Entziindung und den verantwortlichen Zelltyp auch in vivo
zu charakterisieren, habe ich die neutrophilen Granulozyten in der Haut auf mRNA-Ebene

durch Expression von GR-1, auf Protein-Ebene durch GR-1-Farbung sowie funktionell durch



3 Ergebnisse 37

einen MPO-Assay quantifiziert. Wird die Infiltration neutrophiler Granulozyten in der Haut
zwischen kranken und gesunden Tieren verglichen, zeigt sich (unabhéngig von der Metho-
dik) bei den kranken Tieren eine grofere Zahl von neutrophilen Entziindungszellen in den
betroffenen Hautpartien als in der Haut der gesunden Tiere (sieche Fig. 3.8). Die Infiltrati-
on neutrophiler Granulozyten bleibt bei gesunden Tieren also trotz Antikorper-Deposition
an der DEJ aus. Die GR-1-mRNA unterscheidet sich bei gesunden Tieren vor und nach
Krankheitsinduktion nicht (Daten nicht gezeigt), so dass durch die PCR als empfindlichste
Methode eine relevante Infiltration neutrophiler Granulozyten in die Haut gesunder Tiere

widerlegt ist.



3 Ergebnisse 38

Y 4
Tl W h"‘. ? . y A
e ¥ ; : o

;f‘ r'_“' e :.f i ” T 4 g
i L A ;..1'
m"—\ > AR m_-a o —
gesunde Tiere kranke Tiere
C GR-1-mRNA GR-17-Zellen Myeloperoxidase
- *% * *%
0 1,0~ 800 2000 -~
Z &~
3 T £
>
2 0,8 1 = =
8 Se00 £ 1500 -
- = \
(7] (I} -]
Q N, =
§- 0,6 OC) g
2 =400 -=1000
c (] frar]
k<] N ;“(
[} u
g 0,4 g 8
o hrd
3 8200 E
L(llJ’ 02 g 500
2 -
& o
© (G)
n: 0,0 0 - 0 -
gesunde Tiere kranke Tiere gesunde Tiere kranke Tiere gesunde Tiere kranke Tiere

Fig. 3.8: Quantifizierung der Entziindungsaktivitit in der Haut. Kranke Tiere wei-
sen mehr neutrophile Granulozyten auf, was den inflammatorischen Charakter der
Krankheit unterstreicht (A,B). Das neutrophile Infiltrat (B) zeigt die Entziindung
an, die zu den Hautlédsionen fiihrt. Die Quantifizierung der neutrophilen Granulozy-
ten (C, GR-1-mRNA, GR-11-Zellen, MPO-Aktivitéit) in der Ohrhaut von kranken

und gesunden Tieren bestétigt das mikroskopische Bild. Balken=200 ym; Mittelwert
mit einfacher Standardabweichung. Vergleich mittels MANN-WHITNEY U-Tests, *p
< 0,05; **p < 0,01 (je n—10).

FcylV wird nur in der Haut kranker Tiere verstirkt exprimiert.

Da die Einwanderung neutrophiler Granulozyten mit der Entstehung der Krankheitssym-
ptome assoziiert ist, habe ich die eingewanderten Zellen mittels real-time RT PCR genauer
charakterisiert. Hierfiir habe ich die Gene der Antikorper-Rezeptoren Fc~RI, IIb, III und
IV hinsichtlich ihrer Expression in Hautproben untersucht. Die nachgewiesene mRNA die-
ser Rezeptoren ist vornehmlich den neutrophilen Granulozyten zuzurechnen [128|. Es zeigt

sich bei Betrachtung der Expression der Fcvy-Rezeptoren, dass kranke und gesunde Tiere
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die Rezeptoren FcyRI, TIb, IIT verglichen mit vor der Krankheitsinduktion starker expri-
mieren. Eine Ausnahme stellt FcyRIV dar. Dieser Rezeptor wird ausschlieflich in der Haut
kranker Tiere stérker als vor der Krankheitsinduktion exprimiert. Gesund gebliebene Tiere
zeigen keine Anderung der Expression von FcyRIV nach Krankheitsinduktion. Zusitzlich
exprimieren kranke Tiere die aktivierenden Fcvy-Rezeptoren I, III und IV stirker als gesunde
Tiere. Der inhibierende Fcy Rezeptor IIb wird jedoch von kranken und gesunden Tieren
ohne Unterschied in der Haut exprimiert. Bei Berechnung der Ratio von aktivierenden Fc~y
Rezeptoren (I, IIT und IV) zum inhibitorischen FcyRIIb fallt auf, dass bei gesunden Tieren
das Verhéltnis zwischen aktivierenden und inhibierenden Rezeptoren kleiner ist als bei kran-
ken Tieren und dass dieses Verhéltnis nur in kranken Tieren nach der Krankheitsinduktion

ansteigt, wihrend es bei gesunden Tieren unverindert bleibt (siehe Fig. 3.9).
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Fig. 3.9: Expression von Fcy-Rezeptoren vor und zehn Wochen nach Krankheitsin-

duktion in der Haut gesunder und kranker Tiere. Dargestellt ist die Expressi-
on der Fcy-Rezeptoren als Vielfaches des Ausgangswertes vor Krankheitsinduktion
(durchgezogene Linie; Wert—1). FcyRI, IIb und IIT werden von kranken und ge-
sunden Tieren stirker nach als vor Krankheitsinduktion exprimiert. FeyRIV wird
ausschliefslich von kranken Tieren vermehrt exprimiert. Der inhibitorische Fec~yRIIb
zeigt keinen Unterschied in der Expression zwischen kranken und gesunden Tieren.
Alle anderen Fcy-Rezeptoren werden stirker von kranken als von gesunden Tieren
exprimiert. Das Verhiltnis von aktivierenden zu inhibierenden Rezeptoren steigt
nur bei kranken Tieren nach EBA-Induktion an und ist grofer als in gesunden
Tieren. Logarithmische Darstellung; Mittelwert mit einfacher Standardabweichung.
Vergleich mittels WILCOXON Rang-Test und MANN-WHITNEY U-Test, *p < 0,05;
p < 0,01; ***p<0,001 (n=6-28).

MIP-1a und TNF werden nur in der Haut kranker Tiere starker als vor

Krankheitsinduktion exprimiert.

Um zu untersuchen, welche chemotaktischen Botenstoffe zusammen mit der Komplement-

Aktivierung die Auswanderung der neutrophilen Granulozyten unterstiitzen, habe ich die
Chemokine und Zytokine IL-15, KC, 1L-18, IL-33, MIP-1a« und TNF auf ihre Expression
in der Haut untersucht. Die genannten Botenstoffe wirken stark chemotaktisch auf neutro-
phile Granulozyten [2, 4, 9, 28, 70, 88, 103, 123]. Wird die Expression dieser Botenstoffe
zwischen kranken und gesunden Tieren verglichen, zeigt sich, dass IL-1 3, KC, MIP-1« und

TNF von kranken Tieren stirker als von gesunden exprimiert werden. IL-18 und IL-33 zeigen
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in kranken und gesunden Tieren keinen signifikanten Unterschied in der Expression. IL-1 [,
KC, TL-18 und IL-33 weisen in allen Tieren nach eine stirkere Expression auf als vor der
Krankheitsinduktion, was einen essentiellen Einfluss auf die Symptomentstehung unwahr-
scheinlich macht. Die sequentiell wirkenden MIP-1a und TNF hingegen sind nur in kranken
Tieren in der Haut hochreguliert; bei gesunden Tieren bleibt eine stirkere Expression nach
Krankheitsinduktion aus (siehe Fig. 3.10).

n.s.
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*%%
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- kranke Tiere nach Krankheitsinduktion

Fig. 3.10: Expression von Zytokinen und Chemokinen, die die Migration neutro-
philer Granulozyten férdern, 10 Wochen nach Krankheitsinduktion. Dar-
gestellt ist die Expression des jeweiligen Botenstoffes als Vielfaches des Ausgangs-
wertes vor Krankheitsinduktion (durchgezogene Linie; Wert—1) 113, KC, TL-18
und IL-33 werden nach Krankheitsinduktion von kranken und gesunden Tieren ver-
starkt exprimiert. Mit Ausnahme von IL-18 und IL-33 werden alle Mediatoren von
kranken stirker als von gesunden Tieren exprimiert. MIP-1a und TNF werden aus-
schlieflich von kranken Tieren verstarkt exprimiert. Logarithmische Darstellung;
Mittelwert mit einfacher Standardabweichung. Vergleich mittels WiLCOXON Rang-
Test und MANN-WHITNEY U-Test, *p < 0,05; **p < 0,01; ***p<0,001 (n—6-28).

CD3e¢ wird in der Haut kranker Tiere im Vergleich zu vor der Krankheitsinduktion

vermindert exprimiert.

Neutrophile Granulozyten, MIP-1a und TNF sind verglichen mit vor der Krankheitsindukti-

on ausschlieflich in der Haut kranker Tiere vermehrt zu finden. Da neutrophile Granulozyten
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durch MIP-1a- und TNF-Produktion chemotaktisch auf andere Zellen und neutrophile Gra-
nulozyten wirken und so einen Entziindungsprozess perpetuieren konnen [15, 16, 27, 103|,
habe ich die Infiltration anderer Zelltypen in die Haut auf mRNA-Ebene mit den Zellmar-
kern CD3¢, CD11c und MAC-1 quantifiziert (siehe Fig. 3.11). Hierbei fillt auf, dass CD3e
ausschlieflich in der Haut kranker Tiere vermindert exprimiert wird. Gesunde Tiere hinge-
gen zeigen nach Krankheitsinduktion keine Verdnderung in der Expression von CD3 ¢ in der
Haut, so dass die Expression von CD3e 10 Wochen nach Krankheitsinduktion in gesunden
starker ist als in kranken Tieren. Die Expression von CD11c und MAC-1 ist sowohl bei ge-
sunden als auch bei kranken Tieren nach der Krankheitsinduktion in der Haut gesteigert. Die
Expression von MAC-1 ist nach der Krankheitsinduktion bei kranken Tieren im Vergleich

zu gesunden jedoch hoher.
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Fig. 3.11: Expression von Oberflichenmarkern in der Haut 10 Wochen nach
Krankheitsinduktion. Dargestellt ist die Expression des jeweiligen Botenstoffes
als Vielfaches des Ausgangswertes vor Krankheitsinduktion (durchgezogene Linie;
Wert=1) CD3e wird nur in der Haut kranker Tiere vermindert exprimiert; gesunde
Tiere zeigen keine Anderung in der CD3e-Expression. Logarithmische Darstellung;
Mittelwert mit einfacher Standardabweichung. Vergleich mittels WiLCOXON Rang-
Test und MANN-WHITNEY U-Test, *p < 0,05; **p < 0,01; ***p<0,001 (n—6-28).
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Die Expression von Typ-VII-Kollagen zeigt in der Haut gesunder und kranker Tiere

keinen Unterschied.

Typ-VII-Kollagen in der DEJ stellt das Antigen der EBA dar. Die Krankheitsinduktion
fithrt bei erkrankenden Tieren zur stirkeren IgG2c-Ablagerung an der DEJ. Dies ist bei
erkrankenden Tieren mit einer verstirkten Komplement-Aktivierung und einer Infiltration
neutrophiler Granulozyten assoziiert. Die Infiltration neutrophiler Granulozyten ist wieder-
um mit einer erhdhten Expression von FeyRIV, TNF und MIP-1«a und einer verminderten
Expression von CD3e vergesellschaftet. Aufgrund dieser vielfiltigen und unterschiedlichen
Verdnderungen in der Haut kranker und gesunder Tiere nach Krankheitsinduktion habe ich
die Expression des Antigens Typ-VII-Kollagen in der Haut kranker und gesunder Tiere ver-
glichen. Es zeigt sich, dass sowohl bei kranken als auch gesunden Tieren die Expression von
Typ-VII-Kollagen in der Haut nach der Krankheitsinduktion ansteigt. Dieser Anstieg ist bei
kranken und gesunden Tieren nicht unterschiedlich (siehe Fig. 3.12).
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Fig. 3.12: Expression von Typ-VII-Kollagen in der Haut 10 Wochen nach der
Krankheitsinduktion in gesunden und kranken Tieren. Dargestellt ist die
Expression von Typ-VII-Kollagen als Vielfaches des Ausgangswertes vor Krank-
heitsinduktion (durchgezogene Linie; Wert=1). Gesunde und kranke Tiere zeigen
im Vergleich zu vor der Krankheitsinduktion eine verstirkte Expression von Typ-
VII-Kollagen. Kranke Tiere zeigen keine vermehrte Expression verglichen mit ge-
sunden Tieren. Logarithmische Darstellung; Mittelwert mit einfacher Standardab-
weichung. Vergleich mittels WiLcoxoN Rang-Test und MANN-WHITNEY U-Test,
*p < 0,05; **p < 0,01; ***p<0,001 (n=6-28).
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Zusammenfassung Ergebnisse 3.1:

e Die Entstehung von EBA-Symptomen ist mit einer groferen Zahl Typ-VII-Kollagen-
spezifischer Plasmazellen im drainierenden Lymphknoten sowie einer grofseren IgG2c-

Konzentration im Blut und an der DEJ assoziiert.

e Die ebenfalls starkere Komplement-Aktivierung in der Haut kranker Tiere hingt mit
einer vermehrten Infiltration von neutrophilen Granulozyten und einer exklusiv in kran-

ken Tieren erhohten, kutanen Expression von FecyRIV, MIP-1a und TNF zusammen.
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3.2 Auswertung des drainierenden Lymphknotens nach

Krankheitsinduktion vor Symptomentstehung oder -ausbleiben

Da trotz identischer genetischer Ausstattung und gleichen Umweltbedingungen erhebliche
immunologische Unterschiede mit dem Auftreten bzw. Ausbleiben von EBA-Symptomen
vergesellschaftet sind, habe ich den Ursprung dieser unterschiedlichen Immunantworten im
drainierenden Lymphknoten betrachtet, um Erkldrungsansitze fiir diese Unterschiede zu
finden. Da der drainierende Lymphknoten nach der Krankheitsinduktion und vor der Sym-
ptomentstehung das Zentrum der pathogenen Prozesse darstellt, wurde er zwei Wochen nach
der Krankheitsinduktion entfernt und auf unterschiedliche immunologische Prozesse unter-

sucht.

Die Immunantwort gegen Typ-VII-Kollagen wird in den drainierenden Lymphknoten

generiert.

Durch immunhistochemische Anfarbung von Plasmazellen, die gegen Typ-VII-Kollagen ge-
richtet sind, ldsst sich die Antigen-Spezifitit der Immunantwort nachweisen. Zwei Wochen
nach der Krankheitsinduktion sind in den Sekundarfollikeln die Zentrozyten nachweisbar
(siehe Fig. 3.13). Dass sich Keimzentren ausbilden, die spezifisch gegen Typ-VII-Kollagen
gerichtet sind, zeigt die Th-Zell-Abhéngigkeit der pathogenen Immunantwort. In der Medul-
la des Lymphknotens sind diese Plasmazellen nach zwei Wochen hingegen nur in geringer
Zahl vorhanden. Hierbei zeigt sich kein Unterschied zwischen Tieren, die erkranken werden,
und solchen, die gesund bleiben (Daten nicht gezeigt). Nach Auftreten der EBA-Symptome
hingegen ist ein signifikanter Unterschied in der Zahl der Antigen-spezifischen Plasmazellen

in der Medulla des drainierenden Lymphknotens nachzuweisen (siehe Fig. 3.5).

Hoechst 33342 Typ-Vll-Kollagen-Ig™

Fig. 3.13: Typ-VII-Kollagen-spezifisches Keimzentrum zwei Wochen nach Krank-
heitsinduktion. Es sind dunkle (1) und helle (2) Zonen in der Kernfirbung zu
unterscheiden (A). In der hellen Zone lassen sich ausdifferenzierte Zentrozyten
identifizieren (3, B), die spezifisch gegen Typ-VII-Kollagen gerichtet sind. Vergro-
Kerung 400x.
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Schon vor Ausbruch der Krankheitssymptome zeigen sich im poplitealen
Lymphknoten Unterschiede zwischen erkrankenden und gesund bleibenden Tieren.

Durch die Quantifizierung von mRNA im exstirpierten poplitealen Lymphknoten ldsst sich
schon vor Beginn der EBA, ndmlich nach 2 Wochen, die Immunantwort charakterisieren.
Hierdurch gelingt der prospektive Vergleich von Tieren, die erkranken, und solchen, die ge-
sund bleiben werden. Des Weiteren finden sich hierdurch Erklédrungsansétze, die die unter-
schiedlichen Antikorper-Konzentrationen im Blut und in der Haut bei kranken und gesunden
Tieren verstehen lassen. Die CD3-Expression ist stirker ausgeprigt im Gesamtlymphknoten
der Tiere, die erkranken werden als bei solchen, die gesund bleiben. Vergleicht man bei die-
sen beiden Gruppen die Ratio der FoxP3- zur CD3-Expression, so ist dieser regulatorische
Einfluss bei den gesund bleibenden Tieren hoher als bei den erkrankenden (siehe Fig. 3.14).
Der Vergleich der Th1- und Th2-assoziierten Zytokine in diesen beiden Gruppen zeigt im ge-
samten Lymphknoten keinen Unterschied der Expression. Hierbei werden IFN~ und 11.12p40
zu den Thl-assoziierten Zytokinen gezédhlt, wihrend IL4 und IL10 Th2-Zytokine darstellen
(siche Fig.3.15 und 3.16)

CD3¢ FoxP3 / CD3¢e-Ratio
60 - 0,5+ %
1

=
N
L

N
o
N
o
w

N
o
1
o
N

Relative Expression [Ratio]

o
N

Relative Expression [copies / copy MLN51]

o
!

o

[=)
;

gesunde Tiere kranke Tiere gesunde Tiere kranke Tiere

Fig. 3.14: Expression von CD3 und Anteil der regulatorischen T-Zellen im Ge-
samtlymphknoten zwei Wochen nach Krankheitsinduktion. Zu diesem
Zeitpunkt sind alle Tiere gesund. Die Zuordnung krank und gesund erfolgt nach
Verlaufsbeobachtung am Ende des Experiments. Kranke Tiere besitzen mehr T-
Zellen in den drainierenden Lymphknoten, bevor es zum Ausbruch von Sympto-
men kommt. Gesunde Tiere weisen einen héheren Anteil regulatorischer T-Zellen
auf als kranke. Mittelwert mit einfacher Standardabweichung. Vergleich mittels
MANN-WHITNEY U-Test; *p < 0,05; **p < 0,01; (je n=6).
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Fig. 3.15: Expression der Thl-assoziierten Zytokine im Gesamtlymphknoten zwei
Wochen nach Krankheitsinduktion. Zu diesem Zeitpunkt sind alle Tiere ge-
sund. Die Zuordnung krank und gesund erfolgt nach Verlaufsheobachtung am Ende
des Experiments. Kranke und gesunde Tiere zeigen keinen Unterschied beziiglich
der Expression von IFN~ und IL12p40. IL12p40 ist ebenfalls ein Bestandteil von
I11.23. Die Analyse von I1.12p35 (11.12-spezifisch) im T-Zell-Kompartiment erbrach-
te ebenfalls keinen Unterschied. Mittelwert mit einfacher Standardabweichung.
Vergleich mittels MANN-WHITNEY U-Tests; n.s. p > 0,05; (je n=6).

IL4 IL10

:o,oe n.s. :0,20

2 — z n.s.
= =

> >

[oX Q

8 8 0,15

50,04 I

£ 2

Q. Q

[e] o

) M.o,10

c c

o o

2 2

9_,0,02 [

g 20,05

i i

(% v

2 2

© T

& 0,00 &o,00

gesunde Tiere kranke Tiere gesunde Tiere kranke Tiere

Fig. 3.16: Expression der Th2-assoziierten Zytokine im Gesamtlymphknoten zwei
Wochen nach Krankheitsinduktion. Zu diesem Zeitpunkt sind alle Tiere ge-
sund. Die Zuordnung krank und gesund erfolgt nach Verlaufsbeobachtung am En-
de des Experiments. Kranke und gesunde Tiere zeigen keinen Unterschied beziig-
lich der Expression von 114 und IL10. Die Analyse von IL4 und IL10 im T-Zell-
Kompartiment erbrachte ebenfalls keinen Unterschied. Mittelwert mit einfacher
Standardabweichung. Vergleich mittels MANN-WHITNEY U-Test; n.s. p > 0,05;
(je n=6).

Diese Unterschiede charakterisieren die Immunantwort im gesamten Lymphknoten. Mit der

Betrachtung der einzelnen Kompartimente des poplitealen Lymphknotens (T-Zone, B-Zone
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und Keimzentrum) nach zwei Wochen lassen sich spezifische Zell-Populationen in ihrer
Zytokin-Expression beschreiben. Fiir die T-Zone ist reproduzierbar, dass die Expression der
Th1- und Th2-assoziierten Zytokine sich nach zwei Wochen nicht unterscheidet. Alle wei-
teren untersuchten Zytokine, die fiir eine unterschiedliche Ausrichtung der T-Zell-Antwort
(Th1, Th2, Th17) bei kranken und gesunden Tieren sprechen kénnen, zeigen im gesamten
Lymphknoten und in der T-Zone keinen signifikanten Unterschied (siche Tabelle 7). Glei-
ches gilt fiir die immunhistochemisch nachgewiesene Proliferation in der T-Zone, die nach 2

Wochen keinen Unterschied aufweist (Daten nicht gezeigt).

Tab. 7: Immunologische Parameter, die im gesamten Lymphknoten, T-Zell Zo-
ne, B-Zell Zone und Keimzentrum 2 Wochen nach Krankheitsinduktion
quantifiziert werden.*

Transkriptions Zytokine
Zellmarker -faktofen Rezeptoren Ch}(’emokine
g[]))l:; CXCL13 BAFF
CD11c RGS16 FeyRI FeyRIT IL2 IL4 IL6 IL10
CDE9 FoxP3 FeyRIIT FenyRIV IL12p35 IL12p40
GR-1 RoR~t CXCRb IL17 TL21 TL27 TFN~
Mac-1 LTg TGFS TNF

*In rot hervorgehoben sind die Parameter, die signifikante Unterschiede zwischen erkrankenden
und gesund bleibenden Tieren zeigen. Die Auswahl erfolgt entsprechend dem aktuellen Stand der
Wissenschaft, der in Kapitel 1.2 erlautert wurde. Zusétzlich wird die Expression des Enzyms
Activation Induced Cytidin Deaminase (AID) bestimmt.

Bei Untersuchung der mRNA-Expression von Zytokinen in der B-Zell-Zone im poplitealen
Lymphknoten zwei Wochen nach Krankheitsinduktion zeigt sich eine signifikant héhere Ex-
pression von TNF bei denjenigen Tieren, die erkranken werden im Vergleich zu den gesund
bleibenden. Der Vergleich aller weiteren untersuchten Zytokine in der B-Zell Zone zeigt kei-

nen signifikanten Unterschied zwischen diesen beiden Gruppen (siehe Tabelle 7).

Um die Generierung der Autoantikorper kausal zu untersuchen, habe ich eine Expressions-
analyse in den Keimzentren durchgefiihrt. Die Expression von Activation Induced Cytidin
Deaminase (AID) der Zentrozyten und Zentroblasten ist bei erkrankenden Tieren geringer als
bei gesunden Tieren (siehe Fig. 3.17). Alle weiteren untersuchten Zytokine, Transkriptions-
faktoren und Zellmarker unterscheiden sich bei erkrankenden und gesund bleibenden Tieren
nicht (siehe Tab. 7). Als direkte Auswirkung der Transkription von AID kann man die Grofe
der Keimzentren bei erkrankenden und gesund bleibenden Tieren vergleichen. Hierbei zeigt
sich zwischen der durchschnittlichen Keimzentrumsgrofse bei erkrankenden und gesund blei-
benden Tieren kein Unterschied nach 2 Wochen. Ebenso ist die Gréfe der T- und der B-Zone

zwischen diesen beiden Gruppen nach 2 Wochen nicht unterschiedlich (Daten nicht gezeigt).
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Fig. 3.17: Verhéltnis der Expression von AID in Keimzentren verglichen mit der
B-Zone zwei Wochen nach Krankheitsinduktion. Die Zentrozyten und Zen-
troblasten kranker und gesunder Tiere exprimieren vermehrt AID verglichen mit
den Zellen der B-Zell-Zone (Ratio > 1). Das Enzym AID ist fiir die somatische
Hypermutation und die Affinitdtsreifung der B-Zellen im Keimzentrum verant-
wortlich. Eine erhohte Expression ist gleichfalls ein Apoptose-Signal. B-Zellen in
Keimzentren gesunder Tiere exprimieren AID verglichen mit Zellen der B-Zone
starker als Keimzentrumszellen kranker Tiere. Mittelwert mit einfacher Standard-
abweichung. Vergleich mittels MANN-WHITNEY U-Test, *p < 0,05; (je n=6).

Zusammenfassung Ergebnisse 3.2:

e Eine stirkere Expression von CD3 und ein geringeres Verhiltnis der FoxP3/CD3-
Expression lésst sich im drainierenden Lymphknoten der spéter erkrankenden vergli-
chen mit gesund bleibenden Tieren zwei Wochen nach Krankheitsinduktion (also vor

Ausbruch von Krankheitssymptomen) nachweisen.

e Die Expression Thl-, Th2- oder Thl7-assoziierter Zytokine zeigt zwei Wochen nach
der Krankheitsinduktion (also vor Ausbruch von Krankheitssymptomen) im drainie-

renden Lymphknoten keinen Unterschied zwischen spiter erkrankenden und gesund

bleibenden Tieren.
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3.3 Auswertung von immunologischen Parametern im Blut und in

der Haut vor Krankheitsinduktion

Bereits vor EBA-Induktion zeigen sich Unterschiede im Blut zwischen Tieren, die
erkranken werden, und Tieren, die gesund bleiben.

Nach Beschreibung der Entstehung von Krankheitssymptomen und der Analyse der Immun-
antwort im drainierenden Lymphknoten habe ich nun untersucht, ob schon vor der Krank-
heitsinduktion Unterschiede zwischen den Tieren bestehen und ob sich diese Unterschiede
auf den Krankheitsverlauf auswirken. Zunéchst habe ich systemische Unterschiede unter-
sucht, die grob Aufschluss iiber den Zustand des Immunsystems geben. Zu diesem Zweck
wurde den Tieren bereits vor der Krankheitsinduktion Blut entnommen. Es zeigt sich, dass
die Tiere, die erkranken werden, im Gegensatz zu den gesund bleibenden Tieren eine erh6h-
te Expression des Aktivierungsmarkers CD69 im Blut aufweisen (siehe Fig. 3.18). Die Zahl
der CD69-positiven Zellen bzw. die Expression dieses Markers pro Zelle ist folglich bei den
erkrankenden Tieren schon vor Intervention durch die Krankheitsinduktion erhéht. Aus der
Vielzahl der untersuchten Zellmarker und Zytokine (siehe Tabelle 8) zeigte sich sonst kein

Unterschied, der mit dem Krankheitsverlauf korrelierte.
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Fig. 3.18: Expression von CDG69 in peripheren Blutzellen eine Woche vor Krank-
heitsinduktion. Zu diesem Zeitpunkt sind alle Tiere gesund. Die Zuordnung
krank und gesund erfolgt nach Verlaufsbeobachtung am Ende des Experiments.
Tiere, die erkranken werden, zeigen bereits vor Krankheitsinduktion eine héhere
Expression von CD69 als Tiere, die gesund bleiben werden. Die nachgewiesene
mRNA kann keiner Zellpopulation nachgewiesen werden. Nach Krankheitsinduk-
tion ist der Unterschied nicht mehr nachweisbar; die Expression liegt vor und
nach Krankheitsinduktion in der gleichen Grofenordnung (Daten nicht gezeigt).
Mittelwert mit einfacher Standardabweichung. Vergleich mittels MANN-WHITNEY
U-Test; *p < 0,05; (je n=6).
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Tab. 8: Immunologische Parameter, die in peripheren Blutzellen 1 Woche vor
sowie repetitiv nach Krankheitsinduktion quantifiziert werden.*

Zytokine
Zellmarker Rezeptoren Chemokine
C%?b(;? o FeyRI FeyRIL IL15 1L4 IL6
CD69 GCR 1 FeyRITT FeyRIV IL17 IL18 1121
Macl CHaR IL27 1L33 MIP-1av

*In rot hervorgehoben sind die Parameter, die signifikante Unterschiede zwischen
erkrankenden und gesund bleibenden Tieren zeigen. Die Auswahl erfolgt
entsprechend dem aktuellen Stand der Wissenschaft, der in Kapitel 1.2 erldutert

wurde.

Bereits vor EBA-Induktion lassen sich Unterschiede in der Haut identifizieren, die

anzeigen, ob ein Tier krank wird oder gesund bleibt.

Vor der Krankheitsinduktion werden den Tieren Hautproben entnommen, um zu untersu-
chen, ob nicht nur systemisch, sondern auch in der Haut, dem Zielorgan der EBA, bereits
Unterschiede bestehen, die mit dem spiteren Krankheitsverlauf korrelieren. Diese Unter-
schiede kénnen als Erkldrungsansatz fiir den unterschiedlichen Krankheitsverlauf dienen.
Das Intervall von Probenentnahme an der Haut bis zur Krankheitsinduktion wird mit einer
Woche so gewidhlt, dass die Biopsiewunden zum Zeitpunkt der Krankheitsinduktion nahezu

verheilt sind.

Ich habe die mRNA-Expression verschiedener Gene in der Haut vor der Krankheitsinduktion
quantifiziert. Tiere, die im spéteren Verlauf erkranken werden, zeigen eine stirkere Expres-
sion von TNF, KC und CD11c in der Haut vor Krankheitsinduktion (siehe Fig. 3.19). Es
konnte fiir die 19 weiteren untersuchten Gene kein Unterschied in ihrer Expression vor der

Krankheitsinduktion in der Haut gefunden werden (siehe Tabelle 9).

Tab. 9: Immunologische Parameter, die in der Haut 1 Woche vor Krankheitsin-
duktion quantifiziert werden.*

Zytokine
Zellmarker Rezeptoren Chemokine
CD3 CD19 TNF IFN~y L1
CD11c FFCF{PI{III F;”P;{IIIV L3 IL4 1LY 1110
GR-1 Y « 118 IL33 KC MIP-1a

Mac-1 CoaR RANTES

*In rot hervorgehoben sind die Parameter, die signifikante Unterschiede zwischen

erkrankenden und gesund bleibenden Tieren zeigen. Die Auswahl erfolgt
entsprechend dem aktuellen Stand der Wissenschaft, der in Kapitel 1.2 erldutert

wurde.
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Zytokine und Zellmarker in Hautbiopsien vor Induktion der experimen-
tellen EBA. Zum Zeitpunkt der Biopsie sind alle Tiere klinisch gesund. Tiere, die
nach der Krankheitsinduktion EBA-Symptome entwickeln werden, zeigen bereits
vor der Krankheitsinduktion eine erhéhte Expression der proinflammatorischen
Zytokine KC und TNF und des Zellmarkers CD11c (linke Spalte). Es zeigt sich
eine positive Korrelation zwischen Expression und betroffener Korperoberflache
fir CD11c (r=0,69; p<0,001) und KC (r=0,67; p<0,001;). Aus der Expression
und dem klinischen Endpunkt kann mittels ROC-Analyse ein Schwellenwert fiir
die einzelnen Parameter berechnet werden (rechte Spalte). Dieser Schwellenwert
dient zur Berechnung der Likelihood Ratio (LR) und des positiv sowie negativ
pradiktiven Wertes (PPW, NPW). Der PPW betrégt fiir alle dargestellten Gene
>90% fiir Ergebnis “krank”, der NPW >80%. (Darstellung als Mittelwert mit einfa-
cher Standardabweichung. Vergleich mittels MANN-WHITNEY U-Test; *p < 0,05;
(je n=6-18); PEARSON-Produkt-Moment Korrelation, lineare Darstellung; n=23;
ROC-Kurven-Analyse)
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Des Weiteren habe ich die vor der Krankheitsinduktion erhobene Zytokin-Expression mit
dem Schweregrad der Krankheit (gemessen als betroffene Korperoberfliache in %) korreliert,
um graduelle Vorhersagen iiber den Krankheitsverlauf treffen zu konnen. Hierbei zeigt sich,
dass die Expression von CD11c in der Haut vor der Krankheitsinduktion eng mit dem zu
erwartenden Schweregrad der EBA korreliert (r=0,69). Ahnlich eng ist die Korrelation zwi-
schen KC und dem zu erwartenden Schweregrad der EBA (r=0,67). Hierdurch lésst sich
schon vor der Krankheitsinduktion sagen, wie krank ein Versuchstier werden wird. Fiir TNF
hingegen kann keine Korrelation zwischen der Expression vor der Krankheitsinduktion und
dem spéter erreichten Krankheitszustand gefunden werden (r=0,37; p=0,08). Fiir die wei-
teren untersuchten Gene konnte ebenfalls keine Korrelation mit dem klinischen Endpunkt

festgestellt werden.

Aus der dichotomen Unterscheidung zwischen spéter erkrankenden und gesund bleibenden
Tieren kann mittels ROC-Kurven-Analyse ein Schwellenwert fiir die Expression jedes Pa-
rameters berechnet werden. Die Anwendung des ermittelten Schwellenwertes auf die beob-
achtete Population ermdoglicht die Berechnung eines positiv priadiktiven Wertes. Dieser sagt
die Wahrscheinlicheit voraus, mit der bei Uberschreiten des Schwellenwertes ein Tier erkran-
ken wird. Fiir die Expression von CD11c¢ und TNF ergibt sich ein positiv pradiktiver Wert
von 92,8% zu erkranken. Fiir die Expression von KC betrigt die Wahrscheinlichkeit fiir das
Eintreten der Krankheit 91,6%, wenn der definierte Schwellenwert iiberschritten ist. Der ne-
gativ pradiktive Wert aller drei Parameter betriagt 83,3% und gibt die Wahrscheinlichkeit

an, gesund zu bleiben, falls dieser Schwellenwert unterschritten wird.

Zusammenfassung Ergebnisse 3.3:

e Bereits vor der Krankheitsinduktion zeigen Tiere, die spéter erkranken werden, eine
starkere Expression von CD69 im Blut sowie von CD11¢, KC und TNF in der Haut

als Tiere, die gesund bleiben werden.

e Die Expression von CD11c¢, KC und TNF in der Haut kann die Entstehung von EBA-
Symptomen bereits vor der Krankheitsinduktion mit >90% vorhersagen und mit >80%

ausschliefsen.
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4 Diskussion

4.1 EBA-Symptome werden durch eine verstarkte Produktion und
Bindung von Typ-VII-Kollagen-spezifischem IgG2c sowie einer

neutrophilen Entziindung verursacht.

Die vorliegende Arbeit vergleicht die immunologischen Unterschiede, die vor und nach EBA-
Induktion mit Typ-VII-Kollagen und dem Adiuvans Titermax bei genetisch identischen SJL-
Mausen unter moglichst gleichen Umweltbedingungen auftreten. Unterscheidungkriterium
zwischen den Tieren ist hierbei der Ausbruch oder das Ausbleiben von EBA-Symptomen.

Die Symptomentstehung soll deshalb im Folgenden als erstes diskutiert werden.

10 Wochen nach Krankheitsinduktion lassen sich in den drainierenden, poplitealen Lymph-
knoten der kranken Tiere eine erhohte Zahl Typ-VII-Kollagen-spezifischer Plasmazellen
nachweisen. Als Konsequenz dieses Unterschieds zeigen kranke Tiere eine erhohte Konzen-
tration Typ-VII-Kollagen-spezifischer IgGG2c-Antikérper im Blut. IgG2c¢ ist in verschiedenen
Tiermodellen entziindlicher sowie autoimmuner Krankheiten als in hochstem Maf pathogen
beschrieben worden [13, 30, 33, 98|. Um zu untersuchen, ob der im Blut nachgewiesene Un-
terschied auch am Manifestationsort der EBA, der DEJ in der Haut, relevant ist, habe ich die
am Typ-VII-Kollagen gebundenen Antikérper mittels DIF zwischen kranken und gesunden
Tieren verglichen. Es zeigt sich, dass der im Blut gefundene Unterschied auch in der Haut
nachgewiesen werden kann, und kranke Tiere mehr IgG2c als gesunde an der DEJ aufweisen.
Dass der Unterschied in der Haut durch unterschiedliche Affinitdt der Antikérper verursacht
wird, ist weniger wahrscheinlich. Erstens kann eine unterschiedliche IgG2c-Konzentration
auch im Blut nachgewiesen werden. Zweitens zeigen kranke Tiere keine verstidrkte Affini-

tatsreifung im drainierenden Lymphknoten.

Da TgG2c-Antikorper Komplement-aktivierend sind [41, 42|, und weil das Komplementsys-
tem in der Pathogenese der EBA als essentiell beschrieben ist [87], habe ich die Ablagerung
des Komplementfaktors C3 an der DEJ zwischen erkrankten und gesunden Tieren verglichen.
Hierbei zeigen kranke Tiere eine stiarkere Deposition von C3 an der DEJ. Als Konsequenz
der Komplement-Aktivierung ist mit der Infiltration von Entziindungszellen zu rechnen. In
der vorliegenden Arbeit habe ich die Zahl der neutrophilen Granulozyten mittels GR-1-
mRNA-Nachweis und Quantifizierung von GR-17 Zellen verglichen. Da GR-1 ebenso von
eosinophilen Granulozyten exprimiert wird [37], wurde zusétzlich ein funktioneller Nachweis
der neutrophilen Granulozyten mittels MPO-Assay durchgefiihrt. Kranke Tiere zeigen in al-
len Nachweismethoden eine hohere Zahl neutrophiler Granulozyten in der Haut als gesunde.
Zusétzlich zeigen gesunde Tiere keine relevante Infiltration neutrophiler Granulozyten. So-
mit ist die Infiltration neutrophiler Granulozyten bei gleicher genetischer Ausstattung und
identischen Umweltbedingungen als essentiell fiir die Krankheitsentstehung zu sehen. Fiir
die EBA ist in der humanen Variante in vitro die Rolle der neutrophilen Granulozyten in
der Pathogenese beschrieben worden [105, 118|. Im vorliegenden Tier-Modell der EBA wur-
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de der inflammatorische Charakter der Krankheit zwar nachgewiesen [116], bislang jedoch
nicht quantifiziert und mit der unterschiedlichen Empfanglichkeit bei genetischer Gleichheit

in Beziehung gesetzt.

Zusitzlich zur Quantifizierung der neutrophilen Granulozyten vergleicht die vorliegende Ar-
beit das Fcvy-Rezeptor-Repertoire in der Haut kranker und gesunder Tiere. FcyRIV ist der
einzige Fcvy-Rezeptor-Subtyp, der ausschliefslich von kranken Tieren stirker nach als vor der
Krankheitsinduktion exprimiert wird. Alle anderen Fcy-Rezeptoren werden auch in der Haut
gesunder Tiere stirker nach der Induktion der EBA exprimiert. Das Auftreten von EBA-
Symptomen ist an die vermehrte Expression von FcyRIV gekoppelt, so dass diesem Rezeptor
eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der EBA zuzuschreiben ist. Die aktivierenden
FeyRI, III und IV werden in der Haut kranker stérker exprimiert als in der Haut gesunder
Tiere, wihrend der einzige inhibierende Rezeptor FcyRIIb in der Haut kranker und gesun-
der Tiere in gleichem Mafke exprimiert wird. Da diese Rezeptoren vornehmlich der groften
Zellpopulation in inflammatorischen Infiltraten, den neutrophilen Granulozyten [128], zuzu-
schreiben sind, kann deren Aktivierungsgrad anhand der Menge der aktivierenden Rezepto-
ren FeyRI, IIT und IV im Vergleich zum inhibierenden Rezeptor FcyRIIb beschrieben wer-
den |21, 104]. Die vorliegenden Daten zeigen, dass die neutrophilen Granulozyten in der Haut
kranker Tiere nicht nur quantitativ vermehrt sind, sondern auch qualitativ einen erhohten
Aktivierungsstatus aufweisen, da die Ratio aktivierender zu inhibierenden Fc~-Rezeptoren
bei kranken Tieren grofer ist. Die Entstehung von EBA-Symptomen ist also zusétzlich zur
bekannten Einwanderung von neutrophilen Granulozyten auch an deren hier beschriebenen

Phéanotyp gekoppelt.

Die Kombination von IgG2c-Antikérpern und einer vermehrten Expression von FcyRIV, die
fiir die Symptomentstehung im vorliegenden Modell verantwortlich ist, wurde bereits als
hoch potent proinflammatorisch beschrieben [96, 97, 98|. Die Affinitédt der einzelnen IgG-
Subklassen zu den FcyR ist unterschiedlich [98]. Fiir IgG2¢ betrigt die Ratio der Affinitét
von aktivierenden zu inhibierenden Fcvy-Rezeptoren 70 und ist somit am groften unter allen
IgG-Subklassen. Dies unterstreicht die pathogenetische Relevanz dieser Kombination aus
Antikorper und Rezeptor, die an die Anwesenheit von neutrophilen Granulozyten gekniipft

ist.

Der erhéhte Aktivierungsgrad neutrophiler Granulozyten in der Haut kranker Tiere ist mit
einer erhohten Expression von chemotaktischen Botenstoffen assoziiert. IL-1 3, KC, MIP-1«
und TNF werden in der Haut kranker stérker exprimiert als in der Haut gesunder Tiere.
MIP-1a und TNF sind exklusiv in der Haut kranker Tiere stirker als vor der Krankheits-
induktion exprimiert. Da neutrophile Granulozyten als einziger Zelltyp ausschlieflich in der
Haut kranker und nicht in der Haut gesunder Tiere zu finden sind, sind sie als Produzenten
von MIP-1a und TNF anzunehmen. Die Expression von MIP-1a und TNF wirkt chemotak-
tisch auf andere Zellen sowie wiederum auf neutrophile Granulozyten [15, 16, 24, 27, 103]
und konnte im vorliegenden Modell auf eine perpetuierende Rolle dieser beiden Botenstoffe

hinweisen. IL18 und IL33 konnen ebenfalls die Infiltration von neutrophilen Granulozyten
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in verschiedene Gewebe fordern [4, 78, 79, 124], zeigen im vorliegenden Modell allerdings

keinen Unterschied zwischen kranken und gesunden Tieren.

Zusammenfassend ist zu bemerken, dass in der vorliegenden Arbeit trotz identischer Genetik
und gleichen Umweltbedingungen in der Haut kranker und gesunder Mause nach Krankheits-
induktion erhebliche immunologische Unterschiede zu finden sind. IgG2¢ wird von kranken
Mausen vermehrt produziert und aktiviert das Komplement-System; dies fiihrt durch che-
motaktische Signale zur Infiltration von aktivierten, neutrophilen Granulozyten, welche den
Entziindungsprozess unterhalten. Da diese Unterschiede trotz grofst moglicher Gleichheit der
Versuchstiere auftreten, stellt sich die Frage, wodurch diese Unterschiede urséchlich bedingt
sind. Aus diesem Grund soll im Folgenden die fiir die unterschiedliche B-Zell-Aktivierung

und Antikorper-Produktion verantwortliche T-Zell-Immunantwort diskutiert werden.

4.2 Die Entstehung von EBA-Symptomen ist nicht mit einer
spezifischen Gewichtung der Th-Zell-abhangigen

Immunantwort assoziiert.

Die im vorherigen Abschnitt genannten Unterschiede in der Zahl der Typ-VII-Kollagen-
spezifischen Plasmazellen und IgG2c-Antikérper konnen durch eine unterschiedliche Gewich-
tung der Th-Zell-abhéngigen Immunantwort in der Friihphase nach der Krankheitsinduktion

verursacht sein [30, 91, 98], was im Folgenden diskutiert werden soll.

Zwei Wochen nach Induktion der experimentellen EBA ist die Expression von CD3¢e im
krankheitsinduzierenden Lymphknoten bei den Tieren, die erkranken werden, deutlich gro-
fser als bei den Tieren, die gesund bleiben werden. Interpretiert man die Expression von CD3 e
als Maf fiir die Anzahl der T-Zellen, besteht demnach in dem drainierenden Lymphknoten
erkrankender Tiere ein groferes Potenzial, eine autoreaktive Immunantwort zu generieren.
Dies ist konform mit der Erkenntnis, dass T-Zellen essentiell fiir die Entstehung der EBA
in diesem aktiv immunisierenden Modell sind [115|. Zusétzlich zur erhéhten Zahl an T-
Zellen im Lymphknoten ist bei erkrankenden Tieren die Expression von FoxP3 pro CD3e
geringer als bei Tieren, die gesund bleiben werden. FoxP3 ist der essentielle Transkriptions-
faktor fiir regulatorische T-Zellen |60]|. Durch den erhéhten regulatorischen Charakter der
Immunantwort bei gesund bleibenden Tieren ist eine verminderte inflammatorische Reakti-
on gegen Typ-VII-Kollagen im weiteren Verlauf zu erkldren. Hierdurch kann das Ausbleiben

von Krankheitssymptomen hinreichend erldutert werden.

Neben der Quantifizierung von T-Zell-Populationen mittels Transkriptionsfaktoren oder Ober-
flichenmolekiilen ist auch die funktionelle Aktivitidt dieser Zellen von Interesse. Diese kann
durch die Quantifizierung der Expression der Th-spezifischen Zytokine charakterisiert wer-
den. Mit Blick auf den Gesamtlymphknoten sowie auf das T-Zell-Kompartiment fillt nach
2 Wochen auf, dass kein Unterschied in der Expression Thl- und Th2-spezifischer Zytoki-

ne zwischen erkrankenden und gesund bleibenden Tieren festzustellen ist. Es kann somit
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keine pathogene Immunreaktion klassifiziert werden, die den Krankheitsverlauf vorhersagen
konnte. Auch Th17-Zytokine werden von allen Tieren unabhéngig vom Krankheitsverlauf in

identischer Quantitiat exprimiert.

Die Quantifizierung von CD3 und FoxP3 im Lymphknoten nach 2 Wochen und ein Uberwie-
gen der regulatorischen T-Zellen steht im Zusammenhang mit dem Ausbleiben von Krank-
heitssymptomen. Dennoch lésst sich in der vorliegenden Arbeit kein funktioneller Unterschied
der T-Zellen bei erkrankenden und gesund bleibenden Tieren identifizieren. Als Erklérung fiir
die identische Zytokin-Expression bei allen SJL-M#&usen lisst sich die Methodik dieses Tier-
modells anfiihren. Die Krankheitsinduktion erfolgt mit einem Fragment des murinen Typ-
VII-Kollagens gemeinsam mit dem Adiuvans Titermax. Titermax bindet Protein-Antigene,
Komplement und andere proinflammatorische Mediatoren [14]. Das Adiuvans-Konzept geht
davon aus, dass durch eine unspezifische Aktivierung des Immunsystems die Regulation der
priexistenten autoreaktiven Immunzellen unterdriickt wird [66]. Durch die gleichzeitige Kon-
frontation der autoreaktiven Immunzellen mit dem Autoantigen kommt es zu einer patho-
genen Immunantwort. Th-Zellen wird hierbei eine entscheidende Rolle zugeschrieben [115].
Es kommt bei Einsatz dieses Adiuvans’ zu einer verstirkten Aktivierung des Immunsystems
und zu lang anhaltenden hohen Konzentrationen von Antikérpern gegen das jeweilige Anti-
gen |56]. Fiir Titermax konnte gezeigt werden, dass es Antigen-spezifisch zur Produktion
von Antikérpern fithrt und dass die alleinige Gabe von Titermax ohne Antigen zu keiner
verstiarkten Antikérper-Produktion fithrt [57, 77].

Titermax verursacht im Vergleich zu anderen Adiuvantien eine verstirkte Th1l- Immunant-
wort [35]. Diese Immunantwort ist jedoch nicht Antigen-spezifisch. Die Krankheitsindukti-
on mit Titermax ohne Antigen fiihrt zu einer ubiquitdren Aktivierung des Immunsystems.
Diese duflert sich in einer verstiarkten Expression von Zytokinen. Die Zytokin-Expression
unterscheidet sich nicht beim Vergleich einer Krankheitsinduktion mit Titermax gemeinsam
mit einem Peptid-Antigen oder mit Titermax allein [77|. Da im vorliegenden Modell durch
Titermax eine generalisierte Aktivierung des Immunsystems erreicht wird, kann der patho-
genetisch relevante Anteil der Immunreaktion in diesem “immunologischen Rauschen” nicht
detektiert werden. Die Quantifizierung der Zytokin-Expression in einem Adiuvans-haltigen
System scheint deshalb unspezifisch und nicht zielfiithrend zu sein. Aus diesem Grund erschei-
nen Untersuchungen in einem Adiuvans-freien Modell, das bereits fiir das bullése Pemphigoid
etabliert werden konnte, effektiv [99, 122|. Hierdurch kann die pathogenetisch relevante Im-

munreaktion anhand der Zytokin-Expression eindeutig klassifiziert werden.

Da sich bei den untersuchten Zytokinen kein Unterschied zwischen erkrankenden und gesund
bleibenden Tieren erkennen ldsst, kann ein methodischer Fehler (unterschiedliche Menge
an Injektionslosung) ausgeschlossen werden. Dass kein Th-Zell-abhéngiger Unterschied zu
verzeichnen ist, kann auch dadurch erkldrt werden, dass die pathogenetisch relevante Zytokin-
Expression zu einem anderen Zeitpunkt abliduft. Dies mag erkldren, warum auch 10 Wochen
nach der Krankheitsinduktion kein Unterschied in der Expression von Th-Zell-assoziierten

Zytokinen (mit Ausnahme von 1L21) zu finden ist.
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Dass im Lymphknoten trotzdem entscheidende Vorgiange zur Entstehung der EBA ablaufen,
lasst sich daran nachvollziehen, dass nach Krankheitsinduktion Typ-VII-Kollagen-spezifische
Keimzentren zu identifizieren und Unterschiede in der Zahl der Typ-VII-Kollagen-spezifischen
Plasmazellen zwischen kranken und gesunden Tieren nachzuweisen sind. Der Unterschied ih-
rer Anzahl im drainierenden Lymphknoten erklért den unterschiedlichen Verlauf nach Krank-
heitsinduktion und ist konform zu den im Blut erhobenen Konzentrationen an Antikérpern.
Der drainierende Lymphknoten scheint als pathogenetisches Zentrum eine wichtige Rolle zu
spielen, die im vorliegenden System jedoch nicht eindeutig zu charakterisieren ist. Aus die-
sem Grund ist es iiberaus wichtig, den Adiuvans-freien Zustand im vorliegenden Modell, also

vor der Krankheitsinduktion, zu betrachten, was im néchsten Abschnitt geschieht.

4.3 Das Auftreten und der Schweregrad der EBA ist bereits vor

Krankheitsinduktion vorhersagbar.

Da die Induktion der experimentellen EBA trotz gleicher genetischer Ausstattung und iden-
tischer Umweltbedingungen der Versuchstiere zu eklatanten Unterschieden in der Entziin-
dungsreaktion fiihrt, habe ich untersucht, inwiefern sich die Tiere vor der Induktion unter-
scheiden. Unterschiede vor der Krankheitsinduktion wie Verinderungen im unspezifischen
oder adaptiven Immunsystem konnen die Bereitschaft zur Entwicklung der EBA vorhersa-

gen und ihre Pathogenese besser verstehen lassen.

SJL-Mduse, die an EBA erkranken, zeigen eine verstdrkte Expression von KC, TNF
und CD11c in der Haut und von CD69 in peripheren Blutzellen vor der
Krankheitsinduktion.

Bei der Analyse von Hautbiopsien, die etwa eine Woche vor der Krankheitsinduktion entnom-
men wurden, fallen immunologische Parameter auf, die mit dem spéteren Krankheitsverlauf
korrelieren. Die Betrachtung der zelluldren Oberflichenmarker vor der Krankheitsinduktion
zeigt eine hohere Expression von CD11c in der Haut der erkrankenden Tiere im Vergleich zu
Tieren, die gesund bleiben. Zusétzlich zeigt sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen
der Expression von CD11c und der spéter betroffenen Korperoberflache. Fiir die Expression
von CDl11c iiber einen mittels ROC-Methode bestimmten Schwellenwert betrégt der posi-
tiv pradiktive Wert 92,8%, an EBA zu erkranken. Der Ausschluss einer EBA-Erkrankung
(negativ pradiktiver Wert) betrigt 83,3%. CD11c (synonym fiir Integrin alpha X) gilt als
zelluliirer Marker dendritischer Zellen (CD11%9") und Makrophagen (CD11c¢"%), die eine
Sentinel-Funktion in der Immunabwehr besitzen [25, 26|; dass ihre Zahl bereits vor der
Krankheitsinduktion erhoht ist und dass diese erhohte Zahl an DCs mit iiber 90%iger Wahr-
scheinlichkeit das Krankheitsauftreten vorhersagt, zeigt Verédnderungen in der angeborenen
Abwehr, die das Ergebnis der Krankheitsinduktion beeinflussen. Dendritische Zellen und

Makrophagen transportieren im vorliegenden Modell das Autoantigen in den Lymphknoten,
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was die Voraussetzung fiir die pathogene T-Zell-Antwort ist. Um zu untersuchen, wie diese
unterschiedliche Expression von CD11c verursacht sein kann, habe ich die Chemokin- und

Zytokinexpression in der Haut vor der Krankheitsinduktion betrachtet.

Bei der Untersuchung der Expression von chemotaktischen Botenstoffen in der Haut vor der
Krankheitsinduktion zeigt TNF eine starkere Expression bei Tieren, die erkranken werden,
als bei solchen, die gesund bleiben. Die erhéhte Expression von TNF besitzt einen positiv
pradiktiven Wert von 92.8%, an EBA zu erkranken, wahrend der negativ pradiktive Wert,
also gesund zu bleiben, 83,3% betrdgt. Die unterschiedliche Expression von TNF kann die
hohere Zahl dendritischer Zellen erkldren [25, 26]. Des Weiteren zeigt TNF einen inflam-
matorischen Prozess in der Haut vor der Krankheitsinduktion an, der trotz klinischer Ge-
sundheit einen unterschiedlichen Aktivierungszustand des angeborenen Immunsystems vor
der Krankheitsinduktion widerspiegelt. Diese subklinische Entziindung ldsst sich durch die
gleichzeitig erhohte Expression von KC durch Makrophagen und Mastzellen erkliaren [125].
KC wird ebenfalls von erkrankenden Tieren vor der Induktion stidrker exprimiert als von
gesund bleibenden Tieren. Der positiv pradiktive Wert fiir KC betrigt 91,6%, an EBA zu
erkranken. Der negativ pradiktive Wert, also gesund zu bleiben, betrigt 83,3%. Die che-
motaktische Wirkung von KC auf neutrophile Granulozyten [28, 40, 72| zeigt ebenfalls die
inflammatorische Verinderung im angeborenen Immunsystem vor der Krankheitsinduktion.
Zusatzlich bleibt die niedrigere Expression von TNF vor der Krankheitsinduktion bei gesund
bleibenden Tieren auch im weiteren Verlauf unverandert, wihrend kranke Tiere TNF nach

der Krankheitsinduktion vermehrt exprimieren.

Die stirkere Expression von CD11lc, KC und TNF in der Haut vor Krankheitsinduktion
kann auf verschiedene Weise zum Ausbruch der Krankheit beitragen. Die vermehrte Expres-
sion deutet eine Aktivierung des angeborenen Immunsystems an. Dieses kann im aktivierten
Zustand eine stirkere Immunantwort des adaptiven Immunsystems auslésen und Autoim-
munkrankheiten verursachen [11, 18, 102]. Hierbei spielt die Produktion von KC und TNF
durch dendritische Zellen, wie sie bei den vorliegenden Resultaten vermutet werden kann,
eine entscheidende Rolle [18, 112|. Die daraus resultierende verstirkte Aktivierung der Th-
Zell-Antwort zeigt sich in meiner Arbeit durch die stirkere Expression von CD3 und durch
die verminderte Ratio von FoxP3/CD3 im drainierenden Lymphknoten. Die Intensitéit und
Dauer der Th-Zell-abhéngigen Immunantwort sind hierbei abhéngig vom Antigen-Transport
in die sekundér lymphatischen Organe [11, 114]. Die intensive Th-Zell-Antwort fithrt bei der
experimentellen EBA zu einer gesteigerten Zahl Typ-VII-Kollagen-spezifischer Plasmazellen
und ihrer Antikorper, die inflammatorische Prozesse in der Haut initiieren. Hierbei kann
das aktivierte, angeborene Immunsystem die Krankheitsentstehung wiederum begiinstigen,
indem durch KC und TNF ein erhohter chemotaktischer Gradient fiir neutrophile Granulo-
zyten entsteht [28, 52, 125].

Bei Betrachtung der Vorhersagewerte fiir das Auftreten oder Ausbleiben von EBA-Symptomen
fallt auf, dass das Ausbleiben der Symptome mit iiber 80%iger Wahrscheinlichkeit vorherge-
sagt werden kann, wihrend fiir das Auftreten der Symptome eine Wahrscheinlichkeit >90%
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erreicht wird. Ausgehend von der empirischen Verteilung von 80% erkrankten und 20% ge-
sunden Tieren [116], muss vor allem der Ausschluss der Erkrankung Beachtung finden. Hier
zeigt sich eine Steigerung der Vorhersagewahrscheinlichkeit um 400% (von 20 auf 80%). Die
hier vorgestellte Konstellation, bei gleichem genetischem Risiko und identischen Umwelt-
bedingungen anhand der Schwankungen im angeborenen Immunsystem die Anfilligkeit fiir
die Entwicklung einer Autoimmunkrankheit vorherzusagen, ist bislang noch nicht beschrie-
ben worden. Die meisten pradiktiven Arbeiten zur Entstehung von Autoimmunkrankheiten
zeigen fiir Diabetes mellitus Typl, Pemphigus, Vitiligo und Systemischen Lupus Erythema-
todes eine hohe Vorhersagewahrscheinlichkeit durch den Nachweis von Autoantikérpern, die
schon Jahre vor Symptombeginn nachzuweisen sind [71, 95, 111|. Dies représentiert jedoch
den Zustand nach dem Beginn einer pathogenen Immunantwort und konnte im vorliegenden
Modell bestétigt werden. Bereits nach 2 Wochen (also vor Symptombeginn) sind Unterschie-
de zwischen erkrankenden und gesunden Tieren in der Konzentration von Typ-VII-Kollagen-
spezifischen IgG2c¢-Antikdrpern zu messen. Durch meine Ergebnisse wird zuséatzlich noch der
Status der volligen Gesundheit vor der eigentlichen Immunantwort erfasst. Bereits in diesem
Stadium sind vollig {iberraschend pathogenetisch relevante Abweichungen in der Haut und
auch systemisch zu identifizieren, die das Auftreten und das Ausbleiben der EBA mit hoher
Wahrscheinlichkeit vorhersagen. Es sollte gepriift werden, ob die vorliegenden Schwellen-
werte unabhéngig von Umgebungseinfliissen ihre Vorhersagekraft aufweisen oder, ob durch
Modulation der einzelnen Parameter eine Verdnderung in der Suszeptibilitéit erreicht werden
kann. Insgesamt besitzen diese Ergebnisse klinische Relevanz, da sie in der Uberwachung von
Risiko-Patienten vor allem einen prospektiven Ausschluss der Erkrankung ermdglichen und

so die Belastung dieser Patienten reduzieren.

Um die oben beschriebenen Schwankungen im angeborenen Immunsystem auch systemisch
zu untersuchen, habe ich die Expression chemotaktischer und inflammatorischer Botenstof-
fe sowie von Oberflichenmarkern in peripheren Blutzellen untersucht. Bei der Betrachtung
der Expression von Zytokinen und Oberflichenmarkern im Blut vor der Krankheitsinduk-
tion fallt die Expression des Oberflichenmarkers CD69 auf. Tiere, die erkranken werden,
zeigen eine stirkere Expression von CD69 als Tiere, die gesund bleiben. CD69 zeigt bei spé-
ter erkrankenden Tieren eine Aktivierung der Immunzellen an [74, 92, 108], die besonders
fiir neutrophile Entziindungsprozesse relevant zu sein scheint. In diesem Zusammenhang
deutet die erhohte Expression von CD69 bereits vor der Induktion der EBA eine weitere
Schwankung in der Immunabwehr an, die die durch neutrophile Granulozyten bedingte Ent-
ziindungsreaktion im vorliegenden Modell fordert. Andererseits scheint CD69 auch regulato-
rische Eigenschaften zu besitzen |43, 109|. Aufgrund der ambivalenten und unverstandenen
Rolle von CD69 mit anti- wie auch proinflammtorischer Wirkung scheint es nétig zu sein,
den Einfluss dieses Molekiils auf die Entstehung der EBA tiefergehend zu untersuchen. Die
durch CD69 und Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor-1-vermittelte Hemmung der Lymphozy-
tenauswanderung aus dem Lymphknoten ist bereits heute eine neue Therapie-Strategie in
der Behandlung der Multiplen Sklerose [62, 85, 86, 113]. Ob die Hemmung der Lymphozyten-
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auswanderung im vorliegenden Modell eine Anderung der Empfinglichkeit fiir EBA darstellt

und ob CD69 hierbei eine Rolle spielt, wird Gegenstand zukiinftiger Untersuchungen sein.

Zusammenfassend unterscheidet die erhéhte Expression von KC, TNF und CDllc in der
Haut erkrankende von gesund bleibenden M#usen schon vor der Induktion von EBA. Dieser
Unterschied kann die Erkrankung jeweils mit einer Wahrscheinlichkeit von iiber 90% voraus-
sagen und -wichtiger- mit iiber 80% ausschliefen. Dies stellt eine entscheidende Steigerung
der empirischen Pretest-Wahrscheinlichkeit dar und sagt das weitere autoimmune Schicksal
in einem fritheren Status vorher, als dies bislang mdéglich war. Die Expression dieser Gene
lasst die Enstehung der EBA im weiteren Verlauf gut erkldren und stellt diese Molekiile in
das Zentrum der Pathogenese. Die Wahrscheinlichkeitswerte sollten an einer weiteren Popu-
lation getestet werden, um ihre Validitit zu garantieren. Neben der lokalen Alteration in der
angeborenen Immunabwehr zeigt sich mit CD69 auch eine systematische Schwankung, die
neue therapeutische Perspektiven aufzeigt, die schon in klinischen Studien getestet werden,

deren grundlegendes Verstidndnis es jedoch zu erweitern gilt.
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5 Zusammenfassung

Autoimmunkrankheiten entstehen durch Immunantworten gegen kirpereigene Gewebe. Sie sind in
ihrer Gesamtheit hidufig und nicht heilbar. In der vorliegenden Arbeit wird die Epidermolysis bullosa
acquisita (EBA) als autoimmune Modellerkrankung im Mausmodell verwendet. Dieses Krankheits-
modell zeichnet sich durch Auftreten der Krankheit bei 80% und konstante Resistenz bei 20% der
genetisch identischen Versuchstiere bei gleichen Umweltbedingungen aus. Die Untersuchung in vivo
erfasst die komplexe Pathogenese von Autoimmunkrankheiten vom Stadium der Gesundheit iiber
das Stadium der Autoimmunitét ohne Symptome bis zur apparenten Erkrankung. Mit der real-time
RT PCR sowie der Lasermikrodissektion ldsst sich die Immunantwort mit hoher Prizision charak-
terisieren. Hierdurch kénnen Schwankungen in jedem Abschnitt der Pathogenese hoch empfindlich
untersucht werden, die trotz gleicher genetischer Ausstattung und identischen Umweltbedingungen

zu einem unterschiedlichen Ergebnis der Krankheitsinduktion fiihren.

Die vorliegende Arbeit konnte bestétigen, dass Komplement-aktivierende IgG2c- Antikérper fiir die
Entstehung der EBA wichtig sind und in vivo zu einer neutrophilen Entziindungsreaktion an der
DEJ fiihren. Dariiber hinaus gelang mir die Charakterisierung der neutrophilen Granulozyten, die
sich durch eine vermehrte Expression der aktivierenden Fcvy-Rezeptoren und des FcyRIV im Beson-
deren auszeichnen. Mit TNF und MIP-1a wurden zwei exklusiv in kranken Tieren hoch-regulierte
Botenstoffe identifiziert, die den Entziindungsprozess unterhalten und trotz gréfit moglicher Gleich-
heit der Tiere den unterschiedlichen Verlauf nach EBA-Induktion verstehen lassen. Die in der Haut
beschriebenen Unterschiede sind Resultat der im Lymphknoten generierten Immunantwort. Diese
scheint bei gesund bleibenden Tieren eher regulatorischen Charakter zu besitzen, lésst sich aber we-
gen der Adiuvans-Wirkung nicht ndher beziiglich Thl-, Th2- oder Th17-Einfluss charakterisieren.
Als Ursache fiir die unterschiedliche Immunantwort nach Krankheitsinduktion lassen sich bereits
vor der induktiven Intervention in den Tieren Schwankungen im angeborenen Immunsystem nach-
weisen, die das Auftreten der EBA mit hoher Wahrscheinlichkeit vorhersagen oder ausschlieffen, was
klinische Relevanz in der Uberwachung von Hochrisiko-Patienten vor der Entstehung von Autoim-
munkrankheiten besitzt. Diese Alterationen vor der Krankheitsinduktion sind sowohl lokaler als auch
systemischer Art. In der Haut lassen sich die chemotaktischen und proinflammatorischen Botenstoffe
TNF und KC und die Expression von CD11c¢ von dendritischen Zellen und Makrophagen mit dem
Krankheitsverlauf in Verbindung bringen. Die Aktivierung des angeborenen Immunsystems scheint
sowohl die initiale Th-Zell-Immunantwort als auch die spater auftretenden Entziindungsprozesse in
der Haut zu verstirken. Systemisch wird die Aktivierung des Immunsystems durch den Aktivie-
rungsmarker CD69 komplettiert. Dieser bietet neue therapeutische Perspektiven in der Behandlung
von Autoimmunkrankheiten, was im vorliegenden Modell sogar vor der eigentlichen Immunantwort

die Krankheit verhindern konnte.

In der Zusammenschau der Ergebnisse konnten erstmals immunologische Devianzen identifiziert
werden, die bei gleicher genetischer Pradisposition und identischen Umweltbedingungen vor der ei-
gentlich pathologischen Immunantwort eine Anfélligkeit fiir die Krankheitsentstehung signalisieren.
Dies ertffnet neue therapeutische Strategien, bei gleichem genetischem Risiko die Gefdhrdung fiir

den Ausbruch einer Krankheit zu erkennen und effizient sowie gezielt zu behandeln.
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Abkiirzungsverzeichnis

AID
APAAP
BAFF
BSA
CcC
CCL
CCR
CD
cDNA
CXC
CXCL
CXCR
DEPC
DEJ]
DIF
DNA
DN
EBA
EDTA
ELISA

Fc-epsilon R

Fc-gamma R

FITC

FoxP3

Activity Induced Cytosin Deaminase
Alkalische Phosphatase Anti Alkalische Phosphatase
B-cell activating factor of the TNF family
Bovines Serum-Albumin
Cystein-Cystein (Aminosduresequenz)
C-C chemokine ligand

C-C chemokine receptor

Cluster of differentiation
complementary DNA

Cystein-X-Cystein (Aminosiuresequenz)
CXC chemokine receptor ligand

CXC chemokine receptor
Diethylpyrocarbonat

dermo-epidermale Junktionszone
direkte Immunfluoreszenz
Desoxyribonukleinsidure
Desoxyribonukleotid

Epidermolysis bullosa acquisita
Ethylendiamintetraacetat
Enzyme-linked immunosorbent assay
Rezeptor fiir das Fe-Fragment von Igk
Rezeptor fiir das Fe-Fragment von IgG
Fluoresceinisothiocyanat

Forkhead box P3
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GATA3
GR-1
GST
HEV
HRP
HTMB
ICAM
ICOS
IFN

Ig

IL
KOF
KC
Ki-67
LFA
mCol7C
mRNA
MFI
MHC
MIP
MLN
MPO
NaCl
NC
n'lreg
PAMP

PBS

Transkriptionsfaktor der GATA-Familie
Granulocyte-1
Glutathion-S-Transferase

hoch endotheliale Venulen

Horseradish Peroxidase
Hexadecyltrimethylammonium-Bromid
Intracellular adhesion molecule
Inducible costimulator

Interferon

Immunglobulin

Interleukin

Korperoberfliche

Keratinocyte-derived Chemokine
Proliferationsmarker (Kiel-67)
Lymphocyte-function associated antigen
Fragment aus der NC-1-Doméne von Typ-VII-Kollagen
messenger RNA

Mean Fluorescence Intensity

Major Histocompatibility Complex
Macrophage inflammatory protein
Metastatic lymph node
Myeloperoxidase

Natriumchlorid

non-collageneous

natural regulatory T cells
Pathogen-associated molecular pattern

Phosphate buffered saline
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PCR
RANTES
RGS
RLT
RNA
RN
ROC
RORgamma-t
RT
SDS
SJL
SPF
SYBR
T-bet
Taq
TBS-T
TEC-3
TGF
Thl
Th17
Th2
TLR
TMB
TNF
TRIS

VLA

Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction)
Regulated upon activation, normal T-cell expressed, and secreted
Regulator of G-protein signaling

RNA lysis buffer

Ribonukleinséure (engl. acid)

Ribonucleotid

Receiver operating characteristic

RAR-related orphan receptor gamma in T cells
Reverse Transkriptase

Sodiumdodecylsulfat

Swiss Jim Lambert

Spezifisch-Pathogen-frei

Cyanin-Farbstoff

T-box expressed in T cells

Thermus / Thermophilus aquaticus
Tris-buffered saline and tween

entspricht Ki-67

Transforming growth factor

T-Helfer-Zelltyp 1

T-Helfer-Zelltyp 17

T-Helfer-Zelltyp 2

toll-like Rezeptoren

Tetramethylbenzidin

Tumor-necrosis factor

Kurzform fiir Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Very late antigen
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Abbild

1.1

2.1

2.2

ungsverzeichnis

Kompartimente des murinen Lymphknotens. Mikroskopische Darstel-
lung mittels immunhistochemischer Farbung. In der Peripherie liegt die B-
Zell-Zone (Cortex, B220", blau). Weiter zentral liegt die T-Zell-Zone (Para-
cortex, TCRA™, braun). Dazwischen sind die Keimzentren in den Sekundérfol-
likeln lokalisiert (Ki-67", magenta). Dendritische Zellen wandern {iber die affe-
renten Lymphbahnen in den Marginalsinus ein (1). Von dort gelangen sie iiber
radidre Lymphsinus in den Paracortex. Hier verlassen sie die Lymphsinus und
wandern in die T-Zell-Zone aus (2). T- und B- Lymphozyten gelangen iiber
Blutgefifse in den Lymphknoten (3); sie verlassen die Blutbahn im Bereich
der hochendothelialen Venulen (4). T-Zellen treffen im Paracortex auf dendri-
tische Zellen, die ihr spezifisches Antigen préasentieren, und werden aktiviert
(5). B-Zellen wandern durch die T-Zell-Zone zum Cortex (6). An der Gren-
ze zwischen Paracortex und Cortex treffen aktivierte T-Zellen auf B-Zellen
und aktivieren diese (7). B-Zellen bilden ein Keimzentrum und proliferieren
zu Plasmazellen und Gedéchtniszellen (8). Sie wandern in die Medulla (unge-
farbt) und produzieren Antikorper (9). 10fache Vergrokerung. 3fach Farbung
durch graphische Projektion aus einer Doppel- und einer Einfach-Farbung.
Referenzen im Abschnitt 1.2. . . . . . . . . . . ... L

Versuchsablauf: Dargestellt ist der Versuchsablauf des pradiktiven Versu-
ches. Es werden eine Woche vor der Krankheitsinduktion Haut- und Blutpro-
ben entnommen. Im Alter von 8-10 Wochen erfolgt die Krankheitsinduktion.
2 Wochen nach Krankheitsinduktion wird der Versuchsgruppe ein Lymphkno-
ten entnommen. Der Kontrollgruppe wird kein Lymphknoten entnommen. Im
folgenden Zeitraum werden die Tiere klinisch wochentlich evaluiert; es erfol-
gen zwei weitere Blutentnahmen. Die Opferung erfolgt 10 Wochen nach der
Krankheitsinduktion. Rechts werden die drei untersuchten Stadien des Expe-
rimentes bezeichnet. Die Probenentnahme vor Krankheitsinduktion stellt den
gesunden Zustand dar; im Lymphknoten nach 2 Wochen wird die potenziell
pathogene Immunantwort charakterisiert; der klinische Endpunkt wird durch

die klinische Evaluation und die folgende Probenentnahme beschrieben. . . .

Exstirpation des poplitealen Lymphknotens (1). Weiterhin zu erkennen
sind die Vena saphena magna (2) und der Musculus gastrocnemius (3). Nach
dem Hautschnitt erfolgt die Identifikation der anatomischen Landmarken (A)
und die stumpfe Priparation des Lymphknotens (B). Wundverschluss (C).

16

18
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2.3

3.1

3.2

3.3

3.4

Lasermikrodissektion: Durch Laser-Energie lassen sich die einzelnen Kom-
partimente des Lymphknotens prézise ausschneiden und trennen. Anschlie-
flend konnen die Kompartimente getrennt voneinander untersucht werden. Es
wird eine Toluidin-Blau-Farbung benutzt. Hier Darstellung einer immunbhisto-
chemischen Farbung. B-Zellen: B2207" (blau); T-Zellen: TCRS™ (braun); pro-
liferierende Zellen: Ki-67"(magenta). 2,5fache Vergroferung. 3fach Féarbung

durch graphische Projektion aus einer Doppel- und einer Einfach-Farbung.

EBA-typische Lisionen bei erkrankten SJL-Méiusen nach Krank-
heitsinduktion mit mCol7C und Titermax. Prédilektionsstellen sind
die Ohren (A,B). Desweiteren treten die Blasen und Erosionen im Bereich
der Hinterbeine und des Schwanzes auf (C). Die Symptome sind im Verlauf
progredient und heilen bis zum Versuchsende (10 Wochen nach Krankheitsin-
duktion) nicht ab. Wahrend der Untersuchung in Narkose sind die Augen zum
Schutz gegen Austrocknung mit Feuchtigkeitscreme (Bepanthen (®)) bedeckt.

Vergleich von Miusen, denen nach zwei Wochen der linke poplitea-
le Lymphknoten entfernt wurde, mit nicht operierten Mausen. Zum
Zeitpunkt der Operation sind alle Tiere gesund. Es zeigt sich kein signifikan-
ter Unterschied beziiglich der Schwere der EBA (in % maximal betroffener
Korperoberfliche) im weiteren Verlauf. Mittelwert mit einfacher Standardab-
weichung. Statistische Auswertung mittels MANN-WHITNEY U-Test; n.s. =
D005, o o

Krankheitsverlauf (A) und Maximal-Score (B) der experimentellen
EBA (in % betroffener Kérperoberfliche). Es ist im zeitlichen Verlauf
eine Gruppe besonders schwer erkrankter Tiere zu erkennen, die von einer in-
termedidren Gruppe sowie den gesunden Tieren zu unterscheiden ist (A). Die
kranken Extremtiere sind 8 Wochen nach Krankheitsinduktion am schwersten
betroffen. Bei Betrachtung des maximal erreichten Krankheitsgrades sind die-
se Gruppierungen ebenfalls nachzuvollziehen (B). Darstellung in B als Box-
plot mit Median, 25., 75. Percentile und Ausreifern. n jesam:=28; Npronk=22
(78,57%); Ngesuna—6 (21,43 %) . . . . . . ...

Expression von IL21 zehn Wochen nach Krankheitsinduktion. Zu
diesem Zeitpunkt wird zwischen kranken und gesunden Tieren differenziert.
Kranke Tiere zeigen eine stirkere Expression von 1L21. IL21 wird einer Th17-
Immunantwort zugerechnet. Alle weiteren Zytokine, Zellmarker oder Tran-
skriptionsfaktoren zeigen keinen Unterschied zwischen kranken und gesun-
den Tieren. Mittelwert mit einfacher Standardabweichung. Vergleich mittels
MANN-WHITNEY U-Tests; *p < 0,05; (jen=10).. . . . . . . ... ... ...

22

29
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3.5  Quantifizierung von Typ-VII-Kollagen-spezifischen Plasmazellen zehn
Wochen nach Krankheitsinduktion im poplitealen Lymphknoten.
Die Plasmazellen wurden immunhistochemisch mit CD138 (Syndecan-1) mar-
kiert. Die Antigen-Spezifitdt wurde durch den Nachweis Typ-VII-Kollagen-
spezifischer B-Zell-Rezeptoren bestimmt (A). Nach zehn Wochen ist bei den
kranken Tieren eine hohere Anzahl pathogenetisch relevanter Plasmazellen
nachzuweisen (B). Mittelwert mit einfacher Standardabweichung. Vergleich
mittels MANN-WHITNEY U-Test, *p < 0,05; **p < 0,01; (je n=6-10); Vergro-
ferung 400x. . . . . . . 33

3.6 Quantifizierung der Anti-Typ-VII-Kollagen IgG-Subklassen. Die Quan-
tifizierung erfolgt mittels ELISA im Serum der Tiere. Die Serumproben wur-
den alle 2 Wochen entnommen. Das Komplement-bindende IgG2c ist im Ver-
lauf bei kranken Tieren in groferer Konzentration nachweisbar als bei gesun-
den Tieren. Sowohl IgG2b als auch das inhibitorische IgG1 ist bei kranken
Tieren nur nach 4 Wochen erhéht. Mittelwert mit einfacher Standardabwei-
chung. Vergleich mittels MANN-WHITNEY U-Test, *p < 0,05; **p < 0,01;
FREp<0,001 (je n=10). . . . . . . . 34

3.7 Quantifizierung der IgG2c- und C3-Deposition am Typ-VII-Kollagen
der DEJ. Die Proben (Zeitpunkt: 10 Wochen) wurden mittels Direkter Im-
munfluoreszenz (DIF) analysiert. Kranke Tiere weisen eine grofere Zahl komplement-
aktivierender IgG2c-Antikorper an der DEJ auf. Konsekutiv weisen sie auch
eine stirkere Komplement-Ablagerung in der Haut auf. Mittelwert mit ein-
facher Standardabweichung. Vergleich durch MANN-WHITNEY U-Test; *p <
0,05; **p < 0,01 (je n—10). Vergrokerung 400x. . . . . . ... ... .. ... 36

3.8 Quantifizierung der Entziindungsaktivitit in der Haut. Kranke Tiere
weisen mehr neutrophile Granulozyten auf, was den inflammatorischen Cha-
rakter der Krankheit unterstreicht (A,B). Das neutrophile Infiltrat (B) zeigt
die Entziindung an, die zu den Hautldsionen fiihrt. Die Quantifizierung der
neutrophilen Granulozyten (C, GR-1-mRNA, GR-1"-Zellen, MPO-Aktivitét)
in der Ohrhaut von kranken und gesunden Tieren bestétigt das mikrosko-
pische Bild. Balken=200um; Mittelwert mit einfacher Standardabweichung.
Vergleich mittels MANN-WHITNEY U-Tests, *p < 0,05; **p < 0,01 (je n=10). 37
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3.9

3.10

3.11

Expression von Fcy-Rezeptoren vor und zehn Wochen nach Krank-
heitsinduktion in der Haut gesunder und kranker Tiere. Dargestellt
ist die Expression der Fcy-Rezeptoren als Vielfaches des Ausgangswertes vor
Krankheitsinduktion (durchgezogene Linie; Wert—1). FeyRI, I1Tb und I1T wer-
den von kranken und gesunden Tieren starker nach als vor Krankheitsindukti-
on exprimiert. FcyRIV wird ausschlieflich von kranken Tieren vermehrt expri-
miert. Der inhibitorische FeyRIIb zeigt keinen Unterschied in der Expression
zwischen kranken und gesunden Tieren. Alle anderen Fc~-Rezeptoren wer-
den stiarker von kranken als von gesunden Tieren exprimiert. Das Verhéltnis
von aktivierenden zu inhibierenden Rezeptoren steigt nur bei kranken Tieren
nach EBA-Induktion an und ist grofer als in gesunden Tieren. Logarithmische
Darstellung; Mittelwert mit einfacher Standardabweichung. Vergleich mittels
WILCcOXON Rang-Test und MANN-WHITNEY U-Test, *p < 0,05; **p < 0,01;
FRED<0,001 (n=6-28). . . . . ...

Expression von Zytokinen und Chemokinen, die die Migration neu-
trophiler Granulozyten férdern, 10 Wochen nach Krankheitsinduk-
tion. Dargestellt ist die Expression des jeweiligen Botenstoffes als Vielfaches
des Ausgangswertes vor Krankheitsinduktion (durchgezogene Linie; Wert=1)
IL15, KC, 11-18 und IL-33 werden nach Krankheitsinduktion von kranken
und gesunden Tieren verstirkt exprimiert. Mit Ausnahme von 1L-18 und IL-
33 werden alle Mediatoren von kranken stérker als von gesunden Tieren expri-
miert. MIP-1aw und TNF werden ausschlieflich von kranken Tieren verstarkt
exprimiert. Logarithmische Darstellung; Mittelwert mit einfacher Standard-
abweichung. Vergleich mittels WIiLCOXON Rang-Test und MANN-WHITNEY
U-Test, *p < 0,05; **p < 0,01; ***p<0,001 (n—6-28). . . . . . .. ... ...

Expression von Oberflichenmarkern in der Haut 10 Wochen nach
Krankheitsinduktion. Dargestellt ist die Expression des jeweiligen Boten-
stoffes als Vielfaches des Ausgangswertes vor Krankheitsinduktion (durchge-
zogene Linie; Wert=1) CD3e wird nur in der Haut kranker Tiere vermindert
exprimiert; gesunde Tiere zeigen keine Anderung in der CD3e-Expression.
Logarithmische Darstellung; Mittelwert mit einfacher Standardabweichung.
Vergleich mittels WILCOXON Rang-Test und MANN-WHITNEY U-Test, *p <
0,05; **p < 0,01; ***p<0,001 (n—6-28). . . . . . . . . ...
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3.12

3.13

3.14

3.15

3.16

Expression von Typ-VII-Kollagen in der Haut 10 Wochen nach der
Krankheitsinduktion in gesunden und kranken Tieren. Dargestellt
ist die Expression von Typ-VII-Kollagen als Vielfaches des Ausgangswertes
vor Krankheitsinduktion (durchgezogene Linie; Wert—1). Gesunde und kranke
Tiere zeigen im Vergleich zu vor der Krankheitsinduktion eine verstiarkte Ex-
pression von Typ-VII-Kollagen. Kranke Tiere zeigen keine vermehrte Expres-
sion verglichen mit gesunden Tieren. Logarithmische Darstellung; Mittelwert
mit einfacher Standardabweichung. Vergleich mittels WILCOXON Rang-Test
und MANN-WHITNEY U-Test, *p < 0,05; **p < 0,01; ***p<0,001 (n=6-28).

Typ-VII-Kollagen-spezifisches Keimzentrum zwei Wochen nach Krank-

heitsinduktion. Es sind dunkle (1) und helle (2) Zonen in der Kernfarbung
zu unterscheiden (A). In der hellen Zone lassen sich ausdifferenzierte Zen-
trozyten identifizieren (3, B), die spezifisch gegen Typ-VII-Kollagen gerichtet
sind. Vergrofserung 400x. . . . . . . ..o

Expression von CD3 und Anteil der regulatorischen T-Zellen im Ge-
samtlymphknoten zwei Wochen nach Krankheitsinduktion. Zu die-
sem Zeitpunkt sind alle Tiere gesund. Die Zuordnung krank und gesund erfolgt
nach Verlaufsbeobachtung am Ende des Experiments. Kranke Tiere besitzen
mehr T-Zellen in den drainierenden Lymphknoten, bevor es zum Ausbruch
von Symptomen kommt. Gesunde Tiere weisen einen héheren Anteil regulato-
rischer T-Zellen auf als kranke. Mittelwert mit einfacher Standardabweichung.
Vergleich mittels MANN-WHITNEY U-Test; *p < 0,05; **p < 0,01; (je n=6).

Expression der Thl-assoziierten Zytokine im Gesamtlymphknoten
zwei Wochen nach Krankheitsinduktion. Zu diesem Zeitpunkt sind alle
Tiere gesund. Die Zuordnung krank und gesund erfolgt nach Verlaufsbeobach-
tung am Ende des Experiments. Kranke und gesunde Tiere zeigen keinen Un-
terschied beziiglich der Expression von IFN~ und 11.12p40. IL12p40 ist eben-
falls ein Bestandteil von IL23. Die Analyse von IL12p35 (IL12-spezifisch) im
T-Zell-Kompartiment erbrachte ebenfalls keinen Unterschied. Mittelwert mit
einfacher Standardabweichung. Vergleich mittels MANN-WHITNEY U-Tests;
ns. p > 0,05 (Jen=6). . . . . . ...

Expression der Th2-assoziierten Zytokine im Gesamtlymphknoten
zwei Wochen nach Krankheitsinduktion. Zu diesem Zeitpunkt sind alle
Tiere gesund. Die Zuordnung krank und gesund erfolgt nach Verlaufsbeobach-
tung am Ende des Experiments. Kranke und gesunde Tiere zeigen keinen Un-
terschied beziiglich der Expression von 114 und IL10. Die Analyse von 1.4 und
IL10 im T-Zell-Kompartiment erbrachte ebenfalls keinen Unterschied. Mittel-
wert mit einfacher Standardabweichung. Vergleich mittels MANN-WHITNEY
U-Test; n.s. p > 0,05; (jen—6). . . .. ... .. ... .. ...

42
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3.17

3.18

3.19

Verhiltnis der Expression von AID in Keimzentren verglichen mit
der B-Zone zwei Wochen nach Krankheitsinduktion. Die Zentrozyten
und Zentroblasten kranker und gesunder Tiere exprimieren vermehrt AID ver-
glichen mit den Zellen der B-Zell-Zone (Ratio > 1). Das Enzym AID ist fiir
die somatische Hypermutation und die Affinitétsreifung der B-Zellen im Keim-
zentrum verantwortlich. Eine erhohte Expression ist gleichfalls ein Apoptose-
Signal. B-Zellen in Keimzentren gesunder Tiere exprimieren AID verglichen
mit Zellen der B-Zone starker als Keimzentrumszellen kranker Tiere. Mittel-
wert mit einfacher Standardabweichung. Vergleich mittels MANN-WHITNEY
U-Test, *p <0,05; (jen—6). . . . . . . .. ..

Expression von CD69 in peripheren Blutzellen eine Woche vor Krank-

heitsinduktion. Zu diesem Zeitpunkt sind alle Tiere gesund. Die Zuordnung
krank und gesund erfolgt nach Verlaufsbeobachtung am Ende des Experi-
ments. Tiere, die erkranken werden, zeigen bereits vor Krankheitsindukti-
on eine hohere Expression von CD69 als Tiere, die gesund bleiben werden.
Die nachgewiesene mRNA kann keiner Zellpopulation nachgewiesen werden.
Nach Krankheitsinduktion ist der Unterschied nicht mehr nachweisbar; die
Expression liegt vor und nach Krankheitsinduktion in der gleichen Gréfen-
ordnung (Daten nicht gezeigt). Mittelwert mit einfacher Standardabweichung,.
Vergleich mittels MANN-WHITNEY U-Test; *p < 0,05; (je n=6). . . . . . ..

Zytokine und Zellmarker in Hautbiopsien wvor Induktion der ex-
perimentellen EBA. Zum Zeitpunkt der Biopsie sind alle Tiere klinisch
gesund. Tiere, die nach der Krankheitsinduktion EBA-Symptome entwickeln
werden, zeigen bereits vor der Krankheitsinduktion eine erhdhte Expression
der proinflammatorischen Zytokine KC und TNF und des Zellmarkers CD11c
(linke Spalte). Es zeigt sich eine positive Korrelation zwischen Expression und
betroffener Korperoberflache fiir CD11¢ (r—0,69; p<0,001) und KC (r—0,67,;
p<0,001;). Aus der Expression und dem klinischen Endpunkt kann mittels
ROC-Analyse ein Schwellenwert fiir die einzelnen Parameter berechnet wer-
den (rechte Spalte). Dieser Schwellenwert dient zur Berechnung der Likelihood
Ratio (LR) und des positiv sowie negativ pradiktiven Wertes (PPW, NPW).
Der PPW betragt fiir alle dargestellten Gene >90% fiir Ergebnis “krank”, der
NPW =>80%. (Darstellung als Mittelwert mit einfacher Standardabweichung,.
Vergleich mittels MANN-WHITNEY U-Test; *p < 0,05; (je n=6-18); PEAR-
SON-Produkt-Moment Korrelation, lineare Darstellung; n=23; ROC-Kurven-
Analyse) . . ..
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Ziel-Gen
MLN51 Sonde
MLN51 for
MLN51 rev

AID for
AID rev

BAFF Sonde
BAFF for
BAFF rev

CbhaR for
CbhaR rev

CD3 Sonde
CD3 for
CD3 rev

CD11c¢ Sonde
CD11c for
CDl1l1c rev

CD19 Sonde
CD19 for
CD19 rev

CD69 for
CD69 rev

coll VII for
coll VII rev

CXCRS5 for
CXCRS5 rev

CXCL13 for
CXCL13 rev

Primer-Sequenzen

Primer-Sequenz

5 CAC GGG AAC TTC GAG GTG TGC CTA AC
5 CCA AGC CAG CCT TCA TTC TTG

5" TAA CGC TTA GCT CGA CCA CTC TG

5 CGT GGT GAA GAG GAG AGA TAG TG
5" CAG TCT GAG ATG TAG CGT AGG AA

5 CGC AAC GGA GAC GAC ACC TTC TTT GGT GCC C
5 CCT GCT ACT CGG CTG GCA TCG
5" GGG GAT CAC GCA CTC CAG CA

5 GTG ATG GCT GTG GTC ATC TG
5 TTG ATG TAG GCC AGG GAC AC

5" CCA GAC TAT GAG CCC ATC CGC AAA GG
5" ATA GGA AGG CCA AGG CCA AG
5 TCA GGC CAG AAT ACA GGT C

5" CAA GAC CCA ACT AGG TGA CCT CCG
5 CCA CTG TCT GCC TTC ATA TTC
5" GAC GGC CAT GGT CTA GAG

5 CAA CCA GTT GGC AGG ATG ATG GAC TTC CT
5" GAA AAT GCA GAT GAG GAG CTG G
5" GCT GCA TAG AGG ATC CCT CTC

5 TTC TCC ACC ACA ACC AAG AG
5" AGC CCA ATC CAA TGT TCC AG

5" CCC AGA GAT AGA GTG ACC TGC
5" CAG AGC CAA GTG TAT CCA GAC

5 CCT GCT GCT GGC CTG TAT AG
5" CCA ACC TTG GCA AAG AGG AG

5" CAT AGA TCG GAT TCA AGT TAC GCC
5 TCT TGG TCC AGA TCA CAA CTT CA
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FcyRI Sonde
Fe~RI for
FeyRI rev

FeyRIIb Sonde

FeyRIIb for
FeyRIIb rev

FevyRIIT Sonde

FeyRIII for
FeyRIII rev

FcyRIV Sonde

FeyRIV for
FeyRIV rev

FoxP3 Sonde
FoxP3 for
FoxP3 rev

Gr-1 Sonde
Gr-1 for
Gr-1 rev

IFN~ Sonde
IFN~ for
IFN~y rev

IL13 Sonde
IL135 for
IL13 rev

IL2 Sonde
1L2 for
112 rev

IL.4 Sonde
114 for
114 rev

5" CAT CAC GGT GAA AGA GCT GTT TAC CAC
5 GAA GAC ACC GCT ACA CAT CTG
5 GTC TCT GCA GGA GCA AAT TC

5’ CAG GTT CCA GCT CTC CCA GGA AAC
5 GTC GCA GCC ATT GTT ATT ATC C
5’GCT GTC TGT ACT CAC CTA CTT C

5’CAT CAC TGT CCA AGA CCC AGC AAC TA
5 GTA CAC AGC ACC AGT CCA AG
5 GCA AAC AGG AGG CAC ATC AC

5" CTA GGC GAT CCA GGG TCT CCA TC
5 GAG GGC TCA TTG GAC ACA AC
5" GTC CTA TCA GCA GGC AGA ATG

5 CCG CCA CCT GGA AGA ATG CCA TCC G
5" ACT CGC ATG TTC GCC TAC
5 TCC CTT CTC GCT CTC CAC TC

5" ATT GTG GAC TCT CAC AGA AGC AAA GTC A
5 GCG TTG CTC TGG AGA TAG AAG
5 CTT CAC GTT GAC AGC ATT ACC

5 TGC CAA GTT TGA GGT CAA CAA CCC ACA G
5 GCA AGG CGA AAA AGG ATG C
5" GAC CAC TCG GAT GAG CTC ATT G

5 CAT CTT TGA AGA AGA GCC CAT CCT CTG TGA C
5 CTT CCA GGA TGA GGA CAT GAG
5 CAC ACC AGC AGG TTA TCA TC

5 CTT GCC CAA GCA GGC CAC AGA ATT G
5 TCC CCA GGA TGC TCA CCT TC
5 ATG CCG CAG AGG TCC AAG

5" CCT GGA TTC ATC GAT AAG CTG CAC CAT G
5 GAG ACT CTT TCG GGC TTT TCG
5 AGG CTT TCC AGG AAG TCT TTC AG
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IL6 for
IL6 rev

IL10 Sonde
IL10 for
IL10 rev

IL 12 Sonde
1L12 for
IL12 rev

[L12p35 Sonde
IL12p35 for
IL12p35 rev

IL17 Sonde
11,17 for
IL17 rev

11,18 for
IL18 rev

1L.21 Sonde
1121 for
IL21 rev

[L23p19 for
IL23p19 rev

[L27 p28 Sonde
IL27 p28 for
IL27 p28 rev

1133 Sonde
11.33 for
1133 rev

KC Sonde
KC for
KC rev

5 CTC CCA ACA GAC CTG TCT ATA C
5 GTG CAT CAT CGT TGT TCA TAC

5 CTG AGG CGC TGT CAT CGA TTT CTC CC
5 TCC CTG GGT GAG AGC TGA AG
5" CAC CTG CTC CAC TGC CTT G

5 CTC TAC GAG GAA CGC ACC TTT CTG GTT ACA C

5" GAG CAC TCC CCA TTC CTA CTT CTC
5 TGC ATT GGA CTT CGG TAG ATG TC

5" CAG TTT TTC TCT GGC CGT CTT CAC CAT GTC
5 TTT GGC CAG GGT CAT TCC AG
5 GTC TTC AGC AGT GCA GGA ATA ATG

5" CAC CCT GGA CTC TCC ACC GCA ATG AAG
5 TCA GAC TAC CTC AAC CGT TCC
5 CTT TCC CTC CGC ATT GAC AC

5 GAC AAC TTT GGC CGA CTT CAC
5" ACA GCC AGT CCT CTT ACT TCA

5 CTG CAT GCT CAC AGT GCC CCT TTA CAT C
5 TCG CCT CCT GAT TAG ACT TCG
5 GGC TTG AGT TTG GCC TTC TG

5 GTG AAG ATG GTT GTG ACC CAC
5 GAT GTC AGA GTC AAG CAG GTG

5" CAG GCA TGG CAT CAC CTC TCT GAC TCT GAG
5" CAT CTT CCC AAT GTT TCC CTG AC
5 GTG TGG TAG CGA GGA AGC AG

5" CCA AGA GCA AGA CCA GGT GCT ACT ACG
5 GTG ATC AAT GTT GAC GAC TCT GG
5" GGG ACT CAT GTT CAC CAT CAG

5 CCT CGC GAC CAT TCT TGA GTG TGG CTA TGA C

5’-CAG ACC ATG GCT GGG ATT C
5’-GAA CCA AGG GAG CTT CAG
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Macl Sonde
Macl for

Macl rev

MIP1a Sonde
MIP1a for
MIP1la rev

RANTES Sonde

RANTES for
RANTES rev

RGS 16 Sonde
RGS 16 for
RGS 16 rev

RORA~t Sonde
RORA~t for
RORA~t rev

TGF S Sonde
TGFp for
TGFpS rev

TNF Sonde
TNF for
TNF rev

Ltg for
LtS rev

5 CAG TTC AAC AAC CTG GGC CAG AGG
5 CTT CAC GGC TTC AGA GAT GAC
5 CTG AAC AGG GAT CCA GAA GAC

5’ CCA TAT GGA GCT GAC ACC CCG ACT GC
5" CAC TCT GCA ACC AAG TCT TC
5 CAC CTG GCT GGG AGC AAA G

5" CAA ACA CGA CTG CAA GAT TGG AGC AC
5 GCT GCT TTG CCT ACC TCT CC
5" CAC ACT TGG CGG TTC CTT CG

5 CCA CCA AAC TGG CGT CCA GGG CTC ACC A
5" CAC CTG CCT GGA GAG AGC CA
5 GGG GCT TCG CTG CGG ATG TA

5" CCT CTA CCC CGA CAT TCC CAA GGA GGA GGC
5 GGC CCC ACA GAG ACA CCA CC
5 TGC GGC GGA AGA AGC CCT TG

5" CAC AGT ACA GCA AGG TCC TTG CCC TCT ACA
5 GAC CCT GCC CCT ATA TTT GGA G
5 GCG ACC CAC GTA GTA GAC GAT G

5 CTG TAG CCC ACG TCG TAG CAA ACC AC
5 CCC TCA CAC TCA GAT CAT CTT CTC
5 TGG CTC AGC CAC TCC AG

5 GGG AAC CAG AAA CTG ACC TCA A
5 CCC TTG CCC ACT CAT CCA
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Herr Christoph Thomas Ellebrecht hat am 25.11.2009 an einem eintégigen Kurs Gber

Tierexperimentelles Arbeiten mit der Maus
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Handling und Applikationsmethoden (ip, sc, iv, po)

Methoden der Blutentenahme (retro-bulb&r, mandibulér)
Narkoseverfahren (CO./O,, Ketamin/Rompun)

Tierschutzgerechtes Toten (Kohlendioxyd, cervikale Dislokation), Sektion
Belastungsminderung bei Tieren im Versuch

Organisation und Betrieb einer Versuchstierhaltung

ITOMMOOW»

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

Hamburg, den 25.November 2009

~ AL R
Dr. med. vet. B. Tiemann
| Versuchstierhaltung

s zertifiziert nach DIN EN ISO 9001:2000
T Zertifikat Nr. O5-6568 HH

Universi Hamburg-Eppendorf Varstandsmitglieder: Bankverbindung:
Karperschaft des Sffentlichen Rechts Praf. Dr. Jarg F. Debatin (Vorsitzender) HSH Mordbank
Gerichtsstand: Hamburg Or. Alexander Kirstein Kio.-Nr.: 104 384 000
UStID-Nr.: DE21286818948 Ricarda Klein BLZ: 210 50000

Pref. Dr. Dr. Uwe Koch-Gromus IBAN-Nr.. DEST210500000104364000



7 Anhang

95

-

Ministerium fir Landwirtschaft, Umwelt und ldndliche Raume |

Postfach 50 09 | 24062 Kiel

Frau

Dr. Katja Bieber
Institut flir Anatomie
Universitat zu Libeck
Ratzeburger Aliee 160
23538 Liubeck

nachrichtlich:

Herrn Dr. R. Noé&l
Gemeinsame Tierhaltung
der Universitat zu Libeck
Ratzeburger Allee 160
23538 Libeck

Ministerium fur Landwirtschaft, -

Umwelt und landliche Rdume
des Landes Schleswig-Holstein _

Ihr Antrag vom: 08.02.2008

mit Erganzung vom 21.04.2008

Mein Zeichen: V 312-72241.122-1 (19-2/08)
Herr Buttchereit

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

L3y / 7w

16. Mai 2008

Genehmigung zur Durchfiihrung von Versuchen an Wirbeltieren

Sehr geehrte Frau Dr. Bieber,

gemal § 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes in der Fassung der Bekanntmachung vom 18.
Mai 2006 (BGBI. 1 S. 1206, ber. S. 1313), zuletzt geandert durch Gesetz vom 18. Dezem-
ber 2007 (BGBI. | S. 3001), erteile ich Ihnen die Genehmigung, im Rahmen des
Versuchsvorhabens

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

zu Versuchszwecken Eingriffe und Behandlungen an Tieren vorzunehmen.

Die Genehmigung ist mit folgenden Nebenbestimmungen verbunden:

1. Es durfen bis zu 444 Mause verwendet werden.

2. Die Genehmigung ist bis zum 31. Mai 2010 befristet.
Sie kann auf formlosen, hinreichend begriindeten Antrag um ein Jahr verlangert
werden, sofern keine wesentlichen Anderungen der Genehmigungsvoraussetzungen

eingetreten sind.

3. Leiterin des Versuchsvorhabens:
Frau Dr. Katja Bieber

Dienstgebdude 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 oder verschlisselte Dokumente
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4. Ihr Stellvertreter:
Herr Prof. Dr. Jirgen Westermann

5. Wechselt die Leiterin des Versuchsvorhabens oder ihr Stellvertreter, so ist mir diese
Anderung unverziglich anzuzeigen; die Genehmigung gilt weiter, wenn sie nicht inner-
halb eines Monats widerrufen wird.

6. Verantwortlicher Tierarzt nach § 9 Abs. 2 Nr. 8 Tierschutzgesetz:
Herr Dr. R. Noél

7. Weitere Nebenbestimmungen:
Keine.

Die Bestimmungen der §§ 8, 9 und 9a Tierschutzgesetz sowie der §§ 116 und 117 des
Landesverwaltungsgesetzes in der Fassung der Bekanntmachung vom 2. Juni 1992
(GVOBI. Schl.-H. S. 243) sind zu beachten.

Ich weise insbesondere darauf hin, dass Tierversuche nur durch den in § 8 Abs. 1
Tierschutzgesetz genannten Personenkreis durchgefiihrt werden durfen.

Rechtsbehelfsbelehrung

Gegen diesen Bescheid kann innerhalb eines Monats nach Zustellung schriftlich oder zur
Niederschrift des Urkundsbeamten der Geschéftsstelle Klage beim Verwaltungsgericht
Schleswig-Holstein in 24837 Schleswig, Brockdorff-Rantzau-Stralle 13, erhoben werden.
Mit freundlichen GriiRen

Dr. Irmer
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legt, noch einen Zulassungsantrag zum Promotionsverfahren gestellt zu haben.

Ich habe mich vorher keinem anderen Promotionsverfahren unterzogen.

Ich widerspreche der Zulassung von Zuhorerinnen oder Zuhdérern bei der miindlichen Priifung

nicht.

Christoph Thomas Ellebrecht,

Liibeck 2011





