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1 Einleitung

1.1 Immunsystem

Der menschliche Korper ist wahrend seines Lebens unterschiedlichen auB3eren Ein-
flissen ausgesetzt. Zur Anpassung an die Umwelt und zur Abwehr schadigender Ein-
wirkungen haben sich im Laufe der Evolution verschiedene Systeme entwickelt. Das
Immunsystem ist eines davon. Dieses schitzt den menschlichen Organismus vor kor-
perfremden Molekllen und Organismen. Es setzt sich aus zwei Teilen zusammen, dem
angeborenen und dem adaptiven Immunsystem. Die unspezifische Immunantwort be-
ginnt in der Frihphase eines Infektes und umfasst die Kontrolle von Fremdstoffen (Pa-
thogenen), die eine bekannte Molekulstruktur aufweisen oder die Interferon-Produktion
induzieren, und andere unspezifische Abwehrmechanismen. Dabei schiitzt sie mittels
zellularen phagozytierenden Elementen und durch Aktivierung des Komplementsys-
tems auf dem alternativen Weg. Die unspezifische Immunitat ist notwendig, um eine
Ausbreitung von Pathogenen im Kérper zu verhindern. Sie besitzt jedoch nicht die
Fahigkeit zur langanhaltenden Erinnerung und Wiedererkenneung eines Pathogens,
was besonders wichtig fur die Adaptation des Immunsystems ware. Die spezifische Im-
munantwort wird durch das adaptive Immunsystem vermittelt. Wichtig sind hierbei die
B- und T-Lymphozyten, die durch den Kontakt mit Antigenen aktiviert werden. Die T-
Lymphozyten haben dabei die Funktion, fremde Erreger zu attackieren und zu lysieren.
Die B-Lymphozyten dagegen produzieren und sezernieren spezifische Immunglobuline.
Die Immunglobuline, auch AntikGrper genannt, treten in spezifische Wechselwirkungen
mit den Antigenen und binden diese. Diese Bindung der Antigene an die Antikorper
|6st eine Signalkaskade aus, welche die Eliminierung der Antigene zum Ziel hat. Dabei
stehen verschiedene Wege wie die Phagozytose oder die Lyse durch Aktivierung des
Komplementsystems auf dem klassischen Weg zur Verfligung. (Janeway, 2005)



ABBILDUNG 1.1 — Aufbau eines mensch-
lichen IgG-Antikorpers. Zwei schwere (H)

und zwei leichte (L) Ketten setzen sich gy
zu einem Heterotetramer zusammen, wel-  fragment
ches durch inter- und intramolekulare Di-
sulfidbriicken stabilisiert wird (rote Klam-
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cher sich bei den verschiedenen Antikérpe- [
risotypen im Hinblick auf Struktur und Funk-
tion unterscheidet. (Bildquelle: (Wikimedia,
2013))
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1.1.1 Antikorper

Antikérper (AK) oder Immunglobuline (lg) sind Glykoproteine, die von B-Zellen (Plas-
mazellen) synthetisiert und sezerniert werden. Sie haben zwei separate Aufgaben: (1)
die spezifische Bindung an pathogene Molekule, die eine Immunantwort hervorrufen
und (2) die Rekrutierung anderer Zellen und Molekile, um das gebundene Pathogen zu
zerstoren. Dabei reagieren sie mit Antigenen wie z.B. Pathogenen von Bakterien oder
deren toxischen Produkten.

Der Aufbau eines Antikorpers ist charakteristisch: Er ist ein symmetrisches Protein, wel-
cher aus vier Ketten aufgebaut ist. Diese setzen sich aus je zwei identischen schweren
(heavy/H) und leichten (light/L) Ketten zusammen. Die Ketten werden sowohl durch
Disulfidbriicken als auch durch nichtkovalente Bindungen verknlpft. Dadurch entsteht
eine stabile Y-formige Struktur (Abb. 1.1). (Janeway, 2005)

Der Aufbau der schweren und leichten Ketten variiert. Er Iasst sich weiter in einen va-
riablen und einen konstanten Anteil unterteilen. Dabei ist der variable Anteil flr die An-
tigenbindung verantwortlich und der konstante Anteil flr die Interaktion mit Antikérper-
Rezeptoren und somit fur die Interaktion mit z.B. phagozytierenden Zellen.

Die Antikdrper lassen sich mit der Protease Papain in drei Fragmente spalten: zwei
Fab- Fragmente und ein Fc-Fragment. Die beiden Fab-Fragmente beherbergen den an-
tigenbindenden Anteil. Sie setzen sich zusammen aus den beiden L-Ketten und einem
Teil der H-Ketten. Der restliche Teil der beiden H-Ketten bildet das Fc-Fragment. Dieses
beinhaltet bei Immunglobulin G einen Grof3teil der Glykosylierung des Antikorpers, wel-
cher die Funktionalitat des Fc-Fragmentes entscheidend mit beeinflusst. Der Fc-Anteil



ist elementar wichtig fir die Interaktion der AntikGrper mit den zellularen Bestandteilen
des Immunsystems und mit dem Komplementsystem (van de Winkel & Capel, 1993).

Die Vielgestaltigkeit der Antikdrper wird durch verschiedene Charakterisierungsmog-
lichkeiten abgebildet (Elgert, 2009):

Idiotypen Durch die Variabilitat der Antikorper kann eine nahezu unbegrenzte An-
zahl von verschiedenen Antigenen erkannt und gebunden werden. Diese Variabilitat
wird durch die sogenannten variablen Domanen bestimmt, welche durch genomische
Rekombination und Hypermutation in ihren Bindungseigenschaften biologisch optimiert
werden. Verschiedene Idiotypen von Antikbrpern unterscheiden sich in den variablen
Domanen.

Isotypen Die Variabilitat der konstanten Domanen von Antikérpern innerhalb eines
Organismus wird durch den Begriff der Isotypen beschrieben. Die Einteilung in flnf
verschiedene Isotypen erfolgt anhand gewisser biochemischer Eigenschaften. Die finf
Isotypen der Immunglobuline des Menschen sind 1gG, IgA, IgM, IgE und IgD. Dane-
ben gibt es zwei weitere Immunglobuline, IgY bei Végeln (im Hihnereigelb) und IgW
in Knorpelfischen. Die Einteilung in funf Isotypen ist unvollstandig, so dass fur IgG vier
sogenannte Subklassen (IgG1, IgG2, IgG3 und IgG4) und fir IgA zwei (IgA1 und IgA2)
unterschieden werden. Die verschiedenen Isotypen und Subklassen werden durch se-
parate Gene codiert (in der Reihenfolge der Genloci): C, fur IgM, C; fir IgD, C.; fur
I9G3, C.,; fur IgG1, WC, fir ein nicht exprimiertes Pseudogen von IgE, C,; fur IgA1, C,,
far 19G2, C., fur IgG4, C. fur IgE, C,, fur IgA2.

Fir die Leichtketten werden zwei Isotypen unterschieden: « und A.

Allotypen Die Gene, die fUr die konstanten Domanen codieren, zeigen interindividuel-
le Variationen, welche als Allotypen beschrieben werden. Allotypen werden anhand von
immunologischen und genomischen Eigenschaften unterschieden. Die immunologische
Einteilung ergibt sich aufgrund von Unterschieden in der Reaktivitat mit monoklonalen
Antikorpern gegen menschliche Immunglobuline.



Funktion der verschienenen Antikorper-Isotypen

Der Fc-Anteil bestimmt das Muster, nach welchem die Antikdrper an zellstandige oder
humorale Rezeptoren binden und dadurch diverse sekundare Effekte bewirken (van de
Winkel & Capel, 1993).

Immunglobulin G (IgG) Dieser Isotyp kommt im menschlichen Kérper am haufigsten
vor und zwar im Plasma und auch in der Kolostralmilch. Die Aufgaben des IgG sind
von Bakterien gebildete Toxine oder Mikroorganismen zu binden, damit diese besser
durch das Komplementsystem eliminiert werden kénnen. 1gG ist plazentagangig und
bewirkt damit einen sogenannten Nestschutz fur den Fetus. Immunglobulin G bildet vier
verschiedene Subklassen: IgG1, IgG2, IgG3 und IgG4

Immunglobulin A (IgA) Dieser Isotyp kommt vorwiegend an den Schleimhautober-
flachen, im Speichel, in Flissigkeiten und in den Sekreten vor. IgA liegt haufig in Form
von Dimeren vor, welche mit einem Joining Protein (J Kette) verbunden sind. Es sind
aber auch polymere Formen von IgA bekannt. Sie schiitzen die Schleimhautoberflache
des Organismus vor bakteriellen Infektionen. Immunglobulin A liegt in zwei verschiede-
nen Subklassen vor: IgA1 und IgA2.

Immunglobulin M (IgM) Dieses liegt als Pentamer vor, welches auch Uber eine J-
Kette verknUpft ist. IgM aktiviert besonders gut das Komplementsystem und wird bei
einer Immunantwort als erstes produziert.

Immunglobulin E (IgE) Dieser Isotyp ist bei allergischen Reaktionen von Relevanz.
IgE bindet an spezifische Rezeptoren auf den Mastzellen und erwirkt nach Kontakt mit
einem Antigen die Freisetzung von Mediatoren wie Histamin aus diesen.

Immunglobulin D (IgD) Die physiologische Funktion von IgD ist bisher noch relativ
unklar.

(Janeway, 2005)



1.1.2 IgA-Antikorper

Die primar wichtige Aufgabe des IgA-Antikorpers ist die Abwehrfunktion im Schleim-
hautbereich. Wahrend IgA in gro3en Mengen produziert wird — 66 mg/kg/Tag beim Er-
wachsenen — stellt es nur 20% der Antikérperfraktion im Serum dar. Dies resultiert
aus einem schnellen Abbau bei einer kurzen Halbwertszeit im Serum von nur 3 bis
6 Tagen. Beim Menschen sind zwei IgA-Subklassen bekannt, IgA1 und IgA2. Dabei
sind fOr IgA1 ein Allotyp und fir IgA2 drei Allotypen bekannt: IgA2 m(1), IgA2 m(2)
und IgA2 n. IgA2 ist resistent gegeniber der Spaltung durch bakterielle Enzyme. Beim
IgA2 m(1)-Allotyp sind die beiden schweren und leichten Ketten nicht komplett durch
H-L Disulfid-Briicken verbunden. Beim Menschen liegt der Grof3teil der im Serum vor-
kommenden IgA-Antikorper in monomerer Form vor. Nur eine kleine Fraktion ist mit
einer zusatzlichen J-Kette polymerisiert. Dimere IgA-Antikorper, die mit einer J-Kette
verbunden sind, werden von polymeren Antikorper-Rezeptoren gebunden und durch
epitheliale Zellen an die Schleimhautoberflache transportiert. Dieses sekretorische IgA
dient zur Immunabwehr der Schleimhaute. Nach der Sekretion bleibt eine sekretorische
Komponente (SC-Kette) als Fragment des polymeren Antikbrper-Rezeptors an den IgA-
Antikorpern bestehen. (Kerr, 1990) Derzeit sind finf Rezeptoren bekannt, die spezi-
fisch IgA-Antikorper binden: der bereits beschriebene polymere Antikorper-Rezeptor,
der FcaRezeptor | (CD98), der Fca/uRezeptor, der asialoglycoprotein Rezeptor und
der Transferrin Rezeptor (Monteiro & Van De Winkel, 2003). Der FCaRezeptor | (FCaRI)
wird beim Menschen von neutrophilen und eosinophilen Granulozyten sowie von Mono-
zyten und Macrophagen prasentiert. Bisher wurde kein homologer Rezeptor fir Mause
beschrieben (Decot et al. , 2005). Daher muss die Aussagekraft von Maus-Modellen
far IgA vermittelte Autoimmunerkrankungen in Frage gestellt werden. Bindet IgA, ohne
selbst an ein Antigen gebunden zu haben, an den FCaRl, 16st dies ein inhibitorisches Si-
gnal aus (Pasquier et al. , 2005). Binden monomere oder polymere Antikdrper, die selbst
ein Antigen gebunden haben, an den Rezeptor, wird eine proinflammatorische Kaska-
de ausgeldst. Zu dieser gehdren die Rekrutierung von Neutrophilen, die Ausschittung
von reaktiven Sauerstoffradikalen (ROS-Release) und die Antikbrper abhangige Zyto-
toxizitat (Monteiro, 2010).

1.2 Blasenbildende Autoimmundermatosen

Gemeinsames Kennzeichen aller blasenbildenden Autoimmundermatosen ist die Abla-
gerung von Autoantikérpern in der Epidermis oder der dermo-epidermalen Junktionszo-



ne. Diese AutoantikGrper vermitteln direkte pathologische Wirkungen Uber verschiede-
ne Mechanismen, zum einen Fc-unabhangig durch Bindung der AutoantikGrper an ihr
Autoantigen oder indirekt Uber die Fc-abhangige Effektorfunktion der Autoantikdrper.
(Duvert-Lehembre & Joly, 2013)

Bei vielen der Autoantigene handelt es sich um Strukturproteine der Haut, welche so-
wohl im Rahmen von Autoimmunerkrankungen als auch im Rahmen von hereditaren
Dermatosen eine Bedeutung haben (Abb. 1.2). So fihrt ein Gendefekt im Typ VII Kol-
lagen zur Epidermolysis bullosa dystrophica, die Bildung von Autoantikbrpern dagegen
zur Epidermolysis bullosa acquisita (Chen et al. , 2012). Diese doppelte Bedeutung
spielt eine wesentliche Rolle fir das Verstandnis und die Erforschung dieser Struktur-
proteine. Dennoch ist bisher unbekannt, wie es Gberhaupt zu einem Verlust der Immun-
toleranz gegentiber diesen Proteinen kommen kann. Man unterscheidet daher bei den
blasenbildenden Autoimmundermatosen vier Hauptgruppen anhand der Zielantigene
(Sitaru et al. , 2004): die Pemphiguserkrankgungen, die Pemphigoiderkrankungen, die
Epidermolysis bullosa acquisita und die Dermatitis herpetiformis Duhring.

Dabei liegt die Blasenbildung bei den Pemphiguserkrankungen intradermal und bei den
drei anderen Gruppen subepidermal (Sitaru et al. , 2004). Bei der Gruppe der Pemphi-
guserkrankungen richten sich die AutoantikOrper gegen die desmosomalen Proteine,
welche elementar fur die Zell-Zell-Adhasion innerhalb der Epidermis sind. Die Bindung
von Autoantikdrpern an die Desmosomen fiihrt zu einem Verlust des intraepidermalen
Zell-Zell-Kontaktes und somit zu der Ausbildung einer schlaffen intraepidermalen Bla-
se (Schmidt et al. , 2000b). Dagegen I6sen Autoantikdérper gegen die Strukturproteine
der dermo-epidermalen Junktionszone (DEJ), sogenannte hemidesmosomale Plaques,
bei den Pemphigoiderkrankungen und der Epidermolysis bullosa acquisita pralle sub-
epidermale Blasen aus (Schmidt & Zillikens, 2013). Beim bulldésen Pemphigoid sind
die Zielantigene BP180 (Kollagen XVII) (Olaru et al. , 2006) und BP230 (Sitaru & Zilli-
kens, 2005), bei der Epidermolysis bullosa acquisita ist es das Typ VIl Kollagen (Mihai
& Sitaru, 2007). Bei der Dermatitis herpetiformis Duhring kommt es ebenfalls zu einer
subepidermalen Blasenbildung. Sie ist charakterisiert durch granuladre Ablagerungen
von IgA in den dermalen Papillenspitzen, als Autoantigen fungiert hier die epidermale
Transglutaminase (Sardy et al. , 2002).

1.2.1 Diagnostik

FiOr die Diagnosestellung sind das klinische Bild, die histologische Untersuchung so-
wie die direkte und indirekte Immunfluoreszenz von elementarer Bedeutung. Eine ge-
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ABBILDUNG 1.2 — Autoantigene blasenbildender Dermatosen in Epidermis und dermo-
epidermaler Junktionszone. Autoantikdrper bei blasenbildenden Autoimmundermatosen sind
im wesentlichen gegen Strukturproteine der Haut gerichtet. Desmosomen werden zwischen
den Zellen durch die Verankerung von Desmoglein 1 und 3 sowie Desmocollin 1 und 3 gebil-
det, welche intrazellular Gber Plakoglobin und Desmoplakin mit dem Zytoskelett verbunden sind.
Desmoglein 1 und 3 sind die Hauptantigene beim Pemphigus vulgaris und Pemphigus foliaceus.
Hemidesmosomen verankern die Keratinozyten Uber ag34-Integrin und BP180/ Typ XVII Kolla-
gen an der epidermalen Basalmembran. Intrazellular sind sie mit Plectin und BP230 verbunden,
extrazellular mit Laminin 332. BP180 und BP230 sind Autoantigene des bulldsen Pemphigoi-
des und des vernarbenden Pemphigoides. Autoreaktivitat mit Laminin 332 bei vernarbendem
Pemphigoid gilt als Hinweis auf eine Paraneoplasie. Die Ankerfibrillen der epidermalen Basal-
membran werden aus Typ VII Kollagen gebildet, welches das Autoantigen der Epidermolysis
bullosa acquisita ist. P200 ist das Autoantigen einer Pemphigoiderkrankung, die pathomorpho-
logisch dem bullésen Pemphigoid gleicht, aber einen etwas milderen Verlauf haben soll. Es
handelt sich dabei mutmaflich um Laminin «1. Nicht gezeigt ist die epidermale Gewebstrans-
glutaminase, das Autoantigen der Dermatitis herpetiformis Duhring. Nach (Bieber et al. , 2010).

naue Charakterisierung der Autoantikérper lasst sich durch weitere immunserologische
Untersuchungen mittels Immunoblot und ELISA vornehmen. Durch die histologische
Untersuchung lasst sich eine intra- von einer subepidermalen Spaltbildung unterschei-
den und somit die Gruppe der Pemphiguserkrankungen von den drei anderen Gruppen



differenzieren. Die Histologie spielt bei der Diagnostik eine erganzende Rolle. Immun-
fluoreszenzmikroskopisch lassen sich verschiedene Muster von Autoantikdrper- und
Komplementfaktorablagerungen in Hautbiopsien nachweisen, die eine grundlegende
Unterscheidung zwischen den verschiedenen blasenbildenden Autoimmundermatosen
erlauben. Im wesentlichen werden die in Tab. 1.1 beschriebenen Muster unterschieden.
Werden in der Haut Autoantikdrper nachgewiesen, gilt die Diagnose einer blasenbil-
denden Autoimmundermatose als gesichert. (Duvert-Lehembre & Joly, 2013; Schmidt
& Zillikens, 2013; Sitaru et al. , 2004)

Autoantigen Detektion Fluoreszenzmuster Erkrankung

BP180/Typ XVII IgG Basalmembran, Bulloses Pemphigo-

Kollagen, BP230 linear id

BP180/Typ XVII IgG, C3 Basalmembran, Pemphigoid gesta-

Kollagen, BP230 linear tionis

BP180/Typ XVII IgG, IgA, C3 Basalmembran, Schleimhautpem-

Kollagen, Lami- linear phigoid

nin 5, a64-Integrin

LAD-1, BP180/Typ IgA, (C3) Epidermal Pemphigus foliaceus

XVII Kollagen

p200 IgG, C3 Epidermal Anti-p200-

Pemphigoid

Typ VII Kollagen IgG, (IgA), C3 Basalmembran, Epidermolysis

linear bullosa acquisita

Desmoglein 1 IgG und C3 Epidermal interzel- Pemphigus foliaceus
lulér (basal)

Desmoglein 3 & 1 IgG, C3 Epidermal interzel- Pemphigus vulgaris
lulér

Plakine, Desmo- IgG, C3 Epidermal interzel- Paraneoplastischer

glein 3, Desmo- lular Pemphigus

glein 1

Desmocollin 1, Des- IgA Epidermal IgA-Pemphigus

moglein 1

Epidermale Trans- IgA Papilléar, granular Dermatitis herpeti-

glutaminase formis Duhring

TABELLE 1.1 — Immunfluoreszenzmikroskopische Muster verschiedener blasenbildender Au-
toimmundermatosen, abgeandert nach (Sitaru et al. , 2004)

In der indirekten Immunfluoreszenz werden die im Serum zirkulierenden Autoantikorper
auf Hautschnitten nachgewiesen (Chhabra et al. , 2012; Pohla-Gubo & Hintner, 2011).
Immunserologisch Iasst sich mittels ELISA- oder Immunoblotuntersuchungen die mo-
lekulare Spezifiat der AntikGrper nachweisen (Mihai & Sitaru, 2007; Tampoia et al. ,



2012). Hierzu werden Extrakte von Dermis, Epidermis, kultivierten Keratinozyten oder
rekombinante Formen von Zielantigenen verwendet.

1.2.2 Pemphigus-Gruppe

In dieser Gruppe sind die Autoantikdrper gegen desmosomale Strukturproteine gerich-
tet, es resultiert eine intraepidermale Spaltbildung (Schmidt et al. , 2000b). Man unter-
scheidet den Pemphigus vulgaris und foliaceus (Tsuruta & Hashimoto, 2012).

Pemphigus vulgaris

Klinisch zeigen sich schlaffe Blasen, die schnell einreif3en und sowohl Erosionen als
auch Krusten hinterlassen. Die Umgebungshaut kann gesund erscheinen oder erythe-
matbs sein. Die Mundschleimhaut ist bei den meisten Patienten initial betroffen. Die
Zielantigene der Autoantikorper sind Desmoglein 3, gelegentlich finden sich auch An-
tikérper gegen Desmoglein 1 (Abasq et al. , 2009). In der indirekten Immunfluoreszenz
lassen sich daher epidermal interzellulare IgG-Ablagerungen nachweisen (Schmidt et al.
, 2000Db).

Pemphigus foliaceus

Auch hier prasentiert sich die Klinik mit schlaffen Blasen, die schnell erodieren und
dabei eine blatterteigartige Schuppung hinterlassen. Die Pradilektionsstellen sind die
seborrhoischen Areale vor allem im Gesicht und am Oberkorper. In der Histologie 1asst
sich eine Spaltbildung im Stratum granulosum nachweisen (Shimizu et al. , 1995). Als
Zielantigen wirkt hier das Desmoglein 1 (Wheeler et al. , 1991). In der direkten Immun-
fluoreszenz lasst sich der Pemphigus foliaceus (PF) nicht sicher vom Pemphigus vul-
garis (PV) unterscheiden. Die Autoantikorper binden beim PV eher in den unteren Epi-
dermisschichten, wahrend sie beim PF mehr in den oberen Schichten binden (Schmidt
et al. , 2000Db).

Pemphigus-Varianten

Eine der Pemphigus-Varianten ist der IgA-Pemphigus, welcher gesondert unter 1.2.5
beschrieben wird. Zusatzlich werden der Pemphigus herpetiformis mit einer ahnlichen
Klinik wie bei der Dermatitis herpetiformis Duhring, der Pemphigus erythematosus, mit



ahnlichen Befunden in der Histologie und der Immunfluoreszenz wie beim Lupus ery-
thematodes, der paraneoplastische und der medikamenten-induzierte Pemphigus zu
der Pemphigus-Gruppe gezahlt. (Venugopal & Murrell, 2012)

1.2.3 Pemphigoid-Gruppe

Hierbei handelt es sich um eine Krankheits-Gruppe, in der sich subepidermale Blasen
bilden. Die Autoantikérper sind gegen hemidesmosomale Strukturproteine in der Lami-
na lucida gerichtet.

Bulloses Pemphigoid

Das bullése Pemphigoid (BP) betrifft vor allem altere Menschen (Duvert-Lehembre &
Joly, 2013) und ist die haufigste der blasenbildenden Autoimmundermatosen (Di Zenzo
et al. , 2012). Das klinische Bild umfasst klassicherweise pralle Blasen, vorwiegend in
den Intertrigines und an den Innenseiten der Oberschenkel lokalisiert (Hertl & Schuler,
2002; Schmidt et al. , 2012). Die Autoantikdrper haben als Zielantigen das intra- und ex-
trazellular liegende BP180 (Giudice et al. , 1992) sowie das intrazelluar liegende BP230
(Skaria et al. , 2000). Der immundominante Anteil des BP180 ist dabei die sechzehnte
nicht-kollagene Domane (NC16A)(Giudice et al. , 1993; Zillikens et al. , 1997). In der
direkten Immunfluoreszenz lassen sich lineare Ablagerungen von Komplement C3 und
lgG an der dermo-epidermalen Junktionszone nachweisen (Schmidt et al. , 2012). Die
Krankheitsaktivitat korreliert mit den Serumspiegeln der Antikérper gegen die NC16A-
Domane des BP180 (Feng et al. , 2008).

Pemphigoid-Varianten

Zusatzliche Sonderformen sind das Pemphigoid gestationis, das Schleimhautpemphi-
goid und die lineare IgA-Dermatose, letztere wird unter 1.2.5 beschrieben.

1.2.4 Epidermolysis bullosa acquisita

Die Epidermolysis bullosa acquisita (EBA) ist eine seltene Erkrankung. Die Inzidenz
wird mit 0,17 bis 0,26 Neuerkrankungen pro Jahr pro eine Million Einwohner flr West-
europa angegeben (Bernard et al. , 1995; Zillikens et al. , 1997). Der Haufigkeitsgipfel
liegt zwischen dem 40. und 50. Lebensjahr, wobei jedes Lebensalter betroffen sein

10



kann. Eine ethnische oder Geschlechtspradisposition besteht nicht (Gammon & Brig-
gaman, 1993; Nanda et al. , 2004; Wong & Chua, 2002). Es kdnnen drei verschiedene
klinische Varianten der EBA unterschieden werden (Buijsrogge et al. , 2011; Reming-
ton et al. , 2008): (1) Die mechanobullése EBA ist charakterisiert durch pralle Blasen
an mechanisch beanspruchten Korperstellen wie den Streckseiten der Gelenke. Nach
der Abheilung bleiben Narben und Milien, es konnen auch eine Nageldystrophie oder
Alopezie resultieren. (2) Die generalisiert entziindliche Variante ahnelt sehr dem BP.
Hier sind genauso haufig nicht beanspruchte Areale betroffen. (3) Die dritte Variante
ist klinisch kaum vom Schleimhautpemphigoid abzugrenzen und entwickelt vorwiegend
an den Schleimhauten Lasionen. Die EBA wird durch Autoantikdrper gegen das 290
kDa schwere Typ VII Kollagen hervorgerufen (Ludwig & Zillikens, 2011). Immundomi-
nant wirkt dabei die nicht-kollagene Domane NC1 (Chen et al. , 2007). Die Autoan-
tikérper induzieren eine subepidermale Blasenbildung (Hertl & Schuler, 2002) und sind
Uberwiegend vom IgG-Subtyp, seltener auch vom IgA-Subtyp (Vodegel et al. , 2002).
Die Blasenbildung betrifft auch regelmaBig die Schleimhaute und ist damit haufig ver-
antwortlich fir schwere Krankheitsverlaufe (Delgado et al. , 2011). In der Diagnostik
finden sich in der indirekten Immunfluoreszenz bei ca. 50 % der Patienten im Blut zirku-
lierende IgG- oder IgA-Autoantikorper (Hashimoto et al. , 2012). In der direkten Immun-
fluoreszenz zeigen sich lineare Ablagerungen von IgG, IgA, IgM und Komplement C3
an der dermo-epidermalen Junktionszone (Delgado et al. , 2011). Es sind jedoch auch
seltene Krankheitsfalle bekannt, in denen sich nur IgA-Ablagerungen finden (Buijsrog-
ge et al. , 2011; Vodegel et al. , 2002). In der Histologie fallen bei der entziindlichen
Variante haufig neutrophile und seltener auch eosinophile Granulozyten auf. Bei der
mechanobullésen Variante ist dagegen nur ein geringes Entzindungsinfiltrat nachzu-
weisen (Buijsrogge et al. , 2011). Mittels dermaler Extrakte oder einer rekombinanten
Form der NC1-Domane Iasst sich im Immunoblot oder ELISA die Reaktivitat gegenlber
Typ VII Kollagen bestatigen (Komorowski et al. , 2013).

1.2.5 IgA-abhangige Dermatosen

Bei den in diesem Abschnitt beschriebenen Erkrankungen wird vorrangig IgA-Reaktivitat
gegeniber den Zielantigenen gefunden. Bisher existieren nur indirekte Hinweise, dass
diese IgA-Reaktivitat eine direkte pathogenetische Bedeutung hat (Zone et al. , 2004).
Morphologisch fallen gewisse Unterschiede von IgA- zu IgG-vermittelten Autoimmun-
dermatosen auf.
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Lineare IgA-Dermatose

Diese Erkrankung wurde direkt nach dem immunfluoreszenzoptischen Muster der linea-
ren IgA-Ablagerungen an der dermo-epidermalen Junktionszone benannt. Beim Au-
toantigen handelt es sich um die abgeschilferte Ektodomane des Typ XVII Kollagen
(BP180), welches auch das Hauptantigen beim bulldsen Pemphigoid und beim Pem-
phigoid gestationis ist. Das 120 dDa schwere Protein wird auch als LAD-1 bezeich-
net (Marinkovich et al. , 1996; Zone et al. , 1990). Klinisch finden sich Erytheme mit
randstandigen, juwelenartigen Blasen am gesamten Integument (Abb. 1.3). Es konnen
jedoch auch lediglich uncharakteristische Erytheme oder urtikarielle Plaques vorliegen.
Ein Befall der Schleimhaute mit Erosionen und Ulzerationen ist haufig und betrifft bis zu
70% der Patienten (Wojnarowska et al. , 1988). Betroffen sind sowohl Kinder als auch
Erwachsene. Die lineare IgA-Dermatose gilt als die haufigste blasenbildende Autoim-
mundermatose im Kindesalter (Wojnarowska et al. , 1988). In der Histologie zeigt sich
eine supepidermale Blase mit einem ausgepragten Neutrophilen-Infiltrat und wenigen
Eosinophilen. Des Weiteren stellen sich vereinzelte papillare Mikroabszesse dar. Bei
60% der Patienten lassen sich zirkulierende IgA-Antikdrper mittels Immunoblot mit der
I6slichen extrazellularen Domane des BP180 (LAD-1) aus dem Uberstand kultivierter
Keratinozyten nachweisen (Zillikens et al. , 1999).
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ABBILDUNG 1.3 — Klinische Morphologie der linearen IgA-Dermatose. Bei der linearen IgA-
Dermatose findet man klinisch Ekzeml&@sionen mit randstandigen prallen Blasen, wodurch ein
juwelenartiger Aspekt entsteht (A,B,C). Histologisch findet man eine subepidermale Blasenbil-
dung mit Neutrophileninvasion (D). In der direkten Immunfluoreszenzmikroskopie zeigt sich eine
lineare Ablagerung von IgA-Autoantikdrpern entlang der dermo-epidermalen Junktionszone (E).
Bilder des Diaarchives der Klinik fir Dermatologie, Allergologie und Venerologie der Universitat
zu Lubeck.
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IgA-Pemphigus

Bei dieser Erkrankung wird immunfluoreszenzmikroskopisch eine interzellulare Ablage-
rungen von IgA gefunden. Klinisch prasentieren sich schlaffe Blasen, haufig von Pusteln
umgeben. In der Histologie findet sich als Korrelat eine starke Infiltration mit neutrophi-
len Granulozyten und eine intraepidermale Akantholyse. Es werden zwei Krankheitsty-
pen unterschieden. (1) Die intraepidermal-neutrophile IgA-Dermatose zeigt eine supra-
basale Akantholyse mit Ablagerungen von IgA innerhalb der gesamten Epidermis. Das
Autoantigen ist bisher nicht eindeutig identifiziert. Es wird in Einzelfallen der Nachweis
von IgA-Autoantikérpern gegen Desmoglein 1 (Dsg 1) und Desmoglein 3 (Dsg 3) be-
schrieben (Kopp et al. , 2006). (2) Bei der anderen Variante, der subkorneal-pustulésen
Dermatose, betreffen sowohl die Akantholyse als auch die IgA-Ablagerungen nur die
oberen Schichten der Epidermis. Diese Variante wird auch als IgA-Pemphigus folia-
ceus bezeichnet. Hier wird als Antigen das Desmocollin 1 beschrieben.(Tsuruta et al. ,
2011)

IgA-Epidermolysis bullosa acquisita

Hierbei handelt es sich um eine Variante der Epidermolysis bullosa acquisita, bei der
vorwiegend Autoantikorper vom IgA-Isotyp gefunden werden. Diese sind ebenso wie
bei der IgG-Variante oder den Mischformen der EBA gegen Typ VIl Kollagen gerichtet.
Klinisch scheint die IgA-Reaktivitat vorwiegend mit der inflammatorischen Variante zu
korrelieren, wahrend bei IgG-EBA auch die sogenannte mechano-bullése Form auftritt
(Buijsrogge et al. , 2011)(Abb. 1.4).
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ABBILDUNG 1.4 — Klinische Morphologie der Epidermolysis bullosa acquisita. Das kli-
nische Bild der Epidermolysis bullosa acquisita ist sehr variationsreich. Im wesentlichen treten
entziindliche Formen (inflammatorische Variante) mit Blasen, Erosionen und Ekzemen (A,C)
sowie die mechano-bullose Form auf, bei der in Hautbereichen mit erhdhter mechanischer Be-
lastung chronische Erosionen und Degenerationen (B,C) entstehen. In der indirekten Immun-
fluoreszenz auf Spalthaut zeigt sich eine lineare Fluoreszenz auf der dermalen Seite der artifizi-
ellen Blase (E). Bilder des Diaarchives der Klinik fir Dermatologie, Allergologie und Venerologie
der Universitat zu Libeck.
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Dermatitis herpetiformis Duhring

Die Dermatitis herpetiformis Duhring ist in Deutschland eine seltene Erkrankung des
frihen und mittleren Erwachsenenalters (Abb. 1.5). Sie zeichnet sich durch gerédtete
haufig exkoriierte Papeln oder Vesikel insbesondere an den Extremitaten-Streckseiten
aus. Immer ist sie mit einer glutensensitiven Enteropathie (Zéliakie) assoziiert. Die
Zoliakie lasst sich durch den Nachweis von IgA-Serumantikérpern gegen Endomysi-
um bestatigen. Bisher ist jedoch nicht geklart, wie es zur Ablagerung der IgA-Immun-
komplexe in der Dermis und zur Blasenbildung kommt (Nakajima, 2012). In der in-
direkten Immunfluoreszenz finden sich keine Ablagerungen an der Dermis oder Epi-
dermis. Jedoch lassen sich auf Osophagusschleimhaut-Schnitten von Affen IgA-An-
tikorper gegen Endomysium nachweisen. In der direkten Immunfluoreszenz beweist
eine granulare Ablagerung von IgA in der papillaren Dermis die Diagnose (Alonso-
Llamazares et al. , 2007). Mittels Histologie lasst sich eine subepidermale Blase mit
einem Entziindungsinfiltrat aus neutrophilen und seltener auch eosinophilen Granulozy-
ten darstellen. Im ELISA Iasst sich eine Antikdrperreaktivitat gegen die gewebsstandige
und epidermale Transglutaminase nachweisen (Sardy et al. , 2002).
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ABBILDUNG 1.5 — Klinische Morphologie des Morbus Duhring. Typisch fir die Dermati-
tis herpetiformis Duhring ist eine Ausbildung von kleinen prallen Blasen insbesondere an El-
lenbdgen und im Sakralbereich (A,B). Dieses Verteilungsmuster und der auf3ergewdhnlich star-
ke Juckreiz sind zusammen mit kleinen Splitterblutungen an den Fingerkuppen nahezu patho-
gnomonisch. In der direkten Immunfluoreszenz, nicht jedoch in der indirekten Immunfluores-
zenz findet sich eine granulare Ablagerung von Immunkomplexen aus IgA und epidermaler Ge-
webstransglutaminase an der dermo-epidermalen Junktionszone, mit Betonung der Papillen (C).
Bilder des Diaarchives der Klinik fir Dermatologie, Allergologie und Venerologie der Universitat
zu Labeck.
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1.3 Fragestellung

Die bisherige Forschung zu blasenbildenden Autoimmundermatosen konzentrierte sich
vorrangig auf die Aufklarung der pathogenetischen Bedeutung von Autoantikdrpern des
lgG-Isotyps. Zur Bedeutung von IgA-Autoantikérpern liegen nur indirekte Hinweise vor,
insbesondere durch die inhibitorische Wirkung eines Antikorpers gegen Fca-Rezeptor |,
welche die leukozyten-abhangige dermo-epidermale Separation im Kryoschnittmodell
verhindern kann (van der Steen et al. , 2012). Aufgrund der Befunde zu IgG-Autoan-
tikérpern liegt es nahe, dass auch IgA-Autoantikérper, welche sich bei verschiedenen
blasenbildenden Autoimmundermatosen spezifisch nachweisen lassen, eine pathoge-
netische Wirkung haben.

Das Ziel meiner Arbeit ist es deshalb, die Pathogenitat von IgA-AutoantikOrpern gegen
Typ VII Kollagen nachzuweisen. Aus diesem Grunde sollte ein rekombinanter Ansatz
verfolgt werden, bei dem zunachst murine variable Domanen von Antikorpern gegen
humanes Typ VIl Kollagen auf konstante humane Domanen des IgA1- und des IgA2-
Typs geflanscht werden. Auf diese Weise kdnnen IgA-Autoantikérper, die bei der IgA-
EBA auftreten, synthetisch in hochreiner und homogener Form nachgestellt werden.

Diese rekombinanten IgA1- und IgA2-AutoantikGrper sollen zundchst in den gleichen
Routineverfahren untersucht werden, welche auch fir die Diagnostik von blasenbilden-
den Autoimmunerkrankungen Verwendung finden:

1. Indirekte Immunfluoreszenz auf Kryoschnitten menschlicher Haut
2. Immunoblot mit Extrakten der menschlichen Dermis

Zum Nachweis der Pathogenitat sollen die rekombinanten Autoantikrper in verschiede-
nen Krankheitsmodellen untersucht werden, welche auch fir IgG-Autoantkdrper bereits
erfolgreich angewendet wurden.

1. Indirekter Komplementbindungstest auf Kryoschnitten menschlicher Haut

2. ex-vivo-Kryoschnittmodell der leukozytenabhangigen dermo-epidermalen Spalt-
bildung

3. in-vitro-Modell zur AntikGrper-abhangigen Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies
durch neutrophile Granulozyten, mit und ohne Zugabe von Inhibitoren des Fca-
Rezeptor |

In-vivo-Experimenten in Mausen steht die Tatsache entgegen, dass Mause kein Ortho-
log des menschlichen Fca-Rezeptor | haben und kein Rezeptor mit analoger Wirkung
bekannt ist (Decot et al. , 2005; van Egmond et al. , 1999).
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2 Material und Methoden

Eine Liste der verwendeten Materialien und Laborgerate befindet sich im Anhang (siehe
Kapitel 7). Die Chemikalien wurden, wenn nicht anders ausgezeichnet, im Reinheits-
grad pro analysi verwendet.

2.1 Voten der Ethikkommission

Die durchgefihrten Untersuchungen mit Serum, Haut oder Leukozyten sowohl von
Spendern als auch von Patienten wurden von der zustandigen Ethikkommission der
Universitat Libeck positiv begutachtet (Aktenzeichen Nr. 04-061, 04-144 und 04-143).

2.2 Rekombinante IgA-Autoantikorper

Die rekombinanten Autoantikérper wurden freundlicherweise von Dr. Andreas Recke fur
die Versuche zur Verfligung gestellt. In der Arbeitsgruppe wurden bereits 2010 rekombi-
nante Autoantikdrper der IgG-Klasse gegen humanes COL7 mittels Phage-display ge-
neriert (Recke et al. , 2010). Diese wurden von Herrn Dr. Recke in die oben beschriebe-
nen IgA-Autoantikdrper umkloniert. Die Proben mit den rekombinanten Autoantikérpern
wurden flr die folgenden Versuche in aufgereinigtem Zustand bereitgestellt.

2.3 Patientenseren und Spenderseren

In dieser Arbeit wurden zusatzlich zu den oben genannten rekombinanten Antikorpern
auch Patientenseren verwendet. Hierbei wurden sowohl Seren von IgA-EBA (siehe
1.2.5) und IgG-EBA als auch das Serum eines BP-Patienten genutzt. Die verwendeten
EBA Patientenseren wurden uns freundlicherweise von Marcel Jonkman zur Verfligung
gestellt (University of Groningen, University Medical Center Groningen, Department of
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Dermatology, The Netherlands). Die Seren der EBA-Patienten wurden vor ihrer Ver-
wendung von der Arbeitsgruppe durch die folgenden Versuche charakterisiert: 1) po-
sitive Reaktion in der indirekten Immunfluoreszenz; 2) Bindung an der dermalen Seite
humaner 1 M Salz-Spalthaut; 3) Bindung an ein 290 kDa schweres Protein entspre-
chend dem humanen Kollagen Typ VII im Immunoblot mit dermalen Extrakten; 4) Bin-
dung an die NC1 Domane von rekombinantem Kollagen Typ VII im Immunoblot. Da-
bei zeigten die IgG-EBA Patientenseren nur positive Reaktionen mit anti-Mensch-1gG-
Antikorpern, die IgA-EBA Patientenseren nur mit anti-Mensch-IgA-Antikdrpern in den
genannten Versuchen. Das Serum des BP-Patienten stammt aus der hiesigen Klinik fir
Dermatologie und wurde mit folgenden Versuchen charakterisiert: 1) positive Reakti-
on in der indirekten Immunfluoreszenz; 2) Bindung an der epidermalen Seite humaner
1 M Salz-Spalthaut; 3) Bindung an ein 180 kDa schweres Protein im Immunoblot mit
Keratinozyten-Extrakten; 4) Bindung im ELISA an das rekombinante Fragment NC16A
des BP 180 (siehe 1.2.3). Dieses Serum wurde fir die Positivkontrollen angewendet.
Des Weiteren wurden Seren von gesunden freiwilligen Spendern (NHS) als Negativ-
kontrollen genutzt. Fir das Gefrierschnittmodell (siehe 2.7) wurden Leukozyten isoliert,
auch hierfir diente das Blut gesunder Freiwilliger als Quelle.

2.4 Charakterisierung rekombinanter Autoantikorper

2.4.1 Herstellung von Gefrierschnitten humaner neonataler Vorhaut

Far einige der folgenden Versuche wurden Gefrierschnitte aus humaner neonataler Vor-
haut verwendet. Diese Vorhaut stammt von kinderchirurgischen Routineeingriffen und
wurde flr wissenschaftliche Zwecke zur Verfligung gestellt. Ein Votum der Ethikkommis-
sion liegt hierfir vor. Die Herstellung dieser Gefrierschnitte wird hier exemplarisch dar-
gestellt und in den folgenden Kapiteln an diese Stelle verwiesen. Fiir die Gewinnung der
Gefrierschnitte wurde humane neonatale Vorhaut bis zur Verwendung in RPMI gelagert
(Roswell Park Memorial Institute medium, BioWhittaker, Verviers, Belgien). Zunachst
wurde die Haut in kaltem PBS (Phosphate-buffered saline) gewaschen und in jeweils 5
- 15 mm groBe Stlicke zerteilt. Diese wurden mit Tissue-Tek O.C.T. Compond Einbett-
mediu (Sakura Finetec Inc. USA) in Cryomolds (Tissue-Tek Cryomold, Sakura Finetec
Inc., USA) Uberschichtet und bei -80 °C gefroren. Mit Hilfe eines Kryostaten (Leica CM
3050 S, Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar) wurden die Stiicke dann in 6 um
dicke Schnitte bei - 20 °C geschnitten. Es wurden jeweils zwei Hautschnitte a ca. 10
x 10 mm GréBe auf chemisch gereinigte Objekitrager (SuperFrost/Plus, Gerhard Men-
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zel, Glasbearbeitungswerk GmbH & Co. KG, Braunschweig) Ubertragen. Die fertigen
Schnitte bzw. Objekttrager wurden bei - 20 °C bis zu ihrer Verwendung gelagert.

2.4.2 Indirekte Immunfluoreszenz

In der indirekten Immunfluoreszenz wird die Fahigkeit der rekombinanten Antikorper
an natives Kollagen VIl binden zu kdnnen untersucht, indem Kryoschnitte humaner
Haut mit diesen inkubiert werden. Die Ablagerung der rekombinanten Autoantikérper
auf den Kryoschnitten neonataler Vorhaut wurde mittels indirekter Immunfluoreszenz
wie folgt beurteilt (Zillikens et al. , 1996): Hierzu wurden die rekombinanten IgA1- und
IgA2- sowie zur Kontrolle IgG1-Autoantikdrper und als Negativkontrolle normales huma-
nes Serum (NHS, siehe 2.3) mit PBS zu Konzentrationen von 1:10, 1:100 und 1:1000
verdinnt. Um ein Vermischen der Proben auf den Objekttragern zu verhindern, wurden
die Gefrierschnitte mittels eines Striches mit einem Olstift (DAKO Pen, DAKO Denmark
A/S, Glostrum, Danemark) voneinander getrennt. Als nachstes wurden die Schnitte
mit jeweils 50 ul der Proben in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen fir 5 Minuten in PBS wurden die Schnitte in einem abgedunkelten Raum
mit fluoreszenzmarkierten AntikGrpern beschichtet. Nach erneuter Inkubation und drei-
maligem Waschen fir 5 Minuten wurde unter dem Fluoreszenzmikroskop die Bindung
der AntikOrper an die Basalmembran beurteilt. Fir die Fluoreszenzmarkierung der IgA-
Autoantikérper wurden dabei FITC-konjugierte polyklonale Ziege-anti-Mensch-IgA-Anti-
korper (Biorad, Deutschland, Produktnummer 30240C) und FITC-konjugierte polyklona-
le Ziege-anti-Mensch-IgG-Antikorper (Sigma-Aldrich, Grof3brittanien, Produktnummer
F-5512), jeweils 1:50 verdinnt in PBS, verwendet. Zur Differenzierung von IgA1 und
IgA2 wurden zudem biotinylierte monoklonale Maus-anti-Mensch-IgA1 (Nordic Labs,
Niederlande) und Maus-anti-Mensch-IgA2 (Nordic Labs, Niederlande), Endkonzentrati-
on 10 ug/ml in PBS, verwendet. Dabei wurde ein weiterer Inkubationsschritt mit FITC-
konjugiertem Streptavidin (DAKO, Deutschland) 1:200 in PBS angehangt. Bei der Be-
urteilung mittels Fluoreszenzmikroskopie wird eine lineare Ablagerung an der dermo-
epidermalen Junktionszone als Fahigkeit an natives Typ VIl Kollagen zu binden gewer-
tet.

2.4.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Um das korrekte Molekulargewicht der rekombinanten Autoantikdrper zu bestimmen,
wurde die SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese (SDS-Page) unter reduzierenden und
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nicht reduzierenden Bedingungen durchgefuhrt. Hierbei werden die Proteine nach der
Laemmli-Methode (Laemmli, 1970) aufgetrennt. Durch dieses Verfahren konnen Protei-
ne nach der Behandlung mit anionischer Detergenz durch das Anlegen einer Spannung
nach ihrem spezifischen Gewicht aufgetrennt werden. Somit konnen die AntikGrper un-
ter reduzierenden Bedingungen in ihre leichten und schweren Ketten separiert und un-
ter nicht-reduzierenden Bedingungen als gesamter Antikorper dargestellt werden. Es
wurden hierflr eindimensionale, diskontinuierliche Zweikomponenten-SDS-Polyacryla-
mid-Gele verwendet. Fur die Aufbereitung der Proben wurden die Autoantikorper mit
5-fach SDS-Probenpuffer verdiinnt, 4 Minuten bei 95 °C erhitzt, kurz bei 13.000 rpm
zentrifugiert (Tischzentrifuge Haereus, Festwinkelrotor #3328) und bis zur weiteren Ver-
wendung auf Eis gekihlt. Zur Fokussierung der Proben wurde vor dem eigentlichen
Trenngel ein Sammelgel vorgeschaltet. Daher wurde nach dem GiefBen des Trenngels
in eine vertikale Gel-Kassette (Mini-Protean 3 Cell, BioRad) mit 0,75 mm Spacern das
Gel fir eine Polymerisationszeit von 30 Minuten mit Ethanol beschichtet. Dies bewirkt
eine gleichmaBigere Oberflache fir das folgende Sammelgel. Als nachstes wurde das
Ethanol abgekippt, das Sammelgel darliber gegossen und der Probenkamm in das Gel
gedrickt. Die Polymerisationszeit betrug wieder 30 Minuten. Es wurden jeweils 5%ige
Sammelgele, fur die nicht-reduzierenden Gele 12%ige Trenngele und fir die reduzie-
renden Gele 7%ige Trenngele gegossen. Die rekombinanten Autoantikdrper IgA1, IgA2
und IgG1 wurden nacheinander in die Kammern aufgetragen. Als Marker fur die Mo-
lekulargewichte wurden BenchMark Protein Ladder (invitrogen) bzw. Spectra Multico-
lor Broad Range Protein Ladder (Fermentas) verwendet. Die Gelektrophorese erfolg-
te in der Mini-PROTEAN 3 Elektrophorese-Kammer mit 5-fach-SDS-PAGE-Laufpuffer.
Zunachst wurde fur ca. 60 Minuten bei 12 Watt die Elektrophorese durchgefiihrt, bis die
Farbfront des Probenpuffers den unteren Gelrand erreicht hatte.

2.4.4 Coomassie-Brilliant-Blue-Farbung der SDS-Gele

Um die rekombinanten Autoantikorper im SDS-Gel sichtbar zu machen, wurden die
Trenngele fir 30 Minuten auf dem Schiittler in Coomassie-Brilliant-Blue (R250) Farbe-
l6sung gebracht (2 g/l Coomassie-Brilliant-Blue R250, 450 ml Methanol, 100 ml Es-
sigsaure 100% ad 1000 ml ddH,0O). Im Weiteren wurden die Gele Uber dreimal 5 Minu-
ten in Entfarbelésung (450 ml Methanol, 100 ml Essigsaure 100% ad 1000 ml ddH,0O)
unter dreimaligem Wechseln der Lésung entwickelt. Dieser letzte Schritt wurde verwen-
det, um vor allem den Hintergrund zu entfarben und die Banden klarer erscheinen zu
lassen. Die Gele wurden im Anschluss zur Dokumentation fotografiert.
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2.4.5 Westernblot

Far den Nachweis der Bindungsfahigkeit der Autoantikérper an dermalen Extrakten
wurde ein Immunoblot mit dermalen Extrakten durchgefihrt. Hierfir wurden Nitrozel-
lulosemembranen, die freundlicherweise durch das Autoimmunlabor der Klinik fir Der-
matologie, Allergologie und Venerologie zur Verfligung gestellt wurden, wie beschrieben
verwendet (Zillikens et al. , 1996). Die Nitrozellulosestreifen von ca. 5 mm Breite wurden
zunachst mit 1% biotinfreiem BSA (Carl Roth, Deutschland) und 0,1% Tween-20 in PBS
(BSA-PBS-T) geblockt. Nach zweimaligem Waschen fir 10 Minuten bei Raumtempera-
turin 0,1% Tween-20 in PBS (PBS-T) wurden die Streifen mit Antikdrpern (ca. 10 ug/ml)
oder Isotypkontrollen von IgA1 und IgA2 in BSA-PBS-T fur 1 Stunde bei Raumtempe-
ratur inkubiert. Nach erneutem Waschen erfolgte fir den Nachweis von IgA die Detek-
tion mit Peroxidase-konjugierten polyklonalen Kaninchen-anti-Mensch-IgA-Antikorpern
(DAKOCytomation, Deutschland, Produktnummer PO216). Fur den IgG-Nachweis er-
folgte die Detektion mit Peroxidase-konjugierten polyklonalen Kaninchen-anti-Mensch-
lgG-Antikérpern (DAKOCytomation, Deutschland, Produktnummer PO214). Die Farbung
wurde nach erneutem Waschen durch Zugabe von 5% Diaminobenzidin und 0,01%
H,0, in ddH,O entwickelt und durch Waschen in ddH,O gestoppt. Nach Trocknen der
Streifen erfolgte die visuelle Auswertung. Hierbei wurde beurteilt, ob eine Bindung an
das 290 kDA schwere Protein entsprechend dem Kollagen Typ VI erfolgte.

2.5 Indirekter Komplementbindungstest

Die Komplementaktivierung tragt in der Pathogenese subepidermal blasenbildender
Autoimmundermatosen einen wichtigen Anteil (Sitaru et al. , 2005). Daher wurde im
indirekten Komplementbindungstest die Fahigkeit der rekombinanten Autoantikorper
hinsichtlich einer Komplementaktivierung beurteilt. (Hodge et al. , 1978; Katz et al. ,
1976). Dabei wird die Fahigkeit der IgA-Autoantikdrper eine Komplementablagerung an
der dermo-epidermalen Junktionszone hervorzurufen untersucht. Hierflr wurden die
rekombinanten Autoantikérpern IgA1, IgA2 und IgG1 in PBS zu Konzentrationen von
1:10, 1:30, 1:90, 1:270 und 1:810 verdlnnt. Als Negativkontrolle wurde Serum von ei-
nem gesunden freiwilligen Spender, in einer Konzentration von 1: 5 in PBS verdinnt,
verwendet. Als Positivkontrolle fungierte hierbei rekombinantes IgG1. Hierzu wurden
jeweils 50 pl einer Probe auf einen Kryoschnitt humaner Vorhaut (siehe 2.4.1) aufgetra-
gen und abgedeckt um anschlieBBend in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur
30 Minuten inkubiert zu werden. Danach wurden die Schnitte zunachst zweimalig flr
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10 Minuten in PBS gewaschen. Im nachsten Schritt wurde jeweils 50 ul von gesunden
Spendern gewonnenes normales humanes Plasma zu 1:5 mit Veronalpuffer verdinnt
als Komplementquelle hinzugegeben und fir 30 Minuten in der feuchten Kammer in-
kubiert. Nach erneutem zweimaligen Waschen fir 10 Minuten in PBS wurden jeweils
50 ul FITC-konjugierte polyklonale anti-human-C3-Antikdrper hinzugefligt und ein letz-
tes Mal fir 30 Minuten inkubiert. Hiermit erfolgte die Markierung von C3-Komplement.
Es folgte ein erneuter Waschschritt fir zweimal 10 Minuten in PBS. Als letzter Schritt
wurden die Objekttrager mit jeweils 100 ul Glycerin, 1:1 mit PBS versetzt, benetzt und
mit Deckglasern vorsichtig abgedeckelt. Die Auswertung erfolgte mittels Fluoreszenz-
mikroskopie und Fotografie der Schnitte. Eine dosisabhangige Markierung und somit
Ablagerung von C3-Komplement entlang der dermo-epidermalen Junktionszone zeigt
hierbei die Fahigkeit des Antikdrpers, Komplement zu aktivieren. Eine fehlende Abla-
gerung hingegen zeigt, dass dieser Antikdrper nicht in der Lage ist, Komplement zu
aktivieren.

2.6 ROS-Release von neutrophilen Granulozyten nach
Stimulation mit immobilisierten
Autoimmunkomplexen

In der Pathogenese von Antikdrpern gegen die dermo-epidermale Junktionszone spielt
ebenfalls die Stimulation von neutrophilen Granulozyten zur Freisetzung von reaktiven
Sauerstoffradikalen (ROS) eine wesentliche Rolle. Im folgende Versuch wurde daher
die Fahigkeit der rekombinanten Antikérper die ROS-Produktion zu stimulieren (ROS-
Release) untersucht. Hierbei handelt es sich um ein in vitro Krankheitsmodell, welches
von Dr. Yu und Kollegen entwickelt wurde. In dem urspringlichen Modell wurden neu-
trophile Granulozyten mit immobilisierten Immunkomplexen auf Microtiterplatten stim-
muliert (Yu et al. , 2010). In dem hier durchgefihrten modifizierten Assay wurden Mi-
crotiterplatten mit rekombinanten Autoantigenfragmenten (hCOL7EF) beschichtet und
nachfolgend mit unterschiedlichen Dosen der verschiedenen rekombinanten Autoan-
tikorper-Proben versetzt. Zusatzlich wurden die Platten mit polymorphkernigen Leuko-
zyten, zu 90 % aus neutrophilen Granulozyten bestehend, inkubiert. Dieser Versuch
wurde mit sechs unterschiedlichen Spendern durchgefiihrt. Nachfolgend wird zunachst
die Isolierung der neutrophilen Granulozyten und im Anschluss die Durchfuhrung des
ROS-Release beschrieben.
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Isolierung neutrophiler Granulozyten mit Polymorphprep

Zunachst wurden vier 15 ml-Tubes (Sarstedt AG & Co., NUmbrecht) vorbereitet, in wel-
che jeweils 5 ml Polymorphprep (Fresenius Kabi Norge AS, Oslo, Norwegen) pipettiert
wurde. Fir die Gewinnung von neutrophilen Granulozyten wurde 36 ml Blut von ge-
sunden freiwilligen Spendern (n=6) verwendet. Hierzu erfolgte die Blutentnahme mit
einer Butterflykantle (BD Valu Set, Beckton Dickinson GmbH, Heidelberg) und vier
9 ml-Rdéhrchen, denen EDTA zur Antikoagulation zugesetzt war (Monovette EDTA, Sar-
stedt AG & Co., Nimbrecht). Das Blut wurde anschlieBend in die vorbereiteten Tubes
Uberfihrt, indem das Polymorphprep vorsichtig mit jeweils 5 ml Blut bedeckt wurde. Als
nachstes wurden die Tubes ca. 51 Minuten mit 500 g (ca. 1600 rpm) bei Raumtempe-
ratur und ausgeschalteter Bremse zentrifugiert. Hierfir wurde die Varifuge 1.0 R, Hera-
eus Istruments, GmbH, Hanau verwendet. Durch die Zentrifugation bilden sich in den
Roéhrchen Zellbanden aus. In der obersten Bande befinden sich nun die mononuklearen
Zellen, wie Lymphozyten und Monzyten, und in der zweiten Bande befinden sich die
bendtigten Granulozyten. Zwischen diesen Banden ist Plasma. Daher wurde zunachst
die oberste Bande und die Plasmaschicht aus jedem Tube mit einer automatischen Pi-
pette (Pipetus-Akku, Hirschmann Laborgerate GmbH & Co. KG, Eberstadt) aufgenom-
men und verworfen. Als nachstes wurden die zweiten Banden vorsichtig aufgenommen
und in zwei 50 ml-Tubes (Sarstedt AG & Co., NiUmbrecht) gesammelt. Dieser Granu-
lozytensuspension, von ca. 10 ml pro Tube, wurde die gleiche Menge Halbmedium
(RPMI 1640 verdinnt mit LPS-freiem ddH,O im Verhaltnis 1:1) zugefigt und mit RPMI-
Medium (Lonza RPMI 1640 mit L- Glutamin, BioWhittaker, Verviers, Belgien) auf 50 ml
aufgefillt. In einem weiteren Schritt wurden die Rohrchen erneut 10 Minuten bei 400 g
(ca. 1400 rpm) mit Bremse bei Raumtemperatur zentrifugiert. Es bildet sich dadurch ein
Pellet am Boden des Tubes und ein Uberstand dariiber. Der Uberstand wurde mit ei-
ner Wasserstrahlpumpe abgesaugt. Das Pellet wurde als Nachstes kurz angerittelt und
mit der automatischen Pipette unter Hinzufligen von 6 ml eiskaltem Lysepuffer resus-
pendiert (LPS-freies D-PBS verdinnt mit LPS-freiem ddH,O im Verhaltnis 1:5). Nach 30
Sekunden Inkubation wurde diese Losung mit RPMI auf 50 ml aufgefillt. Es folgte fur 10
Minuten ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 400 g (ca. 1400 rpm) bei Raumtempera-
tur. Der Uberstand wurde erneut verworfen und das Pellet mit 20 ml Chemilumineszenz-
Medium resuspendiert (CL-Medium, RPMI-1640 ohne Phenolrot mit stabilisiertem L-
Glutamin, mit 25 mM HEPES, Biochrom AG, Berlin). Flr weitere 10 Minuten erfolgte
ein letzter Zentrifugationsschritt bei 400 g (ca. 1400 rpm) bei Raumtemperatur. Nun
wurde erneut der Uberstand abgesaugt und zuletzt das Pellet mit 5 ml CL-Medium
resuspendiert. Es wurde mit der Neubauer-Zahlkammer die Zellzahl der Granulozyten-
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suspension bestimmt. Die weitere Verdiinnung der Zellsuspension im nachsten Schritt
wurde jeweils abhangig von der ermittelten Zellzahl gewahlt. Dabei wurde eine Ziel-
konzentration von ca. 2 x 105/ml angestrebt. Die Granulozytensuspension wurde bis
zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert und erst direkt vor dem Pipettieren in die
Wells mit Luminol-Losung versetzt. Die Herstellung der Luminol-Losung erfolgte zuvor
aus 2 mg Luminol (5-amino-2,3-dihydro-1,4-phthalazindion, Roche Diagnostics, Mann-
heim), geldst in 8 ul NaOH und mit 1 ml ddH,O aufgefullt.

ROS-Release

Hierflr erfolgte die Vorbereitung der Mikrotiterplatten (Greiner Bio-One GmbH, Fricken-
hausen) durch Coating fir drei Stunden bei Raumtemperatur mit je 50 ul hCOL7EF-
Fragmenten in einer Konzentration von 20 pg/mlin Carbonatpuffer, pH 9.6. Danach wur-
de die Platte im ELISA-Washer (Columbus Pro, Tecan Group Ltd., Mannedorf, Schweiz)
mit Waschpuffer (PBS mit 0,05% Tween) gewaschen, um Uberschissige nicht gebun-
dene Antigene zu entfernen. Im Weiteren wurde die Platte mit je 100 ul Blockingpuf-
fer (PBS mit 1% biotinfreiem BSA und 0,05% Tween) pro Well geblockt. Als nachster
Schritt erfolgte eine Inkubation fir 1 Stunde auf dem Schutteltisch (TPM 4, Sarstedt
AG & Co., Nimbrecht) und erneutes Waschen im ELISA-Washer. Die rekombinan-
ten Autoantikérper IgA1, IgA2 bzw. IgG1 wurden in einem Zwischenschritt in einer
Verdlnnungsreihe von 1:122 bis 1:40500 mit Blockingpuffer verdinnt. Nun wurden je-
weils 50 pl der rekombinanten Autoantikorper IgA1, IgA2 bzw. IgG1 oder die Positiv-
bzw. Negativkontrolle in einer Verdinnungsreihe in die jeweiligen Wells pipetiert und
fir zwei Stunden bei Raumtemperatur auf dem Rdttler inkubiert. In jedes Well wur-
de nun 100 ul CL-Medium vorgelegt und je 100 pl der vorbereiteten und mit Luminol-
Lésung versetzten Granulozytensuspension hinzugefligt. Direkt im Anschluss erfolgte
die photometrische Auswertung im VICTOR3-Reader (Perkin-Elmer USA). Dabei wur-
de die optische Dichte (OD) bei 450 nm und 37 °C in einmin(tigen Intervallen mit 60
Wiederholungen gemessen. Die Daten wurden als relative Lichteinheiten (RU) in einer
Kinetk erfasst. Als Leerwertkontrolle wurde die optische Dichte von Hexa-Losung (5%
Hexadecyltimethyl-ammoniumbromid in ddH;O) verwendet. Dieser Leerwert wurde von
den anderen Proben substrahiert. Bei diesem Versuch korreliert die gemessene opti-
sche Dichte mit der ROS-Produktion der neutrophilen Granulozyten.

Als Negativkontrolle wurde dabei normales humanes Serum (NHS) und als Positivkon-
trolle FMLP (Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanine) verwendet. FMLP ist ein starker
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Stimulator der Chemotaxis und induziert eine Degranulation der Granulozyten. Dieser
Versuch wurde sechsmal wiederholt.

Auswertung

Die gemessenen Werte wurden mit dem Wallac 1420 Manager und mit Sigma 11.1
statistisch ausgewertet. Dazu wurden die Kinetiken separater Experimente zur Area
unter curve (AUC) zusammengefasst und fir die einzelnen Spender auf die Zellkontrolle
mit Hexa-Losung (ohne Stimulation) normalisiert. Die statistische Beurteilung erfolgte
mittels adjustiertem Jonckheere-Terpstra-Test.

2.7 Gefrierschnittmodell

Einer der gemeinsamen Endpunkte der einzelnen Pathogenesefaktoren der blasenbil-
denden Autoimmundermatosen ist die Induktion einer dermo-epidermalen Separation,
welche die Blasenbildung bei den Patienten widerspiegelt. Daher wurde in dieser Ar-
beit die Fahigkeit der Autoantikdrper eine dermo-epidermale Separation hervorzurufen
untersucht. In dieser Versuchsreihe wurden Gefrierschnitte humaner neonataler Vor-
haut (Herstellung siehe 2.4.1) mit den verschiedenen rekombinanten Autoantikdrpern
sowie Patientenseren und frisch isolierten Leukozyten inkubiert. Im Anschluss wurde
nach Anfarben der Schnitte unter dem Mikroskop eine mdgliche Spaltbildung an der
dermo-epidermalen Junktionszone beurteilt. Im Folgenden wird der Versuch in seinen
Einzel-Schritten dargestellt.

Isolierung peripherer Leukozyten

Fir die Gewinnung von peripheren Leukozyten wurde von gesunden freiwilligen Spen-
dern 80 ml Vollblut verwendet und mit 4 ml Heparin (Heparin-Natrium 25.000 |.E./ml,
ratiopharm GmbH, Ulm) antikoaguliert. Hierzu wurde den Spendern mit einer Butter-
flykanlle (BD Valu Set, Becton Dickinson GmbH, Heidelberg) und vier 20 ml-Spritzen
(BD Discardit I, Becton Dickinson GmbH, Heidelberg), die jeweils mit 0,5 ml Hepa-
rin versetzt wurden, Blut abgenommen. Zusatzlich wurden jeweils 20 ml einer 3%-igen
Dextranlésung (Dextran 500, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe) mit 0,9% NaCl (Na-
triumchlorid, J.T. Baker, Deventer, Holland) versetzt und in vier 50 ml-Tubes (Sarstedt
AG & Co., Niumbrecht) beflllt. In diese vorbereiteten Tubes wurde das abgenomme-
ne Blut Gberflhrt und bei Raumtemperatur 30 Minuten inkubiert. Wahrend dieser Zeit
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bildeten sich zwei Phasen, wobei die untere Phase den Gberwiegenden Anteil der Ery-
throzyten enthielt und die obere Phase Granulozyten, Lymphozyten sowie Monozyten
beinhaltete. Diese Uberstande wurden in drei neue 50 ml-Tubes (ibertragen. Es folgte
eine Zentrifugierung bei 1200 rpm bei Raumtemperatur (Varifuge 3.0 R, Heraeus In-
struments GmbH, Hanau). Dadurch bildeten sich am Boden der Tubes Pellets, welche
die Zellen enthielten, und dariiber ein Uberstand. Diese Uberstdnde wurden abgesaugt
und verworfen. Die drei Pellets wurden jeweils mit 10 ml RPMI (Lonza RPMI 1640 mit L-
Glutamin, BioWhittaker, Verviers, Belgien) resuspendiert und in ein gemeinsames Tube
Uberfihrt. Nach erneuter 12 mindtiger Zentrifugation mit 1200 rpm bei Raumtempera-
tur wurde der Uberstand wieder verworfen. AnschlieBend wurde das Pellet zuerst mit
20 ml eiskalter 0,2%-iger NaCl-Lésung und nach 20 Sekunden zusatzlich mit 20 ml eis-
kalter 1,6%-iger NaCl-Ldosung resuspendiert. Es folgte ein erneutes Zentrifugieren bei
1200 rpm fiir 12 Minuten, jedoch bei 4 °C. Der Uberstand wurde erneut verworfen und
das Pellet mit 30 ml RPMI-Medium resuspendiert sowie fur 7 Minuten bei 1200 rpm bei
4 °C zentrifugiert. Letztmalig wurde der Uberstand verworfen und das Pellet mit 9 ml
RPMI resuspendiert. Die so gewonnene Zellsuspension, hauptsachlich aus Leukozyten
bestehend, wurde bis zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert.

Die Leukozytenspender wiesen anamnestisch keine Vorerkranungen auf und nahmen
keine immunsuppressiven Medikamente ein. Der Gefrierschnitt-Versuch wurde zwanzig
mal durchgefihrt mit Blut von insgesamt 15 Spendern, 12 Frauen und 3 Mannern. Vor
der Blutentnahme wurden alle Spender Uber die Untersuchung mindlich und schriftlich
aufgeklart und eine Einverstandniserklarung wurde unterschrieben.

Bestimmung der Zellzahl und Zellvitalitat

Um die Zellvitalitat zu bewerten, wurde 10 ul der Zellsuspension mit 440 ul PBS und
50 ul Trypanblau in einem Eppendorfgefal versetzt (Sigma-Aldrich, Deisenhofen). Von
dieser Suspension wurden 10 ul in eine Neubauer-Zahlkammer gegeben und unter
dem Mikroskop (Wilovert S, Helmut Hund GmbH, Wetzlar) bei 10-facher Vergré3erung
bewertet. Bei abgestorbenen Zellen kann durch die defekte Zellwand der Farbstoff ein-
dringen, die avitale Zelle erscheint somit blau gefarbt. Vitale Zellen dagegen stellen sich
weiterhin farblos dar. Die so bestimmte Vitalitat der Zellen lag an jedem Versuchstag
Uber 90%. Zusatzlich wurden in der Neubauer-Zahlkammer die Zellen in zwei Quadra-
ten gezahlt. Durch folgende Rechnung wurde die Zellzahl je Mililiter der Suspension
bestimmt: Summe der zwei Quadrate x 1/2 x 10* Zellen/ml x 50. Die ermittelte Zellzahl
lag zwischen 2,25 und 6,25 x 107 Zellen/ml, im Durchschnitt bei 3,78 x 107 Zellen/ml.
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Bestimmung der optimalen Konzentration der rekombinanten Autoantikérper fiir
den Einsatz im Gefrierschnittmodell

Die Autoantikorper IgA1, IgA2 und IgG1 wurden mit DyLight Amine-Reactive Fluors, Dy-
Light 488 NHS Ester (Thermo Scientific, USA) nach der Anleitung des Herstellers fluo-
reszenz markiert. Hierfir musste zunachst der Losungspuffer der Autoantikdrperproben
getauscht werden. Dazu wurden jeweils 100 ul der rekombinanten Autoantikbrper mit-
tels der Zeba Spin Desalting Columns, 7 K MWCO (Thermo, Scientific, USA) gemaf der
Herstellerangabe in 300 ul 0,05 M Sodiumborat Puffer, pH 8,5 tberfihrt. Im Anschluss
wurden diese Proben mit 50 ug des DyLight 488 NHS Esters fluoreszensmarkiert und
erneut mittels der Zeba-Saule in 300 ul PBS Uberflhrt. Diese mit DyLight markierten
Autoantikérperproben wurden im Anschluss in PBS weiter zu Konzentrationen von 1:3,
1:9,1:27,1:81, 1:243, 1:729, 1:2187 und 1:6561 verdinnt. Hiervon wurden jeweils 50 pl
auf Objekttrager mit Gefrierschnitten humaner Vorhaut aufgetragen und 30 Minuten in-
kubiert. Nach zweimal 10 Minuten Waschen wurden die fluoreszenz-markierten Autoan-
tikérper unter dem Fluoreszenzmikroskop dargestellt. Hierbei wurde die Intensitat des
Fluoreszenzsignals der Autoantikdrper entlang der dermo-epidermalen Junktionszone
mit Imaged analysiert. Dieses Fluoreszenzsignal der DEJ wurde auf das Hintergrund-
Signal der Epidermis und Dermis wie folgt normalisiert:

M tDEJ —mi
NormWert — Messwer . min (2.1)
max — min

Mit Norm Wert: normalisierter Wert; Messwert DEJ: gemessener Wert an der DEJ;
min: minimal gemessener Hintergrund-Wert von Epidermis und Dermis; max: maximal
gemessener Hintergrund-Wert von Epidermis und Dermis.

Mittels dieser Werte wurde eine nicht-lineare Sigmoid-Regressionskurve erstellt, um
die optimale zu verwendene Konzentration der Autoantikorper im Gefrierschnittmodel
zu ermitteln. Damit sollte sichergestellt werden, dass die Konzentrationen den Satti-
gungsbereich der AntikGrper von 5% bis 95% abdecken.

Herstellung der zu testenden Proben

Im Gefrierschnittmodell wurden sowohl die rekombinanten Autoantikérper IgA1, IgA2
und IgG1 als auch das Serum eines IgG-EBA-Patienten sowie das Serum und das Plas-
maphereseprodukt eines IgA-EBA-Patienten untersucht. Als Positivkontrolle wurde das
Serum eines BP-Patienten, als Negativkontrolle Serum gesunder freiwilliger Spender
eingesetzt. Die Proben wurden mit PBS in verschiedenen Konzentrationen verdinnt.
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Dabei wurden fir IgA1 die Konzentrationen 1:21, 1:63, 1:198, 1:567 und 1:1701, far
IlgA2 1:22, 1:67, 1:201, 1:603 und 1:1809 verwendet, fur IgG1 1:25, 1:76, 1:228, 1:684
und 1:2052, fur die Proben der EBA 1:3, fur BP 1:16 und flr die Negativkontrolle 1:3
verwendet.

Inkubation der Gefrierschnitte

Zunachst wurden die Gefrierschnitte aufgetaut und die beiden Schnitte auf einem Ob-
jekttrager mittels eines Striches mit einem Olstift (DAKO Pen, DAKO Denmark A/S,
Glostrum, Danemark) getrennt. Dies verhinderte das Vermischen der verschiedenen
Seren beim Auftragen. Im Weiteren wurden auf die Hautschnitte 50 ul der jeweiligen
Autoantikdrper oder Seren in den oben genannten Konzentrationen aufgetragen. Im
Anschluss wurden die Schnitte in einer Feuchtkammer (Werner Hassa GmbH, Libeck,
Deutschland) fir eine Stunde bei 37 °C und 5% CO, im Begasungsbrutschrank (Hera-
eus Instruments, Hanau, Deutschland) inkubiert. Als nachstes wurden die Praparate
fir 5 Minuten in PBS gewaschen. Anschlie3end erfolgte die Herstellung von Injektions-
kammern fir die Inkubation der Leukozyten auf den mit Proben bzw. Patienten-Seren
versetzten Schnitten. Hierfir wurden die Objekttrager mit einem zweiten Objekttrager
abgedeckt. Dabei wurde auf dem zweiten Objekttrager an den beiden auf3eren Seiten
durch mehrfache Umwicklung mit Parafilm (Parafilm M Laboratory Film, Pechiney Pla-
stic Packaging, Menasha, Wisconsin, USA) ein Rand gebildet. Die beiden Objekttrager
wurden aufeinander gelagert und von auBBen mit Parafilm fixiert. Durch den so gebilde-
ten Spalt zwischen den beiden Tragern entstand eine Injektionskammer von etwa 1 mm
Hohe. In diese wurde 500 pl der vorbereiteten Zellsuspension injiziert. Es folgte eine er-
neute Inkubation im Begasungsbrutschrank bei 37 °C und 5% CO, flr drei Stunden. Als
weiterer Schritt wurden die Kryoschnitte in PBS so lange gewaschen bis die Leukozyten
aus den Praparaten herausgelost waren. Dies wurde mikroskopisch bei einer 20-fachen
VergroBerung (Mikroskop Wilovert S, Helmut Hund GmbH, Wetzlar) kontrolliert. Dabei
sollte die dermo-epidermale Junktionszone gut einsehbar und frei von Leukozyten sein.

Fixierung und Farbung der Kryoschnitte

Hierflr wurden als Erstes die Schnitte fir 5 Minuten in Formalin fixiert und unter flie-
Bendem Leitungswasser gewaschen. AnschlieBend erfolgte die Farbung der Schnitte
mit Hamatoxylin und Eosin. Dazu wurden diese 4 Minuten mit der Kernfarbung nach
Papanicolaou gefarbt und dann unter Leitungswasser gewaschen. Danach wurden sie
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20 Sekunden in Essigsaure-Alkohol geschwenkt und erneut mit Leitungswasser ab-
gespult. Als nachstes wurden die Schnitte fir 10 Sekunden in Ammoniakwasser ge-
schwenkt und erneut abgespdlt. Im Anschluss wurden sie 2 Minuten in Eosin gefarbt.
Als nachster Schritt folgte die Dehydrierung in einer aufsteigenden Alkoholreihe von
zweimal 96%-igem und 100%-igem Alkohol sowie Xylol. Zuletzt wurden die gefarbten
Kryoschnitte mit einem Glaseindeckautomaten (Leica CV 5030, Leica Mikrosysteme
Vertrieb GmbH, Wetzlar) eingedeckt. Die Auswertung der Schnitte erfolgte am Mikro-
skop (Olympus BX40, Olympus Deutschland GmbH, Hamburg) in 20x und 40x Ver-
groBerung.

Mikroskopische und statistische Auswertung

Die Bestimmung der Spaltbildung an der dermo-epidermalen Junktionszone erfolgte
blind. Die Spaltbildung wurde dabei prozentual als Anteil der zerstérten DEJ an der
gesamten DEJ beziffert. Die Schnitte wurden zusatzlich mit dem Programm ProgRes
Capture 2.1 unter dem Mikroskop fotografiert.

Die statistische Auswertung erfolgte mit Gnu R (open source software).
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3 Ergebnisse

Zur Untersuchung der pathogenetischen Bedeutung wurden rekombinante Autoantikor-
per verwendet, welche gegen menschliches Typ VIl Kollagen gerichtet sind. Hierbei
handelt es sich um chimare Antik6rper, deren variable Domanen mittels Phage Display
aus Mausen selektiert wurden, welche mit rekombinanten Fragmenten der immundo-
minanten NC1-Doméane von humanem Typ VIl Kollagen immunisiert wurden (Recke
et al. , 2010). Die murinen variablen Domanen wurden rekombinant mit verschiede-
nen konstanten Domanen menschlicher Immunglobuline gekoppelt und in HEK293-
Zellen nach transienter Transfektion als komplette Antikorper exprimiert. Fir diese Ar-
beit wurden drei rekombinante Konstrukte verwendet, welche fir die humanen konstan-
ten Domanen von IgG1, IgA1 und IgA2 Schwerketten enthielten. Diese wurden zusam-
men mit x-Leichtketten durch unseren Kooperationspartner Gestur Vidarsson (Univer-
sitat von Amsterdam) exprimiert und in Form von Zellkulturiiberstanden zur Verflgung
gestellt.

3.1 Charakterisierung der rekombinanten
Autoantikorper

Die rekombinanten Autoantikérper vom IgG1-Typ wurden mittels Protein-G-Affinitats-
chromatographie aus Zellkulturiberstanden aufgereinigt. Fir IgA1 und IgA2 wurde eine
thiophile Ausschlusschromatographie zur Aufreinigung verwendet.

Zur Charakterisierung und Untersuchung der Bindungseigenschaften der rekombinan-
ten Autoantikérper wurden die im Folgenden beschriebenen Versuche durchgeflhrt.
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3.1.1 Korrektes Molekulargewicht der rekombinanten
Autoantikorper

Um nachzuweisen, dass die Autoantikrper das korrekte Molekulargewicht aufweisen,
wurden diese mittels SDS-PAGE unter reduzierenden und nicht reduzierenden Bedin-
gungen untersucht (Abb. 3.1A und B). Die Antikdrper wurden hierzu auf ein Polyacryla-
mid-Gel geladen und durch das Anlegen einer Spannung aufgetrennt. Die separierten
Banden wurden mit Coomassie Brillant-Blau gefarbt. Die leichten Ketten separierten bei
20 kDa, die schweren Ketten bei 50 kDa unter reduzierenden Bedingungen (Abb. 3.1A).
Unter nicht-reduzierenden Bedingungen separierten die Autoantikdrper als komplette
Heterotetramere, welche jeweils aus zwei leichten und zwei schweren Ketten bestehen
(Abb. 3.1B). Eine zusatzliche Separierung in héheren Molekulargewichten entspricht
dem zusatzlichen Vorliegen in polymerer Form. Diese Ergebnisse wurden in zwei wei-
teren Versuchen bestatigt. FUr IgA ist bekannt, dass es sowohl in monomerer als auch
in polymerer Form im menschlichen Korper vorkommt (Kerr, 1990).

3.1.2 Bindungsfahigkeit der rekombinanten Autoantikorper

FOr den Nachweis der Bindungsfahigkeit der Autoantikdrper auch bei in der Routine
eingesetzten diagnostischen Verfahren wurden diese im Westernblot mit dermalen Ex-
trakten und auf Kryoschnitten untersucht.

AuB3erdem wurden die rekombinanten AutoantikGrper im Immunoblot mit dermalen Ex-
trakten untersucht um nachzuweisen, dass diese an dermales Extrakt binden. Es konn-
te in zwei unabhagig von einander durchgeflhrten Versuchen eine spezifische Bindung
der Antikorper an das 290 kDa schwere Protein entsprechend dem humanen Kollagen
Typ VII gezeigt werden (Abb. 3.1C). Die mitgetesteten Isotypkontrollen zeigten keine
Bindung.

Um weiterhin nachzuweisen, dass die rekombinanten Autoantikérper auch an natives
Kollagen Typ VII binden kénnen, wurden Kryoschnitte neonataler humaner Haut mit
diesen inkubiert. Der Nachweis erfolgte mit FITC-markierten monoklonalen anti-IgA-
Antikorpern. Bei den rekombinanten IgA-Autoantikdrpern sowie bei der Positivkontrolle
mit rekombinantem 1gG zeigte sich deutlich eine lineare Ablagerung an der dermo-
epidermalen Junktionszone (DEJ) (Abb. 3.1D). Dieser Versuch wurde wiederholt durch-
gefuhrt.
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ABBILDUNG 3.1 — Reinheit, Integritat und Bioaktivitdt rekombinanter IgA-Autoantikorper.
Rekombinante IgA-Autoantikdrper zeigen das korrekte Molekulargewicht unter reduzierenden
und nicht-reduzierenden Bedingungen, binden an Typ-VII-Kollagen-Extrakte humaner Haut so-
wie an natives Kollagen Typ VII im Kryoschnitt humaner Haut. A, Rekombinante Autoantikorper
wurden mittels 7% SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen aufgetrennt und mit Coomas-
sie blue gefarbt, die leichten und schweren Ketten separierten bei 20 bzw. 50 kDa. B, 12%
SDS-Page unter nicht reduzierenden Bedingungen zeigt eine Separation bei 160 kDa der hete-
rotetrameren Autoantikérper. C, Die rekombinanten Autoantikdrper IgA1 und IgA2 reagieren im
Westernblot mit dem 290 kDa schweren Protein entsprechend dem humanen Kollagen Typ VII.
Die Isotypkontrollen (IsolgA1 und IsolgA2) zeigen keine Bindung. D, Kryoschnitte von mensch-
licher Vorhaut wurden mit den rekombinanten Autoantikbrpern inkubiert, mittels spezifischen
FITC-konjugierten Antikérpern markiert und fluoreszenzmikroskopisch dargestellt. Die Autoan-
tikdrper zeigen eine lineare Ablagerung entlang der dermo-epidermalen Junktionszone.

3.2 Fahigkeit rekombinanter IgA-Autoantikorper,
Komplement zu aktivieren

Die Komplementaktivierung spielt eine Schllsselrolle in der Pathogenese subepidermal
blasenbildender Autoimmundermatosen (Sitaru et al. , 2005). Daher sollte untersucht
werden, ob auch Autoantikdrper vom IgA-Subtyp in der Lage sind, eine Komplementab-
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lagerung an der dermo-epidermalen Junktionszone hervorzurufen. IgA-Antikdrper ak-
tivieren das Komplementsystem nicht auf dem klassichen Weg, sondern Gber den al-
ternativen Weg (Hiemstra et al. , 1988),(Roos et al. , 2001). Daher wurde erwartet,
dass die rekombinanten IgA-Autoantikorper kein Komplement aktivieren. Hierflr wur-
den Kryoschnitte humaner neonataler Vorhaut mit rekombinanten Autoantikorpern der
Subklassen IgA1 und IgA2 in verschiedenen Verdinnungsstufen inkubiert. Als Positiv-
kontrolle wurde IgG1 und als Negativkontrolle Serum gesunder Spender verwendet. Als
Komplement-Quelle diente frisches Lithium-Heparin-Plasma gesunder Blutspender in
Veronal-Puffer. Die lineare Komplementablagerung an der dermo-epidermalen Junkiti-
onszone wurde durch einen FITC-konjugierten polyklonalen anti-human C3b Antikérper
fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen. In der Fluoreszenzmikroskopie (Abb. 3.1C)
zeigte sich in drei voneinander unabhangigen Versuchen keine Komplementablagerung
bei den mit rekombinanten AutoantikGrpern der Subklassen IgA1 und IgA2 inkubierten
Schnitten und der Negativkontrolle. In der Positivkontrolle mittels rekombinanten IgG1-
Autoantikérpern konnte eine dosisabhangige Ablagerung von C3-Komplement nach-
gewiesen werden. Fir IgG1-Autoantikérper ist die Fahigkeit Komplement zu aktivieren
bereits beschrieben (Recke et al. , 2010). Fir IgA1-Autoantikirper ist eine Aktivierung
von Komplement Gber den alternativen Weg beschrieben, nicht aber eine direkte Kom-
plementablagerung (Daha et al. , 2011). Die fehlende Komplementablagerung an der
DEJ nach der Inkubation mit den rekombinanten IgA-Autoantikdrpern zeigt, dass beide
Subklassen nicht in der Lage sind, Komplement zu aktivieren. IgG1 hingegen induziert
eine Komplementaktivierung.
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ABBILDUNG 3.2 — Indirekter Komplementbindungstest. Die rekombinanten Autoantikorper
IgA1- und IgA2-Subklassen flihren nicht zu einer Kompelmentablagerung an der DEJ. Mensch-
liche neonatale Vorhaut wurde mit rekombinanten IgA1- und IgA2-Autoantikdrper-Subklassen
sowie mit rekombinanten IgG1-Autoantikérpern als Positivkontrolle und humanem Serum als
Negativkontrolle inkubiert. Durch vorhergehende Titrierung der Autoantikérper wurde sicherge-
stellt, dass die getesteten Dosen den Bereich zwischen 5% und 95% der Sattigung abdecken.
Als Komplement-Quelle diente frisches Lithium-Heparin-Plasma. Die Ablagerung von Komple-
ment C3b an der DEJ wurde mittels FITC-markierten anti-C3b-Antikérpern in der Fluoreszenz-
Mikroskopie sichtbar gemacht. A-D, Reprasentative Abbildungen aus mindestens drei un-
abhangigen Experimenten. Rekombinante Autoantikérper IgA1 (C) und IgA2 (D) flhrten wie
die Negativkontrolle (A) nicht zu einer Komplementablagerung an der DEJ. IgG (B) als Positiv-
kontrolle dagegen bewirkte eine starke Ablagerung von Komplement.
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3.3 Freisetzung reaktiver Sauerstoffradikale durch
neutrophile Granulozyten nach Stimulation mit
immobilisierten IgA-Immunkomplexen

Die Pathogenitat von Antikbrpern gegen die dermo-epidermale Junktionszone wird durch
ihre Fahigkeit bestimmt, neutrophile Granulozyten zur Freisetzung von reaktiven Sau-
erstoffradikalen (ROS) zu stimulieren (Chiriac et al. , 2007). Um die Freisetzung von
ROS in einem in vitro Krankheitsmodell zu bestimmen wurde von Dr. Yu und Kolle-
gen ein in vitro Krankheitsmodell entwickelt. Hierbei werden neutrophile Granulozyten
mit immobilisierten Immunkomplexen auf Microtiterplatten stimmuliert (Yu et al. , 2010).
In einem modifizierten Assay wurden Microtiterplatten mit rekombinanten Autoantigen-
fragmenten (hCOL7EF) beschichtet und nachfolgend mit unterschiedlichen Dosen der
verschiedenen rekombinanten Autoantikdrper-Proben versetzt. Zusatzlich wurden die
Platten mit polymorphkernigen Leukozyten, zu 90 % aus neutrophilen Granulozyten
bestehend, inkubiert. Die Freisetzung reaktiver Sauerstoffradikale (ROS-Release) wur-
de durch Messung einer mit Luminol verstarkten Chemilumineszenz in einer Zeitki-
netik aufgezeigt. Um die Kinetik zu einem Einzelwert zusammenzufassen, wurde das
Szinitilations-Signal Uber die Zeit integriert (Area under curve, AUC). Zuvor wurde ei-
ne passende Titrierung auf den Microtiterplatten durchgeflihrt, um eine Vergleichbar-
keit zwischen den eingesetzten Konzentrationen der unterschiedlichen rekombinanten
Autoantikérper zu gewahrleisten. Die Konzentration der immobilisierten Immunkomple-
xe, bestehend aus an hCol7EF gebundenen rekombinanten Autoantikorpern, wurde
dabei per Detektion mittels anti-human-Kappa-Antikorpern und Farbreaktion mit TMB
(3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine) bestimmt. Es wurden sechs Verdinnungsstufen von
1:1 bis 1:243 verwendet. Als Negativkontrolle wurde PBS verwendet. Der Versuch wur-
de mehrfach wiederholt (n=6), wobei frisch aufgereinigte polymorphkernige Leukozyten
jeweils verschiedener gesunder Spender verwendet wurden.

Die rekombinanten Autoantikdrper der Subklassen IgA1, IgA2 und des Isotyps IgG1 be-
wirken eine dosisabhangige Freisetzung von intra- und extrazellularen reaktiven Sauer-
stoffradikalen (Abb. 3.3). Hier zeigt sich auch bei der héchsten Verdiinnungsstufe von
1:243 fur IgA1 und 2 eine starkere ROS-Produktion als flir die Negativ Kontrolle (adjus-
tierter Jonckheere-Terpstra-Test, p Value= 0,015). Fir IgG1 zeigt sich insgesamt eine
geringere ROS-Produktion (adjustierter JT-Test, p Value = 0,0168).
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ABBILDUNG 3.3 — ROS-Release von neutrophilen Granulozyten nach Stimulation mit im-
mobilisierten Autoimmunkomplexen. Rekombinante Autoantikdrper induzieren die Produk-
tion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). Eine Microtiterplatte wurde mit hCol7EF-Antigen
beschichtet und mit den rekombinanten Autoantikdrpern der IgA1- bzw. IgA2-Subklassen so-
wie mit dem IgG1-Isotyp inkubiert. Nach Zugabe von frischen isolierten humanen neutrophilen
Granulozyten gesunder Spender wurde die mit Luminol verstarkte Chemilumineszenz in Form
einer Kinetik aufgezeigt. Die Kinetiken separater Experimente wurden zur Area under curve
(AUC) zusammengefasst und fir die einzelnen Spender auf die Zellkontrolle ohne Stimulation
normalisiert. A, Dargestellt sind die AUC Werte fiir IgA1, IgA2 und IgG1 in einem gemisch-
ten Box-Whisker/Scatter-Plot, wobei jeder Datenpunkt einem Experiment entspricht. Diese zei-
gen eine Dosisabhangigkeit des ROS-Release, abhangig von der eingesetzten Konzentration
der rekombinanten Autoantikérper. Sowohl fir IgA1 (adjustierter Jonckheere-Terpstra-Test, p
Value= 0.015) und flr IgA2 (adjustierter Jonckheere-Terpstra-Test, p Value= 0.015) als auch
fur 1IgG1 (adjustierter Jonckheere-Terpstra-Test, p Value= 0.0168) konnte eine eindeutige Do-
sisabhangigkeit nachgewiesen werden. B, Zusammengefasste Darstellung der Kinetiken von
IgA1, IgA2 und IgG1 bei den unterschiedlichen Konzentrationen von 1:1 bis 1:243. Die Zusam-
menfassung erfolgte anhand der auf die Zellkontrolle normalisierten Kinetikdaten mittels einer
Splinefunktion. Dargestellt sind die Kurven der jeweiligen Splines inklusive der 95% Konfidenz-
bander (gleichfarbiger schattierter Bereich).
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3.4 Induktion einer dermo-epidermalen Separation mit
Seren von EBA-Patienten mit IgA-Reaktivitat gegen
humanes Kollagen Typ VIl im ex vivo Modell
blasenbildender Dermatosen

Autoantikérper gegen humanes Kollagen Typ VII vom IgG-Typ kénnen durch Rekrutie-
rung und Aktivierung von neutrophilen Granulozyten eine Spaltbildung an der Dermis
induzieren (Shimanovich et al. , 2004). Daflr gibt es gute Belege, sowohl fir rekombi-
nante als auch fir solche Autoantikérper, die in den Seren von Patienten mit Epidermo-
lysis bullosa acquisita (EBA) und bulldsem systemischem Lupus erythematodes (BSLE)
nachgewiesen werden (JE et al. , 2006; Recke et al. , 2010; Sitaru et al. , 2002b). Da-
gegen ist bisher nur wenig dariiber bekannt, ob Autoantikbrper vom IgA-Typ die Spalt-
bildung genauso induzieren (van der Steen et al. , 2012). 2012 zeigte die Arbeitsgruppe
von van der Steen, dass Seren von IgA-abhangigen Autoimmundermatosen in einem ex
vivo Modell eine Granulozyten-Migration und eine dermo-epidermale Separation indu-
zieren (van der Steen et al. , 2012). Jedoch wurde in dieser Arbeit nicht untersucht, ob
nicht auch zusatzlich IgG-Autoanitkorper hierflr verantwortlich sein kdnnten. Au3erdem
wurden keine EBA-Seren getestet.

Daher untersuchte ich in dieser Arbeit die Fahigkeit der Seren von EBA-Patienten, wel-
che IgA beinhalten, aber keinerlei Aktivitat von IgG gegeniber Kollagen Typ VII auf-
weisen, in einem ex vivo Krankheitsmodell eine dermo-epidermale Separarion zu in-
duzieren. Dieser ex vivo Versuch wurde von der Arbeitsgruppe entwickelt und ist eine
etablierte Methode zum Nachweis der Induktion einer dermo-epidermalen Spaltbildung
(DES) (Sitaru et al. , 2002b). Die verwendeten Patientenseren wurden uns freundlicher-
weise von Marcel Jonkman zur Verfigung gestellt (University of Groningen, University
Medical Center Groningen, Department of Dermatology, The Netherlands). Die Seren
wurden im Vorfeld wie beschrieben (2.3) auf Ihre Bindungseingenschaften gegentber
humanem Typ VII Kollagen untersucht. Fir das ex vivo Krankheitsmodell wurden Ge-
frierschnitte humaner neonataler Vorhaut mit Seren von IgA-EBA-Patienten sowie zum
Vergleich mit Seren von IgG-EBA-Patienten und als Positivkontrolle Seren von BP-
Patienten mit Verdinnungen von 1:5 und 1:10 inkubiert. Als Negativkontrolle wurde
Serum von gesunden Spendern (NHS) verwendet. Die Gefrierschnitte wurden im An-
schluss flr 2,5 Stunden mit einer Schicht frisch isolierter Leukozyten gesunder Spender
bedeckt. Zum Entfernen der Leukozyten wurden die Schnitte gewaschen und anschlie-
Bend mit Hamatoxylin und Eosin angefarbt. Die dermo-epidermale Spaltbildung (DES)
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wurde verblindet mikroskopisch beurteilt. Hierbei wurde die Lange der Spaltbildung zur
totalen Lange der DEJ in Relation gesetzt. Dieses Experiment wurde mindestens drei-
mal pro Patientenserum mit Leukozytenpraparationen von gesunden, jeweils verschie-
denen Spendern wiederholt. Um eine gute Qualitat der Daten sicherzustellen, wurden
fur die folgenden Analysen lediglich Experimente verwendet, in denen die Positivkon-
trolle mit den BP-Patienten-Seren mehr als 50% DES induzierte. Die Seren von zwei
verschiedenen IgA-EBA-Patienten fuhrten im Vergleich zu der Negativkontrolle mit NHS
zu einer signifikanten Spaltbildung zwischen 20% DES und einer kompletten Ablésung
der Epidermis von der Dermis. Das Ausmalf3 der durch die Patientenseren induzierten
Spaltbildung gegentiber der Negativkontrolle mit NHS wurde dabei mittels einseitigem
Wilcoxon Test und der Bonferroni-Holm-Korrektur fir multiple Paare ausgewertet: IgA-
EBA1, Median DES 25% (Q25: 20%, Q75: 65%, p < 0.001), und IgA-EBA2, Median
DES 60% (Q25: 35%, Q75: 85%, p < 0.001). Die Spaltbildung, induziert durch IgG-
EBA-Seren (p < 0.001) und durch die Positivkontrollen mit BP-Seren (p < 0.001), ist
ahnlich stark ausgepragt (Abb. 3.4).

3.5 Bestimmung der optimalen Konzentrationen der
rekombinanten Autoantikorper mittels indirekter
Immunfluoreszenz vor Einsatz im
Gefrierschnitt-Modell

Um sicherzustellen, dass der optimale Konzentrations-Dosisbereich der rekombinan-
ten Autoantikérper im Gefrierschnitt-Modell 3.4 ausgenutzt wird, wurde dieser mittels
indirekter Immunfluoreszenz ermittelt. Hierfir wurden Gefrierschnitte neonataler Vor-
haut mit den rekombinanten Autoantikbrpern der Subklassen IgA1, IgA2 und IgG1 in
unterschiedlichen Konzentrationen inkubiert. Die Autoantikorper wurden zuvor mit Dy-
light 488 markiert. Die Bindung der rekombinanten Autoantikbrper an der DEJ wur-
de mittels Immunfluoreszenz-Mikroskopie dargestellt und mit ImageJ-Analyse-Software
ausgewertet. Dabei wurde die Intensitat des Fluoreszenzsignals an der DEJ auf die
Intensitat des Hintergrund-Signals der unspezifischen Fluoreszenz der Epidermis nor-
malisiert. Eine nicht-lineare Sigmoidfunktion wurde mittels Gnu R ermittelt (Abb. 3.5).
Dargestellt sind die Datenpunkte sowie die Regressionskurve. Hierdurch konnte der
Konzentrations-Dosisbereich mit einer Sattigung zwischen 5% und 95% ermittelt wer-
den. Die Bestimmung dieses Dosisbereichs ist wichtig, damit die einzelnen rekombi-
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ABBILDUNG 3.4 — Ex-vivo-Modell der leukozytenabhingigen dermo-epidermalen Spalt-
bildung. Kryoschnitte von menschlicher neonataler Vorhaut wurden mit Normalserum (A: NHS)
als Negativkontrolle, Serum eines Patienten mit BP (A: BP) sowie mit IgG-Variante der EBA
(A: 1gG-EBA) inkubiert. Im Vergleich dazu wurden Seren von zwei EBA-Patienten mit aus-
schlieBlicher IgA-Autoreaktivitat (A: IgA-EBA1 und IgA-EBA2) untersucht. Die Seren wurden
in einer Verdiinnung von 1:3 verwendet. Nachfolgend wurden die Kryoschnitte mit frisch isolier-
ten Leukozyten gesunder Spender inkubiert. Die dermo-epidermale Spaltbildung wurde nach
Hamatoxylin-Eosin-Farbung lichtmikroskopisch evaluiert. A, graphische Darstellung der derma-
len Spaltbildung (DES) in Prozent mittels gemischtem Box-Whisker/Scatter-Plot. Jeder Punkt
entspricht einem unabhangigen Experiment. Die statistische Analyse erfolgte mittels Wilcoxon-
Rangsummentest, jedes Patientenserum jeweils im Vergleich mit NHS. **, p < 0,01; **¥,
p < 0,001. B, reprasentative mikroskopische Aufnahme einer Negativkontrolle mit Normalse-
rum. C, Positivkontrolle mit einem Serum eines BP-Patienten. D, Ergebnis mit einem Serum
eines Patienten mit IgG-EBA. E, Ergebnis mit einem Serum eines Patienten mit IgA-EBA. Die
schwarzen Balken entsprechen jeweils 200 um. Die Dreieckspfeile zeigen die dermo-epidermale
Separation.
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nanten Autoantikorper in vergleichbaren Dosen eingesetzt werden kdnnen und der volle
Sattigungsbereich ausgenutzt wird.
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ABBILDUNG 3.5 — Bestimmung der optimalen Konzentrations-Dosen der rekombinanten
Autoantikorper mittels indirekter Inmunfluoreszenz. Schnitte humaner neonataler Vorhaut
wurden mit Dylight 488 markierten rekombinanten IgA1-, IgA2- und IgG1-Autoantikérpern in-
kubiert. Das Fluoreszenzsignal wurde mittels Immunfluoreszenzmikroskopie und Imaged ana-
lysiert. Die Intensitat des Fluoreszenzsignals der DEJ wurde auf das Hintergrund-Signal der
Epidermis normalisiert. Dargestellt ist die nicht-lineare Sigmoid-Regressionskurve. Die gepunk-
teten vertikalen Linien markieren den Wendepunkt der Sigmoidfunktion, die gestrichelten Linien
die Konzentrationen zwischen 5% und 95% der Sattigung. Die Punkte stellen das normalisierte
Fluoreszenzsignal des jeweiligen Antikérpers (IgA1, IgA2 und IgG1) und der graue Bereich die
Streuung der Messwerte um die Sigmoid-Regressionskurve dar .

3.6 Induktion einer dermo-epidermalen Separation
durch rekombinante IgA-Autoantikorper im ex vivo
Modell blasenbildender Dermatosen

Fdr die Untersuchung der Fahigkeit rekombinanter Autoantikbrper vom IgA-Subtyp eine
DES zu induzieren, wurde das unter Abschnitt 3.4 auf Seite 39 beschriebene Versuchs-
modell verwendet. Die eingesetzten Dosen stellten eine Konzentration der rekombinan-
ten Autoantikdrper im Bereich zwischen 5% und 95% der Sattigung sicher (Abb. 3.5).
Hierzu wurde mittels Immunfloureszenz die Bindungsfahigkeit der rekombinanten Auto-
antikérper an die DEJ ermittelt und die Dosen wie bereits unter Abschnitt 3.5 auf Seite
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40 beschrieben bestimmt. Der Versuch wurde mehrfach (n=20) mit Leukozytenprapara-
tionen von verschiedenen Spendern (n=15) wiederholt. Um eine gute Qualitat der Da-
ten sicherzustellen, wurden auch hier fur die folgenden Analysen lediglich Experimente
verwendet, in denen die Positivkontrolle (BP-Patienten-Seren) mehr als 50% DES indu-
zierte. Zur Bewertung der Dosisabhangigkeit wurden der Jonckheere-Terpstra-Test und
die Bonferroni-Holm-Korrektur verwendet. Die rekombinanten Autoantikorper vom IgA-
Subtyp induzierten im Median eine DES von Uber 20% (Intervall von 0% bis 100%) mit
einer klaren Dosisabhangigkeit far IgA1 (p = 0.000998) und IgA2 (p = 0.000173) (Abb.
3.6 B, Cund D).
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ABBILDUNG 3.6 — Rekombinante IgA1- und IgA2-Antikorper induzierten ex vivo dosi-
sabhangig eine dermo-epidermalen Separation. Rekombinant Autoantikérper der IgA1- und
IgA2-Subklassen wurden in verschiedenen Konzentrationen mit Kryoschnitten von Neugebore-
nenvorhaut inkubiert. Die Konzentrationen der Antikdrper wurden anhand einer Titrierung so
angepasst, dass sie Bereich zwischen 5% (normierte Verdiinnungstufe 81) und 95% (normierte
Verdinnungstufe 1) der Sattigung aller Bindungsstellen umfassen (siehe Abb. 3.5). Nachfolgend
wurden die Kryoschnitte mit frisch isolierten Leukozyten gesunder Spender inkubiert. A, B, gra-
phische Darstellung der dermalen Spaltbildung (DES) durch IgA1 (A) bzw. IgA2 (B) in Prozent
mittels gemischtem Box-Whisker/Scatter-Plot. Jeder Punkt entspricht einem unabhangigen Ex-
periment. Mittels Jonckheere-Terpstra-Trend-Test zeigt sich eine signifikante Dosisabhangigkeit
der Spaltbildung bei IgA1 (p < 0.001) und IgA2 (p < 0.001). Darunter gezeigt sind reprasentative
mikroskopische Aufnahmen von Proben mit rekombinantem IgA1 (C) und IgA2 (D). Die schwar-
zen Balken entsprechen jeweils 200 um. Die Dreieckspfeile zeigen die dermo-epidermale Se-
paration.
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4 Diskussion

In der Pathogenese subepidermal blasenbildender Autoimmundermatosen wie bulléses
Pemphigoid (BP) und Epidermolysis bullosa acquisita (EBA) spielen Autoantikorper ge-
gen Strukturproteine der Haut eine entscheidende Rolle. Bei der EBA handelt es sich
um Autoantikérper gegen Typ VII Kollagen (Woodley et al. , 1988), beim BP dagegen
sind die Autoantikorper gegen Bestandteile der Hemidesmosen BP180 (synonym Typ
XVII Kollagen) und BP230 gerichtet (Giudice et al. , 1992; Stanley et al. , 1981). Die
EBA prasentiert sich in verschiedenen Subformen (Remington et al. , 2008), wobei ins-
besondere die entzindliche von der mechano-bullosen Form unterschieden wird. Ne-
ben dem Befall der Haut treten zudem Varianten mit einer Beteiligung der Schleimhaute
auf, die Ahnlichkeiten mit Schleimhautpemhigoid haben (Buijsrogge et al. , 2011). We-
sentliches Problem bei der Diagnose der EBA ist der nur geringe Titer von zirkulieren-
den Autoantikérpern, wodurch die molekulare Diagnostik und die Unterscheidung zum
bulldsen Pemphigoid sehr erschwert wird. Eine Méglichkeit zur Unterscheidung ist die
aufwandige Kochsalzbehandlung von Hautbiopsaten, um die Ablagerung der Autoan-
tikorper genauer zu differenzieren. Eine weitere, kirzlich beschriebene Methode ist die
Unterscheidung von n-Riffelung (n-serrated pattern) und u-Riffelung (u-serrated pattern)
in extradiinnen Kryoschnitten von Hautbiopsaten (Terra et al. , 2013). Im Wesentlichen
wird beschrieben, dass die Autoantikdrper vom IgG-Typ am haufigsten vorkommen, je-
doch auch IgA vorliegen kann (Delgado et al. , 2011). In einer Population mit unseren
Kooperationspartnern, die uns auch diverse Seren von Patienten mit IgA-EBA flir ex-
perimentelle Untersuchungen zur Verfligung gestellt haben, wird knapp bei der Halfte
der Patienten eine IgA-Reaktivitat gegen Typ VIl Kollagen gefunden, meist gemischt mit
IgG. In einem Drittel der Patienten liegt eine ausschlieBliche IgA-Reaktivitat vor (Buijs-
rogge et al. , 2011). Im Vergleich dazu findet sich beim BP in 25% der Falle eine IgA-
Reaktivitat gegen Typ XVII Kollagen (Csorba et al. , 2011).
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4.1 Krankheitsrelevanz der Autoantikorper
subepidermal blasenbildender
Autoimmundermatosen

Bei BP und EBA wurde die Pathogenitat von IgG-Autoantikdrpern wiederholt und in
unabhangigen Modellen nachgewiesen (Ludwig et al. , 2013; Schmidt & Zillikens, 2013).
Im einzelnen wurde flr BP und EBA gezeigt, dass

1. die Titerhdhe der zirkulierenden Autoantikérper mit der Krankheitsaktivitat bei Pa-
tienten korreliert

e beim bullésen Pemphigoid (Dopp et al. , 2000; Feng et al. , 2008; Mutasim,
2000; Schmidt et al. , 2000c; Sitaru et al. , 2005)

e bei der Epidermolysis bullosa acquisita (Kim et al. , 2013; Lee et al. , 2012;
Saleh et al. , 2011)

2. Immununkomplexe mit anti-Typ-VIl-Kollagen- bzw. anti-Typ-XVII- Kollagen-Auto-
antikérpern in-vitro neutrophile Granulozyten aktivieren (Jordon et al. , 1985; Yu
etal.,2010; Zhao et al. , 2006)

3. anti-Typ-Vll-Kollagen- bzw. anti-Typ-XVII-Kollagen-Autoantikdrper ex-vivo nach Zu-
gabe neutrophiler Granulozyten eine dermo-epidermale Spaltbildung induzieren
(Recke et al. , 2010; Shimanovich et al. , 2004; Sitaru et al. , 2002a,b)

4. der Autoantikérpertransfer in Mausen ein experimentelles BP/EBA induziert (Csor-
ba et al. , 2012; Liu et al. , 1993; Sitaru et al. , 2005)

5. Immunisierung mit rekombinanten Fragmenten des Typ VII bzw. Typ XVII Kolla-
gens in suszeptiblen Mausstammen eine der menschlichen Erkrankung entspre-
chende Symptomatik induziert (Hirose et al. , 2011; Sitaru et al. , 2006)

Die SchlUsselrolle der Autoantikdrper in der Pathogenese blasenbildender Autoimmun-
dermatosen hat eine wesentliche Bedeutung flr die Diagnostik und die Therapie dieser
Erkrankungen. Durch den Nachweis der Autoantikdrper im Serum steht ein direkter Sur-
rogatparameter fir die Krankheitsaktivitat zur Verfligung, welcher fur Verlaufskontrollen
und die Durchfihrung der Therapie von Bedeutung ist. Dieses ist insbesondere wichtig,
weil der Nachweis von zirkulierenden Autoantikbrpern auch bei klinisch inapparenten
Fallen ein Hinweis auf einen noch bestehenden Therapiebedarf oder die Gefahr eines
Rezidivs anzeigen kann.

Des weiteren gibt es Ansatze, die krankmachenden Autoantikérper aus dem Serum
durch spezielle Aphereseverfahren zu entfernen, um auf diese Weise diese Erkran-
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kungen gezielt zu behandeln. Bisher ist es allerdings erst moglich, insbesondere die
IlgG-Fraktion im Rahmen einer (Protein-A) Immunadsorption zu entfernen, was jedoch
nur unspezifisch auf die AutoantikGrpertiter wirkt (Eming & Hertl, 2006; Recke et al. ,
2011; Schmidt & Zillikens, 2010; Schmidt et al. , 2003). Spezifisch auf Autoantikdrper
zielende Verfahren befinden sich in der Entwicklung.

Im Falle von IgA-Autoantikdrpern bei subepidermal blasenbildenden Dermatosen wur-
de die Pathogenitat bisher nur indirekt nachgewiesen (van der Steen et al. , 2012). Die-
ses mag mit der Schwierigkeit zusammenhangen, IgA-Autoantikérper in genligender
Menge und Reinheit, insbesondere ohne Kontamination mit IgG-Autoantikérpern, aus
Patientenseren aufzureinigen und zu untersuchen. Erst seit kurzem steht mit Peptid
M-Agarose eine kommerziell verfligbare Matrix zur einfachen Affinitatsaufreinigung von
IgA1 und IgA2 zur Verfigung, welche ein IgA-bindendes Protein von Streptococcus
species verwendet (Sandin et al. , 2002). Zur Entwicklung von diagnostischen und the-
rapeutischen Verfahren bei IgA-vermittelten Autoimmundermatosen ist es grundlegend,
die pathogenetische Wirkung von IgA-Autoantikdrpern nachzuweisen.

4.2 Pathogenitat von IgG-Autoantikdrpern gegen Typ
VIl und Typ XVII Kollagen

Werden Immunkomplexe (IC) durch Inkubation von IgG-AutoantikGrper mit den entspre-
chenden Antigenen in 96-well Platten generiert, flhrt hier die Zugabe neutrophiler Gra-
nulozyten zu deren Aktivierung. Neben dem Nachweis von ROS ist der Nachweis von
Elastase im Uberstand méglich, welches die Aktivierung der neutrophilen Granulozyten
weiter dokumentiert (Kulkarni et al. , 2011; Yu et al. , 2010).

Bereits vor diesem in-vitro Nachweis konnte ex-vivo das blasenbildende Potential von
sowohl anti-Typ-XVII-Kollagen (Sitaru et al. , 2002a) als auch anti-Typ-VII-Kollagen-
lgG (Sitaru et al. , 2002b) nachgewiesen werden. Hier wurden Gefrierschnitte huma-
ner Haut mit Serum, mit aus Serum aufgereinigten IgG, mit an spezifisch an Autoan-
tigenen affinitatsaufgereinigtem IgG oder mit monoklonalen Antikérpern (Recke et al. ,
2010) in Anwesenheit von neutrophilen Granulozyten inkubiert. Dies flhrte zur dermo-
epidermalen Spaltbildung, welche die Blasenbildung bei den Patienten wiederspiegelt.
Die Induktion dieser dermo-epidermalen Spaltbildung war sowohl von der Bildung von
ROS (Chiriac et al. , 2007) als auch von proteolytischen Enzymen (Shimanovich et al. ,
2004) abhangig. Eine differentielle Untersuchung verschiedener Isotypen von anti-Typ-
VIlI-Kollagen-IgG-Antikdrpern zeigte, dass bestimmte Isotypen (IgG1 und 3) in der La-
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ge sind, die dermo-epidermale Spaltbildung zu induzieren, wahrend andere Isotypen
(IgG2 und 4) dieses Potential trotz Bindung an die dermo-epidermale Junktionszone
nicht aufweisen (Recke et al. , 2010).

Die in-vivo Pathogenitat von Antikorpern gegen Typ XVII Kollagen konnte bereits vor
zwanzig Jahren (1993) nachgewiesen werden. Liu und Kollegen generierten Kaninchen
anti-Typ-XVII-Kollagen-Antikérper, welche nach Injektion in neonatale Mause innerhalb
von 24-48 Stunden eine subepidermlae Blasenbildung induzieren (Liu et al. , 1993).
In Folge wurde dieses Modell zur Aufklarung der Pathogenese des bullésen Pemphi-
goids verwendet (Heimbach et al. , 2009; Leighty et al. , 2007; Liu, 2004). Des Wei-
teren gelang der Nachweis der Pathogenitat von IgG-Antikorpern gegen Typ XVII Kol-
lagen, welche aus Patientenseren isoliert wurden, in transgenen Mausen. Bei diesen
Mausen wurde das murine Gen des Typ XVII Kollagen ausgeschaltet und durch das
menschliche Gen ersetzt (COL17-humanisierte Mause). Nach Injektion von IgG aus
Seren von BP-Patienten konnte in diesen Tieren ein experimentelles bulléses Pemphi-
goid hervorgerufen werden (Nishie et al. , 2007; Ujiie et al. , 2010). Darlber hinaus
sind Lymphozyten-Transfer-Modelle des BP entwickelt worden (Ujiie et al. , 2012), bei
denen Milzzellen von Mausen nach Immunisierung mit menschlichen Typ XVII Kollagen
in COL17-humanisierte Mause tbertragen wurden und auf diese Weise zur Erkrankung
fOhrten. Ein aktives Mausmodell in ausgewachsenen Tieren wurde erst vor kurzem ent-
wickelt. Dabei wurde die Immuntoleranz in suszeptiblen Mausstammen durch Immuni-
sierung mit Fragmenten des Typ XVII Kollagens in Kombination mit einem besonderen
Adjuvans (Titermax) durchbrochen. Nach mehrmaliger Immunisierung mit Fragmenten
des Typ XVII Kollagen entwickelten die Mause zirkulierendes und gewebsgebundenes
anti-Typ-XVII-Kollagen-IgG. Es konnte eine Komplementablagerung an der dermo-epi-
dermalen Junktionszone gezeigt werden und ca. 50% der Tiere entwickelten eine Kli-
nisch manifeste subepidermale Autoimmundermatose, die dem humanen BP entspricht
(Hirose et al. , 2011).

Die in-vivo Pathogenitat der IgG-Autoantikdrper gegen Typ VIl Kollagen wurde 2005 von
zwei unabhangigen Arbeitsgruppen erbracht. Hierbei wurde ein passives Transfermo-
dell verwendet, bei dem IgG-Antikérper aus immunisierten Kaninchen in Mause injiziert
wurden. Injektion von Kaninchen-IgG gegen murines (Sitaru et al. , 2005) bzw. humanes
(Woodley et al. , 2005) Typ VIl Kollagen rief in Mausen eine der menschlichen Erkran-
kung entsprechende subepidermal blasenbildende Autoimmundermatose hervor. Diese
passiven Transfermodelle wurden weiterentwickelt, charakterisiert und teilweise modifi-
ziert. Eine experimentelle EBA laf3t sich in verschiedenen Ein- und Auszuchtmauslinien
durch den Transfer von

48



1. humanen IgG-Antikérpern aus EBA-Patienten in SKH-1 Mause (Woodley et al. ,
2006)

2. gegen die CMP-Domane (Cartilage Matrix Protein) aufgereinigte humane IgG in
SKH-1 Mause (Chen et al. , 2007)

3. Kaninchen-anti-Maus-vWFA2-IgG-Antikorpern in verschiedene Auszuchtstamme
(lwata und Vorobyev, Arbeitsgruppe Autoimmunitat, im Druck)

4. Kaninchen-anti-Mensch-Typ-VII-Kollagen-Antikorper in COL7-humanisierte Mause
(COL7 m-/-,h+) (Vorobyev, Arbeitsgruppe Autoimmunitat, mindliche Mitteilung)

hervorrufen.

Neben diesem passiven Transfer von 1gG kann eine experimentelle EBA in Mausen
auch durch aktive Immunisierung mit verschiedenen Antigenen, die innerhalb der im-
mundominanten NC1-Domane des Typ VIl Kollagen lokalisiert sind, induziert werden.
Hier wurden Protokolle mit mehrmaliger (Sitaru et al. , 2006) und einmaliger Immunisie-
rung (Ludwig et al. , 2011) beschrieben. Nach Immunisierung entwickeln die meisten
Inzuchtmausstamme zirkulierende und gewebsgebundene IgG-Autoantikérper gegen
murines Typ VIl Kollagen. Jedoch nur sehr wenige Stamme entwickeln eine klinisch
manifeste subepidermale blasenbildende Autoimmundermatose, die der menschlichen
EBA entspricht (Ludwig et al. , 2013). Unverodffentlichte Daten der Arbeitsgruppe zeigen,
dass in einem der Immunisierungs-induzierten EBA-Mausmodelle auch IgA-Antikorper
gebildet werden; Typ VII Kollagen spezifische IgE-Autoantikbrper wurden in diesem Mo-
dell nicht nachgewiesen. Allerdings reicht der alleinige Transfer von IgG erkrankter Tiere
aus, um in gesunden Tieren eine EBA zu induzieren (Sitaru et al. , 2006). Daher ist die
Pathogenitat der IgG-Autoantikérper gegen Typ VII Kollagen klar belegt, wahrend die
Pathogenitat von IgA-Autoantikdrpern bei diesen Erkrankungen bisher noch unklar ist.

4.3 Pathogenitat von IgA-Autoantikorpern

Es gibt verschiedenene chronisch-entziindliche Krankheiten, in denen die Pathogenitat
von IgA-Antikérpern bereits belegt wurde: Hierzu gehdren Zdliakie, IgA-Nephropathie,
Purpura-Schoénlein-Hennoch, IgA-Pemphigus, Dermatitis herpetiformis Duhring und die
lineare IgA-Dermatose (Brandtzaeg, 2010; Ebert, 2008; Mihai & Sitaru, 2007; Monteiro,
2007; Zone et al. , 2004). In diesen Erkrankungen wurden Ablagerungen von Immun-
komplexen, welche aus IgA-Antikérpern und Antigen bestehen, nachgewiesen. Die Pa-
thogenitat von IgA-Immunkomplexen soll hier beispielhaft anhand der IgA-Nephropathie
beschrieben werden (Suzuki et al. , 2011). Bei dieser Erkrankung findet sich vermehrt
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ein erhohter Spiegel von zirkulierenden IgA-AntikGrpern mit Galaktose-defizientem O-
Glykan in der Hinge-Region (Berthoux et al. , 2012). Gegen diese Galaktose-defizi-
enten IgA-Antikdrper werden aus bisher nicht geklarten Griinden Antikérper entwi-
ckelt und es entstehen IgA-Autoimmunkomplexe. Die Ablagerung dieser Immunkomple-
xe im glomerularen Mesangium induziert eine Aktivierung der Mesangiumzellen. Dar-
aus resultiert u.a. die Sekretion von Zytokinen und Chemokinen, welche durch ihre
entzindungsférdernde Wirkung eine Zerstérung der Niere induzieren (Novak et al. ,
2013). Fur die Pathogenese der IgA-Nephropathie sind die IgA-Antikérper somit nicht
allein ausreichend.

Die Pathogenitat von IgA-Autoantikdrpern gegentiber der dermo-epidermalen Junkti-
onszone der Haut ist bisher nicht detailliert untersucht worden. Jedoch weisen klinische
Beobachtungen auf eine potentielle Pathogenitat von IgA-Autoantikorpern gegen Struk-
turproteine der Haut hin: Bei vielen blasenbildenden Autoimmundermatosen lassen sich
IgA-Autoantikrper gegen Strukturproteine der Haut nachweisen (siehe Tabelle 1.1 auf
Seite 8). Zum Beispiel bei der EBA liessen sich in einer retrospektiven Studie von Kim
etal. (2011) bei rund 80% der Patienten IgG-Autoantikérper nachweisen, bei Uber ei-
nem Drittel der Patienten IgG und IgA. Beim bullésen Pemphigoid lasst sich bei der
Uberwiegenden Zahl der Patienten in Biopsien eine Ablagerung von IgG nachweisen,
gelegentlich ist diese jedoch auch mit einer schwachen linearen Ablagerung von IgA
und IgE assoziiert. In einer Studie von Kromminga et al. (2000) mit 40 Patienten lie-
Ben sich im Serum bei 98% der Patienten IgG-Autoantikdrper gegen Typ XVII Kollagen
nachweisen. Zusatzlich konnten aber bei 88% der Patienten auch IgA-Autoantikorper
gegen Typ XVII Kollagen nachgewiesen werden. Beim Schleimhautpemhigoid lassen
sich entweder IgG- oder IgA-Antikérperablagerungen an der dermo-epidermalen Junk-
tionszone nachweisen (Espana et al. , 2005). Im Serum konnten sogar bei Uber 60%
der Patienten IgA-Autoantikérper nachgewiesen werden (Oyama et al. , 2006; Schmidt
etal.,2001).

In einigen Fallen lassen sich auch tUberwiegend oder ausschlie3lich IgA-Autoantikorper
nachweisen. Zu diesen Erkrankungen zahlen der IgA-Pemphigus (Tsuruta et al. , 2011),
die Dermatitis herpetiformis Duhring (Nakajima, 2012) und auch die IgA-EBA (Vodegel
et al. , 2002). Bei einigen blasenbildenden Autoimmundermatosen sind IgA-Autoan-
tikdrper namensgebend, wie bei der linearen IgA-Dermatose (LAD). Allerdings wird trotz
des Namens nur in wenigen Fallen IgA allein nachgewiesen. Bei der Uberwiegenden
Zahl der Falle der Patienten Iasst sich auch eine IgG-Reaktivitat gegen Typ XVII Kolla-
gen nachweisen. In einer Studie mit 40 Patienten lieBen sich bei 68% IgA- und bei 76%
lgG-Autoantikdrper gegen Typ XVII Kollagen nachweisen (Kromminga et al. , 2000). Ins-
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besondere die Manifestation blasenbildender Autoimmundermatosen ohne Nachweis
einer lgG-Reaktivitat gegen Strukturproteine der Haut deutet darauf hin, dass IgA-Au-
toantikérper in der Lage sind in-vivo Blasen zu induzieren.

Diese Annahme wurde kurzlich experimentell weiter untermauert: van der Steen und
Kollegen konnten nachweisen, dass (1) in Kryoschnitten von LAD-Patienten FcaRI-po-
sitive Granulozyten im dermalem Infiltrat mit IgA-AntikGrpern kolokalisiert sind, (2) diese
Granulozyten zu IgA-Ablagerungen migrieren und (3) Serum von LAD-Patienten ex-vivo
in der Lage ist, eine dermo-epidermale Spaltbildung zu induzieren. Diese Spaltbildung
wurde komplett durch Zugabe von gegen Fca-Rezeptor | gerichtete MIP8a-Antikdrper
blockiert (van der Steen et al. , 2012). Diese Daten weisen auch auf eine potentielle
Pathogenitat der IgA-Autoantikdrper hin. Allerdings sind diese Daten nicht beweisend,
da wie erwahnt in 76% der LAD-Patienten auch IgG gegen Typ XVII Kollagen nachge-
wiesen wird und die Spaltbildung daher auch durch IgG vermittelt worden sein kdnnte.
Weiterhin ware es moglich, dass die Bindung des MIP8a-Antikorpers indirekt die Ak-
tivierung der Neutrophilen durch IgG-Immunkomplexe bewirkt (Zhang et al. , 2000).
Daher weisen diese Untersuchungen auf eine potentielle pathogene Rolle der IgA-Au-
toantikdrper bei blasenbildenden Autoimmundermatosen hin, sind jedoch nicht in letzter
Konsequenz beweisend.

4.4 Pathogenetische Wirkung rekombinanter
IgA-Autoantikorper gegen Typ VIl Kollagen

In der Arbeitsgruppe konnten klrzlich rekombinante 1gG-Autoantikdrper gegen huma-
nes Typ VIl Kollagen hergestellt werden. Dabei wurden variable Domanen, die gegen
das menschliche Typ VII Kollagen gerichtet sind, mittels Phage-display aus immuni-
sierten Mausen selektiert. Durch rekombinante Fusion mit schweren und leichten kon-
stanten Domanen menschlicher Immunglobuline wurden komplette Antikorper erzeugt,
welche sich zwar in ihren Isotypen, nicht jedoch in ihren Idiotypen unterschieden (Recke
et al. , 2010). Mit Hilfe dieser Autoantikrper konnte erstmals die in-vitro- und ex-vivo-
Pathogenitat der verschiedenen IgG-Subklassen sehr prazise charakterisiert werden.
Flr diese Arbeit wurden Konstrukte verwendet, bei denen die variablen Domanen an
menschliche konstante Domanen von IgA1 und IgA2 geflanscht wurden. Somit stan-
den fir diese Arbeit hochreine IgA-Autoantikbrper mit definierter Spezifitat und ohne
Beimischung anderer Isotypen zur Verflgung.
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Unter Verwendung dieser rekombinanten IgA-Autoantikdrper gegen humanes Typ VII
Kollagen konnte ich in dieser Arbeit zeigen, dass

1. die rekombinanten IgA-Autoantikdrper an natives Kollagen Typ VIl in der indirekten
Immunfluoreszenz binden

2. rekombinante IgA-Autoantikorper im Immunoblot mit humanen dermalen Extrak-
ten an 290 kDa grof3e, dem Kollagen Typ VIl entsprechende, Proteine binden

3. rekombinante Autoantikorper IgA1 und IgA2 im indirekten Komplementbindungs-
test unfahig sind, eine C3b Ablagerung an der dermo-epidermalen Junktionszone
zu induzieren

4. Autoimmunkomplexe aus IgA1- und IgA2-Autoantikdrpern die Produktion von re-
aktiven Sauerstoff-Spezies aus neutrophilen Granulozyten induzieren

5. die Menge der ROS-Produktion dabei positiv mit der IgA1- und IgA2-Antikorper-
konzentration korreliert

6. Seren von Patienten mit IgA-EBA eine Leukozyten-abhangige Spaltbildung an der
dermo-epidermalen Junktionszone induzieren

7. rekombinante IgA-Autoantikérper ebenso eine Leukozyten-abhangige Spaltbildung
induzieren, bei welcher das Ausmalf3 positiv mit der IgA-Autoantikdrperkonzentra-
tion korreliert.

Auf die Bedeutung der einzelnen Befunde soll im Folgenden im Detail eingegangen
werden.

Rekombinante IgA1- und IgA2-Autoantikorper binden Typ VIl Kollagen in
Kryoschnitten und Proteinextrakten menschlicher Haut

Flar den Nachweis von zirkulierenden AutoantikGrpern werden im Routinelabor im We-
sentlichen die Reaktivitat in der indirekten Immunfluoreszenzmikroskopie sowie auf
Westernblots dermaler Extrakte verwendet. Nach Inkubation der Substrate mit Patien-
tenseren erfolgt der Nachweis von IgG- und IgA-Reaktivitat durch nachfolgende Inkuba-
tion mit anti-human-IgG und anti-human-IgA-Antikérpern. Um die Vergleichbarkeit der
rekombinanten IgA-Autoantikdrper mit Autoantikorpern von EBA-Patienten zu demonst-
rieren, wurde ihre Reaktivitat auf Kryoschnitten menschlicher Neugeborenenvorhaut in
der indirekten Immunfluoreszenzmikroskopie sowie mit einer 290 kDa-Bande auf Wes-
ternblots von Extrakten menschlicher Haut (dermalen Extrakten) untersucht. Hierbei
zeigte sich eine Reaktivitat, wie sie auch bei Seren von Patienten mit IgA zu erwarten
ist.
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Die Bindung der Autoantikorper an Typ VIl Kollagen und somit die Ausbildung von immo-
bilisierten Immunkomplexen stellt den ersten Schritt der Autoantikérper-induzierten Ge-
webeschadigung bei EBA, BP und anderen subepidermalen blasenbildenden Autoim-
mundermatosen dar (Ludwig et al. , 2013). Nach der Bildung der anti-Typ2-VII-Kollagen-
Autoantikorper binden diese relativ rasch ihr vorwiegend in der Haut gebundenes Auto-
antigen. Im Autoantikérpertransfer-Modell der EBA lassen sich IgG- AntikGrper bereits
24 Stunden nach ihrer s.c. Applikation an anderen Stellen der Haut mittels direkter Im-
munfluoreszenzmikroskopie nachweisen (Ishii et al. , 2011). Unveroffentlichte Daten der
Arbeitsgruppe zeigen, dass anti-Typ-VII-Kollagen-IgG innerhalb von wenigen Minuten
in der Haut nachweisbar sind. Im neonatalen Mausmodell sind die subkutan injizierten
Antikérper zudem noch nach 24 Stunden nach ihrer Applikation als lineare Ablagerung
entlang der DEJ nachweisbar (Liu, 2004; Woodley et al. , 2005). Die pathogenetische
Wirkung dieser Imunkomplexe in der Haut ist bisher vollig unbekannt.

Bei anderen Autoantikdrper-vermittelten Autoimmunerkrankungen, wie der rheumatoi-
den Arthritis, konnte gezeigt werden, dass zirkulierende Immunkomplexe die vaskulare
Permeabilitat am Zielorgan (Gelenk) erhdhen und somit zur Pathogenese der Erkran-
kung beitragen (Binstadt et al. , 2006). Es ist anzunehmen, dass im Falle I6slicher
Autoantigene ein ahnlicher Pathomechanismus bei blasenbildenden Autoimmunderma-
tosen vorliegt. Fir Typ XVII Kollagen ist eine l6sliche Ektodomane bekannt (Nishie
et al. , 2011), fir welche eine ahnlich geartete Ausbildung von zirkulierenden IgA-
Immunkomplexen denkbar ist. Im Falle von Typ VII Kollagen ist bekannt, dass dieses
Protein vor seiner Organisation in Ankerfibrillen in einer I16slichen Form existiert. Topisch
angewendetes Iosliches Typ VIl Kollagen flgte sich problemlos in die Ankerfibrillen der
epidermalen Basalmembran ein (Wang et al. , 2013). Es ist sogar moglich, dieses Pro-
tein intravends zu injizieren, um Patienten mit rezessiver dystrophischer Epidermolysis
bullosa (RDEB) zu behandeln (Konferenzmitteilung David Woodley). Es ist jedoch nicht
bekannt, ob zirkulierende Immunkomplexe mit Typ VII Kollagen bei Patienten mit EBA
ausgebildet werden.

Rekombinante IgA1- und IgA2-Autoantikorper sind nicht in der Lage, eine
Komplementaktivierung an der dermo-epidermalen Junktionszone zu bewirken

Ein tyischer Befund bei blasenbildenden Autoimmundermatosen ist die Ablagerung von
Komplementfaktor C3 an der dermo-epidermalen Junktionszone. In einigen Erkrankun-
gen wie dem Pemphigoid gestationis kann der Nachweis von IgG-Ablagerungen an der
dermo-epidermalen Junktionszone véllig fehlen, so dass C3-Ablagerung dann oftmals
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der einzige Hinweis auf das Vorliegen dieser blasenbildenden Autoimmundermatose ist.
Bei der EBA findet sich ebenfalls oft eine Ablagerung von Komplementfaktor C3, wobei
diese aber auch fehlen kann. C3-Ablagerungen finden sich auch im Falle einer aus-
schlieBlichen IgA-Reaktivitat (Buijsrogge et al. , 2005), obwohl IgA ein ausgesprochen
schlechter Aktivator von Komplement ist (Bogers et al. , 1991; Daha et al. , 2011). In
den fur diese Arbeit durchgefihrten Versuchen konnte demonstriert werden, dass IgA1
und IgA2 zwar an die dermo-epidermale Junktionszone binden, aber selbst bei Kon-
zentrationen, die alle Bindungsstellen absattigen, keine Ablagerung von Komplement
hervorrufen kdnnen. Dieses spricht daflir, dass bei Varianten der IgA-EBA, bei denen
zusatzlich Komplementablagerungen an der dermo-epidermalen Junktionszone gefun-
den werden, auch eine Autoreaktivitat von IgG vorhanden ist. Diese ist moglicherweise
jedoch so gering, dass sie auf direktem Wege nicht nachweisbar ist.

Die fehlende Fahigkeit von IgA-Autoantikdrpern, Komplement zu aktivieren, hat Konse-
quenzen fir das Pathogenesemodell IgA-vermittelter Erkrankungen. Bei den meisten
subepidermalen blasenbildenden Autoimmundermatosen fihrt die alleinige Bindung
der Autoantikorper nicht zur Blasenbildung. Vielmehr sind eine Reihe Fc-vermittelter
Mechanismen beschrieben, die zur Generierung eines pro-inflammatorischen Mileus
in der Haut beitragen. Dies fuhrt zur Extravasation von Leukozyten in die Haut, die
dann letztendlich zur Blasenbildung fihrt. Eine wichtige Funktion des Fc-Fragmentes
der lgG-Antikdrper ist die Aktivierung des Komplementsystems Uber den klassischen
Weg (Karsten & Kohl, 2012; Kemper & Kohl, 2013; Kohl & Gessner, 1999). In experi-
mentellen Modellen der Autoantikérper-induzierten Gewebeschadigung konnte sowohl
fr das bullése Pemphigoid (Heimbach et al. , 2009; Liu et al. , 2008) als auch flr die
EBA (Mihai et al. , 2007; Sitaru et al. , 2005)) gezeigt werden, dass die Aktivierung des
Komplementsystems fir die Blasenbildung notwendig ist. In beiden Modellen waren
Komplementfaktor C5-defiziente Mause (fast) komplett vor der Induktion eines experi-
mentellen BP/EBA geschiitzt (Schmidt & Zillikens, 2013). Interessanterweise zeigten
die Modelle des BP und der EBA Unterschiede hinsichtlich der Aktivierung des Kom-
plementsystems. Bei dem experimentellen bullosen Pemphigoid in neonatalen Mausen
wurde gezeigt, dass die Induktion einer Blasenbildung abhangig von Komplementfak-
tor C5 ist. Die Antikdrper des bulldsen Pemphigoid fihren somit zu einer Aktivierung
des Komplementsystems Uber den klassischen Weg. Im Gegensatz hierzu spielte die
Komplementaktivierung tUber den alternativen Weg in der experimentellen EBA eine we-
sentliche Rolle (Mihai et al. , 2007). Neuere Daten der Arbeitsgruppe weisen darauf hin,
dass die Aktivierung des Komplementsystems an der Pathogenese der EBA beteiligt
ist. Die Immunisierung einer Auszuchtmauslinie (AIL) mit Typ VII Kollagen flhrte bei
den meisten der Tiere zur Bildung von anti-Typ-VII-Kollagen-1gG und in 33% der Tiere
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zur klinischen EBA-Manifestation (Ludwig et al. , 2011). In diesem Experiment war die
Komplementaktivierung mit der klinischen EBA Manifestation assoziiert. Dabei wurde
die Komplementaktivierung anhand der Ablagerung von Komplementfaktor C3 entlang
der dermo-epidermalen Junktionszone gemessen. Es konnte aber auch eine C3-Ab-
lagerung entlang der dermo-epidermalen Junktionszone in einigen klinisch gesunden
Tieren nachgewiesen werden.

Diese Befunde weisen darauf hin, dass nach der Bildung der Immunkomplexe in der
Haut weitere Mechanismen zur Rekrutierung von Leukozyten aus dem Blut in die Haut
notwendig sind. Diese kdnnten auch zur leukozytaren Infiltration bei IgA-vermittelten
blasenbildenden Autoimmundermatosen beitragen, da IgA allgemein ein schlechter Ak-
tivator des Komplementsystems ist (Bogers et al. , 1991; Daha et al. , 2011) und auch
in den in dieser Arbeit durchgefihrten Versuchen nicht zu einer Ablagerung von Kom-
plement an der dermo-epidermalen Junktionszone flihrte.

Die Komplementaktivierung fiihrt jedoch neben der Generierung eines chemotaktischen
Gradienten auch zur weiteren Aktivierung Fcy-Rezeptoren exprimierender Zellen. Die
Bindung von C5a erhdht die Expression aktivierender Fcy-Rezeptoren, wahrend die Ex-
pression des inhibitorischen Fcy-Rezeptors 11B reduziert wird (Godau et al. , 2004; Kars-
ten et al. , 2012; Kohl & Gessner, 1999). Durch diese Veranderung fuhrt die Bindung
dieser Zellen an Immunkomplexe zu einer verstarkten zellularen Aktivierung. Kirzlich
konnte auch eine Regulation der C5aR-induzierten pro-inflammatorischen Genregu-
lation durch Fcvy-Rezeptoren identifiziert werden (Karsten et al. , 2012). Die Bindung
hochgalaktosylierter Immunkomplexe an den inhibitorischen Fcvy-Rezeptor 1IB und an
Dectin-1 hemmt die pro-inflammatorische Signaltransduktion, die durch Bindung von
Cba an den C5a-Rezeptor induziert wird.

Neben der wichtigen Rolle an der Autoantikdrper-induzierten Gewebeschadigung bei
blasenbildenden Autoimmundermatosen und anderen Autoantikorper-vermittelten Er-
krankungen scheint das Komplementsystem auch in die Generierung von Immunant-
worten eingebunden zu sein. So konnte eine kontrare Rolle des Komplementsystems
beim Asthma beschrieben werden (Skokowa et al. , 2005): In Analogie zu den Autoim-
mundermatosen tragt die Aktivierung des Komplementsystems beim Asthma zur Patho-
genese der Effektorphase bei. Bei der Induktion des Toleranzverlustes beim experimen-
tellen Asthma scheint die Aktivierung des Komplementsystems jedoch eher immunmo-
dulatorische Eigenschaften aufzuweisen und die pathogenetische Th2-Immunantwort
in Richtung einer (beim Asthma) nicht pathogenen Th1-Immunantwort zu polarisieren
(Zhang et al. , 2010). Die Rolle des Komplementsystems bei der Autoantikdrperpro-
duktion im Rahmen von blasenbildenden Autoimmundermatosen ist vollig unklar. Bei
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Patienten mit bulldsem Pemphigoid wurde ein Th2-Zytokinmileu im Serum festgestellt
(D’Auria et al. , 1999). Die funktionelle Relevanz ist jedoch unklar. Bei experimenteller
EBA tragt eine Polarisierung zu einer Th1-Immunantwort entscheidend zur Pathogene-
se bei (Hammers et al. , 2011). Es ist somit davon auszugehen, dass eine Inhibition
der Komplementaktivierung wahrend des Toleranzverlustes gegenlber Strukturprote-
inen der Haut wahrscheinlich eher eine verstarkte pathologische Immunantwort indu-
zieren wirde. Daher sollte eine Therapie mit Eculizumab, einem Komplementinhibitor
gegenlber Protein 5 (Kelly et al. , 2011), bei Patienten mit bullésem Pemphigoid und
EBA bis zur weiteren Klarung der Rolle des Komplement-Systems in der Friihphase
dieser Erkrankungen eher nicht eingesetzt werden.

Darlber hinaus konnte im neonatalen BP-Mausmodell gezeigt werden, dass das Fc-
Fragment von Autoantikérpern Mastzellen und residente Makrophagen in der Haut ak-
tiviert. Dies wiederum bewirkt u.a. die Rekrutierung der neutrophilen Granulozyten, der
mafgeblichen Effektorzellen beim bullosen Pemphigoid (Liu, 2004) und der EBA (Lud-
wig, 2012; Ludwig et al. , 2013). Diese Befunde konnten jedoch bei der experimentellen
EBA bei adulten Mausen nicht reproduziert werden (Frank Petersen, Forschunszen-
trum Borstel, Deutschland, persénliche Kommunikation). Ob dieser Unterschied auf-
grund des differenten Alters der Mause oder aufgrund der Erkrankung an sich besteht,
ist momentan Untersuchungsgegenstand in der Arbeitsgruppe. Hierzu wurde kurzlich
ein Autoantikorpertransfer-Modell in adulten Mausen etabliert.

Neben diesen Fc-abhangigen Mechanismen, die zur Extravasation neutrophiler Gra-
nulozyten in die Haut beitragen, gibt es gute Hinweise auf weitere Fc-unabhangige
Ablaufe, die dies vermitteln kdnnen. Die Inkubation von Keratinozyten, welche Typ XVII
Kollagen auf ihrer Oberflache exprimieren, mit IgG-Autoantikdrpen von BP-Patienten
fihrt zur zeit- und dosisabhangigen Freisetzung von IL-6 und IL-8 (Schmidt et al. ,
2000a). Dies deutet darauf hin, dass Keratinozyten in der Lage sind Autoantikorper-
induzierte Entziindungsreaktionen zu modulieren. Ob die anti-Typ-XVII-Kollagen-indu-
zierte Zytokinfreisetzung aus Keratinozyten pro- oder anti-inflammatorische Eigenschaf-
ten aufweist, ist unklar. Im Modell der durch Autoantikdrpertransfer induzierten EBA
konnte gezeigt werden, dass IL-6 eindeutig anti-inflammatorische Eigenschaften auf-
weist (Samavedam et al. , 2013). Sowohl IL-6 defiziente Mause als auch mit anti-IL-6
behandelte Wildtyp Mause zeigten nach Injektion von anti-Typ-VIl-Kollagen-IgG eine
bis zu 2-fach verstarkte klinische Manifestation im Vergleich zu entsprechenden Kon-
trolltieren. Die Blockade des IL-6 trans-signalling (Rose-John, 2012; Scheller et al. ,
2006) hatte dagegen keinen Einfluss auf den klinischen Schweregrad der experimen-
tellen EBA. Im Gegensatz hierzu fiihrte die Applikation von rekombinantem IL-6 dosis-
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abhangig zu einer Reduktion der klinisch manifesten Blasenbildung; in hohen Dosen
fihrte die IL-6 Applikation sogar fast zu einer kompletten Inhibition der EBA-Induktion.
Diese Effekte des IL-6 waren vor allem mit der Induktion des IL-1 Antagonisten IL-1ra
verbunden. Darlber hinaus konnten die Effekte der IL-6 Applikation mit der Gabe des
IL-1ra Anakinra teilweise rekapituliert werden (Samavedam et al. , 2013). Dies weist auf
eine proinflammatorische Rolle des IL-1 bei der Autoantikorper-induzierten Blasenbil-
dung der EBA hin. Diese Annahme wurde durch Befunde an IL-1R defizienten Mausen
und an Mausen, die mit anti-ll1beta behandelt wurden, bestatigt. In diesen Tieren kam
es zu einer Reduktion der Autoantikorper-induzierten EBA. Darlber hinaus hatte die
Behandlung von an EBA erkrankten Mausen mit Anakinra therapeutische Effekte (Sa-
deghi, mindiche Mitteilung). Neben IL-1 und IL-6 beeinflusst IL-8 (bzw. dessen murine
Analoga) die Blasenbildung bei EBA. Die Blockade des CXCL1 und CXCL2 reduziert
den klinischen Schweregrad einer experimentellen EBA in einem prophylaktischen und
therapeuetischen Ansatz (Hirose et al. , 2013). Diese Fc-unabhangigen Mechanismen
tragen mit groBer Wahrscheinlichkeit zur Rekrutierung neutrophiler Granulozyten in die
Haut bei, wenn die in der Haut gebundenen Immunkomplexe aus IgA-Autoantikorpern
bestehen. Dies ist jedoch nicht experimentell nachgewiesen. Kirzlich hat die Arbeits-
gruppe die Entstehung von anti-Typ-VIl-Kollagen-lgA-Autoantkdrper nach Immunisie-
rung mit Fragmenten des Typ VIl Kollagens im aktiven Mausmodell festgestellt, wobei
deren Einbindung in die Krankheitsentwicklung noch unbekannt ist (lwata, mdndiche
Mitteilung).

Rekombinante IgA1- und IgA2-Autoantikorper aktivieren dosisabhangig
neutrophile Granulozyten und flihren zu einer dermo-epidermalen Spaltbildung

Um die Wirkung der rekombinanten Autoantikdrper auf zellulare Komponenten des an-
geborenen Immunsystems zu untersuchen, wurden zwei Krankheitsmodelle verwendet.

Beim ersten wurden Mikrotiterplatten mit Autoimmunkomplexen aus rekombinanten Frag-
menten des Typ VIl Kollagens und IgA1- sowie IgA2-Autoantikorpern beschichtet und
die Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) aus hinzugefligten gesunden
neutrophilen Granulozyten durch luminol-verstarkte Chemilumineszenz nachgewiesen.
Hierbei zeigte sich, dass sowohl IgA1 als auch IgA2 eine dosisabhangige Aktivierung
der ROS-Produktion bei den neutrophilen Granulozyten bewirkten. Diese war vergleich-
bar mit der von rekombinantem IgG1, welches als Positivkontrolle mitgeflihrt wurde.

Beim zweiten Krankheitsmodell wurden Kryoschnitte menschlicher Haut sowohl mit re-
kombinanten Autoantikérpern als auch mit Seren von Patienten mit IgA-EBA inkubiert
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und danach mit frisch isolierten Leukozyten beschichtet. Die Ausbildung einer Spaltbil-
dung zwischen Dermis und Epidermis wurde nach Hamatoxylin-Eosin-Farbung mikro-
skopisch bestimmt. Hierbei zeigte sich bei den Patientenseren eine ausgepragte dermo-
epidermale Spaltbildung, die zum Teil deutlich ausgepragter als bei der mitgeflhrten
Kontrolle mit Seren von Patienten mit IgG-EBA war. Ebenso zeigte sich nach der Inku-
bation mit rekombinanten IgA1- und IgA2-Autoantikorpern eine ausgepragte und dosi-
sabhangige Spaltbildung.

Hier spiegeln diese beiden Krankheitsmodelle zwei wichtige bekannte Pathogenese-
faktoren bei der EBA wieder: die Fc-Rezeptor abhangige Aktivierung von neutrophilen
Granulozyten (Kasperkiewicz et al. , 2012) und die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies
(Chiriac et al. , 2007). Dabei ist die Aktivierung von Zellen des angeborenen Immunsys-
tems letztlich der abschlieBende Schritt in der Pathogenese subepidermal blasenbilden-
der Autoimmundermatosen. Nach Extravasation der Effektorzellen aus dem Blutstrom
in die Haut erfolgt dort die Bindung an die Fc-Fragmente der in der Haut gebundenen
Immunkomplexe. Die wesentlichen Effektorzellen sind Gr-1 positive neutrophile Granu-
lozyten und ggf. Monozyten/Makrophagen (Chiriac et al. , 2007).

Im Fall der Fcy-Rezeptoren konnte bei dem experimentellem bullésen Pemphigoid in
neonatalen Mausen gezeigt werden, dass die Interaktionen zwischen den Fc-Fragmen-
ten der Immunkomplexe und den spezifischen Fcy-Rezeptoren essentiell fir die Pa-
thogenese der Blasenbildung sind (Heimbach et al. , 2009; Leighty et al. , 2007; Zhao
et al. , 2006). Erste Hinweise hierzu lieferte bereits die Beobachtung, dass Kaninchen-
anti-Maus-Typ-XVII-Kollagen-IgG-Antikérper, nicht aber die korrespondierenden F(ab)
Fragmente, in neonatalen Mausen ein experimentelles BP induzierten (Liu et al. , 1993).
Spatere Untersuchungen zeigten, dass Fcy-Rezeptor-defiziente Mause (FcyRIll-/- und
FcyRI&lll-/-), bei welchen die aktivierenden Fcy-Rezeptoren nicht exprimiert werden,
komplett gegeniber der Induktion eines experimentellen BP geschutzt sind (Zhao et al.
, 2006). Die Blockade einzelner aktivierender Fcy-Rezeptoren zeigte, dass die Pathoge-
nitat der Autoantikdrper ausschlieBlich Uber eine Bindung an FcyRIII vermittelt wurde,
wahrend der aktivierende FcyRI und der inhibitorische FcyRIIB keinen Einfluss auf die
Manifestation eines experimentellen BP hatten (Zhao et al. , 2006). Diese Befunde wur-
den in ex-vivo Modellen unter Verwendung von humanen Biomaterialen validiert: die
Blockade von FcyRIl und FcyRIll, nicht aber von FcyRl, fihrte zu einer fast komplet-
ten Inhibition der dermo-epidermalen Spaltbildung (Yu et al. , 2010). Diese Daten aus
experimentellen Modellen des bullésen Pemphigoid wurden im Wesentlichen bei expe-
rimenteller EBA bestatigt. Jedoch schienen auch Unterschiede zwischen den beiden
Modellen zu bestehen. In Analogie zu dem experimentellen BP in neonatalen Mausen
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fihrt allein die Injektion von Kaninchen-anti-Maus-Typ-VII-Kollagen, nicht aber korres-
pondierender Fab-Fragmente zur Induktion einer experimentellen EBA (Sitaru et al. ,
2005). Dazu passend sind Tiere mit fehlender Expression aller aktivierenden Fcy Re-
zeptoren komplett vor der Induktion einer EBA geschitzt. Ebenfalls flhrt die Injekiti-
on von anti-Typ-VIlI-Kollagen-IgY-Antikdrpern, welches nicht an murine Fcy Rezeptoren
bindet (Ambrosius & Hadge, 1987), nicht zur Induktion einer experimentellen EBA in
adulten Mausen (Sesarman et al. , 2008). Im Gegensatz zum experimentellen bullésen
Pemphigoid in neonatalen Mausen wird bei der experimentellen EBA in adulten Tie-
ren, die Pathogenitat der AutoantikGrper allein Gber den FcyRIV vermittelt; die anderen
aktivierenden FcyRezeptoren | und Il tragen nicht zur Blasenbildung bei (Kasperkie-
wicz et al. , 2012). Die fehlende Expression des inhibitorischen FcyRIIB fihrt zu einer
signifikant erhdéhten klinischen Krankheitsaktivitat, was auf eine protektive Rolle dieses
Rezeptors bei EBA hinweist (Hashimoto et al. , 2012). Fur alle anderen blasenbildenden
Autoimmundermatosen wurde die Rolle der FcyR nicht weiter charakterisiert.

Im Fall von IgA-Immunkomplexen konnte in der Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass
es zu einer FcaRI/CD89-abhangigen Bindung neutrophiler Granulozyten an die IgA-
Immunkomplexe kommt (Recke, mindliche Mitteilung). Im oben genannten ROS-Re-
lease konnte dabei durch inhibitorische Antikérper gegen den Fca-Rezeptor | die Frei-
setzung von ROS inhibiert werden. Dies weist auf eine zentrale Rolle dieses Rezeptors
hin. Da es bei Mausen aufgrund der fehlenden Expression von CD89 keinen entspre-
chenden homologen Antikorper gibt (Decot et al. , 2005; van Egmond et al. , 1999),
ist es momentan nicht méglich, dies in-vivo zu validieren. Perspektivisch kdnnte dies je-
doch relativ zeitnah experimentell umgesetzt werden: Die hier verwendeten IgA-Autoan-
tikGrper konnten so umkloniert werden, dass anstelle des humanen Fc-Anteils ein muri-
ner Fc-Anteil an die Variable des anti-human-Typ-VII-Kollagen-Antikdrpers kloniert wird.
Dieser "murinisierte” AntikGrper kdnnte dann in Typ VIl Kollagen knock-out Mausen, die
das humane Typ VIl Kollagen transgen tragen (lto et al. , 2009), appliziert werden . An
diesem Modell kdnnte die Pathogenitat der IgA-Autoantikdrper in-vivo getestet werden.
Unter Verwendung dieser Typ VII Kollagen knock-out Mause konnte in der Arbeitsgrup-
pe kirzlich die Pathogenitat gegen humanes Typ VIl Kollagen in-vivo nachgewiesen
werden (Vorobyev, Arbeitsgruppe Autoimmunitat, mindliche Mitteilung). Alternativ hier-
zu konnte das vor kurzem nachgewiesene anti-Maus-Typ-VII-Kollagen aus mit Typ VII
Kollagen immunisierten Tieren isoliert werden und in gesunde Mause transferiert wer-
den.

Als weiterer Pathogeneseschritt in der EBA gilt die Fcy-Rezeptor-induzierte Signal-
transduktion, die zur Aktivierung neutrophiler Granulozyten fihrt: Die Bindung der Fcy
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Rezeptoren an die in der Haut gebundenen Immunkomplexe induziert eine intrazel-
lulare Signaltransduktion, die die Bindung an die Immunkomplexe in eine biologische
Antwort “lUbersetzt”. Die Bindung aktivierender Fcy Rezeptoren flhrt zunachst zu ei-
ner Aktivierung von Spleen-Tyrosine-Kinae (SYK) (Crowley et al. , 1997; Kiefer et al. ,
1998). Bisher unveroffentlichte Daten der Arbeitsgruppe weisen darauf hin, dass diese
SYK-Expression zur Induktion von Blasen unabdingbar ist (unverdffentlicht). Nachfol-
gend kann es zur weiteren Aktivierung einer Reihe von Signaltransduktionswegen kom-
men. In experimentellen Modellen des bulldsen Pemphigoid / der EBA konnte gezeigt
werden, dass die Blockade von extrazellular-regulierter Kinase (ERK), p38-mitogen-
aktivierter Kinase (MAPK), Phosphoinositid-3-Kinase/s (PI3K) und Akt die Induktion
einer experimentellen EBA durch Transfer von Autoantikdrpern modulieren kann. Die
Applikation von entsprechenden Inhibitoren reduziert das Ausmaf3 der Blasenbildung
dosisabhangig (Hellberg et al. , 2013; Kulkarni et al. , 2011).

Hinsichtlich der durch die Bindung an IgA-Immunkomplexe induzierten Signaltransduk-
tion bei den blasenbildenden Autoimmundermatosen liegen bisher keine Daten vor.

Des Weiteren ist eine Freisetzung von Effektormolekulen, die zur Zerstérung der dermo-
epidermalen Junktionszone und somit zur Blasenbildung fihren fir die Pathogenese
der EBA bedeutend: Binden neutrophile Granulozyten an die entlang der dermo-epider-
malen Junktionszone lokalisierten IgG-Immunkomplexe, fUhrt dies zu einer Aktivierung
der neutrophilen Granulozyten. Dies wiederum ruft die Freisetzung einer Reihe von bio-
logisch aktiven Substanzen aus den neutrophilen Granulozyten hervor. Hiervon sind
zumindest zwei direkt an der Blasenbildung beteiligt: Reaktive Sauerstoffspezies und
proteolytische Enzme (Elastase und Gelatinase B). Ex vivo kann die Induktion der der-
mo-epidermalen Spaltbildung, induziert durch Inkubation von Gefrierschnitten humaner
Haut mit Autoantikdrpern und neutrophilen Granulozyten, komplett durch die Blockade
von Elastase oder Gelatinase B inhibiert werden (Shimanovich et al. , 2004). Interessan-
terweise ist dies nicht nur ein "zerstérender” Prozess, sondern die entstehenden Frag-
mente kdnnen unter Umstanden auch chemotaktisch wirksam sein (Heimbach et al. ,
2009). Ebenfalls ist bei fehlender Freisetzung von ROS die Autoantikérper-induzierte
Blasenbildung bei experimenteller EBA komplett inhibiert. Dies konnte sowohl ex-vivo
anhand des Kryosschnitt-Models als auch in-vivo unter Verwendung entsprechender
knock-out Mause gezeigt werden (Chiriac et al. , 2007).

Hinsichtlich IgA-mediierter subepidermaler blasenbildender Autoimmundermatosen ist
von analogen Pathomechnismen auszugehen. Dies ist jedoch bisher nicht experimentell
bearbeitet worden.
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Durch die beiden Krankheitsmodelle ROS-Release und Kryosection-Assay konnte in
dieser Arbeit die direkte pathogenetische Bedeutung der IgA-Autoantikérper sowohl
fir die Gewebezerstorung als auch fir die Blasenbildung bei Krankheiten mit IgA-
Reaktiviat gegenuber Kollagen Typ VIl nachgewiesen werden.

4.5 Verandertes Pathogenesemodell der Epidermolysis
bullosa acquisita

Die hier nachgewiesene Pathogenitat der IgA-Autoantikorper gegen humanes Typ VII
Kollagen tragt auch zur Anderung des Verstindnisses der Pathogenese der Blasen-
bildung bei der EBA bei. Bisher ging man aufgrund der Untersuchungen an IgG-Au-
toantikbrpern von den folgenden pathogenetisch relevanten Punkten aus. Dabei kann
die Pathogenese der EBA zunéachst in drei wesentliche Abschnitte unterteilt werden:
initialer Toleranzverlust, Aufrechterhaltung des Toleranzverlustes und verlangerte Auto-
antikdrper-Halbwertszeit sowie Gewebezerstorung mit Blasenbildung. Hier sollen nun
noch einmal in Kirze die bisher bekannten wichtigen Faktoren bei der Induktion der
Blasenbildung aufgezahlt werden. Zunachst erfolgt eine Bindung der Autoantikérper an
der dermo-epidermalen Junktionszone. Diese Autoantikdrper sind fahig, Komplement
entlang der dermo-epidermalen Junktionszone zu binden (Sitaru et al. , 2006) und das
Komplementsystem auf dem alternativen Weg zu aktivieren (Mihai et al. , 2007). Es
kommt zu einer Rekrutierung von Neutrophilen entlang der dermo-epidermalen Junk-
tionszone sowie zu einer Fc-Rezeptor-abhangigen Aktivierung (Kasperkiewicz et al. ,
2012) der neutrophilen Granulozyten. Dies fihrt zur Bildung reaktiver Sauerstoffspe-
zies (Chiriac et al. , 2007) und zur Bildung der Proteasen Elastase und Gelatinase B
(Shimanovich et al. , 2004). Dadurch wird eine Trennung der Dermis von der Epidermis
induziert, was klinisch als subepidermale Blase imponiert.

Auf der Grundlage der in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche lassen sich nun folgen-
de Pathogenesefaktoren postulieren: Bindung der IgA1- und IgA2-Antikdrper an die der-
mo-epidermale Junktionszone, fehlende Induktion der Komplementablagerung von C3b
entlang der dermo-epidermalen Junktionszone, Produktion von reaktiven Sauerstoffs-
pezies (ROS) aus aktivierten neutrophilen Granulozyten und Leukozyten-induzierte der-
mo-epidermale Spaltbildung. Dieses Pathogenesemodell wirft die Frage nach der Mog-
lichkeit einer Aktivierung der neutrophilen Granulozyten unabhangig vom klassischen
Komplementweg auf. Die Aktivierung von Komplement durch Bindung an die Autoan-
tikdrper galt bisher als ein elementarer Faktor fir die Induktion einer Blasenbildung (Mi-
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hai et al. , 2007; Sitaru et al. , 2006) und der Chemoattraktion des zellularen Immunsys-
tems, insbesondere von neutrophilen Granulozyten (Liu et al. , 2008; Mihai et al. , 2007;
Sitaru et al. , 2005, 2006). Es bleibt fir IgA ein sekundarer Mechanismus zu diskutieren,
der die Rolle des Komplementsystems Ubernimmt. In Frage kdme die Ausschittung von
Leukotrien B4 durch pro-inflammatorische Zellen (van der Steen et al. , 2009, 2012).

Es bleibt somit als Gegenstand weiterer Forschungen die Untersuchung der einzelnen
Schritte der Aktivierung und Chemoattraktion von neutrophilen Granulozyten durch IgA-
Autoantikorper.

4.6 Klinische Relevanz und Ausblick

Der Nachweis von zirkulierenden Autoantikdrpern im Patientenserum ist fir die Diagno-
sestellung einer blasenbildenden Autoimmundermatose erforderlich. Jedoch ist der An-
tikdrpertiter bzw. sein Verlauf auch ein wichtiger Monitorparameter fiir die Uberwachung
der Krankheitsaktivitat und ihres Verlaufes (Kim et al. , 2013). Bisher werden IgA-
Autoantikdrper zwar in der Routinediagnostik mittels direkter und indirekter Immunfluo-
reszenz sowie im dermalen Immunoblot miterfasst. Jedoch gibt es fiir den Nachweis von
IgA-Autoantikérpern bis dato keinen kommerziellen ELISA, wie er in der Routine flr IgG
z.b. beim bulldsen Pemphigoid eingesetz wird. Der Nachweis der direkten Pathogenitat
von |gA-Autoantikdrpern gegentber dem Kollagen Typ VIl fuhrt zu der Diskussion der
Notwendigkeit eines solchen ELISA. Fir die Entwicklung dessen konnten die rekombi-
nanten IgA-Autoantikorper verwendet werden.

Bezlglich der Therapie wurde bisher viel Energie in die Forschung von Immunaphere-
se-Methoden bei Patienten mit IgG vermittelten blasenbildenden Erkrankungen inves-
tiert (Eming & Hertl, 2006; Recke et al. , 2011; Schmidt & Zillikens, 2010). Die Entfer-
nung von IgG aus dem Patientenserum reduziert dabei erfolgreich die Krankheitsakti-
vitat. Zu diskutieren ware hier die Entwicklung einer IgA-spezifischen Apherese.

Es bedarf daher dringend einer weiteren Beforschung diagnostischer Methoden speziell
fir den Nachweis von IgA-Autoantikdrpern sowie weiterer therapeutischer Strategien.
Dies soll Gegenstand folgender wissenschaftlicher Arbeiten und spannender Diskus-
sionen sein.
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5 Zusammenfassung

Die Epidermolysis bullosa acquisita ist eine seltene subepidermale blasenbildende Er-
krankung. Sie ist mit der Bildung von Autoantikdrpern gegen das humane Kollagen Typ
VIl assoziiert. Bisher wurde die Pathogenitat von IgG-Autoantikérpern in verschiedenen
ex-vivo und in-vivo Modellen nachgewiesen. Hierbei spielt eine Ablagerung der IgG-
Antikorper entlang der dermo-epidermalen Junktionszone, die Aktivierung des Komple-
mentsystems, die Fc-Rezeptor abhangige Aktivierung von neutrophilen Granulozyten
und die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies eine wesentliche Rolle bei der In-
duktion der Blasenbildung.

Durch den wiederholten zusatzlichen Nachweis einer IgA-Reaktivitat gegen Kollagen
Typ VIl in den Seren von EBA-Patienten sowie bei einem Drittel der Falle einer alleinigen
IgA-Reaktivitat, stellte sich die Frage nach der Pathogenitat der IgA-Autoantikérper. Um
die Pathogenitat von IgA-Autoantikdrpern zu belegen, wurden daher IgA1- und IgA2-
Autoantikdrper gegeniber humanem Kollagen Typ VII rekombinant produziert. Im Fol-
genden wurden die rekombinanten IgA-Autoantikdrper in einer Reihe von Versuchen im
Rahmen dieser Arbeit hinsichtlich ihrer pathogenen Wirkung untersucht.

Durch meine Versuche konnte ich belegen, dass die rekombinanten IgA-Autoantikorper
im Immunoblot an humanes Kollagen Typ VIl und in der indirekten Immunfluoreszenz an
die dermo-epidermale Junktionszone binden. Im indirekten Komplementbindungstest
konnte ich nachweisen, dass die IgA1- und IgA2-Autoantikérper nicht fahig sind, eine
Komplementablagerung von C3b zu induzieren. Im ROS-Release konnte mittels immo-
bilisierten Immunkomplexen eine konzentrationsabhangige Ausschittung von reaktiven
Sauerstoff-Radikalen aus neutrophilen Granulozyten belegt werden. Au3erdem konn-
te ich im Kryoschnitt-Assay nach der Inkubation von Gefrierschnitten humaner Haut
mit den rekombinanten Autoantikorpern und frisch isolierten Leukozyten eine dermo-
epidermale Spaltbildung nachweisen. Des Weiteren konnte ich in diesem Versuch zei-
gen, dass Seren von Patienten mit IgA-EBA ebenfalls fahig sind, eine dermo-epidermale
Spaltbildung zu induzieren.

Diese Arbeit liefert somit den Nachweis der Pathogenitat von rekombinant hergestellten
IgA1- und IgA2-AutoantikOrpern gegen humanes Kollagen Typ VII. Dieser Nachweis ist
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grundlegend fir die Entwicklung von diagnostischen und therapeutischen Verfahren bei
den IgA-vermittelten Autoimmundermatosen.
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7 Anhang

7.1 Verwendete Materialien
Ammoniakwasser
biotinylierte monoklonale
Maus-anti-Mensch-IgA1- bzw.
IgA2-Antikorper
1% biotinfreies BSA

BSA-PBS-T

BenchMark Protein Ladder Marker

Blockingpuffer
Carbonatpuffer

Chemilumineszenz-Medium

Coomassie-Brillant-Blue (R250)
Farbeldsung

Cryomolds Tissue-Tek Cryomold

Dako Pen Olstift

80

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Nordic Laboratories, Kopenhagen,
Danemark

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

1% biotinfreies BSA und PBS mit 0,1%
Tween-20

invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA

PBS mit 1% biotinfreiem BSA und 0,05%
Tween

3 g NaHCO3, 1,59 g Na,CO3, Aqua bidest.
ad 1000 ml; pH 9,6

CL-Medium, RPMI-1640 ohne Phenolrot
mit stabilisiertem L-Glutamin mit 25 mM
HEPES, Biochrom AG, Berlin, Deutschland

2 g/l Coomassie-Brilliant-Blue R250,
450 ml Methanol, 100 ml Essigsaure 100%
ad 1000 ml ddH,0)

Sakura Finetec Inc., Torrance, USA

DAKO Denmark A/S, Glostrum, Danemark



Dextranldsung

DyLight Amine-Reactive Fluors, DyLight
488 NHS Ester

Entfarbelésung SDS-Gele

Eosin
Essigsaure-Alkohol
Ethanol 70 %

FITC-konjugierte polyklonale
Ziege-anti-Mensch-IgA-Antikorper

FITC-konjugierte polyklonale
Ziege-anti-Mensch-IgG-Antikorper
FITC-konjugiertes Streptavidin

Formaldehyd-Lésung 5 %
Glycerin

Halbmedium

Hamatoxylin

HEPES

Heparin

Hexa-Losung

hCOL7EF-Fragment

81

Dextran 500, Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Thermo Scientific, Waltham, USA

450 ml Methanol, 100 ml Essigsaure 100%
ad 1000 ml ddH,O

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

BioRad, Minchen, Deutschland,
Produktnummer 30240C

Sigma-Aldrich, Gillingham, GroBbritannien,
Produktnummer F-5512

Dako Deutschland GmbH, Hamburg,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Detschland
Propan-1,2,3-triol

RPMI 1640 verdinnt mit LPS-freiem
ddH>O im Verhaltnis 1:1

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

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

Heparin-Natrium 25.000 I.E./ml, ratiopharm
GmbH, Ulm, Deutschland

5% Hexadecyltimethyl-ammoniumbromid in
ddH,0O

Konz. 0,7 mg/ml



Luminol

Luminol-Lésung

Lysepuffer

NaCl

Objekttrager SuperFrost/Plus

Nitrozellulosemembranen

PBS

PBS-T

Peroxidase-konjugierte polyklonale
Kaninchen-anti-Mensch-IgA-Antikorper

Polymorphprep
RPMI 1640 Medium mit L-Glutamin

SDS Probenpuffer

Sodiumborat Puffer

Spectra Multicolor Broad Range Protein
Ladder Marker
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5-amino-2,3-dihydro-1,4-phthalazindion,
Roche Diagnostics, Mannheim,
Deutschland

2 mg/2 ml Luminol
(5-amino-2,3-dihydro-1,4-phthalazindion),
in 1 ml ddH,O plus 8 ul NaOH

D-PBS (LPS-frei) verdinnt mit LPS-freiem
ddH,O im Verhaltnis 1:5

Natriumchlorid, J.T. Baker, Deventer,
Holland

Gerhard Menzel, Glasbearbeitungswerk
GmbH & Co. KG, Braunschweig,
Deutschland

Autoimmunlabor der Klinik far
Dermatologie, Allergologie und Venerologie

8 g/l NaCl, 0,2g/l KCI, 1,44 g/l Na,HPO, ,
KQHPO4 in ddHQO

0,1% Tween-20 in PBS

DAKOCytomation, Hamburg, Deutschland,
Produktnummer PO216

Fresenius Kabi Norge AS, Oslo, Norwegen
BioWhittaker, Verviers Belgien

60 mM Tris-HCI, pH 6,8; 3% w/v SDS
(Natrium-Dodecyl-Sulfat); 0,003 % w/v
Bromphenolblau; 10 % v/v Glycerin; 50
mM p-Mercaptoethanol (nur bei
reduzierender SDS-PAGE) in ddH,O

pH 8,5, Labor UKSH Campus Libeck

Fermentas, Vilnius, Lithuania



Tissue-Tek O.C.T. Compound
Einbettmedium

T™MB

Trypanblau

Tween-20

Waschpuffer

Xylol
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Sakura Finetek Inc., Torrance, USA

3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Polyoxylethylenesorbitan monolaurate,
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland, Produktnummer 1379

PBS mit 0,05% Tween

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland



7.2 Verwendete Laborgerate

Begasungsbrutschrank

Butterflykanule
ELISA-Washer

Eppendorfgefal3

Feuchtkammer
Glaseindeckautomaten
Kryostat Leica CM 3050 S

Mikroskop

Mikrotiterplatten

Mini-Protean 3 Cell Gel-Kassette

Monovette EDTA
Neubauer-Zahlkammer

Parafilm

Pipetus-Akku
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Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland

BD Valu Set, Beckton Dickinson GmbH,
Heidelberg, Deutschland

Columbus Pro, Tecan Group Ltd.,
Mannedorf, Schweiz

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Werner Hassa GmbH, Libeck,
Deutschland

Leica CV 5030, Leica Mikrosysteme
Vertrieb GmbH, Wetzlar, Deutschland

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH,
Wetzlar, Deutschland

Wilovert S, Helmut Hund GmbH, Wetzlar,
Deutschland und Olympus BX40, Olympus
Deutschland GmbH, Hamburg,
Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

BioRad, Minchen, Deutschland

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht,
Deutschland

A. Hartenstein Laborbedarf, Wirzburg
Deutschland

Parafilm M Laboratory Film, Pechiney
Plastic Packaging, Menasha, Wisconsin,
USA

Hirschmann Laborgerate GmbH & Co. KG,
Eberstadt, Deutschland



Schdtteltisch TPM 4, Sarstedt AG & Co., Niimbrecht,
Deutschland

Tischzentrifuge Festwinkelrotor #3328 Haereus Instruments GmbH, Haunau,
Deutschland

Tubes (Plastikreaktionsréhrchen) 9ml/ 15 Sarstedt AG & Co., Nimbrecht,
ml/ 50 ml Deutschland

Varifuge 1.0 R, Heraeus Istruments, GmbH, Hanau,
Deutschland

VICTOR3-Reader Perkin-Elmer, Waltham, USA

Zeba Spin Desalting Columns, 7 K MWCO | Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
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