UNIVERSITAT ZU LUBECK

Aus dem

Libecker Institut fir Experimentelle Dermatologie (LIED)

Direktor: Prof. Dr. med. Dr. rer. nat. Enno Schmidt

Explorative Untersuchung zur Expression von C5aR1
und C5aRz2 in friihen Hautveranderungen von Patienten
mit bullésen Pemphigoid

Inauguraldissertation
zur
Erlangung der Doktorwirde

der Universitat zu Liibeck

- Aus der Sektion Medizin -

vorgelegt von

Richard Stahlkopf

aus Blichen

Lubeck 2023


https://www.lied.uni-luebeck.de/

1. Berichterstatter: Prof. Dr. med. Dr. rer. nat. Enno Schmidt
2. Berichterstatter: Prof. Dr. med. Stefan Kriiger

Tag der mundlichen Prifung: 15.06.2023

Zum Druck genehmigt. Lubeck, den 15.06.2023

-Promotionskommission der Sektion Medizin-



Inhaltsverzeichnis

1

4

Y =TT o] gL TS = N \%
1.1 AbKUrzungSVErzeiChNIS.........coooviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e v
1.2 TabellenVerzeiChnis .........oouuuiiiii e e e \%
1.3 AbbIldungSsVerzeiChNIS .........uiiiiiieieeecc e Vi

Y =T AU o Vo SR 1
P R N o= 10 a1 =20 1= gl o = T | 1

211 Dermoepidermale JUNKtIONSZONE. ..........uvuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieeeeiieeeeeeeeneeeees 2

2.1.2  HemMideSMOSOMEN.......ccciiiiiiiieeiee ettt 2
2.2 IMMUNSYSTEIM .o e e et s e e e e e e e e nnr e e e e e 3
2.3 AUtOIMMUNKIaNKNEITEN ... ... 4
2.4 Das KOMPIEMENTSYSIEM .....uii it e e e e e e e 5
2.5 Komplementfaktor C5a und seine Rezeptoren C5aR1 und C5aR2..................... 6

251 ChaRezeptor-1 (C5aR1) ..o 7

2.5.2  C5a Rezeptor-2 (C5aR2) .....cciii it 8
2.6 Das bullose PeEmMPhigoid ..........ccooiiiiiiiiiii e 9

26.1 BENANAIUNG .t 12

2.6.2  Pathophysiologie des bulldsen Pemphigoids ..., 12

2.6.3 Die Rolle des Komplementsystems beim bulldsen Pemphigoid................... 13
2.7  Projektspezifische Vorarbeiten...........ccccoiii i 15
2.8 FrageStellUng..... ... e e ittt 17

Materialien Und MetNOTEN .........uuuiiiiiiiiiiiii e nneeereennnnnes 18
0 . 1 o1 18
3.2 HAULPIODEN .. 18
3.3 Herstellung der HautSChNITEE. ..........uuiiiiiiiiiiiii e 20
3.4 IMMUNNISTOCHEMIE. ... .. enennnnnennnne 20

3.4.1 LEUKOZYIENMAIKE ...eviiiiiii e e e e e e e 22

3.4.2 DePAraffiNIEIUNG ......eeeeeieiiiiieeeeeieiee et eeeeeebeeebsebeesennnannes 24

3.4.3  ANtigenrUCKGEWINNUNG .......uuiiii e e e e e eeneen s 25

I S =1 o Tod (= 0 T PSP 27

345  Erste FArDUNG.......ooooiii 29

3.4.6  Zweite FArDUNG......oooiiiiii 32

3.4.7  Quantifizierung der immungefarbten Zellen ...............ccciiiii i, 32

3.4.8  Spezifitdt des C5aR2-ANtIKOIPEIS .......covviiiiiiiiiiii 35

Er GBS SO e 37
4.1  Doppelfarbungen waren bei allen Leukozyten nachzuweisen ............................ 37



4.2 Uberprufung der Spezifitat des verwendeten C5aR2-AntikOrpers ...................... 38

4.3  Immunhistochemie Bilder.............uuuiiii i e e 40
4.4  T-Zellen sind die haufigsten Leukozyten in perilasionalen Hautlasionen von BP-
PalIBNTEN ...t 48
4.4.1 T-Zellen haben die groRte C5aR1-Expression in perilasionalen Hautlasionen von
BP- Pali@NTEN ..o 48
4.4.2 Die C5aR2-Expression unterscheidet sich von der C5aR1-Expression in frilhen
2T =T [ 1= o 1 50
4.4.3 Mastzellen sind die Leukozyten mit der hochsten C5aR2-Expression in
perilasionaler Haut der BP-Patienten ..............coiiiiiiiiiiiiiiiie e 50
4.4.4 Eosinophile, Mastzellen und T-Zellen weisen die héchste Expression von C5aR
in perilasionaler Haut der BP-Patienten auf.............ccovvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee 52
I D 11 QU 111 [0 IS 53
ST R VU 1= o] o N 68
6 ZUSAMMENTASSUND c.oiiiiiiiiiiii e 70
T SUIMIMAIY ettt ettt e e et e e e e s e e e e et e e e e e s e e e e et e e ee b e a e e e e e e e e ennrnnnanaeeeeas 71
8  LiteraturverzeiChnis. ... 72
O Materi@li®N ..o 86
10 Eigene VeroffentliChUNGeN ... 89
A - Y o] 4T To 1V Yo =] o RSP 90



1 Verzeichnisse

1.1 Abkirzungsverzeichnis

B O PP PPPPTTRUPPIN Grad Celsius
e Mikroliter
3L PP Mikrometer, Mikrometer
N PP PP Antikorper
BV Z e Basalmembranzone
B S A bovines Serumalbumin
ChAR .. Cha-Rezeptor-1
ChaRZ ... e Cb5a-Rezeptor-2
OB 2. ——— C5a Rezeptor 2, C5a-like receptor 2
D cluster of differentiation
COVID e e e coronavirus disease
DA e 4',6-Diamidin-2-phenylindol
DT dermal-epidermaler Ubergang
DI e direkte Immunfluoreszenz
DN S e Desoxyribonukleinséure
E DT A e e Ethylendiamintetraessigsaure
B P X e e Eosinophil Peroxidase
ERK.............. extrazelluléare signalregulierte Kinase, Extracellular-signal Regulated Kinase
Fab-Fragment..........oooooiiiiii antigenbindendes Fragment
FC-Fragment .......uueiii e kristallisierbares Fragment
o PP Gramm
GPRT7T .. G Protein-gekoppelter Rezeptor 77
BRI e e e e aaaeaaane G-Rezeptor Kinase
HIAR Lo Hitze induzierte Antigen Riickgewinnung
HL A e humanes Leukozyten-Antigen
HMGBI1................... High-Mobility Group Box Protein 1, High-Mobility Group Box Protein 1
1@ N o Interzellulares Zelladhasionsmolekil 1
o PP PP TP PPPRPPPPPRPPTN Immunglobulin
1 o [ USRI Immunhistochemie
KA e e e e e e e e e et aaaaeaarr——— keine Angabe
| et e e e e e e et eeeee———— e eeeeeeettta e e aaeteartt e aeaaeeearrnnn Liter
LAMP . Lysosomal-assoziiertes Membranprotein 1
MAPK e e mitogen-aktivierte Proteinkinase
MHC e Haupthistokompatibilitatskomplex
011 Minuten
Dl ettt e a e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaaaaaaas Zellzahl
NCAMIL .. Neuronales Zelladh&asionsmolekil 1
N E S e normales Eselserum
T PP Nanogramm
NK-ZEIBN ... natirlicher Killerzellen
PBMC .. mononuklearen Zellen des peripheren Blutes
PBS-T e Phosphat-gepufferte Salzlésung mit Tween20
pH ... negative dekadische Logarithmus der Konzentration von Protonen (H*) bzw.

Hydronium-lonen (HzO™) in wassriger Lésung
S RSP PPPTRPPPPTRSPPIN Raumtemperatur
TBS-T e Tris-gepufferte Salzldsung mit Tween20
I 1= PR Tris-EDTA Puffer
BT e B-arrestin



1.2 Tabellenverzeichnis

Tabelle 1:

Tabelle 2:

Tabelle 3:

Tabelle 4:

Tabelle 5:

Tabelle 6:
Tabelle 7:

Proinflammatorische Wirkung von C5aR1 in verschiedenen Krankheitsbildern
bzw. KrankheitSmMOdelIEN. ..........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiee bbb 7
Proinflammatorische oder antiinflammatorische Wirkung von C5aR2 in
verschiedenen Krankheitsbildern bzw. Krankheitsmodellen...............cccccc....... 8
Autoimmunologische Befunde der 9 BP-Patienten .............ccccoovvvieiiiieeeneiiinns 19
Verwendete Puffer und Reaktanten in Immunhistochemie.....................cooe. 29
Beschreibung der Herstellung der Antikdrperlésungen fur die
Immunfluoreszenz-Doppelfarbung und ihrer Isotyp-Kontrollen....................... 30
Beschreibung der verschiedenen Fluoreszenzfarben ..........cccccoovveiiviiiiiiinnnnnn. 33
Quantifizierung der C5aR1-positiven Mastzellen in der perilasionalen Haut von

BP-PAUENTEN ...ttt nnennnnes 34
Tabelle 8: Herstellung der C5aR2-Antikorper-Peptid LOSUNG .......covvvvviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee 35
Tabelle 9 ANTIKOIPET .....coiiiiiiiiiiiiiiiee ettt 86
Tabelle 10: Chemikalien und REAGENZIEN .........ccvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee e 87
Tabelle 11: LabOIgEIrate .......ccoooiiiiiiii i e e e e e e e e e e 88



1.3  Abbild

Abbildung 1:
Abbildung 2:
Abbildung 3:
Abbildung 4:
Abbildung 5:

Abbildung 6:
Abbildung 7:
Abbildung 8:
Abbildung 9:
Abbildung 10

Abbildung 11:
Abbildung 12:
Abbildung 13:
Abbildung 14:
Abbildung 15:
Abbildung 16:
Abbildung 17:
Abbildung 18:
Abbildung 19:
Abbildung 20:
Abbildung 21:

Abbildung 22:

Abbildung 23:

ungsverzeichnis

Querschnitt durch die Haut.........coooovviiiiiiiiiii e 1
Aufbau der dermoepidermalen Junktionszone (DEJ)..........ccccccveeeiieeeeieennns 2
Schematische Darstellung eines Antikorpermoleklls ............cooovvviieeneenns. 4
Schematischer Ablauf der Komplementaktivierung..........cocoevvvvvviiienneeenn.. 6
Schematische Darstellung der negativen Modulation von C5aR2 auf
C5aR1 in menschlichen Neutrophilen ............cccoo 9
Klinische und immunpathologische Befunde beim BP ..................ooooeee. 11
Schematische Darstellung der Pathogenese des BP................evvvviiiiinnnnee 15
Darstellung der Funktion von C5aR1 und C5aR2 im Mausmodell ............. 16
Schematischer Ablauf der Deparaffinierung .............cceeveeeeeieeeeiiiieiiiiiiien. 24
: Schematische Darstellung der Bearbeitung der Hautproben fir die
IMMUNNISTOCEMIE ... 26
Blockierung endogener Antikdrper mit Fab-Fragmenten.............cccccooe.... 28
Schematische Darstellung der ZEhIUNG ..........evvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieees 33
Spezifitdt des C5aR2-ANtIKOIPEIS......cccovvviiiiiei et 39
Immunhistochemie von C5aR1/C5aR2 und C5a/Cb5a des-Arg ................ 41
Immunhistochemie von C5aR1/C5aR2 und Tryptase..........cccceeevvevvvvnnnnn. 42
Immunhistochemie von C5aR1/C5aR2 und eosinophile Peroxidase ....... 43
Immunhistochemie von C5aR1/C5aR2 und CD68............ccccceevvvvvereeennnn. 44
Immunhistochemie von C5aR1/C5aR2 und Myeloperoxidase ................. 45
Immunhistochemie von C5aR1/C5aR2 und CDS3...........cccccvvvvvviieieiieennnnn. 46
NK-Zellen in frithen BP-LASIONEN ..........ccevvvviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee a7
Anzahl von Leukozyten und C5aR1-Expression in Haut von BP- und
KONErol-PatiENteN.......eeieeiie e e e 49
Anzahl von Leukozyten und C5aR2-Expression in Haut von BP- und
KONErol-PatiENteN.......evvieiis e e e 51
(O257: 1 = o] (=271 o] o F PSPPI 52

Vi


file:///C:/Users/stahl/OneDrive/Desktop/Doktorarbeit_BP_Lit_MH_Literatur_sicherung_Korrektur_final2.docx%23_Toc122010803
file:///C:/Users/stahl/OneDrive/Desktop/Doktorarbeit_BP_Lit_MH_Literatur_sicherung_Korrektur_final2.docx%23_Toc122010804
file:///C:/Users/stahl/OneDrive/Desktop/Doktorarbeit_BP_Lit_MH_Literatur_sicherung_Korrektur_final2.docx%23_Toc122010808
file:///C:/Users/stahl/OneDrive/Desktop/Doktorarbeit_BP_Lit_MH_Literatur_sicherung_Korrektur_final2.docx%23_Toc122010811
file:///C:/Users/stahl/OneDrive/Desktop/Doktorarbeit_BP_Lit_MH_Literatur_sicherung_Korrektur_final2.docx%23_Toc122010823
file:///C:/Users/stahl/OneDrive/Desktop/Doktorarbeit_BP_Lit_MH_Literatur_sicherung_Korrektur_final2.docx%23_Toc122010823
file:///C:/Users/stahl/OneDrive/Desktop/Doktorarbeit_BP_Lit_MH_Literatur_sicherung_Korrektur_final2.docx%23_Toc122010824
file:///C:/Users/stahl/OneDrive/Desktop/Doktorarbeit_BP_Lit_MH_Literatur_sicherung_Korrektur_final2.docx%23_Toc122010824

2 Einleitung

Das bulldse Pemphigoid (BP) ist eine blasenbildende Autoimmunerkrankung der Haut
(Schmidt und Zillikens 2013). Das Komplementsystem spielt in der Pathogenese des BP
eine zentrale Rolle. Es dient als Schliisselelement fur die Rekrutierung von Immunzellen in
die Haut, was zu einer Freisetzung von proinflammatorischen Mediatoren, reaktiven
Sauerstoffspezies und Proteasen fiihrt, die schlieRlich den dermoepidermalen Ubergang
abbauen und eine Blasenbildung resultiert (Edwards et al. 2019). Wahrend
Komplementfaktor C5a auf seinen Cba-Rezeptor-1 (C5aR1) beim BP einen
krankheitsfordernden Einfluss ausubt, wurde vor kurzem gezeigt, dass Uber den Cba-
Rezeptor-2 (C5aR2) ein antiinflammatorischer Effekt vermittelt wird (Karsten et al. 2018).
In dieser Arbeit soll daher untersucht werden, welche Zelltypen in der Haut von Patienten
mit BP die starkste C5aR1- und C5aR2-Expression aufweisen. Die Ergebnisse bieten die
Mdglichkeit, entscheidende Zellpopulationen als Ziel fir C5aR1- oder C5aR2-Anatgonisten
oder Agonisten als neue pharmakologische Interventionen des BP zu identifizieren und

dadurch gezielte Therapiemdglichkeiten zu entwickeln.

2.1 Anatomie der Haut

Die Haut besteht aus drei Schichten, die als (von aufRen nach innen) Epidermis, Dermis
und Subkutis bezeichnet werden (Abbildung 1). Die Epidermis ist ein verhornendes
Plattenepithel, das eine Barrierefunktion sowohl nach auRen (Warmeisolierung und Schutz
vor Flussigkeitsverlust) als auch nach innen (Schutz vor ultravioletter Strahlung und dem

Eindringen korperfremder Substanzen) bietet (Kligman 2002).

Stratum
cornaum

Siratum . .
eidum [ Epidermis
Stratum
granulosum
Stratum
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Straturn
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Stratum .
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Abbildung 1: Querschnitt durch die Haut. (A) Schematischer Querschnitt durch die Haut mit
Darstellung der einzelnen Hautschichten (ibernommen aus Fritsch und Schwarz 2018). (B) Dem
gegenuber ein Immunfluoreszenzbild der Haut zur anatomischen Orientierung in 100-facher
VergroRerung. Die blauen Punkte stellen Zellkerne verschiedener Zellen dar. Die gestrichelte Linie
markiert die Grenze zwischen Epidermis und Dermis bzw. die dermoepidermale Junktionszone.
Der Mal3stab hat eine Lange von 100 pm.
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Die Zellen der Epidermis werden als Keratinozyten bezeichnet. Die Epidermis lasst sich
wiederum in unterschiedliche Schichten unterteilen (Abbildung 1) (Kanitakis 2002). Die
Dermis (Corium, Lederhaut) ist das bindegewebige Gerust der Haut, welches von den
Zellen der Dermis, den Fibroblasten, gebildet wird und der Haut eine hohe Reil3festigkeit
verleiht. In ihr verlaufen Nervenbahnen, Blut- und Lymphgefaf3e (Schiebler und Korf 2007,
Fritsch und Schwarz 2018).

Die Subkutis (Tela subcutanea, Unterhaut) besteht aus Unterhautfettgewebe und Faszien,

die eine Warmeisolierung und eine Verschiebeschicht bilden (Schiebler und Korf 2007).

2.1.1 Dermoepidermale Junktionszone

Die Grenzflache zwischen Epidermis und Dermis bildet die dermoepidermale
Junktionszone (DEJ) oder Basalmembranzone (BMZ) (Abbildung 2). Sie besteht aus der
basalen Membran, die von der Zellmembran der Keratinozyten gebildet wird, der Lamina
lucida, der Basallamina (Lamina densa) und dem sublaminaren Raum. Die Hauptfunktion
der DEJ besteht darin, als adharente Verbindung zwischen Epidermis und Dermis zu
dienen. Viele Autoimmunerkrankungen wie aus der Gruppe der Pemphigoiderkrankungen
sind gegen Proteine der DEJ gerichtet (Goletz et al. 2017).
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Abbildung 2: Aufbau der dermoepidermalen Junktionszone (DEJ). Schematischer
Aufbau der DEJ und eines Hemidesmosomen (modifiziert nach Schmidt und Zillikens
2013).

2.1.2 Hemidesmosomen

Die Keratinozyten sind an ihrer basalen Membran Uber Hemidesmosomen und
Ankerfilamenten mit der Basallamina verbunden (Abbildung 2). Die Hemidesmosomen

bestehen aus einer zytoplasmatischen Plaque. Das bulldse Pemphioid-Antigen 230
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(BP230) ist am Aufbau der Plague beteiligt und dient der Anheftung von Keratinfilamenten,
die am Aufbau des Zytoskeletts der Keratinozyten beteiligt sind. Das bullése Pemphigoid-
Antigen 180 (BP180, Kollagen XVII) stellt ein transmembranes Protein der
Hemidesmosomen dar, das der Verbindung zwischen hemidesmosomalen Plaque und der

Basalmembran dient (Borradori und Sonnenberg 1999).

2.2 Immunsystem

Das Immunsystem des Korpers dient der Abwehr von Krankheitserregern (Pathogenen),
korperfremden Stoffen und korpereigenen schadlichen oder funktionslosen Zellen. Es wird
das angeborene und adaptive Immunsystem unterschieden. Das angeborene
Immunsystem dient der schnellen ungezielten Abwehr von Pathogenen und Zellen. Zu den
Abwehrzellen (Leukozyten) gehéren Monozyten/Makrophagen, neutrophile-, eosinophile-,
basophile Granulozyten, Mastzellen, Natirliche Killerzellen (NK-Zellen) und dendritische
Zellen. Diese Zellen sind in der Lage Uber Phagozytose oder Freisetzung von zytotoxischer
Proteine Krankheitserreger unschadlich zu machen. Au3erdem sind ein Teil dieser Zellen
in der Lage, T-Lymphozyten und B-Lymphozyten, die zum adaptiven Immunsystem
gehoren, Antigene zu prasentieren (Murphy und Weaver 2018). Die Antigenpréasentation
erfolgt Uber bestimmte Proteine, die als humanes Leukozyten-Antigen (HLA) bezeichnet
werden und die von einem zusammenhdngenden Genort kodiert werden, der als
Haupthistokompatibilitatskomplex (MHC) bezeichnet wird. Man unterscheidet drei MHC-
Klassen. Klasse-I- und Klasse-II-Gene kodieren fir jeweils drei HLA-Proteine. Die Gene
sind hoch polymorph, d.h. innerhalb einer Population gibt es verschiedene Varianten. MHC-
I-Molekille finden sich auf nahezu allen kernhaltigen Zellen des Koérpers und auf
Thrombozyten, wo sie hauptsdchlich dazu dienen, in der Zelle hergestellte Peptide an
CD8*-T-Zellen und NK-Zellen zu préasentieren, die nach Anzeichen pathogener
Veranderungen suchen und die Zelle in einem solchen Falle zerstéren (Rink et al. 2015).
MHC-II-Molekule dienen der Antigenprasentation durch antigenprasentierenden Zellen an
CD4*-T-Zellen, die dieses Antigen spezifisch binden und daraufhin aktiviert werden (Holling
et al. 2004). Die Klasse-lll-Gene bestehen aus Komplement- und Zytokingenen.
Zytotoxische CD8"-T-Zellen (cluster of differentiation 8 positive T-Zellen) kdnnen durch
ihren spezifischen Rezeptor Pathogene gezielt und wirkungsvoll bekdmpfen. CD4*-T-
Helferzellen (Tu-Zellen) sind fur die Aktivierung von B-Zellen und fir die Antikérperbildung
notwendig, wahrend regulatorische T-Zellen (Trgy) die Selbst-Toleranz regulieren und die
Immunantwort dampfen. Aktivierte B-Zellen reifen zu Plasmazellen heran, die Antikbrper

bilden und freisetzen. Antikorper sind Glykoproteine, die an spezifische Strukturen auf dem


https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&q=differentiation&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwjvptGQnuTsAhUqsKQKHZYDC3QQkeECKAB6BAgNEC0

Zielmolekul (Antigen) binden und fir das Immunsystem markieren (Murphy und Weaver
2018). Antikorper (Immunglobuline, 1g) haben eine Y-férmige Gestalt (Abbildung 3).

Fab Fab

variable
Region
(Antigen-
bindungs-
stelle)

konstante Region
(Effektorfunktion)

Fc

Abbildung 3: Schematische Darstellung eines Antikérpermolekils. Ein Antikbrper besteht aus
zwei identischen schweren Ketten (griin) und zwei identischen leichten Ketten (gelb). Der Antikdrper
lasst sich in zwei antigenbindende Fragmente (Fab) und einem Kkristallisierbaren-Fragment (Fc)
unterteilen (Ubernommen aus Murphy und Weaver 2018).

Die variable Region, die sich jeweils an beiden antigenbindenden Fragmenten (Fab-
Fragment) befindet, ist fir jeden Antikoérper spezifisch und bindet ein bestimmtes Antigen.
Der Ort, an dem der Antikorper bindet, wird als Epitop bezeichnet. Die konstante Region,
die man auch als kristallisierbares Fragment (Fc-Fragment) bezeichnet, vermittelt die
Aktivierung des Komplementsystems, Phagozytose oder aktiviert die Degranulation von
NK-Zellen, Granulozyten und Mastzellen. Es gibt verschiedene Klassen von Antikdrpern
(IgG, IgA, IgD, IgE und IgM) mit unterschiedlicher Funktion oder Lokalisation (Murphy und
Weaver 2018).

2.3 Autoimmunkrankheiten

Das Immunsystem hat die primare Funktion den Schutz des Wirts vor Infektionserregern zu
erfillen. Dazu ist eine Unterscheidung zwischen kérpereigenen und fremden Antigenen
notwendig. Bei Autoimmunkrankheiten werden Immunreaktionen gegen eigene Molekile,
Zellen oder Gewebe eingeleitet (Wang et al. 2015). Lymphozyten durchlaufen wahrend
ihrer Entwicklung im Thymus und im Knochenmark eine Selektion, die als primére Selektion
oder zentrale Toleranz bezeichnet wird. Hier werden den sich entwickelnden Lymphozyten
Antigene von Peptiden prasentiert, die im Korper vorliegen. Autoreaktive Lymphozyten, die
an korpereigene Peptide binden, werden zerstort (Cheng und Anderson 2018). Entzieht
sich ein korpereigener Lymphozyt der primareren Selektion, spielt die sekundare Selektion
oder periphere Toleranz eine Rolle. Als Beispiel sind hier Treqg zu Nennen, bei denen es sich
in der Regel um CD4*-CD25*-T-Zellen handelt. Diese erkennen autoreaktive T-Zellen und
supprimieren diese. Kommt es bei den Treg zu einer Mutation, z.B. des

Transkriptionsfaktors Foxp3, wird das Auftreten von Autoimmunkrankheiten beginstigt
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(Dominguez-Villar und Hafler 2018). Autoimmunkrankheiten entstehen durch Einwirken von
Umweltfaktoren auf der Basis einer genetischen Pradisposition (Wang et al. 2015). Die
Expression bestimmter MHC-Allele ist mit dem Risiko verbunden, bestimmte
Autoimmunkrankheiten zu erleiden (Dendrou et al. 2018). Weiterhin kbnnen Mutationen in
Genen, die fur Zytokine, Zytokin-Rezeptoren und Signaltransduktionsgene kodieren,
Autoimmunkrankheiten auslésen (Cheng und Anderson 2018; Mortier et al. 2020).
Infektionen und Umweltfaktoren wie pharmazeutische Wirkstoffe, ultraviolettes Licht,

Schwermetalle oder Impfstoffe beglnstigen Autoimmunreaktionen (Wang et al. 2015).

24 Das Komplementsystem

Das Komplementsystem gehort zum angeborenen Immunsystem und spielt eine
Schlusselrolle in der Erkennung und Zerstérung von eingewanderten Mikroorganismen,
Immunkomplexen und apoptotischen Zellen. Es besteht aus tber 30 plasma- und
membrangebundenen Proteinen, die sich bei einem Reiz kaskadenartig aktivieren
(Abbildung 4) (Kohl 2006). Das Komplementsystem aktiviert zum einen
Komplementfaktoren, die als Opsonine bezeichnet werden. Opsonine binden an die
Zelloberflache und erleichtern deren Erkennung und Phagozytose durch Neutrophile und
Makrophagen. Zu den Opsoninen gehdren C3b und C4b (Kemper und Le Friec 2009).
C3a und C5a werden als Anaphylatoxine bezeichnet. Die Anaphylatoxine haben eine
chemotaktische Wirkung und dienen der Aktivierung immunkompetenter Zellen und dessen
Rekrutierung zum Ort der Entzindung (Kohl 2006; Kemper und Le Friec 2009). Die
Immunzellen exprimieren Rezeptoren (C3aR fur C3a, C5aR1 und C5aR2 fir C5a), Uber die
die Wirkung der Anaphylatoxine vermittelt wird (Laumonnier et al. 2017). Zum anderen
bildet das Komplementsystem einen Membranangriffskomplex (MAK), der sich in die
Membran pathogener Zellen einflgt und zu deren direkter Lyse fuhrt (Kemper und Le Friec
2009). Es gibt drei Wege, durch die das Komplementsystem aktiviert wird (Abbildung 4A):
1. Klassischer Weg: C1g bindet an die Fc-Region von gebundenen Antikérpern (Kohl
2006). Die Antikorperklassen IgM, IgG1 und IgG3 sind in der Lage C1q zu binden,
dagegen ist IgG2 weniger kompetent in der C1g-Bindung. IgG4 sowie IgA und IgE
besitzen nicht die Kapazitat, Komplement zu aktivieren (Basta 2004).
2. Lektin-Weg: Spezifische Kohlehydratstrukturen auf der Oberflache von Pathogenen
aktivieren die MBL-assoziierte Serinprotease (MASP) (Kemper und Le Friec 2009).
3. Alternativer Weg: C3b bindet an Hydroxyl- oder Aminogruppen auf der Oberflache
von Pathogenen und es kommt zur Komplexbildung mit Faktor Bb (Kemper et al.
2010).



A klassischer Weg Lektinweg alternativer Weg

Abbildung 4: Schematischer Ablauf der Komplementaktivierung. Die drei Aktivierungswege, der
klassische-, der Lektin- und der alternative Weg, fihren zur Aktivierung von C3 und dessen Spaltung
in C3a und C3b. (B) C3b bildet mit anderen Faktoren die C5-Konvertase, die C5 in C5a und C5b
spaltet. (C,D) Die Anaphylatoxine C3a und Cba l6sen uber Bindung an ihre Rezeptoren weitere
Immunreaktionen aus. Uber C5aR1 (bt C5a ein proinflammatorische, Uber C5aR2 eine
antiinflammatorische ~ Wirkung aus. (E) Cb5b bildet mit C6,C7,C8 wund C9 den
Membranangriffskomplex (modifiziert nach Edwards et al. 2019).

Im Verlauf kommt es im Lektinweg und im klassischen Weg zur Bildung der C3-Konvertase
C4b2a sowie beim alternativen Weg der C3-Konvertase C3bBb, die C3 in C3b und C3a
spaltet. C3b bildet mit der C3-Konvertase die C5-Konvertase C4b2a3b bzw. im alternativen
Weg C3bBbC3b (Abbildung 4B). Die C5-Konvertase des klassischen Weges und des
Lektinweges (C4b2aC3b) sowie des alternativen Weges C3bBbC3b spaltet C5 in C5a und
C5b. C5b lagert sich auf der Pathogenoberfliche ab und initiiert die Formation des
Membranangriffs-Komplexes (MAK), zu dem die Faktoren C5b, C6, C7, C8 und C9 gehdren
(Kemper et al. 2018). Der MAK fiuhrt zu einer Porenbildung der Pathogenmembran und

damit zu seiner Zerstérung (Kemper und Le Friec 2009).

2.5 Komplementfaktor C5a und seine Rezeptoren C5aR1 und C5aR2

Cba st einer der starksten inflammatorischen Mediatoren des angeborenen
Immunsystems. Cba wirkt auf Immunzellen, in dem es deren Expression von
Adhéasionsmolekilen, Chemotaxis, Degranulation und Phagozytose stimuliert und die

Zytokinproduktion und -sekretion moduliert (Li et al. 2019). C5a erhéht die vaskulare
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Permeabilitat bei endothelialen Zellen und aktiviert das adaptive Immunsystem (Giang et
al. 2018). Cha wird leicht durch die Carboxypeptidase B metabolisiert, die das C-terminale
Arginin entfernt. Dabei entsteht C5a des-Arg, das nur noch 3-10% der Potenz von C5a
besitzt, die jedoch fur die Chemotaxis von Neutrophilen ausreicht (Monk et al. 2007). C5a
bindet an zwei Rezeptoren, die als C5aR1 (CD88) und den erst im Jahr 2000 entdeckten
C5aR2 (C5L2, GPR77) bezeichnet werden (Monk et al. 2007; Bamberg et al. 2010; Colley
et al. 2018). C5aR2 und C5aR1 binden C5a mit ahnlicher Affinitat. C5a des-Arg bindet an
C5aR2 mit etwa 10-50x hoherer Affinitat als an C5aR1 (Bamberg et al. 2010; Zhang et al.
2017; Colley et al. 2018). Wahrend C5aR1 allgemein anerkannt eine proinflammatorische
Rolle ausubt, herrschen bei C5aR2 noch Unklarheiten in Bezug auf Liganden, Lokalisation,
Signallbertragung und seine Rolle in Pathogenitat und Immunitét (Zhang et al. 2017; Colley
et al. 2018; Li et al. 2019).

2.5.1 Cba Rezeptor-1 (C5aR1)

ChaR1 ist ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor, der die intrazellulare Mobilisation von
Kalzium stimuliert, das zu einer Aktivierung mehrerer Signalwege wie dem
Phosphatidylinositol-3-Kinase-, MAPK-, ERK-Weg und B-arrestin vermittelten Signalweg
fuhrt (Li et al. 2019; Bamberg et al. 2010). G-Protein-gekoppelte Rezeptoren sind
Membranproteinrezeptoren, die sieben transmembrane alpha-helikale Regionen enthalten,
die eine Vielzahl von Liganden binden (Weis und Kobilka 2018). C5aR1 bt in Zellen eine
proinflammatorische Wirkung aus (Tabelle 1) (Bamberg et al. 2010; Giang et al. 2018).

Tabelle 1: Proinflammatorische Wirkung von C5aR1 in verschiedenen Krankheitsbildern bzw.
Krankheitsmodellen.

Krankheitsmodell C5aR1 Eigenschaft
Bulldses Pemphigoid (Karsten et a. 2018) proinflammatorisch
COVID-19 (Carvelli et al. 2020) proinflammatorisch
Psoriasis (Zheng et al. 2019) proinflammatorisch
Immunantwort nach Knochenbruch (Kovtun et | proinflammatorisch
al. 2017)

Chronische Pyelonephritis (Choudhry et al. proinflammatorisch
2016)

Kolorektale Tumorentstehung (Ding et al. proinflammatorisch
2020)

Immunantwort gegen Staphylococcus aureus- | proinflammatorisch

Infektion (Horst et al. 2015)
In dieser Tabelle sind Beispiele aufgefiihrt, an denen die ausschlieRlich proinflammatorische
Wirkung von C5aR1 verdeutlicht wird.




2.5.2 Cba Rezeptor-2 (C5aR2)

Cb5aR2 (Cbha-like receptor 2 (C5L2), GPR77) ist ebenfalls ein sieben-transmembrandses
Rezeptorprotein, das jedoch nicht an G-Proteine koppelt (Li et al. 2019). C5aR2 schien bei
humanen Granulozyten die Wirkung von C5a auf C5aR1 negativ zu modulieren. Ein
mdglicher antiinflammatorischer Signalweg von C5aR2 ist folgender. Hohe
Konzentrationen von C5a fuihren zu einer Aktivierung und Heterodimerisierung von C5aR1
und C5aR2 (Abbildung 5). Die Assoziation von R-Arrestinen, welche die Aktivitat von G-
gekoppelten Rezeptoren regulieren, zu Cb5aR2 erleichtert die C5aR2-vermittelte
Internalisierung von C5aR1 und reguliert dadurch die CbaR1-vermittelte ERK1/2
(Extracellular-signal Regulated Kinases)-Signalisierung herunter. ERK1/2 ist eine
Proteinkinase, die Zellfunktionen steuert. Der Grad der C5aR2-R-Arrestin Interaktion
vermittelt die hemmende Wirkung auf C5aR1. So ist die Wirkung von C5a nach Bindung an
den extrazellularen C5aR1 die Nettowirkung aus C5aR1 und C5aR2 (Bamberg et al. 2010;
Li et al. 2019). Wahrend C5aR1 eine proinflammatorische Wirkung zeigt, wurden beim
C5aR2 sowohl antiinflammatorische als auch proinflammatorische Wirkungen beobachtet
(Tabelle 2) (Bamberg et al. 2010; Colley et al. 2018).

Tabelle 2: Proinflammatorische oder antiinflammatorische Wirkung von Cb5aR2 in
verschiedenen Krankheitsbildern bzw. Krankheitsmodellen.

Krankheitsmodell C5aR2 Eigenschaft
Bulldses Pemphigoid (Karsten antiinflammatorisch
et al. 2018)

Epidermolysis bullosa acquisita | proinflammatorisch
(Seiler et al. 2022)

Hausstaubmilben induziertes Doppelfunktion:

experimentelles allergisches antiinflammatorisch: bei dendritischen Zellen von Mausen
Asthma proinflammatorisch: an Lungenzellen

Toll-like-Rezeptor (TLR) Doppelfunktion:

Induktion in vitro und in vivo antiinflammatorisch: C5aR2 moduliert die TLRs-C5aR1

Interaktion auf mononuklearen Zellen des peripheren Blutes
(PBMC) und Vollblutzellen negativ.
proinflammatorisch: C5aR2 fordert die HMGB1-Expression

Experimentell induzierte antiinflammatorisch
allergische Kontaktdermatitis
Lipopolysaccharide-induzierte antiinflammatorisch
akute Lungenerkrankung

Dextransulfat-Natriumsalz proinflammatorisch

induzierte akute Kolitis
Metacholin-induziertes Asthma proinflammatorisch

In dieser Tabelle sind Beispiele aufgefuhrt, an denen der antiinflammatorische und
proinflammatorische Charakter von C5aR2 verdeutlicht wird (modifiziert nach Zhang et al. 2017).



Abbildung 5: Schematische Darstellung der negativen Modulation von C5aR2 auf C5aR1 in
menschlichen Neutrophilen. Intrazelluldarer C5aR2 bindet an extrazellularen C5aR1, nachdem C5a
an C5aR1 gebunden hat. C5aR1 aktiviert eine G-Rezeptor Kinase (GRK), das zu einer Anlagerung
von B-Arrestin (B-arr) fuhrt. Der C5aR2-B3-Arrestin Komplex hemmt die ERK1/2 Aktivierung und
fordert die Internalisierung von C5aR1, sodass dieser nicht mehr fir C5a zur Verfigung steht
(modifiziert nach Bamberg et al. 2010).

Zum Teil fuhrte jedoch auch die Hemmung oder das Fehlen von C5aR2 zu einem besseren
Krankheitsverlauf. Hierbei zeigte C5aR2 eine proinflammatorische Funktion (Zhang et al.
2017). C5aR2" Mause schienen vor allergischem Asthma und Atemwegsentziindungen
geschitzt zu sein. Der Grund daflr schien die negative Beeinflussung von C5aR2 auf die
Antigenprasentation zwischen dendritischen Zellen und CD4*-T-Zellen zu sein. Auf3erdem
schien die Expression von C5aR2 auf Lungenzellen eine erhohte Tu2-Produktion zu
bewirken, die zu einer eosinophilen Entziindung, Schleimproduktion und erhohter IgE-
Produktion fihrten (Zhang et al. 2010). In einer weiteren Studie war C5aR2 fir eine héhere
Letalitat bei Patienten mit Sepsis verantwortlich und trug zum Auftreten
proinflammatorischer Transmitter bei. Dabei schien C5aR2 an der Sekretion des
entzindungsfordernden High-Mobility Group Box Protein 1 (HMGB1) beteiligt zu sein
(Rittirsch et al. 2008). Ein Erklarungsversuch fir die Physiologie des proinflammatorischen
Rezeptors wére, dass C5aR2 das Recycling und die Expression von C5aR1 fordert und auf

diese Weise eine proinflammatorische Reaktion auslést (Li et al. 2019).

2.6 Das bull6ése Pemphigoid

Das bullése Pemphigoid (BP) lasst sich der Gruppe der bulldsen Autoimmundermatosen
zuordnen und tritt unter diesen am haufigsten auf (Witte et al. 2018; Porro et al. 2019; van
Beek et al. 2021a). Es handelt sich demnach um eine Autoimmunerkrankung, bei der
Autoantikdrper gegen Strukturproteine der Basalmembranzone, welche die Epidermis und
die Dermis zusammenhalten, vorhanden sind. Das BP gehdrt zu den Pemphigoid-
Erkrankungen. Hierbei kommt es durch eine AutoantikOrper-vermittelte Zerstdérung der

Proteine der BMZ zu einer subepidermalen Spaltbildung (van Beek et al. 2021a). Die



subepidermale Spaltbildung ist charakteristisch fir die Pemphigoid-Erkrankungen (Schmidt
und Zillikens 2013). In diese Gruppe gehdren weiterhin das Pemphigoid gestationis, das
Schleimhautpemphigoid,  Lichen  planus  pemphigoides, anti-p200-Pemphigoid,
Epidermolysis bullosa acquisita und die lineare IgA-Dermatose (Amber et al. 2018a). Beim
BP werden Autoantikdrper gegen zwei hemidesmosomale Proteine gebildet, die als BP180
und BP230 bezeichnet werden. Durch die Antikérper wird eine Zerstérung dieser
Haftproteine eingeleitet, dadurch 16st sich die Epidermis von der Basalmembran und eine
Spaltbildung resultiert (van Beek et al. 2021a). Sekundar stromt Gewebswasser ein und es
entstehen makroskopisch Blasen (Schmidt und Zillikens 2013).

In Schleswig-Holstein konnte im Jahr 2016 eine Inzidenz von 19,6 Neuerkrankungen pro 1
Millionen Einwohner/Jahr ermittelt werden (van Beek et al. 2021b). Eine kurzlich
durchgefiihrte Metaanalyse aus 27 Studien aus Europa, Asien, Afrika und Nordamerika
ermittelte Inzidenzen zwischen 8,2 und 34,2 pro 1 Millionen Einwohner/Jahr. Daraus liel3
sich eine Inzidenz von 8,2 pro 1 Millionen Einwohner/Jahr ableiten sowie von 10,3 auf
Europa beschrankt (Persson et al. 2022).

BP tritt im héheren Alter auf und die Inzidenz steigt mit zunehmendem Alter deutlich (Joly
et al. 2012). Das Haupterkrankungsalter liegt bei etwa 80 Jahren, wobei die hdchste Anzahl
an Neuerkrankungen ab einem Alter von 90 Jahren liegt (Langan et al. 2008; Marazza et
al. 2009; van Beek et al. 2021b). Die Inzidenz hat sich im Vergleich vor 15 Jahren
verdreifacht (Joly et al. 2012; Persson et al. 2022). Dieser Befund wird zum einen mit der
steigenden Lebenserwartung begrindet. Zum anderen werden neben besseren
diagnostischen Moglichkeiten eine Zunahme an neurodegenerativen Erkrankungen wie
Demenz, Morbus Parkinson und Schlaganféllen, die sowohl im Alter als auch beim BP
gehauft auftreten, als Ursache betrachtet (Joly et al. 2012; Kridin und Ludwig 2018).

Das BP entsteht meist spontan (Schmidt und Zillikens 2013). Neben dem beschriebenen
héheren Lebensalter und neurogenerativer Erkrankungen als Risikofaktoren fiir die
Auslésung eines BP wurden weiterhin eine Auslésung durch Triggerfaktoren beschrieben,
zu denen ultraviolette- bzw. Rontgenstrahlung, Verbrennung, Medikamente, Traumata und
Impfungen zahlen (Schmidt und Zillikens 2013; Liu et al. 2020).

Die Angaben zur Mortalitat reichen von einem 2-fach erhghten Sterberisiko in England bis
zu einem 6-fach erh6hten Sterberisiko in Frankreich im Vergleich zur Allgemeinbevdélkerung
(Langan et al. 2008; Joly et al. 2012; Kridin et al. 2018). Ebenso schwankt die Ein-Jahres
Mortalitat zwischen 6% in den Vereinigten Staaten, 19% in England und 41% in Frankreich
(Langan et al. 2008; Joly et al. 2012; Kridin et al. 2018). Unter anderem hohes Alter,
Schwere der Erkrankung, der Allgemeinzustand, Demenz, Schlaganfall, kardiovaskulare

Erkrankungen und Diabetes mellitus beeinflussen die Prognose des BP negativ und tragen
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zu einer erhéhten Mortalitat bei (Schmidt und Zillikens 2013; Kridin et al. 2018; Chen et al.
2022).

Das Krankheitshild &uf3ert sich durch einen dber Wochen bis Monate schubweise
auftretenden intensiven Juckreiz, der zusammen oder alleine mit ekzematésen, papuléren
oder urtikariellen Lasionen erscheint (Schmidt et al. 2011). In der Folge kommt es aufgrund
der Spaltbildung zwischen Dermis und Epidermis zu prallen Blasen mit einer dicken
Blasendecke (Abbildung 6A,B) (Schmidt und Zillikens 2011). Die BP Blasen entstehen oft
auf den Beugeseiten der GliedmalRen und am Kérperstamm und kdnnen mehrere Tage
bestehen bleiben (Amber et al. 2018a). Diese hinterlassen Erosionen und Krusten und
heilen ohne Narbenbildung ab. Erytheme kénnen viele Wochen bis Monate lang bestehen
bleiben (Griffiths et al. 2016).

Die Diagnose der Erkrankung erfolgt mittels histologischer Untersuchung, direkte
Immunfluoreszenz (DIF) und immunserologische Untersuchungen wie der indirekten
Immunfluoreszenz und der ELISA (Abbildung 6C,D) (van Beek et al. 2020). Bei der DIF
lassen sich beim BP im Immunfluoreszenzmikroskop lineare IgG-, IgA- und/oder C3-
Ablagerungen an der BMZ nachweisen. Mittels ELISA kann der Nachweis von 1gG- und
IgE-Antikdrpern gegen BP180 oder BP230 erfolgen sowie die Antikorper-Konzentration im
Serum, die mit der Krankheitsaktivitat korreliert (Schmidt et al. 2015; van Beek et al. 2020).

Abbildung 6: Klinische und immunpathologische Befunde beim BP. (A,B) Blasen am Arm in
unterschiedlichen Stadien nebeneinander bei Patienten mit BP. (C) Direkte Immunfluoreszenz (DIF)
zeigt C3-Ablagerungen (Pfeil) an der BMZ in Haut eines BP-Patienten mit n-Muster (Bégen oben
geschlossen). (D) Histologisches Bild zeigt eine subepidermale Blasenbildung (b), die fiir die
Pemphigoid Erkrankungen charakteristisch ist. Aul3erdem ist ein entzindliches Zellinfiltrat aus
eosinophilen Granulozyten zu erkennen (Pfeil) (Ubernommen aus van Beek et al. 2020). Die

gestrichelte Linie zwischen e und d zeigt die noch intakte BMZ. e=Epidermis, d=Dermis.
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2.6.1 Behandlung

Die vorhandene Evidenz zur Wirksamkeit der Therapien des BP ist begrenzt. Es kommen
topische Kortikosteroide zum Einsatz, die bei schwereren Formen mit einer systemischen
Prednisolontherapie kombiniert werden (Joly et al. 2002). Hohe insbesondere orale
Glukokortikoid-Dosierungen sind mit einer erhéhten Mortalitat verbunden (Joly et al. 2002).
Um die Glukokortikoid-Dosierung zu verringern, bieten sich eine Kombination oder auch
eine Monotherapie mit Azathioprin, Dapson, Doxycyclin, Methotrexat oder Mycophenolat
an (Schmidt et al. 2020; van Beek et al. 2021a). Es liegen nur begrenzt Studien Uber die
Wirksamkeit der Therapiemdglichkeiten vor. Dabei lie sich kein Medikament bzw. eine
Therapiekombination hervorheben (Schmidt et al. 2020). Bleibt ein Therapieerfolg aus,
kommen hochdosiert intravendse Immunglobuline, Immunadsorption oder CD20-Antikorper
und Anti-IgE-Antikérper zum Einsatz (Schmidt et al. 2020; van Beek et al. 2021a).
Nebenwirkungen waren vor allem bei dlteren Menschen zu beobachten aufgrund haufiger
Komorbiditaten und einer schwacheren Immunabwehr (Brick et al. 2014). Spezifische und
nebenwirkungsarme Therapieoptionen werden dringend benétigt (Schmidt et al. 2020).

2.6.2 Pathophysiologie des bullésen Pemphigoids

Es besteht eine genetische Disposition beim BP. Das HLA-Klasse-II-Allel DQB1*03:01 war
bei den meisten BP-Patienten vorhanden und scheint die Ausbildung der Krankheit zu
beginstigen (Budinger et al. 1998). Neben HLA-DQB1*03:01 konnte bei deutschen BP-
Patienten vor kurzem auflerdem eine Assoziation zwischen den HLA-Klasse-IlI Allelen
DQA1*05:05 und DRB1*07:01 und dem BP festgestellt werden (Schwarm et al. 2021). Die
HLA-Klasse-lI-Allele dirften bei der Prasentation immundominanter Epitope von BP180 an
autoreaktive T-Zellen beteiligt sein (Budinger et al. 1998). Es wird vermutet, dass eine
Imbalance zwischen Ty und Treg beim BP besteht, die zu einer Stimulation von B-Zellen
fuhrt, die Autoantikorper gegen BP180 und BP230 bilden (Genovese et al. 2019). Bei den
meisten Patienten wurden IgG-Antikérper gegen den extrazellularen Abschnitt der 16. nicht-
kollagenen Domane (NC16A) von BP180 nachgewiesen (Giudice et al. 1993). IgG1 und
IgG4 waren die haufigsten 1gG-Subtypen, die sich bei BP-Patienten entlang der BMZ
nachweisen lieRen (Mihai et al. 2007). BP180 NC16A ist der immundominante Abschnitt
bei BP180 (Schmidt und Zillikens 2013). Die Serumkonzentration von Anti-BP180-NC16A-
spezifischen IgG-Antikdrpern bei BP-Patienten korrelierte mit der Krankheitsaktivitat
(Schmidt et al. 2000b). Jedoch auch andere Domanen als BP180 NC16A wurden von
Antikdrpern erkannt, wie z.B. die C-terminale Domé&ne von BP180 und ein 120 kDa grolRes
C-terminales Fragment, das bekannt ist als LAD-1 (Genovese et al. 2019). Neben IgG-
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Antikérpern lagen bei den meisten BP-Patienten auch IgE-Antikdrper vor (22-100%) (van
Beek et al. 2016). Die Serumkonzentration der IgE-Antikdrper korrelierte mit der
Krankheitsaktivitdt und hohe Serumkonzentrationen waren mit schweren Verlaufen
assoziiert (Kromminga et al. 2000; van Beek N. et al. 2017). Daneben waren IgA-Antikdrper
bei 20-65% der BP-Patienten sowie IgM-Antikorper bei nur 6-22% der BP-Patienten im
Serum nachgewiesen wurden (Liu et al. 2017).

Etwa die Halfte der BP-Patienten bilden Antikérper gegen BP180 und BP230 (Ludwig
2019). Es wird vermutet, dass es im Krankheitsverlauf durch ein epitope-spreading zu einer
Ausweitung der Autoimmunreaktion auf BP230 kommt. Die Rolle von BP230 im
Krankheitsgeschehen ist jedoch noch unklar. Eine Korrelation der IgG-Reaktivitat mit
BP230 und der Krankheitsaktivitat konnte beobachtet werden (Di Zenzo et al. 2011). Das
Potenzial zur Bildung von Blasen durch Antikérper gegen BP230 wurde kirzlich im
Mausmodell dargestellt, bei dem es unter Abwesenheit von Treg zur Bildung autoreaktiver
Antikérper gegen BP230 kam (Haeberle et al. 2018). Bei einem geringen Anteil von 4-5%
der Patienten wurden Antikérper gegen ausschlief3lich BP230 nachgewiesen. Es zeigten
sich im Vergleich zu BP-Patienten mit Antikdrpern gegen BP180 und BP230 weniger
Ablagerungen von Komplement-aktivierenden IgG1 und IgG3 sowie C3 an der BMZ. Die
Hypothese, dass aufgrund der daraus folgenden geringeren Kompetenz, das
Komplementsystem zu aktivieren, sich ein geringerer Krankheitsverlauf entwickeln wirde,
bestatigte sich in der Praxis. Dieser Erkenntnis muss jedoch aufgrund des geringen

Patientenanteils weiter nachgegangen werden (Ludwig 2019).

2.6.3 Die Rolle des Komplementsystems beim bullésen Pemphigoid

Die Bindung von Antikorpern fuhrt beim BP zu einer subepidermalen Blasenbildung. Die
Blasenbildung scheint sowohl abhangig als auch unabhéngig vom Komplementsystem zu

verlaufen (Ujiie et al. 2014).

Komplementabhéngiger Verlauf

Neben dem alternativen Weg spielte beim BP vor allem der klassische Weg bei der
Aktivierung des Komplementsystems eine Rolle (Nelson et al. 2006). Das
Komplementsystem wird Uber die Fc-Region der Antikorper aktiviert (Abbildung 7). Dabei
wird Cha gebildet, das eine starke chemotaktische Wirkung, héchstwahrscheinlich tber
Cb5aR1, auf inflammatorische Zellen austibt (Heimbach et al. 2011). C5a und anti-BP180-
IgE aktivieren Mastzellen tUber C5aR1 bzw. FceRI, das zu einer Degranulation der
Mastzellen  fuhrt  (Heimbach et al. 2011). Mastzell-Degranulation  und
Komplementaktivierung fiihren zu einer Infiltration von Makrophagen, Neutrophilen und

Eosinophilen (Chen et al. 2001; Marshall 2004). Hautanséssige Makrophagen scheinen

13



Hauptquelle von Leukotrien B4 (LTB4) zu sein, das an der Infiltration von Neutrophilen
beteiligt ist (Sadik und Schmidt 2019). Neutrophile und Eosinophile setzen reaktive
Sauerstoffspezies und Proteinasen wie neutrophile Elastase und Matrix-Metalloproteinase
(MMP)-9 frei, die zusammen in der Lage sind, BP180 abzubauen und eine subepidermale
Spaltbildung zu bewirken (Sadik und Schmidt 2019).

Viele Untersuchungen konnten einen Einfluss des Komplementsystems beim BP
feststellen. Eine Aktivierung des Komplementsystems wurde nahezu bei allen BP-Patienten
festgestellt. Ablagerungen von C3 an der BMZ waren bei >80% der BP-Patienten
festzustellen. Das Ausmafd der C3-Ablagerungen korrelierte mit der Krankheitsaktivitat
(Romeijn et al. 2017).

IgG4-Antikdrper hatten ein geringeres pathogenes Potenzial BP auszulésen als IgG1-
Antikérper. Moglicherweise da 1gG1l im Gegensatz zu IgG4 in der Lage ist, das
Komplementsystem zu aktivieren (Mihai et al. 2007). Mausen, denen Komplementfaktor C5
fehlte, hatten eine um etwa die Halfte verringerte Ausbildung von Lasionen nach Gabe von
Anti-BP180 1gG, unabhéngig von der IgG Dosis (Karsten et al. 2018). In einem anderen
Mausmodell, dem Komplementfaktor C4 fehlte und damit der klassische und alternative
Komplementweg bzw. die Bildung der C5-Kinase aul3er Kraft gesetzt war, kam es zu keiner
Bildung vom BP. Es zeigte sich in der Haut der Mause eine signifikant geringere
Konzentration an Granulozyten und C5a als bei dem Wildtyp. Hierdurch liel3 sich zeigen,
dass das KS fiir die Rekrutierung von Granulozyten und bei der Blasenbildung eine wichtige
Rolle zu spielen scheint (Heimbach et al. 2011). M&usen, denen der C5aR1-Rezeptor auf
Mastzellen fehlte, oder die Mastzellen an sich, entwickelten kein BP. Es wurde festgestellt,
dass die Infiltration von Neutrophilen zumindest teilweise von der Degranulation von
Mastzellen abhangig war, welche durch C5aR1 geférdert wurde (Giang et al. 2018; Karsten
et al. 2018; Edwards et al. 2019). Aus diesen Erkenntnissen schliel3t man, dass das
Komplementsystem keine Voraussetzung fiir die Entstehung vom BP zu sein scheint, wohl
jedoch eine wichtige und modulierende Rolle spielt und die Krankheitsaktivitat verstarkt (Liu
et al. 2017; Karsten et al. 2018).

Komplementunabhéngiger Verlauf
Komplementunabhangige Ereignisse wurden im Mausmodell nach Gabe von F(ab‘).-
Fragmenten von Anti-BP180 Antikdrpern beobachtet. Trotz des Fehlens der Komplement-
aktivierenden Bindungsstelle der F(ab‘).-Fragmente, wurde eine Blasenbildung induziert.
Gleiches wurde nach Injektion von Anti-BP180-1gG4, das nicht in der Lage ist Komplement
zu aktivieren, ausgeldst (Ujiie et al. 2014). IgG4 war gefolgt von IgG1 die dominanten
Antikorperklasse, die bei etwa der Halfte der BP-Patienten in der Haut nachgewiesen
wurde. Es zeigte sich jedoch ein geringeres pathogenes Potenzial von IgG4 beim BP (Sitaru
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et al. 2007; Zhou et al. 2016). An kultivierten Keratinozyten liel3en sich in der frihen Phase
der Krankheitsentwicklung komplementunabhéngige Ereignisse beobachten. Nach Gabe
von BP180-IgG kam es bei humanen kultivierten Keratinozyten zu einer Freisetzung von
IL-6 und IL-8 (Schmidt et al. 2000a). In Blasen von BP-Patienten wurden erhohte
Konzentrationen von IL-6 und IL-8 festgestellt (Schmidt et al. 1996b; Schmidt et al. 1996a).
Die Serumkonzentration von IL-6 und IL-8 korrelierte mit der Krankheitsaktivitat (Inaoki und
Takehara 1998). IL-8 wirkt auf Neutrophile, die an der Separation der DEJ beteiligt sind,
chemotaktisch (Schmidt et al. 2001). IL-6 ist ein pleiotropes Zytokin. Im Mausmodell zur
Untersuchung der BP-dhnlichen Epidermolysis bullosa acquisita war bei IL-6 ein
antiinflammatorischer Effekt beobachtet wurden, trotz erhohter Konzentrationen in Serum,
Haut und Blasen von BP-Patienten (Schmidt et al. 1996a; Samavedam et al. 2013).
AulRerdem wurde eine Internalisierung von BP180 nach Bindung von BP180-Antikorpern
beobachtet, das die Bindung der Keratinozyten zur Basalmembran schwéacht und eine
Spaltbildung ermdoglicht. Nur bei Antikérpern, die gegen BP180 NC16A gerichtet waren,
konnte ein Internalisierung beobachtet werden, nicht jedoch bei Antikdrpern, die andere
Epitope von BP180 erkannten. Daraus lasst sich vermuten, dass Antikdrper gegen BP180
NC16A zu einem schwereren Krankheitsverlauf fihren (Imafuku et al. 2017).
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der Pathogenese des BP. Autoantikérper binden an der
BMZ an BP180 und BP230. (2) Bindung der Antikdrper fuhrt zu einer Freisetzung von IL-8 aus
Keratinozyten und zur Bindung von Komplement an die Antikdrper. (3) C5a, Mastzellen und IL-8
fuhren zu einer Rekrutierung von Neutrophilen, Makrophagen, Eosinophilen und weiteren T-Zellen.
(4) Neutrophile und Eosinophile setzen reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und Proteinasen frei, die
die Hemidesmosomen zerstéren und eine Spaltbildung resultiert (modifiziert nach Sadik und Schmidt
2019).

Mast cell

2.7 Projektspezifische Vorarbeiten

Karsten et al. beobachteten im Antikorpertransfer-Modell beim BP, dass C5aR1 eine
krankheitsfordernde Funktion ausibte (Abbildung 8A-E), wahrend sich bei C5aR2 ein
protektiver Effekt nachweisen liel3 (Abbildung 8F-J) (Karsten et al. 2018). Weiterhin
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konnten Beobachtungen gemacht werden, die darauf schlieRen lassen, dass das
Komplementsystem in der Frihphase beim BP auf den Krankheitsverlauf einwirkt. Zu
diesen Ergebnissen fiihrte die Erkenntnis, dass bei C5aR1” Mausen die Infiltration von
Neutrophilen in die Haut, die das frihe Stadium der Erkrankung darstellt, etwas geringer
war als beim Wildtyp. Bei C5aR2” Mausen waren keine Veranderungen in der
Neutrophilen-Konzentration festzustellen (Abbildung 8K,L). Dahingegen war bei der
Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies von Neutrophilen in der Haut von C57 Mausen, die
den Prozess der Blasenbildung und damit das spate Stadium der Erkrankung darstellten,
kein Unterschied zu den Wildtyptieren festzustellen (Karsten et al. 2018). Weiterhin spricht
fur den Einfluss des Komplementsystems in der frilhen Phase, dass eine Hemmung von
C5aR1 mit dem C5aR1-Antagonisten PMX53 nur in prophylaktischer Gabe, das heif3t vor
Ausbruch der Krankheit, zu einer Reduzierung der Krankheitsaktivitat fuhrte, dies jedoch
nicht bei therapeutischer Gabe, nach Ausbruch der Erkrankung, der Fall war (Karsten et al.
2018). Aus den Beobachtungen kann man darauf schliel3en, dass das Komplementsystem
im frlhen Stadium der Krankheitsentwicklung vom BP beteiligt ist und die Rezeptoren
C5aR1 und C5aR2 wichtige Stellschrauben darstellen (Liu et al. 2017; Karsten et al. 2018).
Im Mausmodell konnte dargestellt werden, dass das Komplement ein notwendiger Schritt

im Prozess der subepidermalen Blasenbildung ist und durch BP180-Antikdrper getriggert
wird (Liu et al. 1995).
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Abbildung 8: Darstellung der Funktion von C5aR1 und C5aR2 im Mausmodell. C5aR1
vermittelte nach Anti-BP180-1gG Injektion eine Gewebezerstérung, wahrend C5aR2 eine protektive
Funktion zeigte. (A): Injektion von anti-BP180-1gG in C5aR1~~ Mause (n=10) resultierte in signifikant
weniger Hautldsionen durch BP verglichen mit dem Wildtyp [n=10]. (F): Im Kontrast bewirkte die
Injektion von anti-BP180-1gG in C5aR2~~ Mause (n=15) eine héhere Krankheitsaktivitat verglichen
mit dem Wildtyp [n=18]. Reprasentative klinische Bilder (B,C,G,H) und histologische Bilder (D,E,I,J)
zeigen C5aR17"- (C,E), C5aR2-Mause (H,D) und Wildtyp (B,D,G,I). Infiltration von Neutrophilen
in Hautlasionen, dargestellt durch die Myeloperoxidaseaktivitat, war in C5aR17~ Mausen im
Vergleich zum Wildtyp reduziert (K) und zeigte in C5aR27- Mausen keine Veranderung (L)
(Ubernommen aus Karsten et al. 2018)
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2.8 Fragestellung

Die derzeitige Behandlung des BP ist durch die Nebenwirkungen der
entziindungshemmenden Therapie limitiert, die zu einer erhdhten Sterblichkeit und zu
Rezidiven bei 20-40% der Patienten fuhrt (Schmidt und Zillikens 2013; Brick et al. 2014).
Ein besseres Verstandnis der Pathophysiologie und neue Therapieansatze sind daher
dringend notwendig und Gegenstand aktueller Forschungsprojekte (van Beek et al. 2021a).
Die aktuelle Arbeit basiert auf der vor kurzen gewonnenen Erkenntnis, dass C5aR1 beim
BP einen krankheitsférdernden Effekt zeigt, wahrend C5aR2 protektiv wirkt (Karsten et al.
2018). C5aR1 und C5aR2 konnten als Angriffspunkte einer Therapie des BP verwendet
werden. C5aR1 und C5aR2 werden von Immunzellen exprimiert (Laumonnier et al. 2017;
Verghese et al. 2018; West et al. 2020). Die Kenntnis Uber das Expressionsverhalten dieser
Rezeptoren auf Immunzellen, die am Krankheitsverlauf vom BP beteiligt sind, kbnnte eine
gezielte Therapie ermdglichen. Das Ziel dieser Arbeit war es daher, die Expression von
C5aR1 und C5aR2 in frihen Hautlasionen von Patienten mit BP zu quantifizieren. Bislang
ist das Wissen Uber die C5aR1- und C5aR2-Expression bei Menschen mit BP nur gering.
Die Arbeit soll eine Ubersicht tiber die C5aR1- und C5aR2-Expression beim BP verschaffen
mit Augenmerk auf die dominierende Zellpopulation. Die aus dieser explorativen und
deskriptiven ~ Studie gewonnenen Erkenntnisse sollen eine Grundlage fir
Folgeuntersuchungen zur C5aR1/C5aR2-Expression beim BP darstellen. Die Expression
von C5aR1 und C5aR2 sollte mit der Haut von Kontroll-Patienten mit nicht-entziindlichen

Dermatosen verglichen werden. Dazu wurden folgende Hypothesen Uberprdft:

1.) Die Haut von BP-Patienten ist von Immunzellen infiltriert. Dazu zéhlen T-Zellen,
Neutrophile, Eosinophile, Mastzellen und Makrophagen.

2.) Immunzellen exprimieren C5aR1 und C5aR2 in unterschiedlicher Auspragung. Die
Expression lasst sich immunhistochemisch untersuchen.

3.) Mit Hilfe der Immunhistochemie kann die Immunzelle mit der hchsten C5aR1-/
CbhaR2-Expression festgestellt werden.

4.) Die verwendeten C5aR1- und CbaR2-Antikérper binden spezifisch an den
jeweiligen Komplement-Rezeptor.

5.) Immunzellen kommen in gesunder Haut praktisch nicht vor und die Expression von
CbhaR1/C5aRz2 ist vernachlassigbar.

6.) Es lassen sich C5aR1- und C5aR2-exprimierende Immunzellen identifizieren, die
fur neue und gezielte Therapiemdglichkeiten pharmakologisch targetiert werden

kdnnen.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Ethik

Fur die Versuche wurden in Paraffin eingebettete Biopsien von Patienten aus der Klinik fir
Dermatologie, Venerologie und Allergologie des Universitatsklinikums Schleswig-Holsteins
Campus Lubeck verwendet. Bei der Arbeit wurden die Richtlinien der Deklaration von
Helsinki beachtet. Die Arbeit wurde von der Ethikkommission der Universitat zu Libeck

positiv begutachtet (Antragsnummer: 15-051, 18-046).

3.2 Hautproben

In dieser Studie wurden perildsionale Hautbiopsien von 9 BP-Patienten und 4 Kontroll-
Patienten mit Basalzellkarzinom oder Plattenepithelkarzinom der Haut mit Biopsien
derselben Korperlokalisation fiir immunhistochemische Untersuchungen verwendet
(Tabelle 3). 8 BP-Patienten waren mannlich und 1 BP-Patientin war weiblich. Das mittlere
Alter war 78 Jahre und die Altersspanne betrug 65 bis 93 Jahre.

Die Diagnose der BP-Patienten wurde histologisch durch subepidermale Blasen, in der
direkten Immunfluoreszenz durch lineare C3- und IgG-Ablagerungen an der BMZ und durch
den Nachweis von zirkulierenden Autoantikérpern gegen BP180 oder BP230 gestellt (van
Beek et al. 2021a). Vier Kontroll-Patienten wurden als ausreichend angesehen, da in
gesunder Haut kein erhéhtes Vorkommen von Entziindungszellen zu erwarten ist.

Da beim BP bisher keine geschlechts-spezifischen Befunde beschrieben wurden, wurde
das Geschlecht der zu untersuchenden Patienten nicht berlcksichtigt (Egami et al. 2020;
Chen et al. 2022).
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Tabelle 3: Autoimmunologische Befunde der 9 BP-Patienten.

BP sonstiger|Lokalisation der Biopsie
patient (P) DIF BMZ IIF BMZ ELISA ELISA

(Alter, gG |IgM | IgA | C3 | IgG IgG BP180 | BP230
Geschlecht) (Affe) | (NaCl) | NC16A
P1 + + - + + - 10* 2* LAD1 Oberarm
73 Jahre
mannlich
P2 - - - + - + 492* 12* n.d. Unterarm
65 Jahre
méannlich
P3 - - - + + + 179* 14* n.d. Oberarm
81 Jahre
mannlich
P4 - - - + + + 555* 2* n.d. Unterarm
72 Jahre
mannlich
P5 + - - + + + 766* n.d. n.d. Oberschenkel
74 Jahre
mannlich
P6 - - - - + + 130* n.d. - Keine Lokalisation
93 Jahre angegeben
weiblich
P7 + - - + + + 718* n.d. n.d. Unterschenkel
83 Jahre
méannlich
P8 + - - - + + 148* 42* n.d. Oberarm
77 Jahre
mannlich
P9 + - + - + + 11* 4* LAD 1 Unterarm
84 Jahre
méannlich
*in U/ml, ein Antikdrpertiter <20 U/ml ist normal und in roten Zahlen markiert, ein Antikrpertiter
>20 U/ml ist ein positiver Nachweis von Antikérpern und die Zahl griin markiert.

(+) = nachgewiesen, (-) = nicht nachgewiesen; DIF: direkte Immunfluoreszenz; IIF: indirekte
Immunfluoreszenz; BMZ: Basalmembranzone; n.d.: nicht durchgefuhrt; LAD1: lineares IgA-
Dermatose-Antigen, l6sliche 120 kDa schwere kollagendse Ektodoméane von BP180.

In Tabelle 3 sind die autoimmunologischen Befunde dargestellt, die zur Diagnose der
Erkrankung gefiihrt haben. Die direkte Immunfluoreszenz (DIF) gilt als Goldstandard in der
Diagnostik des BP. Mit der DIF lassen sich Ablagerungen von IgG, IgA, IgM und/oder
Komplement C3 entlang der DEJ nachweisen. Mit der DIF ist auch die Abgrenzung von
anderen Autoimmundermatosen mdglich (van Beek et al. 2020). Die indirekte
Immunfluoreszenz (lIF) hat sich als Screeningmethode bewéhrt. Bei der IIF wird
Patientenserum auf mit NaCl generierter humaner Spalthaut oder Osophagusgewebe des
Affen gegeben. Liegen im Patientenserum Antikorper gegen BP180 oder BP230 vor, lassen
sich diese mit fluoreszenzmarkierten Antikérpern nachweisen (Saschenbrecker et al. 2019;
van Beek et al. 2020). Die Serumkonzentration von Anti-BP180-NC16A-1gG korreliert mit
der Krankheitsschwere (Schmidt et al. 2000b). Durch das ELISA-Verfahren lassen sich
Antikérper gegen BP180-NC16A und BP230 nachweisen sowie deren Serumkonzentration
bestimmen (Sachenbrecker et al. 2019). Die Rolle von IgG gegen BP230 im
Krankheitsverlauf ist unklar und eine Korrelation der IgG-Reaktivitat mit BP230 und der

Krankheitsaktivitat konnte nicht beobachtet werden (Di Zenzo et al. 2011).
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3.3 Herstellung der Hautschnitte

Fur die Untersuchung wurden in Formalin fixierte und in Paraffin eingebettete Hautbiopsien
von Patienten mit BP verwendet. Es handelte sich hierbei um perilasionale Biopsien, bei
denen die Hautbiopsien von der unmittelbaren N&he zur Hautldsion stammten. Die
Hautstruktur ist hierbei weitestgehend erhalten und nicht wie in einer lasionalen Hautbiopsie
durch die Blasenbildung zerstort (Schmidt und Zillikens 2016). Es standen Kryoschnitte
sowie in Paraffin eingebettete Biopsien fir die Arbeit zur Verfiigung. Bei der Verwendung
von Kryoschnitten konnte trotz unterschiedlichster immunhistochemischer Verfahren die
gesuchten Zellen nicht angefarbt werden. Mit Paraffinschnitten konnten jedoch erfolgreich
immunhistochemische Farbungen durchgefiihrt werden. Diese wurden daher im weiteren
Verlauf genutzt. Zu diesen BP-Proben wurden Kontroll-Proben von Patienten
herausgesucht, die nicht am BP erkrankt waren und somit als Vergleich eines gesunden
Patienten dienten. Die Paraffinblocke stammten aus der Routinesammiung der
Dermatologie der Universitat zu Libeck. Die Paraffinblécke wurden am Mikrotom mit einer
Dicke von 4,5 pm geschnitten und auf Thermo ScientificTM SuperFrostPlusTM
Adhéasionsobjekttrager aufgezogen. Um eine bessere Objekttragerhaftung zu
gewabhrleisten, wurden die Objekttrager Gber Nacht bei 37°C inkubiert.

34 Immunhistochemie

Um die Expression von C5aR1 und C5aR2 zu untersuchen, wurde das Verfahren der
Immunhistochemie verwendet. Bei der Immunhistochemie wird ein Antigen bzw. ein Epitop
im Gewebe (z.B. ein bestimmter Rezeptor) unter Verwendung eines monoklonalen oder
polyklonalen Antikdrpers nachgewiesen. Der bindende Antikérper wird anschlieend mittels
eines fluoreszierenden Farbstoffs visualisiert, den man durch ein Fluoreszenzmikroskop
erkennen kann. Der Marker ist entweder direkt am priméaren Antikérper gebunden (direkte
Antigen-Erkennung) oder es handelt sich um einen sekundar fluoreszenzmarkierten
Antikorper, der spezifisch an den primaren Antikdrper bindet und ihn so markiert (indirekte
Antigen-Erkennung). Obwohl die direkte Methode einfacher und schneller ist als die
indirekte Methode, da nur ein Antikérper verwendet wird, hat die direkte Methode eine
wesentlich geringere Empfindlichkeit als die indirekte Methode, weil die Signalverstarkung
geringer ist. Daher ist die indirekte Methode zu bevorzugen. Bei der indirekten Methode ist
der sekundéare Antikdrper so zu wahlen, dass, wenn es sich beim primaren Antikorper um
einen 1gG-Antikorper einer Maus (gegen menschliche Antigene gerichtet) handelt, der

sekundare  Antikdrper gegen IgG-Antikdrper der Maus, also derselben
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Immunoglobulinklasse und Immunoglobulin-Spenderspezies, gerichtet ist (Luttmann et al.
2014; Orakpoghenor et al. 2018). In dieser Studie wurde die indirekte Methode praktiziert.
Um die Zellen bzw. die Leukozyten, die C5aR1 oder C5aR2 exprimieren, zu identifizieren,
wurde der C5aR1- bzw. C5aR2-Antikdrper (Antikbrper A) mit einem weiteren Antikorper
(Antikorper B) gemischt, der als Marker fur den jeweiligen Leukozyten dient und an
spezifische Strukturen bindet, und eine Doppelfarbung durchgefiihrt. Bei der Doppelfarbung
wird ein zweiter fluoreszierender sekundarer Antikérper fur Antikbrper B verwendet. Bei
einer Doppelfarbung ist zu beachten, dass Antikdrper B von einer anderen Spezies stammt.
Wirden beide Antikorper von der gleichen Spezies stammen, so wirde der sekundare
fluoreszierende Antikdrper auch an beide binden und eine Unterscheidung unméglich sein.
In dieser Arbeit stammten daher die C5aR1- und C5aR2-Antikérper vom Kaninchen und es
wurde ein sekundarer Antikorper verwendet, der gegen Immunoglobuline des Kaninchens
gerichtet war. Die Antikdrper, die als Leukozytenmarker verwendet wurden, waren Maus-
Antikoérper. Hier waren die sekundaren Antikdrper gegen Immunglobuline der Maus
gerichtet. Dadurch, dass die sekundaren Antikorper unterschiedliche fluoreszierende
Signale abgeben, ist eine Unterscheidung aufgrund der Farbe zwischen C5aR1- bzw.
C5aR2-Rezeptor (rot) und Leukozyt (griin) méglich. Handelt es sich um eine Zelle, die fur
beide Antikorper Bindungsstellen tragt, z.B. ein Makrophage der C5aR1 exprimiert, kommt
es zur Aussendung von zwei fluoreszierenden Signalen und zu einer Uberlagerung beider
Signale. Eine Uberlagerung von rotem und griinem Signal ergibt die Farbe Gelb. Auf diese
Weise konnten in dieser Arbeit im Fluoreszenzmikroskop Zellen unterschieden werden, die
(a) nur C5aR1 bzw. C5aR2 exprimierten, (b) bei denen es sich um Leukozyten ohne C5aR-
Expression handelten oder (c) bei denen es sich um Leukozyten handelte, die zuséatzlich
C5aR1/C5aRz2 exprimierten.

Weiterhin musste eine Isotyp-spezifische Negativkontrolle durchgeftihrt werden. Die
verwendeten Antikorper, die einer Antikérperklasse (IgG1l, 1gG2, IgA...) einer Spezies
(Maus oder Kaninchen) angehdren, gehen in einem bestimmten Mal3 auch unspezifische
Bindungen ein. Dies fuhrt zu unspezifischen Signalen und verfalscht das Ergebnis. Durch
Antikérper der gleichen Antikorperklasse und -spezies, die an ein Antigen binden, das im
menschlichen Organismus nicht vorkommt (in der Regel Antigene vom Schimmelpilz), kann
dieses unspezifische Signal interpretiert werden. Diese Antikdrper werden als Isotypen
bezeichnet und dienen der Isotyp-Kontrolle oder Negativkontrolle (Luttmann et al. 2014).
Aulerdem binden die Fluoreszenz-gekoppelten Sekundarantikérper an unspezifische
Strukturen und verursachen ein nicht-spezifisches Hintergrundsignal. Auch dafur dient die
Isotyp-Kontrolle. Das Fluoreszenzmikroskop wird so eingestellt und angepasst, dass im

Negativbild keine Signale mehr zu erkennen sind. Auf diese Weise ist im zu
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untersuchenden Objekt bei Signalen von spezifischen Antikorper-Antigen-Bindungen
auszugehen (antikoerper-online.de/1223).

3.4.1 Leukozytenmarker

In dieser Studie wurde die Expression von C5aR1 und C5aR2 auf Leukozyten untersucht,
die beim BP eine wichtige Rolle spielen. Dazu gehdren Neutrophile, Mastzellen,
Makophagen/Monozyten, T-Zellen und, flr BP charakteristisch, Eosinophile (Kasperkiewicz
und Zillikens 2007). Zum Nachweis dieser Leukozyten, gibt es spezifische Antikérper, die
an bestimmte, fur die Zellen charakteristische, Strukturen binden und die Zelle sich so

identifizieren lasst. Folgende Marker wurden in dieser Studie eingesetzt:

3.4.11. Myeloperoxidase (MPO) — Neutrophile Granulozyten

MPO ist ein Peroxidaseenzym und wird am haufigsten intrazellular in der
priméren/azurophilen Granula von Neutrophilen exprimiert (Kato 2016). MPO ist daher ein
ublicher Marker zur Identifikation von Neutrophilen (rndsystems.com/cell-markers). Mit Hilfe
von H;O; oxidiert MPO Chloridionen zu Hypochlorsaure (HOCI). HOCI ist stark bakterizid
und ein kritischer Bestandteil der Wirtsabwehr gegen eindringende Bakterien, Pilze und
Viren. MPO spielt eine wichtige Rolle bei der Abtotung von Mikroben durch Neutrophile
(Brown et al. 2001; Rehg et al. 2012; Aratani 2018).

3.4.1.2. CD68 - Makrophagen

CD68 ist ein Glykoprotein, das im Zytoplasma der meisten Monozyten bzw. Makrophagen
exprimiert wird (Rehg et al. 2012; Chistiakov et al. 2017). Humanes CD68 gehdrt zur Familie
der LAMP-Proteine, die sich in der lysosomalen Membran befinden. Die Funktion von CD68
ist noch unklar. Es wird eine Rolle beim Peptidtransport oder der Antigenverarbeitung
vermutet (Chistiakov et al. 2017).

3.4.1.3. Tryptase — Mastzellen

Tryptase ist eine neutrale Serinprotease und der am haufigsten im Mastzellgranulat
gespeicherte Mediator. Die Freisetzung von Tryptase ist ein charakteristisches Merkmal der
Degranulation von Mastzellen und spielt eine wichtige Rolle bei Entziindungen. Tryptase
kann eine Reihe von Peptiden aktivieren, wie Fibronektin, Kinogenen und stimuliert die
Degranulation von benachbarten Mastzellen. Wahrend der Entziindung kann Tryptase die
Freisetzung des Granulozyten-Chemokins IL-8 stimulieren und die Expression von ICAM-

1 auf Epithelzellen hochregulieren (Payne und Kam 2004).
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3.4.1.4. Eosinophile Peroxidase (EPX) — Eosinophile Granulozyten

EPX ist spezifisch fur Eosinophile und ist in deren Granula exprimiert. EPX ist eine
Peroxidase, die Radikale bildet, welche schadigend auf Zellmembranen wirken und an
Abwehrreaktionen gegen eine Vielzahl von Mikroben beteiligt ist (Borelli et al. 2003; Lee
und Rosenberg 2013).

3.4.15. CD3-T-Zellen

CDa3 sind transmembrantse Proteinketten, die zum T-Zell-Rezeptorkomplex gehéren. CD3
ist als T-Zell-Marker anerkannt (Rehg et al. 2012). CD3 ist an der Signallbertragung
beteiligt, nachdem ein Antigen mittels MHC-Molekil an den T-Zell-Rezeptor der T-Zelle
bindet (Alcover et al. 2018).

3.4.1.6. Cba/C5ades-Arg

C5a und Cb5a des-Arg sind die Liganden von C5aR1 und C5aR2. C5a des-Arg ist das
Abbauprodukt von Cb5a, dem durch das Enzym Carboxypeptidase B das C-terminale
Arginin entfernt wurde. C5a des-Arg bindet mit 10-50fach hoherer Affinitat an C5aR2 als an
C5aR1 und liegt aufgrund der hohen Aktivitat der Carboxypeptidase in hoherer
Konzentration im Serum vor als C5a (Cain und Monk 2002).

3.4.1.7. Neuronales Zelladhasionsmolekil 1 (NCAM1) - NK-Zellen

NCAML1, auch als CD56 bezeichnet, ist ein Oberflachenmolekil und der typische Marker
fir NK-Zellen. Die Funktion von NCAM1 ist bisher unklar, wird jedoch bei Aktivierung von
NK-Zellen mehr exprimiert und kdnnte bei der Kontaktaufnahme mit Zielzellen eine Rolle
spielen (Van Acker et al. 2017).
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3.4.2 Deparaffinierung

Die Proben mussten zunéchst deparaffiniert werden, da das Paraffin eine weitere Arbeit mit

Antikdrpern verhindert. Die Deparaffnierung erfolgte in 7 verschiedenen Badern wie folgt

(Abbildung 9):

1. 3 min in Roti®-Histol
3 min in Roti®-Histol
3 min in Roti®-Histol
3 min in 100% Ethanol
3 min in 96% Ethanol
3 min in 70% Ethanol
7. 3 min in 50% Ethanol

S T

AnschlieRend wurden die Proben fir mindestens 10 min in destilliertem Wasser gewaschen

bzw. dort fur die nachsten Schritte verwahrt, damit die Proben nicht austrocknen. Ein

Austrocknen wirde zu unspezifischen und schlechteren Ergebnissen fihren.

%

paraffineingebettete

}

Hautproben
3min 3 3min » | 3min ¥ 3min > 3min > 3min » 1 3min
Roti®- Roti®- Roti®- 100% 96% 70% 50%
Histol Histol Histol Ethanol Ethanol Ethanol Ethanol
Deparaffinierung l
Destilliertes
Wasser

Abbildung 9: Schematischer Ablauf der Deparaffinierung. Fir die weitere Behandlung mussten
die Hautproben deparaffiniert werden. Dies erfolgte in mehreren Badern mit Roti®-Histol und Ethanol
fur jeweils 3 Minuten (modifiziert nach labclinics.com/immunohistochemistry).
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3.4.3 Antigenrickgewinnung

Durch das Verfahren der Formalinfixierung und der Paraffineinbettung der Hautbiopsien
wurden die Proteine denaturiert und miteinander vernetzt (crosslinks). Dadurch gingen auch
Bindungsstellen fir Antikorper verloren und eine weitere immunhistochemische
Bearbeitung ist nicht mehr mdoglich. Daher musste ein Antigen Retrieval
(Antigenriickgewinnung) erfolgen, welches diese crosslinks beseitigt und die Epitope fur die
Antikérper wieder freigibt. Die Brechung der crosslinks kann enzymatisch (Proteinase K
oder Pepsin) oder mit Hitze (HIAR = Hitze-induzierte-Antigen-Rlickgewinnung) in einem
Puffer, der je nach Antikdrpereigenschaft entweder basisch oder sauer sein muss, erfolgen.
Es wurden drei verschiedene Protokolle fur das Antigen Retrieval fur die folgenden
Antikorper erarbeitet (Abbildung 10):

3.4.3.1. Tryptase und C5a/C5a des-Arg

Tryptase und Cb5a/C5a des-Arg bendtigten ein enzymatisches Antigen Retrieval mit
Proteinase K. Dazu wurden 50 pl Proteinase K (Arbeitslosung, QIAGEN) (Tabelle 4) auf
die Schnitte pipettiert und die Proben 15 min bei 37°C inkubiert.

3.4.3.2. Myeloperoxidase (MPO), CD3 und CD68

MPO, CD3 und CD68 bendtigten HIAR. Dafir wurden die Proben im Druckkochtopf in
Citratpuffer (pH 6) 10 min gekocht (Tabelle 4). Anschlie3end liel3 man diese 10 min im Topf
auf Eis abkuhlen.

3.4.3.3. Eosinophile Peroxidase (EPX)

EPX benétigte zwei Antigen Retrievals. Zuerst wurde ein HIAR im Dampfgarer in
Citratpuffer (pH 6) durchgefiihrt, da dieser Antikdrper ein schonenderes Verfahren
bendtigte. Sobald die Citratldsung eine Temperatur von 60°C erreicht hatte, wurde diese
fur 30 min gehalten. Nachdem die Proben 10 min abgekuhlt waren, wurden diese 2x mit
destilliertem Wasser fir 5 min gewaschen. AnschlieRend musste noch ein enzymatisches
Antigen Retrieval mit Proteinase K (Arbeitslosung, QIAGEN) durchgefihrt werden. Dazu
wurden 50 ul Proteinase K auf die Schnitte pipettiert und die Proben 15 min bei 37°C

inkubiert.
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3.4.34. NCAM1

Bei NCAM1 wurden verschiedene Antigen Retrievals angewendet, da insbesondere das
vom Hersteller empfohlene Verfahren erfolglos blieb. Es wurde wie bei EPX ein Antigen
Retrieval im Dampfgarer in Citratpuffer durchgefiihrt, das im Datenblatt fur den NCAM1-
Antikdrper empfohlen war. Aufgrund des Misserfolgs wurde weiterhin wie bei Tryptase
Proteinase K (Arbeitslésung, QIAGEN) getestet und aul3erdem in einem anderen Versuch
Pepsin (Fertigmischung, Thermo Fisher Scientific) (Tabelle 4), welche beide nach

Auftragung 15 min bei 37°C inkubiert wurden.

Enzymatisch:
Proteinase K oder Pepsin
werden fir 15 min bei 37°C
inkubiert
A B C
= { i
- ; 1" L ]
= =
Il |/ . 1
re= G‘i |
= PEr pe—- 4 Waschen TN Waschen :
3x5min R 3x5min .‘)'
Antigenriickge g i R —_
- R
d ffiniert Blockierung mit: 1. Farbung
t:l[;aurtapr:)nblzne 1. Fab-Fragmente mit primaren Antikorpern
2. 5%NDS (C5aR1/C5aR2 + Leukozytenmarker)
3. 3%BSA
Hitze-induzierte-Antigenrickgewinnung:
Im Drucktopf oder Dampfgarer D
et
25
"(4' L Ve
5
€%y
e
> B A —lp
2. Farbung 1h Inkubation Waschen
i i bei Raumt t 3x5mi
m::t?:;:ldé::‘en el Raumtemperatur xomin DAPI Fluoreszenzmikroskop
pel Einbettung
E F G

Abbildung 10: Schematische Darstellung der Bearbeitung der Hautproben fur die
Immunhistochemie. Die Hautproben benétigen als Erstes eine Antigenriickgewinnung, die
enzymatisch oder durch Hitze durchgefihrt wird. (B) AnschlieRend erfolgt die Blockierung, zunéchst
der in der Haut vorhandenen Immunglobuline mit Fab-Fragmenten, dann der unspezifischen
Bindungsstellen mit 5% normalen Eselserum (NES) und anschliel3en mit 3% bovinen Serumalbumin
(BSA). (C) Dann erfolgt die erste Farbung, die Antikbrper gegen C5aR1 oder C5aR2 und den
jeweiligen Antikérper gegen den gesuchten Leukozyten enthélt. (D) Es erfolgt eine Inkubation tber
Nacht bei 4°C. (E) Am nachsten Tag erfolgt die zweite Farbung mit sekundéaren bzw.
immunfluoreszenzgekoppelten Antikdrpern gegen die C5aR1/C5aR2- und leukozytenspezifischen
Antikérper und Inkubation fur 1h bei Raumtemperatur (RT). (F) Zur Farbung der Zellkerne und
Konservierung erfolgt die Einbettung mit DAPI. (G) Anschlielend wurden die gefarbten Zellen unter
dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet und quantifiziert (modifiziert nach O’Hurley et al. 2014 und
labclinics.com/immunohistochemistry).
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3.4.4 Blockierung

Nach dem Antigen Retrieval wurden die Proben 3 x 5 min in PBS-T gewaschen. EPX
benotigte TBS-T als Waschpuffer.

Der Antigennachweis wird durch eine unspezifische Hintergrundfarbung erschwert, wenn
indirekte immunhistochemische Nachweismethoden verwendet werden. Die Hauptursache
fur die Hintergrundfarbung ist die Bindung des sekundaren Antikérpers an im Gewebe
vorkommende Antikérper und andere Komponenten. Der Blockiervorgang st
unabkémmlich, um eine nicht spezifische Bindung von Antikdérpern oder anderen
Reagenzien an das Gewebe zu vermeiden. Selbst dann, wenn der Antikorper eine hohe
Spezifitdt gegenuber dem Ziel aufweist, kdnnen intermolekulare Kréfte eine nicht
spezifische Bindung an andere Molekile beglnstigen. Diese nicht-spezifische Bindung
verhindert die Visualisierung der Antigen-Antikérper-Bindung, die untersucht werden soll.
Um eine nicht-spezifische Bindung nach Mdglichkeit auszuschlieBen, muss ein
Blockiervorgang vor der Inkubation mit dem Primarantikdrper durchgefiihrt werden.
Generell wird Serum (von derselben Spezies wie der Sekundarantikdrper) oder bovines
Serumalbumin (BSA) fur die Blockierung verwendet. Seren kdnnen helfen, die nicht-
spezifische Bindung zu verhindern. Wenn eine Farbung mit mehreren Antikdrpern
durchfuhrt wird, missen Blocksera gegen alle verwendeten Sekundarantikérper verwendet
werden (ptglab.com/ihc-blockierung). Bei Proteinen wie BSA oder Casein besteht jedoch
keine Notwendigkeit, das Reagenz an die Spezies des sekundaren Antikorpers
anzupassen (abcam.com/blocking-for-ihc).

Die Blockierung erfolgte wie folgt:
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3.4.4.1. Blockierung endogener Immunoglobuline mit Fab-Fragmenten

Das Blockieren von im Gewebe vorkommender (endogener) Antikdrper durch
Vorinkubation mit monovalenten Fab-Fragmenten fuhrt zur Eliminierung der
Hintergrundfarbung und erzielt zufriedenstellende Ergebnisse (Abbildung 11).
Monovalente Fab-Fragmente sind die antikérperbindenden Bestandteile von Antikérpern
und besitzen nur eine Bindungsstelle, die an Antikérper bindet, die in der zu
untersuchenden Hautbiopsie vorkommen (dianova.com/fab-fragmente). Damit wird
verhindert, dass sekundare Antikorper an diese Antikdrper binden und ein unspezifisches
Signal aussenden. Dies ermdglicht die Spezifitdit des Fluoreszenzsignals zu erhdhen
(dianova.com/immunhistochemische-faerbung). Dafir wurden die Proben fir 60 min mit
Esel-anti-Mensch-Anti-F(ab‘)-Antikdrpern (Verdinnung: 1:200, Jackson ImmunoResearch;
in PBS bzw. TBS bei EPX) bedeckt (Abbildung 10B, Tabelle 4). Anschlie3end wurden die
Proben 3 x 5 min mit PBS-T bzw. bei Verwendung von EPX mit TBS-T gewaschen.

47

X

Im Gewebe
Fab- Fragmente y vorkommende Antikorper

%" SekundareAntikdrperA Priméare Antikdrper

Abbildung 11: Blockierung endogener Antikdrper mit Fab-Fragmenten. Fab-Fragmente binden
an endogene Antikdrper und ermdglichen sekundéren Antikérpern eine spezifischere Bindung an die
primaren Antikérper. Dadurch ist ein Hintergrundsignal durch unspezifische Bindungen vermeidbar
(dianova.com/immunhistochemische-faerbung).

3.4.4.2. Blockierung mit normalen Eselserum (NES)

Die Blockierung mit NES war fir die Verwendung von Kaninchen-Antikérpern gegen
C5aR1/C5aR2 notwendig. 5% NES/PBS-T bzw. fir EPX 5% NES/TBS-T wurden fir 60 min
auf die Proben gegeben (Tabelle 4).

3.4.4.3. Blockierung mit bovinen Serumalbumin (BSA)

Nun erfolgte die Blockierung der unspezifischen Bindungsstellen bei Raumtemperatur fr
30 min mit 3% BSA/PBS-T bzw. 3% BSA/TBS-T fur EPX. Der Vorgang war fur die
Verwendung der spezifischen Maus-Antikorper gegen die Leukozyten notwendig
(Tabelle 4).
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Tabelle 4: Verwendete Puffer und Reaktanten in Immunhistochemie.

Puffer

Zusammensetzung

3% bovines Serumalbumin (BSA)

50 ml PBS-T/TBS-T, 1,5 g Albumin Fraktion V

5% normales Eselserum (NES)

50 ml PBS-T/TBS-T, 2,5 ml NES

1x Phosphat-gepufferte Salzlésung mit
Tween20 (PBS-T)

10xPBS: 5 | destilliertes Wasser, 450 g NaCl,
87 g NazHPO4 x 2H20, 9 g NaH2PO4 x H20;
1 | 1xPBS-T: 100 ml 10xPBS, 900 ml
destilliertes Wasser, pH 7,2, 0,5 ml Tween-20

3% BSA/PBS-T

3gin 100 ml PBS-T

1x Tris-gepufferte Salzlésung mit Tween20
(TBS-T)

5XTBS: 1 | destilliertes Wasser, 12,1 g Tris-
Base, 40 g NaCl, pH 7,5;
1XTBS-T: 200 ml 5XxTBS, 800 ml destilliertes
Wasser, 0,5 ml Tween-20

3% BSA/TBS-T

39in 100 ml PBS-T

Citratpuffer

1 | destilliertes Wasser, 2,94 g Tri-sodium
citrate (dihydrate), pH 6,0, 0,5 ml Tween 20

Proteinase K (QIAGEN)

Lagerlésung > Tris-EDTA-Puffer (TE-Puffer):
3,05 g Tris base, 0,37 g EDTA, 2,5 ml Triton
X-100, 500 ml destilliertes Wasser, pH 8,
Verdunnung 1:1 mit Glycerol, Proteinase K
1:50, Lagerung bei -20°C

Arbeitslosung: 1 ml Lagerlésung + 19 ml TE-
CaClz Puffer (pH 8), Lagerung bei 4°C fiur 6
Monate

Pepsin (Thermo Fisher Scientific)

Fertigmischung

3.4.5 Erste Farbung

Nach dieser Vorarbeit konnte nun die Doppelfarbung mit den Antikérpern gegen C5aR1
(polyklonal  Kaninchen-anti-Mensch  C5aR1, Invitrogen) und dem jeweiligen
Leukozytenmarker sowie C5aR2 (polyklonal Kaninchen-anti-Mensch C5aR2, Invitrogen)
und dem jeweiligen Leukozytenmarker mit der zugehdrigen Isotyp-Kontrolle erfolgen
(Abbildung 10C). Die jeweiligen Verdiinnungen erfolgten in 3% BSA/PBS-T bzw. bei EPX
in 3%BSA/TBS-T. Die jeweilige Herstellung ist in Tabelle 5 beschrieben.
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Tabelle 5: Beschreibung der Herstellung der Antikdrperlésungen fur die Imnmunfluoreszenz-
Doppelfarbung und ihrer Isotyp-Kontrollen.

Tryptase

Tryptase + C5aR1

monoklonal Maus-anti-Mensch Tryptase (Verdinnung 1:200,
Dako) + polyklonal Kaninchen-anti-Mensch C5aR1 (Verdinnung

1:100, Invitrogen)

Tryptase + C5aR2

monoklonal Maus-anti-Mensch Tryptase (Verdinnung 1:200,
Dako) + polyklonal Kaninchen-anti-Mensch C5aR2 (Verdinnung
1:100, Invitrogen)

Isotyp-Kontrolle

Maus 1gG1 (Verdinnung 1:200, BioLegend) + normales
Kaninchen 1gG (Verdiinnung 1:100, Bio X Cell)

Cbha/Cha des-Arg

CbHa/Cbha des-Arg + C5aR1

monoklonal Maus-anti-Mensch C5a/C5a des-Arg (Verdinnung
1:50, Hycult Biotech) + polyklonal Kaninchen-anti-Mensch C5aR1
(Verdiinnung 1:100, Invitrogen)

Cbha/Cbha des-Arg + C5aR2

monoklonal Maus-anti-Mensch C5a/C5a des-Arg (Verdiinnung
1:50, Hycult Biotech) + polyklonal Kaninchen-anti-Mensch C5aR1
(Verdiinnung 1:100, Invitrogen)

Isotyp-Kontrolle

Maus 1gG2a (Verdinnung 1:200, BioLegend) + normales
Kaninchen IgG (Verdinnung 50, Bio X Cell)

Myeloperoxidase (MPO)

MPO + C5aR1 monoklonal Maus-anti-Mensch MPO (Verdinnung 1:100, R&D
Systems) + polyklonal Kaninchen-anti-Mensch  C5aR1
(Verdunnung 1:50, Invitrogen)

MPO + C5aR2 monoklonal Maus-anti-Mensch MPO (Verdinnung 1:100, R&D

Systems) + polyklonal Kaninchen-anti-Mensch  C5aR2

(Verdiinnung 1:50, Invitrogen)

Isotyp-Kontrolle

Maus I1gG2b (Verdinnung 1:100, BioLegend) + normales
Kaninchen IgG (Verdinnung 1:50, Bio X Cell)

CD68

CD68 + ChaR1

monoklonal Maus-anti-Mensch CD68 (Verdiinnung 1:100, Dako)
+ polyklonal Kaninchen-anti-Mensch C5aR1 (Verdinnung 1:50,

Invitrogen)

CD68 + C5aR2

monoklonal Maus-anti-Mensch CD68 (Verdiinnung 1:100, Dako)
+ polyklonal Kaninchen-anti-Mensch C5aR2 (Verdinnung 1:50,

Invitrogen)

Isotyp-Kontrolle

Maus 19gG3 (Verdinnung 1:100, BioLegend) + normales
Kaninchen 1gG (Verdinnung 1:50, Bio X Cell)
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CD3

CD3 + C5aR1 monoklonal Maus-anti-Mensch CD3 (Verdinnung 1:50, Dako) +
polyklonal Kaninchen-anti-Mensch C5aR1 (Verdinnung 1:50,
Invitrogen)

CD3 + Ch5aR2 monoklonal Maus-anti-Mensch CD3 (Verdinnung 1:50, Dako) +

polyklonal Kaninchen-anti-Mensch C5aR2 (Verdinnung 1:50,
Invitrogen)

Isotyp-Kontrolle

Maus 1gG2a (Verdinnung 1:200, BioLegend) + normales
Kaninchen IgG (Verdiinnung:1:50, Bio X Cell)

Eosinophile Peroxidase (EPX)

EPX + C5aR1 monoklonal Maus-anti-Mensch EPX (Verdinnung 1:300, Mayo
Clinic) + polyklonal Kaninchen-anti-Mensch ~ C5aR1
(Verdunnung:1:50, Invitrogen)

EPX + C5aR2 monoklonal Maus-anti-Mensch EPX (Verdiinnung 1:300, Mayo

Clinic) + polyklonal Kaninchen-anti-Mensch C5aR2

(Verdunnung:1:50, Invitrogen)

Isotyp-Kontrolle

Maus IgG2a (Verdinnung 1:300, BioLegend) + normales
Kaninchen IgG (Verdinnung 1:50, Bio X Cell)

Neuronales Zelladhasionsmolekil 1 (NCAM1)

Antikdrper A

NCAM1 + C5aR1

monoklonal Maus-anti-Mensch NCAM1 (Verdinnung 1:50, Cell
Signal) + polyklonal Kaninchen-anti-Mensch C5aR1 (Verdiinnung

1:50, Invitrogen)

NCAM1 + C5aR2

monoklonal Maus-anti-Mensch NCAM1 (Verdinnung 1:50, Cell
Signal) + polyklonal Kaninchen-anti-Mensch C5aR2 (Verdinnung

1:50, Invitrogen)

Antikodrper B

NCAM1 + C5aR1

monoklonal Maus-anti-Mensch NCAM1 (Verdiinnung 1:50, Santa
Cruz) + polyklonal Kaninchen-anti-Mensch C5aR1 (Verdinnung
1:50, Invitrogen)

NCAM?2 + C5aR2

monoklonal Maus-anti-Mensch NCAM1 (Verdiinnung 1:50, Santa
Cruz) + polyklonal Kaninchen-anti-Mensch C5aR2 (Verdiunnung

1:50, Invitrogen)

Isotyp-Kontrolle (fir A und B)

Maus IgG1 (Verdinnung 1:50, BioLegend) + normales Kaninchen
1gG (Verdiinnung 1:50, Bio X Cell)

Nachdem die Antikorper aufgetragen wurden, wurden die Proben Uber Nacht bei 4°C

inkubiert.
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3.4.6 Zweite Farbung

Am nachsten Tag wurden die Proben 3 x 5 min in PBS-T bzw. bei EPX mit TBS-T
gewaschen. Nun wurden die Fluoreszenz-gekoppelten sekundaren AntikGrper simultan
aufgetragen (Abbildung 10E). Fur C5aR1 und C5aR2 wurden Alexa Fluor® 594 Esel-anti-
Kaninchen IgG verwendet (Verdinnung: 1:500), die in 5% NDS/PBS bzw. fir EPX 5%
NDS/TBS gel6st wurden. Fir die Leukozytenmarker-Antikérper wurden Alexa Fluor® 488
Ziege-anti-Maus IgG (Verdinnung 1:200) dazugemischt. Diese Proben wurden 60 min bei
Raumtemperatur inkubiert und anschlieend 3 x 5 min in PBS-T bzw. bei EPX in TBS-T
gewaschen. Fur die Konservierung und Farbung der Zellkerne wurde DAPI auf die Proben
aufgetragen und ein Deckglas aufgelegt. Die Proben waren nun flr die Betrachtung unter

dem Fluoreszenzmikroskop (Keyence, BZ-9000) bereit.

3.4.7 Quantifizierung der immungefarbten Zellen

Die Quantifizierung der immungefarbten Zellen wurde manuell unter Verwendung eines
Zahlgitters durchgefihrt, wie von Bologna-Molina und Kollegen beschrieben (Bologna-
Molina et al. 2011). Es wurden jeweils pro Untersuchung funf Bilder mit 400-facher
VergroBerung unter Verwendung des Fluoreszenzmikroskops BZ-9000 der Firma Keyence
aufgenommen. Fir jede Probe wurden funf Mikrofotografien aufgenommen. Jede Datei
wurde mit Microsoft Office PowerPoint (Microsoft Corporation, USA) gedffnet. Es wurde mit
Microsoft Office Word (Microsoft Corporation, USA) ein gleichmaRiges 6 x 8-Raster erstellt
und dieses Uber das gesamte Bild gelegt. Das Zahlraster ist in Abbildung 12 dargestellit.
Nun wurden die unterschiedlich gefarbten Zellen pro Zahlquadrat ausgezéhlt und die
Summe der verschiedenen Zellen ausgerechnet. Die verschiedenen Farbungen sind in
Tabelle 6 aufgelistet. Das gleiche Verfahren wurde fir alle Hautproben der 9 BP-Patienten
und Patienten der Kontroll-Gruppe angewendet. Von den 9 BP-Patienten wurde die Summe
aller verschieden gefarbten Zellen notiert. Daraus erhielt man die Zellsummen von 9 BP-
Patienten und 4 Kontroll-Patienten fur die jeweiligen untersuchten Leukozyten in der
C5aR1- und Cb5aR2-Untersuchung. Die Einzelsummen und die Quantifizierung sind in

Tabelle 7 aufgelistet.
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Abbildung 12: Schematische Darstellung der Zahlung. Die Zellzdhlung begann in der oberen
linken Ecke (Quadrat 1) und endete in der oberen rechten Ecke (Quadrat 54).

Tabelle 6: Beschreibung der verschiedenen Fluoreszenzfarben.

Farbe/ Fluoreszenz

Beschreibung

Blau

Zellkerne, diese wurde durch DAPI (4',6-Diamidin-2-
phenylindol) fluoreszenzmarkiert, welches sich an die DNS
anlagert.

Rot

Zelle mit C5aR1- bzw. C5aR2-Expression

Grin

Leukozyt, der durch spezifische Antikdrper gekennzeichnet
wurde, z.B. neutrophiler Granulozyt

Ergibt sich aus der Uberlagerung der Farben rot und griin
und beschreibt eine Doppelfarbung. Das bedeutet es
handelt sich um den in dieser Reihe spezifisch angefarbten
Leukozyten, der aullerdem eine Cb5aR1- oder C5aR2-
Expression aufweist.

Beispiel
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Tabelle 7: Quantifizierung der C5aR1-positiven Mastzellen in der perilasionalen Haut von BP-
Patienten.

BP- Doppelfarbung Einzelfarbung | Einzelfarbung | Keine Gesamt-

Patient (P) | C5aR1+Tryptase | Tryptase ChaR1 Expression summe
(DAPI)

P1-P9 a b c d e

Summe A B C D E

Fir jeden der 9 BP-Patienten und 4 Kontroll-Patienten wurde von den jeweils finf Mikrofotografien
die Anzahl der gelben Doppelfarbungen (a), der griinen Einzelfarbungen (b), der roten
Einzelfarbungen (c) und Zellen, die keine Expression hatten und nur die blaue Farbung durch DAPI
zeigten, eingetragen. Erklarung der Farben in Tabelle 6. Von allen Patienten wurde die Summe der
verschiedenen Farbungen ausgerechnet (A-E).

Wie in Tabelle 7, welche die Quantifizierung der Mastzellen mit C5aR1 darstellt, erklart
wird, erhielt man auch fur die restlichen verschiedenen immunhistochemischen Farbungen
(Tabelle 4) aller 9 BP- und 4 Kontroll-Patienten die einzelnen Gesamtsummen (Tabelle 7
A-E). Aus diesen Zahlen lieRen sich sowohl die Mengen der unterschiedlichen Leukozyten
mit CbhaR1-/C5aR2-Expression (Tabelle 7A) und ohne Cb5aR1-/C5aR2-Expression
(Tabelle 7 B) ableiten als auch der Anteil der verschiedenen Leukozyten an der C5aR1-/
C5aR2-Expression in der Haut der BP- und Kontroll-Patienten errechnen. Der Anteil eines
Leukozyten (am Beispiel von Mastzellen) an der C5aR1-/C5aR2- Expression wurde wie
folgt berechnet:

100% x Mastzellen mit C5aR1/C5aR2-Expression (gelbe Zellen)
Leukozyten (gesamt) mit C5aR1/C5aR2 (gelbe Zellen)

Die Anzahl aller Zellen mit C5aR1-/C5aR2-Expression ergibt sich aus der Summe der
gezahlten Leukozyten (Mastzellen, Neutrophile, Eosinophile, Makrophagen, T-Zellen) mit
C5aR1-/C5aR2-Expression (gelbe Zellen). Dies sind zusammen 100%. Nun wurde aus den

100% der Anteil der untersuchten Leukozyten mit C5aR1-/C5aR2-Expression berechnet.

AnschlieBend wurde die allgemeine C5aR*-Expression, die aus C5aR1- und C5aR2-
Expression besteht, ausgerechnet. Der Anteil an der gemeinsamen Expression wurde wie

folgt berechnet (am Beispiel von Mastzellen):

Mastzellen mit C5aR1 (%) + Mastzellen mit C5aR2 (%)
2

Die ermittelten Anteile eines Leukozyten an der C5aR1- und C5aR2-Expression wurden
addiert und daraus der Mittelwert gebildet. Daraus ergibt sich der gemeinsame Anteil an

der C5aR*-Expression.
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3.4.8 Spezifitat des C5aR2-Antikorpers

Um zu uUberprufen, ob der in dieser Arbeit verwendete C5aR2-Antikdrper spezifisch an sein
Ziel bindet, wurde ein Peptid hergestellt, das die gleiche Aminosaurefrequenz wie die
Aminosaurefrequenz des Epitops tragt. Die folgenden Vergleiche dienten der Uberpriifung,
dass der Antikdrper nicht unspezifisch an andere Strukturen bindet, falsche Strukturen
markiert und damit das Ergebnis verfalscht. Der verwendete C5aR2-Antikdrper bindet an
die sekundéare extrazellulare Domane des Cb5aR2-Rezeptors (labome.com/GPR77;
uniprot.org/C5aR2). Die Aminosaurefrequenz lautet:
RRLHQEHFPARLQCVVDYGGSSSTEN (Aminosauren-ein-Buchstaben-Code). Dieses
Peptid lie3 man von der peptides&elephants GmBH herstellen. Nun wurde dieses Peptid in

unterschiedlichen Konzentrationen mit dem C5aR2-Antikdrper gemischt (Tabelle 8).

Tabelle 8: Herstellung der C5aR2-Antikdrper-Peptid Losung

Verdinnung | Herstellung

1 polyklonal Kaninchen-anti-Mensch C5aR2 (Verdinnung 1:100 (10 ng), Invitrogen)
+ Peptid (50 pg, peptides&elephants GmbH)

2 polyklonal Kaninchen-anti-Mensch C5aR2 (Verdinnung 1:100 (10 ng), Invitrogen)
+ Peptid (25 pg, peptides&elephants GmbH)

3 polyklonal Kaninchen-anti-Mensch C5aR2 (Verdinnung 1:100 (10 ng), Invitrogen)
+ Peptid (5 pg, peptides&elephants GmbH)

4 polyklonal Kaninchen-anti-Mensch C5aR2 (Verdinnung 1:100 (10 ng), Invitrogen)
+ Peptid (1 pg, peptides&elephants GmbH)

5 polyklonal Kaninchen-anti-Mensch C5aR2 (Verdinnung 1:100 (10 ng), Invitrogen)
+ Peptid (0,5 g, peptides&elephants GmbH)

6 polyklonal Kaninchen-anti-Mensch C5aR2 (Verdinnung 1:100 (10 ng), Invitrogen)
+ Peptid (0,1 pg, peptides&elephants GmbH)

7 Postiv-Kontrolle: polyklonal Kaninchen-anti-Mensch C5aR2 (Verdinnung 1:100
(10 ng), Invitrogen)

8 Isotyp-Kontrolle: normales Kaninchen IgG (Verdunnung 1:100 (10 ng), Bio X Cell)
+ Peptid (50 pg, peptides&elephants GmbH)

Der C5aR2-Antikérper wurde mit 5% NDS/PBS-T 1:100 verdinnt. 10 ng der C5aR2-Antikérper-
Lésung wurden mit sechs unterschiedlichen Peptidmengen gemischt und inkubiert. Verdinnung 7
war die Positiv-Kontrolle, die nicht mit der Peptidlésung gemischt wurde. Verdiinnung 8 war die
Isotyp-Kontrolle.
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Diese Ldsung wurde fir 3 h bei Raumtemperatur inkubiert. Der Hintergrund dabei war, dass
der C5aR2-Antikdrper in der Mixtur an die vorhandenen Peptide bindet, die seiner
Zielfrequenz entsprechen. Ist die Konzentration erreicht, bei der alle C5aR2-Antikdrper an
ein Peptid binden, steht kein C5aR2-Antikérper mehr zur Verfiigung, der an vorliegende
C5aR2-Rezeptoren in der Haut bindet. Damit lasst sich im Rahmen der Immunhistochemie
kein Signal detektieren. Es wurde erwartet, je hdher die Peptidkonzentration ist, desto mehr
Antikérper binden an die vorliegenden Peptide und desto geringer ist das

Immunfluoreszenzsignal.

Fur diese Untersuchung wurden Hautproben von BP-Patienten wie beschrieben
deparaffiniert (Kapitel 3.4.2), mittels Proteinase K eine Antigenriickgewinnung ermdglicht
(Kapitel 3.4.3) und abschlie3end eine Blockierung durchgefuhrt (Kapitel 3.4.4). Nun wurden
die Antikorper-Peptid-Losungen und die Isotyp-Kontroll-Lésungen auf die Proben pipettiert.

Die Proben wurden tiber Nacht bei 4°C inkubiert.

Am néachsten Tag folgte die Inkubation mit dem sekundaren Antikérper Alexa Fluor® 594
(Verdiinnung 1:300 in 5% NDS/PBS-T) fir 1 h bei RT. AnschlieRend wurden die Proben
mit DAPI eingedeckt und die Ergebnisse unter dem Fluoreszenzmikroskop begutachtet.
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4  Ergebnisse

4.1 Doppelfarbungen waren bei allen Leukozyten nachzuweisen

Zunachst musste das Protokoll fir die verschiedenen immunhistochemischen Farbungen
etabliert werden. Es wurden verschiedene Antikdrper-Klone fir die Verwendbarkeit in der
Immunhistochemie getestet. Dabei konnten sowohl fir C5aR1 und C5aR2 als auch fiir die
gesuchten Leukozytenarten erfolgreich geeignete Antikérper und immunhistochemische
Methoden gefunden werden, bei denen Einzel- und Doppelfarbungen unter dem
Fluoreszenzmikroskop ersichtlich wurden, und fir den jeweiligen Leukozyten ein Protokoll
angefertigt werden.

Im Folgenden sind die Beobachtungen zu den Mikroskopbildern der untersuchten
Leukozyten bzw. C5a/C5a des-Arg und das Auftreten von C5aR1- und C5aR2-Expression

beschrieben. Die dazugehdorigen Mikroskopbilder folgen im Anschluss.

4.1.1 Cbha/Cha des-Arg

Cb5a/Cbha des-Arg war in dieser Arbeit auf Zellen in der Dermis nachzuweisen, die C5aR1
und C5aR2 exprimierten (Abbildung 14). Dies war an den fast ausschlie3lich auftretenden
Doppelfarbungen bei BP-Patienten und Kontroll-Patienten zu erkennen.

4.1.2 Tryptase
Sowohl in der Haut von BP-Patienten als auch von Kontroll-Patienten konnten Mastzellen

mit C5aR1- und C5aR2-Expression nachgewiesen werden (Abbildung 15).

4.1.3 Eosinophile Peroxidase

Wahrend eosinophile Granulozyten mit C5aR1- und Cb5aR2-Expression in BP-Haut
festgestellt wurden, waren in der Haut von Kontroll-Patienten nahezu keine Eosinophilen
anzutreffen (Abbildung 16).

4.1.4 CD68

Makrophagen waren in BP-Haut nachweisbar und zeigten eine deutliche Doppelfarbung
sowohl bei Farbung mit C5aR1- als auch C5aR2-Antikdrpern (Abbildung 17). Bei
Makrophagen in der Haut der Kontroll-Patienten dahingegen war eine C5aR1-Expression

vermehrt, eine C5aR2-Expression jedoch deutlich weniger anzutreffen.
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4.1.5 Myeloperoxidase

Neutrophile Granulozyten waren in der Haut der BP- und Kontroll-Patienten nachweisbar.
Jedoch zeigten diese im Gegnsatz zu einer deutlichen C5aR1-Expression nur eine
geringere C5aR2-Expression, das besonders in der Haut der Kontroll-Patienten auffiel
(Abbildung 18).

4.1.6 CD3

Bei T-Zellen war auffallend, dass diese nicht, wie bei den bisherigen Leukozyten, tber die
Dermis einzelnd verteilt auftraten, sondern zusammenliegend und haufenweise in der
Dermis zum Teil in gro3er Anzahl auftraten (Abbildung 19). Eine C5aR1-Expression war
bei T-Zellen ausgepragter festzustellen. Bei den Kontroll-Patienten war die Anzahl von T-
Zellen deutlich geringer. Bei der Untersuchung der C5aR2-Expression von T-Zellen waren

Doppelfarbungen kaum aufzufinden.

4.1.7 NCAM1

Fur den Nachweis von NK-Zellen wurden zwei Antikérperklone (123C3 und ERIC1) mit
unterschiedlichen immunhistochemischen Methoden getestet (Kapitel 3.4.3). Keine
Methode konnte einen Nachweis von NK-Zellen erbringen (Abbildung 20). Zur weiteren
Uberpriufung wurde die Probe fiir einen chromogenen Nachweis von Eosinophilen ins Labor
geschickt, bei dem die Signalerzeugung des Marker-gekoppelten sekundaren Antikdrpers
enzymatisch generiert wird. Aufgrund der héheren Signalverstarkung bei diesem Verfahren
ist der chromogene Nachweis empfindlicher als der Fluoreszenznachweis
(abcam.com/chromogenic-detection). Dabei konnte eine sehr geringe Menge an NK-Zellen
nachgewiesen werden, die jedoch vernachlassigbar war. Daher wurden weitere Versuche,
NK-Zellen nachzuweisen, unterlassen. Aufgrund der begrenzten Auswahl chromogener
Reagenzien sind fluoreszierende Marker flir den Nachweis mehrerer Signale aus derselben
Gewebeprobe Uberlegen (biossusa.com/chromogenic). Chromogene Marker wurden daher

in dieser Arbeit nicht verwendet.

4.2 Uberprufung der Spezifitat des verwendeten C5aR2-Antikorpers

Der in dieser Arbeit verwendete C5aR2-Antikdrper sollte auf seine Spezifitdt Uberprft
werden. Dafir wurde das Peptid zusammen mit dem Antikérper auf das Hautpraparat
pipettiert. Mit steigender Peptidkonzentration war ein schwécheres
Immunfluoreszenzsignal zu sehen (Abbildung 13). Bei den héchsten Konzentrationen von

50 pg Peptid waren keine Immunfluoreszenzsignale mehr sichtbar.
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Abbildung 13: Spezifitat des C5aR2-Antikdrpers. (A) Isotyp-Kontrolle. (B) C5aR2 ohne Peptid
(Positivkontrolle). Die C5aR2-Antikérper liegen ungebunden vor und binden an C5aR2-Rezeptoren
in BP-Haut. Es ist eine Vielzahl von C5aR2-exprimierenden Zellen (rot) zu erkennen. (C-H) C5aR2-
Antikérper (AK) wurden mit zunehmenden Peptidkonzentrationen gemischt. Man erkennt das
abnehmende Immunfluoreszenzsignal von C zu H, das durch die abnehmende Zahl an C5aR2-AK
(rot) bedingt ist, die wiederum zunehmend an Peptide gebunden sind und nicht mehr fiir die Bindung
an C5aR2-Rezeptoren in BP-Haut zur Verfiigung stehen. (C) 10 ng C5aR2-AK + 0,1 pg Peptid. (D)
10 ng C5aR2-AK + 0,5 ug Peptid. (E) 10 ng C5aR2-AK + 1 pg Peptid. (F) 10 ng C5aR2-AK + 5 ug
Peptid. (G) 10 ng C5aR2-AK + 25 ug Peptid. (H) 10 ng C5aR2-AK + 50 ug Peptid. Die Aufnahmen
wurden mit einem Fluoreszenzmikroskop in 400facher VergroRerung angefertigt. Die Messleiste hat
eine Lange von 100 pm.
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4.3 Immunhistochemie Bilder

Die verschiedenen Farbungen von Cb5aR1/C5aR2 zusammen mit den gesuchten
Leukozyten sind in den Abbildungen 18 bis 24 dargestellt. Auf der linken Seite befinden
sich jeweils die immunhistochemischen Bilder von BP-Patienten und Kontroll-Patienten.
Diesen gegenuber befinden sich die Isotyp-Kontrollen, die in allen Féallen negativ waren.
Die spezifisch gefarbten Leukozyten sind mit einem griinen Pfeil gekennzeichnet,
Leukozyten mit C5aR1- oder C5aR2-Expression mit einem gelben Pfeil.
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Abbildung 14: Immunhistochemie von C5aR1/C5aR2 und C5a/C5a des-Arg. Die Aufnahmen wurden mit
einem Fluoreszenzmikroskop in 400facher VergroRerung angefertigt. Die Messleiste hat eine Lange von
100 pm. Der gelbe Pfeil kennzeichnet die Doppelfarbungen. Der griine Pfeil kennzeichnet Zellen ohne C5aR1-
/C5aR2-Expression. (A,B,E,F) BP-Haut. (A) C5aR1 und C5a/C5a des-Arg. (B) Isotyp-Kontrolle fir C5aR1 und
Cb5a/Cha des-Arg. (E) C5aR2 und C5a/C5a des-Arg. (F) Isotyp-Kontrolle fiir C5aR2 und C5a/C5a des-Arg.
(C,D,G,H) Kontroll-Haut. (C) C5aR1 und C5a/C5a des-Arg. (D) Isotyp-Kontrolle fiir C5aR1 und C5a/C5a des-
Arg. (G) C5aR2 und C5a/C5a des-Arg. (H) Isotyp-Kontrolle fir C5aR2 und C5a/C5a des-Arg.
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Abbildung 15: Immunhistochemie von C5aR1/C5aR2 und Tryptase. Die Aufnahmen wurden mit einem
Fluoreszenzmikroskop in 400facher VergroRerung angefertigt. Die Messleiste hat eine Lange von 100 pm. Der
gelbe Pfeil kennzeichnet die Doppelfarbungen. Der grine Pfeil kennzeichnet Zellen ohne C5aR1-/C5aR2-
Expression. (A,B,E,F) BP-Haut. (A) C5aR1 und Tryptase. (B) Isotyp-Kontrolle fir C5aR1 und Tryptase. (E)
C5aR2 und Tryptase. (F) Isotyp-Kontrolle fir C5aR2 und Tryptase. (C,D,G,H) Kontroll-Haut. (C) C5aR1 und
Tryptase. (D) Isotyp-Kontrolle fir C5aR1 und Tryptase. (G) C5aR2 und Tryptase. (H) Isotyp-Kontrolle fir C5aR2
und Tryptase.

42



EPX + C5aR1 Isotyp-Kontrolle

EPX + C5aR1

EPX

DAPI
=
S
-
o
o0
5
(0]
-
E
<
o
X

EPX + C5aR2 Isotyp-Kontrolle

EPX + C5aR2

EPX

DAPI
5
]
=
o
o0
5
T
-
E
<
o
%

100um

Abbildung 16: Immunhistochemie von C5aR1/C5aR2 und eosinophile Peroxidase (EPX). Die Aufnahmen
wurden mit einem Fluoreszenzmikroskop in 400facher VergréRerung angefertigt. Die Messleiste hat eine Lange
von 100 pm. Der gelbe Pfeil kennzeichnet die Doppelfarbungen. Der grine Pfeil kennzeichnet Zellen ohne
C5aR1-/C5aR2-Expression. (A,B,E,F) BP-Haut. (A) C5aR1 und EPX. (B) Isotyp-Kontrolle fir C5aR1 und EPX.
(E) C5aR2 und EPX. (F) Isotyp-Kontrolle fir C5aR2 und EPX. (C,D,G,H) Kontroll-Haut. (C) C5aR1 und EPX.
(D) Isotyp-Kontrolle fur C5aR1 und EPX. (G) C5aR2 und EPX. (H) Isotyp-Kontrolle fiir C5aR2 und EPX.
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Abbildung 17: Immunhistochemie von C5aR1/C5aR2 und CD68. Die Aufnahmen wurden mit einem
Fluoreszenzmikroskop in 400facher VergroRerung angefertigt. Die Messleiste hat eine Lange von 100 um. Der
gelbe Pfeil kennzeichnet die Doppelfarbungen. Der griine Pfeil kennzeichnet Zellen ohne C5aR1-/C5aR2-
Expression. (A,B,E,F) BP-Haut. (A) C5aR1 und CD68. (B) Isotyp-Kontrolle fur C5aR1 und CD68. (E) C5aR2
und CD68. (F) Isotyp-Kontrolle fur C5aR2 und CD68. (C,D,G,H) Kontroll-Haut. (C) C5aR1 und CD68. (D) Isotyp-
Kontrolle fir C5aR1 und CD68. (G) C5aR2 und CD68. (H) Isotyp-Kontrolle fir C5aR2 und CD68.
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Abbildung 18: Immunhistochemie von C5aR1/C5aR2 und Myeloperoxidase (MPO). Die Aufnahmen
wurden mit einem Fluoreszenzmikroskop in 400facher VergréRerung angefertigt. Die Messleiste hat eine Lange
von 100 pum. Der gelbe Pfeil kennzeichnet die Doppelfarbungen. Der grine Pfeil kennzeichnet Zellen ohne
C5aR1-/C5aR2-Expression. (A,B,E,F) BP-Haut. (A) C5aR1 und MPO. (B) Isotyp-Kontrolle fiir C5aR1 und MPO.
(E) C5aR2 und MPO. (F) Isotyp-Kontrolle fir C5aR2 und MPO. (C,D,G,H) Kontroll-Haut. (C) C5aR1 und MPO.
(D) Isotyp-Kontrolle fur C5aR1 und MPO. (G) C5aR2 und MPO. (H) Isotyp-Kontrolle fir C5aR2 und MPO.
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Abbildung 19: Immunhistochemie von C5aR1/C5aR2 und CD3. Die Aufnahmen wurden mit einem
Fluoreszenzmikroskop in 400facher VergroRerung angefertigt. Die Messleiste hat eine Lange von 100 um. Der
gelbe Pfeil kennzeichnet die Doppelfarbungen. Der grine Pfeil kennzeichnet Zellen ohne C5aR1-/C5aR2-
Expression. (A,B,E,F) BP-Haut. (A) C5aR1 und CD3. (B) Isotyp-Kontrolle fir C5aR1 und CD3. (E) C5aR2 und
CD3. (F) Isotyp-Kontrolle fir C5aR2 und CD3. (C,D,G,H) Kontroll-Haut. (C) C5aR1 und CD3. (D) Isotyp-
Kontrolle fir C5aR1 und CD3. (G) C5aR2 und CD3. (H) Isotyp-Kontrolle fir C5aR2 und CD3.
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Abbildung 20: NK-Zellen in frihen BP-Lasionen. Die Aufnahmen sind in 200facher Vergrof3erung
und die Messleiste hat eine Lange von 100 um. (A) Immunhistochemie mit NCAM Antikodrper (Klon
123C3). (B) Immunhistochemie mit NCAM Antikorper (Klon: ERIC1). (A,B) Als Antigen Retrieval
wurde hier, wie in Kapitel 3.4.3 beschrieben, der vom Hersteller empfohlene Citratpuffer verwendet.
Die immunhistochemischen Bilder mit Verwendung von Proteinase K und Pepsin beim Antigen
Retrieval sind mit diesen Bildern vergleichbar und daher nicht aufgeftihrt. (C) Nachweis von
Eosinophilen mittels chromogen Marker (Pfeil).
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4.4 T-Zellen sind die haufigsten Leukozyten in perildsionalen Hautlasionen von BP-

Patienten

Untersuchung der quantitativen Verteilung der Zellen und der C5aR1-Expression
Bei der Zahlung waren T-Zellen anzahlmafiig unter den Leukozyten am meisten vertreten
(n=484) (Abbildung 21A), bei denen in etwa der Halfte der Falle (47,1%)* eine C5aR1-
Expression vorlag. Am wenigsten wurden in BP-Haut Mastzellen (n=128) gezahlt, bei
denen auch die geringste Anzahl an Zellen mit einer C5aR1-Expression anzutreffen war
(20,3%)*. Neutrophile (n=179) waren dicht gefolgt von Eosinophilen (n=177) am
zweithaufigsten vertreten. Die Anzahl der C5aR1-exprimierenden Zellen war untereinander
vergleichbar (MPO=39,7%, EPX=42,4%)*. Die Anzahl der Makrophagen (n=156) lag
zwischen den Eosinophilen und Mastzellen. Makrophagen gehdorte jedoch nach T-Zellen zu
den Leukozyten, bei denen sich am meisten Zellen mit einer C5aR1-Expression (76,9%)*
nachweisen liel3en.

Sah man sich die Gesamtzahl der Leukozyten in der Haut von Kontroll-Patienten
(Abbildung 21C) an, fiel auf, dass diese deutlich geringer war als in der Haut von BP-
Patienten, die Anzahl C5aR1-exprimierender Zellen jedoch reichlich vertreten war. Die
haufigste Zellart waren Mastzellen (n=62), die, im Gegensatz zu Mastzellen in BP-Haut,
einen hohen Anteil C5aR1-exprimierender Zellen aufwiesen (66,1%)*. Die nachstgrofite
Zellpopulation waren T-Zellen (n=42). Hier war der Anteil der C5aR1-Expression (64,3%)*
bei T-Zellen gréRer als in BP-Haut, jedoch auch nahe der Halfte. Danach folgten
Neutrophile (n=23) und Makrophagen (n=22) mit einer vergleichbaren Anzahl. Bei
Makrophagen (72,7%)* und Neutrophilen (60,9%)* wurden lberwiegend Zellen mit einer
C5aR1-Expression gezahlt. Eosinophile (n=2) waren in der Haut von Kontroll-Patienten

nahezu gar nicht anzutreffen.

4.4.1 T-Zellen haben die grofite C5aR1-Expression in perilasionalen Hautldsionen
von BP- Patienten

T-Zellen hatten mit 43,8% den grof3ten Anteil an der C5aR1-Expression in BP-Haut, gefolgt
von Makrophagen mit 23,2% (Abbildung 21B). Eosinophile (14,4%) und Neutrophile
(13,6%) gehorten nicht zu den Hauptvertretern der C5aR1-Expression. Mastzellen hatten
mit 5,0% den geringsten Anteil. So waren T-Zellen in BP-Haut, von der C5aR1-Expression

und von der Anzahl her, die am meisten vertretenden Leukozyten, wahrend Makrophagen

" Die Prozentangaben geben den Anteil an, bei wie viel Zellen innerhalb einer Leukozytenspezies (z.B.
Mastzellen) eine C5aR1-/C5aR2-Expression gezahlt wurde.
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anzahlmaBig ungefahr auf einer Hohe mit Neutrophilen und Eosinophilen waren
(Abbildung 21A).

In der Haut der Kontroll-Patienten waren T-Zellen mit 27,0% am zweitmeisten an der
C5aR1-Expression beteiligt (Abbildung 21D). Mastzellen stellten bei den Kontroll-
Patienten die Quelle mit der gréfdten C5aR1-Expression (41,0%) dar, wahrend diese bei
den BP-Patienten den geringsten Anteil hatten. Damit waren Mastzellen bei den Kontroll-
Patienten die Leukozyten mit der héchsten Anzahl und C5aR1-Expression. Makrophagen
(16,0%) und Neutrophile (14,0%) waren an der C5aR1-Expression mit &hnlichen Anteilen,
nach Eosinophilen, die mit 2,0% einen kaum zu bericksichtigen Anteil besalRen, am
wenigsten beteiligt.
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Abbildung 21: Anzahl von Leukozyten und C5aR1-Expression in Haut von BP- und Kontroll-
Patienten. Die gezahlten Leukozyten in der Haut der BP-Patienten (A) und Kontroll-Patienten (B)
sind als Saulendiagramm dargestellt. Die S&ulen sind unterteilt in Einzelfarbung (griin) und
Doppelféarbung (gelb). Leukozyten ohne C5aR1-Expression zeigten eine Einzelfarbung mit dem
jeweiligen Marker fir die Leukozytenart. Leukozyten mit einer Doppelfarbung exprimierten zusétzlich
C5aR1. Dem gegenuber ist der Anteil der Leukozyten an der C5aR1-Expression in der Haut der BP-
Patienten (C) und Kontroll-Patienten (D) in Form eines Kreisdiagramms dargestellt. Abkirzungen:
CD3= T-Zellen, CD68= Makrophagen, EPX= Eosinophile, MPO= Neutrophile, TRY= Mastzellen.
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4.4.2 Die CbhaR2-Expression unterscheidet sich von der C5aR1-Expression in

frGhen BP-Lasionen

Die Gesamtzahl der verschiedenen Leukozytenpopulationen bei der Analyse der C5aR2-
Expressoin in BP-Haut entspricht erwartungsgeman den Zahlen der C5aR1-Untersuchung
(Kapitel 4.3) (Abbildung 22A). Bei den Farbungen zur C5aR2-Expression waren T-Zellen
mengenmalfig am meisten vertreten (n=456), zeigten jedoch unter den untersuchten
Leukozyten die geringste C5aR2-Expression (2,0%)". Genauso waren auch Mastzellen von
der Anzahl her am wenigsten nachzuweisen (n=137). Fast alle Mastzellen exprimierten
C5aR2 (94,9%). Neutrophile waren wie in der C5aR1-Zahlung die zweithdufigsten
Leukozyten (n=195). Die nachsthaufigste Zellart waren ebenfalls Eosinophile (n=171)
gefolgt von Makrophagen (n=155). Eosinophile waren nach Mastzellen die Leukozyten mit
der haufigsten C5aR2-Expression (65,5%)*. Neutrophile mit einer C5aR2-Expression traten
deutlich weniger (19,0%)* auf. Neutrophile und Makrophagen (26,5%)* gehorten neben T-
Zellen zu den Zellen, bei denen am wenigsten Zellen mit einer C5aR2-Expression
beobachtet wurden.

In der Haut der Kontroll-Patienten wurden wie erwartet bei der C5aR2-Expressionsanalyse
ahnliche Zahlen an Leukozyten wie bei der C5aR1-Expressionanalyse gezahlt. Mastzellen
stellten auch hier die am meist vertretenden Leukozyten dar (n=60). Auffallend war, dass
der Anteil an der Cb5aR2-Expression unter den untersuchten Leukozyten nahezu
ausschlieBlich durch Mastzellen vertreten wurde (98,3%)*. Bei T-Zellen, welche die
zweitmeiste Zellart darstellten (n=43), waren keine Zellen mit C5aR2-Expression
nachzuweisen. In BP-Haut war es ein sehr geringer Anteil. Neutrophile (n=22) und
Makrophagen (n=18) hielten sich von der Anzahl her, wie bei der C5aR1-Untersuchung, die
Waage. CbaR2-exprimierende Makrophagen (16,7%)* und Neutrophile (9,1%)* waren
selten anzutreffen. Eosinophile Granulozyten waren wie in der C5aR1-Untersuchung in der

Haut der Kontroll-Patienten nahezu gar nicht nachweisbar.

4.43 Mastzellen sind die Leukozyten mit der hdchsten CbaR2-Expression in

perilasionaler Haut der BP-Patienten

Die grofite C5aR2-Expression in der Haut von BP-Patienten fanden sich bei Mastzellen mit
einem Anteil von 38,2%, gefolgt von eosinophilen Granulozyten mit 33,0% (Abbildung
22B). Einen geringeren Anteil besal3en Makrophagen (15,3%), gefolgt von Neutrophilen

(10,6%) und T-Zellen mit dem geringsten Anteil von 2,6%. Vergleicht man die Zahlen mit

* Die Prozentangaben geben den Anteil an, bei wie viel Zellen innerhalb einer Leukozytenspezies (z.B.
Mastzellen) eine C5aR1-/C5aR2-Expression gezahlt wurde.
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denen der C5aR1-Expression mit Abbildung 22A, erkennt man, dass T-Zellen, die héchste
C5aR1-Expression jedoch bei geringster C5aR1-Expression aufwiesen. Dahingegen
zeigten Mastzellen, die von der Anzahl am wenigsten vorkamen, die hdchste C5aR2-
Expression.

In der Haut der Kontroll-Patienten war die groRte C5aR2-Expression ebenfalls bei
Mastzellen (90,8%) festzustellen (Abbildung 22D). Diese war deutlich gréR3er als bei den
BP-Patienten. Danach folgten mit &ahnlich geringen Anteilen Makrophagen (4,6%),
Neutrophile (3,1%) und Eosinophile mit einem sehr geringen Anteil von 1,5%. Bei T-Zellen
war keine C5aR2-Expression festzustellen.

Vergleicht man die Ergebnisse von BP-Patienten und Kontroll-Patienten, haben Mastzellen
bei beiden Gruppen den grofiten Anteil an der C5aR2-Expression. Ein grol3er Unterschied
besteht bei den Eosinophilen. Eosinophile besalRen bei BP-Patienten den zweitgrof3ten
Anteil an der C5aR1-Expression, wéhrend diese mit 1,5% bei den Kontroll-Patienten
nahezu gar nicht an der Expression beteiligt waren.
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Abbildung 22: Anzahl von Leukozyten und C5aR2-Expression in Haut von BP- und Kontroll-
Patienten. In der folgenden Tabelle sind die gezahlten Leukozyten mit C5aR2 in der Haut der BP-
Patienten (A) und Kontroll-Patienten (B) als Saulendiagramm dargestellt. Die Saulen sind unterteilt
in Einzelfarbung (grun) und Doppelfarbung (gelb). Leukozyten ohne C5aR2-Expression zeigten eine
Einzelfarbung mit dem jeweiligen Marker firr die Leukozytenart. Leukozyten mit einer Doppelfarbung
exprimierten zusatzlich C5aR2. Dem gegeniber ist der Anteil der Leukozyten an der C5aR2-
Expression in der Haut der BP-Patienten (C) und Kontroll-Patienten (D) in Form eines
Kreisdiagramms dargestellt. Abkirzungen: CD3= T-Zellen, CD68= Makrophagen, EPX=
Eosinophile, MPO= Neutrophile, TRY= Mastzellen.



4.4.4 Eosinophile, Mastzellen und T-Zellen weisen die héchste Expression von

C5aR in perilasionaler Haut der BP-Patienten auf

Nachdem die C5aR1- und C5aR2-Expression auf Leukozyten getrennt voneinander
untersucht wurden war, wurde nun ermittelt, welcher Leukozyt bei der Expression von
C5aR1 und C5aR2 gemeinsam am meisten beteiligt war. Diese Expression wird als C5aR*
gekennzeichnet (Abbildung 23). In der Haut der BP-Patienten waren mit ahnlichen
Anteilen Eosinophile (24,2%), T-Zellen (23,3%) und Mastzellen (22,4%) am meisten
(Abbildung 23A) an der C5aR*-Expression beteiligt, gefolgt von Makrophagen (17,8%).
Neutrophile Granulozyten hatten mit 12,4% den geringsten Anteil an der C5aR*-
Expression. Damit lasst sich keine eindeutige Zelle mit der hochsten C5aR*-Expression
isolieren. In der Haut der Kontroll-Patienten gehorten Mastzellen zu den Zellen mit der
hochsten C5aR*-Expression (65,9%) (Abbildung 23B). Danach folgten mit geringeren
Anteilen T-Zellen (13,5%), Makrophagen (10,3%) und Neutrophile (8,5%). Eosinophile, die
von der Anzahl her in der Haut der Kontroll-Patienten kaum vertreten waren, wiesen den
geringsten Anteil auf (1,8%). Damit sind Mastzellen bei den Kontroll-Patienten deutlich die
Zellen mit der groRten C5aR*-Expression. In BP-Haut war die C5aR*-Expression der

Mastzellen mit der C5aR*-Expression der Eosinophilen und T-Zellen vergleichbar.

A CbhaR*-Expression in perilasionaler B CbhaR*-Expression Haut der
Haut der BP-Patienten Kontroll-Patienten

1,8% Eosinophile
8,5% Neutrophile
10,3% Makrophagen
13,5% T-Zellen
65,9% Mastzellen

12,4% Neutrophile
17,8% Makrophagen
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Abbildung 23: C5aR*-Expression. In dem Kreisdiagramm ist dargestellt, wie grof3 der prozentuale
Anteil an der allgemeinen C5aR*(C5aR1 und C5aR2)-Expression auf Zellen in perilasionaler Haut
der BP-Patienten (A) und Kontroll-Patienten (B) ist.
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5 Diskussion

Diese Dissertation befasst sich mit der Untersuchung der C5aR1- und C5aR2-Expression
auf verschiedenen Leukozyten in friihen Hautveranderungen von Patienten mit bullésen
Pemphigoid (BP). In der vorliegenden Arbeit soll durch immunhistochemische
Untersuchung der C5aR1- und C5aR2-Expression die Zellen in friihen Hautverdnderungen
identifiziert werden, welche die hdchste Expression von C5aR1 und/oder C5aR2 besitzen.
Dazu wurden perilasionale Hautbiopsien verwendet. Hierbei handelt es sich um Biopsien,
die sich in unmittelbarer Nahe zur Blase befinden und noch keine Blasenbildung aufweisen,
das der Histologie des frihen Stadiums des BP entspricht. Hierdurch werden wichtige
Information gesammelt, die helfen kénnen, neue und gezielte Therapiemdéglichkeiten zu
entwickeln. Dazu wurden T-Zellen, Eosinophile, Neutrophile, Mastzellen, Makrophagen und
NK-Zellen auf eine Expression von C5aR1 und C5aR2 untersucht. Diese Arbeit soll einen
Uberblick tber die Expression von C5aR1 und C5aR2 beim BP beim Menschen
verschaffen. Dazu wurden perilasionale Hautproben von neun BP-Patienten untersucht. Als
perilasionale Hautproben werden Proben bezeichnet, die in unmittelbarer Nachbarschaft zu
einer makroskopisch sichtbaren Blase liegen, aber selbst keine Blasenbildung aufweisen.
Es ist somit anzunehmen, dass hier eine Entztindungsreaktion vorliegt, die unmittelbar zu
einer Blasenbildung fiihren wird. Somit reprasentieren perilasionale Biopsien ,frihe*
Hautlasionen im Gegensatz zu lasional enthommenen Biopsien, die eine vollentwickelte
Blase zeigen. Es handelte sich hier um eine explorative und deskriptive Untersuchung, die
als Grundlage fiir Folgeuntersuchungen von C5aR bei der Pathogenese des BP dienen
konnte.

Um die C5aR1- und C5aR2-Expression auf Leukozyten zu analysieren, musste im Rahmen
der Immunhistochemie eine Doppelfarbung durchgefiihrt werden, bei der mittels Antikdrper
die jeweiligen Zellpopulationen markiert wurden, bei denen eine C5aR1- oder C5aR2-
Expression vorlag. Dies wurde durch bestimmte Antikorper ermdglicht, die an fir die Zellart
spezifische Strukturen banden. Der erste Teil dieser Arbeit basierte daher darauf, geeignete
Antikdrper und Methoden zu finden, die diese Zellen identifizieren und zugleich die
Detektion einer C5aR1- oder C5aR2-Expression erlaubten. Die Zellen wurden mit
Antikérpern gegen CD3 (T-Zellen), Tryptase (Mastzellen), CD68 (Makrophagen),
Myeloperoxidase (Neutrophile), eosinophile Peroxidase (Eosinophile) und Neuronales
Zelladhasionsmolekil 1 (NK-Zellen) markiert. Bis auf NK-Zellen konnten Protokolle fir
Doppelfarbungen fur alle erforderlichen Leukozyten etabliert werden und die Zellen auf das
Expressionsverhalten von C5aR1 und C5aR2 untersucht werden. Die Resultate sind im
Folgenden beschrieben und mit Beobachtungen aus anderen Arbeiten verglichen und

diskutiert. Dabei wird auf das Auftreten der Leukozyten beim BP und auf das
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Expressionsverhalten von C5aR1 und C5aR2 eingegangen. Im nachfolgenden Teil werden
die wichtigsten Zellen mit einer C5aR1/C5aR2-Expression erortert. Wie in den Abbildungen
21 und 22 dargestellt, wurden in der Haut von Kontrollpatienten praktisch keine
Entzindungszellen und damit auch praktisch keine Expression von C5aR1 und C5aR2
festgestellt.

Die immunhistochemische Farbung mit dem in dieser Arbeit verwendeten C5aR1-
Antikérper wurde in unserem Labor bereits etabliert, sodass die Bindungsspezifitéat des
C5aR1-Antikdrpers nicht mehr tberprift werden musste. Die Immunfluoreszenz mit einem
C5aR2-Antikdrper war zuvor noch nicht durchgefiihrt wurden, sodass ein neuer geeigneter
Antikdrper zur Markierung des C5aR2 gefunden werden musste. Um die Expression von
C5aR2 auf Leukozyten zu untersuchen, musste zun&chst Uberprift werden, ob der
verwendete C5aR2-Antikdrper sein Epitop spezifisch bindet, damit die Ergebnisse nicht
durch Bindung an andere Proteine in der Haut verfalscht wurden. Dazu wurde durch
Kenntnis der Aminosaurefrequenz des Epitops das Peptid hergestellt. Dieses Peptid wurde
in steigender Konzentration mit dem Antikorper inkubiert und anschlie@end auf das
Hautpraparat gegeben. War die Peptidkonzentration erreicht, wo alle Antikdrper eine
Bindung mit ihrem Peptid eingegangen waren, stand kein Antikérper mehr zur Verfligung,
um an im Hautpraparat exprimierte C5aR2 zu binden. Erwartungsgemafl war das
Immunfluoreszenzsignal im Hautpraparat umso geringer, je héher die Peptidkonzentration
war. Auf diese Weise konnte nachgewiesen werden, dass der verwendete Antikorper
spezifisch das gesuchte Peptid bindet und damit ebenfalls diese Aminosaurefrequenz von
C5aR2 im Hautpréaparat erkennt.

In verschiedenen Arbeiten wurde die intrazellulare Expression von C5aR1 in humanen
CD4*- und CD8*-T-Zellen beschrieben (Arbore et al. 2016; Arbore et al. 2018; West et al.
2020). Die Aktivierung intrazellularer C5aR1-Rezeptoren in menschlichen CD4"-T-Zellen
stimulierte die Bildung von intrazellularen NLRP3-Inflammasomen, das zu einer
Freisetzung von Twl-Zytokinen wie IFN-y fihrte. Inflammasomen sind an der Bildung
proinflammatorischer Zytokine Dbeteiligt (Arbore et al. 2018). Im Mausmodell zur
Untersuchung der Psoriasis war durch eine Blockade von C5aR1 auf yd-T-Zellen eine
Reduktion der IL-17-Produktion bewirkt wurden, das zu einem Rickgang der
Krankheitsaktivitat fihrte. Die IL-23/IL-17-Achse spielt bei der Psoriais eine entscheidende
Rolle (Zheng et al. 2020). C5aR1 forderte bei Mausen die Sekretion von Zytokinen wie
IL-2, das auf Lymphozyten stimulierend wirkt, und des Tn1-Zytokins IFN-y, welches die
zellulare Immunantwort starkt (Strainic et al. 2008; Arbore et al. 2016). Daraus l&sst sich
eine proinflammatorische Funktion von C5aR1 bei T-Zellen ableiten. In der vorliegenden
Arbeit konnte bei T-Zellen eine C5aR1-Expression in perilasionaler BP-Haut und zu einem

sehr viel geringeren Teil in der Haut der Kontroll-Patienten bestatigt werden.

54



Bei der C5aR2-Expression auf T-Zellen variieren die Studien (Laumonnier et al. 2017). Bei
Mausen, die zur Untersuchung der C5aR2-Expression auf verschiedenen Geweben
entwickelt wurden und mit humanen Mustern vergleichbar waren, konnte keine C5aR2-
Expression bei T-Zellen festgestellt werden (Karsten et al. 2017). Dies kann auf die
schwachere C5aR2-Expression auf T-Zellen zurtickzufiihren sein (Li et al. 2019). Weiterhin
konnte bei Mausen eine C5aR2-Expression nur bei Aktivierung der T-Zellen beobachtet
werden. Bei humanen T-Zellen wurde jedoch eine C5aR2-Expression sowohl bei ruhenden
als auch bei aktivierten T-Zellen nachgewiesen (West et al. 2020). C5aR2 war sowohl intra-
als auch extrazellular auf humanen CD4*- und CD8*-T-Zellen nachgewiesen wurden
(Arbore et al. 2016; Arbore et al. 2018; West et al. 2020). Extrazellular exprimiertes C5aR2
Ubte eine negative Kontrolle auf die oben beschriebene IFN-y-Produktion in
Inflammasomen aus, moglicherweise durch Unterdriickung der intrazellularen C5aR1-
Signale (Arbore et al. 2018). CbaR2 stellt demnach bei T-Zellen einen
antiinflammatorischen Rezeptor dar. In der vorliegenden Arbeit zeigte sich eine C5aR2-
Expression in nur 2,0% der T-Zellen. Bei der vorliegenden hohen Anzahl an T-Zellen in der
Haut der BP-Patienten bestand die Wahrscheinlichkeit, trotz der schwachen C5aR2-
Expression vereinzelt T-Zellen mit C5aR2-Expression zu detektieren. Bei den Kontroll-
Patienten war keine C5aR2-Expression detektierbar.

T-Zellen waren in dieser Arbeit in der Haut von BP-Patienten unter den Leukozyten mit
Abstand am haufigsten gefunden wurden. Dagegen waren sie in der Haut der Kontroll-
Patienten deutlich weniger nachzuweisen, jedoch nach Mastzellen die zweithaufigste
Zellart. Dieser Befund ist mit vorhergehenden Untersuchungen vereinbar, wo T-Zellen in
grof3er Zahl in BP-Lasionen gefunden wurden (Chakievska et al. 2019; Ernst et al. 2021).
T-Lymphozyten-dominante Infiltrate wurden bei gut der Halfte der BP-Patienten gefunden
und wiesen eine erhohte Krankheitsaktivitdt auf (Stander et al. 2021). In einer anderen
Arbeit waren mononukledre Zellen in Lasionen von BP-Patienten zu einem hohen
Prozentsatz nachweisbar (Michalaki et al. 1990). 60% des mononukledren Infiltrats
beinhaltete CD3"-Zellen, wahrend 25% Makrophagen waren (Ambach et al. 1992). Auch in
der aktuellen Arbeit war der Anteil der T-Zellen mit 75,1% gegentuber den Makrophagen mit
24,9 % deutlich héher und entspricht ungefahr den Daten aus der vorgestellten Studie. In
der Tat waren T-Zellen bei dieser Arbeit mit Abstand die dominierende Zellart.

Der Nachweis von T-Zellen durch den in dieser Arbeit verwendeten CD3-Antikorper bot
keine Unterscheidung zwischen den T-Zell Subpopulationen. T-Zellen differenzieren sich
wahrend ihrer Reifung im Thymus entweder in CD4*- oder in CD8*-T-Zellen (Xiong und
Bosselut 2012). Die Haut von Patienten mit BP enthielt eine signifikant erhéhte Anzahl von
CDA4*-T-Lymphozyten als in normale Haut (Nestor et al. 1987). Aktivierte CD4*-T-Zellen

waren in lasionalen und perilasionalen Hautlasionen von BP-Patienten beobachtet wurden
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(Michalaki et al. 1990). CD4*-T-Zellen lassen sich in die Subpopulationen Tyl-, Tu2-, Th9-,
Tul7-, Tu22- und regulatorische T-Zellen unterteilen, die sich anhand ihrer Zytokine, die sie
freisetzen, definieren ( Murphy und Weaver 2018; Mousset et al. 2019). Bei BP-Patienten
wurden autoreaktive T-Zellen nachgewiesen, die Tul- und Tn2-Zytokine sezernierten,
wohingegen gesunde Personen mit dem gleichen MHC-Haplotyp nur autoreaktive T-Zellen,
die nur Tpl-Zytokine freisetzten, besallen. Tn2-Zytokine scheinen daher fur BP eine
entscheidende Rolle zu spielen (Budinger et al. 1998). Erhohte Konzentrationen von IFN-
Yy, das zu den Tu1-Zytokinen gehort, sowie die Tu2-Zytokine IL-4, IL-5 und IL-6 waren in den
Lasionen von BP-Patienten nachgewiesen wurden (Ameglio et al. 1998; Didona et al.
2021). Bei BP-Patienten wurden erhdhte Serumkonzentrationen von Twl- und Tw2-
Zytokinen festgestellt, welche mit der Krankheitsaktivitat korrelierten (Echigo et al. 2006).
Neben Tyl und Ty2 waren erhohte Konzentrationen von Tyl17-Zellen sowie IL-17, welches
unter anderem durch Tpl7-Zellen sezerniert wird, in L&asionen von BP-Patienten
nachgewiesen wurden und scheinen an der Pathogenese vom BP beteiligt zu sein
(Arakawa et al. 2011). IL-17A ist an der Rekrutierung von Neutrophilen zum Ort der
Inflammation beteiligt. Mause, die kein IL-17A besallen, waren vor einer
Krankheitsauslosung geschitzt (Chakievska et al. 2019). AuRerdem korrelierte die IL-17A
Serumkonzentration mit der Krankheitsaktivitat. CD4*-T-Zellen gehérten zu den
Hauptproduzenten der IL-17A-Produktion im Serum. In den L&sionen wurde als
Hauptquelle fiur die IL-17-Produktion CD3*-T-Zellen identifiziert, wobei hier nicht weiter
zwischen CD4*- und CD8*-T-Zellen unterschieden wurde (Chakievska et al. 2019). Es liel3
sich eine genetische Disposition bezlglich des IL-23-Rezeptors flr die Entstehung des BP
nachweisen. IL-23 regulierte die Ty17-Zell-Bildung sowie die Produktion von IL-17A. Eine
Fehlregulierung in der Ty17/IL-23-Achse scheint durch Stimulierung der Ty17-Zellen an der
Auslésung des BP beteiligt zu sein (Tabatabaei-Panah et al. 2020).

Aktuelle Studien konzentrieren sich auf die Anzahl von CD8*-T-Zellen beim BP. Die
Aussagen hierzu sind widerspruchlich, da sowohl erhohte Zahlen als auch erniedrigte
Zahlen von CD8*-T-Zellen im Blut von BP-Patienten beobachtet wurden (Fang et al. 2020).
In der Haut von BP-Patienten waren CD8*-T-Zellen selten anzutreffen und die Anzahl von
yd-T-Zellen war reduziert (Ambach et al. 1992; Oswald et al. 2009). Im peripheren Blut von
BP-Patienten war die Anzahl von CD8*-T-Zellen verringert (Jouen-Beades et al. 1998).
Dagegen zeigten sich bei BP-Patienten in einer anderen Studie in der Durchflusszytometrie
zu Beginn und am Ende einer Therapie mit Glukokortikoiden erh6hte Zahlen von CD8*- und
erniedrigte von CD4"-T-Zellen im peripheren Blut, jedoch signifikante erhfhte Zahlen von
CD8*-T-Zellen und CD4*-T-Zellen in der Immunhistologie. Demnach spielten erhdhte
Zahlen von CD4"- und CD8*- Zellen in Verlauf der Erkrankung eine Rolle (Gambichler et al.
2017).
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Die Anzahl von Forkhead-box-P3-(FOXP3*)-Tg war in lasionaler Haut reduziert (Arakawa
et al. 2011; Antiga et al. 2014). FOXP3*-Tq sind potente Zellen der Selbsttoleranz in der
Peripherie und damit bei der Verhinderung von Autoimmunerkrankungen wie dem bullésem
Pemphigoid von zentraler Bedeutung (Sakaguchi et al. 2010; Antiga et al. 2014; Genovese
et al. 2019). Ein Mangel an Treg beim BP in M&usen zeigte eine Ubermé&Rige Induktion von
Blasenbildung. Treg Scheinen das Migrationsverhalten von myeloischen Zellen wie
Granulozyten zu verhindern, jedoch nicht die Freisetzung von reaktiver Sauerstoffspezies
(Bieber et al. 2017b). Daneben wurden jedoch auch erhohte Konzentrationen von Treg iM
Serum von BP-Patienten beschrieben und diesen eine pathologische Rolle zugeschrieben
(Gambichler et al. 2017; Ujiie 2019). Die Rolle der Treg beim BP bleibt umstritten.
Maglicherweise flihrt eine Funktionsstorung der Treg zU einer Bildung von Autoantikdrpern
(Ujiie 2019).

Aus den hier angefiuihrten Erkenntnissen lasst sich vermuten, dass es sich bei den
vorliegenden T-Zellen wahrscheinlich um CD4*-T-Zellen handelte. Bei den CD4*-T-Zellen
sollte es sich demnach um Tul-,Th2- und/oder Twl7-Zellen handeln, das weitere
Untersuchungen erfordert. Aber auch CD8"-Zellen oder Treg kOnnten in der Haut der BP-
Patienten eine Rolle spielen und sollten aufgrund der kontroversen Beobachtungen
untersucht werden.

Ambach et al. berichteten, dass etwa ein Viertel der Immunzellen in BP-L&sionen
Makrophagen waren (Ambach et al. 1992). Bei der Sklerodermie, eine weitere
Autoimmunerkrankung der Haut, scheinen Makrophagen durch die Freisetzung von
Fibrose-induzierenden Zytokinen eine entscheidende Rolle zu spielen (Higashi-Kuwata et
al. 2010). Beim BP flihrte die Mastzelldegranulation im Tiermodell zur Aktivierung sowie zur
Rekrutierung von Makrophagen. Die mastzellabhangige Infiltration von Neutrophilen wurde
durch Makrophagen verstarkt (Chen et al. 2001). Makrophagen polarisieren sich durch
spezifische  Mediatoren in  einen inflammatorischen M1-Typ oder einen
antiinflammatorischen M2-Typ (Mosser und Edwards 2008). In Lasionen von BP-Patienten
wurde eine erhohte Anzahl Makrophagen vom M2-Typ nachgewiesen (Furudate et al. 2014;
Tanita et al. 2018). Die antiinflammatorische Funktion wurde im spateren Stadium der
Erkrankung im Rahmen der Hautregeneration wirksam (Riani et al. 2019). In der aktiven
Phase der Erkrankung konnten jedoch erhdhte Konzentrationen von IL-10, die durch M2-
Typ-Makrophagen sezerniert werden, in Blasen von BP-Patienten nachgewiesen werden.
IL-10 verstarkt die IgE-vermittelte Mastzelldegranulation, die wiederum fir die
Neutrophilen-Rekrutierung eine entscheidende Rolle spielt. Die IL-10 Konzentration in der
Blasenflissigkeit korrelierte mit der Krankheitsaktivitat (Riani et al. 2019). Neben
Neutrophilen sind M2-Typ-Makrophagen an der Produktion von Matrixmetalloproteinase-
(MMP)-9 beteiligt, die eine Spaltung der DEJ ermdglicht (Huang 2018; Riani et al. 2019).
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Neben IL-10 lie3 sich Leukotrien B4 bei hautansdssige Makrophagen als Hauptquelle
identifizieren, welches an der Infiltration von Neutrophilen beteiligt war (Sadik und Schmidt
2019).

Das oben erwéhnte fir BP typische Tw2-Zytokinprofil, insbesondere die Tu2-Zytokine IL-4
und IL-13, sind an der Bildung von Makrophagen vom M2-Typ beteiligt. Dieses fiihrt zu
einer positiven Ruckkopplung, da Makrophagen vom M2-Typ scheinbar u.a. durch
Freisetzung von Zytokin CCL18, dessen Serumkonzentration mit der Krankheitsaktivitat bei
BP-Patienten korrelierte, zu einer weiteren Rekrutierung von Tp2-Zellen und der
Aufrechterhaltung des Tn2-Zytokinprofils beim BP sorgen (Furudate et al. 2014). Es war
daher mit einem Auftreten von Makrophagen in der Haut der BP-Patienten zu rechnen. Die
Makrophagen waren nach Mastzellen am wenigsten vertreten. Auch in der Haut der
Kontroll-Patienten waren in geringer Anzahl Makrophagen nachzuweisen, die am ehesten
hautansassige Makrophagen sind. Die Rekrutierung von Makrophagen infolge der
Mastzelldegranulation und Tn2-Zytokine ist am deutlichen Anstieg der Anzahl von
Makrophagen in der Haut der BP-Patienten gegenliber den Kontroll-Patienten zu erkennen.
Auf von-kultivierten-humanen-Monozyten-abstammenden-Makrophagen wurde Cb5aR1
extrazellular entdeckt, wahrend C5aR2 hauptséachlich intrazellular exprimiert war (Zhang et
al. 2017; Li et al. 2019). Auf humanen Makrophagen konnte durch Aktivierung des C5aR2
die durch C5aR1 und C3aR vermittelte ERK-Signalisierung signifikant gedampft und
funktionell die proinflammatorische Zytokinproduktion herunterreguliert werden (Li et al.
2020). C5aR1 ubt bei Makrophagen somit eine proinflammatorische Funktion aus wahrend
die vom C5aR2 antiinflammatorisch zu sein scheint. Sowohl eine gut sichtbare C5aR1- als
auch eine C5aR2-Expression liel3 sich auf Makrophagen in der Haut der BP- und Kontroll-
Patienten beobachten.

Mastzellen gelangen nach ihrer Bildung im Knochenmark tber einem kurzen Aufenthalt im
Blut oder Lymphsystem in das Gewebe, in dem sie sich zu geweberesidenten Mastzellen
entwickeln (Stone et al. 2010). Sie sind an allergischen Reaktionen beteiligt, bei denen es
nach Bindung von IgE an den von Mastzellen exprimierten hochaffinen IgE-Rezeptor
(FceRI) zur Degranulation und Freisetzung vasoaktiver und proinflammatorischer
Mediatoren wie Histamin, IL-6 oder IL-8 kommt (Theoharides und Kalogeromitros 2006).
Eine erhdhte Anzahl von Mastzellen sowie eine vermehrt nachgewiesene Degranulation
von Mastzellen gehért zu den friihsten Veranderungen in Lasionen von BP-Patienten (Fang
et al. 2018a). Im Rahmen der Degranulation wurde bei M&usen neben dem
Hauptbestandteil der Granula der Mastzellen, der Tryptase (Stone et al. 2010), die in vitro
u.a. die Akkumulation inflammatorischer Zellen férdert, auf3erdem die Maus-MC-Protease-
4 freigesetzt, welche die MMP-9 aktiviert (Tchougounova et al. 2005). Ebenso war in

Lasionen von BP-Patienten eine erhdohte Anzahl von Zytokinen, die bekannt dafiir sind,
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Mastzellen zu rekrutieren und zu aktivieren, wie IL-1, IL-2, IL-5, IL-6 oder IL-8,
nachgewiesen wurden. Die Zytokin-Konzentration korrelierte mit der Konzentration von
Tryptase (Fang et al. 2018a). Die Serumkonzentration der Anti-BP180 Antikérper, die
wiederum mit der Krankheitsaktivitat korrelierte, korrelierte mit der Serumkonzentration von
Tryptase (Bieber et al. 2017a). Aus diesen Erkenntnissen lasst sich ableiten, dass eine
erhdhte Konzentration von Tryptase in BP-Lasionen und im Serum, die wiederum auf eine
Aktivierung von Mastzellen hindeutet, mit der Krankheitsaktivitat korreliert (Fang et al.
2018a). Bei Mausen, die entweder keine Mastzellen besalRen oder die Mastzell-
Degranulation inhibiert wurden war, war eine Entwicklung eines BP nicht bzw. mit einer
reduzierten Krankheitsaktivitéat beobachtet wurden (Chen et al. 2001).

Mastzellen scheinen bei der Pathogenese des BP eine bedeutende Rolle zu spielen und
waren in dieser Arbeit in der Haut der BP-Patienten nachzuweisen, jedoch waren diese
unter den Leukozyten am wenigsten vertreten. In der Haut der Kontroll-Patienten waren
Mastzellen am haufigsten anzutreffen. Hier handelt es sich am ehesten um hautanséssige
und nicht aktivierte Mastzellen.

C5aR1 war minimal auf der Zelloberflache von Mastzellen exprimiert und wurde in
intrazellularen Kompartimenten von humanen Mastzellen nachgewiesen (Jensen et al.
2014; Pundir et al. 2015). Verschiedene Mastzellen exprimieren C5aR1 unterschiedlich.
Wahrend Hautmastzellen C5aR1 exprimierten, fehlten Lungen- und Darmmastzellen
C5aR1 (Pundir et al. 2015). Eine Interaktion von C5a mit auf Mastzellen exprimierten
C5aR1 filhrte zu einer Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-a, IL-1
oder IL-6 (Marshall 2004). C5aR2 wurde in kultivierten menschlichen Mastzelllinien sowonhl
extra- als auch intrazellular entdeckt. Hier konnte nach Gabe von C5a eine verstarkte
Adhasion, Migration sowie eine erhdhte proinflammatorische Zytokin- und
Chemokinproduktion nachgewiesen werden. Die C5aR2-Expression wurde durch IL-4
verstéarkt, welches ein Ty2-Zytokin darstellt, die beim BP eine wichtige Rolle zu spielen
scheinen (Pundir et al. 2015). C5aR2 scheint demnach eine proinflammatorische Funktion
bei Mastzellen auszutiben. Neben C5a waren auch C5a des-Arg sowie C3a des-Arg in der
Lage, Mastzellen tber C5aR2 zu aktivieren (Pundir et al. 2015).

Tierexperimentelle Daten weisen darauf hin, dass die Krankheitsprogression beim BP
maRgeblich durch C5a liber C5aR1 auf Mastzellen gesteuert wird. C5aR1’- Mause waren
nicht in der Lage, eine Mastzelldegranulation zu ermoglichen. Dadurch war eine
Rekrutierung von Neutrophilen und Eosinophilen und eine daraus resultierende
Blasenbildung verhindert (Heimbach et al. 2011; Edwards et al. 2019). Weiterhin konnte im
Mausmodell nachgewiesen werden, dass es nach Gabe von C5a Uber C5aR1 zu einer

Aktivierung der p38-MAPK kam, welche zu einer Degranulation mit darauffolgender
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Blasenbildung fuhrte. Ein erhdhter Spiegel der p-38-MAPK-Aktivierung lag in Lasionen von
BP-Patienten vor (Heimbach et al. 2011).

Eine Expression von C5aR1 und C5aR2 war auf Mastzellen daher zu erwarten und konnte
in dieser Arbeit bestatigt werden. Es ist daraufhinzuweisen, dass C5aR2 bei menschlichen
Mastzellen die Produktion proinflammatorischer Mediatoren forderte und nicht wie in
anderen Beobachtungen ein krankheitshemmender Effekt von Cb5aR2 ausgeht
(Laumonnier et al. 2017). C5aR1 und C5aR2 zeigen bei Mastzellen demnach eine
proinflammatorische Funktion.

Eosinophile Granulozyten sind in der Haut bei allergischen oder parasitaren Erkrankungen
charakteristisch und zeigen eine wachsenden Evidenz bei Autoimmunerkrankungen wie
dem BP (Long et al. 2016). Eosinophile werden beim BP haufig Uber die gesamte obere
Dermis oder am Rand der DEJ aggregiert gefunden (Borrego et al. 1996). Ein
inflammatorisches Infiltrat reich an Eosinophilen ist, abgesehen von der subepidermalen
Blasenbildung, das histologische Hauptmerkmal des BP (van Beek et al. 2016). Eosinophil-
reiche Infiltrate sind fur die Pemphigoid-Gruppe charakteristisch. Ein eosinophil-reiches
Infiltrat war neben 40% der BP-Patienten bei 54% der Patienten mit Pemphigoid gestationis
nachgewiesen wurden (BinJadeed et al. 2018). In einer anderen Studie konnten bei 57%
der BP-Patienten Eosinophil-dominante Hautinfiltrate festgestellt werden. Eine erhdhte
Anzahl von Eosinophilen in den Lasionen von BP-Patienten war mit einer erhéhten
Seropositivitat von BP180 NC16A IgG assoziiert sowie einer offensichtlichen
subepidermalen Aufspaltung und zellreichen Infiltraten (Stander et al. 2021). Andere
subepidermale blasenbildende Autoimmunkrankheiten weisen weniger regelméaRig
Eosinophile in der Haut auf (Baum et al. 2014). Eine Eosinophilie im Blut war bei 50-60%
der BP-Patienten nachgewiesen wurden (van Beek et al. 2016). Das Tu2-Zytokin IL-5 spielt
bei der Rekrutierung und Aktivierung der Eosinophilen eine wichtige Rolle und wird von
Tw2-Zellen, Eosinophilen, Mastzellen und Monozyten gebildet. Erhéhte Konzentrationen
von IL-5 wurden in Lasionen von BP-Patienten festgestellt und die Konzentration korrelierte
mit der Krankheitsaktivitat (Engineer et al. 2001; Lampinen et al. 2004). Zusammen mit der
erhohten IL-2- und IL-4-Konzentration in der Blasenflissigkeit sowie der erhdhte Nachweis
von CD30 deutet dies auf eine starke fir BP typische Immunantwort von Tu2-Zellen hin (De
Pita et al. 1997; van Beek et al. 2016).

IL-5 ist an der Aktivierung von Eosinophilen beteiligt, tragt jedoch zu einer diffusen
Schadigung der Dermis bei. Fir eine Seperation der DEJ sind Anti-BP180-IgG und Anti-
BP230-1gG entscheidend, die tUber den Fc-Rezeptor FcyR, der durch IFN-y stimuliert
ausgepragt auf der Oberflache von humanen Eosinophilen exprimiert ist, zu einer
Aktivierung von Eosinophilen beitrdgt. Aus der Aktivierung folgt eine Freisetzung von

reaktiven Sauerstoffspezies, Proteinen aus der Granula und eosinophilen extrazellularen
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Traps, denen die Fahigkeit einer Zerstérung der DEJ nachgewiesen werden konnte
(Graauw et al. 2017). Zu den Proteinen aus der Granula der Eosinophilen gehéren das
eosinophile kationische Protein, dessen Serumkonzentration mit der Krankheitsaktivitéat
korrelierte (Giusti et al. 2017) und das Major Basic Protein, dem ein zytotoxischer Effekt auf
kultivierte Keratinozyten nachgewiesen werden konnte (Amber et al. 2018b). Daneben
wurden Eosinophile als Quelle der MMP-9 identifiziert (Amber et al. 2018b). MMP-9 fihrt
indirekt durch Stimulation der neutrophilen Elastase zu einer Seperation der DEJ, indem
die Wirkung des a1-Proteinase-Inhibitors, der wiederum der natirliche Inhibitor der
Neutrophilen Elastase ist, gehemmt wird (Liu et al. 2005).

Im Mausmodell lie3 sich nachweisen, dass eine Infiltration durch Eosinophile mit
Expression des IgE-Rezeptors FceRI fur die Anti-BP180-IgE vermittelte Blasenbildung
Voraussetzung sind. Es konnte dargestellt werden, dass eine Bindung von IgE an BP180
zu einer Infiltration von Eosinophilen fuhrte und die Interaktion mit den Eosinophilen fir eine
Blasenbildung notwendig war (Lin et al. 2017). Eosinophile exprimieren normalerweise kein
FceRl (Messingham et al. 2019). Bei 70% der Haut-Eosinophilen war der IgE-Rezeptor
FceRI jedoch gefunden werden. Es wird vermutet, dass eine Bindung von Anti-BP180-IgE
zu einer Degranulation fiihrt (van Beek et al. 2016). Eine Degranulation der Eosinophilen
geht der Blasenbildung voraus. Davon wird abgleitet, dass die Infiltration der Eosinophilen
zur Lasionsbildung beitragt (Borrego et al. 1996).

Ein Hauptmechanismus der IgE-vermittelten Rekrutierung der Eosinophilen scheint die
Aktivierung von Mastzellen Uber IgE zu sein, die eine Rekrutierung von Eosinophilen
bewirken. Mastzellen exprimieren im hohen Ausmalf3 den IgE-Rezeptor FceRI (Messingham
et al. 2019). Die Serumkonzentration von IgE korrelierte mit dem Ausmalf3 der urtikariellen
und erythemattsen Hautverdnderungen des BP, jedoch nicht mit dem Ausmafd der
Blasenbildung. Im Gegensatz zu IgE korrelierte die Konzentration von Eosinophilen in den
Lasionen sowie im Serum der BP-Patienten mit dem Ausmald der Blasenbildung (Mori et
al. 1994; van Beek et al. 2015).

Wahrend in der Haut der Kontroll-Patienten wie zu erwarten keine Eosinophile
nachzuweisen waren, da Eosinophile vor allem bei parasitaren, allergischen oder
autoimmunen Hauterkrankungen anzutreffen sind, konnte die typische Infiltration von
Eosinophilen in der Haut der BP-Patienten gezeigt werden, die beim BP maf3geblich an der
Krankheitsentstehung beteiligt sind. Bei den vorliegenden Hautpraparaten handelte es sich
wie beschrieben jedoch um T-Zell-dominante Infiltrate, wie sie bei etwa 40-50% der
Patienten zu finden sind (Stander et al. 2021). Da jedoch Eosinophile nur in 40-57% der
Infiltrate von BP-Patienten dominieren (BinJadeed et al. 2018; Stander et al. 2021), ist das

Ergebnis dieser Arbeit zu rechtfertigen.
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C5aR1 befindet sich bei Eosinophilen extrazellular, wahrend C5aR2 intrazellular exprimiert
ist. Eosinophile haben auf mRNA-Ebene nach Neutrophilen die groRte C5aR2-Expression
(Bamberg et al. 2010). C5aR2 liel3 sich bei Eosinophilen im Mausmodell nachweisen
(Karsten et al. 2017). Bei humanen Eosinophilen lief3 sich dies auf mRNA-Ebene bestatigen
(Bamberg et al. 2010). Die Expression von C5aR1 und C5aR2 auf Eosinophilen wurde in
der vorliegenden Arbeit durch deutliche Doppelfarbungen bestatigt.

Die Bindung der Antikorper an BP180 NC16A induzierte eine Komplementaktivierung und
Degranulation von Mastzellen, was zu einer Rekrutierung von eosinophilen und
neutrophilen Granulozyten fiihrte (Fang et al. 2018b). Obwohl sich Neutrophile in
experimentellen Mausmodellen als eine Schlisselrolle bei der Pathogenese des BP
erwiesen haben, ist ihre Rolle beim humanen BP weniger klar definiert, da Neutrophile im
Hautinfiltrat von BP-Patienten nur selten dominieren (Kasperkiewicz und Zillikens 2007;
Stander et al. 2021). In einer Studie mit 136 BP-Patienten dominierten in 3,7% der
Hautinfiltrate Neutrophile, das mit einer niedrigeren Serumkonzentration von Anti-BP180
NC16A-IgG einherging sowie zellarmeren Infiltraten in der lasionalen Haut, jedoch héherem
CRP (Stander et al. 2021). Neutrophile gehéren zusammen mit Eosinophilen zu den
Leukozyten, die durch Sekretion von reaktiven Sauerstoffspezies und Proteinasen wie der
neutrophilen Elastase eine Zerstérung von Hemidesmosomen verursachen, das zu einer
subepidermale Blasenbildung fuhrt (Sadik und Schmidt 2019). Eosinophile setzten jedoch
héhere Konzentrationen an Sauerstoffradikalen frei (Graauw et al. 2017). In BP-
Blasenflissigkeit wurde reichlich die Proteinase neutrophile Elastase nachgewiesen
(Hiroyasu et al. 2019).

Neutrophile werden in normaler Haut selten beobachtet, werden aber nach einer
Gewebeverletzung in groRBer Zahl rekrutiert. Sie sind die ersten zirkulierenden
Entziindungszellen, die sich an die Stelle der Entziindung bewegen, was mit ihrer priméren
Rolle bei der Abwehr von Infektionen tbereinstimmt (Wilgus et al. 2013). Neutrophile sind
an der Pathogenese des BP beteiligt und machten in dieser Arbeit 16,7% der
Entziindungszellen in der Haut der BP-Patienten aus. Die Anzahl der Neutrophilen war mit
der Anzahl der Eosinophilen vergleichbar. In der Haut der Kontroll-Patienten waren wie
erwartet deutlich weniger Neutrophile nachzuweisen.

Menschliche Neutrophile exprimierten C5aR2 tberwiegend intrazellular, C5aR1 hingegen
auf der Plasmamembran (Bamberg et al. 2010). C5aR1 ist ein bekannter Regulator der
Neutrophilen Regulation (Verschoor et al. 2016). Im Mausmodell fur rheumatoide Arthritis
fuhrte C5aR1 zu einer Adhasion von Neutrophilen am Gefa3endothel Uber 32-Integrin und
zur Freisetzung von Leukotrien B4, das Uber eine autokrine/parakrine Wirkung tber den
von Neutrophilen exprimierten BLT1-Rezeptor zu einem Austritt aus dem BlutgefaR3lumen

ins Interstitium fuhrte. Es wird vermutet, dass Neutrophile beim BP ebenfalls diesem Weg
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folgen kénnten (Sadik et al. 2018). Weiterhin konnte im Mausmodell bei Stimulation des
C5aR1 auf Neutrophilen mit C5a eine Anderung der Zellform nachgewiesen werden. Die
Zelle wurde in eine wandernde Form Uberfihrt, die ihr es ermdglicht, in entziindliches
Gewebe zu gelangen. Bei C5aR2’ Mausen kam es sowohl mit als auch ohne C5a-
Stimulation zu einer Veranderung der Zellform der Neutrophilen. Dies deutet daraufhin,
dass ein Fehlen von C5aR2 ein Modulator fiir eine proinflammatorische Reaktion darstellt
und eine dauerhaft verstarkte proinflammatorische Signalubertragung tiber C5aR1 bewirkt
(Denk et al. 2017). Bei einem anderen Mausmodell zur Untersuchung der Sepsis fuhrte
eine Hemmung von C5aR2 zu einer erhdhten Freisetzung des proinflammatorischen
Zytokins IL-6 (Gao et al. 2005). C5aR1” Neutrophile im BP-Mausmodell zeigten ein
signifikant geringeres Migrationsverhalten als der Wildtyp. Bei C5aR2’ Mausen war kein
Unterschied im Migrationsverhalten zu erkennen (Karsten et al. 2018). In der Freisetzung
reaktiver Sauerstoffspezies war kein Unterschied bei C5aR1” und C5aR2” Mausen im
Vergleich zum Wildtyp zu beobachten. Diese wird am ehesten tuber den Fc-Rezeptor FcyR
reguliert (Karsten et al. 2018). Dahingegen zeigte sich bei Neutrophilen von
polytraumatisierten Patienten nach Cb5a-Stimulation eine Freisetzung von Cb5aR1-
exprimierenden Mikrovesikeln, die in ruhenden Neutrophilen zu einer Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies filhrte sowie zur Freisetzung von Myeloperoxidase (Karasu et al. 2020).
Aus diesen Beobachtungen lasst sich zusammenfassen, dass C5aR1 auf Neutrophilen eine
proinflammatorische Wirkung ausiibt. Bei Mausen mit BP war eine C5aR1-Expression von
Neutrophilen an deren Rekrutierung in die Haut beteiligt, wahrend C5aR2 keine
Veranderungen bei Neutrophilen bewirkte (Karsten et al. 2018). In anderen Mausmodellen
liel3 sich jedoch eine antiinflammatorische Rolle von C5aR2 nachweisen (Gao et al. 2005;
Denk et al. 2017). Den vorherigen Beobachtungen entsprechend waren in dieser Arbeit
C5aR1 und C5aR2 auf Neutrophilen nachzuweisen.

Bisher war bei blasenbildenden Autoimmundermatosen ein direkter Einfluss auf den
Krankheitsverlauf durch NK-Zellen nur beim Pemphigus vulgaris berichtet worden. Hier
schienen sie die Funktion antigenprasentierender Zellen gegenuber CD4*-T-Zellen zu
ubernehmen. Diese stimulierten B-Zellen, die daraufhin Anti-Desmoglein-3-Antikdrper
bildeten, wodurch es zum Ausbruch der Erkrankung kam (Stern et al. 2008). Uber einen
Einfluss durch NK-Zellen auf das BP ist in der Literatur wenig zu finden. CD4*-CD25"9"-
FoxP3"-Treg €Xprimierten zytotoxisches-T-Lymphozyten-assoziiertes-Protein-4 (CTLA-4),
CD25, CD39 und CD73 sowie Zytokine wie IL-10, die direkt eine Immunantwort von NK-
Zellen unterdriickten. Die Anzahl dieser Treg War sowohl im Blut als auch in der Haut von
BP-Patienten verringert (Cao et al. 2019). Beim BP bestand in der Serumkonzentration
von NK-Zellen im Vergleich zu gesunden Menschen jedoch kein Unterschied (Oswald et
al. 2009).
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Auch in dieser Arbeit konnten trotz verschiedener immunhistochemischer Verfahren keine
NK-Zellen nachgewiesen werden. Mittels chromogener Immunhistochemie konnten
vereinzelt NK-Zellen nachgewiesen werden. Die Menge wurde aber als zu gering
eingestuft, so dass weitere Versuche, Doppelfarbungen mit C5aR1 und C5aR2 zu
etablieren, nicht fortgefiihrt wurden.

Bei humanen NK-Zellen konnte eine Expression von C5aR1 detektiert werden. Ebenso
wurde in humanen NK-Zellen C5aR2-mRNA nachgewiesen sowie eine intrazellulare
Expression von C5aR2 (Karsten et al. 2017). In einer Untersuchung zur Escherichia-coli-
induzierten Sepsis bei Mausen waren sowohl C5aR2- als auch C5aR1-mRNA in NK-Zellen
von nicht erkrankten M&usen vorhanden, jedoch nicht das Protein, d.h. eine Expression.
Erst nach Kontakt zu Escherichia coli kam es zu einer schnellen Expression von C5aR1.
C5aR1” Mause zeigten in dieser Studie eine geringere IFN-y Produktion. Es konnte nur ein
direkter Effekt iber C5aR1 nachgewiesen werden (Fusakio et al. 2011). Dahingegen wurde
in einem anderen Mausmodell im Rahmen einer Infektion durch Toxoplasma gondii nach
Stimulation des C5aR2 mit C5a eine Unterdriickung der IL-12/IL-18-induzierten IFN-y-
Produktion ermoglicht. Eine C5aR1-Expression auf NK-Zellen konnte in diesem
Mausmodell nicht beobachtet werden (Karsten et al. 2017). Die IFN-y-Produktion war in
dem Fall durch IL-12, zu dessen Hauptquelle dendritische Zellen nachgewiesen wurden,
stimuliert wurden (Briukhovetska et al. 2020). Zu C5aR1 und C5aR2 gibt es demnach
unterschiedliche und zum Teil widerspriichliche Aussagen. Die Expression von C5aR sollte
weiter untersucht werden insbesondere auf humanen NK-Zellen. Aufgrund des Fehlens von
NK-Zellen in der Haut der BP-Patienten in dieser Arbeit kann Uber eine C5aR1/C5aR2-
Expression keine Aussage getroffen werden. Da jedoch den NK-Zellen bislang keine
bedeutsame Rolle zugesprochen werden konnte, hat eine weitere Untersuchung der

C5aR1/C5aR2-Expression beztiglich der Therapie fiir BP bis auf weiteres keinen Nutzen.

Den grof3ten Anteil an der C5aR1-Expression unter den untersuchten Leukozyten in fritlhen
BP-Lasionen machten mit 43,8% T-Zellen aus. Wie oben diskutiert, miisste es sich hierbei
vor allem um CD4*-T-Zellen handeln. Aber auch CD8"-T-Zellen oder Treg kbnnten eine
Rolle spielen. C5aR1 lie3 sich als proinflammatorischer Rezeptor bei T-Zellen
herauskristallisieren. Bei humanen T-Zellen forderte C5aR1 die Produktion von IFN-y
(Arbore et al. 2018). Das Tn1-Zytokin IFN-y induziert die Bildung von IgG1. Zusammen mit
den Ty2-Zytokinen wie IL-4 und IL-13 sind sie an der Bildung von autoreaktiven Antikdrpern
gegen BP180 und BP230 durch B-Zellen beim BP beteiligt (Bldinger et al. 1998;
Kasperkiewicz und Zillikens 2007). BP zeichnet sich durch ein Tw1l/Tu2-gemischtes
Zytokinprofil aus (Budinger et al. 1998). Wéahrend sowohl beim Menschen als auch bei

Mausen NLRP3-Inflammasomen die Tn1-Aktivitat regulieren, konnte bisher nur bei Mausen
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nachgewiesen werden, dass NLRP3-Inflammasomen auch die Tn2-Aktivitdt unterstiitzen
(Bruchard et al. 2015; Arbore et al. 2018). C5aR1 kénnte dennoch Uber diesen Weg die
Bildung von Antikérpern gegen BP180 und BP230 stimulieren. T-Zellen spielen
insbesondere deswegen beim BP einen interessanten therapiespezifischen Ansatzpunkt,
da sie die Bildung von Autoantikdrpern gegen BP180 und BP230 durch eine Aktivierung
von B-Zellen fordern (Genovese et al 2019). AuRerdem korrelierte die Serumkonzentration
von den Tyl- und Tu2-Zytokinen mit der Krankheitsaktivitat des BP. Bei T-Zell-dominanten
Infiltraten in der Haut von BP-Patienten konnte eine Verbindung mit einem schweren
Phanotyp des BP beobachtet werden (Echigo et al 2006; Stander 2021). Sollte die
Expression von C5aR1 auf T-Zellen hierbei beteiligt sein, konnte dies eine wirksame
Reduktion der Krankheitsaktivitat beim BP ermdglichen. Die in dieser Arbeit dargestellte
Dominanz an T-Zellen sowie ihr ausgepragter Anteil an der C5aR1-Expression konnte im
Zusammenhang mit der moglicherweise durch C5aR1 induzierten Regulierung der IgG1-
Produktion bzw. der Antikorperbildung gegen BP180 und BP230 eine bedeutende Rolle
beim BP spielen. Da in dieser Arbeit bei den friihen BP-Lasionen T-Zellen im Entziindungs-
Infiltrat dominierten, sollte in Erwagung gezogen werden, das Patientenkollektiv
auszuweiten und die Expression von C5aR1 und C5aR2 auch in Eosinophilen-reichen
Infiltraten sowie Neutrophilen-reichen Infiltraten zu untersuchen und mit dieser Arbeit zu
vergleichen.

Nach T-Zellen folgten Makrophagen mit einem Anteil von 23,2% als Quelle der C5aR1-
Expression in der Haut von BP-Patienten. Unter den Makrophagen war der Anteil an
C5aR1-exprimierenden Makrophagen mit 76,9% im Vergleich zu den anderen untersuchten
Leukozyten am hochsten. C5aR1 konnte auf Makrophagen als proinflammatorischer
Rezeptor identifiziert werden und die Zytokinproduktion stimulieren. Eine Hemmung von
C5aR1 konnte auch die Sekretion des Zytokins IL-10, das im Mausmodell mit der
Rekrutierung von Neutrophilen im Zusammenhang steht und bei BP-Patienten mit der
Krankheitsaktivitat korrelierte, sowie die Sekretion des Zytokins CCL18, welches die
Rekrutierung von Ty2-Zellen stimuliert und ebenfalls mit der Krankheitsaktivitat korrelierte,
hemmen und dadurch den Krankheitsverlauf des BP mildern.

In der Haut der Kontroll-Patienten waren T-Zellen mit einem Anteil von 27% an der C5aR1-
Expression die zweithaufigste Zelle unter den Leukozyten wahrend Makrophagen mit einem
Anteil von 16% die dritthaufigste Zelle darstellten. Auffallig war unter den T-Zellen der
Kontroll-Patienten ein hoherer Anteil an der C5aR1-Expression (64,3%) als bei den BP-
Patienten (47,1%). Dieser Befund lasst sich auf die Beobachtung zurtickfihren, dass die
Expression von C5aR1-mRNA in ruhenden gegenuber aktivierten T-Zellen erhoht war
(Hansen et al. 2019). Demgegentber steht die Beobachtung, dass auf CD8*-Tumor-

infiltrierenden-Lymphozyten bei Mausen und Menschen im Vergleich zur gesunden Gruppe
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die C5aR1-Expression stark hochreguliert war (Wang et al. 2019). Eventuell ist dieses
Phanomen nicht auf BP oder auf die beim BP mdglicherweise vorliegenden CD4*-T-Zellen
Ubertragbar. Insgesamt war jedoch die Anzahl der T-Zellen und Makrophagen im Rahmen
des Entziindungsgeschehen deutlich hochreguliert. Somit kénnte eine pharmakologische
Beeinflussung von Cb5aR1l auf diesen Zellen eine zuklnftige Therapiemdéglichkeit
darstellen.

Den geringsten Anteil an der C5aR1-Expression in der Haut der BP-Patienten hatten
Mastzellen mit 5%, die in der Haut der Kontroll-Patienten mit 41% den grof3ten Anteil
besallen. Die geringe C5aR1-Expression spricht gegen vorherige Untersuchungen, bei
denen eine C5aR1-Expression auf Mastzellen im Mausmodell eine mafigebliche Rolle an
der Ausbildung der Erkrankung ausubte (Heimbach et al. 2011). Zum einen wurde jedoch
eine minimale C5aR1-Expression auf Mastzellen beschrieben (Pundir et al. 2015) und zum
anderen ist es nicht genau bekannt, ob die Beobachtungen aus dem Tiermodell auf den
Menschen ubertragbar sind.

C5aR2 wies, basierend auf dem Nachweis von C5aR2-mRNA, in humanen Leukozyten
eine vergleichbare Expression wie C5aR1 auf, jedoch in der Regel in einem niedrigeren
Ausmald (Bamberg et al. 2010). Dies kénnte der Grund fir das in dieser Arbeit beobachtete
geringe Expressionsverhalten von C5aR2 bei den Leukozyten sein.

Nichtsdestotrotz gehtrten Mastzellen in dieser Arbeit zu den Leukozyten mit dem gréf3ten
Anteil an der C5aR2-Expression (38,2%) in der Haut von BP-Patienten. Nahezu bei allen
Mastzellen (94,9%) war eine C5aR2-Expression zu erkennen. C5aR2 stellt sich bei
Mastzellen als proinflammatorischer Rezeptor dar. Bei humanen Mastzellen in vitro konnte
nach Gabe der Tny2-Zytokinen IL-4 und IL-5 eine Hochregulierung der C5aR2-Expression
beobachtet werden (Pundir et al. 2015). IL-5 war in Blasen von BP-Patienten nachweisbar
und korrelierte mit der Krankheitsaktivitdt. Daran war die Rekrutierung von Eosinophilen
beteiligt (Engineer et al. 2001) jedoch mdglichweise auch die Aktivierung von Mastzellen.
Die Aktivierung von C5aR2 fiihrte bei humanen Mastzellen in vitro zu einem gesteigerten
Migrationsverhalten und einer Stimulierung der Zytokinproduktion (Pundir 2015). Inwieweit
diese Erkenntnisse auf den Krankheitsprogress beim BP Ubertragbar sind und ob C5aR2
beim BP ebenfalls eine proinflammatorische Funktion ausubt, sollte weiter untersucht
werden.

Eosinophile gehdrten in dieser Arbeit zu den Leukozyten, die mit 33% den zweitgrof3ten
Anteil an der C5aR2-Expression aufwiesen. Es war deutlich zu erkennen, dass Eosinophile
nur in der Haut von BP-Patienten nachzuweisen waren im Gegensatz zur Haut der Kontroll-
Patienten. Dies weist auf die bedeutsame und charakteristische Rolle von Eosinophilen
beim BP hin. Unter den gez&hlten Eosinophilen lag ein hoher Anteil an einer C5aR1-

Expression von 42,4% und bei der C5aR2-Expression von 65,5% vor. C5a ist ein potentes
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Chemokin und Aktivator fur Eosinophile, das u.a. zu einer Freisetzung von reaktiver
Sauerstoffspezies fuhrt, die in der Lage sind, die DEJ zu spalten (Elsner et al. 1996; Graauw
et al. 2017; Wiese et al. 2017). Die proinflammatorische Wirkung von C5a scheint Uber
C5aR1 vermittelt zu werden, da die Expression von C5aR1 auf Eosinophilen von Mausen
bei allergischen Asthma erhéht war (Ender et al. 2017). Es wird vermutet, dass die
Expression von C5aR1 auf Eosinophilen an der Entwicklung von schwerem Asthma
beteiligt ist (Wiese et al. 2017). Dahingegen zeigte sich bei Mausen, dass beim allergischen
Asthma die Expression von C5aR2 unter Einfluss des proinflammatorischen Zytokin 1L-33
bei pulmonalen Eosinophilen verringert war. Daraus lasst sich mutmal3en, dass C5aR2 die
C5aR1-gesteuerte Zellaktivierung kontrollieren und ihr entgegenwirken kann (Karsten et al.
2017). Aus diesen Erkenntnissen kann geschlossen werden, dass eine Hemmung von
C5aR1 das Krankheitsgeschehen vom BP lindern kénnte und eine Stimulierung des C5aR2
die Wirkung von C5aR1 entgegenwirkt und ebenfalls ein therapeutischer Effekt resultieren
konnte. AulRerdem kann das charakteristische Auftreten von Eosinophilen in der Haut von
BP-Patienten und ihre erhohte Expression von C5aR1 und C5aR2 als ein moglicher Ansatz
einer gezielten Therapiemdglichkeit von Nutzen sein. Durch die Untersuchung der mRNA-
Expression von C5aR2 konnte bei humanen Neutrophilen die hdchste C5aR2-Expression
nachgewiesen werden, gefolgt von Eosinophilen und T-Gedachtniszellen (Bamberg et al.
2010). Neutrophile (10,6%) zeigten jedoch in dieser Arbeit zusammen mit CD3*-T-Zellen
(2,6%) den geringsten Anteil an der C5aR2-Expression. Bei T-Zellen konnte eine schwache
C5aR2-Expression beobachtet werden (Li et al. 2019). Unter pathophysiologischen
Bedingungen kann die C5aR2-Expression verandert sein. So zeigte sich bei Neutrophilen
von Patienten mit familiarem Mittelmeerfieber eine geringere C5aR2-mRNA-Expression als
bei gesunden Personen (Zhang et al. 2017). Dieses Phanomen kdnnte auch beim BP
zutreffen.

Zu guter Letzt wurde untersucht, welche Leukozyten sowohl in der Haut von BP-Patienten
sowohl die héchsten C5aR1- als auch C5aR2-Expression besalRen. Allgemein wurde dies
als C5aR-Expression bezeichnet. Hier zeigten sich Eosinophile, T-Zellen und Mastzellen
mit ahnlichen Anteilen. Der hohe Anteil an der C5aR-Expression von T-Zellen rihrte von
der hohen C5aR1-Expression und der hohen Zahl von T-Zellen in der BP-Haut, bei einem
jedoch geringen Anteil an der C5aR2-Expression. Fir den hohe Anteil der Mastzellen an
der C5aR-Expression war wiederum der hohe Anteil an der C5aR2-Expression urséachlich,
wohingegen die C5aR1-Expression nur mittelmalig ausgepragt war. Dagegen war bei den
Eosinophilen sowohl der Anteil an der C5aR1- als auch an der C5aR2-Expression
vergleichbar und an der C5aR-Expression beteiligt. Daraus folgt, dass Eosinophile die
Leukozyten mit der h6chsten C5aR-Expression in der perilasionalen Haut von BP-Patienten

waren. In der Haut der Kontroll-Patienten waren Mastzellen deutlich mit einem hohen Anteil
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an der C5aR1- und Cb5aR2-Expression die Leukozyten mit der hdchsten C5aR2-
Expression. Mit diesen Erkenntnissen sollte nun weiter untersucht werden, ob eine
Hemmung des inflammatorischen C5aR1 oder eine Stimulierung des antiinflammatorischen
C5aR2 eine groRere Wirkung auf die Verringerung des Krankheitsverlaufs in der Therapie
des BP bewirkt.

5.1 Ausblick

Das Ziel dieser Arbeit war, das Entzindungsinfiltrat in fruihen Hautlasionen von BP-
Patienten hinsichtlich der Expression von C5aR1 und C5aR2 zu charakterisieren. Die Haut
von vier gesunden Patienten wurde ebenfalls untersucht, um eine Expression von C5aR1
sowie von C5aR2 auszuschlie3en. Die Untersuchung der C5aR1- und C5aR2-Expression
zeigte ein unterschiedliches Expressionsverhalten beim BP im Vergleich zu den Zellen in
der Haut der Kontroll-Patienten. Vier Kontroll-Patienten wurden als ausreichend
angesehen, da in gesunder Haut kein erhdhtes Vorkommen von Entziindungszellen zu
erwarten war, was sich in der Untersuchung bestatigte. Die geringe Anzahl an Immunzellen
in der Haut der Kontroll-Patienten schlie3t eine Expression von C5aR1 und C5aR2
praktisch aus im Gegensatz zur Haut der BP-Patienten, bei der sich im Entziindungsinfiltrat
eine hohe C5aR1- und C5aR2-Expression erkennen liel3. Durch die hier durchgefiihrten
Versuche wurden T-Zellen als die Zellen mit der hochsten C5aR1-Expression in der
perildsionalen Haut bei BP-Patienten identifiziert. Um diese Kenntnisse zu evaluieren,
sollten weitere Untersuchungen folgen, die den T-Zell-Subtyp identifizieren. Dies kann
durch weitere immunhistochemische Farbungen erfolgen, die gegen spezifische
Oberflachenmolekiile von T-Zellen gerichtet sind. Erhdhte Konzentrationen von Tul, Th2
und Tw17-Zytokinen wurden in den Blasen von BP-Patienten nachgewiesen (Ameglio et al.
1998; Arakawa et al. 2011; Didona et al. 2021). Uber das Vorliegen von erhohten Zahlen
von CD8"-T-Zellen und Treg lassen sich widersprichliche Angaben finden. Eine Expression
von Cb5aR1 ist daher durch Doppelfarbungen sowohl fiir C5aR1 als auch fir die jeweiligen
CD4*-T-Zell-Subtypen Tnl-, Th2- und Tuxl7-Zellen sowie CD8'-T-Zellen und Treg
durchzufiihren. Nach Kenntnis tber den T-Zell-Subtyp mit der hdchsten C5aR1-Expression
sollte auch der Einfluss von C5aR1 eruiert werden. Dazu konnten Mause entwickelt werden,
denen der C5aR1 auf den T-Zellen bzw. dem T-Zell-Subtyp fehlt oder der Rezeptor
moglichst spezifisch medikamentts geblockt wird. Auf diese Weise kdnnen die von diesen
Rezeptoren ausgehenden Effekte weiter evaluiert werden. Aulerdem kann auf die Weise
untersucht werden, ob eine Antagonisierung des proinflammatorischen C5aR1 eine
therapeutische Wirkung erzielt. Ein weiterer Angriffspunkt fur therapeutische Mafinahmen
konnen Makrophagen sein, bei denen nach T-Zellen die hdchste C5aR1-Expression im

Rahmen der immunhistochemischen Untersuchung zu sehen war. In Lasionen von BP-
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Patienten wurde eine erhdhte Anzahl Makrophagen vom M2-Typ nachgewiesen (Furudate
et al. 2014; Tanita et al. 2018). Das gleiche Verfahren, wie bei T-Zellen beschrieben, kénnte
auch bei den Makrophagen durchgefiihrt und mit den Ergebnissen der T-Zellen verglichen
werden. Somit lasst sich ermitteln, ob T-Zellen oder Makrophagen flr eine therapeutische
Option beim BP in Frage kamen.

Beim C5aR2 wurde im Tiermodell eine vorm BP schitzende Funktion beobachtet (Karsten
et al. 2018). Durch eine gezielte Stimulierung dieses Rezeptors kdnnte eine Behandlung
vom BP ermdglicht werden. Mastzellen zeigten den grof3ten Anteil an der C5aR2-
Expression gefolgt von eosinophilen Granulozyten. Bei Mastzellen schien C5aR2 jedoch
eine proinflammatorische Funktion auszuiiben (Pundir et al. 2015). Ob diese Beobachtung
beim BP ebenfalls zutrifft, muss untersucht werden. In diesem Fall sollte neben der
Stimulierung von C5aR2 auch der Einsatz von C5aR2-Antagonisten getestet werden. Im
Mausmodell war eine C5aR1-Expression bei Mastzellen fur die Auspragung der Erkrankung
entscheidend (Chen et al. 2001). Es besteht die Frage, ob C5aR2 auf Mastzellen ebenfalls
eine wichtige Funktion beim BP darstellt. Des Weiteren sollten Eosinophile untersucht
werden, da Mastzellen ebenfalls in der Haut von Kontroll-Patienten den grofsten Anteil an
der C5aR2-Expression innehatten und einen erheblichen Anteil an der C5aR2-Expression
aufwiesen. Dadurch besteht die Mdglichkeit, dass C5aR2 auf Mastzellen als Therapieziel
keine ausreichende Wirkung erzielt. Eosinophile waren dahingegen kaum in der Haut der
Kontroll-Patienten nachzuweisen. Die gezielte Stimulierung des antiinflammatorischen
C5aR2 auf Eosinophilen kdnnte daher einen wirksameren Effekt in der Behandlung des BP
erbringen. Vielmehr stellen Eosinophile eine interessante Zielzelle fur zukinftige Therapien
dar, da beim BP ein eosinophiles Hautinfiltrat ein charakteristisches Bild ist und die
Krankheitsaktivitat mit der Anzahl von Eosinophilen korreliert (van Beek et al. 2015; van
Beek et al. 2016). C5aR1 fuhrte zu einer Aktivierung der Eosinophilen und war an der
Freisetzung von Proteasen beteiligt, denen eine Rolle in der Separation der DEJ
nachgesagt wird und in Blasen von BP-Patienten nachgewiesen wurden (Elsner et al. 1996;
Graauw et al. 2017). Beim allergischen Asthma war eine Expression von C5aR2 auf
Eosinophilen mit einer antiinflammatorischen Wirkung verbunden (Karsten et al. 2017).
Daher konnte sich auch die Antagonisierung des C5aR1-Rezeptors sowie die Agonisierung
von C5aR2 auf eosinophilen Granulozyten auch beim BP als effektiv erweisen. Kriterien
wie die Krankheitsaktivitdt bzw. die Schwere der Erkrankung wurden in dieser Arbeit nicht
bertcksichtigt und sind in darauffolgenden Arbeiten zu untersuchen, um auR3erdem zu
ermitteln, ob die Krankheitsaktivitéat einen Einfluss auf die C5aR1- und C5aR2-Expression

ausubt.
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6 Zusammenfassung

Das bullose Pemphigoid (BP) ist eine subepidermale blasenbildende
Autoimmundermatose, welche durch eine Autoantikérper-gesteuerte Immunantwort
gegen zwei Strukturproteine der dermoepidermalen Junktionszone (DEJ), die als
BP180 (Typ XVII Kollagen) und BP230 bezeichnet werden, definiert ist. Die
Komplementaktivierung an der DEJ ist ein immunopathologisches und diagnostisches
Kennzeichen des BP. Ein Schlisselelement der Komplementantwort ist das
Aktivierungsfragment C5a, das seine Effektorfunktionen durch Bindung an die
Rezeptoren C5aR1 und C5aR2 ausubt. Die proinflammatorischen Effektorfunktionen
von C5aR1 bei verschiedenen Autoimmunerkrankungen sind gut beschrieben. Die
Rolle des zweiten C5a-Rezeptors, C5aR2, ist jedoch weniger klar definiert. Im
Mausmodell des BP zeigten C5aR17-Mausen eine Abschwachung der Blasenbildung,
wahrend bei C5aR2” Mausen das Krankheitshild mit einer ausgepragteren
Blasenbildung verstarkt war. Ebenso waren Méause, deren Mastzellen die Expression
von C5aR1 fehlte, vor der Krankheitsentstehung des BP geschiitzt. Daraus lasst sich
ableiten, dass C5aR1 beim BP eine proinflammatorische Rolle ausiibt, wahrend C5aR2
eine vor BP schiitzende Funktion aufweist. In dieser Studie wollten wir die Expression
von C5aR1 und C5aRz2 in frihen Hautlasionen bei Patienten mit BP untersuchen. Bei
den Proben handelt es sich um perilasionale Biopsien. Diese weisen keine voll
entwickelten Lasionen auf und spiegeln somit die friihe Phase der Gewebezerstérung
wider. Flr die Untersuchung wurde bei den Hautbiopsien von BP-Patienten doppelte
Immunfluoreszenzfarbungen fir C5aR1/C5aR2 und Zellmarker von Neutrophilen
(Myeloperoxidase), Eosinophilen (eosinophile Peroxidase), Makrophagen (CD68),
Mastzellen (Tryptase) und T-Zellen (CD3) durchgefiihrt. Als Kontrollen dienten
Hautbiopsien von Patienten, die nicht an entziindlichen Dermatosen erkrankt waren.
Es zeigte sich, dass die C5aR1-Expression Uberwiegend auf T-Zellen (43,8%) und
Makrophagen (23,2%) nachweisbar war. Im Gegensatz dazu schienen Mastzellen
(38,2%) und Eosinophile (33,0%) die Hauptzellquelle fir C5aR2 in der BP-Haut zu sein,
gefolgt von Makrophagen (15,3%), Neutrophilen (10,6%) und T-Zellen (2,6%). Diese
Ergebnisse werden es uns ermoglichen, die wichtigsten C5aR1/C5aR2-exprimierenden
Zellpopulationen als potenzielle Ziele fur pharmakologische Interventionen weiter zu

untersuchen und ihre funktionelle Relevanz beim BP zu definieren.
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7 Summary

Bullous pemphigoid (BP) is a subepidermal blistering autoimmune disease defined by an
autoantibody-driven immune response against two structural proteins of the dermo-
epidermal junction (DEJ) called BP180 (type XVII collagen) and BP230. Complement
activation at the DEJ is an immunopathological and diagnostic hallmark of BP. A key
element of the complement response is the activation fragment C5a, which exerts its
effector functions by binding to the receptors C5aR1 and C5aR2. The proinflammatory
effector functions of C5aR1 in various autoimmune diseases are well described. However,
the role of C5aR2 is less clearly defined. In the mouse model of BP, C5aR1’ mice showed
attenuation of blister formation, while C5aR2’ mice revealed increased disease with more
pronounced blister formation. Similarly, mice lacking C5aR1 expression in mast cells were
protected from BP lesions. This suggests that C5aR1 has a proinflammatory role in BP,
while C5aR2 has a protective role. In this study, we aimed to investigate the expression of
C5aR1 and C5aRz2 in early BP skin lesions or perilesional biopsies. These biopsies do not
show fully developed lesions which reflect the early phase of tissue destruction. For this
purpose, double immunofluorescence staining for C5aR1/C5aR2 and cell markers of
neutrophils (myeloperoxidase), eosinophils (eosinophil peroxidase), macrophages (CD68),
mast cells (tryptase) and T cells (CD3) were performed. Skin biopsies from patients who
did not have inflammatory dermatoses served as controls. Cb5aR1 expression was
predominantly found on T cells (43,8%) and macrophages (23,2%). In contrast, mast cells
(38,2%) and eosinophils (33,0%) appeared to be the main cell source of C5aR2 in BP skin,
followed by macrophages (15,3%), neutrophils (10,6%) and T cells (2,6%). These results
will encourage us to further investigate the major C5aR1/C5aR2-expressing cell populations
as potential targets for pharmacological intervention and define their functional relevance in
BP.
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9 Materialien

Tabelle 9: Antikorper

Antikorper | Klon | Artikelnummer | Hersteller
Antikérper far Immunfluoreszenz
polyclonal rabbit anti-human C5aR1 Polyclonal | PA5-33372 Invitrogen,
Carsbad, USA
polyclonal rabbit anti-human C5aR2 Polyclonal | PA5-33374 Invitrogen,
Carsbad, USA
monoclonal mouse anti-human C5/C5a | 2942 HM2078 Hycult Biotech,
des-Arg Uden,Niederlande
monoclonal mouse anti-human 392105 MAB3174 R&D Systems,
Myeloperoxidase Minneapolis, USA
monoclonal mouse anti-human AAl M7052 Dako, Glostrup,
Tryptase Danemark
monoclonal mouse anti-human CD3 F7.2.38 M7254 Dako, Glostrup,
Danemark
monoclonal mouse anti-human CD68 PG-M1 MO0876 Dako, Glostrup,
Dénemark
monoclonal mouse anti-human MM25- Mayo Clinic,
Eosinophil Peroxidase 82.2 Rochester, USA
monoclonal mouse anti human NCAM 123C3 3576S Cell Signal
(CD56) Technology,
Danvers, USA
Monoclonal mouse anti human NCAM ERIC1 sc-106 Santa Cruz
(CD56) Biotechnology,
Dallas, USA
Sekundére Antikorper
Alexa Fluor® 594 donkey anti-rabbit - 711-585-152 Jackson Immuno
IgG Research, West
Grove, USA
Alexa Fluor® 488 goat anti-mouse - A32723 Thermo Fisher,
Waltham, USA
Isotyp-Kontrollen
normal rabbit 1gG Polyclonal | BEO095 Bio X Cell,
Lebanon, USA
mouse IgG1, K MG1-45 401401 BioLegend, San
Diego, USA
mouse 1gG2a, kK MOPC- 400201 BioLegend, San
173 Diego, USA
mouse IgG2b MG2b-57 | 401201 BioLegend, San
Diego, USA
mouse IgG3 MG3-35 401301 BioLegend, San
Diego, USA
Weitere Antikorper
F(ab)2 Fragment Donkey Anti-Rabbit - 709-006-149 Jackson Immuno
19G Research, West
Grove, USA
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Tabelle 10: Chemikalien und Reagenzien

Name

Artikelnummer

Hersteller

Albumin Fraktion V

8076.2

Roth, Karlsruhe,
Deutschland

DAPI Fluoromount -G® 0100-20 SouthernBiotec,
Birmingham, USA

EDTA X986.2 ROTH, Karlsruhe,
Deutschland

Ethanol 70% T913.4 ROTH, Karlsruhe,
Deutschland

Ethanol 96% T171.6 ROTH, Karlsruhe,
Deutschland

Ethanol 99,8% K928.4 ROTH, Karlsruhe,
Deutschland

Glycerol 3783.1 ROTH, Karlsruhe,
Deutschland

HCI T134.1 ROTH, Karlsruhe,
Deutschland

HCI 32% 1.00313.2500 ROTH, Karlsruhe,
Deutschland

NaHPO4 x 2H,0 K.300.2 ROTH, Karlsruhe,
Deutschland

NaCl 9265.1 ROTH, Karlsruhe,
Deutschland

NaH.PO4x H.O 4984.1 ROTH, Karlsruhe,
Deutschland

Normal donkey serum (NDS) 017-000-121 Jackson
ImmunoResearch, West
Grove, USA

Pepsin 003009 TermoFisher, Waltham,
USA

Peptid - peptides & elephants

RRLHQEHFPARLQCVVDYGGSSSTEN GmbH, Hennigsdorf,
Deutschland

Proteinase K 1014023 QIAGEN, Hilden,
Deutschland

Roti® Histol 6640.5 ROTH, Karlsruhe,
Deutschland

CacCl, 5239.1 ROTH, Karlsruhe,
Deutschland

Tris-Base C190625 Serva, Heidelberg,
Deutschland

Tri-sodium citrate (dihydrate) BCBH7324V Sigma-Aldrich, St- Louis,
USA

Triton X-100 11869.1000 Merck, Darmstadt,
Deutschland

Tween-20 MKBQ9465V Sigma-Aldrich, St- Louis,

USA
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https://www.jacksonimmuno.com/catalog/products/715-096-150
https://www.jacksonimmuno.com/catalog/products/715-096-150

Tabelle 11: Laborgerate

Name

Hersteller

10l Messbecher

VITLAB, Grossostheim, Deutschland

-20°C Kuhlschrank

Bosch, Gerlingen-Schillerhéhe, Deutschland

4°C Kaltekammer

Viessmann, Allendorf, Deutschland

4°C Kiuhlschrank

Liebherr, Ochsenhausen, Deutschland

-80° C Kihlschrank

TermoFisher, Waltham, USA

Abzug

Erlab, Val-de-Reuil, Frankreich

Dako-pen

Dako, Glostrup, Dédnemark

Dampfgarer HD9140/91

Philips, Amsterdam, Niederlande

Deckglaser 23 x 32 mm

Marienfeld-superior, Lauda Kdnigshofen,
Deutschland

Fluoreszenzmikroskop BZ-9000

Keyence, Osaka, Japan

Heizplatte MR3002

Heidolph Instruments, Schwabach,
Deutschland

Inkubator Binder, Tuttlingen, Deutschland
Magnetrihrer Cole-Parmer, Vernon Hills, USA
Mikrotom Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

pH Sonde pH526

WTW, Weilheim, Deutschland

Pipetten 10 ul, 200 pl, 1000 pl

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen 10 ul, 200 pl, 1000 pl

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Reagenzgefald Safe Seal 0,5 ml, 1,5 ml, 2
ml

Sarstedt, Niumbrecht, Deutschland

Schnellkochtopf 6 | 99276

Elo, Spabricken, Deutschland

Schraubrdéhre Reagenz 15 ml, 50 ml

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Thermo ScientificTM SuperFrostPlusTM
Adhasionsobjektrager

ThermoFisher, Waltham, USA

Transferpipetten 1mi

Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

Wippschuttler

IKA, Staufen, Deutschland
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