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1 Einleitung
1.1 Das Immunsystem und seine Entwicklung

Um sich vor der Bedrohung durch pathogene Umweltfaktoren (Mikroorganismen und Viren)
zu schitzen, haben hohere Organismen enschliefdich des Menschen einen komplexen
Schutzmechanismus, das Immunsystem (lat. immunis, frei) entwickelt. Krankheitserreger,
denen es gelingt, die physikalische Barriere der Haut und der Schleimhaute zu durchbrechen,

werden auf diese Weise a's fremd erkannt und zerstort.

Fir die spezifische Immunitét bei Wirbeltieren sind weil3e Blutkorperchen verantwortlich, die
man zusammenfassend als Lymphozyten bezeichnet. Die Lymphozyten treten vor allem in
vier Kompartimenten des Organismus auf - im Knochenmark, im Thymus, in den peripheren
lymphatischen Organen und in den Schleimhduten sowie im Blut und in der
LymphflUssigkeit.

Wie dle Blutzellen entstehen sie aus gemeinsamen Vorlauferzellen, den hdmatopoetischen
Stammzellen, im Knochenmark und reifen zu Effektorzellen, die fur die zelluldre und
humorale Immunitét verantwortlich sind. T-Lymphozytenvorléufer wandern zum Thymus, ein
lymphatisches Organ im oberen Brustbereich, reifen dort heran und bilden ihre
Antigenspezifitdt aus. B-Lymphozyten hingegen differenzieren sich im Knochenmark.
Ausgereifte, antigenspezifische Lymphozyten wandern von diesen Geweben Uber das Blut in
die peripheren lymphatischen Organe, Lymphknoten, Milz und darmassoziierte lymphatische
Gewebe.

Die Lymphozyten zeigen morphologisch im Licht- und Elektronenmikroskop grof3e
Ahnlichkeit, weisen jedoch unterschiedliche Glyko- oder Rezeptorproteine an der
Zelloberflache auf. B-Lymphozyten differenzieren zu Plasmazellen, die Antikorper (AK)
sezernieren. T-Lymphozyten zeigen elne dichotome Entwicklung, indem sie sich entweder zu
Effektorzellen differenzieren, die direkt zytotoxisch sind oder andere Zellen des
Immunsystems wie Makrophagen und B-Zellen aktivieren. Diese Entwicklung der
Lymphozyten ist in Abbildung 1 schematisch dargestellt (Janeway 2001, Voet 1999).
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1.1.1 Funktionen der Lymphozyten

Lymphozyten sind Mediatoren der spezifischen immunologischen Erkennung von Pathogenen
und leiten erworbene Immunantworten ein. BZellen sind die Effektorzellen der humoraen
Immunité. Sie erkennen ihr spezifisches Antigen (AG) durch Bindung an en
membranstandiges Rezeptormolekdl (Immunglobulin). Nachdem die B-Zelle ihr spezifisches
Antigen erkannt hat, teilt sie sich und differenziert zur Plasmazelle. Diese produziert grof3e
Mengen des Rezeptormolekils (Immunglobulin) in 16slicher Form, so dass es sezerniert
werden kann. Diese Antikdrpermolekile sind grof3e Glykoproteine, die im Blut, in
GewebeflUssigkeiten und in gewebegebundener Form vorkommen. Sie binden spezifisch an
ihr spezifisches Antigen, durch das die B-Zelle zuvor spezifisch aktiviert wurde. Die Bindung
von Antigenen durch Antikorper stimuliert, zum Beispiel durch Komplementaktivierung,
andere Teile des Immunsystems, welches dann das Pathogen, das dieses Antigen trégt,
eliminiert.

T-Lymphozyten haben verschiedene biologische Funktionen. Die Gruppe der T-Helferzellen
(Ty) weist zwei Hauptfunktionen auf. Eine Gruppe interagiert mit B-Zellen und hilft diesen,
sich zu teilen, zu differenzieren und Antikorper zu produzieren (Tw2). Eine andere Gruppe
wirkt auf die mononukledren Makrophagen ein und hilft ihnen, Pathogene zu zerstoren (Ty1).
Eine weitere Gruppe von T-Zellen ist verantwortlich fur die direkte Zerst6érung von
Wirtszellen, die von Viren oder anderen intrazelluléren Pathogenen befallen sind - diese
Wirkungsweise nennt man Zytotoxizitdt und diese T-Zellen folglich zytotoxische T-Zellen
(Tc). T-Zellen erkennen ihr spezifisches Antigen in Verbindung mit vertrauten
Glykoproteinen auf der antigenprésentierenden Zelle (APC), dem sogenannten
Haupthistokompatibilitétskomplex (MHC). T-Zellen besitzen einen antigenspezifischen
Immunglobulinrezeptor, den T-Zdlrezeptor (TCR). Dieser ist funktionell und strukturell mit
dem Oberflachenantikorper verwandt, den B-Zellen as ihren Antigenrezeptor verwenden. T-
Zellen erzeugen ihre Wirkungen entweder durch Freisetzen [6dicher Proteine, sogenannter
Zytokine, oder durchdirekte Zell- Zell- Interaktionen (Janeway 2001).

1.1.1.1 Die zellulare lmmunitat

Die zellulére Immunitét richtet sich gegen virusinfizierte Zellen, pathogene Mikroorganismen
und korperfremde Proteine. Sie wird durch T-Zellen vermittelt. Zu Beginn der zellul&ren
Immunantwort nimmt eine antigenprasentierende Zelle (dendritische Zelle, Monozyt,

Makrophage etc.) das fremde Antigen auf und baut es in seinen intrazelluléren Lysosomen
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teilweise ab. Die dabei entstehenden Antigenfragmente présentiert die APC zusammen mit
MHC-Proteinen an ihrer Oberflache. Korperfremde Antigene werden durch den
endozytotischen Abbauweg in Assoziation mit MHC-Molekilen der Klasse II CD4-positiven
T-Zellen présentiert (Abb. 2). Dagegen werden koérpereigene Proteine oder virusinfizierte
bzw. neoplastische korpereigene Zellproteine in Verbindung mit MHC FMolekilen CD8-

positiven T- Zellen prasentiert.
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Abb. 1.2: Interaktion zwischen T-Zellrezeptor, Peptid-
MHC I1-Komplex und CD4-K or ezeptor

1.1.1.2 Die humorale | mmunitéat

Die humorade Immunité (lat. humor, Flussigkeit), die sich vor alem gegen pathogene
Mikroorganismen richtet, wird von antikérperproduzierenden Zellen getragen. Die BZellen
tragen auf ihrer Oberflache sowohl Immunglobuline als auch MHC I1-Proteine. Trifft eine B

Zelle auf ein Antigen, das an ihr spezielles Immunglobulin bindet, so schliefdt sie diesen



AntigenAntikdrper-Komplex ein, verdaut das Antigen teilweise und présentiert seine
Fragmente auf ihrer Oberflacher in Assoziation mit dem MHC |1-Molekdil.

Reife Helfer-T-Zellen, die einen spezifischen Rezeptor fir diesen Komplex tragen, binden an
die B-Zdle und setzen daraufhin Zytokine frei, welche die BZelle zur Proliferation und
Differenzierung anregen. Die B-Zellen teilen sich so lange, wie sie von den Helfer-T-Zellen
stimuliert werden. Die meisten Nachkommen der B-Zellen sind Plasmazellen, die darauf
speziaisiert sind, den fir das Antigen spezifischen Antikorper in grof3en Menge freizusetzen.
Die Antikorper binden an das entsprechende Antigen und markieren es damit fir den Abbau
durch Phagozytose oder durch Aktivierung des Komplement-Systems, einer Gruppe von
interagiererden Serumproteinen, die Zellen lysieren und lokale Entziindungserscheinungen
auslosen konnen. Die meisten T- und B-Zellen leben ohne kontinuierliche Stimulation durch

ihr Antigen nur wenige Tage.

1.2 Autoimmuner krankungen

Da die Antigenrezeptoren der Lymphozyten durch einen Zufallsprozess entstehen, werden
auch solche Zellen geprégt, die kdrpereigene Proteine erkennen. Diese Zellen unterliegen im
algemeinen der Kontrolle durch verschiedene Mechanismen, welche die Selbst-Toleranz
sicherstellen. Jeder T-Lymphozyt besitzt Oberflachenrezeptoren (TCR) einer einzigen
Spezifitét, die sich durch zuféllige Rekombination der variablen Rezeptorsegmente und der
Zusammenlagerung zweier verschiedener, variabler Proteinketten herausbilden. Dadurch
entstehen Lymphozyten, von denen jeder einen anderen Rezeptor trégt, so dass das gesamte
Repertoire theoretisch jedes Antigen erfassen kann. Ist ein Rezeptor fir eines der ubiquitéren
korpereigenen Antigene spezifisch, so wird der Lymphozyt im Thymus beseitigt, wenn er in
der frihen Entwicklungsphase auf das Antigen trifft. Begegnet ein selbstreaktiver Lymphozyt
nach der Reifung seinem eigenen Antigen im Gewebe, wird er im algemeinen inaktiviert, da
ein weiteres kostimulatorisches Signal erforderlich ist, das sich nur auf professionellen

antigenprasentierenden Zellen, meist nur auf dendritischen Zellen, befindet.

Trotzdem konnen Antikorper oder T-Effektorzellen mit Spezifitét fur kdrpereigene Antigene
entstehen. Diese autoantigenspezifischen T-Zellen werden in der Regel durch periphere
Toleranzmechanismen inaktiviert. Bestimmte Entztindungsvorgange, z.B.
Infektionskrankheiten, kdnnen jedoch zu einer Aktivierung autoaggressiver T-Zellen fuhren,
die dann durch die Zerstorung korpereigener Zellen, welche das entsprechende Antigen

tragen, eine Autoimmunerkrankung auslosen konnen. Durch den Abbau der
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autoantigentragenden Zelle gelangt das Autoantigen in die Peripherie und fuhrt dadurch zu
einer Perpetuierung der Autoimmunantwort. Autoimmunerkrankungen stellen  kein
allgemeines Versagen des Immunsystems dar, sondern sind wahrscheinlich Folge des

Verlustes der zentralen oder peripheren Toleranz (Janeway 2001).

1.2.1 Bullése Autoimmunder matosen

Bei den bullésen (blasenbildenden) Autoimmundermatosen finden sich in der Regel
Autoantikorper gegen spezifische Adhasionsstrukturen der Epidermis  bzw. der
dermoepidermalen Basalmembran. Anhand der dadurch bedingten Lokalisation des

Adhéasionsverlustes erscheint folgende Einteilung sinnvoll:

Tabelle 1

Wichtige blasenbildende Autoimmunder matosen

Lokalisation des Adh&sionsverlustes Autoimmunerkrankung

Intraepidermal:
Subkorneal Pemphigus foliaceus, - erythematosus
Suprabasal Pemphigus vulgaris, -vegetans
Der moepider male Junktionszone:
Laminalucida Bull6ses Pemphigoid
V ernarbendes Schleimhautpemphigoid
Pemphigoid gestationis

Lineare IgA-Dermatose

Lamina densa Epidermolysis bullosa aquisita
Dermatitis herpetiformis Duhring

Bléaschen oder Blasenbildung sind Folge einer Storung der intraepidermalen oder
dermoepidermalen Adhérenz der Haut, die durch Ansammlung von Flissigkeit verursacht ist
oder diese sekundér mit sich fuhrt. Blasenbildung as solche stellt eine grundsétzliche
Reaktionsform der Haut auf verschiedene Traumata dar und ist in ihrer Pathogenese ebenso
heterogen wie ihre Ursachen. Somit stellt sich die Frage, welche Strukturen zum Aufbau der

Haut beitragen.
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1.2.1.1 Aufbau der Haut

Die Haut schutzt aufgrund ihrer Barrierefunktion den Organismus nicht nur vor
mechanischen, thermischen und chemischen Einwirkungen, sondern sie ist zu einem
wesentlichen Tell auch ein hochsensibles Kommunikationsorgan. Auf der einen Seite schlief3t
sich der Korper durch die Haut von der Aulenwelt ab, andererseits kommuniziert das
Nervensystem durch die zahlreichen Sinnesrezeptoren der Haut wieder mit der Umwelt. Seit
einigen Jahren ist ferner bekannt, dass die Haut ein wichtiges Immunorgan des Organismus
darstellt. Epidermale Langerhans-Zellen gehéren zu den dendritischen Zellen und spielen eine
wichtige Rolle in der Induktions- und Effektorphase kutaner Entziindungsvorgange. Ferner
sind epidermale Keratinozyten in der Lage, durch die Produktion proinflammatorischer

Zytokine Entztindungsvorgange in der Haut zu amplifizieren bzw. zu modulieren.

Die aufiere Schicht der Epidermis gliedert sich von auf3en nach innen in Stratum corneum,
Stratum granulosum, Stratum spinosum und Stratum basale (Abb. 3). In dem einem hohen
Verschlei3 ausgesetzten Organ Epidermis lauft eine ununterbrochene Zellverschiebung von
basal zur Oberflache ab, wobei der Verhornungsgrad der einzelnen Zelle standig zunimmt.
Die Regenerationszone, zusammen mit der Keimschicht, heil3t Stratum germinativum. Hier,
insbesondere in der Basalzellschicht, findet durch Zellteilung ein fortlaufender Ersatz
abgestoRerer verhornter Epithelzellen statt. Uber spezifische Strukturelemente - die
Hemidesmosomen - sind die Basalzellen Uber die Basalmembran mit der unterliegenden
Dermis verbunden (Christophers 1987).
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1.2.2 Pemphigusvulgaris

Pemphigus vulgaris (PV) ist eine relativ seltene, aber klinisch bedeutsame Hauterkrankung,
die aufgrund des ausgepragten Befalls von Haut und Schleimhauten unbehandelt haufig zum
Tod fuhrt. PV ist die klassische blasenbildende Autoimmundermatose, die hinsichtlich ihrer
Pathogenese und immungenetischen Restriktion gut charakterisiert ist. Als erste konnten
Beutner und Jordon Antikorper gegen kutane Proteine in Patientenseren nachweisen (Beutner
1964). Diese verursachen einen Verlust der epidermalen Zell-Zell-Adhéasion, der dann zu
einer Blasenbildung fuhrt. Die Autoantikorper richten sich gegen ein Adh&sionsmolekdl
mehrschichtiger Plattenepithelien, Desmoglein 3 (DG3) (Amagai et a 1991, 1992, Stanley et
a 1989, 1993). Bem Pemphigus foliaceus (PF) finden sich Autoantikorper gegen en
strukturell  verwandtes Protein, Desmoglein 1 (DG1). Allerdings haben neuere
Untersuchungen ergeben, dass auch beim PV pathogenetisch bedeutsame Autoantikorper
gegen DG1 auftreten (Ding et al 1999).

Desmogleine sind in Desmosomen lokalisierte transmembrandse Proteine, welche die
Adhasion zwischen Keratinozyten vermitteln. Im Zentrum des Desmosoms besteht ein 20-30
nm breiter, elektronenmikroskopisch erkennbarer Spalt, die sogenannte Desmoglia. Die
Verbindungszonen der Desmosomen weisen sehr dichte Plagues am zytoplasmatischen Antell
auf, an die Keratinfilamente ansetzen. Hauptmembranproteine des Desmosoms sind
Desmogleine (DG) und Desmocolline (DC), cadherinartige Proteine, welche eine homophile

Ca’*-abhangige Adhasion vermitteln. Im Plague sind diese transmembrandsen Proteine direkt



oder indirekt mit den intrazelluldren Plagueproteinen Plakoglobin (PG) und Desmoplakin
(DP) assoziiert (Abb. 4) (Amagai et a 1991, 1992, 1995, Karpati et al 1993, Koch et a 1990).

a 2 I
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Keratin D ] Keratin

DC

\_ N J

Transmembrantse Proteine: DG=Desmoglein, DC=Desmocollin
Intrazelluldre Proteine: DP=Desmoplakin, PG=Plakoglobin

Abb. 1.4: Schematischer Aufbau eines Desmosoms

Der klinisch unterschiedliche Phanotyp von PV und PF ist durch die Spezifitdt der
zirkulierenden Autoantikorper bedingt. Dies hangt zusammen mit der unterschiedlichen
Expression der Desmogleine in Haut und Schleimhauten. So wird in der Mundschleimhaut
Uberwiegend DG3, aber kaum DGl exprimiert, deswegen kommt es beim alleinigen
Auftreten von Autoantikdrpern gegen DG3 zur Blasenbildung an der Schleimhaut. In der
Haut wird die Zell-Zel-Adhésion durch DG1 und DG3 vermittelt, daher sind hier beide
Autoantikorper nétig, um die fir PV charakteristischen kutanen Blasen hervorzurufen Sind
Autoantikorper sowohl gegen DG1 al's auch gegen DG3 vorhanden, tritt die Blasenbildung an
Schleimhaut und Haut auf (mukokutaner oder generalisierter Pemphigus vulgaris) (Amagai et
a 1996b, 1999, Ding et a 1997, Emery et a 1995, Hashimoto et a 1995, Mahoney et d
1999).

Die Bindung pemphigusspezifischer Antikorper an Epitope des N-terminalen extrazelluléren
Anteils der Desmogleine fuhrt Gber noch wenig bekannte Mechanismen zur Beeintrachtigung
der Keratinozytenadhsion mit dem klinischen wie histopathologischen Bild intragpidermal er
Blasenbildung (Abb. 5) (Amagai et a 1991). Dabei sind die pathogenetisch bedeutsamen



Autoantikorper vom Subtyp 1gG4 (Mascaro et al 1997). In der indirekten Immunfluoreszenz
zeigt sichbei PV ein perizellullares Fluoreszenzmuster (Abb. 6).

Abb. 1.5: Der Verlust der Zell-Zell-
Adhasion fuhrt zur intragpidermalen

Blasenbildung bei PV

Abb. 1.6: Nachweisvon

Autoantikorpern bei PV in der
indirekten

Immunfluoreszenzuntersuchung

Das fur DG3 codierende Gen ist auf Chromosom 18 lokalisiert (Arnemann et a 1992). Nach
der Klonierung der DG3-cDNA (Amagai 1991) wurden zunéchst bakterielle Fusionsproteine
des DG3 generiert. Da diese prokaryotischen Proteine jedoch vermutlich nicht die korrekte
Konformation besitzen, wurde DG3 in einem eukaryotischen Baculovirusexpressionssystem
exprimiert. Dieses Protein besitzt die nétigen konformationellen Epitope, um Autoantikorper
von PV-Patienten zu binden (Amaga et a 1994). Ferner bilden Kaninchen nach
Immunisiercung  mit rekombinantem DG3 Antikorper, die in der indirekten
Immunfluoreszenzuntersuchung auf Affendsophagus nachweisbar sind und nach Injektion in
neugeborene Mause PV-ahnliche Blasen erzeugen (Amaga et al 1992, Memar et a 1996).
Auch unserer Arbeitsgruppe steht ein rekombinantes, eukaryotisches DG3-Protein zur
Verfigung, das den extrazellularen Antell des DG3, verbunden mit dem Fc-Anteil von 1gG
(PVI1g) oder einem 6xHis-Tag (PVHis), enthdlt.
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An PV Erkrankte weisen eine Prévalenz bestimmter MHC I1-Allele auf. Bei den Ashkenazi-
Juden zeigen fast ale an PV Erkrankten den HLA-Typ DRR1*0402 (Ahmed et al 1990),
waéhrend das genannte Allel bei nichtjidischen PV-Patienten vornehmlich slideuropaischer
Abstammung weniger haufig auftritt (Ahmed et al 1991). Bel japanischen PV-Patienten fand
sich eine signifikante Assoziation mit DQR1*0503 und verschiedenen DRI31*14-Allelen
(Yamashina et a 1998). Bel pakistanischen PV-Patienten ist das Vorhandensein DG3-
spezifischer Antikorper ebenfals an das Allel DRI31*0503 gekoppelt (Delgado et al 1997).
Die Alldle DRI31*1404, DRa1*0101 und DQIM31*0503 fanden sich gehauft bei indischen PV-
Patienten (Delgado et a 1996). In diesem Zusammenhang sind auch Féle zu nennen, in
denen zwe MHC-haploidentische Brider (Revenga-Arranz et a 1996) und verwandte
Personen mit identischen HLA-DRIM31*0402, DQa1*0301 und DQIM31*0302-Allelen an PV
erkrankten (Bhol et a 1996). Besonders die Untersuchungen von Wucherpfennig erkléren auf
molekularer Ebene die Mechanismen der MHC-assoziierten Suszeptibilitét fir PV und andere
Autoimmunerkrankungen. Dabel stellte sich das Allel HLA-DRR1*0402 as besonders
geeignet heraus, DG3-Peptide zu prasentieren (Wucherpfennig et al 1995a, 1995b). Die
genannten Untersuchungen zur MHC 1l-Pravalenz beim PV zeigen, dass immungenetische
Faktoren vermutlich eine Rolle bel der Pathogenese dieser Autoimmunerkrankung spielen.
Diese Tatsache konnte zukinftig eine wichtige Rolle bei der Entwicklung spezifischer

Immuntherapien spielen (Riechers et a 1999).

Klinische Beobachtungen und Versuche unterstreichen die pathogenetische Bedeutung DG3-
spezifischer Autoantikérper beim Pemphigus vulgaris. So findet sich bei Neugeborenen,
deren Mutter an PV erkrankt waren, eine voribergehende Blasenbildung nach der Geburt.
Dieser Zustand ist Folge des diaplazentaren Ubertritts maternaler Immunglobuline (Merlob et
al 1986). Ferner korreliert die Krankheitsaktivitét mit dem Antikorpertiter im Serum von PV-
Patienten. Immunglobuline aus Sera von PV-Patienten induzieren unter in vitro-Bedingungen
eine Akantholyse in Hautorgankulturen (Schiltz et a 1976). Schliefdich wurden
Immunglobuline bzw. ihre Fab-Fragmente aus Seren von PV- und PF-Patienten isoliert und
neugeborenen Méausen injiziert. Dieser Transfer fuhrte bei den M&usen zu einer suprabasalen
Blasenbildung mit intraepidermaler Akantholyse (Roscoe et al 1985, Amagai et al 1992).

Das klinische Erscheinungsbild des PV wird in erster Linie durch Autoantikorper verursacht.
Dennoch sind besonders die T-Lymphozyten bel PV-Patienten von besonderem Interesse, da
es wahrscheinlich ist, dass diese die B Zell- Antwort induzieren und triggern. T-Zellen von
PV-Patienten kdnnen in vitro mit rekombinantem DG3 stimuliert werden (Lin et a 19973,
1997b, Hertl et a 1998a, 1998b). Auffallend ist dabei, dass auch T-Zellen von gesunden
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Trégern PV-assoziierter MHC-I1-Allele (z.B. HLA-DRIM31*0402) in vitro auf DG3 reagieren
(Hertl 1998a, 1998b). Im Serum dieser gesunden Tréger lassen sich gelegentlich
Autoantikorper gegen DG3 nachweisen, die jedoch zur 1gGl-Klasse gehdren und als
pathogenetisch unbedeutsam angesehen werden. Bei PV-Patienten, die sich in Remission
befinden, findet mdglicherweise ein Wechsel von DG3-Autoantikdrpern der 1gG4-Klasse
(pathogen) zur 1gG1-Klasse (nicht pathogen) statt (Bhol et al 1994, 1995).

Abb1.8: Befall der Mundschleimhaut bei PV |
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1.3 Die SCID-Maus alsin vivo-M odell humaner Autoimmunerkrankungen

Die Europédische Hausmaus (Mus musculus musculus) gehort in die Ordnung der Nagetiere
(Rodentia), Familie Langschwanzmause (Muridae), Gattung Hausmaus (Mus musculus). Der
Karyotyp lautet 2n = 40 tel ozentrische Chromosomen, die Spezies ist genetisch sehr variabel.
Der Zyklus des Weibchens dauert 45 Tage, die Wurfgrofie betrdgt 515 Jungtiere. Mit 46
Wochen sind die Tiere geschlechtsreif, die Lebensdauer betrégt etwa 2-3 Jahre. Seit Beginn
des 20. Jahrhunderts wurden Hausmause systematisch fur Laborzwecke geziichtet.

Bel der routineméfdigen Radioimmunquantifizierung des Serumimmunglobulins von Mausen,
die in speziell pathogenfreien Raumen gehalten wurden, entdeckten Bosma et a. vier Méuse,
bei denen weder durch Radioimmunassay noch durch Immundiffusion IgM, IgA oder 1gG
nachgewiesen werden konnte. Eine Stammbaumanalyse ergab, dass es sich hierbei um einen
autosomal-rezessiv vererbten Defekt handelt, der zu afunktionellen B- und T-Lymphozyten
fuhrt. Der Defekt erhielt den Namen SCID (Severe Combined Immune Deficiency) (Bosma
1983). Makrophagen sind jedoch vorhanden und funktionsfahig (Czitrom et a 1985), ebenso
nattrliche Killer (NK)-Zellen (Dorshkind et a 1985).

Neuere Untersuchungen haben ergeben, dass der SCID-Defekt auf dem Maus-Chromosom 16
lokalisiert ist. Er verhindert eine Reparatur von DNA-Schaden (Fulop et a 1990), denn den
betroffenen M&usen fehlt eine DNA-abhéngige Kinase (p350), die zur Reparatur von DNA-
Doppelstrangbrtichen und zur Rekombination der V(D)J Segmente der T-Zellrezeptor- und
Immunglobulingene bendtigt wird. Diesist die Ursache der fehlenden Funktion von B- und T-
Lymphozyten (Kirchgessner et al 1995).

Es zeigte sich ferner, dass die Storung der Lymphozytenentwicklung nicht komplett ist, da
mit zunehmendem Alter der Tiere niedrige Spiegel an Immunglobulin und intakten T-
Lymphozyten nachweisbar sind. Diese Tiere werden as ,leaky” bezeichnet, da ihr
Immundefekt sozusagen ein Leck aufweist. Mit zunehmendem Alter vergrofdert sich der
Anteill der Tiere, die as ,leaky” anzusehen sind, im Alter von 10-14 Monaten gehdren
praktisch alle SCID-Mause zu dieser Gruppe (Bosma et al 1988, Carroll et al 1988, 1989).

Mehrere Autoren geben unterschiedliche Grenzwerte fur die ,leakiness* an (Chargui et d
1995, Duchosal et a 1992, Mosier et al 1988, Nonoyama et a 1993, Steinsvik et al 1995,
Walker et al 1994). Sie reichen von Ig-Konzentrationen von 50 ng/ml (Chargui et al 1995) bis
zu 10pg/ml (Duchosal et a 1992). In den meisten Untersuchungen wurden jedoch keine
signifikant unterschiedlichen Ergebnisse zwischen ,leaky”- und ,,non leaky"-SCID-Mé&usen
beobachtet.
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Wegen ihrer Immundefizienz wurden SCID-Mause unter anderem zu in vivo-Untersuchungen
zur Infektiologie mit Viren (Chow et a 1992, George et a 1990), Bakterien (Deschryver-
Kecskemeti et a 1988, Museteanu et a 1991), Pilzen (Narayanan et al 1991) und Parasiten
(Nelson et a 1991) verwendet. Daneben wurde auch die Funktion von Lymphozyten bei der
Entwicklung nichtlymphozytérer Anteile untersucht, z.B. von dendritischen Zellen (Czitrom
et al 1985).

1.3.1 Rekonstitution der SCID-Maus mit menschlichen Lymphozyten

CID-Méuse konnen mit Lymphozyten gesunder Mause rekonstituiert werden (Fulop et a
1986). Wegen der Immundefizienz kommt es zu keiner Abstol3ungsreaktion. Als Erweiterung
dieser Mdoglichkeit gelang es Mosier et a, SCID-Mause mit peripheren menschlichen
Lymphozyten (PBL) zu rekonstituieren (Mosier et al 1988). Menschliche PBL siedeln sich in
den lymphatischen Organen der Maus an und bleiben Uber langere Zeit |ebensfahig. Auch
Immunantworten kdnnen in vivo induziert werden, z.B. gegen Tetanus-Toxoid. Als Mel3wert
fur den Erfolg der Rekonstitution mit menschlichen PBL wird die Konzentration humaner

Immunglobuline in den Mausseren verwendet.

Die Zellen wurden den Mausen intraperitonea (i.p.) injiziert, da eine intravendse Injektion
ineffektiv war. Die optimale Zellzahl liegt bei 20x10° PBL/Maus. Werden weniger Zellen
injiziert, ist die Etablierung eines menschlichen Immunsystems weniger erfolgreich. Bei
Injektion einer grolReren Zellzahl kommt es gehauft zum Auftreten humaner Lymphome,
besonders bel Transfer von PBL Epstein-Barr-Virus (EBV)-positiver Spender (Mosier et al
1988).

An solche MenschhrMaus-Chiméren sind grofe Hoffnungen geknipft, z.B. bei der
Entwicklung von Impfstoffen, beispielsweise gegen HIV (Chargui et a 1995, Mosier et al
1991), Influenza-Virus (Albert et a 1997) und Haemophilus influenzae b (Lucas et a 1992).
Immunantworten gegen unterschiedliche Neo- und Recallantigene wurden bei humanisierten
CID-Méusen untersucht (Bombil et a 1996, Duchosal et a 1992, Nonoyama et a 1993,
Walker et al 1994). Dabei stellten Pestel et al fest, dass bel SCID-Mausen, die mit PBL von
Allergikern rekonstituiert wurden, eine i.p. Boosterung mit dem Allergen, z.B.
Dermatophagoides pteronyssinus, zur erhohten Bildung von spezifischem IgE und 1gG4
fihrte. Bel Mausen, die mit PBL von Nichtallergikern rekonstituiert wurden, fuhrte die

Boosterung zur Bildung von allergenspezifischem 1gG (Pestel et al 1994).



1.3.1.1 Die SCID-Mausin der autoimmunologischen Forschung

Als eadge fuhrten Krams et a enen Transfer von PBL von Patienten mit
Autoimmunerkrankungen in SCID-Mause durch. Sie rekongtituierten SCID-Mause mit
Lymphozyten von Patienten mit primar bilidgrer Zirrhose (PBC) und konnten bei allen
Méusen, deren Serum humanes Ig enthielt, auch die fur PBC charakteristischen
Autoantikdrper nachweisen (Krams et al 1989). Tighe et a rekonstituierten SCID-Mause mit
PBL von Patienten mit rheumatoider Arthritis. Durchschnittlich 12% des humanen IgM im
Maus-Serum besallen Rheumafaktor-Aktivitét (Tighe et a 1990). Autoimmune
Schilddriisenerkrankungen wurden von Macht et a in SCID-Mausen untersucht. Nach
Transfer von PBL von Patienten mit Autoimmunthyroiditiden und hohem Autoantikorpertiter
konnten im Maus-Serum ebenfalls Antikorper gegen Thyroglobulin und Thyroid-Peroxidase
nachgewiesen werden (Macht et al 1991, 1993). Auch der systemische Lupus erythematosus
(SLE) wurde bereits im SCID-Maus- System untersucht (Dickey 1994, Duchosal 1990). Dabei
lieflen sich nach Transfer der PBL von SLE-Patienten in SCID-Mé&use in den meisten
Mausseren antinukledre Antikorper (ANA) nachweisen (Duchosal 1990). Da das Modell der
mit menschlichen PBL rekonstituierten SCID-Maus fur die Erforschung von
Autoimmunkrankheiten vielversprechend ist, wurde dieser in vivo-Versuchsansatz bereits in
zahlreichen Ubersichtsarbeiten behandelt (Barry 1992, Duchosal 1992, Elkon 1993,
Hammarstrém 1993, Vladutiu 1993, 1994).

Es wurde bereits der erfolgreiche Versuch unternommen, ein aktives Tiermodell des
Pemphigus in der SCID-Maus zu etablieren. Juhasz et a untersuchten SCID-Mause, denen
PBL von PV-Patienten injiziert wurden. 69% der untersuchten Mauseseren wiesen Human | g-
Spiegel von > 0,1 mg/ml auf. Bei 20 dieser 34 Tiere konnten in der indirekten
Immunfluoreszenzuntersuchung zirkulierende PV-AutoantikOrper nachgewiesen werden.
Nach Traumatisierung durch Hitze oder Kéalte fanden sich in der Haut von 44% der 34 Tiere
Ablagerungen menschlicher 1gG-Antikérper. Spontane PV-artige Blasen wurden in der
Maushaut nicht beobachtet. Jedoch fuhrte der Transfer von PBL von PV-Patienten in SCID-
Méause, denen menschliche Haut zuvor transplantiert wurde, zum Auftreten PV-typischer
Hautlasionen (Juhasz et al 1993).
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1.4 Ziel der vorliegenden Arbeit

In der vorliegenden Arbeit soll durch Injektion peripherer Lymphozyten von PV-Patienten in
immundefiziente SCID-Méuse ein Tiermodell des PV etabliert werden, das es ermdglicht, die
Rolle autoreaktiver T-Lymphozyten bei der Regulation der Produktion von Autoantikdrpern
in einem ,humanisierten” in vivo-Model zu untersuchen. Als Readout soll die Produktion
humaner, DG3-spezifischer Autoantikdrper dienen und nicht, wie in den vorausgegangenen
Untersuchungen der Arbeitsgruppe von Juhasz angestrebt, die schlecht reproduzierbare und
objektivierbare intragpidermale Blasenbildung an Haut und Schleimhauten. Der Nachwels
gewebegebundener Autoantikdrper soll durch Immunfluoreszenzuntersuchung der Haut und
Schleimhaute erfolgen. Darliber hinaus soll untersucht werden, ob die Immunisierung mit
DG3 von CID-Méausen, die mit Lymphozyten HLA-homologer Gesunder rekonstituiert

wurden, ebenso zur Induktion humaner Autoantikorper gegen DG3 fiihrt.
Die spezifischen Ziele dieser Arbeit sind somit folgende:

1. Rekonstituierung von SCID-Mausen mit Lymphozyten von PV-Patienten. Readout ist der
Nachwels humaner Antikdrper mit Spezifitdt gegen DG3 in den Mausseren mittels indirekter

| mmunfluoreszenz.

2. Nachweis gewebegebundener Autoantikdrper gegen desmosomale Adhasionsmolekile in
den ,,humanisierten“ SCID-Mausen. Readout ist die direkte Immunfluoreszenz von Maushaut

und —schleimhauten.

3. Versuch der Induktion DG3-spezifischer humaner Autoantikorper durch Rekonstituierung
von SCID-Mausen mit Lymphozyten von HLA-homologen (d.h. DRI31* 0402+) Gesunden; al's
Kontrolle dient der Transfer von Lymphozyten eines HLA-heterologen gesunden Spenders.
Readout ist auch hier der Nachweis humaner Antikdrper gegen DG3 in den Mausseren mittels
indirekter Immunfluoreszenz und der Nachweis gewebegebundener Antikorper mittels

direkter mmunfluoreszenz.

Dieses Modell soll es erméglichen, die Rolle spezifischer, PV-assoziierter HLA Klasse I1-
Allele bei der Induktion autoreaktiver T-Zellantworten gegen DG3 zu untersuchen. Ferner
soll mit Hilfe humanisierter SCID-Mé&use ein Tiermodell geschaffen werden, in dem durch

Modulation autoreaktiver T-Zellen die Autoantikorperproduktion in vivo gehemmt wird.



2 Material und Methoden
2.1 Produktion und Aufreinigung des rekombinanten DG3
2.1.1 Das Baculovirus-Expr essionssystem

Baculoviren sind insektenpathogene und insektenspezifische Viren, die zu den
Kernpolyhedrosis-Viren gehdren. Das Autographa california Nuclear Polyhedrosis Virus
(ACNPV) - im Folgenden auch as Wildtyp bezeichnet - befdlt mehr as 30 verschiedene
Insektenspezies aus der Familie der Lepidoptera. Das VirusGenom besteht aus
doppelstrangiger DNA. Transfervektoren, die ein heterologes Gen enthalten, kénnen mittels
Kotransfektion mit Baculoviren zusammen in Insektenzellen eingeschleust werden. Durch in
vivo-Rekombination und Selektion werden infektiose Viren mit eingebautem Fremdgen
erhalten. Fur die Verwendung von Baculoviren zur Proteinexpression ist die Kultivierung von
Insektenzellen als Wirtszellen Voraussetzung. Gebrauchlich sind Zellkulturen der Species

Spodoptera frugiperda und Trichoplusia ni.

Ein Vortell des Baculovirus-Expressionssystems gegentber prokaryotischen Systemen
besteht darin, dald die in den Insektenzellen produzierten eukaryotischen Fremdproteine
solchermal3en prozessiert und modifiziert werden, dal3 sie sich in ihrer Struktur nicht von den
Proteinen der eukaryotischen Ursprungszelle unterscheiden. Da die Expression der Fremd-
DNA unter der Kontrolle eines starken Promotors steht, kénnen auch grof3e Mengen des
gewiinschten Proteins hergestellt werden (bis 1 mg pro 1-2 x 10° infizierte Zellen). Die
rekombinanten Baculoviren wurden von Dr. Masayuki Amagai (Keio Universitdt, Tokio,
Japan) zur Verfugung gestellt.

In der hier durchgefihrten Untersuchung wurde ein Konstrukt des Desmoglein 3 (DG3),

PVhis, verwendet. Es enthélt die extrazelluléren Doméanen EC 1-5 des DG3 und als Liganden
ETag und 6 x Higtidin.
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2.1.1.1 Insektenzellen und Kulturmedien

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Insektenzellinien der Lepidoptera-Art
Spodoptera frugiperda (SF21, Invitrogen) wurden adhérent in Zellkulturflaschen (Falcon) bel
27°C kultiviert. Als Medium wurde Grace's Insect Medium (Gibco BRL) mit folgenden
Zusdtzen verwendet: L-Glutamin 1:100 (Gibco BRL), Penicillin/Streptomycin 1:100 (Gibco
BRL), Pluronic F-6 1:100 (Gibco BRL) und Fotales Kalberserum 10% (FK S Boehringer).

Die Zéellen wurden in 175 cm?-Flaschen ausgesit und dann subkultiviert, wenn sie konfluent
gewachsen waren und sich durch geringe tangentielle Scherkréfte vom Boden der
Kulturflasche ablosen lief3en. Die adhérenten Insektenzellen wurden mit Insektenmedium
vom Flaschenboden abgespuilt. Anschlief3end wurden die suspendierten Insektenzellen gezahit
und fur weitere Versuche verwendet bzw. zur Aufzucht gesplittet. Dazu wurde der Zellinhalt
auf zwei 175 cm?-Flaschen verteilt, mit Insektenmedium aufgefillt und bei 27°C kultiviert,

bis die Zdlen erneut konfluent wuchsen.

2.1.1.2 Virusamplifikation

Zur Herstellung hochtitriger Viruslésungen wurden Insektenzellen mit dem zur Verfligung
gestellten Kulturiberstand, der das transfizierte Baculovirus enthielt, so infiziert, dal3 das
Verhdltnis von Viren zu SF21-Zellen (Multiplicity Of Infection, MOI) < 1 war. So wurde
vermieden, da3 eine Ruckrekombination der Viren zum Wildtyp stattfand, da jede

I nsektenzelle hdchstens von einem Virus infiziert werden kann.

Fir die ersten Amplifikationen wurden ca. 60 x 10° SF21-Zellen in eine Kulturflasche mit
175 cm? Kulturoberfldche ausgesét. Nachdem die Zellen auf der Plastikoberflache angehaftet
waren, wurde eine der MOI entsprechende Menge Baculovirusiberstand in einem
Gesamtvolumen von 810 ml Medium zu den Zellen gegeben, die anschlief3end 75 min bel
RT inkubiert wurden. Wahrend dieser Infektionszeit wurden die Kulturflaschen im Abstand
von je 15 min leicht geschwenkt, um eine gleichméllige Verteilung zu gewdhrleisten.
Anschlief?end wurden die Zellen mit ca. 20 ml Kulturmedium versehen und fir 7 Tage bel
27°C inkubiert. Die erfolgreiche Infektion der Zellen zeigte sich nach 23 Tagen durch das
Anschwellen der Zellen und durch den Zelltod, der durch Farbung mit Trypanblau (Gibco

BRL) nachgewiesen wurde.



Um gréflere Mengen an Baculoviren zu produzieren, wurden die Insektenzellen in einer
Dichte von 1-2 x 10° Zelle/ml Medium in einer Rihrflasche suspendiert und mit dem
Kulturlberstand des zu amplifizierenden Baculovirus fir 7 Tage unter leichtem Rihren
inkubiert. Die Zellsuspension wurde bei 2000 rpm fur 10 min abzentrifugiert und der

virushaltige Uberstand im Dunklen bei 4°C gelagert.
2.1.1.3 Produktion von rekombinantem DG3

Fur die Expression von rekombinantem DG3 wurden Zellen der Linie SF21 verwendet. Ca.
30 x 10° Insektenzellen wurden in 175 cm?-Kulturflaschen (Falcon) ausgesét und mit dem
PVHis-Baculovirus in einer MOI von etwa 10 inokuliert. Zur Proteinproduktion wurde ein
groRReres Verhdltnis von Viren zu Insektenzellen gewahit, um die Wahrscheinlichkeit der
Infektion jeder Zelle zu erhohen. Die Gefahr der Ruckrekombination transfizierter
Baculoviren zum Wildtyp konnte hier vernachldssigt werden, da die gewonnenen
Kulturiberstande nicht zur Infektion weiterer Zellen verwendet wurden. Nach der
Infektionszeit von 75 min bei RT, wéahrend der die Flaschen in 15-minitigen Abstanden
geschwenkt wurden, wurde die Viruslésung aus den Kulturflaschen abgenommen und
frisches Medium zugegeben. Die Zellen wurden fur 3 Tage bei 27°C inkubiert. Dann wurden
die Insektenzellen abgenommen und bei -20°C gelagert.

2.1.2 Lebendzdlfarbung mit Trypanblau und Bestimmung der Zellzahl

Antelle der Insektenzellsuspension wurden mit Trypanblau (Gibco BRL) zu gleichen Teilen
in einer Mikrotiterplatte vermischt und auf das Zahlfeld einer Neubauer-Kammer aufgetragen.
Zellen, die infolge defekter Membranen den Farbstoff aufgenommen hatten und im
mikroskopischen Bild daher blau erschienen, wurden als tot gewertet und bel der Errechnung
der Zahl lebender Insektenzellen nicht beriicksichtigt. Nach Auszahlung zweier Grol3quadrate
des Zahlkreuzes ergab sich die Zellkonzentration folgendermaien: gezahlte Zahl x 10* =
Zelzahl/ml.
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2.1.3 Nachweis von rekombinantem DG3

2.1.3.1 Natrium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektr ophor ese (SDS-PAGE)

Fur die SDS-PAGE wurden folgende Reagenzien verwendet:

Gd: 10% Tris/Glycin-Gel (Bio-Rad)
Laufpuffer:  Tris/Glycin/SDS-Puffer (1x) (Bio-Rad)
Auftragspuffer: Laemmli-Puffer + 3-Mercaptoethanol (50 pl auf 950 pl Laemmli-Puffer)
(Bio-Rad)
Standard: Prestained SDS-PAGE Standard (Low Range) (Bio-Rad)

Die Mini-Fertiggele wurden in eine entsprechende Elektrophorese-Apparatur (Bio-Rad) nach
Vorschrift des Herstellers eingespannt, der Laufpuffer in die Kammer geflllt und die
Standardlésung bzw. die im Verhdtnis 1:2 in Laemmli-Puffer verdinnten Proteinldsungen
(30 pl) mittels einer Mikroliterspritze (Hamilton) in die Geltaschen gefillt. Die Auftrennung
der Proteine erfolgte dann Gber 90 min bel 125 V unter Kiihlung der Hektrophoresekammer
mit Eis. Anschlief3end wurden die auf dem Gel aufgetrennten Proteine auf Nitrocellulose-
Membranen Ubertragen (Western Blot).

2.1.3.2 Western Blot

Der Protein-Transfer auf Nitrocellulose-Membranen wurde in einer Blotting-Apparatur von
Bio-Rad unter Kihlung bel 4°C durchgefihrt. Folgende Reagenzien und Versuchsparameter

wurden angewendet:

Puffer: Trig/Glycin-Puffer (Bio-Rad)
Membranen: Nitrocellulose (0,45 um) (Schleicher& Schuell)
Filterpapier: Gel Dryer Model 543 (Bio-Rad)
Transferdauer: 60 min

Stromstérke: 200 mA

Nach dem Transfer wurde die Nitrocellulose-Membran in einer Losung aus PBS (1x, Gibco
BRL) und ca 5% fettfreiem Milchpulver (Bio-Rad) fur 24 h auf dem Taumler blockiert.
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Anschlieflend erfolgte die Inkubation mit dem Erstantikérper (Mouse anti-ETag, nicht-
konjugiert, Pharmacia) in einer Verdinnung von 1:5000 in PBS/Milchpulver (ca. 2%). Die
Inkubation erfolgte Uber Nacht bel RT auf dem Taumler. Der ungebundene Erstantikorper
wurde in drei Waschschritten von je 10 min Dauer abgewaschen (1. und 2. Waschpuffer: 1x
PBS + 0,05% TWEEN 20 (Bio-Rad), 3. Waschpuffer: 1x PBS). Die Membran wurde dann
nochmals fur 1h blockiert (s.0.), bevor der enzymgekoppelte (alkalische Phosphatase)
Zweitantikorper zugegeben wurde. Nach einstindiger Inkubation wurde der ungebundene
Zweitantikorper wie oben abgewaschen. Der Entwicklungsschritt erfolgte durch etwa
finfmindtiges Eintauchen der Membran in eine SubstratlGsung fur alkalische Phosphatase
(Kirkegaard & Perry).

2.1.4 Proteinaufreinigung
2.1.4.1 Lysevon I nsektenzellen

Um intrazellulére Proteine aus baculovirusinfizierten Insektenzellen zu isolieren, wurden die
infizierten Zellen mit Lysispuffer (Pharmingen) aufgeschlossen. Ca. 10 x 10° Zellen wurden
in 1 ml eiskaltem Lysispuffer, der mt einem Proteaseinhibitor-Cocktail (1x, Pharmingen)
versetzt war, resuspendiert. Nach kurzer Resuspension mit dem Schittler wurde die
Zellsuspension fur mindestens 1 h auf Eis inkubiert. Das Zelldebris wurde anschlief3end

abzentrifugiert und das klare Lysat weiterverarbeitet.

2.1.4.2 Affinitatschromatogr aphische Aufreinigung

Das rekombinante DG3-Protein PVhis besitzt einen EtagLiganden und einen 6xHis-Rest,
wodurch die affinitdtschromatographische Aufreinigung erleichtert wird. In dieser Arbeit
wurde PVhis Uber den 6xHis-Rest an eine Nickelmatrix gebunden und kompetitiv eluiert. Der
Elutionspuffer enthielt Imidazol, das eine hohere Affinitéé zum Nickel besitzt als die
Histidinreste des rekombinanten Proteins. Um eine Bindung des His-gebundenen Proteins an
die Matrix zu ermoglichen, wurde die , Batch*-Methode angewendet. Dazu wurde das PV his-
haltige Zellysat zunéchst fir mehrere Stunden bel 4°C unter Schwenken mit dem Nickelgel
inkubiert, um eine langere Interaktion zwischen Nickelmatrix und His-gebundenem Protein

zu ermdglichen.
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Im Folgenden wird der genaue V ersuchsablauf beschrieben:

1. Austausch des Lysispuffers gegen Bindungspuffer (1x, Novagen) anhand spezieller
Zentrifugationssysteme (Centriprep 30, Amicon).

v

2. Vorbereitung des Ni-Agarosegels. Waschen von N-NTA-Agarosegel (Quiagen) mit Aqua
dest. (1.7) in einem 15 ml-Zentrifugenréhrchen. Abzentrifugieren des Gels (1200 rpm, 3 min),

Verwerfen des Uberstands.

v

3. Beladung des Gels durch Inkubation (3 min) mit dem funffachen Volumen von Ladungspuffer
(1x, Novagen), Abzentrifugieren des Gels (1200 rpm, 3 min), Verwerfen des Uberstands.

v

4. Equilibrierung der Ni-Agarose mit Bindungspuffer (1:5), Abzentrifugieren (s.0.).

v

5. Inkubation des umgepufferten Zellysats fur mehrere Stunden (Uber Nacht) mit dem
equlibrierten NENTA-Agarosegel auf dem Taumler bei 4°C.

v

6. Abzentrifugieren des Gels, Aufbewahren des Uberstands (1. Fraktion). Zwei Waschgéange mit
jeweils funffachem Volumen von Bindungspuffer (Uberstand nach Zentrifugation sammeln =
2./3. Fraktion).

v

7. Elution des gebundenen Proteins. Inkubation des Ni-Gels mit dem zweifachen Volumen von
Elutionspuffer (1x, Novagen) fur 20 min, Vorgang 2-3x wiederholen nach jeweiligem
Abzentrifugieren des Gels (Uberstande werden als Eluat 1-3 bezeichnet und bis zum Nachweis

des eluierten Proteins a's getrennte Fraktionen aufbewahrt).

v
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8. Vereinigen der proteinhaltigen Eluatfraktionen und Dialyse gegen PBS (24 h, nach je 8 h
Austausch des PBS) in Diayse-Schlauchen (Gibco BRL) bei 4°C.

v

9. Die dialysierten Eluatfraktionen wurden anschlief3end aliquotiert und bei -20°C aufbewahrt.

2.1.4.3 Proteinbestimmung nach Lowry

Zur quantitativen Proteinbestimmung wurde die Lowry-Methode mit Reagenzien von Bio-
Rad angewendet. Um mdglichst geringe Proteinmengen zu verbrauchen, wurden die Ansétze
in Mikrotiterplatten pipettiert. Pro Ansatz wurden jeweils 20 pl Probe, dann 10 pl Reagenz A
und anschlieffend 80 pl Reagenz B in eine Vertiefung der Platte gegeben. Nach 15-60 min
Inkubation bei RT konnte die Platte im ELISA-Reader photometrisch bel 750 nm ausgewertet
werden. Als Eichrethe dienten in PBS verdinnte BSA-LoOsungen (Bio-Rad) mit den
Konzentrationen 0, 75, 150 und 450 pg/ml; der Leerwert enthielt nur PBS.

2.2 Humane Lymphozyten

2.2.1 Separierung humaner Lymphozyten

Mononuklegre Zellen des peripheren Blutes wurden durch Zentrifugation Uber einen
Dichtgradienten isoliert (Standardmethode nach Bgyum). Heparinisiertes (1 U/ml) vendses
Blut wurde mit gleichen Tellen 1x PBS (Gibco BRL) vermischt und mit 10 ml Lymphoflot
(Biotest) in 50 ml-Zentrifugenréhrchen (Costar) unterschichtet. Durch anschlieffende
Zentrifugation (2000 rpm, 24 min, ohne Bremse) wurden die mononukledren Zellen von
Erythrozyten und Granulozyten getrennt. Die opague Bande oberhalb der Lymphoflot-Phase
enthielt Lymphozyten und Thrombozyten, unterhalb der Lymphoflotfraktion sedimentierten
Erythrozyten und Granulozyten. Die lymphozytenreiche Schicht wurde mit einer Pipette
abgenommen und in einem neuen Rohrchen mit PBS bis 50 ml aufgefillt. Das nach
Zentrifugation (1600 rpm, 10 min) erhatene Zelsediment wurde erneut mit PBS

resuspendiert, und die Zellen wurden dann erneut bei 1200 rpm fur 10 min abzentrifugiert.
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Dieser Waschschritt diente der Entfernung von Thrombozyten und wurde mehrfach

wiederholt. Anschlief3end wurden die Zellen in Kulturmedium aufgenommen.
2.2.2Vorbereitung der Zdlen fur diei.p.-Injektion

Die wie oben angegeben separierten peripheren Lymphozyten wurden in RPMI (GibcoBRL)
+ 5% autologem Serum aufgenommen und fir die Injektion vorbereitet. Dabei wurden die
Zellen fir 3 h mit bzw. ohne Antigen inkubiert. Eine erste Gruppe wurde ohne Antigen
inkubiert. Einer zweiten Gruppe wurde als Antigen aufgereinigtes PVhis in ener
Konzentration von etwa 160 pg/ml zugegeben. Eine dritte Gruppe erhielt zur Kontrolle
Wildtyp (WT)-Protein, welches durch Wildtyp-Baculoviren in SF 21-Zellen gebildet und auf
dieselbe Weise wie PVhis aufgereinigt wurde, in einer Menge von je 1 ml Proteinldsung auf 5
ml Zellsuspension. Nach Antigeninkubation wurden durch mehrere Waschschritte wie bei der
Zéellseparierung ungebundenes DG3 und RPMI entfernt und die Zelen in 1x PBS
aufgenommen. Die Konzentration wurde auf etwa 40 x 10° Zellen/ml eingestellt, den Mausen
wurden anschlieend ca. 20 x 10° Zellen in einem Volumen von 0,5 ml PBS intraperitoneal

injiziert.
2.3 SCID-M éause

Die eingesetzten Méause gehdrten zum Stamm SCID C.B. 17 und wurden von Harlan
Netherlands geliefert. Alle Tiere waren weliblichen Geschlechts und bel Versuchsbeginn ca. 4-
6 Wochen alt.

Die Mause wurden in mehrere Gruppen aufgeteilt. Die erste Gruppe (n = 24) erhielt
Lymphozyten einer gesunden Spenderin mit einem HLA-Genotyp, der bei PV nicht pravalent
ist (DRR1* 0102, 1301, DQMR1* 0501, 0603). Teilweise wurden die Zellen vor dem Transfer
mit rekombinantem DG3 oder Wildtyp-Protein (WT) inkubiert.

Die zweite Gruppe (n = 16) erhielt PBL eines PV-Patienten (DR31* 0402, 1301, DQR1*
0302, 0603). Wieder wurden die Zellen vor Transfer tellweise mit PVHis oder WT inkubiert.
Einer dritten Gruppe (n = 24) wurden PBL eines gesunden Spenders mit bei PV pravaentem
HLA-Genotyp injiziert (DR31* 0402, 1501, DQR1* 0302, 0602).

In einem zweiten Ansatz wurden SCID-Mause (n = 30) mit Lymphozyten des Patienten und

des gesunden Spenders mit bei PV pravalentem HLA-Genotyp (s. Gruppe 3) rekonstituiert.
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Zwei und vier Wochen nach Zeltransfer wurden die Mause durch eine i.p.-Injektion mit
PVHis geboostet.

Untersucht wurde bei den Méausen die Gesamt-Human-| g-Konzentration im Serum sowie das
Vorhandensein  von PV-AutoantikGrpern  durch indirekte Immunfluoreszenz  auf
Affendsophagus. Zusétzlich wurden direkte Immunfluoreszenzumtersuchungen an

Mausgewebe durchgefihrt.

2.3.1 Haltungsbedingungen

Die Tiere wurden in der Zentralabteilung fur Versuchstierkunde der RWTH Aachen unter
pathogenfreien Bedingungen in Typ 3-Makrolonk&figen mit Edelstahldeckel gehalten.
Entstaubte Weichholzfaser wurde als Einstreu verwendet. Gefittert wurden die Méause mit
Alleinfutter fur Maus RM 204 (Altramin), das Trankewasser wurde durch zweifache
Ozonierung und Ansauerung (pH 4-5) keimfrei gemacht und in Makrolon Trankeflaschen mit
Edelstahlkappe gegeben. Futter und Wasser standen den Mausen ad libitum zur Verfligung.
Die Temperatur im Tierraum betrug 20+£2°C, die relative Luftfeuchtigkeit 60+10%. Der Hell-
Dunkel-Rhythmus war auf 12 h : 12 h eingestellt.

2.3.2 Intraperitoneale I njektion menschlicher mononukledrer Zellen

Die Maus wurde manuell in Rickenlage fixiert und der Kopf des Tieres dabei etwas nach
unten gereigt. Die Injektionsnadel (Terumo, 27 G) wurde unter Vermeidung der
abdominellen Mittellinie im linken oder rechten unteren Quadranten des Abdomens angesetzt.
Nach Aspiration zum Ausschluf3 einer intravasalen Injektion wurde die Zellsuspension ziigig
i.p. injiziert.

2.3.3 Boosterung der Mause

Die Maus wurde wie bei der Injektion menschlicher Lymphozyten fixiert. Dann wurde jeder
Maus 20 pg aufgereinigtes und durch Vorerhitzung keimfrei gemachtes DG3 in je 500 pl 1x
PBS intraperitoneal injiziert (Vorgehen s.0.).
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2.3.4 Blutentnahme

2.3.4.1 Punktion des retroorbitalen Venenplexus

Méuse besitzen einen retroorbital gelegenen Venenplexus, dessen Punktion fir die
Blutentnahme geeignet ist. Dazu wurden die Tiere in einer Narkosekammer (Assistent) mit
Forene (Abbott) durch Inhalationsnarkose betéubt. Wahrend der Narkose wurde den Mé&usen
durch Punktion des retroorbitalen Venenplexus mit einem heparinisierten Kapillarréhrchen
(Assistent) jeweils ca. 100 - 150 ul Blut entnommen, das in einem Eppendorf- Reaktionsgefal}
aufgefangen wurde. Die Blutproben wurden anschlief3end in einer Epifuge (Heraeus) bel
12000 rpm 5 min zentrifugiert. Danach wurde das Serum abgenommen und bis zu weiteren

Untersuchungen bei -20°C aufbewahrt.

2.3.4.2 Her zpunktion

Die Tiere wurden wiederum n der Narkosekammer mit Forene narkotisiert. Wahrend der
Narkose wurde das Tier in Ruckenlage fixiert und mit einer Kanile (Terumo, 27 G)
unmittelbar links und unterhalb des Processus xiphoideus an der Basis des Sternums in einem
Winkel von 15-20° das Herz punktiert. Das Blut wurde in einer mit Heparin benetzten Spritze
(B. Braun Melsungen) aufgenommen, um Lymphozyten isolieren zu konnen. Nach erfolgter
Blutentnahme wurde das Tier durch zervikale Didokation getétet. Die Herzpunktion wurde
ausgefuhrt durch Herrn Dr. sc. agr. R. Kluge, Institut fiur Versuchstierkunde der RWTH

Aachen.

2.3.5 Organentnahme

Nach T6tung durch zervikale Dislokation wurden den Mé&usen fur weitere Untersuchungen
Organe und Gewebeproben entnommen. Dabei wurden Milz, Ohr, Nasenspitze, Zunge und
Bauchhaut entfernt und in Gefriermedium (Microm) in Cryo-Tubes (NUNC) bei -80°C

eingefroren.



2.4 Untersuchungen an Blut - und Gewebsproben der SCID-M duse

2.4.1 ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) zum Nachweis von murinen und

humanen Immunglobulinen
Der enzymgekoppelte Immunnachweis ist ein effizientes Verfahren zum Nachwels von
Proteinen. In dieser Arbeit wurde ein sogenannter Sandwich-ELISA angewendet, bei dem das

gesuchte Protein (hier eéin Immunglobulin) zwischen zwel Antikdrpern gebunden wird.

Im Folgenden wird der genaue V ersuchsablauf beschrieben:

1. Auf einer inerten 96 well-Polysorp-Platte (NUNC) wurde je 100 pl des Erstantikorpers in einer
Verdunnung von 1:100 in 1x PBS (Gibco BRL) Uber Nacht bei 4°C fixiert. Die Platte wurde
wahrend jeglicher Inkubationszeiten mit einer Klebefolie (Fasson) versiegelt. Als Erstantikorper
wurde beim Nachweis von Maus-1g ein  Ziege-Anti-Maus IgA+1gG+IgM, beim Nachweis von
humanem Ig ein Ziege-Anti-Human IgA+IgG+igM (beide Kirkegaard & Perry) eingesetzt. Die
Platte wurde anschliefiend zweimal mit 250 pl 1x PBS + 0,05 % Tween (Biorad) und einmal mit

250 ul 1x PBS gewaschen, um die nicht adsorbierten Antikorper zu entfernen.

v

2. Nach Ausschlagen der Waschfllssigkeit wurde jede Vertiefung mit 200 pl Blockierpuffer (1x
PBS + 5% Milchpulver (Biorad)) 1h bei RT auf dem Schiittler blockiert.

:

3. Nach Ausschlagen des Blockierpuffers wurden die Vertiefungen in Zweifachansétzen mit je
100 pl der verdinnten Serumprobe bzw. mit 100 pl eines verdinnten Standards (Maus 1gG bzw.
Human 1gG, Reagent Grade, Sigma) beflllt. Nach einer Inkubationsdauer von 2 h bei RT auf

dem Schttler wurde die Platte wie unter 1. gewaschen.

:
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4. Als Zweitantikorper wurde Biotin-markiertes Ziege-Anti-Maus IgA+1gG+IgM bzw. Biotin-
markiertes Ziege-Anti-Human 1gA+IgG+IgM (beide Kirkegaard & Perry) verwendet. In jede
Vertiefung wurden 100 pl der Antikorperverdiinnung gegeben, dann wurde die Platte 2 h bei RT
auf dem Schittler inkubiert. Der sich anschlief3ende Waschgang entspricht demjenigen unter 1.

:

5. Phosphatase- markiertes Streptavidin  (Kirkegaard & Perry) wurde eingesetzt, um die
Sensitivitét der Methode zu erhthen, da ein Biotinmolekll jeweils vier Streptavidinmolekile
binden kann. Es wurde in einer Konzentration von 0,25 pg/ml in einer Menge von jeweils 100 pl
pro Well verwendet. Nach 2 h Inkubation bei RT auf dem Schittler wurde wie unter 1.

gewaschen.

:

6. Als Substrat wurde pNPP (Kirkegaard & Perry) eingesetzt, welches in Aqua dest. + 20 %
DEA-Buffer (Kirkegaard & Perry) in einer Konzentration von 1 mg/ml gelést wurde. Jede
Vertiefung wurde mit 100 pl der Substratldsung beflllt. Anschlief3end konnte die Platte im
ELISA-Reader (Spectra MAX 250, MWG-Biotech, mit Softmax Pro Data Anaysis 1.0 auf

Power Macintosh) ausgewertet werden.

2.4.2 Indirekte Immunfluoreszenz (11F)

Zum Nachweis humaner DG3-spezifischer Antikdrper in den Mausseren wurde eine indirekte
Immunfluoreszenzungtersuchung an 7 pum dicken Gefrierschnitten von Affendsophagus

(African Green Monkey, zur Verfiigung gestellt von Covance, MUnster) durchgefihrt.

Die Affendsophagusschnitte wurden einen Tag lang auf Objekttréagern luftgetrocknet und
anschlief3end mit einem Fettstift (SCI Science Services) umkreist. Auf die Schnitte wurde
jeweils 50 pl SCID-Mausserum in einer Verdinnung von 1:5 in 1x PBS (Gibco BRL) + 5%
Rinderalbumin (Kirkegaard & Perry) gegeben, danach erfolgte eine 30-minltige Inkubation

in einer feuchten Kammer bei RT. Anschlief3end wurden die Schnitte 3x fir 5 min mit Coons-
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Puffer gewaschen. Der Coons-Puffer wurde in der Apotheke des Klinikums der RWTH
Aachen hergestellt und setzte sich folgendermal3en zusammen:

NaBarbital 4,12 g

NaCl 17,0 g

Aqua dest. ad 1000 ml

pH-Wert mit 1 N HCI auf pH 7,3 eingestelit.

Als Zweitantikorper wurde FITC-konjugiertes anti-Human 1gG (Sigma) verwendet. Er wurde
1:100 in PBS + 5% Rinderabumin verdinnt und dann in ener Menge von 50 pl auf die
Schnitte gegeben Nach 30 min Inkubation bel RT in der feuchten Kammer wurden die
Praparate 3x mit Coons-Puffer gewaschen, vorsichtig getrocknet und mit einem Tropfen
Fluoprep (bioMérieux) Uberschichtet. Anschliefend wurde, unter Vermeidung des
Einschlusses von Luftblasen ein Deckglas aufgelegt. Die Préparate wurden anschlief3end

unter einem Fluoreszenzmikroskop (Zeiss, Deutschland) begutachtet und fotografiert.

2.4.3 Direkte Immunfluoreszenz (DIF)

Die entnommenen Organe wurden bis zur weiteren Bearbeitung bel -80°C in Gefriermedium
aufbewahrt. Gefrierschnitte (Dicke: 7 um) wurden in einem Kryotom (Microm) angefertigt
und anschlief3end 24 h bei RT luftgetrocknet, bis zur Immunfluoreszenzuntersuchung erfolgte
die Lagerung bel -20°C.

Zur Untersuchung wurden die Schnitte aufgetaut und mit einem Fettstift (SClI Science
Services) umkreist. Auf jeden Schnitt wurde je 50 ul des verdinnten Antikorpers (FITC-
konjugiertes anti-Human 1gG, Sigma) gegeben. Die Antikérper wurden 1:50 in Coons-Puffer
+ 4% Rinderalbumin (Kirkegaard & Perry) verdinnt. Die Schnitte wurden dann fir 20 min
bei 37°C in einer feuchten Kammer inkubiert. Anschlief3end erfolgte die Spilung mit Coons-
Puffer (1.1 mit H,O verdinnt) jewells 3x fur 5 min. Mit einem Tropfen Fluoprep
(bioMérieux) und Auflegen eines Deckglases wurden die Schnitte im Anschlu? daran

versiegelt und unter dem Fluoreszenzmikroskop begutachtet und fotografiert.



3 Ergebnisse

3.1 Nachweisdesrekombinanten DG3

Das rekombinante Desmoglein 3 wurde qualitativ mit einem Western Blot nachgewiesen. Die
guantitative Proteinbestimmung erfolgte, wie oben beschrieben, nach der Methode von

Lowry.
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Abb. 3.1: Qualitativer Nachweis von rekombinantem Desmoglein 3 im Western Blot.

3.2 Nachweis von murinem Immunglobulin im Mausserum (,, Leaky“-Test)

Mit diesem ELISA-Verfahren wurde die Konzentration an Maus-Immunglobulin im SCID-

Mausserum am Tag O vor Versuchsbeginn bestimmt.

Die einzelnen Versuchsgruppen setzten sich wie folgt zusammen:
Méause der Gruppen 1-3 erhielten eine Injektion von PBL eines gesunden Spenders, der
Tréger eines nicht PV-assoziierten HLA-Klasse-ll-Allels ist. Dabel erhielt Gruppe 1
unbehandelte PBL, Gruppe 2 erhielt mit DG3 vorinkubierte PBL, Gruppe 3 erhielt PBL, die
mit einem irrelevanten Bacul oprotein vorinkubiert worden waren.



Mause der Gruppen 46 erhielten eine Injektion von PBL des gesunden Spenders mit PV-
assoziiertem HLA-Genotyp. Gruppe 4 erhielt unbehandelte PBL, Gruppe 5 erhielt mit DG3
vorinkubierte PBL, Gruppe 6 erhielt mit dem irrelevanten Baculovirus-Protein inkubierte
PBL.

Maéause der Gruppen 7 und 8 erhielten PBL eines HLA-DRIM31* 0402-positiven PV-Patienten.
Gruppe 7 erhielt unbehandelte PBL, Gruppe 8 erhielt mit DG3 vorinkubierte PBL.

Die Méuse der Gruppen 9 und 10 erhielten PBL eines gesunden Spenders, der Tréager des
HLA-Klasse II-Allels DRR1*0402 ist. Die Mause beider Gruppen erhielten unbehandelte
PBL, die Méuse erhielten jedoch eine dreimalige Boosterung durch intraperitoneale PVHis-
Injektionen an den Tagen 14, 21 und 42.

Die Méause der Gruppen 11 und 12 erhielten PBL des PV-Patienten. Die Mause beider
Gruppen erhielten unbehandelte PBL, wie in den Gruppen 9 und 10 erhielten die Mause
jedoch an den Tagen 14, 21 und 42 eine intraperitoneale Booster-Injektion mit je 20 ug
PVHis.

Die Ergebnisse sind gruppenweise in Tabellen im Anhang wiedergegeben. Drei Tiere wiesen

einen geringfugig erhdhten murinen Immunglobulinspiegel zwischen 5,1-5,6 pg/ml auf.

3.3 Nachweis von humanem Immunglobulin in Mausseren mittels EL1SA

Mittels ELISA wurde in den Seren der SCID-Mause nach Injektion menschlicher
Lymphozyten die Konzentration menschlicher Immunglobuline bestimmt.

Die einzelnen Gruppen sind unter Punkt 3.2 bereits definiert (Tabellen: siehe Anhang).

Abb. 3.2-3.13: Humanimmunglobulinspiegel in SCID-Mausseren
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Abb. 3.2: Gruppe 1
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Abb. 3.6: Gruppe 5
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Abb. 3.10: Gruppe 9
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Abb. 3.11: Gruppe 10
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Abb. 3.13: Gruppe 12

3.4 Nachweis humaner antidesmosomaler Antikérper im Mausserum mittelsindirekter

I mmunfluor eszenz

Die indirekte Immunfluoreszenz (I1F) auf Affendsophagus zum Nachweis zirkulierender
humaner antidesmosomaler Antikorper in SCID-Mausseren lieferte bis auf ein Mausserum

negative Ergebnisse, d.h. eswar kein interzelluldres Fluoreszenzmuster erkennbar. Das Serum



von SCID-Maus Nr. 76 aus Gruppe 11 fihrte in der IIF zu einer interzelluldren Fluoreszenz
um die Basalzellen des Affentsophagusepithels herum. Das Ergebnis ist in der folgenden
Abbildung sichtbar.

Abb. 3.14 Typisches interzelluldres Fluoreszenzmuster humaner Autoantikorper auf

Affentsophagus

3.5 Nachweis gewebegebundener humaner Autoantikorper in SCID-M &usen nach PBL-
Injektion

Die Untersuchung verschiedener Mausgewebe auf gewebsgebundene antidesmosomale
humane Antikorper durch die direkte Immunfluoreszenz (DIF) lieferte negative Ergebnisse.
Lediglich die Untersuchung der Zunge von Maus Nr. 76 in der DIF ergab einen positiven
Befund im Sinn einer interzellul&ren Fluoreszenz. Der Befund ist in der folgenden Abbildung

zu sehen.

Abb. 3.15: Gewebegebundene humane IgM-Antikorper mit dem PV-typischen interzelluléren
Fluoreszenzmuster



4 Diskussion
4.1 Pemphigus vulgaris und bisherige Therapieoptionen

Die genauen pathogenetischen Details der Entwicklung des Pemphigus vulgaris (PV) sind
bidang nicht ausreichend erforscht. Aus diesem Grund ist zur Zeit auch keine kausale
Therapie bekannt. Die bisherigen Behandlungsmdglichkeiten beschranken sich, wie bei
zahlreichen anderen Autoimmunerkrankungen, vornehmlich auf den Einsatz von
Glukokortikoiden und zusatzlicher Immunsuppressiva (Azathioprin, Cyclophosphamid u.a).
Es bestehen daneben auch bisdang meist experimentelle Behandlungsstrategien, die auf eine
Verminderung der autoaggressiven T-Zellen bzw. der pathogenen Autoantikorper abzielen.
Bel der Immunapherese wird das Blut des Patienten, vergleichbar der Dialyse bei
Nierenversagen, aulRerhalb des Korpers durch Passage Uber spezifische Oberflachen von
bestimmten Plasmaproteinen befreit. Nach der Auftrennung in Blutzellen und —plasma flief3t
das Blutplasma tber einen z.B. phenylalanin- oder tryptophanbeschichteten Adsorber, an den
(Auto-)Antikorper und andere Plasmaproteine binden. Das auf diese Art gereinigte Plasma
wird mit den Blutzellen zusammen dem Patienten wieder zugefthrt (Spaethe et a 1993).
Bislang erfolgt die Entfernung der Antikorper unspezifisch, neuere Entwicklungen gehen aber
dorthin, eine spezifische Behandlung anzubieten, bei der nur die jeweiligen Autoantikorper
entfernt werden. Durch die Immunapherese werden die Titer zirkulierender Autoantikorper
signifikant reduziert, wodurch das Entziindungsgeschehen deutlich vermindert wird.

Bel der extrakorporalen Photopherese handelt es sich um ene extrakorporae
Photoimmuntherapie  in  Kombination mit einer oraden  Einnahme  des
Photochemotherapeutikums 8-Methoxypsoralen (8-MOP). 8MOP wird durch Bestrahlung
mit Ultraviolettlicht (UVA-Licht) aktiviert und bildet Photoaddukte mit DNA und RNA und
hemmt damit die DNA-Replikation bzw. Proteinsynthese. Seit einigen Jahren wird die
extrakorporale Photopherese in der Therapie T-Zdl-vermittelter Erkrankungen eingesetzt
(Gasparro 2000, Oliven et a 2001). Das Blut wird mittels einer Zentrifuge aufgetrennt,
leukozytenangereichertes Blutplasma (der sog. “Buffy Coat*) gesammelt und in einem
extrakorporalen Kreislauf einer kontrollierten UV-A-Bestrahlung ausgesetzt. Die
Gesamtdauer der Behandlung betragt ca. 3,5 h. Im Anschluf? an die Bestrahlung werden die
UV-A-bestrahlten Lymphozyten dem Patienten reinfundiert.

Da diese Therapieformen nur symptomatisch wirken und keine definitive Heilung
herbeiftihren, missen sie haufig Uber einen langeren Zeitraum eingesetzt werden, was zum
Auftreten schwerer unerwinschter Nebenwirkungen, beispielsweise opportunistischer

Infektionen, fihren kann. Daraus ergibt sich die Notwendigkeit, neue Therapien zu
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entwickeln, die einen kausalen Ansatz verfolgen und weniger unerwinschte Wirkungen

verursachen.

4.2 Neue Therapieansatze und Notwendigkeit einesin vivo-M odells

Der zur Zeit efolgversprechendste Ansatz ist in einer Therapie zu suchen, die keine
algemeine Immunsuppression zum Ziel hat, sondern spezifisch an immunologischen
Regelmechanismen ansetzt. Ein mdglicher Angriffspunkt ist die Interaktionsstelle zwischen
CD4-positiven T-Lymphozyten und den antigenprésentierenden Zellen. Dabel erkennen CD4-
positive T-Zellen ihr Antigen durch Interaktion mit einem Komplex aus T-Zell-Rezeptor,
CD4-K orezeptor und HLA-Klasse-11-Protein.

Damit ein Antigenpeptid einer T-Zelle erfolgreich prasentiert werden kann, muss es zwei
Bedingungen erflllen: Ein Teil des Peptids muss an das prasentierende HLA-Klasse-11-
Protein binden konnen und ein anderer Tell des Peptids muss von dem jeweiligen T-
Zéellrezeptor erkannt werden; letzterer Tell wird auch as immundominantes Epitop
bezeichnet. Es ist bekannt, dass die Modifizierung eines einzigen Aminosaurerests in einem
solchen Epitop das betreffende agonistische Peptid in ein , antagonistisches* T-Zellpeptid
verwandeln und die Présentation eines solchen modifizierten Antigens durch
antigenpréasentierende Zellen zur T-Zellanergie fuhren kann (Janeway 2001). Durch in vitro-
Untersuchungen konnten Aminosduresequenzen der extrazelluldren Doméane des DG3
bestimmt werden, die as immundominante Epitope in Frage kommen (Hertl et a 1995 und
1996). Diese Epitope mussten nach einer Modifizierung in vitro auf ihre Fahigkeit zur
Ausosung einer  T-Zellanergie  geprift  werden, um  die  wirksamsten
Aminosaureveranderungen zu bestimmen. Im Anschlu3 an die in vitro-Prifung muss die in
vivo-Prifung erfolgen. Bislang fehlte jedoch die Moglichkeit, die Wirksamkeit dieser
verénderten Peptide in einem aktiven in vivo-Tiermodell zu Uberprifen. Aus diesem Grund ist
die Entwicklung eines solchen Modells ein wichtiger Schritt auf dem Weg zu einer
spezifischen Immuntherapie. Das Ziel einer derartigen Therapie wére, durch Verabreichung
modifizierter Peptide des DG3 bei den PV-Patienten eine Anergie DG3-autoreaktiver T-
Zéellen auszul sen.
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4.2.1 Das humanisierte SCI D-Mausmodell

Juhasz stellte ein Modell vor, das darin bestand, SCID-Mause mit Lymphozyten von PV-
Patienten zu ,,humanisieren”, d.h. ihnen ein humanes Immunsystem von PV-Patienten zu
implantieren. Bei 34 der von ihm untersuchten 49 Tiere liefien sich nach Transfer humaner
Lymphozyten humane Immunglobuline in einer Konzentration >0,1 mg/ml nachweisen. Bel
20/34 dieser Tiere lieffen sich zirkulierende antiepidermale AntikOrper wie bel PV
nachweisen. Nach experimentell induzierter Verletzung der Haut durch Kélte oder Hitze fand
sich bel 44% dieser Tiere gewebegebundenes humanes IgG in der Epidermis. Zwolf Mause
erhielten vor Ubertragung der Lymphozyten allogene menschliche Haut transplantiert; bei 10
dieser 12 Tiere kam es dann zur PV-ahnlichen intraepidermalen Spaltbildung mit Ablagerung
von humanem 1gG in diesen Hauttransplantaten.

Kritikwirdig an dieser Arbeit erscheint, dass die 1gG-Ablagerungen in der murinen Haut
nicht spontan auftraten, sondern erst durch Kéte- und Hitzetraumata induziert wurden. ES ist
schwierig zu beurteilen, ob diese Ablagerungen allein durch Affinitdt der humanen
Antikorper fur murine Epidermis oder auch Gberwiegend durch die Traumatiserung an sich
verursacht sind. Der Zeitpunkt des Nachweises zirkulierender PV-Antikorper ist nicht
benannt, ebenso fehlten die Angaben, ob im Laufe der Untersuchung PV-spezifische humane
Autoantikorper mehrfach bestimmt wurden und ob die Konzentration dieser Antikorper stabil
war bzw. Verénderungen unterworfen war. Gewebegebundene humane Immunglobuline in
allogenen menschlichen Hauttransplantaten konnen aufer durch Spezifitét dieser Antikorper
fr epidermale Strukturen auch durch eine Gewebeunvertréglichkeitsreaktion zwischen
Patienten-PBL und Spenderhaut bedingt sein (Juhasz et a 1993).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, SCID-Mause mit den Lymphozyten eines PV-Patienten
und zweier HLA-kompatibler bzw. inkompatibler gesunder Spender zu ,humanisieren”.
Lymphozyten der Spender wurden teilweise mit dem Autoantigen DG3 stimuliert, entweder
vor oder nach dem Transfer in die SCID-Mause. Damit sollte erreicht werden, dass die
Produktion von Autoantikorpern gegen DG3 verstérkt bzw. induziert wird. Des weiteren
sollte untersucht werden, ob in diesem in vivo-Modell Lymphozyten von gesunden Trégern
PV-assoziierter HLA-Allele zur Produktion PV-spezifischer AntikOrper angeregt werden
konnen.

Von den untersuchen Tieren wiesen lediglich drei im ,Leaky“-Test nachweisbare murine
Immunglobuline auf (5,1-5,6 pg/ml).

Humane Immunglobuline lief3en sich, mit einer Ausnahme, in den Seren aller Tiere ab dem

Tag 14 nach Injektion humaner Lymphozyten nachweisen. Das einzige Tier, bei dem dies
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nicht der Fall war, verstarb bereits vor der Blutabnahme am Tag 14. Die Konzentratioren an
menschlichen Immunglobulinen nahmen im Verlauf der Untersuchung kontinuierlich zu, mit
Maximalwerten von 19,1 mg/ml bei Maus 67 an Tag 42 und von 18,46 mg/ml bei Maus 73 an
Tag 56. Zwischen den einzelnen Versuchsgruppen waren keine nennenswerten Unterschiede
zu erkennen. Lediglich bel Gruppe 12 erreichte kein Tier einen Human
Immunglobulinspiegel >1 mg/ml. Die Grinde hierfur sind unklar, da die Tiere der Gruppe 11
ebenfalls PBL des PV-Patienten erhielten und mit DG3 nach Transfer geboostert wurden,
aber deutlich hdhere Immunglobulinspiegel von bis zu 11,86 mg/ml erreichten. Insgesamt
lasst sich sagen, dass bel adlen Tieren, bel denen ab Tag 14 nach Zdltransfer
Serumuntersuchungen stattfanden, substantielle Mengen von humanem Immunglobulin
nachweisbar waren. Dies deutet auf ein funktionsfahiges Uberleben der menschlichen
Lymphozyten hin.

Sowohl in der indirekten Immunfluoreszenzuntersuchung (11F) der Mausseren as auch in der
direkten Immunfluoreszenzuntersuchung (DIF) von Mausgewebe fanden sich zirkulierende
bzw. gewebegebundene humane AutoantikGrper nur  be  ener  Maus, die
Patientenlymphozyten erhaten hatte und nach Transfer mit DG3 geboostert worden war. In
der IIF war ein interzelluldres Fluoreszenzmuster zu sehen, was auf das Vorliegen
zirkulierender humaner antiepidermaler Antikérper schlief3en lasst. Die DIF der Mausezunge
ergab ebenfalls ein interzelluldres Fluoreszenzmuster, das durch gewebsgebundene humane
Antikorper verursacht wurde. Die Homologie zwischen humanem und murinem DG3 betrégt
85,6%, wodurch die Affinitat der gewebsgebundenen humanen Antikérper fir murines DG3
erklart wird (Ishikawa et a 2000). Somit konnte nur bel einer Maus, die PatientenPBL
erhalten hatte, ein Befund erhoben werden, der demjenigen bel PV dhnelt, obwohl bel dem
Patienten zirkulierende PV-Antikorper nachgewiesen worden waren. Bei den Mausen, die
PBL gesunder Spender erhalten hatten, waren die Immunfluoreszenzuntersuchungen
durchweg negativ, unabhangig davon, ob ein PV-assoziiertes HLA-Allel vorlag oder nicht.
Zusammenfassend |&sst sich sagen, dass in diesesm Modell der humanisierten SCID-Maus die
Ubertragenen humanen PBL auch nach Transfer funktionell waren und steigende Mengen
humanen Immunglobulins produzierten, jedoch nur in einem Fall PV-spezifische humane
Antikérper nachgewiesen werden konnten. Die Effizienz des Modells erscheint aufgrund
dieser Ergebnisse gering. Die serologischen und immunhistologischen Merkmale des PV
konnten nur in einer einzigen PatientenPBL-Maus reproduziert werden. PBL gesunder
Spender konnten in diesem in vivo-Modell nicht zur Produktion antidesmosomaler Antikorper
angeregt werden (Réadisch et al 2002).



Einige mogliche Ursachen sollen im Folgenden angesprochen und diskutiert werden.

Maus 76, bei der serologisch wie immunhistologisch positive Befunde erhoben werden
konnten, hatte PV-PBL erhalten, die nach Transfer wiederholt mit dem Autoantigen DG3
stimuliert wurden. Vermutlich ist die Effizienz immunologischer Stimuli nach Transfer
zeitabhangig und nimmt mit Beginn der dritten Woche ab. Der Grund soll die Gberméfdige
Stimulation der PBL durch die zahlreichen Xenoantigene sein, denen sie im murinen
Organismus ausgesetzt sind. Dieser Vorgang wurde auch als Xenoaktivation bezeichnet und
soll die Ansprechbarkeit der PBL fUr neue Antigene einschrénken (Albert et a 1997).
Moglicherweise hat dieser Mechanismus das Ansprechen der PBL auf das injizierte DG3
reduziert.

PBL, die vor Zdltransfer mit dem Autoantigen DG3 inkubiert wurden, waren wahrend dieser
Zeit einer relativ hohen Konzentration des Autoantigens ausgesetzt. Dies kénnte zur Folge
haben, dass dies auf die Zellen eine toxische Wirkung hat oder dass autoreaktive T-Zellen
durch hohe in vitro-Konzentration von DG3 eine DG3-spezifische Toleranz entwickelten
(Janeway 2001). Dies wurde die fehlerde Produktion von PV-Autoantikorpern in den
Gruppen 1 bis 8 erkléren helfen.

Da es sich be dem hier vorgestellten SCID-Mausmodell um eine Chimére aus Maus und
Mensch handelt, befinden sich die menschlichen PBL natlrlich in einem Milieu, in dem sie
neuen und vollig andersartigen Bedingungen ausgesetzt sind. Einflisse durch murine
Zytokine, murine Xenoantigene und eine nicht physiologische Zusammensetzung der
Uberlebenden Lymphozytenpopulation lassen sich schwer einschéatzen und stellen eine grofe
Anzahl von unbekannten Faktoren dar. Dies alles konnte fir die geringe Reproduzierbarkeit
der serologischen wie immunhistologischen PV-Pathologie mitverantwortlich sein. Bei der
Bewertung durfen auch die auftretenden praktischen Schwierigkeiten nicht unerwahnt
bleiben. So ist PV eine relativ seltene Erkrankung. Noch seltener sind unbehandelte Patienten.
Da die meisten Patienten unter immunsuppressiver Behandlung stehen, besteht die Gefahr,
dass die Lymphozyten aus diesem Grund im SCID-Mausmodell nicht Uberleben und
gentigend Antikorper produzieren. Der Patient, von dem die hier verwendeten Lymphozyten
stammen, wurde zum Zeitpunkt der Blutspende jedoch nicht immunsuppressiv behandelt,
sondern befand sich am Beginn eines akuten Krankheitsschubs. Eine weitere Schwierigkeit ist
im Tiermodell der Maus zu sehen. Da eine Maus nur Uber ein Gesamtblutvolumen von etwa 1
ml verflgt, kdbnnen Probleme bei der Blutabnahme auftreten. Wird zuviel Blut abgenommen
(>150 pl), kann die Maus verbluten; wird dagegen zu wenig Blut abgenommen, steht fur die

Untersuchungen unter Umsténden nicht genligend Material zur Verfligung, da bei einem



Hamatokrit von ca. 50% bei einer durchschnittlichen Abnahmemenge von 70-100 ul nur 35-
50 ul Serum anfallen. AuRerdem kann aus technischen Grinden nicht bel jedem
Blutabnahmeversuch der Erfolg garantiert werden. Die Abnahmemdglichkeiten kénnen durch
postpunktionelle Verddung des retroorbitalen Venenplexus weiter eingeschrankt werden.Bel
der Technik der intraperitonealen Injektion der PBL kdnnen ebenfalls Probleme auftreten. So
konnen starke interindividuelle Unterschiede zwischen den Human Immunglobulinspiegeln
im Mausserum auch dadurch entstehen, dass aus technischen Griinden die Injektion nicht
immer denselben Erfolg hat.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass mit dem hier vorgestellten Ansatz ein effizientes
und zuverldssig reproduzierbares in vivo-Model des PV nicht readliserbar erscheint. Es ist
daher notig, andere in vivo-Modelle zu erarbeiten und experimentell zu untersuchen. Einige

solche Modelle, die bereits untersucht worden sind, werden im folgenden Kapitel vorgestellt.

4.2.2 Andere Ansatze zur Etablierung einesin vivo-M odells

Neben der Methode der ,,Humanisierung“ von SCID-Mausen gibt es weitere Ansdtze, in vivo-
Modelle des PV zu etablieren, die im Folgenden vorgestellt und bewertet werden sollen.
Zillikens und Mitarbeiter entwickelten ein Modell, das darin bestand, SCID-M&usen
menschliche Haut gesunder Spender zu transplantieren und den Mé&usen im Anschluss daran
aufgereinigtes 1gG aus dem Serum von PV-Patienten zu injizieren. In der transplantierten
Haut wurden subkorneadle Blasenbildung sowie interzelluldre Ablagerungen von
menschlichem 1gG beobachtet. Es handelte sich bei dem beschriebenen Modell zwar um ein
in vivo-Experiment. Da jedoch keine humanen Lymphozyten tbertragen wurden und daher
nach dem Transfer keine weitere (Auto-)Antikorperproduktion stattfindet, sind die
Moglichkeiten einer Welterentwicklung dieses Modells zur Therapieentwicklung relativ
begrenzt (Zillikens et a 2001).

Die Arbeitsgruppe von Fan untersuchte vier verschiedene Mausestamme (BALB/c, DBA/L,
SIL/J und HRS/J), die mit rekombinantem humanen DG3 immunisiert wurden. In den Seren
von Mausen aller vier Stamme konnten anschlief3end murine Antikdrper gegen humanes DG3
nachgewiesen werden, der hochste Titer fand sich bei den SJL/J-Ma&usen, wahrend die Titer
bei den drel anderen Stdmmen auf einem vergleichbar niedrigen Niveau blieben. Nur die in
BALB/c-Méausen erzeugten Antikorper gegen DG3 waren in der Lage, auf inkubierter
menschlicher Haut eine Akantholyse zu erzeugen. Eine eindeutige Beziehung zwischen den
Antikorper-Subtypen und der Pathogenitét konnte nicht aufgezeigt werden. Die Autoren

vermuten einen immungenetischen Hintergrund, der bei den BALB/c-Mausen die Produktion
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pathogenretisch wirksamer DG3-Antikorper erméglicht, sie bei den drei anderen untersuchten
Mausestdmmen aber verhindert (Fan et al 1999).

Der interessanteste und moglicherweise versprechendste Ansatz stammt von der
Arbeltsgruppe von Amagai. Hier wurden Méause eingesetzt, bei denen das Gen fir das Maus-
DG3 ausgeschaltet ist, sogenannte Knockout-Méause. Aufgrund der fehlenden natirlichen
Toleranz gegen DG3 wurden diese DG3(-/-)Mause zur Induktion eines aktiven Tiermodells
des PV eingesetzt. DG3(-/-)Mause wurden mit rekombinantem murinem DG3 (mDG3)
immunisiert. Da diese Tiere kein mDG3 exprimieren, kann ihr Immunsystem in der
Entwicklungsphase keine Toleranz gegen dieses Antigen entwickeln. Aus diesem Grund wird
das injizierte mDG3 as Fremdantigen betrachtet und fihrt zur Produktion von fir mDG3
spezifischem 1gG. Bei adlen immunisierten Tieren konnte 1gG gegen mDG3 nachgewiesen
werden, welches auf inkubierten murinen Keratinozyten zur interzelluléren
Antikorperablagerung fuhrte. Den immunisierten DG3(-/-)Mausen wurden Splenozyten
entnommen und Rag2(-/-)Mausen transplantiert. Diesen Rag2(-/-)Méusen fehlt das
» Recombination activation gene 2“, welches fir die Rekombination der V(D)J Segmente der
T-Zéllrezeptor- und Immunglobulingene zustdndig ist (Shinkai 1992). Die sich daraus
ergebende Immundefizienz verhindert ein Abstol3en von Allotransplantaten bei  den
betreffenden Tieren. Daher konnten die den immunisierten DG3(-/-)M&usen entnommenen
Splenozyten in den Rag2(-/-)Méausen ein funktionsfahiges Immunsystem ausbilden. Die
weiterhin produzierten Antikorper gegen mDG3 lagerten sich in der Epidermis der Ragz-
defizienten Méause ab, da diese mDG3 exprimieren. Phanotypisch zeigte sich bei den
betroffenen Mé&usen ein tellweiser Haarverlust sowie Erosionen der oralen Mukosa mit
dadurch bedingter nachfolgender Einschrankung der Nahrungsaufnahme. Die Schwere des
Befalls konnte durch den Gewichtsverlust bestimmt werden. Die Konzentration der anti-DG3-
Antikorper nahm nach dem Splenozytentransfer kontinuierlich zu und erreichte am Tag 21
einen Plateauwert. Fir den untersuchten Zeitraum von 6 Monaten blieb sie stabil. Bei allen 18
untersuchten Rag2-defizienten Mausen liefen sich in vivo 1gG-Ablagerungen auf
Keratinozyten nachweisen, bei 15 der 18 Tiere fand sich histologisch eine Akantholyse der
Mundschleimhaut.

In diesem Modell wurde das Problem der méglichen Autoantigentoleranz durch den Einsatz
von Knockout-Mausen umgangen. Zudem wurden die transplantierten Lymphozyten in
Organismen der gleichen Spezies untersucht, so dass die mégliche Fehlerquelle einer
Reaktion auf Xenoantigene ausgeschlossen wurde. Da es sich bei Spender und Empfénger der

Lymphozyten um die gleiche Spezies und nicht um eine Chiméare aus menschlichen



Lymphozyten und tierischem Organismus handelt, ist das System vermutlich weniger
storungsanfalig. Die Erprobung immunmodulatorischer Therapien sollte in einem solchen
Modell zuverlassiger gelingen. Allerdings ist zu bedenken, dass diese Erkenntnisse in einem
komplett murinen System gewonnen wurden und nicht unmittelbar auf den PV des Menschen

Ubertragbar wéren (Amagai et al 2000).
4.3 Ausblick

Die Etablierung aktiver Tiermodelle, insbesondere mit Autoantigendefizienten (sogenannten
Knock-out)-Tieren, konnte detailliertere Erkenntnisse (ber die Pathophysiologie von
Autoimmunkrankheiten ermoglichen und die Erprobung experimenteller Therapieformen
erlauben. In diesem Zusammenhang it an die Untersuchung modifizierter
Autoantigenpeptide bzw. hoher Autoantigendosen mit dem Ziel einer spezifischen T-Zell-
Anergie und autoantigenspezifischer Toleranz zu denken.

In den letzten Jahren ist daneben ein ganz andersartiger Ansatz der Therapie von
Autoimmunerkrankungen aufgezeigt worden, ndmlich die autologe sowie die allogene
Knochenmarks- und Stammzelltransplantation. Joske fihrte bei einem Patienten mit schwerer
rheumatoider Arthritis eine autologe Knochenmarkstransplantation durch, die bei dem
Patienten zu einer deutlichen Verbesserung des Gesundheitszustandes fihrte. Die autologe
Stammzel ltransplantation birgt jedoch das Risiko, dass sich aus den Stammzellen, die dem
Patienten enthommen werden, bevor sein  Immunsystem mit  hochdosierten
Chemotherapeutika zerstort wird, die autoaggressiven Lymphozyten erneut bilden. Der
Vorteil der autologen Transplantation ist die gute Gewebevertraglichkeit. Die alogene
Stammzelltransplantation hingegen weist ein viel geringeres Risiko des Wiederauftretens der
Autoimmunkrankheit auf, dafiir ist die Gewebevertraglichkeit je nach HLA-Ubereinstimmung
problematisch, was zur Ausbildung eines ,, Graft-versus-Host-Disease” fuhren kann. Da beide
Methoden sehr risikoreich sind und den Patienten kurzzeitig einer extremen Infektionsgefahr
aussetzen, ist eine sehr sorgféltige Risiko-Nutzen Abwagung notwendig. Bislang sind aul3er
bei Patienten mit rheumatoider Arthritis auch bei Rttienten mit multipler Sklerose, Lupus
erythematosus und Sklerodermie solche Therapieversuche unternommen worden. Ob diese
Methode auch fur Patienten mit Pemphigus vulgaris in Frage kommt, muss noch weiter
untersucht werden (Joske et al 1997, Tyndall et al 1999, Nash 2000).
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5 Zusammenfassung

Pemphigus vulgaris (PV) ist eine schwere blasenbildende, durch Autoantikorper gegen das
epidermale Adhasionprotein Desmoglein 3 (DG3) vermittelte Hauterkrankung. Die zelluldren
Mechanismen bei der Induktion und Perpetuierung der Antikorperproduktion in der
Pathogenese des PV sind noch nicht ausreichend bekannt. Es besteht eine Assoziation mit
bestimmten HLA-Klasse-11-Allelen.

Ziel der Arbeit war die Etablierung eines in vivo-Modells, um die Rolle autoreaktiver T-
Lymphozyten bel der Regulation der Autoantikdrperproduktion sowie die Bedeutung
immungenetischer Faktoren bei der T-Zellaktivierung besser zu verstehen. Es wurde das
Modell der immundefizienten SCID-Maus gewahlt, in der durch Transfer menschlicher
peripherer Blutlymphozyten (PBL) en funktionsféhiges ,humanisiertes* |Immunsystem
etabliert werden kann. Zur Berticksichtigung der Rolle immungenetischer Faktoren (HLA)
wurden PBL eines Patienten mit aktiver PV-Erkrankung und einer HL A-homol ogen gesunden
Kontrollperson in SCID-Mause injiziert.

CID-Méuse wurden mit PBL eines PV-Patienten, einer HLA-homologen Kontrollperson
sowie einer Kontrollperson mit bei PV nicht prévalentem HLA-Genotyp rekonstituiert. Die
humanen PBL wurden entweder vor Injektion mit affinitdtschromatographisch
aufgereinigtem, rekombinantem DG3 inkubiert oder nach Transplantation mehrfach durch
intraperitoneale Injektion von DG3 immunisiert. Humanes Immunglobulin konnte nach acht
Wochen in substantiellen Mengen in alen untersuchten Mausseren nachgewiesen werden,
was ein Hinweis auf die erfolgreiche Induktion eines humanisierten in vivo-Systems war. In
der Tat fanden sich im Serum einer mit PV-PatientenrPBL rekonstituierten SCID-Maus
humane antidesmosomale Antikérper der IgM -Klasse sowie antidesmosomales humanes |gM
in der Haut und im Zungenepithel. Bel den anderen humanisierten SCID-Méusen fanden sich
keine humanen Autoantikdrper gegen DG3, ebenso wenig bel SCID-Mausen, die PBL von
HL A-homologen bzw. —heterologen gesunden Probanden erhalten hatten.

Obwohl der in dieser Arbeit gewahlte Versuchsansatz in 100% der untersuchten SCID-Mause
zur erfolgreichen Etablierung eines humanisierten in vivo-Modells fuhrte, ist die Effizienz des
untersuchten in vivo-Modells fur die Induktion humaner Autoantikdrper gegen DG3 als zu
niedrig anzusehen. Ursachlich hierfr sind moglicherweise die niedrige Frequenz
autoreaktiver TFZellen im peripheren Blut der Patienten, eine Uberaktivierung der humanen
PBL durch murine Xenoantigene mit nachfolgender Anergie sowie eine mogliche toxische
Wirkung des DG3 bel der in vitro-Stimulation der PBL wahrend der Inkubation vor

Zélltransfer oder wahrend der Immunisierung unter in vivo-Bedingungen.



Anhang:

Murine Immunglobulinspiegel (, Leaky“-Test)

Gruppe 1
Maus-Nr.
1

~NoO ok~ WN

Gruppe 2
Maus-Nr.
8

9

10

11

12

13

14

15

Gruppe 3
Maus-Nr.
16
17
18
19
20
21
22
23

Gruppe 4
Maus-Nr.
24
25
26
27
28
29
30
31

Maus-1g
[ng/ml]
Tag 0
1,1

0,78
0,99
2,29
0,99
1,54
0,65

Maus-1g
[Hg/ml]
Tag 0
1,29
1,89
0,85
1,69
1,64
0,65
1,09
3,15

Maus-1g
[Hg/ml]
Tag 0
0,79
5,24
1,34
0,99
5,09
0,74
2,05
0,75

Maus-1g [pg/mli]
TagO

1,49

1,63

151

1,19

1,59

1,49

1,47

1,39
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Maus-1g
Gruppe5 [pg/ml]
Maus-Nr. TagO

32 1,29
33 1,27
34 1,53
35 5,59
36 1,59
37 1,83
38 1,43
39 2,57
Maus-1g

Gruppe 6 [pg/mi]
Maus-Nr. TagO

40 1,71
41 1,37
42 2,01
43 1,67
44 1,79
45 1,41
46 2,23
47 2,43
Maus-1g

Gruppe 7 [pg/mi]
Maus-Nr. TagO

48 1,43
49 1,43
50 1,31
51 1,59
52 1,71
53 1,41
54 1,83
55 151
Maus-1g

Gruppe8 [pg/mli]
Maus-Nr. TagO

56 1,25
57 1,23
58 1,65
59 2,65
60 2,13
61 2,87
62 4,07

63 1,71



Gruppe 9
Maus-Nr.
64
65
66
67
68
69

Gruppe 10
Maus-Nr.
70

71

72

73

74

75

Gruppe 11
Maus-Nr.
76

77

78

79

Gruppe 12
Maus-Nr.
80

81

82

83

Maus-1g
[ng/mi]
Tag O
1,37
1,93
2,74
1,05
1,77
2,95

Maus-1g
[ng/ml]
Tag 0
2,91
3,89
1,56
421

1,2

1,73

Maus-1g
[ng/ml]
Tag 0
0,83
1,81
1,24
1,58

Maus-1g
[ng/ml]
Tag 0
1,09
1,19
1,61
1,21

51



Humane Immunglobulinspiegel in den Mausseren

Gruppel  Human-lg[mg/ml]

Maus-Nr. Tag0 Tag 14 Tag 28 Tag 42 Tag 56
1 0 0,768 2,328 2,812 8,307
2 0 0,277 0,531 2,307
3 0 0,955 2,595 7,796
4 0 0,484 2,106 3,368 8,626
5 0 0,791 2,306 3,405

6 0 0,717 2,75 3,012 7,073
7 0 0,615 2,906 4,879 8,115

Gruppe2  Human-Ig [mg/ml]

Maus-Nr. Tag0 Tag 14 Tag 28 Tag 42 Tag 56
8 0 0,304 1,839 0,945 5,477
9 0 0,275 8,222
10 0 0,835 2,61 2,76 6,413
11 0 0,279 1,022 5,775
12 0 0,164 0,699 1,694 4,69
13 0 0,311 0,955 2,471 4,668
14 0 0,433 2,061

15 0 0,204 0,762 2,457 3,966

Gruppe 3 Human-Ig [mg/ml]

Maus-Nr. Tag0 Tag 14 Tag 28 Tag 42 Tag 56
16 0 0,506 5,137
17 0 0,419 1,077 4,924
18 0 0,546 0,984 2,027 5,988
19 0 0,737 1,661 2,642 9,732
20 0 0,306 0,973 2,857 6,03
21 0 0,288 0,899 4,516

22 0 0,308 0,651 2,064 3,413
23 0 0,524 2,261 3,405 4,711

Gruppe 4 Human-Ig [mg/ml]

Maus-Nr. Tag0 Tag 14 Tag 28 Tag 42 Tag 56
24 0 0,516 1,611 2,13 7,59
25 0 0,498 1,856 4,37 5,86
26 0 0,759 3,633 44 7,98
27 0 0,419 1,211 4,92 4,69
28 0 0,588 4,167 5,26 114
29 0 0,263 0,561 0,52 1,29
30 0 0,519 1,433 0,99

31 0 0,055 0,045
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Gruppe5  Human-Ig [mg/mi]

Maus-Nr. TagO Tag 14 Tag 28 Tag 42 Tag 56
32 0 0,043 0,021 0,18

33 0 0,421 5,13
34 0 0,619 2,589 2,01 2,67
35 0 0,101 0,943 1,49 2,59
36 0 0,686 2,856 2,37 4,98
37 0 0,224 0,678 0,77 6,85
38 0 0,136 0,548 0,57 9,49
39 0 0,752 1,767 1,98 2,33

Gruppe 6  Human-Ig [mg/mi]

Maus-Nr. TagO Tag 14 Tag 28 Tag 42 Tag 56
40 0 0,638 2,767 6,49 13,06
41 0 0,319 0,912 0,94

42 0 0,812 2,611 341 8,71
43 0 0,033

44 0 0,654 23 5,57 6,22
45 0 0,605 1,322 7,12 7,86
46 0

47 0 0,661 1,789 2,38 11,82

Gruppe 7 Human-Ig [mg/mi]

Maus-Nr. TagO Tag 14 Tag 28 Tag 42 Tag 56
48 0 3,05 3,25
49 0 0,296 17 2,64
50 0 0,024

51 0 0,028 0,137 0,06

52 0 0,661 3,767

53 0 0,04

54 0 0,605 2,011 3,55 4,94
55 0 0,093 0,989 2,11

Gruppe 8  Human-Ig [mg/mi]

Maus-Nr. TagO Tag 14 Tag 28 Tag 42 Tag 56
56 0 0,535 1,389 381 4,14
57 0 2,011 3,67 3,27
58 0 0,635 31 3,09 341
59 0 0,036 0,01 0,39

60 0 0,557 3,078 1,63 4,83
61 0 0,729 2,87
62 0 0,611 3,189 3,22 2,67
63 0 0,511 1,522 2,06 2,12



Gruppe9
Maus-Nr.
64
65
66
67
68
69

Gruppe 10
Maus-Nr.
70

71

72

73

74

75

Gruppe 11
Maus-Nr.
76

77

78

79

Gruppe 12
Maus-Nr.
80

81

82

83

Human-1g [mg/mi]

TagO Tag 14 Tag 28
0

0 6,78

0 1,98

0 6,1

0 8,32

0

Human-1g [mg/mi]

TagO Tag 14 Tag 28
0

0 8,98

0 2,44

0 517

0 6,48

0

Human-1g [mg/mi]

Tag 0 Tag 14 Tag 28
0

0 11

0

0 275

Human-1g [mg/mi]

TagO Tag 14 Tag 28
0

0 0,94

0 0,17

0

Tag 42
3,55
1,17
6,71
19,1
7,48
31

Tag 42
4,17
14,8
7,17
6,78
4,32
1,01

Tag 42
5,21
0,13
8,17

Tag 42
0,55

0,86
0,21

Tag 56

6,86
6,41

Tag 56
2,69

4,01
18,46
5,09
14,73

Tag 56
11,69

7,82

Tag 56
0,14

0,18
0,14

Tag 70

10,91

Tag 70
5,64

3,55

13,87

Tag 70
8,96

Tag 70
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