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4. Einleitung

4.1 Pemphigus-Erkrankungen

Pemphigus vulgaris (PV) ist eine schwere Autoimmunkrankheit, welche
zur Gruppe der blasenbildenden Autoimmundermatosen gehdrt und die
hiufigste  Variante  der Pemphiguserkrankungen darstellt (Didona et al,
2019; Kasperkiewicz et al, 2017; Pollmann et al, 2018). Die Einteilung
der Pemphiguserkrankungen erfolgt anhand der betroffenen Zielstrukturen
(Hertl et al, 2002). Je nach Zielautoantigen und klinischer Manifestation
unterscheidet man PV, Pemphigus foliaceus (PF), paraneoplastischen
Pemphigus (PNP) (Didona et al, 2020; Solimani et al, 2019), Pemphigus
vegetans (Mergler et al, 2017), Pemphigus herpetiformis und IgA-
Pemphigus. Die wichtigsten Charakteristika der jeweiligen Pemphigus-Form
lassen sich wie folgt darstellen: Bei PV handelt es sich um eine
organspezifische Autoimmunerkrankung der Haut und Schleimhéute, die
sich klinisch durch schlaffe und fragile Blasen darstellt. Zentral in der
Pathogenese des PV sind IgG-Autoantikdrper gegen Desmoglein 1 (Dsgl) und
Desmoglein 3 (Dsg3) (Didona et al, 2019; Ding et al, 1997), die einen
intraepidermalen Adhésionsverlust verursachen. Im Gegensatz dazu ist
beim PF keine Schleimhautbeteiligung nachweisbar, sondern die
Erkrankung  manifestiert sich in der Epidermis durch eine
oberflichliche subkorneale Blasenbildung. Die autoreaktiven Antikorper sind
hierbei gegen Dsgl gerichtet. Charakteristisch ist hierfiir die Manifestation
an seborrhoischen Hautarealen (Chan et al., 2010; Hofmann et al,
2018). PNP lasst sich klinisch durch schmerzhafte Schleimhauterosionen,
denen ein Tumor zugrunde liegt, erkennen. Im Serum von Patienten lassen
sich dabei Autoantikérper gegen Plakine, Dsgl und Dsg3 nachweisen
(Anhalt et al, 2004). Der Pemphigus vegetans ist durch eine méchtige
Proliferation des Epithels in der ldsionalen Haut charakterisiert, die zur
Bildung verrukdser Wucherungen fithrt. Namensgebend fiir den IgA-
Pemphigus sind IgA-Autoantikdrper gegen Dsg oder Desmocollin, was klinisch
in Bildung schlaffer Blasen und anuldr gruppierter Erosionen resultiert.

(Papakonstantinou et al, 2018). Kennzeichnend fiir den Pemphigus



herpetiformis ist das Auftreten herpetiformer gruppierter Blaschen, welche
histologisch durch eine eosinophile Spongiose charakterisiert sind. Auch in
diesem Fall sind IgG-Antikérper gegen Dsg3 oder Dsgl mittels ELISA im

Serum von Patienten nachweisbar (Robinson et al, 1999).

4.2 Epidemiologie

PV st die héaufigste klinische Variante der Pemphigus-Erkrankungen,
die durch einen schweren und potenziell letalen Verlauf gekennzeichnet ist.
Die Anzahl der PV- Neuerkrankungen liegt in Deutschland bei 0,5 pro eine
Million Einwohner pro Jahr. Bei der Diagnosestellung sind europdische
Patienten im Durchschnitt 50-60 Jahre alt. In den USA, Europa und Japan
herrscht beim PV eine hohe Privalenz des weiblichen Geschlechts.
Hinsichtlich der Epidemiologie der anderen Pemphigusvarianten ist die
Inzidenzrate geringer im Vergleich zum PV, jedoch mit der Ausnahme einiger
Lénder (Nordafrika und Siidamerika), in denen PF, beispielsweise, endemisch
auftritt (in einigen Gegenden von Brasilien liegt die Prévalenz des PF bei 3-
5%). Die Mortalitdtsrate des PV betrdgt, abhingig von geographischer und
ethnischer Zugehorigkeit, ca. 1.6-12%, (Kasperkiewicz et al, 2017). Wie im
Paragraph 4.8 beschrieben, wurde ein hédufiges Auftreten von PV innerhalb
bestimmter Populationen (z.B. in Italien, Frankreich und Brasilien) im

Zusammenhang mit spezifischen HLA-Klasse II-Allelen beobachtet (Hofmann et al,
2018; Kasperkiewicz et al, 2017).

4.3 Krankheitsbild

Initial préasentiert sich der PV bei 2/3 der Patienten mit erosiven,
schmerzhaften Hautverdnderungen der Mundschleimhaut, gelegentlich der
Konjunktiven, der genitalen Schleimhaut, des Larynx oder des Osophagus
(Pollmann et al, 2018). Die nasale Schleimhaut stellt hingegen die seltenste
Lokalisation dar. Hinderlich fiir eine Fritherkennung von PV ist es, dass das
Krankheitsbild hdaufig mit einer Gingivostomatitis herpetica und Lichen ruber

erosivus mucosae verwechselt wird. Als weitere



Differentialdiagnosen werden seltenere ~ Pemphigusvarianten,
arzneimittelinduzierter Pemphigus, Erythema exsudativum multiforme und
die lineare IgA-Dermatose aufgefiihrt. Die klinische Manifestation des
mukosalen PV ist durch multiple, schmerzhafte Erosionen gekennzeichnet
(Abb.1). Im genitalen Bereich kann man auch weilllich belegte Erosionen
erkennen (Didona et al., 2019). An der Haut finden sich beim PV schlaffe,
fragile Blasen, die das klinische Bild jedoch recht selten prigen. Der
hiufigste klinische Befund besteht aus grofflachigen, erythematdsen, nissenden
und im Verlauf krustds belegten Erosionen. Mechanisch stirker
beanspruchte =~ Hautregionen  bilden  dabei Préddilektionsstellen  fiir
seborrhoische Areale sowie fiir die Intertrigo. Komplikationen wie
bakterielle oder virale Superinfektionen konnen im Verlauf der Krankheit

aufgrund der zerstorten epidermalen Barriere auftreten (Hofmann et al, 2018)

Abbildung 1. Klinisches Bild des PV an Haut und Mundschleimhaut

A) Generalisierte Erosionen an der Haut. B) Mundschleimhaut mit
fibrinbelegten Erosionen. Quelle: Klinik fiir Dermatologie und Allergologie,

Universititsklinikum Marburg.

4.4 Histopathologie

Histopathologische ~Verdanderungen beim PV belaufen sich auf die

intraepidermale Blasenbildung und das begleitende Entziindungsinfiltrat



(Amagai et al, 1996). Eine basale bzw. suprabasale Spaltbildung mit an der
Basalmembran verbleibenden und gebundenen Zellen ist hierbei oft sichtbar
(Abb.2). Vor dem Hintergrund der Vielfdltigkeit der befallenen
Zielstrukturen  bei  verschiedenen = Pemphigusvarianten sei  darauf
hingewiesen, dass die Spaltbildung bei PF vor allem im Stratum granulosum
der Epidermis (Waschke et al, 2008) stattfindet. Ein weiteres histologisches
Attribut des PV ist auf die akantholytischen Effekte der anti-Dsg3-Antikorper
zuriickzufiihren - die basalen Keratinozyten verlieren hierdurch ihre
seitlichen Zellkontakte (Hofmann et al, 2018). In der Vergangenheit
wurden die dadurch entstehenden abgerundeten, akantholytischen und
isolierten Keratinozyten, die in der Fliissigkeit und am Blasengrund
von PV Patienten identifiziert werden konnen, als Pemphiguszellen
bezeichnet (Tzanck et al, 1947; Durdu et al, 2008). Dieses Konzept ist
jedoch nicht mehr aktuell, weil ,,Pemphiguszellen auch bei anderen
bullésen Autoimmundermatitiden nachgewiesen werden konnen, wie z.B.
bulloses Pemphigoid (Gupta et al, 2005). Des Weiteren beobachtet man sehr
selten ein schwaches eosinophiles Infiltrat im Bereich der Blase (Karpati et al,
1993). Eine eosinophile Spongiose ist bereits im pribullosen Stadium

erkennbar.

A

Abbildung 2. Histopathologisches Bild des PV

A) Typische intraepidermale Akantholyse mit auf der Basalmembran
verbleibenden Keratinozyten; Hamatoxylin-Eosin (H&E) 4x. B)
Intraepidermale Akantholyse mit lymphozytirem Infiltrat; H&E 20x.
Quelle: Klinik Dermatologie und Allergologie, Universitédtsklinikum

Marburg.




4.5 Diagnosestellung

Zielfiihrend bei der Diagnosestellung des PV sind die dermatologische
Untersuchung, die histopathologische Analyse sowie  die  direkte
Immunfluoreszenz (DIF). Bei akuter Krankheitsaktivitit stellt das
sogenannte Nikolski-Zeichen mit zwei Subtypen ein wichtiges klinisches
Diagnostikum dar. Dabei spricht man vom Nikolski-Phdnomen Typ I, wenn
die Einwirkung seitlicher Scherkrifte an klinisch unbetroffener Haut die
Ausbildung einer neuen Blase verursacht. Das Nikolski-Phdnomen Typ II tritt
bei bereits bestehenden intakten Blasen, wenn sich diese durch leichten Druck
seitlich verschieben/vergroBBern lassen (Hoffmann et al, 2016; Hofmann et al,
2018). Gesichert wird die Diagnose des PV durch die Untersuchung von IgG-
Autoantikorpern im Gewebe mittels DIF, indirekter Immunfluoreszenz (IIF) und
im Serum mittels ELISA. Die DIF (Abb.3A) zeigt dabei ein
charakteristisches retikuldres Fluoreszenzbild, bestehend aus Ablagerungen
von IgG und Komplementarfaktor C3c an der Oberfliche epidermaler
Keratinozyten  (Edwards et al, 2019). Die IIF erfolgt auf
Affendsophagusgewebe, das mit dem Serum der Patienten inkubiert wird. In
Folge lasst sich auf der Zelloberfliche der Epithelzellen der Haut eine
netzformige IgG-Ablagerung nachweisen (Schmidt et al, 2000).

Abbildung 3. Direkte (DIF) und indirekte (IIF) Immunfluoreszenz

A) DIF, netzformige IgG-Ablagerung auf der Zelloberfliche von
epidermalen Keratinozyten. B) IIF, charakteristische Fluoreszenz auf der
Zelloberfliche im Affelosophagusgewebe. Quelle: Klinik Dermatologie

und Allergologie, Universititsklinikum Marburg.



https://www.frontiersin.org/people/u/713757

Durch die Analyse der Patientenseren mittels kommerziell erhéltlichen ELISA-
Kits kann man spezifische IgG gegen Dsg3 und Dsgl nachweisen (Hertl et
al, 2015; Murrell et al, 2020; Waschke et al, 2008).

4.6 Therapieansatze des Pemphigus vulgaris

In den meisten Fillen erfolgt die Therapie des PV mit systemischen
Kortikosteroiden, welche iiber die Hemmung der proinflammatorischen
Zytokine wirken (Didona et al, 2019). Initial besteht die Behandlung in
der Verabreichung hochdosierter Kortikosteroide, die genaue Dosierung
berechnet sich wie folgt: 1,0 — 1,5 mg/kg  Korpergewicht
[KG]/d Prednisolondquivalent. Die systemische Therapie wird im Laufe der
Zeit reduziert. Sollte der Patient eine unzureichende klinische Verbesserung
auf das letztgenannte Therapieschema aufweisen, kann die Einleitung
hochdosierter intravendser Immunglobuline (IVIG) in Erwdgung gezogen
werden.  Dem ist ebenso zu folgen, wenn ein rasch progredientes
ausgeprigtes Krankheitsbild auftritt (Eming et al, 2015; Hertl et al, 2015). Als
steroidsparende Medikamente werden adjuvante Immunsuppressiva, meist
Azathioprin, Mycophenolatmofetil, Cyclophosphamid oder Methotrexat
eingesetzt. Die Anwendung von Rituximab wird zunehmend bereits als
First-Line-Therapie eingesetzt. =~ Es handelt sich um einen chiméren
monoklonalen gegen CD-20-T-Zellen gerichteten = Antikorper. Der
Wirkmechanismus von Rituximab beruht auf der Reduktion von anti-Dsg3
und anti-Dsgl-IgG produzierenden B- Zellen bei PV Patienten (Joly et
al,2017; Amber et al, 2018; Hofmann et al, 2018).

4.7 Immunpathologie des Pemphigus vulgaris

Da PV durch eine autoimmune Antwort verursacht wird, konnen bei
Betroffenen Ig- Autoantikdrper und autoreaktive T- und B-Zellen im
peripheren Blut nachgewiesen werden. Autoreaktive Antikorper sind beim PV
gegen die extrazelluldire Domédne (Dsg3 ECDI1-5(1.566)) des Dsg3 gerichtet
(Amagai et al, 1999; Harman et al, 2001; Miiller et al, 2006; Miiller et al,
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2008). Einige Patienten, die zusidtzlich anti-Dsgl-Antikorper besitzen,
entwickeln Haut- und Schleimhaut-Beteiligung. Hinsichtlich  seines
biochemischen  Ursprungs ldsst sich Dsg3 als ein integrales,
transmembrandses  Protein  beschreiben, das zur  Gruppe  der
desmosomalen Cadherine gehdrt und einen strukturellen Bestandteil von
Desmosomen darstellt (Hammers et al, 2016; Karpati et al, 1993). Es ldsst
sich sowohl im Stratum basale als auch im Stratum spinosum finden.
Auflerdem ist Dsg3 auch im Follikel der Haare mit Verankerungsfunktion
lokalisiert (Koch et al, 1998). Dsg3 kann nicht nur als ein Strukturprotein
sondern auch als ein Rezeptor und Regulator verschiedener intrazellulédrer
Signalwege betrachtet werden (Spindler et al, 2013; Tsang et al, 2010;
Tsang et al, 2012). Die Krankheitsaktivitit des PV korreliert im Allgemeinen
mit der im Serum befindlichen anti-Dsg3-Antikorper-Konzentration (Li et al,
2015). Zwei Untertypen von Antikdrpern sind in der PV Pathogenese
involviert: IgG4 und IgGl. IgG4-Antikorper stellen den vorherrschenden
Autoantikorpersubtyp bei aktiven PV Patienten dar, [gGl Antikdrper sind
vor allem bei Patienten in Remission zu finden (Yeoh et al, 2019). Die
Tatsache, dass im Serum von PV Patienten Antikorper mit unterschiedlichen
Spezifititen nachgewiesen werden konnen, liefert den Beweis fiir den
polyklonalen Charakter der Immunantwort bei PV (Saito et al, 2012). Der
durch die Bindung von anti-Dsg3-IgG an Desmosomen bedingte Verlust der
desmosomalen Adhésion fiihrt letzten Endes zur Blasenbildung. Dariiber
hinaus verursacht die Antikérperbindung die Produktion und Sekretion
proinflammatorischer Zytokine, wie Interleukin-1 (IL-2) und Tumor-Nekrose-
Faktor-o (TNF- a), die ihrerseits zur Akantholyse beitragen (Sajda et al,
2018). Es wurde zudem festgestellt, dass die transplazentare Ubertragung von
IgG-Autoantikdrpern bei Neugeborenen klinische Symptome verursachen

kann (Wu H et al,2000; Splinder et al, 2018).

4.7.1 T-Zellen

Eine zentrale Rolle in der Pathogenese des PV ist den T-Zellen zuzuschreiben.
Dabei konnen im Blut von PV-Patienten sowohl Dsg3-spezifische T-Helfer
(Th) 1 als auch Th2 Zellen detektiert werden (Hertl et al, 2006; Veldman


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Yeoh%2BSC&cauthor_id=31192484

et al, 2012). Die Bindung spezifischer Dsg3- Epitope an spezifische HLA-
Allele ist entscheidend, um die Initiierung und die Aufrechterhaltung der
autoimmunen Prozesse zu bedingen. Nicht nur in Assoziation mit HLA- Klasse
IT - HLA-DRB1 *04:02 sondern auch mit HLA-DQB1 *05:03 konnen die Dsg3-
Peptide prisentiert werden. Die Aktivierung beider Th-Zell-Subpopulationen
erfolgt vor allem durch Th2 abhédngige Zytokine, die Interleukine (IL-4, IL-5,
IL-13) (Hertl et al, 1999; Hertl et al, 2000). Die Produktion des IgG4-
Subtyps bei akut erkrankten Patienten ist Th2-Zell abhidngig. Dagegen erfolgt
die IgGl Produktion durch die Aktivierung von Thl-Zellen (Brandt et al,
2012). Ausschlaggebend ist hierbei der Umstand, dass die zentrale Toleranz,
die wihrend der Entwicklung von T-Zellen im Thymus erfolgt, bei PV-
Patienten gestort ist. Entkommen autoreaktive T-Zellen der negativen
Selektion des Thymus, so sind im Regelfall CD4+ CD25+ FOXP3+
regulatorische T-Zellen fiir ihre periphere Kontrolle zustindig (Sugiyama
et al, 2007). Bei PV kann eine Verminderung dieser regulatorischen T-
Zellen im peripheren Blut nachgewiesen werden (Amber et al, 2013;

Bjorkman et al, 1987; Hennerici et al, 2016).

4.7.2 B-Zellen

Die Aufgabe der B-Zellen in der Pathogenese des PV ist aus zweierlei Sicht
zu betrachten. Einerseits produzieren B-Zellen nach der Differenzierung in
Plasmazellen IgG-1-Antikorper, die eine entscheidende Rolle in der PV-
Pathogenese spielen (Musette et al, 2018), andererseits sind sie als
antigenpriasentierende Zellen (APC) fiir die Aktivierung der T-Zell-
Immunantwort verantwortlich (Pierce et al, 1988; Rossetti et al, 2018). Die
Antigenpréisentation erfolgt auf der Zelloberfliche durch den das Antigen
bindenden MHC-Klasse-II-Komplex, wodurch es zu der Aktivierung der T-
Zellen kommt. Aktivierte B-Zellen konnen somit zusédtzlich andere, noch nicht
aktivierte T-Zellen anregen und somit die Immunantwort verstidrken (Ma et
al, 2019). Das Zusammenspiel mit T-Helferzellen fiihrt durch die Zytokin-
Produktion zur Generierung von B-Gedichtniszellen, die entscheidend fiir das
Andauern des autoimmunen Prozesses sind. Die B-Gedédchtniszellen, wie

CD19+ CD27+ B-Gedichtniszellen, halten die Kapazitit, autoreaktive
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Antikérper zu produzieren (Pollmann et al, 2019; Cho et al, 2019). Mit
Hilfe immunhistologischer Farbungen wurde die Gegenwart von B-Zellen
in PV assoziierten Lasionen entdeckt, vor allem von CD19+ B-Zellen und
CD138+ Plasmazellen. Die Fihigkeit zur Produktion von anti-Dsg3-
Antikorpern bleibt den Immunzellen aus der ldsionalen Haut erhalten, auch

wenn diese in Kultur angesetzt werden. (Yuan et al, 2017).

4.8 Pemphigus vulgaris und Humane Leukozyten
Antigene

Unter dem Begriff HLA werden die sogenannten MHC-Antigene bei
Menschen zusammengefasst (Terasaky et al, 1990). Generell sind die
MHC-Molekiile hochgradige, polymorphe an der Zelloberfliche exprimierte
Heterodimere. Die HLA-Gene sind auf dem kurzen Arm des menschlichen
Chromosoms 6 lokalisiert (6p21.1-6p21.3) und lassen sich in drei Teile
unterteilen: MHC-Klasse-I, MHC-Klasse-II und MHC-Klasse-111-Allele.
Der Abbildung 4 ist die gesamte Struktur vom HLA-Komplex zu entnehmen
(Sung et al, 2007).

{_Centmmere DP DQ DR C TNFBC A Telomere
I —H——+ } Il
Class Il Class IlI Class |

Abbildung 4. Struktur des Humanen Leukozyten-Antigen-Systems
Die Gene des HLA-Systems liegen auf dem kurzen Arm des Chromosoms
6. Am telomeren Ende liegen die HLA-Klasse-I-Antigene, am
centromeren Ende die HLA-Klasse-II, dazwischen befinden sich HLA-
Klasse-III-Antigene. Quelle: (Sung et al, 2007).
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Die MHC-I-Molekiile befinden sich auf den Zelloberflichen kernhaltiger
Korperzellen und werden von zytotoxischen T-Zellen erkannt. MHC-I-
Molekiile sind Heterodimere und bestehen somit aus zwei Polypeptidketten -
einer 45 kDa schweren a -Kette, die mit dem PB-Mikroglobulin (12 kDa)
durch eine nicht kovalente Bindung verbunden ist (Ferm et al, 1991). Auf
der a-Kette lassen sich drei Doménen (ai, 02 und a3) erkennen, die in den
extrazelluliren Raum herausragen. ai- und oz-Doménen bilden zusammen
einen Spalt, der Peptide einer Lange von 8 bis 12 Aminosduren binden kann
(Abb.5). Die Antigenprisentation mittels MHC-Molekiile ist von der priméren
Lokalisation des Antigens abhéngig. Peptide, die an MHC-I-Molekiile binden,
stammen von intrazelluldren Proteinen ab. Bei diesen Proteinen handelt es
sich meistens um virale und tumurése Antigene (Shawar et al, 1990;
Sloan et al,2002). MHC-II-Molekiile werden in Assoziation mit
prozessierten  Antigenen als Komplexe auf der Zelloberfliche
antigenpriasentierender Zellen wie dendritischer Zellen und B- Zellen
exponiert und von TCR der Th-Zellen erkannt. In ihrem molekularen
Aufbau dhneln MHC-II-Molekiile prinzipiell denMHC-I  Molekiilen.. Sie
werden im Lumendes endoplasmatischen Retikulums synthetisiert
und bestehen aus zwel Transmembranproteinketten, o und f,
die zusammen die antigenbindende Grube bilden. Theoretisch kénnen die
MHC-Klasse-1I-Molekiile Peptide von 13 bis 25 Aminosduren binden,
obgleich die Lédnge der gebundenen Peptide nicht beschriankt ist
(Wieczorek et al, 2017) (Abb.5). Bevor das zu présentierende Antigen
an das MHC-II gebunden werden kann, durchlduft es zunidchst als
exogenes Protein den  Prozess der Endozytose durch die
antigenprasentierenden Zellen. Indessen gelangen MHC-II-Molekiile iiber
das Trans-Golgi- Netzwerk in das endosomale / lysosomale Kompartiment, wo
nun die Bindung zwischen reifen MHC-II Komplexen und endozytierten
Antigenen erfolgen kann. Der so entstandene MHC-II- Peptid Komplex wird
letztlich an die Zelloberfliche transportiert und dort den CD4+ T-Zellen
prasentiert (Sadegh-Nasseri et al, 2015). Um eine T-Zelle vollstindig
aktivieren zu kdnnen, miissen zwei Voraussetzungen gegeben sein: 1) der T-
Zell-Rezeptor (TCR) der T-Zelle muss zusammen mit den Ko-Rezeptoren
CD4 oder CD8 an den MHC-Komplex der APC binden. 2) eine Ko-

Stimulation muss stattfinden (Gascoigne et al, 2010).
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Abbildung 5. Unterschiede in MHC-Antigen-TCR-Bindung von CD4+-
und CD8+-T- Zellen

Die klassische Antigenerkennung benétigt entweder den CD4 oder den
CD8 Ko- Rezeptor, um mit dem peptidprasentierenden MHC-I- bzw.
MHC-II-Molekiil interagieren zu koénnen. MHC-I-Molekiile kénnen in
der Regel Peptide binden, welche aus 8 — 12 Aminosduren bestehen.
MHC-II-Molekiile konnen Peptide binden, die in ihrer Lange zwischen 12
und 25 Aminosduren variieren, weil die Bindungsgrube fiir das Peptid an
beiden Seiten offen ist, im Vergleich zu MHC-I, bei dem die Bindungsgrube
geschlossen ist. Quelle: (Tokuyasu et al, 2018).

Wie bei vielen Autoimmunerkrankungen kann man einen Zusammenhang
zwischen HLA- Genen und PV finden. Mehrere Studien haben die HLA-
Hiufigkeit bei jeder Population beschrieben (Yan et al, 2012; Zivanovic
D, 2016)). In Abbildung 6 ist die Pravalenz von verschiedenen HLA-Klasse
[I-Allelen bei Pemphigus Patienten in verschiedenen Regionen der Welt

dargestellt (Vodo et al, 2018).
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Abbildung 6. Pemphigus vulgaris-assoziierte-HLA-Klasse- 1I-

Allele weltweit

Geographische Karte mit Hiufigkeit von Pemphigus vulgaris-assoziierten -
HLA-Klasse-II- Allele bei verschiedenen Populationen. Quelle: (Vodo et
al, 2018).

Der Zusammenhang zwischen PV und HLA-Klasse II wurde bereits durch
mehrere Studien belegt (Ahmed et al, 1990; Lee et al, 2006, Zhang et al,
2019). Wie in Abb. 6 dargestellt, sind viele HLA-Klasse II-Allele fiir
bestimmte Populationen spezifisch. In der italienischen, spanischen,
franzosischen, slowakischen,  brasilianischen @ und  amerikanischen
Bevolkerung wurde eine starke PV-Assoziation mit den Allellen DRB1*04:02
und DQB1*05:03 aufgezeigt. In der jidischen Population wurde ein
Zusammenhang zwischen PV und HLA-DRB1*04:02 festgestellt. Obwohl
beim Auftreten von PV die Assoziation mit HLA-Klasse-II die am
starksten belegte ist, ist ein  Zusammenhang mit HLA-Klasse-I-
Molekiilen ebenfalls feststellbar. Viele Studien haben gezeigt, dass einige
chinesische Patienten HLA-A3,-A26 und —B60 besitzen, stattdessen kommen
HLA-B38,-C12,-B57 und — C15 bei der brasilianischen Population haufiger
vor (Vodo et al, 2018, Ahmed et al, 1990; Ahmed et al, 1991). In der
vorliegenden Arbeit wurden vier Dsg3-Peptide ausgewédhlt, welche

die  hochste Bindungsaffinitdit den  T-Zellenrezeptoren  gegeniiber
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besitzen und deren HLA- DRBI1*04:02-Restriktion von mehreren
Studien bewiesen wurde (Wucherpfennig et al, 1995; Tong et al, 2006;
Eming et al, 2014). Dsg3(aa190-204-, Dsg3(aa206-220- und Dsg3 aa2s54-268)- liegen
in den extrazelluliren Doménen 1 und 2 (EC1-2), Dsg3(aa378-392) befindet

sich hingegen in der extrazelluliren Domine 3 (ED3) (Veldman et al, 2004).

4.9 Humane Leukozyten Antigen-Dextramer

Die Féarbung mittels Peptide-MHC-Dextramer (pMHC-Dextramer) ermoglicht
es, spezifische TCR und damit fiir ein bestimmtes Antigen spezifische T-
Zellen mittels Durchflusszytometrie zu detektieren (Massilamany et al, 2015).
pMHC-Dextramer besteht aus zwei Teilen: eine Kette aus Dextran mit zehn
gebundenen MHC- Klasse II-Peptid-Komplexen und die chromogenen
Molekiile. In dieser Arbeit wird HLA-Klasse II-DRB1*04:02-Dsg3-Peptid-
Dextramer verwendet (Abb.7). Durch Konjugation der Dextramer-Komplexe
an ein fluoreszierendes Molekiill (im Rahmen der vorliegenden Arbeit
wurden mit Phycoerythrin (PE) konjugierte Dextramere eingesetzt) konnen
die spezifisch gebundenen T-Zellen im Fluorescence-Activated Cell Sorting
(FACS) analysiert und sortiert werden (Bethune et al, 2018; Dolton et al,
2018). Die pMHC- Dextramere enthalten ein einziges definiertes
Peptidepitop und binden sehr effizient an T- Zellen, deren Rezeptoren fiir
das eingesetzte HLA-Klasse II-DRB1*04:02-Dsg3-Peptid spezifisch sind.
Die zehn gleichzeitig bindenden pMHC-Molekiile verstirken die schwache
Wechselwirkung zwischen TCR und HLA-Klasse II, sodass die schwache
Bindungsaffinitit kein Problem mehr darstellt. Um die Bindung zwischen
TCR und HLA-Klasse II zu stabilisieren, wurden zuséitzlich anti-
Phycoerythrin-Antikdrper angesetzt. Detektion und Visualisierung Antigen-
spezifischer T-Zell-Subpopulationen stellt in der Tat die héaufigste
Anwendungsindikation von Dextrameren dar. Diese Methode liefert die
Frequenzen Epitop- spezifischer CD4 T-Zellen in einer mit Interleukin-2 (IL-
2) stimulierten Zellpopulation und erméglicht die Phénotypisierung der Zellen

(Dolton et al, 2018).
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Abbildung 7. MHC-Peptid-Dextramer Interaktion mit dem T-Zell-
Rezeptor

Die verwendeten Dextramer-Molekiile bestehen aus zehn HLA-
DRB1*04:02-Klasse  II-Dsg3- Peptid-Komplexen; die gleichzeitige
Bindung von zehn Komplexen auf der Zelloberfliche hebt die relative
Aviditdt der Dextramer-TCR Interaktion im Vergleich zu den anderen
Multimer-Molekiilen an. Quelle: (https://
www.immudex.com/technology/dextramer-technology/mhc-

dextramer.aspx)

4.10 Durchflusszytometrie

Durchflusszytometrie  dient zur Unterscheidung und Analyse von
Zelleigenschaften wie Grofle, Granularitit und  Expression  von
Oberflichenmolekiilen. AuBlerdem ermoglichen durchflusszytometrische

Methoden eine hochsensitive und quantitative Analyse
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membranstindiger  Oberflichenantigene und sind daher gut zur
Untersuchung der an einem Entziindungsprozess beteiligten Immunzellen
z.B. Lymphozyten geeignet. Um eine durchflusszytometrische Messung
vorzunehmen, sind die Zellen als Suspension aufzubereiten. Die Zellen
wurden durch mehrere hintereinander geschaltete Laser analysiert.
Durch Filtereinheiten wird die Lichtemission geleitet und an nachgeschalteten
Detektoren gemessen. Dabei kann das Fluoreszenzlichtsignal bestimmt
werden wie die Intensitit gebundener Oberflichenantikdrper und
intrazelluldr gebundener Antikoérper (Adan et al, 2017). Bei neuen
Multicolor-Durchflusszytometern kann man meistens
verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe gleichzeitig verwenden. Das resultierende
Signal wird durch Farbfilter getrennt und durch verschiedene Detektoren
gemessen. Die meisten der Fluoreszenzfarbstoffe strahlen eine Farbe nicht
streng aus, sondern ein ganzes Spektrum. Daher bewirkt das
Fluoreszenzsignal eines Farbstoffs einen Impuls, der nicht nur in dem
vorgesehenen Detektor, sondern auch in den anderen Detektoren (z.B. das
Fluorochrom FITC fiihrt nicht nur zur Emission von griinem Licht, sondern
auch zur Emission von rotem Licht) bestimmt wird (Maciorowski et al,
2017). Dieser Effekt beeintrachtigt die Beurteilung der Ergebnisse, sodass man
nicht erfassen kann, welcher Farbstoff das Signal des Detektors verursacht hat.
Dies fiihrt zu einer Verfilschung der einzelnen Parameter, da ein Detektor
nicht nur das Signal eines Farbstoffs misst, sondern zu geringen Anteilen
auch die der anderen Farbstoffe. Diese Art der Uberlappung ist bei der
Signalprozessierung elektronisch durch Kompensation zu vermindern, um eine
richtige Auswertung der Messungen zu erreichen (Roederer et al, 2002).
Durch die Kompensation ist es moglich, die Emissionsspektren der einzelnen
Farbstoffe moglichst klar voneinander zu trennen. Zur Qualitdtskontrolle und
Erhaltung der Reproduzierbarkeit der Messungen ist es notwendig, eine
Kalibrierung  des Durchflusszytometers durchzufiihren. Durch die
Kalibrierung werden die Grundeinstellungen des Zytometers regelmifig

iiberpriift und justiert (Kraan et al, 2003).

19



S. Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, die Dsg3-Peptid-Immunreaktivitit peripherer
spezifischer T-Zellen von PV-Patienten und gesunden Teilnehmenden mittels
Multimer-Technologie zu untersuchen. Die Kohorte bestand aus 25 PV
Patienten und 12 gesunden Probanden. Periphere mononukledre Zellen
wurden aus dem Blut durch Dichtegradientenzentrifugation-basierte
Methode isoliert, in Kultur mit rekombinanten Dsg3 aa1-s66) stimuliert und nach
der Dextramer- Férbung mittels Durchflusszytometrie untersucht. Im
Wesentlichen basiert die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit auf zwei

Hauptmotiven:

- Entwicklung eines ex vivo Assays, mit dessen Hilfe die Dsg3-Peptid-
Immunreaktivitit peripherer autoreaktiver T-Zellen lberpriift werden

kann.

- Untersuchung des Einflusses von Therapie und Krankheitsaktivitit auf

die Dsg3-Epitop Reaktivitit peripherer T-Zellen.

Hierzu  wurden HLA-Klasse II-DRB1*04:02-Dsg3-Peptid-Dextramere
verwendet. Die Wahl der HLA-Klasse-II-Dextramere basiert auf
epidemiologischen Studien, die zeigen, dass HLA- DRB1*04:02-Klasse II
einer der haufigsten mit PV assoziierten Allele in der européischen
Bevolkerung ist, sowie auf einer Arbeit (Eming et al, 2014), in der die
anti-Dsg3-Ig- Antikorper-Produktion nach Gaben von Dsg3-Peptiden getestet
wurde und dadurch wurde indirekt die Stirke der Bindung zwischen TCR und
HLA-Klasse II-Dsg3-Epitope untersucht. Durch die Anwendung von p-
MHC-Dextrameren kann man die Antigenspezifitit von gegen Dsg3
gerichteten autoreaktiven T-Zellen und somit die Rolle einzelner Peptide bei
der Entwicklung und der Erhaltung des PV untersuchen. Diese Arbeit
konnte als Fundament zur weiteren Entwicklung der antigenspezifischen
Immuntherapie dienen, wie z.B. Chimdre Antigenrezeptoren (CAR)
Therapie. Dabei handelt es sich um eine Antigen-spezifische-Therapie, welche
auf die Ausstattung der autologen T-Zellen mit synthetischen

antigenspezifischen Rezeptoren CAR basiert.
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6. Material und Methoden

6.1 Verbrauchsmaterial

Material

Firma

24- well Platte

Thermo Scientific, Denmark,
Roskilde

Zentrifugationsrohrchen 15 ml

Sarstedt AG e Co. KG,
Deutschland, Niimbrecht

Zentrifugationsrohrchen 50 ml

Sarstedt AG e Co. KG,
Deutschland, Niimbrecht

Kryor6éhrchen 2 ml

Greiner Bio-one, Deutschland,
Frickenhausen

Serologische Pipette 5 ml

Sarstedt AG e Co. KG,
Deutschland, Niimbrecht

Serologische Pipette 10 ml

Sarstedt AG e Co. KG,
Deutschland, Niimbrecht

Serologische Pipette 25 ml

Sarstedt AG e Co. KG,
Deutschland, Niimbrecht

DurchflusszytometrieR6hrchen 5 ml
(FACS-Rohrchen)

Sarstedt AG e Co. KG,
Deutschland, Niimbrecht

Citrat-Phosphat-Dextrose-Adenin
(CPDA) Rohrchen 8,5 ml (S- Monovette)

Sarstedt AG e Co. KG,
Deutschland, Niimbrecht

Neubauer Zahlkammer

Paul Marienfeld, Deutschland,
Lauda-Kd&nigshofen

Gefrierbehilter, Thermo Scientific™ Mr.
Frosty™

Fisher Scientific, Deutschland,
Schwerte

6.2 Chemikalien

Gruppe | Produkt Firma
PBMC Dulbecco’s
isolation, | Phosphate Capricorn
Einfriere | buffered  saline Eb.sdoyfergrund,
(PBS) w/o Scientific Deutschland
nund
Auft Ca/Mg, w/0
ultauen | phenol Red
von (steril/filtered)
Zellen, | Roswell Park Cani
Zellkultu | Memorial apricormn
. Ebsdorfergrund,
ren Institute (RPMI) Scientific Deutschland
Medium 1640 cientific Deutschlan.
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Fetal Bovine
Serum (FBS)
Superior
(Standardized
tested for virus
and mycoplasma

Biochrom, Deutschland, Berlin

tested for

endotoxin)

Penicillin/Strepto |Capricorn

micin with L- Ebsdorfergrund,

Glutamin (100x) |Scientific Deutschland

Trypanblau ] o

(Gibco -Losung, Fisher Scientific, Deutschland, Schwerte
0.4 %)

2-Propanol (>
99,8)

Sigma Aldrich, Deutschland, Steinheim

Lymphocytes Capricom

Separation Ebsdorfergrund,

Media (Density  [Scientific Deutschland

1.077 g/ml)

Dimethylsulfoxid |Carl Roth, Deutschland, Karlsruhe
(£ 99,5 %)

Wasch  Medium
fir PBMC (CTL
Anti  Aggregate

Immun Spot, USA, Shaker Heights;

Wash Medium)
Paraformaldehyde [SERVA Electrophoresis, Deutschland,
Dextram | (PFA) pure Heidelberg
;rgeri) e gﬁ;g;ﬁilr(l;;g) Axon Medchem, Niederlande, Groningen
> | (Dasatinib 99,9 %)
FACS- Zombie-NIR Biolegend, Deutschland, USA, San Diego
Messung | (Fixable
Viability kit)
und Fetal Bovine
ELISA- | Serum (FBS) Biochrom, Deutschland, Berlin
Assay Superior
(Standardized

tested for wvirus
and mycoplasma
tested for
endotoxin)

Dulbecco’s
Phosphate
buffered saline
(PBS) (9,55 ¢

IApplichem, Deutschland, Darmstadt

/ L) Pulver

FACS-Flow BD, Deutschland, Heidelberg
FACS-Rinse BD, Deutschland, Heidelberg
FACS-Clean BD, Deutschland, Heidelberg
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Kalibrierungsbeads
(CS&T Research
Beads)

BD, Deutschland, Heidelberg

Magermilchpulver
(A0830,0500)

PanReac Applichem, Deutschland,

Darmstadt

6.3 Puffer und Medien

Medien/ Puffer Komposition
. . RPMI 1640 (w/o L-
Medium fiir Kultur Glutamin) + 10 % FBS +
1% Penicillin/Streptomicin
with 1% L-Glutamin

Einfriermedium 90 % FBS + 10 % DMSO

FACS-Puffer PBS + 5% FBS

PFA 1% PBS + PFA 1%

6.4 Antikorper

Antigen Konjugat | Klon Isotyp Firma

CD45 AF700 2D1 Maus IgG1 Biolegend,
USA, San
Diego

CD19 FITC Hib19 Maus IgG1 Biolegend,
USA, San
Diego

CD14 APC MS5SE2 Maus anti- BD

Human Pharmingen,

Heidelberg

CD3 PerCP- SK7 Maus IgG1 Biolegend,

CyS5.5 USA, San

Diego

CDh4 BV510 RPA-T4 | Maus IgGl1 Biolegend,
USA, San
Diego

BV510 MOPC- | Maus IgG1 Biolegend,

Iso CD4 USA., San
Diego

CDS8 PE / Cy7 SK1 Maus IgG1 Biolegend,
USA, San
Diego
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(P;)Filycoe rytrin) nicht PE0O1 Maus IgGl1 Biolegend,
konjugiert USA, San
Diego
Human - nicht | G17-4 Maus IgG1 BD
IgG4 konjugiert Pharmingen,
Heidelberg
Human - nicht | G17-1 Maus IgG2b | BD
IgG1 konjugiert Pharmingen,
Heidelberg
Maus-IgG HRP Elolyklon i(egnnchen DAKO,
& Denmark,
Glostrup
6.5 Proteine
Protein Herkunft

IL-2 (Rekombinant E.Coli)

Mannheim

Roche Diagnostic, Deutschland,

Domine aa 1-566)

Desmoglein 3 (Extrazelluldre

(Hertl M et al, 1998)

Baculovirus Expression-System

6.6 Kit
Name Inhalt Firma
Antigen-beschichtete
Anti-Desmoglein 3-ELISA | Reagenzgefifie (Format 6 x | Euroimmun,
(IgG) 8) Deutschland,
(zur Detektion Liibeck

von Dsg3- extrazelluldre
Doméne aai-s66))

Kalibrator 3; 2 RE/ml (IgG,
human gebrauchsfertig)

Positive Kontrolle (IgG,
human gebrauchsfertig)

Negative Kontrolle (IgG,
human gebrauchsfertig)

Enzymkonjugat
(Peroxidase-markiertes
Anti-

Human-IgG, aus Kaninchen,
gebrauchsfertig)

Probenpuffer
(gebrauchsfertig)
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Waschpuffer (10fach
konzentriert)
Chromogen/Substrat-
Losung(TMB/H203,
gebrauchsfertig)
Stopplosung (0,5 M
Schwefelsiure,
gebrauchsfertig)
6.7 Dextramer
Name Beschreibung Firma
DRB1*04:02 / LNSKIAFKIVSQEPA / PE
PE- [als Peptid 1 (P1) in der vorliegenden Arbeit Immudex,
Dextramer | bezeichnet] Denmark,
HLA- DRB1*04:02 / TPMFLLSRNTGEVRT/ PE Kopenhag
DRB1*04 [als Peptid 2 (P2) in der vorliegenden Arbeit en
:02- bezeichnet]
Dsg3-Peptide] DRB1*04:02 / REGIAFRPASKTFTV/ PE
[als Peptid 3 (P3) in der vorliegenden Arbeit
bezeichnet]
DRB1*04:02 / NIKVKDVNDNFPMEFR / PE
[als Peptid 4 (P4) in der vorliegenden Arbeit
bezeichnet]
DRB1*04:02 / PVSKMRMATPLLMQA / PE
[als class-II-associated invariant chain peptide ,
(CLIP) in der vorliegenden Arbeit bezeichnet]
6.8 Zellen
Zellen Ursprung
Immun Spot, USA,
Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) Shaker Heights

PV-Patienten, gesunde
Spender, buffy coat
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6.9 Laborausstattung

Gerit

Firma

Pipettboy (Pipetus-Akku)

Hirschmann Laborgerite, Deutschland,
Eberstadt

Binokular invertoskop ( ID 03)

ZEISS, Deutschland, Jena

Binokular Durchlichtmikroskop
(Axiostar)

ZEISS, Deutschland, Jena

Eppendorf-Zentrifuge (5415C)

Eppendorf, Deutschland, Wessling-
Berzdorf

Zentrifuge (Rotina 420 R)

Andreas Hettich, Deutschland,
Tuttlingen

Wasserbad (GFL 1083)

HERAEUS, Deutschland, Hanau

Incubator (Heracell 150)

HERAEUS, Deutschland, Hanau

Durchflusszytometer (BD
LSRFortessa)

BD, Deutschland, Heidelberg

Microplatte Readers (Sunrise)

TECAN, Schweiz, Mannedorf

Kiihlschrank (+4°C) (Glass line)

Liebherr, Deutschland, Buseck

Gefrierschrank (-20°C) (Premium
No Frost)

Liebherr, Deutschland, Buseck

Gefrierschrank (-80°C)
(Herafreeze HFU-Basic Serie)

HERAEUS, Deutschland, Hanau

Stickstofftank Chronos 200
(-197°C)

Cryotherm, Deutschland, Kirchen (Sieg)

6.10 Software

Software Firma

BD FACS Diva BD, Deutschland, Heidelberg
MAGELLAN TECAN, Schweiz, Mannedorf
GraphPad Prism 6 GraphPad Software, USA, San Diego
Microsoft Office 2013 Microsoft, USA, Redmond

6.11 Studienaufbau

Das Studienprotokoll wurde von der Ethikkommission der Medizinischen

Fakultat Universitit Marburg begutachtet und zugelassen (Az. Studie 20/14).

Alle Patienten und gesunde

Kontrollen

gaben eine  schriftliche
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Einverstidndniserklarung zur Teilnahme, nach miindlicher und schriftlicher
Aufklarung tiber die Studie, Ziele, Art der Untersuchung und mogliche
Risiken. Diese Zustimmung konnten die Patienten und gesunde Spender
jederzeit zuriickziehen. Die Studie wurde in der Uniklinik der Universitit
Marburg durchgefiihrt. Insgesamt wurden 52 Patienten (Tabelle 1) mit PV
rekrutiert, die nach EDF/EADV-Richtlinien diagnostiziert wurden (Hertl et al,
2015) aber nur PBMC von 25 PV Patienten wurden mittels Dextramer Farbung
untersucht. Ferner nahmen vier Probanden als Kontrollgruppe an der Studie
teil. Zur Erweiterung der Kontrollgruppe wurden periphere mononukleare
Zellen (PBMC) von sechs HLA-typisierten und zwei HLA nicht typisierten
gesunden Spendern verwendet (Tabelle 2). PBMC aller Probanden wurden
mittels Dextramer Farbung untersucht. Von allen Studienteilnehmern wurden
acht CPDA-Rohrchen pro Patienten (jeweils ca. 8 ml vendses Blut pro
Rohrchen) im Rahmen  von Routineuntersuchungen abgenommen. Im
Folgenden werden die Ein- und Ausschlusskriterien, die bei der Auswahl des

Probandenkollektivs zur Anwendung kamen, dargestellt.

6.11.1 Patienteneigenschaften

- Geschlecht: ménnlich oder weiblich

- Folgende Kriterien zur PV-Diagnose erfiillt:

e Blasen und/oder Erosionen der Haut/Schleimhaut zum Zeitpunkt
der Abnahme oder zu einem fritheren Zeitpunkt.

e Direkte Immunfluoreszenz der Haut bzw. Schleimhaut: in vivo
gebunden anti- epitheliale IgG Antikorper

e Detektion von anti-Ig-Dsg3 Antikorper-Titer im Serum von PV-
Patienten mittels ELISA (<20 relative Einheiten (RE) / ml).

- Bei aktiven Patienten handelt es sich um akuten und chronischen
Patienten, welche sich mit frischen Blasen und/oder Erosionen auf der
Haut bzw. auf der Schleimhaut vorgestellt haben, unter oder ohne
immunsuppressive Therapie (Hertl et al, 2015; Veldman et al, 2004).

- Als sich in Remission befindend wurden Patienten bezeichnet,

die keine bereits untersuchte oder neue Blasen und/oder Erosionen
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seit > 6 Monaten aufwiesen, unter oder ohne immunsuppressive

Therapie.

6.12 Studienablauf

Bei jedem Patienten wurden 8 CPDA-RShrchen (jeweils ca. 8 ml peripheres
vendses Blut) abgenommen. Am selben Tag wurde die Isolation peripherer
mononuklearer Zellen (PBMC) durchgefiihrt, die iiber Nacht bei -80 °C
aufbewahrt und am Tag danach in fliissigem Stickstoff zur langfristigen
Aufbewahrung gelagert wurde. Bei Bedarf wurden die PBMC aufgetaut und
die Zellkultur mit rekombinanten Dsg-3(1-s66) angesetzt. Zur Expansion der T-
Zellpopulationen wurde IL-2 hinzugegeben. Am Tag 10 wurden die Zellen
mittels Dextramer-Assay gefarbt und am darauf folgenden Tag wurde die

durchflusszytometrische Messung durchgefiihrt (Abb. 8).

Tag Tag Tag Tag
1 3 8 9
/ | T \ T 1 / \
Blutentnahme || Auftauen der Zellen, IL-2 Dextramer- | | Durchflusszytometrische
und Kultur von PBMC || Stimulation Firbung Messung
PBMC-Isolation und der Zellen
Dsg3-Stimulation

Abbildung 8. Versuchsaufbau

Die Abbildung veranschaulicht den zeitlichen Verlauf der Studie. Zunéchst
wurden acht CPDA-Rohrchen pro Patienten entnommen, am selben Tag
wurde die PBMC-Isolation durchgefiihrt und die Zellen wurden mindestens
einen Tag bei - 80°C gelagert. Bei Bedarf wurden die Zellen aufgetaut
(Tag 1), plattiet und dem rekombinanten Dsg-3ai-566) hinzugegeben
(Tag 3). Am Tag 3 erfolgte die Stimulation mit rekombinantem IL-2. Die
Dextramer-Fiarbung erfolgte am Tag 8. Am Tag danach wurden die Proben

in Durchflusszytometer gemessen.




6.13 Patientenkollektiv

In der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt 25 PV-Patienten und 12
gesunde Probanden untersucht. Tabelle 1 und Tabelle 2 fassen alle fiir die

Studie wichtigen Eigenschaften der Patienten und Probanden zusammen.

Tabelle 1. Ubersicht der Pemphigus vulgaris Patienten

C Krankheits | an | anti- | Immunosuppressive | HLA- HLA-
aktivitit ti- | Dsg3 | Therapie (pro Tag) | DQB1 | DRB1*
Ds ®
o1 | (RE/
ml)
R
E/
ml
)
1. akut 0 1100 keine n.b. n.b.
2. akut nb | n.b. keine n.b. n.b.
3. akut nb | n.b. keine n.b. n.b.
4, akut 0 1260 keine n.b. n.b.
5. akut nb | nb. keine n.b. n.b.
6. akut 65 | 1060 keine n.b. n.b.
7. akut 29 | 1670 keine n.b. n.b.
8. akut 0 95 keine n.b. n.b.
0. akut 0 176 keine n.b. n.b.
10. akut 63 | 990 keine n.b. n.b.
11. akut 73 | 1160 keine n.b. n.b.
12. akut 36 159 keine n.b. n.b.
13. akut 0 1450 keine n.b. n.b.
14.] Remission 0 39 keine n.b. n.b.
15. akut 22 880 keine n.b. n.b.
16.| Remission 0 30 keine n.b. n.b.
17. akut 73 | 405 keine n.b. n.b.
18.| Remission 1 21 keine 05:03 13:01
19.| chronisch 3 210 Prednisone 5 mg 05:03 14:54
20.| chronisch 0 166 keine 01:02 07:01
21. Remission 0 200 keine 03:02 04:02
22.| chronisch 0 72 Prednisone 30 mg 03:01 14:54
23.| Remission 0 191 keine 03:01 13:05
04:02 08:04
24.| chronisch 2 35 Azathioprine 150 mg | 05:03 13:01
Prednisone 5 mg 06:03 14:01




25.| Remission 7 0 keine 05:01 01:02
05:02 14:01
26.| Remission 0 78 keine 05:03 13:01
06:03 14:01
27.| Remission 0 0 keine 06:03 04:02
03:02 03:01
28.| Remission | 10 | 157 keine 05:03 04:02
03:02 14:01
29.| Remission | 20 | 270 Prednisone 5 mg 03:01 04:02
03:02 11:01
30.| Remission 0 2 keine 03:01 04:02
03:02 11:01
31.| Remission 0 32 keine 03:01 04:02
03:02 11:04
32.| chronisch 0 20 keine 03:01 14:54
05:03 08:04
33.| Remission 5 4 keine 04:02 04:02
03:02 08:01

34.| Remission 2 3 keine n.a. n.a.
35.| Remission 3 683 keine 03:02 03:--
02:-- 14:--
36.| Remission 5 2 keine 03:02 14:--
05:03 04:02
37. akut 4 94 Prednisone 20 mg 01:01 05:01
Azathioprine 100 mg | 11:04 03:01

38.| chronisch 92 | 101 keine n.b. n.b.
39. akut 11 20 | Azathioprine 100 mg | 05:03 13:01
7 06:03 14:04
4(0.| chronisch 0 0 Mycophenolate 03:01 04:02
mofetil 2 ¢ 03:02 | 11:04
41. akut 18 178 Prednisone 25 mg 05:03 13:01
¢ 06:03 14:54
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42.| Remission 7 153 Prednisone 7.5 mg n.b. n.b.
43.| Remission 3 334 keine 03:02 13:05
08:04 04:02
44.| Remission | n.b | n.b. Rituximab 500 mg n.b. n.b.
. Prednisone 25 mg
45.| Remission 2 39 Prednisone 2 mg n.b. n.b.
Methotrexate 15 mg
per week
46.] Remission | nb | n.b. keine n.b. n.b.
47.| Remission 9 33 Prednisone 4 mg n.b. n.b.
Mycophenolate
48.| Remission 4 66 Prednisone Smg n.b. n.b.
Ciclosporine 150 mg
49.| Remission | 38 | 177 keine 05:03 01:01
2
05:01 14:54
50.| Remission | 24 0 Prednisone 5 mg n.b. n.b.
5
Mycophenolate
mafotil ) o
51.| Remission 9 643 keine 05:03 14:01
02:02 07:01
52. n.b. nb | nb. n.b. 03:02 04:01
05:03 14:54
Tabelle 2. Ubersicht der gesunden Spender
C Ursprung Alter HLA-DQB1* HLA-DRB1*
53 Buffy coat n.b. n.b. n.b.
54 Buffy coat n.b. n.b. n.b.
55 Rekrutierter 73 n.b. n.b,
Proband
56 Rekrutierter
Proband 52 n.b. n.b.
57 Rekrutierter 54, 03:- 04:02
Proband 14:- 03:-
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Rekrutierter 80 03:02 04:02
58 Proband 02:- 14:01
Kommerziell 04:02 03:02
59 erworbene 55 04:02 04:02
PBMC
Kommerziell
60 erworbene 55 04:02 13:05
PBMC 04:02 04:02
Kommerziell 03:01 11:01
61 erworbene 35 05:03 14:04
PBMC
Kommerziell 05:03 13:02
62 erworbene 43 06:04 14:54
PBMC
Kommerziell 02:02 07:01
63 erworbene S1 05:03 14:54
PBMC
Kommerziell 03:01 04:05
64 erworbene 40 05:03 12:02
PBMC

6.14 Humanes Leukozyten Antigen- Klasse
II- Allele- Bestimmung

Untersuchungen beziiglich der HLA-Klasse II-Allele der PV-Patienten und
gesunder Spender erfolgten durch die Verwendung von DNA-
Sequenzierung im Institut fiir Klinische = Immunologie  und
Transfusionsmedizin der Universitit Gieflen. Daneben verwendeten wir
kommerziell erhéltliche periphere mononukleare Zellen (PBMC), die vom

Hersteller typisiert wurden (Probanden vom 59 bis 64 nach der Tabelle 2).

6.15 Blutentnahme

Die Blutentnahme bei den Patienten und gesunden Spendern erfolgte
mittels CPDA- Blutréhrchen, die jeweils 1 ml Citrat-Phosphat-Dextrose-
Adenin enthielten. Citrat verhindert eine vorzeitige Blutgerinnung. Phosphat-

Dextrose-Adenin dient als Energielieferant fiir die Blutzellen.
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6.16 Desmoglein 3-Antikorper-ELISA

Zur Bestimmung der anti-Dsg3 IgG Antikorper-Titer in Serumproben von PV
Patienten wurden kommerziell erhiltliche ELISA-Kits (Euroimmun, Anti-
Desmoglein 3 ELISA) zum Einsatz gebracht. Als Cut-off fiir die anti-Dsg3-
IgG Positivitit wurde durch den Hersteller der Wert von 20 RE/ml festgesetzt.
Zur Detektion von anti-Dsg3-IgGi und —IgG4 bei PV-Patienten ohne Therapie
wurde ein im Haus etablierter ELISA (Euroimmun, Anti-Dsg3aal-s66)-
IgG) verwendet. Zusétzlich fanden murine anti-humane-IgGi- und —IgGs- IgG,
die nicht an Enzyme gekoppelt sind, und HRP konjugierte anti-Mause-IgG-
IgG (aus Kaninchen) als Detektion-Antikorper Anwendung. Je nachdem, ob
die bereits gemessenen IgG-Titer von PV Patienten <200 RE/ml oder > 200
RE/ml waren, wurden die Serum-Proben 1:101 bzw. 1: 400 mit
Probenpuffer verdiinnt. In jedes Well wurden 100 pl der jeweiligen Proben
pipettiert und 30 Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend
wurden alle Wells dreimal mit gebrauchsfertigem Waschpuffer gewaschen
und nach dem letzten Dekantieren wurden die Platten ausgeklopft und die
Wells-Réander mit Papiertuch getrocknet. Infolgedessen wurden 100 pl anti-
humane-IgGi- und —1gGs- IgG pro Well dazugegeben (6,25 ng/ml in PBS + 5 %
Milch- Pulver). Nach einer erneuten 2 stiindigen Inkubation bei
Raumtemperatur, wurden die Wells noch dreimal wie bereits beschrieben
gewaschen. AnschlieBend wurden 100 pl / anti-Mause- 1gG (25 nM/L in
Waschpuffer + 2% Magermilchpulver) pro Wells hinzugefiigt und die Platten 1
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Entfernung nicht-gebundener
Detektion- Antikérper wurden, wie oben erwéhnt, alle Wells gewaschen.
Als Substrat diente 100 ul Chromogen/Substrat-Losung pro Well, die genau
15 Minuten im Dunkeln inkubiert wurde. Durch Zugabe von 100 pl
Stopplosung wurde die Enzymreaktion beendet und die Proben direkt im
Anschluss am Spektrophotometer bei 450 nm als Messwellenldnge und bei

650 nm als Referenzwellenldnge der Messung unterzogen.
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6.17 Allgemeines hinsichtlich der Zellkultur

Zellkulturarbeit wird unter streng sterilen Bedingungen durchgefiihrt,
um  bakterielle Kontaminationen zu vermeiden. Die  benutzten
Verbrauchsmaterialien waren steril verpackt oder wurden autoklaviert und erst
in der Sterilbank ge6ffnet. Benutzte Chemikalien entsprachen hdochster

Reinheit.

6.18 Produktion von rekombinantem
Desmoglein 3-Protein

Das fertige rekombinante Dsg3-Protein lag bereits vor, seine Produktion
wurde zuvor von Mitarbeitern des Labors ,,Dermatologische Forschung*
von Philipps-Universitit Marburg durchgefiihrt. Zur Produktion von
rekombinanten humanen Dsg-3ai-s66) wurden High-Five Insekte Zellen mit
einer Zelldichte von 3 x 10® plattiert, die Infektion der Zellen erfolgte mit
PVhis baculovirus bei einer multiplicity of infection (MOI) von 10. Die
Uberstéinde der Baculovirus infizierten Zellkulturen wurden nach vier
Tagen gesammelt, die Dsg3-Proteinaufreinigung erfolgte mittels

nitriloacetic acid Agarose nach Herstellerhinweisen (Hertl et al, 1998).

6.19 Isolierung mononuklearer Zellen aus
peripherem Blut

Alle folgenden Arbeitsschritte wurden unter der Sterilbank durchgefiihrt.
Zunichst wurden die mit Blut von Patienten gefiillten CPDA-R6hrchen fiir 10
min bei 397 g und 22 °C mit Bremse zentrifugiert. Nach der Zentrifugation
lagen folgende Phasen vor: Die obere Phase bestand aus Plasma, die untere
Phase aus Zellsediment. Das Plasma wurde abpipettiert, aliquotiert und bei -20
°C gelagert. Die untere Phase wurde mit PBS mit einem Verhiltnis 1:1
verdiinnt und langsam  auf Lymphozyten-S-Media  (Dichte: 1,077
g/ml) geschichtet. Durch die darauffolgende Zentrifugation bei 528 g,
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30 min und 22 °C ohne Bremse wurden alle Bestandteile entsprechend
threr Dichte aufgetrennt. Das Zellsediment bestand aus Erythrozyten und
Granulozyten, die oberste Schicht aus Blutplasma und Thrombozyten. In der
Mitte der obersten Schicht befand sich eine weile Interphase, die PBMC-
Schicht (Abbildung 9). Ferner wurden PBMC abpipettiert und zweimal mit
kaltem PBS gewaschen. Nach letztmaligem Dekantieren wurden die Zellen

in RPMI resuspendiert und ausgezihlt.

Plasma
Blut
- PBMC |
’ LSM.
LSM.
Erythrozyten
Vor der Zentrifugation Nach der Zentrifugation

Abbildung 9. Isolierung von peripheren Blut-mononukleiren Zellen

mittels Dichtegradientenzentrifugation

A) Diluirtes Blut auf lypmhocyte separation media vorsichtig geschichtet. B)
Nach einer Zentrifugation bei 528 g, 22°C, 30 min lang mit ausgeschalteten
Bremse erhielt man folgende Auftrennung (von unten nach oben):
Erythrozytenpellet and Granulozyten, lymphocyte separation media-Schicht
(L.S.M.), PBMC-Schicht, Plasma. PBMC-Schicht wurde vorsichtig
abpipettiert und weiter bearbeitet. Quelle: (https://bio-protocol.org/e3139).




6.20 Zellzahlbestimmung

Im Anschluss erfolgte die Zellzahlbestimmung durch die Verwendung
einer Neubauer Zdhlkammer. Die Zellen wurden mit einer Pipette unter
sterilen Bedingungen durchmischt und 10 pL der Zellsuspension wurde zu 10 pl
Trypanblau in einem Well (96 Plate-Wells) pipettiert, so dass die Verdiinnung
1:2 betrug. Darauthin wurden 10 pl dieser Mischung auf eine Neubauer
Zellzahlkammer mit aufgelegtem Deckglas aufgetragen. Die Zellzahl
wurde unter dem Lichtmikroskop in vier grolen Quadranten bestimmt und
dann die Mittelwerte errechnet. In der Berechnungsformel musste der
Verdiinnungsfaktor durch die Zugabe von Trypanblau beriicksichtigt

werden. AnschlieBend wurde die Zellzahl mit der folgenden Formel berechnet:
Mittelwerte x F x 10*x V

F= Verdiinnungsfaktor (1:2)

V = Volumen (ml)

6.21 Kryokonservierte periphere Blut-
Lymphozyten

Isolierte PBMC wurden in einer Konzentration von 1x107/ml in Einfriermedium
(RPMI + 10% DMSO) eingefroren. Nach der Bestimmung der Zellzahl folgte
die Zentrifugation der Zellen fir 10 min bei 397 g und 4 °C. Die
zentrifugierten Zellen wurden in eiskaltem FCS resuspendiert. 0,5 ml des
Einfriermediums wurden jeweils in Kryordhrchen bei -20-°C vorgekiihlt
und mit 0,5 ml der PBMC-Suspension (= 1x107 Zellen) aufgefiillt.
Die kryoréhrchen wurden zundchst {iber Nacht in einem mit 2-Propanol
gefiillten Gefrierbehélter (Kiihlungsrate von -1 °C/Minute) bei -80 °C
gelagert. Am nidchsten Tag wurden die Kryordhrchen zur langfristigen

Aufbewahrung in fliissigen Stickstoff iiberfiihrt.
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6.22 Auftauen der peripheren mononukleare
Blutzellen

Bei Bedarf wurden die PBMC folgendermallen aufgetaut: da DMSO in
fliissigem Zustand zelltoxisch wirkt, musste beim Auftauen der Zellen darauf
geachtet werden, dass sie rasch in das Kulturmedium aufgenommen wurden.
Nachdem die Kryokonservierrdhrchen aus dem fliissigen Stickstofftank
entnommen wurden, wurden sie zum Arbeitsplatz transportiert und sofort im
Wasserbad bei 37°C fiir einige Minute so belassen, bis keine Kristalle mehr
erkennbar war. Nach Desinfektion der Rohrchen wurde der gesamte Inhalt eines
Kryordhrchens in ein 50 ml Roéhrchen tiberfiihrt. Die Zellen wurden tiber 10
Minuten bei 397 g und 4 °C abzentrifugiert und der Uberstand anschlieBend
verworfen. Danach wurde das Zellsediment in 2 ml RPMI + 1%
Penicillin/Streptomicin + 1% L-Glutamin vorsichtig resuspendiert, und die
Zellen wurden mittels einer Neubauer Zellzihlkammer, wie unter 6.20
beschrieben, ausgezéhlt. Das Auftauen von kommerziell erworbenen
eingefrorenen PBMC erfolgte gemdll Bedienungsanleitung des Herstellers und
die Zellkultur wurde wie bereits oben beschrieben angesetzt. Kurz nach dem
Auftauen von Kryorohrchen im Wasserbad wurden die Zellen mit ,,CTL Anti
Aggregate Wash Medium* zweimal gewaschen, bei den gleichen
Kulturbedingungen angesetzt, mittels Dextramer-Dsg3-Peptide

gefarbt und am Durchflusszytometer gemessen.

6.23 In-vitro-Stimulation von

antigenspezifischen CD4+ T- Zellen

Die kryokonservierten PBMC von Patienten und gesunden Spendern
wurden wie schon beschrieben aufgetaut und unter dem Mikroskop
ausgezdhlt. Nach dem Auftauen der Zellen betrug die effektive Ausbeute
zwischen ca. 4 x 10° und 7 x 10° Zellen. In 24-Wells-Platte wurden die
Zellen in einer Dichte von 2 x 10° in 2 ml RPMI-Medium / pro Well
ausgesit. Rekombinantes humanes Dsg-3(aa1-566) Protein wurde am selben Tag

in einer Konzentration von 10 mg/ml hinzugegeben. Die Zugabe von 10 U/ml
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IL-2 als Wachstumsfaktor erfolgte nach 48 Stunden. Am Tag 7 wurden die
Dextramer-Farbung (Paragraph 6.25) und die darauffolgende Fixation mit PFA
durchgefiihrt.

6.24 Humane Leukozyten Antigen-Klasse II-
Dextramer

Die eingesetzten Dextramere wurden von der Firma Immudex bezogen. In der
untenstehenden Tabelle sind alle Dextramere-Eigenschaften und die

entsprechenden Dsg3-Peptide zusammengefasst.

Tabelle 3. HLA-Klasse II- Desmoglein 3-Peptid-Dextramer- Eigenschaften

DSG3-Peptide HLA Aminosiure- Fluoro Cat.
sequenz chrom No.
P1 DRBI1* | LNSKIAFKIVSQEPA | PE FJ1004
Dsg3(aa190-204) 0402 0-PE
P2 DRB1* | TPMFLLSRNTGEVRT | PE FJ1004
Dsg3(aa206-220) 0402 1-PE
P3 DRBI1* | NIKVKDVNDNFPMFR | PE FJ1004
Dsg3 aa254-268) 0402 3-PE
P4 DRBI1* | REGIAFRPASKTFTV | PE FJ1004
Dsg3(aa378-392) 0402 2-PE
CLIP DRBI1* | PVSKMRMATPLLMQ | PE FJ1000
0402 A 2-PE

6.25 Dextramer-Fiarbung

Parallel zur Fiarbung der T-Zellen mit den Dextramer-HLA-Peptiden fand
die Detektion verschiedener Oberflichenmarker statt, sodass die Dextramer
positiven T-Zellen dann auf verschiedene = Markerkombinationen gegated

werden konnten. Pro Patient und gesunden Spender erfolgen 9 Ansétze:

38



Tabelle 4. Durchflusszytometrischer Vorgang

1 2 3 4 5 6 7 8 9

CL CL
I1P1 1P2
Negative Negative
Kontrolle Kontroll

Ungefirbt| P1 P2 P3 P4 Dsg3

Dsg3 Dsg3 | Dsg3 | Dsg3 | (Pept

(2a190- (@a2206- | (aa254- | (an378- ide-
204) 220) 268) 392) Pool)

Iso-
CD4+

(fiir e (fiir
Peptide- einzelne
Pool) Peptide)

Dem Auftauen und der Bestimmung von der Zellzahl folgte das Pipettieren
der in RPMI resuspendierten Zellen in einer Konzentration von 10°
Zellen/ml in FACS-Rohrchen, die nachfolgend bis 2 ml mit RPMI +1%
Penicillin/Streptomicin mit 1% L-Glutamin aufgefiillt wurden. Nach einer
Zentrifugation bei 601 g und 4 °C fiir 5 min wurde der Uberstand verworfen und
alle Proben mit PBS + 5 % FCS gewaschen. Unter den gleichen Bedingungen
fiihrte man eine erneute Zentrifugierung der Zellen durch, der Uberstand
wurde sorgféltig verworfen und der Rand der FACS-Rohrchen vorsichtig mit
einem fusselfreien Tuch trockengetupft. Das verbliebene FACS-Puffer-
Volumen betrug hiernach ca. 50 Microliter (nl). Nach einer Zugabe von 50 pl
Protein-Kinase-Inhibitor (PKI) (50nM) wurden die R6éhrchen 30 min lang bei
37 °C und 5 % CO: inkubiert. Dextramer- Rohrchen wurden bei 1207 g in einer
Eppendorf-Zentrifuge fiir 1 min zentrifugiert. Darauffolgend wurden 4
pl  (Tubes 2-3-4-5 jeweils mit der entsprechenden Dextramer-Dsg3-
Peptide) und 16 pl (4 pul jeder Dextramer-Peptide ins Tubes 6) hinzugegeben
und alle Proben 30 min lang bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Da
die  Dextramer-Dsg3-Peptide-Reaktivitit von der Dextramer-Menge
abhingig ist, bestand Notwendigkeit zweier negativen Kontrollen, einmal fiir
die einzelne Dextramer-Peptide (4 pl CLIP, Tube 7) und einmal fiir das
Dextramer-Peptide-pool (16 ul CLIP, Tube 8). Alle Proben wurden nach 30
min zweimal mit 2 ml PBS + 5% FCS gewaschen und zweimal zentrifugiert.
Nachdem der Uberstand beim letzten Schritt dekantiert wurde, wurden 1 ul anti-
PE-Antikérper (10 pg/ml) hinzugefiigt und 20 min bei 4°C im Dunkeln
inkubiert. Der nichste Schritt beinhaltete das Waschen mit 3 ml PBS und die

darauffolgende Zentrifugation 5 min lang bei 601 g und 4 °C. Nach der
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Entsorgung des Uberstandes und dem Trockentupfen der Réhrchen- Rinder mit
einem fusselfreien Tuch wurden 70 pul Zombie-Losung [Stock-Lésung 1:350 in
PBS (9,55 g/ L)] und 1 pl aller oberflachlichen- Marker zur Detektion von T-
Zellen (CD45, CD19, CDI14, CD3, CD4) in 5ca 70ul verbleibende Losung
dazugegeben und die Rohrchen fiir 20 min bei 4 °C im Dunkeln liegen
gelassen. Am Ende der Inkubation wurde 1 ml PBS + 5% FCS in alle
Rohrchen pipettiert. Die letzte Waschung mit 1 ml PBS erfolgte nach der 5-
miniitigen Zentrifugation bei 601 g und 4°C. Nach dem letzten
Dekantieren wurden die Zellen anschlieBend mit 500 ul PFA 1% fixiert.
Die Messung am Durchflusszytometer fand am folgenden Tag statt. Um die
Reproduzierbarkeit der Messergebnisse zu Ttberpriifen, wurden bei 10
Patienten mehrere FACS-Messungen durchgefiihrt. Die Tabelle 5 zeigt
die Rohdaten verschiedener Messungen zur Uberpriifung der Dextramer-

Reproduzierbarkeit.

6.26 Durchflusszytometrische Messung

Das optische System des Durchflusszytometers ,,BD LSRFortessa“
besteht aus 16 Fluoreszenzdetektoren sowie einem Vorwirts- und einem

Seitwartsstreulichkeitdetektor:

- 405nm  (violett) Diodenlaser (6 Fluoreszenzdetektoren)
- 488nm (blau) Diodenlaser (2 Fluoreszenzdetektoren)
- 56l nm (gelb/griin) Diodenlaser (5 Fluoreszenzdetektoren)
- 635nm (rot) Diodenlaser (3 Fluoreszenzdetektoren)

Die Grundeinstellungen des Durchflusszytometers wurden anhand von
fluoreszierenden Kalibrierungs- Beads regelmidflig 1 Mal pro Woche
iiberpriift. Eine maximale Flussrate von

400 Ereignissen wurde festgelegt, und die Einstellung am Zytometer
gegebenenfalls manuell reguliert. Neben den oberflichlichen Markern von
T-Zellen wurde eine Zombie-Losung verwendet, um lebendige von toten
Zellen zu unterscheiden. Nach jeder Messung erfolgte die Reinigunsroutine
mittels FACS-Clean, FACS-Rinse und Millipore-Wasser jeweils 5 Min lang.

Zunichst wurden die Zellaggregaten ausgeschlossen. Moglich war dies durch
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die Verwendung von FSC-A und FSC-H. Anhand der FSC-A und SSC-A
wurde die Lymphozytenpopulation markiert. Abbildung 11 zeigt die Strategie,
die in der vorliegenden Arbeit angewendet wurde. Ferner wurde dem
Lymphozyten-Gate auf die T-Zellpopulation gegatet, welche als CD3+
CD19- CD14- Zellen definiert wurde. Aus der hieraus definierten T-Zell-
Population wurden CD4+ Dextramer+ / Zell-Subpopulationen abgegrenzt und
deren prozentualer Anteil bestimmt. Durch die CD4+ Isotypenkontrolle
kann das AusmaB der wunspezifischen Bindung von Antikdrpern

abgeschitzt werden. In Abbildung 10 ist die Gating-Strategie dargestellt.

FSC-H
CD19
CD4

=
= =y Ty
0t f 0 0wttt

»

CD14 T Dsg3-Dextramer'

Abbildung 10. Gating-Strategie zur Identifizierung der Dextramer +
peripherer CD4+ T Zellen

A) FSC-H gegen FSC-A, Ausgrenzung von Zellenaggregaten. B) SSC-A
gegen FSC-H; Auswahl von Lymphozytenpopulation. C) Zombie APC-
Cy7-A gegen CD3 PerCP-Cy5-5-A, Ausschluss von toten Zellen.
D ) CD19 FITC-A gegen CD14 APC-A, Differenzierung verschiedener T-
Zellen-Populationen. E) CD4 BVS510-A gegen Dsg3 - Dextramer PE-A,

Identifizierung von CD4+ Dextramere+ Zellen.

In der Abbildung 11 ist das Aussehen von Dextramer-CD4+-Gates
dargestellt, d.h. fiir den Dextramer-Dsg3-Pool- (A) und die einzelnen Dsg3-
Peptide (B-E). Als Iso-CD4-Gate (F) wurde die Isotypen-Kontrolle zur
richtigen Identifikation von CD4+ Zellen angesetzt. Dextramer- CLIP1-Gate
ist eine Kontrolle flir den Dextramer-Dsg3-Peptid-Pool (G), die Dextramer-
Dsg3- CLIP2-Farbung (H) eine Kontrolle fiir die Dextramer-Dsg3-Peptide (B,
C, D, E). Ungefarbt- Gates (I) dient als negative Kontrolle sowohl fiir
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Dextramer-Dsg3-Pool und die einzelne Peptid—Dsg3-Peptide als auch fiir
Dextramer-CLIP1 und —CLIP2 Farbungen.
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Abbildung 11. Darstellung der Dextramer-Dsg3-Peptide Firbungen von
peripheren CD4+ T-Zellen

In der Abbildung sind Dextramer + CD4 + T-Zellen (in den rechten oberen
Quadranten jedes Gate) angezeigt. Dargestellt sind die Gates filir ungeférbte
Kontrolle (A), Dextramer-Dsg3-Peptide (aal90-204 (B), aa206-220 (C),
aa254-268 (D), aa378-392 (E)), Dextramer-Dsg3-Peptid- Pool (F) sowie die
Gates von negativen Kontrollen Dextramer-CLIP1 (G), Dextramer-CLIP2 (H)
und Isotyp-Kontrolle CD4+ (I).

6.27 Statistik

Die Datenerfassung und die statistische Auswertung erfolgten unter der
Verwendung von Excel- Version 2013 bzw. Graph Pad Prism Version 6.0.
Ein unpaarig-t-Test nach Mann-Whitney wurde als statistischer Test zum
Vergleich von verschiedenen Gruppen (PV-Patienten vs. gesunde

Kontrollen) herangezogen. Als statistisch signifikant wurden p-Werte < 0,05
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festgelegt und das Signifikanzniveau ist mit * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p
< 0,001 angegeben. Zur Darstellung der einzelnen Ergebnisse bediente man

sich in der vorliegenden Arbeit der Scatter-Plots.
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7. Ergebnisse

7.1 Detektion autoreaktiver Desmoglein-3-
spezifischer T Zellen bei Pemphigus vulgaris

Patienten und gesunden Spendern

Die Daten aus Abbildung 12 =zeigen die mittels Durchflusszytometrie
untersuchte Dextramer-Dsg3- Reaktivitdt peripherer CD4+ T-Zellen von PV
Patienten und gesunden Spendern. Dabei setzt sich die PV Gruppe aus
Patienten ohne und unter Therapie sowie aus Patienten mit aktiver Erkrankung
und sich in Remission befindenden Patienten zusammen. Genotypisch weisen 6
PV Patienten und 4 gesunde Spender HLA-DRB1*04:02 auf, 6 PV Patienten
und 4 gesunde Spender besitzen HLA-DRB1*05:03 und lediglich 2 PV
Patienten sind HLA-DRB1*04:02 und HLA-DRB1*05:03 positiv. Die
verbleibenden Patienten und gesunden Spender wurden nicht typisiert bzw.
besitzen andere Allele, bei denen sich keinerlei Bezug auf PV-Pathogenese
herleiten ldsst. Die phédnotypische Untersuchung hinsichtlich der Reaktivitét
der Dextramer-Dsg3-Peptide brachte hervor, dass diese bei den PV Patienten
im Vergleich zu den gesunden Spendern erhoht ist. Bezeichnend ist hierbei die
Tatsache, dass, obwohl bei der Reaktivitit einzelner Dextramer-Dsg3-Peptide
in den beiden Gruppen kein statistisch signifikanter Unterschied vorlag, dieser
sich jedoch bei der Betrachtung der Reaktivitdt der Dextramer-Dsg3-Pools
feststellen lie und bei den PV Patienten signifikant hoher ist als bei gesunden
Spendern (*p = 0,0263). Kein Unterschied zeigte sich jedoch auch bei der
statistischen Auswertung der genotypisch identischen PV-Patienten und

gesunden Spender.

44



@ -oroiv0202 'V =prBi*05:03 [ =DRBI%04:02/ DRBI1#05:03 () = nicht bekannt / andere

*

0.30
0.25
0.20 v
0.15+

8:18 Y i ’

0.05 v o M

% Dextramer' lebende Zellen
CD3" CD19 - CD14 CD4"
-

0.00--- - woowe. ...cwme - - VGOOW - QIS G @ G VOSSN N O W

) % 0 > > o Y Q >
I GV B < 5 g B &
) IS - S P

PV Patienten Gesunde Kontrollen

Abbildung 12. Dextramer-Dsg3-Peptide-Reaktivitit bei PV-Patienten

und gesunden Kontrollen

In der Graphik wurde die Dextramer-Dsg3-Peptide-Reaktivitit lebendiger
peripherer CD4+ T-Zellen dargestellt. Der prozentuale Anteil von CD4+
Dextramer + T-Zellen wurde in der Y-Achse dargestellt. In der y-Achse
sind die Dsg3- Peptide angezeigt. Rot und blau wurden Patienten positiv fiir
HLA-DRB1*04:02 bzw. HLA-DQR1*05:03 markiert. Die 2 PV Patienten
positiv fiir HLA-DRB1*04:02 und HLA-DRBI1*05:03 wurden als griin
dargestellt. Pool= Dextramer-Dsg3-Dsg3(190-204) + Dextramer-Dsg3 206-220) +
Dextramer-Dsg3254-268) + Dextramer-Dsg3378-392). PV-Patientenanzahl = 25;

Gesunde Kontrollanzahl = 12.

7.2 Einfluss der Therapie auf autoreaktive T-

Zellen bei Pemphigus Vulgaris Patienten

Ferner wurde eine Stratifikation nach Therapie vorgenommen (Abb.13). Die
Behandlung der unter medikamentdser Therapie stehenden Patientengruppe
belief sich auf immunsuppressive Malnahmen (Steroid =+ adjuvante
immunmodulatorische Therapie, wie in der Tabelle 1 angezeigt, s.o. Seite 29,

30, 31), hingegen lag bei der Patientengruppe ohne Therapie die Einnahme
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immunsupprimierender Medikation seit mehr als sechs Monaten zurlick.
Insgesamt ldsst sich beobachten, dass die Reaktivitdt gegen Dextramer-Dsg3-
Peptide bei sich in Remission befindenden PV Patienten unter Therapie, im
Vergleich zu Patienten ohne Therapie, abnimmt. Genauer genommen zeigt sich
bei HLA-DRB1*04:02 PV Patienten eine hohere Dextramer-Dsg3-Peptid
Reaktivitdt in der Gruppe der Patienten mit remittierender Erkrankung ohne
Therapie als bet HLA-DRB1*05:03 PV Patienten derselben Gruppe. Obwohl
PV Patienten mit remittierender Erkrankung ohne Therapie eine insgesamt
hohere Dsg3-Dextramere Reaktivitdt zeigen, ist jedoch kein statistisch

signifikanter Unterschied nachweisbar.
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Abbildung 13. Einfluss der immunsuppressiven Therapie auf die

Dextramer-Reaktivitiit peripherer Dsg3 spezifischen T-Zellen

In der Abbildung werden PV Patienten unter Therapie, ohne Therapie, in
Remission und aktive PV Patienten dargestellt. HLA:DRB1:0402 positive
Patienten und Kontrolle wurden rot markiert, HLA:DQR1:0503 blau markiert
und nur 2 PV Patienten wurden griin angezeigt,

HLA:DRB1:0402 und HLA:DQR1:0503

die positiv fiir
sind. Pool= Dextramer-Dsg3-
Dsg3(190-204y + Dextramer-Dsg306-2200 + Dextramer-Dsg3378.392)  +
Dextramer-Dsg3254-268). Ohne Therapie aktive PV-Patientenanzahl = 2; Ohne

Therapie remission PV-Patientenanzahl = 12; Mit Therapie aktive PV-

Patientenanzahl = 4; Mit Therapie remission PV-Patientenanzahl = 6.
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7.3 Krankheitsaktivitit und autoreaktive T-

Zellen beim Pemphigus Vulgaris

Infolge  der

Stratifikation

nach  Krankheitsaktivitit wurden PV-

Patientengruppen mit aktiver und remittierender Erkrankung verglichen. (Abb.

14). Die Definitionskriterien von aktiver und remittierender PV-Erkrankung

wurden bereits im Paragraph 6.11.1 (s.o. Seite 27) erwéhnt.
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Abbildung 14. Dextramer-Dsg3-Reaktivitit von aktiven wund in

Remission Patienten

Dextramer-Dsg3-Peptide-Positivitdt wurde als prozentuale Anteil peripherer
CD4 + T-Zellen bei aktiven und in Remission PV Patienten dargestellt. Rot
und blau wurden Patienten positiv fir HLA-DRB1*04:02 bzw. HLA-
HLA-
DRB1#04:02 und HLA-DRB1*05:03 dargestellt. Pool= Dextramer-Dsg3-

DQR1*05:03 markiert, griin wurden Patienten positiv fiir

Dsg3(190-204y + Dextramer-Dsg3206-2200 + Dextramer-Dsg3378-392) +
Dextramer-Dsg3(2s4-268). Aktive PV Patientenanzahl = 6; In Remission PV

Patientenanzahl = 18;

Grundsétzlich zeigte sich in der Remissionsgruppe eine hohere Dextramer-

Dsg3-Reaktivitit.

Die Reaktivitdtsdifferenz lie sich jedoch nicht in jeder
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genotypischen Gruppe gleichermallen feststellen — so war in der Gruppe der
HLA:DRB1*04:02 positiven Patienten, bei den sich in Remission befindenden
Patienten eine hohere Reaktivitdt nachweisbar ist als bei den Patienten mit
aktiver Erkrankung. HLA-DRB1*05:03 positive PV Patienten beider Gruppen

wiesen hingegen eine dhnliche Dextramer Reaktivitdt auf.

7.4 CLIP (Class-II-associated invariant chain
peptide) Reaktivitit

AnschlieBend wurde die CLIP- Reaktivitit bei PV Patienten und gesunden

Spendern untersucht.

0.304

0254 @ -DRBI*04:02
0.204 ¥ =DRBI*05:03
= 0.157 o B =DRBI*04:02 / DRB1*05:03
=45 8]8 )
K&JJ o) QO = nicht bekannt / andere
54 -
= 3 °
20
ITRe
& o
£
8O 0.05+
j= i o
aa *
- O 3 o v
> s
L= ; .
v G T,
o . o}
0,00+ T -CLT e $ ..o,
T T T
€V N Vv N
R R R
[N [N
PV Gesunde
Patienten Kontrollen

Abbildung 15. CLIP (Class-II-associated invariant chain peptide)

Reaktivitit bei PV Patienten und gesunden Kontrollen

CLIP-Reaktivitit wurde als prozentuale Anteil peripherer CD4 + T-Zellen
bei PV Patienten und gesunden Kontrollen dargestellt. Rot und blau wurden
Patienten und Probanden positiv fiir HLA-DRB1*04:02 bzw. HLA-
DQR1*05:03 markiert. Die 2 PV Patienten positiv fiir HLA-DRB1*04:02
und HLA-DRB1*05:03 wurden als griin dargestellt. CLIP 1 = negative
Kontrolle fiir Dsg3 Pool Gruppe. CLIP 2 = negative Kontrolle fiir einzelne

Dsg3 Peptide. PV Patientenanzahl = 25; Gesunde Kontrollenanzahl = 12.
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In der Graphik sind 2 CLIP Gruppen dargestellt. CLIP 1 ist die negative
Kontrolle fiir die Dextramer-Dsg3-Pool Gruppe und CLIP 2 ist die negative
Kontrolle fiir die Dextramer-Dsg3-einzelne Peptide Gruppe. Interessenterweise
zeigen die PV Patienten eine unspezifische CLIP-Reaktivitit, wobei es bei
CLIP 2 Gruppe ausgeprigter ist als bei CLIP 1. Insgesamt zeigen die HLA-
DRB1*04:02 Patienten und gesunde Spender eine hohere Reaktivitdt als HLA-
DRB1#05:03 Patienten und gesunde Spender. Es ist jedoch kein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen den PV Patienten und gesunden Spendern

nachweisbar.
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8. Diskussion

8.1 Dextramer-Assay als Gold Standard zur

Detektion peripherer autoreaktiver T-Zellen

In der vorgelegten Arbeit wurden Dsg3 spezifische periphere T-Zellen von PV
Patienten mittels Dextramer-Dsg3-Peptide-Farbung untersucht. Nach der
PBMC Isolation wurden antigenspezifische T-Zellen durch die Zugabe
rekombinanter Dsg3ai-s66) stimuliert. Das in dieser Arbeit angewandte
Baculovirus-System hat ermoglicht, ein rekombinantes Dsg3-Protein zu
produzieren, welches eine dhnliche Immunogenitit wie das native Dsg3-
Protein aufweist. (Hertl et al, 1998, Ishii et al, 1997, Miiller et al, 2006,
Miiller et al, 2008). Dariiber hinaus wurden die Zellen mit IL-2 stimuliert, um
eine ausreichende Dsg3 spezifische Zellen Population zur FACS Untersuchung

zu haben.

TCR-pMHC Affinity

Optimized Dextramer
Optimized tetramer pMHC
multimer
Dextramer | detection
< 1| threshold
< Tetramer‘
Autoimmune TCRs
Anti-cancer TCRs
Anti-pathogen TCRs
T T T T T
103 10 10° 106 107

K log,, [M]

Abbildung 16. TZR-HLA-Bindungsaffinitit bei Krebs, infektiésen und

autoimmunen Krankheiten

Die Affinitit ist als Binding Energy Threshold (BE) angezeigt. Je weniger
das BE, desto hoher die Affinitdt zwischen HLA-Peptid-Komplex und
TZR. Die Autoimmunkrankheiten weisen die geringste Bindungsaffinitat

zwischen TZR und HLA-Allel auf. Quelle: (Dolton et al, 2018).
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Wihrend die Anwendung von HLA-Klasse I-Dextramer, und ganz allgemein
von HLA-Klasse I-Multimer, zur Untersuchung unphysiologischer Antigene
beim Krebs, wie z.B. Melanoma (Wang et al, 2015) gingig ist, wird HLA-
Klasse II- Multimer-Technologie zur Detektion und Uberwachung der von T-
Zellen abhingigen Immunantwort bei Autoimmunerkrankungen (Kwok et al,
2000) verwendet. Wie in Abbildung 16 angezeigt ist die T-Zellen-Rezeptor
(TZR)-HLA Bindungsaftfinitit vor allem beim Krebs und bei den infektidsen
Krankheiten relativ stark, deshalb ist es da nahezu problemlos, die Antigen-
Spezifizitit vorherzusagen (Dolton et al, 2018). Wenn HLA-Klasse-II-
Multimere im Bereich der Autoimmunkrankheiten angewandt werden, treten
Schwierigkeiten aufgrund der geringen Bindungsfahigkeit zwischen TZR und
HLA-Klasse-II Molekiilen auf. Bei allen Menschen gibt es zentrale und
periphere Immuntoleranzmechanismen, welche fremde und Selbst-Antigene
erkennen, um die Selbsttoleranz sicherzustellen (Daniel et al, 2009; Vanikar
et al, 2012). Es wird zwischen einer zentralen und einer peripheren Toleranz
unterschieden (Theofilopoulos et al, 2017). Wéhrend der Entwicklung von
Thymozyten (Vorlduferzellen der T-Lymphozyten) im Thymus, werden diese
einer Positiv- und Negativselektion ausgesetzt, die im Kortex bzw. in der
Medulla von Thymus stattfinden. Die Positivselektion besteht in der
Entfernung der Zellen, die keinen HLA-Peptid-Komplex binden konnen
(Kisielow et al, 2019). Bei der Negativselektion iiberleben nur die
Thymozyten, die einen T-Zell Rezeptor (TZR) exprimieren und einen MHC-
Klasse II-Peptid-Komplex erkennen (Tsunoda et al, 2002). Bei der
Positivselektion prasentieren die medulldren Zellen nahezu alle Antigene den
Thymozyten, infolge der Aktivierung spezifischer Transkriptionsfaktoren
(Autoimmune Regulator (AIRE)), die in Assoziation mit HLA-Klasse II-Allele
im ganzen Korper exprimiert werden. Thymozyten, die mit einer zu hdher
Affinitdt Selbst-Antigen-HLA-Klasse II-Allele-Komplexen binden, werden
durch die Apoptose-Mechanismen beseitigt. Da einige autoreaktive T-Zellen
der Selektion entgehen konnen, existieren periphere Toleranzmechanismen, bei
denen autoreaktive T-Zellen durch die Tétigkeit regulatorischer T-Zellen
inaktiviert werden (Wada et al, 2011). Autoreaktive T-Zellen weisen eine sehr
geringe Bindungsaffinitit zu TZR auf, um der negativen Selektion im Thymus

entgehen zu konnen (Reijonen et al, 2002). Aus diesem Grund wurde in der
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vorgelegten Arbeit eine Dextramer-HLA-Klasse II-Dsg3-Peptide Farbung
angewandt, deren Prozedur die Zugabe von PKI, zur Maximierung von TZR
auf der Zellenoberfliche, und von anti-PE, zur Kreuzbindung zwischen

anliegenden Dextramer-Molekiilen, vorsieht (Dolton et al, 2018).

Die Selbst-Antigene bei Autoimmunerkrankungen werden in Assoziation mit
HLA-Klasse II auf der Zelloberfliche von Antigenpriasentierenden Zellen
(APZ) priasentiert (Lu et al, 2019; Lipski et al, 2017). Es wurde bereits darauf
hingewiesen, dass PV ethnische Unterschiede hinsichtlich der genetischen
Pradisposition aufweist (Carcassi et al, 1996; Lee E et al, 2006; Lombardi et
al, 1996; Scharf et al, 1988; Tron F et al, 2006). Die in der vorgelegten
Arbeit rekrutierten PV-Patienten und gesunde Spender gehéren zur
europdischen Population, bei der eine Pradisposition fiir PV vorliegt, wenn die
Probanden HLA-DRB1*04:02- und /oder HLADRBI1*05:03-Allele besitzen.
Wie in den Graphiken (s.o. Paragraph 7 Ergebnisse) aufgefiihrt sind sechs PV-
Patienten HLA-DRB1*04:02 positiv, sechs PV-Patienten HLA-DQB1*05:03
positiv und nur zwei Patienten HLA-DRB1*04:02 und HLA-DQB1*05:03

positiv.

8.2 Dextramer-Technologie vs funktionelle

Assays

Andere Arbeitsgruppen haben bereits gezeigt, dass die HLA-Klasse II-
Dextramere eine hohe Sensitivitdt zur Detektion antigenspezifischer T-Zellen
besitzen (Massilamany et al, 2015). In der Literatur ist der Einsatz der
Dextramer-Fiarbung bereits erwdhnt, vor allem im Bereich der Impfungen
(Obara et al, 2017), des Krebs (Bethune et al, Nov 2018) und der
neurologischen Erkrankungen wie z.B. Multiple Sclerosis (Lolli et al, 2013).
Zur Untersuchung autoreaktiver T-Zellen stehen zusitzlich andere funktionelle
Methoden zur Verfiigung, wie z.B. ELISpot und H3-Proliferationsassay.
Beim ELISpot handelt es sich um eine Untersuchung, mit der die
Zytokinproduktion der Immunzellen untersucht werden kann. Nach Coating
der Wells-Platten mit dem primédren Anti-Zytokin-Antikérper werden die

Zellen darauf ausgesit und durch die Zugabe eines Antigens mehrmals
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stimuliert. Nach ausreichender Expansion der Zellen werden die mit Enzym
konjugierten anti-Zytokin-Detektionsantikdrper hinzugegeben und die sich
daraus ergebende Spots mittels eines ELISpot-Reader-Systems detektiert
(Mobs et al, 2016, Eming et al, 2000). Mit Hilfe des H3-Proliferationsassays
kann man die Proliferationsrate antigenspezifischer T-Zellen nach
ausreichender Stimulation und Expansion durch die Verwendung von
radioaktiven Isotopen (wie z.B. H3) bestimmen (Stern et al, 2008). Einerseits
besitzen die oben beschriebenen Techniken eine hohe Sensitivitit, andererseits
benotigen sie eine optimale vorbereitende Zellenexpansion und eine geniigende

Zellenaktivation.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Intra-Assay-Reproduzierbarkeit der
Dextramer-Dsg3-Peptide als erster Schritt bestimmt. Aus Mangel an PBMC-
Proben wurden zwei bzw. drei Kryorohrchen pro Patient aufgetaut und getrennt
weiter bearbeitet. Die prozentuale Anteile der Dextramer + CD4+ T-Zellen
sind sehr gering und die Referenzbereiche liegen im Bereich 0 — 0,985 %.
Aufgrund der erhobenen Werte kann man behaupten, dass die Messungen
insgesamt gesehen homogen sind, es ldsst sich aber keine Aussage iiber die
Reproduzierbarkeit machen. Hierbei sollte man die Zellen-Stimulation
optimieren und dadurch eine groBere Anzahl antigenspezifischer T-Zellen
mittels Durchflusszytometrie detektieren. Eine Moglichkeit bestiinde in der
Erhohung der Antigenkonzentration durch ein sorgfaltiges Titrieren der Dsg3-
Konzentration. Eine andere Moglichkeit belduft sich darauf, sowohl mehrere
Zugaben von Interleukinen als auch eine Kombination unterschiedlicher

Interleukine einzusetzen (Mobs et al, 2016; McCutcheon et al, 1997).

8.3 Autoreaktive T-Zellen beim Pemphigus

vulgaris

Eine der wichtigsten Rolle in der Pathogenese von PV kommt den CD4+ T-
Zellen zu, welche die IgG-Produktion in Zusammenhang mit anderen Zellen
Subpopulationen regulieren. Es lassen sich zwei Phénotypen der T-Helfer
Zellen erkennen: T-Helfer-1- (Thl) und T-Helfer-2-Zellen (Th2) (Ambe et al,
2013; Veldman et al, 2003). Bei PV-Patienten sind sowohl (Thl) als auch
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(Th2) nachweisbar und beide spielen eine Rolle bei der Immunantwort gegen
Dsg3. In der Literatur wurde bereits beschrieben, dass Th2 fiir die Dsg3aa37s-
392)-Erkennung zustdndig sind. Hingegen werden Dsg3 aa190-204)- und Dsg3 aa206-
20)-Peptide von Thl-Immunantwort erkannt. Dsg3aa2s4-268y Wird sowohl von
Thl- als auch von TH2-Zellen erkannt. Aus diesem Grund konnen wir
behaupten, dass unser PV-Patienten-Kollektiv ein Mix von Thl und Th2
Immunantwort besitzen, da eine hohere Reaktivitit gegen Dextramer-Pool-
Dsg3 im Vergleich zu gesunden Kontrollen nachweisbar ist (Aoki-Ota et al,

2006; Veldaman et al, 2004).

8.4 Einfluss der Krankheitsaktivitat und
immunmodulatorischen Therapie auf die

Dextramer-Dsg3-Peptide-Reaktivitat

Das Ausmall der Beeinflussung der Dextramer-Dsg3-Peptide-Reaktivitét
spezifischer T-Zellen durch eine immunmodulatorische Therapie stellt eine
weitere Fragestellung der vorliegenden Arbeit dar. Zur Gruppe ,unter
Therapie* gehoren alle Patienten, welche Steroide + andere
immunmodulatorische Therapie, wie z.B. MTX, MMF, AZA (s.o. Tabelle 1,
Seite  29-30-31) erhielten. Unsere Ergebnisse zeigen, dass die
immunmodulatorische Therapie eine generelle Abnahme der Dextramer-Dsg3-
Peptide-Reaktivitdt bewirkt. Um alle Mechanismen nachzuvollziehen, die
hinter dem Abfall der T-Zell-Reaktivitit stehen, sind Untersuchungen auf
intrazelluldren Ebene erforderlich, welche Modifizierungen bei intrazelluldren
Signalkaskaden untersuchen konnen. Den bereits verdffentlichten
Manuskripten zufolge, wére eine Vermutung zuldssig, dass eine
immunsuppressive Therapie zur Verminderung der TZR-Rezeptoranzahl fiihrt,
daher zur Abnahme der Dextramer-Dsg3-peptide-Bindung und anschlieend zu
einem Abfall der Dextramer-Dsg3-Peptide-Reaktivitdt (Migliorati et al, 1997;
Van Laethem et al,2001). Des Weiteren wurde eine Stratifizierung nach
Krankheitsaktivitit durchgefiihrt. Obwohl kein signifikanter Unterschied

nachweisbar ist, weisen in Remission Patienten einen Anstieg der Reaktivitét
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gegen Dextramer-Dsg3aa206-220) im Vergleich zu den aktiven PV Patienten auf.
Uber die Ursache lisst sich aber nur spekulieren. Moglicherweise handelt es
sich um intramolekulares Epitop-Spreading (Didona et al, 2018). Unter diesem
Begriff versteht man die Ausbreitung der Immunantwort auf andere Epitope
derselben Antigene im Rahmen einer Antigenanerkennung durch polyklonale
CD4+ T-Zellen. Intermolekulares Epitop Spreading bezieht sich hingegen auf
die Immunreaktion gegen endogene Epitope, die vom primédren Epitop
unterschiedlich sind und mit diesem keine Kreuzreaktivitit aufweisen
(Brossart et al, 2020). Die gesteigerte Reaktivitit von PV-Patienten gegen
CLIP-Peptide ldsst sich in dieser Arbeit nicht erkldren, man kann aber
spekulieren, dass diese unspezifische Reaktivitit der PV Patienten auf die

polyklonalen Immunantwort des PV zuriickzufiihren ist.

8.5 Ausblick

Dextramer-Technologie stellt eine zuverldssige Methode zur Identifikation und
Bestimmung der Epitope-Immunogenitit dar. Die Epitope-Untersuchung
erweist sich als entscheidend, wenn man die Immuntherapie beriicksichtigt, wie
z.B. Chimére Antigenrezeptoren (CAR) Therapie. Unter CAR-Therapie
verstehet man eine innovative Therapie zur Krebsbehandlung, bei der die
Funktion gentechnisch hergestellter chimédren Antigen Rezeptoren an die
Effektorfunktion der Immunzellen gekoppelt ist. T-Zellen werden vom
Patienten mittels Leukaphorese isoliert, im Labor mit CAR ausgestattet und
dem Patienten wieder infundiert (Benmebarek et al, 2019). Diese Art von
Immuntherapie wird bereits in der Onkologie (Miliotou et al, 2018) angewandt
und die Anwendung in weiteren Kontexten, wie z.B. in Rheumatologie

(Mackensen et al, 2022), wird heutzutage untersucht.

Zur Einschitzung der Aussagekraft der erhobenen Daten werden im Folgenden
alle Stirken und Limitationen der vorliegenden Arbeit beschrieben. Eine Stérke
der Studie ist die Alters-Homogenitidt zwischen PV-Patienten und gesunden
Spendern. Somit kann davon ausgegangen werden, dass das Alter die
Aussagekraft der Ergebnisse nicht beeinflusst hat. Die Erhebung zusitzlicher

klinischer und laboratorischer Daten war nicht bei allen PV-Patienten und
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Probanden moglich, daher wurde keine statistische Analyse hinsichtlich
klinischer Parameter und Dextramer-Dsg3-Peptide-Reaktivitit aufgebaut. Die
Rekrutierung von aktiven und in Remission PV-Patienten hat ermoglicht, den
Vergleich zwischen zwei unterschiedlichen Krankheitsstadien in Bezug auf die
Dextramer-Dsg3 T-Zellen-Reaktivitit aufzustellen, bisher noch nicht mittels
Multimer-Technologie bestimmt. AuBlerdem wurde untersucht, wie sich eine

Therapie auf die Dextramer-Positivitdt antigenspezifischer T-Zellen auswirkt.

Es gab jedoch auch einige limitierende Faktoren. Eine geringe Patienten- und
Probandenanzahl stellen eine mogliche Schwachstelle dar, da keine weitere
Stratifikation moglich war. Auflerdem war die HLA-Typisierung bei PV
Patienten unvollstindig, es konnte nicht untersucht werden, in welchem
AusmalB sich die Besetzung von unterschiedlichen HLA auf die Dextramer-

Dsg3- Reaktivitit auswirkt.
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9. Zusammenfassung

Pemphigus  vulgaris (PV) gehdrt zur  Gruppe der  bulldsen
Autoimmunerkrankungen. Autoreaktive Dsg3 spezifische T-Zellen spielen eine
zentrale Rolle in der PV Pathogenese durch die Anpassung der gegen Dsg3
gerichteten Antikorper-Produktion. Vor allem wird die Erhaltung der
immunologischen Selbst-Toleranz von regulatorischen T-Zellen kontrolliert,
deren Reduktion der Anzahl oder Funktionalitit zu einer autoreaktiven
Immunantwort fiihrt. Der Fokus vorliegender Arbeit ist die Anwendung der
Dextramer-Dsg3-Peptide-Fiarbung zur Detektion lebendig peripherer CD45 +
CD19 - CD14 - CD3 - CD4 + Dsg3-Peptide-spezifischer T-Zellen. Nach der
Stimulation mit rekombinantem Dsg3a1-s66) von aus PV-Patienten und
Probanden erworbenen PBMC wurde die Reaktivitit der letztgenannten T-
Zellen-Subpopulation gegen Dextramer-Dsg3-Peptide-Mix (Dsg3(aa190-204),
Dsg3 (21206220, Dsg3(aa254-268), Dsg3(aa378-392)) und gegen einzelne Dextramer-
Dsg3-Peptide  mittels  durchflusszytometrischen =~ Messung  untersucht.
Insgesamt gesehen ist das Ausmal3 der Dextramer-Dsg3-Peptide-Reaktivitdt bei
PV-Patienten hoher als bei gesunden Probanden, man kann jedoch nur einen
signifikanten Unterschied (*p=0,0263) zwischen diesen zwei Gruppen
beobachten, wenn die Dextramer-Pool Farbung angewandt wird. Infolge der
Stratifizierung nach Therapie ist die Reaktivitit gegen Dextramer-Dsg3-
Peptide-pool bei PV Patienten ohne Therapie nicht signifikant hoher als bei
Patienten unter Therapie. Der Vergleich zwischen aktiven PV Patienten und in
Remission PV Patienten zeigt ebenfalls keinen signifikanten Unterschied.
Interessanterweise zeigen PV Patienten eine hohere Reaktivitit gegen
,Class_Il-associated invariant chain peptide* (CLIP) als gesunde Kontrollen.
Einerseits stellt die Dextramer-Farbung eine hervorragende Methode zur
Detektion antigenspezifischer T-Zellen dar, andererseits ermdoglicht die
Dextramer-Technologie, spezifische HLA-restringierte  Epitope zu
untersuchen. Infolgedessen kann es zu einem vollstindigeren Verstindnis der
Rolle von autoreaktiven CD4+ T-Zellen hinsichtlich der Pathogenese der
Autoimmunantwort kommen und zusétzlich verfolgt werden, wie das Epitop-
Spreading unterschiedliche Krankheitsstadien charakterisiert. Dariiber hinaus

ermoglicht die mittels Dextramer Antigen-Spezifizitit-Bestimmung den Erhalt
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wichtiger Informationen hinsichtlich der T-Zellen Reaktivitit, die fiir die
Entwicklung der Immuntherapie mit regulatorischen T-Zellen verwendet

werden konnte, wie z.B. Chimére Antigenrezeptoren (CAR) Therapie.
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