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1 Einleitung 

1.1 Das Immunsystem 

Der Mensch steht als Lebewesen im ständigen Stoffaustausch mit der Umwelt. Sein Körper ist 

daher einer Vielzahl von verschiedenen potenziell pathogenen und toxischen Substanzen 

ausgesetzt. Zum Schutz und zur Aufrechterhaltung der Integrität dient ein komplexes 

Immunsystem mit vielen unterschiedlichen Mechanismen. Dessen zentrale Fähigkeit besteht in 

der Unterscheidung zwischen körperfremden und körpereigenen Substanzen (Immuntoleranz) 

und darin nur auf pathogene Antigene eine Immunreaktion einzuleiten (Chaplin 2010; Vollmar 

et al. 2012). Eine Aufhebung der Selbsttoleranz führt zur Autoimmunität, die durch eine gegen 

körpereigene antigene Substanzen (Autoantigene) gerichtete Immunisierung mit Bildung von 

Autoantikörpern gekennzeichnet ist. Wird eine überschießende Immunreaktion gegen 

ansonsten harmlose Umweltantigene ausgelöst, gegen die das Immunsystem tolerant sein sollte, 

wird von einer Allergie gesprochen (Janeway und Medzhitov 2002; Ring 2007). 

Das Immunsystem kann in einen angeborenen und einen adaptiven Teil untergliedert werden, 

wobei beide Systeme zusammen interagieren und sich gegenseitig bedingen. Die Regulatoren 

dieser Interaktion sind Zytokine wie Interleukine und Interferone, die von Immunzellen 

produziert und sezerniert werden. Die angeborene Immunantwort beruht auf genetisch 

vorhandenen zellulären, humoralen, chemischen und physikalischen Abwehrmechanismen 

gegen Krankheitserreger und weist einen unspezifischen Charakter auf (Janeway und 

Medzhitov 2002). Das erworbene Immunsystem basiert hingegen überwiegend auf einer 

spezifischen Erkennung von Antigenen durch T- und B-Lymphozyten über Rezeptoren. Die 

verschiedenen anschließenden Reaktionswege der adaptiven Immunität sind eng an die 

Subtypen der T-Zellen gekoppelt.  

1.2 T-Lymphozyten 

Einen wichtigen Teil der zellulären Abwehr des adaptiven Immunsystems stellen die T-

Lymphozyten, auch T-Zellen genannt, dar. Die T-Vorläuferzellen werden im Knochenmark aus 

hämatopoetischen Stammzellen gebildet und migrieren über die Blutbahn anschließend in den 

Thymus. Dort durchlaufen sie eine doppelte Selektion, bevor sie zu selbsttoleranten, naiven T-
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Zellen heranreifen. Diese Reifestadien umfassen die Ausbildung und Testung eines 

antigenerkennenden, aber selbsttoleranten T-Zell-Rezeptors (T-cell receptor, TCR) (Alam et 

al. 1996) sowie die Entwicklung der immunphänotypischen Oberflächenmerkmale (cluster of 

differentiation, CD) CD4 oder CD8 (van Ewijk 1991; Germain 2002). Durch die negative 

Selektion werden auf körpereigene Antigene ansprechende T-Zellen erkannt und aussortiert. 

Dieser Mechanismus spielt eine wichtige Rolle in der Prävention von T-Zellen, die potenziell 

Autoimmunerkrankungen auslösen können (Luckheeram et al. 2012). Die wenigen, aber 

selbsttoleranten positiven CD4+-T-Helferzellen und CD8z T-Zellen, wandern zur Aktivierung 

ins Blut und in sekundäre Lymphorgane ein. Die Aktivierung der T-Lymphozyten erfolgt über 

professionelle antigenpräsentierende Zellen (antigen-presenting cell, APC). Diese präsentieren 

den naiven T-Zellen in den sekundär lymphatischen Organen die in der Körperperipherie 

aufgenommenen Antigene. Die Antigenpräsentation verläuft initial mithilfe eines speziellen 

Haupthistokompatibilitätskomplexes (major histocompatibility complex, MHC)-Rezeptors. 

Dabei wird zwischen der MHC-Klasse-I und MHC-Klasse-II unterschieden. Die 

MHC-I-Rezeptoren kommen überwiegend auf kernhaltigen Zellen vor und präsentieren 

endogene Antigene, sodass CD8z T-Zellen mit ihnen interagieren. Die CD8+ schütten als 

zytotoxische Lymphozyten eine Vielzahl von Substanzen wie Granzyme und Perforin aus, die 

zur Apoptose der infizierten Zellen führen. Exogene Antigene werden vor allem über MHC-II-

Rezeptoren der APC präsentiert und interagieren mit den CD4z T-Zellen (Trombetta und 

Mellman 2005; Neefjes et al. 2011). Wichtige APC sind hierbei die dendritischen Zellen (DC) 

(Banchereau et al. 2000). Diese zentralen Prozesse der adaptiven Immunantwort sind allerdings 

viel flexibler, vielfältiger und Gegenstand aktueller Forschungen. 

1.2.1 CD4+ T-Zellen 

Die CD4z T-Zellen spielen durch ihre Aktivierung und der anschließenden Differenzierung in 

Effektorzellen eine entscheidende Rolle bei der Vermittlung der adaptiven Immunität. Ihr 

breiter Tätigkeitsbereich beinhaltet die Unterstützung von B-Zellen bei der 

Antikörperproduktion, die Regulation der Makrophagenfunktion sowie die Vermittlung der 

Immunantwort im Kampf gegen eine große Anzahl pathogener Mikroben. Zudem verstärken 

und verarbeiten sie zytotoxische CD8z T-Zell-Antworten (Luckheeram et al. 2012). Darüber 

hinaus stellen CD4z T-Lymphozyten einen kritischen Mediator des immunologischen 

Gedächtnisses dar und sind bei Autoimmunerkrankungen, Asthma, allergische Reaktionen und 

der Tumorimmunität involviert (Moreland 2004). 
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1.2.1.1 Aktivierung von CD4+ T-Zellen 

In den T-Zell-Zonen der sekundären Lymphorgane werden naiven CD4+ T-Zellen Antigene auf 

der Oberfläche von APC über MHC-II-Moleküle präsentiert (Trombetta und Mellman 2005). 

Findet sich ein passender TCR einer CD4+ T-Zelle für den MHC-II/Antigen-Komplex auf der 

APC, wird die Kommunikation intensiviert. Es benötigt anschließend mehrere Signale, um die 

CD4z T-Zelle zu aktivieren und die adaptive Immunantwort zu initiieren (Chen und Flies 2013). 

Das sogenannte zweite notwendige Signal wird über die Interaktion von vielen weiteren 

membrangebundenen oder löslichen Faktoren aus dem umgebenden Milieu geliefert (Bretscher 

1999). So entsteht ein Dialog mit aktivierenden und inhibierenden Signalen zwischen einer T-

Zelle und einer APC (Abb. 1 (1)). Des Weiteren führt die Bindung des TCR an den MHC-

II/Antigen-Komplex zu einer transienten Hochregulierung des Oberflächenmoleküls CD154, 

auch CD40 Ligand (CD40L) genannt (Abb. 1 (2)) (Jin et al. 2012). Die Expression von CD154 

auf den aktivierten CD4z T-Zellen vermittelt über die Ligation mit CD40 auf DC, B-Zellen und 

Makrophagen weitere wichtige und aktivierende kostimulatorische Signale (Banchereau et al. 

1995; Grewal und Flavell 1998). Findet keine Kostimulation der CD4z T-Zelle statt, kann dies 

zu einem langlebigen Zustand funktioneller Unreaktivität (Anergie) oder zur Entwicklung einer 

Nichtreaktivität (Immuntoleranz) führen (Fathman und Lineberry 2007). Dies bietet die 

Möglichkeit durch eine Blockade der CD40 vermittelten Kostimulation eine immunologische 

Immuntoleranz zu bewirken (Suhlmann et al. 1995). Die aktivierte CD4+ T-Zelle sezerniert 

darüber hinaus autokrine und parakrine Zytokinen wie den Wachstumsfaktor Interleukin (IL)-

2 und stimuliert die eigene bzw. benachbarte T-Zelle zur Proliferation und klonaler Expansion 

(Abb. 1 (3)) (Or et al. 1992; Zhu et al. 2010). 
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Abb. 1: T-Zellaktivierung.  Schematische Darstellung einer Interaktion zwischen antigenpräsentierender Zelle 

(APC) und einer antigenspezifischen CD4+ T-Zelle. (1) Die Wechselwirkung wird durch das MHC-II/Antigen-

TCR-Signal induziert. (2) Kostimulatorische Signale, wie die Bindung von CD28 auf T-Zellen mit CD80/86 auf 

APC, modellieren die Wirkung zusätzlich und stellen das zweite notwendige Signal zur Aktivierung dar (Moro-

Garcia 2018). Erkennt die T-Zelle fremde Antigene stark und spezifisch, werden weitere Überlebenssignale von 

mehreren Wechselwirkungen, darunter OX40-OX40L, gesendet (Stüber 1996). (3) Weitere kostimulierende 

Moleküle sind im Anschluss diverse Zytokine. Bei Aktivierung via TCR exprimiert die antigenspezifisch aktivierte 

T-Zelle CD154 auf ihrer Oberfläche und kann durch die Bindung mit CD40 nicht nur die APC weiter aktivieren, 

sondern auch im Verlauf B-Zellen. Die aktivierte T-Zelle produziert darüber hinaus Interleukin (IL)-2 zur weiteren 

Proliferation und klonalen Expansion (modifiziert nach Jin et al. 2012). CD, cluster of differentiation; ILR, 

Interleukinrezeptor; MHC, major histocompatibility complex; TCR, T-Zell Rezeptor.   

Die T-Zellen, die sowohl Aktivierungs- als auch Proliferationssignale erhalten, differenzieren 

sich je nach Zytokinmilieu in die verschiedenen Subtypen der T-Helferzellen (TH-Zellen) (Zhu 

et al. 2010). Es sind mehrere Subtypen von TH-Zellen , wie TH1, TH2, TH17, regulatorische T-

Zellen (Treg) und follikuläre T-Helferzellen (TFH) durch ihr Muster der Zytokinproduktion und 

ihre Funktion definiert (Abbas et al. 1996; Annunziato et al. 2007; Crotty 2014; Mosmann et 

al. 1986; Mosmann und Sad 1996; Romagnani 1994). Jede dieser Zellen erfüllt eine spezifische 

Aufgabe im Gewebe und bei der Entwicklung weiterer Immunantworten. Anschließend können 

so beispielsweise aktivierte T-Zellen in eine sekundäre CD40-CD154-abhängige 

Effektorerkennung mit B-Zellen eintreten, um einen Immunglobulin (Ig)-Klassenwechsel 

durchzuführen (Grewal und Flavell 1998).  
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1.2.2 CD154 (CD40-Ligand) 

Das Oberflächenmolekül CD154 (CD40-L) ist ein Typ-II-Transmembranprotein, das zur 

Familie der Tumornekrosefaktoren (TNF) gehört. Hauptsächlich wird dieses auf aktivierten 

CD4+ T-Zellen exprimiert (Lederman et al. 1992). Auch anderen Immunzellen wie bestimmte 

CD8+ T-Zellen, natürliche Killer (NK)-Zellen, DC und Subpopulationen der Granulozyten 

erweisen sich als CD154 exprimierend (Chen et al. 2019; Frentsch et al. 2013; Karnell et al. 

2019b; Mackey et al. 1998). Das Spektrum der Funktionen von CD154 erweitert sich 

kontinuierlich. Dies demonstriert die essentielle Rolle des Oberflächenantigens CD154 und 

seiner Interaktion mit CD40 bei der Regulierung vielfältiger, zellvermittelter Immunantworten 

(Clark et al. 1996; Buhlmann und Noelle 1996; Cheng und Schoenberger 2002) und in der 

Pathogenese vieler Erkrankungen (Berner et al. 2000; Desai-Mehta et al. 1996; Karnell et al. 

2019b). 

1.2.2.1 CD154-Expression 

Die Expression von CD154 wird in menschlichen CD4+ T-Zellen dynamisch reguliert. Nach 

der T-Zell-Aktivierung wird innerhalb von wenigen Stunden (h, engl. hour) vorübergehend 

CD154 auf der Zelloberfläche exprimiert (Casamayor-Palleja et al. 1995) und kann daher als 

frühzeitiger Aktivierungsmarker angesehen werden. Im Verlauf zeigt sich nach 6-16 h ein 

Maximum der CD154-Expression, das nach 24 h wieder das ursprüngliche Expressionslevel 

erreicht (Chattopadhyay et al. 2005; Frentsch et al. 2005; Laman et al. 2017). Die Expression 

von CD154 wird über verschiedene Mechanismen eng reguliert. Die Interaktion mit dem 

membrangebundenen CD40 auf anderen Zellen kann zu einer Abwärtsmodulation durch 

proteolytische Spaltung, Endozytose und lysosomalen Abbau von CD154 führen. Hierbei wird 

außerdem über eine komplexe Signalkaskade CD154-kodierende mRNA in T-Zellen 

herunterreguliert (Yellin et al. 1994). Ein weiterer Mechanismus zur schnellen, aber 

vorübergehenden Expression stellt das endosomale Recycling dar (Casamayor-Palleja et al. 

1995). Eine erneute Hochregulation von CD154 kann 48 h nach der Zellaktivierung beobachtet 

werden. Dies stellt allerdings eine CD28-abhängige Expression dar, die beim Menschen positiv 

durch IL-2 reguliert wird (Lee et al. 2002). Diese biphasische Expression von CD154 könnte 

verschiedene biologische Funktionen unterstützen. In Studien konnte gezeigt werden, dass die 

frühe CD154-Expression zu einer B-Zellaktivierung, Ig-Sekretion, Isotypenwechsel und 

Gedächtnisbildung führt (Lee et al. 2002; McDyer et al. 2002). Die CD40-CD154-Interaktionen 
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beeinflussen auch die Differenzierung von CD4+ T-Zellen in Effektoruntergruppen (Kelsall et 

al. 1996). Eine induzierende Wirkung auf die CD154-Expression besitzen Lektine wie PHA 

(Phytohämagglutinin) und Con A (Concanavalin A), Phorbolester sowie die Zytokine IL-1 und 

TNF-³ (van Kooten und Banchereau 1996). 

1.2.2.2 Die Rolle des CD40-CD154-Systems 

In den letzten Jahren hat sich die CD40-CD154-Interaktion als immunpotenzierendes System 

herausgestellt, welches die Immunantwort des Wirts gegen unterschiedliche Krankheiten und 

Krankheitserreger steuert und reguliert. Die Funktionen des CD40-CD154-Systems sind nicht 

auf bestimmte Bereiche der Immunologie zu begrenzen, da es an verschiedenen 

inflammatorischen Funktionen angefangen von der B-Zell-Aktivierung bis hin zur 

Blutgerinnung beteiligt ist. Diese Vielfalt spiegelt sich auch in der Verteilung des Liganden und 

des Rezeptors auf diversen Zelltypen wider (Schönbeck und Libby 2001; van Kooten und 

Banchereau 2000). Eine Schlüsselrolle dieser Wechselwirkung wurde beim Priming und der 

Expression von antigenspezifischen CD4z T-Zellen sowie der Aktivierung von APC zur 

Hochregulierung der kostimulatorischen Aktivität und der Zytokinproduktion nachgewiesen 

(Grewal und Flavell 1996a; Roy et al. 1993). Dies unterstreicht eine Studie von Roy und 

Kollegen, die nachweisen konnten, dass monoklonale Antikörper gegen CD154 die 

Aktivierung antigenspezifischer T-Zellen blockieren kann (Roy et al. 1995).  

Weiterhin vermitteln Wechselwirkungen zwischen CD40 auf B-Zellen und seinem Liganden 

CD154 auf aktivierten CD4z T-Zellen zu verschiedenen Zeiten im Leben einer B-Zelle eine 

Reihe von wichtigen Signalen. Die kritische in vivo-Rolle der CD40-CD154-Interaktion bei der 

humoralen Immunantwort auf T-Zell-abhängige Antigene wird durch die Entdeckung 

verdeutlicht, dass punktuelle Mutationen im CD40- oder CD154-Gen beim Menschen das 

X-chromosomale Hyper-IgM-Syndrom verursachen (Aruffo et al. 1993; Korthäuer et al. 1993; 

Splawski und Lipsky 1994). Das Vorliegen eines Hyper-IgM-Syndroms geht mit einer 

schweren Form der Immundefizienz einher, die durch sehr niedrige Serum-IgG-, IgA- und IgE-

Spiegel und eine fehlerhafte Keimzentrumsbildung gekennzeichnet ist (Allen et al. 1993; 

Aruffo et al. 1993). Ein vergleichbarer Phänotyp wird bei Knock-out-Mäusen beobachtet, denen 

entweder ein intaktes CD40 oder CD154 fehlt (Xu et al. 1994). Zusammengefasst spielt die 

CD40-CD154-Interaktion eine entscheidende Rolle bei der Förderung der 

Keimzentrumsbildung, dem Ig-Klassenwechsel, der Antikörpersekretion sowie der 
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Proliferation, Selektion und Aktivierung von B-Zellen (Armitage et al. 1992; Garside et al. 

1998; Grewal und Flavell 1998; Kawabe et al. 1994). Diese Schlüsselrolle bei B-Zellantworten 

und der Vermeidung von Autoimmunität bestätigt eine Studie mit Mäusen (Rathmell et al. 

1996). Das Tiermodell zeigt, dass CD4z T-Zellen in der Lage sind sowohl klonale Expansion 

als auch Deletion von B-Zellen zu induzieren. Die Entscheidung über das Schicksal von B-

Zellen wird durch die Wirkung der auf aktivierten T-Zellen befindlichen Oberflächenproteine 

CD154 und Fas-Ligand (FasL), deren Effekte durch Signale des B-Zell-Rezeptors (BCR) 

reguliert werden, bestimmt. Eine klonale Proliferation durchlaufen somit nur B-Zellen, deren 

BCR durch fremde Antigene stimuliert wurde und es dadurch zu einer akuten CD154- und 

FasL-Expression kommt. CD154 und FasL lösen jedoch eine klonale Deletion von B-Zellen 

aus, wenn der BCR durch chronische Stimulation mit Selbstantigenen desensibilisiert wird oder 

kein Antigen gebunden wurde (Rathmell et al. 1996). Die Notwendigkeit, dass sowohl Fas als 

auch CD154 das Schicksal der selbstreaktiven B-Zellen korrekt regulieren, könnte die schweren 

Autoantikörper-Störungen bei Kindern mit Fas- oder CD154-Mangel erklären (Aruffo et al. 

1993; Rieux-Laucat et al. 1995).  

1.2.2.3 CD40 und CD154 in der Autoimmunität  

Der CD40-CD154-Signalweg spielt bei vielen Autoantikörper-getriebenen und T-Zell-

vermittelten Autoimmunerkrankungen, wie rheumatoider Arthritis (RA) (Berner et al. 2000), 

Multiple Sklerose (MS) (Jensen et al. 2001), experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis 

(EAE, Mausmodell für MS) (Girvin et al. 2002; Vaitaitis et al. 2017), systemischer Lupus 

erythematodes (SLE) (Desai-Mehta et al. 1996) und vielen weiteren eine entscheidende Rolle 

(Karnell et al. 2019b).  

Eine positive Rückkopplungsschleife zwischen T- und B-Zellen ist entscheidend für die 

Initiierung und Verstärkung von Autoimmunreaktionen (Abb. 4) (Buhlmann und Noelle 1996; 

Cheng und Schoenberger 2002; Clark et al. 1996; Shlomchik et al. 2001). Diese Assoziationen 

konnten in verschiedenen Mausmodellen nachgewiesen werden (Durie et al. 1993; Gerritse et 

al. 1996; Mohan et al. 1995). In all diesen Modellen konnte eine Behandlung der Mäuse mit 

Anti-CD154-Antikörpern, allein oder in Kombination mit einer Blockade von B7-Molekülen 

(CD80,CD86) (Buhlmann und Noelle 1996; Griggs et al. 1996), die Entwicklung der Krankheit 

blockieren, indem sie die Schädigung des Zielgewebes reduzierte bzw. verhinderte oder die 

Infiltration von Leukozyten am Zielgewebe ermöglichte. Die Studie von Gerritse et al. konnte 
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zeigen, dass die Behandlung mit Anti-CD154-Antikörper nicht nur die Entwicklung von EAE 

in Gewebe von Mäusen sondern auch die Entwicklung von MS in humanem Gewebe verhindert 

(Gerritse et al. 1996). Zum einen kann durch die Blockade des Anti-CD154-Antikörpers das 

Priming von antigenspezifischen T-Zellen und damit auch die Entstehung von 

autoimmunspezifischen Plasmazellen verhindert werden (Gerritse et al. 1996). Zum anderen 

können auch nachgelagerte Effekte von CD154 auf Effektorfunktionen, die zum Beispiel 

Gewebeschäden vermitteln, durch diese Antikörper blockiert werden (Grewal und Flavell 

1996b; Grewal und Flavell 1998). Eine neue Studie, die CD154-Bindungsproteine verwenden, 

zeigt ebenfalls eine reduzierte Anzahl an Autoantikörper und eine verringerte 

Krankheitsaktivität bei Patienten mit einer Autoimmunerkrankung (Karnell et al. 2019a). 

Klinische Studien mit Wirkstoffen, die gegen CD154 gerichtet sind, haben den potenziellen 

Nutzen einer Blockade des CD40-Signalwegs bei Autoimmunerkrankungen wie systemischer 

Lupus erythematodes (SLE) (Boumpas et al. 2003) und immunzytopenischer Purpura 

(Vazquez-Lombardi et al. 2015) gezeigt. Allerdings wurden diese aufgrund 

thromboembolischer Ereignisse im Zusammenhang mit einer Thrombozytenaggregation, die 

durch Quervernetzung von Anti-CD154-Antikörpern verursacht wurden, gestoppt. Um dieses 

Problem zu lösen, wurden neue Anti-CD154-Therapeutika ohne thromboembolische 

Nebenwirkungen entwickelt und in ersten klinischen Studien untersucht. Diese neueren Studien 

zeigen eine sichere Verabreichung und eine Verringerung der Krankheitsaktivität (Chamberlain 

et al. 2017; Espié et al. 2020; Karnell et al. 2019b). 

Bei verschiedenen Autoimmunerkrankungen der Haut wird den infiltrierenden Lymphozyten, 

insbesondere aktivierter T-Zellen, eine Schlüsselrolle in der Gewebspathogenese 

zugeschrieben. Die Expression von CD40 in Keratinozyten in der Haut von gesunden Spendern 

ist physiologisch (Grousson et al. 2000), allerdings kann dieses Oberflächenantigen bei 

Autoimmundermatosen, wie Sklerodermie (SSc) oder SLE, stark hochreguliert werden. Bei 

SLE, aber nicht bei den gesunden Probanden, sind CD154z infiltrierende Lymphozyten in 

Hautbiopsien vorhanden (Caproni et al. 2007b). Die Überexpression von CD154 auf aktivierten 

T-Zellen löst auf den B-Zellen eine Kaskade von Ereignissen aus, die zur Produktion vieler 

Autoantikörper und zur Expression des stimulierenden Oberflächenantigens CD80 (B7-1) und 

CD86 (B7-2) anregt (Nagafuchi et al. 2003). Die starke Hochregulation von CD40 in 

Fibroblasten der Haut bei SSc, führt durch die Ligation mit CD154 zur Produktion von 

proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen wie IL-6 und IL-8 sowie zur Induktion der 

CD80-Expression auf Hautfibroblasten (Fukasawa et al. 2003). CD154 wird darüber hinaus 
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ebenfalls von im Blut zirkulierenden T-Zellen und in läsionaler Haut bei Patienten mit SSc 

überexprimiert (Roumm et al. 1984). Auch die lösliche Variante des CD154 im Serum ist mit 

einer SSc und dem SLE assoziiert (Kato et al. 1999; Komura et al. 2007). Bei der 

blasenbildenden Autoimmundermatose bullöses Pemphigoid wurde ebenfalls erhöhtes 

zirkulierendes CD154 festgestellt (Watanabe et al. 2007).   

1.2.2.4 CD40 und CD154 bei allergischen Erkrankungen 

Bei der Typ-I-Allergie ist das Zusammenspiel zwischen CD40 auf B-Zellen und CD154 auf 

aktivierten CD4+ T-Zellen von grundlegender Bedeutung für die Entwicklung von 

allergenspezifischen IgE-Antikörpern (Noelle et al. 1992; Poulsen und Hummelshoj 2007). 

Diese Interaktion zusammen mit den überwiegend von TH2-Zellen produzierten Zytokinen ist 

insbesondere für den IgE-Klassenwechsel der B-Zellen wesentlich (Geha et al. 2003). In einem 

Allergiemodell bei Mäusen wurde beobachtet, dass die Wechselwirkung nur während der 

allergischen Sensibilisierung erforderlich ist. Eine Blockade von CD154 führte zur 

Verhinderung der Sensibilisierung und zur Unterdrückung der T-Zell-Reaktion (Linhart et al. 

2007). Die Blockade verhinderte zwar eine Sensibilisierung, wenn sie zum Zeitpunkt der 

Allergenexposition verabreicht wurde, konnte jedoch nicht eine dauerhafte Toleranz bei 

wiederholtem Kontakt mit dem Allergen aufbauen (Gattringer et al. 2016). Auch die 

kombinierte Blockierung verschiedener kostimulatorischer Interaktionen (OX40L, CD28) hatte 

keinen additiven Effekt (Gattringer et al. 2016). Um eine etablierte IgE-Reaktion bei Allergien 

zu behandeln, reicht die Unterdrückung von T-Zellen durch Blockierung von CD154 ohne 

weitere aktive Immunregulation oder Verschiebung des TH2/TH1-Gleichgewichts nicht aus 

(Linhart et al. 2007). Eine erhöhte CD154-Expression auf CD4+ T-Zellen von Allergikern 

gegenüber einer nicht allergischen Vergleichsgruppe wurde bereits in mehreren Studien gezeigt 

(Nakstad et al. 1999; Smith et al. 2013a; Wingett und Nielson 2003). Unter einer sublingualen 

Immuntherapie demonstrierten unterschiedliche Forschungsarbeiten im Bereich der 

Allergologie, dass nicht nur die klinische Krankheitsaktivität, sondern auch die Anzahl der 

CD4+CD154+ T-Zellen abnahm (Keil 2006; Nomura et al. 2016).  

1.2.2.5 CD4+ T-Zellanalyse mithilfe von CD154 

Die Detektion und die Beurteilung von antigenspezifisch aktivierten T-Zellen sind bei der 

Analyse einer Immunantwort von großer Bedeutung. Auf diese Weise können Informationen 
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über ihre Frequenz, ihren Phänotyp und ihre funktionellen Fähigkeiten helfen, physiologische 

Immunprozesse oder Immunpathologien besser zu verstehen. Infolge der hohen Diversität des 

T-Zell-Repertoires ist die Häufigkeit von T-Zellen, die spezifisch für einen einzelnen Peptid-

MHC-Liganden sind, sehr gering. Die Frequenz antigenspezifischer CD4z T-Zellen von 

Autoantigenen bzw. Allergenen liegen typischerweise im Bereich von einer Zelle innerhalb von 

10³ bis 10v menschlicher peripherer T-Zellen (Bacher et al. 2013; Kwok et al. 2010). Methoden 

zur Zählung solch seltener Zellpopulationen müssen daher die Verarbeitung großer Zellzahlen 

ermöglichen und genügend Zielereignisse für statistisch relevante Analysen sammeln. Dabei 

muss eine Häufung von Hintergrundereignissen verhindert werden.  

Die Durchflusszytometrie zur Analyse von antigenspezifischen T-Zellen hat sich zur 

bevorzugten Methode in der klinischen Forschung entwickelt, da eine direkte Quantifizierung 

und Charakterisierung der Zellen mit minimaler ex vivo-Manipulation möglich sind (Bacher et 

al. 2013). Optionale Analysemethoden, die auf Grundlage der antigenspezifischen Proliferation 

z.B. mithilfe von 3H-Thymidin-Inkorporation die T-Zellen messen, zeigen dahingehend 

deutliche Limitationen auf. Sie ermöglichen keine Beurteilung der spezifischen 

Zellsubpopulationen, die als Reaktion auf die Stimulation mit Antigenen proliferieren (Di Blasi 

et al. 2020). Eine Alternative zur Durchflusszytometrie stellt die etablierte Anwendung der 

ELISpot (enzyme-linked immunospot) -Technik dar. Das Aktivierungsmuster der zuvor 

stimulierten antigenspezifischen T-Zellen wird durch die Expression von Zytokinen mit einer 

hohen Sensitivität detektiert (Bacher und Scheffold 2013; Leehan und Koelsch 2015). Im 

Gegensatz zu der Durchflusszytometrie können Zellen, die ein spezifisches Zytokin generell 

synthetisieren und speichern, solange sie das Zytokin nicht sezernieren, nicht detektiert werden. 

Ein anderer Nachteil stellt die beschränkte Beurteilung des Phänotyps und die fehlende 

Möglichkeit einer Sortierung der antigensezernierenden T-Zellen dar (Chattopadhyay et al. 

2006; Kalyuzhny 2005). Eine weitere Nachweismethode zur Detektion von antigenspezifischen 

T-Zellen mithilfe der Durchflusszytometrie stellt die direkte Markierung mittels spezifischer 

TCR-MHC-Multimere, wie z.B. Dextramere, dar. Diese ermöglicht eine hohe Spezifität ohne 

Einschränkung auf bestimmte funktionelle Parameter (Bacher und Scheffold 2013). Allerdings 

ist der Einsatz dieser Technologie häufig durch die fehlende Kenntnis immundominanter 

Epitope und eine ungenaue Charakterisierung der MHC-Allele eingeschränkt (Altman et al; 

Bacher und Scheffold 2013; Hackett und Sharma 2002). Des Weiteren liefert die MHC-

Multimer-Methode keine Informationen über die Funktionalität der nachgewiesenen Zellen, 

benötigt vor der Analyse eine lange zu potentiellen Verfälschungen führende ex vivo-
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Expansion und kann bei geringer Affinität des TCR zum Antigen funktionelle T-Zellen 

übersehen (Dolton et al. 2018; Tario et al. 2015). Da insbesondere TH-Zellen durch ihre 

spezifische Effektorfunktionen in zahlreiche Subtypen eingeteilt werden können, sind 

Methoden mit einer vorherigen ex vivo-Stimulation mit dem spezifischen Antigen bei 

Fragestellungen zur Funktionalität zu bevorzugen.  

Ein alternativer Ansatz für die direkte Visualisierung antigenspezifischer T-Zellen mithilfe der 

Durchflusszytometrie ist der Nachweis von Aktivierungsmarkern, wie CD154, CD69 oder 

CD137, die bei einer antigenspezifischen Aktivierung auf der T-Zell-Oberfläche induziert 

werden. Die Expression einiger dieser Marker ist unabhängig von anderen Effektorfunktionen 

wie der Zytokinsekretion oder Zytotoxizität, die auf den Differenzierungszustand der T-Zellen 

oder bestimmte T-Zell-Subtypen beschränkt sein können. Daher erlauben Aktivierungsmarker 

die umfassende Charakterisierung aller spezifischen T-Zellen gegen ein bestimmtes Antigen, 

losgelöst von der funktionellen Spezialisierung, dem MHC-Allel oder der exakten Definition 

der antigenen Epitopen. Als zentraler Mediator der T-Zell-Hilfe wird CD154 von praktisch 

allen funktionell aktivierten CD4+ T-Zellen unabhängig von ihrem Differenzierungsstatus 

kurzzeitig auf der Oberfläche exprimiert (Frentsch et al. 2013). Der Nachweis der CD154-

Expression mithilfe der Durchflusszytometrie ist somit eine Vorgehensweise, welche eine 

quantitative Beurteilung antigenspezifisch aktivierter CD4+ T-Zellen erlaubt (Chattopadhyay et 

al. 2006; Frentsch et al. 2005; Kirchhoff et al. 2007). Im Vergleich zu anderen gebräuchlichen 

Verfahren bietet die Analyse anhand des Aktivierungsmarkers CD154 diverse Vorteile. Er 

ermöglicht einen hochspezifischen Nachweis der antigeninduzierten CD154-Expression, da 

dieser aufgrund seiner schnellen Internalisierung und Degradation nach der Interaktion mit 

seinem Rezeptor CD40 eine geringe ex vivo-Hintergrundexpression aufweist (Bacher et al. 

2013). Die antigenspezifischen CD4+ T-Zellen lassen sich dabei durch eine de novo-Expression 

von CD154 nach Stimulation identifizieren (Meier et al. 2008). Eine Stabilisierung der CD154-

Expression kann auf der Oberfläche mithilfe eines monoklonalen Anti-CD40-Antikörpers oder 

intrazellulär durch Zugabe von einem Sekretionsinhibitor wie Brefeldin A in die Kultur 

erfolgen (Frentsch et al. 2005). Die schnelle Hochregulierung der CD154-Expression nach dem 

Antigenkontakt ermöglicht die Kombination mit weiteren Zytokin- und phänotypischen 

Marker-Färbungen (Meier et al. 2008). Dabei kann der Aktivierungsmarker alle 

antigenspezifischen CD4z T-Zellen unabhängig von ihrer Funktion identifizieren 

(Chattopadhyay et al. 2006). Der Nachweis der CD154-Expression ist somit ein Verfahren, das 

sowohl eine quantitative als auch qualitative ex vivo-Beurteilung antigenspezifischer CD4+ 
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T-Zellen erlaubt (Chattopadhyay et al. 2005; Chattopadhyay et al. 2006; Cohen et al. 2005; 

Frentsch et al. 2005; Kirchhoff et al. 2007). 

1.3 Pemphigus vulgaris 

Beim Pemphigus vulgaris (PV) handelt es sich um eine seltene bullöse Autoimmunerkrankung 

der Haut und Schleimhäute mit einer Inzidenz von 0,1-0,5/10u Einwohner in Mitteleuropa ohne 

Geschlechtsprävalenz (Kneisel und Hertl 2011). Männer und Frauen leiden im gleichen 

Umfang an der Erkrankung. Es betrifft überwiegend Erwachsene mit Häufigkeitsgipfel im 

mittleren Alter zwischen 40-60 Jahren (Amagai et al. 1999; Nousari und Anhalt 1999). Der PV 

gehört zusammen mit dem Pemphigus foliaceus und dem paraneoplastischen Pemphigus zu den 

Pemphigus-Erkrankungen (griechisch: >pemphix<- die Blase), wobei der PV der häufigste 

Vertreter ist (Nousari und Anhalt 1999). Klinisch kennzeichnet sich der PV durch die 

Ausbildung von Blasen und großflächigen Erosionen der Schleimhäute. Pathophysiologisch 

wird die zugrunde liegende intraepidermale Blasenbildung durch zirkulierende Autoantikörper 

im Serum gegen die desmosomalen Zelladhäsionsproteine Desmoglein (Dsg)3 und/oder Dsg1 

auf epidermalen Keratinozyten verursacht (Amagai et al. 1999; Kneisel und Hertl 2011). 

Zahlreiche Faktoren begünstigen die Entwicklung dieser Autoimmunerkrankung. Eine 

besondere Bedeutung kommt dabei der genetischen Prädisposition zu, die eine Assoziation mit 

Veränderungen in den hypervariablen Regionen der ³1-Kette bestimmter Klasse-II-Gene des 

humanen Leukozytenantigens (HLA) aufzeigt. Besonders die Haplotypen HLA-DR³1*0402 

und/oder HLA-DQ³1*0503 sind in der zentraleuropäischen Bevölkerung mit der Erkrankung 

assoziiert und können bei einem Großteil der Betroffenen nachgewiesen werden (Svecova et 

al. 2015).  

1.3.1 Klinische Manifestation 

Die Mehrzahl aller PV-Patienten entwickelt lokalisiert oder generalisiert schlaffe Bläschen auf 

der Haut und Schleimhäuten, die sich aufgrund ihrer Fragilität schnell in großflächige 

Erosionen mit Progressionstendenz verwandeln (Amagai und Stanley 2012; Venugopal und 

Murrell 2011) (Abb. 2). Diese sind zunächst nässend und bilden im Verlauf das 

charakteristische hellrote, krustös belegte Erscheinungsbild. Zu den Initialsymptomen des PV 

gehören über einen langen Zeitraum hinweg persistierende, schmerzhafte 

Schleimhauterosionen. In den meisten Fällen ist die Mundschleimhaut (70 %) oder die 
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Genitalschleimhaut (20 %) initial betroffen (Eming 2015; Kneisel und Hertl 2011). Geht der 

PV ausschließlich mit Mundschleimhautläsionen einher, die sich auch über den Gaumen bis 

hin zum laryngopharyngealen Bereich ausbreiten können, wird vom mukosalen Typ 

gesprochen (Hertl und Schuler 2002a; Moll und Moll 1998). Bei einer zusätzlichen Beteiligung 

der Hautareale des Körpers, die Wochen nach dem initialen Befall der Schleimhäute auftreten 

kann, wird dies als mukokutaner Typ bezeichnet.  

 

Abb. 2: Klinische Manifestation des Pemphigus vulgaris (PV). Klinischer Befund eines Patienten mit 

ausschließlicher Blasenbildung an der oralen Mukosa (mukosaler PV, links) und eines Patienten mit zusätzlicher 

Hautbeteiligung (mukokutaner PV, rechts). Quelle: Klinik für Dermatologie und Allergologie, Philipps 

Universität-Marburg. 

Der PV ist eine chronische Erkrankung mit Phasen der Remission und Exazerbation. Ohne 

geeignete Behandlung kann der Krankheitsverlauf aufgrund der fehlenden epidermalen 

Barrierefunktion mit tödlichen Komplikationen einhergehen. Trotz jüngster Fortschritte bei der 

Behandlung von PV erleiden viele Patienten wiederholte Rückfälle und/oder Nebenwirkungen 

der Behandlungen. So ist die geschlechts- und altersadaptierte Mortalität bei PV im Vergleich 

zur Allgemeinbevölkerung zwei- bis dreimal höher (Kridin 2018). Obwohl bereits viel 

Forschung in die Aufklärung der Pathomechanismen dieser Autoimmunerkrankung investiert 

wurde, ist das Verständnis der Faktoren, die der Entstehung und Fortschreitung zugrunde 

liegen, noch unvollständig.  

1.3.2 Immunpathogenese 

Der zentrale Punkt in der Immunpathogenese des PV stellt der Verlust der Immuntoleranz 

gegenüber den Autoantigenen Dsg3 und Dsg1 dar. Dies führt in Folge zur Ausbildung von 

pathogenen Autoantikörpern, die gegen desmosomale Adhäsionsproteine epidermaler 



 

14 

 

Keratinozyten gerichtet sind und zum klinischen Bild des PV führen. An diesem Prozess sind 

neben autoreaktiven B- auch T-Zellen entscheidend beteiligt, die durch Ihre Interaktion die 

pathogene Immunantwort initiieren, vorantreiben und aufrechterhalten (Amber et al. 2013; 

Eming et al. 2014; Yokoyama und Amagai 2010). 

1.3.2.1 Desmosomale Autoantikörper gegen Dsg1 und Dsg3 

Die desmosomalen Cadherine Dsg1 und Dsg3 werden als zentrale, pathogenetisch relevante 

Autoantigene bei PV angesehen (Amagai et al. 1991; Koulu et al. 1984). Bei der Mehrheit der 

PV-Patienten können Autoantikörper gegen eines oder beide Autoantigene serologisch 

nachgewiesen werden (Lenz et al. 1999). In einigen Fällen können darüber hinaus auch 

Autoantikörper gegen weitere desmosomale Adhäsionsstrukturen, wie Desmocollin und 

Desmoplakin, gefunden werden (Nguyen et al. 2000; Rafei et al. 2011) (Abb. 3). Diese 

pathologischen Autoantikörper gegen die Komponenten der Desmosomen beeinträchtigen die 

intraepidermale Adhäsion, was zu Akantholyse und durch mechanische Reize zur Ablösung der 

Epidermis führt. Dies hat zur Folge, dass sich Blasen und Erosionen auf der Haut und/oder den 

Schleimhäuten bilden. Die Akantholyse bei PV scheint das Ergebnis einer kollektiven Wirkung 

von Autoantikörpern gegen verschiedene Keratinozyten-Selbstantigene zu sein (Porro et al. 

2019; Payne et al. 2004). Die zirkulierenden IgG-Antikörper gegen Dsg1 und Dsg3 im Serum 

korrelieren mit der Krankheitsaktivität der PV-Patienten (Harman et al. 2001; Kwon et al. 

2008). Der mukosale und mukokutane Phänotyp des PV sind dabei durch ein unterschiedliches 

Autoantikörperprofil charakterisiert. Bei der mukosalen Form können serologisch 

Autoantikörper gegen Dsg3 gefunden werden, wohingegen bei der mukokutanen Form 

Antikörper gegen Dsg3 und Dsg1 vorhanden sind. Die unterschiedlichen klinischen 

Erscheinungsformen werden nach heutigem Verständnis mit der Kompensationshypothese 

begründet, die auf der inhomogenen Expression von Dsg3 und Dsg1 innerhalb der 

Schleimhäute und der Haut basiert (Amagai et al. 1999; Mahoney et al. 1999).  

Die pathologische Relevanz von Autoantikörpern gegen Dsg1 und Dsg3 konnte in einer 

Vielzahl von in vivo- und in vitro-Untersuchungen gezeigt werden (Amagai et al. 1994; Koch 

et al. 1997). So ist es möglich, durch den alleinigen Transfer von IgG-Autoantikörpern eines 

PV-Patienten in einen anderen lebenden Organismus die Erkrankung im Empfänger zu 

induzieren.  
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Dies zeigt sich klinisch beim Pemphigus neonatorum, bei dem maternale Autoantikörper einer 

an Pemphigus erkrankten Schwangeren diaplazentar übertragen werden und beim 

Neugeborenen transiente bullös-erosive Hautläsionen verursachen (Sárdy und Kasperkiewicz 

2014). Im experimentellen Tiermodell konnten die IgG-Autoantikörper eines erkranken PV-

Patienten durch den passiven Transfer in neonatale Mäuse eine Blasenbildung mit histologisch 

sichtbaren Adhäsionsverlust auslösen (Anhalt et al. 1982). Weiterhin konnte beobachtet 

werden, dass in vitro Dsg-spezifische IgG-Autoantikörper zum Verlust der desmosomalen 

Integrität und final zur Dissoziation von Keratinozyten führen können (Calkins et al. 2006; 

Heupel et al. 2008).  

Abb. 3: Aufbau von Desmosomen mit Darstellung der Autoantigene humaner bullöser 

Autoimmunerkrankungen der Haut und ihrer Rolle bei der epidermalen Adhäsion. Die Integrität der 

epidermalen Zellkohäsion hängt weitgehend von Desmosomen ab. Diese sind plaqueähnliche interzellulären 

Adhäsionsstrukturen, die transmembranöse Adhäsionsmoleküle wie das Desmoglein und Desmocollin mit 

Keratinen des Zytoskeletts durch Interaktion mit intrazellulären Komponenten wie Desmoplakin, Plakoglobin, 

Plakophilin, Envoplakin und Periplakin verbinden. Zusätzlich zu Dsg3 und Dsg1, die Autoantigene bei 

Pemphigus vulgaris (PV, Dsg1 und Dsg3) und bei Pemphigus foliaceus (PF, nur Dsg1) sind, wurden alle anderen 

oben genannten Komponenten der Desmosomen als Autoantigene verschiedener klinischer Varianten von 

Pemphigus identifiziert. Desmocollin ist das Autoantigen des IgA-Pemphigus (IgA-P). Dargestellt ist auch die 

im Extrazellulärraum befindliche Desmoglein-Ektodomäne (ECD), die mit ihren pemphigusspezifischen 

Epitopen eine bedeutende Rolle in der Krankheitsgenese spielt (modifiziert nach Hertl et al. 2006). 
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Wie andere Cadherine bestehen Dsg3 und Dsg1 aus fünf extrazellulären Subdomänen 

(extracellular domains, ECD) von annähernd gleicher Größe (ECD1-ECD5), die dominante 

Epitope für die Bindung von Pemphigus-Antikörpern enthalten (Futei et al. 2000; Sekiguchi et 

al. 2001). Beim Menschen werden einige Dsg3-Epitope, sowohl auf Populationsebene als auch 

bei einzelnen Personen, häufiger erkannt als andere. Diese liegen im N-terminalen Bereich auf 

der ECD1 und ECD2. Zu diesen immundominanten Epitopen gehören die Regionen DSG3 (97-

111), DSG3 (190-204), DSG3 (206-220) und DSG3 (251-265), die im Zusammenhang mit den 

PV-assoziierten HLA-Allelen DR³1*0402 und DQ³1*0503 präsentiert werden (Eming et al. 

2014; Tong et al. 2006; Wucherpfennig et al. 1995). Beide HLA-Allele weisen eine große 

Homologie in der Bindung von Epitopen der Dsg3-Ektodomäne auf, sodass diese die T-Zell-

Erkennung identischer Dsg3-Epitope restringieren (Tong et al. 2006; Veldman et al. 2004). 

Eine Studie von Eming et al. zeigt in einem humanisierten HLA-DRB1*0402-transgenen 

Mausmodell, dass die HLA-DR³1*0402-restringierte T-Zell-Erkennung von humanen, 

immundominanten Dsg3-Epitopen zur Induktion pathogener IgG-Autoantikörper führt, die den 

Verlust der epidermalen Adhäsion induzieren. Die Aktivierung von Dsg3-reaktiven CD4+ T-

Zellen durch verschiedene humane Dsg3-Peptide, die an HLA-DR³1*0402 binden, wird durch 

das HLA-DR³1*0402-Allel streng reguliert. Im nächsten Schritt führt die CD40-CD154-

abhängige T-/B-Zell-Interaktion zur Produktion von IgG-Autoantikörper, die sowohl N- als 

auch COOH-terminale Epitope der humanen Dsg3-ECD erkennen (Eming et al. 2014).  

1.3.2.2 Effektor T-Lymphozyten und deren Zytokine 

Es konnten verschiedene immunologische Mechanismen und Immunzellen identifiziert und 

charakterisiert werden, die den Verlust der immunologischen Toleranz bewirken und zur 

Ausbildung der Autoimmunerkrankung PV durch Autoantikörper führen. So zeigen 

verschiedene in vitro- und in vivo- Studien, dass die Interaktion zwischen autoreaktiven T- und 

B-Zellen für die Produktion pathologischer Anti-Dsg-3-Antikörper erforderlich ist (Amber et 

al. 2013; Eming et al. 2014; Yokoyama und Amagai 2010) (Abb. 4). 
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Die dafür notwendige T-Zell-Aktivierung hängt überwiegend von der Erkennung der Epitope 

der Dsg3-Ektodomäne ab, welche spezifisch an PV-assoziierte HLA-Klasse-II-Allele binden. 

Es wird angenommen, dass die in den Haplotypen kodierenden MHC-Moleküle eine erhöhte 

Bindungsaffinität gegenüber einzelnen Peptidsequenzen des Dsg3 aufweisen (Eming et al. 

2014; Tong et al. 2006; Wucherpfennig et al. 1995). Dies hat eine gestörte Immuntoleranz zur 

Folge und begünstigt die Entstehung von Dsg3-spezifischen T-Zellen.  In verschiedenen 

Studien konnten Dsg3- und Dsg1-spezifische autoreaktive CD4+ T-Lymphozyten aus dem 

Abb. 4: Immunregulation der Autoantikörperproduktion bei Pemphigus vulgaris. Eine Übersicht der 

verschiedenen T-Zellsubpopulationen, ihrer Zytokine und ihrer Hauptfunktion. Durch antigenpräsentierende 

Zellen (APC) wird das Autoantigen Desmoglein (Dsg)3 bei PV-Patienten den T-Zellen präsentiert und aktiviert 

dieses. Dieser Prozess wird durch humanes Leukozytenantigen (HLA)-II, wie HLA-DR³1*0402 und HLA-

DQ³1*0503, bestimmt. Daraufhin differenzieren sich die T-Zellen zu T-Helferzellen wie TH1, TH2, TH17 und 

follikuläre T-Helferzellen (TFH). Anschließend können die T-Zellen durch direkte Interaktion (TCR-MHC-II- und 

CD40-CD154-Signalweg) oder Sekretion von Zytokinen die B-Zellen aktivieren. Diese Zytokine sind 

entscheidend für die Regulation der B-Zell-Funktion und können die Aktivierung autoreaktiver B-Zellen negativ 

(gestrichelter Pfeil) oder positiv (durchgezogener Pfeil) beeinflussen. Die herunterregulierten TH1-Zellen fördern 

dabei die Immunantwort, dagegen regulieren die TH2-Zellen die Produktion pathogener Dgs3-spezifischer IgG-

Antikörper. Die IL-17 sezernierenden TH17 begünstigen die Entzündungsreaktion und stehen im 

Ungleichgewicht zu den Treg-Zellen, die die Produktion autoreaktiver T-Zellen und die Antikörperproduktion 

hemmen. Auch die TFH-Zellen, die mit ihrer subsetspezifischen Sekretion an IL-21 mit B-Zellen interagieren, 

erleichtern die Produktion von Autoantikörpern. Die B-Zellen können weiter reifen und sich zu Plasmazellen 

entwickeln, die hochaffine Autoantikörper gegen Dsg3 sezernieren (moduliert in Anlehnung an Pan 2015). BCR, 

B-Zell Rezeptor; IFN-´, Interferon gamma; IL, Interleukin; Treg, regulatorische T-Zelle. 
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peripheren Blut von PV-Patienten isoliert und hinsichtlich der Antigenspezifität und der 

funktionellen Eigenschaften analysiert werden (Amber et al. 2013; Hertl et al. 2006; Veldman 

et al. 2007). Diese Beobachtungen stärken die Hypothese, dass autoreaktive CD4+ T-Zellen 

kritische Initiatoren und Fortsetzer der Autoimmunpathologie sind. Die zentrale Rolle der 

aktivierten CD4+ T-Zellen bestätigen Nishifuji und Kollegen, die nach einer Depletion der 

peripheren CD4+ T-Zellen keinen Nachweis von anti-Dsg3 IgG-produzierenden B-Zellen 

detektieren konnten. Das Phänomen der >verschwindenden< Dsg3-reaktiven 

Autoantikörperproduktion durch B-Zellen wurde auch beim Hinzufügen von monoklonalen 

anti-HLA-DR- oder anti-HLA-DQ-Antikörper zu den Kulturen beobachtet (Nishifuji et al. 

2000). Dies steht im Einklang mit Beobachtungen zweier Studien, die ebenfalls eine 

proliferative Antwort der autoreaktiven TH-Zellen durch Anti-DR- oder Anti-DQ-Antikörper 

blockieren konnten (Riechers et al. 1999; Veldman et al. 2007). Dies deutet auf die zentrale 

Rolle der HLA-Klasse II-restringierten CD4+ T-Zellen bei der Autoantikörperproduktion bei 

PV hin. Weitere Indizien für eine pathogenetisch relevante Interaktion autoreaktiver CD4+ T-

Zellen und B-Zellen ergibt sich aus der klinischen Beobachtung, dass bei PV-Patienten die 

therapeutische B-Zell-Depletion mit dem monoklonalen anti-CD20-Antikörper Rituximab zu 

einer Herunterregulation Dsg3-spezifischer T-Zellen führt. Dies hat eine klinische 

Verbesserung zur Folge, bevor anti-Dsg3-IgG-Autoantikörper im Serum vermindert detektiert 

werden können (Eming et al. 2008). Dass bereits eine geringe Menge an potenten Dsg3-

reaktiven T-Zellen ausreicht, zeigt eine Studie anhand eines Mausmodells. Die Dsg3-reaktiven 

T-Zell-Klone waren in der Lage, polyklonale naive B-Zellen zu binden, um pathogene anti-

Dsg3-Antikörper zu produzieren und den PV-Phänotyp zu induzieren (Takahashi et al. 2009).  

1.3.2.3 TH1- und TH2-Zellen  

Im peripheren Blut von PV-Patienten konnten bereits in vielen Studien Dsg3-spezifische TH1- 

und TH2 detektiert werden (Veldman et al. 2003; Satyam et al. 2009). Das derzeitige 

Verständnis der Immunpathogenese des PV legt nahe, dass die von autoreaktiven TH2-Zellen 

produzierten Zytokine essenziell für die Entstehung von Autoantikörpern sind, wohingegen die 

TH1-assoziierten Zytokine keinen entscheidenden Einfluss auf die Immunpathogenese des PV 

haben (Di Zenzo et al. 2016; Giordano und Sinha 2012). So konnte beobachtet werden, dass 

bei PV-Patienten der TH2-Zytokin-Spiegel (IL-4 und IL-10) im Vergleich zu den gesunden 

Kontrollen (K) erhöht und die TH1-Zytokine (IL-2 und IFN-´) verringert waren (Giordano und 

Sinha 2012; Satyam et al. 2009). Ein weiterer Beleg für die Hypothese, dass PV als eine TH2-
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getriebene Autoimmunerkrankung betrachtet werden kann, sind die überwiegend zur 

Subklassen IgG4 gehörenden Autoantikörper (Lin et al. 1997; Nagel et al. 2010). So 

begünstigen die autoreaktiven TH2-Zellen mit der Sekretion von IL-4, IL-6 und IL-10 

hauptsächlich die Bildung des besonders PV-relevanten Subtyps IgG4. Der pathognomonisch 

für einen chronischen Verlauf des PV stehende Dsg3-reaktive IgG1-Subtyp wird dagegen 

überwiegend von TH1-Zellen über die Freisetzung von IFN-´ durch die Kooperation mit B-

Zellen gebildet (Hertl 2000; Takahashi et al. 2007). Dies unterstützt die Hypothese, dass die 

PV-Pathogenese die Folge einer Autoantikörperproduktion ist, die aus einem Ungleichgewicht 

der Dsg3-sensibilisierten TH1- und TH2-Zellen resultiert. Es wurden Dsg3-reaktive TH1- (Hertl 

et al. 1998a) und TH2-Zellen (Rizzo et al. 2005) identifiziert, die Teile der extrazellulären 

Domäne von Dsg3 im Zusammenhang mit PV-assoziierten HLA-Klasse-II-Allelen (HLA-

DR³1*0402 und/oder HLA-DQ³1*0503) erkannten. Die Dsg3-spezifischen autoaggressiven 

TH2-Zellen wurden bevorzugt bei PV-Patienten mit aktiver Erkrankung nachgewiesen, 

während gesunde Träger der PV-assoziierten HLA-Klasse-II-Allele HLA-DRB1*0402 und 

HLA-DQ³1*0503 autoreaktive TH1-Zell-Antworten gegen Dsg3 zeigten (Hertl et al. 1998a).  

1.3.2.4 TH17-Zellen  

Einige kürzlich veröffentlichte Arbeiten legen nahe, dass TH17- und TFH17-Zellen mit ihrer 

charakteristischen Zytokinexpression von IL-17 an der Pathogenese des PV beteiligt sein 

könnten (Asothai et al. 2015; Holstein et al. 2021; Kowalski et al. 2019; Timoteo et al. 2017). 

So zeigt sich nicht nur ein Anstieg des IL-17-Serumspiegels, sondern auch eine lokale Zunahme 

von IL-17-produzierenden TH17-Zellen in Hautläsionen von PV-Patienten im Vergleich zu 

nicht erkrankten Kontrollpersonen (Arakawa et al. 2009; Giordano und Sinha 2012). Darüber 

hinaus konnte eine erhöhte Expression an IL-17 im akuten Stadium im Vergleich zu gesunden 

Kontrollen festgestellt werden (Xu et al. 2013). Dies unterstützt die Hypothese, dass IL-17 bzw. 

TH17-Zellen eine gewisse Korrelation mit der Krankheitsaktivität aufweisen. Ein Anstieg der 

Expression von IL-17 durch Dsg3-spezifische autoreaktive T-Zellen im peripheren Blut im 

Vergleich zur Kontrollgruppe ist bereits gezeigt worden (Hennerici et al. 2016). Eine aktuelle 

Studie unterstützt, das Konzept der IL-17 produzierenden T-Zell-Subpopulationen als relevante 

Faktoren der Immunaktivität bei PV. Neben TH17-Zellen waren insbesondere TFH17-Zellen in 

der Lage die Sekretion von Dsg3-spezifischen Autoantikörpern durch B-Gedächtniszellen zu 

induzieren und unterstützen die Hypothese der direkten pathogenen Rolle von IL-17- 

produzierenden T-Zellen bei der akuten Pemphiguserkrankung (Holstein et al. 2021). 
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1.3.2.5 Follikuläre T-Helferzellen  

Ein weiteres Zytokin, dessen pathogenetische Relevanz bei PV noch nicht hinreichend geklärt 

wurde, ist IL-21. Es wird hauptsächlich von TFH-Zellen gebildet, deren Hauptfunktion die B-

Zell-Aktivierung und die Unterstützung der Antikörperproduktion während der humoralen 

Immunantwort ist (Spolski und Leonard 2014). Daneben können weitere T-Zell-

Subpopulationen, wie TH17-Zellen, IL-21 produzieren (Lüthje et al. 2012; Ma et al. 2012). 

Bisherige Untersuchungen bei verschiedenen autoantikörpervermittelten 

Autoimmunerkrankungen legen nahe, dass eine Fehlfunktion der TFH-Zellen die Entstehung 

einer pathogenen Autoantikörperantwort begünstigen kann (Botti et al. 2012; Crotty 2014; Li 

et al. 2013; Tangye et al. 2013; Ueno 2016). Da IL-21 ein beschleunigender Faktor vieler 

Krankheiten sein könnte, wurde die Hemmung des Zytokins zur Kontrolle des Schweregrades 

einer Autoimmunerkrankung in mehreren Studien empfohlen (Ettinger et al. 2008; Yuan et al. 

2011). Bei PV-Patienten konnten bereits Dsg3-spezifische autoreaktive T-Zellen nachgewiesen 

werde, die bei ex vivo-Stimulation mit Dsg3 das Zytokin IL-21 produzierten und auf eine 

Beteiligung von IL-21-produzierenden T-Zellen (TFH und/oder TH17) an der Pathogenese des 

PV hindeuten (Hennerici et al. 2016). 

1.3.2.6 Die Rolle von CD4+CD154+ T-Zellen 

Obwohl Pemphigus als eine durch Autoantikörper vermittelte organspezifische 

Autoimmunerkrankung angesehen wird, deuten zunehmende Hinweise auf eine primäre Rolle 

einer T-Zell-vermittelte Pathogenese hin. Eine Studie von Aoki-Ota et al. haben diesbezüglich 

gezeigt, dass die frühe Verabreichung von monoklonalen Anti-CD154-Antikörpern die 

Produktion von pathogenen Anti-Dsg-3-Antikörpern in einem Mausmodell der PV hemmen 

konnte. Allerdings konnte die Anti-CD154-Behandlung bei stabiler Produktion von pathogenen 

Antikörpern mit Ausbildung eines PV-Phänotyps nur marginale Auswirkungen aufweisen 

(Aoki-Ota et al. 2006). Solche Befunde deuten darauf hin, dass bei Pemphigus die CD40-

CD154-Wechselwirkung bei den frühen immunologischen Interaktionen entscheidend sein 

kann. So könnten der Antikörpersynthese vorausgehend das T-Zell-Priming durch APC und die 

TH-Zell-vermittelte B-Zell-Aktivierung eine wichtige Schlüsselrolle darstellen. Vergleichbare 

Beobachtungen wurden auch in anderen Modellen von Autoimmunerkrankungen gemacht (vgl. 

Kap. 1.2.2.3). In der oben genannten Studie wurde weiterhin beobachtet, dass die Toleranz 

gegenüber Dsg3 übertragbar war. Dies beruht darauf, dass der Co-Transfer von Splenozyten 
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aus Anti-CD154-Antikörper-behandelten Mäusen und naive Splenozyten aus Dsg3-knockout 

Mäusen die Anti-Dsg3 IgG-Produktion in den Empfängermäusen signifikant unterdrückte 

(Aoki-Ota et al. 2006). Dies deutet zum einen darauf hin, dass die CD40-CD154-Interaktion 

für die Induktion pathogener Anti-Dsg3-IgG-Antikörper wesentlich ist. Zum anderen können 

antigenspezifische immunregulatorische Zellen, die durch den monoklonalen CD154-

Antikörper induziert werden, eine therapeutische Option für Autoimmunerkrankungen 

darstellen (Yokoyama et al. 2012). Eine Studie bei Patienten mit aktivem PV konnte sowohl in 

der läsionalen Haut als auch im Serum eine CD154-Hochregulation nachweisen (Caproni et al. 

2007a). Diese Beobachtungen deuten auf eine zentrale Rolle des CD40-CD154-Systems hin. 

Die Aktivierung von Dsg3-reaktiven CD4+ T-Zellen durch verschiedene humane Dsg3-Peptide, 

die an HLA-DR³1*0402 binden, wird durch das HLA-DR³1*0402-Allel streng reguliert und 

führt über CD40-CD154-abhängige T-/B-Zell-Interaktion zur Produktion von IgG-

Autoantikörper, die sowohl N- als auch COOH-terminale Epitope der humanen Dsg3-

Ektodomäne erkennen. Diese entscheidende Rolle wurde unter anderem in der Studie von 

Eming et al. mit HLA-DR³1*0402-transgenen Mäusen, die mit einem monoklonalen Anti-

CD154-Antikörper behandelt wurden und die Produktion von Anti-Dsg3-IgG-Antikörper 

dadurch vollständig gehemmt wurde, verdeutlicht (Eming et al. 2014). Dies zeigt, dass die T-

/B-Zell-Interaktion in der Induktionsphase der Dsg3-spezifischen IgG-Produktion besonders 

kritisch ist. Für eine optimale CD154-Genexpression wird die Aktivierung der Proteinkinase C 

über eine Signalkaskade und die dadurch ansteigende intrazelluläre Kalziumkonzentration 

benötigt. Die CD154-Expression kann durch Vorbehandlung der T-Zellen mit dem 

Calcineurininhibitor Cyclosporin A gehemmt werden und weist auf einen möglichen Einfluss 

des Calcineurins auf die CD154-Expression hin (Fuleihan et al. 1994). Klinische Studien zum 

therapeutischen Ansatz mit Cyclosporin A bei PV-Patienten konnten diesen Einfluss nicht 

bestätigen (Barthelemy et al. 1988; Ioannides et al. 2000). Zusammenfassend ist die 

pathogenetische Relevanz der CD4+CD154+ T-Zellen bei PV noch nicht hinreichend bekannt 

und erforscht.  

1.3.3 Diagnostik 

Die initialen Läsionen des Pemphigus werden oft ohne Therapieerfolg als herpetische Infektion, 

Aphthose, erosiver Flechtenplanus, orale Candidosen oder Gingivitis fehldiagnostiziert 

(Pollmann et al. 2018). Aus diesem Grund ist neben dem klinischen Erscheinungsbild eine 

diagnostische Biopsie mit histologischer Untersuchung zum Ausschluss eines Pemphigus 
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unerlässlich. Die histologische Begutachtung erfolgt an periläsionaler Haut- und 

Schleimhautbiopsien, die sich histopathologisch durch eine Akantholyse in Folge eines 

Verlustes der epidermalen Keratinozytenadhäsion zeigt. Der Nachweis von Autoantikörpern, 

die an epidermalen Keratinozyten binden, wird mithilfe der direkten (DIF) und indirekten (IIF) 

Immunfluoreszenzuntersuchung durchgeführt (Hertl und Schuler 2002b; Moll und Moll 1998). 

Im Rahmen der Basisdiagnostik werden zudem Autoantikörper gegen die Autoantigene Dsg1 

und Dsg3 durch immunserologische Diagnostik (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) 

detektiert. Da die Konzentrationen der Serum-IgG-Autoantikörper gegen Dsg1 und Dsg3 im 

Allgemeinen mit der klinischen Aktivität korrelieren, wird der Dsg-ELISA auch als guter 

serologischer Marker für die Krankheitsaktivität bei Pemphigus angesehen (Hertl et al. 2015).  

1.3.4 Therapie 

Für den PV liegen derzeit noch keine kausalen Therapieformen vor, sodass das primäre 

Therapieziel darin besteht, durch Immunsuppression das Auftreten von neuen Blasen und 

Erosionen zu verhindern (Eming 2015). Eine Ergänzung stellen Schmerztherapie und lokale 

Therapie dar. In der Initialphase werden Patienten mit akutem Krankheitsverlauf systemisch 

mit hochdosierten Glukokortikoiden behandelt. Zur Einsparung von Steroiden kommt die 

Kombination mit adjuvanten Immunsuppressiva wie Azathioprin und Mycophenolat-Mofetil 

zum Einsatz (Murrell et al. 2020). Im weiteren Verlauf der Therapie wird die Dosierung 

langsam reduziert und an die klinischen Symptome angepasst (Eming 2015). Daneben rückt die 

zielgerichtete Depletion von B-Zellen mithilfe des therapeutischen Anti-CD20-Antikörpers 

Rituximab (RTX) zunehmend in den Vordergrund. Der chimäre Antikörper verhindert eine 

sechs bis zwölf Monate anhaltende Reifung von autoreaktiven B-Zellen bzw. Plasmazellen, 

sodass in vielen Fällen eine schnelle und länger andauernde Remission bei den Patienten erzielt 

werden kann (Joly et al. 2017; Colliou et al. 2013; Eming et al. 2008). In schweren oder 

therapierefraktären Fällen werden Immunadsorption (IA) oder hoch dosierte intravenöse 

Immunglobuline (IVIG) empfohlen (Murrell et al. 2020). Die vollständige klinische Remission 

mit Abheilung aller Blasen und Erosionen stellt das therapeutische Ziel beim PV dar. Dieses 

Stadium kann allerdings meist nur in unbefriedigtem Maße erreicht werden, da es bei der 

Reduktion oder Beendigung der Therapie in vielen Fällen zur erneuten Exazerbation der 

Krankheitsaktivität kommt. Diverse neue Therapeutika befinden sich derzeit in der klinischen 

Erprobung. So gibt es ein wachsendes Spektrum von zielgerichteten Molekülen für die 

Pemphigus-Therapie gegen CD20, die Bruton-Tyrosinkinase, die chimären Antigenrezeptor 
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(CAAR)-T-Zellen, den B-Zell-aktivierenden Faktor (BAFF), T-Zell-Immunkomponenten, den 

proliferationsinduzierenden Liganden (APRIL), CD25, die mitogen-aktivierte Proteinkinase 

p38 (p38MAPK) und Zytokin-Modulationstherapien (Anti-IL-4, Anti-IL-6) (Bilgic Temel und 

Murrell 2019). 

1.4 Birkenpollenallergie 

Die Birkenpollenallergie ist eine der häufigsten saisonal auftretenden Soforttyp-Allergien in 

Europa, die sich klinisch durch Entzündung der Nasenschleimhaut mit Niesen, Nasenausfluss 

und Schwellung der Augenpartie manifestiert (D'Amato et al. 2007). Unter den 

allergieauslösenden Baumpollen haben Birkenpollen auch hier in Deutschland eine besondere 

klinische Relevanz. Mittlerweile sind 19-25 % der Pollenallergiker hierzulande gegenüber 

Birkenpollen sensibilisiert, wobei weiterhin eine ansteigende Tendenz der Prävalenz 

anzunehmen ist (Altmeyer et al. 2002; Fiocchi et al. 2015). In manchen Regionen Europas liegt 

der Prozentsatz der Probanden aus der Allgemeinbevölkerung mit einem positiven Pricktest auf 

Birkenallergene bei 54 % (D'Amato et al. 2007). Das hochpotente Allergen wird in der 

Pollenflugzeit zwischen März und Mai inhalativ aufgenommen und führt bei den Betroffenen 

zu den typischen Symptomen einer Typ-I-Allergie. Die Pollen werden dabei nicht gleichmäßig 

über die Zeit abgegeben, sondern sind den Schwankungen durch Temperatur, Luftdruck, 

Luftfeuchtigkeit und Luftverschmutzung unterlegen (Behrendt et al. 1997; Frenguelli et al. 

1991; Peternel et al. 2004). Neben der produzierten Pollenmenge unterliegt auch der 

Allergengehalt der Pollen mit dem Hauptallergen (Majorallergen) der Birke, Bet v 1, saisonalen 

und jährlichen Schwankungen (Reid und Gamble 2009). Über 98 % der Birkenpollenallergiker 

in Europa sind dabei gegen Bet v 1 sensibilisiert (Jarolim et al. 1989; Movérare et al. 2002). 

Die Entwicklung einer IgE-vermittelten Sensibilisierung gegen spezifische Allergene der 

Birke, wie Bet v 1, ist für die Entstehung einer allergischen Erkrankung entscheidend. Die 

Allergie gegen Birkenpollen kann infolge der Sensibilisierung mit anderen Allergenen wie 

Hausstaubmilben sowie Gräsern- oder Baumpollen im Sinne einer polyvalenten 

Sensibilisierung hinzukommen (Eriksson und Holmen 1996; Peter und Albert 2012). 

1.4.1 Klinische Manifestation und Diagnostik 

Zu den Symptomen, die mit einer Birkenpollenallergie einhergehen, gehören nasale Symptome 

wie Rhinorrhoe, Niesen sowie Augenbeschwerden wie Tränenfluss, Rötung oder 
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Konjunktivitis (Jantunen et al. 2012). Die Allergie kann aber auch saisonales allergisches 

Asthma bronchiale triggern (Biedermann et al. 2019; Schäppi et al. 1997). Bei der Mehrheit der 

Birkenpollenallergiker kann es unter anderem zur klinischen Manifestation von 

Kreuzaktivitäten mit Nahrungsmittelproteinen kommen. Die Ursache für ein sekundäres 

Pollen-Nahrungsmittelsyndrom ist die Homologie vieler pflanzlichen Nahrungsmittelallergene 

zu Bet v 1 (Rodriguez et al. 2000). Dieses Phänomen wird auch als orales Allergiesyndrom 

bezeichnet (Anhoej et al. 2001). Ausgehend von den charakteristischen Krankheitssymptomen 

basiert die Diagnose der Birkenpollenallergie hauptsächlich auf dem Pricktest (vgl. Kap.3.3) 

und der in vitro-Allergiediagnostik. Mit dem in vivo durchgeführten Pricktest am Unterarm 

lässt sich eine IgE-vermittelte Sensibilisierung nachweisen und zusammen mit der Klinik und 

der Anamnese interpretieren. Ein positives Pricktest-Ergebnis mit Rötung, Juckreiz oder 

Quaddelbildung ist nicht gleichbedeutend mit einer bestehenden Allergie, sondern weist 

lediglich auf eine Sensibilisierung hin. Zur Diagnostik einer Birkenpollenallergie zählt auch der 

in vitro-Nachweis von spezifischem IgE gegen rekombinantes Bet v 1.  

1.4.2 Pathophysiologie 

Die Birkenpollenallergie stellt eine IgE-vermittelte allergische Soforttypreaktion vom Typ I 

nach Coombs und Gell dar (Gell und Coombs 1963). Es wird zwischen einer Sensibilisierungs-, 

Effektor- und Spätphase unterschieden. Die Sensibilisierungsphase ist geprägt durch den ersten 

Allergenkontakt und die anschließende Aktivierung allergenspezifischer TH-Zellen. Die auf 

diese Weise stimulierten T-Zellen entwickeln sich mit dem umgebenden Zytokinmilieu 

mehrheitlich zu aktivierten TH2-Zellen (Mosmann und Sad 1996; Romagnani 1994; Wambre 

et al. 2012). Durch ihre Zytokine, wie IL-4, IL-5 und IL-13, tragen sie zur eosinophilen 

Infiltration und Aktivierung einer Entzündungsreaktion bei, spielen eine Schlüsselrolle bei der 

bronchialen Hyperreaktivität und sind an der allergietypischen IgE-Produktion beteiligt (Kay 

2001; Smith et al. 2013a). Dabei induzieren die TH2-Zellen durch Sekretion von IL-4 und IL-

13 einen Ig-Klassenwechsel von IgM zu IgE (Del Prete et al. 1988; Punnonen et al. 1993) und 

sind damit an der Synthese allergenspezifischer IgE-Antikörper durch B-Zellen bzw. 

Plasmazellen wesentlich beteiligt. Für die Aktivierung von B-Zellen und die Bildung von T-

Zell-abhängigen IgE-Antikörpern, sind nicht nur die Zytokine der TH2-Zellen, sondern auch 

die Interaktion zwischen CD40 auf B-Zellen und dem Liganden CD154 auf der Zelloberfläche 

von CD4+ T-Zellen relevant (Noelle et al. 1992; Poulsen und Hummelshoj 2007). Diese 

Wechselwirkung ist lediglich während der allergischen Sensibilisierung erforderlich, da die 
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IgE-Antikörper an hochaffine IgE-Rezeptoren (Fc¸RI) auf der Oberfläche von Effektorzellen, 

wie Mastzellen oder basophilen Granulozyten binden (Larché et al. 2006). Bei einem erneuten 

Allergenkontakt kommt es zu einer Quervernetzung der auf der Oberfläche von Granulozyten 

und Mastzellen befindlichen IgE-Antikörper mit konsekutiver Zellaktivierung und Freisetzung 

von Entzündungsmediatoren. Diese Effektorphase führt schließlich zur IgE-vermittelten Typ I-

Reaktion, die sich durch klassische Symptome einer Allergie äußert (Ying et al. 1997). Im 

Verlauf der allergischen Immunreaktion werden mithilfe von Chemokinen und Zytokinen unter 

anderem T-Zellen an den Ort der Allergenexposition rekrutiert. Diese können nach sechs bis 

zwölf Stunden durch freigesetzte Zytokine zusätzliche allergische Beschwerden in Form einer 

Spätphase-Reaktion auslösen (Macfarlane et al. 2000).  

1.4.2.1 TH2/TH1-Modell 

Lange Zeit wurde ein gestörtes Gleichgewicht zwischen allergenspezifischen TH1- und TH2-

Zellen zugunsten des TH2-Phänotyps als primäre Ursache für das Auftreten von Allergien 

angesehen (Romagnani 2006). Die Veränderungen im Verhältnis von TH2- zu TH1-Zellen 

gehen zum einen auf die Zunahme von IL-4-produzierenden TH2-Zellen zurück (Lagier et al. 

1995), andererseits wird eine Stagnation oder Abnahme der IFN-´-sezernierenden TH1-Zellen 

nach Allergenexposition beobachtet (Leonard et al. 1997; Renzi et al. 1999). Dabei wirkt IFN-´ 

wie IL-4 ebenfalls auf die B-Zellen, indem es einen Klassenwechsel zu IgG fördert und die 

B-Zellaktivierung durch Hemmung der TH2-Zellen verhindert (Akdis et al. 2004). Durch diese 

Mechanismen kann die Freisetzung von entzündlichen TH2-Mediatoren reduziert und die 

klinische Symptomatik vermindert werden (Huang et al. 2001, Texeira et al 2005). Momentan 

ist Stand der Forschung, dass das TH2/TH1-Modell nicht ausreichend zur Erklärung der 

komplexen immunologischen Zusammenhänge ist und weitere immunpathologische Vorgänge 

erforscht werden müssen. Weitere Zytokine die eine Rolle spielen könnten sind 

IL-17-produzierende TH17-Zellen, deren Entzündungsfunktion über die neutrophilen 

Granulozyten als Zielzelle ausgeübt wird. Erhöhte IL-17-Konzentrationen wurden in der Lunge 

und im Blut von Patienten mit allergischem Asthma festgestellt und mit dem Schweregrad in 

Verbindung gebracht (Hashimoto et al. 2005; Lindén und Adachi 2002; Oboki et al. 2008). Bei 

Birkenpollenallergikern wurde bereits ein Anstieg von IL-17 innerhalb und außerhalb der 

Saison gegenüber gesunden Kontrollen festgestellt (Ciprandi et al. 2008). Auch das Zytokin 

IL-21 scheint in der Immunpathogenese der Allergien relevant zu sein, da das durch TFH-Zellen 

produzierte IL-21 die antigenspezifische IgE-Produktion im Serum herunterregulieren kann, 
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IL-4 vermindert und zu einer Verringerung der allergischen Symptome führen kann (Hiromura 

et al. 2007; Kishida et al. 2007; Ozaki et al. 2002).  

1.4.3 Therapie 

Die Therapie der IgE-vermittelten Sofortallergie bietet eine Vielzahl von Behandlungsansätzen 

(Abb. 5). In der Praxis bewährt hat sich neben der Allergenkarenz die rein symptomatische 

Therapie mit Medikamenten. Als einziges kausales Behandlungsverfahren hat sich bislang 

lediglich die Allergen-Immuntherapie (AIT) durchgesetzt.  

Abb. 5: Therapiemöglichkeiten bei allergischen Erkrankungen vom Soforttyp. Potenzielle Therapieformen 

gliedern sich in symptomatische und kausale Maßnahmen. Kausale Therapieformen sind die Allergenkarenz mit 

strikter Vermeidung des Allergens sowie die Allergen-Immuntherapie, deren Ansatzpunkt die Immunmodulation 

auf humoraler und zellulärer Ebene darstellt und somit den Krankheitsverlauf positiv beeinflussen kann. Die 

symptomatisch wirkende Pharmakotherapie kann durch transiente Inhibition pathomechanistischer Effekte 

(Zytokine, Mediatoren und Immunzellen) die IgE-vermittelte allergische Typ-I-Reaktion reduzieren (modifiziert 

nach Douglass und O´Hehir, 2006). APC, antigenpräsentierende Zelle; Ig, Immunglobulin; IL, Interleukin. 
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1.5 Zielsetzung 

Die genauen zellulären und humoralen Mechanismen der an der Antikörperantwort des PV und 

der BPA beteiligten Immunzellen sind derzeit in vielen Einzelheiten noch nicht hinreichend 

untersucht. Zahlreiche Studien weisen auf eine essenzielle Rolle der antigenspezifisch 

aktivierten T-Zellen hin. Diese stellen zentrale Regulatoren in der adaptiven Immunantwort dar 

und können Immunpathologien wie Allergie und Autoimmunität verursachen. Allerdings sind 

die antigenspezifischen T-Zellen aufgrund ihrer niedrigen Frequenz in vielen klinisch 

relevanten Situationen bisher schwer nachweisbar und schlecht charakterisiert. Das Hauptziel 

der vorliegenden Arbeit ist die Evaluation der CD154-Expression nach antigenspezifischer 

Aktivierung zur Charakterisierung von antigenspezifischen T-Zellen im peripheren Blut von 

Patienten mit PV und Birkenpollenallergie. Die nachfolgende Untersuchung der 

antigenspezifisch aktivierten T-Zellen und deren Zytokinexpression sollte über einen Vergleich 

der unterschiedlichen Patientengruppen (BPA, K, PV) zu einem besseren Verständnis der 

Aktivierungsfaktoren von antigenspezifischen T-Zellen und den damit verbundenen 

Pathomechanismen bei PV und Birkenpollenallergie beitragen. Das Kollektiv der PV-Patienten 

soll dabei unterschiedlichen Krankheitszuständen und genetische Dispositionen zur Erfassung 

einer großen Bandbreite aufweisen. Die BPA werden während der Birkenpollensaison aufgrund 

einer erhöhten klinischen Krankheitsaktivität und vermeintlich höherer Frequenzen an 

antigenspezifischer T-Zellen untersucht. Zur Detektion der aktivierten CD4+CD154+ T-Zellen 

in peripheren mononukleären Blutzellen (peripheral blood mononuclear cells, PBMC) der zu 

untersuchenden Patientengruppen soll im Rahmen dieser Arbeit ein Protokoll etabliert werden. 

Der methodische Fokus liegt auf der Optimierung der FACS (fluorescence activated cell 

sorting)-Analyse nach ex vivo-Zellstimulation und anschließender intrazellulärer und 

oberflächlicher Antikörperfärbung anhand eines neu etablierten Markerpanels. Mit der 

etablierten CD154-Methode erfolgt im Anschluss die Untersuchung der Verteilung von 

antigenspezifisch aktivierten T-Zellen im peripheren Blut der Teilnehmer. Ein Ziel dieser 

Arbeit ist die Spezifität der autoreaktiven TH-Zellen zu charakterisieren, die vermutlich die 

Dsg3-spezifische Autoantikörperproduktion regulieren. Hierzu wird eine Reihe von 

antiinflammatorischen und proinflammatorischen intrazellulären Zytokinen wie IL-4, IL-21, 

IL-17 und IFN-´ gemessen und auf eine Korrelation mit CD154 untersucht. Des Weiteren soll 

diese Arbeit beantworten, ob es bei PV-Patienten Unterschiede zwischen der Stimulation mit 

dem Vollproteinantigen Dsg3 oder mit spezifischen Peptiden, die bestimmte Epitope des Dsg3 

darstellen, gibt. Schließlich soll in einem weiteren Schritt durch eine große 
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PV-Patientenkohorte geklärt werden, inwiefern das Vorkommen von 

antigenspezifisch-aktivierten T-Zellen mit der Krankheitsaktivität, dem Behandlungsstatus 

oder dem HLA-Klasse-II-Haplotyp korreliert. 
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2 Material  

2.1 Antikörper für die Durchflusszytometrie 

2.2 Stimuli 

2.2.1 Rekombinante Proteine 

Die beiden rekombinanten Proteine Dsg3 und NC1(1) wurden als lösliche Proteine in einem 

Baculovirus-Expressionssystem im Forschungslabor der Klinik für Dermatologie und 

Allergologie in Marburg produziert und durch Affinitätschromatografie aus dem 

Zellkulturüberstand von Insekten gereinigt (Ishii et al. 1997).  

Spezifität Erläuterung Referenzen 

Dsg3 
Extrazelluläre Domäne von humanem Dsg3 
(ECD1-5, Aminosäurensequenz 1-566) 

Eming et al., 2008 

Veldman et al., 2003a 

Veldman, et al., 2004 

Hertl, Amagai, et al., 1998b 

Spezifität Konjugat Klon Isotyp Laser Hersteller 

anti-CD154 BV421 24-31 Mouse IgG1 
Violett 
(405nm) 

BioLegend,San 
Diego, USA 

anti-CD4 AF700 RPA-T4 Mouse IgG1 
Rot 
(640nm) 

Becton Dickinson 
(BD) GmbH, 
Heidelberg 

anti-CD8 PE-Cy7 SK1 Mouse IgG1 
Gelb/Grün 

(561nm) 
BioLegend,San 
Diego, USA 

anti-IFN-´ FITC 4S.B3 
Mouse 
BALB/c IgG1 

Blau 

(488nm) 
BD GmbH, 
Heidelberg 

anti-IL-4 BV786 MP4-25D2 Rat IgG1 
Violet 

(405nm) 
BD GmbH, 
Heidelberg 

anti-IL-17A BV650 N49-653 Mouse IgG1 
Violett 

(405nm) 
BD GmbH, 
Heidelberg 

anti-IL-21 

 

PE 

 

3A3-N2.1 

 
Mouse IgG1 

Gelb/Grün 

(561nm) 
BD GmbH, 
Heidelberg 
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Spezifität Erläuterung Referenzen 

NC1(1) 
Nicht kollagene Domäne 1 (NC1) des 
humanen Kollagen VII 

Müller,R et al., 2010 

Jedlickova et al., 2012 

 

2.2.2 Peptide  

Name Dsg3-Peptide* Hersteller 

P1 DSG3 (97-111) Proimmune, Oxford, England 

P2 DSG3 (190-204) Proimmune, Oxford, England 

P3 DSG3 (206-220) Proimmune, Oxford, England 

P4 DSG3 (251-265) Proimmune, Oxford, England 

*Nach veröffentlichten Gensequenzen von humanem Dsg3 (Eming et al., 2014). 

 

2.2.3 Mitogene und Extrakte 

Name Hersteller 

BPE BioMay AG, Wien, Österreich 

PHA Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf 

2.3 Chemikalien und Reagenzien 

Name Hersteller 

Brefeldin A 100X 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
USA 

Dimethylsulfoxid (DMSO; C2H6OS) 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Schnelldorf 

Dulbecco's PBS (phosphat buffered saline)  

(ohne Ca2+, Mg2+) 
Capricorn-Scientific GmbH, 
Ebsdorfergrund 

Ethylendiamintetraacetat (EDTA, C10H16N2O8) 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Schnelldorf 

FACSClean BD GmbH, Heidelberg 

FACSFlow BD GmbH, Heidelberg 

FACSRinse BD GmbH, Heidelberg 
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Name Hersteller 

Fetales Kälberserum (FCS) Biochrom AG, Berlin 

Gepooltes humanes Serum (PHS) 
Capricorn-Scientific GmbH, 
Ebsdorfergrund 

Lymphocytes Seperation Media 
Capricorn-Scientific GmbH, 
Ebsdorfergrund 

Pancoll® PAN-Biotech GmbH, Aidenbach 

PSG: L-Glutamin (200mM)  

Penicillin (10.000U/ml), 

Streptomycin (10.000mg/ml) 

PAA Laboratories GmbH, Cölbe 

Rinderalbuminfraktion V (BSA) Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 

RPMI (Rosewell Park Memorial Institute) 1640 
Capricorn-Scientific GmbH, 
Ebsdorfergrund 

True Nuclear# Transcription Factor Buffer Set BioLegend, San Diego, USA 

Trypanblau-Lösung 0,4 % 

 

Sigma-Aldrich Chemie GmBH, 
Schnelldorf 

 

2.4 Puffer und Kulturmedien 

Name Herstellung 

Einfriermedium 

FCS, sterilfiltriert (0,22 µm)  

+ 10 % DMSO 

³Lagerung bei -20 °C 

MACS-Puffer 

Dulbecco´s PBS  

+ 0,5% BSA  

+ 2 mM EDTA (Ethylendiamintetraazetat) 

³ Sterilfiltration (0,22 µm)  

³ Lagerung bei 4°C 

RPMI++ 

RPMI 1640 

+ 100 U/ml Penicillin  

+ 100 µg/ml Streptomycin  

+ 2 mM Glutamin 

³ Lagerung bei 4 °C 

RPMI++ + 10 % PHS  

RPMI++ 

+ 10 % PHS 

³ Sterilfiltration (0,22 µm) 

³ Lagerung bei 4 °C 
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2.5 Verbrauchsmaterial 

Name Hersteller 

6-Well-Kulturplatte Nunc GmBH & Co. KG, Wiesbaden 

96-Well-Rundboden-Zellkulturplatten  
Greiner Bio-One GmbH, 
Frickenhausen 

Blutentnahmeröhrchen, CPDA (Monovette®) Sarstedt, Nürnbrecht 

Blutentnahmeröhrchen, Serum-Gel (Monovette®) Sarstedt, Nürnbrecht 

Einfrierröhrchen (Cryotube) Sarstedt, Nürnbrecht 

FACS-Röhrchen Sarstedt, Nürnbrecht 

Pasteurpipetten Hirschmann GmbH, Eberstadt 

Polypropylen-Röhrchen (Falcons), 15/50 ml 
Greiner Bio-One GmbH, 
Frickenhausen 

Serologische Pipetten, 5/10/25 ml  Sarstedt, Nürnbrecht 

Sterilfilter, 0,22 µm (Stericup) Millipore GmbH, Schwalbach 

2.6 Geräte 

Name Hersteller 

CO2-Inkubator (HERAcell®) 
Heraeus Kendro Laboratory Products GmbH, 
Darmstadt 

Durchflusszytometer (LSRFortessa#) BD GmbH, Heidelberg 

Gefrierbehälter (Nalgene#)  ThermoFisher Scientific, Darmstadt 

Gefrierschrank (-80 °C, HERAfreeze®) 
Heraeus Kendro Laboratory Products GmbH, 
Langenselbold 

Kühlzentrifuge (Megafuge® 1.0R) 
Heraeus Kendro Laboratory Products GmbH, 
Darmstadt 

Laborautoklav, FVA3 Fedegari Autoclavi Spa, Albuzzano, Italien 

Neubauer Zählkammer 
Paul Marienfeld GmbH & Co. KG,  

Lauda-Königshofen 

Reinstwassersystem (Astacus) MembraPure GmbH, Hennigsdorf 

Sterilbank 
Heraeus Kendro Laboratory Products GmbH, 
Langenselbold 

Stickstofftank (Chronos 200) Cryotherm GmbH &Co.KG, Kirchen 

Tischzentrifuge  

(Eppendorf 5415C Centrifuge) 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 

Vortex-Schüttler 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 
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2.7 Software 

Name Firma 

BD FACSDiva# Software BD Biosciences, San Jose, USA 

CellQuest Pro# (5.2) BD GmbH, Heidelberg 

Citavi© (6.3) 
Swiss Academic Software, 

Wädenswil, Schweiz 

FlowJo© (7.6.3) TreeStar Inc, Ashland, USA 

GraphPad Prism© (9.01) GraphPad Software Inc., San Diego, USA 

Microsoft Office© 2010, 2013 (Word, Excel, 
Power Point) 

Microsoft Corporation, Redmond, USA  
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3 Methoden 

3.1 Patienten und Einschlusskriterien 

Als Teilnehmer dieser Arbeit wurden 16 PV-Patienten (Durchschnittsalter 58 Jahre; 

Spannweite 41-81 Jahre), 15 BPA (Durchschnittsalter 41 Jahre; Spannweite 20-67 Jahre) sowie 

14 gesunde Kontrollen (Durchschnittsalter 30 Jahre; Spannweite 22-47 Jahre) im Zeitraum 

zwischen Oktober 2019 bis Juni 2020 eingeschlossen (Tab. S 1). Für die Durchführung der 

Untersuchungen lag ein positives Votum (Az.: Studie 20/14) der Ethikkommission Marburg 

und eine schriftliche Einwilligung jedes Patienten vor. Diese Arbeit wurde gemäß den 

Prinzipien der Deklaration von Helsinki durchgeführt.  

3.1.1 Patientengruppe Pemphigus vulgaris 

Die Diagnose der Autoimmunerkrankung PV erfolgte bei allen Patienten anhand etablierter 

diagnostischer Kriterien auf Basis des klinischen Phänotyps sowie des histologischen und 

immunserologischen Befunds (Tab. S 2). Die folgenden etablierten diagnostischen Kriterien 

stellten zugleich auch die Einschlusskriterien für PV-Patienten dar. Es musste mindestens das 

klinische Bild als Kriterium nachgewiesen werden. 

Histopathologie 
Nachweis einer intraepidermalen 
Akantholyse 

Immunfluoreszenz 

Epidermale intrazelluläre Ablagerungen von 
IgG und/oder Komplementfaktor C3 mithilfe 
einer direkten Immunfluoreszenz der 
periläsionalen Hautbiopsie und/oder 
indirekten Immunfluoreszenz mit 
Affenösophagus 

Klinisches Bild 
Erosionen und schlaffe Blasen der Haut 
und/oder Schleimhäute 

Serologie 

Nachweis von Dsg3/Dsg1- spezifischen 
IgG-Autoantikörper im Serum der Patienten 
mittels ELISA (enzyme-linked immunsorbent 

assay) 

Die PV-Patienten wurden zudem angesichts ihrer klinischen Krankheitsaktivität und der 

systemischen Therapie gemäß etablierten klinischen Kriterien (Murrell et al. 2008) in drei 

Krankheitsstadien eingeteilt. Es wurden Patienten mit aktiver Erkrankung in Form eines 
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Rezidivs (R) sowie Patienten mit verminderter Krankheitsaktivität in partieller Remission (PR) 

und kompletter Remission (KR) unterteilt (Abb. 6).  

 

Abb. 6: Einteilung der Pemphigus vulgaris (PV)-Patienten gemäß klinisch etablierten Kriterien  

PV-Patienten (n=16) wurden anhand ihres klinischen Phänotyps in partielle bzw. komplette Remission und 

Rezidiv unterteilt und anhand ihrer systemischen Therapie weiter differenziert (Murrell et al. 2008). Pred, 

Prednisolon 

3.1.2 Patientengruppe Birkenpollenallergie 

Zum Einschluss von BPA in die Arbeit musste neben dem klinischen Verdacht einer 

Birkenpollenallergie mindestens ein Parameter der nachfolgenden diagnostischen Kriterien 

nachgewiesen werden. Patienten mit Symptomen einer mehrjährigen oder begleitenden 

Allergie auf andere saisonale Allergene mit überlappender Zeit des Symptomauftretens wurden 

ebenfalls in diese Arbeit aufgenommen. In kutan-vaskulären Testungen wie dem Prick- oder 

Intrakutantest (vgl. Kap. 3.3 3.3) sowie serologischen Testungen konnte eine IgE-vermittelte 

Sensibilisierung gegen Birkenpollen und demzufolge ein Zusammenhang zur klinischen 

Symptomatik eindeutig nachgewiesen werden. Die Untersuchung der Patienten erfolgte 

während der Birkenpollensaison zwischen April 2020 und Mai 2020 (Tab. S 4).  

Die folgenden Einschlusskriterien zählen zu den diagnostischen Kriterien für BPA: 

Klinischer Test Positiver Prick- oder Intrakutantest  

Serologischer Test 
Nachweis spezifischer IgE-Antikörper gegen 
Bet v 1 oder Birke  
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3.1.3 Kontrollgruppe 

Für die Kontrollgruppe galt als Einschlusskriterium, dass die Probanden keinen klinischen 

Anhaltspunkt einer Birkenpollenallergie oder eines PV aufwiesen. So zeigten die gesunden 

Kontrollen keine Zeichen einer autoimmunen Entzündung der Haut. Zudem hatten sie keine 

Vorgeschichte von atopischen Erkrankungen gegen gewöhnliche Aeroallergene und/oder 

keinen Nachweis von spezifischen IgE-Antikörper gegen Bet v 1 im Serum. Im Anhang wurde 

eine Übersicht aller Teilnehmer dieser Arbeit mit ihren klinischen und serologischen 

Charakteristika erstellt (Tab. S 1, Tab. S 2, Tab. S 3, Tab. S 4).  

3.2 Blutentnahme und serologische Diagnostik 

Die Entnahme der peripheren venösen Blutproben (~50 ml) von PV, BPA und gesunden 

Kontrollen erfolgte durch das klinische Personal der Klinik für Dermatologie und Allergologie 

des Universitätsklinikums Gießen und Marburg (Standort Marburg). Für die anschließende 

Isolation der mononukleären Zellen (vgl. Kap. 3.4) wurde das Blut in Entnahmeröhrchen, die 

das Antikoagulans Citrat-Phosphat-Dextrose-Adenin (CPDA) enthielten, abgenommen. Die 

Detektion von IgG-Autoantikörper gegen Dsg1 und/oder Dsg3 im Serum von PV-Patienten 

erfolgte mithilfe eines kommerziell verfügbaren ELISA Kits (EUROIMMUN Dermatology 

Profile, Lübeck) durch Mitarbeiter der Klinik für Dermatologie und Allergologie gemäß des 

Herstellerprotokolls. Die Konzentration der Autoantikörper wurde in relative Einheiten 

(RE)/ml angegeben, wobei die Nachweisgrenze bei 5 RE/ml lag und Ergebnisse von > 20 

RE/ml als positiv gewertet wurden. Die HLA-Klasse-II-Typisierung wurde von Prof. Dr. med. 

Gregor Bein, Zentrum für Transfusionsmedizin und Hämatotherapie des Universitätsklinikums 

Gießen, vorgenommen. Die Analyse erfolgte aus EDTA (Ethylendiamintetraazetat)-Vollblut 

durch eine Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction, PCR). Die 

Immunglobulinmessungen für spezifisches IgE gegen Birkenpollenextrakt und Bet v 1 wurden 

mit dem ImmunoCAP System (Phadia, Uppsala, Schweden) nach Herstellerangaben von 

Mitarbeitern der Klinik für Dermatologie und Allergologie Marburg umgesetzt.  
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3.3 Pricktest 

Die Durchführung des Pricktests erfolgte von den Mitarbeitern der Klink für Dermatologie und 

Allergologie durch Applikation eines Tropfens einer standardisierten Birkenpollenlösung auf 

der Volarseite des Unterarms. Mit einer Pricklanzette wurde durch den Tropfen hindurch leicht 

in die Epidermis gestochen und nach 20 Minuten (min) die Hautreaktion beurteilt. Für die 

Interpretation der Hautreaktion wurde eine Negativkontrolle (physiologische Kochsalzlösung 

NaCl 0,9 %) und eine Positivkontrolle (0,1 % Histaminlösung) mitgeführt. Aufgrund der 

Rötung und Quaddelbildung wurde der Pricktest relativ zu den Kontrolllösungen mit >keine 

Reaktion< (0) bis zu einer vierfach positiven Reaktion (4) eingeteilt. Ab einer Reaktion mit 

Rötung mit mindestens 5 mm und einer Quaddelbildung von mindestens 3 mm wurde von 

einem positiven Pricktest (1-4) gesprochen. 

3.4 Separation von mononukleären Zellen des peripheren Blutes durch 

Dichtegradientenzentrifugation  

Prinzip                

Das Verfahren der Dichtegradientenzentrifugation ermöglicht die Auftrennung der zellulären 

Bestandteile des peripheren Blutes entsprechend ihrer unterschiedlichen Dichte, sodass humane 

PBMC (peripheral blood mononuclear cells) aus dem Vollblut der Teilnehmer separiert werden 

können. Für die Fraktionierung des humanen Blutes wurde die Ficoll-Hypaque-

Dichtegradientenzentrifugation angewandt. Hierfür wird das Blut mit einer 

phosphatgepufferten Salzlösung (phosphat buffered saline, PBS) versetzt und über die hier 

eingesetzte Ficoll-Hypaque-haltige gebrauchsfertige Lösung Pancoll® mit einer Dichte von 

1,077 g/cm3 geschichtet. Die Ficoll-Hypaque-Lösung besitzt eine geringere Dichte als 

Erythrozyten (1,090-1,110 g/cm3) sowie die meisten Granulozyten (1,075-1,099 g/cm3) und 

eine größere Dichte als Monozyten (1,059-1,068 g/cm3), Lymphozyten (1,066-1,077 g/cm3) 

und Thrombozyten (1,040-1,060 g/cm3) (Luttmann et al. 2014). Dadurch kommt es bei der 

anschließenden Zentrifugation zur Sedimentation von Erythrozyten und Granulozyten, wobei 

die Thrombozyten, Lymphozyten und Monozyten sich aufgrund ihres geringeren 

Dichteverhaltens an der Grenzschicht zwischen PBS und der Ficoll-Hypaque-Lösung 

ansammeln (Abb. 7). Die Zellen dieser milchigen Interphase werden anschließend abpipettiert 
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und die Thrombozyten durch weitere Zentrifugationsschritte entfernt. Die so gewonnenen 

PBMC bestehen zum größten Anteil aus Monozyten und Lymphozyten. 

 

Abb. 7: Isolation von peripheren mononukleären Blutzellen (PBMC) mithilfe der Dichtegradienten-

zentrifugation aus Vollblut. Mit Citrat-Phosphat-Dextrose-Adenin (CPDA) versetztes Blut wird mit einer 

phosphatgepufferten Salzlösung (PBS) im Verhältnis 1:1 gemischt und auf Ficoll-Hypaque geschichtet. Die 

PBMC werden nach der Zentrifugation aufgrund ihrer Dichte von den übrigen Blutzellen getrennt und reichern 

sich in der Interphase zwischen Separationsmedium und PBS an.  

Durchführung               

Das in CPDA- Röhrchen befindliche venöse Blut der Teilnehmer wurde im ersten Schritt in 

seine zellulären (Blutzellen) und nicht zellulären Bestandteile (Blutplasma) aufgetrennt. Die 

Auftrennung der Suspension erfolgte mithilfe der Zentrifugation des Vollbluts für 10 min bei 

Raumtemperatur (RT) und 350 g (1g/mittlere Erdbeschleunigung= 9,81 ms-2). Nach der 

Entfernung des Plasmas wurden die Blutzellen im Verhältnis 1:1 mit PBS in einem 

Gesamtvolumen von 30 ml gemischt und vorsichtig auf 15 ml Ficoll-Hypaque-Lösung 

geschichtet. Der dadurch entstandene Dichtegradient wurde anschließend für 30 min bei 450 g 

und RT zentrifugiert. Die Bremse wurde bei diesem Zentrifugationsschritt deaktiviert, um ein 

langsames Auslaufen zu ermöglichen. Nach der Zentrifugation wurden die PBMC als 

Grenzschicht zwischen dem PBS und der Ficoll-Hypaque-Lösung vorsichtig mit einer Glas-

Pasteurpipette abgesaugt und in 50 ml PBS (4 °C) aufgenommen. Die Zellsuspension wurde 

anschließend bei 550 g und zuletzt nochmals bei 350 g für jeweils 10 min bei 4 °C mit PBS 

gewaschen und der Überstand nach jedem Zentrifugationsschritt entfernt. Nach den 

Waschvorgängen erfolgte das Resuspendieren des Pellets in 20 ml RPMI++ und nachfolgend 
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die Bestimmung der Zellzahl (vgl. Kap. 3.5). Anschließend wurden die so gewonnenen PBMC 

direkt weiterverwendet oder für eine spätere Benutzung bei -170 °C im Stickstofftank 

eingefroren (vgl. Kap. 3.6).  

3.5 Zellzahlbestimmung  

Prinzip                          

Zur Bestimmung der Zellzahl und Zellvitalität innerhalb der Suspension wurde standardmäßig 

eine Trypanblau-Färbung durchgeführt und die Zellen in einer Neubauer-Zählkammer 

ausgezählt. Die Verwendung dieses anionischen Farbstoffs erlaubt nicht allein die 

Zellquantifizierung, sondern gleichzeitig auch eine Unterscheidung zwischen vitalen und 

avitalen Zellen. Dies beruht auf der Eigenschaft der lebenden Zellen mit ihrer intakten Zellwand 

keinen Farbstoff aufzunehmen, sodass nur die toten Zellen sich dunkelblau anfärben lassen. 

Auf diese Weise kann durch die Zählung der lebenden Zellen innerhalb eines definierten 

Volumens mit der Neubauer-Zählkammer die Zellkonzentration gemäß folgender Formel 

berechnet werden: 

Zellzahl/ml = Zellen pro Großquadrat x Verdünnungsfaktor x 10t  

Durchführung                

Für die Quantifizierung wurde die Zellsuspension im Verhältnis 1:1 mit Trypanblau-Lösung 

(0,4 %) verdünnt und 10 µl davon in eine Neubauer-Zählkammer überführt. Die 

lichtmikroskopische Auszählung der lebenden Zellen erfolgte manuell in allen vier jeweils 

1 mm2 großen Quadranten der Zählkammer. Die Berechnung der Zellzahl der untersuchten 

Zellsuspension konnte anschließend nach oben dargestellter Formel vollzogen werden.  

3.6 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen 

Prinzip               

Die Kryokonservierung dient der Lagerung der Zellen unter Aufrechterhaltung der Zellvitalität 

über einen längeren Zeitraum. Dabei werden Zellen in einem mehrstufigen Prozess in flüssigen 

Stickstoff bei -170 °C überführt. Diese werden im ersten Schritt in einem Einfriermedium, 

bestehend aus Kälberserum (fetal calf serum, FCS) mit Zugabe von 10 % des 
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Gefrierschutzmittels Dimethylsulfoxid (DMSO) aufgenommen. Daran anschließend erfolgt die 

langsame Herunterkühlung (-1 °C pro Minute) auf eine Temperatur von -80 °C. Das DMSO 

stellt ein penetrierendes Frostschutzmittel dar, welches zur Verhinderung der zellschädigenden 

Kristallbildung eingesetzt wird. Allerdings sollte bei der Exposition gegenüber menschlichen 

PBMC beachtet werden, dass hohe Konzentrationen des DMSO und eine Inkubation von über 

zwei Stunden die T-Zell-Reaktion beeinträchtigen können (Kloverpris et al. 2010). 

Durchführung                

Für das Einfrieren wurden die Zellen zunächst in PBS für 10 min (350 g, 4 °C) zentrifugiert 

und gewaschen. Nach der Entfernung des Überstands wurden die Zellen in 500 µl FCS (4 °C) 

aufgenommen und 1:1 mit dem bereits in einem Kryoröhrchen vorgelegten Einfriermedium 

(4 °C) vermischt. Anschließend mussten die Kryoröhrchen in einen Isopropanol-

Einfrierbehälter überführt werden, um eine schrittweise Herunterkühlung auf -80 °C zu 

gewährleisten. Am Folgetag konnten die Kryoröhrchen in den -170 °C Stickstofftank 

umgelagert und dort für einen größeren Zeitraum konserviert werden. Es wurden 1x106 bis 

10x106 Zellen je Kryoröhrchen eingefroren. 

Für das Auftauen wurden die Kryoröhrchen in ein Wasserbad (37 °C) überführt. Zur schnellen 

Entfernung des DMSO wurden die Zellen nach dem Auflösen der Eiskristalle im Medium und 

dem Erreichen der Zieltemperatur von 4 °C sofort tropfenweise und kreisförmig in RPMI++ 

(4 °C) aufgenommen. Der sich daran anschließende Zentrifugationsschritt erfolgte für 10 min 

bei 350 g, ca. 4 °C. Danach wurde das Pellet in RPMI++ und 10 % PHS (pooled human serum) 

resuspendiert, gezählt (vgl. Kap.3.5) und in ein Well einer 6-Well Platte ausgesät. Final mussten 

die zuvor kyrokonservierten Zellen für eine 20-24 h andauernde resting-Phase im Brutschrank 

bei 37 °C und 5 % CO¢ inkubieren, bevor sie im nächsten Schritt weiterverarbeitet wurden. 

3.7 Ex vivo-Stimulation von Zellen 

Prinzip               

Durch die mehrstündige ex vivo-Stimulation von PBMC mit humanem Dsg3 und BPE können 

die antigenspezifisch aktivierten Zellen von PV-Patienten und BPA anhand des frühen 

Aktivierungsmarkers CD154 untersucht werden. Zur weiteren Charakterisierung der 

Subpopulationen wird, neben der Expression von den Oberflächenantigenen CD4 und CD8, die 

Ausprägung der Zytokinexpression bzw. -produktion nach Stimulation analysiert. Zur besseren 
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Detektion dieser zu untersuchenden Proteine eignet sich der Sekretionsinhibitor Brefeldin A 

(Frentsch et al. 2005; Jung et al. 1993). Dieser stört die Struktur und Funktion des Golgi-

Apparates und verhindert damit den vesikulären Proteintransport zum endoplasmatischen 

Retikulum (ER). Dies hat zur Folge, dass die produzierten Proteine im ER akkumulieren und 

die Zytokinausschüttung gehemmt wird (Klausner et al. 1992). Auf diese Weise kann die 

Proteinproduktion in den Zellen stabilisiert werden, um sie nach intrazellulärer Färbung mit 

fluoreszenzmarkierten Antikörpern und anschließender Durchflusszytometrie (vgl. Kap. 3.9) 

nachzuweisen. Da Brefeldin A einen ER-Stress auslösen und bei langer Inkubation apoptotisch 

wirken kann, sollten die Zellen nicht länger als 24 h mit der Substanz in Kontakt kommen 

(Moon et al. 2012; Shao et al. 1996).  

Durchführung                

Kryokonservierte PBMC wurden zunächst aufgetaut und für einen Zeitraum von 20-24 h 

inkubiert (vgl. Kap. 3.6), bevor sie wie die frisch aufbereiteten Zellen in RPMI+++10 % PHS 

aufgenommen und gezählt wurden (vgl. Kap. 3.5). Nach der Bestimmung der Zellzahl mussten 

die in RPMI+++10 % PHS aufgenommenen Zellen zuerst für 10 min bei 350 g und 4 °C 

abzentrifugiert und anschließend für die Stimulation mit einer Zellkonzentration von 3 x 10u 

Zellen/Well erneut in RPMI+++10 % PHS aufgenommen werden. Dann wurde die 

Zellsuspension in eine 96-Well-Rundboden-Platte ausgesät. Anschließend erfolgte eine 

Stimulation der Zellen mit verschieden konzentrierten Antigenen, die jeweils abgestimmt auf 

die zu untersuchende Teilnehmergruppe waren (Abb. 8). Die Zellen der PV-Patienten wurden 

mit dem Vollprotein Dsg3 und vier verschiedenen Peptiden (P), die unterschiedliche Epitope 

der Dsg3-Ektodömane darstellen, stimuliert. Diese in PBS gelösten Peptide wurden jeweils 

einzeln und kombiniert in einem Peptidpool (P1-4) appliziert. Bei den BPA ist das 

antigenspezifische Stimulans das BPE. Für alle Teilnehmer diente die unspezifische 

Stimulation der T-Lymphozyten durch das Mitogen Phytohämagglutinin (PHA) als 

Positivkontrolle. Die Negativkontrolle stellte die Stimulation mit NC1(1), welches die nicht 

kollagene 1(NC1)-Domäne des humanen Kollagens VII abdeckt (non-collagenous domain of 

type VII collagen), dar. Diese Negativkontrolle dient dem Ausschluss einer unspezifischen 

Aktivierung nach Stimulation durch rekombinante Proteine, die in einem Baculovirus-System 

hergestellt wurden. Ein Teil der Zellen wurde unstimuliert gelassen. Eine Stunde nach der 

Stimulation erfolgte die Hinzugabe von Brefeldin A. Abschließend inkubierten die Zellen bei 

37 °C und 5 % CO2 für 14-16 h.  
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Abb. 8: Ex vivo-Stimulation von mononukleären Zellen des peripheren Blutes (PBMC) der Pemphigus 

vulgaris (PV)-Patienten und der Birkenpollenallergiker (BPA). Schematische Übersicht der Stimulation von 

PBMC zum Nachweis antigenspezifisch aktivierter T-Zellen anhand des Aktivierungsmarkers CD154. Die Zellen 

wurden in einer Konzentration von 3x10u Zellen/Well in eine 96-Well-Rundboden-Platte ausgesät und 

anschließend spezifisch stimuliert. Die ex vivo-Stimulation erfolgte bei den PV-Patienten mit humanem 

Desmoglein 3 (Dsg3) (40 µg/ml) und vier verschiedenen Peptiden (P1, P2, P3, P4; je 20 µg/ml). Diese wurden 

sowohl jeweils einzeln als auch zusammen in einem Peptidpool (P1-4; je 20 µg/ml) appliziert. Bei den 

Birkenpollenallergikern (BPA) wurde Birkenpollenextrakt (BPE ; 15 µg/ml) als spezifisches Stimulans verwendet. 

Als Positivkontrolle diente bei allen Teilnehmern Phytohämagglutinin (PHA; 10 µg/ml) und als Negativkontrolle 

NC1(1) (non-collagenous domain of type VII collagen); (40 µg/ml). Ein Teil der Zellen wurde unstimuliert 

gelassen (Reihe 1). Die Kontrollen (K) wurden simultan stimuliert. Eine Stunde (h) nach Applikation der 

verschieden konzentrierten Stimulanzien erfolgte die Zugabe von Brefeldin A (12 µg/ml).  

3.8 Antikörperfärbung 

Prinzip               

Die Färbung mit fluorochrommarkierten Antikörpern ermöglicht durch die Antigen-

Antikörper-Bindung spezifisch und direkt Antigene zu detektieren. Die Antikörperbindung 

erfolgt zum einen über das antigenspezifische Fab-Fragment (fragment antigen-binding) an 

Proteine, zum anderen unspezifisch über ihr konstantes Fc-Fragment (fragment crystallisable). 
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Um sicherzustellen, dass nur die antigenspezifischen Bindungen beobachtet werden und die 

Antikörper nicht unspezifisch binden können, kann zusätzlich ein Fc-Block vor der Färbung 

appliziert werden. In dieser Arbeit wurden sowohl Oberflächenantigene als auch intrazellulär 

gelegene Antigene mit Antikörpern markiert. Zur Unterscheidung zwischen toten und lebenden 

Zellen wurde speziell für die kinetische Analyse ein >Fixable Viability Dye< mithilfe des 

Zombie NIRTM Fixable Viability kit, eingesetzt. 

Durchführung (Oberflächenfärbung)            

Die Zellen wurden 12-16 h nach Stimulation aus dem Brutschrank entnommen und zunächst 

für 10 min bei 350 g und 4 °C zentrifugiert. Nach dem Entsorgen des Überstandes, wurde das 

Pellet mit 10 µl Fc-Block (Verdünnung 1:100) beschichtet und im Dunkeln bei RT für 10 min 

inkubiert. Anschließend erfolgte die Markierung von Oberflächenantigenen mithilfe von 

direkten fluorochromkonjugierten Antikörpern. Hierzu wurde ein Mastermix mit verschiedenen 

Konzentrationen an anti-humanen CD4- und CD8-Antikörpern angewandt: Alexa Fluor 700, 

PE/Cy7 (Tab. 1).  

Tab. 1: Zusammensetzung der Antikörper für die Oberflächenfärbung und intrazelluläre Zytokinfärbung 

³: Anti, APC-Cy7: Allophycocyanin + Cyanin-7, BV: Brilliant Violet, FITC: Fluoresceinisothiocyanat, 

IFN: Interferon, IL: Interleukin, PE: Phycoerythrin, PE/Cy7: Phycoerythrin + Cyanin-7 

Oberflächenfärbung    

Antikörper Konjugat Verdünnung  

³-CD4 Alexa Fluor 700 1:400  

³-CD8 PE/Cy7 1:200  

Zombie APC-Cy7 1:1000  

Intrazelluläre Zytokinfärbung 

Antikörper Konjugat Verdünnung  

³-CD154 BV 421 1:40  

³-IFN-´ FITC 1:100  

³-IL-4 BV 786 1:40  

³-IL-17A BV 650 1:40  

³-IL-21 PE 1:100  

 

Durchführung (Intrazelluläre Zytokinfärbung)               

Die anschließende intrazelluläre Zytokinfärbung wurde dem Protokoll >FACS Nuclear Staining 

bei Tregs< aus unserem Forschungslabor der Klinik für Dermatologie und Allergologie 
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Marburg entnommen. Die grundlegenden Schritte der Zellfixierung und der nachfolgenden 

Permeabilisierung der Zellmembran erfolgten mithilfe des True-Nuclear# Transcription 

Factor Buffer Set. Der Fixationsschritt wurde anhand der Transcription Factor Fix working 

solution, welche im Verhältnis 1:4 aus 4X Fix Concentrate und Fix Diluent gemischt wurde, 

durchgeführt. Die Fixierung sollte die exprimierten Antigene über einen längeren Zeitraum 

stabilisieren und die Auswirkung auf die vorab durchgeführte Oberflächenfärbung mit 

fluoreszenzmarkierten Antikörpern minimieren. Nach der 45-minütigen Inkubation folgte die 

Permeabilisierung der Zellmembran mithilfe von 10X Permeabilization Buffer, der zuvor im 

Verhältnis 1:10 mit PBS verdünnt wurde. Die nun permeabel gewordene Zellmembran 

ermöglichte im nächsten Schritt den zugeführten Antikörpern Zugang zu den innerhalb der 

Zelle gelegenen Antigenen. Die intrazelluläre Färbung erfolgte durch die Inkubation der Zellen 

im Dunkeln bei RT mit verschiedenen Konzentrationen an anti-humanen Antikörpern: CD154-

BV421, IFN-´-FITC, IL-4-BV786, IL-17-BV650, IL-21-PE (vgl. Kap. 2.1). Nach einer 

Inkubation mit den fluorochrommarkierten Antikörpern von 30 min im Dunkeln bei RT, 

erfolgten zwei weitere Waschgänge mit dem True Nuclear# 1X Permeabilization Buffer 

mithilfe der Zentrifuge für 10 min (350 g, 4 °C). 

3.9 Durchflusszytometrie 

Prinzip               

Die Durchflusszytometrie stellt ein laboranalytisches Verfahren zur Charakterisierung und 

Quantifizierung einzelner Zellen innerhalb einer Zellsuspension dar. FACS wird oft synonym 

verwendet und ist eine spezielle Form der Durchflusszytometrie, die eine differenziertere 

Analyse der morphologischen Merkmale einer Zellpopulation ermöglicht. Das in dieser Arbeit 

verwendete Durchflusszytometer (BD FACSCaliburTM) verfügt über zwei Laserstrahlen mit 

spezifischer Wellenlänge (488 nm, 635 nm) zur gleichzeitigen Anregung von insgesamt sechs 

Farbspektren. Die zu messenden Zellen werden in einem laminaren Flüssigkeitsstrom mithilfe 

hydrodynamischer Fokussierung einzeln an einem gebündelten Laserstrahl mit geeigneter 

Wellenlänge vorbeigeleitet. Beim Passieren des Lichtstrahls verursachen die Zellen eine 

entsprechende Lichtstreuung und -beugung, die detektiert wird und Informationen über die 

Zellgröße, die Granularität des Zytoplasmas sowie die Größe und Struktur des Zellkerns liefern 

kann. Eines der hierfür verwendeten Parameter ist das Vorwärtsstreulicht (forward scatter, 

FSC), welches die Beugung des Lichts misst und vom Zellvolumen abhängig ist. Ein Maß für 
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die Brechung des Lichts stellt das Seitwärtsstreulicht (side scatter, SSC) dar. Zur weiteren 

Charakterisierung der Zellen werden fluorochrommarkierte Antikörper eingesetzt. Diese sind 

spezifisch für einzelne extra- oder intrazelluläre Antigene, wie beispielsweise 

Oberflächenmoleküle von T-Zellen oder Zytokine. Diese emittieren Licht einer bestimmten 

Wellenlänge und ermöglichen für jedes detektierte Lichtsignal eine Zuordnung zu dem 

jeweiligen Antigen, sodass auch quantitative Aussagen möglich sind. Das erzeugte 

Fluoreszenz- und Streulicht wird durch ein System von Linsen gesammelt und gefiltert, bevor 

spezifische Photodetektoren die optischen Signale in elektrische Impulse verarbeiteten und als 

Signal weiterleiten. Durch verschiedene Emissionsspektren der Fluorochrome sowie den 

Einsatz von zwei Lasern mit variablen Wellenlängen kann eine Mehrfarbenfluoreszenzanalyse 

durchgeführt werden (vgl. Kap. 2.1). Die polychromatische Durchflusszytometrie ermöglicht 

eine zunehmende Anzahl von Antigenen gleichzeitig auf einer Zelle zu detektieren. Allerdings 

nehmen unerwünschte spektrale Überschneidungen und Kompensationsprobleme mit der 

Anzahl der Marker zu. Diese Probleme können jedoch minimiert werden, wenn die 

Färbekombinationen sorgfältig ausgewählt werden (McLaughlin et al. 2008). 

Durchführung               

Nach Beendigung der Waschvorgänge der gefärbten Zellen (vgl. Kap. 3.8) wurden diese 

anschließend in 200 µl MACS-Puffer aufgenommen und in FACS-Röhrchen überführt. Bis zur 

Messung wurden die Zellen auf Eis im Dunkeln gelagert. Die Durchführung der Messung 

erfolgte mithilfe des Durchflusszytometer FACSCaliburTM und der Software CellQuest ProTM. 

Die Kompensation und Auswertung der Messwerte erfolgte anschließend mit dem Programm 

FlowJo©. Für jede Probenmessung wurden jeweils 1x105 Zellen durch das Durchflusszytometer 

gezählt und analysiert. Im Rahmen dieser Arbeit sollten die antigenspezifisch aktivierten CD4+ 

T-Zellen anhand des Aktivierungsmarkers CD154 innerhalb der PBMC von PV-Patienten, BPA 

und gesunden Kontrollgruppen untersucht werden. Im ersten Schritt wurde die 

Lymphozytenpopulation auf Basis der Zellgröße (FSC) und der Zellgranularität (SSC) definiert 

und vorselektiert. Anschließend erfolgte die Analyse des Expressionsmusters der 

fluorochrommarkierten Antikörper (Tab. 1) an bestimmten Oberflächenmoleküle oder 

intrazellulären Proteine, die eine Einteilung der T-Zellen erlaubte. Die hierbei verwendete 

Gatingstrategie kann der Abbildung 9 entnommen werden (Abb. 9). 
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Abb. 9: Exemplarische Übersicht der verwendeten 

Gatingstrategie für die Durchflusszytometrie. Frische 

PBMC (peripheral blood mononuclear cells) von einem 

Patienten mit Pemphigus vulgaris. (a) Die Lymphozyten 

wurden zunächst im SSC/FSC-Plot gegated und in Form 

von Punktdiagrammen (dot plots) visualisiert. (b) Aus der 

Population P1 wurde der Anteil der CD4+ Lymphozyten 

bestimmt. (c-e) Im nächsten Schritt wurde anschließend 

die CD4+CD154+ Zellpopulation definiert. Vergleich der 

CD4+CD154+ Population nach (c) Phytohämagglutinin 

(PHA)-Stimulation, (d) Dsg3-Stimulation sowie (e) 

unstimuliert. Die Population der aktivierten Zellen 

(CD4+CD154+) wurde weiterhin anhand der spezifischen 

fluorochrommarkierten Antikörperfärbung bezüglich der 

Zytokinproduktion von (f) IL-4, (g) IL-17A, (h) IL-21 und 

(i) IFN-´ gegated. (j-l) Aus der P1-Population wurde 

zudem die CD8+CD154+ Population bestimmt. Vergleich 

der CD8+CD154+ Population nach Stimulation mit (j) 

PHA, (k) Dsg3 sowie (l) unstimuliert. FSC: forward 

scatter, IFN: Interferon, IL: Interleukin, SSC: side scatter. 
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3.10 Statistik 

Die in den Abbildungen dieser Arbeit erfassten Messwerte der Patienten und gesunden 

Kontrollen werden größtenteils als individuelle Werte in Form von Punktdiagrammen (scatter 

dot plot) dargestellt. Die statistische Auswertung der aus der Durchflusszytometrie-Analyse 

gewonnenen Daten wurden mithilfe der Statistiksoftware GraphPad Prism© (9.01) 

durchgeführt. Für den Vergleich einer Variablen zwischen zwei Gruppen mit geringer 

Stichprobengröße, die nicht miteinander in Verbindung stehen, wurde der nicht parametrische, 

zweiseitige Test zum Vergleich von ungepaarten Stichproben (Mann-Whitney-U-Test) 

gewählt. Ein statistischer Zusammenhang einzelner Messparameter untereinander (Korrelation) 

wurde durch die Berechnung des Spearman Rangkorrelationskoeffizienten (rs) bestimmt. Das 

Signifikanzniveau wurde bei beiden statistischen Tests mit ³=0,05 festgesetzt. Es ergaben sich 

somit signifikante Unterschiede bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 (*). 
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4 Ergebnisse  

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Detektion von antigenspezifisch aktivierten CD4+ T-Zellen 

anhand des frühen Aktivierungsmarkers CD154 bei Patienten mit PV und BPA etabliert und 

analysiert. Die CD154-Expression wurde nach ex vivo-Stimulation (vgl. Kap.3.7) von 

überwiegend frisch separierten PBMC (frisch: n=11, eingefroren: n=5; vgl. Kap.3.4) 

experimentell mit einer Antikörperfärbung und anschließender durchflusszytometrischer 

Analyse (vgl. Kap.3.9) untersucht. Die nachfolgende Untersuchung der antigenspezifisch 

aktivierten T-Zellen und deren Zytokinexpression wurde über einen Vergleich der 

unterschiedlichen Patientengruppen (BPA, K, PV) durchgeführt, um zu überprüfen ob mit der 

CD154-Methode antigenspezifisch aktivierte T-Zellen detektiert werden können. Zudem soll 

diese Arbeit zu einem besseren Verständnis der CD4+CD154+ T-Zellen und deren 

Subpopulationen und den damit verbundenen Pathomechanismen bei PV und 

Birkenpollenallergie beitragen.  

4.1 Patientencharakteristik  

4.1.1 Pemphigus vulgaris 

Die immunologischen Parameter wurden in einem Kollektiv aus insgesamt 16 PV-Patienten 

mit unterschiedlichen Krankheitszuständen untersucht (Abb. 10). Dabei wurden PV-Patienten 

mit dem klinischen Phänotyp einer aktiven Erkrankung in Form eines Rezidivs (R) sowie 

Patienten mit verminderter Krankheitsaktivität als partielle (PR)- und komplette Remission 

(KR) gemäß etablierten klinischen Kriterien (Murrell et al. 2008) eingeschlossen. Eine weitere 

Differenzierung folgte in einem zweiten Schritt mit der Unterteilung in die verschiedenen 

systemischen Therapiestufen >minimal<, >moderat<, >hoch< sowie >keine Therapie< (vgl. Kap. 

3.1.1). Während 50 % der Patienten mit KR frei von jeglicher immunsuppressiven Behandlung 

waren, wiesen über 75 % der Patienten mit PR (7 von 9) eine minimale oder moderate 

systemische Therapiestufe auf. Die PV-Patienten in Remission erhielten überwiegend eine 

immunsuppressive Behandlung vorrangig in Form von Kortikosteroiden (Prednisolon) und mit 

zum Teil zusätzlichen Adjuvantien (Azathioprin, Mycophenolat-Mofetil). Bei dem Patienten 

mit einem Rezidiv kam eine deutlich höhere Dosis der genannten Immunsuppressiva und 

zudem Rituximab zum Einsatz. 
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Abb. 10: Patientencharakteristik der Pemphigus vulgaris (PV)- Patienten. (a)  Darstellung der humanen 

Leukozytenantigen (HLA)-Klasse II Haplotypen und der systemischen Therapie der untersuchten PV-Patienten 

(n=16), unterteilt in Patienten mit partieller und kompletter Remission sowie Patienten mit einem Rezidiv. 

(b) Die Konzentration der Desmoglein (Dsg)1- und Dsg3-Autoantikörper (anti-Dsg1/3 IgG) im Serum der PV-

Patienten zum Zeitpunkt der Messung. RE, relative Einheiten. 

Zur weiteren Charakterisierung der PV-Patienten wurden die drei klinisch eingeteilten 

Subtypen KR, PR und R neben den PV-spezifischen humanen Leukozytenantigen (HLA)-

Klasse II Haplotypen, auch hinsichtlich der systemischen Therapie (Abb. 10 a) und der 

Konzentration der Dsg1- und Dsg3-Autoantikörper im Serum untersucht (Abb. 10 b). Der 

Patient mit Rezidiv (n=1) zeigte eine ausgeprägte klinische Manifestation mit starker Haut- und 

Schleimhautbeteiligung sowie einen niedrigen Dsg3-spezifischen Antikörpertiter im Serum. 

Die Patienten in partieller Remission (n=9) entwickelten einen schwächer ausgeprägten 
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klinischen Phänotyp des PV mit individuell nur vereinzelt vorkommende Blasen und 

Erosionen, die vorrangig an den Schleimhäuten auftraten. Dagegen zeigten PV-Patienten mit 

KR keinerlei Blasen an Haut und Schleimhäuten sowie im Vergleich zu PR eine tendenziell 

niedrigere Serumkonzentration von Dsg1- und Dsg3-Autoantikörpern. Die über alle 

Teilnehmer in dieser Arbeit hinweg häufigsten HLA-Typen waren HLA-DQ³1 0503 (n=6) und 

HLA-DQ³1 0402 (n=5). Als Autoimmunerkrankung, die überwiegend ältere Menschen betrifft, 

lag das Durchschnittsalter der gesamten PV-Kohorte bei 58 Jahren. Das Verhältnis von 

Männern zu Frauen befand sich bei vier zu zwölf (Tab. S 1,Tab. S 2). 

4.1.2 Birkenpollenallergiker und Kontrollen 

Um die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse für PV anhand der CD154-Methode auf eine 

Allgemeingültigkeit bezüglich anderer Erkrankungen zu verifizieren, wurden 15 BPA in der 

Birkenpollensaison sowie 14 gesunde Probanden als Kontrollgruppen untersucht. Da bei den 

BPA allergen-spezifische CD4+ T-Zellen anhand des Aktivierungsmarkers CD154 bereits 

erfolgreich detektiert werden konnten (Smith et al. 2013a; Smith et al. 2013b), dienten diese als 

positive Kontrollgruppe. Das Vorliegen einer Sensibilisierung gegen Bet v 1 bei den BPA, 

wurde entweder anhand eines positiven Pricktests und/oder über das Vorliegen Bet v1-

spezifischer IgE-Antikörper ermittelt. Zudem erfolgte die Erfassung der aktuellen Medikation 

zum Zeitpunkt der Blutentnahme. Das Durchschnittsalter der gesamten BPA-Kohorte lag bei 

41 Jahren. Das Verhältnis von Männern zu Frauen befand sich bei drei zu zwölf (Tab. S 1,Tab. 

S 4). Bei den gesunden Kontrollen wurden bis auf Geschlecht und Alter keine weiteren Daten 

erhoben (PV m=9, w=5; BPA m=4, w=3; Tab. S 3). Eine Übersicht der Teilnehmer dieser 

Arbeit kann dem Anhang (Tab. S 1) entnommen werden. 

4.2 Etablierung des Protokolls zur Detektion von CD4+CD154+ T-Zellen 

In diesem Teil der Arbeit wurde auf Grundlage bereits existierender Protokolle die 

Bedingungen für die Detektion von CD4+CD154+ T-Zellen nach antigenspezifischer ex vivo-

Stimulation für Patienten mit PV und Birkenpollenallergie optimiert.  

Zunächst wurde der Einfluss der Kryokonservierung hinsichtlich der CD154-Expression näher 

betrachtet. Um eine mögliche Auswirkung der Kryokonservierung auf die CD154-Expression 

der CD4+ T-Zellen beurteilen zu können, wurde im ersten Schritt der Anteil der CD4+CD154+ 
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PBMC nach frischer Isolation (vgl. Kap. 3.4) und nach Kryokonservierung mit anschließendem 

Auftauen (vgl. Kap.3.6) untersucht. Damit ein unterschiedliches Ansprechen auf die spezifische 

Stimulation (Dsg3/BPE) und polyklonale Stimulation (PHA) untersucht werden konnte, 

wurden alle PBMC sowohl im unstimulierten Zustand (US) als auch nach spezifischer 

Stimulation analysiert. Hierbei zeigte sich gegenüber US überwiegend ein Anstieg der 

CD4+CD154+ nach spezifischer Stimulation. Dieser war unabhängig von dem 

Patientenkollektiv oder Status der PBMC (eingefroren vs. frisch; Abb. 11 a+b). Bemerkenswert 

war, dass die Frequenz der CD154-Expression innerhalb der CD4+ T-Zellen bei den frisch 

aufbereiteten PBMC bei beiden zu untersuchenden Patientenkollektiven im Vergleich zu den 

eingefrorenen Zellen größer war.  

 

Abb. 11: Vergleichende CD154-Expressionsanalyse von frischen und eingefrorenen (eingefr.) 

mononukleären Zellen des peripheren Blutes (PBMC).  Eingefrorene und frisch aufbereitete PBMC von (a+c) 

Pemphigus vulgaris (PV)-Patienten (frisch: n=11, eingefr.: n=5) und (b+d) Birkenpollenallergiker (BPA; frisch: 

n=9, eingefr.: n=6) wurden ex vivo spezifisch mit Desmoglein (Dsg)-3 bzw. mit Birkenpollenextrakt (BPE) 

stimuliert. (a+b) CD154-Expressionsniveau ohne (US) und mit spezifischer Stimulation (Dsg3/BPE) von frischen 

bzw. eingefrorenen PBMC der Patienten mit PV sowie Birkenpollenallergie. Zur Berechnung der prozentualen 

Veränderung der CD154-Expression innerhalb der CD4+ T-Zellen wurden in (c+d) die individuellen Werte der 

unstimulierten (US) von den jeweiligen stimulierten Proben subtrahiert. 

Zur Berechnung der prozentualen Veränderung der CD154-Expression innerhalb der CD4+ T-

Zellen wurden die Werte der US von den stimulierten Proben subtrahiert (Abb. 11 c+d). 

Negative Werte wurden als null betrachtet/gleich >0< gesetzt, da negative Werte rein 

rechnerisch möglich sind, diese aber physiologisch nicht vorkommen können. Hierbei zeigte 

sich eine individuell stark unterschiedlich ausgeprägte Expression des Aktivierungsmarkers 

CD154 bei den frisch aufbereiteten PBMC von PV-Patienten (0 bis 6,5 % CD154+ in CD4+ T-
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Zellen), welche im Vergleich zu den eingefrorenen PBMC keine Unterschiede aufwiesen 

(Median: frisch 1,8 % vs. eingefr. 0,5 %; p=0,2289). Bei dem Kollektiv der BPA war sowohl 

die individuell stark ausgeprägte CD154-Expression bei den frisch isolierten PBMC (0,3 bis 

3,6 % CD154+ in CD4+ T-Zellen) als auch der Unterschied zwischen den frischen und 

eingefrorenen Zellen geringer (Median: frisch 0,95 % vs. eingefr. 0,7 %; p=0,5836). Die 

Analyse zeigte, dass große Differenzen im Hinblick auf die CD154-Expression nach 

Kryokonservierung im Vergleich zu frisch isolierten PBMC feststellbar waren. Es konnte 

gezeigt werden, dass die frisch aufbereiteten Zellen auf eine spezifische Stimulation im 

Verhältnis zu ihrer maximalen, unspezifischen Stimulation durch PHA tendenziell mehr als die 

eingefrorenen Zellen reagierten (Abb. S 4). Um dennoch Unterschiede auf die CD154-

Expression der CD4+ T-Zellen und deren Zytokinsynthese in Abhängigkeit von der 

Präparationsmethode zu vermeiden, wurden für weitere Analysen nur die frisch nach der 

Blutentnahme isolierten PBMC berücksichtigt. Für die CD154-Expression konnte zudem in 

Vorversuchen anhand polyklonaler Stimulation mit PHA gezeigt werden, dass sich ein 16-

stündiges Stimulationsintervall für frische PBMC in Kombination mit BrefeldinA zur 

Stabilisierung der intrazellulären Proteine optimal für die Detektion CD4+CD154+ T-Zellen 

eignet (Abb. S 5). 

4.3 Analyse der CD4+CD154+ T-Zellen bei PV-Patienten  

Das Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung von antigenspezifisch aktivierten T-Zellen bei 

PV-Patienten, um ein besseres Verständnis der Rolle von Dsg3-spezifischen T-Zellen am 

Pathomechanismus des PV zu erhalten. Um Informationen über das Verhalten der spezifischen 

CD154-Expression auf T-Zellen bei PV-Patienten zu bekommen, wurden vorerst sowohl CD8+ 

also auch CD4+ T-Zellen hinsichtlich einer CD154-Expression nach Stimulation mit Dsg3 und 

PHA untersucht.  

Hierbei zeigte die Analyse der T-Zell-Subpopulationen, in Hinblick auf ihre Fähigkeit CD154 

nach spezifischer (Dsg3) und unspezifischer (PHA) Stimulation zu exprimieren, dass der 

Aktivierungsmarker CD154 auch auf CD8+ T-Zellen detektiert werden kann (Abb. 12 a+b). 

Der Anteil der antigenspezifischen CD8+ T-Zellen innerhalb des übertragenden 

Lymphozytenkompartiments betrug im Median für Dsg3 0,1 % (0 bis 0,5 % CD154+ CD8+ T-

Zellen) bzw. für PHA 0,2 % CD154+ CD8+ T-Zellen (0 bis 2,4 % CD154+ CD8+ T-Zellen) und 

war gegenüber dem Hintergrund kaum abzugrenzen (Abb. 12 a+b). 
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Abb. 12: Analyse der CD4+ und CD8+ T-Zell-Subpopulationen hinsichtlich ihrer Fähigkeit CD154 zu 

exprimieren. Frisch aufbereitete mononukleäre Zellen des peripheren Blutes von Pemphigus vulgaris (PV)-

Patienten (CD4+: n=11; CD8+: n=9) wurden ex vivo spezifisch (a) mit humanem Desmoglein (Dsg)-3 und (b) 

unspezifisch mit Phytohämagglutinin (PHA) stimuliert. Zur Berechnung der prozentualen Veränderung der 

CD154-Expression innerhalb der CD4+ bzw. CD8+ T-Zellen wurden die Werte der unstimulierten von den 

stimulierten Proben subtrahiert und statistisch signifikante Unterschiede anhand des nicht parametrischen, 

zweiseitigen Mann-Whitney-U-Test ermittelt. **p<0,01; ***p<0,001. 

Im Gegensatz dazu zeigen CD4+ T-Zellen sowohl nach unspezifischer als auch nach 

spezifischer Stimulation einen Anstieg der CD154-Expression. Sowohl nach Dsg3- (Median: 

1,8 % CD154+ CD4+ T-Zellen; 0 bis 6,5 % CD154+ CD4+ T-Zellen; p=0,0067) als auch PHA-

Stimulation (Median: 33,8 % CD154+ CD4+ T-Zellen; 16,9 bis 49,5 % CD154+ CD4+ T-Zellen; 

p=0,001) war ein signifikanter Zuwachs der CD4+ CD154+-Population im Vergleich zum 

unstimulierten Zustand zu verzeichnen (Abb. 12 a+b).  

Zur anschließenden Validierung der Antigenspezifität des CD154-Assay wurden frisch 

aufbereitete PBMC von 11 PV-Patienten und zusätzlich 14 gesunde Kontrollen spezifisch 

(Dsg3) und unspezifisch (PHA) stimuliert (Abb. 13 a+b). 
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Abb. 13: Antigenspezifisch induzierte CD154-Expression bei Pemphigus vulgaris (PV)-Patienten und 

gesunden Kontrollen (K) infolge der ex vivo-Stimulation. Frisch aufbereitete mononukleäre Zellen des 

peripheren Blutes von PV-Patienten (n=11) und den Kontrollen (n=14) wurden ex vivo mit (a) humanem 

Desmoglein (Dsg)-3 und (b) polyklonal mit Phytohämagglutinin (PHA) stimuliert. Zur Berechnung der 

prozentualen Veränderung der CD154-Expression innerhalb der CD4+ T-Zellen wurden die Werte der 

unstimulierten von den stimulierten Proben subtrahiert. Es wurde der nicht parametrische, zweiseitige Mann-

Whitney-U-Test angewendet. **p<0,01. 

In der durchflusszytometrischen Analyse zeigte sich bei den PV-Patienten eine signifikante 

Zunahme der CD154-Expression in der CD4+ T-Zell-Population nach spezifischer Stimulation 

(Median: 1,8 % CD154+ in CD4+) gegenüber den gesunden Kontrollen (Median: 0 % CD154+ 

in CD4+; p=0,0066). Die polyklonale PHA-Stimulation führte sowohl bei den PV-Patienten als 

auch bei den Kontrollen zu einer starken CD154-Expression der CD4+ T-Zell-Population (Abb. 

13b, Median: PV= 33,8% vs. K= 35,4% CD154+ in CD4+; p>0,9999), was eine individuelle 

PBMC-Integrität/Viabilität sicherstellte. Durch die PHA-Stimulation konnte gezeigt werden, 

dass es sich bei den ermittelten Frequenzunterschieden auf individueller Ebene nach 

Stimulation mit Dsg3 um eine antigenspezifische Aktivierung der CD4+ T-Zellen bei PV-

Patienten handelt. Als Negativkontrolle für die Antigenspezifität der Stimulation mit Dsg3 

diente nicht nur die gesunde Kontrollgruppe, sondern auch die Kohorte der BPA. Diese 

reagierten ebenfalls nicht auf Dsg3 mit einer erhöhten CD154-Expression der CD4+ T-Zellen 

(Abb. S 1a). Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass die Expression von CD154 nach 

antigenspezifischer Stimulation mit Dsg3 zunimmt und damit für den Nachweis von Dsg3-

reaktiven CD4+ T-Zellen bei Patienten mit PV geeignet ist. 
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4.3.1 Zytokinexpressionsmuster der Dsg3-reaktiven CD4+CD154+ T-Zellen 

Die durch die Aktivierung antigenspezifischer CD4+ T-Zellen induzierten Veränderungen der 

T-Zellantworten hinsichtlich ihrer Zytokinproduktion, wurden anschließend mithilfe 

durchflusszytometrischer Analysen bestimmt. Das Ziel war hierbei die Frage zu klären, ob ein 

Zusammenhang von antigenspezifischen bzw. reaktiven CD4+ T-Zellen über die CD154-

Expression mit bestimmten Zytokinexpressinosmustern hergestellt werden kann. Das PV-

Kollektiv wies dabei unterschiedliche Krankheitsaktivitäten, genetische Prädispositionen und 

Therapien auf und sollte weiteren Aufschluss über die Verteilung autoreaktiver T-

Zellantworten im Verlauf einer Pemphiguserkrankung geben. Um die Distribution der Dsg3-

spezifischen CD4+ T-Zellen innerhalb der Subtypen zu beurteilen, wurde die Expression von 

CD154 als Marker der antigenspezifischen CD4+ T-Zellaktivierung (Frentsch et al. 2005; 

Kirchhoff et al. 2007) in Kombination mit unterschiedlichen Markerzytokinen verwendet. 

Durch die angewandte durchflusszytometrische Analyse konnten vier Subpopulationen TH1 

(CD4+ CD154+ IFN-´+), TH2 (CD4+ CD154+ IL-4+), TH17 (CD4+ CD154+ IL-17+) und 

IL-21-sezernierende TFH-Zellen (CD4+ CD154+ IL-21+) anhand der jeweiligen 

Zytokinexpression voneinander abgegrenzt werden (Abb. 14 a+b, vgl. Kap. 3.8).  

Für ein besseres Verständnis der TH2-Zellen und ihrer Rolle nach antigenspezifischer T-

Zellaktivierung wurde die Population an CD4+ CD154+IL-4+-Zellen in dieser Arbeit bestimmt. 

Die Analyse der antigenspezifischen IL-4-Konzentration (Abb. 14 a links oben) zeigte keine 

Veränderung der CD154-Expression bei PV-Patienten (Median: 0 % CD154+ in CD4+ T-Zellen) 

im Vergleich zur Kontrolle. Ein Anstieg der Expression von IL-17 durch Dsg3-spezifische 

autoreaktive T-Zellen im Serum ist bereits in vielen Studien gezeigt worden (Hennerici et al. 

2016; Kowalski et al. 2019). Da eine bedeutsame Rolle dieses Zytokins bei PV-Patienten 

diskutiert wird, sollte dies im Rahmen dieser Arbeit zusätzlich betrachtet werden. Ein leichter, 

wenn auch nicht signifikanter Anstieg der CD4+ CD154+IL-17+-Population konnte bei PV-

Patienten nach Dsg3-Stimulation in PBMC (Median: 0,25 %; 0 bis 1,4 % CD154+ in CD4+ T-

Zellen) im Vergleich zu den Kontrollen (Median: 0 % CD154+ in CD4+ T-Zellen) detektiert 

werden (Abb. 14 a links unten). 
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Abb. 14: Desmoglein (Dsg)-3 induzierte Zytokinexpression von Interleukin (IL)-4, IL-17, IL-21 und 

Interferon (IFN)-³ der CD4+CD154+ T-Zellen bei Pemphigus vulgaris (PV)-Patienten und der gesunden 

Kontrollgruppe (K). (a) Die Zytokinexpression von IL-4, IL-17, IL-21 und IFN-´ der CD4+CD154+ Zellen wurde 

in frisch aufbereiteten mononukleären Zellen des peripheren Blutes bei PV-Patienten (IL-4: n=11, IL-17: n=10, 

IL-21: n=11, IFN-´: n=9) und den gesunden Kontrollen (n=14) durchflusszytometrisch bestimmt. (b) Übersicht 

der Zytokinexpression der CD4+CD154+ T-Zellen bei PV-Patienten nach antigenspezifischer ex vivo-Stimulation 

mit Dsg3. Zur Berechnung der prozentualen Veränderung der Zytokinexpression innerhalb der CD154+CD4+ T-

Zellen wurden die Werte der unstimulierten von den jeweils stimulierten Proben subtrahiert. 

In einigen Studien konnte unabhängig von der Antigenspezifität ein erhöhtes Vorkommen von 

IL-21-produzierenden CD4+ T-Zellen bei PV-Patienten beobachtet werden (Huang et al. 2019; 

Tavakolpour et al. 2020), sodass zur weiteren Klärung die Anzahl an antigenspezifischen T-

Zellen, die nach Stimulation mit Dsg3 neben ihrem Aktivierungsfaktor CD154 auch IL-21 

produzieren, bestimmt wurde. Die Analyse (vgl. Kap. 3.9) ergab sowohl für die Kontrollen 

(Median 0,1 % CD154+ in CD4+ T-Zellen) als auch die PV-Patienten (Median 0 % CD154+ in 
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CD4+ T-Zellen) eine sehr geringe Frequenz an IL-21-sezernierenden Zellen, die kaum vom 

unspezifischen Hintergrund zu unterscheiden war (Abb. 14a rechts unten). Die 

Frequenzanalyse der antigenspezifisch IFN-´-produzierenden CD4+CD154+ T-Zellen zeigte 

ebenfalls im Vergleich zum unstimulierten Zustand bei PV-Patienten und bei der 

Kontrollkohorte keine vermehrte Zytokinproduktion (Abb. 14a rechts oben). Mit Aktivierung 

der CD4+ T-Zelle und Expression von CD154 konnte in allen Kohorten ein Anstieg der 

Zytokinproduktion gegenüber den CD4+ CD154- beobachtet werden (Daten nicht abgebildet). 

4.3.2 CD154-Expression nach Stimulation mit PV-spezifischen Peptiden  

Neben der Analyse der spezifischen Antwort der CD154-exprimierenden CD4+ T-Zellen nach 

Stimulation mit dem Dsg3-Protein wurde im nächsten Schritt überprüft, ob sich der Assay auch 

zur Detektion peptidspezifischer T-Zellantworten anwenden lässt. Mit dem Einsatz von 

epitopspezifischen Peptiden des Dsg3 als Stimulanzien wurde die T-Zell-Aktivierung über den 

CD40-CD154-Signalweg, die zur Induktion von pathogenen IgG-Autoantikörpern durch die 

Erkennung von Epitopen der Dsg3-Ektodomäne führen kann, erfasst. Hierfür wurden vier 

verschiedene Peptide (P; Abb. 15 a), die sich bereits in früheren Studien bezüglich einer 

Assoziation mit PV als relevant herausgestellt haben (Eming et al. 2014; Veldman et al. 2004; 

Wucherpfennig et al. 1995), ausgewählt. Das humane Dsg3 besteht aus fünf ECD, von denen 

ECD1 und ECD2, die in dieser Arbeit vorgestellten immundominanten Peptide P1-4 enthalten 

(Abb. 15a). Entsprechend der veröffentlichten Sequenz von Dsg3 sind die Peptide und ihre 

Position in Abb. 15 a dargestellt (Veldman et al. 2004). Nach der Peptidstimulation der frisch 

aufbereiteten PBMC von PV-Patienten und der Kontrollen (vgl. Kap. 3.7), zeigte sich in der 

durchflusszytometrischen Analyse ein unterschiedliches Ansprechen sowohl zwischen PV-

Patienten und Kontrollen als auch auf individueller Ebene (Abb. 15b). Bei den PV-Patienten 

reagierte rund die Hälfte der Patienten mit einer Erhöhung der CD154-Expression auf CD4+ 

T-Zellen nach Peptidstimulation. Der größte Anstieg der CD154+CD4+ T-Zellen zeigte sich 

innerhalb der PV-Patienten für P2 (Median: 1,7 % CD154+ in CD4+ T-Zellen), wenn auch im 

Vergleich zur Kontrollkohorte nicht signifikant (p=0,15). Nach Stimulation mit P1 (Median: 

0,6 % CD154+ in CD4+ T-Zellen) und P3 (Median: 0,5 % CD154+ in CD4+ T-Zellen) konnte 

ebenfalls eine Erhöhung der CD154-Expression beobachtet werden. Interessant war, dass P1 

(ECD1) sowohl von der Mehrheit der PV-Patienten (Median: 0,6 % CD154+ in CD4+ T-Zellen) 

als auch von Dsg3-reaktive Kontrollen erkannt wurde. Die größte Spannweite unterschiedlicher 
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Frequenzen von CD154+ innerhalb der CD4+ T-Zellen, wurde bei den PV-Patienten durch P4 

hervorgerufen (0 bis 11,6 % CD154+ in CD4+ T-Zellen). 

 

Abb. 15: Lage der Desmoglein (Dsg)-3-Peptide innerhalb der extrazellulären Domäne (ECD) des Dsg3 und 

ihr Einfluss auf die CD154-Expression nach ex vivo-Stimulation. (a)  Schematische Darstellung der Lage der 

epitopspezifischen Peptide des Dsg3 innerhalb der ECD. Der extrazelluläre Teil des Dsg3 ist in fünf Domänen 

(ECD1-5) unterteilt, von denen die angegebenen Peptide (P1-4) Epitope von Dsg3-spezifischen CD4+ T-Zellen 

darstellen (nach Veldmann et al. 2004). (b) Analyse der mononukleären Zellen des peripheren Blutes (PBMC) von 

Pemphigus vulgaris (PV)-Patienten (n=11) und Kontrollen (K; n=14) nach ex vivo-Stimulation mit PV-

epitopspezifischen Peptiden (P1, P2, P3, P4) bzw. einem Mix (P1-4). Zur Berechnung der prozentualen 

Veränderung der CD154-Expression innerhalb der CD4+ T-Zellen wurden die Werte der unstimulierten von den 

stimulierten Proben subtrahiert. Es wurde der nicht parametrische, zweiseitige Mann-Whitney-U-Test 

angewendet. *p<0,05; P1-4, Peptidpool 

Bei gleichzeitiger Stimulation mit Gabe aller Peptide (P1-P4) reagierten die PV-Patienten 

(Median: 0,2 % CD154+ in CD4+ T-Zellen) im Vergleich zu den Kontrollen mit einer signifikant 

höheren CD154-Expression innerhalb der CD4+ T-Zellen (p=0,0489). Die Kontrollen zeigten 

über alle Peptidstimulationen hinweg keine erhöhte Expression von CD154+ in CD4+ T-Zellen 

(Median: jeweils 0%). Zur Bewertung der CD154-Expression nach Stimulation mit den 

immundominanten Dsg3-Peptiden (P1, P2, P3, P4) wurden die PBMC vergleichend mit Dsg3 

stimuliert. Bemerkenswert war, dass die PV-Patienten sowohl auf die Stimulation mit dem 

Protein Dsg3 als auch auf das Peptid P2 eine vergleichbar hohe CD154-Expression auf CD4+ 

T-Zellen aufzeigten (Abb. S 2). Dies zeigt, dass P2 ein immundominantes Peptid bei PV 

darstellt. Die CD154-Expression der Dsg3-spezifischen T-Zellen in PBMC von PV-Patienten 

wurde zudem bezüglich eines Zusammenhangs mit der CD154-Expression der Dsg3-

epitopspezifischen Peptiden (P1, P2, P3, P4) untersucht.  
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Eine positive Korrelation der CD154-Expression auf CD4+ T-Zellen nach Dsg3-Stimulation 

mit der Expression nach Peptid-Stimulation (P1, P2, P3, P4 und P1-4) konnte für P1, P2, P3 

und P1-4 mithilfe des Spearmans Rangkorrelationskoeffizienten (rs) gezeigt werden (P1: 

rs=0,737, p=0,013; P2: rs=0,714, p=0,018; P3: rs=0,742, p=0,013; P1-4: rs=0,8237, p=0,0034; 

Abb. 16). 

 

Abb. 16: Korrelation der CD154-Expression von Desmoglein (Dsg)3- und Peptid-spezifischen T-Zellen. Die 

CD154-Expression der Dsg3-spezifischen T-Zellen im Blut von Pemphigus vulgaris (PV)-Patienten (n=11) wurde 

hinsichtlich eines Zusammenhangs mit Dsg3-epitopspezifischen Peptiden (P1, P2, P3, P4 und P1-4) untersucht. 

Angegeben sind die Spearmans Rangkorrelationskoeffizienten (rs) und statistische Signifikanzen (p-Wert). 

*p<0,05; **p<0,01 P1-4, Peptidpool. 

4.3.3 Einflussfaktoren auf die antigenspezifische CD154-Expression der CD4+ T-Zellen  

Da sich innerhalb der PV-Patientenkohorte die individuelle antigenspezifische CD154-

Expression der CD4+ T-Zellen stark unterschied, folgte eine detaillierte Analyse anhand der 

Stratifizierung der Krankheitsaktivität, genetischen Prädisposition und Therapie. Dies könnte 

Hinweise über die Verteilung autoreaktiver T-Zellantworten im Verlauf einer 

Pemphiguserkrankung geben.  
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4.3.3.1 Einfluss des klinischen Status auf die antigenspezifische CD154-Expression  

Zur Analyse des klinischen Status in Bezug auf die antigenspezifische CD154-Expression der 

CD4+ T-Zellen wurde auf die individuelle Reaktivität fokussiert und eine Stratifizierung in 

Hinblick auf die klinisch etablierte Einteilung (R, PR, KR; vgl. Abb. 6) durchgeführt.  

 

Abb. 17: Individuelle Reaktivität der CD154-Expression auf verschiedene Pemphigus vulgaris 

(PV)-spezifische Stimulanzien mit Stratifizierung des klinischen Status. (a) Darstellung des individuellen 

CD154-Expressionsniveaus der CD4+ T-Zellen innerhalb der frisch aufbereiteten mononukleären Zellen des 

peripheren Blutes von PV-Patienten (n=11) nach Stimulation mit Dsg3-Peptiden (P1, P2, P3, P4, Peptidpool P1-

4) und Desmoglein (Dsg)-3. Die Stratifizierung hinsichtlich des klinischen Status (Rezidiv, partielle Remission, 

komplette Remission) wurde in Graustufen hervorgehoben. (b) Individuelle Reaktivität der Kontrollgruppe 

(n=14). 

Der Anteil der CD154+ in CD4+ T-Zellen eines PV-Patienten blieb in den meisten Fällen über 

die einzelnen Stimulationsvarianten hinweg auf einem ähnlichen Expressionsniveau (Abb. 

17a). Die Höhe des Expressionsniveaus war allerdings abhängig vom klinischen Status des 

Patienten (R, PR, KR). Den größten medianen Anstieg der antigenspezifisch aktivierten Zellen 

(CD154+CD4+) zeigte sich bei P2 und Dsg3 (Median: 1,8 % CD154+ in CD4+). Die Individuen 

mit einer PR (n=6) exprimierten gegenüber den KR (n=4) mehr CD154 innerhalb der CD4+ 

Zellpopulation. Der PV-Patient mit einem Rezidiv zeigte keinerlei antigenspezifische 

Aktivierung anhand einer Hochregulation von CD154. Beachtenswert war, dass vier PV-

Patienten, die nach Stimulation mit Dsg3 antigenspezifisch CD154 auf ihren CD4+ T-Zellen 

exprimierten, durch keines der verwendeten Dsg3 epitopspezifischen Peptide ebenfalls 

stimuliert werden konnten.  
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Die Kontrollen entwickelten ebenso ein individuell nur leicht schwankendes, aber im Vergleich 

zu PV-Patienten niedrigeres Expressionsniveau. Das CD154-Expressionsniveau der Kontrollen 

lag für alle Stimulanzien im Median bei 0 % CD154 innerhalb der CD4+ T-Zellen (Abb. 17 b). 

 

Abb. 18: Individuelle CD154-Expression stratifiziert nach dem klinischen Status. Darstellung des 

individuellen CD154-Expressionsniveau der CD4+ T-Zellen innerhalb der frisch aufbereiteten mononukleären 

Zellen des peripheren Blutes (PBMC) von PV-Patienten (n=11) nach ex vivo-Stimulation mit Desmoglein (Dsg)-

3 und epitopspezifischen Dsg3-Peptiden (P1, P2, P3, P4, Peptidpool P1-4). Vergleich der CD154-Expression 

zwischen den Untergruppen partielle Remission (n=6), komplette Remission (n=4) sowie der gesunden 

Kontrollkohorte (n=14). Für die Analyse statistischer Unterschiede wurde der nicht parametrische, zweiseitige 

Mann-Whitney-U-Test angewendet. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. 

Die Patienten mit einer PR (n=6) exprimierten gegenüber den KR (n=4) und den Kontrollen 

(n=14) nach Stimulation mit PV-spezifischen Antigenen (P1, P2, P3, P4, Dsg3) im Median 

mehr CD154 auf CD4+ Zellen (Abb. 18). Der Unterschied der PR gegenüber der 

Kontrollkohorte war nach allen Stimulationen (P1, P2, P3, P4, P1-4 und Dsg3) signifikant 

(p<0,05). Aufgrund der geringen Anzahl an KR bzw. R und der damit einhergehenden nicht 

repräsentativen Aussagekraft, wurde eine statistische Untersuchung hinsichtlich eines 

Unterschieds zu PR oder Kontrollen nicht durchgeführt. Die größte Expression von CD154+ 

innerhalb der CD4+ T-Zellen war bei PR für P2 (Median: 5,8 % CD154+ in CD4+) und bei KR 

für Dsg3 (Median: 0,95 % CD154+ in CD4+) zu sehen.  
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4.3.3.2 Einfluss des HLA-Typs auf die antigenspezifische CD154-Expression der CD4+ 

T-Zellen 

Um neben dem klinischen Status noch einen weiteren Einflussfaktor, der sich auf die 

antigenspezifische CD154-Expression der CD4+ T-Zellen auswirken könnte, zu untersuchen, 

wurde in Bezug auf die HLA-Klasse-II-Haplotypen stratifiziert. Mehrere Studien konnten 

bereits nachweisen, dass PV-assoziierte HLA-Klasse-II-Allele an der Aktivierung von Dsg3-

reaktiven CD4+ T-Zellen beteiligt sind. Auf der Grundlage des Peptidbindungsalgorithmus für 

HLA-DRB1*04:02, das vergleichbare Bindungsmotive wie HLA-DQB1*05:03 aufweist, 

wurden mehrere immundominante Peptide bei Pemphigus identifiziert (Eming et al. 2014; vgl. 

Kap. 2.2.2). Hier konnte, bei einer lediglich geringen Anzahl von PV-Patienten, kein 

Zusammenhang zwischen den untersuchten genetischen Faktoren und der antigenspezifischen 

CD4+ T-Zellaktivität identifiziert werden (Abb. 19). 

 

Abb. 19: Individuelle CD154-Expression stratifiziert nach dem humanen Leukozytenantigen (HLA)-Klasse 

II Haplotyp.  Stratifizierung verschiedener PV-spezifischer HLA-Haplotypen, d.h. HLA-DR³1*0402 (n=2), 

HLA-DQ³1*0503 (n=6), die Kombination (HLA-DR³1*0402 + HLA-DQ³1*0503; n=1) und nicht PV-

spezifische bzw. nicht ermittelter HLA-Typen (n=2) zum Vergleich der CD154-Expression. 

4.3.3.3 Einfluss der Therapie auf die CD154-Expression des Patientenkollektivs 

Um einen möglichen Einfluss von systemischen Therapien bestehend aus Kortikosteroiden und 

adjuvanten Immunsuppressiva auf Dsg3-spezifische CD4+CD154+ T-Zellen zu bestimmen, 

wurden die PV-Patienten in die drei Gruppen >keine Therapie< (n=2), >minimale 

Therapiestufe< (<10mg Prednisolon/Tag; n=6), >moderate Therapiestufe< (>10mg 
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Prednisolon/Tag und/oder weitere Immunsuppressiva; n=2) eingeteilt. Die >hohe 

Therapiestufe< (n=1) wurde nur bei einem Patienten mit Rezidiv erreicht (vgl. Kap. 3.1.1, Abb. 

6). Es zeigte sich, dass die zuvor beobachtete erhöhte Anzahl an CD154+CD4+ T-Zellen vor 

allem bei Patienten mit minimaler oder moderater Therapie beobachtet werden konnte (Abb. S 

3). Dagegen wiesen Patienten mit keiner bzw. hoher Therapie nur eine sehr niedrige Anzahl 

von Dsg3-spezifischen CD4+CD154+ T-Zellen auf, wobei aufgrund der kleinen Anzahl der 

Patienten hier die Aussagekraft zu hinterfragen ist. 

4.3.4 Korrelation Dsg3-spezifischer CD4+CD154+ T-Zellen mit 

Anti-Dsg3-Autoantikörper 

Innerhalb des untersuchten Kollektivs der PV-Patienten konnte in Abhängigkeit vom 

jeweiligen Krankheitsstatus unterschiedlich hohe bis überhaupt keine Dsg3-Autoantikörper im 

Blut nachgewiesen werden (Abb. 10b). Um eine Korrelation zwischen dem erhöhten 

Vorkommen von CD154-exprimierenden reaktiven CD4+ T-Zellen und dem Vorhandensein 

von Autoantikörpern im Serum der PV-Patienten zu überprüfen, wurden die Dsg3-spezifische 

CD154-Expression der CD4+ T-Zellen hinsichtlich eines Zusammenhangs mit Dsg3-

Autoantikörper untersucht (Abb. 20) Dabei konnte keine Korrelation festgestellt werden 

(rs= - 0.01831, p= 0,9591). Auch die Stratifizierung mit Bezugnahme auf den klinischen Status 

lieferte keine weiteren Erklärungsansätze (Abb. 20).  

 

Abb. 20: Korrelation der CD154-Expression mit Autoantikörper und Stratifizierung bezüglich des 

klinischen Status. Desmoglein (Dsg)3-spezifische CD4+CD154+ T-Zellen in frisch aufbereiteten mononukleären 

Zellen des peripheren Blutes von Pemphigus vulgaris (PV)-Patienten (n=11) wurden hinsichtlich einer Korrelation 

mit Anti-Dsg3-IgG untersucht. Die Analyse nach Spearman ergab einen Korrelationskoeffizient von rs= - 0.0183 

und eine p-Wert von p= 0,9591. RE, relative Einheiten.  
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4.4 Analyse der CD4+CD154+ T-Zellen bei Birkenpollenallergikern  

Zusätzlich zur Analyse des Aktivierungsmarkers CD154 auf CD4+ T-Zellen in PBMC von PV-

Patienten, erfolgte eine vergleichende Untersuchung in einer Patientenkohorte von BPA. Diese 

Analyse des Aktivierungsmarkers CD154 wurde während der Birkenpollensaison April-Mai 

2020 durchgeführt. Um die immunologischen Veränderungen der natürlichen 

Allergenexposition und deren Auswirkung auf die CD154-Expression untersuchen zu können, 

wurden gesunde Kontrollpersonen ohne bekannte Allergie entgegengestellt. Zunächst wurde 

sowohl die antigenspezifisch aktivierten CD8+ als auch die CD4+ T-Zellen mit einer Induktion 

der CD154-Expression nach Stimulation mit BPE und PHA quantitativ erfasst (Abb. 21a+b).  

Hierbei zeigte die Analyse der T-Zell-Subpopulationen in Hinblick auf die Expression von 

CD154 nach spezifischer (antigenspezifisch, BPE) und unspezifischer (polyklonal, PHA) 

Stimulation, dass im Gegensatz zu CD8+ T-Zellen hauptsächlich CD4+ T-Zellen den 

Aktivierungsmarker nach einer Stimulation exprimierten. Die CD4+ T-Zellen wiesen sowohl 

nach spezifischer (Abb. 21a) als auch nach unspezifischer Stimulation (Abb. 21b) einen Anstieg 

Abb. 21: Analyse der CD4+ und CD8+ T-Zell--Populationen hinsichtlich der Expression CD154 nach 

spezifischer und unspezifischer Stimulation zu exprimieren. Frisch aufbereitete mononukleäre Zellen des 

peripheren Blutes von Birkenpollenallergikern (BPA; n=9) wurden ex vivo (a) spezifisch (antigenspezifisch) mit 

Birkenpollenextrakt (BPE) und (b) unspezifisch (polyklonal) mit Phytohämagglutinin (PHA) stimuliert. Nach der 

Stimulation erfolgten die Antikörperfärbung und die anschließende Analyse mittels Durchflusszytometrie. Zur 

Berechnung der prozentualen Veränderung der CD154-Expression innerhalb der CD4+ bzw. CD8+ T-Zellen 

wurden die jeweiligen Werte der unstimulierten von den stimulierten Proben subtrahiert. Es wurde der nicht 

parametrische, zweiseitige Mann-Whitney-U-Test angewendet. ***p<0,001. 
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der CD154-Expression auf. Diese Zunahme der CD4+ CD154+-Population war im Median nach 

BPE- (0,7 %) sowie nach PHA-Stimulation (34,1 % CD154+ in CD4+ T-Zellen) zu beobachten 

(Abb. 21 a+b). Der Anteil der antigenspezifischen CD8+ T-Zellen innerhalb des 

Lymphozytenkompartiments betrug dagegen im Median 0 % (BPE) bzw. 0,2 % CD154+ in 

CD8+ T-Zellen (PHA) der Zellen und war gegenüber dem Hintergrund nicht abzugrenzen. Die 

unterschiedliche CD154-Expression der beiden Subpopulationen war sowohl nach BPE- 

(p=0,0009) als auch nach PHA-Stimulation (p<0,0001) signifikant. Gegenüber den Kontrollen 

gab es in Bezug auf die CD8+CD154+-Expression keinen Unterschied (Daten nicht gezeigt). 

Im nächsten Schritt wurde zur Etablierung der antigenspezifischen Analyse der CD4+ T-Zellen 

frisch aufbereitete PBMC von 9 BPA sowohl spezifisch mit BPE als auch unspezifisch mit 

PHA stimuliert (Abb. 22 a+b).  

In der durchflusszytometrischen Analyse zeigte sich bei 89 % der BPA (8 von 9) ein Anstieg 

nach Stimulation mit BPE bezüglich der CD154-Expression in der CD4+ T-Zell-Population 

(Median: 0,7 % CD154+ in CD4+, Abb. 22 a). Gegenüber der Kontrollkohorte (Median: 0 % 

CD154+ in CD4+) wiesen die BPA eine signifikant höhere Frequenz von CD154+ T-Zellen auf 

(p=0,0267, Abb. 22 a). Die T-Zell-Reaktion auf das Kontrollmitogen PHA führte sowohl bei 

Abb. 22: CD154-Expression in mononukleären Zellen des peripheren Blutes (PBMC) bei 

Birkenpollenallergikern (BPA) und Kontrollen (K) nach antigenspezifischer ex vivo-Stimulation. Während 

der Birkenpollensaison frisch aufbereitete PBMC von BPA (n=9) und den Kontrollen (n=7) wurden ex vivo mit 

(a) Birkenpollenextrakt (BPE) und (b) Phytohämagglutinin (PHA) stimuliert. Zur Berechnung der prozentualen 

Veränderung der CD154-Expression innerhalb der CD4+ T-Zellen wurden die jeweiligen Werte der unstimulierten 

von den stimulierten Proben subtrahiert. Es wurde der nicht parametrische, zweiseitige Mann-Whitney-U-Test 

angewendet. * p<0,05. 
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den BPA als auch bei den Kontrollen zu einer wesentlich erhöhten CD154-Expression der CD4+ 

T-Zell-Population (Median: BPA= 34 % vs. K= 44 % CD154+ in CD4+, p =0,4079; Abb. 22b).  

4.4.1 Zytokinexpressionsmuster der BPE-reaktiven CD4+CD154+ T-Zellen 

Ein zusätzliches Ziel dieser Arbeit stellte die Phänotypisierung von antigenspezifischen CD4+ 

T-Zellen nach Allergenstimulation von BPA dar. Um die Verteilung der BPE-spezifischen 

CD4+ T-Zellen innerhalb der Subtypen zu beurteilen, wurde die Expression von CD154 als 

Marker der antigenspezifischen CD4+ T-Zellaktivierung (Chattopadhyay et al. 2006; Frentsch 

et al. 2005) in Kombination mit intrazellulären Markerzytokinen verwendet. Mithilfe der 

durchflusszytometrischen Analyse wurden, wie schon in Kap. 3.8 beschrieben, die vier 

Subpopulationen TH1 (CD4+ CD154+ IFN-´+), TH2 (CD4+ CD154+ IL-4+), TH17 

(CD4+ CD154+ IL-17+) und IL-21-sezernierenden TFH-Zellen (CD4+ CD154+ IL-21+) anhand 

der Zytokinexpression unterschieden (Abb. 23).  

Nach ex vivo-Stimulation mit BPE konnten CD154+ T-Zellpopulationen mit den oben 

genannten Subpopulationen sowohl bei BPA als auch bei den Kontrollen nachgewiesen werden 

(Abb. 23 a). Dabei zeigte sich bei beiden zu untersuchenden Gruppen variable T-Zellantworten 

bezüglich ihrer Zytokinsekretion. Es konnten keine signifikanten Unterschiede in der 

Häufigkeit von IL-4, IL-17, IL-21 und IFN-´ auf CD4+CD154+ zwischen BPA und Kontrollen 

als Reaktion auf das BPE beobachtet werden (Abb. 23a). Die durch das BPE maximal induzierte 

CD154+ T-Zellantwort zeigte sich bei der Zytokinexpression des IL-4. Bei zwei BPA wurde 

auf 8,9 % bzw. 8,2 % der gesamten CD4+CD154+ T-Zell-Population IL-4 exprimiert. Das im 

Median am häufigsten exprimierten Zytokin bei BPA zeigte sich bei IL-17 (Median: 1,3 % in 

CD4+CD154+; Abb. 23c). Mit der Aktivierung der CD4+ T-Zellen wurde nicht nur der 

Oberflächenmarker CD154 induziert, sondern auch die Frequenz der Zytokinproduktion nahm 

bei allen Zytokinen gegenüber den CD4+CD154- T-Zellen zu. Dies konnte bei jedem 

Teilnehmer detektiert werden (Daten nicht dargestellt).  
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Abb. 23: Birkenpollenextrakt (BPE)-induzierte Zytokinexpression der CD4+CD154+ T-Zellen bei 

Birkenpollenallergikern (BPA) und der Kontrollgruppe (K).  (a) Die Zytokinexpression von Interleukin (IL)-

4, IL-17, IL-21 und Interferon (IFN)-´ der CD4+CD154+ Zellen wurde während der Birkenpollensaison in frisch 

aufbereiteten mononukleären Zellen des peripheren Blutes (PBMC) bei BPA (n=9) und den gesunden Kontrollen 

(n=7) durchflusszytometrisch bestimmt. (b) Für die Bestimmung des TH2/TH1-Verhältnisses wurden für TH1- und 

TH2-Zellen deren entsprechende Markerzytokine IFN-´ und IL-4 verwendet und grafisch dargestellt. (c) Übersicht 

der Zytokinexpression der CD4+CD154+ T-Zellen bei BPA nach antigenspezifischer ex vivo-Stimulation mit BPE. 

Zur Berechnung der prozentualen Veränderung der Zytokinexpression innerhalb der CD154+CD4+ T-Zellen 

wurden die Werte der unstimulierten von den stimulierten Proben subtrahiert. 

4.4.2 Proportionale Veränderung der T-Zellsubpopulationen TH1 und TH2 

Die aktuelle Forschung geht davon aus, dass nicht nur die Quantität einer bestimmten 

Zellpopulation zur Ausprägung eines Krankheitsbildes beiträgt, sondern vielmehr das 

Verhältnis einzelner Subpopulationen zueinander und deren Reaktivität den Schweregrad der 

Erkrankung bestimmt. Bei der Ausbildung einer IgE-vermittelten Allergie, wie der 

Birkenpollenallergie, zeigt sich eine Vergesellschaftung mit einem immunologischen 
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Ungleichgewicht von allergenspezifischen TH1- und TH2-Zellen (Romagnani 2006). Aus 

diesem Grund wurde das Verhältnis zwischen potenziell protektiven allergenspezifischen TH1-

Zellen zu den pathogenetisch relevanten TH2-Zellen bestimmt. Das TH2/TH1-Verhältnis 

(berechnet durch die Division der Häufigkeit von CD154+IL-4+ TH2-Zellen durch 

CD154+IFN-´+ TH1-Zellen) zwischen BPA und Kontrollen wies keinen Unterschied auf (Abb. 

23b). Interessanterweise wiesen die Individuen der BPA eine große Spannweite bezüglich des 

Verhältnisses der zwei T-Zellsubpopulationen zueinander sowohl zugunsten von TH2 als auch 

vereinzelt von TH1 auf (Abb. 23b). 
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5 Diskussion 

Die vorliegende Arbeit stellt eine detaillierte Querschnittsanalyse zur gezielten Untersuchung 

antigenspezifischer bzw. reaktiver CD4+ T-Zellen in PBMC mithilfe des Aktivierungsmarkers 

CD154 dar. Dieses Transmembranprotein zeigt eine Schlüsselrolle in der Aktivierung von 

CD4+ T-Zellen. Nach Antigenkontakt wird über den CD40-CD154-Signalweg die Aktivierung 

und Reifung der CD4+ T-Zelle, unabhängig von späteren Effektorfunktionen, induziert. Der 

frühe Aktivierungsmarker CD154 ist folglich ein spezifischer und sensitiver Marker für 

antigenspezifisch aktivierte CD4+ T-Zellen. In dieser Arbeit wurde die Anwendbarkeit dieser 

Methode zur Detektion antigenspezifische aktivierter CD4+ T-Zellen nach ex vivo-Stimulation 

anhand des de novo synthetisierten CD154 bei 1) PV-Patienten und 2) BPA evaluiert. Während 

es bei den BPA derzeit schon Studien (Smith et al. 2013a) gibt, die die aktivierten T-Zellen 

unter Anwendung der CD154-Methode untersucht haben, wurde dieser Assay für die Detektion 

autoreaktiven CD4+ T-Zellen bei PV-Patienten bislang noch nicht angewandt. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die antigenspezifischen CD4+ T-Zellen ex vivo durch 

die Expression von CD154 trotz ihrer niedrigen Frequenz innerhalb humaner peripherer T-

Zellen detektiert werden können. Die Identifizierung mithilfe der Durchflusszytometrie 

ermöglicht den direkten Nachweis von Zellen, die durch eine Vielzahl von antigenen Epitopen 

(Proteinantigene oder einzelne Peptide) aktiviert werden. Durch die kombinierte Anwendung 

von Oberflächen- und intrazellulären Markerfärbungen konnte eine detaillierte Analyse zum 

weiteren Verständnis der Rolle antigenspezifischer CD4+ CD154+ T-Zellen beim 

Pathomechanismus des PV beitragen. Mithilfe der CD154-Methode zeigte sich sowohl bei PV-

Patienten als auch BPA eine erhöhte Frequenz antigenspezifisch aktivierter T-Zellen 

(CD4+ CD154+) in der PBMC-Fraktion. Eine ähnliche Induktion nach antigenspezifischer 

Stimulation konnte bei den Kontrollen nicht gesehen werden. Bei allen in die Studie 

eingeschlossenen Patienten und Probanden waren die antigenspezifisch aktivierten CD154+ 

Zellen innerhalb der peripheren T-Zellen mehrheitlich CD4+. Im Gegensatz dazu konnte der 

Aktivierungsmarker auf der Oberfläche von CD8+ T-Zellen kaum detektiert werden. 
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5.1 Etablierung der CD154-Methode zur Detektion antigenspezifischer 

CD4+ T-Zellen bei Pemphigus vulgaris und Birkenpollenallergie  

Zur Detektion der aktivierten CD4+CD154+ T-Zellen in den PBMC der zu untersuchenden 

Patientengruppen wurde initial anhand von Voruntersuchungen ein spezifisches Protokoll 

etabliert und sollte im Rahmen dieser Arbeit verfeinert werden. Die Methode ermöglicht eine 

schnelle, spezifische und sensitive Charakterisierung, welche anhand einer gut charakterisierten 

Anzahl an Patientenproben in dieser Arbeit wissenschaftlich verifiziert werden konnte.  

5.1.1 Kryokonservierung 

Bei allen in diese Studie inkludierten Patienten (PV: n=16, BPA: n=15) konnte zwischen den 

frisch isolierten und kryokonservierten PBMC eine unterschiedliche Expression von CD154 

auf CD4+ T-Zellen beobachtet werden (Abb. 13; Abb. 22 ). Es zeigte sich, dass die frisch 

isolierten PBMC im Vergleich zu den eingefrorenen Zellen mehr CD154 exprimieren konnten. 

Die Krykonservierung der Zellen ermöglicht zwar ein flexibleres und damit standardisiertes 

Vorgehen, allerdings konnte in dieser und diversen anderen Veröffentlichungen beobachtet 

werden, dass dadurch Auswirkungen in verschiedenen Bereichen der Zellen ausgelöst werden 

können. So zeigten sich signifikante Veränderungen der Zellviabilität (Hodge et al. 2000; 

Weinberg et al. 2000), der Zytokinproduktion (Ford et al. 2017; Kvarnström et al. 2004), der 

Oberflächenmarker (Capelle et al. 2021; Costantini et al. 2003; Kreher et al. 2003; Reimann et 

al. 2000) und Kinetik der Zellviabilität (Jeurink et al. 2008). Die Ergebnisse dieser Arbeit 

zeigten keine Auswirkung auf die Frequenz der CD4+ T-Zellen und CD8+ T-Zellen nach 

Kryokonservierung auf. Lemieux et al. beobachteten, dass der Prozess der Kryokonservierung 

die Fähigkeit verschiedene T-Zell-Phänotypen (CD3+CD4+) mithilfe der Durchflusszytometrie 

zu erkennen, beeinträchtigen kann (Lemieux et al. 2016). Dieses Phänomen kann aber 

verringert werden, indem die aufgetauten Zellen vor der Färbung, wie in dieser Arbeit, für die 

phänotypische Analyse einer Ruhephase ausgesetzt werden (Sleasman et al. 1997; Tompa et al. 

2018). Zusammengefasst könnten die Erkenntnisse dieser Studien über die Auswirkung der 

Kryokonservierung für die hier beobachtete geringere CD154-Expression in den gefrorenen 

PBMC verantwortlich sein. Ob CD154 zu den Markern zählt, die durch die Verarbeitung 

besonders beeinträchtigt werden, sollte in Zukunft näher untersucht werden. Daher ist die 

Interpretation der Ergebnisse kryokonservierter PBMC derzeit mit Vorsicht zu erfolgen, sodass 

für die Auswertung der Ergebnisse dieser Arbeit und zur besseren Vergleichbarkeit nur die 
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frisch nach der Blutentnahme isolierten PBMC zur Detektion von antigenspezifisch aktivierten 

CD4+CD154+ berücksichtigt wurden.  

5.1.2 Stimulationsassay 

Da die Messergebnisse von den Stimulationsbedingungen beeinflusst werden, war ein 

standardisiertes Vorgehen zur Vergleichbarkeit unerlässlich. Ziel war es, durch die Stimulation 

eine großmögliche Zellaktivierung zu erreichen und dabei unphysiologische Veränderungen 

der Zellen zu vermeiden. Es wurden unspezifische polyklonale Stimulationen mit PHA und 

spezifische Stimulationen mit Dsg3, P1, P2, P3, P4 und BPE gegenübergestellt. Um die 

Ergebnisse vergleichbar zu halten, wurde auf eine konstante Inkubationszeit innerhalb des 

Experiments geachtet. Die zuvor durch Voruntersuchungen (Polakova et al. 2022; Smith et al. 

2013a) etablierte optimale Stimulationsdauer von 16 h wurde in der Praxis mit einem Zeitraum 

von 14-18h prinzipiell eingehalten. Der Grund für die Zeitspanne war die zeitliche Variabilität 

beim Eintreffen der Patienten mit anschließender Stimulation von frisch isolierten PBMC. 

Unsere Ergebnisse stehen damit im Einklang mit mehreren Untersuchungen, die nach 6-16 h 

ein Maximum der CD154-Expression beobachten konnten (Chattopadhyay et al. 2005; Frentsch 

et al. 2005; Laman et al. 2017). Nach einer Stimulationsdauer von 16 h und der Zugabe von 

Brefeldin A, konnte eine ausgeprägte und stabile Zellaktivierung erreicht werden. Einige 

Studien konnten mit einer Stimulationsdauer von 6-21h und gleichzeitiger Zugabe von 

Brefeldin A/Monensin ebenfalls eine stabile Aktivierung CD4+ T-Zellen erreichen 

(Chattopadhyay et al. 2005; Smith et al. 2013a). Die vorübergehende Natur der CD154-

Expression erfordert die Stabilisierung und die Steigerung der Intensität der CD154-Expression 

durch Brefeldin A und ermöglicht somit die kombinierte Identifizierung von seltenen 

antigenspezifischen- und zytokinproduzierenden T-Zellen (Jung et al. 1993). Während die 

Hinzugabe von Brefeldin A nach Stimulation mit Peptiden laut Meier et al. sofort durchgeführt 

werden kann, sollte bei Proteinen aufgrund der längeren Prozessierung mindestens 2 h gewartet 

werden (Meier et al. 2008). Ob dies einen entscheidenden Einfluss auf die Detektion von 

antigenspezifisch aktivierten CD4+ T-Zellen hat, müsste in zukünftigen Experimenten 

eingehender untersucht werden. 

Die Zelldichte im Ansatz der 96er Rundboden-Platte ist ein wichtiger Faktor für die Stärke der 

Stimulation, denn nicht nur durch wiederholte Stimulation des TCR, sondern auch Zell-Zell-

Kontakt-abhängig kann das Überleben der Zellen durch activation-induced cell death (AICD) 

beeinflusst werden (Gorak-Stolinska et al. 2002). Mit der in den vorliegenden Versuchen 
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gewählten Zelldichte von 3 x 10u Zellen/Well (1,5 x 10u Zellen/ml) konnte eine starke 

Zellaktivierung durch die jeweilige Stimulation hervorgerufen werden. Da in Studien mit 

ähnlichem Versuchsaufbau eine Zellzahl von mehr als 2 x 106 Zellen/ml verwendet wurden, 

könnte zukünftig durch eine erhöhte Anzahl an Events eine bessere Messung der seltenen 

Zellen ermöglicht werden (Chattopadhyay et al. 2005; Meier et al. 2008; Smith et al. 2013a).  

5.1.3 FACS-Analyse 

Ein methodischer Fokus dieser Arbeit lag auf der Verfeinerung der FACS-Analyse nach 

ex vivo-Zellstimulation und anschließender intrazellulärer und oberflächlicher Färbung mit den 

entsprechenden Antikörpern anhand eines neu etablierten Markerpanels. Ein Multicolor Flow 

Cytometry Färbepanel zur Charakterisierung von antigenspezifisch aktivierten T-Zellen 

mithilfe von CD154 wurde etabliert und anhand von Testmessungen überprüft. Im ersten Schritt 

wurde auf Grundlage der Fragestellung eine Kombination aus geeigneten Fluorochrom-

konjugierten Antikörpern ermittelt. Die Auswahl der Antikörper erfolgte anhand einer 

Kombination aus theoretischen Vorüberlegungen und wie von McLaughlin et al. vorgestellter 

empirischer Testung (McLaughlin et al. 2008). In die Vorüberlegungen wurde neben dem 

Wissen über die Expressionsstärke der untersuchten Antigene sowohl die Leuchtintensität als 

auch die spektrale Überlappung der Fluorochrome miteinbezogen. 

5.1.4 Aktivierungsmarker CD154 

Bei der Auswahl eines passenden Korrelats der Aktivierung (Aktivierungsmarker) müssen 

bestimmte Anforderungen beachtet werden, um antigenspezifische von nicht-

antigenspezifischen Zellen zu unterscheiden. Neben der Kinetik des Markers spielt die 

Sensitivität und Spezifität eine entscheidende Rolle. Zum einen wurde in dieser Arbeit der 

Oberflächenmarker CD154 auf seine kinetische Eignung bezüglich des Versuchsaufbaus 

überprüft. Wie zuvor in anderen Studien gezeigt, eignet sich für CD4+ T-Zellen CD154 durch 

seine starke und schnelle Reaktion sehr gut (Chattopadhyay et al. 2005; Frentsch et al. 2005; 

Smith et al. 2013a). Die bereits in Voruntersuchungen unserer Forschungsgruppe (Polakova et 

al. 2022) etablierte Stimulationsdauer von 16 h weist eine maximale CD154-Expression auf 

CD4+ T-Zellen. Zum anderen stellt sich die Frage ob bestimmte Zellpopulationen bevorzugt 

markiert wurden (Spezifität). Es zeigte sich durch die hier angewendete Kombination aus 

Aktivierungsmarker und intrazellulärer Zytokinfärbung, dass der Marker CD154 aktivierte 

CD4+ T-Zellen unabhängig von der Zellsubset-spezifischen Zytokinsekretion identifizieren 
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konnte. Dies steht im Einklang mit Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen (Chattopadhyay et 

al. 2005; Frentsch et al. 2005; Kirchhoff et al. 2007). Diese Eigenschaft in Kombination mit 

einem geringen Hintergrundrauschen zeigt die hohe Spezifität von CD154 unter den 

Aktivierungsmarkern (Bacher und Scheffold 2013). Van Hemelen et al. konnten nachweisen, 

dass die CD154-Methode im Vergleich zu kultivierten T-Zell-Systemen mit 

Allergenstimulation über einen längeren Zeitraum ähnliche Ergebnisse liefert, wobei die 

Anzahl unspezifisch aktivierter TH-Zellen bei einer Kultivierung über die Zeit zunimmt (van 

Hemelen et al. 2011). Des Weiteren sollte ein sensitiver Aktivierungsmarker viele der 

aktivierten Zellen als solche markieren. Allerdings bleibt in dieser Arbeit die Frage offen, wie 

viele Zellen nicht berücksichtigt wurden. Hierfür wäre eine Kombination mit anderen 

Aktivierungsmarkern (bspw. CD69 oder CD137; Annunziato et al. 2021) oder der 

vergleichende Einsatz von MHC-Multimeren oder einem ELISpot möglich. Allerdings bringen 

diese alternativen Methoden auch Nachteile mit sich. So kann die Zahl antigenspezifischer TH-

Zellen durch den Einsatz von MHC-Multimeren unabhängig von der Aktivierung bestimmt 

werden, jedoch sind die Abhängigkeit zum HLA-Haplotyp und die geringe Aussagekraft der 

Rezeptoraffinität über die Funktionalität nachteilig zu bewerten (Dolton et al. 2018; Tario et al. 

2015). Weiterhin muss vor der kostenintensiven Herstellung der Reagenzien die individuellen 

MHC-Allele bestimmt werden sowie immundominanten Peptidepitope bereits bekannt und 

definiert sein (Boelen et al. 2016; Hackett und Sharma 2002). Bei einem ELISpot würde die 

differenzierte Phäntotypisierung anhand der charakteristischen Sekretion spezifischer Zytokine 

einzelner Subpopulationen fehlen. Mit der im Rahmen dieser Arbeit etablierten und 

angewandten Methode lassen sich die Limitationen der herkömmlichen Nachweisverfahren 

umgehen. Allerdings ist die Durchflusszytometrie trotz ihrer hohen Sensitivität durch die 

Akkumulation eines Hintergrundrauschens limitiert. Dieses liegt normalerweise im Bereich 

0,01-0,1%, sodass die Analyse auf Populationen mit größeren Frequenzen begrenzt ist (Bacher 

und Scheffold 2013). Der Nachweis antigenspezifischer T-Zellen anhand funktioneller 

Parameter durch die vorherige ex vivo-Stimulation mit dem jeweils spezifischen Antigen hat 

einige Vorteile. So bietet die Stimulation mit Proteinen die Möglichkeit, unabhängig von 

MHC-Allelen oder einer genauen Definition der antigenen Epitopen, antigenspezifische 

T-Zellen zu detektieren. Besonders die Analyse von T-Zell-Reaktionen gegen komplexe 

Antigene (z. B. Allergene), die verschiedene T-Zell-Epitope enthalten, wird dadurch möglich. 

Durch die Stimulation mit Peptiden können die Immunantworten auf Peptidebene detektiert 

und spezifiziert werden können. Dies erlaubt in dieser Arbeit eine detailliertere Identifikation 

und Bestimmung bereits bekannter Zielepitope der Immunantwort bezüglich ihrer CD154-
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Expression bei PV. Der Nachweis mithilfe von CD154 stellt daher eine einfache Methode dar, 

Zielpeptide der Immunantwort zuverlässig nach Stimulation mit den entsprechenden Antigenen 

umfassen zu charakterisieren. 

Eine Gesamtbeurteilung antigenspezifisch aktivierter CD4+ T-Zellen konnte in dieser Arbeit 

mit der CD154-Methode erreicht werden. Die während der Aktivierung induzierte Expression 

von CD154 detektiert die antigenspezifischen CD4+ T-Zellen (Chattopadhyay et al. 2005; 

Frentsch et al. 2005; Kirchhoff et al. 2007; Meier et al. 2008). In Kombination mit der 

mehrfarbigen intrazellulären Zytokinfärbung kann eine gleichzeitige quantitative und 

qualitative Auswertung der antigenspezifischen CD4+ T-Zellen erfolgen (Meier et al. 2008). 

Ein weiterer Vorteil der CD154-Methode ist die einfache Handhabung und Kombination mit 

anderen Oberflächenmarkern. In der Gesamtbetrachtung war CD154 für CD4+ T-Zellen für die 

vorgestellten Versuchsbedingungen am besten geeignet. 

5.2 Die Rolle von CD154 bei der T-Zell-vermittelten Pathogenese des PV 

Der PV ist eine Autoimmunerkrankung der Haut, bei der es aufgrund einer gestörten 

Immuntoleranz gegenüber epidermalen Autoantigenen, wie Dsg1 und Dsg3, zur Entstehung 

autoreaktiver T-Zellen kommt (Amagai et al. 1994; Bystryn und Rudolph 2005; Hertl et al. 

1998a; Kasperkiewicz et al. 2012; Koch et al. 1997; Lin et al. 1997). In verschiedenen in vitro- 

und in vivo-Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass Dsg3-reaktive CD4+ T-Zellen eine 

entscheidende Rolle in der Initiierung und Aufrechterhaltung der beim PV pathogenetisch 

bedeutsamen Autoantikörperproduktion spielen (Aoki-Ota et al. 2006; Eming et al. 2014; Lin 

et al. 1997; Nishifuji et al. 2000; Veldman et al. 2003; Veldman et al. 2004; Wucherpfennig et 

al. 1995). Bei der Aktivierung der autoreaktiven B-Zellen weisen die TH-Zellen durch ihre 

kostimulatorische Moleküle und die Ausschüttung von Zytokinen eine wichtige Helferfunktion 

auf. Mehrere Studien unterstreichen die Annahme, dass die B-Zellen als APC für 

Dsg3-spezifische T-Zellen eine wesentliche Bedeutung haben (Colliou et al. 2013; Eming et al. 

2014; Nishifuji et al. 2000). Zwei unabhängige Studien zeigten im Tiermodell für PV, dass ein 

einzelner Dsg3-reaktiver T-Zellklon ausreicht, um naive B-Zellen zur Produktion von Dsg3-

spezifischen IgG-Autoantikörpern anzuregen (Takahashi et al. 2009; Zhu et al. 2012). Daher 

ist die Verwendung eines Analyseinstruments zum Nachweis von antigenspezifischen T-

Lymphozyten und deren proliferativer Reaktion bei PV von großer Bedeutung. Zum einen 

könnte die in dieser Arbeit vorgestellte Methode zukünftig in der Diagnosestellung eingesetzt 
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werden zum anderen wäre es ein neues Instrument zur Überwachung der Wirksamkeit von 

immunmodulatorischen Therapien. Ein mögliches Therapieansprechen könnte so durch das 

Auftreten von Unterschieden in der Frequenz oder Zusammensetzung bestimmter 

antigenspezifischer T-Zellsubpopulationen vor, während oder nach einer Therapie analysiert 

werden.  

Der genaue Pathomechanismus der Entstehung des PV mit den beteiligten immunologischen 

Mechanismen ist bis heute noch überwiegend ungeklärt und aktuell Gegenstand vieler 

Forschungsbemühungen. In den letzten Jahren mehrten sich Hinweise, dass die T-/B-Zell-

Interaktion über den Signalweg CD40-CD154 an der Entstehung vieler 

Autoimmunerkrankungen beteiligt ist (Berner et al. 2000; Desai-Mehta et al. 1996; Karnell et 

al. 2019b; Peters et al. 2009). Auch bei PV sind bereits Studien bezüglich einer möglichen 

Schlüsselfunktion des CD40-CD154-Signalweges durchgeführt worden (Aoki-Ota et al. 2006; 

Caproni et al. 2007a; Eming et al. 2014; Nishifuji et al. 2000). Ein Ziel dieser Arbeit war es, 

die beteiligten immunologischen Mechanismen mit Hinblick auf autoantigenspezifische T-

Zellen und deren Subpopulationen anhand von Zytokinen näher zu untersuchen. Die Ergebnisse 

zeigen ein signifikant gesteigertes Vorkommen von antigenspezifisch aktivierten CD4+ 

CD154+T-Zellen in PBMC von PV-Patienten im Vergleich zu den gesunden Kontrollen (Abb. 

13). Die Frequenzen der CD4+ T-Zellen unterschieden sich dagegen zwischen PV-Patienten 

und Kontrollen nicht. Diese Beobachtungen stehen im Einklang mit den Ergebnissen von 

Caproni und Kollegen, die eine Hochregulation von löslichem CD154 im Serum und CD154+ 

Lymphozyten in läsionaler Haut von Patienten mit aktivem PV beobachten konnten (Caproni 

et al. 2007a). Eine weiterführende Analyse von antigenspezifisch aktivierten 

CD4+CD154+ T-Zellen in PBMC von PV-Patienten in unserer Forschungsgruppe bestätigte die 

signifikant gesteigerte CD154-Expression gegenüber den gesunden Kontrollen (Polakova et al. 

2022). Eine Erklärung für die vermehrte CD154-Oberflächenexpression nach Aktivierung von 

CD4+ T-Zellen mit Dsg3 bei PV-Patienten, könnte die wichtige Rolle von aktivierten 

autoreaktiven CD4+ T-Zellen in der Pathogenese des PV sein. Dieses Ergebnis bekräftigt die 

Ansicht mehrerer Studien, dass durch antigenspezifisch aktivierte CD4+CD154+ T-Zellen eine 

Interaktion der T- mit der B-Zelle über den CD40-CD154-Signalweg zur Produktion von IgG-

Autoantikörper gegen humane Dsg3-Ektodomäne und zur Proliferation von Dsg3-reaktiven B-

Zellen führen kann (Aoki-Ota et al. 2006; Eming et al. 2014). Durch die Induktion pathogener 

Anti-Dsg3-IgG-Antikörper kann anschließend direkt der Adhäsionsverlust epidermaler 

Keratinozyten initiiert werden (Nishifuji et al. 2000). Eine mögliche Erklärung für die höhere 
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Anzahl an Dsg3-spezifischen CD4+CD154+ T-Zellen in PBMC bei PV-Patienten gegenüber 

den gesunden Kontrollen könnte eine Rückkopplungsschleife zwischen T- und B-Zellen sein. 

Diese konnte bereits bei PV beobachtet werden (Eming et al. 2008). Die Dsg3-reaktiven B-

Zellen können die autoreaktiven T-Zellen aktivieren, sodass die Dsg3-reaktiven B-Zellen im 

Gegenzug über den CD40-CD154-Signalweg zur erneuten Autoantikörperproduktion und 

Proliferation angeregt werden. Somit entsteht vermutlich ein >Teufelskreis<, der zur 

Potenzierung der autoreaktiven Prozesse führt. Derartige positive Rückkopplungsmechanismen 

zwischen T- und B-Zellen, die zur Initiierung und Amplifikation der Autoimmunantwort 

führen, wurde bereits bei anderen Autoimmunerkrankungen beobachtet (Buhlmann und Noelle 

1996; Cheng und Schoenberger 2002; Clark et al. 1996; Shlomchik et al. 2001) und in 

verschiedenen Mausmodellen nachgewiesen (Durie et al. 1993; Gerritse et al. 1996; Mohan et 

al. 1995). Dies könnte eine Teilerklärung für die bisher noch nicht hinreichend bekannte und 

erforschte pathogenetische Relevanz der autoantigenspezifischen CD4+CD154+ T-Zellen bei 

PV darstellen. 

Unter möglichen zukünftigen Therapieansätzen wird in der Literatur auch die Blockade der 

CD40-CD154-Interaktion diskutiert. Neben der Annahme, dass diese Wechselwirkung eine 

wesentliche Rolle bei der hemmenden Wirkung von dem CD20-Antikörper Rituximab auf die 

Kostimulation autoreaktiver B- und T-Zellen durch B-Depletion spielt (Cooper und Arnold 

2010; Eming et al. 2008), zeigte die therapeutische Ausrichtung auf CD154 in einem aktiven 

Maus-PV-Modell Wirksamkeit. So lieferten Aoki-Ota et al. den Nachweis, dass die CD40-

CD154-Interaktion für die Aktivierung und Expansion von Dsg3-spezifischen B-Zellen im 

Splenozytentransfermodell des PV bedeutsam ist (Aoki-Ota et al. 2006). Die frühe 

Verabreichung von monoklonalen Anti-CD154-Antikörpern konnte die Produktion von 

pathogenen Anti-Dsg-3-Antikörpern im Mausmodell des PV hemmen. Allerdings zeigte die 

Anti-CD154-Behandlung nur noch marginale Auswirkungen, wenn bereits eine stabile 

Produktion von pathogenen Antikörpern erreicht war. In der Studie von Eming et al. mit HLA-

DR³1*0402-transgenen Mäusen, die mit einem monoklonalen Anti-CD154-Antikörper 

behandelt, konnte die Produktion von Anti-Dsg3-IgG-Antikörper dadurch vollständig gehemmt 

werden (Eming et al. 2014). Diese Befunde legen nahe, dass die CD40-CD154-Bindung bei PV 

entscheidend für die frühen immunologischen Interaktionen, die der Antikörpersynthese 

vorausgehen, z. B. T-Zell-Priming durch antigenpräsentierende Zellen und B-Zell-Aktivierung 

durch TH-Zellen ist. Unklar bleibt, ob die Behandlung bei PV-Patienten in Remission wirksam 

wäre, um ein zukünftiges Rezidiv zu verhindern oder zu Beginn der Erkrankung therapeutisch 
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eingesetzt werden könnte (Eming et al. 2014; Mao und Payne 2008). Eine Behandlung mit Anti-

CD154-Antikörpern, allein oder in Kombination mit einer Blockade von B7-Molekülen 

(Buhlmann und Noelle 1996; Griggs et al. 1996), konnte bereits im Rahmen von Tiermodellen 

die Entwicklung von PV blockieren. Die Umsetzung in die Anwendung beim Menschen ist 

noch ein unerreichtes Ziel. Menschliche Anti-CD154-Antikörper wurden in einer klinischen 

Phase-I-Studie mit schweren thromboembolischen Komplikationen in Verbindung gebracht 

(Kawai et al. 2000). Allerdings zeigen sich vielversprechende Fortschritte in der Entwicklung 

(Karnell et al. 2019a).  

Der in dieser Arbeit verwendete Versuchsansatz zur Analyse der Dsg3-reaktiven CD4+ 

T-Zellen ermöglicht die Beurteilung der CD4+ Population anhand der de novo CD154-

Expression. Diese Analyse weist insofern Limitationen auf, da nicht sicher ausgeschlossen 

werden kann, dass Untergruppen von CD4+ T-Zellen durch antigenspezifische Stimulanzien 

die Fähigkeit der CD154-Expression modulieren oder herunterregulieren können. Solche 

Phänomene sind bisher aber noch nicht beschrieben worden. Der Einfluss auf den 

Oberflächenmarker CD4 ist zum heutigen Stand ebenfalls nicht vollständig geklärt. Da CD4-

CD8-CD154+ Zellen detektiert werden konnten, kann die Vermutung aufgestellt werden, dass 

ein Großteil der CD4-CD8-CD154+ Zellen tatsächlich CD4+ T-Zellen sind, deren 

Oberflächenantigen internalisiert wurde. Diese Vermutung basiert auf vorherigen Studien, die 

einen Rückgang des TCR mit seinen Korezeptoren wie CD4 nach Stimulation gesehen haben 

(Cossarizza et al. 2019; Liu et al. 2000; Petersen et al. 1992). Nach Stimulation mit PHA ist der 

Effekt der zunehmenden Anzahl CD4-CD154+ T-Zellen in dieser Arbeit besonders stark. Diese 

Beobachtung steht im Einklang mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen, die das 

Phänomen der überwiegend CD4-CD8-CD3+ Zellen nach Stimulation festgestellt haben (Eming 

et al. 2014; Yang et al. 2018). Auch weitere Faktoren, wie das hier verwendete Brefeldin A, 

haben in einer Studie bereits gezeigt, dass sie zu einer Herunterregulierung des CD4-

Oberflächenantigens führen können (O'Neil-Andersen und Lawrence 2002). Eine Möglichkeit 

das internalisierte Oberflächenantigen CD4 zukünftig durchflusszytometrisch sicher zu 

detektieren, wäre eine intrazelluläre Färbung nach der Fixation und Permeabilisierung 

zusammen mit den Zytokinen. Eine weitere Vorgehensweise wäre die Verwendung des 

Transmembranproteins CD3, welches auf allen T-Lymphozyten exprimiert wird. Mit der 

Annahme alle CD3+CD8- Zellen nach der Stimulation sind CD4+ TH-Zellen, die ihr 

Oberflächenantigen herunterreguliert haben, könnten auf diese Weise die CD4+ TH-Zellen in 

ihrer Gesamtheit betrachtet werden (Chattopadhyay et al. 2006; Rostaing et al. 1999). Dies wäre 
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auch bezüglich doppelt negativer (CD4-CD8-CD3+) T-Zellen interessant, die nach chronischer 

Stimulation entstehen und bei einer Immunhyperaktivierung im Rahmen von 

Autoimmunerkrankungen wie dem SLE oder Autoimmune Lymphoproliferative Syndrome 

vermehrt vorhanden sein können (Grishkan et al. 2013; Lim et al. 1998). In dieser Arbeit 

konnten bei den frisch isolierten PBMC eine große Anzahl unspezifisch aktivierten 

antigenspezifischen CD4+ T-Zellen detektiert werden (Abb. 11). Dies ist wahrscheinlich auf 

das Präparationsverfahren zurückzuführen (Frentsch et al. 2005). Deshalb sind zur Berechnung 

der prozentualen Veränderung der CD154-Expression innerhalb der CD4+ T-Zellen für die 

ganze Arbeit die Werte der US von den stimulierten Proben abgezogen und negative Werte 

werden als >null< betrachtet. 

Nach der Rekrutierung von 16 PV-Patienten, wurden die Ergebnisse analysiert, da es sich um 

eine seltene Erkrankung handelt und für die Erfassung eines relevanten Unterschieds die Anzahl 

nach den Erfahrungen von anderen Autoren für eine Bewertung ausreicht. Diese Aussage stütz 

sich auf die Ergebnisse zweier Studien mit Fallzahlen in der gleichen Größenordnung (Frentsch 

et al. 2005; Smith et al. 2013a). Bei dieser geringen Stichprobengröße sind normalverteilten 

Daten allerdings nicht gewährleistet und die Erkenntnisse müssen in einer größeren Kohorte 

untersucht werden. So zeigt sich in dieser Arbeit ein Verhältnis Männern zu Frauen von 1:3, 

während in der Bevölkerung Männer und Frauen gleichermaßen betroffen sind. Die 

Altersverteilung der Probanden (41-81 Jahre,,Tab. S 2) ähnelt jedoch dem Manifestationsalter 

von PV in normalverteilten Untersuchungen (Amagai et al. 1999; Nousari und Anhalt 1999). 

Ein weiterer zu diskutierender Punkt dieser Arbeit stellt der Altersunterschied der gesunden 

Kontrollen (22-47 Jahre, Tab. S 3) und der PV-Patienten (41-81 Jahre, Tab. S 2) dar. Eine 

Rekrutierung älterer gesunden Menschen als Kontrolle, gestaltete sich aufgrund der 

zunehmenden Anzahl diverser Erkrankungen und Medikamente als mögliche Einflussfaktoren 

als schwierig. Des Weiteren beeinflussen physische, psychische und soziale Veränderungen die 

Bereitschaft zur Teilnahme an Studien, welche im Alter kontinuierlich abnimmt (Motel-

Klingebiel et al. 2019). Zudem wurde nur eine Kontrollgruppe für beide zu untersuchenden 

Erkrankungen PV und Birkenpollenallergie mit jeweils unterschiedlichen Altersverteilungen 

(BPA 20-67 Jahre, Tab. S 4) als Referenz rekrutiert. Diese vielen Faktoren könnten zudem die 

große Spannbreite antigenspezifischer Reaktionen innerhalb des PV-Patientenkollektivs 

erklären. Zukünftig sollte ein homogenes Probandenkollektiv mit vergleichbarer 

Kontrollgruppe angestrebt werden. 
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5.2.1 CD154-Expression der CD8+ T-Zellen bei PV 

Neben der entscheidenden Rolle autoreaktiver CD4+ T-Zellen bei der Pathogenese des PV 

(Hertl et al. 1998b; Wucherpfennig et al. 1995) wird auch die Funktion der CD8+ T-Zell-

Antworten im Krankheitsgeschehen diskutiert (Giurdanella et al. 2013; Hertl und Veldman 

2003; Lin et al. 1997; Rizzo et al. 2005; Takahashi et al. 2007). Die Ergebnisse dieser Arbeit 

zeigten, dass nach antigenspezifischer Aktivierung der Oberflächenmarker CD154 auf den 

CD4+ T-Zellen mehrheitlich exprimiert wird, wobei dieser auf CD8+ T-Zellen nicht über das 

Hintergrundrauschen hinweg detektiert werden konnte. Dieser Unterschied war sowohl nach 

spezifischer als auch unspezifischer Stimulation signifikant. Diese Beobachtung spricht dafür, 

dass die CD8+ T-Zellen keine relevante CD154-Expression aufweisen, die zur Pathogenese des 

PV beitragen könnte. Frentsch et al. zeigten, dass jede vierte menschliche Gedächtniszelle 

CD154+ exprimiert. Der Phänotyp, die immunogenetische Restriktion, das Zytokinprofil und 

die Epitopspezifität dieser autoreaktiven T-Zell-Antworten variierten jedoch. Diese 

CD8+CD154+ T-Zellen ähneln funktionell den CD4+ TH-Zellen (Frentsch et al. 2013). Eine 

weitere Studie konnte zeigen, dass eine Dysregulation mit pathologischer Erhöhung der 

CD8+CD154+ Zellen zu einem Ausfall der B-Zell-Toleranz und einer 

Autoantikörperproduktion führen kann (Chen et al. 2019). Viele Studien zu anderen 

Autoimmunerkrankungen haben bereits in vitro (Sad et al. 1997; Xydia et al. 2011) und in vivo 

(Hernandez et al. 2008) gezeigt, dass CD8+ in der Lage sind Helferfunktionen auszuüben und 

eine neue wesentliche CD154-Quelle darstellen. Dies konnte am vorliegenden 

Patientenkollektiv anhand der CD154-Methode bei PV nicht beobachtet werden. 

5.2.2 Auswirkung des Krankheitsstatus auf die CD154-Expression der CD4+ T-Zellen 

Bezüglich der klinischen Status können unsere Ergebnisse eine erhöhte antigenspezifische 

CD154-Expression der CD4+ T-Zellen bei PV-Patienten mit PR im Vergleich zu den gesunden 

c feststellen. Dieser Unterschied ist über alle PV-spezifischen Stimulationsantigene (Dsg3, P1, 

P2, P3, P4, P1-4) hinweg signifikant (Abb. 18). Die antigenspezifische CD154-Expression der 

CD4+ T-Zellen bei PV-Patienten in KR ist jeweils deutlich geringer im Vergleich zu den PR. 

Dies könnten Hinweise sein, dass es einen Zusammenhang zwischen den Dsg3-spezifischen 

CD4+CD154+ T-Zellen und der klinischen Krankheitsaktivität geben könnte. Darüber hinaus 

könnte sich ableiten, dass aktivierte antigenspezifische B-Zellen ihre Produktion pathogener 

Autoantikörper in einer T-Zell und von kostimulatorischen Signalen abhängigen Weise 

aufrechterhalten müssen. Bei einigen Autoimmunerkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis 
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oder SLE korreliert die erhöhte Expression von CD154 auf CD4+ T-Zellen mit dem 

Schweregrad der Erkrankung (Berner et al. 2000; Tesch et al. 2020). Einen Zusammenhang 

zwischen den Dsg3-spezifischen CD4+CD154+ T-Zellen und der Dsg3-Antikörper im Serum 

der PV-Patienten konnte in dieser Arbeit allerdings nicht festgestellt werden. Eine Erklärung 

könnte die geringe Anzahl von PV-Patienten insbesondere im aktiven Status sein. So konnte 

eine fortführende Studie in unserer Forschungsgruppe mit einer größeren Anzahl von PV-

Patienten eine Korrelation zwischen den Dsg3-spezifischen CD4+CD154+ T-Zellen und der 

Dsg3-Antikörper im Serum der PV-Patienten feststellen (Polakova et al. 2022). Bei PV wird 

angenommen, dass der Dsg-spezifische Autoantikörpertiter mit der Krankheitsaktivität bei 

Pemphigus korreliert (Amagai et al. 1999; Daneshpazhooh et al. 2007; Schmidt et al. 2010). 

Die Beobachtungen der fortführenden Studie in unserer Forschungsgruppe geben daher zu der 

Vermutung Anlass, dass auch bei PV die erhöhte Expression von CD154 auf CD4+ T-Zellen 

mit dem Schweregrad der Erkrankung zusammenhängen könnte. Die Ergebnisse dieser Arbeit 

lassen Zweifel an dem alleinigen Parameter der CD154 auf CD4+ T-Zellen zur Beurteilung der 

Krankheitsaktivität aufkommen, da keine Korrelation Dsg3-spezifischer CD4+CD154+ T-

Zellen mit Anti-Dsg3-Autoantikörper festgestellt werden konnte. Zudem sehen viele neuere 

Studien den Anti-Dsg3-IgG-Antikörper als alleinigen Parameter zur Beurteilung der 

Krankheitsaktivität skeptisch und betrachten dafür eine Kombination aus diversen Kriterien, 

wie z.B klinische Scores (autoimmune bullous skin disorder intensity score; ABSIS) und 

Prednisolonäquivalent, als geeigneter (Belloni-Fortina et al. 2009; Chernyavsky et al. 2019). 

Zur abschließenden Klärung dieser Frage sind weitere Untersuchungen einzelner Patienten 

bezüglich der CD154-Expressin auf CD4+ T-Zellen über einen längeren Zeitraum mit 

zusätzlicher Erfassung möglicher Einflussfaktoren und ein Ausschluss multimorbider Patienten 

nötig. Insbesondere der Aspekt der Beurteilung des Schweregrades durch die Anzahl 

antigenspezifisch aktivierter CD4+ CD154+ T-Zellen mit einer potenziellen Überwachung der 

Krankheitsaktivität sollte zukünftig geklärt werden. Die Untersuchung der antigenspezifischen 

T-Zell-Antwort könnte zukünftig einen Einblick in die Art der vollständigen Immunantwort 

von Patienten geben und auf diese Weise den Erfolg von bestimmten Immuntherapien 

vorhersagen. So könnten die Patienten identifiziert werden, die am ehesten von einer 

Behandlung profitieren könnten. Ein möglicher Therapieerfolg könnte durch das Auftreten von 

Unterschieden vor, während oder nach einer Therapie analysiert werden. Dieses Vorgehen 

konnte schon bei der Therapieumstellung zur Behandlung von MS durch die Überwachung der 

T-Zell-spezifischen Immunreaktion erfolgreich genutzt werden (Grau-López et al. 2011). In der 

oben genannten Studie wurde nach Isolierung von frischen PBMC eine Stimulation mit einem 
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Mix aus mehreren MS-spezifischen, immundominanten Peptiden durchgeführt und die 

antigenspezifischen CD4+ T-Zellen mittels der 3H-Thymidin-Inkorporation analysiert. Die 

longitudinale Analyse der antigenspezifischen T-Zellen zeigte, dass diese mit der 

Krankheitsaktivität, der Remissions- und der Rezidivrate korrelieren und besonders bei 

Patienten mit einer hohen Rezidivrate als Strategie zur Überwachung der Therapie fungieren 

kann. Gezielte Zell- bzw. Immuntherapien könnten so zukünftig im Rahmen der 

personalisierten Medizin idealerweise nicht nur bei MS-Patienten mit einer abnormen ex vivo 

T-Zell-Reaktion auf spezifische Antigene, sondern auch bei anderen Patienten mit 

Autoimmunerkrankungen wie PV, angewendet werden. 

5.2.3 Modulierende exogene Faktoren auf die CD154-Expression der CD4+ T-Zellen 

Eine Einschränkung in der Interpretation der Ergebnisse besteht darin, dass neun von elf PV-

Patienten systemische Glukokortikoide und immunsuppressive Adjuvantien erhielten (Tab. S 

2). Es ist bekannt, dass Kortikosteroide wie Prednisolon unterschiedliche Wirkungen auf 

verschiedene Komponenten des Immunsystems ausüben können (Franchimont 2004). Die 

Auswirkungen von immunsuppressiven Medikamenten, wie Kortikosteroiden, auf die CD154-

Biosynthese werden in der Literatur kontrovers diskutiert. Jabara et al. beobachteten eine 

Induktion der CD154-Transkription und Oberflächenexpression in PBMC und aufgereinigten 

T-Zellen (Jabara et al. 2001), während andere eine reversibel gehemmte CD154-Antwort in 

Dexamethason exponierten CD4+Zellen fanden (Bischof und Melms 1998). In den Ergebnissen 

dieser Arbeit konnte keine Veränderung der CD154+CD4+ T-Zellen nach Stratifizierung 

hinsichtlich der Einnahme von Kortikosteroiden gesehen werden. Diese Beobachtung kann bei 

der Vielzahl an möglichen modulierenden exogenen Faktoren und verschiedenen 

Therapieschemata nicht objektiv geklärt werden. Bemerkenswert ist, dass bei einem PV-Patient 

mit Rezidiv und unter Rituximabgabe keine PV-antigenspezifischen CD154+CD4+ T-Zellen 

detektiert werden konnten. Diese Beobachtung stützt die Annahme, dass die medikamentöse B-

Zell-Depletion und damit verbundene Reduzierung der Anti-Dsg1/3-IgG Antikörper (Eming et 

al. 2008) zu einer verminderten Anzahl autoreaktiver CD154+CD4+ T-Zellen führt. Weitere 

Studien unterstützen die Hypothese, dass die Wechselwirkung zwischen CD40-CD154 bei der 

hemmenden Wirkung von Rituximab eine wesentliche Rolle zu spielen scheint (Cooper und 

Arnold 2010; Mao und Payne 2008). Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen unserer 

Arbeitsgruppe, die über bis zu einem Jahr anhaltende abnehmende TH1- und TH2-Funktionen 

nach Rituximab berichteten (Didona et al. 2019; Eming et al. 2014). Ähnliche Ergebnisse 
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wurden in einer Studie von Leshem et al. gefunden, die bestätigte, dass Rituximab die 

autoreaktive und nicht die globale T-Zell-Funktion bei Pemphigus beeinträchtigt (Leshem et al. 

2014). Der in dieser Studie verwendete Versuchsansatz zur Frequenzanalyse der Dsg3-

spezifischen CD4+ T-Zellen weist insofern eine Limitation auf, dass durch die Rituximab-

induzierte B-Zell-Depletion und die damit verbundene Eliminierung eines APC-Typs in einer 

fehlenden ex vivo-Stimulation der CD4+ T-Zellen resultieren könnte. Dies könnte jedoch die 

in vivo-Situation widerspiegeln, in der es analog zu einer ausbleibenden Dsg3-spezifischen 

Aktivierung und somit fehlender CD154-Expression der CD4+ T-Zellen käme. Weitere 

Untersuchungen bezüglich des Einflusses der Medikamente auf die CD154-Expression müssten 

in zukünftigen Studien folgen, um eine Verzerrung durch das Therapieschema detektieren zu 

können.  

5.2.4 Effekte der T-Zellaktivierung auf die Effektorfunktion 

Viele in vitro- und in vivo-Untersuchungen unterstützen die Hypothese, dass Dsg3-reaktive 

CD4+ T-Zellen entscheidend für die Initiierung und Aufrechterhaltung der beim PV 

pathogenetisch bedeutsamen Autoantikörperproduktion sind (Aoki-Ota et al. 2006; Eming et 

al. 2014; Lin et al. 1997; Pan et al. 2015). Dabei spielen die TH-Zellen eine wichtige 

modulierende Funktion bei der Aktivierung autoreaktiver Gedächtnis-B-Zellen (Giordano und 

Sinha 2012; Nishifuji et al. 2000). Die in diesem Zusammenhang für die Aktivierung der 

autoreaktiven B-Zellen essenziellen Signale der TH-Zellen werden durch die Ausschüttung von 

Zytokinen und kostimulatorische Moleküle vermittelt (Das et al. 2019). Die bei der Pathogenese 

des PV beteiligten Zytokine, welche sich vereinfacht in anti-inflammatorische 

(immunregulativ) und pro-inflammatorische (immunaktivierende) Zytokine einteilen lassen, 

wurden durch in vitro-, in vivo- sowie serologische Untersuchungen bereits analysiert 

(Kowalski et al. 2019; Tavakolpour et al. 2020). Trotz jüngster Fortschritte ist die 

Charakterisierung des krankheitsunterstützenden Zytokinnetzwerks bei PV noch nicht 

vollständig geklärt.  

Mehrere Studien nehmen an, dass TH2- Zytokine bedeutsam für die Pathogenese des PV sind 

(Hertl et al. 2006; Huang et al. 2019; Satyam et al. 2009). Es wird vermutet, dass insbesondere 

Dsg3-spezifische, IL-4 produzierende, d. h. TH2-Zellen für die Interaktion zwischen T- und B-

Zellen beim PV von Bedeutung sind (Takahashi et al. 2008). Da die Induktion einer TH2- 

Immunantwort bei PV-Patienten eine bestimmende Funktion zugeschrieben wird, wurde eine 

Veränderung der Expression nach spezifischer Stimulation anhand des Zytokins IL-4 
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analysiert. Die Analyse der Zytokinexpression auf CD4+CD154+ T-Zellen ergab im Median 

keinen statistisch signifikanten Unterschied des IL-4 gegenüber den Kontrollen. Die eigenen 

Daten stehen im Einklang mit den Ergebnissen weiterer Studien (Lee et al. 2017; Masjedi et al. 

2017; Timoteo et al. 2017). Allerdings zeigt sich in einer Metaanalyse bezüglich des 

IL-4-Levels im Serum unterschiedliche Beobachtungen (Kowalski et al. 2019). Einige Studien 

zeigten eine erniedrigte Serumkonzentration (Das et al. 2019; Hertl et al. 1998a), wohingegen 

andere ein vermehrtes Vorliegen von IL-4 im Serum bei PV detektieren konnten (Satyam et al. 

2009). Ein Grund für die ähnliche Reaktion der gesunden Kontrollen und der PV bezüglich der 

CD4+CD154+ IL-4+ Population auf die Stimulation könnte am Patientenkollektiv liegen. 

Mehrere Studien konnten Dsg3-spezifische TH2-Zellen insbesondere bei PV-Patienten mit 

aktiver Erkrankung nachweisen (Amagai et al. 1999; Veldman et al. 2003). Rizzo et al. 

beschrieben in einer Veröffentlichung ebenfalls, dass es keinen Unterschied in der Präsenz von 

autoreaktiven TH2-Zellen zwischen PV-Patienten in Remission und der Kontrollgruppe gab 

(Rizzo et al. 2005). Dies kann eine Erklärung für die Ergebnisse bezüglich IL-4 in dieser Arbeit 

sein, da überwiegend PV-Patienten in Remission teilnahmen. Ein weiterer Einflussfaktor 

scheint die Therapie zu sein. Bei Untersuchungen von Eming et al. führte die Behandlung mit 

dem Anti-CD20-Antikörper Rituximab bei PV-Patienten neben einer Depletion der B-Zellen 

auch zu einem Rückgang der peripheren IL-4-sezernierenden Dsg3-reaktiven TH2-Zellen 

(Eming et al. 2014). Da TH2-assoziierte Zytokine für die Steuerung der Antikörperproduktion 

notwendig sind, kann die Hypothese aufgestellt werden, dass die Dsg3-spezifische TH2-

Aktivität mit der aktiven Erkrankung assoziiert ist. Um die Annahme zu überprüfen, dass die 

von autoreaktiven TH2-Zellen produzierten Zytokine essenziell für die Entstehung von 

Autoantikörpern sind, könnte zukünftig das in vielen Studien signifikant erhöhte IL-10 

hinsichtlich einer Koexpression mit CD154 analysiert werden (Kowalski et al. 2019).  

Die Studienlage bezüglich der TH1-Zytokine, wie IFN-´, weist unterschiedliche Ergebnisse im 

Serum von PV-Patienten auf. Einige Studien beobachten eine verringerte Serumkonzentration 

von IFN-³ (Lee et al. 2017; Satyam et al. 2009), andere hingegen zeigten ein vermehrtes 

Vorliegen des Zytokins bei PV (Das et al. 2019; Hertl et al. 1998a; Timoteo et al. 2017). 

Inwiefern die TH1-Antwort eine potenzielle Rolle in der Pathogenese spielt, wurde hier 

überprüft. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen keinen signifikanten Unterschied der 

CD4+CD154+ IFN-³+ -Population im Vergleich zu den gesunden Kontrollen und stehen damit 

im Einklang mit weiteren Studien (Keskin et al. 2008; Masjedi et al. 2017). Eine Erklärung für 

die unterschiedlichen Ergebnisse könnten Einflussfaktoren wie Krankheitsstaus, HLA-
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Haplotyp und Therapie sein. So beobachteten Veldmann et al. eine Erhöhung von TH1 nur bei 

akutem PV (Veldman et al. 2003). Weitere Studien konnten zeigen, dass im Verlauf einer 

immunsuppressiven oder immunmodulatorischen Therapie ein allgemeiner Rückgang der 

Zytokinproduktion von IFN-³ und IL-4 zu detektieren war (Braun et al. 1997; Keskin et al. 

2008). TH1-Zellen mit ihrer charakteristischen IFN-´-Sekretion konnten auch bei gesunden 

Trägern PV-assoziierter HLA-Haplotypen nachgewiesen werden (Eming et al. 2014; Hertl et 

al. 2006). Dies könnte eine mögliche Ursache für ein vermehrtes Vorliegen von 

CD4+CD154+IFN-´+ T-Zellen bei vier gesunden Kontrollen sein und sollte in zukünftigen 

Untersuchungen beachtet werden. Das derzeitige Verständnis der Immunpathogenese des PV 

legt nahe, dass die von autoreaktiven TH2-Zellen produzierten Zytokine essenziell für die 

Entstehung von Autoantikörpern sind, wohingegen die TH1-assoziierten Zytokine keinen 

entscheidenden Einfluss auf die Immunpathogenese des PV haben (Di Zenzo et al. 2016; 

Giordano und Sinha 2012). Satyam et al. sahen in der Pathogenese des PV eine Folge eines 

Ungleichgewichts zwischen Dsg3-reaktiven TH2- und TH1-Zellen, welches zu einer komplexen 

und schweren Beeinträchtigung der Immunfunktion beiträgt und für die Aufrechterhaltung der 

Toleranz gegenüber Dsg3 entscheidend sein kann (Satyam et al. 2009). Diese Beobachtungen 

konnte in dieser Arbeit nicht festgestellt werden. Eine mögliche Erklärung stellt das 

Patientenkollektiv dar, welches keine aktiven PV-Patienten beinhaltete. In den oben genannten 

Studien konnte nur im aktiven Stadium ein signifikant erniedrigtes TH1/ TH2- Verhältnis ich 

Vergleich zum Remissionstadium bzw. zu gesunden Kontrollen gezeigt werden (Giordano und 

Sinha 2012; Zhu et al. 2012). 

Neuste Studien konnten die Beteiligung weiterer Faktoren und T-Zell-Subpopulationen, wie 

TFH- und TH17-Zellen, welche über das bestehende TH1/TH2 Paradigma hinausgehen, 

aufzeigen. Eine mögliche pathogene Rolle dieser T-Zell-Subpopulationen wurde bereits in 

Ansätzen beschrieben, ist bisher aber nicht hinreichend geklärt (Asothai et al. 2015; Xuekun et 

al. 2014; Yuan et al. 2017). Das proinflammatorische Zytokin IL-17A wird überwiegend von 

TH17-Zellen sezerniert und markiert eine TH17-Immunantwort. Inwiefern die für den PV 

vermutete Dominanz einer TH17-Anwort über die Veränderung der intrazellulären 

Zytokinantwort bei antigenspezifisch aktivierten CD4+ T-Zellen nachweisbar ist, wurde in der 

vorliegenden Arbeit analysiert. Ein Anstieg der Expression von IL-17 durch Dsg3-spezifische 

autoreaktive T-Zellen im Serum im Vergleich zur Kontrollgruppe ist bereits in mehreren 

Studien gezeigt worden (Hennerici et al. 2016; Timoteo et al. 2017). Auch in Hautläsionen von 

PV-Patienten konnte eine lokale Zunahme von IL-17-produzierenden TH17-Zellen detektiert 
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werden (Arakawa et al. 2011; Giordano und Sinha 2012; Xu et al. 2013). Die Ergebnisse dieser 

Arbeit zeigen einen tendenziell höheren Anteil der CD4+CD154+ IL-17+ T-Zellen in PBMC von 

PV-Patienten im Vergleich zu den gesunden Kontrollen. Die eigenen Daten bekräftigen die 

Ergebnisse von Mortazavi und Kollegen, die ebenfalls einen erhöhten durchschnittlichen 

Spiegel von IL-17 vor, während und nach Therapie beobachten konnten, dieser aber nicht 

signifikant war (Mortazavi et al. 2014). In weiterer Fortführung dieser Arbeit durch unsere 

Forschungsgruppe konnte eine signifikante Erhöhung von IL-17 in CD4+CD154+ T-Zellen bei 

aktiven PV-Patienten im Vergleich zur Kontrollkohorte festgestellt werden (Polakova et al. 

2022). Dies stimmt mit den Ergebnissen von Holstein et al. überein, die aufzeigen konnten, 

dass die Häufigkeit von TH17-Zellen im peripheren Blut insbesondere in der akuten Phase und 

aktiv chronischen Phasen signifikant höher als bei gesunden Kontrollpersonen ist (Holstein et 

al. 2021). Welche Rolle die Erhöhung des IL-17 in der akuten Phase des PV spielt und ob diese 

dabei hilft, die Störungen zu initiieren oder als Resultat der lokalen Entzündung produziert 

wird, ist noch nicht hinreichend bekannt und muss in weiteren Untersuchungen analysiert 

werden.  

Die TFH sind ebenfalls eine Untergruppe der CD4+- TH-Zellen mit intrinsischen Unterschieden 

zu den zuvor charakterisierten TH1-, TH2- und TH17-Zellen. Die Hauptfunktion der TFH -Zellen 

mit ihrem pleiotropen Zytokin IL-21 ist die Unterstützung bei der B-Zell-Aktivierung und der 

Antikörperproduktion während humoraler Immunantworten (Spolski und Leonard 2014). 

Hinweise auf die Rolle von TFH-Zellen bei PV ergibt sich aus mehreren durchgeführten Studien. 

So zeigt Holstein und Kollegen, dass die Häufigkeit zirkulierender TFH-Zellen (definiert als 

CD4+CXCR5+ T-Zellen) und die Plasmakonzentrationen von IL-21 bei Patienten mit PV im 

Vergleich zur Kontrolle signifikant höher waren (Holstein et al. 2021). Zudem wurden bei der 

Hälfte der PV-Patienten nach ex vivo-Stimulation Dsg3-spezifische autoreaktive IL-21-

sezernierende Zellen festgestellt (Hennerici et al. 2016). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen 

einen tendenziell höheren Anteil der CD4+CD154+IL-21+ in PBMC von PV-Patienten als bei 

den Kontrollen. Diese Ergebnisse bekräftigen Untersuchungen unserer Forschungsgruppe, die 

eine signifikante Erhöhung von IL-21 in CD4+CD154+ T-Zellen bei aktiven PV-Patienten aber 

nicht bei Patienten in Remission im Vergleich zur Kontrolle feststellen konnten (Polakova et 

al. 2022). Auch Hennerici et al. beobachteten einen höheren Gehalt an IL-21 produzierenden 

Dsg3-autoreaktiven TFH17-Zellen bei akutem PV (Hennerici et al. 2016). Bemerkenswert ist, 

dass in einer Studie nach einer effektiven Therapie mit zunehmender Besserung des klinischen 

Zustands die Frequenz der TFH-Zellen als auch der IL-21-Serumspiegel abnahm (Li et al. 2013). 
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Es könnte die Vermutung angestellt werden, dass es wie bei anderen Autoimmunerkrankungen 

auch beim PV eine Korrelation zwischen dem IL-21-Serumspiegel mit der Krankheitsaktivität 

und dem Behandlungsstatus gibt. So konnte kürzlich für andere Autoantikörper-vermittelte 

Erkrankungen, wie dem Sjögren-Syndrom, gezeigt werden, dass eine immunsuppressive 

Behandlung zu einer Reduktion der TFH-Zellen und IL-21 im Blut führte (Jin et al. 2014; Liu et 

al. 2014). Beobachtungen konnten zeigen, dass IL-21 nicht nur die B-Zell-abhängige 

Antikörperbildung induzieren (Ettinger et al. 2008), sondern auch die TH17-Reifung in naiven 

CD4+ T-Zellen fördern kann (Bettelli et al. 2006). Dies stellt somit eine positive 

Rückkopplungsschleife dar und könnte zur multifaktoriellen Pathogenese des PV beitragen 

(Tavakolpour 2016). Unsere Forschungsgruppe konnte zudem eine signifikante Erhöhung der 

Dsg3-spezifische CD4+CD154+ T-Zellen sowohl in TFH (definiert als CD4+CXCR5+ T-Zellen) 

als auch bei TH (CD4+CXCR5- T-Zellen) beobachten (Polakova et al. 2022). Die gleichzeitige 

Expression von CD154 in CD4+ T-Zellen mit IL-21 und IL-17 unterstreicht somit das Konzept 

von CD154 als spezifischen Aktivierungsmarker bei PV. Ein kombinierte CD154- und 

intrazelluläre Zytokinfärbung von PBMC könnte so zur sensitiven Überwachung von 

Veränderungen in antigenspezifischen T-Zell-Unterklassen wie TFH und TH17 verwendet 

werden. 

Die Diskrepanz zwischen den vorliegenden Daten und den Ergebnissen anderer 

Forschungsgruppen scheint im Aufbau der Studienprotokolle begründet, da einerseits 

Querschnittsanalysen mit longitudinalen Verläufen verglichen, andererseits für die 

Probeentnahme Zeitpunkte mit unterschiedlicher Krankheitsaktivität bzw. unterschiedlichen 

Therapiestadien gewählt wurden. In diesem Zusammenhang ist die Wahl geeigneter 

Beobachtungszeiträume bzw. ein engmaschiges Studiendesign sowie eine Vergrößerung der 

Patientenpopulation essenziell, um immunologische Mechanismen in der Peripherie auf 

zellulärer Ebene zu detektieren. Ein weiterer wichtiger methodischer Aspekt der ursächlich für 

die Unterschiede sein könnte, stellt die verschiedenen Methoden zur Zytokinmessung dar. Zum 

einen werden die verschiedenen Zytokine durch Serumkonzentrationen bestimmt und zum 

anderen wie in dieser Arbeit durch intrazelluläre Zytokinproduktion nach diversen 

Stimulations-Schemata gemessen. Zur Unterstützung der Daten könnten zukünftig die Zytokine 

neben der hier durchgeführten Analyse der Zytokinmessung von CD4+CD154+ T-Zellen in 

PBMC parallel im Serum der Patienten analysiert und miteinander verglichen werden. Es 

konnte gezeigt werden, dass die Spitzenexpression von Zytokinen verschiedener Patienten zu 

unterschiedlichen Zeitpunkten auftreten, was dazu führen kann, dass bei einer festgelegten 
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Stimulationsdauer für die optimale CD154-Expression die Hauptexpression der Zytokine schon 

vorüber ist oder erst sein wird (Huang et al. 2003). Da das etablierte Protokoll dieser Arbeit 

eine lange Inkubationszeit für die optimale CD154-Expression beinhaltet, sollte zukünftig zur 

Evaluation der Zytokinexpression eine Balance zwischen der empfohlenen kurzen 

Inkubationszeit von mehreren Stunden für Zytokine und dem Optimum für CD154 gefunden 

werden. In einem Tiermodell konnte zudem gezeigt werden, dass CD4+ T-Zellen, die kürzlich 

IL-4 in vivo produziert haben, in ihrer Fähigkeit eingeschränkt waren Zytokine als Reaktion 

auf eine TCR-vermittelte Restimulation ex vivo zu produzieren. Dieser Befund könnte zum 

Teil die geringe Häufigkeit der Dsg3-spezifischen Zytokinproduktion bei frisch isolierten 

PBMC erklären, die in dieser Arbeit ex vivo nachgewiesen wurde (Mohrs et al. 2005). Die 

Heterogenität der Zytokinmuster könnte auch für eine antigenspezifische Immunmodulation 

bei PV hinweisen, die nicht nach dem vereinfachten Schema der TH1-, TH2-, TH17-, TFH-

Subpopulationen klassifiziert werden kann.  

5.2.5 Bedeutung von Dsg3 epitopspezifischen Peptidsequenzen 

Periphere CD4+ T-Zell-Antworten gegen spezifische Peptide der Dsg3-Ektodomäne wurden 

bei PV-Patienten von mehreren unabhängigen Forschern (Hertl et al. 1998b; Lin et al. 1997; 

Wucherpfennig et al. 1995) identifiziert sowie deren Epitopspezifität bestimmt (Eming et al. 

2014; Veldman et al. 2003; Veldman et al. 2004). Zudem konnte Eming et al. in einem 

humanisierten HLA-DRB1*04:02 transgenen Mausmodell zeigen, dass T-Lymphozyten 

menschliche Dsg-3-Epitope im Zusammenspiel mit HLA-DRB1*04:02 erkennen können 

(Eming et al. 2014). Diese Erkennung war mit einer CD40-CD154 abhängigen 

T-/B-Zell-Interaktion verbunden, die über die Induktion von pathogenen IgG-Autoantikörpern 

eine intraepidermale Blasenbildung auslösten. Dies veranlasste die Frage, ob eine Stimulation 

mit Peptiden, die die T-Zell-Epitope der Dsg3-spezifischen Ektodomäne darstellen, eine 

Induktion von CD154 in antigenspezifischen CD4+ T-Zellen bewirken kann. Entsprechend der 

veröffentlichten Sequenzen des Dsg3 wurden vier Peptide, welche Epitope (P1-4) innerhalb der 

aminoterminalen ECD von Dsg3 (ECD1 und ECD2) darstellen, verwendet. Alle hier 

verwendeten epitopspezifischen Peptide (P1-4) waren in der Lage antigenspezifisch CD4+ 

T-Zellen durch eine Hochregulation der CD154-Expression zu aktivieren. Beide für den PV 

typischen und hier untersuchten HLA-Klasse II Haplotypen (HLA DRB1*0402- und HLA 

DQB1*0503) zeigen dabei ähnliche Peptidbindungsmotive. Die Ergebnisse dieser Arbeit 

zeigen, dass besonders das Dsg3-Peptid P2 (190-204) bei PV-Patienten im Vergleich zu den 
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gesunden Kontrollen am effektivsten die Aktivierung der CD4+ T-Zellen über die 

Hochregulation von CD154 auf ihrer Oberfläche induzieren konnte. Der Unterschied war 

jedoch nicht signifikant (p=0,15). Die Frequenz der antigenspezifischen CD4+CD154+ war nach 

Stimulation mit dem P2 vergleichbar zum Dsg3-Protein. Dies deutet darauf hin, dass P2 eine 

gesteigerte Fähigkeit besitzt CD4+ T-Zellen zu aktivieren und somit ein besonders 

immunogenes Peptid für autoreaktive T-Zellen sein könnte. Mehrere Studien stellten bereits die 

Hypothese auf, dass das P2 ein besonders immundominantes T-Zell Epitop des Dsg3 darstellen 

könnte (Tong et al. 2006; Wucherpfennig et al. 1995). Hinsichtlich dieser speziellen 

Peptidsequenz konnte in unserer Forschungsgruppe in einem Mausversuch gezeigt werden, 

dass die mit diesem Peptid immunisierten Mäuse die höchste Pathogenität der daraus 

resultierenden Antikörper im Vergleich zu anderen Sequenzen aufwiesen (Hudemann et al. 

2022). Dies würde ebenfalls für eine gesteigerte Immunogenität dieser Sequenz sprechen. 

Bezüglich der von Veldmann et al. beschriebenen immundominanten Sequenz DSG (97-111, 

hier P1), zeigte das P1 in dieser Arbeit keine gesteigerte Fähigkeit CD4+ T-Zellen über den 

Signalweg CD40-CD154 zu aktivieren. Die Epitope des P2 und P3 sind innerhalb der 

extrazellulären Domäne angrenzend und könnten so einen synergistischen Effekt auf die 

Bindung ausüben und somit zur Aktivierung von CD4+ T-Zellen über den CD40-CD154 

Signalweg führen. Dies könnte eine Erklärung dafür sein, dass die CD154-Expression bei der 

Stimulation mit allen Peptiden in einem Peptidpool (P1-4) ihr Maximum erreichen konnte und 

gegenüber den gesunden Kontrollen der Unterschied signifikant war. Ein weiterer 

Erklärungsansatz könnte die erhöhte Konzentration aller Peptide zusammen im Peptidpool 

darstellen. Insgesamt wird ein besseres Ansprechen der T-Zellaktivierung über den Signalweg 

CD40-CD154 nach Stimulation mit Peptiden gegenüber Proteinen beschrieben (Meier et al. 

2008). Daher muss bei der Interpretation der potenziellen Bedeutung der identifizierten 

immundominanten T-Zell-Epitope von Dsg3, die unterschiedliche Ansprechbarkeit der 

antigenspezifischen Aktivierung der CD4+ T-Zellen auf die Antigene berücksichtigt werden. 

Die Bedeutung des potenziell besonders immunogenen T-Zell Epitop dieser Arbeit (P2) könnte 

sonst möglicherweise unter- bzw. im Vergleich zum Vollprotein Dsg3 überschätzt werden. Die 

Ergebnisse dieser Arbeit zeigen zudem eine positive Korrelation der CD154-Expression der 

Dsg3-spezifischen T-Zellen mit den CD154+CD4+ T-Zellen nach Peptidstimulation mit P1, P2, 

P3 und P1-4. Dies bekräftigt die Annahme, dass diese Peptide allein oder in Kombination (P1-

4) Dsg3-spezifische CD4+ T-Zellen in PBMC von PV in ähnlichem Ausmaß wie das 

Vollprotein Dsg3 aktivieren können. Allerdings konnten die PBMC von vier PV-Patienten, die 

nach Stimulation mit Dsg3 antigenspezifisch CD154 auf ihren CD4+ T-Zellen exprimierten, 
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durch keines der verwendeten Dsg3-epitopspezifischen Peptide ebenso stimuliert werden. Dies 

könnte mehrere Gründe haben. Zum einen könnte ein bestimmtes T-Zell-Epitop nicht 

vollständig in einem einzigen Peptid enthalten sein, posttranslationale Modifikationen von 

Dsg3 waren in den synthetischen Peptiden nicht konserviert (Veldman et al. 2004) oder eine 

immundominante Peptid-induzierte Anergie von antigenspezifischen CD4+ T-Zellen war der 

Auslöser (Diepolder et al. 1996). Auch gesunde Probanden reagieren mit einer geringen 

CD154-Hochregulation innerhalb der CD4+ T-Zellen auf Peptide, insbesondere auf P1. Diese 

Beobachtung bestätigt die Vermutung von Veldmann und Kollegen, dass Kreuzreaktivitäten 

oder Reaktionen auf strukturhomologe Peptide als Ursache anzuführen sind (Veldman et al. 

2004). Der genetische Hintergrund könnte ebenfalls eine Ursache des Anstiegs bei gesunden 

Kontrollen sein. Es gab keine direkte Beziehung zwischen antigenspezifischer Aktivierung der 

CD4+CD154+ T-Zellen auf ein bestimmtes Epitop von Dsg3 und dem klinischen Status der PV-

Patienten. Diese Beobachtung ist mit den Ergebnissen von Veldmann et al. vereinbar. Die von 

mehreren Studien erwähnten unterschiedlichen Bindungsspezifitäten bezüglich der Dsg3-

Epitope der beiden Allele DRB1*0402 und DQB1*0503 (Eming et al. 2014; Tong et al. 2006; 

Veldman et al. 2004; Wucherpfennig et al. 1995) konnten hinsichtlich der antigenspezifischen 

Aktivierung von CD4+CD154+ T-Zellen nicht beobachtet werden. Insgesamt unterstützen die 

Ergebnisse die Hypothese, dass autoreaktive T-Zell-Reaktionen auf Dsg3 in der Pathogenese 

der PV kritisch sein können. Bereits die T-Zell-Erkennung von einzelnen Epitopen des Dsg3 

allein kann für die Initiierung und Aufrechterhaltung der Produktion von Dsg3-spezifischen 

Autoantikörpern durch B-Zellen entscheidend sein.  

5.3 Die Rolle von CD154 bei der T-Zell-vermittelten Pathogenese der 
Birkenpollenallergie 

Die Birkenpollenallergie als IgE-vermittelte allergische Sofortreaktion vom Typ I ist 

pathophysiologisch von der Aktivierung allergenspezifischer TH-Zellen geprägt. Aktivierte 

TH2-Zellen spielen bei der Auslösung und Aufrechterhaltung allergischer Erkrankungen, wie 

der Birkenpollenallergie, eine Schlüsselrolle (Mosmann und Sad 1996; Romagnani 1994; 

Wambre et al. 2012). Durch ihre Zytokine tragen sie zur eosinophilen Entzündung bei, spielen 

eine Schlüsselrolle bei der bronchialen Hyperreaktivität und sind an der Produktion der 

allergietypischen IgE-Produktion durch B-Zellen beteiligt (Kay 2001; Smith et al. 2013a). Für 

die Aktivierung von B-Zellen und die Bildung von T-Zell-abhängigen IgE-Antikörpern, sind 
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nicht nur die Zytokine der TH2-Zellen, sondern auch die CD40-CD154-Interaktion relevant 

(Noelle et al. 1992; Poulsen und Hummelshoj 2007). Dabei scheint die Fähigkeit der B-Zell-

abhängigen CD154-Produktion in T-Zellen von Allergikern um ein Vielfaches größer zu sein 

als bei Gesunden (Hermes et al. 1997). Diese Hypothese konnte bereits von vielen Studien 

bekräftigt werden (Nakstad et al. 1999; Smith et al. 2013a; Wingett und Nielson 2003). 

Allerdings ist die pathogenetische Relevanz der CD4+CD154+ T-Zellen bei BPA noch nicht 

hinreichend bekannt und erforscht. Es wurde bereits über die Verwendung der 

Oberflächenexpression von CD154 zur Identifizierung von Lymphozyten, die spezifisch 

Allergene erkennen berichtet (Bacher und Scheffold 2013; Bonvalet et al. 2011; Campbell et 

al. 2010; Chattopadhyay et al. 2005; van Hemelen et al. 2011; Renand et al. 2015; Smith et al. 

2013a). So konnte bei BPA nach einer kurzen ex vivo-Stimulation eine höhere Frequenz 

allergenspezifisch aktivierter CD4+CD154+ T-Zellen im Vergleich zu Nicht-Allergikern 

detektiert werden (Smith et al. 2013a). Im Rahmen dieser Arbeit wurde deshalb eine mögliche 

Beteiligung des CD40-CD154 Signalwegs durch Detektion antigenspezifisch aktivierter 

CD4+ T-Zellen bei BPA während der Birkenpollensaison untersucht. Ein Ziel war es, die 

hierbei beteiligten immunologischen Mechanismen mit Hinblick auf antigenspezifische T-

Zellen und deren T-Subpopulationen anhand von Zytokinen zu analysieren. Die Ergebnisse 

dieser Arbeit zeigen anhand der CD154-Methode ein signifikant gesteigertes Vorkommen von 

antigenspezifisch aktivierten T-Zellen in PBMC von BPA während der Birkenpollensaison 

(Abb. 22). Die vorliegenden Daten sind mit den Ergebnissen von Smith et al. insofern vereinbar, 

dass sowohl in allergischen als auch nicht allergischen Probanden antigenspezifisch aktivierte 

CD4+CD154+ T-Zellen nach ex vivo-Stimulation detektiert werden konnten (Smith et al. 

2013a). Allerdings war der Unterschied der Studie im Gegensatz zu den Ergebnissen dieser 

Arbeit nicht signifikant. Dies könnte darin begründet sein, dass die BPA hier während der 

Birkenpollensaison untersucht wurden. Eine mögliche Erklärung für die vermehrte Aktivierung 

von BPE-spezifischen CD4+ T-Zellen mit CD154-Oberflächenexpression bei BPA-Patienten 

könnte dessen wichtige Rolle in der Pathogenese der manifesten Birkenpollenallergie sein. Dies 

steht im Einklang mit einer Studie mit Mäusen zur Blockade von CD154, die zur Verhinderung 

der Sensibilisierung und zur Unterdrückung der T-Zell-Reaktion führte (Linhart et al. 2007). 

Die Blockade verhindert zwar eine Sensibilisierung, wenn sie zum Zeitpunkt der 

Allergenexposition verabreicht wird, führt jedoch nicht zu einer dauerhaften Toleranz bei 

wiederholtem Kontakt mit dem Allergen (Gattringer et al. 2016). Dies bekräftigt die wichtige 

Rolle der T-/B-Zell-Interaktion über den CD40-CD154-Signalweg weit über die 

Sensibilisierungsphase hinaus. Allerdings zeigt eine Untersuchung, dass die alleinige 
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Unterdrückung der T-Zellen durch Blockierung von CD154 zur Behandlung einer etablierten 

IgE-Reaktion bei Allergien nicht ausreicht. Zur Regulation etablierter allergischer 

Immunantworten, ist eine Kombinationen mit weiteren Immunregulationen, wie z.B. 

Immunsuppressiva, anti-CD4-Antikörper oder die Verschiebung des TH2/TH1-Gleichgewichts 

nötig (Linhart et al. 2007). Unter einer sublingualen Immuntherapie demonstrierten 

unterschiedliche Forschungsarbeiten, dass nicht nur die klinische Krankheitsaktivität, sondern 

auch die Anzahl der CD4+CD154+ T-Zellen abnahm (Keil 2006; Nomura et al. 2016). Mehreren 

Studien zufolge korreliert CD154 mit der spezifischen Immunantwort gegen Allergene 

(Bonvalet et al. 2011; Campbell et al. 2010). Dies könnte ein möglicher Erklärungsansatz für 

die erhöhte Anzahl der CD4+CD154+ T-Zellen bei BPA während der Birkenpollensaison und 

damit erhöhter klinischer Krankheitsaktivität sein. In Zukunft könnte der CD154 als einfacher 

Oberflächen-Biomarker fungieren, der die Krankheitsaktivität anzeigt. Die große Spannbreite 

nach unspezifischer Stimulation bei gesunden Individuen lässt sich mit einer Vielzahl 

spezifischer Reaktionen gegenüber Allergenen, die von nicht detektierbaren Immunantworten 

bis hin zur Beteiligung aktiver peripherer Toleranzmechanismen reichen, erklären (Akdis 

2006). Die in einer großen Anzahl nicht-allergischer Individuen ausbleibende T-

Zellaktivierung der CD4+ T-Zellen nach BPE-Stimulation ist in den fehlenden 

allergenspezifischer T-Zellen begründet. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten zudem, dass 

nach antigenspezifischer Aktivierung der Oberflächenmarker CD154 auf den CD4+ T-Zellen 

mehrheitlich exprimiert wird, wobei dieser auf CD8+ T-Zellen nicht über das 

Hintergrundrauschen hinweg detektiert werden konnte. In einer kürzlich veröffentlichten 

Studie konnten eine Zunahme allergenspezifisch aktivierter CD8+ T-Zellen bei 

Erdnussallergikern beobachtet werden (Yu et al. 2019). Dies konnte für die BPA in dieser 

Untersuchung nicht bestätigt werden. Diese These unterstütz auch das von Schramm et al. 

beobachtete konstante CD4/CD8-Verhältnis bei Allergikern in der Allergiesaison, dass sich 

nicht von den Kontrollen unterscheiden lassen konnte (Schramm et al. 2016).  

Die Analyse der antigenspezifischen CD4+CD154+ T-Zellen nach BPE-Stimulation von 15 

BPA reichte zur Erfassung eines relevanten Unterschieds zwischen den beiden 

Patientenkollektiven (PV, BPA) aus und bestätigt die Erfahrungen anderer Autoren (Smith et 

al. 2013a). Allerdings wäre für zukünftige Untersuchungen eine höhere Anzahl an Patienten 

wünschenswert, um auch kleine Unterschiede statistisch erfassen zu können. Das heterogene 

Probandenkollektiv ermöglichte mögliche Einflussfaktoren wie Geschlecht, Alter und Therapie 

benennen zu können. Dies könnte die große Spannbreite antigenspezifischer Reaktionen 
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innerhalb des BPA-Patientenkollektivs erklären. Eine Limitation der Auswahl der BPA in 

dieser Arbeit besteht darin, dass Birkenpollenallergie mit Symptomen einer perennialen 

Allergie oder mit einer begleitenden Allergie auf andere saisonale Allergene mit überlappender 

Zeit des Symptomauftretens nicht aus der Studie ausgeschlossen wurden. Ebenso wurden 

Personen, die innerhalb der letzten 3 Jahre an chronischen oder entzündlichen Erkrankungen 

litten oder sich einer Immuntherapie unterzogen, nicht ausgeschlossen. In weiteren 

Untersuchungen sollte jedoch je nach Fragestellung ein homogeneres und größeres 

Patientenkollektiv gewählt werden, um den Einfluss dieser Faktoren validieren und 

Störvariablen minimieren zu können.  

5.3.1 Effekte einer T-Zellaktivierung auf die Effektorfunktion 

Die allergische Sensibilisierung und Manifestation der Birkenpollenallergie wird auf eine 

dysregulierte Beziehung zwischen allergenspezifischen TH1-, TH2- und regulatorischen T-

Zellen zurückgeführt (Akdis et al. 2004). Durch die Aktivierung der T-Zellen konnten bereits 

mehreren Studien bei allergischen Erkrankungen aufzeigen, dass neben dem Anstieg von 

CD154 sich die Zytokinexpression verändert (Renand et al. 2015; Smith et al. 2013a; Nomura 

et al. 2016). Die durch die Aktivierung vermehrt produzierten Zytokine tragen zur eosinophilen 

Entzündung bei, spielen eine Schlüsselrolle bei der bronchialen Hyperreaktivität und sind an 

der Produktion der allergietypischen IgE-Produktion durch B-Zellen beteiligt (Kay 2001; Smith 

et al. 2013a). Auf Grundlage dieser Kenntnis wurde die Synthese der Zytokine IL-4, IFN-´, IL-

17A und IL-21 mithilfe von intrazellulärer Zytokinfärbung (ICS) und anschließender 

Durchflusszytometrie analysiert. Es konnten CD4+CD154+ TH1- und TH2- Subtypen und 

CD4+CD154+ Populationen mit IL-21 und IL-17 Zytokinexpression nach ex vivo-Stimulation 

mit BPE bei BPA und deren Kontrollen nachgewiesen werden. In dieser Arbeit wurde ebenfalls 

eine vermehrt Zytokinexpression nach CD154-Hochregulation im Vergleich zu nicht 

aktivierten CD4+CD154- T-Zellen gesehen.  

Aktivierte TH2-Zellen spielen bei der Auslösung und Aufrechterhaltung allergischer 

Erkrankungen, wie der Birkenpollenallergie, eine Schlüsselrolle (Mosmann und Sad 1996; 

Romagnani 1994; Wambre et al. 2012). Da die Induktion einer TH2-Immunantwort bei BPA 

eine zentrale Funktion zugeschrieben wird, wurde eine Veränderung der Expression nach 

spezifischer Stimulation anhand des Markerzytokins IL-4 analysiert. Die Analyse der 

Zytokinexpression auf CD4+CD154+ T-Zellen ergab keine statistisch signifikanten 

Unterschiede für IL-4 im Vergleich zu BPA gegenüber den Kontrollen. Allerdings war die 
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Spannbreite bei den BPA größer als bei den Kontrollen. Die Ergebnisse dieser Arbeit stehen 

somit nicht im Einklang mit der erhöhten IL-4 Sekretion der CD4+CD154+  T-Zellen bei BPA 

in Untersuchungen von Smith et al. (Smith et al. 2013a). In dieser wurde eine enge Korrelation 

zwischen der TH2-Zell-Häufigkeit und der absoluten Konzentration von Bet v 1-spezifischem 

IgE innerhalb der BPA beobachtet. Die in dieser Arbeit detektierte niedrige IL-4 

Zytokinexpression könnte somit auf niedrigen Bet v 1-spezifischen IgE-Werten der BPA 

beruhen. Die renzi1-spezifischen IgE-Werte wurden bei dieser Arbeit nicht systematisch bei 

allen BPA zum Zeitpunkt der Blutentnahme erfasst, sodass keine valide Aussage hierzu 

getroffen werden kann. In diesem Kontext wurde in einer Studie nachgewiesen, dass sich die 

Anzahl der Bet v1-spezifischen T-Zellen innerhalb saisonaler Allergenexposition von 10-6 auf 

10-3 CD4+ T-Zellen erhöhen kann (van Overtvelt et al. 2008).  

Die wichtige Rolle der CD40-CD154-Interaktion und ihrer Zytokinproduktion in der 

Pathogenese der Allergie unterstreicht eine weitere Studie, welche durch Hemmung der CD40-

Expression mithilfe kleiner interferierender RNA in Ovalbumin-sensibilisierten Mäusen eine 

verminderte Produktion von TH2-Zytokinen beobachten konnte (Suzuki et al. 2009). Ein Grund 

für die geringe Frequenz an IL-4-produzierenden Zellen im peripheren Blut, könnte eine 

kontinuierliche Migration von aktivierten TH2-Zellen in Gewebe der primären 

Allergenexposition sein (Gerblich et al. 1991). Weiterhin wurde eine Abnahme der aktivierten 

TH2-Zellen bei zu hoher Allergengabe (10 µl und 15µl BPE) festgestellt. Grund dafür könnte 

eine zu hohe Allergenkonzentration sein, die zu einem aktivierungsinduzierten Zelltod (AICD) 

(Arakaki et al. 2014; Kamradt und Mitchison 2001) oder toxischen Effekte führen kann. Es ist 

denkbar, dass durch einen gewissen Grad an Allergenprästimulation die bereits aktivierten 

CD4+ T-Zellen durch erneute ex vivo-Antigenstimulation in den Zustand eines AICD 

übergehen (Snow et al. 2010). Die primäre Antigenpräsentation induziert die klonale 

Proliferation von T-Zellen, die IL-2-Produktion und den Erwerb von Effektorfunktionen. Eine 

TCR-Restimulation bei sekundärer Begegnung mit einem Antigen (Antigenrestimulation) kann 

bei Vorhandensein von IL-2 ein "Restimulations-induzierter Zelltod" (RICD) bewirken, 

wodurch die T-Zell-Expansion begrenzt wird (Snow et al. 2010). Zudem kann die TCR-

Reaktivierung einer aktivierte T-Zelle auch durch den Überfluss an Zytokinen wie IL-2 und 

IL-4 eine autoregulatorische Form der Apoptose auslösen (Zheng et al. 1998). Dies könnte eine 

Erklärung für die ähnlichen Zytokinprofile der CD4+CD154+ T-Zellen von BPA und den  

Kontrollen sein und zukünftig durch eine longitudinale Studie inner- und außerhalb der 

Birkenpollensaison überprüft werden. 
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Die Ausbildung IgE-vermittelter Allergien ist mit einem immunologischen Gleichgewicht der 

allergenspezifischen Subpopulationen TH1 und TH2 vergesellschaftet (Maggi 1998). Eine 

zentrale Rolle bei der Unterscheidung zwischen allergischen und gesunden Teilnehmern nimmt 

das TH2/TH1-Verhältnis ein, welches laut Studien bei Allergikern durch den großen Anteil an 

aktivierten TH2-Zellen und der geringen TH1-Reaktion geprägt ist (Akdis et al. 2004; Smith et 

al. 2013a). Ein verändertes TH2/TH1-Verhältnis aktivierter CD4+ Zellen konnte durch 

unabhängige Studien bei BPA bereits nachwiesen werden (Bacher et al. 2016; Wambre et al. 

2012). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen dahingegen kein Unterschied des TH2/TH1-

Verhältnis bei antigenspezifisch aktivierten CD4+ T-Zellen zwischen den BPA und der 

gesunden Kontrollen. Eine mögliche Erklärung beruht auf der Annahme, dass die 

Veränderungen im Verhältnis von TH2- zu TH1-Zellen einerseits auf eine Zunahme von 

IL-4-produzierenden TH2-Zellen zurückzuführen sind (Lagier et al. 1995) andererseits eine 

Stagnation oder Abnahme der IFN-´-sezernierenden TH1-Zellen nach Allergenexposition 

festgestellt werden kann (Leonard et al. 1997; Renzi et al. 1999). Die Beobachtung bestätigen 

die Ergebnisse dieser Arbeit insofern, dass kein Unterschied zwischen den CD4+CD154+ IFN-

´+ T-Zellen bei BPA und Kontrollen gezeigt werden konnte. Die Diskrepanz der Ergebnisse 

bezüglich des TH2/TH1-Verhältnis scheint in der verminderten IL-4-Produktion der 

CD4+CD154+ T-Zellen begründet zu sein. In diesem Zusammenhang zeigte sich, dass während 

das Verhältnis bei gesunden Probanden über das ganze Jahr auf einem Level pendelt, ein 

Anstieg innerhalb der Birkenpollensaison und ein Abfall außerhalb der Saison beobachten 

werden kann (Smith et al. 2013a). Ein weiterer wichtiger Aspekt hinsichtlich eines Einflusses 

auf die Zytokinproduktion scheint die Therapie zu sein. So zeigt eine Studie sechs Monate nach 

Beginn der AIT bei Pollenallergikern eine Reduktion der CD154+CD4+ T-Zellen und eine 

Verschiebung des Zytokinprofils hin zu einer reduzierten IL-4-Produktion mit Erhöhung der 

IFN´- produzierenden CD4+ Zellen (Urra et al. 2014). Eine Abnahme des allergenspezifischen 

TH2/TH1-Verhältnisses konnte mit klinischer Verbesserung unter AIT auch bei Möbs et al. 

beobachtet werden (Möbs et al. 2010). Ein Einfluss auf die Zytokinexpression durch das 

Einnehmen von immunmodulierenden Medikamenten, wie Steroide und Antihistaminika 

während der Birkenpollensaison, ist nicht auszuschließen (Schmidt et al. 1994). So müsste 

beispielsweise zukünftig der Einfluss von Antihistaminika während der Saison mitbeachtet 

werden, da Histamin eine wichtige Rolle in der Pathogenese des atopischen Asthmas durch 

differenzielle Regulation der TH-Lymphozyten spielt und somit die Sekretion von TH1- und 

TH2- Zytokinen steuert (Jutel et al. 2001; Packard und Khan 2003). Jeder dritte Proband der 

BPA in dieser Arbeit nahm während der Saison einen H1-Rezeptorblocker der zweiten 
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Generation ein. Studien mit dem Medikament Cetirizin zeigten durch die Einnahme eine 

Verschiebung des menschlichen TH2/TH1-Verhältnisses hin zu einer TH1-Typ-Reaktion, indem 

es die IFN-´-Produktion erhöhte und die Freisetzung von Zytokinen, wie IL-10, verstärkte. Die 

IL-4-Freisetzung änderte sich dabei nicht oder nahm infolge der IL-10-vermittelten 

herunterregulierenden Wirkung signifikant ab (Farrokhi et al. 2010; Testa et al. 2001). Dies 

könnte ein weiterer Grund der nicht den Erwartungen entsprechenden Ergebnisse darstellen. 

Jedoch gibt es auch eine neuere Studie, die nur mäßigen Einfluss der Antihistaminikaeinnahme 

während der Pollensaison bei allergischer Rhinitis (AR) feststellen konnte (Schramm et al. 

2016). Zusammenfassend gibt es Hinweise darauf, dass der klinische Krankheitsstatus und die 

Therapie eine bedeutende Auswirkung auf die CD4+CD154+ T-Zellen und ihr Zytokinprofil 

haben. 

Aktuell zeigt sich, dass das TH2/TH1-Modell nicht ausreichend zur Erklärung der komplexen 

immunologischen Zusammenhänge ist und weitere immunpathologische Vorgänge erforscht 

werden müssen. Weitere T-Zell-Subpopulationen, die eine Rolle spielen könnten, sind 

IL-17-produzierende TH17-Zellen. Das proinflammatorische Zytokin hat eine wichtige 

Aufgabe bei allergischen Reaktionen, da es die Freisetzung von TNF-³, IL-1³, Granulozyten-

Kolonie-stimulierenden Faktor (G-CSF) sowie die Zytokine IL-6 und IL-21 als positive 

Rückkopplungsschleife induziert (Jordakieva und Jensen-Jarolim 2018; Wang und Liu 2008). 

Erhöhte Konzentrationen von IL-17 wurden in der Lunge und im Blut von Patienten mit 

allergischem Asthma festgestellt und mit dem Schweregrad in Verbindung gebracht 

(Hashimoto et al. 2005; Lindén und Adachi 2002; Oboki et al. 2008). Auf Ebene der TH17-

Zellen konnte eine gesteigerte Anzahl allergenspezifischer CD4+CD154+ IL-17+ T-Zellen 

gegenüber den anderen gemessenen Subpopulationen detektiert werden. Der Unterschied 

gegenüber den Kontrollen war jedoch nicht signifikant. Bei BPA wurden ähnlich den 

vorliegenden Ergebnissen ein Anstieg von IL-17 detektiert (Ciprandi et al. 2008). Dieser 

IL-17-Anstieg war nicht nur gegenüber den gesunden Kontrollen signifikant, sondern zeigte 

eine Korrelation zu hohen spezifischen IgE-Spiegeln im Serum, klinischen Symptomen und der 

Einnahme von Medikamenten. Eine Erklärung für die abweichenden Daten dieser Arbeit ist 

zum einen der unterschiedliche Beobachtungszeitraum und die Zusammensetzung der 

Patientenpopulationen. So konnte Tsvetkova-Vicheva et al. feststellen, dass der Prozentsatz der 

IL-17A-produzierenden CD4+ T-Zellen vom Geschlecht des Patienten abhängt (Tsvetkova-

Vicheva et al. 2014). Da das männliche Geschlecht in dieser Studie mit einer höheren 

IL-17-Produktion einhergeht und in dieser Arbeit nur zwei von neun Probanden männlich sind, 
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könnte dies eine mögliche Ursache darstellen. Da IL-17 im Serum als Biomarker für die 

Schwere einer Birkenpollenallergie diskutiert wird (Ciprandi et al. 2009; Hofmann et al. 2021) 

könnte auch eine überwiegend milde Krankheitsaktivität in der Patientenpopulation ursächlich 

sein. Eine erhöhter IL-17A-Spiegel im Serum wurden ebenfalls bei Patienten mit AR im 

Vergleich zu den Kontrollen beobachtet (Huang et al. 2014; Tang et al. 2014; Xuekun et al. 

2014) und von einer Verringerung der zirkulierenden TH17-Zellen nach erfolgreicher AIT 

berichtet (Gómez et al. 2015). Weitere Studien mit IL-17-defizienten Mäusen oder durch 

Neutralisierung der IL-17-Aktivität zeigten, dass IL-17-produzierende Zellen und nicht TH1-

Zellen die Entzündungspathologie vermitteln und zur Modulation der allergenspezifischen 

TH2-Zellaktivierung beitragen könnte (Gu et al. 2017; Nakada et al. 2014; Nakae et al. 2002). 

In einer neueren Studie wurden bei AR-Patienten während der Pollensaison allerdings keine 

Veränderungen der Frequenz und Funktionen der TH17 T-Zellen (Tsvetkova-Vicheva et al. 

2014) oder eine Reduktion der IL-17-Expression gegenüber den Kontrollen beobachtet 

(Schramm et al. 2016). Ursache für die Divergenz dieser Studien kann die Polysensibilisierung 

der eingeschlossenen AR-Patienten sein, die gegen ganzjährige Allergene allergisch sind 

(Xuekun et al. 2014) oder empfindlich auf saisonale und ganzjährige Allergene reagieren 

(Tsvetkova-Vicheva et al. 2014). Eine Erklärung für die ebenfalls erhöhten antigenspezifisch 

aktivierte CD4+CD154+ IL-17+ bei den Kontrollen könnte eine asymptomatisch Birkenpollen- 

oder eine Polysensibilisierung bei den gesunden Kontrollen sein. 

Auch das Zytokin IL-21 scheint in der Immunpathogenese der Allergien relevant zu sein, da 

das überwiegend durch TFH-Zellen produzierte IL-21 die antigenspezifische IgE-Produktion im 

Serum herunterreguliert, IL-4 vermindert und zu einer Verringerung der allergischen 

Symptome führen kann (Hiromura et al. 2007; Kishida et al. 2007; Ozaki et al. 2002). Die 

Fähigkeit von IL-21, die IgE-Produktion herunterzuregulieren impliziert, dass IL-21 den 

Schweregrad von Allergien vermindern könnte. Tatsächlich führte in einem Mausmodell der 

AR die Verabreichung von IL-21 während der anfänglichen Antigenprovokation zu einer 

signifikanten Verringerung der allergischen Symptome. Zusätzlich konnte eine Abnahme des 

Serum-IgE und der lokalen TH2-Zytokine (IL-4, IL-5 und IL-13) beobachtet werden (Hiromura 

2007). Eine Studie von Ozaki et al. (Ozaki et al. 2002) hat im Tiermodell gezeigt, dass IL-21R-

Knockout-Mäuse nach der Immunisierung ein höheres IgE und ein niedrigeres IgG-Nievau als 

Wildtypmäuse aufweisen. Da IL-21 bei T-Zell-Reaktionen in den letzten Jahren viel 

Aufmerksamkeit erhalten und der Verlust von IL-21-Rezeptoren in Tiermodellen zu 

allergischen Atemwegsentzündungen geführt hat (Tortola et al. 2019), wurde IL-21 in die 
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Analyse aufgenommen. Die Ergebnisse allergenspezifischer CD4+CD154+IL-21+ T-Zellen 

ergaben in dieser Arbeit ähnlich den anderen Zytokinen IL-4 und IFN-´ keine 

Frequenzänderungen nach ex vivo-Stimulation. Dass BPA und die Kontrollen ein 

vergleichbares Zytokinmuster der antigenspezifischen Expression von IL-21 aufweisen, wurde 

auch von Huang et al. beschrieben. Diese Studie konnte weder einen signifikanten Unterschied 

des IL-21-Serumspiegels zwischen Patienten mit AR und gesunden Kontrollen beobachten 

noch eine Assoziation von IL-21 mit spezifischen IgE im Serum sehen (Huang et al. 2011). 

Aufgrund der begrenzten Patientenanzahl und der Tatsache, dass viele Arbeiten bisher nur an 

Tiermodellen geforscht haben, sind weitere humane Studien mit einer größeren 

Stichprobengröße erforderlich, um die genaue Rolle von IL-21 bei der Aktivierung 

antigenspezifischer T-Zellen bei BPA eruieren zu können. 

Die Unterschiede zwischen den vorliegenden Daten und den Ergebnissen anderer 

Forschungsgruppen scheint wie bereits bei PV (vgl. 5.2.4) im Studienprotokolldesign 

begründet, da zum einen Serumkonzentrationen der verschiedenen Interleukine bestimmt und 

zum anderen intrazelluläre Zytokinproduktionen nach unterschiedlichen Stimulations-

Schemata gemessen wurden. Es konnte gezeigt werden, dass das Maximum der 

Zytokinexpression individuell zu unterschiedlichen Zeitpunkten auftreten kann (Huang et al. 

2003), sodass neben der zeitlichen Kinetik der CD154-Expression zukünftig auch die 

Zytokinexpression evaluiert werden sollte. Da die immunologische Reaktion sehr spezifisch ist 

und nur die antigenspezifisch aktivierten CD4+CD154+ T-Zellen nach ex vivo-Stimulation mit 

BPE detektiert werden, ist die Methode deutlich sensitiver bzw. weniger anfällig als eine 

Messung der Serumkonzentration eines Zytokins. So gibt es klinisch inapparente oder schwer 

zu erkennende Zustände, die mit einer Veränderung der Zytokinproduktion einhergehen 

können. Auch finden sich bei Allergikern häufig sogenannte minimale persistierende 

Entzündungen, die ein chronisches Stadium der allergischen Entzündung der nasalen 

Schleimhaut darstellen und mit einem pathologischen Zytokinmuster auftreten können (Ricca 

et al. 2000). Ein wichtiger methodisch zu diskutierender Aspekt sind die klinisch gesunden 

Kontrollen, die ebenfalls asymptomatisch Birkenpollen-sensibilisiert sein könnten und die 

Ergebnisse verzerren könnten. So konnte Smith et al. zeigen, dass sich das TH2/TH1-Verhältnis 

zwischen BPA und asymptomatisch Birkenpollen-sensibilisierten Probanden nicht unterschied 

(Smith et al. 2013a). Ein weiterer methodischer Kritikpunkt an der Auswertung sind die 

relativen Häufigkeitswerte der Zytokinexpression bezogen auf die CD4+CD154+ T-Zellen. Hier 

kann es trotz einer Reduktion der CD154-Expression nach Stimulation zu einem 
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verhältnismäßigen Anstieg der Zytokinexpression kommen und umgekehrt. Bei solch geringen 

Häufigkeiten sollte diesbezüglich eine Anreicherung der Zellen stattfinden und die 

Bezugsgröße auf die Grandparentsgeneration ausgeweitet werden (Annunziato et al. 2021; 

Mura et al. 2020). Eine Ausweitung auf die Grandparentsgeneration hat in unserer Analyse 

allerdings ohne vorherige Anreicherung keinen nennenswerten Unterschied erzeugt. Ein 

weiterer wichtiger Aspekt scheint der Aufbau der Studienprotokolle zu sein (vgl. 5.2.4). In 

diesem Zusammenhang ist die Wahl eines engmaschigen Studiendesigns mit Erfassung 

wichtiger Parameter, wie Krankheitsaktivität oder einer AIT in der Vergangenheit, essentiell 

um immunologische Modifikationen in der Peripherie auf zellulärer Basis zu detektieren. 

5.4 Fazit und Ausblick 

Durch die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse konnten neue Einblicke in die zentrale Rolle der 

antigenspezifisch aktivierten T-Zellen hinsichtlich zellulärer und humoraler Mechanismen der 

adaptiven Autoimmunantwort bei PV und BPA gewonnen werden. Diese neuen Erkenntnisse 

sind ein wichtiger Bestandteil für ein besseres Verständnis der Pathomechanismen und stellen 

ein attraktives Ziel für die Immunmodulation dar. Diese Arbeit zeigt, dass die antigeninduzierte 

CD154-Expression hoch sensitiv und spezifisch für humane antigenspezifische TH-Zellen 

sowohl bei PV als auch BPA ist. Darüber hinaus erfordert die Isolierung von 

antigenspezifischen CD154+ TH-Zellen nur eine Oberflächen- und Intrazellularfärbung mit 

Antikörpern, wodurch die schnelle Generierung antigenspezifischer TH-Subtypen ermöglicht 

wird. Dieser Ansatz erlaubt die Beurteilung von TH-Zellen für eine kombinierte quantitative 

und qualitative Analyse der TH-Zell-Immunität, trotz niedriger Frequenzen dieser Zellen im 

Körperkreislauf. Zudem wird das Wissen über die tatsächliche Häufigkeit und das Merkmal der 

CD4+ T-Zell-Reaktivität mit der Erstellung zellulärer Aktivierungsprofile ermöglicht. Im 

Vergleich zu herkömmlichen Verfahren, ist der Nachweis von antigenaktivierten 

CD4+ T-Zellen mithilfe von CD154 unabhängig von der Zytokinproduktion sowie ohne 

Bestimmung des MHC-Haplotyps und immundominanter Epitope möglich. Eine wichtige 

Eigenschaft des Markers ist ein sehr geringes Hintergrundrauschen der nicht stimulierten T-

Zellen, sodass eine spezifische Detektion von antigeninduzierter CD154-Expression ermöglicht 

werden kann. Die Methode stellt eine mögliche schnelle Charakterisierung dar, welche anhand 

einer ausreichend großen Zahl der Patientenproben in dieser Arbeit wissenschaftlich fundiert 

werden sollte.  
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Die Ergebnisse liefern erste grundlegende Erkenntnisse über eine zentrale Rolle der allergen- 

und autoantigenspezifisch aktivierten CD4+ T-Zell-Antworten, welche in der 

Krankheitskontrolle, Aufrechterhaltung oder Auslösung von pathogenen Zuständen der 

zellulären Immunantwort bei PV und Birkenpollenallergie relevant sein könnten. Es konnten 

nach antigenspezifischer Stimulation eine signifikant höhere Anzahl von CD154+CD4+ 

T-Zellen bei PV-Patienten und BPA gegenüber den Kontrollen detektiert werden. Das 

Auftreten von Dsg3-reaktiven CD154+ war dabei nicht auf spezielle TH-Subtypen bei Patienten 

mit PV bzw. Birkenpollenallergie beschränkt. Bei PV-Patienten wurden Dsg3-spezifische 

CD154+ TH-Lymphozyten in verschiedenen Krankheitsstadien der Erkrankung vermehrt 

induziert, während CD154-CD4+ T-Zellen hinsichtlich ihrer Zytokinexpression nach antigener 

Stimulation weitgehend unbeeinflusst blieben. Durch den in dieser Arbeit erfolgte erstmalige 

Nachweis von Dsg3-epitopspezifisch aktivierten CD4+ T-Zellen, nach ex vivo-Stimulation mit 

spezifischen Peptiden der Dsg3-Ektodomäne, konnte die funktionelle Bedeutung von 

immunreaktiver Epitope unterstrichen werden. Es wurde festgestellt, dass das Dsg3 Peptid P2 

(190-204) bei PV-Patienten im Vergleich zu den gesunden Kontrollen die CD4+ T-Zellen am 

wirksamsten induziert. Die Induktion ist vergleichbar mit der des vollständigen Dsg3-Proteins. 

Einen Unterschied der HLA DRB1*0402- und HLA DQB1*0503-bindenen Dsg3-T-Zell 

Epitope konnte nicht festgestellt werden. In Anbetracht der Tatsache, dass die T-Zell-

Aktivierung entscheidend von der Erkennung von Epitopen der Dsg3-Ektodomäne abhängt, 

könnten T-Zell-Epitope von Dsg3 (insbesondere P2) ausreichen, um eine robuste CD4+ T-

Zellantwort zu generieren. Nach antigenspezifischer Aktivierung der CD4+ T-Zellen mit 

Hochregulation von CD154, können über den Signalweg CD40-CD154 B-Zellantwort gegen 

humanes Dsg3 induziert werden und so letztendlich zur Produktion pathogener Dsg3-IgG-

Antikörper führen. Diese Ergebnisse deuten stark darauf hin, dass antigenspezifisch aktivierte 

CD4+ CD154+ T-Zellen bei der Pathogenese eine entscheidende Rolle spielen. Die in dieser 

Arbeit erzielten neuen Erkenntnisse konnten einige der sich aus den Beobachtungen ergebenen 

Fragen mit der durchgeführten Querschnittsanalyse nicht abschließend beantworten. Gerade die 

unterschiedliche CD154-Expression blieb an einigen Stellen bei fehlender Kenntnis von 

Einflussfaktoren noch unverstanden. Die Induktion von CD4+CD154+ T-Zellen basiert sowohl 

bei Patienten mit PV als auch Birkenpollenallergie wahrscheinlich auf einem multifaktoriellen 

Zusammenspiel vieler endogener und exogener Einflussfaktoren mit unterschiedlichen 

Wichtungen (vgl. Kap. 4.3.3). Es konnte in dieser Arbeit bei PV-Patienten zwar eine erhöhte 

CD154-Expression auf CD4+ T-Zellen in der partiellen Remission gegenüber Stadien mit 

geringerer Krankheitsaktivität gesehen werden, allerdings fehlten Patienten im aktiven Status 
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zum Vergleich. Eine weiterführende longitudinale Untersuchung bei PV-Patienten mit aktiver 

Erkrankung und der Übergang hin zur klinischen Remission bzw. von der klinischen Remission 

hin zum Rezidiv könnte wichtige Erkenntnisse liefern. Zum besseren Verständnis von 

potenziellen Einflussfaktoren, wie Krankheitsaktivität, immunsuppressiver Therapiestufe und 

genetischer Prädispositionen, sollten diese in weiterfolgenden Untersuchungen die 

PV-Patienten in einer größeren Kohorte erfasst und stratifiziert werden. Bei den BPA empfiehlt 

es sich ebenfalls in zukünftigen Untersuchungen longitudinale und individuelle Analysen 

innerhalb und außerhalb der Birkenpollensaison durchzuführen. Zudem sollten mögliche 

Einflussfaktoren und diverse Allergien erfasst werden.  

Die Beobachtung über einen längeren Zeitraum bietet die Möglichkeit, die Frequenz und 

Funktion der antigenspezifischen T-Zellen mithilfe der hier angewandten 

Untersuchungsmethode besser nachzuvollziehen. Gerade der diskutierte Einfluss einzelner 

antigenspezifisch aktivierter TH-Subtypen und ihrer Zytokine in den jeweiligen 

Krankheitsstadien könnte hierdurch aufgeklärt werden. Hierzu sollte ein besonderes 

Augenmerk auf die zeitliche Kinetik der Zytokine nach antigenspezifischer Aktivierung gelegt 

werden. Zusammenfassend sind weitere Studien und Versuchsreihen notwendig, um die 

Mechanismen, die zur Dysfunktionalität führen, genauer und besser charakterisieren zu können. 

Die hier angewendete Methode zeigt eine gut realisierbare Möglichkeit zur Detektion von 

dysfunktionalen Zellen auf, um wichtigen Fragestellungen zur Pathogenese von Allergien und 

Autoimmunerkrankungen nachzugehen. Mithilfe des neuen Ansatzes könnten sich 

Therapieoptionen eröffnen, die darauf abzielen die Funktionalität der CD4+ T-Zellen 

wiederherzustellen. Darüber hinaus legen die Ergebnisse dieser Arbeit einen Grundstein für 

weitere Untersuchung bezüglich der Natur und Funktion antigenspezifischer CD154+ T-Zell-

Antworten. Dies könnte ein wichtiger Schritt für zukünftige prädiktive Mittel zur Beurteilung 

des Schweregrades, zur Überwachung der Krankheitsaktivität und zur Überprüfung eines 

möglichen Ansprechens auf Immuntherapien darstellen. 
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6 Zusammenfassung 

Antigenspezifisch aktivierte T-Helfer (TH)-Zellen sind zentrale Regulatoren adaptiver 

Immunantworten. Sie vermitteln die schützende Immunität gegen spezifische Pathogene, 

können aber auch Immunpathologien wie Autoimmunität oder Allergie verursachen. Auf der 

Oberflächenmembran von CD4+ TH-Zellen wird im Rahmen der Aktivierung der Zelle das 

Transmembranglykoprotein CD154 (CD40L) exprimiert. Die Interaktion von CD154 mit CD40 

auf B-Zellen stellt eine Schlüsselrolle der T-Zell-induzierten B-Zell-Aktivierung dar und ist 

daher für die optimale Entwicklung und Modulation der adaptiven Immunantwort notwendig. 

Pemphigus vulgaris (PV) ist eine antikörpervermittelte Autoimmunerkrankung, bei der es zur 

Bildung von Blasen und Erosionen an der Haut und den Schleimhäuten kommt. Autoantikörper 

gegen Desmoglein (Dsg)-1 und 3 sind maßgeblich für die Entstehung des PV verantwortlich, 

indem sie einen Adhäsionsverlust der epidermalen Keratinozyten (Akantholyse) induzieren. 

Autoreaktive CD4+ T-Zellen nehmen bei der Immunantwort gegen Dsg3 eine pathogenetisch 

kritische Rolle ein, da sie im Zusammenspiel mit PV-assoziierten humanen Leukozytenantigen 

(HLA)-Klasse-II-Allelen Dsg3-spezifische Epitope erkennen. Auf diese Weise wird die 

Aktivierung und Differenzierung von autoreaktiven B-Zellen und damit die Induktion einer 

pathologischen Autoantikörperproduktion T-Zellen abhängig kontrolliert. Das wesentliche 

Merkmal einer Überempfindlichkeitsreaktion ist die Produktion allergenspezifischer IgE-

Antikörper. Für die Aktivierung von B-Zellen und die Bildung allergenspezifischer IgE-

Antikörper, sind neben der CD154-CD40-Interaktion besonders allergieassoziierte TH2-

Helferzellen während der allergischen Sensibilisierung von Bedeutung. Nach sekundärem 

Allergenkontakt kann es dann zu einer Quervernetzung der auf der Oberfläche von 

Granulozyten und Mastzellen befindlichen IgE-Antikörper mit konsekutiver Zellaktivierung 

und Freisetzung von Entzündungsmediatoren kommen. Diese führen schließlich zur IgE-

vermittelten Typ I-Reaktion, die sich durch klassische Symptome einer Allergie äußert. 

Die genauen zellulären und humoralen Mechanismen der an der Antikörperantwort des PV und 

hier am Beispiel der Birkenpollenallergie beteiligten Immunzellen sind derzeit noch nicht 

vollständig verstanden. Zudem sind antigenspezifische T-Zellen aufgrund ihrer niedrigen 

Frequenz schwer nachweisbar und daher schlecht zu charakterisieren. Während beim PV bisher 

noch keine Untersuchung der antigenspezifisch aktivierten CD4+ T-Zellen über die Detektion 

der CD154-Expression erfolgte, konnte bei Birkenpollenallergikern (BPA) bereits erste 
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Unterschiede in der Frequenz der CD4+CD154+ T-Zellen beobachtet werden. Das Ziel der 

vorliegenden Arbeit bestand daher darin, CD154 zur Charakterisierung von antigenspezifischen 

T-Zellen zu etablieren, um schließlich antigenspezifisch aktivierte CD4+CD154+ T-Zellen im 

peripheren Blut von Patienten mit PV und Birkenpollenallergie nachzuweisen und mit 

gesunden Kontrollen zu vergleichen. Dafür wurde im Rahmen einer Querschnittsstudie die de 

novo CD154-Expression auf CD4+ T-Zellen nach Stimulation mit PV- und Birkenpollen-

spezifischen Antigenen bei 16 PV-Patienten bzw. 15 BPA durchflusszytometrisch analysiert 

und 14 gesunden Kontrollen gegenübergestellt. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass anhand der hier angewandten Methode 

antigenspezifische CD4+ T-Zellen mithilfe ihres Aktivierungsmarkers CD154 identifiziert 

werden können. Diese zeitökonomische und sensitive Methode ermöglichte eine detaillierte 

Charakterisierung der T-Zellen, die sich allgemein in einer signifikant erhöhten Expression von 

CD154+ auf CD4+ T-Zellen von PV-Patienten und BPA im Vergleich zu gesunden Kontrollen 

äußerte. Das Auftreten von reaktiven CD4+CD154+ T-Zellen war dabei nicht auf spezielle TH-

Zell-Subtypen beschränkt. Bei PV-Patienten zeigte sich sowohl ein Ansprechen auf das 

Vollprotein Dsg3 als auch auf diverse epitopspezifische Peptide, von denen besonders P2 

immunmodulierend erscheint. Ein Unterschied zwischen HLA DRB1*0402- und HLA 

DQB1*0503-bindenen Dsg3-T-Zell Epitopen konnte nicht festgestellt werden. Eine 

Stratifizierung hinsichtlich des klinischen Status demonstrierte, dass überwiegend Patienten mit 

aktiven Krankheitsstadien wie partieller Remission eine erhöhte CD154-Expression auf CD4+ 

T-Zellen aufwiesen. Die im Rahmen dieser Arbeit neu erworbenen Kenntnisse über die 

signifikant erhöhte CD154-Expression auf CD4+ T-Zellen bekräftigen eine zentrale Rolle der 

autoantigen- bzw. allergenspezifischen CD4+ CD154+ T-Zellen. Diese können über den CD40-

CD154-Signalweg B-Zell-Antworten induzieren und so letztendlich zur Produktion pathogener 

Antikörper in der Pathogenese des PV und BPA führen. Auf Grundlage dieser Beobachtungen 

können T-Zell-gerichtete Therapien als vielversprechende Behandlungsoption betrachtet 

werden, da bei beiden Erkrankungen Patienten von einer Herunterregulierung autoaggressiver 

bzw. allergenspezifischer T-Zellen profitieren würden. Die hier beschriebene CD154-Methode 

kann somit einen Beitrag zum besseren Verständnis der Pathomechanismen bei PV und BPA 

leisten und schließlich auch für die Entwicklung der personalisierten Medizin von Bedeutung 

sein. So könnten beispielsweise zielgerichtete Therapieformen zur Behandlung der PV-

Patienten und BPA entwickelt bzw. ein mögliches Therapieansprechen überprüft werden. 
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7 Summary 

Antigen-specific activated T helper (TH) cells are central regulators of adaptive immune 

responses. They mediate protective immunity against specific pathogens but can also cause 

immune pathologies such as autoimmunity or allergy. On the surface membrane of 

CD4+ TH cells, the transmembrane glycoprotein CD154 (CD40L) is expressed as part of the 

activation of the cell. The interaction of CD154 with CD40 on B cells represents a key role of 

T-cell-induced B cell activation and is therefore necessary for the optimal development and 

modulation of the adaptive immune response. 

Pemphigus vulgaris (PV) is an antibody-mediated autoimmune disease that results in the 

formation of blisters and erosions on the skin and mucous membranes. Autoantibodies against 

desmoglein (Dsg)-1 and 3 are largely responsible for the development of PV by inducing a loss 

of adhesion of epidermal keratinocytes (acantholysis). Autoreactive CD4+ T-cells take a 

pathogenetically critical role in the immune response against Dsg3 by recognising 

Dsg3-specific epitopes in interaction with PV-associated human leukocyte antigen (HLA) 

class II alleles. In this way, the activation and differentiation of autoreactive B-cells and thus 

the induction of pathological autoantibody production is controlled T-cells dependent. 

The essential feature of a hypersensitivity reaction is the production of allergen-specific IgE 

antibodies. For the activation of B cells and the production of allergen-specific IgE antibodies, 

in addition to the CD154-CD40 interaction, allergy-associated TH2 helper cells are particularly 

important during allergic sensitisation. After secondary allergen contact, cross-linking of IgE 

antibodies on the surface of granulocytes and mast cells can then occur with consecutive cell 

activation and release of inflammatory mediators. These finally lead to the IgE-mediated type 

I reaction, which manifests itself through classic symptoms of an allergy. 

The exact cellular and humoral mechanisms of the immune cells involved in the PV antibody 

response and here in the example of birch pollen allergy are currently not fully understood. In 

addition, antigen-specific T-cells are difficult to detect due to their low frequency and are 

therefore difficult to characterise. While antigen-specific activated CD4+ T-cells have not yet 

been investigated in PV by detecting CD154 expression, initial differences in the frequency of 

CD4+CD154+ T-cells have already been observed in birch pollen allergy (BPA) patients. The 

aim of the present study was therefore to establish CD154 for the characterisation of antigen-

specific T-cells to finally detect antigen-specific activated CD4+CD154+ T-cells in the 
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peripheral blood of patients with PV and birch pollen allergy and to compare them with healthy 

controls. For this purpose, de novo CD154 expression on CD4+ T-cells after stimulation with 

PV- and birch pollen-specific antigens was analysed by flow cytometry in 16 PV patients and 

15 BPA, respectively, and compared to 14 healthy controls.  

The results of the present work show that the method used here can identify antigen-specific 

CD4+ T-cells using their activation marker CD154. This time-efficient and sensitive method 

allowed a detailed characterisation of the T-cells, which was generally manifested by a 

significantly increased expression of CD154+ on CD4+ T-cells from PV patients and BPA 

compared to healthy controls. The occurrence of reactive CD4+CD154+ T-cells was not limited 

to specific TH cell subtypes. PV patients showed a response to the full protein Dsg3 as well as 

to various epitope-specific peptides, of which P2 appears to be immunomodulatory. A 

difference between HLA DRB1*0402- and HLA DQB1*0503-bound Dsg3 T-cell epitopes 

could not be detected. Stratification with respect to clinical status demonstrated that 

predominantly patients with active disease stages such as partial remission had increased 

CD154 expression on CD4+ T-cells. The newly acquired knowledge about the significantly 

increased CD154 expression on CD4+ T-cells in the context of this work confirms a central role 

of the autoantigen- or allergen-specific CD4+ CD154+ T-cells. These can induce B-cell 

responses via the CD40-CD154 pathway, ultimately leading to the production of pathogenic 

antibodies in the pathogenesis of PV and BPA. Based on these observations, T-cell-targeted 

therapies may be considered a promising treatment option, as in both diseases patients would 

benefit from down-regulation of autoaggressive or allergen-specific T-cells. The CD154 

method described here can thus contribute to a better understanding of the pathomechanisms in 

PV and BPA and ultimately also be important for the development of personalised medicine. 

For example, targeted therapies for the treatment of PV patients and BPA could be developed 

or a possible therapy response could be verified. 
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9 Anhang 

9.1 Tabellenanhang                  

Tab. S 1: Gesamtübersicht aller Teilnehmer dieser Arbeit Bet v1: Majorallergen der Birken (Betula 

verrucosa), BPA: Birkenpollenallergiker, Dsg: Desmoglein, HLA: Humanes Leukozyten-
Antigen, IgE: Immunglobulin E, K: Kontrolle, m: männlich, PV: Pemphigus vulgaris-Patienten, 

w: weiblich 
 K (PV) PV K (BPA) BPA 

Anzahl der Teilnehmer 14 16 7 15 

Alter a 30 (22-47) 58 (41-81) 31 (22-47) 41 (20-67) 

Geschlecht (m:w) 9:5 4:12 4:3 3:12 

Dsg1[Re/ml] b 
(Min/Max/Median) 

 0/193/4,5   

Dsg3[Re/ml] 
(Min/Max/Median) 

 4/607/121,5   

HLA-DR³1*0402 c  5   

HLA-DR³1*0402/ 
DQ³1*0503 

 3   

HLA-DQ³1*0503  6   

     

Bet v1- spezifisches IgE 
[kUA/l] (n=7) d 
(Min/Max/Mittelwert) 

   5,13/75/22,2 

Positiver Pricktest in % 
(n= 13) 

   100 

 

a  Mittelwert (Spannweite).  
b  durch ELISA (EUROIMMUN) mit rekombinantem Dsg1/Dsg3 [relative Einheiten/ml] 

bestimmt. Grenzwert beträgt 20 RE/ml  

c  PV- spezifische HLA-Klasse II Haplotypen: HLA-DR³1*0402, HLA-DQ³1*0503 

d spezifisches Immunglobulin E gegen rekombinantes Bet v1 (Majorallergen der Birken: Betula 

verrucosa) in kUA/L (kilo Units of Allergen per liter) im Serum  
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Tab. S 2: Klinik, Therapie, Autoantikörper und der Humane Leukozyten-Antigen-Typ der 
Pemphigus   vulgaris-Patienten A: Alter, Aza: Azathioprin, Dsg: Desmoglein, G: Geschlecht, 

HLA-Typ: Humanes Leukozyten-Antigen-Allel, KR: Komplette Remission mit/ohne Therapie, 

m: männlich, MMF: Mycophenolat-Mofetil, PR: Partielle Remission mit/ohne Therapie, Pred: 

Prednisolon, PV: Pemphigus vulgaris, R: Rezidiv, w: weiblich 

Patient G. A. Statusa Therapieb Ritux-
imabc 

Dsg1/ 

Dsg3 
[RE/ml] d 

Klinischer 

Phänotyp 
HLA-Type 

PV01 m 67 PR -  6/161 Oral 
HR 
DR³1* 
0402 

PV03f m 41 KR 
Moderat 

 (150 mg Aza) 
 4/141  - 

PV04 m 45 PR 
Moderat  

(100 mg Aza) 
 0/564 

Oral, 

Genital 

DR³1* 
0402, 

DQ³1* 
0503 

PV05 m 52 KR 

Moderat  

(7,5 mg Pred, 

200 mg Aza) 

5 0/4  
DR³1* 
0402 

PV06 m 60 PR 
Minimal 

(5 mg Pred) 
 3/10 Oral 

DQ³1* 
0503 

PV07 w 45 
1. PR 

2. R 

1.Minimal 

(7,5 mg Pred) 

2. Moderat 
(7,5 mg Pred, 
MMF) 

 

1. 978/15 

2. 193/6 

 

1. 
Kopf,  

2. 
Arme, 

Stamm, 

DQ³1* 
0503 

PV08 w 45 PR 

Moderat 

(150 mg Aza, 

7mg Pred) 

25 3/607 Oral 

DR³1* 
0402, 

DQ³1* 
0503 

PV09 w 55 PR 
Moderat 

(5 mg Pred, 
MMF) 

7 56/161 
Oral, 
Kopf 

DQ³1* 
0503 

PV10 w 61 KR -  12/291  
DQ³1* 
0503 

PV11 m 81 
KR 

 
-  5/199  

Nicht PV-
spezifisch 

PV12 m 67 KR -  9/132  

DR³1* 
0402,  

DQ³1* 
0503 
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a  wie bei Murrell et al., 2008 definiert.  
b  tägliche Dosis zum Zeitpunkt der Blutabnahme 
c  Monate nach letzter B-Zell-Depletion mit Rituximab (anti-CD20-Antikörper) 

d durch ELISA (EUROIMMUN) mit rekombinantem Dsg1/Dsg3 [relative Einheiten/ml] 
bestimmt. Grenzwert beträgt 20 RE/ml 

e  PV-spezifische HLA-Klasse II Haplotypen: HLA-DR³1*0402, HLA-DQ³1*0503 

f  frische PBMC (fett) 

 

 

 

 

 

Patient G. A. Statusa Therapieb Ritux-
imabc 

Dsg1/ 

Dsg3 
[RE/ml] d 

Klinischer 

Phänotyp 
HLA-Type 

PV13 w 65 PR - 2 0/111 Oral 
DR³1* 
0402 

PV14 w 61 PR 

Moderat 

 (100 mg Aza) 

 

 0/16  
DR³1* 
0402 

PV15 w 64 KR 
Moderat 

 (30 mg Pred) 
12 15/20  

DR³1* 
0402 

PV16 w 60 PR 

Moderat  

(100 mg Aza, 

20mg Pred) 

 19/51 Stamm 
DQ³1* 
0503 

PV17 w 54 R 

Hoch 

(Rituximab, 

1000 mg Aza, 

1000 mg Pred) 

0 2/20 

Kopf, 

Oral, 

Genital 

DQ³1* 
0503 
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Tab. S 3: Übersicht der gesunden Kontrollgruppen BPA: 

Birkenpollenallergiker, K: Kontrolle, m: männlich, 

PV: Pemphigus vulgaris, w: weiblich 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kontrollgruppe Geschlecht Alter 

K01 (PV) w 25 

K02 (PV) m 24 

K03 (PV) m 41 

K04 (PV) m 30 

K05 (PV) m 24 

K06 (PV) m 41 

K07 (PV) w 23 

K08 (PV+BPA) m 33 

K09 (PV+BPA) w 22 

K11 (PV+BPA) w 28 

K12 (PV+BPA) m 26 

K13 (PV+BPA) m 47 

K14 (PV+BPA) w 34 

K15 (PV+BPA) m 27 
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Tab. S 4: Klinische bzw. serologische Parameter und Therapie der Birkenpollenallergikern 

Bet v1 (Majorallergen der Birken: Betula verrucosa), BPA: Birkenpollenallergiker, 

IgE: Immunglobulin E 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a  

 

frische PBMC (fett) 
 

b spezifisches Immunglobulin E gegen rekombinantes Bet v1 (Majorallergen der Birken: Betula 

verrucosa) in kUA/L (kilo Units of Allergen per liter) im Serum 
c tägliche Medikation zum Zeitpunkt der Blutabnahme 
d nicht ermittelt (not detected)  

 

 

 

 

 

Patient Geschlecht Alter 
Prick-
Test 

Bet v1- 
spezifisches IgE 
[kUA/L] b 

Medikamente c 

BPA01 a w 27 positiv 24,0  

BPA02 w 35 n.d d 13,6 Loratadin 

BPA03 w 20 positiv 22,3 Loratadin 

BPA04 w 55 positiv  Loratadin 

BPA05 m 40 positiv   

BPA06 w 24 positiv 5,13 Cetirizin 

BPA07 w 21 n.d 75  

BPA08 w 44 positiv   

BPA09 w 28 positiv   

BPA10 m 54 positiv   

BPA11 w 62 positiv 14,1 
Azelastin 

+ Fluticason 

BPA12 w 67 positiv   

BPA13 w 60 positiv  
Momethason-
17-fuorat 

BPA14 m 59 positiv   

BPA15 W 22 positiv 12,5  
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9.2 Abbildungen 

 

Abb. S 1: Antigenspezifisch induzierte CD154-Expression bei Pemphigus vulgaris (PV)-Patienten, gesunden 

Kontrollen (K) und Birkenpollenallergiker (BPA) infolge der ex vivo-Stimulation. Frisch aufbereitete 

mononukleäre Zellen des peripheren Blutes von PV-Patienten (n=11) und den Kontrollen (n=14) wurden ex vivo 

mit (b) humanem Desmoglein (Dsg)-3 und (c) polyklonal mit Phytohämagglutinin (PHA) stimuliert. Als 

Negativkontrolle für die antigenspezifische Stimulation mit Dsg3 bei PV diente K und (a) BPA. Zur Berechnung 

der prozentualen Veränderung der CD154-Expression innerhalb der CD4+ T-Zellen wurden die Werte der 

unstimulierten von den stimulierten Proben subtrahiert. Es wurde der nicht parametrische, zweiseitige Mann-

Whitney-U-Test angewendet. **p<0,01. 

 

Abb. S 2: Vergleichende Analyse der CD4+ T-Zellen hinsichtlich ihrer Fähigkeit CD154 nach Stimulation 

von Desmoglein (Dsg)-3 und Peptid (P)-2 zu exprimieren. Frisch aufbereitete mononukleäre Zellen des 

peripheren Blutes von Pemphigus vulgaris (PV)-Patienten (CD4+ n=11; CD8 + n=9) wurden ex vivo spezifisch mit 

Dsg3 und P2 stimuliert. Zur Berechnung der prozentualen Veränderung der CD154-Expression innerhalb der CD4+ 

T-Zellen wurden die Werte der unstimulierten von den stimulierten Proben subtrahiert. 

BPA  K  

0

2

4

6

8

10

%
 C

D
1
5
4

+
 i

n
 C

D
4

+
Z

e
ll
e
n

PV K 

0

2

4

6

8

10

%
 C

D
1
5
4

+
 i

n
 C

D
4

+
Z

e
ll
e
n

77

PV K 

0

20

40

60

80

%
 C

D
1
5
4

+
 i

n
 C

D
4

+
Z

e
ll
e
n

 a)                +Dsg3  b)                 +Dsg3  c)                    +PHA

BPA              PV

Dsg3 P2

0

2

4

6

8

10

%
 C

D
1
5
4

+
 i

n
 C

D
4

+
Z

e
ll
e
n



 

157 

 

 

 

Abb. S 3: Individuelle CD154-Expression stratifiziert nach dem klinischen Status und der systemischen 

Therapiestufe. Darstellung des individuellen CD154-Expressionsniveaus der CD4+ T-Zellen innerhalb der frisch 

aufbereiteten mononukleären Zellen des peripheren Blutes (PBMC) von PV-Patienten (n=11) nach ex vivo-

Stimulation mit Desmoglein (Dsg)-3 und epitopspezifischen Dsg3-Peptiden (P1, P2, P3, P4, Peptidpool P1-4). 

Vergleich der CD154-Expression zwischen den Untergruppen partielle Remission (n=6), komplette Remission 

(n=4) sowie der gesunden Kontrollen (n=14). Die Stratifizierung hinsichtlich der systemischen Therapie (keine, 

minimale und moderate Therapie) wurde farblich hervorgehoben. Es wurde der nicht parametrische, zweiseitige 

Mann-Whitney-U-Test angewendet. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. adj. IS, adjuvante Immunsuppressiva 
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Abb. S 4: Einfluss der Kryokonservierung bei Pemphigus vulgaris (PV)-Patienten und 

Birkenpollenallergikern (BPA) auf CD154-Expression nach diverser Stimulation.  Eingefrorene (eingefr.) 

und frisch aufbereitete PBMC von (a) BPA (frisch: n=9, eingefr.: n=6) und (b) PV (frisch: n=11, eingefr.: n=5) 

wurden ex vivo spezifisch mit Desmoglein (Dsg)-3 bzw. mit Birkenpollenextrakt (BPE) stimuliert. Zudem erfolgte 

eine polyklonale Stimulation mit Phytohämagglutinin (PHA) und dem Kollagen VII (NC1(1)). Unterschiede 

anhand des nicht parametrischen, zweiseitigen Mann-Whitney-U-Test ermittelt. ns= nicht signifikant. **p<0,01; 

***p<0,001. 

 

Abb. S 5: Kinetische Analyse der CD154-Expression der T-Zellen nach unspezifischer ex vivo-Stimulation 

bei drei gesunden Kontrollen (K).  Frisch aufbereitete mononukleäre Zellen des peripheren Blutes von wurden 

ex vivo unspezifisch mit Phytohämagglutinin (PHA) stimuliert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde nach der 

Stimulation die Antikörperfärbung angeschlossen (2,6,12,18,22 Stunden (h) nach Stimulationsbeginn). Zur 

Detektion der T-Lymphozyten wurde ein CD3-Antikörper benutzt. Hier dargestellt ist die Analyse der 

anschließenden Durchflusszytometrie. 
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